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研究成果の概要（和文）：骨代謝は骨に含まれる骨芽細胞、破骨細胞、骨細胞によって制御されている。近年の
分子細胞生物学的な研究により免疫細胞はこれらの細胞を繊細に制御しており、骨代謝に密接に関与しているこ
とがわかってきた。本研究では破骨細胞と免疫細胞の相互作用について焦点をあてて解析を行った。その結果、
自然免疫細胞である2型自然リンパ球は破骨細胞分化を制御していることがわかった。2型自然リンパ球は産生す
るインターロイキンIL-4やIL-13の作用によって破骨細胞分化を抑え、骨代謝を制御していることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：While the role of T cells in the regulation of bone homeostasis is well 
defined, little is known about the role of innate lymphoid cells (ILCs) on bone. ILCs are innate 
immune cells that share cytokine expression patterns with T cells but lack the T cell receptor. In 
this study we show that type 2 ILCs (ILC2) potently inhibit the generation of bone resorbing 
osteoclasts in vitro as well as favorably influence bone homeostasis under steady state conditions 
in vivo using loss and gain of function models. Furthermore, adoptive transfer of ILC2 completely 
abrogated ovariectomy-induced bone loss by significantly down-regulating osteoclast numbers in vivo.
 

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 自然免疫細胞　破骨細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
In this study we show that type 2 ILCs (ILC2) potently inhibit the generation of bone resorbing 
osteoclasts in vitro as well as favorably influence bone homeostasis under steady state conditions 
in vivo using loss and gain of function models. The new insight will uncover the bone and immune 
biology.
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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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

わが国の骨粗鬆症患者数は 1280 万人（骨粗鬆症の予防と治療ガイドライン）、関節リウマチ患

者 80 万人(推計、厚生労働省報告書)と報告されている。その医療費や介護が社会経済に与える

影響は甚大である。骨粗鬆症や関節リウマチに対する治療には、サイトカインや免疫細胞、骨関

節構成細胞を標的とした分子生物学的治療製剤が開発されて臨床使用されてきているが、完全

な疾患制御には繋がっておらず、治療に難渋することもしばしばみられる。近年骨と免疫の関連

性が注目されており骨免疫学と呼ばれる研究領域が発展してきた。免疫には自然免疫と獲得免

疫があり、前者は免疫反応の初期応答を司り、後者は抗原提示を受けた免疫細胞が応答する。自

然免疫で T 細胞に類似した機能を持つ自然リンパ球(Innate lymphoid cell: ILC)が発見され、免疫

の初期応答を担う機能が明らかとなった。研究代表者らは ILC による関節炎制御機構について

解析し、ILC の 3 つのサブセットの中で ILC2 が IL(Interleukin)-4, IL-5, IL-13 を発現して早期の関

節炎の制御に関わることを報告した(Cell Reports 24:169,2018)。本研究課題では、新たに ILC に

よる骨代謝制御について焦点をあてて解析した。 

 

 

２．研究の目的 

自然免疫細胞である自然リンパ球 ILC2 は関節炎に対して制御性に働くが、骨代謝に対する作

用や制御機構については不明である。本研究では、ILC による破骨細胞分化の制御について解析

を行った。骨は力学的構成要素としての役割だけではなく、免疫細胞の分化や様々なサイトカイ

ン産生の場となっており、これまで骨の代謝機構と免疫細胞の関わりを解析する骨免疫学と呼

ばれる分野が発展してきた。近年新たな自然免疫細胞である自然リンパ球 ILC の発見に伴い、

免疫細胞による骨関節の恒常性調節機構は一層複雑さを増している。その根本的な要因の一つ

として、細胞の分化に伴って生じる個々の細胞の持つ多様性や異質性があげられる。これらの課

題を克服すべく、本研究では ILC のサブセットが破骨細胞をどのように制御し骨代謝をコント

ロールするかを解析する。さらに骨粗鬆症等の病的環境下においても ILC による破骨細胞の制

御機構を解析する。本研究では、ILC サブセットの一つである 2 型自然リンパ球 ILC2 による骨

代謝制御機構の解明を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

研究代表者らはこれまで関節炎に対する ILC2 の作用について解析し、ILC2 が産生する IL-4、

IL-13 がマクロファージに作用し IL-1 や TNF-などの発現を制御して、関節炎症に対して抑制的

に働くことを明らかにした。そこで本研究課題では、ILC2 による骨代謝制御機構について注目

し、特に破骨細胞に対する作用の解析を行った。破骨細胞は、8 週齢雌マウス下肢大腿骨及び脛

骨骨髄を採取し、M-CSF30 ng/mL と RANKL50 ng/mL 刺激によって成熟破骨細胞へと分化誘導

した。ILC2 は、mini circle vector IL-25 と IL-33 刺激によってマウス生体内で賦活化させ、FACS

を用いて脾臓からソーティングして採取し、IL-2、IL-7、IL-25、IL-33、TSLP 刺激培養下に増や

して培養実験や養子細胞移植実験に用いた。 

In vitro での作用について解析するために、破骨前駆細胞と ILC2 を共培養して破骨細胞分化誘



導実験を行った。続いて生体内での作用について解析するために ILC2 が減少したマウス、並び

に ILC2 が増加したマウスを作出し、µCTや組織染色によって評価した。さらに、ILC2 が産生す

る IL-4 や IL-13 の作用を解析するために IL-4/IL-13 ノックアウトマウスから採取した ILC2 を用

いて評価を行い、ILC2 の破骨細胞を介した骨代謝への作用を解析した。マウス卵巣摘出モデル

(OVX: Ovariectomy)を作成し、骨粗鬆症モデルにおける ILC2 の作用を解析した。また、IL-4、IL-

13 下流の STAT6 シグナルの作用を解析するために、STAT6 ノックアウトマウス由来の破骨前駆

細胞を用いて ILC2 の骨代謝に関わる作用を解析した。 

 

 

４．研究成果 

破骨細胞分化に対する ILC2 の作用を明らかにするために、マウス骨髄由来単球細胞を M-CSF

と RANKL で培養し、FACS でソーティングした ILC2 を添加して破骨細胞分化を評価した。

TRAP 染色で成熟破骨細胞の評価を行った所、ILC2 添加群では破骨細胞数が有意に減少した。

また、同様に破骨細胞の骨吸収能を評価すると、破骨細胞の骨吸収能は、添加した ILC2 の用量

依存的に有意に低下した。これらのことから破骨細胞分化に対する ILC2 の直接的な抑制効果が

示唆された。マウス大腿骨を用いた免疫組織標本解析では、ELF97 で染色された破骨細胞の近傍

に ILC2 が存在することが明らかになった。ILC2 は破骨細胞の近傍に存在して骨代謝に作用し

ていることが示唆された。 

続いて生体内における ILC2 による破骨細胞への作用を調べるために、生体内における ILC2

が減少したマウスを解析した。その結果、ILC2 減少マウスではコントロールマウスと比べて破

骨細胞数が増加していた。骨量は、ILC2 減少マウスでコントロールマウスと比較して減少傾向

であった。これらのことから生体内においても ILC2 は骨に作用することが示唆された。 

さらに、ILC2 を増加させたマウスモデルにおいても同様に検証した。ILC2 を野生型マウスに

養子細胞移植して、マウス生体内での機能を解析した。免疫組織解析を行うと移入した ILC2 は

骨髄内に移行することが確認された。また、ILC2 を移入されたマウスの脾臓では ILC2 が増加し

ていたが、他の ILC サブセット ILC1 や ILC3 の分布に変化を及ぼさなかった。骨形態計測では、

ILC2 の養子細胞移入群では破骨細胞数が有意に減少し、骨量は増加した。 

卵巣摘出術 OVX による骨量減少に対する ILC2 作用を検証するために、OVX マウスに ILC2

を養子細胞移植して解析を行った。ILC2 が産生する主なサイトカインとして IL-4 と IL-13 があ

り、関節炎における ILC2 の作用は IL-4 や IL-13 の作用に依存することが確認されていたことか

ら、正常（コントロール）の ILC2 と IL-4/IL-13 欠損マウス(IL-4/IL-13 ノックアウトマウス）か

ら採取した ILC2 をそれぞれ OVX マウスに移植した。OVX によって破骨細胞数は増加し、正常

ILC2 を移植すると OVX による破骨細胞形成促進作用は減少し、IL-4/IL-13 欠損 ILC2 の移植で

は逆に、OVX による破骨細胞増加は生じなかった。このことから、ILC2 の骨代謝に対する作用

は、ILC2 が産生する IL-4 や IL-13 の作用によることが推察された。 

破骨細胞に対する ILC2 の直接的な作用を調べるために、ILC2 と破骨細胞の共培養実験を行

った。破骨前駆細胞を M-CSF と RANKL で刺激し破骨細胞へと分化誘導し、コントロール ILC2

または IL-4/IL-13 ノックアウト ILC2 と共培養した。コントロール ILC2 添加群では成熟破骨細

胞数は減少したが、IL-4/IL-13 ノックアウト ILC2 添加群では、破骨細胞分化に影響を与えなか

った。カテプシン K の発現も、IL-4/IL-13 ノックアウト ILC2 共培養群では変化がなく、コント

ロール ILC2 共培養群で破骨細胞は減少した。 

さらに ILC2 のサイトカイン分泌が破骨細胞分化に与える影響を解析するために、培養上清液



を用いて検証した。ILC2 と破骨細胞共培養の培養上清を別の破骨細胞分化培地に添加した。コ

ントロール ILC2-破骨細胞共培養上清のみが破骨細胞分化を抑制し、IL-4/IL-13 ノックアウト 

ILC2-破骨細胞の共培養上清は破骨細胞分化に作用しなかった。 

IL-4 や IL-13 はそれぞれ細胞膜表面の受容体に結合して STAT6 を介して細胞内のシグナル伝

達を行う。そこで、コントロール破骨前駆細胞または STAT6 ノックアウト破骨前駆細胞と ILC2

を共培養して、ILC2 による破骨細胞分化制御における STAT シグナルの関与について検証した。

ILC2 との共培養において、コントロール破骨前駆細胞を用いた場合において破骨細胞数の減少

が見られ、STAT6 ノックアウト破骨前駆細胞を用いた場合は破骨細胞数の減少は観察されなか

った。ILC2 から産生された IL-4 や IL-13 が破骨前駆細胞において STAT6 介して分化制御してい

ることが示唆された。 

 

ILC2 は、これまで骨代謝や破骨細胞分化に関与していることは知られておらず、本研究によ

って ILC2 が in vitro および in vivo で破骨細胞を制御することが示された。ILC2 が減少したマ

ウスでは 破骨細胞数が増加し、ILC2 の養子移植によって破骨細胞数は減少した。さらに、OVX

に伴う骨量減少は、コントロール ILC2 によって抑制されたが、IL-4・IL-13 ノックアウト ILC2

では破骨細胞は抑制されなかった。破骨細胞に対する ILC2 の制御作用が、IL-4・IL-13 下流の

STAT6 の活性化を介することを示すことが示された。 

 本研究によって、自然免疫細胞の一つである ILC2 が骨粗鬆症の病態において破骨細胞に作用

して骨代謝を制御することがわかった。骨関節構成細胞には破骨細胞の他にも骨芽細胞、骨細胞、

軟骨細胞などがあり、今後これらの細胞との連関の解析が必要と考えられる。ILC 以外の T 細

胞、B 細胞などの免疫細胞との協調作用も示唆されることから、これらの細胞との町長した関係

についてもさらなる詳細な解析が必要である。 
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