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研究成果の概要（和文）：　本研究では，初期の骨芽細胞から成熟骨細胞まで，複数の分化段階を示す特徴のあ
る株化骨細胞IDG-SW3およびマウス長管骨由来のプライマリーの骨細胞を，人工重力制御装置を用いて培養し，
微小重力環境下での培養実験が可能かどうか検討した．
　12時間ごとに人工重力制御装置を停止させて顕微鏡下で細胞を観察しながら48時間継続して培養したところ，
細胞は，12時間，24時間，36時間，48時間後のいずれの時間経過においても，コントロールおよび実験群ともに
フラスコに接着しており，細胞の生存に差異は認めなかった．

研究成果の概要（英文）： We tried to culture IDG-SW3, bone cell line cells, which replicates 
osteoblast to late osteocyte differentiation in vitro, and primary osteocyte from mouse long bone, 
in a gravity controller, which can create microgravity environment. We wanted to know if it is 
possible to culture IDG-SW3 cells in microgravity environment.
 We stopped the gravity controller every 12 hours and observed under microscope for 48 hours, 
continuously. Cell adhesion to the flask wall was intact in both the control and the experimental 
group and we could not find any differences in the survival of the cells throughout the time course.

研究分野： 歯科補綴学，口腔インプラント学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 骨組織の主要な細胞である『骨細胞』の機
能については，徐々に解明されつつあるが，
現在に至っても多くが謎に包まれたままで
ある．しかし，骨細胞の役割として，生理的
環境下では骨吸収を促すことがわかってき
た． 
 骨細胞を特異的に死滅させたマウスに尾
部懸垂を施し後肢に荷重がかからないよう
にすると，通常，正常なマウスでは荷重をか
けないことにより起こる骨量の減少が，この
マウスではほぼ完全に抑制されることが明
らかになった（Cell Metab.5(6): 464-75, 
2007）．すなわち骨細胞は，生理的骨吸収の
司令塔になっている可能性が出てきた． 
 また，歯槽骨の吸収や移植骨の術後吸収に
は，共通要素として力学的刺激の欠如が密接
に関わっており，メカニカルストレスに対す
る主要なコントロールを骨細胞が行ってい
る可能性が極めて高いと考えられる． 
これまで微小重力環境下における実験を

実現させるための方法は試みられており，そ
の最も現実に則した方法としてスペースシ
ャトルや国際宇宙ステーションが用いられ
てきたが，その方法には制約が多いのも事実
である．ところが，最近，人工重力制御装置
Graviteが開発され，地球上の１G環境におい
ても微小重力環境による様々な実験が可能
になってきた． 
 

重力制御装置「Gravite®」 
株式会社スペース・バイオ・ラボラトリーズホームペー

ジより 

 
微小重力環境では，骨組織は様々影響を受

けることが知られており，中でも骨細胞は，
そのメカノセンサーとしての役割が明らか
になりつつあるものの，そのメカニズムには
いまだ解明の余地がある． 
本研究においては，①骨細胞株IDG-SW3を

初めて重力環境制御装置中で培養し，その細
胞動態を検証する．さらに，その上で②プラ
イマリー骨細胞を用いて同様の実験を行う
ことで，より生体に近い骨細胞における細胞
動態の解明が期待できる．株化およびプライ
マリー骨細胞を用いて，微小重力環境のみで
なく過重力環境を１G環境とほぼ同じ条件下
で実現させて実験を行う本研究は，学術的に
極めて特色があるといえる． 
 本研究が端緒となり，骨吸収のメカニズム
がより明らかになれば，歯を失った患者のみ

でなく，腫瘍や外傷により失われた顎骨の，
移植骨による再建術後の骨吸収を防ぐ画期
的な薬物療法も可能になることが予想され，
その波及効果は極めて大きなものと考えら
れる． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，株化された骨細胞およびプラ
イマリーの骨細胞を用いて，重力環境制御下
における細胞動態を通常の１G 環境下の細胞
と比較検討することで，重力環境制御下にお
いて交わされる細胞内，細胞間シグナルにつ
いて，そのシグナル伝達分子および受容体，
またその伝達機序の一端を明らかにするこ
ととした． 
 
３．研究の方法 
 確立された骨細胞株 IDG-SW3（J Bone Miner 
Res. 26(11): 2634–2646, 2011.）を用いて，
通常１G 重力環境下における実験を実施した． 
1x106 で凍結した IDG-SW3 を通法に従い解凍
し，コラーゲンコートした直径 150mm ディッ
シュを用いて増殖培地（α-MEM, 10% FBS, 
100U/ml penicillin, 50μg/ml streptomycin, 
50U/ml INF-γ）に播種し，増殖させた．次
に，実験用にコラーゲンコートしたベントキ
ャップ付き 12.5T 培養フラスコ（FALCON 社）
に 4 x 104cells/cm2にて播種し，5％ CO2，33℃
環境下にて培養し，コンフルエントに達した
後，培地を，分化培地（INF-γを含まず，50 
μg/ml ビタミン Cおよび 4mM βグリセロリ
ン酸を含む）に交換し，コントロールはイン
キュベータ内に平置し，実験群は Gravite に
搭載して，5％ CO2，37℃環境下にて培養した．
培地を分化用の培地に交換した日を実験の
Day0 とし，コントロール群に関しては 3日ご
とに培地交換した．0日および 7,14,21,28 日
での N=3 でサンプルを回収し，Gravite 群に
関しては，サンプル採取と同時に培地を交換
した．各回収日に顕微鏡下にて細胞および
GFP 発現の写真撮影および total RNA の抽出
を行い，IDG-SW3 細胞の分化段階で認められ
るマーカーを解析した．具体的には，蛍光発
色により位相差顕微鏡下にて Dmp1(GFP)の観
察，リアルタイムPCR法によるRNA(E11/Gp38，
Sost， Fgf23， MEPE， Phex， Dmp1)発現の
確認，ALP 活性（ALP 活性アッセイキット）
および免疫染色（E11/Gp38）を行った． 
 また，トランスジェニックマウスを野生型
と交配し，ジェノタイピングにより遺伝子導
入を確認しながら繁殖し，必要数を安定獲得
した．その上で，プライマリー骨細胞の単離
法を獲得した．具体的には，トランスジェニ
ックマウスより長管骨（大腿骨，脛骨，上腕
骨）を摘出し，周囲組織を取り除いた上で骨
を適度に分割し，37℃，5%CO2環境下でシェー
カーにかけながらコラゲナーゼ分解および
EDTA脱灰を繰り返し，内包されていた細胞を
獲得した。細胞は37℃，5%CO2，至適培地
 (αMEM with 5%FBS, 5%CS,1% P/S) にて培



養し，骨細胞の単離を確認するために
IDG-SW3細胞をコントロールに用いて骨細胞
マーカーを分析した． 
 
４．研究成果 
１）株化骨細胞の微小重力環境における培養 
 株化骨細胞（IDG-SW3）の培養には,培養
用プラスチックディッシュ,プレートおよび
フラスコに rat tail collagen type Ⅰを用いて
コラーゲンコートを施して用いた.細胞を起
こす際は 150 mm のディッシュを用い,その
後,実験には 10 mmのディッシュ,12 wellプ
レートおよび 12.5 T フラスコを用いた.人工
重力制御装置に搭載する場合には,フラスコ
内に培地を充満させるため,通常の重力環境
下でもフラスコを培地で充満させた状態で
培養できることを確認した. 
 IDG-SW3の分化開始を０時間とし，2時間，
24時間，36時間，48時間後のいずれの時間経
過においても，コントロールおよび実験群と
もにフラスコに接着しており，細胞の生存に
差異は認めず，形態学的には正常に培養でき
ているものと判断された． 

 
（位相差顕微鏡写真 左より 0,12,24,36,48
時間培養後の IDG-SW3） 
 
なお，IDG-SW3 が正常に分化しているかど
うかについては，Dmp1 発現に伴う GFP 蛍
光発色により確認した. 
 
  
２）初代培養骨細胞の微小重力環境における
培養 
 マウス長管骨（大腿骨および上腕骨）から
骨髄や骨膜などを除去して皮質骨のみに残
し,細かい骨片に砕き,コラゲナーゼによる
酵素処理およびキレート剤（EDTA溶液）を
交互に用いて溶解・脱灰処理した．骨片を浸
漬し，シェーカーにかけて細胞を溶出させた
コラゲナーゼおよびEDTA溶液をその都度回

収した．Bonewaldらの方法に従い，回収した
９段階中最後の３段階分の溶液から抽出し
た骨細胞分画を実験に用いて，人工重力制御
装置による培養を試みたが，フェノタイプの
同定が困難であったことから，初代培養の骨
細胞が微小重力環境下で培養できるかどう
かを明らかにすることはできていない. 
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