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The　 effect　 of　calcium　 ion　concentration　 on　osteoblast　 viability,　 proliferation　 and

　　　　　　　　　　　　differentiation　 in　monolayer　 and　 3D　 culture.

　　　　　　　　　　 (単層及び3次 元培養において、カルシウムイオン濃度が、

　　　　　　　　　　　　　　骨芽細胞の生存 ・増殖 ・分化に与える影響)

内容の要旨

前　野

　 【緒of軟 骨損傷に対して現在行われている自家培養軟骨細胞移植

術の様々な問題点を解決すべく、われわれは骨軟骨複合体の作製を試

みている。まず軟骨の構成成分であるn型 コラーゲンゲルを用いて細

胞を包埋する。骨 との接触部に交互浸潰法を用いてアパタイ トを沈着

させて骨に適 した環境を作り、母床との強固な骨性の癒合をraる 。し

か しアパタイ トの沈着の瞭に用いるカルシウム(C♂ う 溶液の、濃度

による骨芽細胞に対する影響は明らかにされていない。そこで本研究

でit,各Caユ'濃 度における骨芽細胞の反応性を明らかにするため、生

存率、増頚率、分化能、石灰化能の4つ の観点から磁層培饗およびゲ

ルによる3次 元培養下で検射を行った。

　 1方法1骨 芽細胞はマウス頭蓋骨から拍出し、継代した。単層培養

ではtissue　cultureplea巳aに1xIo4個触ell、3次 元培養では鋳型として既

述の皿型コラーゲンゲルにIX!0'IB@lm1の 濃度で細胞を含有させ、

Ca='溶 液は培養液、生理食塩水、塩化カルシウムなどを用いて各濃厘

に調整 した。生存率はCa"gy'p`液に細胞を4時 間浸潰した後の生存細胞

数を、増殖率はCa2●溶液で細胞を培養した後の増殖細胞数を、　WST・1

法 もしくはMτT法 を用いて測定した。分化能として1週 間培養後の細

胞からmRNAを 抽 出し、リアルタイムRT-PCRを 用いてtr芽 細胞の最

終分化マーカーであるオステオカルシン(㏄)を 定鼠 し、またALP染

色 も行った。石灰化能として、やはり1週 間培養後のplateもしくはゲ

ルに沈着したcapを 定量し、　von　Kossn染 色 も行った。

　 1結果1生 存率は単層・3次元培養とも低濃度のCa"、 すなわちCa27

・6mMで 細胞の生存率は良好であn ,Ca2◎濃度が商くなるにっれて低

下した。増殖率もCa='SmMで の培養で、いずれも良好な細胞増剛を示

した。この際ゲルはCa"',含有培養では基質沈着により2ヵ 月聞形態を

維持 したが、Ca2'非 存在下では形態維持が困簸であった。分化能は、

単届培養ではCa"fi・ISmM、3次 元培養ではCa"2mM以 上で㏄mRNA

の発現が充進 していた。石灰化能/3,磁 層培養ではce'◆ia,　IS、　SmM

の順 で、3次 元培毅ではCa=●6mMでC亘 沈着厳および沈着速度が充進 し

ていたが、ゲル培穣では細胞非包埋ゲルでも相当量のCelt着 が認めら

れた。

　 1考察】r十芽細胞の骨形成において、基質産生および石灰化は遮要

irl&i終過程であるが、その詳細なメカニズムは分かっていない。本研

究によりw層 培養およびコラーゲンゲルによる3次 元培養系におい

て.底 濃度のCaｰ'i刺激は骨芽細胞の噌殖 ・分化を充進 しうることが示

された。低濃度のCa"負 荷 は、細胞活性および基質の石灰化を充進さ

せる有用な手技であり,今 後のtissue　rngineeringの手技へ応用しうる

と考えられた。

晋　一

諭文審査の要旨

　 関節軟骨欠損に対する治療として、われわれは皿型 コラーゲンゲ

ルの深層を交互浸漬法によりアパタイ ト化 し骨軟骨複合体を作製す

る試みを行っている。 しか し、その際用いるCa溶 液の濃度による細

胞に対する影響は明らかでなく、本研究では2次 元と3次 元培養系

において骨芽細胞培養に対するCa濃 度の影響について検討した。マ

ウス頭釜骨由来の骨芽細胞を用い、単層培養および皿型コラーゲン

ゲルによる3次 元培養でCa%濃度 による増殖能、分化能、および石灰

化能の3点 を検討した。また、ゲルをヌー ドマウスの皮下に移椀す

る実験も行った。その結果、骨芽細胞の単層培養系において、Cad

度 は2-4mMと い う低濃度で細胞の増残 ・生存能が,6-8mMで 分 化

能、tmMn付 近 で石灰化能が良好であった。コラーゲンゲルによる

三次元培養系においてもほぼ同様の傾向が見られたが,濃 凌による

差は明らかでなかった。経時的なceの 沈着は、細胞存在下の方がそ

のスヒ'一ドは逮かった。マウスの皮下移植実験では、交互浸潰のCa

濃度が10mM以 下 では濃度依存性にゲルの石灰化が見られた。骨の

微小m境 下では破骨細胞周囲で局所的にCa濃 度が上がっている可能

性もある。今回の実験で、生理的よりもやや高いCa濃 度においても

骨芽細胞の活性は低下せず、むしろ石灰化を促す ことが明らかと

なつた。従って骨芽細胞の3次 元培養系においてもCeを 低濃度負荷

することが有効と思われた。

　密査では.ま ず軟骨基質であるn型 コラーゲンに骨芽細胞を包埋

した理由を質問 された。未分化閃葉系幹細胞を包埋 し、片側を軟骨

細胞、対側を骨芽細胞に領斜をかけて分化させる試み、もしくはコ

ラーゲンに傾斜をかけるxみ も行ったが難 しく、再生が難 しい軟骨

の基質を使用 し、そこに骨を作ることがrr軟 骨複合体を作る上で容

易と判断 したためと回答された。また、細胞の由来 ・定義について

の質問がなされた。頭董骨由来の抽出細胞は文献的に70%は 骨 芽細

胞であn,そ の形質はマーカーにより確認 し、継代により均一化す

ることは確認 した。 しか しcell　lineとして踏立 されている骨芽細胞や

畏幹sr由 来の軟骨内骨化を起こす細胞との相違や、ホルモンへの感

受性などは検肘 してお らず、今後の課題であると回答 された。ま

た、石灰化 したゲルの強度、病理組織所見について質問された。細

胞を包埋 しC巳存在下で培養することで。ce沈 着阯は増えゲルとして

安定化して畏期にわた り形態が維持される。 しかし強度は硬くな ら

ず、また屑理組織所見でも細胞の基質小胞周囲での石灰化や、細胞

の再配列等も碗認できなかったと回答きれた。

　以上のように、本研究は未だ検討 されるべき点を残 しているもの
の,rr芽 細胞のCa濃 度 による反応の違いを検尉 し、　tissue　enginrering

に応用 しうる可能性を示唆 したという点で有意嚢であると評価され

た。
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