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メンヨウにおける骨吸収in　ViVOモデルとしての

　　　　　　骨粉による類破骨細胞誘導の利用

松井　　徹＊・春本　　直＊

The　use　of　bone　powder　mduced　osteoc1ast1c　ce11s　as　a

short－term　m　v1▽o　mode1of　bone　resorpt1on1n　sheep

　　　　　Tohru1M［ATsUI　and　Tadash1HARUM0T0

　This　study　is　conducted　to　investigate　the　use　of　induced　osteoc1astic　ce11s　by

the1ntra㎜uscu1ar1mp1antat1on　of　bone　power　as　a　short　term1n　y1▽o　mode1of

bone　resorpt1on1n　sheep　The　number　of＝mu1t1nuc1eated　ce11s　and　tartrate　res1stant

ac1d　phosphatase　act1v1ty　were　gradua11y　mcreased　unt1112days　after　the1m＿

p1antat1on　　Then　the　act1v1ty　of　enzyme　d1d　not　s1gmf1cant1y　change　These

resu1ts　suggest　that12day　mterv’a11s　enough　to　mduce　osteoc1ast1c　ceus　A1though

the1mp1antat1on　of　po1yethy1ene　a1s01nduced　mu1t1nuc1eated　ce11s　these　ce11s　seemed

to　possess　s11ght　act1v1ty　of　tartrate　res1stant　ac1d　phosphatase，wh1ch　suggest

that　the　enzyme　act1▽1ty　can　be　used　as　a　marker　of　osteoc1ast1c　ceu　act1y1ty1n

th1s　mode1of　bone　resorpt1on　The　number　of　mduced　osteoc1ast1c　ce11s　and　the

enzyme　act1v1ty　were　not　d1fferent　between　the　f1rst　graft　and　the　second　one

wh1ch　was1mp1anted6days1ater　than　the　f1rst1mp1antat1on　It　seems　that

over1apped　and　repeated1mp1antat1ons　do　not　affect　the　mduct1on　and　the　act1y1ty

of　osteoc1ast1c　ce11s　The　act1ye▽1tam1nD3st1mu1ated　the　mduct1on　and　the

act1v1ty　of　osteoc1ast1c　ce11s，wh1ch　showed　that　the　d1fferent1at1on　of　the　osteoc1ast1c

ce11s　responded　to　the　endocr1ne　factor　From　these　resu1ts，1t1s　c1ear　that　the

mduct1on　of　osteoc1ast1c　ce11s1s　usefu1as　a　mode1of　bone　resorpt1on　m　sheep．

緒　　言

　骨中のCaは常に回転しており，骨組織には種々の分

化段階にあるいくつかの細胞種が存在している．またそ

れら細胞問では，複雑な相互作用がある．さらに骨組織

は，他の組織と比較し構造が堅固で変化を受げにくいた

め，m　Woで骨代謝を検討することは多くの困難があ
1
）

る．

　ラヅトにおいて骨粉を筋肉内に埋め込むと，その場で
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2）
多核の細胞が誘導されることが明らかにされている．こ
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の細胞は，通常破骨細胞の活性の指標として用いられて

いる，酒石酸低抗性酸性フォスファターゼ活性を有して

おり，また破骨細胞に特有の徴細構造である，刷子縁を
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3）
持つことから，類破骨細胞であると考えられている．し

たがって，骨粉の筋肉内移植による多核細胞の誘導及び

酒石酸低抗性酸性フォスファターゼ活性を検討すること

により，骨代謝のm　V1V0モテルとして利用できる可

能性がある．

　ポリュチレソ等の異物を皮下に埋め込むと，やはり多

核の細胞が誘導されるカ㍉この細胞は，刷子縁や酒石酸

低抗性酸性フォスファターゼ活性を持たないことから，
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3）
多核マクロファージであると考えられている．一方マウ

スの骨髄を培養すると，骨粉により誘導されると同様の一

酒石酸低抗性酸性フォスファターゼ活性を有する多核細

胞が生じるが，この多核細胞は，マクロファージ特有の

坑原性を持つ，すなわち多核マクロファージであゑと考

えられる．そのため必ずしも，多核であることと，酒石

酸低抗性酸性フォスファターゼ活性を有することのみで

は，その細胞が類破骨細胞であると断定はできないとさ
　　　4）
れている。

　そこで本試験は，骨粉による類破骨細胞の誘導を，反

甥動物の骨代謝研究に利用するための基礎的な検討を行

った．すなわち，メソヨウにおいて，（1）骨粉移植後に

生じる細胞分化の経時的変化，（2）骨粉およびポリエチ

レン粒子により誘導される多核細胞の比較，（3）骨粉移

植により生じる可能性のある全身的変化が類破骨細胞の

分化に及ぼす影響について検討した．さらに骨吸収を促

進することが知られている活性型ビタミィD3を投与し

た場合の類破骨細胞誘導性の変化も合わせて検討した．

材料および方法

1）移植物の作成
　　　　　　　　　　　　　1）
　移植用骨粉の作成は，Smha　らの方法に準じて行っ

た　すなわち，新鮮なメソヨウの大腿骨骨幹から，骨髄お

よび周囲に付着している結合組織を取り除いた．2時間

水洗をした後に，エチルアルコールで1時問，エチルエー

テルで30分問洗うことにより，脱脂した．次いで，骨を粉

砕し，ふるいにかげ，70から420μmの骨粉を作成した．

　ポリユチレソ粒子の作成には，直径約100μmのポ

リエチレソ糸を用い，切断後に骨粉と同様にふるいにか

げ，70から420μmの粒子とした．

2）移植方法

　メソヨウをケタミソ塩酸（ケタラール50，Parker－

Davis）およびキシラジソ塩酸（セラクタール，バイユ

ルジャパソ）麻酔下で，外腹斜筋の筋膜下まで10mm

程度切開し，ゼラチソカブセル（直径5mm，長さ10

mm）に入れた約100mgの移植物を挿入した　挿入は

互いに80mm以上離れた場所に行った．

3）酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ活性および可藩

　　性タンパク質濃度の測定

　採取した移植物は周囲の緒合組織を取り除き，4℃に

冷却したO．15M酢酸ナトリウム液（PH5）中で，ウ

ルトラディスバーサーによりホモジナイズした．ホモジ

ェネイトを30分間，4500Xgで遠心分離の後に上澄み液

中の酒石酸低抗性酸性フォスファターゼ活性および可溶

性タソバク質濃度を測定した．

　酵素活性はフヱニルリソ酸から放出される．フェノー
　　　　　　　5）
ルの量で測定した．この分析には基質として4．25mM

のフェニルリソ酸を用い，緩衝液には，20mMの酒石

酸ナトリウムを含んだ100mMクエソ酸ナトリウム液

（pH4．9）を用いた．酵素活性1単位は，37℃1時問で

産出されるフェノール1μgと定義した．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　6）
　可溶性タソパク質の測定には，LOwryらの方法を用

いた．

4）組織学的検討

　採取した移植物を，ブアソ液により固定し，パラフィ

ソ包埋をした後に，1つの移植物につき約1mm問隔

で5枚の切片（厚さ3μm）を作成した．これらの切片

にヘマトキシリソ・エオジソ重染色を行い，組織像の変

化および移植した粒子に付着している多核細胞数を計測

した．

5）試験計画

第1試験：移植後の経時的変化

　乾草およびふすま主体の飼料で飼育している雌メソヨ

ウ6頭を用い，それぞれの外腹斜筋の筋膜下12カ所に骨

粉を埋め込んだ．埋め込み後6，9，12，15目目に移植

物を各メソヨウからそれぞれ3個ずつ採取した．そして

各々2個の移植物を，酵素活性測定のために一40℃で保

存し，他の1個を組織像の観察のためにブアソ液中で固

定した．

第2試験：骨粉とポリエチレン粒子の移植により誘導さ

れる多核細胞の比較

　第1試験同様に，乾草およびふすま主体の飼料で飼育

している2頭の雌メソヨウの外腹斜筋の筋膜下6カ所に

3カ所ずつ骨粉およびポリヱチレン粒子を移植し，12目

後に全ての移植物を採取した．採取した移植物は，第1

試験と同様に保存した．

第3試験：骨粉の移植が，他の骨粉移植による類破骨細

胞分化に及ぼす影饗

　第1試験同様に，乾草およびふすま主体の飼料で飼育

している2頭の雌メソヨウの外腹斜筋の筋膜下3カ所に

骨粉を6日問隔で移植した．そしてそれぞれ移植12日後

に移植物を採取し，第1試験と同様に保存した．

第4試験　活性型ビタミン皿3投与が骨粉による類破骨

細胞の分化に及ぼす影響

　濃厚飼料主体で飼育している6頭の去勢雄メソヨウを

用い，ビタミソD3投与区と対照区に3頭ずつ割り当て

反転した．外腹斜筋の筋膜下に3ケ所骨粉を埋め込み，

12日後に移植物を採取した．そして採取した移植物を，

第1試験と同様に保存した．

　ビタミソD3投与区には移植5目目から7目問体重
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1kg当りO．05μgの活性型ビタミソD3（1α，25－

dihydroxycho1eca1cifero1，日本ロシュ）を2m1のプ

ロピレソグリコールに溶かし，毎日筋注投与した．

　結果および考察

　図一1に示したように，埋め込み6目目以降には，移

植物は筋肉上で，結合組織に包まれ，直径約15mmの

薄い円形の塊になっていた．

　図一1　骨粉埋め込み6日後の移植物の形態
移植物は結合組織に被われ，直径2～15mmの薄い

円盤状の塊になっていた．そして，多数の毛細血管

が移植物に侵入していた．

第1試験　移植後の経時的変化

　図一2に示したように，骨粉埋め込み6日後では多核

細胞は認められなかったが，その後移植骨粉に接した多

核細胞が現れ，経時的にその数は増加した．

　酒石酸低抗性酸性フォスファターセ活性は，組織像の

変化と関連して変化しており，埋め込み12日後までは直

線的に増加したが，12目後と15目後の問には明らかな差

が生じなかった（図一3）．この酵素活性の変化は，ラ

ットにおける骨粉埋め込みにより，誘導される酸性フォ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）
スファターゼ活性の経時的変化に類似していた．

　これらの結果から，埋め込み後に酒石酸低抗性酸性フ

ォスファターゼ活性を有する多核細胞が誘導されるまで

には9目を要し，また12目問でこの細胞の誘導は，ほぼ

完了することが示唆された．したがって，骨代謝のモデ

ルとしてこの誘導を用いるには，埋め込み後少なくとも

12目問を要すると考えられた．

　　　図一2　骨粉埋め込み後の移植物組織像の経時的変化
ω　埋め込み6目後　　骨粉に接する多核細胞は認められなかった．

（B）埋め込み9目後　　骨粉に接した多核細胞が若干認められた（矢印）．

（C）埋め込み12目後　　多くの多核細胞が骨粉に接していた（矢印），また毛細血管の侵入

　　　　　　　　　　（＊）が著しかった．

（D）埋め込み15日後　　12目後と同様に，多くの多核細胞が骨粉に接しており（矢印），また

　　　　　　　　　毛細血管の侵入（＊）が著しかった．
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図一3　骨粉移植後の酒石酸抵抗性酸性フォスファター

　　　ゼ活性の経時的変化

　　　平均±標準誤差

　　　＊；移植6目後の値と比較し有意差（P〈O，05）

　　　　あり

る全身的な変化，すなわち，免疫系の鼓舞（破骨細胞前

駆細胞の増殖）は，類破骨細胞の誘導には影響を及ぼさ

ないものと推察された．

　以上の結果から，ラットの場合と同様に，メソヨウに

おいても骨粉移植により類破骨細胞が誘導され，この誘

導は，繰り返し重複して骨吸収のモデルとして用いるこ

とが可能であると考えられた．

表一2　骨粉の移植が，重複する次の骨粉移植による類

　　　破骨細胞分化に及ぽす影響

1回目　　　　2回目

第2試験：骨粉とポリェチレン粒子の移植により誘導さ

れる多核細胞の比較

　表一1に示したように，ポリェチレソ粒子により誘導

された移植物中の酒石酸低抗性酸性フォスファターセ活

性は，29．1U／mgタソパク質であり，これは骨粉によ

り誘導された移植物中の本酵素活性136．8U／mgタソ

パク質と比較して，非常に低い値であった．一方ポリュ

チレソ誘導性の多核細胞と，骨粉誘導性の多核細胞の組

織像に明らかな差は認められず，また細胞数にも差が認

められなかった　その結果，1細胞当りの酒石酸低抗性

酸性フォスファターゼ活性はポリェチレソ粒子により生

じる移植物中では，著しく低く，骨粉移植により分化促

進される多核細胞は，主に類破骨細胞であることが明か

となった．

多核細胞数（個／mm2）　　1．69±α77　2．23±0．24

酒石酸低抗性酸性
フォスファターゼ活性　　136．1士29．5　143．2±15．3
（単位／mgタソパク質）

平均±標準誤差

1回目と2回目の移植は6目問隔で行った．

表一3　活性型ビタミソD3投与が骨粉による類破骨細

　　　胞の分化に及ぼす影響

対照期　ビタミソD3投与期

表一1　骨粉とポリエチレソ粒子の移植により誘導され
　　　る多核細胞数およぴ酒石酸低抗性酸性フォスファ

　　　ターゼ活性

骨粉　　　　ポリエチレソ

多核細胞数　　　　　　1．g1±O－35　408±α56＊
（個／mm2）

酒石酸抵抗性酸性
フォスファターゼ活性　146．9±18．3　406．7±62．2＊＊
（単位／mgタソパク質）

平均±標準誤差

＊；P＜α05，＊＊．P＜α01

多核細胞数（個／mm2）　1．89±o．52

酒石酸抵抗性酸性
フォスファターゼ活性　136．8±36．7
（単位／mgタソパク質）

酵素活性／多核細胞数　　72．4±2．O

1．79±0．44

29．1ニヒ7．2＊＊

16．3±1．2＊＊

平均±標準誤差
＊＊；P＜O．01

第3試験：骨粉の移植が，他の骨粉移植による類破骨細

胞分化に及ぼす影響

　表一2に示したように，初めの骨粉埋め込みにより生

じる移植物中の酒石酸抵抗性酸性フォスファターセ活性

および多核細胞数と，6日遅れで行われた移植により誘

導される酵素活性，細胞数との問に差は認められなかっ

た．この結果から，骨粉の移植により生じる可能性のあ

第4試験：活‘性型ビタミンD3投与が骨粉による類破骨

細胞の分化に及ぼす影響

　活性型ビタミソD3投与により，骨粉に接した多核細

胞数は著しく増加し約2倍となり，また酒石酸抵抗性酸

性フォスファターゼ活性は2．8倍になった（表一3）。活

性型ビタミソD3が骨吸収を促進することはよく知られ

ているが，その作用機序はいまだ明らかになっていな
　　　　　　　　　　7）
い．H0工tropとRaiszは，骨の器官培養を用い，活性

型ビタミソD3は破骨細胞の活性を高めるが，その分化

には影響を及ほさないと報告している　一方Yosh1k1
　8）
らはビタミンD欠乏ラットに対する，ビタミソD投与が，

in　yiVoで破骨細胞数を増加させることを示しており，

また，マウスの骨髄細胞培養系に活性型ビタミソD3を

投与すると，骨吸収能を有する類破骨細胞が分化するこ
　　　　　　　　9）
とが報告されている．本試験の結果は，活性型ビタミソ

D3による破骨細胞の分化促進作用を支持するものであ

った．

　以上の結果から得られた，骨粉による類破骨細胞の誘

導に基づく骨吸収モデルは，（1）骨組織と比較し反応性
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が高い．（2）比較的短期間で結果が得られる．（3）繰り

返し動物を利用できるので，使用する動物の数を減らす

ことができる．（4）in　Yitroと異なり，栄養水準の違

いや，ある処理により生じる二次的な作用を含む変化等

の全身的な作用を検討できる，といった特徴がある．こ

のモテルは，反甥動物における骨代謝の研究に大きく貢

献すると考えられた．

　摘　　要

　骨粉による類破骨細胞の誘導を，反魏家畜におげる骨

代謝研究に用いるための基礎的な検討を行うために，

（1）骨粉移植後に生じる細胞分化の経時的変化，（2）骨

粉およびポリェチレソ粒子により誘導される多核細胞の

比較，（3）骨粉移植により生じる可能性のある全身的変

化，が類破骨細胞の分化に及ぽす影響を検討した．さら

に骨吸収を促進することが知られている活性型ピタミソ

D3を投与した場合の類破骨細胞誘導性の変化も合わせ

て検討した．骨粉移植9目後に，移植物周囲に多核細胞

の誘導が認められ，その数は，その後著しく増加した．

また破骨細胞のマーカーとして用いられている酒石酸低

抗性酸性フォスファターゼ活性は，12日後まで直線的に

増加し，その後大きくは変化しなかった．この結果から，

骨粉による多核細胞の誘導は12日後でほぽ完了すると考

えられた．ポリュチレソ粒子の移植により，やはり多核

細胞が誘導されるカ㍉この細胞の酒石酸低抗性酸性フォ

スファターゼ活性は，骨粉誘導性の細胞と比較すると著

しく低いので，酸石酸低抗性酸性フォスファターゼ活性

は，骨粉により生じる類破骨細胞活性のマーカーになる

ことが示された．骨粉移植の期問が重複しても，誘導さ

れる多核細胞数およひ酒石酸低抗性酸性フォスファター

ゼ活性に差が認められなかったので，骨粉埋め込み自体

は他の移植による類破骨細胞の分化に影響を及ぽさない

と考えられた．また活性型ピタミンD3投与時に，多核

細胞数，酒石酸低抗性酸性フォスファターゼ活性ともに

増加が認められ，骨粉による類破骨細胞の誘導は，ホル

モソ等に鋭敏に反応することが示された．
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