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Establishment　 and　 Characterization　 of　Culture　 system　 for　 Enzymatically

Released　 Osteocytes　 from　 Rat　 Calvaria
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Osteocytes　 account　 for　 90%　 of　 bone　 cells　 and　 are　 embedded　 in　 mineralized　 bone

matrix.It　 has　 been　 demonstrated　 that　 osteocytes　 can　 be　 mechnosensors　 of　bone　 tissue

and　 they　 control　 bone　 metabolism　 responding　 to　 mechanical　 stress,but　 the　 detailed

mechanisms　 of　osteocytes　 are　 unknown.Although　 culture　 systems　 must　 be　 established

to　 analyze　 osteocyte　 functions,few　 studies　 regarding　 osteocyte　 culture　 systems　 have

been　 reported.The　 purpose　 of　this　 study　 was　 to　 establish　 a　culture　 system　 of　osteocyte

isolated　 from　 new　 born　 rat　 calvaria,and　 to　examine　 the　 phenotypes　 of　the　 cells　 as　 osteo-

cyte-like　 cells.The　 bone　 tissues　 were　 dipped　 in　 70%　 ethanol,and　 then　 sequentially

treated　 with　 collagenase　 and　 EDTA　 solutions　 to　 isolate　 osteocytes.The　 isolated　 cells

demonstrated　 a　 dendritic　 process　 and　 were　 ALP-negative　 in　 enzyme-histochemical

staining,while　 they　 were　 strongly　 stained　 with　 antibodies　 of　 sclerostin　 and　 DMP-1,

Real-time　 PCR　 reactions　 revealed　 that　 a　 small　 amount　 of　 ALP　 and　 type　 I　collagen

mRNAs　 were　 expressed　 in　 the　 isolated　 cells　 as　 compared　 with　 osteoblast-like　 cells,but

sclerostin　 and　 DMP-1　 mRNA　 were　 more　 highly　 expressed　 in　 isolated　 cells　 than　 osteo-

blast-like　 cells.The　 levels　 of　 osteopontin　 and　 PTH/PTHrP　 receptor　 mRNAs　 expression

in　 the　 isolated　 cells　 were　 essentially　 the　 same　 as　 in　 osteoblast-like　 cells.These　 results

indicate　 that　 the　 isolated　 cells　 express　 osteocyte　 phenotypes　 and　 that　 this　 culture　 sys-

tem　 can　 be　 applied　 for　 the　 analysis　 of　osteocyte　 functions.
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質中にある25-300μ の骨小腔の中に存在 し,さ

らには細胞突起 を互いに接合 させ骨表面の骨芽細

胞や基質内の骨細胞同士で結合 し,骨 組織の中で

細胞同士のネッ トワークを形成 している1,2)。この

骨細胞の主な機能 としてメカニカルス トレスを感

知 し,こ のネットワークを利用 して骨表面の骨芽

細胞や骨髄の細胞にシグナル を送 り,骨 形成や骨

吸収をコン トロール していると考 えられてきた3)。

骨組織を形成 している細胞の種類には骨 を形成

する骨芽細胞,骨 組織 を吸収す る破骨細胞,そ し

て骨基質に埋入されている骨細胞がある。骨細胞

の数はこれ ら全体の細胞数の90-95%を 占め,こ

れ に対 して骨芽細胞 が4-6%,破 骨細胞 が1-2%

といわれている1)。この骨細胞は石灰化 した骨基
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細胞 として応用可能であるかを検討 した。

1.細 胞 分 離 法

実 験 は 奥 羽 大 学 動 物 実 験 規 定 に 従 っ て 行 っ た 。

生 後5日 目 のsprague-Dawlayラ ッ ト8匹 を 使

用 した 。 エ ー テ ル 麻 酔 後,70%エ チ ル ア ル コ ー

ル に て 消 毒 後,リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水(pH7.2

PBs)に て 洗 浄 後,頭 蓋 骨 を無 菌 的 に 摘 出 した 。

これ らの 頭 蓋 骨 をTable 1に 示 す 手 順 で 酵 素 処 理

を 行 い,骨 細 胞 を 分 離 し た。 使 用 し た 酵 素 液 は

0.1% collagenase(typeA,和 光 純 薬,大 阪)を

70mM NaCl,10mM NaHCO3,60mM sorbitol,

30mM KCl,3mM k2HPO4,1mM CaCl2,1mg/ml

bovine serum albumin(BsA),5mg/ml glucose

を 含 む25mM HEPES緩 衝 液(pH7.4)に て 溶

解 した 。 脱 灰 溶 液 と して0.1% BSAを 含 む5mM

のEDTA(和 光 純 薬)溶 液 をPBsに 溶 解 して 使 用

した 。

2.細 胞 培 養

使 用 した 細 胞 は 骨 細 胞 が 多 く含 まれ る と 考 え ら

近 年,transgenic mouseを 用 い て 骨 細 胞 を 選 択

的 に壊 死 させ る と,尾 懸 垂 に よ って 不 動 化 した 時

にみ られ る骨 吸 収 促 進 に よ る骨 粗 鬆 症 が 発 症 しな

い こ と4)や,マ ウ ス 頭 蓋 骨 の 骨 細 胞 に ア ポ トー シ

ス を誘 導 させ る と,骨 の形 成 が 亢 進 して 厚 み が増

加 す る こ と を 報 告 して い る5)。 こ れ らの 事 実 は メ

カ ノ セ ンサ ー と して 骨 細 胞 が 機 能 して,骨 形 成 と

吸 収 を コ ン トロー ル して い る こ と を示 す もの で あ

る。 さ らに,主 に骨 細 胞 が 分 泌 す る 因 子 と し て,

Sclerostin6),dentin matrix protyein-1

(DMP-1)7),fibroblast growth factor 23(FGF23)8),

matrix extracellular phosphoglycoprotein

(MEPE),Phex9),Wnt10),E11/gp3811),CD4412)等 が

同 定 され て お り,骨 形 成 や 骨 吸 収 を コ ン トロ ール

して い る こ とが 確 認 さて い る。 しか しな が ら骨 細

胞 の キ ャ ラ ク タ ーや 機 能 につ い て は い ま だ 多 く不

明 な 点 が 多 く残 され て お り,特 に メ カ ノ セ ンサ ー

と して の 骨 細 胞 の 機 能 に つ い て は ほ と ん ど解 析 さ

れ て い な い の が 現 状 で あ る。 こ の 原 因 と して 骨 細

胞 の 培 養 系 の確 立 の 困 難 さ が あ げ られ る。 石 灰 化

基 質 に 囲 ま れ た 骨 細 胞 の 機 能 を 研 究 す る う えで

in vivoの 探 索 に 加 え てin vitroの 探 索 が 必 要 に

な る。 特 に 細 胞 突 起 の 結 合 状 態 や 各 種 蛋 白 質 の 分

泌 な ど はin vitroの 解 析 が 必 須 で あ る。 し か し,

石 灰 化 基 質 に取 り囲 まれ た骨 細 胞 を分 離 培 養 す る

の は 困 難 で あ り,さ ら に骨 細 胞 は す で に 分 化 成 熟

した細 胞 で あ る こ と も困 難 さに 拍 車 を か け る原 因

で あ る。

これ まで に骨 細 胞 の 培 養 系 の 確 立 に は い くつ か

の 方 法 が 報 告 さ れ て お り,そ の 多 く はchicken

calvariaか ら酵 素 法 に て 分 離 す る方 法 で あ る13,14)。

しか しラ ッ トや マ ウ ス を 用 い た 骨 細 胞 分 離 培 養 は

ほ とん ど見 られ な い の が現 状 で あ る。 さ らに細 胞

株 と して の 骨 細 胞 は わ ず か にBonwaldら15)が 報

告 して い る の に 過 ぎ な い 。 実 際 骨 細 胞 の 機 能 を調

べ る 上 で,実 験 動 物 と して ラ ッ トや マ ウ ス が 多 く

使 用 され て い る。 そ こ で,本 研 究 の 目的 は ラ ッ ト

骨 組 織 を用 い て,骨 細 胞 の 機 能 分 析 に応 用 で き る

細 胞 培 養 系 を確 立 す る こ と に あ る。 そ の た め に

ラ ッ ト頭 蓋 骨 か ら酵 素 分 離 法 を応 用 し て骨 細 胞 を

分 離 し,骨 芽 細 胞 と比 較 検 討 して 培 養 系 骨 細 胞 と

して の 性 状 を 調 べ,今 後 の 骨 代 謝 研 究 に骨 細 胞 用



イオ)を 用 い て 逆 転 写 酵 素 と ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー

に て1μgのtotal RNAか らcDNAを 作 成 し た。

20ng tota lRNAに 相 当 す るcDNAをreal time

PCRに 用 い た 。SYBER Green Premix(タ カ ラ

バ イオ)溶 液25.0μlに2.5pmolの プ ラ イ マ ー を

用 い て 反 応 させ た。SYBER Green PCRの 蛍 光

検 出 は,Smart Cycler System(タ カ ラバ イ オ)

に て 行 っ た 。PCR反 応 は95℃5秒 間,60℃25秒

間 のtwo-step methodに て40サ イ ク ル 行 っ た 。

使 用 した 各 プ ラ イ マ ー はTable2に 示 し た 。 各 プ

ラ イマ ー に 対 す るcDNAの 定 量 を行 い,β －actin

に 対 す るcDNA量 で 補 正 し た。 ま た,PCR産 物

は 融 解 曲 線 の 分 析 に よ っ て,単 一 産 物 で あ る こ と

を確 認 した 。

6.統 計 処 理

グ ラ フ の 結 果 は 平 均 値 ± 標 準 偏 差(sD)で 示

し た 。2群 間 の 値 の 有 意 差 検 定 はMann-

Whitney U-testに よ り 行 っ た 。P<0.05に て 有

意 差 を検 定 した 。

1.Alkaline phoshatase染 色

培 養6日 目の 培 養 細 胞 をFig.1に 示 す 。 細 胞 の

中 に は細 胞 突 起 を伸 ば した 骨 細 胞 様 の 細 胞 が確 認

で き る(→)。 さ ら に これ らの 細 胞 に 対 してALP

染 色 を 行 う と,染 色 性 を全 く示 さな い細 胞 と,青

く染 色 され る細 胞(⇒)が 混 在 して い た が,細 胞

数 は明 らか に染 色 性 を示 さな い 細 胞 数 が 多 か っ た 。

2.抗Sclerostin,DMP_1抗 体 の 局 在

Fig.2に は ラ ッ ト脛 骨(a,b)と 培 養6日 目の 培

養 細 胞(c)に 対 す る 抗Sclerostin抗 体 の 局 在 を

示 す 。 ラ ッ ト脛 骨 の脱 灰 切 片 で は,骨 基 質 の 中 に

存 在 す る 骨 細 胞 がSclerostinを 発 現 して い る こ

と が 分 か る(b,→)。 骨 細 胞 以 外 の 細 胞 に は

sclerostinの 発 現 は 認 め られ な い。 一 方,培 養 細

胞(c)で の 抗Sclerostin抗 体 の 局 在 は,細 胞 突

起 を もつ 細 胞 に そ の 局 在 が 認 め られ(→),細 胞

内 に 顆 粒 状 に 反 応 が認 め られ る 。

Fig.3に は 培 養 細 胞 のDMP-1の 発 現 を 示 す 。

細 胞 突 起 を有 す る細 胞 の 細 胞 質 の 中 に顆 粒 状 の 抗

DMP-1抗 体 の 陽 性 反応 が確 認 で き る(→)。 な お,

一 次 抗 体 を省 略 し た 陰 性 コ ン トロ ー ル 染 色 で は 非

れ るfraction5-8を 使 用 した 。 回 収 した 細 胞 を6

穴 プ レ ー ト(Becton,Dickinson and Company,

UsA)に1.5x105個 の 細 胞 濃 度 で 播 種 し,10%

calf serum,100μg/mlペ ニ シ リ ンG,100IU/

mlス トレ プ トマ イ シ ン を含 む αMEMを 用 い て

5%CO2,37℃ で 細 胞 培 養 した。 培 地 の 交 換 は48時

間 ご と行 い6日 間 の 培 養 を行 っ て 実験 に使 用 した 。

な お,比 較 検 討 す る た め に,骨 芽 細 胞 が比 較 的

多 く含 まれ るfraction1-2の 細 胞 を使 用 した。

3.Alkaline phosphatase染 色

10%中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン液 で 培 養 細 胞 を10分

間室 温 に て 固 定 し,そ の 後0.1M Tris緩 衝 液 で細

胞 を洗 浄 し,naphtol As-MX phosphate(sigma,

UsA),fast blue BB salt(sigma,UsA)を 用 い て

室 温 に て20分 間 反 応 させ た 。 そ の 後,蒸 留 水 で

細 胞 を洗 浄 し検 鏡 した 。

4.免 疫 組 織 化 学 染 色

培 養6日 目の 細 胞 を10%中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン

に て10分 間 室 温 に て 固 定 し,そ の 後70%の エ タ

ノ ール 処 理 を30秒 間 室 温 に て 行 っ た 。PBsに て3

回 洗 浄 して,10%の 正 常 ウ サ ギ 血 清(Histofine

kit,ニ チ レ イ)に て ブ ロ ッキ ン グ を室 温 で30分 間

行 っ た。 そ の 後 一 次 抗 体(ヤ ギ 抗sclerostin抗 体,

ヤ ギ抗DMP-1抗 体,santa Cruz,UsA)を 室 温

に て30分 間 反 応 させ た。 次 い でPBsで3回 洗 浄

し,ビ オ チ ン 標 識 二 次 抗 体(抗 ヤ ギIgG抗 体,

Histofine kit)を 室 温 にて10分 間 反応 させ た 。 再

度,PBsに て3回 洗 浄 して か ら,ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ 標 識 ス トレ プ トア ビ ジ ン(Histofine kit)を10

分 間 室 温 に て 反 応 させ た 。 発 色 はDAB(0.005%

diaminobenzidine tetrahydrochloride,Histofine

kit)を 用 い て 行 っ た。 陰 性 コ ン トロ ー ル と して 一

次 抗 体 を省 略 して 染 色 を 行 っ た。

また,陽 性 コ ン トロー ル と して 抗sclerostin抗

体 を用 い た 免 疫 染 色 を脱 灰 した ラ ッ ト脛 骨(SD

ラ ッ ト,雌,10週 齢)の パ ラ フ ィ ン切 片 上 で 行 っ

た。

5.Real_time quantitative PCR

各Wellの 細 胞 か らtotal RNAを,EasyPrep

RNA kit(タ カ ラバ イ オ,大 阪)に よ り抽 出 し,

RNase free DNaseI(タ カ ラバ イオ)に て30分 間

37℃ で 処 理 し た。 そ の 後RT-PCR kit(タ カ ラバ



あ る16)。 し た が っ て 骨 細 胞 は 骨 組 織 に 加 わ る

mechanical stressを 感 知 し,骨 代 謝 を コ ン トロー

ル す る こ と が骨 細 胞 の 重 要 な機 能 の 一 つ で あ る こ

特 異 的 な反 応 は み られ な か っ た(写 真 無)。

3.ALP,Type I collagen mRNA発 現

Fig.4に は 骨 芽 細 胞 と培 養6日 目 の 培 養 細 胞 で

のALP,Type I collagen mRNAのReal Time

PCRの 結 果 を示 す 。 一 般 に骨 芽 細 胞 の 特 異 的 な

発 現 マ ー カ ー と さ れ て い るALPとType I

collagenの 発 現 は,骨 芽 細 胞 に比 較 して培 養 細 胞

で は極 端 に低 い 値 を示 し た。

4.Sclerostin,DMP_1のmRNA発 現

Fig.5にSclerostin,DMP-1のmRNA発 現 の

Real Time PCRの 結 果 を示 す 。 こ れ らの 発 現 は

骨 芽 細 胞 に比 較 して 培 養6日 目の 培 養 細 胞 に 多 く

発現 して い る こ とが 確 認 で き る。

5.Osteopontin,PTH/PTHrP receptorの

mRNA発 現

Fig.6にOsteocalcin,Osteopontin,PTH/

PTHrP receptorのmRNA発 現 のReal Time

PCRの 結 果 を示 す 。 これ ら の 発 現 は これ ま で の

もの と異 な り骨 芽 細 胞 と培 養 細 胞 の 発 現 様 式 に は

差 が み られ な か っ た。

骨細胞は石灰化骨基質に囲まれた特殊な環境に

存在する細胞である。 これまでに骨細胞の栄養補

給はババース管やフォルクマン管に存在する血管

から溶出する組織液から供給 されるといわれてお

り,こ れらの組織液の動きを誘導するのが運動で



す ることに重点を置いた。

今回の方法では,摘 出 した頭蓋骨から注意深 く

膜性の結合組織を除去 し,さ らに周囲に存在する

細胞 を除去す るために70%の エ タノールに15秒

間浸漬 した。 この方法はGuら19)の 推奨す る方法

であり,彼 らはラッ トの大腿骨 を使用 しているが,

頭蓋骨にも十分応用可能であると考えた。さらに

酵素液と脱灰液を交互 に繰 り返す方法により,骨

細胞 を分離 してゆ くがfraction1-4ま では全体の

細胞の60%以 上が骨芽細胞,線 維芽細胞,血 管

内皮細胞や骨髄細胞であり,骨 細胞が比較的少な

いfractionで あることか ら今回の実験 からは除

とが指摘 されてい る17,18)。これ らの骨細胞の機能

解析にはin vitroの 実験が有用であるが,骨 細胞

そのものが分化 した細胞であることや石灰化基質

に囲まれた環境であることか ら,成 熟 した骨組織

からの骨細胞の分離は現在のところ報告 されてい

ない。細胞株の樹立 も多くはなされていないこと

から,骨 細胞の培養系は初代培養系 を使用す るこ

とが必須になる。本実験でも,ラ ッ トの頭蓋骨か

ら骨細胞を酵素法と脱灰法の併用により分離する

方法を採用 し,骨 細胞の性格が確認で きる生後5

日目のラッ トを用いることにより,効 率よく分化

した骨細胞 を分離で きると考えた。そ して この培

養系が骨細胞 として十分な性格を有するかを検討



骨細胞 に特異的に発現することが明確になってか

ら,骨 細胞が骨芽細胞の骨形成能 をコン トロール

している機能が明確 となった1，6)。一方,DMP-1

は骨細胞以外にも象牙芽細胞25)や成熟後半の骨芽

細胞 にも発現することが知 られている26)。しか し,

その発現量は骨細胞に最 も多く発現しており,特

に骨芽細胞から骨細胞に分化 した若い細胞に多く

発現 され,C－ 末端の蛋白質が骨細胞の機能維持

に重要 な役割 を果たしていることが最近明らかと

なった27)。このように本培養系の細胞の多くは骨

細胞に特徴的な蛋白質 を遺伝子 レベルで多く発現

し,ま た,骨 芽細胞に特徴的な蛋白質の発現が極

端に少 ないという特徴が確認 された。これ らの事

実は本培養系に存在す る細胞のpopulationに は

骨細胞の特徴 を有する細胞が多く含まれているこ

とを示唆するものである。

さらに,骨 細胞と骨芽細胞に共通 して発現する

ことが知 られているosteopontinとPTH/PTHrP

receptorの 発現について調べた。Osteopontinは

RDG配 列 を持つ骨基質蛋 白質 として石灰化に関

与することが知 られているが,骨 組織において骨

芽細胞 と骨組織の両方にその発現がみ られ28),特

に骨細胞においてはメカニカルス トレスによって

その発現が亢進 し,さ らには単核の破骨細胞前駆

細胞 に作用 し,破 骨細胞形成 を促進 し29),骨代謝

をコ ン トロール して い る。一方,PTH/PTHrP

receptorは 骨芽細胞30)と骨細胞8)の両方に存在が

確認 されている。PTHの 作用として骨芽細胞 を

通 して,骨 形成の促進 と吸収促進の相反作用を有

することが知 られているが,特 に骨細胞において

は リガ ン ドで あるPTH/PTHrPの 投与によって

外 し,実 験 には骨細胞 が70%以 上含 まれ ると考

えられるfractio5-8を 使用 した19)。しかしなが ら

このfractionを 使用 した として も骨芽細胞や骨

髄 系 の 細 胞,線 維 芽 細 胞 等 の 他 の 細 胞 の

populationも 含まれていることは初代培養系 と

しての特徴と考える。

本培養系 を骨細胞の実験 に使用するためには,

構成す る細胞の中心的なpopulationが 細胞であ

ることを確認するために,骨 芽細胞 と比較検討 し

た。培養細胞の形態は突起 を有する細胞や円形の

細胞が混在するが,ALP染 色 の結果か ら突起 を

伸ばしている細胞の多 くは染色性が陰性であった。

骨細胞の起源は骨芽細胞であるが,骨 基質に埋入

されて骨細胞 としての機能を有す るとALPの 発

現は次第に減弱 して行 くことが報告 されている20)。

培養骨芽細胞と本培養細胞のALP mRNA発 現 を

比較すると明 らかに本培養細胞でのALPmRNA

発現が低い ことから,多 くの細胞がALPの 発現

を示 さないことが確認できた。これ と同様に骨芽

細胞が合成分泌す る代表 的な蛋白質であるType

I collagenは 骨細胞に分化するにしたがって徐々

に発現はみられなくなる21)。本培養細胞において

も骨芽細胞のType I collagen mRNAの 発現に比

較して低い値を示 している。
一方

,骨 細胞が特異的に合成分泌する蛋白質 と

して あげ られ る代表 的 な ものにSclerostinと

DMP-1が ある6,7，22,23)。Sost遺伝 子 の一 つで あ る

sclerostinはWntシ グナルのア ンタゴニス トと

して見出され,Lrp5/6の 活性化を阻害することに

よって骨芽細胞での骨形成能 を抑制す る因子であ

ることが報告 されている6，24)。このsclerostinが
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