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マウス頭蓋骨由来細胞に対するdexamethasoneの影響
　　特に3H－thymidine，3H－prolineの取り込みに対する影響にっいて一

　　　永　野　弘　之

岩手医科大学歯学部歯科矯正学講座

　　（主任：石川富士郎教授）

　　〔受付：1988年6月7日〕

　抄録：マウス頭蓋骨を用い，‘ηuiεroで骨片より増殖してきた骨由来の細胞について，　dexametha－

soneとindomethacinの骨由来細胞に対する影響にっいてautoradiographyを用いて検討した。ま

ず，骨片周囲の細胞にっいてalkaline　phosphatase活性と電顕的観察により，骨原性（osteogenic

progenitor　cells）の強い細胞集団の領域を確認してから実験を開始した。

　骨由来の細胞の3H－thymidineの取り込みは，　dexamethasoneにより促進されるがgeneration

timeへの影響はみられなかった。　Indomethacin処理群の3H－thymidineの取り込みは各実験期間

ともに増減がみられず，またgeneration　timeには遅延的に作用することから，　DNAへの3H－

thymidineの取り込みに対しては抑制的に作用していると思われた。一方，有意差はみられなかったが，

3H－prolineの取り込みについては対照群と比較してdexamethasone群では6～10時間後に増加がみ

られたが，indomethacin群では遅れて10～24時間後に増加する傾向がみられた。

Key　worde：dexalnethasone，　indomethacin，　antoradiography，　osteoblast，　tissue　culture．

は　じ　め　に

　Dexamethasone（DXM）は，　glucocorticoid

（GC）の一種であり，ミネラルコルチコイド作

用のないものと考えられている。近年，この

DXMの骨におよぼす影響にっいてのいくつか

の報告がみられるが，骨に対するその作用機序

についてはいまだ十分に解明されていない。

GCの骨に対する作用としては，骨形成細胞に

対する直接作用であるとする報告1～4），カルシ

ウム代謝に直接的に作用するとする報告5・‘）あ

るいはまたビタミンDや副甲状腺ホルモンを

介しての間接的な結果7・8）であると報告されて

いる。また，GCの特徴として，投与量によっ

て二面性の作用があるといわれ，‘πujεroの骨

細胞に対しても，添加するGCの量によって逆

の成績が得られる場合もある9）。

　一般に，GCの過剰投与は骨形成の減少と骨

吸収とをまねくと報告されている％しかしな

がら仇砿roでは骨吸収を抑制するという報

告もみられる’3）。また，骨形成に関しては増加

させるとする報告’4），逆に減少させるとする報

告Dなどがみられ，これらの報告の中でもGC

の量，作用時間等によっても逆の報告がみられ

るなど，GCの骨に対する作用を単純に評価す

るのは仲々困難であるのが現状である。今回著

者は，骨細胞に最も効果的に作用する濃度の

DXMと，類似の作用を有する非ステロイドの

indomethacin（IND）を用いて3H－thymidine

と3H－prolineの取り込みにおよぼす直接的作
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用について検討を試みた。

材料と方法

　培養方法

　試料は生後2～3日のddYマウス頭蓋骨

を無菌的に取り出し，できるだけ骨膜を除去

した後に細切し，培養液の入ったLAB　TEK

tissue　culture　chamber／slide（Miles）に散

布し，3日間炭酸ガス培養器で培養を行った。

培養液はダルベッコMEM培地（ニッスイ）

に100μ9／ml　Vitamine　C，10mM　β一glyc－

erophosphate，10％仔牛血清，60mg／1カナ

マイシンを添加して用いた。

　実験方法

　10－7M　DXM（Sigma）と非ステロイド性抗

炎症薬として知られている10－6M　IND（Sigma）

を実験群に添加し，対照群には溶媒として用い

たアルコールを添加して用いた。薬剤の濃度は

Tennenbaum　and　Heershe1°）の報告にしたがい

alkaline　phosphatase　activity（ALPase）を

最も高める濃度とした。培養細胞は実験に先立っ

て，3日間正常培養液で前培養を行い，骨片よ

り単層の細胞が均等に遊走する時期に実験用の

培養液と交換して実験を開始した（Fig．1）。

　培養細胞は固定後，Burstone法11）により

ALPase反応を行った。その結果，骨周囲の10

～15層の遊走細胞にALPaseの強い陽性反応が

認められた。

　これらの結果にもとづき，骨片より遊走した

15層以内の細胞に限定して以下の観察を行っ

た。

　オートラジオグラフィー

①3H－thymidineによるcumulative　labeling

　3H－thymidine（1μCi／m1：New　England

Corp．）を各実験群の培養液中に加えて連続標

識を行った。培養後1，2，3，5日に固定し

現像後，標識された細胞50個の銀粒子数を計算

した。

②3H－thymidineによるpulse　labeling

　3H－thymidine（1μCi／ml）で10時間標識

後，新鮮培養液で十分に洗浄し，各実験群の培
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養液に置換してさらに，1，2，3，5日間培

養を行った。固定，現像後に有糸分裂細胞を計

測して標識細胞の割合（分裂指数mitotic

index）を求めた。

③3H－prolineのlabeling

　3H．proline（1μCi／ml　New　England　Corp．）

で2，6，10，24，48時間の標識を行い，固定

現像後に細胞50個に取り込まれた銀粒子数を計

算した。オートラジオグラフィーは培養細胞を

アルコールで固定した後にNR－M2乳剤（サク

ラ）を用いてdipping法’2）にて行い，4日間露

出した。現像後，ギームザ染色を行って観察し

た。

④電顕と光顕標本

　標本の一部は2．5％グルタールアルデヒド1

時間の前固定後，1％OsO、で1時間の後固定

を行って，通常の方法によりエポン包理を行い，

ガラス面より剥離して電顕観察用の試料とし

た。光顕用としてはアルコール固定後，ギーム

ザ染色を行って観察した。

結 果

①光顕ならびに電顕的観察

　細切した骨片周囲から遊走して来る細胞は

均一の形態を保持しており（Fig．1），強い

ALPase活性が認められた。電顕的にも（Fig．

2）細胞小器官が発達して，骨細胞に類似して

いることから，きわめて骨原性の強い（osteo－

progenitor　cel1）細胞集団からなることが判明

した。このような性格を有している細胞集団は

培養3日後に，もっとも多く出現し，さらに骨

片周囲の15～20層内に限局してみられることか

ら，以下の実験は前培養3日とし，観察部位は

骨片の周囲15層以内とした。

②3H－thymidine　cumulative　label

　Table　1は各々の培養時間における細胞50個

の平均銀粒子数を示し，Table　2はこの要因分

析表である。この結果，因子A，Bともに1％

の危険率で有意差がみられた。Fig．3はこの経

過を示したものである。培養各期間でDXM群

の取り込みを見ると，取り込みの様相は対照群
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Table　1．

Fig．1

Fig．2

拶

The　primary　culture　of　mouse　calvarial　bone　cells．　The　cells　grew

as　monolayer　showing　a　paving　stone－like　apPearance　in
morphology．
Electron　micrograph　of　osteogenic　cells．　The　cells　contained　a

spherical　nucleus　and　abundant　intracellular　organella．×9000

Mean　grain　counts　of　50　mononucleate　in　the　osteogenic　cells　of　the　mouse　calvaria

after　giving　3H－thymidine．

Contro1 107M　DXM 10－6M　IND

1
2
3
「
O

day

days

days

days

207．9±63．1

258．5±78．9

188．7±57．8

184．9±52．3

289、7±92．0

330．6±91．2

318．3±97．2

240．0±61，7

234．8±57．8

226．6±48．9

247．7±85．8

248．8±75．5

Table　2．　Factorial　design　of　the　data　listed　in　Table　l．

Factor SS Df Ms

　A
　B
A×B
R（AB）

ABR

233847．15

903980．42

281130．43

4985080

　3

　2

　6

588

77949．05・・

451990．21匂゜

46855．07

　8478．0

6404038 599

A：days，　B：drugs
＊車：Significant　in　1％1evel　of　significance．

と同．様の傾向を示すが，対照－群，IND群より

も明らかに3H－thymidineの取り込みは有意に

増加を示している。IND群の取り込みは対照、

群とDXM群のほぼ中間の値を示すが，各実験

期間で著しい増減が認められずINDはDNA

合成に対して抑制的に作用していることを示唆

していると思われる。

③3H－thymidine　pulse　label

　各実．験群ともに培養開始前10時間のみ3H－

thymidine　pulse　labelを行い，その後は，

mediumで数回洗浄して各実験群の新鮮培養液

と交換して各時期に固定を行った。分裂細胞中

で銀粒子を持っている細胞数を百分率で表示し

た（Fig．4）。この結果，　DXM群では世代時間
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Fig．3　The　effects　of　DXM　and　IND　on　3H－

　　　　　thymidine　incorporation　in　mouse
　　　　　calvarial　bone　cells．

はほぼ対照群と同様であった。それに対して

IND群では世代時間の著しい延長がみられた。

④3H－prolineの取り込みについて

　経時的に50個の細胞に取り込まれた銀粒子数

をTable　3に示し，その要因分析表をTable　4

に示した。その結果，因子Aに1％の危険率

で有意差がみられた。その経時的な変化をFig．

5に示した。経時的には，いずれの群も3H－

prolineの取り込みは増加の傾向を示している。

三群の中ではDXM，　INDが対照群を上回って

Table　3．

100

S　80

Generotion　time

　　　60
　　　　　10h・　　　1　　　　　2　　　　　3　　　　　5　　　Doys

　　　　　－Control…一・・…10－7　M　DXM－・一・一・－10＾らM　IND

Fig．4　The　effects　of　DXM　and　IND　on　gene－

　　　　　ration　time　in　mouse　calvarial　bone

　　　　　cellS．

　　　　CumulGtive　lobe日3H一ρroline）
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Fig．5

0
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－
Control・……’・・10－7M　DXM－・一一・10’6M　IND

The　effects　of　DXM　and　IND　on　3H－

proline丘ncorporat輌on　in　mouse　calva－

rial　bone　cells．

Mean　grain　co皿ts　of　50　mononucleate　in　the　osteogenic　cells　of　the
calvaria　after　giving　3H－proline．

mouse

Contro1 10－7M　DXM 10－6M　IND

9
一
ハ
0
0
4
▲
8

　
　
1
⊥
9
白
4

hours

hours

hours

hours

hours

26．4±　7．9

41．5±15．6

50．3±13．5

60．9±11．6

73．0±23．6

18．5±　4．3

50．3：ヒ13．2

66．4±29．9

60．5±12．3

76．6±18．7

25．2±12．3

27．6±　7．7

60．2±12．1

81．0±22．0

59．8±18．0

Table　4．　Factorial　design　of　the　data　listed　in　Table　3．

Factor SS Df Ms

　　A

　　B

A×B
R（AB）

302155．85

　　670．34

54409．25

524627．86

4
2
8
訪

　
　
　
7

75538．96・写

　335．17

6801．16

　713．78

ABR 881863．’30 749

A：hours，　B：drugs
＊＊：Significant　in　1％level　of　significance．
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いるが，統計的には有意差はみられなかった。

IND群では初期の取り込みには若干の抑制が

みられるが6時間以降にはむしろ取り込みの増

加がみられる。DXM群では6～10時間に他の

二群より取り込みの増加がみられる。これに対

して対照群では直線的な増加がみられた。この

結果，DXM群では初期の6～10時間に取り込

みの増加がみられるがIND群では後半の24時

間に最大の取り込みの増加がみられた。

考 察

　今回行った細胞培養は，マウス新生仔cal－

variaの骨膜を剥離して不必要な細胞をできる

だけ除去したのちに細切し，骨片より増殖して

きた単層の細胞を実験系として用いた。予備実

験でアゾ色素法【’）によるALPase反応を行った

ところ，骨片を中心に同心円状に強い陽性反応

が認められた。その結果，本実験では主として

骨片より遊走した15層までの範囲の強い骨原性

の性格を有している細胞について観察を行った。

　Tennenbaum　and　Heersche1°）の骨由来細胞

の培養による報告ではALPaseは培養3日に増

加すること，また移植骨片からの細胞増殖は

3日までにほぼ安定してくることなどの理由

からいずれの実験群も3日間の前培養を行った

後に実験を開始した。Tennenbaum　and
Heersche（1985）1°）はニワトリ骨膜の培養にお

ける3H－thymidineの取り込みにっいて報告を

しており，連続標識では培養とともに対照群に

比較してDXM処理群で標識細胞が増加し，特

に培養4～6日でDXM処理群で著しい増加の

見られることを報告している。しかしながら，

培養後の細胞の分化の程度によって，DXMの

作用が異なり，分化前期の細胞では増殖が著し

く促進され，分化した時期の細胞では逆に増

殖が抑制されると報告している。また，切片標

本では骨に近い細胞ほど分化前期の細胞が多く，

DXMの促進効果がみられると報告している。

McCulioch　and　Tennenbaum（1986）15）はさら

にosteogenic　progenitor　cellにっいての研究

を進め，DXM処理群でALPase陽性細胞と

133

3H－thymidine　labelの出現は培養3日に最も

高く，4日になるとあまり差がみられなくなる

ことから，DXMはosteogenic　progenitor

cellの増殖に作用することを示唆している。本

研究では骨片から遊走する20層以内の細胞には，

強いALPase反応が出現することから，この層

の細胞は，結果的にはosteogenic　progenitor

cellとしての性格を保持している細胞集団であ

ると思われる。さらにまた，銀粒子の計測結果

もMcCulioch　and　Tennenbaum等の見解と一

致している。

　他方，Canalis9），　Chyun16）らは逆にGCは細

胞増殖に抑制的に作用することを報告している。

またChen17）らは培養する細胞の数が少ない

時には，GCはその増殖に対して抑制的に作

用し，細胞数の多い時には促進的に作用する

と報告している。本研究の培養方法とは異なる

が，McCulioch　and　Tennenbaum15）らの見解か

ら判断すると彼らの使用した実験材料の細胞集

団はheterogeneticであり，またosteogenic

progenitor　cel1の使用時の分化の程度が異な

るために違った結果がでたものと思われる。

　10時間のpulse　labelingではDXMは対照群

に比較して多少分裂の遅れはみられるが，ほぼ

対照群と同様の世代時間が得られた。Chyun16）

らは24時間pulse　labelした後，24時間後に

分裂指数を求め，cortisolは分裂を阻害する

と報告している。これらのDNAの減少と3H－

thymidineの取り込みの減少は，細胞の分裂が

阻害され，その結果，細胞の消失が加速される

ためであるとしている。しかしながら，本研究

の結果からみるとDXM処理により特に著しい

世代時間に対する影響は考えられず，Chyun

らの分裂細胞阻害の時期は1回目の分裂の終了

期にしかすぎないことが明らかである。

　DXMと同様の薬理作用を示す非ステロイド

性抗炎症薬のINDの3H－thymidineの取り込み

に対する影響にっいてみるとDXMと対照群の

ほぼ中間型を示していた。cumulative　label

では取り込みのピークがみられず，mitotic

indexではむしろ世代時間の延長がみられるこ
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とからosteogenic　progenitor　cellには抑制的

に作用していると思われる。

　加藤と小椋18），Nilssonl9）らのINDによる異

所性骨化の実験では骨形成の抑制が報告されて

いる。またChumbley　and　Tuncay勿）はINDに

よる歯の移動の抑制は，INDによりprosta－

glandinの骨吸収作用が抑制された結果である

事を示唆している。

　3H－prolineの取り込みについては24時間ま

ではDXM群で取り込みの増大がみられた。同

様の報告がDietrich2Dらによりなされ，　cortisol，

DXMは3～48時間の短期間処理では3H－
prolineのcollagenへの取り込みは促進される

が96時間になるとdose　relatedにcollagenへの

取り込みを抑制すると報告している。Canalis9）

らも同様の報告をしており，長期間処理による

collagen合成の抑制はosteogenic　precursor

ce11の減少の結果と考えられている21）。

　一方，Shu1押らはfibroblastを用いた実

験でDXMは細胞内・外のtype　I，type皿

procollagenを減少させると報告している。ま

た，Dombザは」ηひ‘Zroで高濃度のdexame－

thasone　disodium　phosphateはfibrogenesis

を抑制するが，低濃度では対照群と差がみられ

ないと報告している。このようなcollagen合

成に対する見解の相違は実験方法，DXMの濃

度，実験材料などの差によってもたらされると

思われる。

　Chen別）は培養細胞がconfluentになると

DXMに対しての反応がみられなくなると報告

している。このように細胞の状態，または細胞

の種類によって反応性が異なることが考えられ

るので特に細胞レベルでの実験では，できるだ

け同一条件のhomogeneticな細胞集団を対象

にすることが望ましい。DXMとINDを用い

て骨損傷の治癒過程を観察したSatohお）らの報

告によると対照群に比較して，いずれも治癒過

程には抑制的に作用するが，DXMはカルシウ

ム代謝に作用し，INDではそのような効果は

みられないと報告している。加藤9）らは非

ステロイド性抗炎症薬としてNa－salicylate
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とINDによる異所性石灰化を観察し，　Na－

salicylateはCa代謝に影響して石灰化を抑制

するが，INDはCa代謝には関与しないことを

報告している。このように，ステロイド性の

DXMと非ステロイド性のINDではその作用

機序が異なると思われる。本実験で用いた両薬

剤はともに生体内におけるprostaglandin（PG）

の生合成の阻害物質として知られている。しか

し，その作用機序は異なり室田（1986）泌）は，

prostaglandinの総説の中でINDはアラキドン

酸カスケートのアラキドン酸からPGG、を作る

過程で重要な働きをするシクロオキシゲナーゼ

を抑制するが，DXMは細胞膜リン脂質とエス

テル結合しているアラキドン酸を分離する際に

重要なホスホリパーゼA、を抑制するリポコル

チンを合成すると報告している。

　本研究で得られたDXMとINDの結果の相

違はこのような両者の作用機序の相違によっ

て出現した可能性が考えられる。in　situの

データーより得られた本実験の結果は，骨の

coupling　factorと考えられるprostaglandin

の作用ならびにDXMの作用に対して一つの示

唆を与えるものと思われる。さらに，DXMは

osteogenic　progenitor　cellとしての性格を保

持する分化前期の骨由来細胞の増殖と分化に促

進的に作用すると考えられる。

結 論

1．DXMでは細胞のgeneration　timeに変化

　を与えないが，INDでは大幅に延長された。

2．3H－thymidineの取り込みはDXMにより

　促進されるが，INDでは抑制された。

3．3H－prolineの取り込みはDXM投与群で6

　～10時間に増加の傾向が見られたがIND投

　与群では初期には低く24時間にピークが見ら

　れる遅延的効果があった。

　以上より，DXMはマウス頭蓋骨由来細胞の

3H－thymidineと3H－prolineの取り込みを増加

させるが，INDはこれらの取り込みに対して

遅延的あるいは抑制的に作用すると思われる。
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　Abstract：To　investigate　the　effects　of　dexamethasone　or　indomethacin　on　bone　cells，

bone　cells　growing　out　of　Ininced　mice　calvariae　were　used抗ひi重ro．　These　cell　populations

had　an　intensive　alkaline　phosphatase　activity．　Dexamethasone　increased　the　incorpora－

tion　of　3H－thymidine　into　DNA　and　had　no　affect　on　generation　times．　Indomethacin

indicated　a　flat　incorporation　curve　of　3H－thymidine　with　a　delay　in　generation　times．

Ihdomethacin　had　a　tendency　to　inhibit　DNA　synthesis．

　On　the　other　hand，　when　compared　with　the　control　group，3H－proline　incorporation

increased　at　6　from　to　10　hrs　with　dexamethasone　but　with　indomethacin　it　was　later

at　10　from　to　24　hrs．　These　results　suggest　that

synthesis　of　the　osteogenic－progenitor　cell　was

whereas　indomethacin　inhibited　it．　But　3H－proline

methasone　tended　to　increase　at　6　hrs　and　10　hrs．

generation　time　and　tended　to　delay　3

dexamethasone　stimulated　DNA－

stimulated　with　dexamethasone，

incorporation　treated　with　dexa－

Indomethacin　has　lengthened　the

H－proline　incorporation．
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