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研究成果の概要（和文）：本研究では骨修復・再生過程でのマクロファージの動態および活性化における組織線溶系の
役割を検討した。今回、骨修復・再生過程において組織線溶系が中心的な役割を果たすことが明らかになった。さらに
、組織線溶系は骨修復・再生部位にマクロファージを集積させ、それらの活性化に寄与することで骨修復に寄与するこ
とが明らかになった。今後、組織線溶系を標的としたマクロファージの機能調節により、効率よく骨修復・再生を亢進
する方法の確立を目指してさらに研究を進めたい。

研究成果の概要（英文）：We aimed to investigate the role of the tissue fibrinolytic system in macrophage 
accumulation and their activation during bone repair and regeneration. We found that the tissue 
fibrinolytic system plays a crucial role in bone repair and regeneration. Moreover, the tissue 
fibrinolytic system contributes to macrophage accumulation at the damaged site of bone defect and their 
activation during bone repair. Since these findings suggest that the tissue fibrinolytic system is 
critical for the formation of a suitable microenvironment for bone repair and regeneration through 
macrophage accumulation and activation, the spatiotemporal regulation of the tissue fibrinolytic system 
is a promising strategy to meet the clinical needs for the regeneration of bone tissue for 
reconstruction. We would like to proceed the further study of the regulation of macrophage functions by 
the tissue fibrinolytic system for the development of the effective bone repair and regeneration.

研究分野： 生理学
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１．研究開始当初の背景 
 骨・軟骨再生は外傷や腫瘍切除によって欠
損した骨の修復に用いられるが、自家骨移植
のみでは十分ではない症例が多数存在する。
さらに、患者数が増加し続けている骨粗鬆症
や変形性関節症の治療にも骨・軟骨再生医療
の応用が期待されている。 
 骨の恒常性は骨形成を担う骨芽細胞と骨
吸収を担う破骨細胞によって維持されてい
るが、両者は直接的および液性因子を介して
間接的に互いに分化、活性を制御する。また、
破骨細胞は単球・マクロファージ系の細胞を
起源とする細胞である。従って、単球・マク
ロファージの動態、形質、機能の検討は骨化
機構の更なる解明に重要であると考えられ
ている。 
 線溶系は血栓溶解の中心酵素であるプラ
スミンを活性化する蛋白分解カスケードで
あり、プラスミンの前駆体であるプラスミノ
ゲンが組織型プラスミノゲンアクチベータ
ー(tPA)やウロキナーゼ型 PA (uPA)によって
活性化される。また、これらの因子はα2-ア
ンチプラスミンや PA インヒビター-1 によっ
て抑制的に制御されている。 
 申請者らはこれまで肝臓や中枢神経の組
織修復機構、組織修復に伴う血管新生および
マクロファージの機能について研究を進め、
線溶系因子の欠損マウスを用いて組織修復
に寄与する細胞の役割とそれらの組織線溶
系による制御機構を探索してきた。(Kawao et 
al., Biochim Biophys Acta, 2007; Nagai, 
Kawao et al., Neurosci Lett, 2008; Kawao 
et al., Thromb Res, 2010; Kawao et al., 
Thromb Haemost, 2012)。 
 骨の恒常性維持において組織線溶系の寄
与が示唆されているが、骨・軟骨の分化、修
復、再生における組織線溶系の役割は不明で
ある。申請者らは骨修復・再生における組織
線溶系の役割を明らかにすることを目的と
して検討を行い、これまでに組織線溶系の最
も重要な因子であるプラスミノゲンの遺伝
子欠損マウスにおいて骨・軟骨形成が抑制さ
れ骨修復が遅延すると共に、骨修復部位への
マクロファージの集積が抑制される結果を
得ている。 
 近年、マクロファージが骨形成に寄与する
ことが指摘されている。また、申請者らは組
織線溶系が肝修復過程においてマクロファ
ージの障害部位への集積や貪食能亢進に寄
与することを報告している(Kawao et al., J 
Thromb Haemost, 2010; Kawao et al., Thromb 
Haemost, 2011)。従って、上記の結果は組織
線溶系が骨・軟骨の修復および再生過程にお
いて単球・マクロファージや破骨細胞の分化、
活性化を介して骨形成に寄与することを示
唆する。しかしながら、その詳細な機構の解
明は残されたままである。 
 
２．研究の目的 
 これまでの知見より、プラスミノゲンは骨

修復において中心的な役割を果たしており、
またそれにはマクロファージや破骨細胞を
介することが考えられる。そこで本研究課題
では次の点を明らかにしたい。 
 
(1) 大腿骨の骨欠損モデルと骨形成タンパ
ク‐2 (BMP-2) をコラーゲンスポンジと共
に筋肉内に埋め込むことで異所性骨化を誘
導するモデルを使用し、骨形成過程におけ
る組織線溶系の役割を明らかにする。 

 
(2) 骨軟骨再生部位での骨吸収促進因子と
骨軟骨誘導因子の発現における組織線溶系
の関与を線溶系因子の欠損マウスを用いて
検討する。これにより、破骨細胞、骨芽細
胞、軟骨細胞、血管形成におけるマクロフ
ァージと組織線溶系の関連について明らか
にする。 

 
(3) マクロファージは周囲の微小環境に依
存して様々な表現型を示して多様な役割を
果たす。そこで線溶系因子欠損マウスにお
いて骨軟骨再生部位に集積したマクロファ
ージを組織学的に検討し、マクロファージ
活性化に関連するサイトカインの発現量を
検討する。それにより、骨軟骨再生に寄与
するマクロファージの表現型とその誘導に
おける線溶系因子の役割を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 骨欠損後の骨軟骨再生における組織線
溶系の役割 
 プラスミノゲン、tPA、uPA の欠損マウスお
よび野生型マウスの大腿骨に骨欠損を作成
し、骨再生過程を実験動物用 CT 装置にて経
時的に検討した。さらに、再生骨の HE 染色、
骨芽細胞染色（Osterix 免疫染色、アルカリ
フォスファターゼ染色）、軟骨基質染色（ア
ルシアンブルー染色、トルイジンブルー染
色）、血管内皮細胞の染色（CD31 免疫染色）
を行った。さらに、骨軟骨分化に関連する既
知の因子の発現を分子生物学的に検討した。 
 
(2) 異所性骨軟骨再生における組織線溶系
の役割 
 BMP-2 含有コラーゲンスポンジをマウス下
肢筋組織内に移植することで骨再生を誘導
した。誘導した再生骨を実験計画 1）と同様
に検討した。 
 
(3) 骨軟骨再生過程のマクロファージの動
態および形質における組織線溶系の役割 
 プラスミノゲン、tPA、uPA 欠損マウスに
おいて、再生骨・軟骨におけるマクロファ
ージの染色（F4/80 免疫染色）、破骨細胞の
染色（TRAP 染色）を行い、マクロファージ
集積と破骨細胞形成における線溶系因子の
役割を検討した。さらに、再生骨における
マクロファージや破骨細胞前駆細胞の走化
因子の発現を分子生物学的に検討した。 



 
(4) 骨再生部位において組織線溶系がマク
ロファージの機能におよぼす影響 
 マクロファージの表現マーカーの発現を
免疫染色法によって、形態観察を電子顕微鏡
法によって検討した。さらに、再生骨・軟骨
におけるサイトカイン発現量を検討した。ま
た、FACS によって骨・軟骨再生部位に集積し
たマクロファージを分取し、リアルタイム
PCR 法によってサイトカインの発現量を検討
した。 
 
４．研究成果 
(1) 骨欠損後の骨軟骨再生におけるプラス
ミノゲンの役割 
 骨欠損からの骨修復において、プラスミノ
ゲン欠損マウスでは軟骨および骨形成が野
生型マウスと比較して減少し、骨欠損 4－14
日後の骨修復が遅延した。さらに、プラスミ
ノゲン欠損マウスにおいて、骨修復部位の軟
骨形成、マクロファージ集積、TGF-β発現、
VEGF 発現、血管形成が野生型マウスと比較し
て減少した。また、骨欠損を与えた大腿骨か
ら単離したマクロファージにおける TGF-β
発現が野生型マウスと比較してプラスミノ
ゲン欠損マウスで減少した。一方、プラスミ
ノゲン欠損は筋組織内での異所性骨再生に
影響をおよぼさなかった。 
 これらの結果より、骨修復再生過程におい
てプラスミノゲンが中心的な役割を果たす
ことが明らかになった。さらに、プラスミノ
ゲンはマクロファージからの TGF-β発現と
それに続く血管形成を促進することで骨修
復に寄与することが示唆された。また、これ
らの知見からプラスミノゲンは骨髄細胞の
存在下での骨化過程に重要な役割を果たす
可能性が考えられ、骨髄幹細胞を用いた再生
医療において組織線溶系の調節が重要であ
ることが示唆された。 
 
(2) 骨欠損後の骨軟骨再生におけるtPAの役
割 
 骨欠損からの骨修復において、tPA 欠損マ
ウスでは野生型マウスと比較して骨形成が
減少し、骨欠損 7－14 日後の骨修復が遅延し
た。さらに、tPA 欠損マウスにおいて、骨修
復部位の骨芽細胞数が野生型マウスと比較
して減少した。また、tPA 欠損マウスでは野
生型マウスと比較して骨修復部位での骨芽
細胞増殖が減少した。骨芽細胞の初代培養の
検討で、tPA 欠損は骨芽細胞増殖を減少した
がアポトーシスには影響をおよぼさなかっ
た。さらに、骨芽細胞系細胞株 MC3T3-E1 細
胞の検討で、tPA は ERK1/2 のリン酸化と細胞
増殖を促進した。MEK 阻害剤（ERK1/2 リン酸
化阻害剤）および tPA の結合タンパクである
アネキシン 2の発現減少は tPAの骨芽細胞増
殖作用を阻害した。また、tPA 欠損マウスで
は野生型マウスと比較して骨欠損部位にお
ける血管形成、VEGF 発現、HIF-1α発現が低

かったが、軟骨形成およびマクロファージ集
積は野生型マウスと差がなかった。 
 これらの結果から、tPA は骨芽細胞増殖を
促進して骨修復に寄与することが明らかに
なった。また、骨修復過程におけるマクロフ
ァージ集積、血管形成のメカニズム、軟骨形
成におけるtPAとプラスミノゲンの役割が異
なることを考慮すると、tPA はプラスミノゲ
ン活性化非依存性に骨局所でアネキシン2と
ERK1/2 を介する機序によって骨芽細胞増殖
を促進することが考えられた。 
 
(3) 骨欠損後の骨軟骨再生におけるuPAの役
割 
 骨欠損後の骨修復において、uPA 欠損マウ
スでは野生型マウスと比較して 4－6 日後の
早期の骨修復が遅延した。uPA 欠損マウスに
おいて、骨欠損部位におけるマクロファージ
集積が野生型マウスと比較して減少した。さ
らに、電子顕微鏡を用いた解析において、uPA
とプラスミノゲン欠損マウスでは骨修復部
位に集積したマクロファージの貪食能が野
生型マウスと比較して低かった。また、野生
型マウスでは骨欠損がない反対側の大腿骨
と比較して、骨欠損側の大腿骨ではマクロフ
ァージの走化因子である CCL3 の発現が増加
したが、uPA およびプラスミノゲン欠損マウ
スでは骨欠損による CCL3 の発現増加は見ら
れなかった。一方、他のマクロファージの走
化や活性化に関連するサイトカインにはこ
のような変化はなかった。野生型マウスにお
いて、骨修復部位におけるマクロファージ集
積と早期の骨修復が CCL3 中和抗体投与によ
って阻害された。 
 これらの結果から、uPA はプラスミノゲン
活性化を介して骨修復部位におけるマクロ
ファージの集積と活性化に寄与することで
骨修復の早期に重要な役割を果たすことが
明らかになった。さらに、CCL3 が uPA による
骨修復部位へのマクロファージの集積に寄
与することが示唆された。本研究課題の成果
から、プラスミノゲン、tPA、uPA の調節によ
りマクロファージを介して効率よく骨修
復・再生を誘導することができる可能性が考
えられ、今後、さらに検討を進めたい。 
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