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研究成果の概要（和文）：ヘッジホッグ(Hh)シグナルは、軟骨細胞が産生する分泌性シグナルの一つとして骨格
形成に必須であることが報告されているが、それが標的とする細胞及びそれが連なる組織系列は未だ不明であ
る。本研究において成長板由来のHhシグナル応答細胞の骨伸長過程における動態を調べた結果、Hhシグナルを受
容をした細胞は、成長板内の肥大軟骨細胞層及び成長板から一次海綿骨への移行部から骨格の長軸方向に沿って
移動し、最終的に海綿骨や皮質骨の骨芽細胞及び骨細胞へと分化することがわかった。本研究により、成長板か
らのHhシグナル応答が、将来の骨格形成に寄与する前駆細胞プールの維持や増幅に関与しうることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：The endochondral ossification process at the growth plate is governed by 
paracrine signals secreted from terminally differentiated chondrocytes (hypertrophic chondrocytes), 
and hedgehog signaling is one of the best known regulatory signaling pathways in this process. We 
carried out genetic lineage tracing with the use of Gli1CreERT2 mice line in order to follow the 
fate of hedgehog signal-responsive cells during endochondral bone formation. Gli1CreERT2 genetically
 labeled cells are detected in hypertrophic chondrocytes and osteo-progenitors at the 
chondro-osseous junction (COJ); these progeny then commit to the osteogenic lineage in periosteum, 
trabecular and cortical bone along the developing longitudinal axis. Our study show, for the first 
time, evidence of the developmental contribution of endochondral progenitors under the influence of 
epiphyseal chondrocyte-derived secretory signals in longitudinally growing bone.  

研究分野：骨形成及び骨代謝
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１．研究開始当初の背景 

 成長軟骨板の増殖・分化および骨置換

によって、骨格系の大部分を占める長管

骨は発達する。従来の研究は、初期胚子

の未分化間葉細胞の凝集から軟骨細胞

の分化・成熟に至る成長軟骨板そのもの

の発生過程に主眼が置かれ、その後の発

育期での骨化プロセスについては未だ

不明な点が多い。骨短縮・骨変形を特徴

とする成長板早期閉鎖症や発育期成長

板障害による骨形成不全など、長管骨の

発達は成長軟骨板に強く依存するとさ

れ、成長板と骨形成プロセスとを結びつ

ける分子実体の解明が望まれていた。そ

のような中、長管骨の骨化プロセスに関

与する成長板由来の分子実体としてヘ

ッジホッグシグナル経路の存在が明ら

かとなる(Maeda et al., 2007 PNAS)。

ヘッジホッグシグナルは、胎児期での軟

骨原基の発生に必須とされる分子経路

である。そのリガンドの一つインディア

ンヘッジホッグ(Ihh)は成長板軟骨細胞

においても産生されるが、長管骨が急激

に伸長する発育期での役割は不明であ

った。Maeda らは、成長板特異的な Ihh

遺伝子欠損マウスの症状解析より、成長

板軟骨細胞からのヘッジホッグシグナ

ルが、成長板の増殖や分化だけでなく、

成長板の軟骨基質が骨組織へと置き換

わる長管骨内での骨リモデリング過程

に必須であることを見いだした。この報

告により、これまで成長軟骨板に依存す

ると考えられてきた 長管骨の発生機

序の一端がはじめて実験的に示される

こととなるが、成長板由来の液性シグナ

ルの標的細胞が如何なるもので、それら

がどのように長管骨の発生に組み込ま

れているのかは未だ不明であり、依然と

して成長軟骨板からのシグナル刺激を

受けて長管骨の骨化プロセスに直接寄

与する細胞実体の解明が焦点となって

いる。 

 

２．研究の目的 

 申請者は、個体発生に必須のシグナル

系であるヘッジホッグ(Hh)シグナルが

活性化された細胞を、Genetic Lineage 

Tracing (GLT) 法によってレポーター標

識し、マウス生体内で長期的に観察でき

るシステムを構築している。成長軟骨板

周辺では、Hh リガンドの発現による同シ

グナル経路の活性化が予想されるが、

GLT法により Hhシグナルを受容した細胞

をレポーター分子で可視化した申請者

の最近の研究で、成長板軟骨基質辺縁の

細胞のみが Hh シグナルに応答すること

が判明した。また、それらの細胞を長期

的に追跡することで、成長板由来の Hh

シグナル受容細胞が骨基質の支持細胞

へ最終的に  分化することも明らかに

なりつつある。この発見の重要なポイン

トは、成長板由来の Hh シグナルに応答

した特定の細胞系列が、長管骨の骨化プ

ロセスに直接寄与しうる細胞実体であ

る可能性を示唆している点にある。これ

を実証するためには、成長板由来の Hh

シグナル受容細胞が、発生に伴い刻々と

形態を変化させる長管骨の骨リモデリ

ングプロセスに組み込まれていること

を、細胞個々の動態や分子特性の両面か

ら明確にする必要がある。本研究では、

GLT 法による細胞追跡実験を軸とした解

析系で成長軟骨板を基軸とする長管骨

の骨化プロセスの解明に迫る。 

 

３．研究の方法 

 Genetic Lineage Tracing (GLT)法に

よる長管骨での細胞系譜追跡を研究計

画の骨子とした。 

(実験計画 1) 

 マウスでは、生体内において特定の細

胞集団を可視化し、その運命を追跡する

手法が確立されている。本実験計画では、

Hh シグナルの直接標的分子 Gli1 の遺伝

子座に CreER が挿入された Gli1creER マ

ウスを、Rosa-EGFP レポーターマウスと

交配し、成長板由来の Hh シグナルに応



答する細胞を遺伝的に EGFP で永久標識

する。 
  

(1) 骨端部において二次骨化中心が形

成され、成長板が形態的に明確となるマ

ウス生後３週齢での発育期におけるタ

モキシフェン(TM)投与を行う（授乳中の

母体へ TM 投与）。Hh シグナル受容細胞

をレポーター標識したマウスを経時的

に採取し、長管骨の脱灰骨組織標本を作

製する。EGFP 標識細胞の組織分布を精査

することで、成長板からの Hh シグナル

を受容した細胞系列が長管骨の骨化プ

ロセスに寄与する機序を示す細胞系譜

地図を作製する。 
  

(2) 長管骨内部には、骨芽細胞、破骨細

胞、血管内皮、骨髄間質細胞といった骨

形成・骨代謝に関わる機能的に多様化し

た細胞成分が存在する。長管骨内部に分

布する標識 細胞の細胞特性を調べるた

め、各種分化マーカー抗体とレポーター

分子に対する EGFP 抗体を用いた蛍光多

重染色を、解析(1)で得られる組織切片

で試行することで、細胞系譜 地図に分

子特性情報を付与する。 

 

(実験計画 2)  

 実験計画 1 で明らかになった長管骨

形成への関与が推察される成長板由来

の Hh シグナル受容細胞についての遺伝

子発現プロファイリング解析を行なう。

実験計画 1 と同条件で標識を行った骨

標本から凍結切片を作製した後、レイザ

ーマイクロダイセクション(LMD)法によ

って、長管骨の各種細胞成分を分別採取

する。EGFP 標識細胞(Hh シグナル受容細

胞)を含む組織片を FACS ソーティング

により EGFP 陽性及び EGFP 陰性細胞ヘと

分別した後、各細胞分画から抽出した

RNA をもとに、DNA マイクロアレイ解析

および定量性 RT-PCR 解析を行なう。こ

れらを精査することで、成長板由来の

Hh シグナル受容細胞が長管骨の骨組織

構築へ寄与する際に重要となる分子カ

スケードを同定する。 

 (1) 長管骨内の EGFP 陽性及び陰性細

胞において、発現変動を見せる分子を

DNA アレイ解析により同定する。さら

に、骨芽細胞、破骨細胞、血管内皮細胞、

間質細胞といった各細胞における EGFP

陽性細胞同士を比較対象とした検討も

行うことで、成長板由来の Hh シグナル

受容細胞から 機能的に特化した各細胞

系列が生ずる分子基盤の同定も試みる。

(2) 解析(1)より得られた抽出 RNA を用

いて定量性 PCR 解析を行なう。DNA アレ

イ解析により絞り込まれた分子及び骨

形成・骨代謝経路に関与する既知の分子

カスケードについての発現変動解析を

行なう。 

(3) 解析(1)および解析(2)において、 

成長板由来の Hh シグナルと長管骨骨化 

プロセスとの結びつきをより強く示唆

する分子については、Gli1creER との交

配による Hh シグナル受容細胞に特異的

な Lineage Specific Conditional 遺伝

子 改変マウスを作製・解析する。マウ

スの 表現型を精査することで、成長板

由来の Hh シグナル受容細胞を起源とす

る長管骨の発生プロセスの存在及びそ

の分子基盤を個体レベルで証明する。 

 
４．研究成果 
 Hhシグナルの直接標的Gli1のプロモーター依存

的にCreを発現するマウスを用いたLineage解析の

結果、Hhシグナルの受容を示すレポーター標識細

胞は、成長板内の肥大軟骨細胞層及び成長板から

一次海綿骨への移行部において分布していること

がわかった。さらに、それらの細胞は骨格の長軸

方向に沿った成長に伴い、海綿骨や皮質骨の骨芽

細胞及び骨細胞へと分化し、さらに２ヶ月以上も

の間、長期的に骨組織内に存在し続けることも判

明した。近年、骨格構築に寄与する細胞成分が成

長板に由来するとの報告が複数なされているが、

成長板からのHhシグナル応答が、将来の骨格形成

に寄与する前駆細胞プールの維持や増幅に関与し

うる可能性を私どもは考えている。さらに骨髄中

の血管周囲には、骨形成細胞とは異なる、特有の



長い細胞突起を有したレポーター陽性細胞が点在

することも明らかとなった。それらの多くはCAR細

胞の特異的マーカーを発現していることから、骨

髄造血幹細胞ニッチである可能性が考えられる。

本研究により、軟骨細胞由来のHhシグナルが直接

的に作用するのは、強いStemness特性を有し、か

つ、骨組織を構築する骨形成細胞あるいは骨髄中

の造血機能を支えるCAR細胞などへとコミットす

る能力を持った骨端軟骨直下に存在する細胞集団

であることが示された。これまで成長板の軟骨細

胞は、主に将来骨へと置換される軟骨成長板の発

生源として考えられてきたが、それ以外にも、長

管骨における骨形成や造血への関与が推察される

骨端軟骨直下の細胞集団に影響しうる制御シグナ

ルのprimary sourceとして機能していることが明

らかとなった。本研究成果は、Histochem Cell Biol.

誌（149(4):365-373. 2018.）にて、申請者が責任著

者として発表を行った。 
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