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要 旨

我々は,マウス新生仔頭蓋骨より分離した骨細

胞をアルカリホスファターゼ (ALP)活性を維持

した状態で6カ月以上35代まで継代培養できたこ

とについて報告する｡

造骨細胞は,マウス新生仔頭穿骨より col1-

genase/dispaseII処理によって分離し,α-ME

M+15%FCSで5%CO2,37℃条件下で培養し

た｡継代数3-6代で培加時間が最も長くなったが,

それ以降は増殖率も高まると同時に形態的にも安

定した｡この細胞の ALP活性は,コンフルエン

トシー ト形成後,経時的に上昇する傾向を持ち,

それに伴い石灰化物の形成が観察された｡また,

insulin,prostaglandinE2(PGE2),血清に応答して

ALP活性の上昇が観察された｡以上の結果から,

我々の維持している細胞は骨芽細胞様であること

が示唆された｡

緒 昌

骨細胞の分離 ･培養は1964年にPeckら1)によっ

て初めて試みられて以来,数々の報告がある2~づ).

現在,最も繁用されている分離法は酵素処理法で

あるが,骨芽細胞だけを特異的に分離する条件の

設定は極めて困難である7)｡ そのため,特殊な方

法も試みられているが8),実用に至っていない｡

一方では,骨芽細胞のマーカーとしての性質を

維持したクローン細胞がいくつか樹立され9~11),

造骨機構を研究するうえで有用な材料となってい

る｡その理由は,上記のような繁雑な分離作業を

省くことができると共に,線維芽細胞等の混入,

影響を考慮しなくてもよいからである｡しかし,

これらの細胞が無限増殖能を獲得する段階で,骨

芽細胞として持っていたいくつかの性質を喪失す

る可能性も当然考えられる｡

我々は,骨芽細胞のモデルとなりうる細胞を新
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たに樹立することを目的とし,ALP 活性を維持

した状態で35代まで継代培養ができたのでここに

報告する｡

材 料 と 方 法

骨細胞の分離と培養 :

頭蓋骨はマウス新生仔15匹から無菌的に摘出し,

200IU/mEペニシリンG (明治製菓)と200mg/mEス

トレプトマイシン (明治製菓)を含むIhltKCOの

リン酸緩衝液 (PBS(-))でよく洗浄後,付着軟組

織を除去した｡再度,上記 PBS(-)で洗浄後,頭

蓋骨を細片化し,酵素処理を施した｡酵素には

collagenase(0.1U/mE)と dispaseII(0.8U/mE)

(Boehringer-MallI血eim)を用い,低速マグネチッ

クスターラーにて細胞分散を試みた｡細胞は15分

毎に収集し,頭蓋骨片は新鮮な酵素液を再度添加

することによって継続的に処理した｡その結果,

細胞は処理時間にしたがってGrouplから4まで

に分別された｡

それぞれのグループとも60mmプラスチックディ

ッシュ (Falcon)中で,α-MEM (Gitxo)+15%牛ー

胎児血清 (FCS)(Hyclone)(50IU/mEペニシリンG,

50pg/mEストレプトマイシン含有)にて培養した｡

培養は,5%CO2,37℃湿潤環境下で行ない,2あ

るいは3日毎に培地を交換した｡継代は,4ある

いは5日毎に行ない増殖曲線にプロットした｡

組織化学的検索 :

1) ALP Burstoneら11)のアゾ色素法を応用

した｡ホルムアルデヒドで固定した標本を櫨過し

た反応液 (NaphtoIAS-MX phosphate,Fast

GametGBCSalt(Sigma)含有)に浸漬した｡約

30分後,水洗して検鏡した｡

2) 石灰化物 (非溶性カルシウム) Dahlの

方法12)を応用した｡純アルコールで固定した標本

をアリザリンレッドS染色液 (Merk)にて染色し

た｡水洗後,濃塩酸+アルコヤルで分別し,検鏡した｡

Insulin,PGE2の ALP活性に対する影響 :

継代の際に細胞を24穴プレート(Coming)に播

種した｡コンフルエントシート形成後,24時間血

清不含培地に交換し,starvingな状態にした細胞

に対して insulin,PGE2に対する感受性を検討し

た｡指標として insulin,PGE2添加24時間後の

ALP活性を測定した｡すなわち,氷冷中,ラバ

ーポリスマンではがし取った細胞を Hanks液

(HBSS)0.4m1日こ懸濁し,これに2mM MgC12及
び0.3% TritonX-100(最終濃度0.1%)を含む

水冷50mM Tris-HCl(pH7.4)を加えた｡次に,

氷冷中で30秒間超音波処理をし,27,000×g,4℃,

10分間遠心分離を行なった13)｡上清を東城の方法14)

で ALP活性を測定した｡試料100p=こ50mM 炭

酸一重炭酸緩衝液(15mM p-Nitrophenylphosphate

含有,pH10.1)を加え,37℃,30分間反応後,

0.2M NaOHo.5mEを添加することによって反応

を停止させた｡生成された p-Nitrophenol量を分

光光度計により405nmで測定した｡

また,遠心分離後の上清について,Lowけ らの

方法15)で蛋白量を測定した｡

結 果

酵素処理時間にしたがって分別されたGroup1

-4をまず3代継代した｡各々のグループに含ま

れる細胞の形態を比較すると,コンフルエント形

成前ではいずれも紡錘形を呈していたが,コンフ

ルエント形成後はGrouplに圧倒的多数の線維芽

細胞が観察されたのに対し,Group2-4では敷

石d犬を呈する細胞が多数を占めていた｡

Group2-4を引き続き継代培養していくと

Group3に含まれる細胞は脱分化して線維芽細胞

化した｡Group4に含まれる細胞は,継代を繰り

返すうちに著しく増殖力が低下したので培養を断

念した｡一方,Group2に含まれる細胞は,Fig.1

に示すように継代数3代から6代にかけていった

ん増殖力が低下したが,継代数8代以後は増殖力

を回復し,線維芽細胞化も認められなかった｡以

後,Group2だけ継代培養し,以下の実験に供し

た｡

継代数10代の細胞は,継代後約4日でコンフル

エントを形成したが, その後も培養を挽けると

noduleを形成するようになった (Fig.2)｡Nodule

とは,それまで単層状態であった細胞が増殖を続
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Fig,1 CumulativegrowthcurveofGroup
2cultureisolatedfrom newborn

mousecalvaria.

Fig･2 Aphasecontrastphotomicrograph
illustratinganodulein4day,

passageNo.10MOB1/3Culture.
Unstained,×40.

高い部分が赤紫色に染色され ALP活性が局在し

ているのが認められた｡

Tablel TimecourseofALPactivityinMOB
l/3culture.

Culturedays
ALPactivity

(nmol/〟gcellprotein/30min)

3

6

8

N.D.*

0.949±0.097

1.351±0.169

Eachvaluerepresentsmean±S.E.(n-4)
'N.D.meansnotdetemi ned.

ところで,培養dish中の細胞全体において細胞

密度とALP活性との間には相関があるのだろう

か｡Tablelには ALP活性の経日的変化を示し

た｡ コンフルエント形成前の継代後3日目では

ALP活性は検出困難であったが,4日目にコンフ

ルエントを形成してからは経目的に ALP活性が

上昇した｡細胞密度はコンフルエント形成後の

nodde形成とあいまって上昇していく訳であるが,

それにともなって ALP活性が上昇することが確

認された｡

Table2 EffectofvariousreagentsonALP

activityinMOB1/3culture.

Addition ALPactivity Stimulation
(nmol/pgcellprotein/30min) (-fold)

Control

Serum
(15%,Ⅴ/v)
insulin
(10jig/ml)
PGE2
(10′上g/ml)

0.548±0.093 1.0

0.855±0.040 1.56

0.648±0.062 1.18

0.866±0.048 1.58

Eachvaluerepresentsmean±S.E.(n-4)

け多層に重なることによって形成する結節状の細 次に,各種ホルモン･成長因子に対する応答性

胞塊である｡この状態で固定後,アゾ色素法にて について継代数22代の細胞を用いて検討した｡

ALP活性を組織化学的に検索した結果を Fig.3 Table2に示すように,ALP活性はserum(15%,

に示した｡Nduleの部分,すなわち,細胞密度の V/v),insulin(10JLg/mi),PGE2(10JLg/mi)に反
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Fig.3 Aphotomicrographofazodye-stainedALPin4day,
passageNo.10MOB1/3culture.×40
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Fig.4 AphotomicrographofalizarinredS-stainedmineral
depositsin7day,passageNo.31MOB1/3culture.×40.
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応して上昇した｡

つづいて,上記の成長因子応答性を維持してい

る継代数31代の細胞を用いて実際の石灰化物形成

能を検討した｡β-glycerophosphateを添加しなか

った状態では,光学顕微鏡レベルで石灰化物を認

めることはできなかった｡それに対して, 5mM

β一glycerophosphateを添加した状態では,コンフ

ルエント形成3日後くらい (継代後約7日目)か

らFig.4に示すような石灰化物が観察されるよう

になった｡すなわち,細胞密度の高い部分に赤燈

色に染色された大小様々の大きさの不溶性 Ca沈

着物が局在するのが認められた｡

考 察

一般に骨芽細胞 (invivo)は,insulinやPGE2

刺激で活性化されるといわれている16)｡Group2

の細胞 (以下 MOB1/3と呼ぶ)は,insulin及び

PGE2に応答して ALP活性が上昇することが示

されたが (Table2),この結果は MOB 1/3が

insulin及び PGE2の各々に対するりセプターを

有しているということを示唆するものである｡

また,Fig.3とTablelよりMOBl/3は細胞

密度の上昇に伴ない ALP活性を上昇させること

がわかったが,この結果は小玉らによって樹立さ

れたMC3T3-Elの特徴と類似している10).すなわ

殖期と分化期を有し,コンフルエント形成後に分

化期に入りALP活性を上昇させて石灰化に向け

て準備するものと,推察される｡

Fig.4からも上記の考えが支持される｡ コンフ

ルエント形成前では,β-glycerophosphateあるい

は ascorbicacidの添加量の多少にかかわらず石

灰物の形成は認められなかったのに対し,β-gly-

cerophosphateを添加することにより継代後7日

目くらいかち石灰化物の形成が認められるように

なった｡この右脚 ヒ物は,造骨細胞の機能維持の

証拠となると同時に細胞分化の重要な指標になる

と思われる｡たわし,この石灰化物の電顕所見(分

泌コラーゲン線維にそったCaの沈着など)及び,

Ⅹ線マイクロアナライザー分析による Ca/P比の

確認などが行なわれていないので,これが細胞性

5

のものとは今のところ断定できない｡

以上の結果より,MOB1/3は骨芽細胞の有す

るいくつかの特徴的性質を維持しているものと思

われる｡

また,MOB1/3は明確な変性期を経た訳では

ないが, Fig.1に示すように継代数8代以後は安

定した増殖力を示し,形態も安定均一化してきた

ことを考慮すると一歩株化へ近づいたと受け取っ

てよいように思われる｡

今後は,ALP 活性の高い細胞の選別と株化に

より,骨形成機構解明のための新たなモデルとし

て役立てたい｡

結 論

マウス新生仔頭蓋骨より分離した造骨細胞を35

代まで培養した｡この細胞の性格を組織化学的 ･

生化学的手法を用いて研究した結果次のようなこ

とが判明した｡

1. この細胞 (MOB1/3)は,いわゆる増殖期

と分化期を有し 増殖期では不規則な紡粒形を呈

しているが,分化期に入ると敷石状を呈するよう

になった｡

2.MOBl/3の ALP活性は,増殖期には検

出困難であったが,分化期に入ると顕著に上昇し

はじめた｡

3. 培養10日日頃から,β-glycerophosphate添

加により石灰化物の形成が観察された｡

4.MOB1/3は,insulin(10JJg/ml),PGE2

(10〟g/ml)に応答して ALP活性を上昇させた｡
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