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Abstract: Fish scale is a calcified tissue that contains osteoblasts, osteoclasts, and bone matrix, all 
of which are similar to those found in mammalian bone. Recently, we developed a new in vitro 
model system using goldfish scale. This system can detect the activities of osteoblasts and 
osteoclasts with alkaline phosphatase (ALP) and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) as the 
respective markers and analyze the co-relationship between osteoblasts and osteoclasts. Using this 
system, we indicated that osteoblastic and osteoclastic activities in the scale responded to the 
simulated microgravity with a three-dimensional clinostat. As these activities in the scale did not 
change by the stimulation with a two-dimensional clinostat, we believe that the response to 
simulated microgravity in the scale osteoblasts and osteoclasts is a specific phenomenon. In 
addition, we analyzed the bone metabolism under 2-, 4-, and 7-gravity (G) loading with a 
centrifuge and compared them with the control (1-G). The osteoblastic activity significantly 
increased under 2- and 4-G loading. This activity increased remarkably under 7-G loading. On the 
other hand, we found that the osteoclastic activity significantly decreased under 2-G loading. 
Under 4-G loading, there was no significant difference between G-loaded scales and control scales. 
The osteoclastic activity tended to increase under 7-G loading. These results were similar to our 
previous study of acceleration by vibration. With the goal of developing a drug for bone diseases, 
the effect of novel bromomelatonin derivatives on osteoblasts and osteoclasts was examined. All 
bromomelatonin derivatives had an inhibitory action on osteoclasts. In particular, 
1-benzyl-2,4,6-tribromomelatonin (benzyl-tribromomelatonin) possessed a stronger activity than 
melatonin. In reference to osteoblasts, all bromomelatonin derivatives had a stimulatory action. In 
addition, estrogen receptor mRNA expression (an osteoblastic marker) was increased in 
benzyl-tribromomelatonin (10-7 M)-treated scales. Therefore, this chemical will be useful to treat 
bone diseases, such as those experienced in space flight. 
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１．本ＷＧの目的 
宇宙実験では骨芽細胞の培養株を用いた実験はあ

るが、破骨細胞は多核の活性型に誘導する必要があ

り、培養した破骨細胞を用いた宇宙実験は実現して

いない。また宇宙飛行士及びラットによる宇宙実験

（in vivo）や、後肢懸垂ラット等を用いた地上実験（in 

This document is provided by JAXA.



vivo）では、骨芽細胞の活性低下はいつも起こるが、
破骨細胞については結果に一致を欠いており、変化

しなかったという報告とその活性が上昇したという

報告がある 1)。 
魚類のウロコは、膜性骨に似た硬組織であり、I型

コラーゲンからなる線維層と I 型コラーゲンとハイ
ドロキシアパタイトから構成される骨質層の上に、

骨芽細胞と破骨細胞が共存し、骨代謝を行っている
2, 3, 4, 5)。そこで我々はウロコの特徴に注目し、キンギ

ョのウロコを用いて培養システムを開発した 6, 7, 8)。

このシステムを用いて、昨年度はバイブレーション

による加速度の重力刺激及び超音波の音圧により生

じる機械的刺激に対する骨芽細胞及び破骨細胞の相

互作用を解析した 9)。さらに 3次元クリノスタットに
よる擬似微小重力下でウロコを培養した結果、骨芽

細胞の活性が低下し、破骨細胞の活性が上昇した 9)。

したがって、ウロコは 3 次元クリノスタットによる
擬似微小重力に応答し、宇宙空間で進行する骨密度

低下に近い状態になったと考えられる。 
そこで我々は、これらの利点を最大限に生かして

重力及び微小重力における生理作用を地上実験で解

析している。これらのデータを基にして、ＷＧでは

宇宙実験を計画する。本稿では、これまで得られた

実験成果を示し、宇宙実験に向けての今後の課題（予

定）について報告する。 
 
２．ＷＧの本年度の活動 
 平成 19 年 11 月 20 日及び 21 日に筑波宇宙センタ
ー、平成 19 年 12 月 7 日に東京医科歯科大学教養部
でＷＧの会合を行った。その後、E-mail 等で連絡を
取りながら、実験結果等について論議している。さ

らに、平成 20年 2月下旬から 3月上旬にＷＧの会合
を計画しており、来年度の活動について論議する予

定である。 
 
３．これまで得られた実験成果 
ウロコを骨のモデルとして行った実験成果を順に

示す。なお遠心機の過重力刺激の結果は、2007 年  
宇宙生物科学会で発表し、Biol. Sci. Space10) に、新

規ブロモメラトニンの成果は、J. Pineal Res. 11) に掲載

予定である。 
 
①3 次元クリノスタットによる擬似微小重力刺激に
対する骨芽細胞及び破骨細胞の反応 
 今年度は、昨年度の再現性を確認するため、まず

細胞活性の変化を中心に解析し、さらに 1 軸（2 次
元）でクリノスタットを回転させ、3次元のデータと
比較した。 
キンギョ(Carassius auratus) 8個体を使用して、昨

年度と同じ条件 9)で擬似微小重力に対する影響を解

析した。昨年度は 6時間しか実験を行わなかったが、
今年度は、6及び 24時間の 2回にわたりサンプリン
グし、長時間処理に対する影響も調べた。その結果、

骨芽細胞の活性は 6 時間の処理により 8 個体中 6 個
体において、骨芽細胞の活性が低下し、24 時間の処
理により 8 個体中 7 個体において、骨芽細胞の活性
が有意に下がった。一方、破骨細胞の活性は、6時間
の処理により 8個体中 5個体において上昇し、24時
間の処理により 8 個体中 6 個体において、破骨細胞
の活性が有意に上がった。 
培養細胞に対する影響を 3 次元クリノスタットで

調べる場合は、培地の流動が細胞活性に影響を及ぼ

す可能性がある。そこで本研究では、昨年度と同様、

エッペンドルフチューブ内に綿球を詰めてウロコを

固定し、ウロコの動きを抑え、かつ培地の流動をで

きるだけ低減する工夫を施した。結果として、ウロ

コは非常に感度よく 3 次元クリノスタットに応答し
た。 
次に 1軸（2次元）でクリノスタットを 6時間回転

させ、骨芽細胞及び破骨細胞の応答を解析した。そ

の結果、骨芽細胞の活性は 3次元では低下するのに、
2次元では変化しなかった。また破骨細胞の活性は 3
次元ではその活性が上昇したが、2次元では変化しな
かった。したがって、3次元クリノスタットに対する
ウロコの骨芽細胞及び破骨細胞に現れた現象は、微

小重力に特異的な反応である可能性が高い。 
 
②遠心機の過重力刺激に対する骨芽及び破骨細胞の

反応 
       水棲生物用の麻酔薬（MS-222）で麻酔したキンギ

ョからウロコを取り、そのウロコを半分に切り、片

方を実験群とし、他方をコントロール群（1G）とし
た。2, 4及び 7Gで遠心機（LIX-130、トミーデジタ
ルバイオロジー（株））を用いて 5及び 10分間遠心
した後、6及び 24時間培養し、ウロコの骨芽・破骨
細胞の活性を測定した。なおそれぞれの実験は 3回
行い、ウロコは各群とも 12枚使用した。ウロコの培
養方法及び細胞の活性測定は、Suzuki and Hattori 
(2002)の方法 7) を用いた。 
骨芽細胞の活性は、2Gという低強度の重力負荷で

も応答し、5及び 10分間処理により、その活性が上
昇した。4Gでは 2Gとあまり変わらないが、7Gでは
顕著に骨芽細胞の活性が上昇した。さらに破骨細胞

の活性も 2Gで 5分間処理しても応答し、その活性が
低下した。破骨細胞活性の低下率は、強度が上がる

につれて下がり、7Gでは破骨細胞の活性が上昇する
傾向にあった。これらの結果は、バイブレーション

による加速度重力の結果と似ており 12)、ウロコは重

力刺激に感度よく応答したことを示している。 
 
③新規ブロモメラトニンの骨芽細胞及び破骨細胞に
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対する反応 

 
 
宇宙空間で引き起こされる骨疾患の治療薬の開発

を行うため、新規インドール化合物を合成し、骨芽

及び破骨細胞に対する作用を解析した。 
メラトニン、2-ブロモメラトニン、2,4,6-トリブロ

モメラトニン、1-アニル-2,4,6-トリブロモメラトニン、
1-プロパルギル-2,4,6-トリブロモ-メラトニン、1-ベン
ジル-2,4,6-トリブロモメラトニン及び 2,4,6,7-テトラ
ブロモメラトニン（Figure 1）の破骨細胞及び骨芽細
胞に対する作用をキンギョのウロコを用いた培養系

で評価した。培養時間は 6時間で、濃度は 10-8, 10-6, 
10-4Mでその作用を解析した。 
次に最も効果があった化合物において、6時間及び

18時間培養で、 10-11, 10-10, 10-9, 10-8, 10-7Mにおいて、
骨に対する作用をメラトニンと比較し、詳細に調べ

た。さらに、骨芽細胞で発現しているエストロゲン

受容体の発現（6時間培養）に対する影響も解析した。 
その結果、Br原子を 3個導入したアナログでは、

破骨細胞の活性抑制作用は強く、メラトニンと同等

であった。しかし Br原子を 1及び 4個入れたアナロ
グは、メラトニンの方が破骨細胞の活性抑制作用は

強かった。一方、メラトニンは骨芽細胞の活性を低

下させたが、Br 原子を導入した全てのアナログは、
骨芽細胞の活性を上昇させることが判明した。特に、

1-ベンジル-2,4,6-トリブロモメラトニンの作用は強
く、この化合物を用いて、詳細に調べた。 

1-ベンジル-2,4,6-トリブロモメラトニンの破骨細
胞の活性抑制作用は、メラトニンのそれよりも強く、

6 時間培養で 10-10M でも効果がみられた。また 1-ベ
ンジル-2,4,6-トリブロモメラトニンはメラトニンと
は異なり、骨芽細胞の活性を上げ、その作用は 18時
間でも持続しており、10-8Mでも効果がみられた。 
骨芽細胞のマーカーであるエストロゲン受容体

mRNAの発現は、1-ベンジル-2,4,6-トリブロモメラト
ニン処理で有意に上昇することも判明した。したが

って、この新規インドール化合物は、宇宙空間で引

き起こされる骨疾患の治療薬として有望である。 
 

④実験成果のまとめ 
 これまで宇宙飛行や、後肢懸垂ラット等を用いた

実験では、破骨細胞に対する作用は結果の一致を欠

いており、実験条件により異なった結果が報告され

ている。その理由の一つとして、良い in vitroのモデ
ル系の欠如が上げられる。ウロコは平たい骨基質の

上に骨芽細胞、破骨細胞が共存しており、骨のモデ

ルとして使用可能である。前回の加速度の重力刺激、

超音波のメカニカルストレス、3次元クリノスタット
による擬似微小重力刺激に加えて、今年度は遠心機

の過重力刺激にも感度よく反応した。このモデルを

用いれば、宇宙空間における微小重力の骨代謝に対

する影響を正確に解析できる可能性が高い。 
さらに新規ブロモメラトニンは、骨芽細胞の活性

を上昇させ、破骨細胞の活性を低下させることが判

明した。したがって、この化合物は宇宙空間で進行

する骨密度低下の治療薬として有望であり、現在骨

疾患のモデルとして用いられている卵巣除去ラット

や低カルシウム食を与えたラットを用いた動物実験

により、新規インドール化合物の作用を確認中であ

る。 
 
４．今後の予定 
 国際宇宙ステーション与圧部を利用した宇宙実験

に備えるため、以下の実験も計画している。 

ウロコの培養は非常に簡単であり、温度も室温程

度でもよく、炭酸ガスも不要である。またウロコは、

15℃で少なくとも 2週間は培地交換を必要としない。
したがって、少量の培地を入れたチューブ（エッペ

ンドルフチューブ）にウロコを入れ、チューブのま

まで宇宙実験を行い、終了後は冷凍して持ち帰れば

よい。しかし冷凍した場合は、遺伝子や細胞の活性

を測定することは可能であるが、細胞の組織学的な

観察は困難になる。そこで既存の細胞培養装置（Cell 
Biology Experiment Facility）や NASAが既に開発済の
Fluids Processing Apparatus等の装置を用いて、ウロコ
の培養方法やホルマリンによる固定方法を検討する。

さらに様々な状態のウロコを長時間保管できる低温

保存方法や凍結保存する技術に関しても検討し、宇

宙実験に向けての準備を進めていく予定である。 
 

本ＷＧの活動の一部は、（財）日本宇宙フォーラ

ムの宇宙環境利用に関する公募地上研究（研究代

表：鈴木信雄）の一環として行われた。 
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Figure 1 Structure of novel bromomelatonin derivatives
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