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All　　 ラ ッ ト実験 的心筋梗塞 （MI ）に おける osteopontin

　（OPN ） の 発現と経時的変化
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【目的】OPN は integrinと結 合 して 細胞接着性 を示すの み

な らず細胞 遊 走能 等 を もつ 糖蛋 白で 、創傷治癒に お い て

debridement や matrix の 再構築 ・線維化 へ の 重要な 役割が

報告 され て い る も MI に お け る検討は無い 。　 MI に お け る

OPN の発現と局在を Type　I　collagen 　a 　1chain〔α 1（1）〕 と比

較検討 した。【方法】雄性 SD　 rat54 頭を用い、左冠動脈を

結紮 し梗塞 を作成 後、経時 的 に摘 出 し in　situ （ISH ）法 、

Northern　blot法、蛍光抗体免疫染色法を施行 した。統 計は

ANOVA を用 い た。【結果】 ISH ：梗塞作成後 2 日で梗塞墳

界部に 強い 発現を 認 め、7 日 に は梗塞 中心部まで 進展 し、

14 日で は 梗塞中心部に弱い 発現を認め る の み で あ っ た。

発現細胞 は梗塞 早 期 （1−3 日） は macrophage 　．後 期 は

fibroblast（7 日以降）が主 体で あ っ た 。　 Northern　 blot； Sham

心 で は OPN の 発現 は認 める も低値で あっ た 。 梗塞作成後

1 日か ら発現量 は sham 心 の 42 倍と増加 を 認 め 、2 日 に は

58 倍と著増 し peak に達し、以後減少 し 14 日で 14 倍 で あ

っ た。変化は有意 で ある （P く0．00D 。免疫染色 ：ISH と同

様に 蛋 白レベ ル で梗塞部で の 発現増 強が確認 された。α 1 

との 比較 ：OPN は α 1（1） に比 し早期 に発現増加 し 、か っ

増加 の度合い も大き い 。【結論 ・考案】1）MI にお ける OPN

の 発現 ・経時的変化 と局在及び発現細胞が証明された。2）

macrophage に お ける梗塞 早期 の発現 と、 α 1（1）との 比較に

加 え比較 的後期の fibroblastに おける発現か ら、　 OPN は梗

塞早期の 炎症の 時期と、後期 の 治癒機転 の 両方に 役割 を果

た して い る こ と が考え られた。
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　 ［目的］Pycnodysostesis は、 低身長、骨硬化症、易骨

折性、指趾末節骨末端の 融解、鎖骨 の 形成不全 、縫合の 閉

鎖遅延を伴う頭蓋骨の異常を特徴とする 、常染色体劣性の

遺伝形式を示 す極めて まれな骨系統疾患である 。 1996年

に、破骨細胞 に特異的に発現 して い るシス テイ ンプロ テア

ー
ゼであるカ テプシン K〈CK ）遺伝子が疾患 原 因遺伝子 で

あ る こ とが報告され た。現在まで に、5家系 で 4 つ の CK

遺 伝子 の 異常が見 つ か っ て い る。我 々 は py  odysostosis

の 1家系に対 し CK 遺伝子 の解析 と、そ の異常遺伝子 によ

る発病機序につ き細胞生物学的解析を行 っ た 。

　 ［方法］典型的な表現型を示す pycnodysostosis　1 症例に

つ い て 、 骨折手術時に提供され た仮骨および骨髄血 か らの

培養破骨細胞様細胞か ら RNA を抽出し、　RT −PCR 法によ

り CK 　c−DNA を得、塩基配列を決定 した 。 また、患者およ

び家族の 末梢血か ら genomic　DNA を抽出し、CK 遺伝子の

塩基配列を決定した 。 次に 、患者 CK −cDNA と正常 CK −

cDNA を FLAG −tag を つ け発現ベ ク ター pcDNA3 ．1 に組み

込 み、COS −7 細胞に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し、　 CK 遺伝子

発現 を RT −PCR 法で 、CK 蛋 白発現を抗 FLAG 抗体を用い

た免疫染色お よびウエ スタ ンブロ ッ テ ィ ン グに よ り解析

した。

匚結果コ患者では、シグナル ペ プチ ド部分に新し い遺伝子

変異で ある、Leu9 （C⊆A ）の Pro （CエA）へ の 変異がみ ら

れた 。 両親は ヘ テ ロ で 、妹は、正常型 の ホ モ で あっ た。正

常 80 例で は、こ の 変異は認め られなか っ た。患者 CK 、

正常 CK 導入細胞で は、　 m −RNA の 発現は い ずれ も認 め ら

れたが、蛋白の 発現は、正常 CK 導入細胞 で は免疫 染色 に

よ り細胞質に認め られ、患者 CK 導入細胞で は発現が認め

られなか っ た 。 ウエ ス タ ン ブロ ッ テ ィ ングにお い て も、患

者 CK を導入した細胞 で は、 正常 CK を導入 した場合に

比べ 蛋白発現の 著 しい減少が確認 され た。

　 ［考察］本症例で は・、CK 遺伝子の シグナルペ プチ ドの

異常の た め CK の 小 胞体 内へ の トラ ン ス ロ ケ
ー

シ ョ ン が

障害され 、蛋 自発現が障害され たため、CK の機能不全を

来 し、 pycnodysostosisに至 っ た と考え られる 。
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