
近畿大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４４１９

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

糖尿病による骨／骨髄相互連関の幹細胞分化誘導障害における線溶系因子の役割の解明

The role of fibrinolytic system during bone repair in diabetes mic

２０１８５４３２研究者番号：

岡田　清孝（OKADA, Kiyotaka）

研究期間：

１５Ｋ０８１９５

平成 年 月 日現在３０   ６   ６

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：骨損傷後の修復過程で線溶系因子であるプラスミノーゲン（Plg）の関与が考えられ
る。本研究は、骨損傷早期の骨髄造血幹細胞の誘導における組織線溶系の関与について検討した。Plg欠損は、
骨損傷後の修復を遅延させ、SDF-1とTGF-β発現増加を阻害した。さらに、野生型マウスに対するTGF-βシグナ
ル阻害剤投与は、骨損傷で誘導される骨髄HSC数の低下を阻害した。さらに、骨損傷により誘導されるSDF-1発現
増加を抑制した。以上より、骨損傷後の骨修復早期における骨局所への骨髄からのHSC誘導に、組織線溶系によ
り誘導されるTGF-βとそれに続く骨損傷部のSDF-1が関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously revealed that stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) is 
involved in the changes in the number of bone marrow stem cells during the bone repair process in 
mice. Moreover, we reported that plasminogen (Plg) deficiency delays bone repair. We investigated 
the roles of Plg in the changes in bone marrow stem cells during bone repair. Plg deficiency 
significantly blunted a decrease in the number of HSCs after bone injury in mice. Plg deficiency 
significantly blunted the number of SDF-1- and Osterix-double-positive cells in the endosteum around
 the lesion as well as mRNA levels of SDF-1 and transforming growth factor-b (TGF-b) elevated by 
bone injury. TGF-b signaling inhibition significantly blunted a decrease in the number of HSCs after
 bone injury. The present study showed that Plg is critical for the changes in bone marrow HSCs, 
TGF-b and SDF-1 at the damaged site during bone repair in mice.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
骨組織では、骨芽細胞と破骨細胞により常

にリモデリングを行っている。われわれは、
これまで骨芽細胞による骨形成機構、骨形成
促進剤開発の標的分子の検索などの研究を進
めてきた。また、骨には骨髄組織があり、造
血幹細胞（HSC）や間葉系幹細胞（MSC）が存
在し、必要に応じて分化誘導して末梢血や各
組織へ動員される。しかし、骨損傷後の骨再
生修復時の骨組織と骨髄幹細胞との関係につ
いては不明な点が多い。そこで、マウス骨損
傷モデルで骨髄細胞を予備検討したところ、
骨髄幹細胞の挙動に特異的な変化を認め、さ
らに、その挙動にstromal cell derived 
factor 1（SDF-1; CXCL12）とその受容体CXCR4 
の関与を推測させる結果を得た。SDF-1 は骨
組織において骨芽細胞やCXCL12-abundant 
reticular （CAR）細胞が発現し幹細胞のCXCR4 
に結合してその制御因子として働くことが報
告されている（Nature 466;829-834, 2010）。
また、骨髄内には造血至適微細環境（ニッチ）
が存在する。造血幹細胞は、骨内膜ニッチで
骨芽細胞とインテグリンを介して結合し静止
状態に維持されている。ニッチ領域の造血幹
細胞の分化誘導には、インテグリンからの解
離や細胞外基質（ECM）の分解が必要とされ、
この反応に線溶系因子のplasmin とMMP-9 が
関与することが報告されている（Cell Stem 
Cell 2007）。われわれは、このplasmin の酵
素前駆体であるplasminogen (Plg)の遺伝子
欠損(KO)マウスを用いて骨欠損モデルで検討
したところ、修復に関わるマクロファージの
減少を伴う著しい骨再生遅延を示した。また、
線溶系因子のKO マウスの解析から、線溶系因
子が細胞の遊走、浸潤、転移や血管新生、さ
らには組織修復・再生などに組織線溶として
重要な役割を果たすことを解明してきた。 
一方、糖尿病は骨粗鬆症を誘発し、骨折リ

スクを高める一要因とされている。さらに、
糖尿病病態では、骨髄間葉系幹細胞の分化・
動員異常で骨折後の骨軟骨修復障害が起こる
ことが知られている。最近、われわれは、糖
尿病による骨粗鬆症の病態機序に線溶系因子
のPlg activator inhibitor-1 (PAI-1)が重要
な役割を果たすことを報告した。 
 
２．研究の目的 
骨軟骨再生過程での骨と骨髄との相互連関

による骨髄幹細胞の分化誘導機構を解明し、
その機構における組織線溶の役割を明らかに
する。また、糖尿病による骨損傷後の骨修復
異常を解明する。 
 
３．研究の方法 
1) 実験動物 
 PlgKO マウスとその野生型（PlgWT）マ
ウスは、8-10 週令を使用した。また、PAI-1KO
マウスとその野生型（PAI-1WT）マウスは、
8 週令の雌を使用した。両 KO マウスは
D.Collen 教 授 （ University of Leuven, 

Belgium）より供与頂いた。 
 
2) マウス骨損傷モデル 
 マウスを麻酔下で右大腿骨にドリルで直径
0.9mm の骨損傷を作製し、骨損傷モデルを作
成した。 
 
3) マウス糖尿病モデル 
 マウスに膵細胞に選択毒性をもつストレ
プトゾトシン（STZ, Sigma）（50 mg/kg 体重）
を腹腔内４日間連続投与して、糖尿病を誘発
した。STZ投与から4日後に随時血糖値が300 
mg/dL以上を糖尿病とみなした。糖尿病を誘発
して2週間後のマウスを実験に使用した。 
 
4) 定量computed tomography（qCT）解析 
 マウスを2%イソフルランによって麻酔後、
大腿骨損傷部をX-ray CT system（Latheta 
LCT200 ： Hitachi Aloka Medical, Tokyo, 
Japan）を用いてスキャンした。3DCT画像の構
築はVGS MAX2.2 softwareを用いて行った。大
腿骨損傷部の面積は、イメージ解析ソフト
Image Jを用いて解析した。 
 
5) 骨髄幹細胞解析 
 マウスの骨髄間質細胞を大腿骨より採取し、
等量のFiccol-Paque PLUS（GE Healthcare 
Bio-Sciences, Sweden）上に重層後、630 g
で15分間遠心し、中間層の細胞を得た。この
細胞を造血幹細胞と間葉系幹細胞の色素標識
した表面マーカー蛋白の抗体を反応させ、
FACS AriaII cell sorter（BD Biosciences, 
USA）を用いて解析した。 
 
6) 組織免疫学的解析 
 骨損傷後、14 日までの経時的マウスから麻
酔科で大腿骨採取した。大腿骨は 4%パラホル
ムアルデヒドで固定後、24 時間脱灰処理し、
パラフィンにて切片を作製した。作製した大
腿骨切片を用いて組織免疫学的解析を行っ
た。 
 
7) 遺伝子発現解析 
 マウス大腿骨中の各遺伝子発現は Fast 
SYBR GREEN PCR Master Mix （ Life 
Technologies Japan, Tokyo, Japan）を用い
て StepOne Plus cycler で解析した。大腿骨
検体を液体窒素中で破砕後、RNeasy mini kit
（Qiagen, Tokyo, Japan）を用いて RNA を抽
出した。 
 
8) 統計解析 
 データは平均値±標準誤差で表した。統計
学的有意差検定は unpaired t-test と ANOVA
を用いて行った。 
 
４．研究成果 
1) 骨損傷後の修復過程における骨髄幹細胞 
① 骨髄幹細胞解析 
 マウスの骨損傷後の骨髄幹細胞の変化を



FACS で解析した。骨損傷 2日後の損傷部位の
幹細胞数は、HSC が有意に低下し、MSC が有
意に増加した。これに対し、非損傷大腿骨中
の幹細胞数は変化しなかった。 
 
 

 
② SDF-1 発現 
 骨損傷後の SDF-1 発現を免疫染色法と
RT-PCR 法で解析した。SDF-1 のタンパク質発
現は、損傷後 1および 2日に骨損傷部位周囲
で増加した。骨損傷 2日後の SDF-1 発現細胞
は、損傷部数位の骨内膜で見られ、osterix
陽性であった。 
 また、SDF-1 mRNA 発現は、骨損傷 2日後の
損傷大腿骨で増加したが、非損傷大腿骨では
変化しなかった。 
 
③ SDF-1/CXCR-4 系阻害 
 骨 損 傷 後 の 修 復 過 程 に お け る
SDF-1/CXCR-4 系の役割について、SDF-1 中和
抗体（R&D Systems, USA）局所投与または
CXCR-4 ア ン タ ゴ ニ ス ト （ AMD3100; 
Sigma-Aldrich, UK）の腹腔内投与で検討し
た。中和抗体または ADM の投与マウスは、骨
損傷後の修復が遅延した。さらに、これらの
マウスは、骨髄幹細胞数変化が抑制された。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

2) 骨損傷後の修復過程における組織線溶 
① 骨損傷後の修復過程 
 PlgKO マウスの骨損傷後の修復は、PlgWT
マウスに比べて有意に遅延した。 
また、PAI-1KO マウスの骨損傷後の修復は、

PAI-1WT マウスに比べて有意に促進した。 
 
② 骨髄幹細胞解析 
 骨損傷 2日後に誘導される HSC数の低下は、
PlgKO マウスで抑制された。これに対し、骨
損傷 2 日後に誘導される MSC 数の増加は、
PlgKO と PlgWT で差はなかった。 
 
 

 
 
③ SDF-1 発現 
 骨損傷で誘導される SDF-1 発現は、骨損傷
部位の免疫染色および RT-PCR ともに PlgKO
マウスで抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
④ TGF-発現 
 PlgWT マウスの骨損傷後の損傷部位での
TGF-発現は、非損傷部位に比べて有意に増
加した。また、骨損傷により誘導される TGF-
発現の増加は、PlgKO マウスで抑制された。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤ TGF-シグナル伝達阻害 
 PlgWT マウスへの TGF-シグナル伝達阻害
剤（SB431542; Sigma-Aldrich, UK）の腹腔
内投与は、骨損傷後の修復を遅延させた。ま
た、TGF-シグナル伝達阻害剤の投与は、骨
損傷で誘導される HSC数の低下と SDF-1 発現
の増加を抑制した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3) 糖尿病誘発モデル 
① 骨損傷後の修復過程 
 糖尿病誘発マウスの骨損傷後の修復は、対
照マウスに比べて有意に遅延した。 
 
② 骨髄幹細胞解析 
 糖尿病誘発マウスの骨髄 HSC 数は、対照マ
ウスに比べ有意に低下した。また、骨損傷 2
日後に誘導される HSC 数の低下は、糖尿病誘
発マウスで抑制された。 
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