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研究成果の概要（和文）：骨修復におけるマクロファージ（Mφ）の役割を検証した。骨修復モデルマウスに
Csf1r中和抗体とクロドロネートリポソームを投与し、Mφを除去したところ、F4/80陽性Csf1r陰性のMφが骨損
傷治癒を促進することが明らかになった。MφはCsf1rを発現することを考慮すると、このMφは新規マクロファ
ージである可能性が示唆された。また、この新規Mφは、Wntシグナルを活性化し、間葉細胞の骨芽細胞への分化
を促進した。RNAseq解析の結果、F4/80 陽性；Csf1r陽性Mφとは、遺伝子発現が異なるMφであることを明らか
にした。以上より骨修復を促進する新たなマクロファージ亜集団を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The role of macrophages (Mφ) in bone repair was investigated. We 
administered Csf1r-neutralizing antibody and clodronate liposomes to bone repair model mice, and 
depleted Mφ. We clarified that F4/80(+): Csf1r (-) Mφ was largely contributed to the regeneration 
processes. Considering that Mφ express Csf1r, it was suggested that these Mφ may be novel 
macrophages. These Mφ also activated Wnt signaling and promoted the differentiation of mesenchymal 
cells into osteoblasts. RNA sequence analysis revealed that the gene expression pattern of these Mφ
 was different from that of the F4/80(+): Csf1r-(+) Mφ. Together, we clarified a new macrophage 
subpopulation that promotes bone repair.

研究分野：生化学、骨代謝学、歯科基礎医学

キーワード： マクロファージ　骨再生　Wnt

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
クロドロネートリポソームおよびCsf1受容体(Csf1r)中和抗体を用いたMφ除去実験から、F4/80(+)かつCsf1r(-)
の新規Mφが、Wntシグナルを活性化し骨再生を促進することを見出した。通常マクロファージはCsf1rを発現す
ると考えられている。骨再生過程に出現するF4/80(+)かつCsf1r(-)のMφはこれまでにないマクロファージ亜集
団と思われる。さらに、骨再生を司るMφの同定は未解明であり、本研究成果は、炎症性Mφと修復性Mφという
組織Mφに関する従来の概念を大きく変える可能性をもつ。我々は、実験誤差が少ないマウス骨再生モデルを確
立した点も骨再生研究に貢献する。

※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 

各々の臓器には特異的な組織マクロファージ (Mφ)が存在し、その臓器の恒常性を維

持している。組織 Mφは、骨髄での造血が始まる以前に卵黄嚢で発生する Erythro-myeloid 

progenitors(EMP)から肝臓を経て分化することが、最近、解明された(1)。骨の組織 Mφ 

osteomacs および破骨細胞が EMP 由来であるかは不明である。なぜなら、破骨細胞は組織

Mφ のマーカーである F4/80、CD45 を発現しない。一方、Osteomacs は F4/80 を発現するも

のの、骨髄造血が開始し造血幹細胞(HSC)が発生した後に出現するため、HSC 由来の単球ま

たは EMP のどちらが Osteomacs の起源であるか不明である。 

間葉系幹細胞は、骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞および筋細胞へ分化する。骨髄中の組

織 Mφが、どのように分化を制御するかは未解明である。近年、細胞分化の系譜解析によっ

て間葉系幹細胞の特徴が確立した(2,3)。間葉系幹細胞はレプチン受容体(LepR)を発現する。

LepR を発現した細胞で蛍光タンパク質を発現させると、骨芽細胞が LepR(+)の幹細胞から

分化したのか否か、その分化系譜を追うことができる。 

Wnt シグナルは、骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞への分化を制御する。申請者は、Wnt5a

が破骨細胞の分化を促進することを明らかにした(4)。骨芽細胞と脂肪細胞の分化の振り分

けに Wnt が重要であることが示されている(5)。申請者は、Wnt5a が骨芽細胞への分化を促

進し、脂肪細胞への分化を抑制することを明らかにした(6)。さらに、破骨細胞は Wnt 阻害

因子である Sclerostin の発現を抑制する LIF を分泌することを発見した(7)。以上の所見

は、骨髄 Mφ あるいは破骨細胞が Wnt シグナルを制御し、間葉系幹細胞の分化を調節する

可能性を示唆する。 

本申請課題では、骨組織に特異的な組織 Mφを同定し、その分化誘導機構ならびにその

マスター転写因子を明らかにする。さらに、筋組織 Mφを同定し、筋組織再生機構を明らか

にする。 

 

２．研究の目的 

骨髄中の間葉系幹細胞は、骨芽細胞―骨細胞、軟骨細胞、脂肪細胞へ分化する。細胞の

分化系譜解析の結果、レプチン受容体を 発現する間葉系幹細胞 が骨芽細胞―骨細胞、軟骨

細胞および脂肪細胞へ分化する。骨折の治癒過程では、BMP や Wnt などのサイトカイン

（液性因子）が細胞分化を誘導するにも関わらず、軟骨細胞や骨芽細胞は骨折部位に限局し

て出現する。つまり、幹細胞の分化を限局する機構があることを示唆する。これに関与する

細胞として、組織 Mφ に我々は着目した。抗炎症反応および組織再生に関与する M2Mφ と

は異なり、幹細胞の分化に積極的に関与する組織 Mφ(M3Mφ)の存在を着想した。骨芽細胞

と脂肪細胞 への分化 は Ob-Mφ、軟骨細胞へは Ch-Mφ、筋細胞へは Mus-Mφ が調節する。

本課題では組織特異的な M3Mφを同定し、幹細胞分化の新たな制御機構を確立する。 

 

３．研究の方法 

1)骨折治癒過程において骨・軟骨に出現する組織 Mφの役割の解析 

24 ゲージの注射針を用いてマウスの脛骨の片側皮質骨に小孔を作製した。組織学的手

法を用いて、骨損傷治癒過程を経時的に観察した。Mφを除去するため、クロドロネートリ

ポソーム (CloL)あるいは Csf1 受容体（Csf1r）中和抗体 AFS98 を投与した。Mφは、汎 Mφ
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マーカーである F4/80 を蛍光免疫染色あるいは抗 F4/80 抗体を用いた FACS で検出した。骨

小孔を作製 7日後に、脛骨を採取、通法に従い 4% PFA 固定した。固定した脛骨をマイクロ

CT 解析に供し、骨再生を解析した。 

2）骨損傷治癒過程における骨髄間葉系幹細胞の動態解析 

骨髄間葉系幹細胞の細胞動態を観察するため、骨髄間葉細胞で Cre recombinase(Cre)

が発現する LepRCre マウスと Cre recombinase によって赤色蛍光が発現する TdTomato マ

ウスを交配し、LepR Cre; tdTomato マウスを作出した。すなわち、このマウスでは、骨髄

間葉細胞が赤色蛍光で標識される。上記に従い、このマウスの皮質骨損傷後治癒過程を観

察した。さらに、CloL あるいは Csf1 受容体（Csf1r）中和抗体 AFS98 を投与し、骨損傷治

癒過程において LepR(+)細胞の出現並びに細胞増殖における Mφ除去の影響を検証した。 

3）骨損傷治癒過程における Wnt シグナル活性化細胞の動態解析 

骨損傷治癒過程において Wnt シグナル活性化細胞を検出するため、Axin2Cre-tdTomato

マウスを作出した。このマウスは、Wnt シグナルの標的遺伝子である Axin2 プロモータに

よって Cre が発現する。タモキシフェンを投与することで、Cre が活性化し、赤色蛍光タ

ンパク質を発現する。骨損傷治癒部位より RNA を抽出し、ｑRT-PCR を用いて Wnt リガンド

の発現を検討した。Wnt リガンドの細胞外への分泌に必須な分子 Wntless (Wls)を Mφ 系

の細胞で欠損した Csf1rCre;Wls cKO マウスならびに間葉細胞でそれを欠損した LepRCre; 

Wls cKO の骨損傷治癒過程を検証した。 

4）骨損傷治癒過程で出現する Mφの遺伝子発現網羅解析 

セルソータを用いて、F4/80(+);Csf1r(+)Mφと F4/80(+);Csf1r(-)Mφの画分を集

め、それぞれの細胞より RNA を抽出し、RNA シークエンス解析を行った。 

5）筋再生における組織 Mφの役割解析 

脛骨前筋に塩化バリウム(BaCl)を投与し、筋損傷モデルを作製した。経時的に筋損傷

部位の組織切片を作製し、H.E.染色を行い、組織学的に観察した。また、筋組織再生過程

における細胞動態を明らかにするため、筋幹細胞マーカーおよび組織 Mφマーカーの蛍光

免疫染色を行い観察した。 

 

４．研究成果 

1)骨折治癒過程において骨・軟骨に出現する組織 Mφの役割の解析 

通常の骨折モデルでは、損傷の程度を一定にすることが困難なため、治癒過程にばらつ

きが認められた。そこで、注射針で皮質骨に骨欠損を作製した。この皮質骨損傷モデルは、

解析時のばらつきが小さく解析に適した。CloL の投与により Mφ を除去し、骨損傷治癒を

観察した。CloL の投与により、骨髄中の F4/80(+)Mφが顕著に減少した。 また、マイクロ

CT で骨再生を解析した結果、CloL を投与した群では、顕著に新生骨が減少し、骨再生が遅

延した。この結果は、新生骨形成過程に、F4/80(+)Mφが重要な役割をすることを示唆する。 

2）骨損傷治癒過程における骨髄間葉系幹細胞の動態解析 

骨髄間葉系幹細胞の細胞動態を観察するため、LepRCre;tdTomato マウスを作出した。

このマウスの皮  質骨損傷後の治癒過程を観察した。損傷後 1 日目では、

LepRCre;tdTomato(+)間葉系幹細胞が一過性に減少したが、2 日後には、損傷前よりも増加

した。 LepRCre;tdTomato(+)間葉系幹細胞は、F4/80(+)Mφと近接していた。治癒過程 4日
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目に LepR(+)細胞は増加した。7日目の骨再生部位の免疫染色を行ったところ、LepR(+)細胞

は骨芽細胞マーカーであるオステオカルシンや Sp7 を発現した。この結果は、LepR(+)細胞

が骨再生部位において、骨芽細胞に分化することを示唆する。 

CloL を投与し、除去した。組織学的に F4/80(+)Mφ を解析したところ、CloL を投与に

より、骨損傷部位での Mφ が有意に減少した。CloL を投与した LepR-Tomato マウスでは、

LepR(+)細胞や LrpR(+)骨芽細胞が顕著に減少した。つまり、Mφは LrpR(+)細胞の増殖ある

いは骨芽 細胞への分化をサポートすることが示唆された。 

3）骨損傷治癒過程における Wnt シグナル活性化細胞の動態 

Wnt シグナル活性化細胞を検出するため、Axin2Cre-TdTomato マウスを作出した。骨損

傷 2日後では、Wnt シグナル活性化細胞は、損傷部位近傍の皮質骨内部に認められた。Axin2-

Tomato(+)細胞は骨損傷後 5 日目に著明に増加した。また、骨芽細胞マーカーである Sp7

（osterix）の蛍光免疫染色を行ったところ、陽性であった。骨損傷 7日目では、骨損傷部

位から骨髄の広範囲に Wnt シグナル活性化細胞が分布した。CloL 投与により Mφ を除去す

ると、Axin2CreTomato および Sp7 二重陽性細胞が有為に減少した。この結果は、Mφが間葉

系幹細胞の Wnt シグナルの活性化に関与することを示唆する。qRT-PCR 解析の結果、骨折 4

日後の骨損傷治癒組織において、Wnt4、Wnt5a、および Wnt10b の顕著な発現増加を認めた。

骨損傷治癒過程における Wnt リガンドの分泌細胞ならびに骨損傷治癒における重要性を明

らかにするため、細胞特的に Wntless を欠損するマウスを作出した。Wntless 欠損細胞は、

すべての Wnt リガンドを分泌できない。Mφ 系細胞で Wntless を欠損するマウス Csf1ｒ

Cre;Wls cKO マウスの骨折治癒過程は、コントロールマウスと比べて、変化がなかった。一

方、LepRCre; Wls cKO の骨損傷治癒過程は、有意に遅延した。この所見は、間葉系細胞か

ら分泌される Wnt リガンドが骨損傷修復過程に重要であることを示唆した。 

4）骨折治癒過程に出現するマクロファージの遺伝子発現解析 

Mφを除去する CloL の投与は、F4/80(+); Csf1r(-)の Mφを減少させ、治癒過程を遅延

させた。一方、Csf1r 中和抗体 AFS98 の投与は、F4/80(+); Csf1r(-)の Mφを減少させず、

骨折治癒過程も阻害しなかった(図１)。この結果は、F4/80(+); Csf1r(-)の Mφが骨折治癒

過程に重要であることを示唆した。RNA シークエンス解析の結果、Csf1r(-); F4/80(+)Mφ

集団は、組織リモデリングや上皮―間葉細胞転

換に関与するシグナルを活性化する遺伝子 Xの

発現が亢進していた。Csf1r(-); F4/80(+)Mφ集

団は、顆粒球に特徴的な遺伝子を発現する一方

で、単球- Mφ系細胞のマーカーである Cx3cr1

も発現する新しい Mφ 集団である可能性が示唆

された。 

5）筋再生における組織 Mφの役割 

BaCl の注射後 1 日目では、筋線維の配向が乱れ、筋線維内に空胞を持つ壊死した線維

が多数観察された。2日目では、炎症細胞の浸潤が顕著になり、壊死した筋線維の顕著な減

少が認められた。5日目では、再生筋線維と思われる筋線維の中心に細胞核を持つ細い筋線

図１ 骨再生におけるCloLとCsf1r中和抗体の効果

クロドロネート
リポソーム (CloL)

Csf1r中和抗体
(AFS98)

F4/80(+); Csf1r(-)
Mf

F4/80(+); Csf1r(+)
Mf

骨再生 変化なし
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維の増加が認められた。28 日後では、損傷前

と同程度に筋線維の回復が認められた。この

筋損傷モデルマウスにCloLあるいはAFS98を

投与し、Mφ を除去したときの筋組織の再生を

観察した。両薬剤いずれかの投与によって、筋

組織再生は遅延した（図２）。この結果は、骨

組 織 と 異 な り 筋 組 織 で は 、 F4/80(+); 

Csf1r(＋)の Mφ が組織再生に重要であることを示唆した。つまり、筋組織では、骨組織と

異なる組織 Mφが筋組織再生に寄与することを意味する。 
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