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論文内容の要旨

1. はじめに

異所性骨形成という 本来骨にはない部分(例えば筋組織中)の骨化が臨床的に所見されている。乙

の異所性の骨形成現象の実験系も確立されており，跨脱粘膜上皮，腎孟上皮，担のう上皮などの上皮組

織の筋膜下への移植によって，移植偽約 3 週間自に骨形成が起る。また，上皮組織以外にも骨や軟骨な

どの硬組織に乙の異所性の骨形成能があり，乙の硬組織(ウシの正常骨)を材料として骨形成活性を有

する物質(蛋白質)の精製が試みられて来た。私達のクうレーフ。でも，乙の骨形成因子の精製をマウスの

BFO骨肉腫 (Dunn の骨肉腫由来)を用いて試みて来た。本研究では同所性，異所性の骨形成因子の

化学的本体を明らかにし，骨形成の機作を理解する乙とを目的として，マウス BFO骨肉腫から骨形成

因子の単離・精製を試み，純化した骨形成活性能を有する蛋白質の構造を解明する乙とができた。以下

にその概要を述べる。

2. 骨形成因子の精製と同定

i )骨形成因子の精製

マウス BFO骨肉腫組織 36g を脱脂し， 50-80%のアセトン分画， 2Mグアニジン塩酸塩に

よる抽出，抽出画分の透析による不溶化画分の調製， Sephacryl S -2 0 0 カラムによるゲ、 1レ炉

過 SynChropak C A -3 0 0 陽イオン交換HPLC YMC Packed Column(C4)逆

相HPLC により骨形成因子を精製した。乙の精製した活性画分は， S DS ーポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動で、ほぼ均一で、あ勺たので Edman 分解に供した。その結果N末端 9残基までが同定され

その配列はAALRPLVKP ーであった。
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ii )骨形成因子のアフィニティークロマトグラフィーを用いた高度精製と同定

i )で得た骨形成能を持つ画分のSDS-PAGE はほぼ均一であったが，なお若干の爽雑物が認

められたので，さらに純度の高い標品を収率よく調製することが必要であった。そこで先に精製した

活性画分のN末端 9残基のアミノ酸配列を有すペプチドを化学合成し，乙のペプチドをハプテンとし

て抗体を調製し，それをリガンドとするアフィニティークロマトグラフィーを用いて骨形成因子を精

製することにした。その結果， SDS-PAGE的により純度が高く，その骨形成活性測定の結果で

もより成熟した骨を作る乙とができる比活性の高い標品を得る乙とができた。またその蛋白質のN末

端アミノ酸配列分析は 1 5 残基以上同定可能であった。 N末端部 1 5 残基の配列はAALRPLVK

PKIVKKR ーであった。また同一標品のアミノ酸組成も測定した。

3. 考察

上記のN末端 1 5 残基のアミノ酸配列を蛋白質一次構造データベース (NB R F) で検索したと乙ろ，

本配列はマウスリボソーム蛋白質L32 の最初のメチオニンを除く N末端 1 5残基の配列と完全に一致

した。またアミノ酸組成分析の結果も cDNA の塩基配列から得られたL32 蛋白質のアミノ酸組成

値と酷似していた。すなわちマウス骨肉腫由来の骨形成因子はL32様蛋白質であると結論した。しか

しアミノ酸組成値では，スレオニンやグリシンが L32蛋白質と若干相異しており， L 3 2 蛋白質との

異同については骨形成因子の全一次構造の解析を待ちたい。今後は本因子の遺伝子のクローニングとそ

の産物の活性発現の確認が必要である。

本骨形成因子は既知の成長因子様の骨形成因子とは異なった真の骨形成因子と考えられる。

論文の審査結果の要旨

脊椎動物の骨格は骨組織により形成され，骨組織は成体となって完成した後も，破骨細胞による分解吸

収と骨芽細胞による骨基質の産生が繰返えされている。乙のような正常な骨形成のほかに，異所性の骨形

成が知られており，ある種の上皮組識や骨，軟骨などの硬組織の筋膜下への移植によって骨形成が起る。

さらに 乙れらの骨形成には蛋白性の骨形成因子が関与することがすでに見いだされ，その因子の精製の

試みが正常骨について行なわれてきた。しかし，乙の因子の存在量が著しく少いために，いくつかの単離

精製が報告されているものの，完全な骨形成能をもっ蛋白性因子の純化には至っていない。そ乙で，伊藤

君は，正常骨より含量が多いと考えられる骨肉腫を材料として，骨形成因子を精製することにした。

伊藤君は最新の方・法を使って精製を進めたが 原料及び含量において制限があったため難航をきわめた。

しかし，僅少量の精製因子の部分一次構造の知見をもとにしてその特異抗体を作製し，それを用いて高活

性の骨形成因子を効率よく調製する乙とに成功した。さらに，この標品の構造開斤を進め，マウスリボソ

ーム L32 蛋白質との相同構造を見いだした。

乙のように，超微量で且つ難溶性の骨形成因子の精製とその部分的構造の決定を行った研究内容は，同

因子の化学的本体の解明だけでなく，骨形成の生化学的，生理学的メカニズムの解明に資するものであり

本論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認めるo
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