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論 文 内 容 の 要 旨

破骨細胞の起源はマクロファージと同一の幹細胞で,両者とも骨吸収能を有している0しかし･破骨細胞は骨

吸収時に波状縁を形成するのに対し,マクロファージは形成しない｡また,破骨細胞はカルシトニンによってコ

ントロールされているのに対しマクロファージはこれに影響されないなど両者の間には明らかな相違がある0一

方,マクロファージは食菌能を含む貪食能を有し,破骨細胞はbonecrystal･グルタールアルデヒドで固定し

た赤血球やラテックス粒を会食する｡しかしながら,破骨細胞や前破骨細胞が食菌能を有するかどうかについて

の報告はいまだない｡申請者はこの点に着目し,ラットの骨髄より破骨細胞と前破骨細胞を選択採取し･これら

の金歯能について検討した｡

実験方法

1)破骨細胞および前破骨細胞を中心とした骨髄細胞の採取について

wistar/STラット(生後1～7日齢)の大腿骨と脛骨の骨髄細胞を細胞培養液(Medium199)内で掻爬し･

60分インキュベーション(37℃,5%CO2)後,非付着細胞を洗浄除去し,付着細胞のみを使用した｡

2)採取細胞の特徴付けについて

採取細胞をNaphthoIAS-BIPhosphateを基質,FastGarnetGBCBaseSolutionをカップラーとしたジア

ゾ法による酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ染色(TRAP染色)に供し･光学顕微鏡下に観察した0さらに･

採取細胞を抗ラットマクロファージマウスモノクロナール抗体(EDl抗体)を使用したavidin-biotincomplex

法にて染色し,光学顕微鏡にて観察した｡また,骨髄細胞をウシ皮質骨上に付着させ,洗浄して非付着細胞を除

去し,これを10%ウシ胎児血清加a MinimalEssentialMediumで18時間インキュベーション(370c･5%

co2)し,グルタールアルデヒドで固定,次亜塩素酸ソーダで細胞を破壊した後,走査型電子顕微鏡にて骨吸収

高を観察した｡

3)採取細胞による食菌能の検索について

シャーレに骨髄細胞を付着採取し,Medium199を用いて作製した1×10TCFU/mlのStqphylococcusaureus

浮遊液4mlと30分インキュベーション(370c,5%CO2)した｡また,細菌浮遊液のみを30分インキュベーショ

ンしコントロールとした｡インキュベーション後のMedium199内の生菌数を定量培養法で測定し･コントロー

ルとの差を採取細胞が細菌を表面に吸着あるいは細胞内に捕捉した菌数とした0さらに･且ααre揖が採取細胞

内に取り込まれたことを証明するために,リゾスタフィンで細胞外の且皿re揖を溶菌し(10〟9/ml･370C･

10分),超音波にて細胞を破砕し生菌数を算定した○且α址reがは10%ラット血清でオブソニン化(370c･30分)

したものとしないものを使用した｡

結 果

1)1シャーレあたり(3.2±0.7)×105個の骨髄細胞が採取され,これらの細胞は多核細胞1･5±0･3(%)･

単核細胞98.5±0.3(%)であった｡また,多核細胞は56±18(〝m)のサイズでt板状偽足や分葉状偽足を呈

し,時に細繊維状偽足を呈していた｡単核細胞は29±15(〟m)のサイズで,板状偽足や綿繊維状偽足を呈し
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ていた｡いずれも形態学的に破骨細胞あるいは前破骨細胞の特徴を有していた｡

2)採取細胞のTRAP陽性率は,多核細胞では100.0±0.0(%),単核細胞では97.7±1.2(%)であり,ED

l抗体陽性率は,多核細胞では8.3±2.9(%),単核細胞では7.3±2.1(%)であった｡また,採取細胞はウシ皮

質骨上に10～40〟mの骨吸収高を形成した｡以上により採取細胞が破骨細胞ならびに前破骨細胞であると判定し

た｡

3)これらの細胞は,非オブソニン化且皿柁揖の(4.8±3.5)×106CFUを吸着あるいは描捉し,(5.1±2.7)

×103CFUを細胞内に取り込んだ｡またオブソニン化且α址柁揖の(1.1±0.3)×10TCFUを吸着あるいは描捉

し,(3.1±2.5)×105CFUを細胞内に取り込んでおり,金歯能を有することを証明し得た｡

考 察

実験に使用した骨髄細胞には破骨細胞あるいは前破骨細胞のはかにリンパ球,マクロファージなどが存在し,

骨髄細胞から破骨細胞あるいは前破骨細胞のみを抽出する方法を確立することが問題となった｡申請者は骨髄細

胞をインキュベーション後,非付着細胞であるリンパ球を洗浄除去し,ついでマクロファージは採取直後であれ

ばTRAP活性を示さないという特徴を利用し,採取直後にTRAP活性を検索し,陽性細胞を選別した｡選別さ

れた細胞は破骨細胞あるいは前破骨細胞ということになる｡

さらに,採取細胞が破骨細胞であることをより確実にする証拠として骨吸収高形成能を検討し,選別された多

核細胞は骨吸収高を形成し破骨細胞と判定した｡一方,上述の方法で選別された単核細胞のTRAP陽性率は97.7

%で,これらのうちにマクロファージが存在することも考えられる｡また,多核細胞にもマクロファージが混在

する可能性もある｡そこでさらにマクロファージの95%が陽性を呈するEDl抗休を用いて採取細胞のマクロファー

ジ混入率を検討した｡すなわち,EDl抗体は腹腔内マクロファージの94.7%に陽性を呈したことを予備実験で

確認後,EDl抗体を実験に供した結果,多核細胞のEDl抗体陽性率は8.3%で,単核細胞は7.3%であった｡

このことより,多核細胞の91.2%が破骨細胞,単核細胞の92.3%が前破骨細胞と判定した｡

以上実験に供した細胞は,TRAPならびにEDl抗休によって確実に証明された破骨細胞ならびに前破骨細胞

ということができ,複雑な操作ではあるが破骨細胞ならびに前破骨細胞を高い純度で抽出する方法を確立し得た｡

多核白血球は,1細胞あたり0.6CFUの且α址柁㍍を吸着あるいは描捉すると報告され,申請者の実験の破骨

細胞および前破骨細胞は1細胞あたり多核白血球の24.0～65.2倍のぶ.α混re乙岱を会食した｡またマクロファージ

は1細胞あたり15～16CFUの且α㍑re∽を貴食すると報告され,申請者の実験の非オブソニン化鼠α昆re‡βの

会食数にはぼ一致した｡実験条件が異なり正確には比較し得ないが,破骨細胞および前破骨細胞はマクロファー

ジと同等の食菌能を有するといえる｡

骨髄内での細菌制御には,マクロファージ,多核白血球,リンパ球が関与するが,今回の研究によって破骨細

胞および前破骨細胞もこれらの細胞と同様細菌制御能力をもった細胞であることを明らかにした｡しかし,整然

とした骨吸収骨形成のメカニズムの中に組み込まれた破骨細胞が骨髄炎の際に細菌会食能を発揮するとの報告は

ない｡これらの細胞がどのような環境におかれたとき細菌会食能を発揮するのかを今後検討する必要がある｡

論文書査の結果の要旨

申請者 伊藤正志は,ラットの骨髄より破骨細胞と前破骨細胞を選択採取し,これらの細胞が食菌能を有する

ことを初めて明らかにした｡この新しい知見は骨改横磯転の解明ならびに骨感染症研究の進歩に大きく貢献する

ものと考える｡
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