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研究成果の概要（和文）：動物の本質は「動き」にある。生体内においても、様々な細胞が適切な場所に適切なタイミ
ングで移動・遊走している。近年、低侵襲で深部組織の観察に適した２光子励起顕微鏡を用いて、生体をそのままで観
察することで、細胞動態を高解像度で解析することが可能となってきた。本研究者は特に、従来困難であるとされてい
た、生きた骨組織・骨髄腔の内部を高い時空間分解能で観察することに世界に先駆けて成功し、古い骨を吸収して骨代
謝を調節する破骨細胞のin vivoでの活性制御機構を解明してきた。本研究では、これら生体イメージング技術を生か
した骨・免疫動態に加えて、同じく“動く”システムであるがん細胞の動態学研究を遂行した。

研究成果の概要（英文）：During the last decade, multi-photon fluorescent microscopy has launched a new 
era. By using this advanced imaging technique in this study we have established a new system for 
visualizing in situ behavior of a diversity of living cells within intact tissues and organs. Among them, 
we succeeded in visualizing the various dynamic phenomena within bones, a mysterious organ where various 
kinds of hematopoietic and immune cells are produced and functioning although poorly analyzed by 
conventional methodology such as histological analyses with decalcified bones. Especially we have focused 
on the behavior of osteoclast, a kind of specialized macrophage contributing to physiological bone 
remodeling as well as to bone destruction in cancer metastasis. In this study we have revealed novel 
mechanisms controlling migration and function of different bone cells in situ and also propose the 
further applications of this novel methodology in bone and cancer biology.
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１． 研究開始当初の背景 
骨髄腔では多種多彩な種類の細胞現象が
営まれている。破骨細胞や骨芽細胞による骨
代謝の制御点であるばかりでなく、多様な血
液系細胞の発生・機能分化の主要な場であり、
血液幹細胞が多分化能を維持して存在する
場である。骨髄腔内での各種細胞の挙動・位
置決めとその分化制御がなされる特殊な環
境（ニッチ）の実体的解析は、現在の生命科
学において大きな研究課題と言える。また癌
の骨転移では本来存在しえないはずの細胞
（癌細胞）が骨組織に到達し、巧妙に彼らの
ニッチへ移動し抗癌剤の攻撃から逃れて再
発の機会を窺う。このように、骨髄腔には内
在・外来に関わらず、多種多様な細胞がそれ
ぞれの居場所を見つけて生息していること
が分かる。しかしながら、硬質の骨組織に囲
まれた骨髄腔は、生きたままでの観察が極め
て困難であり、これまで主には固定骨組織標
本を用いた静的な解析が主であり、実際の生
きた骨髄内でこれらの細胞がいかにして位
置決めを行うか、またそこでどのような分
化・機能制御の指令を受けるのか、について
は解明されるべき課題が数多く残されてい
た。本代表研究者は近年、２光子励起顕微鏡
を駆使して実験動物を生かしたままの状態
の、完全な in vivo の状態で骨組織をイメー
ジングすることに成功し、これを用いて生体
骨内での破骨細胞動態・機能の解析に世界で
初めて成功した（Ishii et al., Nature, 
2009）。本研究ではこの独自の方法論を活か
して Ⅰ．単球や破骨細胞などの骨髄細胞の
機能・分化とそのニッチ環境 と Ⅱ．癌の
骨転移メカニズム・癌細胞ニッチの各動態 
について、実体的かつ統合的な解析を行うこ
とを目的としていた。 
 
２． 研究の目的 
(1)単球や破骨細胞などの骨髄細胞の機能・
分化とそのニッチ環境：骨髄内で分化・成熟
する単球・マクロファージ、およびその特殊
分化形である破骨細胞の遊走（ニッチへの位
置決め）・その場での分化・機能の in vivo
での制御、について、生体骨イメージング系
を用いて解明した。 
(2)癌の骨転移メカニズム・癌細胞ニッチの
各動態：高転移性がん細胞株や血液系悪性腫
瘍を蛍光標識し、これらの骨髄内ニッチ環境、
およびその場での周囲環境とのクロストー
クについて実体的に解析した。 
 
３． 研究の方法 
(1)単球や破骨細胞などの骨髄細胞の機能・
分化とそのニッチ環境の解析 
単球（前駆細胞）と成熟破骨細胞を異なっ
た蛍光色素で標識し、骨髄内での in vivo で
の分化過程の可視化する。そのため骨芽細胞
を青色で可視化するCol1-ECFPマウスの作成
する。また本研究者はすでに前駆細胞・破骨
細胞を緑色と赤色（CX3CR1-EGFP または

CSF1R-EGFP・TRAP-tdTomato）で可視化する
リポーターマウスを作成しており、これらリ
ポーターを活用し、破骨・骨芽による骨リモ
デリング過程における各細胞の動態につい
て総合的に明らかにした。 
(2)癌の骨転移メカニズム・癌細胞ニッチの
各動態解析 
蛍光標識したbcr-abl発症白血病細胞を骨
髄腔に定着させる、もしくは白血病細胞株を
蛍光標識し移植する系を用いて白血病細胞
の骨髄内動態可視化系を確立した。さらに癌
細胞のニッチの解析を行った。具体的には、
骨芽細胞のリポーターマウス（Col1-ECFP）
や、骨髄ストロマ細胞のリポーターマウス
（CXCL12-EGFP：京都大学再生研・長澤教授
との共同研究）を用いることで、腫瘍細胞と
骨芽・ストロマとの相互作用について解析す
る。さらに、腫瘍細胞に特定抗原（OVA ペプ
チド）を発現させた株を作成し、これと OVA
特異的 T 細胞受容体をもった OT-I CD8 細胞
を用いて、ニッチ内での抗腫瘍免疫について
解析を行う。ニッチ内では免疫を逃れる
immune privilegeと呼ばれる状態にあると言
われるが、本解析によってこの実体を明らか
にしてきた。 
 
４． 研究成果 
(1)２光子励起顕微鏡を用いた骨組織・骨髄
腔の内部観察法を改変・発展させ、古い骨を
吸収して骨代謝を調節する破骨細胞の in 
vivo での動態制御機構について統合的な解
析を行った。結果、破骨前駆細胞は S1P に対
して相反する作用を示す２つの受容体を発
現し、これらをアクセルとブレーキとしてう
まく使い分けることにより、巧妙に骨組織と
血管内を行き来していることを明らかにし
た（J Exp Med, 2010）。さらに血管内を S1P
濃度が高い状態に保つためのS1Pトランスポ
ーターspns2 の機能を解明し、この欠損によ
り種々の免疫細胞の遊走が大きく変化する
ことを明らかにした。 
(2)本イメージング法をさらに改良し、骨の
表面部位を特異的に可視化する系を確立し、
古い骨を吸収して骨代謝を調節する破骨細
胞の in vivo での活性制御機構をリアルタイ
ムで解析することに成功した。この解析によ
り、骨表面で実際に骨を溶かす破骨細胞の機
能を観察することが可能となり、これまでの
細胞遊走や細胞間相互作用に加えて、骨イメ
ージングでの解析できる現象が大きく広が
った。さらに共同研究により、骨表面の局所
での微小な骨破壊（酸分泌）を可視化する化
学蛍光プローブを開発し、これにより機能状
態によって破骨細胞を分類することが可能
になった。また破骨細胞と骨芽細胞の相互作
用の可視化も可能となり、骨リモデリングに
おける破骨細胞・骨芽細胞の機能解析を可能
とした。 
(3)破骨細胞の網羅的なメタボローム解析を
行い、破骨細胞分化に伴ってメチオニンの代



謝産物である S-アデノシルメチオニン(SAM)
が上昇することを見出した。さらに破骨細胞
の好気的代謝を介して、SAM の産生が高まる
ことが明らかとなった。続いて SAM の標的分
子の同定を試み、Dnmt3a を同定した。Dnmt3a
コンディショナルノックアウトマウスでは
骨細胞の数と骨吸収が減少し、骨量が著しく
増加することが分かった。詳細な解析を進め
た結果、Dnmt3a は破骨細胞分化の抑制にかか
わる転写因子Irf8の発現を抑制することで、
破骨細胞の分化促進にかかわること、Irf8 の
発現抑制にかかわる DNA メチル化制御には
Dnmt3aとSAMによる協調的作用が重要である
ことが明らかとなった。 
(4)蛍光標識した bcr-abl 発症白血病細胞を
骨髄腔に生着させイメージングにより観察
することに成功した。また白血病細胞株を移
植することでも観察に成功した。白血病細胞
株は骨髄内血管周囲を運動しており、化学療
法を施行すると細胞運動に変化が現れ骨髄
内の分布も変化することが確認された。また
OVA ペプチドを過剰発現した白血病細胞が
OT-I CD8+ T 細胞により攻撃されアポトーシ
スを起こす様子をSCAT3.1プローブを用いて
可視化し、抗腫瘍免疫の可視化系も樹立でき
た。 
(5)免疫不全マウスへのがん細胞移植（ゼノ
グラフト）系を用いて、蛍光標識したヒトが
ん細胞の動態解析を行った。Fucci を用い、
ヒト高浸潤性大腸がん細胞株 HCT116 の浸
潤・転移の生体多光子励起イメージング解析
を進めた。その結果、同一のがん細胞であっ
ても、分裂期（S/G2/M）にある細胞の方が高
浸潤性であることが分かり、これを利用して
浸潤性の高い細胞のみを色分けして分取す
ることに成功した。さらに microarray を用
いて浸潤性のがん細胞に高く発現する分子
を同定し、これが細胞周期依存性に細胞の動
態・浸潤を制御していることを発見した。こ
の新規分子がヒトの浸潤性上皮がんで一般
に上昇していることを明らかにし、がんの進
行を防ぐ新たな治療の可能性について明ら
かにした。 
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