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論文内容の要旨

〔目的〕

MC3T3-E1 細胞は小玉らにより樹立された骨芽細胞系の cellline であり アルカリフォスファ

ターゼ活性(以下， ALP活性)，コラーゲン産生能， in vitro における石灰化能を有し，また副甲状腺

ホルモン(以下， PTH) , 1,25 (OH)2D3' プロスタグランジン E 2 に対する反応性も持ちあわせてお
り，骨芽細胞を研究する上で有用な cellline であるo 我々は MC3T3-E1 細胞とマイクロキャリ

アーを混合し静置培養することにより，石灰化が早期におこることをみいだした。この石灰化のメカニ

ズムを検討する為に以下の実験を行った。

〔方法ならびに成績〕

MC3T3-E1 細胞の培養は10%牛胎児血清を含むα-MEM培地で， 5 %C02気相下にて行った。
5 X 10

4

個の細胞を 4mgのマイクロキャリアーと混合し， 35mmシャーレ上で静置培養した。マイクロキャ

リアーを含まない群を対照とした。 5 ， 7 , 10, 14日培養後に細胞を回収し， Lowry 法により ALP活

性を測定した。蛋白量の測定は Bradford の方法で， DNA含量の測定は Labarca らの方法により行っ

た。実験の24時間前に血清を含まず， 0.3%B SAを含むα-MEM培地に交換し 1 -34h PTH 5 

X1σ8M，こ対する cAMP産生量を測定した。細胞の観察は位相差顕微鏡下で行った。また， ALP活

性を有する細胞の分布はALP染色で， Ca沈着の分布は Von Kossa 染色により評価した。

対照群は培養後 4 日以内にコンフルエントに達した。マイクロキャリアー培養群は，コンフルエント

に至るまでは 5--6 日間要したが培養後 7 日以内に明らかな石灰化を示した。このような石灰化の領域

は，シャーレ上に白い点としてみえ， Von Kossa 染色により褐色に染色され，石灰化であることが確認
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された。マイクロキャリ 7ーと接していない細胞は石灰化を認めなかった。光顕上はマイクロキャリアー

の周囲に重層化し，石灰化した細胞を認めた。一方，対照群は 7 日培養後は石灰化を認めなかったが，

14日培養後には石灰化を示した。

対照群は，培養日数と平行して蛋白量が増加した。マイクロキャリアー培養では，培養10 日までは対

数増殖期で， 10日以降に plateau となる傾向を示した。蛋白含量は， 7 , 10 , 14 日間培養後，に対照に

比し高値を示した。 ALP活性も対照群では培養日数と平行して増加した。マイクロキャリアー培養で

は蛋白量増加の著しい培養10日までは低く抑えられ，蛋白量が plateau となった 10--14 日の培養では，

急激なALP活性の上昇を認め対照と比較して差を認めなかった。 cAMPの基礎値は対照と比較して

差を認めず，また，培養日数が増えても増加は認められなかった。 PTH添加後の cAMP産生量は対

照群において，培養日数及びALP活性と有意な正の相関を示した。マイクロキャリアー培養群は対照

群に比し， cAMP産生量は低下していた。

ALP染色では，対照、群は 4 日培養後少数の細胞においてALP活性が認められるのみであったが，

7 日培養後では，染色される細胞の数が増加し集落を形成していた。マイクロキャリアー培養では 4 日

培養後には活性は認めなかったが 7 日培養後にはマイクロキャリア一周囲を中心に強い、活性を認めた。

〔総括〕

マイクロキャリアー培養では，培養 7 日までに石灰化がみられたが， ALP活性や PTH刺激後の

cAMP産生量は対照に比較して低値を示した。これはマイクロキャリアーが有効培養面積を対照の 3

倍以上に増加させた為にコンフルエントに達するまでにさらに 1--2 日間要し，コンフルエントに達し

てからも対数増殖期が続いた為であると考えられた。

Ecarrot -Charrier らは，骨芽細胞の石灰化は細胞が多層となった領域にのみみられるとのべており

骨芽細胞の重層化は石灰化の重要な要素であると考えられる。対照群ではコンフルエントに達してから

ゆっくりと重層化していくのに対し，マイクロキャリアーとともに培養するとマイクロキャリアーの周

囲に細胞が容易に重層化し， ALP染色で示した様に分化がおこり，培養後 1 週間で石灰化をきたした

と考えられる o

このようにマイクロキャリアーは細胞の重層化と分化を促し，石灰化に適した培養環境を与えている

と推定された。

論文の審査結果の要旨

株化骨芽細胞MC3T3-EI は，アルカリフォスフアターゼ活性， Type 1 コラーゲン産生能石灰

化能と，骨芽細胞の性格を多くかねそなえているo

この石灰化能は，骨形成のメカニズムを検討するうえで，近年注目をあつめているO

本研究はマイクロキャリアーとともに静置培養することで，石灰化が促進されることを実証したもの

で，細胞の重層化が，石灰化をきたす原因の一つであることを示した点で非常に興味深い。




