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研究成果の概要（和文）：骨を吸収する破骨細胞の起源については不明である。骨組織は系統発

生では硬骨魚類から出現するため、そこでは古い破骨細胞像が見られる可能性が考えられる。

本研究では硬骨魚類メダカの破骨細胞を分離培養できる実験系を確立し、それら細胞の特徴を

光学顕微鏡と電子顕微鏡を用いて観察した。その結果、培養破骨細胞はクジラ象牙質上に吸収

窩を形成せず、その表面を酸処理していた。これら結果は破骨細胞の分化制御因子の進化と深

く関連していると推測された。 
 
研究成果の概要（英文）：The origin of osteoclasts resorbing bone remains unknown. Bone 
tissue is seen on teleost fish in phylogeny, and there old osteoclasts would be seen. 
The present study established the culture system of isolated Japanese medaka and observed 
their structure by light- and electron microscopy. The cultured cells showed no resorptive 
lacuna but etched surfaces on sperm whale dentine. These results may be related to the 
evolution of regulating factors of osteoclasts.  
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１．研究開始当初の背景 
（１）哺乳類における代表的な血清カルシウ
ム濃度調節ホルモンとしてカルシトニン、副
甲状腺ホルモン（parathyroid hormone, PTH）、
そして活性型ビタミン D３が知られている。哺
乳類の生体内において、これら３つのホルモ
ンは骨を吸収する多核細胞である破骨細胞
の吸収活性と密接な関係をもつことが知ら

れている。脊椎動物におけるこれらホルモン
の系統発生学的出現を考えた場合、カルシト
ニンはすべての脊椎動物にみられるが、活性
型ビタミン D３は硬骨魚類から、そして PTH
は両生類からみられることが知られている。
特に、リン酸カルシウムが膠原線維に沈着し
た骨組織は系統発生学的に硬骨魚類から出
現するため、硬骨魚類では古い破骨細胞像が
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見られる可能性が推測される。本研究はメダ
カ咽頭骨より破骨細胞を分離・培養できる実
験系を確立し、硬骨魚類の破骨細胞の特徴を
明らかにすることによって、破骨細胞の分化
制御機構の起源と進化を解明しようとする
ものである。 
 
（２）本研究の開始時点では、硬骨魚類の破
骨細胞を分離し培養できる実験系の報告は
皆無であり、この培養系の確立は現時点にお
いても国内外を通じて本研究が最初である。 
 
２．研究の目的  
 本研究は、第一に、硬骨魚類のメダカ破骨
細胞の培養系の確立を目指し、以下の項目に
ついて検討を行った。 
（１）破骨細胞を分離培養する骨組織として
のメダカ咽頭骨の形態学的解析 
 
（２）分離したメダカ破骨細胞の培養条件の
決定 
 
（３）培養破骨細胞の形態学的解析 
 
（４）培養破骨細胞の吸収活性の検索 
 
３．研究の方法 
（１）メダカ咽頭骨の形態と破骨細胞の分布
を理解するために、咽頭骨と咽頭歯を光顕、
酵素組織化学、透過型電顕で観察する。 
 
（２）咽頭骨より分離した破骨細胞の培養系
の確立は本研究の根幹を成すものであり、培
養に用いる咽頭骨の前処理としての滅菌条
件、破骨細胞の分離方法、長期培養が可能な
培地と培養条件の検討が重要である。 
 
（３）培養破骨細胞の形態学的解析として破
骨細胞の特異酵素である TRAP 染色による同
定を試み、微細構造は電顕で観察する。 
 
（４）培養破骨細胞の吸収活性の検索として
は、吸収基質としてクジラ象牙質研磨切片、
ならびにリン酸カルシウムで表面がコート
されたプレートを用い、それらの上で破骨細
胞を培養し、走査型電子顕微鏡 SEM で吸収
窩を観察する。 
 
４．研究成果 
（１）メダカ咽頭骨の形態と破骨細胞の分
布：メダカの咽頭部には上下に咽頭骨が存在
し、咽頭骨の表面には多数の咽頭歯（大きさ
100μm 程度）が規則正しく配列している。こ
の咽頭骨を in situ において破骨細胞の特
異酵素である酒石酸耐性酸性フォスファタ
ーゼ活性（TRAP）をアゾ色素法にて検出する
と、実体顕微鏡下で咽頭歯直下に赤く TRAP

陽性を示す反応が多数観察される（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：咽頭骨・歯の実体顕微鏡像（TRAP 染色） 

 
 咽頭骨を固定後、通法に従いパラフィン包
埋し、TRAP 染色後、ヘマトキシリンで核染色
した光学顕微鏡像を図２に示す。メダカ咽頭
歯は多生歯性であるため、常に吸収脱落と新
生を繰り返しており、咽頭歯、咽頭歯と顎骨
を連続する歯足骨付近には多数の TRAP 陽性
を示す破骨細胞（矢印）が観察される。 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２：咽頭歯の光顕像（TRAP 染色） 

 
（２）咽頭骨より分離した破骨細胞の培養系
の確立：咽頭骨の表面部分は口腔への露出部
分を含むため、前処理としての滅菌操作が必
要となる。メダカを 0.1％MS-222 で麻酔後、
鰓後方で断頭し、滅菌 PBS 中で頭部より咽頭
骨を摘出後、0.4％次亜塩素酸ナトリウム溶
液に 15 秒間浸漬し、その後 70％エタノール
に 2~3 秒間浸漬した。その後、咽頭骨は滅
菌 PBS 中に 30 秒間、３回浸漬した。その後、
培養液を入れた小カプセル中に咽頭骨を 30
秒間、３回浸漬した。培養液は Leibovita’s 
L-15 Medium とし、10％牛胎児血清添加、
penicillin-streptomycin 添加（100μg/ml）
を用いた。小カプセル中に入れた咽頭骨は滅
菌した眼科用ノエス剪刀で骨片が小さくな
るまで細切した後、ピペットにより吸引・排
出を十数回、機械的に繰り返した。その後、
小骨片がカプセルの底に沈降後、上清培養液
を採取し、これを分離した破骨細胞を含む溶



 

 

液とした。分離した破骨細胞は上述の培養液
を入れた Lab-Tek Chamber Slide (4 well)
に入れ、24℃、空気雰囲気で３日間培養した。
培養液は 24 時間毎に交換した。 
 
（３）培養破骨細胞の形態学的解析：培養終
了後、破骨細胞は 2.5％グルタールアルデヒ
ド（0.1M カコジル酸緩衝）で固定し、アゾ色
素法を用いて TRAP 染色後、ヘマトキシリン
で核染色を行った（図３）。破骨細胞は TRAP
陽性の細胞体中に複数の核を有し、円形や不
規則形などの様々な細胞外形を示していた。
これらの形態学的特徴は哺乳類の破骨細胞
のそれと同じであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：培養破骨細胞の光顕像（TRAP 染色） 

 
（４）培養破骨細胞の吸収活性の検索：培養
破骨細胞の in vitro での吸収能力を観察す
るために、吸収基質としてクジラ象牙質研磨
切片、ならびにリン酸カルシウムで表面がコ
ートされたプレートを用い、それらの上で破
骨細胞を培養し、走査型電子顕微鏡（SEM）
で観察した。図４にクジラ象牙質研磨切片上
で培養した破骨細胞の SEM 像を示す。破骨
細胞周囲には明瞭な吸収窩の形成は見られ
なかったが、象牙質表面が酸処理されたよう
な構造が観察された（図５）。これら培養破
骨細胞を透過型電子顕微鏡 TEM で観察した
が、微細構造的には細胞表面に微絨毛を有し、
細胞体内には複数の核と多数のミトコンド
リアが特徴的に観察され、それら微細構造は
哺乳類の破骨細胞と同一であった（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図４：培養破骨細胞の SEM 像 

（矢印は破骨細胞、枠は図５で拡大） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

図５：図４中の枠の拡大像 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６：培養破骨細胞の TEM 像 

 
 以上の結果から、これまで確立されていな
かった硬骨魚類の破骨細胞を分離培養が可
能となり、破骨細胞の分化制御因子の進化と
起源の解明のための実験系が確立した。メダ
カ破骨細胞が培養下で明瞭な吸収窩を形成
せず象牙質表面を酸処理することの意義に
ついては、細胞の分化制御因子の進化と起源
に関係していると推測され、今後の研究展開
に期待する。 
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