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    学位論文題名
Quantitative analyses of alkaline phosphatase activity
    and mineralization process
    ofaclonal osteoblast-like cell IvIC3T3-El

骨芽細胞様細胞株MC3T3-E1のアルカリ性ホスファターゼ活性

    および石灰化過程の定量的解析

学位論文内容の要旨

（目的）矯正臨床における歯牙移動メカニズムを理解する上で、骨形成機構の
研究は重要である。  マウス頭蓋冠由来の骨芽細胞様細胞株であるMC3T3-E1
細胞(El細胞）はin vitroで培養中にコラーゲンなどの細胞外基質を合成・分
泌したのちに骨様組織を形成することから骨形成のモデルとして硬組織石灰化
過程の研究に、またホルモン、サイトカインおよび薬物などの石灰化に作用す
る因子の影響を調べるなど、広く研究に用いられている。  しかし従来の多く
の研究では、石灰化過程は光学顕微鏡を用いる定性的な方法で観察され、骨芽
細胞のマーカーとしてのアルカリ性ホスファターゼ(ALP)活性の解析も不充分
であった。
  ALPはフオスファチジルイノシトール(PI)で骨芽細胞の細胞膜表面に結合
しているエクトエンザイムであり、その一部は細胞膜から遊離してくることが
知られている。ALPは硬組織形成において重要な役割を演じており、これま
でに数多く．の報告がなされているにもかかわらず、ALPの真の機能や石灰化に
おける意義については未だ明らかではない。
  そこで、El細胞の石灰化過程を簡便かっ定量的に解析する系を確立すること
および培養中の両タイプのALP活性の変化を詳細に検討することを目的として
以下の実験を行った。
（材料と方法）El細胞を24穴のブレートの各ウェルに播種して通法に従って
10％FBS添加Q-MEM、5%C02、37℃で培養し、コンフノレエント時をO日目と
してそれ以後5，10，15，20，25，30，35，と40日目まで回収し、これをサンプルとして
以下の測定を行った。
  ALPについては細胞の産生したALPの総量は細胞および細胞外基質に結合し
ているタイプ（結合型）と、メディウム中に遊離したタイプ（遊離型）との合
計であることから、両者をそれぞれ独立して定量した。特に結合型ALPは回収
による損失を防ぐためにウェル内で直接活性を測定した。測定法はBesseyらの
方法に準じ、ノくラニトロフェニルリン酸ゆNPP）を基質に用いた。遊離型ALP
活 性 は メ デ ィ ウ ム を 回 収 し 、 同 様 に 反応 液を 添 加し て 測定 し た。
  結合型ALP活性測定後のウェルでは引き続きタンパク質量を測定し、結合型
ALPの比活性を計算した。
  E1細胞によるコラーゲンの産生はノヽイド口キシプロリン（HP）量として測定
した。  すなわち回収したサンブルに6N塩酸を加えて110℃で24時間加水分
解し、WoesSner法で定量した。
  カルシウム（Ca）量と無機リン（Pi）量は加水分解したサンプルをさらに750℃
で18時間灰化処理したのち、それぞれ原子吸光法とChimet法で定量した。
  （結果）実験に用いたE1細胞は培養開始直後は光学顕微鏡観察下で繊維芽細胞
様の形態をとり、培養開始後約4日でコンフルエントに達した。  その後、敷
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石状に形態を変化させて多層化していった。コンフルエント後約14日で結節
状部位を形成し､20日から30日にかけ石灰化した不透過像が観察されるように
なり、経時的にその堂は増加した。この形態学的観察により、研究に用いた
El細胞は培養中に骨芽細胞に分化し､石灰化組織を形成することが確認された。
そこで我々は石灰化過程を定量的に観察するために以下の分析をおこなった。
HP量は、光学顕微鏡下での結節状部位の形成と石灰化の進行に極めて良く一
致して、コンフルエント後15～40日目にかけて経時的に増加した。これによ
りEl細胞の石灰化過程におけるコラーゲンの産生と細胞外への分泌を定量的に
測定することが可能になった。
Ca量、Pi量もまた、コンフルエント後5～40日目にかけて石灰化の進行に伴
って経時的に増加したことから、これらの測定によりEl細胞の石灰化過程を簡
便かつ定量的に解析することが可能になった。
結合型ALPの活性は、結節状部位の形成や石灰化がまだ生じないコンフルエ
ント後5日目から急速に増加し、20日目に最大活性を示したのちほぼ一定のレ
ベルを保づた･一方、遊離型ALPの活性はコンフルエント後15日目以降35B
目まで、石灰化の進行に良く一致して増加した。

で董含警溌零駕蝿照勢嫌1謙望2毒詮議蓋麗讐書撫
p↑鶏ﾃ対羅擬鶴溌ご呈麦鶴綴騨)剛嶺套秀彦醤ゼ活性を
指標に株化された細胞株である。研究に用いたEl細胞は過去に報告されてい
るものと同様に培養期間中に石灰化部位を形成し、その数と大きさは経時的に
増加した。また培養中のコラーゲン、カルシウム、無機リン量はそれぞれ光
顕下で観察される石灰化部位の数と大きさの増大にともなって増加したことか
ら、これらの測定によって石灰化の過程を定量的に評価することができると結
論した。
ALP活性は骨芽細胞のマーカーとして用いられており、硬組織の形成に際し
ては必須のものとされているが、その機能については未だ明確ではない。ま
たALPは細胞膜表面に存在する酵素であるが、その一部は結合が切れて細胞か
ら遊離してくることが過去に報告されている。しかし§これまでの研究では
ALP活性は細胞に結合した状態の測定が主で、遊離したALPをその後追跡した
実験はほとんどなされていない。さらにその測定方法は細胞を回収した後、
超音波破砕したものを用いるのが一般的で、この方法ではサンプルの調整過程
で一部を損失している可能性がある。そこで我々は損失を防ぐために細胞を
回収せずにウェルの中で直接ALP活性を測定し､さらに細胞に結合したALPと
メデイウム中に遊離したALPとをそれぞれ区別して石灰化期に至るまで長期的
に定量した。結合型ALPの活性は石灰化開始期に最大値をしめしたのに対し、
遊離型ALPの活性は石灰化の進行に伴って上昇を続けた。また双方のALPの
酵素化学的性質にも違いがみられた。以上の結果はEl細胞のALPは結合型
として細胞表面に存在する間に修飾を受けて成熟したのちに遊離型となり、遊
離型がより有効に石灰化の進行に関与することを示唆している。
（結論)El細胞の石灰化過程を簡便かつ定量的に解析する系を確立すること
ができた。細胞に結合したALPではなく遊離したALPがより石灰化に重要で
ある可能性が推察された。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
Quantitative analyses of alkaline phosphatase activity
    and mineralization process
    ofaclonal osteoblast-like cell MC3T3-E1

骨芽細胞様細胞株MC3T3-E1のアルカリ性ホスファターゼ活性

    およぴ石灰化過程の定量的解析

  審査はいずれの担当者も口頭試問の形式、あるいはレポートの提出を求めて、提
出論文の内容および関連分野について試問した。

  矯正臨床における歯牙移動メカニズムを理解する上で、骨形成機構の研究は重要
である。マウス頭蓋冠由来の骨芽細胞様細胞株であるMC3T3-E1細胞（El細胞）
はねvitroで培養中にコラーゲンなどの細胞外基質を合成・分泌したのちに骨様
組織を形成することから骨形成のモデルとして研究に用いられている。しかし従来
の多くの研究では石灰化過程は定性的にのみ観察され、骨芽細胞のマーカーとして
のアルカリ性ホスファターゼ（ALP)活性の解析も不充分であった。ALPは骨芽
細胞のマーカー酵素として硬組織の石灰化に不可欠の酵素であり、遺伝的欠陥があ
る場合には硬組織形成不全をおこすことが良く知られているが、骨形成過程におけ
る本酵素の果たす役割については不明な点が多い。そこで、El細胞の石灰化過程
を簡便かつ定量的に解析する系を確立することと、培養中のALP活性の変化を詳
細に解析することを目的として以下の実験を行った。
  2x l03個のEl細胞を24穴のプレートの各ウェルに播種して10％FBSを含む
Q -MEMで通法に従って培養し、コンフルエンス時とそれ以後5日毎に40日目ま
で細胞および培養液を回収した。これをサンプルとしてハイドロキシプロリン
（HP)量をWoessner法で、カルシウム（Ca)量を原子吸光法で、無機リン（Pi)
量をChifflet法でそれぞれ測定した。ALPについては細胞の産生したALPの総量
は細胞およぴ細胞外基質に結合しているタイプ（結合型）と、培養液中に遊離した
タイプ（遊離型）との合計であることから、両者をそれぞれ独立して定量した。特
に結合型ALPは回収による損失を防ぐためにウェル内で直接活性とタンパク質量
を測定した。測定法はBes8eyらの方法に準じ、人工基質であるパラニトロフェニ
ルリン酸（pNPP)を用いた。
  実験に用いたEl細胞は位相差顕徽鏡観察下で培養開始後約4日でコンフルエン
トに達し、その後、約14日で結節状部位を形成、20日から30日にかけ石灰化し
た不透過像を形成し、経時的にその量は増加した。HP量の経時的増加は、顕微鏡
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下の石灰化過程の進行に極めて良く一致した。Ca量、Pi量も石灰化の進行に伴つ
て増加したことから、これらの測定によりEl細胞の石灰化過程を簡便かっ定量的
に解析することが可能になった。  結合型ALPの活性はコンフルエンス後5日目
から急速に増加し、石灰化開始期に最大活性を示したのちほぼ一定のレベルを保っ
た。ー方、遊離型ALPの活性はコンフルエンス後15日目以降35日目まで、石灰
化の進行経過に極めて良く一致して増加した。結合型と遊離型の至適pHは前者で
9.2～9.7、後者では10.0～10.4であった。また、酵素活性測定の基質であるpNPP
に対するKm値は前者で3.3mM、後者で2.lmMと異なっていた。以上の結果は
El細胞のALPは結合型として成熟したのちに遊離型となり、遊離型がより有効に
石灰化の進行に関与する可能性を示唆している。

  本論文は、歯科矯正学的な歯の移動を行う際の重要な生体反応のーっである骨芽
細胞による骨形成機構の中で、アルカリ性ホスファターゼの役割について検討を加
えたものである。本研究においては、骨芽細胞様細胞株であるMC3T3-E1細胞を
用いて、まず実験系を確立した上で、結合型と遊離型のALPを分離して経時的、
定量的に計測し、石灰化過程と対比してそれぞれの役割を考察すると同時に、それ
ぞれの生化学的な性質の相違を検討している。その結果、結合型と遊離型のALP
におけるその生化学的特性に違いを認め、また石灰化過程におけるその役割に差異
を見出している。この成果は、本研究で初めて明らかにされたものであり、矯正学
的にも、骨形成に関する基礎的研究としても、骨の研究全体に大いに貢献するもの
と考えられる。加えて、試問に対する明快な回答から、申請者は本研究に直接関係
する事項のみならず、関連分野における基礎的、臨床的な広い学識を有していると
認められた。よって、申請者は博士（歯学）の学位を授与される資格を有するもの
と認めた。
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