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研究成果の概要（和文）：成体における骨髄間質細胞は、間葉系幹細胞としての機能を有しており、骨芽細胞を
はじめとする間葉系細胞に分化することで、骨折などの損傷時の組織再生に寄与する。骨髄間質細胞は胎生期の
間葉系凝集やその周囲の軟骨膜の細胞に由来すると言われているが、これらの異なる起源の細胞がどのように多
様な骨髄間質細胞群の構築に寄与しているかはこれまでに明らかにされていなかった。本研究では胎生期の軟骨
原基を構成する細胞と周囲の軟骨膜細胞が骨格系細胞を形成する過程を細胞系譜追跡によって明らかにした。さ
らに最終的に構成された骨髄間質細胞の多様性をその発生起源とともに解明した。

研究成果の概要（英文）：Bone marrow stromal cells in the adult body function as mesenchymal stem 
cells and contribute to tissue regeneration at the time of fracture or other injury by 
differentiating into osteoblasts and other mesenchymal cells. Bone marrow stromal cells are said to 
originate from embryonic mesenchymal condensations and cells of the surrounding perichondrium, but 
it has not been clarified how cells of these different origins contribute to the diversity of bone 
marrow stromal cell populations. In this study, we used cell lineage tracing to elucidate the 
process by which cells constituting the embryonic cartilage temlate and surrounding perichondrial 
cells form the skeletal system. The diversity of the bone marrow stromal cells ultimately 
constituted was also elucidated, as well as their developmental origins.

研究分野：幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年のシングルセル解析の発展により、骨髄間質細胞を含む骨格系細胞の多様性の解析が進んでいる。しかしな
がら、骨髄間葉系幹細胞の候補と言われている骨髄間質細胞についてはその起源は正確には分かっていなかっ
た。本研究成果により、骨髄間質細胞の二つの起源となる細胞が明らかになった。このことにより、骨格の発
生、成長過程における、細胞の系譜が明らかとなり、発生生物学研究や幹細胞研究の発展に寄与する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

口腔癌や薬剤関連顎骨壊死、歯周病などにより失われた顎骨、歯槽骨の再建は歯科領域におけ

る重要課題で、骨移植や骨再生療法など様々な臨床的なアプローチがなされている。その中で、

生体の間葉系幹細胞を骨芽細胞に分化させて骨再生を促進する手法が注目されているが、この

手法を用いた再生療法の開発では間葉系幹細胞の性状を深く理解することが成功させる上での

重要な鍵となる。間葉系幹細胞は主に骨髄に存在し、その多くは CXCL12 を高発現する骨髄間

質細胞、すなわち CAR (CXCL12-abundant reticular)細胞に含まれ、造血幹細胞の維持に必須な細

胞として造血幹細胞とともにニッチを形成する(1,2)。近年、一細胞レベルでのオミクス解析技術、

とりわけシングルセル RNA-seq は急速に発展し、骨格系細胞、特に骨髄間質細胞の多様性が明

らかになりつつある(3,4)。成体骨髄間質細胞は胎生期の骨の発生時に出現する間葉系凝集を起源

としており(5,6)、その後生後早期の静止軟骨層などを経て形成されることを我々の研究グループ

は明らかにした(7)。また、間葉系凝集周囲に形成される軟骨膜も骨髄間質細胞に分化すること

が近年報告されるなど(8)、成体骨髄間質細胞について複数の起源があることが示唆されている。 

一方、異なる発生起源を持つ間質細胞が、生体骨髄においてどのような機能的な違いを持つか

に関しての詳細は明らかにされていない。また骨髄間質細胞は多様な細胞集団であると考えら

れるが、不均質性の詳細に踏み込んだ報告はない。我々は、骨髄間質細胞が特定の機能を果たす

固有の細胞集団群により構成されている点に注目し、間葉系凝集由来または軟骨膜由来の間質

細胞が生体骨髄において異なる機能を果たすという仮説を立て、それを検証するために本研究

を立案した。 

 

 

２．研究の目的 

骨の発生初期の間葉系凝集および軟骨膜の細胞をそれぞれ時期特異的に標識し、それらの細胞

を従後に追跡できる genetic lineage tracing（遺伝的な細胞系譜の追跡）のマウスモデルを用い、

骨髄間質細胞の起源を明らかにする。さらに起源の異なる骨髄間質細胞の特徴を一細胞レベル

で網羅的に解析し、生体内においてその機能を解明し、最終的には骨再生過程におけるこれらの

骨髄間質細胞の役割を明らかにすることを目的として研究を行った。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 胎生期の軟骨原基と軟骨膜を tdTomatoで標識する Col2a1-cre; R26RtdTomatoマウスを作出し、

組織解析するとともに、セルソーティングにより採取した間葉系細胞からシングルセル解析

を行うことで多様性を解析し、骨格形成の起源となる細胞集団を推定した。 

(2) 上記の結果から明らかとなった、軟骨原基、軟骨膜に特異的に発現する遺伝子をドライバー

とする creER; R26RtdTomatoマウスを作出し、細胞系譜追跡を行い、成体骨髄間質細胞への寄与

の違いを明らかにした（図 1）。 

 

 



 

４．研究成果 

Col2a1-cre; R26RtdTomatoマウスを E12.5で屠殺し、将来の大腿骨の軟骨原基を SOX9による免疫

染色で解析した。Col2a1cre-E12.5 細胞は SOX9 陽性の軟骨原基とともに周囲の軟骨膜を標識し

た。さらにセルソーティングにより Col2a1cre-E12.5細胞を選択的に採取し、シングルセル RNA-

seqを行ったところ、11の細胞集団に分けられた。遺伝子発現パターンから軟骨原基と軟骨膜の

細胞を同定し、それぞれの細胞集団に特異的に発現する遺伝子として、Fgfr3 と Hes1 をそれぞ

れ見出した（図 2）。 

 

 

タモキシフェン誘導性の Fgfr3-

creER; R26RtdTomato マ ウ ス と Hes1-

creER; R26RtdTomato マウスを作出し、

E12.5 でタモキシフェンを投与し、

tdTomato で標識される細胞を 8 週齢

まで長期間経時的（E13.5、E15.5、

E17.5、生後 0日、7日、21日、8週）

に追跡し、骨髄間質細胞および骨芽細胞への分布、分化動態を解析した（図 3）。 

 Fgfr3creER-E12.5細胞は短期的には軟骨原基を特異的に標識し、生後、成長に伴って、骨幹端

部の骨、骨髄の骨格系細胞に分化した。一方で Hes1 creER-E12.5細胞は骨幹部の骨格系細胞に分

化することが明らかとなった。 

以上の結果から、骨髄間質細胞の多様性は胎生期の発生起源にまで遡り、規定されているとい

うことが明らかとなった。 

図 1 CreERシステム。タモキシフェン投与により CreERが
核移行することで Stopシークエンスが除去され、tdTomato
レポーターが発現する 

図３  解析スケジュール。 Fgfr3/Hes1-CreER; R26R-
tdTomatoマウス E12.5の親マウスにタモキシフェンを腹腔
内投与し、各タイムポイントでマウスを屠殺し、解析する。 
 
 

図 2 Col2a1-cre; R26RtdTomatoマウスを E12.5の発現パターンとシングルセル解析。Sox9の発現パター
ンを基に軟骨原基、軟骨膜のクラスターを予測する。軟骨原基を標識するマーカー遺伝子として Fgfr3
を、軟骨膜を標識するマーカー遺伝子として Hes1を同定した。 
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