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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 membrane bone. Recently, we developed a new 
in vitro model system using goldfish scales. This system can detect the activities of osteoblasts and 
osteoclasts with alkaline phosphatase (ALP) and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) as 
respective markers and can analyze the co-relationship between osteoblasts and osteoclasts. Using 
this system, we previously indicated that osteoblastic and osteoclastic activities in the scales 
responded to simulated microgravity with a three-dimensional clinostat. As these activities in the 
scales were not changed by stimulation with a two-dimensional clinostat, we believe that the 
response to simulated microgravity in scale osteoblasts and osteoclasts is a specific phenomenon. 
Thus, to analyze bone metabolism in scales under microgravity conditions such as those 
experienced during space flights, we examined culture conditions in goldfish scales. We found that 
normal scales and regenerating scales treated by hypochlorous acid could be cultured in Leibovitz 
L-15 medium supplemented with 10% fetal bovine serum for 1 week at 25℃. After these scales 
were kept in the above medium at 4℃, the response of hyper-gravity loading under acceleration 
by vibration (3 G, 10 min) was examined. The TRAP activities in the normal and regenerating 
scales kept at 4℃ for 1 week significantly decreased, while ALP activities in these scales 
significantly increased. These responses in the scales kept at 4℃ for 1 week were very similar to 
those in the untreated scales just after collection from goldfish. We concluded that fish scales are a 
suitable material for the analysis of bone metabolism under microgravity conditions, such as those 
experienced during space flights.  
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１．本ＷＧの目的 
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
1, 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・評価システムを開発し

た 6, 7, 8)。 
昨年度は、このシステムを用いて 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 6及び 24時
間処理した結果、骨芽細胞の活性が低下し、破骨細

胞の活性が上昇した 9)。一方、1 軸（2 次元）でクリ
ノスタットを 6 時間回転させたが、骨芽細胞及び破
骨細胞の活性は変化しなかった 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が低下したような

状態になったと考えられる。 
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 
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 10)。in vivo では、ホルモン等の様々な生
理活性物質の影響を受けるため、宇宙空間における

微小重力の直接的な影響を解析するには、in vitroで
実験を行う必要がある。哺乳類の骨芽細胞と破骨細

胞の共存培養は、地上では可能な技術であるが、宇

宙空間では不可能に近いのが現状である。 
一方、魚類のウロコには骨芽細胞と破骨細胞が共

存しており、長期培養及び低温保存も可能であるこ

とから、ウロコは宇宙実験に適した材料であると思

われる。以下に本 WG の活動内容及び実験成果を報
告する。 

 
２．ＷＧの本年度の活動 
 平成 20 年 11 月 30 日に東京医科歯科大学教養部、
12 月 1 日～2 日に筑波宇宙センターで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 
本年度の WG の実験成果を順に示す。これらの研

究成果は、宇宙生物科学会の機関誌である Biol. Sci.  
Space に投稿する予定である。なお、ウロコの培養
条件に関する研究成果の一部は、2008 年宇宙生物科
学会（奈良大会）で発表した。 

 
①ウロコの滅菌方法の検討 
本研究では、キンギョ(Carassius auratus) の正常ウ

ロコ（無処理のウロコ）に加えて、再生ウロコを実

験材料として用いた。ウロコの摘出と滅菌は下記の

要領による。 
（1）使用するキンギョを 2日前からグリーンＦゴー
ルドで薬浴。 

（2）麻酔したキンギョの魚体表面を 70%エタノール
で清拭。 

（3）ウロコを抜去、抜去したウロコを 0.1-0.4%  
次亜塩素酸ナトリウム-PBS で 30 秒～1 分浸漬
（抗細菌）。 

（4）ファンギゾン-PBS で 5-10分洗浄（抗真菌） 
（5）滅菌 PBS、Leibovitz L-15 培地で洗浄後、10% 

FBS-Leibovitz L-15培地に換えて培養を開始する。 

 
この滅菌方法で正常ウロコを培養すると、最大 2

週間は細菌・真菌のコンタミがなく、培養すること

ができた。また、この条件は、再生ウロコでも適用

できる。なお、実験目的に応じて、（2）のステップ
を省略できることも判明した。 

 
②再生ウロコの細胞活性の測定法の改良 
再生 10日目の再生ウロコは正常ウロコと比較して

カルシウムの沈着量が低く、これまで 3, 4 枚の再生
ウロコを用いて重量当たりの細胞活性を算出してい

た 11）。そこで再生ウロコ 1枚でも細胞活性の測定を
可能にするため、水温 25℃で 10日飼育したキンギョ
の再生ウロコの表面積当たりの細胞活性を求めて、

評価システムの開発を行った。さらにこのシステム

を用いて、バイブレーションによる加速度重力の影

響を解析した。即ち、正常ウロコで骨芽細胞と破骨

細胞の応答性が最もよい条件（3G, 10分間負荷）12）

で処理し、その後 15℃で 6 時間恒温において、再生
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ウロコの骨芽細胞及び破骨細胞の活性を測定した。 
再生ウロコの表面積当たりの細胞活性で計算する

と、再生ウロコ１枚でも測定可能であり、骨芽細胞

及び破骨細胞の活性値の変動が非常に少ないことが

わかった。そこで再生ウロコの場合は、表面積を基

準として細胞活性を算出することにした。次にこの

評価系を用いて、バイブレーションによる加速度重

力の影響を解析した。その結果、バイブレーション

の加速度重力により、正常ウロコと同様に骨芽細胞

の活性が上昇した。一方破骨細胞の活性は低下し、

その応答性は、再生ウロコの方が良いことが判明し

た。 

 
③ウロコの培養方法の検討 
①の殺菌方法で正常ウロコ及び再生ウロコを処理

して、26℃で培養し、細胞の染色（破骨細胞：酒石
酸抵抗性酸フォスファターゼ染色、骨芽細胞：アル

カリフォスファターゼ染色）により解析した。その

結果、少なくとも 1 週間は染色性の低下は見られな
いことが判明した。       

 
④低温保管後の過重力応答 
 低温（4℃）で 1週間保管後、バイブレーションに
よる加速度重力に対する応答を解析した。即ち、加

速度重力（3G, 10分間負荷）で処理し、その後 15℃
で 6 時間、恒温において、正常ウロコと再生ウロコ
の骨芽細胞及び破骨細胞の活性を測定した。 
再生ウロコの方が、正常ウロコよりも応答性がよ

かったが、正常ウロコ及び再生ウロコ共に、骨芽細

胞の活性が有意に上昇して、破骨細胞の活性が有意

に低下することがわかった。 

 
⑤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。本研究において、ウロコ

は 1 週間の長期培養が可能であり、1 週間の低温
（4℃）保存も可能だということが判明した。さらに
4℃で保管後のウロコ（正常ウロコ及び再生ウロコ）

は、バイブレーションによる加速度重力に応答する

ことが判明した。したがって、宇宙実験の技術的な

面からも、ウロコは最良の実験材料である。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と

思われる。 
 
４．今後の予定 
 国際宇宙ステーション「きぼう」船内実験室第 2
期利用に向けた候補テーマに採択され、本 WG のテ
ーマは宇宙実験に向けて準備中である。本研究によ

り培養及び低温保存の条件が決定され、計画通りに

実験成果をあげている。ウロコはバイブレーション

による加速度重力 12) に加えて、遠心機の過重力にも

感度良く応答する 13)。そこで遠心機の過重力応答の

詳細な機構を調べていくため、アレイ解析を行って

いる最中である。 

一 方 、 新 規 ブ ロ モ メ ラ ト ニ ン （ 1-benzyl- 
2,4,6-tribromomelatonin）は、ウロコの骨芽細胞の活性
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 14)。この化合物は骨疾患のモデルとして用い

られている卵巣摘出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でも効果を確認した 5)。し

たがって、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、「きぼう」船内実験室第 2 期利
用において、その効果を調べていきたい。 
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