
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

多方向重力負荷による骨細胞の力学応答

松田, 純平
九州産業大学大学院

藏田, 耕作
九州産業大学

福永, 鷹信
九州産業大学大学院

日垣, 秀彦
九州産業大学

https://hdl.handle.net/2324/1955371

出版情報：バイオメカニズム. 18, pp.189-198, 2006. バイオメカニズム学会
バージョン：
権利関係：©バイオメカニズム学会



（16）

多方向重力負荷による骨細胞の力学応答

松田純平 ，藏田耕作 ，福永鷹信 ，日垣秀彦

九州産業大学大学院， 九州産業大学

要旨 微小重力環境における長期滞在や高齢社会により増加傾向にある長期臥床患者では骨量減

少による生活の質の低下が問題となっている．骨量減少を抑止するには骨量減少のメカニズムを

解明することが必須である．骨は機械的刺激に応答してリモデリング（再構築）を行う組織であ

ることから，解明には力学的側面からのアプローチが重要である．そこで本研究では，擬微小重

力環境を発生させる多方向重力負荷培養システムを新たに開発した．骨組織の中で機械的刺激を

感受する骨細胞を用いて，多方向重力環境が細胞の機能や分化に及ぼす影響を調査した．その結

果，多方向重力環境にさらされた骨細胞は細胞増殖能および細胞間情報伝達能が有意に抑制され

ること，骨細胞の培養液上清を用いた骨髄細胞の培養において骨髄細胞から破骨細胞様細胞への

分化を有意に増加させることが明らかになった．

キーワード：微小重力，多方向重力，骨細胞，骨リモデリング，細胞間ネットワーク

１．緒 言

生体骨組織は，常に破骨細胞による骨の吸収と骨

芽細胞による骨の形成を繰り返し行い，動的平衡を

維持している．これら一連のサイクルを骨リモデリ

ングと呼ぶ．骨リモデリングの主な役割は，古くな

った組織を新しい組織に置き換えることによる骨強

度の維持および血中 濃度の保持である．この

骨リモデリングにおける吸収と形成の動的平衡は，

閉経に起因するエストロゲンの欠如等によるホルモ

ンバランスの変化 ，老化による複合的要因 ，

宇宙空間における微小重力環境あるいは長期臥床等

における機械的刺激負荷の低減 等により破綻す

ることがある．その結果，骨粗鬆症等の骨疾患が引

き起こされる．しかしながら，これらのメカニズム

の多くはなお不明である．

宇宙環境や長期臥床における急速な骨量の減少は

力学的因子に大きな影響を受けている．地上では，

骨組織は重力に抗して互いの重さを支え合ってい

る．体幹の多くを支える下半身の骨が上半身の骨と

比較し大きく形成されることから，重さが骨組織の

形成に対し影響していることが分かる．さらに，

および において機械的負荷が骨量増

加を促すことは，実験的にも知られている．一方，

微小重力環境では，重力が ～ であり，連

続的な自由落下状態といえる．このような条件では

物体の重さが大きく減少する．長期臥床において

も，体幹保持や歩行によって生じる機械的刺激が低

減させられる．宇宙環境や長期臥床による骨量減少

は臨床的に大きな問題となっており，その解決には

力学的側面からのアプローチが必須である．

組織や細胞から重力を免ずる微小重力環境におけ

る従来の研究は，実際の宇宙環境や落下塔による急
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降下で生じる微小重力を利用した実験系 ，クリノ

スタットによる擬似的微小重力環境を利用した実験

系 ，下肢の吊り下げや頭部側を下に傾斜させるな

ど骨に荷重を与えないよう工夫した免荷動物モデル

実験系 により行われてきた．しかしながら，実

際の宇宙環境の利用に関しては，実験のコスト，機

会，期間など多くの制限がある．落下塔を用いた自

由落下実験では，微小重力を得られる時間が数秒と

短く，組織や細胞を対象とした研究には不向きであ

る．これらを考慮すると， における細胞培

養実験にはクリノスタットを利用した系が最も適し

ている．クリノスタットとは，対象試料を直交2軸

まわりに回転させ，試料に働く重力加速度の方向を

分散させるものである．時間平均として重力が相殺

されるため，地上において擬微小重力環境を実現で

きる．あるいは，厳密に多方向重力環境と呼ばれる

こともある．現行のクリノスタットはスリップリン

グを含む複雑な機構を有し，試料の設置が容易では

ない．さらに，実験に際しては大量の培養液を入れ

たフラスコやヴェセルの底部に細胞を播種し密閉し

て培養が行われている．これには，細胞に対して酸

素供給が十分になされない，細胞から産生されるサ

イトカイン等のタンパク質が大量の培養液に希釈さ

れてしまい細胞や組織に対し自己回帰的作用を示す

オートクライン・パラクラインのような作用をなさ

ない等の問題があり，生体内で生じる現象を再現で

きる 実験系とは言い難い．

骨に関する微小重力実験では，その対象として，

骨芽細胞を用いた実験が多くを占めている．しかし

ながら，実際の骨組織において最大多数を占めるの

は骨細胞である．さらに骨細胞は，骨基質の中で互

いの細胞が三次元的に連結して細胞間ネットワーク

を形成しており，機械的刺激の受容や伝達に関与す

る細胞として知られている．宇宙環境や長期臥床に

伴う骨量減少と力学的因子の関係を考える上では，

微小重力環境における骨細胞の動態を明らかにする

ことが不可欠である．しかしながら，微小重力実験

系において骨細胞を対象とした報告は渉猟し得た限

りでは見受けられない．

そこで本研究では，クリノスタットの問題点を解

決する新たな多方向重力負荷装置および細胞培養シ

ステムを開発し，骨細胞樹立株MLO-Y4細胞を用

いた実験を行った．多方向重力環境に置かれた骨細

胞の細胞増殖および細胞間情報伝達に関して調査し

た．さらに，骨細胞から産生された生理活性物質が

マウス骨髄細胞の分化に与える影響について検討

し，骨細胞を介した骨リモデリングの調節メカニズ

ムについて考察を行った．

２．実 験 装 置

新たに製作した多方向重力環境下培養装置を図1

に示す．本装置では，対象試料を直交2軸まわりに

回転させ，試料に対して働く重力加速度を分散させ

る，つまり時間積分的に重力負荷を相殺することが

可能である．中央に試料を取り付けるための球（φ

100mm）を設置し，ボールローラを用い3点支持

した．球に対して互いに干渉しない位置にプーリを

設置し，サーボモータにより制御した．球内部に

は，試料を球の中心に配置できる保持具を取り付け
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図2 回転球の内部構造

図1 多方向重力負荷培養装置



た（図2）．なお，この実験装置はインキュベータ

内（37℃，5％ CO）に設置することができるよう

に設計した．球の内部に設置した試料に対して均一

に分散した重力ベクトルを与えることができるよう

2つのサーボモータの回転条件をそれぞれ10

rpm，1.6rpmに設定した．次に，細胞培養に適切

な量の培養液を用いて，十分な酸素供給を行いなが

ら細胞を培養することができる回転培養用密閉型容

器を新たに開発した（図3）．密閉容器の蓋部およ

び底部に，ガス透過性に優れたポリテトラフルオロ

エチレンフィルムを貼付した．ガス透過フィルムの

特性を表1に示す．フィルムの貼付には，細胞毒性

が極めて小さいシリコンゴム（World Precision

Instruments, inc. SYLGARD 184 Silicone Elas-

tomer kit）を用いた．カバースリップ（Nalge

Nunc International, Thermanox Cell Culture

Coverslip φ25mm）上に播種した細胞を回転培養

用密閉型容器内に入れて密封し，培養液4mlで満

たして多方向重力環境下培養に用いた．

３．対象および方法

3.1 対 象

実験には，Katoら によって確立されたマウス

長管骨由来骨細胞樹立株MLO-Y4細胞を用いた．

MLO-Y4細胞は，（1）アルカリフォスファターゼ

の発現が非常に低い，（2）オステオカルシンを高く

発現する，（3）樹状突起様の長い細胞突起を形成す

る，（4）ギャップ結合を介した細胞間情報伝達を行

うなど，生体内の骨細胞と極めて類似した特性を有

する樹立株である．MLO-Y4細胞の継代は，コラ

ーゲンコートしたカルチャープレート（φ100,Fal-

con,BectonDickinsonBiosciences）上で行い，コ

ラーゲンのコーティングは，0.02M 酢酸にラット

尾腱由来Ⅰ型コラーゲン（Rat tail collagen type

Ⅰ, Becton Dickinson Biosciences）を0.15mg/

ml濃度で希釈した溶液を用いて1時間浸漬するこ

とにより行った．培養液には，2.5％ FBS（Fetal

bovine serum, Gibco BRL），2.5％ iCS（Iron-

supplemented calfserum,HyClone），1％ antibi-

otics（Penicillin& Streptomycin,GibcoBRL）を

添加したα-MEM（α-minimumessentialmedium,

Gibco BRL）を用いた．MLO-Y4細胞が細胞分化

に与える影響を調べる実験において使用した骨髄細

胞は，8～12週齢の雄 Jc1：ICRマウスから単離し

た.マウスより上腕骨，大腿骨，脛骨を採取し，骨

端を切離して骨髄を得た．培養液に分散させた骨髄

をカルチャープレートに移し，インキュベータ内で

2時間培養した後，非付着性細胞を骨髄細胞として

分離した ．なお，骨髄細胞の培養液には，10

％ FBS，1％ antibioticsを添加したα-MEM を用

いた．

3.2 骨細胞の細胞増殖に与える影響

ラット尾腱由来Ⅰ型コラーゲンによってコーティ

ングしたカバースリップにMLO-Y4細胞を播種し

（25cells/mm），インキュベータ内にて2時間培養

して初期付着を行わせた．この初期付着のための培

養は，6-wellプレート（Becton Dickinson Bio-
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図3 回転培養用密閉型容器

表1 ガス透過フィルム



sciences,Falcon）内で行った．その後，カバース

リップを回転培養用密閉型容器の中に密閉し，イン

キュベータ内に設置した多方向重力負荷培養装置に

セットして培養を行った．多方向重力環境下で培養

した細胞群をμG細胞，密閉型容器（図3）を平常

重力環境下で培養した細胞群を1G細胞とした．培

養開始より 2，4，6日目に各細胞を trypsin/

EDTA（Gibco BRL）でカバースリップから剥が

し，血球計算盤を用いて細胞数の計測を行った．な

お，培養液には5％ FBS，5％ iCS，1％ antibi-

oticsを添加したα-MEM を用いた．

3.3 骨細胞間ネットワークの情報伝達に

与える影響

多方向重力環境下における培養が，骨細胞の細胞

間ネットワークを介したイオンやATP等の低分子

量物質の情報伝達に与える影響について，2重蛍光

染色を施したMLO-Y4細胞を用いて実験を行っ

た．

6-wellプレートにⅠ型コラーゲンによりコーテ

ィングを施したカバースリップをそれぞれ移し，

MLO-Y4細胞を20cells/mm の密度で播種した．

インキュベータ内において，細胞が細胞突起を十分

に伸ばし細胞間ネットワークを形成するまで培養し

た（図4）．顕微鏡により十分細胞間ネットワーク

が形成されたことを確認後，カバースリップをそれ

ぞれ回転培養用密閉型容器に移し，多方向重力環境

下において24時間の培養を行った．

情報伝達を確認するため，別にMLO-Y4細胞を

用意して10μM 1，1’-dioctadecyl-3，3，3’3’-

tetramethyl-indocarbocynine perchlorate（DiI,

Molecular probes）と 10μM calcein aceto-

xymethyl ester（calcein AM, Molecular

probes）による2重蛍光染色を施した．多方向重

力環境下において24時間培養したカバースリップ

上のMLO-Y4細胞に対して，この2重蛍光染色

MLO-Y4細胞を4cells/mm の密度で播種した．

DiIは，細胞膜脂質を赤色蛍光に染め，隣接細胞へ

伝播することはない．一方，Calcein AM は，細胞

質中で緑色蛍光を発しギャップ結合による細胞間情

報伝達によって隣接細胞へ伝播する．2重蛍光染色

MLO-Y4細胞を播種後，インキュベータ内にて90

分間の培養を行い，蛍光顕微鏡により calcein伝播

の観察を行った．

3.4骨髄細胞の分化に与える影響

前節と同様にコラーゲンコートしたカバースリッ

プに対して25cells/mm の密度でMLO-Y4細胞

を播種し，細胞間ネットワークが形成されるまでイ

ンキュベータ内で培養した．その後，カバースリッ

プを回転培養用密閉型容器に移し，インキュベータ

内に設置された多方向重力環境下培養装置を用いて

24時間培養を行った．多方向重力環境下で培養し

た細胞群をμG細胞，回転培養用密閉型容器に密閉

したまま平常重力環境下において培養した細胞群を

1G細胞，密閉型容器を用いずに従来からある6-

wellプレート内で培養した細胞群を control細胞と

した．

24時間の培養後，培養液上清を回収した．この

上清を新鮮な培養液に対して20％添加したものを

調製培地とした.マウスより得た骨髄細胞を調製培

地に懸濁して24-wellプレートに播種（10 cells/

well，底面積＝190mm）し，1週間培養を行っ

た.培養3日目に同様の方法で新たに調製培地を作

成し，それぞれ半量ずつ培地の交換を行った.培養

後，ALP（Alkaline phosphatase，アルカリフォ

スファターゼ）を骨芽細胞の分化指標として，

TRAP（Tartrate-resistant acid phosphatase，酒

石酸抵抗性産生フォスファターゼ）を破骨細胞様細

胞の分化指標として用いて，培養後の骨髄細胞に対
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図4 骨細胞樹立株MLO-Y4の位相差顕微鏡像［Bar:100

μm］.



してそれぞれALP染色およびALPアッセイ，さ

らに，TRAP染色および TRAPアッセイを施し，

評価した．ALP染色においては，骨髄細胞の培養

直後に4％パラフォルムアルデヒド（paraform-

aldehyde）で細胞を固定した．その後，各プレー

トに Alkaline phosphatase leukocyte kit

（SIGMA, No.86-R）を用いて染色した．ALPア

ッセイは，培養後にALP溶解バッファ（50mM

Tris-HCl,0.1％ TritonX-100,0.9％ NaCl）で

溶解した骨髄細胞に対して行った．

pNPP（p-nitrophenylphosphate）を発色基質と

して用いて溶解物と45分間反応（室温）させた後，

405nmの吸光度を計測することによってALP酵

素量を定量した．さらに，各wellにおける全細胞

数の指標として，細胞溶解物に含まれるタンパク質

量を bradford法により定量した．一方，TRAP染

色については，ALP染色と同様に固定を施し，

Acidphosphataseleukocytekit（SIGMA,No.387

-A）を用いて行った．TRAPアッセイにおいて

は，TRAP溶解バッファ（10mM Tris, 2mM

EDTA,10mM NaCl,0.5％ Triton X-100,0.3％

SDS, 1％ protease inibitor）で溶解した骨髄細胞

を，40mM L（＋）-tartrateを含む0.1M 酢酸ナト

リウム溶液および pNPPと40分間反応（37℃）さ

せ，ALPアッセイと同様に405nmの吸光度を計

測することによって定量した．

3.5 統計的解析による群間比較

得られた細胞増殖，calcein伝播を受けた細胞数，

ALP，TRAP活性量，タンパク質量のデータに対

して，それぞれ one-wayANOVAを用いた群間の

有意差検定を行った．有意差を示したデータについ

ては，Student’s t-testによる群間比較を行った．

なお，有意水準は5％とした．

４．結 果

多方向重力環境下において培養したMLO-Y4細

胞の細胞増殖曲線を図5に示す．多方向重力を与え

た細胞であるμG細胞に対して，通常の環境で平面

培養した細胞である1G細胞では，有意な細胞数の

増加が認められた．一方，μG細胞では，培養期間

を通して細胞数は増加せず，培養6日目には有意な

減少が認められた．

DiI,Calcein AM で2重蛍光染色した細胞を用い

て，細胞突起先端部におけるギャップ結合を介した

細胞間情報伝達の様子を蛍光顕微鏡により観察した

（図6）．DiI（図6A）と Calcein（図6B）の両方

の蛍光を発する2重蛍光染色細胞から隣接する細胞

に対して calceinが伝播していることが分かる（図

6B）．2重蛍光染色細胞より calcein伝播を受けた

隣接骨細胞の数を図7に示す．1G細胞と比較し

て，μG細胞では calcein伝播を受けた細胞数が有

意に減少していた．

MLO-Y4細胞の調製培地を用いて1週間の培養

を行った骨髄細胞に対して，ALP染色（図8(A)

(B)(C)）および TRAP染色（図8(D)(E)(F)）を施し

た結果を示す．図8(A)(B)(C)で，濃い灰色に表れ

ている領域がALP活性を有した細胞の染色像であ
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図5 μG細胞と1G細胞の細胞増殖比較（Mean±S.D.）.

図6 2重蛍光染色による骨細胞間情報伝達像．(A)DiI像

(B)CalceinAM 像［Bar:50μm］.



る．μG，1G，controlいずれの群においてもALP

陽性細胞の分化が認められた．しかしながら，染色

の強度や陽性細胞の分布に大きな違いは見られなか

った．同様に，図8(D)(E)(F)で，濃い灰色に表れ

ている領域が TRAP活性を有した細胞の染色像で

ある．μG，1G，controlいずれの群においても

TRAP陽性細胞の分化が認められた．特に，μG細

胞群（図8(D)）では，TRAP陽性細胞が大きなコ

ロニー状に集まり，強い染色強度を呈していること

が認められた．

1well当たりの細胞溶解物について含有タンパク

質量を定量した結果を図9に示す．多方向重力を与

えたμG細胞と通常の環境で平面培養した1G細胞

や control細胞群との比較において有意な差異は認

められなかった．これは1well中の細胞数に有意

差がないことを示している．ALP活性に関する定

量アッセイの結果，有意な差異は認められなかった

（図10）．一方，TRAP陽性細胞への分化に関する

定量アッセイの結果，1G細胞もしくは control細

胞と比較して，μG細胞では有意な TRAP産生の

増加を認めた（図11）．
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図7 2重蛍光染色細胞より calcein AM 伝播を受けた隣接

骨細胞の数（Mean±S.D.）

図8 実体顕微鏡による１週間培養後の骨髄細胞染色像．

ALP陽性細胞 (A)(B)(C)，TRAP陽性細胞 (D)(E)

(F)［Bar:1mm］

図9 １週間培養後の骨髄細胞における1well当たりの

ALP活性量（Mean±S.D.）

図10 １週間培養後の骨髄細胞における1well当たりのタ

ンパク質量（Mean±S.D.）

図11 1週間培養後の骨髄細胞における1well当たりの

TRAP活性量（Mean±S.D.）



５．考 察

本研究では，メカノセンサとしての機能を有する

骨細胞に着目し，多方向重力環境が骨細胞に与える

影響を，骨細胞の細胞増殖，細胞間情報伝達，骨細

胞産生物質によるマウス骨髄細胞の分化をそれぞれ

調査することにより評価した．

本実験で用いた多方向重力負荷培養装置では，擬

微小重力を発生させるために，細胞を回転培養する

ことで，本来細胞が引力に従って一方向に受ける重

力ベクトルを時間の変化と共に変更し細胞周りの全

方向に力を分散させている．したがって，細胞に重

力が作用していることには変わりがなく，厳密な意

味での無重力とは言えない．しかしながら，重力ベ

クトルを時間平均すれば，細胞周りの全方向に力が

分散され，働く力はゼロとなる．このようなことか

ら，微小重力環境を地上で模擬する実験系として，

本装置に類似したクリノスタットは多くの研究者に

よって使用され，その結果が報告されている ．

これらは，本実験系の妥当性を示すものである．

多方向重力が骨細胞の細胞増殖に与える影響に関

しては，多方向重力下で培養したμG細胞群は平常

重力下で培養した1G細胞群に比べ細胞増殖が有意

に減少する結果を得た．本実験では，播種から2時

間の細胞初期付着を経て直ちに多方向重力を負荷し

た．このことを考慮すると，多方向重力が細胞播種

直後の細胞増殖初期段階において，細胞の伸展や接

着を阻害して増殖を抑制すると考えられる．微小重

力環境で骨細胞の細胞増殖について研究した例は見

当たらないが，骨芽細胞を用いた Guifnandonら

は，微小重力が細胞の integrin依存性の細胞接着

を阻害することを示し，さらに細胞群の広がりを減

少させるということを明らかにした ．骨細胞が骨

芽細胞由来の細胞であることを考慮すると，本実験

で得たMLO-Y4細胞における増殖能の低下は細胞

接着の阻害によるものと推察される．生体内の骨細

胞は，骨芽細胞が分化の最終段階で骨基質中に埋没

した細胞であり，一般的に細胞増殖能は低い．一

方，本実験で用いたMLO-Y4細胞は細胞樹立株で

あり，細胞分裂の速度は遅いが増殖能を持つ細胞で

ある．この意味でMLO-Y4細胞の細胞増殖能を調

査するという実験系に限界はあるが，多方向重力環

境が骨由来付着性細胞の細胞接着を阻害し，inte-

grinを介した情報伝達に影響を与えるという知見

を得ることができた．

骨細胞の細胞間情報伝達に関して，多方向重力や

微小重力環境下で検討した研究報告はないが，この

ような機械的刺激の小さい環境とは対照的に過剰な

機械的刺激を与えたものは散見される．例えば，

Jiangらは，MLO-Y4細胞に対して流体せん断に

よる機械的刺激を加えると，せん断ストレスの強さ

に正比例した細胞突起の増加が引き起こされること

を示している ．Chengらは，流体せん断が PGE

（prostaglandin E ）の 分 泌 お よ び COX -

2（cyclooxygenase-2）の発現増加を誘導するこ

と，分泌された PGE が，ギャップ結合の数とギ

ャップ結合タンパク質である Connexin42のタン

パク質量を増加させる働きを持つことを示唆し，こ

れらはオートクライン的相乗作用を持つことを報告

した ．この相乗作用は，COX-2が prostaglan-

dinの主たる合成要素であること を考慮すると

理解できる．さらに，Cherianらは，流体せん断を

負荷したMLO-Y4細胞において PGE2レセプタ

ー EP2の発現が増加し，EP2の活動の有無が流体

せん断刺激によるギャップ結合の増減に深く関係し

ていることを示した ．一方，Connexin42の発現

を抑制したノックアウト・マウスによる動物モデル

では，極端に小さな骨格しか形成されないことが認

められた ．これらの報告を総合すると，機械的刺

激はギャップ結合の数を増やして細胞間情報伝達を

円滑にし，骨量の維持や増強に深く影響を及ぼして

いることを意味している．本実験では，過剰な機械

的負荷とは反対に，負荷を免ずる多方向重力環境で

細胞培養を行った．DiI,Calcein AM を用いて2重

蛍光染色によるMLO-Y4細胞間の情報伝達を評価

したところ，多方向重力環境にさらされたμG細胞

では calcein伝播が阻害されるという結果を得た．

この結果は，日常レベルにおける重力負荷の影響を

緩和した環境，つまり多方向重力環境では，PGE
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の発現や PGE レセプター EP2の発現が阻害さ

れ，細胞突起の伸展やギャップ結合により構成され

ている細胞間ネットワークの脆弱化を引き起こすと

いう一つの経路を示唆するものである．この経路

は，宇宙空間や長期臥床によって生じる骨量現象の

一要因であると考えられる．最適な機械的刺激の負

荷条件を見つけて細胞間情報伝達を維持することが

できれば，骨機能の維持や回復に繋がる可能性があ

る．

多方向重力環境下において，骨細胞が骨リモデリ

ングにおける骨髄細胞の分化機能に与える影響を明

らかにするため，骨芽細胞の活性指標であるALP

と破骨細胞の活性指標である TRAPの産生を定量

した．多方向重力環境下で24時間培養したMLO-

Y4細胞（μG細胞）の培養液上清とともに骨髄細

胞を1週間培養したところ，ALP活性に有意差は

認められなかった．骨髄細胞の骨芽細胞への分化能

は多方向重力環境下においても平常の重力環境下と

同様に維持されていることが分かる．一方，μG細

胞の培養液上清は1G細胞や control細胞から得ら

れた上清と比較して，破骨細胞の活性指標である

TRAP陽性反応を有意に上昇させた．骨細胞は骨

リモデリングの調節に深く関与する細胞であり，臨

床的にも実験的にも骨細胞の存在は破骨細胞の活性

や骨吸収能を有意に抑制することが知られている．

例えば，HeinoらはMLO-Y4細胞が大量の TGF

-bを産生しており，これが破骨細胞の形成や活性

を抑制していることを明らかにした ．一方，本実

験では多方向重力環境が骨細胞の細胞間ネットワー

クによる calcein伝播を抑制し，細胞機能の低下を

誘引していることが明らかになった．この細胞機能

の低下が TGF-β等の骨吸収抑制因子の産生をも低

下させ，その結果が TRAP陽性細胞分化を有意に

引き起こすことは十分に考えられる．

本研究では，多方向重力環境が骨細胞に影響を与

え，骨量減少の原因となる破骨細胞様細胞の増加を

引き起こすことを明らかにした．微小重力環境は筋

骨格系に対して負の影響を持つものであるが，一方

で，微小重力環境が傷ついた網膜組織の回復を亢進

させた例や軟骨細胞からの組織再生を効率化した例

など，近年再生医工学分野において微小重力を積極

的に利用した培養の有効性を示す研究報告が見受け

られる ．これを踏まえると，再生医療において

も微小重力環境を利用した培養方法の検討意義は大

きい．本研究で確立した多方向重力負荷装置および

細胞培養システムを用いて，多方向重力環境が骨系

細胞の機能や分化能に与える影響をさらに詳細に評

価する必要がある．

６．結 言

骨細胞樹立株MLO-Y4に対し多方向重力を負荷

する培養システムの開発を行い，多方向重力環境が

骨細胞の細胞増殖能や細胞間情報伝達能に与える影

響および多方向重力環境下の骨細胞から産生された

生理活性物質によるマウス骨髄細胞の分化に与える

影響を調査した．その結果，細胞増殖および細胞間

情報伝達は有意に抑制されること，多方向重力環境

下の骨細胞から得た培養液上清は骨髄細胞のALP

活性を維持するが，一方で TRAPの有意な産生増

加をもたらすことが明らかとなった．

これらの結果から，多方向重力環境は骨細胞の活

動を低下させ，液性因子を介して骨吸収を亢進させ

ることにより骨量減少を誘引することが推察され

た．
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Abstract Microgravityinducesosteoporosis.Osteocytesareconsidered to actasamechanosensor

in bonetissue.Theyarethemostabundantcellsin boneandaredistributed throughoutthebone

matrix.However,verylittleisknownaboutthedetailedmechanismofosteoporosisoccurredunder

microgravity. Therefore, the aim of this studywas to examine the effects ofmulti-dimensional

gravityon osteocytesand bonemarrowcell differentiation.Wedeveloped a newlyexperimental

apparatus,bywhichosteocyte-likecelllineMLO-Y4cellscanbeculturedundermulti-dimensional

gravityon the ground. When osteocytes were cultured on coverslips for 2, 4and 6 days, cell

proliferationwassignificantlyinhibitedinthecellsexposedtomulti-dimensionalgravitycompared

with control cells.Moreover,MLO-Y4cells forming cell-to-cell networkswerecultured for24

hoursinmulti-dimensionalgravity.Doublefluorescencestainingtechniquerevealedthatcell-to-cell

communications via the gap junction were significantlydecreased in multi-dimensional gravity.

Bonemarrowcellswerecultured foraweek using a conditioned medium (CM）obtained from

osteocytecultureundermulti-dimensionalgravity.Therewereno significantdifferencesinrelative

ALP (alkaline phosphatase）activity, on the other hand, TRAP (tartrate-resistant acid phos-

phatase）activitywas significantly increased byadding CM from osteocyte culture exposed to

multi-dimensional gravity. Those results suggest that the initial stage ofbone resorption under

multi-dimensionalgravitywouldberegulatedbyosteocyte,possiblybysolublefactorssecretedby

osteocytes.

KeyWords:Microgravity, Multi-dimensional gravity, Osteocyte, Bone remodeling, Cell-to-cell
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