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骨芽細胞様細胞のMg2゙ 依存性ATPase活性の性質

学位論文内容の要旨

【緒言】骨組織の形成においては、骨芽細胞がコラーゲンなどの石灰化の基質を合成した後に、細胞外に分泌し形成さ

れた基質にカルシウム(Ca)やりン(P)が蓄積して石灰化が生じる。骨芽細胞の分化や増殖、機能の調節に関しては多

くの報告があり現在も活発な研究がなされているが、石灰化部位への無機イオンの輸送や蓄積の機構に関してはまだ不明

な点が多い。マウスの頭蓋冠から樹立されたMC3T3-E1細胞(El細胞）は骨原性細胞から骨芽細胞に分化し、培養中の

ディッシュ内に石灰化組織を形成することから、硬組織形成機構の研究に広く用いられている有用な細胞である。El細胞

培養中の石灰化に伴い、経時的に増加するCaz+およびMg2+.Arj` Pase活性が存在し、Ca2+.ATPase活性の基本的な性質は、

アルカリ性が至適pHであり、Caに対する親和性が非常に高いこと、リン酸化反応中間体(EP)を形成するP型ATPase

の特徴を示す。骨切片を用いた組織化学的な研究において、骨形成が行われている側にアルカリ性ホスファターゼとは異

なる中性からアルカリ性が至適pHであるCa2゙ およびMg2+.AIヽ Pase活性が存在することが知られている。E1細胞には培

養中の石灰化に伴い経時的に増加するCa2十およぴMg2十．ATPase活性が存在し、骨切片においても骨形成が行われている

側にCa2゙ およぴMg2゙ 囎I、Pa8e活性が存在すること、また、両觚・Pa8eの性質が類似していることから、Ca2十、Mg2゙ ‐ATPa8e

がCaあるいはMgを石灰化部位に輸送するパrP・aBe活性として石灰化に関与している可能性もあると考えられる。そこ

で、石灰化における両ATPa8eの関与を明らかにすることを目的とする研究を計画した。本研究では、Mぎh．ATPase活性

の性質についての報告が少なぃことから、E1細胞のMg2十‐ATPa8e活性のpH、Mgおよぴ觚P濃度依存性と活性に対す

る各種金属イオン、及ぴ觚やase活性阻害剤の影響などの基本的な性質を検討した。

【材料と方法】El細胞は10％牛胎仔血清を加えたa．M亜M中で5％C02．95％空気、37℃気相下にて培養した。コンフ

ルエント後3～5週の石灰化期にあるE1細胞を回収し、超音波破砕処理を行った。核とミトコンドリア及び細胞質を除い

たミクロソーム分画を調整して、活性測定の材料とした。ATPa8e活性は、觚P加水分解により生成された無機リン量を、

Cbi佃et法に従って定量することによって測定した。

【結果】

・Mg2゙ ．ATPa8e活性の基本的性質

  MC3T3゚ E1細胞のCa2十一ATPaseはアルカリ性に至適pHを有し、pH8．56付近と10．43付近で最大活性を示すことか

ら、Mg2＋‐ATPa8eについても活性のpH依存性を調ぺた。その結果、活性は中性付近からpHの増加に伴って増大し、pH9．47

付近において最大活性を示した後減少し、pHn．oo付近に小さなショルダーを示した。

Mg2十‐ATPa8e活性のMg濃度依存性を調ぺたところ、活性は遊離Mg濃度依存性に増加し，1．67mMで最大となった。ま

たMgに よる50％ 活性化 濃度は 約n011MMgで あった。Mg2十‐衄Pase活性の觚P濃度依存性を調べたところ、活性は

觚｀Pの濃度に依存性して増加した。そこで、ATP濃度と活性の二重逆数プロットを行った。プロツ卜は折れ曲がり、それ

ぞ れ の 直 線 か ら KD． 5値 が 80mと 1． 7mMの 觚 lPに 対 す る 高 ・ 低 親 和 性 の 結 合 部 位 が 検 出 さ れ た 。

・Mg2゙ ．越四a8e活性に対する各種金属イオンの作用
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pH 9.47で 最 大 活 性 を 示す Mg2十・ 觚 IPase活 性 に 対す る 各 種 イ オ ンの 影 響 を 調 ぺ、 lmMのMg存 在 下 のATPa8e活 J陸 を

100％ と し た 相 対 値 で 示 し た 。 1mMの Mgを 添 加 し て 2mMに な る と、 活 性 は 20％ 程 度 低 下 した 。 他 の 2価金 属 イ オ ン

を 添 加 す る と 1mMの マン ガ ン （ Mめで は 90％ 、銅 （ Cb）で は 60％ 、Ca存 在 下 では 30％ の 活性 抑 制 が み られ た 。 こ の

ATPa8eが Nが ，K＋ ．ATPaseである 可能性 を調ぺ るため にナ トリウ ム（Na冫 の効 果を調 ぺたが 、活性 は濃 度に依存して低

下 し た 。 同 様 に pHn． OOに お け る lmMの M呂 存 在 下 の ATPa8e活 性 に 対 す る各 種 金 属 イ オ ンの 効 果 を 調 べた 。 そ の 結

果 、 1mMの Mn存 在 下 で 35％ 、 Cuと Caで lOか ら 20％ 、 Naで 40％ 程 度 の 活 性 の 低 下 が み ら れ た 。 pH9． 47と n． oo

で の lmMMg存 在 下 の ATPase活 性 に 対 す る Mnに よ る 瀞 陸 抑 制 の 濃 度 依 存 性 を 調 べ た 。 活 性 は pH9． 47で は Mnの 濃

度 に 依存 し て 低 下 し、 1mMで は10％ 程 度と な っ た 。 Mnに よ る Mg2十 ― パ rPase活 性の 50％ 阻 害濃 度 は 約 O．7mMであっ

た 。 一方 、 pHll． 00で はlOOllM以 下 の 低 い濃 度 で 活 性 の低 下が 見られ たが 、lmMまで濃 度を上 げても 66％程 度の活 性

が残 存して いた。 P型 ATPa8eであ るNa十 ，I【＋‐ A1珊8eは 、数llMの白 金（Pt冫によ り活性 が阻害 される こと から、P型

ATPa8eの 可能 性 がある Mg2゙ ‾AH） ase活 性に対 するPtの 影響 を調べ た。そ の結果 、測 定した すぺて のpHに おいて 、1mM

のPtは 1mMの Mg存在 下のAロa8e活性 を抑制 しなか った 。

・Mg2十． ATPase活性 に対す る阻 害剤の 影響

  Mg2十 ． ATPa8e活 性 に 対 す る各 種 觚 Pase阻 害 剤 の影 響 を 調ぺ た。pHを広く 変えて P型 越ぽaseの代 表的な 阻害 剤であ

る vanadate（ 1五M） のMg2十‐ パIPa8e活性に 対す る作用 を調ぺ たとこ ろ、pH9． 47では50％ の活 性が抑 制され たが、 pH

n． 00で は 活 性は 抑 制 さ れ な かっ た 。 lmMvana出 lteの pH9． 47に お け る 活 性抑 制 が60％であ ったの で、vanadateの濃

度を 広く変 えて活 性の濃 度依 存性を 調ぺた 。その 結果 、O． 3mMで 約30％ の活性 が阻害 され 、さら に濃度 が上が ると活性

は 減 少し た が 、 10mMの vaDadateが 存 在して も30％ の活性 が残存 し、完 全に 阻害す ること はでき なかっ た。 さらに 低濃

度 の vanadateで の 活性 低 下 の 濃 度 依存性 を調 べたと ころ、 数脚で 20％強 の活性 が低下 した 。ミト コンド リアの ATPase

を 阻 害す る aZideの 影 響 を広 く pHを 変え て 調 べ た とこ ろ 、 azideに よ って Mg2゙ ‐ATPase活 性 は ど のpHに おいて も20

か ら 30％ の 活 性 が抑 制 さ れ た 。そ こ で 、 aZideに よる 阻 害 の 濃 度依 存 性 を 調 ぺ たと こ ろ 、 1から 10pMの azideで20％

程度 の活性 が低下 し、そ れ以 上濃度 を上げ ても活性の低下は起こらないことが示された。Na，K．ATPaseの特異的な阻害剤

であ るouaba血では 、広 い濃度 範囲で 活性の 抑制 はみら れなか った。

【 考 察】 MC3T3． E1細 胞は 、 骨 原 性 細胞か ら骨芽 細胞に 分化 すると 、泣vitroで分 泌し た基質 を石灰 化する 細胞 株であ

る 。 Ca2゙ ． ATPaseは ア ルカ リ 性 に 至 適pHを 有 し 、pH8． 56付 近 と 10． 43付 近で ピ ー ク を 示す が 、 本 研 究 にお け る

Mg2十．ATPa8e活性も pH9． 47で最 大活性 を示し n， 00付近 でショ ルダー を示し た。P型ATPa舶のう ちNa゙ ，K＋ ‾朋ぼa8e

ある いは形 質膜に 存在す るCa2゙ ． ATPaseの至 適pHは 中性で あるが 、本研 究のMg2十 ．ATPaBeは アルカ リ性で あった。今

後、 アルカ リ‘陸 環境の 硬組織石灰化における必要性と、アルカリ性環境の形成に関与しているシステムにっいて、明らか

に す る 必 要 が あ る 。 pH9． 47の Mg2十 ・ 觚tPa8e活 性 は 60％で あ る が vanadateに よ っ て 阻害 さ れ た 。 また 、 1mMの Mn

及 ぴ Cuに よ っ て 90及 ぴ 60％ 阻 害 さ れ 、Mnに よ る 50％ 阻 害 濃度 は約O．7mMであ った。 ー方、 pHn．OOのMg2十‐ r丶 Pa8e

活 性 はvana（lateによ っ て 阻 害 さ れず 、 lmMの Mn及 ぴ （kに よっ て86及び 15％し か阻害 されな かった 。ま た、Ml二 Lに

よ る 阻害 は O． 1mM程 度 で 生じ た こ と から、 pH9． 47とn．ooで 観察さ れるMg2十IArPase活 性は別 の酵 素によ る活性 と推

測さ れる。 Mg2＋ ．パrPa8eが、觚丶Pに対する高・低の両親和性部位を示すこと、及ぴvaIladateによって阻害されることか

ら P型ATPaseの 特 徴 を 保持 し て い る 。し か し 、 Ptに よ っ て 阻 害さ れ な い こ とか ら NnK＋．ATPa8eなどと は異な って い

る。 放射性 の飢丶 Pを 用いて EP形成 実験を 行い、 その性 質を 明らか にする ことに より 、本酵 素がP型觚 ヽPaseに属するの

か否 かにっ いて決 定する 必要 がある 。Mg2゙ ‐觚 Pase活性は多くの細胞で検出きれる活性であるが、一般にその活性は低く

機能 に関し てもほ とんど 知ら れてい なぃ。 ほとん どの 觚丶Paseや タン パク質 リン酸 化酵素 は活 性発現 にMgを必 要とする

こと から、 Mg2十 ‐ATPase活 性は その一 部とし て測定 されて いる 可能性 もある 。本実 験に おいてもN心王p．ATPa8eによる
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活性である可能性を考え、Naによる活性化を調べたが逆に抑制され、Na+，K+.ATPaseの特異的な阻害剤であるouabam

によって阻害されなかったことから、Na+,K+-ATPaseとは異なっていた。また、azideによって部分的にしか阻害されな

かったことからミトコンドリア酵素とも異なると考えられた。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

骨芽細胞様細胞のMg2゙ 依存性ATPase活性の性質

  審査は，審査員全員出席の下に，申請者に対して提出論文とそれに関連した学科目に

っいて口 頭試問により 行われた．審査 論文の概要は ，以下の通り である．

  骨芽細胞の分化や増殖，機能の調節に関しては多くの報告があるが，石灰化部位への

無機イオンの輸送や蓄積の機構に関しては未だ不明な点が多い．MC3T3ーEl細胞(El細

胞）には，細胞培養中の石灰化に伴い経時的に増加するCa2゙ およびMg2十一-ATPase活性が
存在することが知られているが，Mg2＋‐ATPase活性についてはほとんど研究されていな

いる．

  本研究は，MgあるいはCaを石灰化部位に輸送するATPaseとして石灰化に関与して

いる可能性のあるMg2゙ ―ATPase活性の基本的な性質を検討したものである．石灰化期に

あるEl細胞のミクロソーム分画を調整して活性測定の材料とし，．Chifflet法に従って
ATPase活性を測定した．

  Mg2＋－・ATPase活性は中性付近からpHの増加に伴って増大し，pH9．47付近において最

大活性を示した後減少し，pHll．00付近に小さなショルダーを示した‐ATPase活性は

遊離Mg濃度に依存して増加し，1．67mMで最大となった．Mgによる50％活性化濃度（Ko．5）
は約110pMであった．また，ATPase活性はATPの濃度に依存性して増加した．ATP

濃度と活性の二重逆数プロットでは，プロットは折れ曲がり，それぞれの直線からKo．6
値 が80pMと 1． 7洲の ATPに対 す る高 ・低 親 和性 の 結合 部 位が検出され た・

  pH9．47で最大活性を示すMg計瑚Pase活性に対する2価金属イオンの影響について

は，lmMのMg添加によりATPase活性は20％程度低下し，1mMのmでは90％，Cuで
は60％，Ca存在下では30％の活性抑制がみられ，NaではMg2十一ATPase活性は濃度依存

性に低下した．一方，pH11．ooで最大活性を示すMg2＋ーATPase活性に対する2価金属イ
オンの影響については，lmMのMn存在下で35％，CuとCaで10から20％，Naで40％程

度の活性の低下がみられた．
  次にpH9．47とpH11，00での1mMMg存在下のATPase活性に対するMnによる活性

抑制の濃度依存性をみると，活性はpH9，47ではMnの濃度に依存して低下し，1刪で

はlO％程度となった，MnによるMg2゙ 叫TPase活性の50％阻害濃度は約0．7mMであった．
一方，pHll．00では100pM以下の低い濃度で活性の低下が見られたが，1蝋まで濃
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度を上げても65%程度の活性が残存していた．なお，1mMのPtは1mMのMg存在下の

ATPase活性を抑制しなかった．
  Mg2゙ -ATPase活性に対する各種ATPase阻害剤の影響をみると，1尚vanadateは，pH

9．47では50％の活性を抑制したが，pH11．ooでは抑制しなかった．またpH9．47にお
ける活性はO．3mMで約30％の活性が阻害され，さらに濃度依存性に活性は減少したが，

10刪vanadate存在下でも30％の活性が残存していた．azideの影響をみると，どのpH

においてもMgヨ゛一ATPase活性が20から30％抑制された．azideによる阻害の濃度依存
性をみると，1から10pMで20％程度の活性低下がみられたが，それ以上濃度を上げて

も活性の低下は認められなかった．ouabainでも，広い濃度範囲で活性の抑制はみられ
たかった，

  本研究において，pH9．47及びpH11．00のMg2゙ 一ATPase活性は，vanadate，1mMの
Mn及びCuによる阻害の様式が異なることから，別種の酵素による活性と推測された．

pH9．47のMg2゙ 一ATPaseは，ATPに対する高・低の両親和性部位を示すこと，たらびに

vanadateによって阻害されたことからP型ATPaseの特徴を保持してはいるが，
Na゙ ，K十瑚Paseとは異なりPtによって阻害されないことから，その性質の解明にはき

らなる検討が必要である．本研究のMg”゛－ATPase活性は，阻害剤に対する反応性から，
Na＋ ， K十 一 ・ ATPase及び ミトコ ンド リアの 酵素 ではな いと 推測さ れた ．

  論文の審査にあたって，論文申請者による研究の要旨の説明後，本研究ならぴに関連
する研究について質問が行われた・

  主な質問事項は，
  1）ミクロソーム分画とは細胞成分の何を含むのか，

  2）  MC3T3― El細 胞 の 培 養 に お い て 細 胞 が 多 層 化 す る の は 何 故 か ，
  3）培養細胞基質が石灰化する際，MC3T3一El細胞は石灰化腔のような箇所に留まるの

    か，死滅消失するのか，

  4） Chifflet法の原理は，
  5）P型ATPaseとはどのようを性質のATPaseか，

  6） Vanadateとは，どのような物質カゝ，
  7） Mg2゙ -ATPaseがP型ATPaseの特徴を部分的にしか示きぬかった理由は，
等であった・

  いずれの質問についても，論文申請者から具体的な回答が得られ，また将来の研究の

方向性にっいても具体的に示された．本研究は，MC3T3－El細胞に韜いて石灰化に伴い

経時的に増加するMg2゙ -ATPase活性の基本的な性質を検討し，pH9．47及ぴpH 11. 00の

Mg2＋―-ATPase活性は別種の酵素によるものであること，またNa゙ ，ぐ－ATPase及びミトコン
ドリア酵素によるものではないことを明らかにしたことが高く評価された．本研究の業

績は，口腔外科の分野はもとより，関連領域にも寄与するところ大であり，博士（歯学）

の学位授与に値するものと認められた‐


