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研究成果の概要（和文）：骨形成や骨修復過程において機能の異なるM1/M2マクロファージの分極バランスが重
要であることが知られている。本研究では、M1/M2マクロファージと骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）の相互作用お
よびIL17Aが与える影響について検討を行った。その結果、IL17AやMSC産生サイトカインはマクロファージをM1
型からM2型へ転換させた。一方、MSCの骨分化能はIL17Aやマクロファージにより抑制された。M2型は破骨細胞形
成能を有する可能性があり、骨修復過程における炎症、抗炎症過程では、各種マクロファージやMSC、免疫細胞
産生因子が相互に機能し、総合的に骨リモデリングを調節している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The polarity balance of M1 / M2 macrophages with different functional roles 
is known to be important in bone regeneration or bone repair processes. In this study, we analyzed 
the interaction between M1 / M2 macrophages and mouse bone marrow derived mesenchymal stem cells 
(MSCs) under conditions of IL17A stimulation. As a result, IL17A and cytokines produced by MSCs 
transferred M1 type differentiation to M2 type. The osteoblastic differentiation ability of MSCs was
 suppressed by co-culture with macrophages and IL17A stimulation. Furthermore, M2 macrophages showed
 the ability to differentiate into osteoclasts. These results suggested that MSCs, macrophages and 
cytokines secreted from immune cells interact with one another, which collectively regulates total 
bone regeneration.

研究分野： 骨代謝

キーワード： M1/M2型マクロファージ　マウス由来間葉系幹細胞　骨代謝

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国における急速な高齢化に伴い、骨粗鬆症による骨折の増加や糖尿病の合併症による骨折リスクの増加への
対応は臨床の現場でも課題となっている。骨再生や骨修復における骨免疫の調節メカニズムの解明は創薬や再生
医療への応用につながる。
骨免疫を担うM1/M2マクロファージはそれぞれ拮抗する機能をもち、骨折治癒過程での微小環境においてはM1/M2
バランスが重要であることが知られているが、その詳細な働きについて未だ報告は少ない。本研究において、
M1/M2型の分極化や骨再生を担うMSC、骨修復に関連する免疫細胞産生因子が相互に作用する可能性を見出したこ
とは、骨免疫調節メカニズムの解明につながると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨折治癒の促進や骨再生の免疫細胞であるマクロファージは、機能の異なる炎症型（M1）お

よび抗炎症型（M2）に分類され、微小環境の変化によって形質を変化させながら炎症や疾患を
調節することが知られている。M1型は Th1 サイトカイン（IFNγや LPS）により古典的活性化を
受け、細菌やウイルスに対して炎症応答を惹起し、感染防御の働きを示す一方で、M2型は Th2
サイトカイン（IL4,IL10,IL13）による選択的活性を受け、アレルギー応答や腫瘍転移、血管新
生などに関与することから、様々な病態において M1/M2 型の機能について研究が進められてい
る。組織内の微小環境の変化に伴い、M1 型から M2 型へ機能変化することが知られており、M1/M2
のバランスが組織における炎症の誘発や炎症抑制作用に重要であることが報告されている。間
葉系幹細胞はマクロファージの M1/M2 バランスを調節するという報告があるが、その関連性に
ついての詳細な報告は少ない。骨組織の創傷治癒過程においても、M1/M2 型マクロファージが
関与することが知られているが、それぞれの明確な働きについては明らかにされていない。免
疫細胞の一種であるγδT細胞は主に感染制御に関わるとされており、骨折部位では IL17 を産
生し、骨形成への関与が示唆されている。IL17 はヘルパーT細胞や自然リンパ球などからも産
生され、マクロファージに作用することで炎症性サイトカインやケモカインなど種々の因子を
誘導することにより、炎症を誘引する。骨分化誘導において、IL17 はヒト由来 MSC の増殖や骨
分化能を促進することが報告されている一方で、ラット calvaria の骨分化においては骨形成能
を抑制することが報告されており、その働きは明らかでない。また、M1型は TNFαや IL-6 など
の炎症性サイトカインの産生によって破骨細胞を誘導し、炎症を惹起する。マウス炎症性関節
炎モデルでは、M1/M2 型細胞表面マーカーを有する破骨細胞前駆細胞の細胞集団が存在し増殖
することが知られているが、M1/M2 型マクロファージの活性化によって誘導される破骨細胞形
成がどのように制御されているかは明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
骨形成や骨修復過程において、骨形成に関与する間葉系幹細胞（MSC）や骨免疫を担う M1/M2

マクロファージ、免疫細胞が産生するサイトカインが重要な役割を果たす。本研究では、M1/M2
マクロファージの分極化や MSC の骨分化誘導過程における相互作用の解明を試みた。また、こ
れまで、骨形成への関与が示唆されている IL17A が MSC の骨分化の調節作用について相反する
報告が散見されることから、マウス骨髄細胞から樹立した MSC を用いて、IL17A の骨分化に及
ぼす影響について検討を行った。さらに、M1/M2 型に分極化したマクロファージにおける破骨
細胞形成能についても調べた。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）の樹立 
C57BL/6J オスマウス（7W）の大腿骨より骨髄細胞を単離し、70µm フィルターメッシュを通

して組織や細胞塊を除去後、10㎝培養ディッシュに播種し、10％FBS 含有 DMEM で培養した。非
接着性の細胞を除去するため、3 時間後に新しい培地に交換し、以降培養 3 日まで毎日培地交
換を行った。約 1週間後に接着した細胞に増殖が認められるようになり、約 2週間後には血球
系細胞や線維芽様細胞などヘテロな集団が生じた。この段階で継代を行うため、0.25％
trypsin/EDTA で 2 分間処理後、剥離した細胞のみを回収して新しい培養ディッシュに播種し、
2-3 日ごとに培地交換を行った。P2の MSC 細胞で FACS 解析を行った。 
 
（２）M1/M2 マクロファージの誘導と MSC の骨分化誘導、IL17A 刺激による各分化マーカー遺伝

子発現の検討 
単離した骨髄細胞をマクロファージコロニー刺激因子 M-CSF（30ng/mL）を添加した 10％FBS

含有 DMEM で約 1週間培養を行うと、マクロファージ（M0）が得られる。この M0 マクロファー
ジを LPS（100ng/mL）と IFNγ（20ng/mL）存在下で培養することで M1 マクロファージに、IL4
（20ng/mL）と IL13（20ng/mL）存在下で培養することにより M2 マクロファージを誘導した。
IL17A 刺激時には、分化培地に IL17A(10ng/mL)を添加した。分化培養 6時間と 48時間後に mRNA
を抽出し、Real Time RT-PCR 法を用いて各分化マーカー遺伝子（M1型：IL1β, IL6, iNOS, Tnf
α, MCP₋1、M2 型：Arg1 ,CD206 , Fizz1, Ym1）の発現について解析を行った。FACS 解析には
分化 24時間後の細胞を用いた。 
また MSC は、Ascorbic acid（50ng/mL）,βglycerophosphate(10mM), Dexamethasone（10₋7M）
存在下で培養することで骨分化を誘導した。骨分化誘導培地に IL17A(10ng/mL)を添加し、IL17A
存在下、非存在下で 21 日間培養後に ArizarinredS 染色を行い、石灰化能について検討を行っ
た。 
 

（３）M1/M2 マクロファージと MSC の分化誘導と間接共培養 

M1/M2 の分極に及ぼす MSC の影響を調べるため、セルカルチャーインサートを用いて間接共
培養を行った。6well プレートの底面に M0型マクロファージ（5×10^5cells/well）を播種し、
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細胞接着を確認後、MSC（2×10^5cells/well）をインサートに播種した。各分化誘導培地で培
養することで、それぞれ M1 型、M2 型に分極化させた。6時間および 48時間後にマクロファー
ジから RNA を抽出し、Real Time RT-PCR 法で M1,M2 型マクロファージの分化マーカー遺伝子の
発現を解析した。 
また、MSC の骨分化能におけるマクロファージの作用を調べるため、セルカルチャーインサ

ートを用いて 6well プレートの底面に MSC（2×10^5cells/well）を、インサートには別の培養
ディッシュで分化させた各型（M0,M1,M2）マクロファージを 5×10^5cells/well の濃度でそれ
ぞれ播種し培養を行った。6時間および 48 時間後に RNA を抽出し、Real Time RT-PCR 法で骨分
化マーカー遺伝子（Alp,Bsp,Collagen,Osteocalcin）発現を解析した。 
 
（４）M1/M2 マクロファージおける破骨細胞形成能についての検討 
M0/M1/M2 型に分極化させたマクロファージを Rankl（0.2µg/mL）および M-CSF（10ng/mL）刺

激下で 5 日間培養し、培養破骨細胞を形成させた。培養破骨細胞は TRAP 染色を行い評価した。 
 
４．研究成果 
（１）MSC の樹立 

FACS 解析の結果、CD34‐/CD29＋/CD105＋の細胞集団であった。また、骨分化誘導培地で
３週間培養を行い、AlizarinredS 染色を行ったところ石灰化を認めた。 

 

（２）M1/M2 分極化と MSC との相互作用 

M0 型マクロファージから M1 型と M2 型に分極化させ、特性解析を行った。Real Time PCR
法により、各遺伝子マーカー発現を調べたところ、M1型では、Tnfα,IL6,IL1β, iNOS の発
現が、M2型では、Arg1,Ym1, Fizz1, CD206 の発現が有意に上昇することを確認した（図 1，
2）。FACS 解析により、M1型は CD11b＋F4/80＋、M2型は CD206＋F4/80＋の細胞集団であるこ
とを確認した。 
マクロファージの分化において MSC と共培養を行った結果、M1型マーカーIL1β, IL6, TNF

αの遺伝子発現は有意に抑制された（図 1）。一方で、M2 マーカーArg1, Ym1,Fizz1 遺伝子の
発現は有意に上昇し、IL17A の添加により Arg と Ym1 の発現についてはさらに増強が認めら
れた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 M1 型分化誘導時における MSC との共培養 （M1遺伝子マーカーの発現） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ M２型分化誘導時における MSC との共培養 （M２遺伝子マーカーの発現） 

 
（3）マクロファージの分極における IL17A と MSC の作用 
マクロファージの M1/M2 型への分極化において IL17A を添加した結果、M1 型マーカーである

Tnfα,IL6,iNOS の発現は低下し、M2 型マーカーである Arg1,Ym1,CD206,Fizz1 の発現は有意に
上昇が認められた。また、この M1型から M2型への転換は MSC との共培養により、促進された
（図３,４）。 
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図３ M１型分化誘導時におけるIL17Aの作用 （M１遺伝子マーカーの発現） 

 

 

 

 

 

 

 

図４ M２型分化誘導時におけるIL17Aの作用 （M２遺伝子マーカーの発現）  

 
また、マクロファージの遊走に重要な役割を果たすケモカイン MCP-1 は、主に M1 型において

発現が高いとされており、本研究においても M1 型分化後に発現上昇が認められた。しかし、
IL17A 刺激下で培養したところ、M1型で発現が抑制され、M２型において上昇した。さらに、IL17A
刺激のもと、MSC との共培養をおこなったところ、M1型ではさらに発現は抑制され、M２型にお
いて上昇が認められた（図５） 

 
 

 

 
 
 
 
 
                 

  図５  M1/M2分極化におけるIL17Aの作用 

 

（４）MSC の骨分化誘導過程における IL17A およびマクロファージの作用 

MSC を骨分化培地で培養すると、骨分化前期マーカーである Alp と Collagen、比較的後期の
マーカーである Bsp と Osteocalcin の遺伝子発現が上昇したが、IL17A 刺激下で培養すると、
いずれの遺伝子発現も有意に抑制された（図６）。IL17A が骨分化誘導を抑制するという結果は、
AlizarinredS 染色において石灰化能が抑制されていることからも明らかであった（図７）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図６ 骨分化誘導時における IL17A の作用（骨分化遺伝子マーカーの発現） 
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図７  Alizarinred S 染色 （a: 骨分化誘導 b: IL17A 添加培地で骨分化誘導） 
 

また、MSC の骨分化誘導過程においてマクロファージと共培養を行ったところ、
Alp,Collagen,Bsp,Osteocalcin のいずれの骨分化マーカー遺伝子の発現量は抑制された。（図
8）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 骨分化誘導時におけるマクロファージとの共培養（骨分化遺伝子 

マーカーの発現） 
 
（5) M1/M2 マクロファージの破骨細胞形成能 
M1/M2 型に分化させたマクロファージの破骨細胞形成能を調べた。M1/M2 マクロファージを

M-CSF と Rankl 刺激下で培養破骨細胞を誘導させた結果、M1型では破骨細胞は形成されなかっ
たが、M2 型では TRAP 陽性細胞が観察された（図９）。 
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図９  TRAP 染色 

以上の結果より、MSCやIL17AはM1型マクロファージの分化に対して抑制的に作用し、M2型マク
ロファージに対しては促進的に作用することが明らかになった。一方で、マクロファージはMSC
の骨形成を抑制した。MSCやIL17AはM2型マクロファージの遊走を促し、炎症型から抗炎症型の作
用を誘導している可能性がある。また、M2型に破骨細胞形成能を認めたことから、骨形成や骨修
復の微小環境において、MSCやマクロファージは密接な関係にあり、互いに作用することで組織
の炎症や抗炎症のバランスを制御する可能性が示唆された。 
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