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は し が き

本研究は第一に放射線照射によって骨芽細胞の増殖 ・分化、特に分化がどのよう

な影響を受けるのか、第二に骨形成過程における放射線照射時期の違いによって

放射線の影響に違いがあるのかということを解明するためにラット胎児の頭蓋骨

から採取した培養骨芽細胞を用いて照射後の骨芽細胞の細胞数、アルカリフォス

ファターゼ(ALP)活 性・石灰化面積を調べ、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。

研究組織

研究代表者:西 村泰一(旭 川医科大学医学部講師)

研究分担者:竹 川政範(旭 川医科大学医学部助手)

研究経費

平成11年 度

平成12年 度

2,200千 円

900千 円

計 3,100千 円

研 究 発 表

(1)学 会 発 表

西 村 泰 一:Effectsofradiationonproliferationanddifferentiationof

osteoblast

82ndAmericanAssociationofOralandMaxillofacialSurgionsAnnual

Meeting2000年9月21日

西 村 泰 一:「 骨 芽 細 胞 の増 殖 と分 化 に対 す る放 射 線 の影 響 に関 す る 研 究 」

第45回 日本 ロ腔 外 科 学 会 総 会 、 平 成12年10月12日



(研 究 成 果)

緒 言

一般に放射線照射後に新鮮自家骨移植などによる顎骨一次再建は行われていな

い。その理由は放射線照射をすると移植床の血管障害と骨芽細胞障害によって骨

形成が障害されると考えられているからである。

細胞に対する放射線の作用としては細胞の増殖と分化への作用があり、細胞の

増殖は放射線照射によって抑制されることはよく知られているが、細胞の分化に

対する放射線の影響は未だ明らかではない。細胞分化とは細胞が機能的または形

態的に特殊化することを意味する。増殖した細胞は接触している周囲の細胞や細

胞外基質あるいは細胞内からの分化因子などのシグナルに応答 してそれぞれの形

態と機能をもったものに分化する。培養 している線維芽細胞は増殖中はあまりコ

ラーゲンを合成 しないが、細胞密度が高くなって増殖が低下するにつれてたくさ

んコラーゲンを作 り出す。また増殖因子で刺激すると増殖が盛んになると同時に

コラーゲン合成が抑制されるという報告がある。細胞の分化は細胞周期のG1期

(あるいはGo期)で 誘導され、細胞が分化するためには細胞周期が止まること、

すなわちGIarrestが 必要である。ところで増殖細胞に放射線照射をするとP53

依存性のGlarrestが 生 じることは知 られているが、このことは放射線照射に

よって細胞分化が誘導されるという可能性を示唆している。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

導されたという報告がなされているが、これらの報告はこの可能性を支持する。

そこで本研究では第一に放射線照射によって骨芽細胞の増殖 ・分化・特に分化

がどのような影響を受けるのか、第二に骨形成過程における照射時期の違いに

よって放射線の影響に違いがあるのかということを解明するためにラット胎児の

頭蓋骨から採取 した培養骨芽細胞を用いて検討した。

方 法

1.骨 芽細胞の増殖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 胞画分)を 一っ

にまとめ フラス コ内で10%FBSを 含 んだαMEM培 地で培養 し、confluent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、24穴 プ レ・一 ト

へ2x104cells/wellの 細 胞 密度 で接種 し、10%FBSを 含ん だ αMEM培 地 で1週 間

培 養後 ・培 養液 を100μ9/mlascorbicacidと5mMβ 一gIycerophosphateと

10%FBSを 含ん だαMEMに 交換 した。照射 群 は5Gy、10Gy、15Gyの3群 に分

け、培養液 交換後4、11、18日 目にLinacを 用 いて各線量 を1回 照射 し、培養液

交換 日および交換後4、7、14、21、28日 目に骨芽細胞の細胞数、ALP活 性を14

、21、28日 目に石灰化面積 を測定 し、非照射 群 と照射 群を比較検 討 した(Fig.1)

0

(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0.1Mク エン酸/0.1%ク リ

スタル紫液で細胞膜を溶かすとともに核を染色 して、血球計算板を用いて細胞数

を数 え た 。

(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.SmMMgCi2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 間incubation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 はｵmotP-nitrophenolproduced/min/mgProteinで 表 し

た。

(石 灰化面積)

VonKossa染 色:wellの 培地 を捨 てCMF-PBSで 細 胞層 を2回 洗浄後 、10%ホ ル

マ リンで30分 間固定。3回 水洗 し、 自然乾燥後、1%硝 酸銀 を加 え直射 日光下で

15分 間放置 。2回 水洗 後5%チ オ硫酸ナ トリウム水溶液 を加 え2～5分 間放置。3回

水洗後VanGiesonで5分 間後染色。CMF-PBSで1回 洗浄後95%エ タ ノールで2回

洗浄 し自然乾燥 。VonKossa染 色 によ って茶色 ～黒色 に染 ま った部分の面積 を

scannerとAdobePhotoshoP5.OJを 使用 して測定 した。



結 果

骨芽細胞の増殖、分化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を用いて検討し下記の結果を得た。

1.骨 芽細胞の増殖 に対する放射線照射の影響。

非照射群では経 日的に細胞数が増加 したが、照射群ではday4,11,18の どの時

期に照射を しても細胞増殖は線量依存的に有意に抑制された(Fig.2a,2b,2c)。

2.骨 芽細 胞のALP活 性 に対する放射線照射の影響。

1)非 照 射群で はALP活 性 は経 日的に上昇 した。

2)day4に 照射 をす る とALP活 性 は線量依存 的 に抑制 された(Fig.3a)。

3)day11に 照射 をす る とALP活 性 はday21,28に 非照射群 よ りも有意 に上昇 し

た(Fig.3b)。 またday18に 照射を した場合 もday11に 照射 した とき と同 じよ う

にALP活 性 はday21,28に 有意 に上昇 した(Fig.3c)。

3.石 灰化面積に対する放射線照射の影響。

1)Confluence後 、骨芽細胞は活発 に細胞外基質を形成 し、day10頃 には石灰化

が認め られた。非照射群では石灰化面積は時間の経過 とともに増加 した。

2)day4に 照射をすると細胞数やALP活 性 と同じようにほぼ線量依存的に抑制 さ

れた(Fig.4a)。

3)day18に 照射をする と興味深 いことに5Gy群 ではday28に 石灰化面積は非

照射群 に比較 して有意に増加 した(Fig.4c)。



考 察

一般 に放射線照射後に新鮮 自家骨移植などによる顎骨一次再建は行われていな

い・その理由は放射線照射をすると移植床の血管障害と骨芽細胞障害によって骨

形成が障害されると考え られているか らである。 しか し、骨芽細胞の増殖や分化

に対する放射線照射の影響に関 しては未だ明らかではない。そこでわれわれは

ラッ ト胎児の頭蓋骨か ら採取 した培養骨芽細胞を用いて骨形成過程のいろいろな

時期に照射を行 い、骨芽細胞の増殖 と分化に対する放射線照射の影響に関して検

討 した。

放射線照射によって細胞の増殖が抑制 されることは知 られているが、本研究で

も骨芽細胞の増殖は骨形成過程の どの時期 に照射を行 っても線量依存的に抑制 さ

れた。
一方・骨芽細胞の分化の指標 となるALP活 性は骨芽細胞の増殖が盛んなday4

に照射すると線量依存的に抑制 されたが、細胞の増殖活性が低下 し、細胞外基質

の形成が活発な時期であるday11あ るいは石灰化期であるday18に 照射すると

非照射群 と比較 して有意 に上昇 した。また骨芽細胞の最終分化段階の指標 となる

石灰化面積 もALP活 性 と同様 に細胞増殖期に照射すると抑制 されたが、興味深い

ことに石灰化期に照射すると5Gy群 のみ有意 に増加 した。

放射線照射をする と骨芽細胞のゲ ノムDNAに 傷害(2本 鎖DNAの 切断)が 起

こる。 このDNAダ メージによりP53蛋 白質は修飾を受け活性化する。活性化には

2通 りあ り、1つ はP53の 安定化による増量、 もうひとつは安定化を必ず しも伴わ

ない質的活性化であるが、両者を含む活性化 もあ りうる。DNAダ メージによ り活

性化 されたP53は 各種遺伝子のプロモーターに作用 し転写を制御する。P53の

ターゲ ッ トとして転写活性化される遺伝子を機能別に分類すると、1、 細胞周期

の停止 に関連する遺伝子、2、DNA修 復関連遺伝子、3、 アポ トーシス誘導関連遺

伝子、4、 腫瘍の増殖 ・転移の阻害に関連する遺伝子、5、 上記以外の、あるいは

機能が不明の遺伝子、 となる。放射線照射によってDNAに 傷害が起 こるとP53に

よって細胞分裂を停止する遺伝子が転写活性化 され、細胞周期が一時的に止めら

れ(Glarrest)、 同時にDNAの 修復に関与する遺伝子が転写活性化 され、DNA

の修復が行われる。 しか し、DNAの 傷害が修復不可能か、あるいは生物体 にとっ

てその細胞が死ぬほうがよい場合 にはP53に よって細胞死(ア ポ トーシス)に 関

与する遺伝子が転写活性化され、アポ トーシスが誘導される。このようにP53は

細胞周期の停止、DNA修 復、アポ トーシスな どにおいて重要な役割を果た してい



る。

ところで細胞の分化とは細胞が機能的または形態的に特殊化することを意味す

る。増殖 した細胞は接触 している周囲の細胞や細胞外基質あるいは細胞内からの

分化因子などのシグナルに応答 してそれぞれの形態と機能をもったものに分化す

る。細胞の分化は細胞増殖の停止 したGo期(あ るいはG1期 上のある時期)に 誘導

される、すなわち細胞が分化するためには細胞周期が停止することが必要であ

る。放射線照射をするとP53依 存性のGlarrestが 起こるため、放射線照射に

よって細胞分化が誘導される可能性がある。最近、人の線維芽細胞や神経芽細胞

を用いた培養実験において放射線照射によって最終分化段階が誘導されたという

報告がなされているが、今回の結果も放射線照射によって分化が誘導されること

を支持 している。ただし、増殖期に照射をしても骨芽細胞の分化は誘導されず、

細胞外基質の形成期、あるいは石灰化期に照射をすると骨芽細胞の分化が誘導さ

れたことから、細胞周期が止められたときに骨芽細胞が分化できる環境が整って

いれば、DNAの 修復やアポ トーシスばかりでなく分化も誘導されるのではないか

とおもわれる。
一方、P53は 骨芽細胞の分化と骨の発育に重要な役割を担っていて、骨芽細胞

の分化過程で安定化あるいは活性化され、しかも骨芽細胞の分化能力がP53の 量

に依存するという報告がなされている。放射線照射をするとP53が 安定化 し、活

性化されることから骨芽細胞の分化が誘導されやすくなる可能性があるが、今回

の結果はこの可能性を支持 している。しかしながら、骨芽細胞の分化過程におけ

るP53の 作用機序に関しては未だ明らかでなく、今後の研究が期待される。

今回の研究結果をまとめると骨形成過程の細胞増殖期に照射をすると骨芽細胞

の増殖 ・分化はともに抑制されるが、細胞外基質の成熟期あるいは石灰化期に照

射をすると骨芽細胞の増殖は抑制されるが、分化は誘導される可能性が示唆され

た。
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Fig. 2. Effect of radiation on cell growth. The cells were exposed to various doses of radiation on 
day4(a), dayl 1(b), or day18(c). The cell number was measured on day0, 4, 7, 14, 21, and 28, 
respectively. Data are means t standard errors of four samples. Significant difference was observed 
compaired with control. * *N0.01, *P<0.05. 0 Gy (s); 5 Gy (a); 10 Gy (A); 15 Gy (x).
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Fig. 3. Time courses of ALP activity after irradiation. The cells were exposed to various doses of 
radiation on day4(a), day11(b), or day18(c). The ALP activity was measured on day0, 4, 7, 14, 21, 
and 28, respectively. Data are means t standard errors of four samples. Significant difference was 
observed compaired with control. * *P<0.01, *P<0.05. 0 Gy (•); 5 Gy OS); 10 Gy (A); 15 Gy (x).
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Fig. 4. lime courses of the area of mineralized bone nodules after irradiation. The cells were exposed to 
various doses of radiation on day4(a), dayl 1(b), or dayl 8(c). The area of mineralized bone nodules 
was measured on day14, 21, and 28, respectively. Data are means t standard errors of six samples. 

Significant difference was observed compaired with control. * *P<0.01, *P<0.05. 
OGy(•); 5Gy(II); 10Gy(A); 15Gy(x).


