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研究成果の概要（和文）：我々が同定した破骨細胞前駆細胞(QOP:Quiescent Osteoclast Precursor)の形成機構
を解明することを目的とし、QOPの形成を支持する骨髄微小環境（QOPニッチ細胞）の解析を進めた。骨髄間葉系
幹細胞(BM-MSC)がQOPを歯髄する微小環境 (ニッチ)の役割を担うとの仮説を立てた。BM-BSCのキャラクター解析
を進め、骨粗鬆症の治療薬である副甲状腺ホルモン[PTH(1-34)]はBM-MSCの骨芽細胞分化を誘導し、脂肪細胞分
化を抑制することが明らかになった(Sci Rep 7:4928, 2017; J Bone Miner Res 34:1952, 2019)。

研究成果の概要（英文）：In this project, we tried to understand the regulatory mechanism QOP 
differentiation identified as an osteoclast precursor in vivo. We hypothesized that bone marrow 
mesenchymal stem cells (BM-MSC) support the QOP as their microenvironment (niche), and performed 
characterization of the BM-MSC. We examined effects of parathyroid hormone (PTH)(1-34), a medicine 
for treatment of osteoporosis, on lineage differentiation of BM-MSC. We found that the contribution 
of BM-MSC into osteoblasts was accelerated in response to PTH (1-34) treatment (Sci Rep 7:4928, 
2017). The PTH(1-34) decreased BM adipocytes, indicating that PTH(1-34) treatment recover 
osteoporotic bone tissue by skewing the lineage differentiation of BM-MSC toward osteoblasts from 
adipocytes (J Bone Miner Res 34:1952, 2019).

研究分野： 骨代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果より、骨粗鬆症の治療薬がBM-MSCの分化制御を介して作用することが明らかになった。BM-MSCの分化
制御については不明な点が未だ多く、本研究から得られた成果は高い学術的な意義を包含する。また、本邦が直
面している超高齢化社会において、骨粗鬆症の発症および治療効果のメカニズムの理解は急務であることから、
本研究で得られた知見は社会的意義があると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１． 研究開始当初の背景 

 
本研究は、我々が同定した破骨細胞前駆細胞(QOP:Quiescent Osteoclast Precursor)の生体

内における形成機構を解明することを目的としている。そのために、骨髄内で QOP の形成を支
持する骨髄微小環境（QOP ニッチ細胞）の解析を進めた。骨髄には血液系細胞の分化調節を担
う細胞が存在し、それを細胞の微小環境 (ニッチ)と呼ぶ。全ての造血系細胞の起源である造血
幹細胞の維持には、骨髄間葉系幹細胞(BM-MSC)がニッチとして機能する。我々は、BM-MSC が QOP
ニッチの役割も担うとの仮説を立てた。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では、BM-MSC の性状解析を通して、QOP ニッチとしての機能を調べることを目的とし

た。副甲状腺ホルモン(PTH: parathyroid hormone)の N 末端 1～34 番目のアミノ酸[PTH(1-34)]
断片は、強力な骨量増加作用を示す。したがって、ヒト PTH(1-34)が骨粗鬆症の治療薬として
臨床で使用されているが、その作用メカニズムは良くわかっていない。また、PTH(1-34)は、破
骨細胞の分化誘導因子である RANKL(receptor activator of NF-kB (RNAK) ligand)の発現上昇
を介して破骨細胞分化を誘導する作用を持つ。我々は、PTH(1-34)の投与にともなう BM-MSC と
骨量増加作用、そして破骨細胞分化誘導作用について解析した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) PTH(1-34)投与後の成熟骨芽細胞の観察 
I 型コラーゲンのプロモーター領域の下流で GFP を発現する遺伝子改変マウス[Col1(2.3)-GFP
マウス]では、成熟骨芽細胞を GFP 陽性細胞として観察できる。Col1(2.3)-GFP マウスに
PTH(1-34)を 10 日間欠投与し、大腿骨の凍結切片を作成した。共焦点レーザー顕微鏡を用いて、
成熟骨芽細胞の数に対する PTH(1-34)投与の影響を調べた。また、細胞増殖のマーカータンパ
ク質である Ki67 の抗体を用いた免疫染色を行い、成熟骨芽細胞の細胞増殖に対する PTH(1-34)
投与の作用を調べた。 
 
(2) BM-MSC の骨芽細胞分化に対する PTH(1-34)の作用 
レプチン受容体(LepR)-Cre; flox-stop-flox-tdTomato(Tomato)マウスの骨髄組織では、BM-MSC
が Tomato 陽性細胞として検出できる。LepR-Cre; Tomato; Col1(2.3)-GFP マウスを作成した。
このマウスでは、BM-MSC から分化した骨芽細胞を GFP と Tomato の両方が発現した黄色の細胞
として検出できる。LepR-Cre; Tomato; Col1(2.3)-GFP マウスに、PTH(1-34)を 10 日間欠投与
し、大腿骨の凍結切片を作成した。共焦点レーザー顕微鏡を用いて、BM-MSC から成熟骨芽細胞
への分化における PTH(1-34)投与の影響を調べた。また、Ki67 の抗体を用いた免疫染色を行い、
BM-MSC の増殖に対する PTH(1-34)投与の作用を調べた。 
 
(3) BM-MSC の脂肪細胞分化に対する PTH(1-34)の作用 
LepR-Cre; Tomato に 5-FU(5-fuluorouracil)を静脈注射し、骨髄の脂肪細胞分化を誘導した。
5-FU の投与１日後から、PTH(1-34)を 10 日間欠投与し、大腿骨の凍結切片を作成した。共焦点
レーザー顕微鏡を用いて、BM-MSC から脂肪細胞への分化に対する PTH(1-34)投与の影響を調べ
た。 
 
(4) PTH(1-34)を介した BM-MSC の破骨細胞分化制御機構の解析 
BM-MSC のマーカーである Nestin のプロモーターの下流で GFP を発現するマウス(Nes-GFP)に
PTH(1-34)を 10 日間欠投与した。セルソータを用いて CD45/Ter119/CD31 陰性 Nes-GFP 陽性細胞
を回収し、10xGenomics により 1細胞レベルの RNA シークエンス(RNAseq)解析を行った。 
 
４．研究成果 

 
(1) PTH(1-34)投与後の成熟骨芽細胞の観察 
PTH(1-34)の作用機序として、成熟骨芽細胞数の上昇を介して骨量を増やすことが報告されてい
る。我々の観察からも、PTH(1-34)の投与が Col1-GFP 陽性の成熟骨芽細胞の数を増加させるこ
とが確認された。しかしながら、PTH(1-34)投与による Ki67 陽性の成熟骨芽細胞数の増加は認
められなかった。以上の所見は、PTH(1-34)が誘導する成熟骨芽細胞数の増加作用は、骨芽細胞
自身の増殖活性の亢進による物ではないことを示唆する。 
 
(2) BM-MSC の骨芽細胞分化に対する PTH(1-34)の作用 
PTH(1-34)が成熟骨芽細胞の数を増やすメカニズムを解析した。その結果、PTH(1-34)の投与に
より、LepR-Cre; Tomato と Col1(2.3)-GFP を共発現する黄色の成熟骨芽細胞が増えることが明
らかになった。すなわち、PTH(1-34)の投与が BM-MSC の骨芽細胞分化を促進することが示され
た。以上より、PTH(1-34)が成熟骨芽細胞を増やす理由は、LepR 陽性 BM-MSC からの分化・供給



が亢進する結果であると結論した。また、PTH(1-34)を投与したマウスでは、成熟骨芽細胞に近
接した場所で層状に重なり合う LepR-Cre; Tomato が陽性の細胞集団(multilayered cells)が
観察され、それらは増殖していることが Ki67 染色により示された。以上の結果より、LepR 陽
性 BM-MSC は、PTH(1-34)の投与に伴い、増殖を介して成熟骨芽細胞に分化することが明らかに
なった。 
 
(3) BM-MSC の脂肪細胞分化に対する PTH(1-34)の作用 
我々は、骨芽細胞分化を著しく促進した PTH(1-34)が脂肪細胞分化にも影響を及ぼすと推察し、
た。抗がん剤である 5-FU の投与は、脂肪髄を増やすことが知られている。LepR-Cre; Tomato マ
ウスの骨髄脂肪は Tomato 陽性であることから、LepR 陽性細胞に由来することが分かった。ま
た、5-FU の投与により誘導される骨髄脂肪は、PTH(1-34)の投与により著しく減少した。以上
より、PTH(1-34)は LepR 陽性 BM-MSC の分化の方向性を脂肪細胞から骨芽細胞側へとスイッチす
ることにより、骨量低下を改善する機能を発揮することが示された。 
 
(4) PTH(1-34)を介した BM-MSC の破骨細胞分化制御機構の解析 
BM-MSC の 1 細胞 RNA-seq 遺伝子発現解析を行った。遺伝子プロファイリングを基に BM-MSC を
幹細胞、骨芽細胞、脂肪細胞の亜集団に分けることに成功した。また、PTH(1-34)投与は、BM-MSC
の３つの亜集団における RANKL の発現を誘導することが明らかになった。以上の結果より、
BM-MSC が破骨細胞のニッチとして分化調節に関わることが示唆された。 
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破骨細胞に発現するSiglec-15の中和抗体は骨吸収を抑制しながら骨芽細胞の分化を促進する
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 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



2017年

2017年

2017年

2018年

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第59回歯科基礎医学会学術大会（招待講演）

第2回日本骨免疫学会ウインターセミナー

溝口利英

中道裕子, 堀部寛治, 溝口利英, 山本陽子, 中村貴, 細矢明宏, 加藤茂明, 須田立雄, 宇多川信之, 高橋直之

溝口利英, 楊 孟雨, 荒井敦, 小林泰浩, 宇田川信之, 高橋直之

Nakamichi, Y., Udagawa, N., Horibe, K., Mizoguchi, T., Yamamoto, Y., Nakamura, T., Hosoya, A., Kato, S., Suda, T., and
Takahashi, N.

第3回日本骨免疫学会ウインターセミナー

20th Vitamin D Workshop（国際学会）

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

先端歯学スクールシンポジウム：骨髄間葉系幹細胞による骨代謝制御機構の解析

骨芽細胞系列のビタミンD受容体(VDR)は、ビタミンDによる骨量上昇効果とミネラル代謝に関与する

骨髄間葉系幹細胞は低レベルにRunx2を発現している
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