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研究成果の概要（和文）：エストロゲンによる骨代謝と幹細胞ニッチの制御機構を明らかにする

ために、エストロゲン単回投与したウズラの骨髄骨形成モデルを用いて実験を行なった。骨

髄骨における骨リモデリングには、OPG/RANKL/RANK システムが働いていた。骨髄骨形成過

程では、骨髄中の細胞集団が変動し、急速に破骨細胞の前駆細胞が増加した。さらに、ニッ

チ細胞として、骨髄骨表面の骨芽細胞が機能していた。以上の結果から、エストロゲンは造

血系幹細胞ニッチの制御に関与していることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：To clarify the regulation of mechanism of bone metabolism and 

hematopoietic stem cell niche by estrogen, we used the medullary bone formation model 

of estrogen-treated male Japanese quails. Medullary bone remodeling was under the 

control of OPG/RANKL/RANK system. During medullary bone formation period, the 

population of bone marrow cells shifts from undifferentiated cells to osteoclast 

precursor cells and osteoblasts on the medullary bone act as a niche cells. These 

results suggest that estrogen may be related to regulate of hematopoietic stem cell 

niche. 
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１．研究開始当初の背景 
高齢化社会を迎え、骨代謝不全、特に骨

粗鬆症の増大が大きな問題となっている。
骨粗鬆症は脊椎や下肢だけではなく、歯科
領域における顎骨、さらには頭頸部の骨の
非薄化を招き、咀嚼機能の低下および骨折
を誘発している。従って、骨量の維持およ
び増加は QOL 向上のため、可及的速やかに
解決されなければならない。特に、女性に
おいては閉経後のエストロゲン欠乏が骨吸
収を亢進させ、急激な骨量減少に見舞われ
る。男性においても老人性骨粗鬆症以外に、
エストロゲン受容体異常などによる骨量減
少が報告されている。また、性ホルモン、
特にエストロゲンは骨粗鬆症だけでなく、
骨代謝全般における重要な調節因子である
ことから、その役割について哺乳動物を用
いた研究が数多くなされ、新しい知見も得
られているが、未だ不明な点が多く、一致
した見解が得られていない。 

さらに、近年、骨代謝の制御機構につい
て、骨芽細胞および破骨細胞の分化とその
相互関係に関するシグナル伝達といった新
しい発見が相次いで発表されている。また、
骨髄に「幹細胞ニッチ」と呼ばれる幹細胞
が未分化状態で維持される微細環境が存在
することが発見され、骨芽細胞が造血系幹
細胞のニッチ細胞として機能していること
が報告されている。しかしながら、骨代謝
の関係は不明な点が多く、性ホルモンとの
関係は前人未到の領域である。その原因と
して、骨代謝に関わる因子が多種多様で相
互に複雑な関係を持っていること、さらに
は、リモデリングに要する時間が長いこと
が考えられる。 

鳥類雌の特異組織である骨髄骨は、卵殻
成分であるカルシウムの貯蔵庫および供給
源として骨髄中に形成され、産卵周期にお
ける血中エストロゲン値の増減に応じて迅
速なリモデリングを行なっている。また、
実験的エストロゲン投与により、骨髄骨は
骨髄中に容易に形成され、その後速やかに
吸収されることが知られている。骨髄骨の
骨芽細胞および破骨細胞にはエストロゲン
受容体が存在しており、骨髄骨のリモデリ
ングはエストロゲンの支配を強く受けてい
ることが示唆されている。しかしながら、
骨髄骨は形態学的ならびに生理学的研究は
数多くなされたが、そのメカニズムに対す
る分子生物学的および生化学的アプローチ
はほとんどなされていない。そのため、骨
髄骨の骨代謝の詳細は、哺乳動物を用いて
得られた知見とは、ほど遠く、不明な点が
多い。しかしながら、近年、骨髄骨の骨芽
細胞の分化過程において、エストロゲン受
容体βは発現しておらず、エストロゲン受
容体αのみが発現していることが認められ

た。破骨細胞においてもエストロゲン受容
体αが発現していることから（未発表デー
タ）、骨髄骨のリモデリングはエストロゲン
受容体αが関与していることが非常に強く
示唆された。また、雄鳥へのエストロゲン
投与による骨髄骨形成過程において、骨髄
中の細胞群が大きく変動し、破骨細胞前駆
細胞が増加していることを見出した。この
ことから、骨形成が進行するとともに、造
血系幹細胞は破骨細胞の前駆細胞に分化し、
成熟破骨細胞に分化すると伺える。それゆ
え、骨髄骨は哺乳動物に比べ、迅速なリモ
デリングが可能となっていると推察される。
さらに、骨髄内で骨リモデリングが行なわ
れることから、骨髄中の間葉系および造血
系幹細胞の分化・増殖に関わる幹細胞ニッ
チが多数存在すると考えられる。以上のこ
とから、鳥類の骨髄骨は、哺乳動物の性ホ
ルモンと骨代謝、さらには幹細胞ニッチと
の関係を明らかにするために非常に有効な
モデルであると伺える。 

２．研究の目的 

性ホルモン、特にエストロゲンが骨代謝
調節および骨髄幹細胞ニッチに果たす役割
を明らかにするために、まず、エストロゲ
ンに高い応答性を示す鳥類の骨髄骨を用い
て、幹細胞ニッチにおけるエストロゲンに
特異的に応答する遺伝子（エストロゲン応
答遺伝子）とそのタンパク質（エストロゲ
ン応答タンパク質）を検出する。次に、そ
れらの遺伝子およびタンパク質が骨代謝お
よび幹細胞ニッチに果たす役割を明らかに
する。さらに、骨髄骨から得られた結果を
基にして、哺乳動物の骨代謝調節および骨
髄幹細胞ニッチにおけるエストロゲン応答
遺伝子およびタンパク質の役割を明らかに
し、エストロゲンによる骨代謝調節および
骨髄幹細胞ニッチの制御機構を解明するこ
とを目的とする。 

３．研究の方法 

エストロゲンによる骨代謝と骨髄幹細
胞ニッチの制御機構を明らかにするために、
最初に、哺乳動物の骨組織に比べて、エス
トロゲンの応答性の高い鳥類の骨髄骨を用
いて、in vitro および in vivo の実験を行
なう。この実験の中でエストロゲン応答遺
伝子およびタンパク質を明らかにし、骨代
謝および幹細胞ニッチにおける役割を検討
する。さらに、骨髄骨から得られた結果を
元に、哺乳動物の骨代謝および幹細胞ニッ
チにおけるエストロゲンおよびエストロゲ
ン応答遺伝子（タンパク質）の役割を明ら
かにする。 
(1)成熟雄ウズラにエストロゲンを単回投

与すると、一過性に骨髄骨が形成され、直
ちに吸収される。この骨髄骨形成期におい
て、その形態的変化および骨髄細胞の動態



を観察しつつ、ニッチ細胞としての骨芽細
胞および造血系幹細胞の局在を免疫組織化
学的手法などにより検出する。また、この
過程における骨髄中の間葉系幹細胞および
造血系幹細胞の増減をFACS解析により明ら
かにする。 
(2)形成期および吸収期の骨髄骨、あるい

はエストロゲン存在下で培養した雄ウズラ
の骨髄細胞におけるエストロゲンに特異的
に反応する遺伝子をマイクロアレイなどに
より同定する。また、その塩基配列から、
発現しているタンパク質を明らかにする。 
(3)骨髄骨リモデリングにおけるエストロ

ゲン応答遺伝子およびタンパク質の発現を
in situ Hybridization 法、免疫組織化学な
どにより検出し、(1)で明らかになった幹細
胞ニッチの局在との関係を検討する。また、
骨芽細胞および破骨細胞の局在、さらにエ
ストロゲン受容体を持つ細胞との関係につ
いても検討し、骨髄骨リモデリングにおけ
るエストロゲン応答遺伝子およびタンパク
質の役割を明らかにする。 
(4)雄ウズラの骨髄間葉系幹細胞および造

血系幹細胞をエストロゲン存在下で単培養
あるいは共培養を行い、それぞれの分化過
程において、エストロゲン応答遺伝子およ
びタンパク質の発現を阻害あるいは抑制す
る。この分化過程におけるエストロゲン受
容体の発現および幹細胞ニッチに関する分
子の発現に及ぼす影響を検討する。 
(1)〜(4)の骨髄骨を用いた実験で得られ

たデータを基に、マウスを用いて、哺乳動
物の骨代謝および骨髄幹細胞ニッチにおけ
るエストロゲンの役割を解明する。 
 
(5)骨髄骨で発現していたエストロゲン応

答遺伝子の塩基配列を参考にし、マウスの
エストロゲン応答遺伝子およびタンパク質
を同定する。次に、マウスの骨髄間葉系幹
細胞あるいは造血系幹細胞をエストロゲン
存在下で培養し、それぞれ骨芽細胞あるい
は破骨細胞の分化過程におけるエストロゲ
ン応答遺伝子およびタンパク質の発現を検
出する。また、それらの阻害あるいは抑制
を行い、間葉系幹細胞または造血系幹細胞
の分化に及ぼす影響を明らかにする。 
(6)卵巣切除による骨粗鬆症モデル動物を

作製し、大腿骨や下顎骨の形態変化および
エストロゲン受容体を持つ細胞の動態や局
在を観察しつつ、幹細胞ニッチの局在の変
化を明らかにする。また、FACS 解析などに
より、骨髄細胞における間葉系幹細胞およ
び造血系幹細胞の増減を検討する。さらに、
エストロゲンあるいは抗エストロゲン薬を
投与し、幹細胞ニッチの局在の変化を調べ
る。 
(7)骨粗鬆症マウスにおいて、エストロゲ

ン応答遺伝子およびタンパク質、ならびに
エストロゲン受容体を持つ細胞を検出し、
幹細胞ニッチの局在との関係を明確にする。
また、エストロゲンあるいは抗エストロゲ
ン薬の投与によるエストロゲン応答遺伝子
およびタンパク質の発現の変化ならびに、
エストロゲン受容体を持つ細胞を、幹細胞
ニッチの局在とともに検討する。さらに、
間葉系幹細胞および造血系幹細胞の増減を
検討する。 
以上の実験から、骨リモデリングと幹細胞

ニッチにおけるエストロゲンの役割を明ら
かにする。 
 

４．研究成果 
(1)エストロゲン投与による骨髄骨形成モ

デルを用いて、骨リモデリングにおける
OPG/RANKL/RANK システムについて検討した。
骨内膜細胞と骨髄骨表面に存在する骨芽細
胞の RANKL の発現量に差は認められなかっ
たが、OPG はエストロゲン投与後２日に高い
発現量を示した。骨髄細胞の RANKL および
OPG の発現量に顕著な差はなかったが、大腿
骨では OPG は投与後１日、RANKL は３日、
RANK は０日と２日で高い発現を示した。免
疫組織学的に検討した結果、RANKL と OPG
陽性細胞はいずれも骨髄細胞と骨芽細胞に
認められ、これらの細胞は破骨細胞周辺に
存在した。RANK 陽性細胞はエストロゲン投
与後、骨髄中で減少したが、TRAP 陽性細胞
の出現とともに骨髄骨周辺に認められ、破
骨細胞も陽性反応を示した。以上のことか
ら、骨髄骨リモデリングは、哺乳動物と同
様に、骨芽細胞および骨髄細胞における
OPG/RANKL/RANK システムにより破骨細胞の
分化が制御されていることが示唆された。 
(2)同実験モデルにおいて、ニッチ細胞の

マーカーとなる N-カドへリンについて検討
した。骨内膜細胞と骨芽細胞のN-カドヘリ
ンの発現量に顕著な差はなかったが、投与
後１日の骨髄細胞で高い発現を示した。ま
た、免疫組織学的に検討した結果、骨内膜
細胞と骨髄骨表面に存在する骨芽細胞は陽
性を示し、その周辺に存在する骨髄細胞に
陽性反応が認められた。この結果から、こ
れらの細胞はニッチ細胞としての機能を持
ち合わせ、骨髄骨形成にともない増加する
ことが伺えた。 
(3) エストロゲン投与後の骨髄内におけ

る造血系幹細胞の変動を検討するために、
大腿骨から骨髄細胞を採取し、CFU-assay
を行なった。その結果、CFU-macrophage あ
るいはCFU-granulocyte/macrophageが投与
後０、１、２日の骨髄細胞に比べて、投与
後３日の骨髄細胞で非常に多く形成された。
この結果から、エストロゲン刺激により骨
髄に存在する造血系幹細胞がmacrophage系



の細胞に分化が促されたことが推察された。 
(4) Ficoll/Paque により、エストロゲン

投与後の各日の骨髄細胞から単核細胞/リ
ンパ球のみを分離し、RANKL/M-CSF 存在下で
培養したところ、投与後３日の骨髄細胞に
おいて、TRAP 陽性の巨大多核細胞が多数形
成された。この結果から、エストロゲン刺
激により骨髄中の造血系幹細胞は破骨細胞
の前駆細胞に分化が促されたことが示唆さ
れた。 
(5) エストロゲン投与後の骨髄中の細胞

集団の変動を明らかにするため、Flow 
cytometry により T 細胞、B 細胞、単球
/macrophage および RANK 陽性の細胞の割合
を検討した。その結果、T細胞および B細胞
はエストロゲン投与後１日で増加し、２日
以降、減少を示した。一方、単球/macrophage
は投与後、増加傾向を示したが、３日で激
減した。また、RANK 陽性細胞は、投与後１
日でわずかに増加し、２日で減少したが、
３日で再び増加する傾向が見られた。これ
らのことから、エストロゲン刺激は骨髄の
細胞集団を変動させ、破骨細胞の前駆細胞
を増加させることが推察された。 
 
以上の結果から、骨髄骨形成過程で骨髄の

細胞集団が変動するとともに、造血系幹細
胞がニッチ環境から離れ、破骨細胞前駆細
胞に分化することが示唆された。これらの
前駆細胞はOPG/RANKL/RANKシステムにより
破骨細胞に分化することが推察された。ま
た、骨芽細胞は破骨細胞の分化に関与する
だけでなく、ニッチ細胞として機能するこ
とが伺えた。それゆえ、エストロゲンは、
骨髄における造血系幹細胞ニッチの制御に
関与している可能性が示唆された。 
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