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   Anti-bone sialoprotein (BSP) monoclonal antibody

suppressed the expression of osteoblastic phenotypes

           of bone marrow stromal cells cultured

                    on type I collagen matrix.

抗BSPモノクロナール抗体はI型コラーゲンマトリックス上で

    培養された骨髄幹細胞の骨芽細胞への分化を抑制する

学位論文内容の要旨

【緒言】

骨シアロ糖タンパク質(BSP)は、骨、象牙質そしてセメント質のみにその存在が報告
される硬組織に特異的な酸性糖タンパク質である。これまでBSPは、そのアミノ酸

配列やコラーゲンへの接着性などの特性から、石灰化の開始や促進、骨芽細胞の機能

発現に関わっていることが明らかにされてきた。しかし骨芽細胞の分化が進行する過

程において、BSPが細胞の分化にどのような影響を及ぼすかにっいてはほとんど知ら
れていない。本研究では、新たに開発した培養系での骨芽細胞分化モデルを用い、BSP

と分化の関わりを抗BSPモノクロナール抗体を使用することで明らかにした。

【実験方法】

1．抗BSPモノクロナール抗体の作製

牛骨より精製したBSPをマウス腹腔内ヘ注入した後、脾細胞を採取し骨髄腫細胞と
融合させることでハイブリドーマを作製した。ハイブリドーマを96マルチウェルプ

レートヘ添加した後、抗体を産生しているクローンのスクリーニングを行った。そし

て抗体を産生しているハイブリドーマをマウス腹腔ヘ移植し、腹水を採取した。腹水

に含まれる抗体はBSPを結合させたアフィニティーカラムにて精製した。
2．骨髄細胞の培養

6週齢のラット大腿骨より細胞を採取し、フラスコに接着性を有する細胞のみを選択
的に増殖させ、骨髄細胞として本実験に用いた。骨髄細胞(5x10s cells)は35 mmデ

イッシュ中に作製したI型コラーゲンマトリックス上に添加し、C02インキュベータ
中で通法に従い3週まで培養し、細胞の形質発現を形態学的、生化学的に分析した。

実験群においては、骨髄細胞をコラーグンマトリックス上で培養するときに、培地に
抗BSPモノクロナール抗体を最終濃度で400倍希釈となるように加えて、3週まで

培養し各種測定に用いた。これを抗体処理群とした。対照群としては、培地にマウス



IgGを同希釈で加えたものを用いて培養を行った。その後、骨髄細胞およびマトリッ

クスを採取し、その形質発現を生化学的に分析した。

【結果】

1．骨髄細胞のコラーゲンマトリックス上での培養
骨髄から採取した接着性細胞をI型コラーグンマトリックス上で培養すると、細胞は

多角形の形態を示し、3週間後にはマトリックス上に肉眼で確認可能な石灰化結節が

出現した。その結節中にはヒドロキシアパタイトの存在が確認された。一方、通常の

ディッシュで培養された骨髄細胞は、単層の繊維芽細胞様の形態を示すのみで石灰化
結節の形成は認められぬかった。さらにコラーゲンマトリックス上で3週間培養され

た骨髄細胞は、アルカリフオスファターゼ(ALP)活性や副甲状腺ホルモン(PTH)への

応答性が高く、オステオカルシン(oc~Dを活発に産生していた。またWestern

blotting法にて、細胞のBSP産生能を調べたところ、コラーグンマトリックス上で3
週間培養した骨髄細胞においてにのみ、BSPの産生が確認され、その分子量は牛骨か

ら精製したBSPとほぼ同等であることが明らかになった。

2．培地に抗BSPモノクロナール抗体を加えた骨髄細胞の培養

抗BSPモノクロナール抗体を含む培地を用いて、コラーゲンマトリックス上で3週
間培養した抗体処理群の骨髄細胞は、多角形の形態を示したが、石灰化結節の形成は

認めなかった。また、マウスIgGを加えた培地で培養した対照群の骨髄細胞と比較す

ると、細胞のALP活性およびPTH応答性は低く、コラーゲンマトリックス中に含ま

れるカルシウム量も有意に少なかった。さらに、OCNの産生も認められず、遺伝子

レベル でも、抗体処理群 ではOCN遺伝子の 転写は認められな かった。
3．培地にBSPを加えた骨髄細胞の培養

抗体処理群の培養に用いた抗体を加えた培地にさらに牛骨から精製したBSPを添加

し、通常の培地を用いて培養した骨髄細胞と比較してみた。その結果、細胞のALP

活性およびコラーゲンマトリックス中のカルシウム量に差は認められなかった。
さらに、コラーゲンマトリックス上で骨髄細胞を、通常の培地を用いて2週間培養し

た後、培地に精製したBSPを加えて1週間培養し、通常の培地を用いて3週間培養

した細胞と比較してみた。その結果、細胞のALP活性およびマトリックス中のカル

シウム量は、培地にBSPを加えた群において有意に高い値を示すことが明らかとな
った。

【考察】
コラーゲンマトリックス上で3週間培養した骨髄細胞は、石灰化結節を形成し、骨に

特有なマーカータンパク質であるOCNを産生することから、明らかに骨芽細胞とし
ての形質を発現しており、本系は骨芽細胞分化モデルとして有用であると考えられる。

本系の培地に抗BSPモノクロナール抗体を加えると、骨芽細胞としての形質発現は
down regulateされ、骨芽細胞への分化が抑制されていることが明らかになった。ま

た、培地にBSPを加えることで、抗体による抑制効果が中和されることから、抗体

の効果は骨髄細胞に特異的であることが確認された。さらに培地にBSPを添加する
ことで、形質発現はup regulateされ、骨髄細胞の骨芽細胞への分化が促進されるこ
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とが判明した。

BSPは、コラーゲン接着サイトを有し、またグルタミン酸の連続配列を介しヒドロキ
シアパタイトに接着性を有し、石灰化の開始、促進に関与していることが報告されて

いる。このことより、抗BSP抗体を培地に加えることで、ヒド口キシアパタイトの

BSPを介したコラーゲン上への結合が阻害され、石灰化は抑帯I亅されることは考えられ

る。しかし本結果では培地に抗体を加えることで、骨芽細胞としての形質発現が抑制
されたため、石灰化が起こらなかったと考えられる。BSP分子内には細胞接着サイト

であるRGD配列が存在し、細胞膜状のaッロョintegrin receptor (vitronectin様レセ

プター）と結合し、細胞機能を制御していることが報告されている。抗BSP抗体は、

細胞の産生するBSPと特異的に結合して複合体を形成することで、BSPと細胞の結
合を阻害し、その結果細胞の分化が抑制されたと考えられる。培地にBSPを加える

ことで、骨芽細胞の形質発現が促進されることも、BSPと細胞の結合が骨芽細胞の分

化に大きく関与していることを示唆している。以上のことから、BSPは骨芽細胞の分
化過 程 に お い て 、 重要 な 役 割 を 果 た して い る こ とが 明らか にな った。

【結論】

本研究から以下のことが明らかになった。
1）骨髄細胞をI型コラーゲンマトリックス上で培養することで、骨芽細胞への分化

    が促進され、骨芽細胞の形質を発現した。
2）抗BSP抗体は骨髄細胞の骨芽細胞への分化を抑制する。

3）BSPは骨髄細胞の骨芽細胞への分化を促進する。
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学位論文審査の要旨

   Anti-bone sialoprotein (BSP) monoclonal antibody

suppressed the expression of osteoblastic phenotypes

           of bone marrow stromal cells cultured

                    on type I collagen matrix.

抗BSPモノクロナール抗体はI型コラーゲンマトリックス上で

    培養された骨髄幹細胞の骨芽細胞への分化を抑制する

  審査は、主査、副査全員の出席のもとに、申請者に対して提出論文とそれに関連し

た分野につ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。

  骨シア口糖夕ンパク質(BSP)は、骨、象牙質そしてセヌント質のみにその存在が報

告される硬組織に特異的な酸性糖夕ンノヽク質である。これまでBSPは、そのアミノ酸

配列やコラーゲンヘの接着性などの特性から、石灰化の開始や促進、骨芽細胞の機能

発現に関与することが報告されてきた。しかし幹細胞から骨芽細胞へ分化が進行する

過程で、BSPが細胞の分化にどのような影響を及ぽすかはほとんど知られていない。

本研究は、新たに開発した培養系での骨芽細胞分化モデルを用い、BSPが細胞の分化

にどのような影響を与えるかを、抗BSPモノクロナール抗体を使用することで明らか

にした。

  本研究に用いた細胞は、6週齢のラット大腿骨より幹細胞を採取し、培養フラスコ

に接着性を有する細胞のみを骨髄細胞として実験に用いた。骨髄細胞を、I型コラー

ゲンマトリックス上で3週まで培養し、細胞の形質発現を形態学的、生化学的に分析

した。その結果、培養3週間後には、マトリックス上にヒド口キシアバタイトを有す

る石灰化結節が形成され、その結節中に骨髄細胞様の細胞の存在が確認された。また

3週培養した骨髄細胞は、アルカリフォスファターゼ(ALP)活性や副甲状腺ホルモン

(PTH)への応答性が高く、骨に特有なマーカ一夕ンバク質であるオステオカルシン

(OCN)を産生していることが判明した。そこでBSP産生能を、Western blottingにて調

べたところ、コラーゲンマトリックス上で3週培養した骨髄細胞でBSPの産生が確認

宏
章
徳

    芳

    
本
木

    保

谷
松
久

授
授
授

教
教
教

査
査
査

主
副
副



された。なお、本研究に用いた抗BSPモノク口ナール抗体は、牛骨より精製したBSP

を用いて通法に従い作製し、BSPを結合させたアフイニティーカラムにて精製した。

これらより、コラーゲンマトリックス上で3週間培養した骨髄細胞は、骨芽細胞の

形質を発現することが明らかになった。そこで骨髄細胞をコラーゲンマトリックス

上で培養するときに、培地に抗BSPモノク口ナール抗体を最終濃度で400倍希釈と

なるように加えて培養したものを抗体処理群、培地にマウスIgGを同希釈で加え培

養したものを対照群として、骨髄細胞の形質発現を分析した。その結果、対照群で

は石灰化結節の形成を認めたが、抗体処理群においては結節の形成は認めなかった。

また抗体処理群では、細胞のALP活性、PTHへの応答性およびマトリックスに含ま

れるCa量が有意に低く、OCNの産生も遺伝子の転写も認められなかった。これら

より、培地に抗体を加えることで、骨髄細胞の骨芽細胞への分化が抑制されること

が明らかになった。そこで、抗体処理群の細胞に、さらに牛骨から精製したBSPを

培地に加えて培養したところ、細胞のALP活性およびマトリックス中のCa量は対

照群とほぽ同程度に上昇した。さらに、コラーゲンマトリックス上で通常の培地を

用いて2週培養した細胞に、牛骨から精製したBSPを加え1週培養すると、骨髄細

胞のALP活性およびマトリックス中のCa量は、通常の培地で3週培養した細胞に

比較し有意に高い値を示すことが明らかになった。これらの結果より、骨髄細胞の

骨 芽 細 胞 へ の 分 化 は 、 BSPに よ り 促 進 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。

  本研究から1）骨髄細胞をI型コラーゲンマトリックス上で培養することで、骨

芽細胞への分化が促進され、骨芽細胞の形質を発現した、2）抗BSP抗体は骨髄細

胞の骨芽細胞への分化を抑制する、3）BSPは骨髄細胞の骨芽細胞への分化を促進し

ていることが明らかになった。BSP分子内にはRGD配列があり細胞膜上のavロ3

mtegrmreceptor（Vitronectin様レセプター）と結合して細胞機能を制御していることが

報告されている。抗BSP抗体は細胞が産生するBSPと特異的に結合して複合体を形

成することによりBSPと細胞の結合を阻害し、その結果細胞分化が抑制されたと考

えられる。以上から骨芽細胞の分化過程においてもBSPは重要な役割を果たしてい

ることが明らかとなった。

  論文の審査にあたって、学位申請者による研究内容の説明後、本研究ならびに関

連する分野について主査および副査より質問が行われた。いずれの質問についても、

申請者からそれぞれ適切かつ明快な回答が得られた。また将来の研究の方向性につ

いても具体的に示された。本研究は、骨芽細胞の分化に与えるBSPの影響を明らか

にしただけでなく、接着性夕ンバク質と細胞とのInteractionを研究するうえで貴重

な情報を提供し高く評価される。以上のことから、学位申請者は博士（歯学）の学

位授与に値するものと認められた。


