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1．緒言

　　　近年，新医薬品の開発，医療機器，医療技術の進歩により高齢化社会

　　から超高齢化社会に向かって進んでいる。これに伴い，疾病構造にも変

　　化が生じ，循環器系疾患，脳疾患，エイズ，歯周疾患，骨粗懸症などの
A，

　’骨疾患が増加している。このうちの歯周疾患は，歯周組織に対し歯垢が，

　　主な原因因子となり，局所因子や全身因子により修飾され，炎症を伴っ

　　て発症し，歯の支持組織である歯槽骨の形成能が抑制され吸収を生ずる

　　ものである。同様のことは，歯根嚢胞の増大によっても生じることが知

　　られている1）。骨疾患の一つである骨粗糧症は，病的に骨量が減少した

　　病態であり，骨の脆弱化により容易に骨折を引き起こす。これら硬組織

　　代謝抑制を伴うと，重大な全身の機能の抑制を生じる疾患を引き起こし，

　　社会的に大きな問題となっており，これまで多くの研究者がこれらの疾

（　患に伴う硬組織代謝抑制の機構解明と予防法の確立に取り組んできた。

　　　硬組織代謝は，細胞機能の観点から骨芽細胞の骨形成機能と破骨細胞

　　の骨吸収機能の平衡がカップリングし，正常な骨の改造が維持されてい

　　ると考えられる。硬組織代謝抑制の一つの要因としてこの骨芽細胞と破

　　骨細胞の機能に不均衡が生じアンカップリングの状態になり，前者の機

　　能が抑制され，後者の機能が優勢になり発症すると思われている。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　3



　したがって，このような骨形成能が抑制された病態を解明するために、

そのモデルとして　in　viVOでは低カルシウム食飼育2－4）あるいは卵巣

摘出実験系5’6），in　vitroでは低カルシウム環境実験系を用いることは

有用である。

　低カルシウム食で飼育した動物では，低カルシウム血症となり，実験

的骨粗覆症の生ずることが報告されている3）。また動物にストロンチウ

ムを投与すると，腎における1，25（OH）P3の合成7）および副甲状腺ホルモ

ン分泌8）の抑制，カルチトニン分泌の増加により低カルシウム血症が生

じる。またin　vi・voにおいて低カルシウム状態を誘導すると，象牙質減形

成9’10），骨端軟骨板の肥大11），骨における類骨の過形成IO’12）など

硬組織代謝に異常の発生することが報告されている。

　このような報告から歯や骨などの硬組織のカルシウム代謝には、環境

のカルシウム濃度が大きく関与していることが推測される。

　これまでに，生後一日齢のウィスター系ラットの大腿骨を摘出し，低

カルシウム培養液で8日間培養することにより，アルカリ性ホスファター

ゼ活性・DNA合成・コラーゲン合成能・コンドロイチン硫酸合成能な

どの充進や減退が起こることが報告されている13・14）。また低カルシ

ウム環境下で培養したラット胎児頭蓋冠由来骨形成細胞（骨形成細胞）

では，細胞内遊離カルシウム濃度15）あるいは蛋白質リン酸化酵素のプ

ロテインキナーゼC活性の低下が生じ，細胞内情報伝達系に影響を与え

4
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ることが報告されている16）。

　さらに低カルシウム環境に陥り，石灰化抑制の生じたラットの脛骨骨

端軟骨板では，その軟骨細胞における細胞内カルシウムの貯蔵所の一つ

であるミトコンドリアに形態学的変化の生じることが報告されている17）。

　ミトコンドリアは，一般に酸化的リン酸化の過程を経てATPを産生

し，エネルギー供給などの重要な役割を果たしていることが知られてい

る。またミトコンドリアが能動的にカルシウムを取り込むことが知られ

ている18’　19）・硬組織カルシウム代謝との関連においてもミトコンドリ

アの働きが，報告されている。Brightonら20）の細胞化学的研究では，

骨端軟骨細胞は増殖層から肥大細胞層へと分化する間に，ミトコンドリ

ア中ヘカルシウム，リンを貯蔵し，肥大細胞層から石灰化層に至る間に，

それらを放出し，基質小胞へ受け渡して石灰化を導くことを強く示唆し

ている。このようにミトコンドリアがカルシウムの貯蔵所としてその制

御を行い，正常な細胞機能の維持に深く関わっている。

　しかし，低カルシウム環境において培養した骨形成細胞のミトコンド

リアにおけるカルシウムならびに遊離カルシウムなどのカルシウム動態

に及ぼす低カルシウム環境の影響について検討した報告はほとんど見当

たらない。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　k　’V
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　屋＼∫
したがって本研究では・岬町代謝欄の機構明の環として潰

形成細胞を低カルシウム環境部において培養を行い，その全細胞内カル

5
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シウム量ならびに全ミトコンドリア内カルシウム量を測定した。さらに

蛍光指示薬であるFluo　3・AMを用いて，低カルシウム環境下におけるミト

コンドリア内遊離カルシウムおよび，それらに対するカフェイン，ライ

アノジン，ルテニウムレッドの影響について調べ，ミトコンドリア内遊

離カルシウムの動向について検索した。
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ll．材料と方法

　　　　1．糸田乃包1分・画髭

　　　　自家飼育による胎生18～21日齢のWistarMok系ラット（北海道大学実験

　　　生物センター）の頭蓋冠から細胞を分離した。

　　　　その細胞分離は，主にDziakら21）の方法に準じて行ったが，

　　　Nijweide22）およびShlossmanら23）の方法も参考とした。

　　　　氷冷したヒープス緩衝：液（HEPES，30mM；NaCl，100mM；MgSO4，1mM；

　　　KC　I，6mM；グルコース，2mg／m4；牛血清アルブミン，1mg／m4；ペニシリ

　　　ン，100U／me；ストレプトマイシン，　IOO　lz　9／meから成り，pHは7．2に調

　　　製した。）に浸漬し，付着軟組織および血管を除去した摘出頭蓋冠を，

　　　コラゲナーゼ（Type　II，　Worthington社）（2mg／mのを含むヒープス緩衝液

　　　20　meに60～70個となるように移した。これを37℃，30分間振盗培養を行

　　　い，上清を廃棄した。コラゲナ口耳を含む新しいヒープス緩衝液を添加

A　　し，頭蓋冠を滅菌した眼科用ハサミで細切し，さらに37℃，90分間振温

　　　培養を行った。

　　　　振盟培養で遊離した細胞を含むヒープス緩衝液を，氷冷した溶：液で希

　　　釈しながら，ステンレス製ならびにナイロン製の網（pore　size，35μm）

　　　を二重に装着したMillipore　Swinnex　一　13　holderを付けた10　meの注射筒

　　　に移し濾過し，骨形成細胞を含む浮遊液を得た。この浮遊液を750×9，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7
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4℃で5分閥遠心し，細胞を回収し，実験に供した。

　2．糸田月包培養

　採取した細胞は，牛胎児血清（ICN　Biomedicals社）　　（10％），ペニ

シリン（100U／m4），ストレプトマイシン（100　1i　9／m4）を加えたαMEMで，

37℃，95％空気一5％C　02の気相下で培養した・αMEMはGibco社の組成表

に従い作製した。培養開始日に細胞を，プラスチックペトリ皿（径，

60㎜）当り1×105個とし，対照群12枚，低カルシウム群12枚に播種した。

細胞は，6～7日閥正常組成のαMEM培養液（正常培養液）と正常組成のα

MEM培養液のカルシウムを除いた培養液（低カルシウム培養液）で培養した。

培養液のカルシウム濃度は，正常培養液で1．87±0．05mM　（n＝10），低カ

ルシウム培養液でO．34±O．02mM（n＝10）とした。

　正常培養液で培養した骨形成細胞を対照群，低カルシウム培養液で培

養した骨形成細胞を低カルシウム群とした。

　両群の培養液の交換は，2日毎に行った。両群の細胞は，培養6～7日目

にコンフルエンス（1．8×106個／ペトリ皿）に達したことを確認した後，

ラバーポリスマンにて採取し，実験に用いた。

　3．測定方法

　1）全細胞内カルシウム量

　丁丁の細胞（2×106個）は，750×9，5分間，遠心（18PR－3型，日立

社）し，それぞれ，正常ならびに低カルシウム培養液を2mげつ加え，パ
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　　スツー・ルピペットで十分に均一化した。1．5kg／cm2で15秒間吸引を行い

　　ながら，その1　m4をミリポアーフィルター（pore　size，0．45μm）上に滴

　　下し，その後Ca2＋を含まないリン酸緩衝液1　meで洗浄した。また一部は，

　　蛋白質量測定のための試料に供した。

　　　この様にして回収した両群の細胞は，カルシウムを溶出するために，

　　フィルターと共に各々を0．1NHCI　2m4に浸漬し，室温で24時間放置した

（　後，測定に供した。

　　　2）全ミトコンドリア内カルシウム量：

　　　ミトコンドリア分画の調製は，中沢の方法24＞を改変し，図1に示す方

　　法で行った。

　　　ラバーポリスマンで採取した両群の細胞　　（1×107個）を750×9，5

　　三間，遠心洗浄し，その沈殿すなわち両群の細胞に，0．25M簾糖溶液を2

　　m伽え，40Wで10秒間の超音波処理（UD　一一　200型，トミー精工社）を2回行い，

　　懸濁液を得た。この懸濁液は，さらに750Xgで，10分閲遠心した後上清

　　を5500×9にて20分悶遠心を行い，粗なミトコンドリアの沈殿を得た。さ

　　らに，0．25M薦糖溶液を加え懸濁させ，再び5500×9で15分間遠心を行う

　　ことにより，ミトコンドリア分画を得た。このミトコンドリアに0．1N

　　HCI　lm4を加え，室温で24時間放置し，溶出したカルシウムを測定した。

　　　3）原子吸光分析法

　　　全細胞内および全ミトコンドリア内カルシウム濃度は，原子吸光分光

9
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光度計（AA・一1475型，　Varian社）を用いて測定した。カルシウムの分析線と

して422．7㎜の共鳴線を用い，空気一アセチレンフレームを使用した。

0．1NHClに浸漬した細胞とミトコンドリアの試料由来のリン酸によるカ

ルシウム炎光の干渉を防ぐため，5％LaC13を1／10量添加した。蛋白質：量は，

Lowry法25）により測定し，単位蛋白質量：当りのカルシウム量を算定した。

　4）ミトコンドリア内遊離カルシウム

　（1）測定

Fluo　3－AM

1一　［2－Amino－5一　（2”，　7”　一dichloro－6”一hydroxy－3”　一〇xy－9”　xantheny1）

phenoxy］　一2一　（2’　一amino－5’　一methylphenoxy）ethane－N，　N，　N’，N’　一tetraaceti

cacid，pentaacetoxymethyl　ester（同仁化学社）で検出した。　Fluo　3・AM

の化学式は，図2に示す。両群のミトコンドリア分画は，pH7．4に調整し

た庶糖0．25M，トリス3mM，　Fluo　3－AM　10μMを含む溶液で37℃，30分間

振盟培養を行った。再び，それらを5500Xg，20分間遠心し，庶糖0．25M，

トリス3mMの溶液に懸濁させた。　Fluo　3－AMの実験時の濃度は10μMとし

たが，これはFluo　3－AMの添加濃度と蛍光強度が，101∠Mで飽和すること

を確認したためである。

　ミトコンドリア内遊離カルシウムは，蛍光分光光度計（F4010型，日立

社）で37℃にて励起波長506ml，蛍光波長526㎜で測定した・

　（2）計算方法

10
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　両群のミトコンドリア内遊離カルシウム量の計算方法は以下の通りで

ある2　6）。

　　　　　　　　　　　　　　　　F－Fmin
　　　　　　　　　　（Ca2’］mt＝＝　一　×Kd
　　　　　　　　　　　　　　　　Fmax－F

ここで［Ca2＋］mtはミトコンドリア内遊離カルシウム量，　Fmaxはすべての

Fluo　3にカルシウムが結合したときの蛍光量，　FminはすべてのFluo　3が

遊離型のときの蛍光量，Fは誤差要因を補正した測定値，　KdはFIuo　3とカ

ルシウムの解離定数である。Fluo　3のカルボキシル基を脂溶：性のアセト

キシメチルエステル体にしたFluo　3－AMは，ミトコンドリアの懸濁液と混

合すると，ミトコンドリアに容易に取り込まれる。ミトコンドリア内の

エステラーゼがFluo　3・AMのアセトキシメチルエステル基を切り離し，

Fluo　3が再生されるので，ミトコンドリア内遊離カルシウム量の測定が

可能となる27）。

　なお，ミトコンドリア内の解離定数Kdを知ることはできないため，試

験管内のFluo　3のKd値O．4μMを代用し，両群のミトコンドリア内遊離カ

ルシウム量を算出した。

　5）カフェイン，ライアノジン，ルテニウムレッドの影響

　両群のミトコンドリア内遊離カルシウムに対するカフェイン，ライア

ノジン，ルテニウムレッドの影響については相対蛍光強度（△F）の変化に

より検討した。

11



　　　　（1）カフェイン

　　　無水カフェイン（試薬特級，和光純薬工業社）を水溶液として使用し

　　た。O．5mM，5mMならびに50mMのカフェイン溶液を作製した。　Fluo　3・AMを

　　負荷したミトコンドリア浮遊液を石英セルに500μe入れ，測定を開始し，

　　Microliter　Syringe（Hamilton社）にてカフェイン0．5mMを10μe，5mM

　　を10μe，50mMを10μ4，30μeおよび50μe入れ，それぞれの蛍光強

　　度の変化を経時的に測定した。

　　　　（2）ライァノジン

　　　ライアノジン（生化学用，和光純薬工業社）を水溶液として使用した。

　　2×10－5Mのうイアノジン溶液を作製し，2×10m15Mまでの10倍連続希釈

　　液を調整した。石英セル中の浮遊液に，それぞれの濃度の10μeを低濃

　　度から入れた。

　　　　（3）ルテニウムレッド

　　　ルテニウムレッド（試薬特級，和光純薬工業社）を水溶液として使用

　　した。5×10－3Mのルテニウムレッド溶液を作製し，ライアノジンの場合

　　と同様に，5×10－10Mまでの希釈液を調製した。石英セルにはライアノジ

　　ンの場合と同様に10μ4を低濃度から入れた。

　　　4．形態学的観察

　　　両群の細胞のミトコンドリア分画は，O．1Mカコジル酸緩衝液（pH：

　　7．4＞で，洗浄し，Karnovsky28）の混合固定液で4℃で12時間浸漬岡定，

12
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　　さらに1％オスミウム酸を含む0．1Mカコジル酸緩衝液（pH：7．4）で2時間，

　　後固定した。固定した標品をO．1Mカコジル酸緩衝液（pH：7．4）で洗浄後，

　　アルコール系列で段階的に脱水し，Queto1812（日新EM社）で包埋した。超

　　薄切片は，ウルトラミクロトーム（MT－2型，ポーター社）を用いて作製し，

　　4％酢酸ウランとReyno　lds29）のクエン酸鉛による二重染色した。ミトコ

　　ンドリアの膜構造の損傷の有無は，透過型電子顕微鏡（H800型，日立社）

（　で検索した。

　　　5．統計学的検定

　　　実験結果の統計学的検定はStudent’s亡一testにより行った。

13
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皿．結果

　1．全細胞内カルシウム：量

　全細胞内カルシウム量（図3）は，低カルシウム群では対照群と比べ，

有意に減少（P〈O．001）しており，その減少率は47％であった・

　2．ミトコンドリア分画の形態

　透過型電子顕微鏡像によるミトコンドリア分画の形態は，図4に示す。

　対照群ならびに低カルシウム群ともに，膜構造の損傷はほとんど認め

られず，その大きさは直径O．5～2，a　mの円形もしくは楕円形を示し，

また内部にはミトコンドリアの特徴であるクリステを有していることが

確認された。

　これらの観察より，得られた測定用ミトコンドリアは試料として実験

に提供し得るものと認めた。

　3．全ミトコンドリア内カルシウム量

　全ミトコンドリア内カルシウム：量（図5）は，低カルシウム群では対照

群と比べ，有意に減少（P〈O．001）しており，その減少率は46％であった。

　4．ミトコンドリア内遊離カルシウム量：

　Fluo　3・AMを用いて測定したミトコンドリア内遊離カルシウム量（図6）

は，両群間に有意な差は認められなかった。

　5．カフェイン，ライアノジン，ルテニウムレッドの影響

　　　　　　　　　　　　　　　　14
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　両群のミトコンドリア内遊離カルシウムに与えるカフェイン，ライア

ノジンおよびルテニウムレッドの影響を検討した。

　（1）カフェイン

　カフェインは，calcium－induced　calcium　release（CICR）の促進作用

を有している。カフェインの添加によるミトコンドリア内遊離カルシウ

ムの動向について検討した。

　Fluo3　・・　AMで負荷した対照群のミトコンドリアに，種々の濃度のカフェ

インを経時的に添加したときの蛍光強度の変化を図7に示す。

　種々の濃度のカフェインの添加に伴い，蛍光強度は用量依存的に減少

し，ミトコンドリア内遊離カルシウムの減少することが示された。

　低カルシウム群でも対照群と同様の変化を示した。

　図7における種々の濃度のカフェイン添加に伴う蛍光強度の減少を希釈

率により補正し，対照群と低カルシウム群のそれぞれ飽和した値を100％

として相対蛍光強度（△F）に変換を行った。

　両群のミトコンドリアに種々の濃度のカフェインを添加したときの△

Fの変化を図8に示す。

　△Fは両群ともカフェイン濃度に依存してミカエリスメンテン型に減

少することが認められた。その減少の程度は低カルシウム群で対照群と

比べ，低い傾向を示した。

続いて，濃度依存性を示した変化を，二重逆数プロットにより計算し，

15
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最大変化の1／2を与える濃度（Ko．5）を，表1に示す。　Ko．5は，対照群では

6．0×10－5M，低カルシウム群では1．4×10－4Mであり，低カルシウム群は対

照群と比較し約2倍高い値を示した。

　（2）ライアノジン

　ライァノジンは，CICRを開口状態に固定することによりカルシウムを

カルシウム貯蔵所から放出させ，このことが同時にCICRの阻害作用とな

ることが報告されている30）。このような作用を有するライァノジンを

用いて両群のミトコンドリア内遊離カルシウムに与える影響を検討した。

　Fluo　3－AMで負荷した写物のミトコンドリアに種’々の濃度のライアノジ

ンを添加したときの△Fの変化を図9に示す。

　両群とも△Fはうイアノジンの濃度に依存して減少し，S字状曲線を

示した。その減少の程度は，低カルシウム群で対照群と比べ，　有意

（P＜0．001）に低いことが示された。Ko．5は，図9から，対照群では3．0×

10－16M，低カルシウム群では3．0×10－i4Mであり，低カルシウム群は対照

群と比較し100倍の高値を示した。

　ライアノジンの濃度に依存したミトコンドリアからのカルシウム放出

のS字状曲線の変化をHillの式31）を用いて解析し，そのHillプロット

を図10に示す。

　Hill係数は，図10より対照群では0．64，低カルシウム群では0．14と算

出され，半群とも1より小さいことを示した。
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　この場合，Hi11係数はカルシウム放出部位に対するライアノジン結合

部位の数，もしくはライアノジン結合部位問の協同性の程度を表してい

るため，両群のミトコンドリアのカルシウム放出部位において，ライア

ノジン結合部位間に負の協同性が存在することを示した。すなわち，1個

目のライアノジンが結合すると，次のライアノジンの結合が妨げられる

ことを示唆した。特に，その程度は低カルシウム群の方が対照群と比較

し，約5倍高いことが認められた。

　（3）ルテニウムレッド

　ルテニウムレッドは，CICRの阻害作用を有しているが，このルテニウ

ムレッドが卜師のミトコンドリア内遊離カルシウムに与える影響を検討

した。

　Fluo　3－AMで負荷した両月のミトコンドリアに種々の濃度のルテニウム

レッドを添加した時の△Fの変化を図11に示す。

　対照群と低カルシウム群のミトコンドリアに，種々の濃度のルテニウ

ムレッドを添加すると，△Fは濃度依存的に減少することが示された。

対照群では，10nMのルテニウムレッドの投与で，△Fの減少の程度が最

大となったため，それ以上の濃度は調べなかった。その減少の程度は，

低カルシウム群では対照群と比べ，低い傾向を示した。Ko．5は，対照群

では1．7×10一触，低カルシウム群では1．1×10－7Mであり，その程度は低

カルシウム群の方が対照群と比較し，6倍高いことが認められた。

17
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　（4）ライアノジン共存下におけるカフェインによる影響

　種々の濃度のカフェインを添加したときにみられた△Fの変化に対す

る，ライアノジンの阻害効果について検討した。

　ライアノジン共存下で，Fluo　3・AMで負荷した両群のミトコンドリアに

種々の濃度のカフェインを添加したときの△Fの変化を図12に示す。

さらに，珊瑚のこの変化に対するKo．5は図13に示す。

　対照群では，図12aに示すように，4×10－ioM，4×10－7Mライアノジ

ンの共存下では，カフェインによるミトコンドリア内遊離カルシウムの

△Fの変化の程度が低下することが認められた。同時に，Ko．5は，両濃

度のライァノジン共存下で10倍以上増加した（図13）。低カルシウム群

では，図12bに示すように，4×10－loM，4×10一’アMライァノジン共存下

で，カフェインによるミトコンドリア内遊離カルシウムの△Fの変化の

程度は低下することが認められた。同時に，Ko．5は，両濃度のライアノ

ジン共存下で6倍以上増加した（図13）。なお，ライアノジン無添加の場

合，4mMのカフェイン投与で，△Fの減少の程度が最大となったため，そ

れ以上の濃度は調べなかった。両濃度のライァノジンによる△Fの減少

は，二半とも同様の傾向を示した。

　（5）ルテニウムレッド共存下におけるカフェインによる影響

　種々の濃度のカフェインを添加したときにみられた△Fの変化に対す

る，ルテニウムレッドの阻害効果について検討した。
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　ルテニウムレッド共存下で，Fluo　3・AMで負荷した両群のミトコンドリ

アに，種々の濃度のカフェインを添加したときの△Fの変化を図14に示

す。さらに，両群のこの変化に対するKo．5は図15に示す。

　対照群では，図14aに示したように，1×10－ioM，1×10－8Mルテニウ

ムレッド共存下では，カフェインによるミトコンドリア内遊離カルシウ

ムの△Fの変化の程度は低下することが認められた。同時に，Ko．5は両

濃度のルテニウムレッド共存下で10倍以上増加した（図15）。

　低カルシウム群では，図14bに示したように，1×10－10M，1×10－8M

ルテニウムレッドの共存下では，カフェインによるミトコンドリア内遊

離カルシウムの△Fの変化はわずかに減少することが認められた。一方，

Ko．5は両濃度のルテニウムレッド共存：下で変化が認められなかった（図15）。

なお，ルテニウムレッド無添加の場合，4mMのカフェインの投与で，　△

Fの減少の程度が最大となったため，それ以上の濃度は調べなかった。

両濃度のルテニウムレッドによる△Fの減少の程度は，低カルシウム群

では対照群と比べ，低い傾向を示した。
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】V．考察

　1．全細胞内カルシウム量

　ラット胎児頭蓋冠から得た骨形成細胞のカルシウム量は，対照群では

272mno1／mg　Protein，低カルシウム群では145　nmo1／mg　Proteinを示し

た（図3）が，この値を細胞106個当りで表すと，対照群では122rmo　l，低

カルシウム群では65nmo1であった。これらを重量換算32）するとkg　wet

weight当り，対照群では87㎜ol，低カルシウム群では46㎜01となった。

ここで得られた両群の骨形成細胞のカルシウム量は，他の細胞33－37）の

0．47～6．Ommo　1と比較し，著しく大であり，7倍以上のカルシウムの存在

が示された。このカルシウムが多く存在する骨形成細胞を用いた本研究

においては，低カルシウム群で，対照群より47％低く，低カルシウム環

境により，細胞の正常な機能維持に必要なカルシウムに不足が生じてい

ると考えられる。

　2．全ミトコンドリア内カルシウム量

　全ミトコンドリア内カルシウム量は，モルモットの心筋あるいはラッ

トの心筋や肝においてO．5－2．Ormol／mg　Proteinであることが報告されて

いる3　7　“’　4　1＞。本研究から得られた骨形成細胞の全ミトコンドリア内カル

シウム量：は，対照群では12．20±2．81mo1／mg　Protein，低カルシウム群

では6．55±2．55nrnol／mg　Proteinとなり従来の結果より両群とも3倍以

　　　　　　　　　　　　　　　　20

　　上高い値を示した（図5）。このことは，石灰化能を有する骨形成細胞の

　　ミトコンドリアは，多くのカルシウムを保有するという報告42）と一致

　　する。一方，低カルシウム群は対照群と比較し，全ミトコンドリア内カ

　　ルシウム量は，46％低い値を示した。これは，低カルシウム環境に陥る

　　と，正常な細胞機能維持に不足した糸三二質内のカルシウムを補うために，

　　カルシウム貯蔵所の一つであるミトコンドリアからカルシウムが放出し

（　たことによると考えられる。

　　　3．ミトコンドリア内遊離カルシウム量

　　　　ミトコンドリア内遊離カルシウム量は，ミトコンドリアに含まれる全

　　カルシウム量の1％以下であり，細胞内遊離カルシウム量とほとんど濃度

　　勾配はなく，遊離のカルシウムは10－6M以下と考えられでいる43）。休止

　　細胞における細胞内遊離カルシウム量は，約100nMであることが報告さ

　　れている44●45）。一方，低カルシウム環境で培養した骨形成細胞の細

　　胞内遊離カルシウム量は，対照群では98．0±10．2nM／106cells，低カル

　　シウム群では21．3±2．8nM／106cellsであり，低カルシウム群が対照群と

　　比較し，有意に低い値を示すことが報告されている15）。本研究ではミ

　　　トコンドリア内遊離カルシウム量は，対照群では116±28nM，低カルシ

　　ウム群では118±30nMであり，両群間に有意な差は認められなかった

　　　（図6）。このことは，正常環境と低カルシウム環境で培養した骨形成細

　　胞におけるミトコンドリア内遊離カルシウム濃度は，岡程度に維持され
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ていることが認められる。もし，ミトコンドリア内遊離カルシウム量が，

細胞内遊離カルシウム量と一致するなら，低カルシウム群のミトコンド

リア内遊離カルシウム：量はさらに低下するはずであるが，ミトコンドリ

ア内においてはごく一部が遊離したカルシウムとして存在するため，低

カルシウム環境においてもミトコンドリア内遊離カルシウム量は，細胞

環境のカルシウム濃度に左右されることなく一定に保たれているのかも

しれない。しかし，この点については，今後の測定技術の進歩を侯って，

さらに検討することが必要と考えられる。

　4．カフェイン，ライアノジン，ルテニウムレッドの影響

　細胞内において多量のカルシウムを貯蔵しているミトコンドリアのカ

ルシウム代謝調節機構には，いまだ不明な点が多い。このミトコンドリ

アの物質輸送に関わる膜は，組織学的には外膜，内膜から成っているが，

このうち内膜にはカルシウムを取り込む機構が存在し，これは内膜をは

さんで存在する電気的および化学的ポテンシャルの差による受動的な輸

送である46）。一方，その内膜にはカルシウムを外に排出する機構が少

なくとも2種類ある。第一はナトリウム／カルシウム交換系であり，第二

は水素／カルシウム交換系が知られている。ナトリウム／カルシウム交

換系は心筋や脳のミトコンドリアに存在するが，その物性についてはま

だ不明である。この交換反応は，ナトリウム勾配に依存し，カルシウム1

モルに対してナトリウム2モルが交換される。また肝ミトコンドリアにお
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いては水素／カルシウム交換系が報告されている47）。

　一般に，細胞内小器官である小胞体もカルシウム貯蔵所の一つとして

認められている。骨格筋小胞体にはカルシウム自身がカルシウム放出を

誘導するCICR機構の存在することが報告されている48）。このCICR機構

はスキンドファイバーと分離筋小胞体標本を用いて詳細に調べられ，お

おむね11i　M以上のカルシウムで活性化されること，アデニンヌクレオチ

ドが促進，Mg2＋やH＋は抑制作用を及ぼすことなどが明らかにされた48）。

また，カフェインはCICR機構の最大カルシウム放出速度とカルシウム感

受性を促進し，それによって筋肉の収縮を起こすことも示されている48）。

その他平滑iff　4　9）にもCICR機構が存在することが報告されている。

　このような報告からCICR機構は，その性質と構造が最もよく調べられ

ている細胞内カルシウム放出機構の一つであると考えられている。前述

のCICR機構を調べるために用いられた細胞はすべて興奮性細胞であり，

非興奮性細胞にもCICR機構が存在するか否かについては，想定あるいは

示唆する報告は数多くみうけられるものの，その存在についてはまだ証

明されてはいない。

　図8より，カフェイン添加による両群におけるミトコンドリア内遊離カ

ルシウムの減少が認められた。カフェインはCICR機構の最大カルシウム

放出速度を促進することから，ミトコンドリアにCICR機構の存在が示唆

された。
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ライァノジンは，CICRのレセプターに結合し，チャンネルを開・固定　　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　II
すると同時に，プロッカーであることが知られており37），チャンネルの　　　　　｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
開・によるカルシウムの放出が示唆される・図9より・K…sは・対照群

では3．・×・・一16M，低カルシウム群では3・・×1・一’4Mであり・低カノレシウ　i

ム群のKo．5は対照群と比較し，約100倍大きかった。すなわちミトコン　　　　　｛

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛
ドリアから同程度のCa2＋を放出させるのに低カルシウム群は対照群より約　　　　｝

…倍高いライアノジン灘必要とし，低カルシウム環境によりうイァ
撃戟F（

ノジンに対するミトコンドリアCICRの親穂が低下することが示唆され　｝1

る．この変化をHillの式を用いて解析した．Hill係数は，対照群では　　i｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝1

0．64，低カルシウム群では0．14と算出され，両目とも1より小さいことが　　　　　il　l

判明した（図10）。これより両群のミトコンドリアのカルシウム放出部　　　　　　，

位において，ライアノジン綿欄1こ負の協同齢存在することが示　lli

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛11
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結合すると・次のライアノジンの結合が妨げられ・この負の嗣性は対　　｝…
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制御されているカルシウム放出樹薄が低カルシウム環境において・強　　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛
く抑制されていると考えられる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　図11より，両群のミトコンドリアに，種々の濃度のルテニウムレッド　　　　　1
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を添加すると，△Fは濃度依存的に減少することが示され，Ko．5は，対

照群では1．7×10－8M，低カルシウム群では1．1×10－7Mであり，その程度

は低カルシウム群が対照群と比較し，6倍高いことが認められた。ルテニ

ウムレッドは，細胞およびミトコンドリアによるカルシウムの膜透過を

阻害する作用を有しているが50），このルテニウムレッドによる△Fの

減少の機構については不明である。

　図12aに示すように，ライアノジン共存下において種々の濃度のカフェ

インを添加したときにみられた△Fの変化に対する，ライアノジンの阻

害効果について検討した。対照群では，4×10｝loM，4×10－7Mライアノ

ジンの共存下では，Ko．5は，ライァノジン非共存下と比較し，10倍以上

増加した（図13）。また図12bに示すように，低カルシウム群では，4×

10’10M，4×10“7Mライアノジンの共存下では，　Ko．5は，ライアノジン

非共存下と比較し，6倍以上増加した（図13）。このことは，ライアノジ

ンのCICRに対する阻害作用を裏付け，骨・形成細胞のミ1・コンドリアに

CICRの存在する可能性を強めた。

　図14aに示すように，ルテニウムレッド共存下において種々の濃度の

カフェインを添加したときにみられた△Fの変化に対する，ルテニウム

レッドの阻害効果について検討した。対照群では，1×10”IOM，1×10　一8

Mルテニウムレッドの共存下において，Ko．5は，ルテニウムレッド非共

存下と比較し，10倍以上増加した（図15）。また図14bに示すように，
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低カルシウム群では，1×IO－IOM，1×10－8Mルテニウムレッドの共：存下

では，Ko．5は，ルテニウムレッド非共存下と比較し，変化は認められな

かった（図15）。低カルシウム群では，ルテニウムレッドによる阻害作

用は認められなかったが，これはルテニウムレッド非存在下における低

カルシウム群のカフェイン添加による△Fの減少が，対照群と比較し，

すでに強く抑制されているためルテニウムレッドの阻害効果が見かけ上，

打ち消されてしまったことによると考えられる。しかし，対照群では，

Ko．5は，ルテニウムレッド非共存下と比較し，10倍以上増加し，このこ

とは，カフェインとライアノジン共存下における場合と同様にルテニウ

ムレッドのCICRの阻害作用を裏付け，骨形成細胞のミトコンドリアに

CICRの存在する可能性をさらに強めた。

　これまでミトコンドリアにCICR機構が存在するという報告は，ほとん

どみられない。しかし，骨形成細胞のミトコンドリアにおいてカフェイ

ン投与によりカルシウム放出が促進し，ライアノジンとルテニウムレッ

ド投与によりカルシウム放出が阻害されることを示した。しかも低カル

シウム環境では，これがより強く阻害された。これらの事実から骨形成

細胞のミトコンドリアに，CICR機構に極めて一致したカルシウム放出機

構の存在が強く示唆された。しかしこの機構の存在を確認するためには，

さらに詳細に検討を加えていく必要がある。

　本研究は，in　vi・troであるため，これらの結果を直接in　vfv（硬組織代
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謝機構に置き換え，論ずることは困難である。しかし，少なくとも，in

vi　voにおいて低カルシウム環境下に置かれた硬紐織代謝機構が，　in

vi・troで生じたような影響を受ける可能性が考えられる。今後も骨形成細

胞のミトコンドリア内遊離カルシウムin　vitroの実験：系をより改善する

とともに，ミトコンドリアからのカルシウム輸送機構に対し，ナトリウ

ム／カルシウム交換系や水素／カルシウム交換系などから多角的に検討

を加え，この輸送機構を明らかにし，さらにin　vitroの結果をin　vi・voに

おいて確かめることが必要である。これにより，細胞内小器官であるミ

トコンドリアの硬組織代謝抑制機構における役割が明らかになると考え

られる。

　ミトコンドリアは，細胞の生理機能維持のためのエネルギー供給，カ

ルシウム貯蔵，放出など重要な役割を果たしているが，骨形成あるいは

骨吸収という骨改造機転にも深く関わりがあると考えられる。本研究の

結果と臨床との関連を考え合わせると，硬組織代謝抑制を伴う歯根嚢胞，

歯周疾患あるいは骨粗冷症等の病因の一つは，骨形成と骨吸収の平衡が

乱れ，前者の機能が抑制され，後者の機能が優位になることが考えられ

る。

　本研究では，骨形成・骨吸収の平衡の乱れにより，骨形成を抑制する

低カルシウム環境下では，確かにミトコンドリアにおけるカルシウム輸

送機構に抑制が生じていることが示された。従って，このミトコンドリ
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アの抑制された機能を賦活する薬物を投与すれば，前述の臨床上の疾患

の進行が抑制され，治療効果を高める一助となりうることが予想される。

さらに，ミトコンドリアのカルシウム代謝のなかで骨形成抑制に関わる

因子を特定できれば，これら疾患に対する臨床上の予防，診断および治

療に大きく貢献すると考えられる。
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V．結論

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ　　　　ら　　　　　　　　　　　　　　　　　　ろ，い　！”j
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぺ
　　　　低カルシウム環境下で培養した骨形成細胞の全細胞内カルシウム量，

　　　全ミトコンドリア内カルシウム量，ミトコンドリア内遊離カルシウム量：

　　　　ならびに各種の化学物質を用いてミトコンドリア内遊離カルシウムの動

　　　向を検索し，以下の事実が認められた。
（
　　　　　1）低カルシウム環境で培養すると，全細胞内カルシウム量は，対照

　　　群と比較し，有意に低下した。

　　　　　2）低カルシウム環境下で培養した骨形成細胞の全ミトコンドリア内

　　　カルシウム量は，対照群と比較し，有意に低下した。

　　　　　3）ミトコンドリア内遊離カルシウム量は，両群間に有意差は認めら

　　　れなかった。

　　　　　4）ミトコンドリア内遊離カルシウムは，両群においてカフェイン，

　　　ライアノジン，ルテニウムレッド投与により減少し，それぞれのKo．5は，

ρ　　　低カルシウム群において高く，低カルシウム環境下で培養した骨形成細

　　　胞のミトコンドリアのこれら化学物質によるカルシウム放出に抑制が認

　　　められた。

　　　　　5）カフェインによるミトコンドリア内遊離カルシウムの減少は，両

　　　群においてライアノジン投与により抑制された。その減少の程度は，対

　　　照群において大きかった。また，その減少は，ルテニウムレッド投与に
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　　　より対照群では抑制されたが，低カルシウム群では抑制が生じなかった。

　　　　6）ミトコンドリアのカルシウム放出機構にCICRと思われる機構の存

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　π二’　7
　　　在が示唆された。

　　　　7）低カルシウム環境になると骨の改造に関与する細胞機能に影響し，

　　　細胞内情報伝達系に異常が生じることが示唆された。

　　　　8）これらの事実から低カルシウム環境下培養骨形成細胞では，全細

（　　胞内カルシウム：量，全ミトコンドリア内カルシウム量が減少し，ミトコ

　　　ンドリアのCICRにおけるカルシウム放出機構に抑制が発生し，これらが

　　　要因となって細胞の機能に抑制の生じることが推測された。
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試薬 群 K　Oe5

カフェイン

ライアノジン

ルテニウムレツド

対照群

低カルシウム群

対照群

低カルシウム群

対照群

低カルシウム群

6，0　×　10－5　M

le4×10”‘　M

3，0　×　10”6M
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表1　カフェイン，ライアノジン，ルテニウムレッド

　　によるミトコンドリアからのカルシウム放出に

　　対するK　o．s値
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