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論文内容の要旨

[目的]

骨形成因子 (Bone morphogenetic protein , B M P) は，骨芽細胞や骨肉腫細胞によって産生され

る生物学的活性物質であり，未分化問葉系細胞に作用して骨形成細胞 (osteoprogeniter cell) へ分化

誘導する。骨形成細胞はさらに軟骨細胞や骨芽細胞へと分化する。したがって，骨形成因子によってm

VIVOで異所性に骨組織を誘導することが可能である。

この骨形成因子を抽出精製し，その生化学特性を明らかにすることが，この研究の目的である。

[方法]

1. 骨形成因子産生骨肉腫

CBAマウスまたは C3Hマウスで可移植性である Dunn骨肉腫を用いた。この腫療の小細片( 2 

mmX 2 mmX 2 rnm) を宿主の皮下に移植すると，約 4 週間で1.5'""-' 2 gramの腫療の形成がみられる。こ

れを回収して冷凍保存したものを材料とした。

2. 骨形成因子の骨誘導活性検定法

標品が水不溶性で 1 rng以上の場合には，遠沈ペレットとし，これを凍結真空乾燥して，同種マウス

(d d Y マウス)の背部筋膜下に移植した。標品が 1 mg以下であるか，または水可溶性の場合は，担

体として精製コラーゲン(ブタ皮膚コラーゲンをペプシン消化して telopeptide を除いたもの)を用

いた。標品とコラーゲン混合液 (2 .4mgのコラーゲンを含む)を凍結乾燥し，これを圧縮してペレツ

ト状として，同様に移植した。移植後 3 週自にペレットを回収し，骨形成の有無を軟レントゲン写真

と組織切片で検索した。
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3. 比活性検定

精製過程の画分の比活性は，コラーゲン (atelocollagen) での希釈によって検索した。骨形成が

みられた最大希釈率の逆数をその画分の比活性として表現した。

4. 精製標品の純度検定

精製画分の純度は， SDS ポリアクリルアミド電気泳動法，等電点ゲル電気泳動法によって検定し

た。またそれらの方法によって，骨形成因子の分子量と等電点を推定した。

[成績]

1. 骨形成因子の精製

Dunn骨肉腫40gram を potter型ホモジナイザーで、homogenize し，遠沈で水不溶分画を得た。これ

を冷アセトン(-20
0

C) で脱脂し，乾燥した。この粉末を 4M塩酸グアニジン (pH5.0) で 4
0

C48時

間抽出した。可溶化分画を遠沈 (10000X G) で回収し，同量のアセトンを加えた。上清を回収し，

O.OlM緩衡液に対して透析した。透析後析出分画を回収し， 20% Acetonitrile を含む0.05M グリシン

塩酸緩衡液に溶解し，食塩による塩析を行った。 0.5M NaCl と 2 M NaCIの間で析出した分画を回収

した。この分画を塩酸グアニジン(生化学用 pH5.0) 3mlに溶解し，同液で平衡化した。 Sephacry1

S "':"200 ゲ、lレ(直径2.8cm，長さ 150cm) で分画した。分子量20K部分のピーク分画を回収した。これ

を蒸留水に対して透析し凍結乾燥した。この分画を32%アセトニトリルを含むO.l%T F A液に溶

解し，逆相高速液体クロマトグラフィーにて分画した。溶出は32%--48% Acetonitricle の直線勾配

をかけて行った(流速 1 ml/分，溶出時間60分)。保持時間30分部分の小さい peak を骨形成因子画

分として回収した。収量は20μg であった。

2. SD S ポリアクリルアミド電気泳動

SDS PAGEで，精製画分は単一バンドを呈した。泳動距離から算定した分子量は約22Kであっ

fこ O

3. 等電点電気泳動

等電点電気泳動でも単一バンドを呈した。 P 1 は9.2-- 9.4と推定した。

4~ 精製骨形成因子による骨形成

精製分画2.5μg以上を，コラーゲン2.5mgと混合して移植することによって，異所性骨形成がみら

れた。

[総括]

1. マウス Dunn骨肉腫に含まれる骨誘導物質(骨形成因子)の精製を行った。

2. 骨形成因子は，塩基性ポリペプチドであり，その分子量は， 22K と推定した。

3. その少量をコラーゲンと混ぜて移植することによって，異所性骨形成が生じた。
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論文の審査結果の要旨

骨形成の過程は解明されておらず，この過程を明らかにすべく多くの研究がなされている。骨形成の

過程には骨を誘導する活性物質の存在が重要な働きをしていると考えられており，この物質，即ち骨形

成因子の分離・精製は重要な課題である。本研究で、は Dunn骨肉腫を用い，骨形成因子の精製法を明ら

かにし，骨形成因子を精製した。分離・精製された因子は分子量20 ， 000の蛋白質で，著明な骨誘導活性

を有する。従来，報告されていたこのような活性を有する物質の純度はきわめて低く，またその活性も

十分でない。本研究で得られた物質はその純度・活性からみて骨の成長因子として評価できる物質であ

る。

従って，本研究は博士論文に価するものである O
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