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    学位論文題名

Pleiotrophin regulates bone morphogenetic protein

    (BN/IP) -induced ectoplCOSteogeneSlS

（骨形成夕ンパク質による異所性骨形成へのプレイオトロフインの効果）、

学位論文内容の要旨

  矧

  骨に含有されるタンパク質の主なものはI型コラーゲンであるが、微量かつ様々な種類の非コ

ラーゲン性夕ンパク質の役割は遺伝子構造の解明に伴い、明らかになりつっある。骨形成に関与

する細胞と特異的に接着し、その細胞の足場となりうること、また、硬組織形成細胞との接着に

よって細胞の：分化に関与することなどカ嘩蹴ヒコされ、非コラーゲン性夕ンパク質の効果tま呪在も検

討されている。

  プレイオ卜口フィン(PTN)はりジン残基を多く含むことを特徴とした分子量18 kDaの強塩

基性夕ンパク質である。ミドカインと相同性を有し、主に脳・子宮・骨・軟骨・類骨・象牙前質

に分布し、欄轍恕伸長活性、紬包の3蝋矧足進活性、骨細胞の創齪進活性、血管新生活性、

I型コラーゲンとの強い親和性を有し、発生、増殖、分化に関わるヘパリン結合性成長因子であ

る。PrNのin vitrvにおける骨芽細胞や軟骨細胞に対する効果は報告されている鹹in vivoにお

ける硬組織に対する効果の報告はない。

  我々は成牛骨由来のPTNをタンパク質として抽出・精製し、PTNがマウス頭蓋冠由疎窄潮

胞様MC3T3-E1細胞において細胞接着の促進、増ヲ蝴におけるDNA量の増加、分化期における

アルカリフォスファターゼ(ALP)活性の上昇に関与することを明らかにした(HYZhou et

m’，Biochem Biophys Res Commun, 1992)。

  さらに、我々は成牛骨粉由来の骨形成夕ンパク質(BMP)の抽出、部分精製を行い、その骨

形成能がりコンピナントヒトBMP-2 GhBMP-2)に比べて非常に強いことを見いだし、部分精

製物になんらかの相乗因子の含有の可能性を示唆し、ウエスタンプロッティングによって部分精

製物の一部にPTNが含有することを見いだした。

  そこで本研究では、加vivoにおいてBMP-2により誘導された異所性骨形成に対しPTNがどの

様な効果を示すか検討した。

附料と方淵

  成牛劇黼を洗浄、脱旨し、12N塩酸(pH 2.0)にて且兌灰した。z邑後、H版液をTris- HC1

にて中和し(pH 7.4)、濾過により中和上清を得た。中和上清は限外濾過にて濃縮した。濃縮サ

ンプルをへパリンセファロースクロマトグラフイー(0.1Mと1.OM NaClのステップヮイズ）、S‐

200HRゲル濾過、ハイドロキシアパタイトクロマトグラフイー（0．05Mから1．0M耐以）od・KOH



のグラジエント）の3段階のクロマトグラフイーにより分離した。それぞ潮の過程にて得られた

サンプルを電気泳動し、クマシープリリアントブルー染色、ウエスタンプロッティング法にて精

製を確認し(native PrN)、以下の実験に用いた。対照群をthBMP-2 1.2 yg単独とし、実験群を5、

10、50、100 Ltgのnative PTNとtBMP・21．2嵋の各雛5、10嵋のりコンピナントヒトPTN曲PTN）

とfhBMP121．2pgの各君峩10pgのn面Ver単独の群として、それぞ潮を5X10nlmのガラス

線維膜（保留径1pm）に含浸、凍結乾燥し、4週齢ウイスター系雄ラット背部皮下に埋入した。

3週間後；、屠殺｀埋入物を摘出し、生化学的分析としてALP活性三丶カルシウム含有量の洳J定と

組織学的観察（ヘマトキシリン・エオジン染色、アルシアンプンレー染色）を行った。

  馴

  前述の方法により抽出し得られた濃縮サンプルをク口マトグラフイーにより分離・精製した。

ヘバリンク口マトグラフイーにおいて、O．1Mと1.0MNaClそれぞゎにおいてピークが出現した。

PTNは1．OM分画に存左したが、クマシープリリアントブルー染色にてその他のタンバク質の

存在も見られた。S-200 HRゲ)／濾過により2つのピークカ覘られ、うち高分子分画にyrNの溶

出が確認された。ハイドロキシアパタイトクロマトグラフイーによっては0．5M付近にてピーク

が出現した。この分画のクマシープリリアントブンレ一染色像がほぽ単一のパンドであること、ウ

エスタンプ口ッティングにて抗PTN抗体により検出されることから、成牛骨粉からn駈VePr

が得られた。  ́

  マウス背部皮―R卦直実験の結果、rhBMP12単独の対照群と比較して10嵋のn而VePrN添加

においてALP活性、カルシウム含有量ともに増加の傾向が見られた。特にカルシウム含有量は、

対照群の1．6．1．7倍を示した。一方、100嵋のn甜Verを添むロした場合、ALP活性、カルシウ

ム含有量ともに対照群に比ベ著しく減少した。もっとも骨形成を増強した用量である10嵋の

n面vePTN単独の群についてはALP活性、カルシウム含有量ともに低い値を示した。10嵋の

襾PIN添カロ群では、ALP活性、カルシウム含有量ともに対照群に比べて有意に±曽加した。

  組織学的観察においては而BMP12単独の対照群でぼ胃と軟骨の形成カ驚擦されるのに対し、

10嵋の刪VeP丶卿IN添！ロにおいて骨のみカ湖察された。特にlO鵬の刪VePTN添iロ群

においては、骨｜燦决に連なる様子カ況られ骨の旺盛な形成カ瀛察された。100嵋の刪vePTN

添加では骨・軟骨共に観察されず、生イ匕学均分析の結果とF致した。アルシアンブルー染色によ

る軟骨の観察においても、m恥佃‐2単独の対照群では軟骨が見られるのに対し、その他の群に

おいては軟骨は見られなかった。

  以上の結果より生体内において10嵋の阿N添加で骨形成は増強され、これより少量又は多

量では阻害の傾向が見られた。

隲察】

  tBMP・2誘導異所性骨形成量は、10嵋の弧慨阿N又はrhPTN添加では増加し、50、100嵋

のn血VeWN添加では減少した。而BMP12誘導異所性骨形成におけるPTNの増強、阻害効果は

用量に依存的であると言える。

nNによる骨形成増強のメカニズムは現段階では明らかでtまないが、血管内皮細胞や毛細血

管細胞の刺激による可能性が最近の報告から示唆される。伽3MP‐2誘導骨形成において担体の

構造の違いが骨又は軟骨を優先的に誘導することは報告されているが、その機序として血管形成

の差が考えられている。本研究で用いた担体・ガラス線維膜は、その構造より血管誘導が生じに
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くく、骨形成ほ綉£少し彰津軒防戎旧艦となることカ嘩長告されている。血管を誘導しにくい故に軟

骨を優先的に群尹る担体に、血管新生、血管慢入を朿撒ずるPTNを添むけることにより血管

カ濤§導され、骨形h酌鋭亀隹したことガ・iされる。

  また、PrNは軟骨細胞や骨芽細胞に作用することも明らかになっている。軟骨細胞の成熟度

によるPrNの効果発現に違いがあること、成熟した勅渭嘲朋包への応答は用量巌存的であること

が報告されている。また、ryrNのレセプターとしてN-シンデカンやプロテインチ口シンホスフ

アターゼ毒が明らかにぬっているが、骨芽細胞やその前駆細胞の細胞膜ヒのこれらレセプターと

の関係と同一細胞ヒに存在するBMP-2レセプターとのシグナルの相互作用による調整の可能性

も考えられる。

  以上のように、in vivoにおける異所性骨形成ヘPTNが及ぼす影響の機序につしゝて今後一層の

追究が必要とされる。PrNのように骨に含有される微量な非コラーゲン性夕ンバク質の機能を

知 る こ と は 今 後 の 骨 組 織 の 再 生 へ 応 用 す る 上 で 意義 深 いこ と と考 え られ る 。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Pleiotrophin regulates bone morphogenetic protein

    (BIVIP) -induced ectoplCOSteogeneSlS

（骨形成夕ンパク質による異所性骨形成へのプレイオトロフインの効果）

  審査は田村、鈴木および大畑審査委員全員が出席のもとに、まずは論文提
出者に対して提出論文の内容の要旨を説明させ、提出論文の内容に関する審
査委員の口頭試問を行った。以下に、提出論文の要旨と審査の内容を述べる。
1．提出論文の要旨
  プレイオトロフイン(PTN)は高リジン含有強塩基性夕ンバク質である。
主に脳・子宮・骨・軟骨・類骨・象牙前質に分布し、神経突起伸長活性、細
胞の分化増殖促進活性、骨細胞の分化促進活性、血管新生活性、I型コラー
ゲンとの強い親和性を有し、発生、増殖、分化に関わるへバリン結合性成長
因子である。我々は成牛骨粉からタンパク質としてPTNを抽出・精製し、PTN
が骨芽細胞において増殖を促進、かつ分化にも関与することを明らかにした
が、詳細はいまだ明らかではない。そこで本研究では、生体内において骨形
成夕ンバク質(BMP)により誘導された異所性骨形成に対しPTNがどの様
な効果を示すか検討した。
  成牛骨粉より得た脱灰液を中和し、抽出したPTNを3段階のクロマトグラ
フイーにより精製(native PTN)、ウェスタンプロッティング法にて確認した。
対照群をthBMP-2 1.2 yg単独とし、実験群を5、10、50、100 ptgのnative PTN
、とthBMP-2 1.2 Ugの各群、5、10 pgのりコンピナントヒトPTN (rhPTN)と
thBMP-2 1.2 Lt9の各群、10 Vgのnative PTN単独の群として、それぞれをガ
ラス線維膜に含浸、凍結乾燥し、4週齢ウイスター系雄ラット背部皮下に埋
入した。3週間後、屠殺、埋入物を摘出し、生化学的分析としてアルカリフ
ォスファターゼ(ALP)活性、カルシウム含有量の測定と組織学的観察（ヘ
マトキシリン・エオジン染色、アルシアンプルー染色）を行った。
  3段階のクロマトグラフイーを経て、native PTNは精製された。対照群と
比較して10LigのthPTN、native PTN添加においてALP活性、カルシウム含

昇
人
明

 
  
 正
邦

畑
村
木

大
田
鈴

授
授
授

教
教
教

査
査
査

主
副
副



斟 呻 冖 ぴ 丙 遠 カ 卩 S 高 目 議 洫 卩 ざ 汁 。 諦 丙 n a t i v e   P T N 丙 舒 ご べ 廿 ) r / ン 峙 p 吟 斟

卿 莓 逡 猛 韈 S 1 1 6 ・ l ． q 秦 帯 湖 ぐ 滞 。 l 斟 ´ 1 0 0 磊 ( D  n a t i v e  P T N 斛 諌 J D I J l t 斌

ゆ ’ と も 爺 壽 ’ 廿 丿 レ ヽ ン 峙 伊 吟 卦 卿 冖 ぴ 丙 逡 狐 黨 N R 2 蝉 ぐ 八 鷲 や ぐ 滞 。 n a t i v e

P T N  c D ぎ c D も S 丙 U ご - C 面 A L P 爺 蒔 ´ 廿 丿 レ ヽ ン 峙 p 吟 斟 卿 冖 ぴ 丙 南 ざ 高 蝕 湖

ぐ 沖 。 讃 鳶 憮 3 駐 黼 丙 紡 ぎ べ 面 逡 麹 韈 d 面 ヰ 冖 簿 ヰ 議 駐 黼 眦 ざ ぴ 9 丙 逡 ぐ ’

1 0 磊 S t h P T N ´ n a t i v e  P T N 瀞 J D 丙 紡 ご ベ ヰ S 芦 強 駐 鴻 眦 a l  f c 。 1 0 0  V g S n a t i く e

P T N 辣 カ 卩 d 舜 ヰ ・ 簿 ヰ ＃ N 駐 鴻 眦 ざ 峨 ’ 時 イ 匕 球 3 め 蕁 冖 ー 蝉 ぐ 汁 。

  l - 亅 二 9 讃 湘 叶 6 博 守 丑 丙 紡 ご べ 1 0 磊 9 P 1 え 諦 カ 口 d ヰ 患 島 再 缶 讎 叫 ぎ ’ H ，

ざ 汁 6 や 卿 刄 舜 や m d 面 面 囀 9 商 ヨ 強 洫 卩 ざ ， P T N 議 B M P - 2 黜 轗 ヰ 患 鶏 丙

紡 ご べ H ざ 帯 蛩 醫 叫 い 囲 叫 G l U d 尠 い 冖 鳩 N ロ ざ い 。

2 ． 蝋 蹴 燃 畑 カ ゝ ぶ S 璃 盈

    （ 1 ） P 1 え 9 ヰ u 崎 ふ u 冖 ぐ ォ q 崎 ー ク S 講 め 燕 舛 丙 U ぎ べ

    ( 2 )  P T N 議 ヰ 憙 鸛 丙 茸 ぐ べ M 巌 離 潯 d 槲 澣 し 丶 酎 湎 卿 N 靜 ぴ 冖 圃 嚇 t こ

    蜜 八 X 廿 二 二 N p 丙 U ご べ 陀 S 叶 u 丙 鳩 鴻 叫 d カ ゝ

    ( 3 )  P T N 爾 南 叫 餅 薗 塑 叢 温 眦 睥 汁 ブ u ニ ノ N 、 ジ コ 二 二 二 、 ソ 崎 心 q N S 蔀 蹲 丙

    U ご べ

    ( 4 )  P T N 導 ヰ 患 鸛 商 嚇 丙 蜜 八 譲 珊 帯 旨 噂 鯊 骭 み 簿 廊 譜 月 包 丙 逡 叫 ぴ 寄 湎

    カ ゝ や 陀 9 汁 心 丙 鳩 瀞 d 僻 い 營

    ( 田 ） P 1 2 S 固 澱 商 S ヰ 黜 轗 丙 母 叫 ぴ 蝉 黼 丙 U ご べ

    （ Q ） P 1 え 9 罫 謌 ふ 欝 蔀 江 瀞 冖 ぷ G 河 噛 丙 U ご べ

    丶

  豊 亅 ニ S 叶 心 濘 璃 盈 丙 U ぎ べ ’ 謬 H 満 匪 蛾 再 ホ ざ れ ぎ 丙 ふ 幇 丙 滴 唹 ぐ ， 囃 泌 ・

河 噛 丙 U ぎ べ 霊 藷 丙 叫 瀞 ぐ 沖 。

、 謬 H 識 圧 鵡 再 ， コ 2 G ヰ 憙 鶏 丙 灘 叫 い 泣 湘 9 叢 爵 強 譬 靜 ご 母 d ’ 諒 丙 晦 守

昌 丙 紡 耳 か 泣 湘 帯 滸 言 寸 ぐ 汁 。 斟 皐 欝 9 叶 心 欝 灘 識 暑 洫 滴 を ‘ ¢ 滞 S 罫 舞 ク 爵 孤

叫 ぴ 河 艦 丙 U ご ベ ザ 蒲 八 蝋 黼 ぐ べ 紡 6 ， 蕊 瀞 1 生 S 江 丙 飴 ご べ ぴ 殲 會 d 僻 ぶ 。

c U  - C ´ 昧 高 母 識 囃 再 莓 汁 （ 蹄 峠 ） S 峠 高 滞 虹 丙 0 眦 ぎ ぐ ご n 黜 8 沖 。


