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研究成果の概要（和文）：我々は、生体内の破骨細胞前駆細胞(quiescent osteoclast precursors: QOP)を同定
した。骨髄間葉系幹細胞(BM-MSC)がQOPを支持することを予想し、BM-MSCの挙動を調べた。(1) BM-MSC(LepR陽性
細胞)はRunx2を発現すること(LepR+Runx2low細胞)、(2) 副甲状腺ホルモン(PTH)投与に伴いLepR+Runx2low細胞
は骨表面で層状構造(multi-layered cells)を形成し骨芽細胞に分化すること、(3)multi-layered cellsでは
Osterixとタイプ１コラーゲンの発現が上昇することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Previously, we identified an in vivo osteoclast precursor (QOP: quiescent 
osteoclast precursor). We hypothesized that the QOP are regulated by bone marrow mesenchymal stem 
cells (BM-MSC), and analyzed in vivo behavior of BM-MSC. In the present study, we revealed following
 things: (1) BM-MSC (LepR+ cells) express Runx2 (LepR+Runx2low cells). (2) In response to 
parathyroid hormone (PTH), LepR+Runx2low cells differentiate into osteoblasts via milt-layered cell 
formation. (3) The multi-layered cells express Osterix and Type I collagen sequentially, and 
eventually differentiate into mature osteoblasts.

研究分野：骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 

(1)破骨細胞前駆細胞の同定： 以前我々は、
生体内における破骨細胞が細胞増殖の停止し
た破骨細胞前駆細胞(Cell cycle-arrested 
quiescent osteoclast precursors: QOP)から
分化することを明らかにした (J Cell Biol 
184:541-554,2009)。しかしながら生体内にお
けるQOPの形成と支持機構は不明である。 
(2)造血幹細胞(HSC)の支持機構：成体におけ
る造血の場は骨髄である。すなわち、骨髄間
葉系幹細胞(BM-MSC)がHSCを支持する微小環
境(ニッチ)を構成することが知られている
(Annu Rev Immunol 31: 285-316, 2013)。我々
は、BM-MSCがQOPの支持も担うことを予想した。 
 
２．研究の目的 

本研究は、破骨細胞前駆細胞(QOP)の形成
機構を解明することを目的とした。そのため
に、骨髄内で QOP の形成を支持する微小環境
（QOP ニッチ細胞）を同定することを目指し
た。BM-MSC は、自己複製能を持ち骨芽細胞、
脂肪細胞、軟骨細胞への多分化能を有する。
我々は、BM-MSC が QOP のニッチの役割を担う
という仮説を立て、生体内における BM-MSC
を同定し、その挙動の詳細を解析した。以前
我々は、細胞系譜解析を用いて BM-MSC をレ
プチン受容体(LepR)陽性細胞として同定し
ている(Dev Cell 29: 340-349, 2014)。本研
究では、LepR 陽性細胞の生体内における挙動
についての解析を進めた。 

 
３．研究の方法 
(1)Runx2-GFP 陽性細胞の組織学的観察：
Runx2 は骨芽細胞分化のマスター転写因子で
ある。BM-MSC の骨芽細胞分化過程を観察する
ために、Runx2 遺伝子の発現制御領域に依存
して GFP を発現する Runx2-GFP マウスの骨髄
組織の観察を行った。 
(2)Runx2-GFP 陽性細胞のフローサイトメー
ター解析：LepR 陽性細胞の Runx2-GFP 発現を
フローサイトメーターにより調べた。 
(3)LepR 陽性細胞のサブポプレーションにお
ける幹細胞能の解析：LepR-Cre、Tomato レポ
ーターおよび Runx2-GFPの遺伝子を有したマ
ウス(LepR/Tomato/Runx2 -GFP)を作製する。
LepR陽性細胞画分をRunx2-GFP陽性と陰性の
細胞群に分け、それぞれの幹細胞能を
CFU-F(colony- forming unit fibroblasts)
解析およびスフェロイド培養解析により調
べた。 
(4)生体内における骨芽細胞分化誘導実験：
LepR/Tomato/Runx2 –GFPマウスに副甲状腺ホ
ルモン(PTH)(1-34)を間歇投与し、骨形成を
誘導する。LepR 陽性の BM-MSC の骨芽細胞分
化過程を Runx2-GFP の発現を指標に調べた。
さらに、骨芽細胞分化に必須な転写因子であ
るOsterix(Osx)とRunx2の挙動を調べるため、
Osx-CreERT2(iOsx)/Tomato/Runx2-GFP マウ
スを作製し、PTH(1-34)投与による影響を調
べた。また、成熟骨芽細胞の分化マーカーで

あるタイプ Iコラーゲン(Col1)と Osx の関係
性を調べるために、iOsx/Tomato/Col1-GFP を
作製し、PTH(1-34)投与による影響を調べた。 
  
４．研究成果 
(1)Runx2-GFP 陽性細胞の組織学的観察： 
Runx2-GFP マウスの骨組織の切片を作製した 
Runx2-GFP の発現は、骨芽細胞と軟骨細胞で 
認められる一方、骨髄組織中にも確認され 
(図 1A)。LepR の免疫染色を行った結果、LepR 
陽性の BM-MSC が Runx2-GFP を発現している 
ことが明らかになった(図 1B)。 

(2)Runx2-GFP 陽性細胞のフローサイトメー
ター解析： Runx2-GFP マウスの骨髄細胞を
回収し、フローサイトメーター解析を行った。
その結果、骨髄の LepR 陽性細胞の約 60％が
Runx2-GFP 陽性(Runx2-GFPlow)であることが
明 ら か に な っ た  ( 図  2A) 。 ま た 、
LepR+Runx2-GFPlow 細胞の絶対数および骨髄中
の頻度は、LepR+Runx2-GFP-の約 3倍であるこ
とが明らかになった(図 2B)。 

 



(3)LepR 陽性細胞のサブポプレーションにお
け る BM-MSC 能 の 解 析 ：  LepR/ 
Tomato/Runx2
- GFP マウス
の骨組織を解
析した。LepR
陽性細胞の一
部 は Runx2- 
GFP を発現す
ることが示さ
れた(図 3 A)。
Runx2 抗体を
用いた免疫染
色 に よ り 、
Runx2 はタン
パク質レベル
でLepR陽性細
胞に発現して
いることが示
された(図 3B)。 LepR 陽性細胞画分を
Runx2-GFP 陰性および(low)の画分にセルソ
ーターを用いて分取し、CFU-F およびスフェ
ロ イ ド 形 成 能 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、
LepR+Runx2-GFPlow細胞は、LepR+Runx2-GFP-よ
りも CFU-Fおよびスフェロイド形成能が共に
高いことが明らかになった(図 4)。以上より、
LepR+Runx2- GFPlow 細胞が骨髄間葉系細胞の
分化系統樹の上流に位置することが示唆さ
れた。 

 
(4)生体内における骨芽細胞分化誘導実験： 
PTH(1-34)投与の LepR+Runx2-GFPlow 細胞に対
する作用を調べた。その結果、PTH(1-34)投
与により、LepR+Runx2-GFPlow 細胞が成熟骨芽
細胞に分化することが明らかになった(図 
5)。また、LepR+Runx2-GFPlow 細胞は、骨芽細
胞への分化過程に、骨表面で層状の形態

(multi-layered cells)を経ることが示され
た(図 5)。 

 そこで次に我々は、multi-layered cells
の詳細を解析するために、PTH(1-34)投与後
の iOsx/Tomato/Runx2-GFP マウスの骨組織を
解析した。このマウスでは、Osx 陽性細胞は
Tomato、そして Runx2 陽性細胞は GFP で検出
できる。その結果、骨組織に近接した
multi-layered cells だけが Osx を発現して
いることが明らかになった (図 6)。 

 次 に iOsx/Tomato/Col1-GFP マ ウ ス に
PTH(1-34)を投与し、multi-layered cells を
観察した。その結果、骨組織に近接した
multi-layered cells だけが Col1 を発現して
いることが明らかになった (図 7)。 

以上の研究結果より、BM-MSC は骨芽細胞へ
の分化過程に multi-layered cells を介する
ことが生体内で明らかになった。骨の形成と
吸収はカップルしており、過剰な骨形成後に
は破骨細胞形成が誘導される。今後、QOP と
multi-layered cells の関係性を調べていく
予定である。 
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