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要旨 

目的：過度の糖負荷が骨の形成過程における基質の石灰化を抑制し，骨の脆弱

性を生むことは知られているが，その詳細な機序については不明な点が多い。

本研究では高濃度グルコースを加えて培養した成熟骨芽細胞の石灰化抑制メカ

ニズムを解明することを目的とした。  

方法：ラット骨肉腫由来株化細胞の ROS17/2.8 を異なるグルコース濃度を含む

培地で 7 日間培養し，alkaline phosphatase 染色と基質の石灰化を alizarin red 染

色によって確認した。同時に染色した石灰化物をギ酸で溶解し，その吸光度を

測定することによって石灰化レベルを数値化した。骨芽細胞関連因子の発現は

quantitative PCR で検出し，細胞の生存レベルは WST8 アッセイで評価した。ピ

ロリン酸（PPi），モノリン酸（Pi）および ATP の濃度測定は市販のキットを

利用した。 

結果：通常の 5.5 mM グルコースを含む培地で培養した対照群と比べ，11 mM

あるいは 22 mM の高濃度グルコースを加えた実験群では石灰化の強い抑制が

認められた。細胞の生存レベルは高く，またマンニトールを加えて対照群と実

験群との浸透圧を同等にしても両群間の石灰化レベルは変化がなかったことか

ら，高濃度グルコースによる石灰化の抑制は，細胞死あるいは浸透圧の上昇に

は起因しないことが明らかになった。RUNX2，type I collagen，osteocalcin およ

び osteopontin の遺伝子発現は対照群と比べて実験群で高く，5 日目に高濃度グ
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ルコースを含む培地に交換することで，石灰化を顕著に抑制できた。石灰化を

阻害するピロリン酸（PPi）と石灰化の基質となるモノリン酸（Pi）の濃度を測

定した結果，培養上清中に含まれる細胞外 PPi は実験群で増加し，反対に細胞

内・外の Pi は減少した。この時に測定された同じ濃度の PPi を 5.5 mM のグル

コースを含む培地に加えたところ，石灰化は強く抑制された。さらに対照群に

比べて実験群の細胞内 ATP は軽度に増加し，細胞外 ATP は減少した。 

結論：高濃度のグルコースを加えて培養した ROS17/2.8 の石灰化抑制は，培養

液中の PPi 濃度の増加によって生じた可能性が考えられた。 

 

キーワード：高濃度グルコース，成熟骨芽細胞，石灰化，ピロリン酸，モノリ

ン酸 
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Abstract 

Purpose: Excessive glucose is known to inhibit the mineralization during bone 

formation, leading to the bone fragility in skeletal system. However, the exact 

mechanism how glucose prevents the mineralization remains unclear. A purpose of this 

study is to define the inhibitory effect of high glucose concentration on mineralized 

matrix formation in mature osteoblasts. 

Methods: A rat osteosarcoma-derived cell line ROS17/2.8 was cultured for 7 days in 

medium containing high glucose (11 or 22 mM), and normal glucose (5.5 mM) as a 

control. Mineralization was estimated by alizarin red staining and absorbance of the 

solution eluted from AR-stained matrix. Gene expression of osteoblast specific markers 

was detected by quantitative PCR. Alkaline phosphatase activity and cell viability was 

measured by BCIP/NBT staining and WST8 assay, respectively. In addition, 

concentration of pyrophosphate (PPi), monophosphate (Pi) and ATP was detected by 

commercial assay kits. 

Results: High glucose clearly showed the decrease in mineralization, but ALP activity 

did not change between the cells in high glucose and control. Since high glucose 

increased cell viability and adding high mannitol in control did not inhibit 

mineralization, the influence of osmotic pressure was negligible in high glucose culture. 

High glucose also increased the expression of osteoblast specific markers, RUNX2, type 
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I collagen, osteocalcin and osteopontin. During 7 days culture, the change in medium 

containing high glucose at day 5 strongly decreased mineralization compared to those 

at days 1 and 3. Furthermore, high glucose not only increased extracellular PPi, which 

prevents the formation of calcium phosphate, but also decreased intra- and extra-cellular 

concentrations of Pi, which is a substrate for mineralization. When sodium 

pyrophosphate was added in control at the concentration equal to extracellular PPi in 

high glucose culture, mineralization was remarkably inhibited. Nevertheless, high 

glucose decreased extracellular ATP, which is a molecule required for PPi synthesis, 

although it slightly increased intracellular ATP. 

Conclusion: These results suggested that inhibitory effect of high glucose  on 

mineralization in ROS17/2.8 was in part due to increasing extracellular PPi. 

 

Keywords: high glucose concentration, mature osteoblasts, mineralization, 

pyrophosphate, monophosphate 
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緒言 

歯科矯正治療では歯牙移動装置からの外力によって，歯槽骨の改変が誘導さ

れ，歯を目的の位置に移動させることができる。この際，圧迫側の歯槽骨には破

骨細胞分化の促進によって骨吸収が起こり，反対に牽引側では骨芽細胞の機能

が活性化され骨の添加が起こる。このような破骨細胞と骨芽細胞による骨の改

変現象は，全身の骨の成長や骨の損傷治癒過程でも生じており，血中グルコー

ス濃度が様々な影響を与えることが知られている 1)。 

これまでに，高血糖が骨の脆弱性を生む報告が数多くなされている。例えば

糖尿病が骨粗鬆症のリスクファクターであることは良く知られている 2-5)。また，

高濃度グルコースによって活性酸素が産生され，骨芽細胞の機能阻害や破骨細

胞の活性化が起こり 6)，骨組織中のコラーゲンに非酵素的なグリコシル化が生

じることも報告されている 7)。さらに，グルコースとタンパクの非酵素的な糖化

反応によって生じる終末糖化産物の蓄積がインスリン様増殖因子に対する骨芽

細胞の反応性を低下させ，その結果，骨形成の抑制が起きる報告もある 8,9)。し

かし，高濃度グルコースが骨形成を抑制する詳しいメカニズムは，未だに解明

されていない。  

グルコースは骨芽細胞の主なエネルギー源であり，骨組織では活発なグルコ

ースの取り込みが観察されている 10)。また，最近の研究から骨芽細胞の分化過

程でグルコース代謝が大きく変化することも知られている。例えば，前骨芽細
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胞の増殖には解糖系が，また骨芽細胞への分化には解糖系とミトコンドリア呼

吸の両方が，そして成熟骨芽細胞へ分化すると再び解糖系が主なグルコース代

謝経路となっている 11,12)。一方，初代骨芽細胞を利用した研究から，骨芽細胞

の成熟過程において解糖系で機能するヘキソキナーゼやピルビン酸キナーゼ，

グルコース輸送体である glucose transporter 1 の発現が上昇することが知られて

いる 13)。さらに，骨芽細胞のグルコースの取り込みによって AMP-activated 

protein kinase が活性化され，その結果，骨芽細胞分化関連転写因子の runt-related 

transcription factor 2（RUNX2）の発現が誘導され，骨芽細胞分化が促進する 14)。

これらの知見は，グルコース代謝の制御が骨芽細胞の分化において重要な役割

を持つことを意味している。  

高濃度グルコースによる骨芽細胞分化や基質の石灰化に与える影響について

は，マウス前骨芽細胞様株化細胞MC3T3-E1を使った培養系で研究されている。

しかしながら，報告ごとに結果が異なり，一定の見解が得られていないのも事

実である。例えば，11 mM から 33 mM のグルコースが MC3T3-E1 の骨芽細胞へ

の分化と石灰化を促進するという報告がある 15-17)。一方，15.5 mM のグルコー

スは，MC3T3-E1 の増殖や分化，石灰化を促進するが，25.5 mM または 35.5 mM

のグルコースでは，抑制的に機能する場合もある 18)。MC3T3-E1 は BMP-2 を含

む培地で 3 から 4 週間培養することによって，石灰化能をもつ成熟骨芽細胞に

分化するが，最初の 1 週間だけ高濃度グルコースを含む培地にするだけでも石
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灰化は促進する。しかし，最後の 1 週間のみを高濃度グルコースにしても変化

は見られない 19)。すなわち，高濃度グルコースが，前骨芽細胞から骨芽細胞，

さらに成熟骨芽細胞へ分化する過程で異なる影響を及ぼす可能性があり，

MC3T3-E1 を利用した研究において，一定の見解が得られていない理由の 1 つ

であると考えられる。 

本研究では成熟骨芽細胞の性質をもつラット骨肉腫由来株化細胞

ROS17/2.820,21)を使用して，高濃度グルコースが基質の石灰化を抑制するメカニ

ズムについて検討した。 

 

材料および方法 

１．細胞の培養 

ラット骨肉腫由来株化細胞 ROS17/2.8（理化学研究所バイオリソースセンター ,

つくば）は alpha modified Eagle's minimum essential medium（αMEM，富士フィル

ム和光純薬，大阪）に 10%牛胎児血清（FBS，ニチリョー，東京），600 mg/L glutamine，

100 IU/mL penicillin（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）と 100 mg/mL 

streptomycin（Thermo Fisher Scientific）を添加した培地で，湿度100%，37℃，5% 

CO2の条件で培養した。なお，通常の 10% FBS が含まれた αMEM のグルコース

濃度は 5.5 mM に設定されているため 22)，この培地で培養した細胞を対照群と

し，終濃度が 11 mM と 22 mM になるようにグルコースを加えて培養した細胞
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を実験群とした。  

細胞は 5 × 104 個/ml の密度で 96 ウェルプレートまたは 24 ウェルプレートに

播種し，1日後に 10 mMの β-glycerophosphate（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）

と異なるグルコース濃度を含む培地に置換し，7 日間の培養を行い，3 日目と 5

日目に培地交換を行った。 

 

２．Alkaline phosphatase（ALP）活性の評価 

 24 ウェルプレートに播種した細胞から培地を除去し，phosphate buffer saline

（PBS）で洗浄後，4%パラホルムアルデヒドで，10 分間固定した。各ウェルを

超純水で 4 回洗浄し，0.19 mg/ml の 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate と 0.4 

mg/ml の nitro blue tetrazolium chloride を含む水溶液を加え，10 分間室温でイン

キュベートした後，超純水で 1 回洗浄し，発色したプレート面をスキャナー

（LiDE400，キャノン，東京）で撮影した。 

 

３．石灰化の評価 

 基質の石灰化は alizarin red（AR）染色と吸光度法によって調べた。24 ウェル

プレートに播種した細胞から培地を除去し，PBS で洗浄後，4%パラホルムアル

デヒドによって 10 分間室温で固定した。その後，各ウェルを超純水で 1 回洗浄

し，1% AR 水溶液で 10 分間染色した。超純水で再度洗浄した後，プレート面を
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スキャナー（LiDE400）で撮影した。さらに，石灰化レベルを数値化するために，

染色後の各ウェルに 5%ギ酸 500 μl を加えて 10 分間振盪することで色素を溶出

させた。そのうち 100 μl を 96 ウェルプレートに移し，波長 425 nm の吸光度を

プレートリーダー（SpectraMax ABS Plus, Molecular Devices, San Jose, CA, USA）

によって計測した。バックグラウンドは 100 μl の 5%ギ酸を使用し，測定値から

バックグラウンドの吸光度を減じた数値を評価した。 

 

４．生存レベルの評価 

細胞の生存レベルを評価するために WST8 試薬（ナカライテスク，京都）を

使用した。96 ウェルプレートに播種した細胞から培地を除去し，1/10 濃度の

WST8 試薬を含む 100 μl の培地を加え，1 時間培養し，波長 450 nm の吸光度を

SpectraMax ABS Plus で計測した。バックグラウンドは 1/10 濃度の WST8 試薬を

含む 100 μl の培地を使用し，測定値からバックグラウンドの吸光度を減じた数

値を生存レベルとした。 

 

５．マンニトールが石灰化に与える影響  

 細胞浸透圧の変化が石灰化に影響を及ぼすか調べるため，24 ウェルプレート

に播種した細胞を通常培地で 5 日間培養した後に，終濃度が 11 mM あるいは 22 

mM になるようにマンニトールを加えて 2 日間培養した。その後，石灰化を上
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述の３にしたがって調べた。  

 

６．Quantitative RT-PCR（qPCR） 

RNA の抽出は RNeasy mini kit（Qiagen, Valencia, CA, USA）で，また RNA か

ら cDNA の合成は iScript cDNA synthesis kit（Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, 

USA）を使用した。qPCR は SYBR Premix Ex Taq Ⅱ（タカラバイオ，草津）を利

用した。骨芽細胞関連因子の検出に使用したプライマーの塩基配列を表 1 に示

す。反応は 95℃，30 秒の前処理後，95℃，5 秒と 58℃，30 秒の反応サイクルを

40 回繰り返した。サーマルサイクラーは CFX Maestro（Bio-Rad laboratories）を

使用し，測定は全て 3 回ずつ行った。なお，cDNA を段階希釈して得られた標準

曲線から各遺伝子の相対的な発現レベルを求めた。この際，beta-2-microglobulin

（B2M）の値を内因性コントロールとした。  

 

７．ピロリン酸（PPi）濃度の測定 

96 ウェルプレートに播種した細胞の PPi 濃度の測定は，Pyrophosphate Assay 

Kit（ab234040, Abcam, Cambridge, UK）を利用した。培養上清を Microcon-10

（Merck-Millipore, Burlington, MA, USA）に移し，10,000 rpm，4℃で 10 分間遠心

後，上清を回収した。得られた上清は測定バッファーで 10 分の 1 に希釈し，細

胞外 PPi の測定に使用した。同時に細胞を 100 μl の測定バッファーに懸濁させ，
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遠心後，上清を回収し，測定バッファーで 10 分の 1 に希釈したものを細胞内 PPi

の測定に使用した。それぞれの上清から得られた 50 μl の希釈液と 50 μl の検出

試薬を 96 ウェルプレートのウェル中で混合し，37℃で 30 分間のインキュベー

ト後，波長 570 nm の吸光度を SpectraMax ABS Plus で計測した。PPi 標準液から

検量線を作成し，その吸光度から細胞内・外の PPi 濃度を求めた。さらに，測定

に使用しなかったウェルで培養した細胞の DNA 量を計測し，PPi 濃度を補正し

た。 

 

８．モノリン酸（Pi）濃度の測定 

Pi 濃度は，ホスファ C テストワコー（富士フィルム和光純薬）によって定量

した。96 ウェルプレートに播種した細胞の培養上清を回収し，遠心後，上清を

蒸留水で 10 分の 1 に希釈して，細胞外 Pi 濃度の測定に使用した。同時に細胞

を 20 μl の RIPA バッファー（Thermo Fisher Scientific）で溶解し，細胞内 Pi 濃度

の測定に使用した。5 μl の上清希釈液または細胞溶解液と 400 μl の検出試薬を

1.5 ml チューブ中で混合し，37℃で 20 分間インキュベートした。チューブを水

冷後，100 μl を 96 ウェルプレートの各ウェルに移し，波長 750 nm の吸光度を

SpectraMax ABS Plus で計測した。Pi 標準液で検量線を作成し，吸光度から細胞

内・外の Pi 濃度を求めた。さらに，測定に使用しなかったウェルで培養した細

胞の DNA 量を計測し，Pi 濃度を補正した。 
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９．ピロリン酸ナトリウム（PPNa）が石灰化に与える影響 

 24 ウェルプレートに播種した細胞を 5 日間培養した後，25，50，250 μM の

PPNa（富士フィルム和光純薬）を含んだ培地と交換し，2 日間培養した。その

後，上述の３に従って石灰化を評価した。  

 

１０．ATP 濃度の測定 

 細胞内 ATP 濃度は Intracellular ATP 測定キット Ver.2 IC2-100（東洋ビーネッ

ト，東京）によって定量した。96 ウェルプレートに播種した細胞を PBS で 1 回

洗浄し，100 μl の ATP 抽出バッファーをウェルに加えて，5 分間ゆっくり振盪

した。その後，20 μl の抽出バッファーを回収し，200 μl の ATP 発光試薬と反応

後，ルミノメーター（Lu-Mini, Vitl Life Science Solutions, Ashland, VA, USA）で

発光量を計測した。さらに，細胞外 ATP 濃度の定量は Extracellular ATP 測定キ

ット EX2-100（東洋ビーネット）を利用した。96 ウェルプレートに播種した細

胞から回収した 100 μl の培養上清と 100 μl の ATP 発光試薬を反応させた後，Lu-

Mini で発光量を計測した。最終的に細胞内・外の ATP 濃度は，ATP 標準液の発

光量から得られた検量線をもとに算出した。さらに，測定に使用しなかったウ

ェルで培養した細胞の DNA 量を計測し，ATP 濃度を補正した。 

 



 

13 

 

１１．統計解析 

サンプル間の有意差検定は one-way ANOVA と Turkey 検定で行なった。全て

の統計解析は，統計解析ソフト JMP バージョン 11.2（SAS Institute, Cary, NC, 

USA）を使用した。データは，全て 3 回あるいはそれ以上の実験の平均値  ± 

standard deviation（SD）で表し，p 値 0.05 以下を統計学的有意とした。 

 

結果 

１．高濃度グルコースが ALP 活性と石灰化に与える影響  

通常の 10% FBS が含まれた αMEM のグルコース濃度は 5.5 mM であり，この

値は正常なヒトの空腹時血糖にほぼ等しい 23)。一方，糖尿病患者では血糖値 6.9 

mM〜20 mM 以上にまで上昇することから 24,25)，今回は 11 mM と 22 mM を高濃

度グルコースとした。異なる濃度のグルコースを含む培地で ROS17/2.8 を培養

し，7 日目に ALP 活性と基質の石灰化を調べた。その結果，いずれのグルコー

ス濃度でも ALP 活性の変化は見られなかったが，5.5 mM グルコースで培養し

た細胞（対照群）と比較して，高濃度グルコースを加えて培養した細胞では，石

灰化の抑制が認められた。AR 染色後の基質を 5%ギ酸で溶解し，染色レベルを

数値化した結果，この石灰化抑制は，対照群を 1 とした場合，11 mM グルコー

ス添加群で 0.53 ± 0.15（p < 0.01），また 22 mM グルコース添加群では 0.13 ± 0.01

（p < 0.01）となった（図１A）。 
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高濃度グルコースによる石灰化の抑制が，細胞浸透圧の上昇によって生じた

可能性も否定できない。そこで，対照群に 5.5 mM と 16.5 mM のマンニトールを

加え，浸透圧を 11 mM と 22 mM グルコース添加群と同等にし，7 日間の培養を

行った。AR 染色の結果，マンニトール添加群の石灰化抑制は認められなかった

（図１B）。 

 

２．高濃度グルコースが細胞の生存レベルと骨芽細胞関連因子の遺伝子発現に

与える影響 

高濃度グルコースによる石灰化抑制が，細胞の生存レベルの低下によって生

じたものかを明らかにするため，WST8 アッセイを行った。その結果，生存レ

ベルは対照群と比較して 11 mM と 22 mM グルコース添加群で増加を示し，対

照群を 1 とした場合，11 mM グルコース添加群で 1.48 ± 0.06（p < 0.01），22 

mM グルコース添加群では 1.88 ± 0.04（p < 0.01）となった（図 2）。 

 高濃度グルコースが骨芽細胞関連因子の遺伝子発現に及ぼす影響について検

討した。図 3 に示すように高濃度グルコース添加によって RUNX2，type I collagen

（COL1A1），osteocalcin（OCN）の発現は顕著な増加を示した。RUNX2 の発現

は対照群を 1 とした場合，11 mM グルコース添加群で 2.14 ± 0.09（p < 0.01），

22 mM グルコース添加群では 2.38 ± 0.12（p < 0.01），COL1A1 は 11 mM グルコ

ース添加群で 1.91 ± 0.13（p < 0.01），22 mM グルコース添加群では 13.4 ± 0.38
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（p < 0.01）となった。また，OCN の発現は対照群を 1 とした場合，11 mM のグ

ルコース添加群で 2.38 ± 0.73（p < 0.01），22 mM のグルコース添加群では 2.97 

± 0.36（p < 0.01）という値を示した。一方，osteopontin（OPN）の発現は対照群

を 1 とした場合，11 mM グルコース添加群で 1.20 ± 0.06（p < 0.01）を示したが，

22 mM グルコース添加群では有意な差は認められなかった（図 3）。 

 

３．高濃度グルコースを加えるタイミングが石灰化抑制に与える影響  

 7 日間の培養期間中，どのタイミングで高濃度グルコースを加えると石灰化が

抑制されるか検討した。細胞播種後，表 2 のスケジュールに従って 1，3，5 日

目に異なる濃度のグルコースを含む培地に交換し，7 日間の培養を行った。グル

コース濃度は通常濃度である 5.5 mM から高濃度の 22 mM へ変化させ，培地交

換の日時の違いから表 2 に示す 8 つの実験群（#1〜#8）に分けた。その結果，

図 4 に示すように 5.5 mM のグルコースで 7 日間培養した対照群の＃1 と比較し

て，5 日目，3 と 5 日目，1，3，5 日目，および 1 と 5 日目に 22 mM グルコース

を含む培地に交換した実験群（#2，#3，#4 および#8）の石灰化が強く抑制され

た。数値的には，#1 を 1 とした場合，#2 は 0.24 ± 0.01（p < 0.01），#3 は 0.09 ± 

0.003（p < 0.01），#4 は 0.12 ± 0.003（p < 0.01），#8 は 0.25 ± 0.004（p < 0.01）

となり，それぞれの群で減少が見られた。また，1 と 3 日目，および 3 日目に 22 

mM グルコースを含む培地に交換した実験群（#6 と#7）でも石灰化の抑制が認
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められた。数値的には#1 を 1 とした場合，#6 は 0.56 ± 0.01（p < 0.01），#7 は

0.58 ± 0.01（p < 0.01）であった。これらの結果から，5 日目に高濃度グルコース

を含む培地に交換すれば，1 日目と 3 日目のグルコース濃度の違いに関係なく，

石灰化の抑制が起きることが示された。しかし，5 日目に通常濃度のグルコース

に交換した場合は，1 と 3 日目あるいは 3 日目の培地に高濃度グルコースが含

まれていれば石灰化は抑制されたが，#2，#3，#4，および#8 に比べると軽度で

あった。 

 

４．高濃度グルコースによる PPi と Pi の濃度変化 

骨芽細胞が産生する PPi は基質内でリン酸カルシウムの形成を阻害し，石灰

化を抑制する 24)。そこで，高濃度グルコースを含む培地で 7 日間培養した

ROS17/2.8 が産生する PPi と，PPi の分解によって生じる Pi の濃度変化について

検討した。 

細胞内 PPi 濃度は，対照群が 22.9 ± 2.1 nmol/μgDNA，11 mM グルコース添加

群で 20.9 ± 0.9 nmol/μgDNA，22 mM グルコース添加群では 18.4 ± 2.1 nmol/μgDNA

であった。対照群を 1 として比較した場合，11 mM グルコース添加群では有意

差はなかったが，22 mM グルコース添加群では 0.80 ± 0.09（p < 0.05）となり，

減少が認められた。逆に細胞外 PPi は，対照群が 16.2 ± 0.5 nmol/μgDNA，11 mM

グルコース添加群で 20.7 ± 0.4 nmol/μgDNA，22 mM グルコース添加群では 26.7 
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± 1.1 nmol/μgDNA と増加し，対照群を 1 とした場合，11 mM グルコース添加群

で 1.27 ± 0.03（p < 0.01），22 mM グルコース添加群では 1.65 ± 0.06（p < 0.01）

という値を示した（図 5A）。 

一方，Pi の濃度は細胞内・外ともに高濃度グルコース添加群で減少した。対

照群の細胞内 Pi は 0.74 ± 0.02 μmol/μgDNA，11 mM グルコース添加群で 0.53 ± 

0.01 μmol/μgDNA，22 mM グルコース添加群では 0.23 ± 0.01 μmol/μgDNA とな

り，対照群を 1 として比較した場合，11 mM グルコース添加群で 0.73 ± 0.02（p 

< 0.01），22 mM グルコース添加群では 0.31 ± 0.01（p < 0.01）となった。また，

細胞外 Pi 濃度については対照群が 0.52 ± 0.02 μmol/μgDNA，11 mM グルコース

添加群で 0.42 ± 0.01 μmol/μgDNA，22 mM グルコース添加群では 0.27 ± 0.01 

μmol/μgDNA となり，対照群を 1 として比較した場合，11 mM グルコース添加

群で 0.83 ± 0.03（p < 0.01），22 mM グルコース添加群では 0.52 ± 0.03（p < 0.01）

という値を示した（図 5B）。 

 

５．PPNa が石灰化に与える影響 

DNA 量で補正前の PPi 濃度は対照群が 72.9 ± 2.2 μM，11 mM グルコース添加

群で 127.8 ± 2.6 μM，また 22 mM グルコース添加群では 245.7 ± 9.6 μM であった

ことから，通常の 5.5 mM グルコースを含む培地で培養した対照群に 25 μM，50 

μM，250 μM の PPNa を添加し，PPNa から解離した PPi が石灰化に如何なる影
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響を及ぼすか検討した。細胞播種後 5 日目に PPNa を投与し，7 日目に AR 染色

を行った結果，PPNa による石灰化の抑制がみられた。数値的には PPNa 非添加

群（0 μM）の吸光度を 1 として比較した場合，25 μM の PPNa 添加群で 0.83 ± 

0.01（p < 0.01），50 μM の PPNa 添加群で 0.57 ± 0.01（p < 0.01），250 μM の

PPNa 添加群では 0.08 ± 0.01（p < 0.01）となった（図 6）。 

 

６．高濃度グルコースが ATP 産生に与える影響 

生体内の PPi は主に ATP の分解によって合成されるため 25,26)，高濃度グルコ

ースが細胞内・外の ATP 濃度にどのような影響を及ぼすか調べた。その結果，

対照群の細胞内 ATP 濃度は 73.6 ± 3.9 pmol/μgDNA，11 mM グルコース添加群で

102.5 ± 29.9 pmol/μgDNA，22 mM グルコース添加群では 112.3 ± 13.6 pmol/μgDNA

となり，対照群を 1 として比較した場合，11 mM グルコース添加群では有意差

は見られなかったが，22 mM グルコース添加群で 1.53 ± 0.18（p < 0.05）となり，

有意な増加がみられた（図 7A）。一方，細胞外 ATP 濃度については，対照群が

56.8 ± 28.2 pmol/μgDNA，11 mM グルコース添加群で 21.2 ± 14.2 pmol/μgDNA，

22 mM グルコース添加群では 13.6 ± 5.6 pmol/μgDNA と減少を示し，対照群を 1

として比較した場合，11 mM グルコース添加群で 0.74 ± 0.01（p < 0.01）22 mM

グルコース添加では 0.53 ± 0.03（p < 0.01）という値を示した（図 7B）。 
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考察 

 成熟骨芽細胞である ROS17/2.8 の石灰化は，11 mM および 22 mM の高濃度グ

ルコースで培養することによって強く抑制されることが明らかになった。この

現象は，高濃度グルコースによって生じる浸透圧の変化や細胞死によるもので

なかったことから，過度の糖負荷が骨に脆弱性を与える原因として成熟骨芽細

胞の石灰化抑制が深く関わっていると考えられる。一方，高濃度グルコースは

ROS17/2.8 における骨芽細胞関連因子の RUNX2，COL1A1，OCN の遺伝子発現

を増加させた。COL1A1 や OCN はリン酸カルシウム沈着の足場となる基質の形

成に必要なタンパクであり石灰化を促進する 26)。しかし，今回，明らかにした

高濃度グルコースの石灰化抑制作用は，基質の形成よりも細胞外 PPi 濃度の増

加が大きく影響していると思われる。また，高濃度グルコースによって軽度に

発現が促進した OPN は，動脈硬化症における血管内皮へのカルシウム塩の沈着

を阻害する働きをもつことが知られている 27)。したがって高濃度グルコースに

よって OPN や matrix Gla protein28)などの石灰化抑制タンパクが増加した可能性

も否定できない。さらに，高濃度グルコースによって発現が増加した RUNX2 は，

骨芽細胞における基質タンパクの発現に必要な転写因子である 29)。実際に，

COL1A1 や OCN の遺伝子プロモーター領域に RUNX2 の結合配列が存在するこ

とが知られており 30,31)，高濃度グルコースによって発現が増加した RUNX2 が
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間接的に COL1A や OCN の発現を促進させた可能性も考えられ，高濃度グルコ

ースと骨芽細胞関連因子との関係について今後検討する必要がある。  

 ROS17/2.8 の培養系に高濃度グルコースを加えるタイミングの違いが，石灰化

抑制にどのような影響を及ぼすかを調べた。その結果，石灰化を強く抑制する

には培養期間 7 日のうち 5 日目にグルコースが高濃度である必要があること，

また 5 日目にグルコース濃度が通常濃度であれば，それ以前に高濃度グルコー

スを加えても石灰化の抑制は軽度であることが確認できた。グルコースによる

骨芽細胞の石灰化のタイミングを調べた研究は MC3T3-E1 を使用した報告以外

に見当たらない 19)。MC3T3-E1 では，培養初期に高濃度グルコースに保たれて

いれば石灰化は促進するが，培養後期ではグルコースを加えるタイミング変え

ても石灰化の促進効果は認められない 19)。一方，MC3T3-E1 の 12 日間の培養系

にリン酸カルシウムと親和性をもつ合成ペプチド（VYKHLNQISQSY）を加えた

場合，6 日以前に添加するよりも，全期間あるいは７日目以降に添加することで

強い石灰化の抑制効果が認められている 32)。ROS17/2.8 と MC3T3-E1 はそもそ

も細胞特性が大きく異なり，両者を比較することはできないが，一般的に骨芽

細胞から最終分化を遂げた成熟骨芽細胞は，細胞増殖が終了してから石灰化基

質を産生する 33)。したがって，高濃度グルコースをはじめとする石灰化抑制因

子は石灰化基質を産生する培養後期に作用させた方が，強い効果が維持できる

と考える。 
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 成熟骨芽細胞による石灰化は，その成熟過程で細胞外に分泌した基質小胞中

にカルシウムイオンや細胞外 Pi が取り込まれ，リン酸カルシウム結晶が形成さ

れることで始まる 34)。結晶形成に必要な Pi は，ALP が細胞内・外の PPi を分解

することで供給され，リン酸カルシウムの結晶形成を促進する 35,36)。今回，高

濃度グルコースによる ALP 活性の低下は明らかにできなかったが，高濃度グル

コースによって細胞外 PPi が増加したこと，また 5.5 mM グルコースを加えた培

養系へ PPNa を加えると石灰化が顕著に抑制されたことから，細胞外 PPi 濃度の

上昇が高濃度のグルコースによる石灰化抑制の直接的な原因の一つであること

が強く示唆された。細胞外 PPi は主に細胞内・外の ATP が分解されることによ

って供給される 35,36)。しかし，22 mM グルコースは細胞内 ATP を軽度に増加さ

せたが，11 mM グルコースでは対照群と比較して有意な差は認められなかった。

11 mM と 22 mM グルコースは細胞内 ATP を減少させたことから考えると，ATP

以外の因子が細胞外 PPi 濃度を増加させた可能性がある。実際に高濃度グルコ

ースの培養系で ROS17/2.8 が合成する細胞内・外 ATP 濃度の計測値は，20～100 

pmol/μgDNA と非常に低く，細胞内・外 PPi の計測値（10～20 nmol/μgDNA）か

ら考えると ATP が PPi の直接的な供給源となることは極めて少ない。今後は，

脂肪酸など PPi の供給源について検討する必要がある。 

 

結論 
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高濃度グルコースによる ROS17/2.8 の石灰化抑制メカニズムを検討し，以下

の結論を得た。  

１．11 mM と 22 mM の高濃度グルコースは ROS17/2.8 の石灰化を抑制した。 

２．高濃度グルコースは細胞の生存レベルと骨芽細胞関連因子の RUNX2，

COL1A1，OCN および OPN の遺伝子発現を増加させた。 

３．7 日間の培養期間中，5 日目に高濃度グルコースにすることで，石灰化を抑

制した。 

４．高濃度グルコースは細胞外 PPi 濃度の上昇と，細胞内・外 Pi の濃度の低下

を誘導した。 

５．PPNa は 5.5 mM グルコースで培養した細胞の石灰化を抑制した。  

６．高濃度グルコースは細胞内 ATP の濃度を軽度に増加させ，細胞外 ATP を減

少させた。 

以上のことから，高濃度グルコースを加えて培養した ROS17/2.8 にみられた石

灰化の抑制は，細胞外 PPi 濃度の上昇に起因することが示唆された。 
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表 1 qPCR に使用したプライマー  

遺伝子 塩基配列（5' - 3'） 

  RUNX2 forward CAAGTGGCCAGGTTCAACGA 

  RUNX2 reverse TGTGAAGACCGTTATGGTCAAAGTG 

  COL1A1 forward CAGATTGAGAACATCCGCAGC 

  COL1A1 reverse CGGAACCTTCGCTTCCATACTC 

  OPN forward GATGAACAGTATCCCGATGCC 

  OPN reverse CCCTCTGCTTATACTCCTTGGAC 

  OCN forward GACAAGTCCCACACAGCAACT 

  OCN reverse GGACATGAAGGCTTTGTCAGA 

  B2M forward CGAGACCGATGTATATGCTTGC 

  B2M reverse GTCCAGATGATTCAGAGCTCCA 

COL1A1: type I collagen, OCN: osteocalcin, OPN: osteopontin, B2M: beta-2-

macroglobulin 

 

表 2 培地交換のスケジュール  

日＊ 
グルコース濃度（mM） 

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 

1 5.5 5.5 5.5 22 22 22 5.5 22 

3 5.5 5.5 22 22 5.5 22 22 5.5 

5 5.5 22 22 22 5.5 5.5 5.5 22 

 

＊ROS17/2.8 の播種後，1，3，5 日目に 5.5 mM あるいは 22 mM のグルコースを

含む培地に交換した。#1 はすべての期間 5.5 mM グルコースを含む培地で培養

した細胞（対照群），また#2〜#8 は異なるタイミングで 5.5 mM グルコースある

いは 22 mM グルコースを含む培地に交換して培養した細胞（実験群）を示す。  
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図1 高濃度グルコースが石灰化に与える影響  

（A）ROS17/2.8を7日間培養し，5.5 mMグルコースを加えた群（対照群）と，

11 mMあるいは22 mMグルコースを加えた群（実験群）との間のALP活性と石

灰化の違いについて調べた。ALP染色とAR染色を写真（上）で，またAR染色

後の溶解液の吸光度から得られた石灰化レベルをグラフ（下）で示す。（B）対

照群の浸透圧を実験群と同じになるよう，対照群に5.5 mMと16.5 mMのマンニ

トールをそれぞれ加えて培養し，石灰化の違いを調べた。AR染色の写真（上

）と，AR染色後の基質溶解液の吸光度から得られた石灰化レベルをグラフ（

下）で示す。なお，（A）と（B）の吸光度から得られた石灰化レベルは対照群

とマンニトール非添加のものをそれぞれ1とした場合の割合で表した。計測値

は，4回の測定結果の平均値 ± SDで示す。** p < 0.01 
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図2 高濃度グルコースが細胞の生存レベルに与える影響  

ROS17/2.8 を 7 日間培養し，細胞の生存レベルを調べた。11 mM と 22 mM グル

コースで培養した細胞の生存レベルは，5.5 mM グルコースを加えた細胞の生存

レベルを 1 とした場合の割合で表した。計測値は 4 回の測定結果の平均値 ± SD

で示す。** p < 0.01 
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図3 高濃度グルコースが骨芽細胞関連因子の遺伝子発現に与える影響  

ROS17/2.8 を 7 日間培養し，骨芽細胞関連因子である RUNX2，COL1A1，OPN，

OCN の遺伝子発現について調べた。11 mM と 22 mM グルコースを加えて培養

した細胞のそれぞれの遺伝子発現レベルは，5.5 mM グルコースで培養した細胞

の発現レベルを 1 とした場合の割合で表した。計測値は 3 回の測定結果の平均

値 ± SD で示す。すべての測定値は B2M の発現量で補正した。* p < 0.05，** p 

< 0.01 
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図4 高濃度グルコースを加えるタイミングの違いが石灰化に及ぼす影響 

表2のスケジールに従って通常濃度の5.5 mMグルコースを含む培地から22 mM

の高濃度グルコースを含む培地に交換してROS17/2.8の石灰化に及ぼす影響を

調べた。AR染色の写真（上）とAR染色後の基質溶解液の吸光度から得られた

石灰化レベルをグラフ（下）で示す。それぞれの石灰化レベルは#1の吸光度を

1とした場合の割合で表した。計測値は，4回の測定結果の平均値 ± SDで示す。

** p < 0.01 
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図5 グルコース濃度の違いがPPiとPiレベルに与える影響 

ROS17/2.8 を 7 日間培養し，PPi と Pi レベルの違いを調べた。（A）細胞内・外

の PPi レベルと，（B）細胞内・外の Pi レベルの変化を示す。11 mM と 22 mM グ

ルコースを加えて培養した細胞の PPi と Pi レベルは，5.5 mM グルコースで培養

した細胞の PPi と Pi 濃度をそれぞれ 1 とした場合の割合で表した。計測値は 3

回の測定の平均値  ± SD で示す。* p < 0.05，** p < 0.01 
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図6 PPNaが石灰化に与える影響 

5.5 mM グルコースを含む培地で ROS17/2.8 を培養し，5 日目に 25，50，250 mM

の PPNa を加えて，石灰化に与える影響について調べた。培養 7 日目の AR 染色

の写真（上）と AR 染色後の溶解液の吸光度から得られたグラフを示す（下）。

グラフは PPNa 非添加の細胞から得られた吸光度を 1 とした場合の割合で表し

た。計測値は 4 回の測定結果の平均値 ± SD で示す。** p < 0.01 
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図7 グルコース濃度の違いがATPレベルに与える影響 

ROS17/2.8を7日間培養し，細胞内（A）と細胞外（B）のATPレベルを調べた。

11 mMと22 mMグルコースを加えて培養した細胞のATPレベルは，5.5 mMグル

コースを加えて培養した細胞から得られたATP濃度を1とした場合の割合で表し

た。計測値は3回の測定結果の平均値 ± SDで示す。* p < 0.05，**p < 0.01 

 


