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研究成果の概要（和文）：マウス頭蓋冠骨欠損修復モデルでは、FGF18のBMP2への添加が、BMP2の骨修復効果を
促進させる。BMP2/FGF18投与群では、修復開始時期において組織修復性のM2マクロファージの浸潤を示唆する遺
伝子発現が認められ、マクロファージのin vivoでの除去は、FGF18の促進効果を解除した。骨髄細胞を分離して
FGF18を作用させるとM2マクロファージの極性化は促進され、FGF18が骨髄間質細胞にCCL2を中心としたマクロフ
ァージ誘導因子の発現を上昇させることで誘導された。CCL2の受容体であるCcr2遺伝子を欠失するマウスでは、
BMP2/FGF18による骨欠損修復の促進は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：The mouse critical-sized calvarial defect healing was stabilized by addition
 of fibroblast growth factor 18 (FGF18) to bone morphogenetic protein 2 (BMP2)- induced healing 
model. We found that the expression of anti-inflammatory markers, including those related to tissue 
healing M2 macrophage prior to mineralization. The depletion of macrophages with clodronate liposome
 hindered the FGF18 effect. By using mouse primary bone marrow (BM) cells composed of macrophage 
precursors and BM stromal cells (BMSCs) we revealed that FGF18 indirectly induces M2-macrophage 
polarization by affecting BMSCs. Chemoattractant chemokine (c-c motif) ligand 2 (CCL2) secreted from
 BMSC was the major mediator for M2 macrophage polarization. FGF18-augmented activity was diminished
 in the calvarial defect healing in knockout mouse of Ccr2, a receptor for CCL2. We suggest a novel 
role ofFGF18 in M2-macrophage modulation via stimulation of CCL2 production in calvarial bone 
healing.

研究分野：硬組織修復
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頭蓋骨の欠損は修復が難しく再生医療の重要なターゲットとなっている。また、一方で、頭蓋縫合早期癒合症な
どの先天性疾患では、癒合した縫合部では過剰な骨形成が見られる。頭蓋は脳を収容し保護しているために、頭
蓋骨に関わる疾患は、重度の神経症状を招くことが多く、これらの予防や治療は率先して取り組むべき課題の一
つである。その中で、本研究申請では、頭蓋骨修復に関わる因子の一つであるFGF18の分子細胞学的なメカニズ
ムを明らかにでき、これらの知見は、今後再生医療の現場において応用可能であり、医療を通した社会的貢献を
達成できたものと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
頭蓋冠骨欠損の修復は困難で、再生医療の重要なターゲットとなっており、その中で人工骨や
バイオマテリアルを用いた骨修復（骨形成）の促進が試みられている。一方、症候群性の頭蓋
縫合早期癒合症では、手術による癒合部の分離後の再癒合が高頻度で起き、骨形成を抑制する
方策が望まれる。骨修復において、縫合部に存在する頭蓋冠幹細胞の修復部位への動員、炎症
から組織修復過程への転化段階での組織修復型マクロファージの出現などが予想されるが、こ
れらの細胞群の骨修復過程における動態やそれを制御する分子メカニズムについては未だ不明
な点が多い。本研究計画では、マウス頭蓋冠骨修復過程におけるこれらの細胞動態を明らかに
し、生体材料や機能分子を用いてこの動態を制御した理想的な骨修復の可能性を検討する。 
 
２．研究の目的 
これまで申請者らの先行研究によって、マウスの頭蓋冠の欠損部
にハイドロゲルを用いて bone morphogenetic protein 2(BMP2)に
fibroblast growth factor 18 (FGF18)を追加して添加すると、BMP2を
単独で添加した場合に比べて骨修復が促進されることがわかって
いた（図１）。しかしながら FGF18添加による骨修復の促進に関与す
る細胞群や分子メカニズムに関しては不明であった。そこで、本モデル
を用いて頭蓋骨修復過程における FGF18の作用を分子細胞学的な観
点から理解することを目的とした。まず、遺伝子発現の変動から、主
に関与している細胞群を予測し、実際に組織解析を通して同定す
ることを試みた。また、炎症細胞との関連性を調べるために、in vivo
において、マクロファージを枯渇させ、BMP2＋FGF18添加下の頭
蓋骨修復に及ぼす影響を調べた。さらには、マクロファージや関
与する細胞における FGF18の作用を in vitroにおいて検証し、頭蓋
骨の再生や骨修復の調整に役立つような分子機構を明らかにする
ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
1) 頭蓋骨修復過程における遺伝子発現の変化と組織修復マクロフ
ァージの分布 

４週齢のマウスの頭蓋骨に、直径 3 mmのバイオプシーパンチを
用いて骨欠損部を作成し、欠損部と同じサイズのハイドロゲルに
PBSのみ BMP2のみ BMP2＋FGF18をそれぞれ添加し、骨欠損
部を覆うように配置した(図２)。手術後 5日目にそれぞれのグルー
プの頭蓋骨修復部とその周辺部を摘出し(図２)、遺伝子発現を解析
した。さらに修復部におけるマクロファージの存局在を確認する
ために、手術後 5 日目の頭蓋骨修復部の組織切片を非脱灰凍結法
によって作成し、F4/80と CD206の免疫染色によってマクロファージを検出した。 
 
2) FGF18添加下の頭蓋骨修復過程におけるマクロファージ枯渇の影響とFGF18の作用の解析 

手術後、1〜2 週間クロドロネートを投与し、FGF18 添加下の頭蓋骨修復過程においてマクロ
ファージの枯渇が及ぼす影響を、マイクロ CT による解析で評価した。さらにマウス骨髄由来
単球細胞と骨髄間質細胞を採取し、in vitro において FGF18 がマクロファージの極性変化や
間質細胞の分化に関与しているかを検討した。FGF18のマクロファージへの作用は骨髄間質細
胞を介したものであることが示唆されたために、FGF18を作用させた骨髄間質細胞の培養上清
を用いて、骨髄由来単球細胞から分化させたマクロファージを培養し、極性変化に効果がある
かどうかを検討した。これらの解析において、遺伝子発現の変化はリアルタイム PCR および
DNAアレイにより解析し、マクロファージの極性変化は免疫染色を行って検討した。 
 
3) FGF18の骨修復促進作用における CCL2-CCR2シグナルの関与の検討 
CCL2-CCR2シグナルはマクロファージの炎症局所への遊走や極性の転換に関わることが知ら
れている。本モデルにおいても、上述の解析から CCL2-CCR2シグナルの関与が疑われたため
に、骨髄由来マクロファージに CCL2と骨髄間質細胞の培養上清および CCL2の中和抗体を作
用させて遺伝子発現の変化をリアルタイム PCRによる解析で比較した。 



最終的に Ccr2のノックアウトマウスを用いて、頭蓋骨欠損モデルを作成し、FGF18の骨修復
促進作用にどのような影響を与えるかを修復過程の経時的マイクロ CT解析によって評価した。 

 
４．研究成果 
1) 頭蓋骨修復過程におけるFGF18添加によ
る遺伝子発現の変化と修復部における
CD206+マクロファージの局在の増加 

BMP2 に加えて FGF18 を添加した場合、頭
蓋骨修復過程において有意に組織修復型マ
クロファージマーカーの遺伝子発現が増加
していた。また、修復中の組織において
CD206+組織修復型マクロファージの数が
BMP2 単独投与群と比較して有意に上昇して
いたことから(図３)、BMP2 に加えて FGF18 を
添加したことによる骨修復促進において、
CD206+マクロファージの関与が強く示唆され
た。 
 
2) FGF18 添加下の頭蓋骨修復過程における
マクロファージの影響と FGF18の作用 

次に FGF18 添加下におけるマクロファージ
の関与を検討した。クロドロネート添加により手術後マクロファージ枯渇させた群では、コントロー
ルと比較して、FGF18 添加による修復促進がキャンセルされた(図４)。次に、マクロファージの動態
に対する FGF18の作用を、in vitroにおいて検討した。FGF18は骨髄か
ら分離培養したマクロファージに対して直接的な作用を示さなかったが、
骨髄間質細胞との共培養や骨髄間質細胞の培養上清添加時においては
CD206+マクロファージが増加したため、FGF18のマクロファージに対す
る作用は骨髄間質細胞を介することが示唆された。そこで、骨髄間質細胞
におけるFGF18の作用を調べたところ、Ccl2をはじめとするCC chemokine 
family 遺伝子が上昇していた。中でも Ccl2 は組織修復型マクロファージへ
の極性化を誘導することが報告されており、骨欠損後の BMP2/FGF18の
適用で Ccl2の発現は修復組織においても mRNAレベルで上昇していた。 

 

3) FGF18 の骨修復促進作用における
CCL2-CCR2シグナルの関与 

骨髄から分離した間質細胞に in vitro にお
いて CCL2 を添加して培養を継続すると、
組織修復マクロファージマーカーの発現
が上昇するが、一部の遺伝子は CCL2の中
和抗体によって上昇が抑えられた。よって
FGF18添加時に骨髄間質細胞はCCL2-CCR 

2 シグナルを介して組織修復マクロファ
ージを誘導していることが示唆された
(図５)。最終的に CCL2-CCR2 シグナル
が作用しないCCR2ノックアウトマウス
を用いて頭蓋骨修復を作成し FGF18 の
作用における CCL2-CCR2シグナルの in 
vivo での関与を検討したところ、
BMP2+FGF18 投与による骨修復の促進
は見られなかった。つまり、FGF18は頭
蓋骨修復時に骨髄間質細胞に働きかけ
CCL2 の産生を促し、CCL2-CCR2 シグナルを介することによって組織修復マクロファージを動員し、
結果的に骨修復を促進していることが示唆された(図６) 。本研究によって得られた成果は、頭蓋
骨の再生に応用可能な知見であり、将来的にも臨床応用への貢献が期待される。 
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