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みを分離して、得られた細胞を骨髄問質細胞として以下の実験に使用した。ま

た、コラーゲンは、ウシ真皮よりペプシン処理で可溶化されたI型コラーゲン

酸性溶液を、COAT群では、培養用ディッシュ上に薄く引き伸ぱした後、乾燥

させ、コラーゲンフイルムの酸を除去するために、PBSで洗浄したものを用い、

3D群では、HEPES bufferおよぴ5倍濃度のa-MEMを加えて中性化したI

型コラーゲン溶液に細胞を混和した後、C02インキュベータ内に約2時間放置，

しグル化させた。また、本研究においてはデキサメタゾン、ロ‐グリセロホえ、

フェ ー ト等 の分 化 誘導 物質 を 添加 せず に 細胞培養 を行なった。

  最初に、2D群ならびに3D群の細胞数の経時的変化をMTSアッセイにて測

定した。2D群では、O日後から5日後にかけて細胞数は経時的に増加し、6

日後には5日後と比較して減少した。3D群では、O日後から28日後にかけ

て細胞数は経時的に増加し、35日後の細胞数は28日後とほぼ同じ細胞数を示

した。この結果から、3D群における28日後の細胞密度、すなわち15 xi06個

/mlをコンフルエン卜の細胞数とみなし、以後の実験における3D群の播種密

度とした。また、各群の細胞がコンフルエントに達した時点を以下の実験の開

始日とし、実験開始日より1、2、ならびに3週後に各群の細胞を回収して以後

の実験に用いた。

  次に、骨芽細胞が特異的に産生する非コラーゲン性細胞外マトリックスであ

るオステオカルシン(OCN)およびボーンシアロプロテイン(BSP)の相対的

mRNA量をSmart Cycler Systemを用いたりアルタイムRT-PCR法にて測定

した。OCNの mRNAは、 1週後では2D群、COAT群ならびに3D群のいず

れにおいても検出できなかった。2週後では、3D群のみOCNのmRNAが検

出され、3週後では、3D群のOCNの発現が、2週後に比べて著しく増加した

が、2D群ならびにCOAT群ではその発現は検出されなかった。BSPのmRNA

は、OCNと同様に1週後では、いずれの群においても検出できなかった。2週

後では、3D群のみBSPのmRNAが検出され、3週後では、3D群のBSPの

発現が、2週後に比べて著しく増加したが、2D群ならびにCOAT群ではその

発現は検出されなかった。

  さらにりアルタイムPCR法にてmRNA量の著しい増加が認められたOCN

およびBSPの、培養3週後の各サンプルを、ノーザンブロット法にて確認し

た。

OCNのmRNAは 3D群 にの み約 0.6kbの バ ンド が検 出され、2D群及び

COAT群においては検出されなかった。また、BSPのRNAプローブを用

いたところ、3D群にのみ約2kb及ぴ1.6kbのBSPのmRNAに相当する位置

に 2本 の バ ン ド が 検 出 さ れ 、 他 の 2群 で は 検 出 さ れ な か っ た 。
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  次に、骨髄問質細胞の骨芽細胞への分化の指標のーっとして、alkaline

phosphatase (ALP)の活性を測定した。ALP活性はフェニルリン酸基質法に

て測定し、またDNA量はへキスト33258を用いて測定して、求められたALP

活性値をDNA量で除し、細胞あたりのALP活性値を算出した。1週後では3

群間に顕著な差は認められなかったが、2週後では、3D群は2D群及ぴCOAT

群と比較して約2倍高い値を示した。さらに3週後では3D群は2D群の約4.7

倍、COAT群の約3.2倍高い値を示した。また、3週後のCOAT群は2D群と

比較してやや高い値を示した。

  また、骨芽細胞関連遺伝子であるオステオポンチン(OPN)、I型コラーゲ

ンaくD鎖（al）ならびにALPの相対的mRNA量をりアルタイムRT-PCR法

にて測定した。OPN遺伝子の発現は、1週後では3D群は他の2群と比較して

やや多く発現しており、．2週後および3週後において経時的に増加した。これ

に対し、2D群及びCOAT群では、1週後から3週後において、その発現量の

変化は認められなかった。alのmRNAは、いずれの群でも産生が認められ

たが、3週後の3D群でのみ高い発現が見られた。ALPのmRNAは、OPNと

同様に1週後では3D群が他の2群と比べて高く、2週後および3週後におい

て発現量が増加したが、他の2群では1週後から3週後において変化は認めら

    ー

れなかった。

  本研究において、ラット骨髄問質細胞をI型コラーゲンゲル内三次元培養法

および通常の単層培養法やコラーゲンコート上での単層培養法にてそれぞれ培

養し、骨芽細胞関連遺伝子群の発現を比較検討した。

  以上をまとめると

1.  骨芽細胞特異的に発現が認められる、OCN及びBSPのm恥治は、3D群

    の2週及び3週後において発現が誘導されたが、2D群及ぴCQ灯群で

    は検出されなかった。

2．  ALP活性は、3D群の2週及ぴ3週後において2D群及びCOAT群と比較

    して高値を示した。

3．  OPN、a1及び ALPのm心 岨の発現量は、3D群において2D群及び

～  Cの虹群と比較して高値を示した。

  以上の結果より、ラット骨髄問質細胞をコラーゲンゲル内で三次元的に配置

して培養すると、骨芽細胞への分化が誘導されることが明らかになった。この

ことから、培養下におけるラット骨髄問質細胞の骨芽細胞への分化において、

三次元的な細胞配列と、三次元的に構築されたECMからのシグナルが重要な

要素であることが示唆された。



学位論文審査の要旨

    学位論 文題名

ラット骨髄問質細胞の

I型コラーゲンゲル内三次元培養における

  骨芽細胞関連遺伝子群の発現誘導

  審査は主査、副査全員が一同に会して口頭で行なった。はじめに申請
者に対し本論文の要旨の説明を求めたところ、以下の内容について論述
した。  ’

  本研究は、ラット骨髄問質細胞のI型コラーゲンゲル内三次元培養法
を用い、細胞の三次元的配置ならびに細胞外マトリックス(ECM)と骨芽
細胞分化との関連性について調べる目的で、ラット骨髄問質細胞を、通
常の培養ディシュを用いて単層培養した群（2D君勒、I型コラーゲンに
てコートされたディシュで単層培養した群(COAT群）、ならびにI型コラ
ーゲンゲル内で三次元的に培養した群（3D君靭の3条件にてそれぞれ培養
し、骨芽細胞関連遺伝子群の発現を比較検討した。実験に用いた細胞は、
ウィスター系雄ラットの大腿骨骨髄より採取し、15％FBS含有a-MEM
培地にて培養し、細胞培養用フラスコに付着した細胞のみを分離して、
得られた細胞を骨髄問質細胞として以下の実験に使用した。最初に、骨
髄問質細胞の細胞数の経時的変化をMTSアッセイにて測定したところ、
3D群では、O日後から28日後にかけて細胞数は経時的に増加し、35日
後の細胞数は28日後とほば同じ細胞数を示した。この結果から、3D群
における28日後の細胞密度、すなわちisXl05個/nLl_をコンフルエン
トの細胞数とみなし、以後の実験における3D群の播種密度とした。ま
た、各群の細胞がコンフルエントに達した時点を以下の実験の開始日と
し、実験開始日より1、2、ならぴに3週後に各群の細胞を回収して以後
の実験に用いた。次に、骨芽細胞が特異的に産生する非コラーゲン性細
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胞外マトリックスであるオステオカルシンおよびボーンシアロプロテイ
ンのmRNA量をりアルタイムRT-PCR法及びノーザンブロット法にて
測定したところ、3D群の2週及び3週後において発現が誘導されたが、
2D群及びCOAT群では検出されなかった。また、骨髄問質細胞の骨芽細
胞への分化の指標のーっとして、alkaline phosphatase (ALP)の活性を
測定したところ、3D群の2週及び3週後において2D群及びCOAT群と
比較して高値を示した。さらに、骨芽細胞関連遺伝子であるオステオポ
ンチン、I型コラーゲンQ（I）鎖ならびにALPの相対的mRNA量をりア
ルタイムRT-PCR法にて測定したところ、3D群において2D群及び
COA群と比較して高値を示した。以上の結果より、培養下におけるラ
ット骨髄問質細胞の骨芽細胞への分化において、三次元的な細胞配列と、
三次元的に構築されたECMからのシグナルが重要な要素であることが
示唆された。

  引き続き審査担当者と申請者のあいだで論文内容および関連事項につ
いて質疑応答が行なわれた。
    ́
主な質問事項として、
（1）三次元培養により、骨芽細胞への分化が誘導された理由
（2）細胞外マトリックスと骨芽細胞分化との関係について  ・
（ 3） 他 の 中 胚 葉 由 来 細 胞 へ の 分 化 の 可 能 陸 に つ い て
（4）リアルタイムRT-PCR法について
（ 5） 臨 床 応 用 を 考 慮 し た 上 で の 将 来 的 展 望 に つ い て
などであった。．

  これらの質問に対し、申請者は適切な説明によって回答．し、本研究の
内容を中心とした専門分野はもとより、関連分野にっいても十分な理解
と学識を有していることが確認された。本研究は、ラット骨髄問質細胞
をコラーゲンゲル内で三次元的に配置して培養すると、骨芽細胞への分
化が誘導されることを明確にした点が高く評価され、歯科医学の発展に
十分貢献するものであり、審査担当者全員は、学位申請者が博士（歯学）
の学位を授与するに価するものと認めた。


