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研究成果の概要（和文）：老化に伴って骨修復能や骨リモデリング力は低下する。しかし、その機序は不明であ
った。本研究の成果として、骨修復に寄与する胎児卵黄嚢由来破骨細胞の存在を新たに発見した。胎児卵黄嚢に
発生したマクロファージは胎生期に骨へと移行し骨吸収を担当する破骨細胞へ分化した。胎児マクロファージに
由来する破骨細胞は長期に渡って生後の骨に在住し、骨の恒常性維持に関与していた。さらに一旦、骨損傷が起
こると、その修復過程の亜急性期から慢性期にかけて局所へと遊走し、損傷後の骨リモデリングに関与すること
が明らかとなった。胎児由来破骨細胞の存在は、経時的な骨リモデリング力の変化に寄与する可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Bone repair capacity declines with aging, but the mechanism of this 
phenomenon is unknown. As a result of this study, we newly discovered the existence of fetal yolk 
sac-derived osteoclasts that contribute to bone repair. Macrophages generated in the fetal yolk sac 
migrate to bone during the embryonic period and differentiate into osteoclasts that are responsible 
for bone resorption. Osteoclasts derived from fetal macrophages resided in postnatal bone for a 
long-term and were involved in bone homeostasis. Furthermore, once bone injury occurs, they migrate 
to the local area during the subacute and chronic phases of the repair process and participate in 
bone remodeling after injury. Fetal-derived osteoclasts may be a factor influencing the transition 
of bone remodeling capacity throughout life.

研究分野：骨代謝、骨免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果として、マクロファージおよび破骨細胞には、造血幹細胞と胎児卵黄嚢を起源とする二種類の細胞
集団が存在することを世界に先駆けて発見し報告した。起源の異なる二つの破骨細胞は複雑に細胞融合を繰り返
しながら、相互に影響しあうことで、骨の再構築を駆動し、その恒常性維持に関わっていた。新しい破骨細胞分
画が発見されたことで、破骨細胞の活性化や機能障害によって発症する疾患の病態解明につながる重要な成果と
考えられた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
老化に伴って骨修復能は低下する。骨修復能の低下は、骨折後の骨癒合不全の原因となるだけ
でなく、身体機能の低下を引き起こし問題となる。しかし、老化によって骨修復能が低下する機
序は分かっていない。我々は、若年マウスのマクロファージが分泌する Lipoprotein receptor-
related protein 1 (Lrp1)が老年マウスの骨修復能を「若返らせる」ことを見出し報告した。この
結果から、経年的な骨修復能の低下は、マクロファージの構成や機能の違いに起因するのではな
いかという仮説を立てるに至った。 
マクロファージは貪食・分解・消化作用を有し、炎症関連物質を産生・分泌するとともに、抗
原提示により T 細胞を活性化することで免疫応答を誘導するといった多彩な機能を有する細胞
集団である。1968年に van Furthや Cohnらは、すべてのマクロファージは骨髄内の前駆細胞
に起源し、前単球から成熟分化した血液単球に由来すると結論づけ、Mononuclear phagocyte 
system (MPS) という概念を提唱した。しかし、近年一部のマクロファージは、胎児卵黄嚢に生
じる Erythromyeloid progenitors (EMPs)から発生し、生後も生体内で維持されることが証明さ
れた (Mass et al. Science 2016) 。 
 HSCs 由来と胎児 EMPs に由来するマクロファージは、骨損傷が起こると局所に遊走し活性
型に変化することで、複雑なマクロファージ・ニッチを形成し、相互に影響しあうことで組織の
再構築を誘導するものと考えられる。しかし、HSCs と胎児 EMPs 由来マクロファージが骨修
復過程において、どのような機序で遊走・活性化し炎症の惹起や組織修復に関与するか、さらに
「老化」の過程において両者の集団がどのように継時的な変化を来し、骨修復能に影響を及ぼす
のかは未だ不明であった。 
  
２．研究の目的 
 
 本研究では、骨髄 HSCs由来と胎児卵黄嚢 EMPs由来マクロファージが時間的（発生、成長
および老化）、空間的（個々の臓器において）に変化しながら、組織特有の微小環境に適応する
過程を解明する。さらに、骨恒常性維持とその破綻（老化や骨折）によって作り出されるマロフ
ァージの多様性とその変遷を明らかにする。これらの成果を踏まえ、骨修復能を促進することが
可能な新規マクロファージ集団を同定することで、骨傷治療に対する新規治療戦略の創出を目
指す。 
 
３．研究の方法 
 
1. 骨髄 HSCs由来と胎児卵黄嚢 EMPs由来マクロファージのリニエージトレーシング実験 
 E7に卵黄嚢に生じた EMPsは、E8.5から 9.5にかけて CX3C chemokine receptor 1 (Cx3cr1) 
陽性の卵黄嚢マクロファージへ分化する。その一方で、AGM で発生した HSCs は E12.5 に胎
児肝臓に移行し、二次造血を開始する。EMPs 由来マクロファージを追跡するため
Cx3cr1CreER; Rosa26tdTomato 胎児を有する妊娠雌マウスに対して 4OH-tamoxifen (4OHT)
を E9.5に単回投与することで、EMPs由来マクロファージとその子孫細胞を tdTomatoで標識
した。生後のマウスから骨組織を回収し、その分布を観察した。さらに Flt3陽性 HSCs由来細
胞を追跡するため Flt3-Cre; Rosa26tdTomatoマウスを作成し、生後マウスの骨組織の組織解析
を行った。 
 
2. 骨修復過程における骨髄 HSCs由来と胎児卵黄嚢 EMPs由来マクロファージの遊走を検証 
 4OHT を E9.5 日齢に投与した Cx3cr1CreER; Rosa26tdTomato マウスおよび Flt3-Cre; 
Rosa26tdTomato マウスの大腿骨に直径約 0.8 ㎜の骨孔を作成し、その修復過程を観察した。
損傷部に遊走する EMPsおよび HSCs由来マクロファージの遊走と継時的な変化を組織学的に
解析した。 
 
3．若年マウスと老年マウスを用いた骨傷修復能の比較検討 
 若年(2 か月齢)および老年マウス(20 か月齢)の大腿骨に骨孔を作成し、骨修復能の組織学的
解析およびマイクロ CT解析を行った。 
 
4. 若年と老年マウスの骨修復過程におけるマクロファージ亜集団の解析 
  若年(2 か月齢)および老年マウス(20 か月齢)の大腿骨に骨孔を作成し、骨折部周囲から骨髄
細胞を採取した。骨傷なし、受傷後 3、7、21 日の 4群から回収した細胞を用いて一細胞 RNA 発
現解析(scRNA-seq)を行った。若年および老年マウスの骨髄細胞において、骨修復に伴って変動
する遺伝子群を解析した。特に今回の実験では、若年および老年マウスのマクロファージに着目
し、若年マウスのマクロファージにおいて特異的に変動している遺伝子の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
1. 胎児卵黄嚢 EMPs由来マクロファージは破骨細胞へと分化した 

EMPs 由来マクロファージを追跡するため Cx3cr1CreER; Rosa26tdTomato 胎児を有する妊



娠雌マウスに対して 4OHT を投与し、生後のマウスの骨組織
を解析した。その結果、生後０日から 6か月齢のマウス骨組織
において tdTomato陽性の細胞を多数確認した。tdTomato陽
性の細胞の多くは、破骨細胞マーカーである TRAP や VPP3
蛋白質を共発現しており、多核の細胞であった。以上の結果か
ら、EMPs由来マクロファージは生後の破骨細胞の供給源にな
り得ることを証明した。さらに HSCs に由来するマクロファ
ージの分布を解明するため、Flt3-Cre; Rosa26tdTomatoマウ
スの大腿骨を採取しフローサイトメトリーによる評価を行っ
た。Flt3-Cre; Rosa26tdTomatoマウスの CD45陽性骨髄細胞
では、約 83％が tdTomato陽性の細胞集団であったのに対し、
胎生 9.5 日齢で４OHT の投与を受けた Cx3cr1CreER; 
Rosa26tdTomato マウスの骨髄細胞では、tdtomato 陽性細胞
の割合が 0.02％程度と皆無であった。以上の研究結果から、
EMPs 由来マクロファージの多くは胎生期に骨へと流入した
後、破骨細胞へと分化し骨に常在して骨吸収を担うが、骨髄マ
クロファージへの関与は乏しく、その多くが HSCs に由来す
る可能性が示唆された。 
 
2. 骨修復過程における骨髄 HSCs由来と胎児卵黄嚢 EMPs由来マクロファージの遊走を検証 
 骨修復過程に遊走するマクロファージ集団の由来を解明
するため、胎生 9.5 日齢で４OHT の投与を受けた
Cx3cr1CreER; Rosa26tdTomato マ ウ ス と Flt3-Cre; 
Rosa26tdTomato マウスの大腿骨に骨孔を作成しその修復
過程を組織学的に解析した。骨傷後 3 日目の急性期には、
多数の F4/80 陽性のマクロファージが組織損傷部位に遊走
していた (図 2)。Flt3-Cre; Rosa26tdTomatoマウスでは骨
傷早期（3～7日目）から多数の tdTomato陽性の HSCs由
来細胞が損傷部に集積したのに対して、Cx3cr1CreER; 
Rosa26tdTomato マウスの損傷部を確認すると、亜急性期
から慢性期（14日から 21日後）にかけて tdTomato陽性細
胞の遊走が確認された。以上の結果から、骨修復急性期には
HSCs に由来するマクロファージが局所に遊走するのに対
して、EMPs 由来のマクロファージは亜急性期から慢性期
の骨修復に関与することが示された。また EMPs由来マク
ロファージは骨修復部において TRAP 陽性、VPP3 陽性の多核破骨細胞へと分化することが明
らかとなった。 
 
3．老年マウスでは骨傷修復能が著明に低下する 
 若年(2 か月齢)および老年マウス(20 か月齢)の大腿骨に骨孔を作成し、骨傷後 7 日目に大腿
骨を採取し、マイクロＣＴによる解析を行った。その結果、高齢マウスでは骨孔内部の新規仮骨
面積が若年マウスに比べて有意に低下しており、骨修復能が著しく阻害されていることが明ら
かなとなった。 
 
4. 若年マウスの骨修復関連マクロファージの同定 
 骨傷の修復過程において損傷部周囲の骨髄細胞を継時的に回収し scRNA-seq 解析を行った。
若年マウスと老年マウスの遺伝子発現の推移を比較検討することにより、若年マウスのマクロ
ファージにおいて有意に発現する遺伝子群を同定した。このマクロファージの亜集団が、若年マ
ウスの旺盛な骨修復能に関与しているという仮説の元、関連遺伝子の機能解析を進めている。本
研究は、米国 Duke 大学整形外科との共同研究として進められており、ターゲット遺伝子の欠損
マウス、ジフテリアトキシンを用いた亜集団の除去実験を行うことで、骨修復能に及ぼす影響の
検証を続けている。 
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