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Abstract: The ability of osteoblasts to form bone greatly diminishes with aging, which may be due to the rise of
oxygen-derived free radical formation. However, changes that occur in the mineral crystallinity of bone nodules
formed by osteoblasts under conditions of oxidative stress have not been sufficiently clarified. The aim of this
study was to elucidate the effects of oxidative stress on osteogenesis. We investigated bone nodule formation in
an osteoblast-like cell line, MC3T3-E1, using von Kossa staining and micro-X-ray diffraction (micro-XRD).
For the micro-XRD examinations, the bone nodules were analyzed after removal from the culture plate and
placed on a slide glass or a silver membrane filter. We found that nodule formation was lower on day 30
following treatment with H

2
O

2
 and mineral crystallinity in H

2
O

2
-treated cells was also lower than in the controls.

These results suggest that osteoblasts damaged by oxygen free radicals produced during the aging process
show a decline in their bone nodule formation ability.
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緒言緒言緒言緒言緒言
スーパーオキサイドや過酸化水素などの活性酵素種 (ROS)
は、DNA、タンパク質、および脂質への傷害をもたらす。ミ
トコンドリアの電子伝達系などの正常な細胞の代謝または
サイトカイン、紫外線などの環境の刺激から正常な酸化還
元バランスは乱れ、細胞は酸化ストレスを受ける1)。この酸
化ストレスが老化の主な原因の1つであるということが示唆
されている2,3)。
　骨組織では、胎児期から老年期まで生涯を通じて骨芽細
胞による骨形成と、破骨細胞による骨吸収が常に行われて
いる。正常な生体では骨形成と骨吸収のバランスが保たれ
ているが、加齢とともに骨量が減退していくことはよく知
られている2,4)。近年、加齢における骨量減退の原因として 活

性酸素による老化が関与していることが示唆されている3,5,6)。
　これまで加齢における骨量の変化についての報告として
bone mineral density (BMD) を用いた研究 3-5)が盛んに行
われている。近年、Akkus10,11）らはラットにおいて加齢によ
り骨の結晶性が変化することから  BMD のみでなく骨の評
価法として結晶性の検討の必要性を報告している。しかし
ながら老化による骨の結晶性の変化についてはまだ不明な
点が多い。
　そこで本研究は、生体内で常時発生される活性酸素の一
つである過酸化水素( H 2 O 2 ) で骨芽細胞様細胞株である
MC3T3-El 細胞を処理し、Von Kossa 染色法、 micro X-ray
diffraction (micro-XRD)12) を用い、細胞層に形成される
bone nodule 形成及び結晶性に及ぼす酸化ストレスの影響
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について検討した。

材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法
細胞及び継代培養法
　細胞は、Kodamaらによりマウスの頭蓋骨から採取し株化
され、他の細胞系への分化能をもたない骨芽細胞様細胞株
であるMC3T3-E1細胞13) を用いた。
　培養は 75 cm2 組織培養フラスコ (Corning, U.S.A.) を
用い、37ｰCに保持し、5? のCO2を含むインキュベーター内
で行った。培地には、10? 牛胎児血清（FBS）、及び 5mM
HEPES、抗生物質: 50 mg/ml ゲンタマイシン硫酸塩 (Sigma,
U.S.A.)、 0.3 mg/ml アンホテリシンB (Flow Laboratories,
USA)、 100 units/ml ペニシリンGカリウムを含む a-MEM
(Gibco, U.S.A.) を用い、培養液は週3回交換した。

von Kossa 染色
　24 well plate の １well に細胞を 1ｘ105 細胞播種し
た。24時間後コンフルエントに達したところで、 400 mM の
H2O2 を 3 時間作用させ、石灰化培地として10%FBS と抗生
物質、50 mg/ml の アスコルビン酸 (VC) と 10 mM b-グリ
セロリン酸 (b-GP) を含む a-MEM培地にて30日間培養を
継続した。その後、von Kossa 法14)を用いて bone nodule
を染色した。3 0 日間培養後、上清を取り除き P B S ( - )
(Gibco, U.S.A.)にて細胞を2回洗浄した後、10% 中性ホル
マリンを30分間作用させ固定した。精製水にて3回洗浄し
たのち、10 分間遮光下にて 5% 硝酸銀水溶液 (Sigma,
Japan) と反応させた。さらに精製水にて3回洗浄した後、
蛍光灯下にて30分間感光させた。
染色されたbone nodule は、実体顕微鏡 (Olympus,

Japan) 下に倍率40倍にて観察し、画像はデジタルカメラ
にて撮影した。

micro-XRD
　MC3T3-E1 細胞を、100mm2 細胞培養プレートに1ｘ106 細
胞 播種した。24 時間後コンフルエントに達したところで、
前述の方法により H2O2 処理を行い、前述した石灰化培地に
て 30 日間培養した。30日間の培養後、上清を取り除き PBS
(-) にて細胞を 2 回洗浄した後、10% 中性ホルマリンを
30 分間作用させ固定した。精製水にて 3 回洗浄した後、
各 bone nodule は以下に述べる2つの方法にて micro 帽
RD 回折実験を行った。
　第1の方法では、bone nodule を慎重に培養プレートか
ら剥がしとり、スライドグラス上に載せたものを用い bone
nodule を解析した。
第 2 の方法では、bone nodule を慎重に培養プレート

から剥がしとり、銀メンブレンフィルター (milipore,
U.S.A) 上に載せたものを用い15)、銀による特異的なピーク
に対する bone nodule におけるハイドロキシアパタイト
のピークの比較を行った。
　micro-XRD は、RINT �500 湾曲 PSPC 型微小部 X 線回
折装置 (Rigaku, Japan) を用い、測定及び回折実験を行っ

た。
　X 線発生装置: リガク回転対陰極型強力 X 線発生装置、
対陰極: Cu、加速電流： 300 mA、X 線モノクロメーター:
グラファイト結晶、 X 線波長: 1.542a???????　(CuKa)、試
料揺動； 入射 X 線方向に対する傾き (w): 18 度固定、w
　に直交方向の傾き (c): -20.0 度 ~ 20 度、 試料回転
(f): -1.0 度~ 1.0 度、 検出器 :リガク湾曲 PSPC (Position
Sensitive Proportional Counter)、 測定角度範囲 : 0 度
～160 度 (2q)、PHA (Pulse Height Analyzer): 標準設
定、 計測時間 : 20 分、 データ解析ソフト : JADE Ver.5.0+
(MDI, U.S.A)　を用いた。
　なお、スライドグラス上の　bone nodule に対し、直径
30 mm の楕円形（X 線ビーム径 30 mm、 入射角度 18 度）
の X 線ビームコリメーターを用い計測時間を 90 分とし
た。また銀メンブレンフィルター上の bone nodule の回
折実験には直径 100 mm の楕円形（ X 線ビーム径 100 mm、
入射角度 18ｰ ）の X 線ビームコリメーターを使用し計測
時間を 20 分とした。

結果結果結果結果結果
von Kossa 染色
　von Kossa 法を用いて染色されたbone nodule像を 図1
に示した。H2O2 作用群およびコントロール群ともに bone
noduleの形成が認められた。しかし、 H2O2作用群において、
コントロール群と比較しbone nodule  数の少ないことが
認められた。

micro-XRD
　本実験における H2O2 作用群とコントロール群の bone
nodule の X 線回折パターンにみられるピークは、ともに
Rogers らの示した生体骨の X 線回折パターン16) と類似し
ていた。しかし、H2O2 作用群とコントロール群には、出現
したアパタイトの回折ピークに強度の違いが認められた。
　図 2 に、スライドグラス上の bone nodule における
micro-XRD パターンを示した。26（ー002）、32（ー211、112、
300）、はハイドロキシアパタイト結晶の特異的な回折ピー
ク17) である。H2O2 作用群の 26ｰ 及び 32ｰ の回折ピークは
コントロール群に比べ低く、さらに H2O2 作用群の 26ｰの
回折ピークは不明瞭でることが認められた。
　図 3 に銀メンブレンフィルター上の bone nodule にお
ける micro-XRD 回折パターンを示した。銀に特有のピー
クである 38ｰ、44ｰ、64ｰ のピークが、コントロール群に比
べ H2O2 作用群において高かった。また、H2O2 作用群におい
てハイドロキシアパタイトに特有のピークである 32ｰの回折
ピークは、コントロール群に比べ低いことが認められた。

考察考察考察考察考察
 本研究は老化の過程において重要な働きをすると考えられ
ている酸化ストレスの骨形成に対する影響を解明するため
に行ったものであり、骨芽細胞様細胞株である MC3T3-El 細
胞を用いて、酸化ストレスである H2O2 処理が bone nodule
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図４. 銀メンブレンフィルターによる X 線回折法の原理.(A)厚
さの薄い bone nodule の場合、(B) 厚さの厚い bone nodule の場
合(a) bone nodule の回折 X 線、(b) 銀メンブレンフィルターの
回折 X 線。 (A)タイプの bone noduleの場合、回折X線(a)は(A)
タイプよりも大きいが、回折X線 (b)は小さくなる。

図１. bone nodule 形成数への影響.bone nodule 形成数は von
Kossa染色により観察した。(A) コントロール群、 (B) H2O2 処理群
における等倍像。 H2O2 処理したMC3T3-E1 細胞により形成された

bone nodule数はコントロール群に比べ少なかった。

図２.  スライドグラス上の bone noduleにおけるMicro-XRD回

折パターン.(A) コントロール群、 (B) H2O2処理群。

図３. 銀メンブレンフィルター上の bone noduleにおけるMicro-
XRD回折パターン.(A) コントロール群、 (B) H2O2処理群。

形成能及び結晶性に及ぼす影響を検討した。
　従来 bone nodule の定量は、von Kossa 法を用いて行わ
れてきた18-20)。しかし、近年 Bonewald らは、石灰化物の
判定として von Kossa 法のみでは不十分であると報告し
ている22)。von Kossa 法は不溶性のカルシウム、特にリン
酸カルシウムの検出法であるが、硝酸銀水溶液を加えるこ
とで、カルシウムがカルシウムイオンとして溶出し、銀で
置換され炭酸銀を生じさせる。次の段階で炭酸銀を、濃褐
色に強く着色する金属銀の微粒子に還元させる方法である
ため、直接的なハイドロキシアパタイト結晶の検出法では
なく、リンを検出することによる間接的な検出法である22)。
ゆえに、この方法では bone nodule の形成数は測定でき
るが、直接的に結晶性の比較をすることは困難である。そ
こで本実験において、従来の bone nodule測定法として von
Kossa 染色法を用い、さらに染色、溶解などの前処理なく
結晶性を比較する方法として micro-XRD を用いることと
した。
　本実験において von Kossa 法の結果から bone nodule
形成数は H2O2 により抑制されることが示された ( 図 1 )。
micro-XRD による解析結果は、 コントロール群及び H2O2 作
用群の bone nodule は、ともにハイドロキシアパタイト
骨様石灰化物であることが示された。しかしながら、図
2.3 においてコントロール群と H2O2 作用群では、微小部 X
線回折パターンに回折ピークの大小及び明瞭性に違いがみ
られた。micro-XRD の特性として X 線回折パターンに反
映される結晶の大きさは、X 線が同時に回折を生じる領域
のこと12) であり、回折ピークの強度として現れる。一方、
微小部 X 線回折パターンの明瞭性は結晶性を反映する。
よって、今回の微小部 X 線回折パターン結果から H2O2 作
用群の bone nodule 内に存在するハイドロキシアパタイ
ト結晶の大きさ、量及び成熟性は、コントロール群と比べ
低いことが示された。
　銀の回折 X 線は bone nodule を透過することにより検
出される ( 図 4 )。図 3 より銀メンブレンフィルター上
の bone nodule の X 線回折パターンは、コントロール群
よりも H2O2 作用群の方が銀の X 線回折ピークが高く、ハ
イドロキシアパタイトのピークが低かった。これは、H2O2 作
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用群の bone nodule 中の結晶密度が コントロール郡より
も密度が低いことを示している。つまり、銀及び生体アパ
タイトの X 線回折ピークの結果は、H2O2 作用群における
bone nodule 内の結晶性はコントロール群と比べ低いこと
を示している。以上の結果から、 H2O2 を作用させることで
MC3T3-E1 細胞において bone nodule 形成能は低下し、さ
らに形成された bone nodule の成熟度が低下することが
示され、酸化ストレスが骨芽細胞の骨形成能に障害を及ぼ
す可能性が示唆された。　　　　　
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