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鶏胚長管骨より分離した二つのcell　populationについて

一
Alkaline　phosphatase活性に対する細胞密度ならびに

　　　　　　　　　　　　　　　　prostaglandin　E2の影響
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　抄録：18日鶏胚大腿骨および脛骨の骨梁面より二っのcell　populationを分離，培養しそのアルカ

リフォスファターゼにっいて検討した。今回分離，培養した細胞のうち，酵素消化の前半に得られた細

胞は，比較的高いアルカリフォスファターゼ活性をもっていた。また，プロスタグランジンの生合成を

阻害するインドメタシンを加えると，アルカリフォスファターゼ活性は有意に低下し（p〈0．01），イン

ドメタシンと共にプロスタグランジンE、を添加するとその活性は僅かに増加した。さらに，この細胞

は増殖が盛んなことから未分化な骨原性細胞であると思われる。一方，後半に分離されてくる細胞は，

一般に骨芽細胞様の細胞として広く実験に用いられている頭頂骨由来の細胞よりもアルカリフォスファ

ターゼ活性が高かった。この細胞は，インドメタシンによるアルカリフォスファターゼ活性の低下が少

いことや，プロスタグランジンE，に応答して活性は有意（p＜0．01）に増加することから，より分化の

進んだ細胞であることが示唆された。

　DNAあたりのアルカリフォスファターゼ活性の強さは，培養細胞密度に依存しており2cm2の培養

面あたり3．0－4．0μgDNAのと、きに最も活性が高かった。
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は　じ　め　に

　従来，骨芽細胞はラット，マウス，ニワトリ

の頭頂骨骨膜面より分離されてきたが，骨形成

ならびに骨吸収を調節する因子の一つと考えら

れているプロスタグランジンによって生じる生

体での骨の組織的な変化は，長管骨に関する報

告が多い1～8）。また，Volpiら9）は鶏胚長管骨

骨梁面にはいろいろな分化の段階にある骨芽細

胞が存在していることを，Grayら1°）は実験的

な海綿骨移植時の骨形成にはendosteal　lining

cellの関与が最も高いことを報告している。そ

こで今回，長管骨骨梁面から二つの細胞系を分

離し，骨芽細胞のmarker　enzymeであるアル

カリフォスファターゼ活性に及ぼすプロスタグ

ランジンE、の影響について検討を試みた。

　また，培養骨芽細胞の細胞密度と分化機能の

発現との関連を考慮することは，最適な培養条

件の設定だけでなく，各種刺激が細胞機能の調

節に対して示す効果を検討するうえで重要な因

子となりうることからDNAあたりのアルカリ

フォスファターゼ活性との関連を調べた。

Two　cell　populations　isolated　from　chick　embryonic　long　bone．

－Influences　of　cell　density　and　PG　E2　upon　alkaline　phosphatase　activity－
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材料ならびに方法

1．細胞分離液“）および培養液

（a）Ca，　Mg．free　PBS（Solution　A）：137mM

　塩化ナトリウム＋2．7mM塩化カリウム＋

　3mMリン酸二水素ナトリウム，　pH7．2

（b）EDTA溶液：solution　A十4mMエチレン

　ジアミン四酢酸ナトリウム，pH7．2

（c）コラゲナーゼ溶液：solution　A＋180U／

　mlコラゲナーゼ（細胞分散用：和光純薬）

（d）増殖用培溶液：α一MEM（Gibco）＋10％

　新生仔牛血清（Flow　labo．）＋60mg／1カナ

　マイシン，pH7．2

（e）ALPase活性測定用培養液：Eagle－MEM

　（フェノールレッド不含：日水製薬）＋0．1％

　牛血清アルブミン　（fraction　V：Miles

　Laboratories，　Inc．）＋各種アミノ酸（L一グル

　タミン：584mg／1，　L一セリン：25mg／1，

　プロリン：40mg／1，グリシン：50mg／1）

　＋5mMβ一グリセロリン酸ナトリウム＋0．1

　mMアスコルビン酸，　pH7．2

2．細胞の分離

1）長管骨からの細胞の分離

　18日鶏胚の大腿骨と脛骨を無菌的に摘出し，

付着する軟組織を十分に除き，40ml丸底遠心

管中にてハサミで十分に細切した後に，PBS

を加えピペッティングして骨髄を洗い流した。

この骨片を100mlの三角フラスコに移し，37

℃のEDTA溶液を10ml加えて毎分100回振蕩

し一回目の細胞分離を行った。2（扮後，上清を

ステンレスメッシュ（100mesh）で濾過して骨片

を除いた細胞浮遊液を40mlの尖底遠心管に回

収した。骨片は10mlのsolution　Aで静かに

ピペッティングして洗い，これも上記のごとく

濾過し，先の細胞浮遊液に加えてFraction　1

とした。次に，同様にして，37℃のコラゲナー

ゼ溶液10mlで細胞分離を4回行い（10，10，

20，20分）Fraction　2－5を得た。

　各Fractionには，回収後ただちに氷冷した

増殖用培養液10mlを加えて分離液を不活化し，

400xgで5分間遠心して細胞を集め，さらに20
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mlの増殖用培養液で二度洗浄，遠心を繰り返

した。最後にFraction　1とFraction　2を合わ

せてPopulation　1（Pop．1），　Fraction　4と

Fraction　5を合わせてPopulation　2（Pop．2）

とし，10mlの培養液に浮遊させて100mmの

プラスティクディッシュに植え込んだ。

2）頭頂骨からの細胞の分離

　骨膜を剥難した18日鶏胚頭頂骨から，上記と

同じ方法で細胞を分離培養した。

3）骨髄腔からの細胞の分難

　18日鶏胚大腿骨と脛骨より，注射器を用い骨

髄腔をコラゲナーゼ溶液でflush　outし，37℃

で毎分100回震蕩し細胞を分離した。20分後，

細胞浮遊液をメッシュで濾過して40mlの尖底

遠心管に採り，ただちに氷冷した増殖用培養液

をほぼ同量加えて酵素を不活化し，400xgで5

分間遠心して細胞を集めた。細胞は培養液20

mlで二度洗浄，遠心を繰り返したのち，10ml

に浮遊させて100mmのプラスティックディッ

シュに植え込んだ。
　　ぬ
3．培養法

　以上の方法で分離した各細胞群は，CO、－

incubator（5％CO2－95％air，37℃，湿度

100％）で培養した。培養液は48時間後に交換

し，72時間で細胞がほぼconfluentに達したと

ころで，24穴（well）のプラスティックプレー

ト（Corning社）に0．5×10‘個／500μ1／well

の細胞密度で植え継いだ。一部の実験では0．1，

0．3，0．5，1．0，1．5×105個／500μ1／wellの異

なる細胞密度で継代した。継代12時間後，増殖

用培養液をピペットで除き，培養面に付着した

細胞をALPase活性測定用培養液500μ1で静

かに二度洗ったのち，500μ1の培養液を加え

て実験を開始した。

4．ALPase活性の測定

一実験1一

　長管骨，頭頂骨，骨髄より分離した各細胞群

を測定用培養液で24時間培養後，細胞を培養液

とともに超音波処理して得られた細胞破砕液を

測定用試量とし，Lowryら’2）の方法にしたが

い，アルカリフォスファターゼ（ALPase）活
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性を測定した。測定用試量100μ1に，1mlの

反応液（0．2％ρ一ニトロフェニルリン酸ニナト

リウム，1mM塩化マグネシウム，0．05Mグリ

シン緩衝液，37℃，pH10．4）を加え37℃で30

分間反応させた後，0．2N水酸化ナトリウムを

1ml加え反応を停止させ，405nmの波長で吸

光度を測定した。結果は，1時間に1mMのp一

ニトロフェノールの遊離を触媒する酵素活性を

1単位（U）とし，細胞破砕液の残り100μ1より

Burton13）の方法に準じてDNA量を決定して，

mU／μg　DNAで表した。

一実験2一

　長管骨のPop．1，　Pop．2を0．1，0．3，0．5，

1．0，1．5×1ぴ個／500μ1／wellの細胞密度で

培養を始め，48時間後に培養上清と細胞層の

ALPase活性を測定した。途中24時間で各

weUの培養上清を1．5m1のマイクロチューブ

に採り，あらたに500μ1の測定培養液を加え

て培養を続けた。24時間の各培養上清は4℃に

て保存し，48時間後の培養上清を加えて酵素

活性測定用試量とし，上記と同様の方法で

ALPase活性を測定した。細胞層は200μ1の

蒸留水を加え超音波処理して破砕液とし，100

μ1をALPase活性の測定に，残り100μ1を

DNA量の測定に用いた。結果は，　Plasら14）の

報告に準じ，48時間培養後の1wellあたりの

DNA量で細胞密度を代表させ，そのときの

ALPase活性を細胞層と培養上清とに分けて示

した。

一実験3一

　長管骨のPop．1，　Pop．2をインドメタシン

（INDM：1．4×10－7　M），　INDM＋プロスタグ

ランジンE，：10－9－10－’M）で48時間処理し，

実験2と同様に培養上清，細胞層のALPase活

性を測定した。各薬剤はエタノールに溶かし，

エタノールの培養液中の最終濃度が各群とも

0．1％となるように希釈した。対照群には0．1％

工タノールのみを加えた。

統計学的分析

一元配置分散分析により，細胞種間（Tab．
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1），および同一細胞系内における薬剤処置

（Fig．2）によるALPase活性の有意差（P〈

0．01）を確認した後，Newman－Keuls　testに

て各群間の差の有意性を検定した。

結 果

1．各細胞群のALPase活性の比較一実験1一

　長管骨のPop．1には骨髄の細胞（BM　cell）

の混入も疑われるが，そのALPase活性はTab．

1に示す様にBM　cellの約5倍も高く（P＜

0．01），従来，破骨細胞様の細胞群とされてい

る頭頂骨のPop．1と骨芽細胞様の細胞群とさ

れている頭頂骨のPop．2のほぼ中間の値を示

した。このことから，長管骨のPop．1はBM

cellとは性質の異なる比較的ALPase活性の高

い細胞より構成されていることが示された。

　長管骨のPop．2は，頭頂骨のPop．2より

も有意に高い酵素活性をもち（P＜0．01），極め

て活動性の高い骨芽細胞に富んだpopulation

であることが示唆された。

2．細胞密度とALPase活性の関係

　長管骨の各populationの細胞密度と1μg

DNAあたりのALPase活性をFig．1に示す。

培養上清，細胞層のALPasl活性はともに細胞

密度に依存しており，3．0－4．0μgDNA／well

の時に最も高い活性を示した。

3．各cell　populationの増殖傾向

　Fig．1の横軸は異なる細胞密度で培養を始

めてから48時間後のweUあたりのDNA量を

示している。Pop．1，2ともにグラフの左端

の座標から順に0．1，0．3，0．5，1．0，1．5×105

個／wel1の細胞密度で培養を始めたところ，

12時間後には，ほとんど全ての細胞が培養面に

付着しており，各群ともほぼ同じ細胞数で培養

が始まったことを確認した。実験開始後48時間

経過すると，どの細胞密度でもPop．1の方が

Pop．2よりもwellあたりのDNA量が高くよ

り細胞の増殖が盛んであったことが示めされた。

4．INDM，　PG　E、がALPase活性に及ぼす影

　響

　Fig．2にINDM，　PG　E、で48時間処理した
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Table　l　ALPase　activity．in　each　cell　population．

ALPase　activity（mU／μgDNA）

BM　cel1 Poplation　1 Population　2

Long　bone
　Calvaria

0．61±0．05（a） 3．06±0．26（c）

1．21±0．10（b）

5．56±0．38（e）

4．80±0．41（d）

means
　a
O．61

　
1
b
2

　
1
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Fig．1　Effect　of　cell　density　upon　ALPase
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INDMを加えると酵素活性が著しく低下した

が，PG　E、を共に添加するとINDMによる抑

制は軽減した。最も効果の高かった10　7MPG

E、では細胞層では僅かに増加したが，培養上

●
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Significantly　different　from　the
contro1：寧P＜0．05；“P＜0．01

清では有意な差は認あられなかった。

　一方，Pop．2はINDMによるALPase活性

の減少は少なく，PGE・により有意（P＜0．01）

な上昇が認められた。

　なお，細胞層と培養上清の酵素活性の増減は

平行していた。
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考 察

　骨代謝に影響を及ぼす様々な因子の役割を解

明するために，培養骨芽細胞を用いた研究が多

数報告されている。培養骨芽細胞は，骨より分

離後早い世代のもの1酬）と，骨芽細胞の性質を

持ったクローン化細胞株鋤とに分けられる。

前者は正常二倍体の染色体を有し，各種調節因

子に対し本来の応答能をより多く保っていると

考えられるが，不均一な細胞集団であることが

問題となる。一方，後者は骨芽細胞としての性

質をもった均一な細胞集団であるが，形質転換

を起こした細胞でありホルモン等に対する応答

の一部に変化が認められる19）。したがって，あ

る生理活性物質が骨芽細胞の増殖，基質合成等

に与える作用に関する研究は，できるだけ生体

内の細胞と同一の形質をもった培養初期の細胞

で観察することが必要と思われる。

　今回分離した長管骨のPop．1の細胞は，骨

髄細胞よりも遙かに高いALPase活性を有して

いたことから，骨面から遊離したosteogenic

な細胞であると思われる。また，形態的には紡

錘形を呈し，増殖が比較的盛んであることから，

Volpiら9）が報告した鶏胚の長管骨骨梁面に存

在する骨芽細胞のsub－typeのうち，未分化な

細胞に相当するものと思われる。さらに，

INDMを加えて内因性のprostaglandinの生合

成を抑制するとALPase活性の低下がみられ，

PGE、を補うと活性が回復したことからも，

この細胞がPG　E、への応答能を有したosteo－

genicな細胞で，　RaiszとMartin2°）が報告して

いるように，PGE、により分化機能が調節さ

れていることが示唆された。これに対し，Pop．

2は多角形の細胞で，極めて高いALPase活性

をもっており，PGE、に応答してその活性を

上昇させたことから，分化した骨芽細胞と思わ

れた。このcell　populationではINDMによる

活性の低下が少ないが，これは既に分化した骨

芽細胞であるためとも考えられる。また，PG

E、がこの細胞の酵素活性を著しく増加させた

ことは，骨芽細胞の分化誘導だけでなく，分化
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した細胞のALPase活性を直接高めたことを示

しており，Hakedaら2【）の報告と一致する。

　さらに，ALPaseはectoenzymeであり細胞

外の活性を評価することが必要と考え，培養上

清中の活性も測定したところ，PGE、による

活性の上昇は細胞層だけでなく細胞外でも認め

られ，細胞周囲の石灰化に関与している可能性

が示された。

　この分化度の異なる二っのcell　population

の増殖と分化に及ぼす影響を比較することによ

り，様々な生理活性物質の骨芽細胞にたいする

役割を推察できると思われる。

　培養細胞を用いた実験では，目的とする因子

の細胞に対する特異的な作用を，その他の因子

の影響を受けずに観察することが可能である。

しかしながら，培養条件で細胞機能が異なる場

合もあるので，基本的な培養環境自体のもつ影

響を明確にしておくことが実験結果の考察に役

立っものと考える。Plasら14）によりホルモン

（副甲状腺ホルモン，PGE・）が骨芽細胞様の

細胞の増殖に及ぼす作用は，細胞密度と刺激す

る時間に依存していることが報告されているが，

本研究では骨芽細胞の分化機能の一っである

ALPase活性が細胞密度に依存していることが

示され，至適培養細胞密度を設定するための知

見を得ることができた。これらの条件は今後，

薬剤等と骨芽細胞の分化機能との関係を調べる

ための実験を立案する際の指針となるものと考

えられる。

結 論

　18日鶏胚の長管骨骨梁面より酵素消化法の

前半に分離されたpopulationは，未分化な

stageにある骨芽細胞であり，後半に分離され

た細胞は分化度の高いs七ageにある骨芽細胞で

あることが示唆された。

　この二っの細胞のALPase活性に対するPG

E、の作用を検討した結果，PGE，は骨芽細胞

の分化を誘導し，さらに分化した骨芽細胞の酵

素活性を刺激することが示唆された。

　また，本細胞のALPase活性は培養細胞密
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度に依存しており，2cm2あたり3．0－4．0μg

DNAのときに最も高い活性をもっことが示さ

れた。
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　Abstract：Two　different　bone　cell　populations　were　isolated　from　trabecular　surface　of．

long　bones　of　18－day　old　chick　embryos．　One　population（Pop．1）was　supposed　to’be

undifferentiated　osteoblast　and　the　other　（Pop．2）was　supposed　to　be　rich　in　active

osteoblast　on　the　basis　of　following　reasons：（1）Pop．1　had　high　replicative　capacity

and　ALPase　activity．（2）Pop．1decreased　ALPase　activity　when　endogenous　prostaglandin

synthesis　was　inhibited　by　indomethacin　and　this　inhibition　was　reversed　by　the　addition

of　prostaglandin　E2、（3）Pop．2　had　a　higher　ALPase　activity　than　the　cells　isolated　from

periosteum－free　calvaria　which　are　generally　thought　to　be　osteoblastic　cells，　and　had

enhanced　AI．Pase　activity　in　response　to　prostaglandin　E2．

　ALPase　activities　in　both　cell　populations　were　dependent　on　their　cell　densities．　The

optimum　ALPase　activity　was　observed　when　the　cell　density　was　3．0－4．0μgDNA　per　2cm2

0f　culture　well　in　both　cell　populations．
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