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研究成果の概要（和文）：重力に対する骨吸収及び骨形成機構は良いモデル系が無いため、不明な点が多い。そこで、
骨芽細胞と破骨細胞が共存する魚のウロコを骨モデルとして用いてアッセイ系を開発し、骨代謝に対する作用を解析し
た。その結果、ウロコは、感度よく重力に応答して、遺伝子レベルのみならず形態学的な変化も伴って応答することが
判明し、重力応答の機構解明に貢献できる成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Because there is no suitable in vitro assay system, the detailed mechanism of 
bone resorption and formation in gravity has not yet been elucidated. Therefore, we have developed an in 
vitro assay system and examined bone metabolism using a fish scale that contains osteoblasts and 
osteoclasts in the calcified tissue. As a result, the scale sensitively responded to gravity. It became 
clear that this occurred not only at the gene level but also caused morphologic change. This result 
appears to provide the knowledge that elucidates the mechanism for this response to gravity.

研究分野： 宇宙生物科学

キーワード： 微小重力　過重力　骨芽細胞　破骨細胞　魚類のウロコ
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１．研究開始当初の背景 
重力及び微小重力応答は、様々な遺伝子や

タンパク質（接着に関与するタンパク質や細
胞骨格に関するタンパク質等）が複雑に相互
作用しており、ある特定の遺伝子をノックア
ウトするという手法を用いることができな
い。また、骨芽細胞については培養株があり、
培養系は確立されている。しかし破骨細胞は、
骨芽細胞との共存培養あるいはホルモン等
を添加して単核の血球系の細胞から多核の
活性型に誘導しないと骨を溶かすことがで
きない。したがって、地上でも破骨細胞に関
する研究が少なく、宇宙実験という制限され
た環境下での培養は非常に難しいという現
状である。 
以下に国内外の地上実験及び宇宙実験の

結果を示す。 
 

1) in vivo の地上実験及び宇宙実験（ヒト 
あるいはネズミを用いた実験） 
ベッドレスト（Bed Rest）（長期間ベッド

に寝た状態のヒト）、後肢懸垂ラット（後ろ
足を上げて宙に吊った状態にしたラット等）
を用いた地上実験や、宇宙飛行士及びラット
による宇宙実験では、骨芽細胞は常に活性低
下を示すが、破骨細胞については結果に一致
を欠いている。 

 
2) in vitro の地上実験及び宇宙実験 
骨芽細胞を中心に、過重力実験や 3 次元ク 

リノスタットを用いた擬似微小重力に対す
る応答、さらに宇宙実験の実施例もある。し
かし、破骨細胞に対する応答に関しては地上
実験においても研究例が少ない。破骨細胞の
単独培養した破骨細胞にメカニカルストレ
スをかけると、活性が低下せず、逆に活性化
するという報告もある。したがって、骨芽細
胞と破骨細胞の共存培養が必須であり、良い
モデルシステムの欠如がこれまでの研究の
進展を遅らせてきた。 
 
一方ウロコには骨芽細胞と破骨細胞が共

存していることに着眼して、申請者らは、魚
のホルモンの骨に対する作用を調べるため、
世界初のウロコの培養・評価システムを開発
した。このシステムを用いて、様々なホルモ
ンの作用を解析した結果、哺乳類における作
用と一致した。さらに、副甲状腺ホルモンの
破骨細胞に対する作用を解析した結果が国
際骨代謝学会の学会誌「Bone」に掲載された。
以上のように、ウロコはヒトの骨モデルとな
る可能性が高く、微小重力及び過重力の応答
を解析するのにとても適しており、本研究を
計画するに至った。 

 
２．研究の目的 

2010 年実施した宇宙実験ではウロコの形
態学的な解析を終え、微小重力下では破骨細
胞が活性化してウロコの骨吸収が進行する
ことを証明した。 

そこで本研究では、申請者が独自に開発し
た魚のウロコを骨のモデルとした評価シス
テムを用いて、微小重力下での骨吸収と過重
力下での骨形成のメカニズムの解明を目指
す。 
平成 24 年度は、静的な過重力実験を宇宙

実験と同じタイムコースで実施し、遠心機に
よる静的な過重力とバイブレーションによ
る動的な加重力応答を比較した。 
平成 25 年度は、3 次元クリノスタットを用

いて擬似微小重力に対する応答を解析して、
昨年度行った過重力による応答と比較した。 
平成 26 年度は、擬似微小重力に対する応

答の詳細な機構に注目して実験を行った。さ
らに哺乳類の骨芽細胞による解析も実施し
た。 
 
３．研究の方法 
①静的な過重力と動的な過重力応答の比較 
遠心機は、JAXA から借りている低速回転

も可能な機器（ LIX-130; Tomy Digital 
Biology Co., Ltd.,）を使用した。一方、動的
な過重力の方は、分担者の北村が加速度重力
を発生させる機器を自作しており、その機器
を用いて実施した。 
これらの機器を用いて、20 分間過重力で処

理し、その後、15℃で 3、6、12 及び 18 時間
培養した。培養後、ウロコを―80℃で保管し
た。過重力処理したウロコから mRNA をキ
ットで抽出して、リアルタイムPCRにより、
ウロコで発現している遺伝子を解析した。 
 
②過重力応答の形態学的解析 
 形態学的解析では、酒石酸抵抗性酸フォス
ファターゼ（TRAP）及びアクチン染色を行
い、遠心機の過重力による形態学的な変化を
調べた。 
 表皮側の再生ウロコは石灰化しており、そ
の面には複雑な網目状構造をとる溝条が存
在している。過重力及び擬似微小重力実験に
おいて、6 枚または 8 枚のウロコをランダム
に選択し、10 倍率の対物レンズの顕微鏡を用
いて、0.31 mm2 の観察領域を各ウロコにお
いて 6 視野ずつ観察した。6 視野における計
測の平均値を、それぞれのウロコの代表的な
データとした。 
 溝条幅は、再生ウロコの各溝条の中間にお
ける幅を Image J（NIH）ソフトウェアを用
いて計測し、平均値を求めた。アクチンリン
グのサイズは、溝条に沿ったアクチンリング
の長さによって示された。視野領域における
再生ウロコの全溝条の長さと、アクチンリン
グに覆われた溝条長さを Image Jソフトウェ
アにより計測し、各ウロコにおいて溝条長さ
に占めるアクチンリングの割合(%)を求めた。 
 
③3 次元クリノスタットによる擬似微小重力
の応答解析 

3 次元クリノスタットを用いて擬似微小重
力に対する応答を解析して、①で行った過重



力による応答と比較した。3D クリノスタッ
ト装置の回転は、X 軸を 11 rpm、Y 軸を 13 rpm
に設定した。 
再生 14 日目のウロコを採取し、洗浄・滅

菌した後、培地に入れ、遠心機および 3 次元
クリノスタットで 4 日間培養した。培養後、
遺伝子発現解析及び形態学的解析を行った。
遺伝子発現解析では、骨芽細胞のマーカー
（Ⅰ型コラーゲン及びオステオカルシン）と
破骨細胞マーカー（カルシトニン受容体）の
発現の解析を行った。形態学的解析では、酒
石酸抵抗性酸フォスファターゼ（TRAP）及
びアクチン染色を行い、形態学的な変化を調
べた。 
 
④擬似微小重力に対する応答機構の解析 
 3 次元クリノスタットによる擬似微小重力
の骨芽細胞及び破骨細胞に対する影響を詳
細に調べる為に、シグナル伝達等に関連する
遺伝子を調べた。即ち骨芽細胞では、Wnt/β-
カテニン経路を負に制御する因子として Wnt 
inhibitory factor 1 (WIF1)と dickkopf 1(Dkk1)及
びスクレロスチンの mRNA 発現をリアルタ
イム PCR で解析した。 
 一方、破骨細胞では、骨芽細胞で発現して
破骨細胞を活性化する因子（RANKL）を通し
て、その後破骨細胞で活性化する遺伝子を調
べた。 
  
⑤哺乳類の細胞を用いた解析 
 前骨芽細胞の細胞株であるMC3T3-E1細胞
(RIKEN, RCB1126)は、10% FBS と 1% 抗生物
質(Penicillin-Streptomycin, Wako)を加えた最
少必須培地α(MEMα, Wako)において培養し
た。細胞は、37℃、5% CO2環境下で培養し、
72 時間毎に継代培養した。 
細胞を 1.0×105 cells/ml の濃度に希釈し、

OptiCell（Nunc）に 10 ml 播種した。24 時間
培養した後、上記の培地に 0.3 mM アスコル
ビン酸（Sigma-Aldrich）と 10 mM β-グリセ
ロリン酸（Sigma-Aldrich）を加えた培地に交
換し、48 時間培養した。その後、再び同じ培
地で交換して 24 時間培養した後、3D クリノ
スタット装置に固定し、96 時間の培養を行っ
た。培養は全て 37℃、5% CO2条件下にて行
い、3D クリノスタット装置の回転は、X 軸を
11 rpm、Y 軸を 13 rpm に設定した。 
 
４．研究成果 
 
①静的な過重力と動的な過重力応答の比較 
遠心機による静的な加重力とバイブレー

ションによる動的な加重力の比較は、ゲノム
解析が終了しているゼブラフィッシュを用
いて行った。本研究では、骨芽細胞と破骨細
胞の相互作用に関与する遺伝子（RANK,OPG
及び Semaphorin 4D）の発現を解析した。そ
の結果、動的及び静的な加重力では、骨芽細
胞で発現して破骨細胞を活性化する遺伝子
（RANKL）の発現は、それを抑制する遺伝子

（OPG）よりも有意に低いことがわかった。
しかし、破骨細胞で発現して骨芽細胞の活性
を低下させる遺伝子（Semaphorin 4D）の発現
は、動的な加重力では変化しなかったのに対
し、静的な加重力では有意に上昇していた。
したがって、加重力でも骨形成を促進につな
がるのは、動的な加重力である可能性が示さ
れた。 
 

②過重力応答の形態学的解析 
過重力刺激が骨代謝へ与える影響を解析

するために、再生ウロコの表面の形態的な変
化を調べた。その結果、破骨細胞による骨吸
収活性の亢進に伴って、極性化のために形成
されるアクチンリングのサイズには変化が
見られなかった。 
しかしながら、ウロコ表面の全ての溝条長

さに対するアクチンリングの長さを合わせ
た割合(%)は、過重力により減少した。 
 
③3 次元クリノスタットによる擬似微小重力
の応答解析 
 骨芽細胞のマーカーであるオステオカル
シン及びⅠ型コラーゲンの発現は、過重力下
で増加したが、擬似微小重力下においては低
下した。また、破骨細胞のマーカーであるカ
ルシトニン受容体は過重力下において減少
傾向にあり、擬似微小重力下では有意に増加
した。さらに、骨芽細胞で発現して破骨細胞
を活性化する遺伝子である RANKL と
RANKLのデゴイレセプターであるOPGの比
は過重力下において減少傾向にあり、擬似微
小重力下においては有意に増加して、擬似微
小重力では破骨細胞を活性化していること
が判明した。また、擬似微小重力下のウロコ
の破骨細胞は、無処理のコントロールと比較
して、多核化し、TRAP 陽性でアクチンリン
グの保有数も有意に上昇して、活性化してい
た。 
 以上の結果から、過重力下において骨芽細
胞は活性化、破骨細胞は抑制され、擬似微小
重力下で骨芽細胞は抑制、破骨細胞は活性化
され、骨量変化につながる可能性が示された。 
 
④擬似微小重力に対する応答機構の解析 
骨芽細胞では、Wnt/β-カテニン経路を負に

制御する因子として Wnt inhibitory factor 1 
(WIF1)と dickkopf 1(Dkk1)及びスクレロスチ
ンの mRNA 発現を調べた。これらは全て Wnt
経路を阻害する因子であるが、その作用機序
は異なる。そこで、これらの因子を解析した
結果、WIF1 の mRNA 発現が 1, 2, 4 日間の擬
似微小重力刺激によって有意に増加した。ま
た Dkk1 も 1 日間の刺激において増加したが、
Dkk1 の発現は 2 日間の刺激では変化せず、4
日間の刺激では顕著に減少を示した。スクレ
ロスチンのmRNA発現は2日間の刺激では変
化しなかったが、1 日間及び 4 日間の刺激に
おいては有意に減少した。したがって、擬似
微小重力は WIF1mRNA の発現を増加させる



ことで骨形成活性を抑制していることが示
唆された。 
 次に破骨細胞形成に対する擬似微小重力
刺激の影響を調べた。骨芽細胞で発現してい
る RANKL 刺激を受け取る RANK の発現（破
骨細胞で特異的に発現する因子）は 1、2 日
間の擬似微小重力刺激では変化が見られな
かったが、4 日間の刺激においては顕著に増
加が見られた。続いて RANK に誘導される
NFATc1 の発現は、1、2、4 日間の擬似微小重
力刺激において増加し、その後の刺激時間に
比例してその傾向は強く見られた。NFATc1
の標的遺伝子である DC-STAMP（破骨細胞の
活性化因子）の mRNA 発現は、1 日間の刺激
では有意に増加した。したがって、RANKL
により誘導される経路により破骨細胞は活
性化されることが判明した。 
 
⑤哺乳類の細胞を用いた解析 
 3 次元クリノスタットによる擬似微小重力
下でマウスの骨芽細胞（MC3T3 細胞）を培養
してマーカー遺伝子の発現を解析した。その
結果、RANKL の発現が上昇して、骨吸収が
進行する方向で作用している可能性が示さ
れた。しかしながら、1 軸で回転した場合に
おいて、骨芽細胞のマーカーであるオステオ
カルシンが有意に上昇しており、哺乳類の細
胞を用いた場合は、正確な解析はできない可
能性が示された。一方、ウロコは 1 軸で回転
しても応答しないことを確かめているので、
ウロコは重力応答を解析する非常に優れた
材料であると言える。 
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