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Principle 
Bone metabolism is composed of balanced osteogenesis and bone resorption. Research studies have shown 
that bone marrow cells can be differentiated into osteoclasts using M-CSF (Macrophage Colony Stimulating 
Factor) and RANKL (Receptor Activator of NF kappa B Ligand). #OSC12C is useful to evaluate osteoclast 
formation and activation. 
 
Warranty 
Cosmo Bio warrants that product (cells) will be viable until the expiration date, and is valid only if the 
product is stored and cultured according to the information indicated in this product data sheet. Cosmo 
Bio has optimized the cell culture media formulation which is ideal for the product. While other, 
unspecified cell culture media may also produce satisfactory results, a change in cell culture media or 
the absence of an additive(s) from the recommended cell culture media may affect recovery, growth 
and/or function of the product. If an alternative cell culture medium formulation is used to culture the 
product, the Cosmo Bio warranty for cell viability is no longer valid. 
 
Precautions 
 Read the instructions carefully before beginning the culture. 
 Remove the cryovial from the dry ice packaging and immediately place into liquid nitrogen storage until use. 
 
Components 

*Shipping: dry ice 

 

Optimized Medium (selling separately) 

Culture Medium components: α-MEM, FBS, antibiotics, etc. 

Product Name Size Quantity Storage Conditions 
Expiration 

date 

Osteoclast precursor, Rat, 

cryopreserved 
2.0x106 cells/vial 2 vials 

Liquid Nitrogen 

vapor phase 
6 months 

Catalog No. Product Name Size Quantity 
Storage 

Conditions 
Expiration date 

OSCMW 
Osteoclast Wash 

Medium 
100 mL 1 -20°C Freezer - Written on the bottle 

OSCMR 

Rat Osteoclast Culture 

Medium  

(w/ RANKL and M-CSF) 

50 mL 1 -20°C Freezer - Written on the bottle  



Materials required but not provided 
 Osteoclast Wash Medium (#OSCMW) 
 Osteoclast Culture Medium (#OSCMR) 
 Variable volume pipettes 
 Culture vessels 
 15 ml centrifuge tube 
 
Protocol 
A) Cultured with the 96-well culture plate 

1) Carefully remove the cryovial from liquid nitrogen and thaw cells in a water bath at 37°C with gently 
shaking. 

2) Transfer thawed cells into a 15 ml centrifuge tube containing 10 ml of Osteoclast Wash Medium 
(#OSCMW) and Transfer 1mL of culture medium in the same conical tube back to the cryovial and 
pour the contents back to 15mL conical tube. 

3) Centrifuge for 5 minutes at 4°C at 200 x g for 5 minutes. 
4) Remove the supernatant, and re-suspend the cell pellet in 2.5 to 5.0 ml of Rat Osteoclast Culture 

Medium (#OSCMR). 
5) Dispense 100 μL of the cell suspension to each well of 96-well culture plate, and incubate the flask 

at 37°C under 5% CO2 and 100% humidity. 
6) Three days later, Replace the medium with fresh culture medium. 
7) Change the medium every other day. 

※Osteoclasts will begin to fuse and form osteoclasts after 4 or 5 days of incubation 
 

 
For study of osteogenesis, add the reagent to the medium at various stages of osteogenesis. 
To visualize the osteogenesis, the optional TRAP Staining Kit (#AK04F) is useful for staining of tartrate-
resistant acid phosphatase. 

 

   

Fig.1 Osteoclast inducted of 

differentiation with M-CSF/RANKL 

Fig. 2 Pit on the slice of ivory. 

(HE staining) 

Fig. 3 Pit on the slice of ivory. 

(SEM picture) 
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凍結初代細胞製品 

ラット破骨細胞 V-2  
(Rat Osteoclast, Code No. OSC12C) 

2020 年 4 月 15 日訂正 
本製品は研究目的にのみご使用になれます。 

 
《Ⅰ．製品概要》 

現在、わが国では高齢化社会の到来に伴い骨粗鬆症等の骨代謝異常疾患が年々増加の一途をたどっ

ています。骨量は、骨芽細胞による骨形成と、破骨細胞による骨吸収とのバランスによってコントロ

ールされています。 
近年、骨髄細胞から M-CSF(Macrophage Colony Stimulating Factor)と RANKL(Receptor 

Activator of NF kappa B Ligand)を用いて破骨細胞へ誘導する系が確立されました。 
本製品は、ラット骨髄由来の破骨前駆細胞（凍結品）です。破骨細胞の形成実験や骨吸収機能等の

研究にご利用ください。 
 
《Ⅱ．使用前注意事項》 

本マニュアルを使用前に必ずご確認ください。 
本製品はすべて【無菌操作】で実施して下さい。バイオセーフティーレベルは【レベル 1】です。 
本製品の培養には別売の専用メディウムをご使用下さい。 

 
《Ⅲ．製品の保証について》 

細胞を液体窒素にて正しく保存し、専用メディウム及び試薬を用いてマニュアル通りに培養され

た場合のみ、培養開始後の増殖不良に関して保証致します。 
当社、製品サポート（メール：primarycell@cosmobio.co.jp）までご連絡下さい。 
保証期限は【製品お受け取りから 6 ヶ月以内】です。 
メディウムや使用方法に変更を加えられた場合や、再凍結した細胞を使用された場合は、保証の対

象になりませんのでご注意ください。 
 
《Ⅳ．製品構成》 

※受け取り後、直ちにご使用にならない場合は凍結細胞を液体窒素にて保存してください 
 

《Ⅴ．細胞の由来》 

ラット骨髄由来（SD adult） 
 

構成 容量 本数 保存方法 使用期限 
ラット破骨前駆細胞 

（凍結細胞） 
2×106cells/vial 2 本 液体窒素保存 6 ヶ月 

mailto:primarycell@cosmobio.co.jp


《Ⅵ．専用メディウム & 関連サプリメント (別売)》 

培地の主成分：α-MEM、血清、抗生剤、その他 
※試験期間が長い場合には、メディウム解凍後に小分けして、冷凍保存してください。解凍後の再凍

結は 1 回のみ可能です。それ以上の凍結・融解は品質劣化の原因になりますので避けてください。 
 

※1 RANKL は、ラット破骨細胞培養用メディウムに含まれる物と同一です。 
ヒト由来可溶型 RNAKL を GST 融合タンパクで発現し精製したものです。 
※2 M-CSF は、ラット破骨細胞培養用メディウムに含まれる物と同一です。 

 
《Ⅶ．操作方法》 

※本製品は【継代不可】です。 
 
細胞解凍・播種 
 ※下記は、96well プレートで培養する場合のプロトコールになります。 
  ※凍結細胞 1 バイアルにつき、96well プレートで最大 48well 分に播種することができます 
 
【準備するもの】 
・破骨細胞洗浄用メディウム 
・ラット破骨細胞培養用メディウム 
・滅菌済ピペット、遠心チューブなどの培養器具 
 

1. 培養開始する前に予め洗浄用メディウムと培養用メディウムは 4℃(冷蔵庫等)で解凍してください。 

2. 凍結細胞のバイアルを、37℃温水にて 2 分間加温して解凍してください。 

3. 解凍した破骨前駆細胞液は、破骨細胞洗浄用メディウム･10mL を含む 15mL 遠心管へ添加し混合し

た後、4℃、200xg で 5 分間遠心してください。 

4. 上清を除去し､破骨細胞洗浄用メディウム･10mL で再懸濁後、4℃、200xg で 5 分間遠心してくださ

い。 

品名 品番 容量 保存方法 使用期限 
破骨細胞 

洗浄用メディウム 
OSCMW 100 mL 

－20℃保存 
(解凍後は 4℃保存) 

ラベル記載(-20℃保存) 
解凍後 3 か月(4℃保存) 

ラット破骨細胞 
培養用メディウム 

(RANKL, MCSF 含有) 
OSCMR 50 mL 

－20℃保存 
(解凍後は 4℃保存) 

ラベル記載(-20℃保存) 
解凍後は速やかに使い

切ってください 

品名 品番 容量 保存方法 使用期限 
1mg/ml RANKL ※１ AK30 10µg －70℃保存 6 か月 

M-CSF ※2 AK39 20µg －70℃保存 6 か月 



5. 上清を除去し、ラット破骨細胞培養用メディウム（M-CSF, RANKL 含有）を 2.5mL～5mL 加え、

細胞浮遊液を調製してください。 

6. 96 ウェルプレートの場合、1 ウェルあたり 100μL ずつ播種してください 

※短期間で破骨細胞を形成したい場合は、細胞密度を高くして培養してください。 

7. 5％CO2 存在下の 37℃インキュベーターで培養し、播種してから 3 日目に１ウェルあたり培養用メ

ディウム 100μL ずつ交換してください。 

※播種から細胞の接着まで時間がかかるため、播種後 2～3 日は動かさず静置してください 

※培養用メディウムは冷蔵と加温の繰り返しにより劣化しますので、培地交換時には必要量だけ取

り分けて、室温に温めてご使用ください。 

8. それ以降は 1 日おきに１ウェルあたり培養用メディウム 100μL ずつ交換してください。播種してか

ら４日目頃から数個の細胞が融合した破骨細胞が観察されます 
 
《Ⅷ．技術情報》 

（１）破骨細胞形成制御因子の実験には、培養液に制御因子を添加し、通常 Well 中で 7 日間培養後、

酒石酸抵抗性酸性フォスフォターゼ染色（TRAP 染色）を行い破骨細胞の細胞数を計測してくださ

い。別売りの TRAP 染色キットは、破骨細胞のマーカー酵素である酒石酸抵抗性酸性フォスフォタ

ーゼを簡便に染色できるキットですのでどうぞご利用ください。 
（２）Pit Formation Assay 法（染色法） 

破骨前駆細胞を象牙切片上で 2～4 週間培養後、切片を回収し、5ml の 1M アンモニア水中で超音波

処理し細胞を破壊してください。処理した切片はアンモニア水から取り出し、直接、マイヤーのヘマ

トキシリン液で 1 分間染色し、水洗、乾燥させた後、破骨細胞によって形成された吸収窩の総面積

を測定してください（図２参照）。 
（３）Pit Formation Assay 法（SEM 法） 

象牙切片を Pit Formation Assay 法（染色法）と同様に一連の操作を行い、乾燥した切片の表面を

走査型電子顕微鏡（SEM）で観察し吸収窩の面積を計測してください。鮮明な吸収窩（Pit）画像を

必要とする場合は SEM 観察をお勧めします（図３参照）。 
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図１ RANKL/M-CSF で分化誘導した破骨細胞 

 

図２ 象牙切片上の吸収窩（Pit）ＨＥ染色 

 

図 3 象牙切片上の吸収窩（Pit）ＳＥＭ写真 
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《本製品をご利用になられた文献、発表データ 》  

本製品をご利用いただいて投稿された論文、学会発表パネルなどを送付いただきましたお客様

に粗品を進呈させていただきます。ご提供いただきました論文などは、WEB やカタログ、技術

資料を通じて多くの研究者の方への技術情報として利用させていただく場合がございます。是

非皆様のご協力をお願いいたします。 
 

送付先：〒047-0261 北海道小樽市銭函 3 丁目 513 番 2 
コスモ・バイオ株式会社 札幌事業部 あて郵送 

または primarycell@cosmobio.co.jp あて PDF ファイル送信 
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