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は し が き

本研究は骨膜の骨形成細胞の うち骨芽細胞の表現形質を備えている骨膜内層の

骨芽細胞様細胞に注 目し、その増殖能、分化度が放射線照射 によってどのよう

な影響を受けるのか、すなわち放射線照射 によって骨芽細胞様細胞の増殖能だ

けが障害されるのか、あるいは表現形質の発現 も障害され骨芽細胞の分化 も抑

制されるのかを解明すること、な らびに骨芽細胞様細胞の放射線障害か らの回

復過程を解明することによって照射後の骨移植の最適時期 をみつけることを目

的として、ラッ ト胎児の頭蓋骨か ら採取 した培養骨芽細胞様細胞を用いて照射

後の骨芽細胞様細胞の細胞数、アルカ リフォス ファターゼ活性、PTH依 存性

cAMPの 産生量を調べ、非照射群をコン トロール として両群を比較検討 し、

若干の知見を得たので報告する。
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(研 究 成 果)

緒 言

ロ腔領域の悪性腫瘍の外科的治療 に際 し、下顎骨切除を要することは しば し

ば経験 される。この うち区域切除な どで下顎骨の連続性が失われると形態的に

も機能的にも著 しい障害を生 じるため可能な らば下顎骨一次再建が望 まれる

が、良性腫瘍の場合 と異な り一般 には新鮮 自家骨移植などによる下顎骨一次再

建は行われていない。この最大の理由として術前の放射線治療のため移植床の

条件が悪いことがあげられる。放射線照射を受けた移植床では一般 に放射線 に

よる循環障害と骨膜の骨形成細胞障害のため新生骨形成が障害 されると考え ら

れている。

細胞 に対する放射線の作用としては細胞の増殖能 と分化への作用があ り、細

胞の増殖能は放射線照射によって障害 されることはよく知 られているが、細胞

の分化 に対する放射線の作用はほとん ど知 られていない。細胞分化 とは細胞 ・

組織が機能的に特殊化すること、または形態的に特殊化することを意味 し、こ

れまでは分化 という現象は形態学的特徴 によって判定されてきた。 しか し最近

では細胞の表現形質の発現を調べることによってその細胞の分化度を知ること

ができるようになった。骨芽細胞への分化 はアルカ リフォス ファターゼ(ALP)

活性、副甲状腺ホルモン(PTH)受 容体の発現、オステオカルシン(boneGla

protein:BGP)産 生能などの表現形質の発現を解析することによって評価で

きる。放射線照射による骨形成細胞障害に関 しては放射線照射 によって骨芽細

胞が障害されるために骨芽細胞の表現形質のひとつであるALP活 性が低下 し・

骨形成障害が生 じる と推測 されて いるが、この推測は放射線照射 によって骨芽

細胞の分化度(成 熟度)が 影響 されるということを示唆 している。 しか しわれ

われはラッ トの頭蓋骨 に放射線照射後、新鮮 自家骨移植を行 い骨形成過程を組

織学的に観察 し、骨膜の未分化間葉系細胞数の減少や血管の奇形は認めたが・

骨芽細胞の形態変化は認めなかった。このことは放射線照射 によって骨形成細

胞や骨芽細胞の増殖能は障害されるが、分化度は影響 されないことを示唆 して

いる。

そこで本研究では骨膜の骨形成細胞の うち骨芽細胞の表現形質を備えている

骨膜内層の骨芽細胞様細胞に注 目し、その増殖能、分化度が放射線照射 によっ



てどのような影響を受けるのか、すなわち放射線照射によって骨芽細胞様細胞

の増殖能だけが障害されるのか、あるいは表現形質の発現も障害され骨芽細胞

の分化が抑制されるのか、またどのように回復するのかを培養骨芽細胞様細胞

を用いて検討 した。

方 法

1.骨 芽細 胞様細胞の増殖能 および分化 に対する放 射線 照射の影響 に関する検 討

(方法)妊 娠SDラ ッ トか ら胎 児の頭蓋骨 を摘 出 し、1.37mg/mlコ ラゲナー

ゼType1と0.05%ト リプシ ン含有の消化液 で1回20分 間、5回 連続消化 して骨

膜細胞 を5つ の フラクシ ョンに分 けた。 フラク シ ョン3～5(骨 芽細胞様細胞

画分)を 一つ にま とめ、10%FBSを 含んだ α一MEM培 地 で培 養 した。

confluent後 、0.10/oト リプシン/0.02%EDTA液 を加 えて細 胞を プ レー ト壁か ら

遊離 し、24穴 プ レー トへ2x104cells/wellの 細胞 密度 で接種 し、10%FBSを

含んだ α一MEM培 地 で培 養 した。confluent後(4日 後)、 培 地 を100μ9/ml

ascorbicacidと5mMβ 一glycerophosphateと10%FBSを 含ん だ αMEM培 地

(ア ス コル ビン酸群)ま た は100μ9/mlascorbicacidと5mMβ 一glycero-

phosphateと10%FBSを 含ん だ α一MEMに10-6Mの デキサ メタゾ ンを加 えた培

地(デ キサ メタゾ ン群)に 変 更 し培養 した。 また10%FBSを 含ん だ α一MEM培

地で続 けて培養 した群 を非石灰化群 と した。 照射群 は5Gy、10Gy、15Gyの

3群 に分 け、培地変更 日にLinacを 用 いて各線 量を1回 照射 し、照射後3、7、

14日 目に骨芽細胞 の細胞数 、ALP活 性 、PTH依 存性cAMP産 生 量を測定 し、非

照射群 と照射群を比較検討 した。

(細胞増殖)

ふ らん器 よ り培養 フラス コを取 り出 し、培地 を除 いた後0.1%ト リプシン

/0.02%EDTA液 を加 えて、細胞 をプ レー ト壁か ら遊離 し、血球 計算板 を用 いて

細胞数 を数 えた。

(アル カ リフォス フ ァタ ーゼ(ALP)活 性)

1.wellの 培 地を捨 てた後 、CMF-PBSで 細胞層 を洗 い、0。1%Triton-X-100

含 有50mMTris-HCI,pH7.50.5mlを 各wellに 注入 し、scrapし て細 胞 をマ

イク ロチ ュウブに集 めた。次 に氷水 中で15分 間超音波処 理後、10000r.p.m.,

5分 間遠心 し、上清を集めた。

2.10mMp-nitrophenylphosphate(基 質)と0・5mMMgCl2を 含 む1M



diethanolaminebuffer,pH9.8を 混 合 した 基 質 緩 衝 液 に1で 採 集 した 上 清 を 加

え て37℃,10分 培 養 後 、1NNaOHを 加 え て 反 応 を ス トッ プ し、405nmで 吸 光

度 を 測 定 した 。 各 サ ン プ ル の タ ンパ ク質 量 はBCAproteinassaykitで 定

量 し、ALP活 性 は μmolP-nitrophenolproduced/min/mgProteinで 表 し

た 。

(PTH依 存 性cAMP産 生 量)

培 養 細 胞 に0.5%BSAと1mM3-isobutyl-1-metylxanthineを 含 ん だ

α一MEM(bindingbuffer)を 加 え37。C、15分 間 培 養 後 、10,7Mの ラ ッ ト

PTH(1-34)を 含 ん だbindingbufferで15分 間 培 養 し た 。 培 地 を 吸 引 除 去 後 、

冷 却 した5%ト リ ク ロ ロ 酢 酸(TCA)1mlを 加 え てcAMPを 抽 出 し 、 抽 出 液 を3

倍 容 の 水 飽 和 工 一 テ ル で 処 理 してTCAを 除 去 した 。 す な わ ち 抽 出 液(約1ml)に

3mlの 水 飽 和 工 一 テ ル を 加 え 、 よ く 混 合 して 遠 心 分 離(3000r.P.m.,4℃,5分

間)後 、 エ ー テ ル 層 を ア ス ピ レー タ ーで 除去 した 。 この 水 飽 和 工 一テ ル 処 理 を

さ らに2回 繰 り返 し、 試 料 をmicrotubeに 集 め た 。cAMP量 の 測 定 は ヤ マ サ

のcAMPRIAkitを 用 い て 測 定 した 。



結 果

骨膜の骨形成細胞のうち骨芽細胞の表現形質を備えている骨膜内層の骨芽細

胞様細胞に注目し、その増殖能、表現形質の発現が放射線照射によってどのよ

うな影響を受けるのかをラット胎児の頭蓋骨から採取 した骨芽細胞様細胞を用

いて検討し下記の結果を得た。

1.骨 芽細胞様細胞の増殖能 に関する検討。

培地の種類 に関わ らず、非照射群では経 日的 に細胞数が増加 したが、照射群

では照射線量が5Gy,10Gy,15Gyと 増加するにつれ、細胞増殖は線量依存的に

有意 に抑制 された。また5Gy群 、10Gy群 では経 日的に回復傾向が認められた

が、15Gy群 では照射後14日 経っても回復傾向は認め られなか った(Fig・1)。

2.骨 芽細胞様細胞の表現形質の発現 に関する検討。

1)ア ス コル ビン酸を除去 した培地(10%FBSを 含んだ α一MEM培 地)で 培養

した群ではアルカ リフォス ファターゼ活性、PTH依 存性cAMP産 生量は細胞接

種後18日 目(照 射後14日 目)ま での期間、ほとん ど増加は認め られなかっ

た。また照射群 と非照射群 との間に有意差は認め られなかった(Fig,2)。

2)ア スコル ビン酸群 とデキサメタゾン群の非照射群ではアルカ リフォスファ

ターゼ活性は経 日的に増加 し、培地変更後14日 目頃最大にな った。またアルカ

リフォスファターゼ活性はアスコル ビン酸群よ りもデキサメタゾン群で高かっ

た。一方、アスコル ビン酸群 とデキサメタゾン群の照射群では照射線量が

5Gy,10Gy,15Gyと 増加するにつれ、アルカ リフォスファターゼ活性はほぼ線

量依存的に抑制 された(Fig.3)。



考 察

一般に放射線照射 によって細胞の増殖能が障害 されることは知 られている

が、本研究で も骨芽細胞様細胞の増殖能は線量依存的に抑制された。またある

線量以下では経 日的に回復することが示唆された。

骨芽細胞様細胞の分化に対する放射線の影響 に関 してはアス コル ビン酸を除

去 した培地で培養 した場合、非照射群、照射群 とも細胞接種後18日 目(照 射後

14日 目)ま での期間、アルカ リフォスファターゼ活性、PTH依 存性cAMP産 生

量の増加はほとんど認められず、また照射群 と非照射群 との間に有意差は認め

られなかった。アス コル ビン酸はcollagen合 成 に必要なlysylお よびprolyl

hydroxylase活 性の発現 に必須であ り、その除去によ りcollagen合 成が阻害

される。骨芽細胞様細胞の分化は 自らが合成 ・分泌するcollagenと の接触を介

して促進 されると考え られているため、アス コル ビン酸を除去 した培地を用い

ると骨芽細胞様細胞の分化は障害されその表現形質はほぼ一定に保持 されると

考えられるが、今回の結果もその ことを支持する結果であった。また放射線照

射によって骨芽細胞様細胞の表現形質 に変化がみ られなか ったことから照射前

に保持 していた表現形質は照射 によって障害されにくいことが示唆された。す

なわち照射によって照射前の分化度が低下 しないことが示唆された。

アス コル ビン酸を含んだ培地あるいはアスコル ビン酸 とデキサメタゾンを含

んだ培地で培養 した場合、非照射群ではアルカ リフォスファターゼ活性は経 日

的に増加 した。一方、照射群ではアルカ リフォスファターゼ活性の増加はほぼ

線量依存的に抑制 された。このことか ら増殖期の骨芽細胞様細胞に放射線照射

を行 うと骨芽細胞様細胞の分化が抑制 されることが示唆された。 これは放射線

照射 によって細胞増殖が抑制されたためにコラーゲンなどの細胞外基質蛋 白の

合成が抑制 され、その結果、骨芽細胞様細胞の分化が抑制 されたものと思われ

る。ところで細胞の放射線感受性 に関 しては細胞分裂の頻度の高いものほど・

また形態および機能 において未分化のものほど放射線感受性が高いということ

が一般 に認め られている。このことは骨芽細胞様細胞の増殖 ・分化に対する放

射線の影響は骨芽細胞様細胞の生体内での動態 によって違 うということを示唆

している。すなわち、休止期、増殖期、細胞外基質蛋 白の合成期・石灰化期の

骨芽細胞様細胞の増殖 ・分化に対する放射線の影響は違 うと考え られる。今回

の研究では増殖期の骨芽細胞様細胞 に放射線照射を行 い、骨芽細胞様細胞の増

殖 ・分化は線量依存的に抑制されたが、臨床で術前照射時、大部分の骨芽細胞



様細胞は休止期にあると考えられる。今回、休止期の骨芽細胞様細胞に対する

放射線の影響に関しては検討できなかったため放射線照射後の骨移植の最適時

期を決めることはできなかった。最近、培養細胞を用いた実験で人の神経芽細

胞腫細胞や線維芽細胞の最終分化段階が照射によって誘導されるという報告が

なされている。このことは照射を行うと細胞の増殖が障害されるばかりでな

く、照射時期によっては細胞の分化が誘導されることを示唆している。今後、

骨芽細胞の生体内の動態によって骨芽細胞の増殖 ・分化に対する放射線の影響

がどう違うのかを検討していく予定である。
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