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要 約

ウサギ骨膜曲来線維芽細胞(骨膜細胞)に牽引刺激

を加え，骨折治癒過程に及ぼす機械的刺激の影響を検

討した。まず，骨膜細胞に葦引刺激を加えると非刺激

時に比較して 358042ーの限り込みで示される軟骨性細

胞外基質の産生が増加した。一方，塩基性線維芽細胞

増補困子 CbFGF)を添加すると，機械的刺激と同様

に358042ωの取り込みは増加した。また，牽引刺激

により骨膜細胞のbFGF産生が増強されたことから，

骨膜細胞の軟骨性細胞外基質の康生促進には機械的刺

激による骨膜細胞の autocrine/paracrineな

bFGF産生が関与している可能性が示喰された。-

方，骨芽細胞ではProteinKinase C CPKC)を介

した，細胞内情報伝達機構が叢要な役訓告演じている

ことが知られている。 PKC活性化期jである12心ぺeレ

radecanoy lphorbol-13acetatate (TP A)を骨膜細

胞に添加すると細胞外基質の康生が促進されるが，

PKCの活性阻害剤である 1-(5-isoquinolinesulfony1) 

♂叩methylpiperazineCH-7)の存在下に骨膜細胞に

機械的刺激を与えると細胞外基質産生が抑制された。

すなわち，憲引刺激は骨膜細胞内PKCの活性化を介

して軟骨性細胞外基質の臆生を促進している可能性が

明らかとなった。以上から，骨折治癒過程において機

械的刺激は，骨膜細胞の軟骨性細胞外碁質の康生を促

進することにより内軟骨性骨化の発現に重要な役割を

演じていることが明らかとなった。

緒 嘗

骨折治癒過程は骨膜細胞の増殖と硝子軟骨形成を伴

う内軟骨性骨化を特徴とするが，プロスタグランディ

ンやサイトカインあるいは様々な成長因子がこの過躍

を制御している 1)。この様々な液性悶子は骨折部に形

成される血躍に含まれる血小板や血球細胞あるいは骨

髄内から誘導される末分化問葉系細胞から放出される。

また骨皮質にも種々の成長悶子が蓄積されており，様々

な刺激により骨折部局所において活性化される 1)。

この骨折の治癒過程を制御する生物学的因子の産生

および、放出については様々な刺激が報告されている 2)。

臨床的に長管背骨折の治機の際に長軸方向の荷量が倣

骨形成を促進させる事3)… 5)や，逆に不十分な固定によ

り生じる異常可動性が骨折治癒を混らせることか

ら5)寸骨折部に対する機械的刺激が問所における種々

の細胞聞の微小環境を変化させる可能性がある。その

結果，機械的刺激が何らかの生物学的反応を介して，

骨折部の膜性骨化あるいは軟骨性仮骨の骨化を促進あ

るいは抑制すると考えられる。

このように機械的刺激が骨折治癒過程に影響してい

ることが明らかであるが，その詳細なメカニズムに関

しての報告は少ない 5)，7)。そこで今回我々は骨折治撒

過程に及ぼす機械的影響を検討する目的で，ウサギ骨

膜細胞奇用いて，軟骨性細胞外某質および塙碁性線維

芽細胞増殖因子 Cbasicfibroblast growth factor 

: bFGF)の産生に及ぼす機械的刺激の影響について

検討した。また，骨芽細胞では機械的刺激により細胞

内Proteinkinase C CPK C)が活性化され，種々

Key Words:骨膜細胞，機械的刺激，内軟骨性骨化，塩基性線維芽細胞増殖因子， Protein Kinase C. 
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の生物学的反応を示すことが報告されている B)。そこ

で，機械的刺激による骨膜細胞の活性化に関する細胞

内情報伝達機構を解明する目的で，主なる細胞内情報

伝議機構のひとつであるPKCの機械的刺激による骨

膜細胞の活性化における役割について検討した。

方法

1.動物骨折モデルの骨折部における bFGFの局在

の検索

骨折治癒過程には， Bone morphogenetic proteins 

(BMP)，血小披由来成長因子 (PDGF)や bFGF

が重要な役割を演じているo 中でも bFGFは骨皮質

をはじめとして骨折部局所に大量に存在し，骨折治癒

過程の中心的な役割を果たす成長因子のひとつであ

る1)…2)。

そこで，ネンブタ…ル投与による全身麻酔下にウイ

スター系ラット(体意約300g)の腔骨を徒手的に骨

折させた骨折モデルを作製し， bFGFの骨折部にお

ける局在を検討した。骨折後7日目に，ラットをネン

ブタール大盤投与により安楽死させ，骨折部を含む膝

骨を摘出した。骨折郎周囲の軟部組織を取り除き10%

中性ホルマリンを用いて間定後， 20%日DTAにで脱

灰した。得られた標本をパラフィン包埋後 6μMIこ

薄切し連続切片を作成した。この切片そH日染色およ

び抗bFGF抗体 (Promega，Madison， WC)を用

いた免疫染f誌を行い，光学顕微鏡下にラット腔骨骨折

部における bFGFの局在を検討した。

2.骨膜細胞の培養

骨折部に対する機械的刺激の影響を検討する目的で，

骨折治癒過践において重要な役割を漉じる骨膜細胞長

分離培養し，機械的刺激を加えた。実験に用いた骨膜

細胞は，成熟日本家兎(体重:約3000g)の骨膜より

O'Driscollらの方法に準じて採取した9)。

家克服骨の前内側近位部より無菌的に採取した骨膜

のcanbiumlayerを2mm角に刻み，外科的メスに

で傷を付けたプラステック培養血 (Corning，N.Y.)に

接者させ， 10% fetal calf serum (BIOWHITT AKER 

Inc.， Walkersville， ML)およびL“グルタミンを合

むαmodificationof eagles medium (αωMEM 

:大日本製薬)を用いて器官培饗した。培養の過程に

おいて， この canbiumlayerより遊走，増殖してき

た付着性の細胞を単層培養した。この初代培養細胞が

コンフルエントに達する約2週間後に， トリプシン処

理により骨膜由来細胞を問収し型コラーゲンでコー

ティングした5cm2のWel1を6個有する培養プレート
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牽引負荷なし
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関1. Flexercell strain unitの模式図

FLEX 1培養プレートは可憐性を有する臆閣

を持ち，除圧巻加えることにより底耐が変形し，

接着している細胞に最引負荷をかけることがで

きるO 除圧は Flexercellstrain unitにより

コンピューター制御されており，任意の条件で

細胞に輩引負荷をかけることがぜきる。

(FL日X 1/11 : FL日XCELLINTERNATIDNAL 

CORP.) (図1)に2.5X 105個ずつ播種した。 FL日X

I培養プレートは可憐性を有する底面を持ち，吸気口

を持つガスケット内に設置し，陰圧をかけることで底

面が変形し接着している細胞に憲引負荷をかけること

ができる。細胞が接着する48時間後，周期的牽引負荷装

置 (Flexercellstrain unil : FLEXCELL INTER-

NATIONAL CORP.)を用い， Nishioka10)らの方法

に準じて平均伸長率15%.6cpmで輩引刺激を与え，

骨膜細胞の軟骨性細胞外慕質と bFGF産生に及ぼす

影響を検討した。

3.細胞外基質産生の測定

内軟骨性骨化過穏では硝子軟骨形成が観察されるo

そこでまず骨膜細胞の bFGFの硝子軟骨形成に及ぼ

す影響を検討するために， lOng/mlの bFGF

(Progen Biotechnik GmbH Heidelberg)の存在

下で骨膜細胞を48時間培養し，細胞内および細胞外基

質への358042ーの取り込みを塩化セチルピリミジウム

沈殿法11)を用いて測定した。また同時に，畿引刺激の

骨膜由来細胞への影響を検討するために，輩引刺激下

48時間培養後の 358042ーの取り込みを測定し軟骨性細

胞外基質産生の指標としたω-14)0 bFGF非刺激群あ

るいは牽引刺激非負荷群そ対照群とし，軟骨性細胞外

基質の産生は対照群との%で示した。

4. bFGFの測定
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a 

図2.動物骨折モデルの骨折部におけるbFGFの局混
a 骨折後7日目の動物骨折モデルの骨折部周辺には，旺盛な硝子軟骨形成を伴う軟骨性仮骨の形成が観察

される CHE染色， Original magnification : X 20)。

b:骨折部周辺に形成された軟骨仮骨内の軟骨細胞およびその周聞に増殖した骨膜細胞内には抗 bFGFと

反応し， ABC法 CAvitin-Biotinωperoxidasecomplex method)で染色されるbFGFが認められる COriginal

magnification : X 50)。

骨折治癒の会過程において bFGFが骨折部局所に

観察されることが報告されている 1)。そこで骨膜細胞

の bFGF~量生を検討するために，骨膜細胞を輩引刺

激下48時間培養後に 1%ドデシル硫酸ナトリウム

(8D8)および1% Tween 20 (和光純薬)を含むリ

ン酸緩衝食塘水 (PB8)にで可格化し，細胞内bFGF

監を EIA法 (PerseptiveBiosystems)を用いて測

定し，対照群と比較検討した。

5. PKC活性化剤及びPKC活性阻害剤の存在下に

おける機械的刺激の軟骨性細胞外基質産生に及ぼ

す影響

機械的刺激による骨膜細胞の活性化に関して細胞内

情報伝連機構のひとつである PKCに注目し15h機械

的刺激による細胞外基質康生における PKCの役割に

ついても検討した。骨膜細胞に PKC活性化剤である

12心-tetradecanoy 1 phorbol-13-acetate (TP A) 13)を

種々の濃度で添加し， 48時間培養後の358042 の取り

(63) 
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図3.ウサギ骨膜細胞の細胞外基質産生に及ぼすbFGF
の影響

成熟日本家兎骨膜より採取した培養骨膜細胞を

lOng/mlのbFGFの存在下で48時間培養すると，

細胞内および細胞外基質への358042 の取り込み

はbFGF非刺激群(取り込まれた358042ーの比放

射活性，385309土5558.48cpmを100%とする)と

比較して10.2士3.25%増加していた(8tudent's

t検定:p=0.008)。
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図4. ウサギ骨膜細胞の細胞外基質産生に及ぼす牽引刺

激の影響

ウサギ骨膜細胞を FLEX1 /n培養プレートを用
いて牽引刺激(平均伸長率15%，6cpm)を加え

48時間培養した。牽引刺激群では非刺激群(取り

込まれた358042の比放射活性，48053.6:t 3011.94 
cpmを100%とする)に比較して骨膜細胞の細胞内

および細胞外基質への358042-の取り込みは， 24.7 

土8.22%増加していた (8tudent'st検定 :p=

0.014)。

表1.ウサギ骨膜由来細胞の bFGF産生に及ぼす牽

引刺激の影響

機械的刺激の有無bFGF産生量Cmean:tSD) p value 

(ng/2.5 X 1Q5cells) CStudent's t-test) 

牽引刺激なし 7.37:t0.577 

牽引刺激あり 8.82:t0.654 0.045 

(平均伸長率15%，6cpm) 
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図5.骨膜細胞の細胞外基質産生に及ぼす PIくC活性

化剤の影響

ウサギ骨膜細胞にPKC活性化剤であるTPAを

種々の濃度で添加し， 48時間培養後の358042-の

取り込みを測定した。骨膜細胞の細胞内および細

胞外基質への3580/ーの取り込みは，添加した

TPAの濃度依存性に促進され， 50nMの濃度で、最

大77%の促進効果がみられた。

込みを測定した。また， PKC活性阻害剤である1-

(5・isoquinolinesulfonyDー2-methylpiperazine(H・7)16)

を添加し牽引刺激下48時間培養後の 358042ーの取り込

みを測定した。

6.統計学的検討

異なる 3個の Wellから得られた骨膜細胞の細胞外

基質およびbFGF産生量の平均値の検討は8tudent'st 

検定を用いて行い， p<0.05を統計学的有意差ありと

しTこ。

結果

1.動物骨折モデルの骨折部における bFGFの局在

およびbFGFの骨膜細胞の細胞外基質産生に及

ぼす影響

動物骨折モデルの骨折部を組織学的に検索すると骨

折後7日目の腫骨骨折部周辺には，旺盛な硝子軟骨形

成を伴う軟骨性仮骨の形成が観察され，軟骨細胞およ

びその周囲に増殖した骨膜細胞内には bFGFの局在

が示された(図2)。

そこで，この bFGFの軟骨性仮骨の形成に及ぼす

影響を検討するために， 10ng/mlのbFGFの存在

下で骨膜細胞を48時間培養すると，細胞内および細胞

外基質への 358042ーの取り込みはbFGF非刺激群と

比較して1O.2:t3.25%増加していた(図 3)。すなわ

ち， bFGFは骨折部局所において骨膜細胞を刺激する

ことにより軟骨性細胞外基質の産生を促進し，内軟骨性

骨化に重要な役割を演じている可能性が示唆された。
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図6.牽引刺激による骨膜細胞の細胞外基質産生促進
に及ぼす PIくC阻害剤の影響

PKCの酸素活性阻害剤である H-7(10μg/ 

ml )を添加し，牽引刺激および非牽引刺激下

48時間培養後の3580/ーの取り込みを測定した

ところ， H-7非存在下には機械的刺激により明

らかな細胞外基質産生の促進が観察されたが，

H-7を添加することによりこの機械的刺激によ

る細胞外基質産生促進作用は，もとのレベルに

まで抑制された。
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2.骨膜細胞の細胞外基質産生に及ぼす輩引刺激の影

轡

次に，骨膜細胞の細胞外基質産生lこ及ぼす牽引刺激

の影響を検討するために，底面がシリコン製 (FLEX

1 )培養プレートを用いて，骨膜細胞に牽引刺激

(平均伸長率15%. 6 cpm)を加えた。牽引刺激下に

48時間培養後の骨膜市来細胞の細胞内および細胞外慕

質への 3580/ーの取り込みは，底聞がプラスチック製

(FL日X II)培養プレートを用いて培養した非帝引

刺激群に比較して12.1士1.60%増加していた(図4)。

3.骨膜細胞のbFGF産生に及ぼす悲引刺激の影響

骨膜細胞のbFGF産生に及ぼす輩引刺激の影響を

検討するために，骨膜細胞内の bFGF量を測定した口

骨膜細胞をFLEXII培養プレートを用いて48時間培

養すると非輩引刺激下では7.37土0.577ng/2.5X 105 

cellsのbFGFの産生が観察された。一方， FLEX 

I培養プレートを用いて平均伸長率15%.6cpmの牽

引刺激下に骨膜細胞を48時間培養すると bFGFの産

生は8.82土O.654ng/2.5X 105 cellsへ増加していた

(表 1)。

4.骨膜細胞の細胞外基質産生に及ぼすTPAおよび

H-7の影響

細胞内情報伝達機構のひとつである PKCの役割に

ついて検討するために. PKC活性化剤である TPA

を種々の濃度で添加し.48時間培養後の358042 の取

り込みを測定した。骨膜細胞の細胞内および細胞外基

質への 3580/-の取り込みは，添加した TPAの濃度

依存性に促進され， 50nMの濃度で最大77%の促進効

果がみられた(図5)。一方. PKCの酵索活性阻害

剤である H-7(10μm/mDを添加し，牽引刺激お

よぴ非輩引刺激下48時間培養後の358042…の取り込み

を測定したところ，H-7非存在下には機械的刺激によ

り明かな細胞外基質産生の促進が観察されたが. H-7 

を添加することによりこの機械的刺激による細胞外基

質産生促進作用は， もとのレベルにまで抑制された

(岡6)。すなわち，骨膜細胞の細胞外基質産生には

PKCの活性化が重要であり，機械的刺激はこの

PKCの活性化を介して，細胞外基質産生の促進を行っ

ていると考えられた。

考 察

骨折治癒過程において骨膜細胞や骨髄末分化問葉系

細胞などの細胞成分が重要な役割を滴じており， これ

らの細胞成分の増殖や分化を調節する種々の成長因子
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やサイトカインの存在が明らかにされている 1-九ま

た， これらの悶子に加えて瀦切な機械的刺激が骨折治

癒過程に重要であることも明らかになってきてい

る4，川。

これまで，臨床的には機械的刺激が骨折治癒過程を

促進させたり，あるいは遅延させたりすることが報告

されているが 3，5，6， 17うその機構については不明な点が

多い。骨折治癒過躍に対する機械的刺激の影響につい

ては， Flexercell strain unit による周期的意引刺

激により骨芽細胞様細胞の DNA合成やコラーゲン

性蛋自の合成が促進する事が報告されているヘまた，

周期的憲引刺激がこの細胞の ALP活性を増加させる

こと 10)から，機械的刺激が骨芽細胞の代謝壱調節し，

骨折治癒過程において膜性骨化を促進している可能性

が大きい。

，'.方，内軟骨性骨化に及ぼす機械的刺激の影響につ

いては， ラット関節円轍に対する機械的刺激が硝子軟

骨の主要構成成分であるコンドロイチン 6硫酸の産生

を増加させること 12)や， ラット頭蓋骨由来骨芽細胞に

対する間欠的静水庄圧迫刺激が Transforming

growth factor凶 s(TGF-β)の産生を促進するこ

と間カ〉ら，機械的刺激が骨折治癒渦穏において膜性骨

化ばかりでなく軟骨性仮骨形成も促進する可能性があ

るO

今岡のウサギ培養骨膜由来細胞を用いた検討では，

培養細胞に平均伸長15%.6cpmの牽引刺激を加える

と，骨膜由来細胞からのbFGFの産生が刺激される

と同時に 3580/…の取り込みでポされる軟骨性細胞外

基質の産生が増強した。骨折治癒渦穏における

bFGFの作用については.bFGF mRNAが骨折治

癒過程全般にわたり骨折部に発現していることが報告

されている 1)。また.bFGF投与により骨折治癒渦程

は促進されない2)が骨折部での仮骨形成量が増加する

こと 19)や. bFGFは鶏臨由来の幼若軟骨細胞の

syndecarト 3(bFGF受容体)の発現を増強するこ

とにより軟骨細胞の増殖を促進し内軟骨性骨化過程を

制御している 20)ことから， bFGFは骨折仮骨形成およ

びその骨化過程に重要な役割を損じていることがホ唆

される。これまでに機械的刺激による bFGFの康生

調節に関しては，血管平滑筋細胞が3次元コラーゲン

ゲル培養下の圧迫刺激により autocrineあるいは

paracrineのbFGF産生を介して細胞増殖が促進さ

れること叫が報告されているが，骨膜細胞に関する報

告はなL、。

さで，機械的刺激に対する細胞内情報伝達機構とし

て，軟骨細胞や骨肉腫由来骨芽細胞では機械的刺激に

よる細胞表面のインテグリン分子の分布変化とこのイ
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ンテグリン分子を介した細胞内へのシグナル低迷機構

が報告されている22-23)。またラット骨穿細胞を用いた

検討では， PKCの活性化告介して，このシグナルが

伝達されることが明らかにされている九

関節軟骨細胞を用いた検討では， PKCの匝接的な

活性化により細胞外基質 (Glycosaminog lycan) 

の産生が増加することが報告されている川。今回の検

討において骨膜細胞の細胞外基質の産生は， TPAに

よる細胞内 PKCの活性化によって， TPAの濃度依

存性に促滋された。また， PKC活性化阻轡期lである

H-7の添加lこより阻脅された。これらの実験結県から，

骨膜細胞においても細胞外基質の康生調節には PKC

の活性化が関与していることが示唆された。

一方， bFGFも受容体のチロシンキナーゼの活性

化を介して細胞内へ情報を伝達するが， この場合にも

PKCの活性化を伴っている刊ことから，本研究にお

いて観繋された牽引刺激による骨膜細胞の細胞外基質

産生の増加は，機械的刺激による

分子の分布変化を介した PKCの活性化および

bFGFのautocrine/paracrineな産生を介して引

き起こされている可能性があり，この点についてはさ

らに今後の検討を要する。

結 踏

1.機械的刺激は骨膜細胞の bFGF産生を増強する

ばかりでなく，軟骨性細胞外基質の康生を促進し，

折治癒過程における内軟骨性骨化過程に軍要な役割を

演じていることが示唆された。

2.軟骨性細胞外基質の産生調節において， PKCを

介する細胞内情報伝達系が重要な役割を果たしている。
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basic fibroblast growth factor synthesis by 

periosteum derived fibroblasts in vitro 
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Abstract 

The effect of mechanical stress on periosteum was examined using a computerized， pressureω 

operated instrument that physically deforms the cells in vitro. Mechanica1 stress stimulated 

glycosaminoglycan (GAG) synthesis as shown by increased incorporation of 358042… and also 

stimulated the production of basic fibroblast growth factor (bFGF) measured by EIA. 8imilar 

enhancement was obtained by addition of exogenous bFGF into the cu1tures. It 

is，therefore，suggested that bFGF has a critica1 ro1e in the increase of GAG synthesis by 

periosteum. It is known that dentoa1veo1ar osteob1asts respond to mechanica1 stress through 

increasing protein kinase C (PKC) activity. To e1ucidate the ro1e of PKC in signa1 

transduction mediating mechanical stress on periosteum derived cells， the eぱff白ec叫t 0ω f 
12.凶幽.幽.ο-tωetradecanoy1pho仇r嶋七bo叫1-幽-1
investigated. TPA increased GAG synthesis by periosteum in a dose-dependent manner. On the 

other hand，mechanica1 stress世inducedenhancement of GAG synthesis were reduced a1most to 

the control level by addition of 1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-methy1piperazine (H-7) ， an 

inhibitor of PKC. Thus， these resu1ts suggest that mechanica1 stress-Induced enhancement of 

GAG synthesis by periosteum may be regu1ated byactivatIon of PKC. It is reported that PKC 

activation is mediated by interaction of matrix mo1ecule and integrins during mechanical 

stress. Therefore further experiments are required for detecting the precise mechanism of 

matrix-cell interaction mediating mechanical stress in GAG synthesis. 
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