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第 l章序論

1-1. OPNの構造と受容体

オステオポンチン(OPN)は、もともとカルシウムの沈着した骨組織のマトリックスを構成する

主要な非コラーゲン性タンパク質として同定された、分子量約41kDaの分泌型酸性リン酸化糖

タンパク質である。乳汁、歳、腎尿細管、破骨細胞、骨芽細胞、マクロファージ、活性化 T細

胞、ある種の腫場組織など広く発現が認められるD アミノ畿の組成は、セリン、アスパラギン

酸、グルタミン酸の三種に富み、これだけで約半分を構成する。分子中央部には細胞接着に重

要とされているGly-Arg-Gly-Asp-Ser(GRGDS)配列とその直後にはトロンピン開裂部位が存在

する。主な動物の一次構造を比較すると(函 1-1)、GRGDS配列は、種を超えて良く保存され

ており、 OPNにおいて重要な機能を持つ部位ということが推察される。アスパラギン霊堂が連続

するアスパラギン酸連続部位はハイドロキシアパタイトとの結合に関与しているといわれてい

る。他にもへパリン結合部位、カルシウム結合部位が存在し、多彩な機能を有することが予想

される(図 1-2)0 

OPNは、その名の示すように骨基質中で破骨細胞のs)とハイドロキシアパタイトをつなぐ架

け橋 (Pons)として働くと考えられていたが [Miyauchiet al， 1991]、他にも OPNは細胞接着、

細胞遊走、一酸化窒素(NO)産生の制御、麗療、免疫系への関与など多彩な機能が報告されてき

ているO

OPNは、分子の中央部に RGD配列をもつことから、クローニング当初から細胞接着能を有

し、受容体はインテグリンであると予想されていた [Yamada.，1991]。事実、 OPNは骨、上皮、

平滑筋細砲に対して接着が認められ [Brownet al.， 1992; Flores et al.， 1992; Chambers et al.， 

1993]、OPN受容体としてαv仰が同定された [Oldberget al.， 1988; Miyauchi et al.， 1991; 

Ross 1993; Liaw et al.， 199410抗αvs3抗体を用いて接着阻害を試みた結果、部分的にしか姐害

されないことから、 RGDを介するJjIJの受容体の存在が示され、現在までにRGDを介する OPN

受容体として、 α5s1、α8s1、αvs1、αvs3、α.vs5が同定されている [Huet al.， 1995; Denda et 

al.， 1998]0生体内にトロンピン切断型 OPNが存在し、機能的な役割をしているという報告

[Senger et al.， 1988; Senger et al.， 1989]や、当研究室の片桐らは、 OPNはGRGDSペプチド



非依存性接着があることを見いだした [1匂tagiriet al.， 1996]。その後、 Smithらはトロンピン

(N)末フラグメントを作製し、トロンピン切断型N末OPN中にα9s1切断部位までのアミノ

この接着はRGD

非依存性ということが証明され、 RGD配列に近接する Sv¥TYGLR配列が重要であることが示

に対する接着部位が隠れていることを見いだした [Smithet al.， 1996]。後に、
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された [Yokosakiet a1.， 1999; Yokosaki et a1.， 200010 OPN上の SVVYGLR配列は、 α4sl、

α4s7に対する接着にも重要とされ、 α4s1に対する接着はさらに ELVTDFPTDLPAT配列も必

要であり、α4s1、α4s7に対する SVVYGLR配列上の重要なアミノ酸残基は異なっている[Bayless

et a1.， 2001; Green et a1.， 200110また、 α4s1と結合する OPNはトロンピン切断を必要としな

い(Barryet a1.， 200010これらの事柄は、 α9sl、α4sl、α4s7はOPN上のSVVYGLR配列を介

して結合しているが、その結合様式は多様ということを示している。 α4料、 α4s7に対する接着

に重要となる SVVYGLR配列内アミノ酸を図 1・3(こ示す。OPNのインテグリン以外の受蓉体と

して CD44が報告されている [Weberet a1.， 1996; Weber et a1.， 199710 OPNをリガンドとし

たアフイニティークラマトグラフィーにおいて CD44との結合が認められ、 OPNに接着性を示

さない細胞に CD44を遺伝子導入したところ、接着性を示すようになる。 OPNとCD44との結

合により細胞遊走、接着が惹起され、従来より知られていた CD44のリガンドであるヒアルロ

ン酸 (HA)との結合により細胞凝集が引き起こされる。 OPNとインテグジンとの接着は、 Mn2+

や Mg2+などの二価イオンが必要であるが、 CD44との結合には必要としないという特徴も見い

だされている O しかしながら、 CD44は OPNの受容体ではないという相反する報告がある

[Smith et a1.， 1999]0当教室の片柄らは、 CD44vの発現元進により CS44vと仰の物理的会合が

起こり、仰を介する OPNとの結合が増加することを見いだ、しており、 2つの相反する説を説明す

る所見である [Katagiriet a1.， 1999]0 

Selectivity between a4s1 and a4s7 

↑↑ 

育7 ↓↓ 
Required for α4s1 and α4s7 interaction 

図1・3. α4s1、α4s7に対する SVVYGLR配列上の重要なアミノ酸残基

VVY、L、COOH墓はα仲1、α4s7共に接着に重要な残基であり、 Gはα4s1に、

R はα4s7にそれぞれ重要な残基である。

1-2. OPNによる NO制御

OPNはNO産生調節作用を有する。 Rolloらは、添加したりコンビナント OPNがマクロフ

ァージからの NO産生を抑制することを報告した [Rolloet a1.， 199610 Singhらは、 OPNが心

筋細胞や血管内皮細胞において NO合成酵素(iNOS) 発現を減少させることや、IL-1sとIFNヴ

喰 3-



で刺激した血管内皮細胞にアンチセンス OPN遺伝子を導入し内世性 OPN発現を抑えた結果、

NO産生が抑制されることを見いだしている [Singhet al.， 1995; Singh et al.， 1999]0ヒト軟骨

ではαvs3に対する担害抗体を用いて OPNとの接着を阻害した結果、 NO産生が抑えられ

[Attur et al.， 2000]、マウス腎近位尿細管細胞ではIFN-γやLPSなどの炎症性メディエーター

刺激によって産生する NOを、 OPNはiNOS発現をmRNAレベルで抑制する [Hwanget al， 

199410 さらに、 NO自身が OPN発現を上昇させ [Takahashiet al.， 2000]、それはOPNのプ

ロモーター活性を上昇させることによることが明らかとなった [Guoet al.， 2001]0これらの事

柄は、 OPNはNOのシグナル伝達やNOが媒介する細胞調節機構に対し、負のフィードパック

調節機構をもっ宙子であることを示唆している。

1-3. OPNと腫壌

OPN発現は腫擦の進行度と相関し、癌転移との関連性が示唆されている [Sengeret al.， 

1988; Chambers et al.， 1993; Brown et al.， 1994]0肺癌、日干癌、乳癌、前立線癌などの患、者の

血疑から OPNが検出されており[Sengeret al.， 1988]、正常部と比較して癌部のOPNmRNA 

は上昇している[Brownet al.， 1994; Dunnington et al.， 198310同様にグリオーマにおける

OPN発現も悪性度と相関する傾向が見いだされている [Saitohet al.， 199510 OPN発現と腫

壌との相関は動物モデノレにおいても確かめられている [Oldberget al.， 1986]0腹揚細胞である

PAP2細胞(日-ras輸transformed，metastatic NIH3T3細胞)と NIH3T3のOPN発現はPAP2細

胞の方が高し¥[Chamberset al.， 199310このPAP2細胞にアンチセンス OPNを遺伝子導入した

細胞は麓蕩形成能が低下していた [Behrendet al.， 1994Jo Gardnerらは、ラット線維芽細胞を

腫療化したB77Rat 1細胞をヌードマウスに投与することによって起こる肺転移結節数を調べ

ているが、 OPNのアンチセンス遺伝子を導入して OPN発現を抑えた細胞では、転移結節数が

少ないという両様な結果を報告している [Gardneret al.， 1994] 0 PAP2における OPNの発現

増強は、OPNプロモーター上に新規のras活性化型エンハンサーが存在することが見いだされ、

これが OPN転写増強のおきる一つの要因となる。さらに転移関連転写由子である日tsと考えら

れる転写因子が OPNプロモーターと相互作用することも見出されている [Guoet al.， 1995]0 

ラット乳癌細胞株 (Rama)を用いて、良性腫壌、転移性悪性腫擦における OPN発現を調べた結

果、転移性悪性腫場細抱株lこOPNは多く発現しており、転移と密接に関係していることが示唆

されている [Dunningtonet al.， 1983; Oates et al.， 1996Jo OPNの転移に関与するメカニズム

制 4齢



は、抗αvs3抗体などで細胞を刺激すると転移性が上昇することからインテグリンのシグナノレ

伝達が関係していると考えられる[Albeldaet al.， 1990; Seftor et al.， 1992; Gladson et al.， 

19911。骨芽細胞様細胞株において OPNはピトロ不クチンやコラーゲンタイプIよりも FAK自

己リン酸化能が庄倒的に高い。このことは、インテグリン結合により FAKのワン酸化を介した

シグナノレ伝達において OPNが重要な役割を果たししていることを示唆している [Liuet al.， 

199710 さらに、腫虜細胞の転移能や悪性度との相闘を報告されている CD44v[N aor et al.， 

19971とOPNは相互作用することによって、細胞遊走や接着を促進する [Weberet al.， 1996; 

Weber et al.， 199710 OPN欠損マウスに発癌剤を投与した実験から、野生型マウスに比べ、 OPN

欠損マウスの方が腫虜増殖、進行が早く、一方で転移腫療は欠損マウスの方が小さいという現

象が見られた [Crawfordet al.， 199810つまり、個体由来OPNはマクロファージ遊走に働き抗

腫療活性を示し、腫療由来OPNはマクロファージ機能を抑制し、転移を促進する機能をもつこ

とが示唆されているO 教室のRashidは、 OPNがmatrixmetalloproteinaseの発現誘導を行う

ことをあきらかにしており これも転移促進の機序の一つであろう[Rashid，200210 

1・4. OPNと免疫系

OPNは、活性化T細胞より発現される earlyT lymphocyte activation-1 (Eta-1)として同定

された [Patarcaet al.， 1989]0 Eta-1はB細胞をボリクローナルに活性化し、抗体産生を増強

するサイトカインとして報告された。 Eta-1遺伝子はRickettsiatsutsugan1Ushi (RT)耐性遺伝

子と開じ遺伝子座に位置しており、マウスでは3種の OPNアジルのうち、どのアリノレを有する

かによって RTに対する反応性が異なる。すなわち、 aアリノレを有するマウスはRTに対し抵抗

性を示すが、他のアリノレを有するマウスは感受性を示す [Patarcaet al.， 1989; Patarca et al.， 

1993]。結核、珪肺、側頭動脈炎、サルコイドーシス等の肉芽麓性疾患において、組織中の単球、

マクロファージ、臣細胞に OPNが発現し、肉芽臆形成に関与するマクロファージ、リンパ球、

血管内皮細胞等に OPNが遊走因子として働くことが明らかとなった [Carlsonet al.， 1997; 

Nau et al.， 199710 O'Reganらは、 T細胞はOPNに対し接着、遊走能を示し、さらにOPNは

抗CD3抗体と協調してT細胞を活性化させることを見いだした [O'Reganet al.， 199910 OPN 

はLPSで刺激したマウスマクロファージに添加すると IL-12産生を促進、IL-10産生を抑制し、

すなわち、Th1型サイトカイン産生を高め、Th2型を抑制するということが示された[Ashkaret 

al.， 2000100PN欠損マウス由来のマクロファージにTh1型感染症である herpessimplex吋rus

-5 -



1 (HSV・1)、ListerIaJn0110りrtOglθl1esを感染させると、 IL・12産生が低下し、 IL・10産生は上昇

した[Ashkaret al.， 200010 IL-12発現の上昇はリン酸化OPNと仰インテグリンの接着を介し

て行われ、IL・10発現の減少は非リン酸化のOPNとCD44との接着により行われる[Ashkaret 

al.， 2000]0 OPNは抗CD3抗体との co-stimulatory作用により T細胞から IFN-yを産生させ、

CD40リガンド(CD40L)を発現させる。そしてマクロファージから T細胞依存的に IL-12を産

生させる [O'Reganet al.， 2000]0 OPNのT細胞活性化はαvs3を介して行われ、 IL・2を産生す

る [Adleret al.， 2001]。これらの事柄を図示すると図 1-4のようになる。
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(1)マクロファージが抗原刺激を受けるとOPNを発現し、 (2)OPNは、マクロ

ファージやT細胞を遊走させるつ (3)OPNはマクロファージを刺激し、 IL-10産

生を低下させ、 IL・12発現を上昇させる。 (4)T細胞に対しては、 αvs3を介して

活性化させ、活性化T細胞は、 IFNγを産生させ、 CD40Lを発現するように

なり、正のフィードパック機構でマクロファージからのIL-12発現を増強さ

せる。
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OPNは自己免疫疾患にも関与する c ハーバード大学のカンター博士のグループや当教室の研

究により、全身性エリテマトーデス (SLE)やSLEのモデルマウスである MRL/lprの血清中で

はOPNが上昇しており、 MRL/lprマウスで特徴的に増加する CD4-CD8- (ダブ、ノレネガティブ)

T細胞が OPN発現を産生することが明らかになった[Patarcaet al.， 1990; Katagiri et al.， 

1995， Mori et al.， 1994]。さらにMRL/lprマウスからT細胞除去後の牌細胞をOPNおよびLPS

で刺激すると IgGやIgM産生を認める [Moriet al.， 1994]0当研究室の飯塚らはリンパ球に発

現するようにデザインした OPNトランスジェニックマウスを作製し、その結果、腹腔内 B1細

胞の増加、自己抗体である抗DNA抗体が増加していることを見いだした日izukaet al.， 1998]0 

1-5. 全長型OPNと切断型OPN

OPNのこのような多彩な機能の調節は、 OPNがどの受容体を選択するかによって決まる。

しかし、一方でOPNはトロンピンに切断されることにより、これまで隠れていた受容体結合領

域が現れ受容体と結合するようになる。 OPN形態によって受容体を選択するとしづ機能調節も

行われていと考えられているD 炎症性疾患では当然、 トロンピンなどのプロテアーゼ活性が

昇していることが予想され、炎症性疾患に関わる OPNはトロンピン切断型であることが推察さ

れる。

VEGFはVEGFR-2を介してαvs3の発現を上昇させるが [Soldiet al.， 1999]、Sengerらは、

さらにOPN発現をも上昇させ、 トロンピンによる OPN切断を促進させ、このトロンピン切断

型OPNは細胞遊走能が全長型よりも上昇していることを見いだしている[Sengeret al.， 1996]。

トロンピン切断型 OPNは細胞接着能が上昇するという報告もあり [O'Reganet al.， 1999; 

Senger et al.， 1994]、全長型OPNとトロンピン切断型OPNは機能的な差異が存在すること

を示唆しているo PMA刺激により活性化したB細胞は全長型OPNに比べ、 トロンピン切断型

OPNとαvs3を介して強く接着するが、 ADPやトロンピンにより活性化した血小板はαv仰を

介して全長型OPNとトロンビン切断型OPNとほぼ同様の接著性を示す[Helluinet al.， 200010 

これは、紹胞に発現するインテグリンの活性化状態によっても、 OPNとの皮応性は異なること

を示している。以上のことから、OPNの機能調節は 1)受容体の選択、 2)受容体の活性化状態、

3) OPN形態、により行われており、これらの事柄が協調し関連しながら多様な OPNの機能を

発揮していると考えられる。

本論文では、申請者が筆頭著者として関与した論文 [Konet al.， 2000; Kon et al.， 2002]をも
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とに、また、共同著者として関与した論文[Shijuboet al.， 1999; Takemoto et al.， 2000; 

Takahashi et al.， 2001; Gang et al.， 2001]をも参考にして、 1)OPN分子内の新たな機能部位の

探索、 2)生体OPN検出系の作製、 3)臨床への応用の可能性についてまとめた。
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第2輩 リコンピナント OPN精製タンパク質の作製

2-1.序

ヒト OPNは選択的スプライシングにより 3種のアイソフォームが存在する(図 2-1)[Saitoh 

et al.， 1995]0また、分子内にトロンピン切断部位を含むため、生体内ではアイソフォーム以外

にトロンピンで切断された N 末フラグメント、 C 末フラグメントが存在すると考えられる

[Senger et al.， 1989; Senger et al.， 1994]0詳細なる OPNの機能解析のためには、生体内に存

在すると考えられるすべての OPNをリコンビナント体で作製することが必要である。また、

OPNは糖鎖付加型タンパク質であるので、培養細胞から精製したりコンビナント体が必要であ

る。本章では、分子生物学的手法により、全ての OPNアイソフォーム cDNAのクローニング、

トロンピン切断部位を境にした N末フラグメント、 C末フラグメントの構築を行い、大腸菌か

らglutathionS-transferase (GST)融合タンパク質として精製し、さらに、 CHO-K1細胞由来

OPN安定発現細胞株の樹立と、これ由来の糖鎖付加型OPNの精製について述べる。

antl-antl-
OPNi OPN2 

山

GST/OPtやa NH2 

GST/OPN倫b NH2 COOH 
314 

GST /OPN-c フ』UH
 

M
N
 号、 庄一

じごごごコ

]COOH 
314 

GST /N half OPI¥トa 今
/
』
U
H
 
N
 

C二二コ C二二二コ

| 輯醸輯露三 [lICOOH 

GST /C half OPN-a 
州21l 1ト¥¥---------づ70

じこ二二3

]C∞H 
314 

国2-1. 精製した OPNの構造と合成ペプチドの位置

はOPN-cアイソフォームにおいて、 ζコはOPN-bアイソフォームにおいてそ

れぞれ欠損している部位を示している。 すはトロンビン切断部位を示している 3
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2-2. 実験方法

2-2-1. ヒト OPNcDNAのクローニング

腎癌細胞株である NRC-12細胞より RNeasyMini (Q1AGEN， Tokyo， Japan)を用いてトータ

ルRNAを抽出し、ランダムプライマーを使用した逆転写により frrst-strand cDNAを合成し

た。報告されているヒト OPNのcDNA配列をもとに、次に示すプライマーを合成し、 PCRを

行った。

hOPN剛5' 5二CGGGATCCACTACCATGAGAATTGCAGTGATTTGC-3'

hOPN・3' 5二CCGCTCGAGTTAATTGACCTCAGAAGATGCACTATC-3'

PCR産物をプライマー中に含まれている制限酵素である BamH1と X五01で切り出し、

pBlueScript (Stratagene， La Jolla，CA)(こ組み込んだ。この方法により、 OPN-aとOPNゐをク

ローニングすることができた。

OPN耐ccDNAはOPN刷acDNAを鋳型とした二段階PCR法によりクローニングした。このク

ローニングに用いたプライマーを次に示す。

hOPNct-3' 5'鞠ACACAGCATTCTTTTCCTCAGAACTTCCAGAATCAGC酬z

hOPNct-5' 5二TGAGGAAAAGAATGCTGTGTCCTCTGAAGAAACC-3'

第一段階PCRは、 hOPN・5'とhOPNct綱吉、およびhOPNctる'と hOPN・3'プライマーで、行った。

これらのPCR産物を揖ぜ、熱処理により一本鎖とし、徐々に冷却することによりアニールさせ

hOPNる¥hOPN・3'7'ライマーで、第二段階PCRを行った。第二段階PCR産物をプライマー中

まれている制限酵素である BamH1とX五OIで切り出し、 pBlueScriptに組み込んだ。

トロンピン開裂部位より C 末1~JJOPNフラグメント (Chalf OPN K170-N314) cDNAは

OPN-c cDNAのクローニングと同様なニ段階PCR法にて作製した。 Chalf OPN cDNA作

製に用いたプライマーを次に示すO

hOPNch-3' 5¥.TCTTAGATTTGGCACAGGTGATGCCTAGGAG-3' 

hOPNch-5' 5二CACCTGTGCCAAATCTAAGAAGTTTCGCAGA欄3'

第一段階PCRは、hOPN・5'とhOPNch・3¥そしてhOPNch-5'とhOPN・3'プライマーで、行った。

これらのPCR産物を混ぜ、熱処理により一本鎖とし、徐々に冷却することによりアニールさせ、

次にhOPN・5¥hOPN-3'プライマーで第二段階PCRを行った。第二段階PCR産物をプライマ

に含まれている制限酵素である BamH1とX万01で切り出し、 pBlueScript(こ組み込んだ。
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トロンピン開裂部位までの N 末 OPNフラグメント (Nhalf OPN M1-R168) cDNAは

hOPN-5'7'ライマーと hOPNnh・3'7'ライマーを用いた PCR法により作製した。

hOPNnh・3' 5'-GCCTCGAGTTACCTCAGTCCATAAACCACACT-3' 

PCR産物をプライマー中に含まれている制摂酵素である BamHIと XhoIで切り出し、

pBlueScriptに組み込んだ。

PCR法により作製した cDNAは全てシークエンス法により配列を確認した。

2・2-2. GST融合タンパク質の作製

5種のヒト OPNcDNAは pGEX-4Tべク夕一(仇Amer

Japanω1け)へGST(G印11叫1比ta剖th恒ionS刷化廿t廿ransflお'erase)タグとフレ一ムが合うように組み込み、 GST融合タ

ンパク質の構築を作製した。これらのプラスミドをそれぞれ大腸菌JM109に形質転換し、アン

ピシリンを添加した LB培地中で増殖させ、対数増殖期に IPTGを加えタンパク質の発現誘導を

行った。大腸菌を回収し、NETN150バッファー (50mMτ'rispH7.2， 1mM EDTA， 150mM NaCI， 

0.5% NP-40)にて将濁、ソニケーターにより可溶化し、遠心後のよ清にグルタチオンセフアロー

スピーズ(AmershamPharmacia Biotech)を加え、 40Cにて 2時間自転混和した。 NETN100ノ〈

ッファー (50mMτ缶詰 pH7.2，1mM EDTA， 100mM N aCI， 0.5% NP嚇40)にてピーズを洗浄後、

還元型グルタチオン (SIGMACHEMICAL， St Louis， MO)を50mM含む50mMTris溶液にて

溶出し、精製GST融合タンパク質とした。

2・2・3. ヒト OPN安定発現CHO輔K1細胞株の樹立

ヒト OPNを恒常的に発現する CHO-K1細胞を樹立するため、ヒト OPN欄acDNAを

pcDNA3.1( +)ベクター(Invitrogen，NV Leek， The N etherlands)へ組み込み、 Lipofectamin

(GIBCO BRL， Rockville， MD U.S.A.)にて CHO-K1細胞へ遺伝子導入した。GENETICING418 

(GIBCO BRL)を600μg/mlとなるようにFCSを10%含むTIL培地 (IBL，Fujioka， J apan)に添

加し、 G418耐性コロニーを 24穴プレートに移し、上清中の OPN発現を、確立したサンドイ

ツチ ELISA系(第 3章を参照)を用いて調べ、 OPNを産生しているコロニーを限外希釈法に

て96穴プレートにクローニングした。クローンはサンドイツチELISAシステムにて OPN産生

を調べ、もう一度限外希釈法にてクローニングを行い、 CHO-K1細胞とト OPN安定発現株を樹
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しfこ。

2-2・4. ヒト OPN安定発現CHO・K1細胞株からのヒト OPNタンパク質精製

ヒト OPN安定発現CHO-K1細胞株を CellFactory (NUNC， Roskilde， Denmark)にて G418

を600μg/ml，FCSを10%となるように添加した TIL培地を用いて培養し、対数増殖期に培地

を無血清培地に交換した。 4日間、 37
0
Cで培養した と、さらに無血清培地を加え、 4日間、

370Cで培養した上清とを混ぜ¥hollowfiberカートリッジ (HIP10・20，Amicon， Beverly MA)を

用いた限外濃縮法にて 10倍濃縮を行った。最終濃度6Mとなるように尿素を添加し、スタンダ

ード、バッファー (50mMTris羽ClpH7.2， 6M Urea， 0.14 M NaCl)にて平衡化しておいた

DEAE-sepharose CL-6Bカラム(AmershamPharmacia Biotech)にアプライした。スタンダー

ドバッファーでカラム洗浄後、スタンダードバッファーと NaCl濃度を 0.7M としたスタンダ

ードバッファーとで濃度勾配器出を行った。OPNが含まれている画分(OPN画分)は、抗hOPN1

ポリクローナル抗体、抗hOPN3ボリクローナノレ抗体(第3章を参照)を用いたウエスタンプロ

ット法にて確認した。 OPN画分を再度 DEAE-sepharoseCL-6Bカラムにアプライし、同様の

操作によって鴻出後、OPN画分をポリエチレングリコール20，000(PEG20，000)にて濃縮を行っ

た。次に、スタンダードバッファーにて平衡化しておいた ULTROGELAcA44カラム (BioSepra

Sa， Cergy， France)にアプライし、ゲノレ議過法により精製を行った。 OPN画分を、 RESOURCE

RPCカラム(仏Amer

Milford， MA)にて精製を行い、 OPNピークを凍結乾燥後、 PBSにて再構成を行い、抗OPN4

抗体(第3章を参照)をホノレミルセルロファイン(SeikagakuKogyo， Tokyo， J apan)に結合させ

ておいた抗体カラムにアプライした。 PBSにてカラム洗浄後、抗体カラム用プレ溶出液 (0.5M

NaCl / PBS)にて非特異結合分画を溶出し、抗体カラム用溶出液 (0.2MGlycine / HCl pH2.5) 

にて溶出した。 OPN画分をPBSに対して透析し、精製ヒト OPNタンパク質とした。

2-2-5. OPNのトロンピン切断

精製OPNタンパク質のトロンピン (SIGMACHEMICAL)切断は、 5問の精製タンパク質に

0.1.・2.0Unitのトロンピンを添加し、 370Cで2時間加温した。
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2・3. 実験結果

2-3・1. ヒト OPNタンパク質の精製

大腸菌より精製した種々の GST融合OPNタンパク質、そして CHO-Kl細胞OPN安定発現

細結株の培養上 OPNタンパク質を方法の記載に従い精製した OPNタンパク質

(CHO/OPN-a)、 トロンピン切断した CHO/OPN-aを、 SDS-PAGEにより分離し、 C.B.B.染色

により精製度を確認した(臨2・2)。

108 
84.7 

48 

32.5 

25.7 

16.8 

図2-1.精製OPNタンパク質のタンパク質染色

精製 OPNタンパク質は 5μg/レーンとなるようにアプライし、還元条件下で

SD品PAGEを行った。クマシーブリリアントブルーR-250にてゲ、ノレを染色し

た。
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2-4. 考察

ヒト OPNはスプライシングにより 3種のアイソフォームが存在する [Saitohet al.， 199510 

OPN-aは完全な転写が行われた産物、 OPN-bはエクソン 5の 14アミノ酸が欠損した産物、

OPN-c はエクソン4の28アミノ酸が欠損した産物である。図 2・1で示すCHO由来OPN精製

タンパク質は、バンドはブロードとなっているが、これは OPNの糖鎖付加、リン酸化などの翻

訳後調節によるものと思われる [Denhardtet al.， 1993; Saavedr・a.，1994; Sorensen et al.， 

1995]0 OPNはトロンピン切断部位を分子内のほぼ中央にもつ。 CHO由来 OPNをトロンピン

にて切断すると分子量が約半分となったことから、精製物が OPNであるということを定性的に

確認することができた。これら種々の OPNタンパク質を精製できたことにより、 OPN検出系

の構築が可能となったa つまり、スタンダードとなる物質の精製ができたことになる。また、

OPN機能を直接的に調べることが可能となる材料を作製できたことになる。次章では、これら

のリコンビナント OPNタンパク質を用い、検出系、測定系の確立に関して記す。
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第3章 ヒト OPNに対する多様な検出系、定量系の確立と OPN産生形態の解析

3-1.序

OPNの機能はどの受容体に結合するかにより調節されている。 OPN分子内には複数の細胞

接着部位が存在し、 トロンピン切断型OPNは、全長型OPNと共通の受容体の他に異なる受容

体と結合する。さらに、ヒトでは 3種類のアイソフォームが存在し、 aアイソフォームに比し、

bおよび Cアイソフォームは、分子の一部が欠損している。このように、生体内での OPN存在

様式は多種多様であることが予想され、疾患においてどのような形態の OPNが産生されている

かを把握することはきわめて重要となる。

OPNに対するモノクローナル抗体は、mAb87・BとmAb53[Bautista et al.， 1994]、MPIIIB10

[Gorski et al.， 1990]が報告されているが、いずれも全長OPNを免疫して得られた抗体で、あり、

抗体の認識するエピトープは不明である。これまで報告されている OPNを測定する ELISA系

は、大腸菌由来のリコンビナント OPNを免疫して得られたポリクローナル抗体と mAb53とを

組み合わせたサンドイツチELISA系があるが、この系は認識エピトープが不明であり、生体内

に存在するトロンピンで切断された OPNを認識することはできない。しかも、これまで報告さ

れた抗体は、ヒト OPNアイソフォームとの反応性も不明である。本章では、免疫原に合成ペプ

チドを用い、エピトープが判明している抗OPN抗体を 4種作製し、これらの抗体を用いて検出

系、定量系の構築を行った。これらの検出系、定量系の特異性は、第2章で精製した種々の OPN

を用いて確認した。

3圃2. 実験方法

3-2-1. 合成ペプチドを用いた抗ヒト OPNポジクロ一ナノレ抗体、モノクローナル抗体の作製

抗ヒト OPN抗体を作製するために免疫に使用した合成ペプチド配列を次に示す。 OPN上の

ペプチド位置は、図 2-1に示しているO

hOPN1 : IPVKQADSGSSEEKQ : 117・Q31
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hOPN2 : NKYPDAVATWLNPDPSQ : N34-Q50 

hOPN3 : KSKKFRRPDIQYFDATDE : K170幽E187

hOPN4: KHLKFRISHELDSASSEVN: K296‘N314 

これらのペプチドは架橋剤として N-(6幽maleimidocaproyloxy)欄succinimiode(EMCS)を使用

しthyroglobulinと結合させ、初回はフロイント完全アジュパントで、以降はブロイント不完全

アジュパントで乳化後、ウサギにそれぞれ 100μg/匹免疫した。

ウサギは、血清がペプチドに対する抗体価上昇を認めた後に採血し、免疫した合成ペブDチドを

チオールセフアロースピーズ(AmershamPharmacia Biotech)に結合させたカラムにアプライ

し精製した。 PBSに対して透析後、精製ポザクロ一ナノレ抗体とした。

hOPN3はマウスに対して 50μg/匹で、免疫を行い、次に示すようにそノクローナノレ抗体作製を

行った。血清のペプチドに対する抗体価上昇を認めた後、稗臓を摘出し、牌細胞と X63・Ag8・653

とをポリエチレングリコールによる細胞融合を行い、 HAT培地にて選択培養を行った。ハイブ

リドーマのコロニー形成が認められた後に、抗原ペプチドを国相したELISA法にてスクリーニ

ングを行い、陽性コロニーはこ回限界希釈法を繰り返すことによって、シングルクローンを得た。

シングルクローンの培養上清をボリクロ一ナノレ抗体と同様に精製を行い、リコンビナント OPN

との反応性で、最終スクリーニンクゃを行った。その結果、 10A16を選抜した。

3・2・2. ウエスタンプロット解析

精製した OPNは 100ng/レーンとなるように調整し、尿は原j夜、培養上清は 15倍濃縮物 10凶

にそれぞれ等量の泳動バッファー(125mMTris/HCl pH6.8， 4% SDS， 20% Glycerol， 10% 2・Me，

0.02% BPB)を添加し、 3分間煮沸後、 12%ポリアクリノレアミド、ゲ、ノレにアプライし SDS-PAGE

を行った。PVDF膜 (Millipore，Tokyo， Japan)に転写、ブロッキング液(3%milk， 1% BSA， 0.1% 

Tween-20， 0.05% NaN3 / PBS)にてブロッキング後、抗体濃度 5.0μg/mlとなるように抗体を

添加した。 0.1% Tween20!PBSにて洗浄後、 HRP標識しである抗ウサギIgG、または抗マウス

IgG (IBL)を加え、 ECLシステム(Amershampharmacia biotech)にて発光させ、 X線、フィル

ム (FujiPhoto Film， Tokyo， Japan)に感光させた。

3-2・3. サンドイツチELISAシステムの確立
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96穴プレートに抗OPN1抗体、抗OPN2抗体、抗OPN4抗体を O.lM炭酸バッファ-pH9.5

を用いて 20悶Imlの濃度に希釈、各ウェルに 100同国相し、 40C一晩静置した。その後、 1%

BSA/PBS/O.05% NaN3にてブロッキング後、CHO細胞から精製したOPNをスタンダードとし

て国相プレートに加えた。 3rc一時間加温した後、洗浄液(0.05%Tween20/PBS)にてプレート

を洗浄し、 HRPラベルした抗OPN1抗体、抗OPN3抗体、または 10A16を添加した。 40Cで

30分反応後、洗j争液で充分に洗浄したプレートに、 TMB液 100μ1を添加し 30分室温に静置し

て発色させた。反応終了後、 1NH2S04を100μ1添加し、反応を停止させ、 BioRadプレートリ

ーダーにて 450nmの吸光度を測定することにより、定量化した。

3-2-4. 細胞培養

本研究で用いた次に示す細胞は全て(株)免疫生物研究所より供与された。

PC・9 [Kinjo et al， 1979] :肺癌(分化型腺癌)

PC・10 [Kinjo et al， 1979] :肺癌(中等度分化型偏平上皮癌)

NRC暢12 [Komatsubara et al，1978] 腎癌(腎細胞癌)

HepG2 [Imai et al， 1999] 肝癌(肝細胞癌)

SEKI [前oriet al， 1991] 皮膚黒色腫

U幽937 [Okada et al， 1995] :組織球性リンパ腹

Hレ60 [Sekiya et al， 1994] :前骨髄性白血病

HepG2細胞は、FCSを10%含むDulbeccoMEM培地(IBL)を、その他の細胞はFCSを10%

含むTIL培地を使用した。 U937とHL60のPMA処理は、最終濃度が O.lnMとなるように添

加した。 OPN発現解析に用いた培養上清は、細胞を6穴プレートに 2.0X 105餌Imlとなるよう

に加え、二日間培養を行ったものを使用した。

3・2・5. 尿サンフソレの採取方法

健常人(年齢 24-42歳、平均年齢 30.44歳)の尿サンプルは、起床後朝一番のものを使用し

た。全てのサンフコルは採取後すぐにドライアイスで凍結させ、必要時まで圃800Cで保存した。必

要時に室温で融解させ、即座にウエスタンプロット解析、 ELISA解析に使用した。

・17・



3-2・6.クレアチニンの測定方法

クレアチニンの測定は、クレアチニン酬テストワコー (WAKO，Osaka， Japan)を使用した。尿

サンプノレ0.5mlに除蛋白液(タングステン酸・硫酸溶液)を 3.0mlを撹持しながら添加し、室

温で 10分間放置した。遠心分離した上清 2.0mlにピクリン酸試;夜、 0.75N水酸化ナトリウム

溶液を1.0mlづ、つ加え、 250Cの水槽中で20分間放置した。 520nmの吸光度を測定することに

より、定量化した。

3-3. 実験結果

3・3圃1. 合成ペプチドに対する抗体の特異性

実験方法の現で記載したヒト OPN内の合成ペプチドOPN1、OPN2、OPN3、OPN4をウサ

ギに免疫することにより抗ヒト OPN抗体を作製し、それぞれの抗体の特異性は、第2章で作製

した種々のヒト OPNリコンビナントタンパク質を用いて確認した(図 3-1)0抗OPN2抗体は、

アイソフォーム a、bは検出できたが、アイソフォーム Cを検出できなかった。その他すべての

抗体はアイソフォーム a、b、cを検出することができた。また、抗OPN1抗体、抗OPN2抗体

はNhalfを検出できたが、 Chalf は検出できなかった。抗OPN3抗体、抗OPN4抗体はChalf 

を検出できたが、 Nhalfは検出できなかった。全ての抗体は GSTのみとは、反応しなかった。

ウエスタンプロットにおいて、抗 OPN3抗体が最も OPNを強く検出したので、同抗原ペプチ

ドをエピトープとしたマウスモノクローナル抗体を方法に従い作製した。クローン 10A16が選

抜され、抗OPN3抗体と同様な反応性が見られた(圏 3-1)。

これまでは、大腸菌から作製した GSTタンパク質で反応性を調べていたが、 OPNは糖鎖付

加型タンパク質であるので、 OPN安定発現 CHO-K1細胞より精製した OPN-a(CHO/OPN-a) 

との反応性を調べた。その結果、全ての抗体が検出することができた(国ふ1)0OPNはトロン

ピン切断部位を含んでおり、生体内にはトロンピン切断型OPNも存在していると考えられてい

るので、 CHO/OPN-aにトロンピンを添加し、反応性を調べた。その結果、予想、される分子量に

バンドを検出することができた(図 3-1)0
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2 : GST/OPN-b 

3: GST/OPN-c 
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10 : CHO/OPN-a incubated at 3rC for 2h 

with 0.2 U thrombin 

11 : CHO/OPN-a incubated at 3rC for 2h 

with 1.0U thrombin 

図3-1.種々の OPN精製タンパク質に対するポリクローナル抗体、モノクローナノレ抗体

のウエスタンプロット法による特異性試験

与3・2. ヒト OPNに対するサンドイツチ ELISA系の構築

OPN分泌形態と OPN分泌量との相関を調べるため、抗OPN1抗体、抗OPN2抗体、抗OPN4

抗体を闘相し、抗OPN1抗体、抗 OPN3抗体、 10A16をHRP標識し、これらの組み合わせに

より次に示す6種のサンドイツチ ELISA系を作製した(函 3-2)。抗OPN4抗体国柏欄抗 OPN1

抗体標識、抗 OPN4抗体園相ー抗 OPN3抗体標識、抗 OPN2抗体回相・抗 OPN1抗体標識、抗

OPN2抗体酉相・抗OPN3抗体標識、抗OPN1抗体国相暢抗OPN3抗体標識、抗OPN1抗体圏相

・10A16標識をそれぞれや1系、 4・3系、 2-1系、 2-3系、 1・3系、 1・Mono系と示す。これらの系

のスタンダードカーブを図 3-3に示す。これらの系の特異性を種々の GST融合 OPNタンパク

質にて調べた(図 3・4)04・1系、 1・3系、 1-Mono系は、全長 OPNである a、b、cアイソフォ

相 19・



ームを測定できたが、 Nhalf、Chalfは検出できなかった。 4・3系はa、b、Cアイソフォームに

加え、 Chalfを測定できたが、 Nhalfは検出できなかった。 2-3系は全長OPNである a、bア

イソフォームを測定できたが、 cアイソフォーム、 Nhalf、Chalfは検出できなかった。込1系

はa、bアイソフォーム、 Nhalfを測定できたが、 Cアイソフォーム、 Chalfは検出できなかっ

た。

3・与3. 培養細胞上清中 OPNの検出

7種の細胞株培養上清中 OPNの発現を、サンドイツチELISA法にて解析した(函3・5)0 U937 

とHL60は全ての ELISA系にて検出できなかったが、 PMA刺激により OPN産生が認められ

るようになった。HepG2は、2・1系に比べ4・3系にて 10倍以上高いOPN産生を認めた。NRC-12

は2-3系が最も多く測定され、 4-1系が最小の測定値で、あった。 SEKIは、 1・Mono系では測定

値が低かったが、他の系では同等の測定値を示した。 PC備9は、 NRC-12と同じタイプの OPN

産生を、 PC-10はHepG2と向じタイプの OPN産生を示した。

OPN産生形態に細胞株間で差異が認められたため、次にウエスタンプロット法にて、培養上

清中 OPNの産生を解析した(図3・7)0全ての抗体がNRC-12、HepG2、SEKIの培養上清から

産生される OPNを検出している o PC・9、PC・10の培養上清から産生される OPNは、抗OPN3

抗体、抗OPN4抗体のみが検出している。 U937、HL60の培養上清中 OPNはPMA刺激した

上清のみに、抗OPN3抗体、抗OPN3抗体と抗OPN4抗体でそれぞれ検出している。

与3・4. 尿中 OPNの検出

9人の健常人から採取した尿を用いて、尿中 OPNをウエスタンプロット法にて解析した(図

与7)。全ての抗体が、尿中 OPNを40・70kDの分子量に検出することができた。低分子量の位

にバンドは認められなかった。

サンドイツチ ELISA法にて尿中 OPNの産生を検討した(函 3・8)0尿中 OPNの産生量は原

と反比例するという報告があるため [Minet al.， 1998]、標準的な尿中タンパク質であるクレ

アチニンで測定値を補正している。全てのサンフ。ルが、ふ3系の測定値が低く、 2・1系の測定値

が高いとし、う結果が見られた。

酬 20・
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図3-4.

ヒトでは最低3種のスプライシングア高度にリン酸化された糖タンパク質である。OPNは、

OPN-b、OPN-cと呼ばれている [Saitohet al.， 1995]0すなOPN-a、イソフ庁ームが存在し、

わち、 OPN四aはcDNAが完全に翻訳された形、 OPN-bはexon5が欠損した形、 OPN-cはexon

トロンピン切断部位が存在しトロンピン切さらに、 OPN分子内には、4が欠損した形である。

断型 OPNが存在することを考えると、 OPNの生体内における存在形態は多様であることが予

と疾患との関連が近年多く報告されているが、 OPN形態を含めてまでの解析想、される。 OPN

系、測定系が確立されこれは、 OPN形態を匿別できるような検はほとんど行われていない。

ていないことが原因と思われる。

本章において作製した抗体は、リコンゼナント OPN以外にも、細目包株から産生される OPN、
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図3幽5. 腫蕩細胞株から分泌される OPNの測定

uropontinとも呼ばれる尿中 OPNなどの生体内に存在する OPNも検出することができた。過

去にヒト OPNに対する二種のモノクロ一ナノレ抗体、 mAb87・B、mAb53が報告されているが、

ともにリコンビナント OPNを免疫原として作製された抗体である。 mAb87・Bはトロンピン切

断OPNを検出できるが、 mAb53はトロンピン切断OPNを検出できない。 MPIIIB10はラット

の骨由来 OPNを免疫して得られた抗体であり、ヒト OPNとも交差反応性を示す。 mAb87・B、

mAb53、MPIIIB10はすべてエピトープが不明である。詳細なる OPN研究のためには、エピト

ープ部位が判明しており、どの形の OPNが検出可能かを確認しておく必要がある。本研究に用

いている抗体は全て合成ペプチドに対する抗体であるので、エピトープは判明している。実際の

抗体特異性は図 3・1に示しているように、エピトープから考えられる反応性と一致する。全ての

抗体はCHO由来OPNを検出することができ、糖付加に関係なく反応することが分かつた。CHO

由来OPNのバンドが約4か80kDaにブロードに出ているが、これは、第2輩で記したように、

転写後調節による糖、リン酸付加が原国と思われる。トロンピン切断した OPNも検出可能であ

った。 トロンピン切断型OPNはより OPN機能を促進するという報告もあることから、これら

の抗体はトロンピン切断型のN末、あるいはC末フラグメントかを区別して検出することがで
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1 : NRC-12 cel1s 6: U937 cells 

2 : HepG2 cells 7 : U937 cells stimulated with PMA 

3:PC・9cells 8 : HL60 cells 

4:PC幽10cells 9 :日L60cel1s stimulated with PMA 

5 : SEKI cells 10 : culture medium containing 10% FCS 

11 : purified OPN-a derived from CHO cells 

図 3-6.腫蕩細胞株から分泌されるOPNのウエスタンプロット解析

きるため、 OPN機能解析において重要な材料となる。抗 OPN3抗体、抗 OPN4抗体、 10A16

から検出されたトロンピン切断型 OPNのC末フラグメントは、ブロードなバンドがみられるO

これは、 C宋側フラグメントがトロンピン、または、他の酵素に感受性が高い可能性が考えられ

る。一方、トロンピン切断されたN末側フラグメントは抗OPN1抗体、抗OPN2抗体で一本の

バンドが得られており、抗OPN3抗体抗OPN4抗体に見られたようなブロードなノくンドは見

られない。これは、 N 末フラグメントはα9slのジガンドとなりうるので、機能的に重要な部位

であることによると推察される。つまり、生体内において OPNがトロンピンで切断されると、

機能的に重要なN末フラグメントは保存され、機能的に不必要なC末フラグメントは積極的に

消化されるのかもしれない。

OPNに対する 6種のサンドイツチ ELISA系を構築することができた。腫療細胞株の培養上

中OPNをこれらの ELISA系を用いて解析した結果、細抱間により顕著な OPN形態の差を

見いだすことができた。すなわち、 NRC幽12、PC・9では、 N末と C末が欠損している OPNが

存在するが、大多数は全長を発現していると考えられ、 HepG2とPC・10では、全長に比べ N

末が欠損した形の OPNが有意に多く存在していることが考えられた。 PC-10に関してはほとん

-24・



ど全ての OPNがN末を欠損しており、 HepG2に関しては 10倍程度全長に比べ欠損型が多か

った。 U937とHL60に関しては、 PMA刺激後のみに OPN産生が認められた。これは、過去

の報告と一致している [Atkinset al.， 1998]0ウエスタンプロットを用いた培養上清の解析では、

NRC-12は、全ての抗体で同様なOPNのバンドが見いだされているが、 HepG2では、抗OPN3

抗体、抗OPN4抗体で見出される 48kDa周辺のバンドが抗OPN1抗体、抗OPN2抗体では見

いだすことができない。 48kDa周辺に見出される OPNのバンドが、 N末を欠損したOPNで

あり、このOPN形態の存在により、 4・3系でHepG2中OPNが高く測定されるようになったと

推察される。

尿中 OPNの存在形態を、各種サンドイツチELISA系で調べたところ、ゐ1系、ふ3系、 2・1

系、仏3系、 1・3系、 1-Mono系の測定値 (μg/ml)をクレアチニン値 (mg/dl)で、害Ijることにより

補正した平均値は、それぞれ、 16.1土3.4、 7.7土1.9、27.5:1::5.2、16.1土3.9、19.1土3.8、24.6

土5.6であった。最大値は N末フラグメントを検出する 2-1系で 27.5、一方、最小値はC末

フラグメントを測定するふ3系で7.7である。この結果は尿中 OPN(uropontin)は酵素切断を

受けており、 C末フラグメントは不安定のため、測定憶が低くなるという可能性を示している。

このことは、 CHO由来リコンビナント OPNを用いたトロンピン切断型C末フラグメントのバ

ンドがブロードとなり、 N 末フラグメントのバンドが一本なのと対照的である結果からも支持

できる O

大腸菌由来のりコンピナント OPNを免疫して得られたポリクロ一ナノレ抗体と mAb53とを組

み合わせたサンドイツチELISA系を用いて、閉経前後の健常人女性の血撲中 OPN値、および、

結石患者と健常人との尿中OPN値を調べたところ差はみいだ、せなかったことが報告されている

[Bautista et al.， 1996a; Bautista et al.， 1996b]。しかしながら結石患者尿中にプロテアーゼ切

断による低分子OPNが存在していることが確認されており[Bautistaet al.， 1996b]、このこと

は、低分子OPNを測定できる ELISA系を用いれば、結石尿患者と健常人中 OPN値は異なる

可能性があることを示唆している。 Singhalらは、同ELISA系を用いて、転移性乳癌患者中血

疑でOPN値が有意に上昇していることを見いだし[Singhalet al.， 1997]、OPNは転移性乳癌の

診断に使える可能性があることを示唆している。転移性腫壌にはトロンピン切断型OPNが有意

に上昇していることが報告されており [Sengeret al.， 1988]、 トロンピン切断型OPNを測定で

きれば、より感度良く差異を見いだすことができる可能性がある。つまり、本ELISA系を組み

合わせて用いることにより、 OPN形態と疾患との関連を詳細に、さらに効率的に解析できるよ

うになる可能性を含んでいる。
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図3・8.

尿は各レーンあたり原液 10μlアプライし、SDS-PAGEで分離後、

各抗体で検出している。
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尿中 OPNのELISA系を用いた検出

データは、 OPN値 (μg/ml)をクレアチニン値 (mg/dl)で割

ることにより算出している。データは三度の実験の平均値を示

している。
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第4章 OPN内機能部位の探索

4-1. 

OPNは序論に示したように多彩な機能を有しているが、この機能的差異は、多くの OPN受

容体により調節されていると考えられている。平滑筋細胞においては、 αvs3、αvs1、αvs5イ

ンテグリンが RGD配列を介して細胞接着に関わっているが、 α，vs3のみが細胞遊走に関わって

いる [Liawet al.， 1995]。悪転移性乳癌細胞株で、はαvs3に、低転移性乳癌細胞株では、 αvs5/仰

に依存して細胞遊走が行われる[Tucket al.， 1999; Tuck et al.， 200010α9s1、α4sl、α4s7は、

SVVYGLR配列を介して OPNと接着する。また、 CD44もRGD以外の配列を介して OPNと

接着している O α9s1は全長 OPNには結合しないが、 トロンピンで切断されて、露出した

SVVYGLR配列と結合する。 OPN内機能部位を探索するために、合成ペプチドを免疫原として

10A16を含めた 5種のそノクローナル抗体を樹立し、さらに、 LondonRegional Cancer Centre 

のAnnF. Chambers教授からご供与頂いたmAb53抗体を含め、これら計6種のモノクローナ

ノレ抗体について特異性試験を含めた機能解析を行った。その過程で、VDTYDGRGDSVVYGLRS

ペプチドに対する抗体である 2K1が、 RGD依存性細胞接着を阻害し、 SVVYGLR依存性細胞

接着であるα9仰との接着において阻害能を有することが明らかとなった。さらに 2K1は、全長

型 OPN、 トロンピン切断型 OPNの細胞遊走活性に対しでも阻害活性を有することが明らかと

なった。一方、 mAb53[Bautista et al.， 1994]は、全長型OPNのRGDを介する細胞接着、お

よび細組遊走を阻害したが、トロンピン切断型の細胞遊走は阻害できなかった。これらニつの抗

体のエピトープを詳細に解析することにより、 OPN内機能部位を決めることができると考え、

ペプチドを闘相した ELISA法にて解析を行った。その結果、 2K1はSVVYGLR配列を、 mAb53

はトロンピン切断部{立を含む GLRSKS配列を認識していることが判明し、これらの配列が、

OPNの細胞接着や遊走に重要であることが明らかとなった。

4-2. 実験方法

4・2・1. マウス、ラット OPNタンパク質の精製
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マウス OPNcDNAは 当研究室の片桐らがクローニングしているものを使用した

[Katagiri et al， 1996 ; Katagiri et al， 1999]0 

ラット OPNcDNAはとト OPNcDNAと同様な方法によって正常腎細抱株である

NRK・52Eからクローニングした。

マウス OPN、ラット OPNをそれぞれ恒常的に発現する CHO・K1細胞をヒト OPNと同様な

方法によって樹立し、マウス OPN、ラット OPNタンパク質をヒト OPNタンパク質と間様な

方法により精製した。

会2-2. 合成ペプチドを用いた抗ヒト OPNモノクローナル抗体の作製

抗ヒト OPN抗体を作製するために免疫に使用した合成ペプチド配列を次に示す。

hOPN1 : 1PVKQADSGSSEEKQ : 117・Q31

hOPN4: KHLKFR1SHELDSASSEVN: K296帽N314

hOPN5:VDTYDGRGDSVVYGLRS:V153・S169

hOPN6 : 1DSQELSKVSREFHS : 1261-S276 

これらのペプチドは架橋剤として EMCSを使用し thyroglobulinと結合させ、初回はフロイ

ント完全アジュパントで、以蜂はフロイント不完全アジュパントで乳化後、マウスにそれぞれ

50μg/匹免疫した。モノクロ一ナノレ抗体の樹立は第3章で示した方法に従って行った。その結果、

OPN1、OPN4、OPN5、OPN6からそれぞれクローン 5A1、1B20、2K1，4C1を選抜した(図

会1)。

4・2・3. ウエスタンプロット解析

第3章で示した方法に従い行った。

4-2-4. 細胞培養
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次に示す細胞は(株)免疫生物研究所より供与された。

NRK-52E [Noda et al， 1987] 正常腎細胞

TIG・7 [Ohsawa， 1989] 線維芽細胞

FCSを10%含むTILMediaI培地(IBL)を使用した。

4-2・5. 細胞接着阻害試験

OPNのRGDを介する細胞接着にはヒト線維芽細胞株である TIG輔7を用いた。 CHO・K1細胞

由来ヒト OPN精製タンパク質を濃度 10μg/mlから二倍連続希釈で50μ11ウェルとなるように96

穴プレートに国相を行い、 370C1待問反応させた。ブロッキング液 (0.5%BSAlPBS/0.05% 

NaN3)を200μ11ウエノレ加え、室温で1時間放置した。 PBSでプレートを3田洗浄後、 200μg/ml

となるように PBSで希釈した抗体を 50μ11ウェル加え、 370C1時間反応させた。反応終了後、

TIG・7を0.25%BSAを含むD-MEMで2.0X 105個Im1となるように調整し、各ウェルに 200μi

づっ添加、 370C5% C02下で約 1時間培養を行った。抗体を加えていないウェル中の細胞が、

プレートに接着、伸長していることを確認後、上清を取り除き、 37
0

Cに加温しておいた 0.25%

BSAを含むD-MEMで3回洗浄した。 0.25%クリスタルバイオレット (WAKO，Osaka， Japan) 

添加20%メタノールを50凶各ウェノレ中に加え、室温に30分間放置することにより細胞を固定、

染急を行った。蒸留水でプレートを充分に洗浄後、 20%酢酸水を 100μ11ウェル加え、細胞を搭

かし色素を放出させ、吸光度590nmを測定することにより、細胞接着活性を調べた。

OPNの SVVYGLRを介する細胞接着にはα9インテグリンを遺伝子導入した SW480細胞を

用いた。 トロンピン切断型 OPNがα9インテグリンと細胞接着するので、本接着試験はトロン

ピン切断部位までの OPN構築を作製し、 pGEX6Pベクター(AmershamPharmacia Biotech) 

に組み込み、 GST部を PreScissionprotease(Amersham Pharmacia Biotech)で、取り除いた

OPN(nOPN)を用いた nOPNを 96穴プレートに題相し、 RGDを介する接着試験と同様な方

法で、行った。吸光度は595nmで測定した。

必2・6. ELISAr:去

2K1とmAb53のエピトープ探索試験に用いた ELISA法は次に示す方法で、行った。ペプチド

は末端にシステイン(Cys)を付加するように合成した。 BSAに EMCSを架橋弗jとして架橋して
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おき、合成ペプチド末端の Cysのチオール基と結合させた。 BSAを導入した合成ペプチドは

10μg/mlから二倍連続希釈で 50μlを96穴プレートに加え、 4
0

C一晩放置することによって闘

相させた。 PBSで洗浄後、ブロッキング液 (0.1%BSA/PBS/0.05% NaN3)を加え、 40C一晩放

置した。精製抗体を 5.0μg/mlとなるように希釈液 (0.1%BSA/PBS/0.05% Tween20)で、希釈し、

50μ11ウェルで、添加し、 370C30分反応させた。洗浄液(PBS/0.05%Tween20)で充分にプレート

を洗浄後、50μ1の2ng/mlHRP標識抗マウス IgG抗体(lBL)を添加し、37
0

C30分反応させた。

洗浄液で充分にプレートを洗浄後、基質液として OPD溶液を各ウェノレ中 100μ1添加し、暗所で

室温 15分間放童、停止液 (lNH2S04)で反応を停止させ、プレートリーダーにて 490nmの吸

光度を測定した。

4-2・7. 細胞遊走試験

U937 細組を用いた細胞遊走試験は、 CαhemoTxl01-必8 システム (Neu町1汀rop戸roぬbe久， 

Ga引it出he町rsぬbur培g

し、フィルタ-(poresize 8 um)の上層に加え、下層にはOPNタンパク質を加えた。 ChemoTx

プレートは37CC5% C02下に静置、 4時間後、フィルターをメタノール国定、H-E染色をした。

フィルター裏面まで遊走した細胞数を顕微鏡下 (400倍)で算定し，実験は triplicateで行い、

その平均をデータとした。

4・3. 実験結果

4-3-1.モノクロ一ナノレ抗体による細胞接着担筈効果

OPNl， OPN4、OPN5、OPN6ペプチドに対する抗 OPNモノクローナル抗体作製を試みた

結果、それぞれ5Al.lB20、2Kl，4Clを樹立した。OPN3ペプチドについては第3章にて 10A16

を樹立している。それぞれの抗原に用いたペプチド部位を図会1Iこ示す。 mAb53を含め計6種

のモノクローナル抗体が細胞接着阻害能を有するかを調べるために、ヒト線維芽細拍株である

TIG嗣7細胞を用いた細胞接着試験を行った。(図 4・2)0 6種のうちの一種mAb53はすでに細胞

接着阻害作用を有することが報告されているので、この抗体をポジティブコントロールとして使

用した。鴎4・2Aに示すように OPNとTIG・7との接着はGRGDSペプチドで阻害され、コント
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ローノレベフ。チドでは阻害されないので、 RGD依存性接着である。 mAb53を除く 5謹の抗体の

うち、 2Klのみが細胞接着阻害作用を有することが分かつた(図4・2B)omAb53と2Klとの接

着阻害能を調べるために組害濃度の検討を行った結果、両抗体との同等の阻害能を有することが

判明した(図 4-2C)。

4・3・2. 2KlとmAb53のエピトープ解析

2KlとmAb53は、ともに細胞接著姐害作用を有すが、 トロンピン切断型 OPNを2Klは検

出でき、 mAb53は検出できないという差が存在する。この機能的差異を検討するため、間抗体

の詳細なるエピトープ探索試験を行った。その結果、関 4-3に示すように、 2Klは、 SVVYGLR

には結合するが、 VDTYDGRGDSとは結合しなかった。 SVVYGLRとの結合は、 BSAをC末

に導入した方が、 N 末に導入した方より強かった。 mAb53は、 2Klの抗原ペプチドである

VDTYDGRGDSVVYGLRSとは結合しなく、 VDTYDGRGDとも結合しなかった。 SVVYGLR

との結合に関しては、 2Klとの結合とは逆に、 BSAをN末に導入した方が、 C末に導入した方

より強かった。さらに、 mAb53はSVVYGLRSKSと非常に強く結合した。

Peptide 1 

1 : MR I AV I GFGししGITGAIPVKQADSGSSEEKQLYNKYPDAVATWLNPDPSQKQNLL 
5A1 

56: APQNAVSSEETNDFKQETLPSKSNESHDHMDD問DDEDDDDHVDSQDSIDSNDS∞
Peptide 5 

111 : V∞TDDSHQSDESHHSDESDELVTDFPTDLPATEVFTPVVPTVDTYDGRGDSVVY 
21く1

Peptide 3 

166: GLRSKSKKFRRPDIQYPDATDEHITSH舵SEELNGAYKAIPVA∞LNAPSDWDSR
一一つ& 10A16 

Thrombin cleavag♀51t8 
Peptide 6 

221 : GKDSYETSQしDDQSAEAHSHKQSRLYKRKANDESNEHSDVIDSQELSKVSREFHS

Peptide 4 

276: HEFHSHED臨LVVDPKSKEEDKHLKFRISHELDSASSEVN 314 
1620 

4C1 

図4・1. 抗OPNモノクローナル抗体のベフつチド部位と樹立したクローン名

島はトロンゼン切断部位を示している。
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TIG・7細柏と抗OPNモノクローナル抗体との締抱接着阻害試験国4・2.

GRGDSペプチドの阻害効果。 B.抗OPNモノクローナル抗体の臨書効果。

mAb53の阻害濃度試験。

ラット OPNに対する交差反応性2Klのマウス、

C.5Al， 2Kl， 

4・3・3.

A. 

B. 

ラット OPNはSL全.YGLRとなっており、百2列が

ラット OPNには交差しないはマウス、2KlがSVVYGLRを認識していれば、
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ずである。そこで、 2K1のマウス、ラット OPNに対する交差反応性を調べるために、 CHO

来マウス、ラット OPNタンパク質を用いたウエスタンプロットを行った(図ふ4)。その結果、

2K1はマウス、ラット OPNに対する交差反応性は見いだせなかった。

4-3-4. α9s1インテグザンと OPNとの接着に対する 2K1の影響

2K1はSVVYGLRと結合することを示したが、 SVVYGLR配列はα9s1インテグリンとの結

合配列である。そこで、 OPNとα9s1インテグリンとの接着に対する阻害作用の検討に、 α9遺

伝子導入SW480細胞を用いて解析を行った。図4るAに示すようにピトロネクチンに対するα9

遺伝子導入 SW480細胞との接着は RGD依存性である。一方、 nOPNに対する接着は、 RGD

依存、および非依存性である。 RGD非依存性接着はα9s1によって介していると考えられたの

で、 α9s1に対する担害抗体である Y9A2を用いて、 nOPNとα9遺伝子導入SW480細胞との接

着試験を試みたところ、 GRGDSPペプチド存在下で完全に阻害された。この RGD依存性接着

とα9s1を介する nOPNとα9s1との接着は2K1抗体で阻害することとができ(函ふ5B)、この

接着は 5A1では阻害されなかった。ピトロネクチンとα9遺伝子導入SW480細胞との接着に対

しては、 5A1、2K1両抗体とも阻害しなかった。

4-3・5. OPN誘導細胞遊走に対するそノクローナル抗体の効果

全長、トロンピン切断型、 N末フラグメント OPNは、濃度依存的に U937細胞を遊走させた

(図 4-6A)0 2K1は全長、トロンピン切断型、N末フラグメント OPN誘導細胞遊走を阻害した。

一方、 mAb53は全長OPN誘導細抱遊走のみを阻害した(図 4・6B)。

4-4. 考察

OPNのRGD依存性の締胸接着を阻害する機能はmAb53と2K1の両抗体に共通して見いだ

され(函 4・2)、これらの抗体は GRGDS近傍、もしくはその配列と機能的に関連している部位

を認識していると考えられた。 mAb53はトロンピン切断型 OPNを認識できないことから、 ト

ロンゼン切断部位と RGD配列を含むエピトープ、もしくは、機能的、立体構造的に関連してい

る部位を認識していると考えられていた [Bautista et al.， 1994] 0 2K1 は
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このペプチドは GRGDSVDTYDGRGDSVVYGLRS配列を抗原とした抗ペプチド抗体であり、

配列と SVVYGLRという二つの細胞接着部位を含んでいる。図4・3に示すように2KlはGRGDS

または C末にそBSAをN末、配列には結合しないが、 SVVYGLR配列には有意に結合した。

入した SVVYGLR

の方がN末にBSAを導入したSVVYGLR(BSA-SVVYGLR)よりも結合力が

をBSA 末にC SVVYGLR配列との結合性実験で、

(SVVYGLR欄BSA)

れぞれ導入した
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2Kl， mAb53のエピトープ解析

合成ペプチドを種々の濃度で 96穴プレートに国相し、抗体濃度は 5.0μg/mlで

データは 3田の実験の平均値を

間4-3.

行い、方法の項目で示したように定量化したっ

2K1 

議

示す。

1 : Human OPN 

2: Mouse OPN 
32.5 酬

3: Rat OPN 

3 2 

25.7 酬

16.8 醐

マウス OPNに対する交差反応性

ラット OPNは全て CHO由来精製タンパク質を用いた。

2Klのラット、図4-4

2Klは、マウス、

ラット OPNには交惹反応を示さなかったc
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国4・5. nOPN に対するα9遺伝子導入 SW480細胞との RGD非依存性細胞接着における

2Klの阻害効果

この実験では、PreScissionproteaseを用いて GST部を取り除いたN来フラグメ

ント OPN(nOPN)を用いた。 A ピトロネクチンとα9遺伝子導入SW480細胞と

の接着は RGD依存性であるが、 nOPNとの接着は RGD依存性、およびα9slを

介する非依帯性接着がある。 B.2KlはnOPNとα9遺伝子導入 SW480細胞との

接着に対して阻害効果を示したn

強かった。これは、 2Klが、 SVVYGLR配列の N末側をより機能的なェrトープとしているこ

とを示唆している。 2Klは、マウス、ラット OPNとは交差反応性を示さないが(図 4-4)、

SVVYGLR配列のN末領IJが ヒト OPNではvvの配列がマウス、ラット OPNでは LAとなっ

ていることからも、この仮説を裏付けることができる。 、mAb53も、 SVVYGLRと有意な

結合反応を示したが、 BSA-SVVYGLRの方が SVVYGLR-BSAよりも結合力は強く、 2Klとは

逆の反応性を示した。つまり mAb53はSVVYGLRのC末側をエピトープとしていることが

唆された。 2Klのペプチド配列である VDTYDGRGDSVVYGLRSは、同じ配列を含んでいるの

で、 mAb53との結合活性を調べたところ、結合反応は示さなかった。 SVVYGLRのC末側をエ

rトープとしていることが示唆されたことから、さらに C末側にアミノ酸を付加したペプチド
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SVVYGLRSKSを合成し、 mAb53との反応性を調べた。その結果、 mAb53はこのペプチドと

非常に強い結合活性を示した。 SVVYGLRSKS配列はトロンピン切断部位を含んでおり、

Bautistaらが推察した、 mAb53がトロンピン切断部位周辺をエピトープとするという仮説を

接的に証明することができた。

2KlはSVVYGLR配列を認識するが、 SVVYGLRはOPNのトロンピン切断型N末フラグメ

ントとα9slとの細胞接着に重要とされる配列である。そこで、リコンビナント N末フラグメン

トOPN(nOPN)とα9遺伝子導入SW480細胞との細胞接着に対する 2Klの阻害効果について検

討した(図4・5)0nOPNとα9遺伝子導入SW480細胞との細胞接着は、 RGDを介する接着と、

SVVYGLRを介するα9slとの接着がある。国ふ5Bに示すように、 2KlはnOPNとα9遺伝子導

入 SW480細胞との細胞接着を完全に阻害した。つまり、 2KlはRGDを介する接着、SVVYGLR

とα9slとの接着を両方同時に阻害できる機能を有することが判明した。

2Klは函 4・6に示すように、全長型 OPN、 トロンピン切断型 OPN、N末端フラグメントの

細胞遊走能を阻害できた。 mAb53は全長型 OPNの細胞遊走能組害活性を有していたが、 トロ

ンピン切断型 OPN， N末端フラグメントの細胞遊走は阻害できなかった。この結果は mAb53

がトロンピン切断型OPNと反応性を示さないという報告と一致する(Bautistaet al.， 1994]。

2K1は、 RGD依存性細抱接着を阻害し、 SVVYGLR依存性細胞接着であるα9s1との接着を

も阻害でき、さらに、全長型 OPN、 トロンピン切断型 OPNの細胞遊走能に対し、随害活性を

持つことが明らかとなった。 5A1と10A16は細胞接着、遊走阻害能を有せず、 2K1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、 トロンピン切断部位を

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。
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い、データは抗体を 50μg/ml加えたときの阻害活性を示している c
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第5章本研究の臨床への応用

5・1. OPN測定の臨床的意義

我々 は、 OPNに対する撞々の抗体を作成した。この抗体を用いて OPNの機能、臨床的意義

を少しずつ明らかにすることができた。すなわち、 10A16を用いて、ステージ 1の肺腺癌にお

ける組織中 OPNの発現と血管内皮増殖因子(VEGF)発現の関連性を調べた結果、VEGFとOPN

が共に陽性の症例は他の群と比較して、局所の血管新生が有意に増加し、予後が不良であること

を見いだした[Sh討uboet al.， 1999; Shijubo et a1.， 2000]0高グル'コース条件下では、血管平滑筋

はOPNの発現を増強する。さらに、 OPNは血小板由来増殖因子 (PDGF)による血管平滑筋

細胞のDNA合成を促進することを見いだし、糖尿病性血管病変における OPNの役割に関して

示唆に富む所見を明らかにした[Takemotoet al.， 2000L一方では、ブレオマイシンによる肺線

維症モデノレマウスにおいて、肺線維症の進行と OPNの発現増強が一致することを、見いだした

[Takahashi et al.， 2001]0 

これまでOPNの存在形態が1種類でない事を述べてきた。第3章において示したELISA系

(l-Mono測定系)を用いて群馬大学の Gangらは、 IgA腎症患者の尿中 OPNは全長型が減少

しており、低分子OPNが発現していることを見いだした [Ganget al.， 2001]0 

結石患者の尿中には正常では見られないプロテアーゼにより消化された低分子OPNが存在し

ているという報告がある [Bautistaet al.， 1996b]。また、転移性乳癌の血続中 OPN値は悪性度

と一致するという報告があり、さらに腫壌患者の血中にはトロンピン切断型OPNが高発現して

いるという報告もある [Sengeret al.， 1988]ことから、我々が作成した本測定系を組み合わせて

使用することにより、これまで測定不可能な形態の OPNを検出でき、 OPNの臨床的意義がよ

り明瞭となると思われる。

5-2. OPN機能阻害抗体2K1の臨床への応用

2K1は全長型OPNによる遊走と RGD依存性細胞接着、 トロンピン切断型OPNによる細胞

遊走、 SVVYGLRを介するα9slとの接着を阻害することができ、 OPN機能阻害抗体ということ
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ができる。 OPN欠損マウスでは、 Th1型皮応の障害により肉芽腫の形成が低下している

[Ashkar et al.， 2000]。卵巣摘出によるマウス骨粗諮症モデ、ノレにおいて、野生型マウスと比して

OPN欠損マウスで骨減少の抑制が見いだされている[Yoshitakeet al.， 1999]。慢性炎症におけ

る局所では、 トロンピン等のプロテアーゼ活性が上昇していることが予想され、 OPNはトロン

ピン切断型となっている可能性が高い。OPNのSVVYGLRを介する受容体であるα4仰、α4s7、

α9s1は共に白血球の炎症部位への遊走、活性化の制御に関与しており、 α4を阻害することによ

り炎症細胞の侵入を抑制し、 α9s1阻害すると好中球の遊走を阻害することから、これらのイン

テグリンのアンタゴニストは、抗炎症剤となることが示唆されている[Taooka et al.， 1999; 

Alon et al.， 1995; Berlin et al.， 1995; Bochner et al.， 1991; Wah1 et al.， 1994; Molossi et al.， 

1995; Shih et al.， 1999] 0 2K1はOPNとα9s1を介する細胞接着を阻害できる。 α4s1とα4s7

を介する 2K1の接着阻害活性はまだ調べていないが、 α4s1とα仲7両インテグリンは、 α9s1

と同じ OPN上の SVVYGLR配列を認識するとされており、 2K1がこれらのインテグリンとの

接着を阻害できる可能性は高い。 α4s1に関しては、 SVVYGLR以外にも結合に重要な53IJの配列

があることから、完全には姐害することはできないと思われるが、 2K1は抗炎症剤となりうる

可能性がある。すなわち、 2K1は腫療、骨粗繋症、さらにリウマチやサノレコイドーシスなどの

慢性炎症疾患の治痕に用いることができる可能性がある。ちなみに、リウマチ、腫壌の治療薬と

して現在、抗α.vs3抗体(LM609)が抗体医薬として臨床応用されつつある。
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第6章今後の研究課題

本論文において、 6種類の ELISA系を構築している。 2-1系、 4・3系はそれぞれ、 トロンピ

ン切断したOPNを測定可能な系であるが、これらの系はトロンピン切断型以外にも全長型OPN

も測定してしまう。つまり、全長型とトロンピン切断型OPNの総量を測定する系である。トロ

ンピン切断された N 末フラグメント OPN は隠れていた細胞接着部位が現れ、新たな受~体と

結合するようになる。本研究でも、 OPNをトロンピン切断すると、 C末型フラグメントはブロ

ードなバンドが見いだされ、細かく切断されており、一方、 N 末領)jフラグメントは一本のバン

ドのみが見いだされ、 トロンピン切断部位のみが切断されていると考えられ、 N 末フラグメン

トは重要な機能を保持していることが示唆されている。また、トロンピン切断型OPNは細胞接

力、細胞伸長度が、全長型OPNより強いとしづ報告があり、これらのことは、トロンピン切

断型OPNのうちN末フラグメントがより機能的な OPNということが示唆される。ジウマチな

どの慢性炎症疾患では、トロンピン切断型OPNが主に存在していると考えられ、炎症性疾患に

おける発現を正確に調べるためには トロンピン切断型OPNを特異的に測定できるような測定

系を確立する必要がある。

OPNはトロンピン切断による機能調節の他に、リン駿化による調節も行っている。 OPNが

マクロファージから IL-12を産生させるのはジン酸化OPN依存性であり、 IL・10を減少させる

のはリン酸化OPN非依存性である。リン酸化OPNは血管平滑筋細脆の石灰化の抑制作用を有

するが、非リン酸化 OPNはその作用はない。これらの機能的調節を正確に検出するためには、

リン酸化OPN、または脱リン酸化OPNを特異的に検出できる系が必要である。

本論文で作製した検出系、測定系を用いて、多くの機能と OPN形態との解析ができると思わ

れるが、上述したトロンピン切断型 OPNを特異的に測定する系、ジン酸化 OPN、または脱リ

ン酸化OPNを特異的に検出できる系を構築することができれば、より効率的に、機能的にOPN

解析ができると患われる。これら系の確立が、 OPN形態を区別可能な実験ツールの作製におけ

る残された今後の課題である。
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第7章結語

本研究において、 OPNの構造、機能部位を明らかにする自的で、 OPNに対する 4種のポリ

クローナル抗体、 5種のモノクロ一ナノレ抗体、 6種の ELISA系を作製し解析を行った。その結

果、以下のことを明らかとした。

1) RGD、SVVYGLR配列を含むペプチドで作製したモノクロ一ナノレ抗体 2K1が、全長型

OPNの細胞遊走、RGD依存性細胞接着、トロンピン切断型OPNの細胞遊走、SVVYGLR

を介するα9slとの細胞接着に対して臨害能を有する。

2) 2K1は細胞接着領域である SVVYGLRを、mAb53はトロンピン切断部位を含むGLRSKS

を認識しており、これらの領域がOPNの細胞接着、細胞遊走能における機能部位である。

OPNは多くの疾患との関連性が報告されている。腫蕩細胞から分泌される OPNの形態は多

様であることを、本研究から明らかとしているが、 OPNの多様性と、疾患との関連はほとんど

報告されていない。 OPN機能阻害が疾患の治癒につながるとしづ可能性が、腫壊、骨粗慈症、

寝性炎症で報告されているが、これは、多くの場合が、遺伝子レベルでOPN発現を低下、また

は欠損させた結果である o OPN機能をタンパク質レベノレで阻害させるためには、 OPNの形態

変化に関係なく、阻害する必要がある。本研究で樹立したそノクローナル抗体2K1は、全長型、

トロンピン切断型OPNの細胞接着、遊走を阻害することができるため、強力な OPN機能阻害

抗体といえるc理性炎症にかかわる OPNに対する受容体はα9sl、α4sl、α4s7と考えられるが、

まだ、 α9sl以外は 2K1の阻害能に関しては調べていなし、。 α4sl、α4s7は OPNとの接着に

SVVYGLR配列が重要とされ、 α9slと共通している。そのため、 2KlがOPNとこれらのインテ

グリとの接着を岨害できる可能性は高く、 2K1がα4sl、α4s7も抑えることができれば、慢性炎

症に対して治構効果が期待でき、抗体医薬となりうる可能性がある。

本研究により、 OPNを詳細に検出、測定するための、強力なる実験材料を作製することがで

きた。これらの材料は、直接的に疾患への診断、治癒に結びつく可能性がある。 OPNに着目し

た本研究が医薬への貢献につながることを期待する。
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