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オステオポンチンの構造解析と機能に関する研究

学位論文内容の要旨

  オステオポンチン（OPN)は分子量約41kDaの分泌型酸性リン酸化糖夕ンパク質である。

乳汁、尿、腎尿細管、破骨細胞、骨芽細胞、マク口ファージ、活性化T細胞、ある種の腫
瘍細胞など広く発現が認められる。OPN分子中央部には、細胞接着に重要とされる
Gly-Arg-Gly-Asp-Ser (GRGDS)配列を有する。GRGDS配列の直後にはト口ンビン切断

部位が存在する。OPNがトロンビン切断されると隠れていた細胞接着部位が現れ、新た
な受容体と結合するようになる。OPNは細胞接着、細胞遊走、一酸化窒素(NO)産生の制
御、腫瘍、免疫系への関与など多彩な機能が報告されてきている。これらの機能は受容体
選択によって行われており、OPNの受容体選択手段としては、ト口ンビン切断などによ
るOPN形態によって調節されていると考えられている。
  OPNは炎症部位で発現が増強し、さらに同部位ではトロンビンやコラゲナーゼが活性化
し、これら酵素による特異的分解を受ける事が考えられる。すなわち生体内においては、
全長型OPN、卜□ンビン切断型OPNが混在していることが予想される。しかも、ト□ン
ビン切断型OPNは、全長型OPNより細胞接着能、細胞遊走能が上昇するという報告があ
る。
  本研究では、ト口ンピン切断型OPN、全長型OPNを検出、定量できるような系を確立

す る こ と と 、 OPN分 子 内 の 機 能 部 位 を 解 析 す る こと を研 究 目的 と した 。
  ト口ンビン切断型OPN、全長型OPNを検出、定量できる系を確立するために、ヒト
OPN内の異なったべプチドに対する4種のポリク□ーナル抗体と1種のモノク口ーナル
抗体を作製した。これらの抗体は全て、大腸菌で作製したglutathion S-transferase (GST)
融合OPN夕ンバク質、OPN遺伝子導入CHO-K1細胞由来のOPN夕ンバク質を検出する
ことができた。全ての抗体は卜□ンビン切断型OPNを検出することができた。また、腫
瘍細胞培養上清由来OPN、尿中OPNも検出でき、生体内に存在するOPNも検出可能で
あった。4種のポリク口ーナル抗体と1種のモノク口ーナル抗体を組み合わせることによ
り、6種のサンドイッチELISA系を構築することができた。これらのELISAを用いて、
全長OPN、ト口ンビン切断型アミノ基(N)末端フラグメン卜、カルボキシル基(C)末端
フラグヌントを定量できる系を確立した。
  我々が作製した5種のモノク□ーナル抗体と、既に報告されているmAb53とを用いて

OPN内機能部位を解析した。ヒ卜線維芽細胞株であるTIG-7細胞を用いたRGD依存性の
細胞接 着において、 モノク□ーナル抗体の細胞接着阻害能を検討した結果、
VDTYDGRGDSVVYGLRSを抗原ペプチドとした2K1が阻害活性を有していることが判
明し、mAb53と同等の阻害活性を有していることが判明した。合成ベプチドを用いて2K1
とmAb53の詳細なエピトープ解析を行った結果、2K1はSVVYGLRのN末端近傍を認



識していることが示唆された。一方、mAb53は、SVVYGLRのC末端近傍を認識してい
ることが示唆された。そこで、さらにSlrVYGLRよりC末側にさらに3アミノ酸を付加
したぺプチドSWYGLRSKSを作製し、検討した結果、非常に強い結合活性を示した。す
なわちmAb53はRSという卜口ンピン切断部位をまたいで認識していることが明らかと
なった。SVVYGLR配列はa9piインテグリンとの結合配列なので、oc9piインテグリンと
の接着に対する2K1の阻害能を調べるため、a9遺伝子導入SW480細胞を用いた細胞接
着試験を行った。2K1はこの接着に対して細胞接着阻害能を示し、OPNとa9piインテグ

ルンとの接着も阻害できることが判明した。2K1とmAb53との細胞遊走阻害能を調べる
ために、U937細胞を用いて全長型OPN、ト口ンビン切断型OPN、N末端フラグヌント
OPNに対する細胞遊走試験を行った。その結果、2K1は全ての細胞遊走に対して阻害活
性を有していたが、，mAb53は全長型0PNに対してのみ遊走阻害活性を有していた。5A1
と10A16は細胞接着、遊走阻害能を有さないことから、2KlとmAb53のエピトープとす
る配列、すなわち、細胞接着領域であるSVVYGLR、トロンビン切断部位を含むGLRSKS
配列がOPNの細胞接着、細胞遊走能における機能部位であることが明らかとなった。
  本研究で確立したOPNの多様な検出系、測定系を用いることにより0PNの形態を含め
た機能をさらに解明することができると期待され、疾患の診断に応用できる可能性がある。
また、0PNの発現抑制により、腫瘍、骨粗鬆症など疾患治癒にっながる報告があることか
ら、機能阻害抗体2Klがこれらの疾患に対する抗体医薬となりうる可能性がある。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

オステオポンチンの構造解析と機能に関する研究

    この学位論文では、トロンピン切断型オステオポンチン(OPN)、全長型OPNを検

出、定量できる系を確立するために、ヒトOPN内アミノ酸配列を基に、複数の異なった

ぺプチドに対する4種のポリクローナル抗体と1種のモノク口ーナル抗体を作製した。

4種のポリク口ーナル抗体と1種のモノクローナル抗体を組み合わせることにより、6種

のサンドイッチELISA系を構築することができた。これらのELISAを用いて、全長OPN、

ト口ンピン切断型アミノ基（N）末端フラグメント、カルボキシル基(C)末端フラグメン

トを定量できる系を確立した。  腫瘍細胞培養上清由来OPN、尿中OPNも検出でき、生

体内に存在するOPNも検出可能であった。  次に、今回申請者が新規に作製した5種の

モノク口一ナル抗体と、既に報告されているmAb53とを用いてOPN内機能部位を解析し

た。VDTYDGRGDSVヽ WGu峪を抗原ペプチドとした2K1は、RGD依存性、aVインテグ

リン依存性細胞接着において、接着阻害能を有していた。すでに接着阻害効果を有する事

が、報告されているモノク口ーナル抗体眦へb53と同等の阻害活性を有していることが判

明し た。 更に 、2K1の認識部位はSWYGLRのN末端近傍であり、mAb53はSWYGLRS

のRとSをまたいだ部位、っまルト口ンピン切断部位を認識している事を見い出した。

SVVYGLR配列はQ961インテグリンとの結合配列でもある。  そこでa9p1インテグリン

との接着に対する2K1の阻害能を調べるため、印遺伝子導入SW480細胞を用いた細胞接

着試験を行った。2K1はこの接着に対して細胞接着阻害能を示し、OPNとa9p1インテグ

リンとの接着も阻害できることを明らかにした。

    この学位論文の公開発表に対して、まず副査の三浪教授から、骨芽細胞、破骨細胞の

両方がOPNを産生するが、機能の差があるのか、単クローン抗体2K1はどのような病態

に治療効果を示すのか、メカ二カルストレスと0PNの関係について、副査の小林教授よ

り、トロンピンで切断されるとウエスタンブ口ットで、完全長オステオポンチンで見られ
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るブ口ードなバンドがシャープになるのは、どうしてか、CD44とOPNの結合に関する

最近の考え方、母乳中のOPNの機能に関して、最後に主査の上出教授より、OPN分子内

にこれまで同定された細胞接着ドメインおよびOPN受容体の種類に関して質問がなされ

た。これらの質問に対し、申請者は、自らの実験データや文献を引用しっつ、概ね妥当な

答弁をなし得た。

  この論文では、生体内で多様な存在形態をしめ iOPNの測定系の作成を報告し、さら

にはオステオポンチン分子内の配列に対する特異的単クローン抗体を作成し、オステオポ

ンチンの機能部位の検討を行った。分子内の複数のインテグリン受容体を介する細胞接

着に関わる機能ドメインに対する単クローン抗体2 K1が癌細胞の遊走や接着を抑制する

事を示した。すなわち、RGD依存性、aVインテグリン依存性細胞接着のみならず、a961

インテグリン依存性細胞接着を阻害する。  また全長型のみならず、トロンピン切断型

OPNの機能を阻害することを報告した。  この2K1抗体は、今後オステオポンチンが関

与する種々の病態、すなわち、癌転移、骨粗鬆症や関節リウマチ等の治療薬としての可能

性も期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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