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録した日数は 月が 日、 月が 日、 月が 日だった。

月別平均湿度は最高が 月と 月の ％で、最低は 月の ％だった。全期間での最低湿度は 月

日 時の ％だった。前年に比べ 月から 月で平均湿度がそれぞれ ％、 ％、 ％高かった（ ）。

日間での温度の最高値と最低値の差の各月平均値を に示す。温度差は水深 と では

月に大きく、 月以降は ℃以下だった。気温は 月、 月で温度差が大きく、 ℃と ℃だった。
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【はじめに】 

骨は, 破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞に

よる骨形成によって常に作り変えられており、

骨強度の維持や血中Ca濃度の調節が行われて

いる。しかしながら, これら細胞活性のバラ

ンスが崩れると、骨粗鬆症や大理石骨病など

の骨疾患につながる。従って、破骨細胞と骨

芽細胞の相互作用による恒常性の維持が重要

である。近年, 破骨細胞の分化誘導に関連す

る因子としてRANKLとOPGが同定された。RANKLは骨芽細胞膜上にあるリガンドであり、受容体(RANK)は破骨

細胞膜に存在する。さらに、骨芽細胞はデコイ受容体としてOPGを分泌しており、RANKLとの比をとった

RANKL/OPG比が破骨細胞の活性化の指標となる（Fig 1）。以上のように, 骨の細胞間の相互作用を調べることが

骨を研究する上で必須であるが、解析に適したモデル系が欠如しているのが現状である。さらに, 長期の宇宙飛行

によって骨量が減少し、一方で運動等の物理的ストレスにより骨が強くなるように、重力が骨代謝に与える影響を

解析する上でも、モデル系が必要とされる。そこで本研究では, 骨基質上に破骨細胞と骨芽細胞が共存し、ヒトの

骨とも共通点が多いキンギョの再生ウロコ (Suzuki N et al., 2005 Kitamura, K. et al.2010) を用いて、過重力及び

擬似微小重力に対する応答を遺伝学的及び形態学的解析を行った.。 

 

【方法】 

実験1：リアルタイムPCRを用いた過重力または微小重力における、骨芽細胞および破骨細胞マー

カー遺伝子の発現量解析 

通常のウロコに比べ活性が3倍から5倍高い再生ウロコを用い、96穴プレート中で培養した。過重力条

件実験のサンプルは、遠心機により3Gで培養することで、微小重力実験サンプルは、3Dクリノス

タットを用い培養することで調達した。再生ウロコサンプルを回収し、Total RNAを抽出、cDNAを

合成した。Real time PCRにより、骨芽細胞及び破骨細胞における以下の遺伝子発現変動を解析した。 

骨芽細胞活性の指標として, 骨形成マーカーであるⅠ型コラーゲン(Type Ⅰ collagen; Col1a)とオ

ステオカルシン(Osteocalcin; OCN)について検討した。さらに骨芽細胞の分化及び増殖を制御する

Wingless(Wnt)/β-カテニン経路に関連する因子の発現変動を解析した。一方、破骨細胞活性の指標

となるマーカー遺伝子として, 骨吸収酵素マーカーである酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ(Tartrate-

resistant acid phosphatase; TRAP)及びカテプシンK(Cathepsin K; CathK)のmRNA発現を調べた。さらに

転写因子NFATc1によって誘導される破骨細胞の分化及び活性化に対する正負の制御因子のmRNA発現変動を検討し

た。 

Fig 1. Differentiation of osteoclasts by the 

RANKL-RANK-OPG pathway 
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実験２：過重力または微小重力における、ウロコの形態学的解析 

過重力または、微小重力環境下で培養したウロコの破骨細胞に与える影響を検討するために、ウロコを固定し、1% 

Alexa Fluor® 488ファロイジンを含むPBSにおいて4日間、4℃及び暗条件下で静置し、細胞アクチンを染色した。さらに、

PBSによる洗浄の後、4',6-ジアミジノ-2-フェニルインドール(DAPI)を用いて核の染色を行い、標本を蛍光顕微鏡(BX51, 

Olympus)で観察した。TRAP染色により破骨細胞を同定したうえで、破骨細胞におけるアクチンリングサイズと、破骨細

胞と核の数を測定した。 

 

【結果及び考察】 

実験1：リアルタイムPCRを用いた過重力または微小重力における、骨芽細胞および破骨細胞マー

カー遺伝子の発現量解析 

骨芽細胞のマーカーであるⅠ型コラーゲン及びオステオカルシンのmRNA発現は過重力刺激により上昇したが、

擬似微小重力下では低下した.。一方、破骨細胞のマーカーであるカテプシンK やTRAPの発現は過重力刺激により

低下し、擬似微小重力下では上昇した。さらに過重力・擬似微小重力刺激の影響を詳細に解析するために、骨芽細

胞では細胞の分化と増殖に重要であるWnt/β-カテニン経路を、破骨細胞では分化及び抑制に関する制御機機構の

遺伝子発現変動を検討した結果、骨芽細胞において、Wint経路を阻害する遺伝子の発現が刺激に応答した.。そし

て、骨吸収の亢進に関連する遺伝子群や、抑制経路に関連する遺伝子の発現が刺激に応答して反応した。これら遺

伝子発現解析によって、過重力刺激において骨形成が亢進され、擬似微小重力刺激によって骨吸収が亢進されるこ

とが明らかになった。 

 

実験２：過重力または微小重力における、ウロコの形態学的解析 

破骨細胞の変化はウロコ表面において骨基質との接着に関与するアクチンリング及び破骨細胞の核数の変化が見

られた。このようなことから形態学的な観点からも破骨細胞の活性化が認められた。  

 

【まとめ】 

重力・擬似微小重力刺激を受けた骨組織において、骨芽細胞はWnt/β-カテニン経路をWntアンタゴニストにより

調節し、破骨細胞はNFATc1に誘導される制御機構を調節することにより、応答していると考えられる。また、こ

れら細胞間の連絡にはOPG及びRANKLが重要である。従って、キンギョの再生ウロコは, 骨代謝に与える重力の

影響を解析する上で非常に有用であり、その機構解明に貢献できる可能性が高い。 
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カタユウレイボヤにおける の局在解析

谷口詩穂 関口俊男 鈴木信雄

〒  鳳珠郡能登町小木，金沢大学 環日本海域環境研究センター 臨海実験施設

【背景】

 は 年、 らによってカタユ

ウレイボヤ（ ）の脳神経節

か ら 単 離 さ れ た 神 経 ペ プ チ ド で あ り

（ ）、そのペプチド 末端

部の構造的特徴から、脊椎動物の消化ホルモ

ンであるコレシストキニン（ ）とガス

トリンの相同ペプチドであると考えられてい

る（図１）。また、脊椎動物において

ガストリンは共通する２つの受容体

と を持つが、カタユウレイボヤにおいて 受容体 、 （ ）が見つかって

おり、それらは 、 と高いホモロジーを持ち、また をリガンドとすることが明らかと

なっている（ ）。哺乳類において、 は胆嚢の収縮や膵臓の酵素分泌の誘起、

また神経系では睡眠・摂食・記憶等の神経機能に関与している。一方、ガストリンは胃酸の分泌を誘

起する。 をニジマスやラットに投与した先行研究では、ニジマスの胆嚢収縮（

）やラットの胃酸分泌刺激（ ）という ガストリン様の作用が認められて

いるが、カタユウレイボヤにおける の作用はまだ明らかになっていない。また のカタユ

ウレイボヤでの組織発現の定量的な解析や局在解析も十分には行われていなかったため、 の作

用を推測することも困難であった。

【目的】

本研究では、 のカタユウレイボヤにおける作用を解明するため、まずはその局在を明らかに

することを目的とした。

【方法】

実験 ：リアルタイム を用いたカタユウレイボヤ各組織での 発現量の解析

カタユウレイボヤ成体から、①神経複合体、②内柱、③胃、④腸前方、⑤腸中間、⑥腸後方、⑦卵

巣を摘出し、それぞれの組織から を抽出した。抽出した各 から

（ ）を用い、 （ ） により を合

成し、リアルタイム により各組織における 発現量を調べた。

実験２：脳神経節の 抗体を用いた免疫組織化学による局在解析

実験 より、 は神経複合体で特に発現していることを確認した。そこで脳神経節にお

ける の局在を免疫組織化学により検討した。まずカタユウレイボヤ成体神経複合体の のパ

ラフィン連続切片を作製した。パラフィン切片にウサギ抗 抗体（ ）を一次抗体として反

応させた後にビオチン結合ヤギ抗体 （ ）を二次抗体として反応させ、 （ ）を

使用し、 で発色させ、観察を行った。
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