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論  文  内  容  の  要  旨  

近年様々な骨系統疾患の患者数の増加が社会問題となっており，生活習慣の改善に加え，分子レベルでの予防・治療法研  

究が注目されている。分子レベルから骨疾患に対処するにあたっては，骨がどのように形成され，どのように維持されるか  

という分子機構を理解しなければならない。一般に，組織が形成されていく過程でおこる細胞増殖や分化は細胞外からのシ  

グナルに依るところが大きい。そしてこの細胞外からのシグナルを主に担っているのが分泌性因子である。そこで申請者は，  

骨組織に作用する未だ機能不明な分泌性因子についてその機能を明らかにすることを目的としてSclerostin（SOST）およ  

びFibinという二種の分子に着目しその機能を解析した。   

第一章 Sclerosteosis原因遺伝子Sclerostinの骨形成シグナル抑制作用機構に関する研究   

Sclerostinは骨芽細胞の機能克進に伴い骨形成が大きく克進する常染色体性劣性遺伝疾患Sclerosteosis（硬結性骨化症）  

の原因遺伝子として同定されたものである。SclerosteosisにおいてはSclerostinの機能が欠失している。申請者はこの  

Sclerostinが骨形成において重要な役割を担っていると考え，その機能について検討した。   

はじめに，Sclerostinは骨形成に関与すると考えられたことから，マウス胎児の骨組織におけるSclerostin遺伝子の発現  

をinsituhybridization（ISH）法により解析した。その結果，Sclerotin遺伝子は頭蓋骨や脛骨の骨膜・骨梁といった部位  

に発現していた。   

SclerostinはN末端に分泌性シグナルに特有の疎水性の高い領域を有していることからSclerostinの細胞外分泌性を検討  

した。バキュロウイルス発現系を用いて昆虫細胞に組換えSclerostinを発現させたところ，培養上清中よりSclerostinを検  

出した。これより，Sclerostinの細胞外分泌性を確認した。さらに，Sclerostinはダイマー構造をとらずモノマーで分泌さ  

れることが明らかとなった。   

Sclerostinはまた，Cysteine－knotモチーフとよばれる特徴的な構造を有している。この構造よりSclerostinはBMP（骨  

形成タンパク質）アンタゴニストとの相同性が認められる。そこで，SclerostinがBMPアンダゴニストである可能性を検  

討した。培養骨芽細胞株であるMC3T3－El細胞にBMPを添加すると分化が進行してアルカリフォスファターゼ（ALP）  

活性が上昇する。SclerostinはBMP6・BMP7によるこの作用を濃度依存的に抑制したが，BMP2・BMP4による作用は抑  

制しなかった。さらに，BIAcoreシステムを用いてStlerostinとBMPリガンドとの結合性を検討した結果，Sclerostinは  

BMP6・BMP7と結合性を示し，BMP2・BMP4とは結合性を示さなかった。   

これらより，Sclerostinは骨組織に発現し，細胞外に分泌され，BMPアンタゴニストとして骨形成シグナルを抑制する  

分子であることが明らかとなった。また，ダイマー構造をとらずモノマーで分泌される，リガンド選択性を有するといった  

他の多くのBMPアンタゴニストとは異なるユニークな特徴をもつ分子であることが示された。   

第二章 新規分泌性因子Fibinの同定と骨組織における発現およびその機能に関する研究   

申請者はDNAデータベースよりシグナル配列を指標に新規分泌性因子の探索を行った。この過程で選択された分子の中  
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で，後に細胞外分泌性と骨組織での発現が明らかとなり，Fibinと命名した分子に着目し，その同定および機能解析を行っ  

た。   

マウス胎児よりFibinを単離・同定したところ，Fibinは217アミノ酸からなり，N末端に分泌性シグナルに特有の疎水性  

の高い領域を有していた。また，Fibinは既知の分子とは相同性の認められないユニークな分子であった。   

まず，Fibinの細胞外分泌性を検討するため，COS7細胞にマウスFibinを発現させた。その結果，細胞抽出液中および  

培養上浦中にFibinを検出した。Fibinの細胞内局在性を検討したところ，Golgiに発現していたことから，FibinはGolgi  

を介して細胞外に分泌される分子であることが明らかとなった。   

次に，Fibin遺伝子のマウス胎児期における発現をISH法により解析した。その結果，Fibin遺伝子は主に頭蓋骨や脛骨  

の骨梁・肥大化層を除く軟骨層などの骨組織に強く発現していた。   

Fibinが骨組織に発現していたことから，Fibinの骨形成における役割を検討した。COS7細胞にFibinを発現させ回収し  

たconditioned mediumをMC3T3－El細胞に添加したところ，ALPの上昇が抑制された。すなわち，Fibinは骨芽細胞の  

分化を抑制することが示された。   

これらより，申請者が同定したFibinは骨組織に発現して骨形成を抑制する分泌性因子であることが明らかとなった。   

以上の通り，申請者はSclerosteosis原因遺伝子SclerostinがBMPアンタゴニストであること，また，新規分泌性因子  

Fibinを同定し，Fibinが骨組織に発現して骨形成を抑制する分子であることを明らかにした。本研究は，骨形成機構の解  

明および骨租怒症をはじめとする骨系統疾患の治療薬開発に有用な知見を提供するものと期待される。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

近年様々な骨系統疾患の患者数の増加が社会問題となっており，生活習慣の改善に加え，分子レベルでの予防・治療法研  

究が注目されている。分子レベルから骨疾患に対処するにあたっては，骨がどのように形成され，どのように維持されるか  

という分子機構を理解しなければならない。一般に，組織が形成されていく過程でおこる細胞増殖や分化は細胞外からのシ  

グナルに依るところが大きい。そしてこの細胞外からのシグナルを主に担っているのが分泌性因子である。そこで申請者は，  

骨組織に作用する未だ機能不明な分泌性因子についてその機能を明らかにすることを目的としてSclerostin（SOST）およ  

びFibinという二種の分子に着目しその機能を解析した。   

Sclerostinは骨芽細胞の機能克進に伴い骨形成が大きく克進する常染色体性劣性遺伝疾患Sclerosteosis（硬結性骨化症）  

の原因遺伝子として同定されたものである。SclerosteosisにおいてはSclerostinの機能が欠失している。申請者はこの  

Sclerostinが骨形成において重要な役割を担っていると考え，その機能について検討した。   

Sclerostinは骨形成に関与すると考えられたことから，マウス胎児の骨組織におけるSclerostin遺伝子の発現をin s  

hybridization（ISH）法により解析した。その結果，Sclerotin遺伝子は頭蓋骨や脛骨の骨膜，骨梁といった部位に発現して  

いた。   

SclerostinはN末端に分泌性シグナルに特有の疎水性の高い領域を有していることからSclerostinの細胞外分泌性を検討  

した。バキュロウイルス発現系を用いて昆虫細胞に組換えSclerostinを発現させたところ，培養上清中よりSclerostinを検  

出じた。これより，Sclerostinの細胞外分泌性を確認した。さらに，Sclerostinはダイマー構造をとらずモノマーで分泌さ  

れることが明らかとなった。   

Sclerostinはまた，Cysteine－knotモチーフとよばれる特徴的な構造を有している。この構造よりSclerostinはBMP（骨  

形成タンパク質）アンタゴニストとの相同性が認められる。そこで，SclerostinがBMPアンタゴニストである可能性を検  

討した。培養骨芽細胞株であるMC3T3－El細胞にBMPを添加すると分化が進行してアルカリフォスファターゼ（ALP）  

活性が上昇する。SclerostinはBMP6，BMP7によるこの作用を濃度依存的に抑制したが，BMP2，BMP4による作用は抑  

制しなかった。さらに，BIAcoreシステムを用いてSclerostinとBMPリガンドとの結合性を検討した結果，Sclerostinは  

BMP6，BMP7と結合性を示し，BMP2，BMP4とは結合性を示さなかった。   

これらより，Sclerostinは骨組織に発現し，細胞外に分泌され，BMPアンタゴニストとして骨形成シグナルを抑制する  

分子であることが明らかとなった。また，ダイマー構造をとらずモノマーで分泌される，リガンド選択性を有するといった  
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他の多くのBMPアンタゴニストとは異なるユニークな特徴をもつ分子であることが示された。申請者はDNAア一夕ベー  

スよりシグナル配列を指標に新規分泌性因子の探索を行った。この過程で選択された分子の中で，後に細胞外分泌性と骨組  

織での発現が明らかとなり，Fibinと命名した分子に着日し，その同定および機能解析を行った。   

マウス胎児よりFibinを単離・同定したところ，Fibinは217アミノ酸からなり，N末端に分泌性シグナルに特有の疎水性  

の高い領域を有していた。また，Fibinは既知の分子とは相同性の認められないユニークな分子であった。Fibinの細胞外  

分泌性を検討するため，COS7細胞にマウスFibinを発現させた。その結果，細胞抽出液中および培養上浦中にFibinを検  

出した。Fibinの細胞内局在性を検討したところ，Golgiに発現していたことから，FibinはGolgiを介して細胞外に分泌さ  

れる分子であることが明らかとなった。次に，Fibin遺伝子のマウス胎児期における発現をISH法により解析した。その結  

果，Fibin遺伝子は主に頭蓋骨や脛骨の骨梁，静止層，増殖層，前肥大化層といった肥大化層を除く軟骨層などの骨組織に  

強く発現していた。Fibinが骨組織に発現していたことから，Fibinの骨形成における役割を検討した。COS7細胞にFibin  

を発現させ回収したconditionedmediumをMC3T3－El細胞に添加したところ，ALPの上昇が抑制された。すなわち，  

Fibinは骨芽細胞の分化を抑制することが示された。これらより，申請者が同定したFibinは骨組織に発現して骨形成を抑  

制する分泌性因子であることが明らかとなった。   

以上の通り，申請者はSclerosteosis原因遺伝子SclerostinがBMPアンタゴニストであること，また，新規分泌性因子  

Fibinを同定し，Fibin骨組織に発現して骨形成を抑制する分子であることを明らかにした。本研究は，骨形成機構の解明  

および骨租軽症をはじめとする骨系統疾患の治療薬開発に有用な知見を提供するものと期待される。   

よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。   

更に，平成18年2月27日に論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。  

ー881－   


