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原　著

骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1）のカルモジュリン依存性
Ca-ATPase活性の性質

井坂　一真　　鈴木　邦明　　南川　　元　　吉村　善隆

抄　録：形態学的な研究から，硬組織形成部位にアルカリ性至適pHのCa-ATPaseの存在が示唆されているが酵素
学的な性質の報告は少ない．そこで骨芽細胞様細胞であるMC3T3-E1細胞が保持するCa-ATPase活性に関して研究
を行った．細胞を石灰化時期まで培養後回収し，超音波破砕後に遠心分離操作を行って膜分画を得た．ATP加水
分解により生じた無機リン酸をChifflet法で定量してATPase活性を測定し，以下の結果を得た．１．膜分画にはカ
ルシウム（Ca）あるいはマグネシウム（Mg）により活性化されるATPaseが存在し両酵素ともthapsigarginによっ
て阻害された．Ca存在下のATPase活性はMgによって拮抗されることと，Mg-ATPaseを阻害するazideによって
阻害されないことから両酵素は別の酵素と示唆された．２．Ca-ATPase活性はCa濃度依存性に増加して1 mMの遊
離Ca濃度で飽和し，50 ％活性化濃度は0.3 mMであった．３．活性はpH依存性に増加し，pH 9.1でpH 7.5のほぼ３
倍の活性を示して最大となりpH 10.0までは同程度の活性を示した．４．活性はATP加水分解の過程においてリン
酸化酵素を形成するP型ATPaseの阻害薬であるvanadateとエタクリン酸によっては阻害されなかった．５．活性
は２価金属イオンのキレーターであるEGTAおよびEDTAにより濃度依存性に阻害されたが，ビスホスホネートに
よっては阻害されなかった．６．遊離Ca濃度100 nMでは， Ca-ATPase活性はほぼ検出されないが，カルモジュリ
ンを添加すると濃度に依存して活性は増大し，50 ％活性化濃度は約6 μMであった．７．カルモジュリン非添加に
おける活性は，カルモジュリン拮抗薬であるW7によって濃度依存性に抑制され，50 ％阻害濃度は0.3 mMであっ
た．以上の結果は，E1細胞にはアルカリ性至適pHのP型ではないカルモジュリン依存性Ca-ATPaseが存在するこ
とを示唆する．本酵素は，形態学的に存在が示唆されるCa-ATPaseと類似しており，硬組織形成に関与する可能
性がある．

キーワード：	Ca-ATPase，骨芽細胞様細胞，カルモジュリン

緒　　　　　言

　骨形成において，骨芽細胞が骨基質となるコラーゲンや
プロテオグリカンを合成し細胞外へ分泌したのち，カルシ
ウムやリンなどの無機質がこれら基質に沈着することによ
り石灰化が起こり，骨組織が形成される1）．骨芽細胞の細
胞内カルシウム濃度は細胞外液に比べると著しく低いた
め，骨基質へのカルシウムの輸送は能動輸送により行われ
る．この過程においてCa-ATPaseが関与すると考えられ
ている2，3）．
　従来知られている形質膜や筋小胞体に存在するCa-
ATPaseは，ATP加水分解の過程において生じたリン酸
が酵素に結合したリン酸化酵素を形成することから，P
型ATPaseと呼ばれる．生体にはP型ATPase の他にF型

ATPaseやV型ATPase等 が 存 在 す る が，P型ATPaseで
あるCa-ATPaseは，形質膜に存在して細胞内から細胞
外 にCaを 輸 送 す るPMCA（plasma membrane calcium 
ATPase）と，小胞体膜に存在して細胞質のCaを小胞体内
に取り込むSERCA（sarco-endoplasmic reticulum calcium 
ATPase）が知られている．これらのCa-ATPaseは至適
pHが中性であり，Caによる50 ％活性化濃度は100 μM以
下である3，4）．また，P型ATPaseであるCa-ATPaseの活
性は，カルシウム結合タンパク質であるカルモジュリンに
より調節を受ける．
　Fukushimaら5）は形態学的研究により，アルカリ性pH
で活性を示すCa-ATPaseが骨芽細胞の形質膜や細胞内顆
粒に存在することを報告した．また，Nakanoら6）も，骨
芽細胞の形質膜に同様の酵素活性を見いだし報告してい
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る．一方，森7）及び小畑8）らは，マウスの頭蓋冠由来の
骨芽細胞様細胞であるMC3T3-E1細胞（E1細胞）に，アル
カリ性に至適pHを示すCaおよびMg依存ATPaseが存在す
ることを，酵素学的研究により報告した．これらの酵素活
性は， E1細胞が骨原性細胞から骨芽細胞に分化し，ディッ
シュ内で分泌した基質を石灰化する過程で活性が増大す
ることから，硬組織形成に関与する可能性があると推測
された7-9）．さらに，工藤ら10）は，E1細胞に存在するCa-
ATPaseが，P型ATPaseであるSERCAの特異的阻害薬で
あるthapsigarginにより酵素活性が阻害されると報告した．
thapsigarginは，小胞体膜のCa-ATPaseを非可逆的に阻害
することにより，小胞体へのCa2+の取り込みを阻害すると
同時に，Ca2+の小胞体から細胞質への漏出を引き起こすと
されている．最近ではthapsigarginが小胞体ストレスによ
りアポトーシスの誘導に関与することが知られている11）．
　上記のように硬組織形成部位のアルカリ性至適pHのCa-
ATPaseについては報告があるものの，P型Ca-ATPaseと
の関係をはじめ，未だに不明な点が多い．また，骨芽細
胞にはMg-ATPaseも存在するが7，8，10，12），Ca-ATPaseと
Mg-ATPaseの関係にも不明な点が多い．そこで，本研究
はE1細胞の保持するCa-ATPase活性とMg-ATPase活性の
相違を明らかにすることと， Ca-ATPaseの酵素学的な性質
を明らかにすることを目的に行った．

材 料 及 び 方 法

１．細胞培養ならびに細胞回収
　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Invitrogen Corp.製（Carlsbad，CA）を使用し
た．E1細胞は10 % FBSを加えたα-MEM中で5 % CO2気相
下にて，37 ℃で十分に石灰化するまで通法に従って培養
後，ラバースクレーパーを用いて細胞を回収した．

２．Ca-およびMg-ATPaseを含むミクロソームの調整
　回収した細胞を10秒間３回の超音波処理により破砕して
ホモジェネートを得た．次にホモジェネートを7,000 rpm，
20分間の遠心分離操作を行って上清と沈殿に分けた．さら
にこの上清を18,000 rpm，50分間の遠心を行って膜分画を
得た13）．

３．ATPase活性の測定
　測定条件によって0.25～1 μlのミクロソーム，0.1 mM 
ethylene diamine tetra acetic acid（EDTA） を 含 む25 
mM sucroseおよび50 mM tris-acetate buffer（pH 9.43），
1 mMのCaCl2あるいはMgCl2を含む250 μlの反応液に，基
質として5 mMとなる ATPを50 μl加えて反応を行った．
反応はATPの添加により開始し，37 ℃で60分間反応させ

た後に，300 μlの12 % sodium dodecyl sulfate（SDS）を
添加して停止した．酵素反応の結果生じた無機リン酸を
Chifflet法により発色させ14），HITACHI U-2000分光光度計
を使用し，850 nmで測定することにより定量した．また，
あらかじめ300 μlのSDSを加えて，酵素を変性させてから
ATPを加えて検出された値をback groundとして差し引い
た．Ca-ATPase活性およびMg-ATPase活性は， Lowry法15）

を用いたタンパク質量の測定を行って比活性で計算した．
　各種条件の測定は以下のように行った． 
　１）Ca-及びMg-ATPase活性に対するthapsigarginの作用
　上記の反応液に3～200 µMのthapsigarginを添加して
ATPase活性を測定した．

　２）Ca-ATPase活性に対するMgの作用
　1 mMのCaCl2を含む上記の反応液に0.3～10 mMのMgCl2
を添加してCa-ATPase活性を測定した．

　３）Ca-及びMg-ATPase活性に対するazideの作用
　上記の反応液に31～1000 μMのazideを添加してCa-及び
Mg-ATPase活性を測定した．

　４）Ca-ATPase活性の遊離Ca濃度依存性
　0.1 mM EDTAの代わりに1 mM ethylene glycol tetra 
acetic acid（EGTA）を添加した上記の反応液に，0～4 
mM のCaCl2を添加してCa-ATPase活性のCa濃度依存性を
測定した．遊離Ca濃度は，EGTAとCaの結合定数から計
算した．

　５）Ca-ATPase活性のpH依存性
　50 mM tris-acetate緩衝液（pH 9.43）の代わりに，pH 
7.04，7.48，7.72，7.94，8.12，8.32，8.51，8.75，9.12，
9.45，9.67，10.01の50 mM tris-acetate緩衝液を添加した反
応液を用いてATPase活性を測定し，活性のpH依存性を検
討した．

６）Ca-ATPase活性に対するvanadateおよびエタクリ
ン酸の作用

　上記の反応液に0～50 μMのNa3VO4（vanadate) あるい
はエタクリン酸を添加して， Ca-ATPase活性を測定した．

７）Ca-ATPase活性に対するビスホスホネート及びEGTA
とEDTAの作用

　ビスホスホネートとして，窒素を含まないetidronateと
clodronate，窒素を含むalendronateとrisedronateを使用し
た．上記の反応液に，各実験に示した濃度のこれらのビス
ホスホネート，あるいは２価金属イオンのキレーターであ
るEGTA及びEDTAを添加してCa-ATPase活性を測定し
た．
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　８）Ca-ATPase活性に対するカルモジュリンとW7の作用
　上記の反応液の1 mMのCaCl2の代わりに，遊離Ca濃度
が100 nMとなるCa存在下で，0～12 μMのカルモジュリン
を添加して活性を測定した．また，1 mMのCaCl2存在下
で，0～6.62 mM のW7を添加してCa-ATPase活性を測定
した． W7は溶媒として10 %のdimethyl sulfoxide（DMSO）
を使用して希釈した．

４．試薬
　ATP は Sigma-Aldrich（St. Louis, MO），thapsigargin，
カルモジュリンとW7は和光純薬（大阪）から購入した．
その他の試薬は，特級あるいは生化学用試薬を使用した．

５．統計処理
　結果は，１つの測定条件に対してtriplicateで測定した平
均値と標準偏差を示した．多くの測定点では，標準偏差は
シンボルの大きさの範囲に入った．

結　　　　　果

１．Ca及びMg-ATPase活性の各種阻害薬に対する反応性
　E1細胞の膜分画に存在するCa及びMg-ATPaseが， Ca及
びMgの両イオンによって活性化される，２価金属に対す
る特異性の低い酵素であるのか，あるいは別の酵素である
のかを明らかにすることを目的に，各種ATPase阻害薬の
作用を検討した．
　両活性は，SERCAの特異的阻害薬とされるthapsigargin
によって濃度依存的に阻害された．活性の50%阻害濃度

（IC50値 ） は，Ca-ATPase は25 μM，Mg-ATPaseで は6.3 
μMであった（図１）．
　CaとMgが 拮 抗 す る 可 能 性 を 検 討 す る た め に，Ca-
ATPase活性に対するMgの作用を調べたところ，Ca-
ATPase活性はMg濃度依存性に阻害された．IC50値は約
1.7 mMであった（図２）．さらにMgを必要とするF型
ATPase活性阻害薬であるazideの作用を調べたところ，
Mg-ATPase活性はazideにより濃度依存性に阻害された
が，Ca-ATPase活性は阻害されなかった（図３）．

２．Ca-ATPase活性の酵素学的性質
　 代 表 的 なCa-ATPaseで あ るSERCAやPMCAは，P型
であり，低濃度のCaにより酵素活性が飽和し，至適pH
が中性であるという特徴を示す．そこで， E1細胞のCa-
ATPase活性の基本的な性質を検討した．活性のCa濃度
依存性を測定したところ，活性はCa濃度依存性に増加し
た．最大活性は遊離Ca濃度が約1 mMで得られ，Caの50 
%活性化濃度（K0.5）は0.3 mM であった（図４）．活性の
pH依存性を測定するとpH依存性に増加した．最大活性は
pH 9.1以上のアルカリ性pHで得られ，pH 7.5のほぼ３倍の

図１　Ca-及びMg-ATPase活性に対するthapsigarginの作用
　MC3T3-E1細胞の膜分画を使用してCa-（○）及びMg-ATPase
活性（□）のthapsigargin濃度依存性を測定した．材料及び
方法に記載したように， 1 μl の膜分画と，最終濃度が0.1 mM 
EDTA，25 mM sucrose，50 mM tris-acetete（pH 9.43），1 mM
のCaCl2（○） あるいは 1 mM MgCl2（□），5 mM ATPを含
む300 μlの反応液中でATPase反応を行った．反応はATPの
添加によって開始した．生じたPiをChifflet法によって定量し
てATPase活性を計算した．反応液に図に示した3～200 μMの
thapsigarginを添加して活性を測定することにより，活性に対
するthapsigarginの濃度依存性を測定した．測定はtriplicateで
行い，各測定値は平均と標準偏差で示した．

図２　Ca-ATPase活性に対するMgの作用
　図１の図の説明に記載したのと同様の方法でCa-ATPase活
性を測定した．反応液に図に示した0.3～10 mMのMgCl2を添
加して活性を測定することにより，活性に対するMgの濃度依
存性を測定した.

図３　Ca-及びMg-ATPase活性に対するazideの作用
　図１の図の説明に記載したのと同様の方法でCa-（○）及び
Mg-ATPase（□）活性を測定した．反応液に，図に示した31
～1000 μMのazideを添加して活性を測定することにより，活
性に対するazideの濃度依存性を測定した. 
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活性を示した（図５）．E1細胞のCa-ATPaseがP型である
可能性を検討するために，P型ATPaseの共通した阻害薬
であるvanadateとMg依存性のリン酸化中間体形成酵素を
阻害するエタクリン酸の作用を検討した．その結果，Ca-
ATPase活性はvanadate及びエタクリン酸の濃度に関係な
く阻害されなかった（図６）．

３．Ca-ATPase活性に対するビスホスホネート及びEDTA
とEGTAの作用

　Ca-ATPase活性のCa要求性を確認するために，EDTA 
及びEGTAの作用を検討したところ，いずれも濃度依存性
に活性を抑制した（図７）．次に，２価金属イオンをキレ
ートすることによりアルカリ性ホスファターゼ活性を抑制
するとされている４種のビスホスホネートの作用を検討し
たところ，いずれもCa-ATPase活性の抑制作用を示さな
かった（図７）．

図４　 Ca-ATPase活性の遊離Ca濃度依存性
　図１の図の説明に記載したのと同様の方法でCa-ATPase活性
を測定した．ただし，1 mMのCaCl2の代わりに0～5 mMのCaCl2
を添加し，0.1 mM EDTAの代わりに1 mM EGTAを添加して活
性を測定することにより，活性に対するCaの濃度依存性を測定
した．遊離Ca濃度はEGTAとCaの結合定数から計算して，図の
中の濃度として示した．

図５　Ca-ATPase活性のpH依存性
　図１の図の説明に記載したのと同様の方法でCa-ATPase活
性を測定した．ただし，50 mM tris-acetete（pH 9.43）の代わ
りにpH 7.04～10.01の50 mM tris-aceteteを添加して活性を測定
することにより，活性のpH依存性を測定した．

図６　Ca-ATPase活性に対するvanadate及びエタクリン酸の
作用

　図１の図の説明に記載したのと同様の方法でCa-ATPase活
性を測定した．反応液に，図に示した0～50 μMのvanadate 

（○）あるいはエタクリン酸（□）を添加して活性を測定する
ことにより，活性に対するvanadateあるいはエタクリン酸の
濃度依存性を測定した. 

図７　Ca-ATPase活性に対するビスホスホネート薬，EGTA及
びEDTAの作用

　図１の図の説明に記載したのと同様の方法でCa-ATPase活
性を測定した．反応液に，図に示した0～4 mMのetidronate 

（○），clodronate（□），alendronate（◇），risedronate（△），
EGTA（■）あるいはEGTA（◆）を添加して活性を測定する
ことにより，活性に対するビスホスホネート薬，EGTA及び
EDTAの濃度依存性を測定した. 

４．Ca-ATPase活性に対するカルモジュリンの作用
　カルシウム結合タンパク質であるカルモジュリンは多く
のCa依存性の酵素及び機能性タンパク質の活性調節に関
与していることから，Ca-ATPase活性に対するカルモジ
ュリンの作用を検討した．遊離Ca濃度が100 nMでは，カ
ルモジュリン非存在下ではCa-ATPase活性はほとんど検
出されないが，カルモジュリンを添加するとその濃度に依
存してCa-ATPase活性が増加した（図８）．カルモジュリ
ンのK0.5は約6 μMであった．
　一方，1 mM Ca存在下のCa-ATPase活性にカルモジュ
リン拮抗薬であるW7を添加すると，濃度に依存してCa-
ATPase活性は抑制された（図９）．W7に対するIC50値は
約0.3 μMであった．
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図８　Ca-ATPase活性に対するカルモジュリンの作用
　図１の図の説明に記載したのと同様の方法でCa-ATPase活
性を測定した．ただし，1 mMのCaCl₂のかわりに，遊離Ca濃
度が100 nMとなるCaを添加し，図に示した0～12 μMのカルモ
ジュリンを添加して活性を測定することにより，活性に対する
カルモジュリンの濃度依存性を測定した. 

図９　Ca-ATPase活性に対するW7の作用
　図１の図の説明に記載したのと同様の方法でCa-ATPase活
性を測定した．反応液に，図に示した0～6.62 mMのW7を添加
して活性を測定することにより，活性に対するW7の濃度依存
性を測定した. 

考　　　　　察

１．E1細胞のCa-ATPaseはMg-ATPaseとは異なる
　森ら7），小畑ら8）の報告ではCa-ATPaseとMg-ATPase
はいずれもE1細胞の石灰化の過程で活性の増加が見ら
れ，アルカリ性至適pHであることから，Ca及びMgで活性
化される２価金属要求の特異性が低い１種類の酵素なの
か，あるいは２種類の別の酵素であるのかが不明であっ
た．本研究では，Mg-ATPaseはF型Mg-ATPaseの阻害薬
であるazideによって阻害を受けるのに，Ca-ATPaseは阻
害されないこと（図３），Ca-ATPase活性はMgによって
拮抗される（図２）ことから，Ca-ATPaseとMg-ATPase
は別の酵素であることが示唆された．しかし，SERCA
の阻害薬であるthapsigarginは，E1細胞のCa-ATPase及
びMg-ATPaseの両方を濃度依存性に抑制した（図１）．
Ca-ATPaseについては，Caによる活性化という点から
SERCAとの共通の機構が推測される． Mg-ATPaseに関
しては著者らの知る限りthapsigarginによる阻害の報告は

なく，しかもCa-ATPaseよりも低濃度で活性が阻害され
た．E1細胞のCa-ATPaseとMg-ATPaseは，いずれも細胞
の石灰化の時期に活性が増大し細胞膜に存在するという
共通点がある8）．また，斎藤ら12）はE1細胞のMg-ATPase
がP型ATPaseの特徴を保持していると報告している．こ
れらの機能的及び構造的類似性がthapsigarginによるMg-
ATPase活性抑制の原因となると推測されるが，現時点で
は詳細は不明である16）．

２．E1細胞のCa-ATPase活性の性質
　今までに知られている代表的なCa-ATPaseであるSERCA
やPMCAは，細胞膜に存在する酵素であること，100 μM程
度のCa濃度で最大活性を示すこと，至適pHが中性であるこ
と，ATP加水分解中にリン酸化反応中間体（phosphoenzyme 
intermediate，EP）を形成するP型ATPaseであることな
どの共通点がある2，3）．E1細胞のCa-ATPase活性は，細胞
膜に存在する酵素であることはSERCAやPMCAと共通し
ているが，至適pHはアルカリ性であることからSERCAや
PMCA とは異なると報告されていた7，8，10）．そこで，E1
細胞のCa-ATPase活性の性質について詳細に検討した．
　活性のCa濃度依存性を測定すると，最大活性は遊離
Ca濃度が約1 mMで得られた（図４）．K0.5は0.3 mMとな
り，SERCA及びPMCAの約10倍の高濃度を必要とするこ
とから，E1細胞のCa-ATPaseはSERCA及びPMCAのCa-
ATPaseとは異なることを示唆する．一方，最大活性のた
めに高濃度のCaを必要とする結果は，Caを輸送する酵素
である場合は輸送の能力が高いことを示唆する．E1細胞
のCa-ATPaseは石灰化部位にCaを輸送するという機能に
適した性質であると考えられる．
　Ca-ATPase活性のpH依存性を測定したところ，至適pH
はアルカリ性であり，この結果もSERCA及びPMCAとは
異なっている．生体のpHとは異なる至適pHは酵素の機能
にとっては不利と推測されるが，アルカリ性至適pHのア
ルカリ性ホスファターゼ，酸性pHで機能する酸性ホスフ
ァターゼなど，中性以外のpHで作用する酵素は他にも存
在する17）．SERCA及びPMCAは細胞膜を隔ててCa2+とH+

を対向輸送すると推測されている2，3）．もし，E1細胞の
Ca-ATPaseもCa2+とH+を対向輸送するのなら，Caを蓄積
する側を同時にアルカリ性にすることが可能であり，石灰
化に必要なアルカリ性ホスファターゼが機能する場を提供
することにも貢献する可能性がある17）．
　SERCA及びPMCAはP型ATPaseの阻害薬であるvanadate
によって阻害されるが，E1細胞のCa-ATPaseはvanadate
にも，また，EPを形成するMg-ATPaseの阻害薬であるエ
タクリン酸にも非感受性であった．これらの結果は，E1
細胞のCa-ATPaseはP型ではないことを示唆する．
　E1細胞のCa-ATPaseがCa要求性であることを確認する
ために，CaのキレーターであるEGTA及びEDTAの作用
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を検討したところ，いずれも濃度依存性に活性を抑制した
ことからCa要求性が確認された（図７）．一方，２価金属
をキレートすることによりアルカリ性ホスファターゼ活性
を阻害するとされるetidronate，clodronate，risedronate
及びalendronateなどのビスホスホネートはCa-ATPase活
性を抑制しなかった（図７）．この結果は，Ca-ATPaseの
Ca結合部位はアルカリ性ホスファターゼの２価金属結合
部位と比較して，ビスホスホネートによってキレートされ
ない環境に存在することを示唆する．アルカリ性ホスファ
ターゼはリン酸エステル結合を加水分解する酵素であり，
ATPも基質とすることが可能である17）．従って，アルカ
リ性至適pHのCa-ATPase活性がアルカリ性ホスファター
ゼによって発揮される可能性も存在したが，ビスホスホネ
ートに対する非感受性からその可能性はないと考えられ
た．
　以上の結果から，E1細胞のCa-ATPaseはSERCAやPMCA
と異なることが示唆された．E1細胞のCa-ATPaseがその
活性化にSERCAやPMCAよりも約10倍高濃度のCaを必要
とすることから，石灰化部位へのCaの輸送という点では
SERCAやPMCAより適していると推測されるが，今後の
研究が必要である．

３．E1細胞のCa-ATPaseはカルモジュリン依存性である
　カルモジュリンはカルシウム結合タンパク質である．Ca2+

と結合する部位が分子内に４か所存在し，この部位にCa2+

が結合することによりカルモジュリンのタンパク質構造が
変化して，特定のタンパク質と結合できるようになる18）．
SERCAやPMCAはカルモジュリンによって活性が調節さ
れることから2，3），同じくCa輸送酵素の可能性があるE1
細胞のCa-ATPaseに対するカルモジュリンの作用を検討
した（図８）．遊離Ca濃度が100 nMでは，Ca-ATPase活
性はほぼ認められないが，カルモジュリンを添加すると濃
度依存性に活性は増加した．K0.5は約6 μMであった．この
結果は，E1細胞のCa-ATPaseはカルモジュリン依存性で
あり，カルモジュリン存在下ではCaに対する親和性が増
大して活性化されることを示唆する．また，1 mM Ca存
在下のCa-ATPase活性に対する，カルモジュリン阻害剤
であるW7の効果を検討すると，活性はW7の濃度依存性に
低下した（図９）．この結果は，E1細胞のCa-ATPaseには
内在性のカルモジュリンが存在して活性発現に関与する
が，カルモジュリンの機能が抑制されると活性も低下する
ことを示唆する．以上の結果は，E1細胞のCa-ATPaseは
補助的因子としてカルモジュリンを利用することにより低
濃度のCa環境下でもその機能を維持していることを示唆
する．

結　　　　　論

　E1細胞にはアルカリ性至適pHのカルモジュリン依存性
Ca-ATPaseが存在する．本酵素は，形態学的に存在が示
唆されるCa-ATPaseと類似しており，硬組織形成に関与
する可能性がある．
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ORIGINAL

Properties of calmodulin-dependent Ca-ATPase activity
of a clonal osteoblastic cell (MC3T3-E1)

Kazuma Isaka, Kuniaki Suzuki, Hajime Minamikawa and Yoshitaka Yoshimura

ABSTRACT : Morphological studies suggest the presence of Ca-ATPase at alkaline pH optimum at the site of hard tissue 
formation, but there are few reports on enzymological properties. Therefore, we investigated Ca-ATPase activity using 
clonal osteoblastic cells (MC3T3-E1). The cells were cultured until calcification. The cells were then ultrasonically crushed. 
Further, they were centrifuged to obtain a membrane fraction. The ATPase activity was measured by measuring 
inorganic phosphate produced by ATP hydrolysis by the Chifflet method. The following results were obtained : 
1.	Ca-ATPase and Mg-ATPase exist in membrane fractionation. They are inhibited by thapsigargin. Ca-ATPase activity is 

inhibited by Mg. Mg-ATPase is inhibited by azide, but Ca -ATPase was not inhibited. Both are different enzymes.
2.	Ca-ATPase activity increased with Ca concentration dependence, saturated at 1 mM free Ca concentration, and 50% 

activation was 0.3 mM.
3.	Ca-ATPase activity increased in pH dependence and showed maximum activity at pH 9.1. It is nearly three times that 

of pH 7.5. It is the same value up to pH 10.0.
4.	Ca-ATPase activity is not inhibited by vanadate, an inhibitor of P-type ATPase. Its activity is not inhibited by 

ethacrynic acid, an inhibitor of Mg-ATPase.
5.	Ca-ATPase activity is inhibited in a concentration-dependent manner by EGTA and EDTA of bivalent metal chelators. 

Its activity is not inhibited by bisphosphonates.
6.	At free Ca concentration of 100 nM, Ca-ATPase activity in the absence of calmodulin was not detected. Ca-ATPase 

activity increases with the addition of calmodulin depending on the concentration, and the 50 % activation concentration 
is about 6 μM.

7.	Ca-ATPase activity is inhibited in a concentration-dependent manner by W7 which is a calmodulin antagonist when 
calmodulin is not added. The 50 % inhibitory concentration is 0.3 mM.

　The above results suggest that Ca-ATPase in MC3T3-E1 cells is calmodulin-dependent, which is optimal at alkaline pH 
and not P-type. This enzyme may be identical to Ca-ATPase which is morphologically suggested to be present, and it 
may be involved in hard tissue formation.
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