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骨芽細胞様細胞株(MC3T3-E1)の thapsigargin 感受性 Ca 依存 ATPase の分離 

工藤 智也 出山 義昭 吉村 善隆 鈴木 邦明 山崎 裕 

 

抄録：骨芽細胞には Ca で活性化される ATPase（Ca-ATPase）が存在し石灰化との関連が推測されるが報

告は少ない。そこで、骨芽細胞様細胞 (MC3T3-E1)の Ca-ATPase の性質を調べた。E1 細胞を培養後，細

胞破砕物を作成したのち、ミクロソーム分画とした。さらにドデシル硫酸ナトリウム(SDS)を添加して可溶

化した後、グリセロールの密度勾配遠心にかけて ATPase 活性のある分画を得た。細胞破砕物には

Ca,Mg-ATPase 以外に、pH 9.6 (Ca-P1)と pH 10.8 (Ca-P2)で活性が高い Ca-ATPase 及び pH 9.6 (Mg-P1)

が主で pH 11.1 (Mg-P2)にわずかな活性を示すMg-ATPase活性が検出された。Mg-P1の最大活性は Ca-P1

及び Ca-P2 の約 4.5 倍であった。これらの活性は SERCA の特異的阻害剤とされる thapsigargin によって

阻害されたが、P 型 ATPase を阻害する vanadate による阻害は認められなかった。また 2 価金属のキレ

ーターである EDTA 及び EGTA は濃度依存性に両 ATPase 活性を阻害した。ミクロソーム分画では Ca-P1

が顕著に減少し、Ca-P2 の割合が増加した。グリセロール密度勾配遠心後には、Mg-P2 とその約 3 倍の

Ca-P2 活性が検出された。両活性は thapsigargin により阻害された。両活性の石灰化への関与を調べるた

めに、25 及び 50μM の thapsigargin 存在下での E1 細胞の培養を行ったが、thapsigargin のアポトーシ

ス誘導作用のため石灰化の検出まで細胞を培養することはできなかった。本研究では thapsigargin により

阻害され P 型ではないアルカリ性至適 pH の Ca-ATPase が E1 細胞に存在することを示し、その性質の検

討が可能な程度まで分離を行うことができた。



 

【緒言】 

 骨の石灰化は、骨芽細胞による骨基質の合成と細胞外への分泌、さらに基質へのカルシウムやリンの沈

着により進行する。骨基質へのカルシウムの輸送に関しては、形質膜に存在する Na-Ca exchanger (NCX)

や Ca-ATPase を候補とする報告がある。しかし Ca-ATPase に関しては、骨芽細胞の基底膜側に位置する

ことから骨基質への直接的なカルシウム輸送を行うことはできないとの報告がある一方、骨側に位置し、

vanadate により石灰化が阻害されることから骨基質への直接的なカルシウム輸送を行っているという報

告もあり、いまだ不明な部分が多い。これらの報告で取り扱っている Ca-ATPase は既知の性質から plasma 

membrane calcium ATPase (PMCA)であると推測される。PMCA は活性の至適 pH が中性であり、ATP

の加水分解の過程でリン酸化反応中間体を形成する P 型 ATPase である。P 型 ATPase は vanadate によ

り阻害される。PMCA と比較的類似した性質を示す Ca-ATPase には小胞体での Ca の能動輸送に関与する

sarco-endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA)があり、特異的阻害剤とされる thapsigargin によ

って阻害される。PMCA と SERCA は低濃度の Ca で活性が飽和するため石灰化部位への Ca 輸送には不

適と考えられる。 

 近年、Nakano1)らによって骨形成部位に、また森 2)、小畑 3)らによって骨芽細胞様細胞である MC3T3-E1

細胞にアルカリ側に至適 pH をもつ Ca 依存 ATPase や Mg 依存 ATPase の存在が報告されている。骨形成

部位では、同じくアルカリ性に至適 pH を持つアルカリ性ホスファターゼの活性の上昇が認められること

から、石灰化における Ca 依存 ATPase との関連性に興味が持たれる。また、この Ca 依存 ATPase は活性

発現に数 mM の Ca を必要とすることから、石灰化部位での Ca 輸送という点では PMCA や SERCA より



 

も適していると考えられる。しかし、これら ATPase の詳細な酵素学的な性質や石灰化の過程における役

割に関しては不明な点が多い。 

 MC3T3-E1 細胞は、骨原性細胞から骨芽細胞へ分化し、培養中に dish 内に硬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る細胞である。そこで、MC3T3-E1 細胞を用いてアルカリ性至適ｐ

H の Ca-ATPase の基本的な性質を調べて精製を進め、存在部位及び Mg-ATPase との相違を明らかにする

こと、石灰化への関与を調べるために必要となる阻害剤について検討することを目的に本研究を行った。 

 

【材料及び方法】 

１．MC3T3-E1 細胞の培養、回収 

 E1 細胞は理化学研究所細胞開発バンクより購入し、α-minimum essential medium（α-MEM）と牛

胎児血清（FBS）は Gibco-BRL 社製（MD、米国）を使用した。E-1 細胞を 5％CO₂-95％空気下（37℃）、

10％FBS を加えたα-MEM 中で通法に従い培養した。コンフルエント後 4 週で回収し、超音波処理を行い

細胞破砕物を作成した。 

２．ミクロソーム分画の調整 

 細胞破砕物を 10,500 rpm で 35 分の遠心分離後、上清を回収した。回収した上清をさらに 18,000 rpm

で 50 分遠心分離し、得られた沈渣をホモジェナイズ後 sucrose で回収し、microsome 分画とした。 

３．Ca-ATPase 及び Mg-ATPase の精製 

 ミクロソーム濃度を 1mg/ml に調整し、25 mM sucrose、50 mM tris-acetate、1 mM ATP 存在下で、



 

0.1 mg/ml の sodium dodecyl sulfate (SDS)を添加して 37℃で、30 分間インキュベーションして可溶化し

た後、グリセロールの密度勾配遠心を行った。遠心操作は 15,000 rpm、14 時間行った。沈殿は上清を回

収した後に 0.25 M sucrose に懸濁して回収した。各上清は上層から 14 等分して回収し、0.25 M sucrose

を添加してグリセロール濃度を低下させた後、実験に使用した。 

４．ATPase 活性の測定 

 Ca,Mg-ATPase、Ca-ATPase 及び Mg-ATPase 活性は ATP の加水分解の結果得られる無機リン量を

Cifflet 法に従って定量することによりそれぞれ計測した。酵素活性測定は 5μg の酵素と 0.1 mM EDTA

を含む 25 mM sucrose, 0.1 M tris-HCl (pH7.4)または炭酸 buffer に基質として最終濃度 5 mM の ATP を

加えた 300μl の溶液中で反応をおこなった。反応は ATP 添加により開始し、37℃で 30 分反応後、300 μ

l の 12％ SDS を添加して停止した。酵素反応の結果生じた無機リンを Chifflet 法 4)にて発色させ、

HITACHI U-2000 分光光度計を用い 850 nm で測定し定量した。 

５．thapsigargin 存在下での MC3T3-E1 細胞の培養 

 MC3T3-E1 細胞を、最終濃度が 25 μM 及び 50 μM となる DMSO に溶解した thapsigargin を添加し

た 10％ FBS 含有α-MEM 中で、5％ CO₂-95％空気下（37℃）で通法に従い培養した。 

 

【結果】 

 

１．細胞破砕物における Ca,Mg-ATPase、Ca 依存 ATPase 及び Mg 依存 ATPase の pH 依存性および各種



 

阻害剤による影響 

 細胞破砕物の各 ATPase の pH 依存性を測定した(Fig. 1)。Ca,Mg-ATPase の至適 pH は 7.7～7.9、Ca

依存 ATPase の至適 pH は 9.6 (Ca-P1)と 10.8 (Ca-P2)の 2 相性を示し、Mg 依存 ATPase は 9.6 (Mg-P1)

と pH 11.1 (Mg-P2)にわずかな活性を示した。Mg-P1 は Ca-P1 及び P-2 より 4 倍以上高い活性を示した。

各 ATPase 活性が Ca あるいは Mg で活性化されていることを確かめるため、２価金属のキレーターであ

る EDTA を添加して至適 pH で活性を測定したところ、Ca-ATPase、Mg-ATPase とも濃度依存的に活性

が減少した(Fig. 2a)。Ca-ATPase、Mg-ATPase ともアルカリ側に至適 pH を示すことから、アルカリ性ホ

スファターゼの示す活性ではないことを確認するため、阻害剤である levamisole を添加し活性を測定した

(Fig. 2b)が、有意な活性の減少は認められなかった。PMCA の阻害剤である vanadate 存在下で活性を測

定すると、Ca.Mg-ATPaseのみ阻害を受け、Ca依存およびMg依存ATPase活性は影響を受けなかった(Fig. 

2c)。また SERCA の特異的阻害剤である thapsigargin 存在下で活性を測定すると Ca.Mg-ATPase は影響

を受けず、Ca 依存および Mg 依存 ATPase 活性は各至適 pH において濃度依存性に阻害された(Fig. 2d)。

Ca-ATPase では 25 から 100 μMで約 50％の活性が阻害され、Mg-ATPase では 25 μMで約 70％の阻害

効果が認められた。 

 

２．microsome 分画における Ca 依存 ATPase、Mg 依存 ATPase 活性の pH 依存性および各種阻害剤によ

る影響 

 microsome 分画の各 ATPase 活性の pH 依存性を測定した(Fig. 3)。PMCA と SERCA は microsome 分



 

画に存在した。Ca-ATPase は、細胞破砕物では 2 相性であったが Ca-P1 の活性が低下し、その 5 倍の Ca-P2

活性が pH 10.8 で検出された。Mg-ATPase は、Mg-P1 の活性は残ったが、Ca-ATPase 活性との相対的な

差は小さくなった。EDTA を添加すると、細胞破砕物での結果と同様にいずれの ATPase も活性が濃度依

存性に阻害された(Fig. 4a)。Thapsigargin を添加すると、SERCA 同様に Ca-ATPase、Mg-ATPase とも

顕著な阻害効果が認められ,Ca-ATPase は 100 μMで約 50％、Mg-ATPase は 25 μMで約 70％阻害された

(Fig. 4b)。一方、vanadate を添加しても Ca-ATPase、Mg-ATPase は阻害されなかった(Fig. 4c)。Ca-ATPase

と Mg-ATPase が同一の酵素であるのか否かを確認するために、両 ATPase に対する F1-ATPase の阻害剤

であるazideの作用を調べた(Fig. 5a)。その結果、Mg-ATPaseのみ濃度依存性に活性が阻害されCa-ATPase

は阻害されなかった。次に、Ca-ATPase 活性に対する Mg の作用を調べたところ濃度依存性に活性が減少

し 12.5 mM で約 50％の阻害効果が認められた(Fig. 5b)。逆に Mg-ATPase 活性を Ca は濃度依存性に阻害

した(Fig. 5c)。 

 

３．グリセロール密度勾配遠心による精製後の Ca 依存 ATPase 及び Mg 依存 ATPase 活性の分布と

thapsigargin による影響 

 SDS を添加して microsome タンパク質を可溶化したのち、さらにグリセロール密度勾配遠心を行った。

上清を上から 14 等分して回収し、各層の Ca 及び Mg 依存 ATPase 活性を測定した(Fig. 6)。上層から 1,2

番目の層に Ca 依存 ATPase 活性が高く認められた。Mg 依存 ATPase 活性も同じ層に多く認められたが、

microsome での活性と比較すると全体的に顕著に低下した。Thapsigargin は濃度依存性に Ca-ATPase 活



 

性を阻害したが(Fig. 7a)、vanadate によっては阻害されなかった(Fig. 7b)。 

 

４．thapsigargin 存在下での骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 の培養 

 コンフルエント後から培養液に最終濃度 25 及び 50 μM の thapsigargin を添加し、E-1 細胞の培養を

行った。thapsigargin 存在下での培養 3 日目以降、表層から細胞が剥離し、石灰化までの培養は行えなか

った。 

【考察】 

１．MC3T3-E1 細胞の細胞破砕物の各種 Ca あるいは Mg 依存 ATPase 

 本研究で使用した MC3T3-E1 細胞はマウス頭蓋冠から樹立された細胞であり、骨原性細胞から骨芽細胞

に分化し、培養中に Dish 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

ます。小畑らの研究でコンフルエント後４週後にもっとも Ca-ATPase の活性が高くなったことから、今回

もコンフルエント後 4 週まで培養し、回収を行った。回収した細胞を超音波にて処理後、cell homogenate

として使用した。 

 細胞破砕物の Ca あるいは Mg 依存 ATPase 活性を測定すると、中性 pH には極めて低濃度の Ca で活性

化される ATPase が存在した。すでによく知られている PMCA あるいは SERCA5-8)と考えられるが、その

活性はアルカリ性至適 pH の Ca あるいは Mg 依存 ATPase 活性と比較すると、極めて低かった。 

 アルカリ性至適 pH の各 ATPase 活性に対する２価金属のキレーターである EDTA の効果を測定したと

ころ、Ca-ATPase、Mg-ATPase とも濃度依存的に活性が減少したことから２価金属要求性であることが示



 

された。また、アルカリ側に至適 pH を示すことから、アルカリ性ホスファターゼの示す活性ではないこ

とを確認するため、阻害剤である levamisole を添加し活性を測定したが、有意な活性の減少は認められず

両 ATPase はアルカリ性ホスファターゼとは異なる酵素であることが示された。両 ATPase は vanadate

で阻害されないことから P 型 ATPase ではなく、予想に反して SERCA の特異的阻害剤とされている

thapsigargin により阻害された。そこで、これらの特徴を指標に細胞破砕物から microsome を調整して、

ATPase の分布を測定することにした。 

 

２．MC3T3-E1 細胞の microsome の各種 Ca あるいは Mg 依存 ATPase 

 microsome には予想通り PMCA あるいは SERCA が回収されたが、アルカリ側至適 pH の Ca あるい

は Mg 依存 ATPase 活性も回収された。これらの活性は、EDTA に対する反応性から 2 価金属要求性であ

り、vanadate 存在下でも抑制されないことから P 型 ATPase ではなく、thapsigargin により阻害される

ことを確認した。 

 1 つの酵素が Ca と Mg どちらによっても活性化されるため、見かけ上 Ca あるいは Mg 依存 ATPase が

存在するように見える可能性もある。そこで、その可能性を検討した。まず、F1-ATPase の阻害剤である

azide の作用を見たところ、Mg-ATPase のみ濃度依存性に活性が阻害され Ca-ATPase は阻害されなかっ

たことから、両者は別の酵素であることが示唆された。次に、Ca-ATPase 活性に対する Mg の作用を調べ

たところ Mg 濃度依存性に活性が減少し、逆に Mg-ATPase 活性を Ca は濃度依存性に阻害した。これらの

結果から、Ca-ATPase と Mg- ATPase は異なる酵素であると結論した。 



 

 

３．グリセロール密度勾配遠心後の Ca あるいは Mg 依存 ATPase 活性の分布 

 グリセロール密度勾配遠心後 Ca-ATPase は上層から 1,2 番目に高い活性が回収された 9-11)。14 番目にも

若干の活性が認められたが、これは回収時に上の層から落ちてしまった部分と考えられた。Mg-ATPase 活

性も Ca-ATPase と同じフラクションに回収され、完全に分離することはできなかったが、Ca-ATPase は

Mg-ATPase 活性の 3 倍以上となり、Mg –ATPase 活性の影響を軽減して、Ca-ATPase の酵素学的な解析

を行えるところまで、部分精製を行うことができた。ただし、収量が低いため、多くの酵素量を必要とす

る場合にはさらに精製法を検討する必要がある 12-14)。Mg -ATPase 活性は SDS による可溶化のステップで

失活したものと考えられる。 

 

４．石灰化における Ca –ATPase の役割を明らかにするために 

 E-1 細胞は長期培養により石灰化を観察できる細胞である。そこで、今回測定した Ca -ATPase 活性の

石灰化における役割を明らかにすることを目的に、活性を阻害する thapsigargin を添加して E-1 細胞の培

養を行った 15-18)。顕著な Ca -ATPase活性の阻害効果の認められた 25および 50 μMとなるようにmedium

を調整し、コンフルエント後から培養を行ったが, 培養開始３日後から細胞が剥離し始め、石灰化まで培

養を続けることができなかった。Thapsigargin は小胞体ストレスによるアポトーシスを誘導することが知

られており、アポトーシスが原因と推測される 19,20)。今回の実験では Ca－ATPase と石灰化との関連を明

らかすることはできなかったが、より低濃度の thapsigargin を使用することにより解決できる可能性があ



 

る。 

 

【結論】 

 MC3T3-E1細胞に存在するアルカリ性至適 pHのCa-ATPaseはMg-ATPaseとは異なることを明らかに

した。また、Ca-ATPase を酵素学的な性質を測定できるところまで、部分精製した。さらに、Ca-ATPase

は P 型 ATPase ではなく、SERCA の特異的な阻害剤とされる thapsigargin により阻害されること、同時

に測定を行った Mg-ATPase も thapsigargin により阻害されることを明らかにした。 
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 Figure legends 

 

Fig. 1 Effect of pH on calcium,magnesium-ATPase or calcium- or magnesium dependent ATPase 

activity of MC3T3-E1 cell homogenate. 

 ATPase activity was measured with the use of cell homogenate of MC3T3-E1 in the presence of 25 

mM sucrose, 0.1 mM EDTA, 100 mM tris-HCl or carbonate buffer at various pH values with 0.1 mM 

CaCl₂and 2 mM MgCl₂ (◆), 2 mM CaCl₂(■), 2 mM MgCl₂(▲).  

 

Fig. 2a: EDTA, 2b: levamisole, 2c: vanadate, 2d: thapsigargin concentration-dependent decrease of 

ATPase activity of MC3T3-E1 cell homogenate. 

 ATPase activity was measured as described in Fig.1 legend except that indicated concentrations of 

EDTA (a), levamisole (b), vanadate (c) and thapsigargin  (d) were added and that pH of each ATPase 

activities were fixed at 9.63(□), 10.8(■) and 9.63(▲).  

 

Fig. 3 Effect of pH on calcium,magnesium-ATPase or calcium- or magnesium dependent ATPase 

activity of MC3T3-E1 cell microsomes. 

 ATPase activity was measured with the use of cell microsomes of MC3T3-E1 in the presence of 25 mM 

sucrose, 0.1 mM EDTA, 100 mM tris-HCl or carbonate buffer at various pH values with 0.1 mM CaCl



 

₂,2 mM MgCl₂, (◇/◆), 2 mM CaCl₂(■), 2 mM MgCl₂(▲). 

 

Fig. 4a :EDTA, 4b: thapsigargin, 4c: vanadate concentration-dependent decrease of ATPase activity of 

MC3T3-E1 cell microsomes. 

 ATPase activity was measured as described in Fig. 3 legend except that indicated concentrations of 

EDTA (a), thapsigargin (b) and vanadate (c) were added and that pH of each ATPase activities were 

fixed at 7.72(◆),11.07(■)and 9.63(▲). 

 

Fig. 5a: The effect of azide on ATPase activity of MC3T3-E1 cell microsome. 

 ATPase activity was measured as described in Fig.3 legend except that indicated concentrations of 

azide were added and that pH of each ATPase activities were fixed at 9.5(■,▲).  

5b: Magnesium concentration-dependent decrease of Ca-ATPase activity. 

 ATPase activity was measured as described in Fig.3 legend except that indicated concentrations of 

magnesium were added. 

5c: Effect of Calcium on Mg-ATPase activity. 

ATPase activity was measured as described in Fig.3 legend except that indicated concentrations of 

calcium were added. 

 



 

Fig. 6 Distribution of calcium- or magnesium-dependent ATPase activity after SDS treatment and 

centrifugation by glycerol density gradient.   

1mg/ml of microsome was incubated in the presence of 25 mM sucrose ,50 mM tris-acetate,0.1mg/ml 

SDS and 1 mM ATP at 37℃ for 30 minutes, and then centrifuged at15,000 rpm for 24 hours on 

glycerol density gradient. The supernatant fractions were recovered by centrifugation at 45,000rpm for 

1 hour. The sediment was suspended in 25 mM sucrose. Ca-(open bar) or Mg-(solid bar) ATPase 

activity was measured as described in the legend of Fig. 3. 

 

Fig. 7 The effect of thapsigargin (a) or vanadate (b) on separated Ca-ATPase and Mg-ATPase. 

 ATPase activity was measured as described in Fig.3 legend except that indicated concentrations of 

thapsigargin (a) or vanadate (b) were added and that pH of each ATPase activities were fixed at 

10.14(■) and 11.23(▲). 

 

 

  



 

Separation of thapsigargin –sensitive Ca-dependent ATPase in osteoblastic cell (MC3T3-E1) 
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Abstract 

ATPase activated by calcium ion (Ca-ATPase) exist and have a possibility concerning bone 

mineralization. But there is little report about it. Therefore this report studied about the property of 

Ca-ATPase in osteoblastic cell (MC3T3E-1). Osteoblastic cell was cultured and harvested at 4 weeks 

after confluence. The cells were homogenized with the ultrasonication and separated into the 

microsome and cytoplasm by centrifugation . Furthermore they were solubilized by sodium dodecyl 

sulfate (SDS) and separated into fraction including Ca-ATPase activity on the density gradient of 

glycerol. In addition to Ca,Mg-ATPase, the cell homogenate detected the high Ca-ATPase activity at 

pH 9.6 (Ca-p1) and 10.8 (Ca-p2), and Mg-ATPase at pH 9.6 (Mg-P1). The low Mg-ATPase activity at pH 

11.1 (Mg-P2) was also detected. The maximum activity of Mg-P1 was 4.5 fold higher than that of Ca-P1 



 

and Ca P2. These activities of ATPase were inhibited by thapsigargin, the specific inhibitor of SERCA, 

but not by vanadate, the inhibitor of P type ATPase. EGTA and EDTA, chelater of divalent metallic ion, 

inhibited both ATPase concentration-dependently. In the microsome fraction, the activity of Ca-P1 

decreased remarkably. The activity of Ca-P2, Mg-P1 and Mg-P2 remained but the ratio of Ca-P2 

increased. Mg-ATPase was inhibited by azide, inhibitor of mitochondrial ATPase, but Ca-ATPase was 

not inhibited. After the centrifugation of density gradient of glycerol , the activity of Mg-P1 decreased 

remarkably but activities of Mg-P2 and Ca-P2 were remained. The activity of Ca-P2 was detected 

three fold higher than that of Mg-P2. Both ATPases were inhibited by thapsigargin. To investigate the 

role of both ATPases on mineralization, MC3T3-E1 cell was cultured with 25 and 50μM thapsigargin. 

Since 3 days from culture, the surface layer of cell has separated and the number of cell was decreased. 

As thapsigargin induced cell apoptosis strongly, we could not culture the cell until the mineralization 

was detected. These results suggested that E-1 cell has Ca-ATPase with optimal pH at alkaline side 

which is inhibited by thapsigargin but is not P type ATPase. And we could separate Ca-ATPase to the 

extent for the use in its characterization.   

Key word : osteoblastic cell, Ca-dependent ATPase, thapsigargin  

 

  



 

Fig. 1 
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Fig. 2a 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

400

800

1200

1600

0 5 10 15 20 25

n
m

o
l 

P
i/

m
in

/m
l 

EDTA濃度(mM) 

Cell homogenate Ca/Mg依存ATPase EDTA依存性 

Ca-ATPase (pH9.63)

Ca-ATPase (pH10.8)

Mg-ATPase (pH9.63)



 

Fig. 2b 
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 Fig. 2c 
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Fig. 2d 
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Fig. 3 
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Fig. 4a 
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Fig. 4b 
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Fig. 4c 
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Fig. 5a 
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Fig. 5b 
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Fig. 5c 
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Fig. 6 
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Fig. 7a 
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Fig. 7b 
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