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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウス遺伝子工学を用いた細胞系譜実験により、骨格系前駆細胞とその
娘細胞を標識し、骨欠損部位における骨格系前駆細胞の振る舞いを可視化した。また、一細胞解析を行うこと
で、骨修復部位では、骨格系前駆細胞が、骨芽細胞だけでなく脂肪細胞への２方向性の分化系譜を示すことが明
らかになった。さらにリガンド―受容体解析により、その分化方向性に関与するシグナル因子候補を抽出した。
その中でCCL9阻害剤は、骨再生促進効果を有していた。以上本研究により、骨修復部位の局所ではたらく骨格系
前駆細胞の制御機構の一端が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we genetically labeled skeletal progenitors and their 
daughter cells by using cell lineage analysis and visualized the behavior of skeletal progenitors at
 bone defect sites. Single-cell analysis revealed that skeletal progenitors exhibited a 
bidirectional differentiation to adipocytes as well as osteoblasts at the site of bone repair. 
Ligand-receptor analysis further identified candidate of signaling factors involved in this 
directional differentiation. Among them, CCL9 inhibitor had a positive impact on bone regeneration 
in vivo. These findings provide an insight into the regulatory mechanism of skeletal progenitor 
cells locally at the site of bone repair.

研究分野： 骨発生・骨再生

キーワード： 骨再生　１細胞解析　シグナルネットワーク

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨再生の確立のためには、骨に存在する骨格系前駆細胞の役割を理解し、その制御方法を明らかにすることが重
要である。本研究では、骨欠損部位に存在する骨格系細胞を１細胞レベルで詳細に解析することで、その性質や
骨再生への寄与のメカニズムを明らかにした。さらに、局所ではたらくシグナルネットワークの一端を解明し、
新規骨再生性薬剤の候補を得た。今後、さらなる解析により、骨格系前駆細胞の制御方法を理解し、その活性を
操作することができれば、新たな骨再生戦略の確立に寄与することが期待される。

※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 

厚労省国民生活基礎調査によると 2019 年時点で、転倒・骨折は要介護となる原因の第三位であ
り 12.0%を占める。そのため、転倒・骨折による不可逆的骨損失の治療法の確立は、健康寿命の
伸長に寄与する喫緊の課題である。失われた骨組織を再生するため、組織工学の三大要素（足場・
細胞・シグナル）を中心とした研究が進められている。足場研究として多様なバイオマテリアル
が研究・開発されている。すでに臨床現場でも使用されているハイドロキシアパタイトやリン酸
カルシウムなどのバイオセラミクスに加えて、合成ポリマー、コラーゲンやフィブリンなどの天
然ポリマー、ハイドロゲルなどが研究されている。これらのバイオマテリアルは細胞接着や細胞
外マトリクスと相互作用することで細胞遊走を可能にする。しかしながら、より積極的な骨再生
を達成するためには、細胞とシグナルの利用が不可欠である。 

骨再生のための細胞ソースとして、体内に存在する骨格系前駆細胞が挙げられる。幹細胞は分
化して骨を形成する骨芽細胞となり骨修復に寄与する。その過程で、周辺組織に存在する細胞群
と相互作用すると考えられている。例えば、骨芽細胞の前駆細胞は、免疫細胞、内皮細胞や
Schwan 細胞などの微小環境が、骨修復に影響を与えるとの報告がある。骨組織に損傷を受ける
と、IL-6、BMP4 および VEGF が骨修復部位へ放出され、骨前駆細胞から骨芽細胞への分化に
関与することが示唆されている。しかしながら、骨欠損部位における骨格系前駆細胞の振る舞い
は十分に理解されておらず、有効な骨再生治療薬が未だ承認に至っていない。 

 

２．研究の目的 

本研究は骨格系前駆細胞の骨修復機構の理解に基づく、新たな骨再生法の確立を目指す。マウ
ス遺伝子工学を用いた細胞系譜実験により、骨格系前駆細胞とその娘細胞を標識し、組織損傷部
位における骨格系前駆細胞の増加、骨芽細胞分化を可視化した。さらに、一細胞 RNA-seq 解析
とエピゲノム解析を行うことで、骨格系前駆細胞から骨芽細胞への連続的な分化機構を解明し、
その分化に必要な骨修復シグナルを同定することを目指した。最後に、得られた骨修復シグナル
をバイオマテリアルに適応し、骨再生効果の検証を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) 骨欠損モデルの最適化：10 週齢の C57BL/6 マウスを使用し、1mm 径頭頂骨欠損を作製して、
骨欠損部位の経時的サイズ変化を確認した。 
 
(2) 細胞系譜実験：Sox9 は骨格系幹細胞集団を特徴づける遺伝子として報告されているため、
Sox9-CrerERT2;tdTomato マウスを作製した。この遺伝子改変マウスではタモキシフェン投与に
より Sox9 陽性細胞で Tomamo 蛍光タンパク質が発現する。このシステムはゲノムの組み換えを
介した反応であるため、Tomato 陽性細胞は細胞分裂後も Tomato 発現を保ち、Sox9 陽性細胞の系
譜を可視化することが可能である。1mm 径頭頂骨欠損作製前後４日間においてタモキシフェンを
投与し、骨修復に寄与する Sox9 陽性間葉系細胞系譜を蛍光タンパク質 Tomato で標識した。骨欠
損後 3 日目と 10 日目に、Tomato 発現および骨芽細胞分化マーカーRunx2 および Sp7 の免疫組織
学的解析を行った。 
 
(3) シングルセル RNA-seq解析：同モデルマウスを用いて骨欠損後 10 日目の欠損部位細胞を単
離後、10xGenomics 社の Chromium 解析プラットフォームを用いてシングルセル RNA-seq 解析を
行った。得られたシークエンスデータは Seurat v3.0 パッケージを用いてクラスタリング・2D
可視化解析・遺伝子発現解析を行った。次に、Monocle3 パッケージを用いて pseudo time 解析
により骨格系前駆細胞から成熟骨芽細胞まで分化経路を推定し、NicheNet パッケージを用いて、
クラスター間におけるリガンド・レセプター相互作用の解析を行った。 
 
(4) in vivo 骨再生の検証：NicheNet により予測された結果から、Axl, Tenascin C (TnC), IL-
1a, IL-1b, ApoE, CD54 の６つの因子に着目し、リコンビナントタンパク質、または、阻害剤を
用いて頭蓋骨欠損部位における骨再生を検討した。C57BL/6 マウス頭頂骨に 1mm 径欠損作製後、
５日目に各試薬投与を開始し、2 日毎に頭蓋骨直上へ皮下注射を行った。骨欠損作製後、マイク
ロ CT で１週間毎に二週間骨修復の過程を比較した。 
 
４．研究成果 
(1) 骨欠損マウスモデルの最適化：マイクロ CT にて、1 ㎜径の骨欠損部位における骨再生を経
時的に確認した結果、骨欠損作製後４週間以降から徐々に骨が修復することを確認した。再現
性・骨修復スピードの観点から 1 mm 径頭頂骨欠損マウスモデルを本研究において使用すること
とした。 
 
(2) 細胞系譜実験：骨欠損 3 日目および 10 日目のサンプルともに Tomato 陽性細胞が観察され



た。3 日目では主に骨欠損部位および矢状縫合
部位局所的に Tomato の発現が確認されたが、
10 日目では矢状縫合部位および骨欠損部位の
みならず、骨膜側広範囲に Tomato の発現が確
認された(図 1)。頭蓋顔面骨縫合から供給され
る間葉系幹細胞は、頭蓋顔面骨の恒常性及び再
生に寄与していると考えられており、本細胞系
譜実験の結果も、縫合部位から Tomato 陽性細
胞が遊走していることが示唆される。加えて、
骨欠損 3 日目において、縫合部位を介さず欠損
部位の局所において Tdtomato 陽性細胞が観察
されたことから、骨修復は、骨欠損部位局所で
活性化された骨格系前駆細胞と縫合部に存在
する幹細胞が協調して働く可能性が示唆され
た。また、Runx2 及び Sp7と Tomato の共染色よ
り、Tomato 陽性細胞が骨芽細胞前駆細胞に分化
することが確認された。 
 
(3) シングルセル RNA-seq解析：UMAP (Uniform 
Manifold Approximation and Projection）に
より 18 のクラスターが 2D 上に可視化された。
各クラスターに特徴的な遺伝子群が同定され、
これらの中には骨格系前駆細胞、骨芽細胞前駆
細胞および成熟骨芽細胞が存在することが示
唆された(図 2)。次に pseudo time 解析の結果、
幹細胞集団から骨芽細胞へと進む分化方向と
脂肪細胞へと進む方向の二方向性の分化経路
が認められた(図 2)。さらに、リガンド・レセ
プター相互作用解析より、骨芽細胞への分化経
路に関与するシグナル因子群と脂肪細胞への
分化経路に関与するシグナル因子群が同定さ
れた。以上の結果から、上記シグナル因子に関
するシグナル伝達を制御することで、骨修復を
促進する可能性が示唆された。 
 

 (4) in vivo 骨再生の検証：上記解析で得られ

た骨修復促進薬候補の骨再生効果を検証した。

骨損傷後１週間、２週間時点の骨欠損部位のサ

イズ変化をマイクロ CT で解析した。その結果、

検討したシグナル関連群の中で、骨再生効果を

示す CCL９阻害剤が見つかった(図 3)。現在、

得られた候補因子のエピジェネティックな作

用機序を検討するため、in vitro 機能解析を行っ

ている。 

 

以上より、本研究では、細胞系譜実験と一細

胞 RNA-seq 解析を融合することで、骨修復に寄

与する骨格系前駆細胞を同定し、幹細胞から骨

芽細胞への分化における遺伝子発現プロファ

イルを明らかにした。現在、同様の手法で一細

胞 ATAC-seq 解析を用いた解析を進めている。

ATAC-seq 解析では、遺伝子発現を制御するエン

ハンサー領域のプロファイルを取得すること

が可能なため、骨修復部位における、遺伝子発

現とエピゲノム状態のダイナミクスを解析可

能である。今後、さらなる解析により、骨欠損

部位局所ではたらく骨格系細胞の精密な制御

方法を確立し、新しい骨再生法の確立に寄与す

ることを目指す。 

 

図１：細胞系譜実験

Results

骨欠損時にSox9陽性だったtdTomato陽性の骨軟骨前駆細胞は、骨欠損部位における活性化
と、縫合部幹細胞プールからの遊走により、骨修復に関与することが示唆。

 

図２：一細胞RNA-seq解析
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図３：骨欠損モデルに対するCCL9阻害剤の効果

CCL9阻害剤は骨再生効果を示した
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