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内容要旨〈和文約 1，500字〉

Transforming growlh factor-Bl (以下TGF-Blと略記する)は、各極細胞の分化、増殖

を訓節する多機能な性格を備えたサイトカインである。しかし、政'月'細胞の分化、形成

に対するこのサイトカインの役 ~:Il はいまだにゆj らかに;なっていない。

そこで、 TGF-slの破'自'細胞による骨吸収に対する影響を調べるため、新生マウス長管

骨より採取した 'I~・組織中の全ての細胞(以下 、 全日íj 骨組DJl包と略記する)を象牙片上で培

号室した。 TGF-Blは0.04-5ng/mlのり足度で、 i政骨細胞による'自'吸収をmJn~1Jすることがわかっ

た。電子顕微鏡による観察では、ミトコンドリアが減少し、液状縁、明fifの形成が弱い

ことからも破骨細胞の骨吸収活性の低下が示唆された。

全骨細胞を用いた破骨細胞形成系では、 IO-8Mの1， :~5-dihydroxyyitamin 03 [以下、1.

25-(011) 203と略記する!とともにTGF-Blを添加すると 0.2-1ng/mlのi震度で破骨細胞形成

を促進することがわかった。次に破骨細胞の形成過程に兵極細胞の混入を除いた血液芽

球細胞からの破骨細胞形成系を用いてTGF-slの!政'i?細胞形成に対する直接作f日について

検討した。意外なことにTGF-Blは、 0.2ng/mlより高彼度の慨において破骨刺JJ包形成を

mJ nnlした。

近年、破骨細胞の形成には、骨芽細胞が関与していると報告されている。そこで'月'芽

細胞を介した間接的な);，e\却を検討するために、'f!J"~:創lI JJ包として什羽f細胞版制IJJ胞 MC3T3-El

細胞を用い、この細胞を 1ng/mlのTGF-Blで処迎した後に得られる培務上消、細胞外基

質の j主化ナトリウム抽出液を用いて破骨細胞に対する影響を検討したところ、 10-BMの1，

25-(011)203共存下で!政骨細胞形成を促進した。

これらのことから、 TGF-sIは破骨細胞の活性に対しては、 1nJn~11 を示す。しかし、政'月

細胞形成に対しては、厄j妥、 1t.'l'[1" 制 I1 胞の J~ Jt之を ~nJ n~ l l す-るが、川俊的には 'ïì"~WI胞を介し

て促進することが示唆された。
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K e y W 0 r d s 骨 吸収、破骨細胞、骨芽細胞、 TG F -s 1 

1 .原著

2. 英文抄録!枚、本文 27枚、文献 6枚、

図の説明 5枚、図 6枚、表 l枚

3 .連絡先:徳島大学歯学部歯科矯正学講座



Abs七rac七: The effec七s of 七ransforming growth 

factor-s 1 (TGF-s 1) on bone reso工p七ive activities of 

osteoclast and different工a七エon of preos七eoclas七s 七o

os七eoclas七s were inves七19a七ed エn v工tro using 

unfrac七ionatedbone cells and preos七eoclas七s derived 

from mouse spleen. The resul七s were summarized as 

follows: 

1) 1n the unfrac七ionatedbone cells whェch con七ained

os七eoclas七s，preos七eocユas七s，osteoblasts and 0七her

bone-derived cells， TGF-s 1 inhibi七ed the bone 

resorp七ive ac七lVl七ies of os七eoclas七s. TGF-s 1 alone 

did not increase the os七eoclast forma七工on but 1，25-
dihydroxyvi七amin 03 [ユ， 25一(OH)203J -dependen七

osteoclas七 formation was markedly enhanced by TGF一

s 1. 
2 ) 1n the clonal preos七eoclasts，the forma七ion of 

os七eoclas七-like cells (七ar七arate-res工S七an七 acidic

phosphatase-positive muユ七ユnuclear cells) was also 

depressed by TGF-s 1. On the other hand， 1，25-
(OH) 203-S七imula七ed forma七工on 0 f 0 s七eoclas七-like

cells was further enhanced by 七he factor(s) presen七

in the condi七ioned medium and 2M NaCl-ex七racted

frac七ion of TGF-s 1-treated osteoblas七ic MC3T3-E1 

cells. 

These resul七s suggest 七hat TGF--s 1 depres ses both 

bone resorptive activity of osteoclas七 and

differentiation of preosteoclas七七o os七eoclast bu七

stimulates os七eoclas七 fo工mation 工口七he presence of 

l，25-(OH)203 through the ac七ion on os七eoblas七，



緒言

Transformlng growth factor-sl (以下 TG F -s 1 

と略記する)は 、 各 種 細 胞 の 分 化 、 増 殖 を 謂 節

する多様能な性格を備えたサイトカインである

( 1. 2) 。 こ の サイトカインは、造骨系細胞より

潜在型 TG F -s 1 として形成され (3 - 5 )、骨中に多

量 に貯蔵されている (5. 6) 。そして、破骨細胞

の関与で活性型 TG F -s 1 となって遊離され、骨代

謝で重要な役割を果たすことが示唆されている

(7)9 すなわち、 TG F -s 1 は骨誘導因子 (bone mor-

phogenetic proteln)のーっとして骨芽細胞の

増殖と分化および骨萎質産生を介して骨形成を

促進する(8 _. 1 6 )。しかし 、これら TGF-slの骨形

成に対する作用の結果は実験条件によって必ず

しも一定では な い 。 一 方 、 骨 吸 収 で の 役 割 に つ

いても数少ないながら報告されているが、その

結果も一致していない 。 Ir1jえば Tashjianら (1 7) 

は マウス頭蓋骨の器官培養でブロスタグランジ

ンを介する TG F -T 1 の骨吸収促進作用を観察して
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いるのに j乏し、 Pt' eilschit' t号[ら (I 8 )はラ ッ ト

胎仔の J音養長管骨では逆に抑制作用を示すとお

告してい
。

7
9
 

こ の よ う に 骨 代 謝 に 対 す る TG F -.8 I 

の作用は用いた細胞の種類や起源や分化度ある

い は ( 也 の 細 胞の混在などによって大きく左右さ

れると考えられる。

そこで、本研究では、 TGF-'slの骨 吸 収 に 及 ぼ

す影響を二種 類の培養系、すなわち全骨細胞培

養系(1 9 )と血 液 系 芽 球 細 胞 か ら の 破 骨 細 胞 形 成

系(2 0 .，を用いて検討した c 前者の培養系では破

骨細胞を含む細胞を培養し、骨吸収活性および

破骨細胞形成に 対 す る TG F -s I の作用を観察した。

しかし、この培 養 系 で は 、 骨 芽 細 胞 な ど の 間 質

細胞が混在しているため、これらの細胞を介す

る間接作用も考慮しなければならない。これに

対して後者は、未分化な破骨組尼のみからなる

培養系で，:1吸収活性に対する作用は観察できな

い が 、 他 の 細胞が介在しない破号細胞形成に対

する直接作用を測定しうる系である。

一 方 、 Burgerら (:2 I )、 および R!) d J nら ( 2 2) 1-+ 
I'd-、

( 2 ) 



破骨細胞形成 は骨芽細胞を介し調節されている

と認告している。また Hi u r aら (2 3 I はこの号-芽

細 胞 に よ る 調 節は骨芽細胞が骨細胞へと分化す

る過程で変化すると報告してい る。 これらの結

果から TG F -s 1 が 骨 芽 細 胞 を 介 し て 、 破骨細胞の

形成に影響を与 え る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 そ こ

で 、 骨芽細胞としてマウス骨芽細胞様細胞株 MC

3T3-El (24) を用い 、 TGF-slで処理した MC 3 T 3 -E 1 

細 胞 か ら 産 生 される生理活性物質の破骨細胞形

成への作用につ い て も 巴検討し た 。

f 

( 3 ) 



材料と方法

1 )試 菜 類

本研究で使 用した試薬の入手先を( )内に示

9 0 

日一変法 Ea g 1 e最小必須培地(以下 Q-M E Mと略記す

る、 Flow Laboratories;Mclean， VA， U.S.A.J、胎

仔牛血清 (以下 FB Sと略記する、 Bi 0 p r 0 d u c t 

lnc;Walkvi les， MD， U. S. A.)、TG F -s 1 (R & 0 s). s t e m 

lnc;Mineapol is， MN， U. S. A.)、 酸性ヘマトキ Jシ

リン溶 j夜 (Sigma Chemic日1 C O. ; S t. L 0 u i s. ¥l O. U 

S. A. )、 la. 25-c1ihydroxyvitamin 03(以下!.2 5 -

(OH) 203 と略記する、帝人生物医学研究所;東京)

5 -フ/レオロウラシ/レ l以下 5-F Uと 略 記 す る 、 協

和醗醇;東京)、 牛血清ア/レブミン (Fraction V. 

S i g m a )、遺伝子組換え型マウスインタ ー ロイキ

ン-3 (以下 r[J1 [ L -3と略 記 す る 、 バ イ オ マ テ リ

ア/レ研究所; 横浜)、遺伝子組換え型ヒトイン

ターロイキン-6 (以下 rh [ L -6と略記する、味の

( 4 ) 



素;川崎) メチルセルロース (Ardrich Chemical 

Co. :Mi IWJukee. Wl. U. S. A.)、 造 伝 子 組 換 え 型

マウス頼粒球一 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ - 刺 激 因

子(以下 rm G M -C S Fと略記する、住友製薬;大阪)

プ ロ ナ ー ゼ E(科研製薬;東京)、エチレンジアミ

ン四酢酸ナトリウム(以下 EDTAと略記する、手口

光純薬，大阪)、 N -2 -h y d r 0 X y e t h 1 p i p e r a z i n e 

-N' -2 -ethnesulfonic acid(以下 HE P E Sと略記

する、和光純薬)、グ/レタ/レア/レデヒド(ナカラ

イテスク;京都)、カコジ jレ酸(ナカライテスク)

2 ) 象牙片上で培養した全骨細胞の骨吸収活性

の測定

全骨細胞培養は、 Ta k a d aらの方法(l 9 )に 従っ

て行った。すなわち 、 13日齢 IC R系マウス(チヤ

ー/レスリバージャパン東京)の大腿骨および腔

骨を無菌的に取り出し、軟組織を除去した後に

5九(v/v)FBSを含む a-M E M中でハサミを用いて十

分に細切した 。細切した骨片は電動モーターを

( 5 ) 



用いて、携祥し、骨片より破骨細胞を含む細胞

を培養液中に遊底させた。その後、約 4分 間 静

置し、骨片を沈殿させ、上清を集め、全骨細胞

浮遊液とした。 こ の 採 取 し た 全 骨 細 胞 を 、 5月(v 

Iv) FBSを含む a-M E Mで 2x 1 0 6 個 Imlの細胞密度に

調製し、その 250戸lを 96穴平底プレート (Falcon

L a b w 日re; Oxnard. CA. U. S. A.)中の象牙片(新日

本象牙;東松山)上で培養を開始した。 2時間後

に、各濃度の TGF-slおよび 5児(vlv)FBSを 含 む α-

MEM 250戸|に交換し、 37 'c、 5 月 C02 / 95~ö 空気の気

椙下でさらに 4日間培養した。ついで、象牙片

上に存在する破骨細胞に、 Van de Wijingaertら

の方法(2 5 )に従い破骨細胞のマーカ-染色であ

る酒石酸耐性酸フォスファターゼ(以下 TRAPと

略記する)染色を行い、 3核以上の TR A P陽性の破

骨細胞数を顕微 鏡下で算定した。破骨細胞によっ

て 形成 され た吸収富は 、 細胞をブラシで除去し

た後に、酸性ヘマトキシリン溶液で染色した。

吸 収 窟 の 面 積 は、接眼レンズに組み込まれたグ

リッド (基盤目盛)より算定した 。

( 6、)



3 ) 象牙片上での全骨細胞からの破骨細胞形成

の測定

上記のようにして 採 取 さ れ た 全 骨 細 胞 を 、 5Yj

(vlv) FBSを含む日 -MEMの中で 2x 105 個 Imlの細胞

密度になるように 調製 し、 その 250戸|を 96穴

プレートの象牙片上に播き培養を開始した。 7

日後に、培養開始時に存在していた破骨細胞が

消失したのを TR A P染色で確認し、 5O~ (v I v) F B Sと

TGF-slを含む培養液に交換し、 5日間培養した後

に、上記と同様 な 方 法 で 破 骨 細 胞 数 を 算 定 し J:た。

4) 芽球細胞の調製

芽球細胞は Kurlharaらの方法(2 0 )に従って調

製した。すなわち、 6週齢雌 B0 F 1 マウス (チャ-

jレスリバージャパン)の尾静脈に 5-F Uを注射し、

S拐の細胞に障害を与え牌践における造血幹細

胞の占める割合 を選択的に増大させた。 4日後

牌肢を無菌的に摘出し、この牌践より得た牌細



胞を 、 1. S x 1 0 6 個 mlの濃度に調製した。この時

用いた j音養液は、 30 Oo い:'v) F B S、 l ~~ (w/v) 牛

血清アルブミン、 50U/ml rm!L-3、 30 ng/ml rh 

[ L -6、 1.2月(w/ v) メチ/レセ jレロースを含む a-M E ~l 

であ
。

7
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この 細胞浮遊液を、 35mm径細胞用ブラ

スチックペトリ 皿 (FJlcon Labware)に掻き込み、

3 7 r、 5月CO2/95%空気の気相下で培養した。培養

7日後、形成された牌臓由来の芽球コロニーを

顕微鏡下で、マ イクロピペットで採取し、 5月(v / 

v) F B S、10 0 U / m 1 r m G M -C S Fを含む a-M E M中に分散

した。以後この細胞を芽球細胞と呼ぶ。

5 )骨芽細胞の培養

骨芽細胞として骨芽細胞様細胞株 MC 3 T 3 -E 1を

。 細胞を 10 0 m m径フラスチックペ用いた ( 2 5 ) 

トリ血中 (Falcon Labware)で、 10九(v/v)FBSを

含む a-M E ~I 中で 3 7 r 、 5 ~~ C02 / 95% 空気の気相下で

培養した。その後 3日おきに、 Ca 2ふと Mg 2←を除

いた 10m¥1 リン該緩衝生理食塩水(p H 7. 4)に O.0 0 1 

( 8 ) 



月(w/ v)プロナ ー ゼ E、 O.0 2児 (w/v) EDTAを 加 え

た溶液で 10分間 室 温で処理して細胞を分散し、

継代培養を行った。

6 )培養上清の調製

培 養 上 清 ( 以下 CMと略記する)は以下に述べる

方法で調製した。すなわち、 10 0 m m径プラスチッ

クペトリ皿上で 密 に 増 殖 し た 単 層 細 胞 (3 x 1 0 6 個

/皿)の培養液(1 0児FB Sを含む a-MEM)を 1 n g / m I 

T G F -s 1 を添加した新しい培養液と交換し、さ

らに 24時間培養した。その後 a-MEMで 3回洗浄し

て TG F -s 1を除去し、血清を含まない日 -MEM 10ml 

を加えさらに 24時間培養した。培養液中の細胞

を、 1.000xg、 5分間遠心して除去した上清を CM

とした。 CMは 使用時まで-8 0じで保存した。

7 )細胞抽出液の調製

( 9 ) 



細胞抽出液は Fu 1 1 e rらの方法 (2 6 )に準じて調

製した。すなわち、上記の CMを 調 製 し た MC3T3-El

細胞(3 x 1 0 6 個 /血)を更に a-M E Mで 3回洗浄した後、

ラパーポリスマ ンにて細胞を採取し遠沈管に回

収した。これを 10mM H E P E S を含んだ 2m 1の 2M 

NaCl (pH 7.4)中 に 浮 遊 さ せ 、 室 温 で 30分間放置

した後、 3.000xgで 5分間遠心して不溶成分を沈

殿させ上清を回収した。この上清を、 Se p -p a k 

C 1 8 ミニカラム (Waters;Mi 1 ford. MA. U. S. A.)に

通して脱塩し、 80児(v / v )アセトニトリ/レ溶出画

分を得た。次に、これを減圧濃縮し、簡易微量

濃 縮 器 ( セ ン トリコン 30;Amicon ]apan Co..東

京)で限外滋過を行って得た分子量 30.000以上

の 画 分 を 蒸 留 水で再び 2mlとし、 Na C 1抽出液の

原液として用いた。

8 )芽球細胞からの TRAP陽性多核細胞形成の測定

8 0 0個の芽球細 胞 を 含 む 細 胞 浮 遊 液 150戸lを 96 

( 1 0 ) 



穴プラスチックマイクロプレート (BloTec;東京)

の各穴に植え込み、 37 'c、 5児C0 2/9 5児空気の気相

下 で 7日間培養した。以後この時点での細胞を

未 分 化 破 骨 細 胞と呼ぶことにする。この培養液

を 5月(v/v)FBS、 I0 0 U / m 1 r m G M -C S F、IO-8M 1，25-

(OH) 2D3 と被検標品を含む新しい培養液に交換

した。さらに 3日間培養した後、 3核以上で TRAP

陽性の多核細胞数を顕微鏡下で算定した。

9 )透過型電子顕微鏡による破骨細胞の観察

， 

象牙片上で全骨細胞を 4日間培養した後 、 O.I 

M カコジ jレ酸緩衝液(p H 7. 4)で培養細胞を洗浄

し、 2.5月グ/レ タノレア/レデヒドを含む O.1Mカコ

ジノレ酸緩衝液で 4'c、 2時間の前固定を行った。そ

の後、 O.1Mカコジ jレ酸緩衝液で一晩洗浄した後、

O. 1M EDTA で I5日間脱灰を行った。次いで、こ

の細胞標品を O.25M 蕉糖を含む O.1Mカコジ/レ酸

緩衝液で 2日間洗浄した後 、 2児オスミウム酸

を含む O.1Mカコ ジ / レ 酸 緩 衝 液 で 4'c、 4時間の後

、13ノ1
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固定を行い、通法にしたがいアルコ ー ル系列に

よる脱水を行った 。 脱 水 後 、 エ ポ ン 包 埋 し 、 さ

らに超薄切片を作成した後、酢酸ウラニール

クエン酸鉛で 2重 染 色 を 施 し 透 過 型 電 子 顕 微 鏡

(目立 H8 00;目 立製作所.東京)を用いて観察した。

1 0)統計学的解析法

実験データの有 意 、 差 検 定 は 、 Student's t-test 

により行った。

r 

( 1 2 ) 
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l 培養マウス全骨細胞に存在する破骨細胞 へ の

T G F -s l の影響

培養マウス全骨細胞に存在する破骨細胞の骨

吸収活性に対する TG F -s lの影響について検討し

た 。 骨吸収活性は、象牙片上でマウス全骨細胞

を 4日間培養し、破骨細胞によって形成される

吸収窟の面積に より評価した 司なお Ta k a d aら (l 9) 

は全骨細胞を 4日間培養しても破骨細胞の核;rブヲ

への 5-ブロモデオキシウリジンの取り込みがみ

られ な い と 報 告している。そこで本実験では培

養マウス全骨細胞に存在する破骨細胞の影響の

みを観察するため、破骨細胞の新生がみられな

い実験条件として培養 4日までを選んだ。 J
Z
 

最初に、 TG F -s lの存在下での破骨細胞数および

吸収寓の面積の 経時変化を検索した。破骨細胞

数は培養 4日間では、 1 n g i m 1の TGF-sl添加群、

未処 理対照群において、ともに減少傾向が認め

( 1 ，3 ) 



られたものの、両者の間に有意差は認められな

かった(図 1A)。 し か し 吸 収 窓 の 形 成 は 、 培 養 3

日目より TGF-8l添加 群 に お い て 著 明 な 抑 制lが認

められた(図 18)。さらに、表 lに示すように

吸収富の形成は TGF-8lの濃度に比例して抑制さ

れ、その抑制効果は TGF-8l O.2ng/mlより高濃

度で 有 意 差 を 認めた。しかし、破骨細胞数にお

いては、どの濃度 で も 有 意 、 差 が 認 め ら れ な か っ

た。すなわち、 TGF-slは破骨細胞あたりの骨吸

収 活性を抑制することが示唆された。

次に、 TGF-8lによる破骨細胞の形態的変化を

電子顕微鏡レベ/レで解析した。未処理対照群の

破骨細胞には、 象 牙 片 に 面 し て 波 状 縁 が 伸 展 し 、

細胞辺縁には象牙片に密着した明帯がみられ、

細胞内には多数のミトコンドリアが存在し細胞

の形態は扇平であった(図.2 A)。しかし、 TG F -8 l 

添加 群 で は 波 状縁は屈曲し、明帯の形成は非常

に乏しく、また細胞の形態は TGF-sl添加群では

丸みをを帯びていた。またミトコンドリアの数

お よ び 大 き さ の減少が認められた(図 28 )。

( 1 4 ) 



これらの実験結果より、 TGF-Plは破骨細胞の

骨吸 収 活 性 を 抑制lする因子であることをが示唆

された。

2 破骨 細胞 形成に対する TGF-}31の影響

象牙片上でマウス全骨細胞を 50
o(v/v) FBSのみ

を含む日 -MEMで 7日間培養して 、 全骨細胞の培養

開始時に存在していた破骨細胞を消失させた後、

1.25-(OH) 203 あるいは TG F -s 1を加えて 5日間培

養して誘導される破骨細胞数を算定した。図 .3

Aに 示 す よ う に 、 1.25-(OH) 203は単独で破骨細

胞形成を促 i差したが 、 TG F -s 1の単独処理では破

骨細胞の形成は認められなかった。しかし、 1.

2:)-(OH) 203 と併用すると TGF-slは 1.25-(OH) 203 

の破骨細胞形成促進効果を増強した。この TG F -

Jlの 増 強 ヌ ) ) 果は濃度に依存し、 1 n g .1 m 1で最大

となったが、 5 n g ." m [ではその効果がみられな

くなった(図 3B )。

この系には未分化政骨細胞以外の細胞も J
Z
 

ム己
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れているので、 TGド-s 1 の効果がこれら共存する

細胞を介する間接的なものである可能性が考え

ら れる 。そ こで TG F -s 1 の破骨細胞形成に対する

直接作用を検討するため、骨芽細胞などの異種

細胞を含まない未分化破骨細胞からの TRAP陽性

多核細胞への分化に及ぼす影響について検討し

た。その結果、 TG F -s 1 は 1.25-(OH) 203 によって誘

導される TR A P陽性多核細胞形成を 1 n g / m 1以上

の濃度で抑制することが明らかになった(図 4)。

そこで次に、全骨細胞培養系でみられた 1，2 5 -

(OH) 203存在下での TGF-slの 破 骨 細 胞 形 成 促 進

作用 に 骨 芽 細 胞が関与しているか否かについて

検討した。この実験では 、 TG F -s 1 で 24時間処理

した MC3T3-E1細 胞から CMと 2M NaCI抽出液を調

製した。その後、 未 分 化 破 骨 細 胞 を 10-8M 1.25 

-(OH) 203存在下で 各 種 濃 度 の CMあるいは Na C I抽

出液を添加して TR A P陽性多核細胞の形成に及ぼ

す影響を検討した。その結果、この CMは 81倍希

釈で TR A P陽性多 核 細 胞 形 成 を 促 進 す る こ と が 明

らかになった(図 5)。

( 1 6 ) 



近年のサイトカ イン に関 する 研究 結果 によ れ

ば、細胞より分泌された多くの生理活性物質は

細胞表面や、細胞外基質に結合して存在してお

り、 こ れ ら は 高濃度の Na C 1で抽出されると報告

されている (28-30) 。 そこで、 CM中にみられた

T R A P陽 性多核細胞の形成促進作用をもっ物質は

細胞表面や細胞外基質から遊離した可能性が考

えられるので Na C 1抽出液の TRAP陽性多核細胞形

成 に お よ ぼ す 影響について検討した。その結果

N a C 1抽出液を 1，25-(OH) 203 と同時に添加すると、

1 2 5倍希釈から 625倍希釈において TR A P陽性多核

細胞形成を促進することが判明した(図.6)。こ

の促 進 作 用 に は 1，25-(OH) 203 が必要であり、

N a C 1抽出液単独では TRAP陽性多核細胞の形成を

促進しなかった。

( 1 7 ) 



考 察

骨吸収に対する TG F -s 1の 影 響 を 明 ら か に す る

ため、破骨細胞の吸収寓形成および破骨細胞形

成に対する TG F -s 1の作 用 に つ い て 検 討 し た 。

本研究では、 骨 に 存 在 す る 全 て の 細 胞 を 含 む

と考えられるマウス全骨細胞培養系(1 9 )のみな

らず異種細胞を含まない未分化破骨細胞のみか

らなる培養系(2 0 )を用いて、破骨細胞の機能と

形成に対する TG F -s 1の影 響 に つ い て 検 討 し た 。

全骨細胞を用いた系では、培養開始時に存在

する破骨細胞の骨吸収活性に対 し て TG F -s 1が及

ぼす影響を検討することができる。因に、骨吸

収活性を測定する感度をこの全骨細胞培養系と

従 来の骨の器官培養系とを比較すると 、 前者の

1，25-(OH) 2D3 による骨吸収促進は対照の 4.3倍

( 1 9 )であるのに対し 4 5 C aをプレラベルした骨か

らの 4 5 C a放 出 量を測定した後者の器官培養系で

は対照の 1.8倍 (3 1 )であった。この後者の器官

培養系では、カノレシウムの放出の全てが破骨細

( 1 8 ) 



胞によるものではなく、カ/レシウムの交換反応

も含まれいるため、未処理対照と検体との差が

生じにくいと考えられる。しかし、全骨細胞を

象牙片上で培養した前者では、破骨細胞によっ

て 形 成 さ れ た 吸収寓の面積のみを、破骨細胞活

性と評価したので、 TGF-slの骨吸収活性に対す

る影響を高感度に測定することができたと考え

られる。

本研究で用いた実験系では、 TGF:-slは、濃度

依存的に吸収簡の形成を抑制した。しかし、こ

の際、破骨細胞の数の減少がみられないことか

ら、 TG F -s 1 、は、破骨細胞の骨吸収活性のみを抑

制すると考えられる。一方 、 電子顕微鏡による

観察から、 TG F -s 1で処理した破骨細胞では明帯

の形成が乏しくなり、波状縁は骨面には伸展せ

ずに、ミトコン ド リ ア の 数 も 減 少 し た 。 加 え て 、

細胞全体の形態も丸みを帯び、活発な破骨細胞

でよく見られるよ うな扇平な形態ではなくなっ

た。従って、電 子 顕 微 鏡 レ ベ / レ で の 解 析 か ら も

T G F -s 1は破 骨 細胞の骨吸収活性を抑制している

( 1 9 ) 



といえる o

Hattersleyと Chambers(32) は破骨細胞のみの

系と 破 骨 細 胞 と骨芽細胞が共存する培養系を用

いて実験を行い 、 TGF-slは後三者でのみ骨吸収を

促進すると報告し て い る 。 し か し 、 本 実 験 で は

TGF-slにより骨吸収が抑制された。この矛盾し

た結果の原因は現在のところ明らかではないが、

その原因のーっとして、骨芽細胞を含めた混在

細胞の含有率や 分化度の差による可能性が考え

られる。

次に、この全骨細胞培養系を用いて、破骨細

胞 形 成 に 対 す る TG F -s 1の影響について検討した。

o h t aら(3 3 )や Ke 1 1 e rら(3 <4 )は、 TGF-slは血液系

前駆細胞の G1期に働き、細胞周期を調節してい

ると報告している。 また Ch e n uら(3 5 )はマウス

骨髄培養系では、 TGF-slは 1，25-(OH) 203 で誘導

され る 破 骨 細 胞形成を抑制すると報告している。

しかし 全骨細胞を用いた本実験において、

T G F -s 1は単独ではなんら作用を示さなかったが、

1， 25-(OH) 203 の破骨細胞形成能をさらに促進し

( 2 0 ) 



た。この全骨細胞には血液系細胞以外に、骨表

面上に存在する骨芽細胞などの間質系細胞も含

んでいる。よって、この系でみられた TGF-slの

効果はこれら混在する破骨細胞以外の細胞を介

する間接的な作用である可能性が考えられる。

従って、より詳細な検 討には単一細胞 からなる

破骨細胞形成系を用いることが必要である。

そこで、最近開発された血液系芽球細胞からの

破骨細胞形成系 (2 0 )を用いることにした。
、F

」一

の 系は骨芽細胞などの間質細胞を含まず、 1，2 5 

-(OH)2D3存在下で未分化破骨細胞から破骨細胞

の 特徴を備えた TRAP陽性多核細胞が形成される。

その結果 TGF-slは、 1， 25-(OH) 203による TRAP陽

性 多 核 細 胞 形 成を抑制することがわかった(図.

4 ) 。 こ の 結 果は、間質細胞の混在が少ない骨髄

細胞を用いた Ch e n uら(3 5 )の結果と一致する。

B u r g e rら (2 1 )および R0 d a nら (2 2 )は、破骨細

胞 の 形 成 に は 、骨芽細胞が必要であると報告し

ている。さらに、 Udagawaら (3 6 )は、骨髄から

得 た株化間質細胞も 、 牌 細 胞 か ら の 破 骨 細 胞 様

( 2 1 ) 



細胞の形成に関 与 し て い る と 報 告 し て い る 。 ま

た、 Hi u r aら(2 3 )は、骨芽細胞が骨細胞へ分化

する段階により破骨細胞形成に対する影響が異

なると報告してい る 。 そ し て 、 本 研 究 結 果 も

間質細胞の含まない未分化破骨細胞からの TR A P 

陽性多核細胞形成系では、 TGF-slは多核細胞形

成を 抑 制 し た が、対称的に骨芽細胞を含むと考

えられる全骨細 胞の系では、 1， 25-(OH) 203 の存

在下で、逆に促 進がみられた。そこで、次に後

者での骨芽細胞の役割について検討した。骨芽

細胞として、骨芽 細 胞 様 細 胞 株 MC3T3-E1を用い

た。この細胞は、骨芽細胞の特性、すなわち高

いア/レカリフォスファターゼ活性 ( 2 4 )と I型

一フコ ーゲン産生能を有している ( 3 7 ) 上 、骨代謝

を 調 節 す る 種 々 のホ/レモンやサイトカインに応

答することが報告されている(3 ト 3 9 )。 この

MC3T3-E 1 Af胞を TGF-slで処理することによって

得られた CMは未分化破骨細胞からの TRAP陽性多

核細胞形成を 1， 25-(OH) 203の存在下で促進した0

Sumitaniら(4 0 )は、 TG F -s 1 は MC3T3-E1細胞のプ

( 2 2 ) 



ロスタグランジン E2産生 を促 進 すると報告して

いる。また Tashjlanら (1 7 )は TGF-slによる骨吸

収促進にプロスタ グ ラ ン ジ ン E2 の介在があると

示唆している。しかし、未分化破骨細胞からの

TRAP陽性多核細胞 形成系ではプロスタグランジ

ン E2 は多核細胞形成を抑制することから(著者

ら、未発表)、この CM中には、フロスタグラン

ジン E2 以外の TRAP陽性多核細胞を促進するサイ

トカインの関与が考えられる。

また最近、 PTHなどにより骨芽細胞様細胞か

ら産生される破骨細胞の活性と形成を促進する

生理 活 性 物 質 が、細胞表面や細胞外基質のプロ

テオグリカンなどと結合していると報告されて

いる (26-30)。そこで TG F -s 1で処理した MC3T3-El

細胞の Na C I抽出画 分 に つ い て 検 討 し た と こ ろ 、

この画分に TRAP陽性多核細胞の形成を促進する

物質が存在していた。この結果も TG F -s 1の破骨

細胞形成促進作用が骨芽細胞を介して発現して

いることを示唆している。更に、この因子が骨

芽細胞表面に付 着 して 存在す ることから、骨芽

( 2 3 ) 



細胞と未分化政骨細胞との接触を介して破骨細

胞形成の調節に携わることが可能となるものと

考えられる。

以上の結果から、 TG F -s 1は、破骨細胞の骨吸

収活性を抑制することが明らかになった。また、

TGF-slは未分化破骨細胞に直接働き破骨細胞の

形 成 を 抑 制 す るが、骨芽細胞を介して間接的に

促進するという ことが判明した。今後は、 TG F -

jlの作用で骨芽細 胞か ら産 生さ れる 生理 活性 物

質について、詳しく研究していくことが必要で

ある。

( 2 4 ) 



←上三ム
jドロ 日間

TGF-slの骨吸収に対する作用を明らかにする

ため、象牙片上での破骨細胞の吸収窟形成およ

び未分化破骨細胞の破骨細胞への分化に対する

T G F -s lの作用について検討し次の結果を得た。

I.TGF-slは破骨細胞の吸収富形成を、濃度依

存的に抑制した。

2. TGF-s l は骨芽 細 胞 を 含 む 全 骨 細 胞 培 養 系 で 、

1，25-(OH) 2D3 によって誘導される破骨細胞形成

を促進した。

3. TGF-s l は牌臓由来の未分化破骨細胞に直接

(動き、破骨細胞への分化を抑制した。

4.TGF-slで処理したマウス骨芽細胞様細胞株

MC3T3-Elの培養上清と Na C 1抽出画分に破骨細胞

形成促進因子の存在が示唆された。

( 2 5 ) 



以上の結 果 より、 TGF-Plは 、破 骨細 胞の 骨

吸収活性と未分化破骨細胞の分化を抑制するが、

骨芽細胞を介する 間 接 作 用 で は 破 骨 細 胞 の 形 成

を 1.25-(OH) 203存在下で促進するという生理活

性 を 保 有 す る ことが示唆された。

r 

( 2 6 ) 



制をたきえるにあたり、終始御指導、 iitn校閲を

賜りました徳島大学歯学部歯科矯正学講座河田

照茂教授、ならびに口腔生化学講座井上秀夫教

授、口腔外科学第二講座佐藤光信教授に心から

感謝の意を表わしますとともに、本研究の遂行

に際し、懇切丁宇な御助言を頂きました、明海

大学歯学部口腔解剖学第 - BI~ 庄久米川正好教授

ならびに低島大学歯学部歯科焔正学的~住谷光

治講師に深謝します。最後に本研究に終始御支

援御協力を頂いた、徳島大学歯学部歯科矯正学

講座の諸先生方に厚くお礼を申し上げます。
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図の説明

(図!の説明)

全骨細胞培養系での破骨細胞数 (A) および吸収

富面積 (B)の経時的変化に及ぼす TG F -s 1 の影 響

。-0未処理 対照

.-・1 ng/ml TGF-sl 

実験方法 2)に記載した方法で、全骨細胞を象

牙片上でい 4日間培 養 した。経時的に象牙片を

取りだし、破骨 細胞数および吸収寓の面積を測

定 した c

各点は 4検 体 の平均値および標 準 備差を示す 。

* :未処 理 対照 との間に有意、差を認めた (pくO.0 

C
 

F
』

h
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(図 2の 説 明 )

破骨 細 胞の 透 過型電子顕微鏡による観察

全骨細胞を象牙 片上で」日 間培養し 、 実 験 方

法 9)に 記載した方法 で標 本 を 作製し た 。

A 未処理対 RR詐 : 象 牙 片 に 百して良く発



J 

達 し た 波 状 縁(R B)、明帯 (C Z )がみられ、細

胞内には多数のミトコンドリア (MT) が観察

さ れ る 。 (x5000)

B.l ng/ml TGF-sl 添加群:波状縁は屈曲し、

明帯の形成は非常に弱い。 (x5000)

(図 3の説明)

(A .)全骨細胞培養系での破骨細胞形成 に及ぼす

T G F -s 1 と 1.25-(OH) 203 の影響
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実験方法 3)に記章受した方法で、全骨細胞を 7

日間培養して、破骨細胞を消失させた後、 1.2 5 

-(OH)203あるいは TG F -s 1 を 添 加 し た 培 養 液 に て

培養し、経時的に破 骨 細 胞 数 を 算 定 し た 。

各点は 4検体の 平均値および標準備差を示す c.

* [ 0 包 M [， ~5- (OH) 2D3添加群との間に有意、

差を認めた(pくO.0 5 )。



( B)全骨細胞培養系での破骨細胞形成に及ぼす T

G F -s lの効果(濃度依存性)

(A) と同様に全 骨 細 胞 を 培 養 し 、 1.25-(OH) 203 

と TGF-sl添加 5日目に象牙片を取りだし破骨細

胞 数を測定した。 各群は 41実体の平均値およ

び標準偏差を示す。*未処理対照との間に有

意、差を認めた(pくO.0 5) 0 

(図 4の説明)

未分化破骨細胞の TR A P陽性多核細胞への分化に

及ぼす TG F -s l の影 響 ( 濃 度 依 存 性 )

実験方法 s)に記章受した方法で、未分化破骨細

胞 を 10-8M 1.25-(OH) 2D3と各種濃度の TG F -s l 

存在下で培養し、 3日後に形成された TR A P陽性

多核細胞数を算 定した。

各詳は 4t実体 の平均値および標準偏差を示す。

*:未処理対照との間に有意差を認めた ¥pくO.0 

J )。



(図 5の説明)

T G F -s 1で処理した MC3T3-El細胞の CMによる TR A P 

陽性多核細胞形成

0-0未処理対照

.-・1 ng/ml TGF-slで処理した MC3T3-El

細胞からの CM 

未分化破骨細胞 を 1Q-8M 1， 25-(OH) 203 およ

び、実験方法 6) で調製した CMを各種濃度添加し

た培養液で培養し、 3日後に形成された TR A P陽

性多核細胞数を算 定 し た 。 i

各点は 4検体の平均 値 お よ び 標 準 偏 差 を 示 す 。

*未処理対照との間に有意差を認めた(pく0， 0 

5 )。

(図 6の説明)

T G F -s 1で処理した MC3T3-El細胞の Na C I抽出液に

よる多核細胞形成

0-0未処理対照

. -・1 n g m I T G F -s I で処理した ¥1C 3 T 3 -E 1 

細胞からの Ntl C I抽出液



未分化政骨細胞を 10-8M 1. ~5 - (OH) 2D 3 およ

び、実験方法 7) で調製した Na C 1 抽出液を各種濃

度添加した培養液で培養し、 3日後に形成され

た TR A P陽性多核細胞数を算定した。

各点は 4検体の平均値および標準偏差を示す。

ネ:未処理対照との聞に有意差を認めた ( p < 

O. 0 5 )。



図.1 

(A) 

200 

100 

大
』
m
M
W
¥
採
起
寝
中
援

4 123  

培養日数

。

(8) 
1.5 

1.0 

0.5 

(
士
恥
N
W
¥
N
5
5
)

制
時
阻
粧
〕
門
可
ぎ

。
4 3 

培養日数

2 



図.2A 

B 



図.3

〉ド

(A) 
200 

100 

文
氏
側
¥
緩
起
寝
止
、
制
~

。
12 11 

培養日数

10 7 

* 

* 

(8) 
200 

100 

-Iけ
R
N特
¥
総
剥
{
{
黒
白
、
当
~ 。

5 

l -

TGF-s1 (ng / ml) 

0.2 0.04 。



図.4

， ， 

100 

50 

¥
A

ヘ
a
H
b
¥
媛
県
{
票
終
ぬ
制
一
、
盤
仏
〈
出
ト

5 0.2 0.04 。。

TGF圃 s1(ng/ml) 



図.5

* 100 

50 

ムヘ

H
，

b
¥緩
『
盟
国
情
築
総
岩
盤
ハ
H
.〈

出
ト 。

1/~~7 1/81 

CMの希釈倍率

Cont 1/273 



図.6

* 

150 

100 

50 

ムヘ，
H

ひ
¥
総
起
黒
川
町
特
ぬ
岩
盤
仏
〈
肖
ド

。
co nt 1/625 1/125 1/25 1/1 0 

塩化ナトリウム抽出液の

希釈倍率

i 一 回目白四回目



表
.
1

 

'‘、

培
養

全
骨

細
胞

の
骨

吸
収

能
と

破
骨

細
胞

数
に

及
ぼ

す
T
G
F
-
s
1
の

影
響

吸
収

筒
面

積
(xl

0
2
 m
 m

2
)
 

破
骨

細
胞

数

破
骨

細
胞

数

象
牙

片

、 、E'''E

勺L-
m一

m一 〆

'E也、-
積一片

面一牙

鶴一象

V
人一

dHHa-

吸一
T
G
F

・s1(ngimi)

1.54
土

0.04

0.77
土

0.08

0.56
土

0.18
*

 

0.46
土

0.04
*

 

0.39
土

0.15
*

 

1.48
土

0.26

2
0
1

土
8

2
0
3

土
2
5

2
0
2
土

21

2
0
5
土

1
6

2
0
8

土
8

221
土

2
3

3.08
土

15

2.88
士

1
2

1.55
土

1
2

1.14
土

3
0
*
 

0.96
土

8
*

0.86
土

1
2
*
 

C
o
n
t
r
o
l
 

0.008 

0.04 

0.2 

5
 

実
験

方
法

2
)

と
3

)
に

従
い

、
全

骨
細

胞
を

象
牙

片
上

で
培

養
し

、
T
G
F
-
s
1

添
加

4
日

後
に

破
骨

細
胞

数
お

よ
び

吸
収

禽
の

面
積

を
算

定
し

た
。

各
値

は
4
検

体
の

平
均

値
お

よ
び

標
準

偏
差

を
表

し
て

い
る

。
*
 .
未

処
理

対
照

と
の

間
に

有
意

差
を

認
め

た
(p<O.05)

。





仁V吉ーエふにe f0 、

治文筈査の;吉宗の雲旨

7司告番号府ll一z 白~ 名i上岡68 玉つ三 ll A c二 寛

一 jょζて-τ ，_ 河田 照茂βヨ)-'-ー

-=-‘ ア~こ フ3正=ミご 員|言:J コ-大5.. 井上 秀チゴプ21
査 佐藤 光信相

{口』
日一一山

破骨細胞の形成と活性に及ぼす

Transforming growth factor-slの影響について

一一.-、
1.--

Zコ
ー

TGF-slは、各種細胞の分化、増殖を調節する多機能な性格を備えたサイトカインであ

る。しかし、破骨細胞の分化、形成に対するこのサイトカインの役割はいまだに明らか
になっていない。

そこで、本研究ではTGF-slの破骨細胞による骨吸収に対する影響を調べるため、新生

マウス長管骨より採取した骨組織中の全ての細胞(以下、全骨細胞と略記する)を象牙

片上で培養した。 TGF-slは0.04-5ng/m[の濃度で、破骨細胞による骨吸収を抑制するこ

とがわかった。電子顕微鏡による観察では、ミトコンドリアが減少し、波状縁、明帯の

形成が弱いことからも破骨細胞の骨吸収活性の低下が示唆された。

全骨細胞を用いた破骨細胞形成系では、 10-8Mの活性型ビタミンD3とともにTGF-slを

添加すると0.2-1ng/m[の濃度で破骨細胞形成を促進することがわかった。次に破骨細

胞の形成過程に異種細胞の混入を除いた血液芽球細胞からの破骨細胞形成系を用いてTG
F-Blの破骨細胞形成に対する直接作用について検討した。意外なことにTGF-slは、 O.2 
ng/m[より高濃度の群において破骨細胞形成を抑制した。

近年、破骨細胞の形成には、骨芽細胞が関与していると報告されている。そこで骨芽

細胞を介した間接的な影響を検討するために、骨芽細胞として骨芽細胞様細胞MC3T3-EI
細胞を用い、この細胞を 1ng/m[のTGF-slで処理した後に得られる培養上清、細胞外基

質の塩化ナトリウム抽出液を用いて破骨細胞に対する影響を検討したところ、 10-8Mの

活性型ビタミンD3共存下で破骨細胞形成を促進した。

これらのことから、 TGF-slは破骨細胞の活性に対しては、抑制を示す。しかし、破骨

細胞形成に対しては、直接、破骨細胞の形成を抑制|するが、間接的には骨芽細胞を介し
て促進することが示唆された。

上記の結果はTGF-slの骨吸収におけるメカニズムを解析するのに有用であり、また矯
正力の作用後慌の解明にも寄与すると考えられる。

従って、本研究は歯科医学の発展に貢献することが極めて大であり、本論文は博士
(歯学)の学位記に値するものと考える。
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