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研究成果の概要（和文）：我々は、Notch 受容体のリガンドである Jagged1（J1） と Delta-like 
ligand 1(Dll1) の過剰発現マウスおよび欠損マウスの骨形態並びに骨代謝を解析することによ

り、Notch シグナルはリガンド特異的に骨代謝を制御していることを今回初めて明らかにした。

また、Notch シグナルは成体造血の主たる場である骨髄において骨代謝を正常に保つこと、す

なわち、造血幹細胞ニッチを供給し続けることで、間接的に造血恒常性の維持にかかわってい

ることも明らかとなった。これらの結果は、骨代謝疾患や造血障害の治療方法を開発する上で

重要な意義を有する。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the skeletal phenotypes and bone metabolisms of two 
of Notch ligands transgenic mice, in which Jagged 1(J1) or Delta-like ligand 1 (Dll1) was 
over-expressed or conditionally deleted.  The results revealed for the first time that the 
Notch signal regulated and maintained bone homeostasis in a ligand specific manner.  In 
addition, the Notch signal indirectly influenced the hematopoietic homeostasis through the 
proper supply of the hematopoietic stem cell niche in bone marrow, where hematopoiesis 
primarily occurs throughout the adult life.  These results have an important meaning for 
the development of novel treatment for diseases caused by an abnormal bone metabolism 
and/or hematopoietic disorders.    
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１． 研究開始当初の背景 

 
骨は、成長を終えたあとも活発にリモデリン
グを営み、単に支持組織として重要であるだ
けでなく、ミネラルの恒常性や造血など生命
現象の維持にとっても不可欠な役割を果た
している。リモデリングによる骨代謝の恒常
性は、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞によ
る骨形成の動的平衡関係の上に成り立って
おり、通常のリモデリングでは骨吸収量と骨
形成量はほぼ等しく、骨格系の質および量は
一定に保たれている。一方、骨粗鬆症などの
骨代謝疾患では、この動的平衡が崩れ、骨吸
収が骨形成を上回るために骨量が減少する。
リモデリングは、PTH などの骨吸収シグナル
による骨芽細胞の活性化に始まり、骨芽細胞
から破骨細胞へ情報が伝達され破骨細胞が
骨を吸収し、その後骨吸収窩にマクロファー
ジが出現する逆転相を経て、骨芽細胞による
骨形成が行われた後静止する。このようにリ
モデリングを正常に行うためには、骨芽細胞
と破骨細胞の密接な情報伝達が重要な鍵を
握っているが、破骨細胞と骨芽細胞の動的平
衡を調節する因子(カップリングファクター)
の実体は不明である。したがって、カップリ
ングファクターを明らかにすることは、リモ
デリングのメカニズムを解明し、骨量を減少
させる代謝疾患への有効な対策を考案する
足がかりとなる。 
 
骨髄は、骨の内側に存在する多彩な細胞集

団からなるユニークな結合組織であり、生

命維持に最も重要な造血（血液新生）機能

を担っている。骨髄の細胞は大きく二つに

分類することができる。造血幹細胞を起源

とする血液細胞と、血液以外の細胞から構

成され、造血の場を提供している造血微小

環境である。中でも造血幹細胞が存在する

場所は、幹細胞ニッチと呼ばれ、造血幹細

胞の未分化性の維持と分化を制御すると

いう、造血の恒常性に非常に重要な役割を

果たしているが、その実態は長い間なぞに

包まれていた。近年複数の論文が、骨芽細

胞を操作（薬剤や遺伝子導入による活性化

および自殺遺伝子による欠乏）すると、造

血幹細胞の数が増幅したり造血が抑制さ

れたりすることを発表し、骨芽細胞が造血

ニッチの主役であると認められつつある

（Zhang et al. Nature 2003, Calvi et al. 
Nature 2003, Arai et al. Cell 2004, 
Vinsinjic et al. Blood 2004）。その一方で、

骨芽細胞と造血幹細胞の相互作用の鍵を

なす分子であると認識されていた N-カド

ヘリンは、実は不可欠ではないという発表 

(Kiel et al. Cell Stem Cell 2007)や、幹細

胞ニッチの主役は骨芽細胞ではなく特殊

なストローマ細胞や血管内皮細胞である

と い う 報 告  (Kiel et al. Cell 2005, 
Sugiyama et al. Immunity 2006) もあり、

幹細胞ニッチの実体解明は決着していな

い。確かに、骨芽細胞を操作すると造血機

能に影響が見られる。しかし、骨芽細胞操

作の直接的な効果は、リモデリングの促進

もしくは破綻であり、造血への影響は間接

的なものである可能性もある。つまり、造

血の恒常性と骨代謝は密接に関係してお

り、リモデリングを調節するカップリング

ファクターは造血機能にも重要な役割を

果たしていると考えられる。 
 
膜貫通型分子である Notch を介した情報伝
達は、種を超えて、発生・分化過程のさまざ
まな段階で重要な役割を果たしている。骨格
系では、Notch と Notch リガンドである
Delta1 と Jagged1 が骨再生時の骨芽細胞に
発現し、細胞株を利用した試験管内の実験で
は、Notch シグナルが骨芽細胞と破骨細胞の
分化に関与していると報告されている 
(Yamada et al. Blood 2003, Nobuta et al. 
J.Biol.Chem. 2005)。また、Notch シグナル
を活性化すると造血幹細胞の自己複製能が
亢進するという報告もある  (Stier et al. 
Blood2002)。これまで遺伝子欠損マウスを利
用することにより、さまざまな遺伝子の生体
内での働きが同定されてきたが、Notch１，
Delta１，Jagged１の遺伝子欠損マウスはい
ずれも発生早期に骨格形成不全で死亡する
ため、Notch シグナルが骨再生やリモデリン
グ、造血機能にどういった形で関与している
かは特定できていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、骨代謝と造血代謝の相互作
用に関する分子メカニズムを解明すること
である。 
これまで我々は、ヒト造血幹細胞を免疫不全
マウスに移植し、移植後のヒト造血再構築に
おける造血幹細胞の動態解析を行い、造血再
生過程における造血幹細胞の自己複製と分
化機構に関する新たな知見を報告してきた。
また、ヒト間葉系幹細胞を骨髄内に直接移植
することで、マウス骨髄内におけるヒト造血
微小環境の再構築に成功している。そして、
ヒト造血微小環境を有するマウスではヒト
造血再構築能が亢進し、未分化な造血幹細胞
が維持されることを見いだし、生体内におけ
るヒト造血微小環境の重要性を報告した。さ



らに、ヒト造血幹細胞の骨髄内での局在を明
らかにしつつある。これまでの我々の造血幹
細胞の機能解析と、造血幹細胞と造血微小環
境や幹細胞ニッチの相互作用に関する研究
実績、そして未発表の研究結果から、造血恒
常性の維持には骨芽細胞－破骨細胞の相互
作用による骨リモデリングが重要な役割を
果たしていると考え、本研究の着想に至った
ものである。今回我々は、Delta１，Jagged
１，Delta１/Jagged１のコンディショナルノ
ックアウトマウスならびに骨芽細胞特異的
に上記リガンドを過剰発現するマウスを入
手したので、それらのマウスを用いて、生体
内での Notch シグナルの骨代謝と造血恒常
性への関与を解析する。具体的には、リモデ
リングにおけるカップリングファクターを
同定し、リモデリングの造血への関与は、造
血環境の変化による間接的なものか、それと
も、カップリングファクター自身が造血幹細
胞に作用しているかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1), Notch リガンドの有無における骨代謝
の検討 
① Notch リガンドコンディショナル 
 ノックアウトマウスと過剰発現 
 マウスの骨の表現系の解析定常 
 状態マウスの骨の表現系を、骨髄 
 組織標本を作製して顕微鏡下にて 
 観察する。また、骨形態計測にて骨 
 形成率及び骨吸収率を定量的に測 
 定する。 
 
②  骨の再生と骨髄微小環境再構築にお 

ける Notch リガンドの役割 
Notch リガンドが骨破壊後の骨の再生
にどのように関わっているかを、骨髄ア
ブレーションモデルを使用して明らか
に す る  (Yamashita et al. 
Endocrinology 2000)。麻酔したマウス
の関節部にマイクロドリルで開けた穴
から先の曲がった 29 ゲージ針を差し込
んで、脛骨または大腿骨髄腔内をくまな
くアブレーションすることによって骨
髄を破壊すると、骨梁部分を含む骨髄環
境と造血機能の再生を観察することが
できる。アブレーション後の骨髄内は、
まず増殖した線維芽細胞で覆われ、その
後それらが骨芽細胞に分化して骨化し、
次に破骨細胞が活性化されて骨髄内の
骨が吸収され、通常２～４週間で骨梁と
骨髄内腔が再構築されて、造血機能も回
復する。 
Delta１，Jagged１，Delta１/Jagged１
のコンディショナルノックアウトマウ
スおよび野生型マウスに骨髄アブレー

ションを施し、経時的に骨髄組織標本を
作製して解析する。 
 

(2), Notch シグナル標的細胞の同定 
① 造血幹細胞移植による骨代謝異常
救済実験 

Mx-cre プロモーターを用いたコンデ
ィショナルノックアウトマウスでは全て
の細胞でNotchリガンドの発現が欠損し
てしまうので、どの細胞での発現が重要
であるか特定することができないため、
造血幹細胞移植を行う。造血幹細胞相互
移植は、造血機能不全が見られた場合に
その原因が造血細胞側にあるのか環境側
にあるのかを特定するために用いられる
血液学の分野では一般的な実験方法であ
る。骨芽細胞は間葉系の細胞であり、破
骨細胞は造血幹細胞由来であるので、野
生型マウスとNotchリガンド欠損マウス
で造血幹細胞相互移植を行うことにより、
どちらの細胞におけるNotchリガンドの
発現が重要であるのかを確定することが
できる。造血幹細胞相互移植を行ったマ
ウスに骨髄アブレーションを施し、その
後の骨髄再構築と造血機能の回復を観察
する。破骨細胞側の Notch リガンドの発
現が重要であれば、野生型マウスの造血
幹細胞をNotchリガンド欠損マウスに移
植した場合は、骨髄と造血は正常に回復
するが、Notch リガンド欠損マウスの造
血幹細胞を野生型マウスに移植するとそ
の回復に異常が発生する。一方、骨芽細
胞におけるNotchリガンドの発現が重要
である場合は、野生型マウスの造血幹細
胞をNotchリガンド欠損マウスに移植し
ても骨と造血の回復異常は救済されず、
Notch リガンド欠損マウスの造血幹細胞
を野生型マウスに移植しても異常は見ら
れないはずである。この実験により、
Notch リガンドコンディショナルノック
アウトマウスにおける骨と造血の再生異
常は、破骨細胞と骨芽細胞のどちらの
Notch リガンドの欠損に起因しているの
かを特定することができる。 

 
② in vitro での破骨細胞分化と活性化
実験・骨芽細胞分化実験 
 生体内実験では、目的とする分子以外
の様々な要素が影響するため、予想した
結果が得られないことも考えられる。破
骨細胞は in vitro でも、造血幹細胞と骨
髄間葉系細胞由来のストローマ細胞を共
培養によって形成することができる。さ
らに、形成した破骨細胞を骨基質上で培
養すると、骨吸収能を解析することも可
能である。Notch リガンド欠損マウスお
よび野生型マウスから回収した造血幹細



 胞とストローマ細胞を共培養し、上記造
血幹細胞相互移植実験同様、どの組み合
わせで破骨細胞の形成と機能に異常が見
られるか解析する。この in vitro の実験
で、骨芽細胞－破骨細胞間の情報伝達に
おいて、どちらの細胞における Notch リ
ガンドの発現がどの段階に作用している
のかを特定する。 

 
 

 また、骨髄ストローマ細胞を骨分化条
件で培養して、骨芽細胞への分化と石灰
化におけるNotchリガンドの関与を調べ
る。さらに、Notch リガンド欠損の細胞
に Notch リガンドを遺伝子導入して、破
骨細胞形成、骨吸収能、骨芽細胞分化に
おける異常が救済できるか解析し、
Notch シグナルの関与を確認する。 

 
４．研究成果 
 
Notch受容体のリガンドであるJagged1（J1） 
とDelta-like ligand 1(D1) の遺伝子改変マ
ウスを用いて、Notchシグナルが１）骨代謝と
２）造血恒常性において果たしている役割を
明らかにしたので以下に示す。 
 
(1), Notch リガンドの遺伝子改変による骨形
態の変化 
① 骨芽細胞特異的に【J1】を過剰発現させ

たマウスでは、骨形成が低下し骨吸収が
亢進傾向にあるという高回転型の骨量の
減少が見られた。骨粗鬆症モデルマウス
の確立。 

② 骨芽細胞特異的に【D1】を過剰発現させ
たマウスでは、骨量が大幅に増加してい
たが、骨形成も骨吸収も測定時点では低
下していた。大理石病モデルマウスの確
立。 

③ Mx-creプロモーターを用いて、生後にJ1
とD1 を欠損させたマウスは、どちらも明
らかな形態異常は見られなかった。ノッ
クアウトの実験に関しては、骨形成が完
成する前の発生時期におけるNotchリガ
ンド欠損の影響を解析することが重要で
あると思われる。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2), Delta-like ligand 1(D1)の骨代謝におけ
る役割 

a) 骨芽細胞特異的に【D1】を過剰発現さ
せたマウスの骨髄の組織標本では、一見し
て明らかな骨量の増加が認められた。詳細
に観察すると、石灰化した骨が形成されて
いない、通常は血液細胞が存在している部
分が、線維芽細胞様の細胞で占められてい
た。b) それら細胞は、免疫染色により、
osterix 陽性の骨芽細胞であることが明ら
かとなった。c) その osterix 陽性骨芽細
胞は、細胞増殖マーカーki67 が陽性であ
り、活発な増殖期にあることが分かった。
d) 一方で、破骨細胞には変化が見られな
かった。e) 以上より、Delta-like ligand
１を介した Notch シグナルは、骨芽細胞
を増殖させる役割があると思われる。 
 

(3), Jagged1（J1）の骨代謝における役割 
一方、【J1】を骨芽細胞特異的に発現させ
たマウスは、骨形態計測で骨吸収の亢進が
確認されるとともに、in vitro の破骨細
胞形成実験においても、野生型マウスに比
べて有意に破骨細胞形成率が増強してい
た。 

 
(4), 骨破壊後の骨再生における Notch シグ
ナルの役割 

Jagged１コンディショナルノックアウト
マウスでは他の Notch リガンドのノック
アウトマウスや同腹対照マウスに比べて、
骨髄アブレーション後の骨髄内の再構築
が顕著に遅延することが、組織学的解析に
より明らかとなった。Jagged１が骨と骨髄
の再生過程で、どの細胞にどのように関与
しているのか現段階では明確になってい
ないが、組織学的観察により骨芽細胞によ
る骨化の程度や、破骨細胞の数に変化がな
いことが明らかになっており、骨芽細胞―
破骨細胞の情報伝達になんらかの影響が
あると考えられる。 
さらに Jagged１コンディショナルノック

図の説明 

左：J1 過剰発現マウスは皮質骨の骨融解像

を呈し、D1 過剰発現マウスでは骨量が増

加している。 

中央・右：Mx-cre プロモーターを用いた

Notch リガンドノックアウトマウスでは骨

形態異常が見られない。 



アウトマウスでは、アブレーション後１～
４週間における骨髄内造血細胞数および
造血幹細胞数が有意に減少していた。これ
らの結果から、Jagged１がカップリングフ
ァクターであり、造血機能にも影響を与え
ていることが強く示唆される。 
また、造血幹細胞相互移植実験により、非
造血細胞における Jagged1 の発現が、骨破
壊後の骨と造血の再生に重要であることも
明らかとなった。 

 
(5), 造血恒常性における Notch シグナルの
役割 
① Notch リガンド欠損マウスは、定常状態
では骨形態や造血機能に明らかな変化は見
られない。b) しかし、骨破壊後の骨と骨髄
環境の再構築に大幅な遅れが見られ、造血細
胞の回復も著明に遅延していた。c) このこ
とから、Notch シグナルは骨代謝を正常に保
ち、造血幹細胞のニッチの供給を制御するこ
とで、間接的に造血恒常性の維持にかかわっ
ていると思われる。 
  
以上の結果より、Notch シグナルはリガンド
特異的に骨代謝を制御していることが初め
て明らかとなった。また、Notch シグナルは
成体造血の主たる場である骨髄において骨
代謝を正常に保つこと、すなわち、造血幹細
胞ニッチを供給し続けることで、間接的に造
血恒常性の維持にかかわっていることも明
らかとなった。これらの結果は、骨代謝恒常
性維持機構を解明し、骨代謝疾患や造血障害
の治療方法を開発する上で重要な意義を有
する。 
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