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研究成果の概要（和文）：マウスに骨髄移植を行うと、何もしていない同週齢のマウスに比べ、骨芽細胞数の減少に伴
い2次海綿骨が著しく減少する。転写因子NF-kBのRelAを欠損した胎児肝臓細胞を造血幹細胞として移植したマウス（Re
lA欠損型移植マウス）では、更に骨が減少し骨訴訟症になる。このマウスの骨髄では、異常な活性化状態の炎症性のマ
クロファージが存在し、組織修復性マクロファージが減少していた。RelA欠損型移植マウスに野生型マクロファージを
移植すると骨粗鬆症は回復する。RelA欠損型移植マウスでは、マクロファージの異常により放射線照射からの骨芽細胞
のダメージを回復できないために骨粗鬆症になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Lethal radiation of mice before HSC transplantation induces eradication of 
hematopoietic cells, but its effect on osteogenic cells may be less considered. The mice transferred with 
RelA-deficient fetal liver cells developed severe osteoporosis, and even the mice transferred with wild 
type cells reduced trabecular bones, suggesting that lethal radiation may damage to osteogenic cells. In 
contrast to wound healing M2 type macrophages reducing in bone marrow of the mice transferred with 
RelA-deficient HSCs, inflammatory M1 type macrophages were aberrantly activated. Co-transplantation of 
wild type macrophages have recovered osteoporosis which occurs in the mice transferred with 
RelA-deficient fetal liver cells, indicating that the dysfunction of RelA-deficient macrophages cause the 
uncoupling of bone metabolism.

研究分野： 骨代謝
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１．研究開始当初の背景 
 細胞の生存や免疫反応に重要な転写因子
NF-B は、哺乳類では RelA、RelB、c-Rel、
NF-B1、NF-B2 の 5 分子が存在する。こ
のうち RelA を欠損したマウスは肝臓細胞の
細胞死のために、胎生 14 日目に死亡する。
免疫系の細胞を RelA 欠損型に置き換えたマ
ウスを作製するために、致死量の X 線を照射
したマウスに、胎生 13.5 日の胎児肝臓細胞を
造血幹細胞のソースとして造血幹細胞移植
を行った。このマウス(以下 RelA 欠損型移植
マウスと呼ぶ)は、リンパ球が減少しミエロイ
ド系細胞が増加する造血異常を起こすと共
に、重度の骨粗鬆症の病態を呈すること発見
した。この
マウスの骨
粗鬆症は、
移植した造
血幹細胞由
来の破骨細
胞の過剰分
化のせいで
はなく、宿
主由来の骨
芽細胞の骨
形成の低下
によって起
こっていた。 
 
２．研究の目的 
 RelA 欠損型移植マウスでは、野生型の宿
主由来の骨芽細胞の機能低下によって骨粗
鬆症になる。このことは、野生型マウスでは
造血幹細胞由来の細胞が骨芽細胞に何らか
の働きかけをして骨形成を支持しているが、
RelA 欠損型移植マウスでは、造血幹細胞由
来の細胞からの働きかけが破綻しているた
めに、骨形成が低下してしまっていると考え
られる。私は、破骨細胞の前駆細胞であり、
骨形成を支持することがある骨髄内のマク
ロファージが、骨芽細胞の機能の支持を担っ
ているのではないかとしているのではない
かと考えた。 
 そこで本研究では、野生型移植マウスと
RelA 欠損型移植マウスの骨髄マクロファー
ジの機能を比較することによって、骨形成支
持におけるマクロファージの役割を明らか
にした。 
 
３．研究の方法 
(1)造血幹細胞移植 
 宿主マウスは、C57BL6－SJL(Ly5.1)の雄
を用い、移植直前に 9Gy の X 線を全身照射
した。RelA+/-マウスの交配より、野生型、
RelA 欠損型胎児を胎生 13.5 日に回収し、遺
伝子型を PCR によって判別すると共に肝臓
細胞を回収した。骨髄細胞は、野生型(Ly5.2
雄)成体マウスから回収した。麻酔後のマウス
に眼底静脈叢より細胞を移植した。 
(2)骨髄マクロファージの単離 

 野生型マウスあるいは野生型・RelA 欠損
型移植マウスの骨髄細胞を回収し、抗 F4/80
抗体-APC 標識でマクロファージを染色し、
BD 社の FACS AriaIII でマクロファージを
単離した。 
(3)骨髄マクロファージの性質の解明 
 ①FACS 解析 
  骨髄細胞を回収し、FACS 解析により

CD45.2+Ter119-7AAD-CD11b+F4/80+
の細胞のうち、CD11c 陽性の炎症性の
M1 マクロファージと CD11c 陰性の組
織修復性のM2マクロファージの頻度を
調べた。 

②マクロファージの発現遺伝子の解析 
 (2)の方法で単離した骨髄マクロファージ

から、RNA を抽出し、定量的 PCR によ
って様々な遺伝子の発現様式を解析し
た。 

(4)骨組織の解析 
①X 線学的解析 

移植マウスの大腿骨、脛骨を回収し、4%
パラホルムアルデヒドで固定した。X 線
画像、DEXA 解析、マイクロ CT 解析、
pQCT 解析を行い、骨組織の状態を調べ
た。 

②組織学的解析 
骨組織を回収する 2日前と 9日前に骨に
取り込まれる蛍光色素カルセインとア
リザリンを皮下投与した。固定した脛骨
を、川本法による凍結非脱灰切片を作製
し、骨形態計測を行った。破骨細胞数、
骨芽細胞数、石灰化面、骨形成速度を計
測した。 

 
４．研究成果 
(1)野生型骨髄細胞とマクロファージは、
RelA 欠損型移植マウスの骨粗鬆症をレスキ
ューする。 
 RelA 欠損型移植マウスの骨粗鬆症の原因
を調べるために、RelA 欠損型胎児肝臓細胞
を移植する際に、野生型の骨髄細胞を共に移
植した。このマウスは RelA 欠損型移植マウ
スの骨粗鬆症も造血異常の完全にレスキュ
ーされた。このことは、RelA 欠損型の造血
幹 細 胞 由 来 の 細 胞 の 機 能 の 喪 失
（loss-of-function）のために異常が起こるこ
とを示している。 



 造血幹細胞由来の細胞の中でも特にマク
ロファージに原因があることを明らかにす
るために、野生型骨髄マクロファージを共移
植した。その結果、RelA 欠損型移植マウス
の骨粗鬆症は正常に回復した(図 2)。 
この実験によって、RelA 欠損型移植マウ

スではマクロファージの異常によって、骨粗
鬆症が起こっていることが明らかになった。 
 
(2)野生型と RelA 欠損型骨髄マクロファー
ジの機能解析 
 野生型移植マウスと RelA 欠損型移植マウ
スの骨髄においては、炎症性 M1 マクロファ
ージの頻度や数には大きな違いがなかった
が、組織修復性 M2 マクロファージが RelA
欠損型で有意に減少していた。 
骨髄から単離したマクロファージは、RelA

欠損型では M2 マクロファージのマーカー遺
伝子である Arg1 や Ym1 の発現が低く、組織
修復性マクロファージの分化が劣っている
ことが分かる。そう一方で、炎症性マクロフ
ァージが発現する NOS2 の発現が異常に高
いが、IL-6 や TNF などはむしろ減少傾向に
あることが分かった。このように、RelA 欠
損型移植マウスでは、異常な活性化状態を示
す炎症性マクロファージが多く存在するこ
とが分かった。 

  
(3)マクロファージ特異的 RelA 欠損マウスの
骨組織の表現系 
 RelA欠損型移植マウスの骨組織の異常が、
移植前の致死量X線照射による組織障害が原
因であるかを調べるために、RelA をマクロ
ファージで特異的に欠損しているが、移植処
置を行っていないマウスの骨組織を調べた。
このマウスの骨組織は野生型と同じく正常
であった。このことから、RelA 欠損型移植
マウスの骨粗鬆症は、移植に前処置に行われ
るX線照射からの組織障害から回復できない
ために起こっていることが示唆された。 
 
(4)野生型骨髄を移植したマウスでの骨組織
の解析 
 (3)の結果から、致死量の X 線照射が骨粗鬆
症の原因を作っていることが示唆されたの
で、野生型の骨髄移植を行ったマウスと何も
処置していない同週齢のマウスとを比較し

て、骨髄移植の処置そのものの骨への影響を
調べた。その結果、骨髄移植を行うと 2 次海
綿骨や骨梁が減少していた。これは移植後 5
～10 日に既に減少し始めるため、移植直後の
過剰な破骨細胞分化が原因である。しかし移
植 3 ヶ月後の骨組織では、骨芽細胞数や骨石
灰化面が著しく減少していた。このことは、
致死量の X 線照射が、骨芽細胞を減少させ、
骨芽細胞と破骨細胞との機能のカップリン
グを破綻させていることを明らかにした。  
 

以上の結果から、骨髄移植の前処置で行わ
れる致死量のX線照射は骨組織の細胞にもダ
メージを与えるが、野生型の造血幹細胞を移
植すると、組織修復性のマクロファージが骨
髄内環境を修
復する。しか
し、RelA 欠損
型の造血幹細
胞を移植する
と、RelA 欠損
型のマクロフ
ァージは組織
を修復するこ
とができず、
骨髄内環境の
悪化や骨形成
不全が起こっ
てしまうこと
を明らかにし
た（図 4）。 
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