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研究の背景と経緯

　血液細胞は，我々を構成する細胞のうちで最もダイ
ナミックに移動する細胞であり，生命の維持に不可決
な臓器である．この血液細胞を終生にわたり産生する
のが，骨の中にある実質臓器である骨髄であり，すべ
ての血液細胞の元となる造血幹細胞（以下HSC）は，
骨髄の中にランダムに存在するのではなく，“ニッチ”
と呼ばれる特別な居場所にいることが知られている．
HSCは普段はニッチにいて活動しているが，サイトカ
インの一種である顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF）
を大量に投与することによりHSCをニッチから引き
離し，末梢血液中に誘導することができる（動員とい
う現象）．臨床現場ではこの方法によりHSCを採取す
る末梢血造血幹細胞採取が広く行われているが，その
メカニズムについては完全には解明されていない．ニ
ッチを構成する細胞のうち，骨内膜にある骨を形成す
る細胞である骨芽細胞は最も古くから研究されてお
り，G-CSF による造血幹／前駆細胞（以下HSPC）の
動員メカニズムに関与することが知られている．また，

骨内膜周辺で骨吸収を担う破骨細胞もG-CSF による
動員に関与することが示唆されている．このように，
骨内膜に存在する骨関連細胞がG-CSF による動員メ
カニズムに関与することが知られている．しかし，骨
内膜からさらに骨側，骨組織の内側に存在する骨細胞
の血液細胞へ与える役割はこれまでに研究されていな
かった．硬い骨組織に埋もれて存在する骨細胞はアプ
ローチの難しさから，その機能は長い間明らかにされ
て来なかった．しかしながら，最近の研究技術，手法
の進歩により，骨細胞は骨組織の中で緻密かつダイナ
ミックなネットワークを形成し，重力を始めとした骨
への荷重の感知，骨リモデリングの調節，さらにはカ
ルシウムやリンといった体内ミネラルバランスの調節
など，生体内で多くの重要な役割を担っている事がわ
かってきている1)．本研究では，骨細胞のG-CSF によ
る造血幹細胞動員メカニズムにおける役割を通して，
その造血制御への関与を検討した．
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研究成果の内容

１. G-CSF 投与による骨細胞の抑制
　これまでに，G-CSF 投与により骨芽細胞が抑制され
ることが知られており，はじめに，G-CSF 投与による
骨細胞の変化を遺伝子発現解析で検討した．野生型マ
ウスにG-CSF を12時間おきに８回投与し，１，２，
４，６，８回投与後に大腿骨を採取し，骨髄を取り除
いた骨組織を用いて，骨芽細胞と骨細胞関連遺伝子の
変化を解析したところ，骨芽細胞は，６回あるいは８
回投与後に抑制されるのに対し，骨細胞は，１回投与
後という極早期の段階で抑制されていた．次に，骨芽
細胞と骨細胞をより明確に分離するため，G-CSF を１
回投与したマウスの骨組織をコラゲナーゼとEDTA
で処理し，骨芽細胞分画と骨細胞分画に分離した上で，
それぞれの分画でのG-CSF による遺伝子変化を解析
した．G-CSF 投与初期の段階で，骨芽細胞分画では遺
伝子の抑制はみとめなかった．しかしながら，骨細胞
分画では骨細胞関連遺伝子の抑制をみとめた．また，
ファロイディンを用いた染色により，骨組織内の骨細
胞ネットワークが非常に美しく描出できることが報告
されており2)，G-CSF による骨細胞の形態学的な変化
を捉えるため，G-CSF 投与後の骨組織のファロイディ
ン染色を行った．これにより，G-CSF 投与は，骨細胞
から出る細胞突起の著明な抑制を引き起こすことがわ
かり，この変化は骨の深部にある骨細胞よりも骨内膜
に近い骨細胞でより顕著に見られることも明らかにな
った．
２. 骨細胞は交感神経による調節を受ける
　G-CSF 投与は交感神経を興奮させ，交感神経より放
出されたカテコラミンが骨芽細胞上のβ２アドレナリ
ン受容体を介して骨芽細胞を抑制することによりニッ
チ機能の破綻を招き，動員が起こることが知られてい
る3)．G-CSF 投与による骨細胞の変化への交感神経系
の関与を確かめるため，まず始めに，骨髄内での
tyrosine hydroxylase（TH）陽性の交感神経線維の分
布を免疫染色で検討したところ，骨内膜周辺までTH
陽性交感神経線維が分布しており，骨内膜に近い骨細
胞は骨芽細胞同様β２アドレナリン受容体を発現して
いた．G-CSF 投与により生じる骨細胞関連遺伝子の変
化が，交感神経シグナルにより生じているかどうかを
調べるため，外科的に交感神経切除を施したマウスに
おいてG-CSF 投与における骨細胞関連遺伝子変化を

解析した．Sham-operation を施した骨ではG-CSF 投
与による骨細胞遺伝子の抑制がみられた．しかしなが
ら，神経切除した骨ではG-CSF による骨細胞遺伝子
の抑制をみとめなかった．以上より，骨細胞は交感神
経シグナルを受けてG-CSF によるHSPCの動員を制
御している可能性が考えられた．
３. 骨細胞を除去したマウスではG-CSF による動員
が障害される
　G-CSF によるHSPCにおける骨細胞の役割を直接
検討するため，生体内で骨細胞を特異的に除去できる
DMP-1-DTRトランスジェニックマウスを用いて，骨
細胞が少ない osteocyte less（OL）マウスでのG-CSF
による動員効率を検討した．OLマウスでは，骨髄内
のHSPCの数に変化は認めなかったが，G-CSF による
動員は著しく障害されていた．すなわち，正常な骨細
胞が無いとHSPCは骨髄から末梢血へ出て来られな
いのである．動員はHSPCが骨髄から離れる現象であ
る．これとは逆のプロセスであるホーミングにおける
骨細胞の役割を検討するため，致死的放射線照射した
OLマウスと野生型マウスに骨髄細胞を経静脈的に移
植し，３時間後に骨髄を採取して，どれだけのHSPC
がホーミングしたかを比較した．その結果，OLマウ
スと野生型で有意な差をみとめなかった．すなわち，
骨細胞は，骨髄からのHSPCの動員という現象特異的
に関与していることが示唆された．
４. 骨細胞除去による骨芽細胞と骨髄内微小環境の変
化
　骨細胞は，骨内膜表面にある骨芽細胞と細胞突起を
介して連絡をとっており，骨芽細胞機能を調節すると
いう報告があり，我々は，骨細胞除去マウスにおける
動員不全の原因は骨芽細胞にあるのではないかと考え
た．骨細胞除去マウスでの骨芽細胞を形態学的に観察
したところ，骨芽細胞の丈が短くなっていることを発
見した．また，骨芽細胞が分泌する代表的な蛋白であ
るオステオカルシンの発現も低下しており，骨芽細胞
は機能的にも抑制されていることが示唆された．すな
わち，骨細胞除去により骨芽細胞ニッチが障害される
ことによって動員障害が起こっている可能性が考えら
れた．
　また，最近の研究により骨髄中のマクロファージが
骨芽細胞や傍血管ニッチの機能をサポートしており，
G-CSF 投与時には骨髄マクロファージが抑制される
ことにより，ニッチサポート機能が減弱しニッチ機能
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の低下に至ることが明らかにされている4,5)．骨細胞除
去後の骨髄マクロファージの変化を検討したところ，
骨髄マクロファージが骨内膜から消失しており，骨細
胞は骨髄マクロファージにも影響を与え，骨芽細胞ニ
ッチ調節を行っていることが示唆された．
　ニッチ細胞が分泌するケモカインであり，HSPC を
ニッチに留める機能があるCXCL12は，G-CSF による
動員メカニズムにおいて重要な働きを持つことが知ら
れており，G-CSF による骨髄内のCXCL12レベルの低
下がHSPCの動員に繋がるキーイベントであるとさ
れている．しかしながら，骨細胞除去マウスにG-CSF
投与をすると，骨髄内CXCL12の低下を認めたにも関
わらず，造血幹細胞の動員は障害されていた．また，
CXCL12のカウンターレセプターであるCXCR4に対
するアンタゴニストのAMD3100を投与すると動員が
起こる事が知られている．しかし，興味深いことに，
G-CSF では動員されない骨細胞除去マウスでは，
AMD3100による動員は正常であった．すなわち，骨細
胞により調節される動員機構にはCXCL12の低下だ
けでは十分でない可能性が考えられた．また，CXCL12
は造血幹細胞の動員だけではなく，造血幹細胞の維持
にも重要であり，ニッチ細胞はCXCL12を高発現する
ことが知られている．ところが，興味深いことに，骨
細胞を除去すると骨髄での cxcl12の発現が上昇してい

た．これは，おそらく骨髄中の cxcl12を多く発現する
細胞，すなわち傍血管ニッチ細胞での発現上昇を見て
いることが予想される．さらに，この上昇を反映して，
造血幹細胞が多く含まれる細胞集団の中でのＧ０期の
細胞割合が増加していた．このことは，骨細胞からの
シグナルが骨髄中のニッチ細胞へ影響を与え，造血幹
細胞の細胞周期をコントロールしていることを示唆し
ている．
５. G-CSF による造血幹細胞動員に骨細胞ネットワ
ークが重要である
　G-CSF 投与により骨細胞の突起が抑制されること，
骨細胞除去マウスでは動員障害を認めることから，我
々はG-CSF による動員には骨細胞が形成するネット
ワークが重要であるとの仮説を立てた．老化モデルと
して知られており，骨粗鬆症や骨細胞の配列異常があ
るKlotho 低形成マウス（kl/kl）に着目し骨細胞ネッ
トワークを検討したところ，kl/kl では骨細胞ネットワ
ークが破綻していた．そして予想どおり，kl/kl では，
骨細胞を除去したマウスと同様にG-CSF による動員
がほとんど認められず，G-CSF による動員への骨細胞
ネットワークの重要性が示唆された．

定常状態 G-CSF投与時

骨芽細胞 マクロファージ カテコラミン HSPC

交感神経

① ②

③

骨細胞

図　骨細胞による造血幹／前駆細胞動員メカニズム
定常状態では，骨内膜上の骨芽細胞は骨髄側から骨髄マ
クロファージからのサポートシグナルと，骨組織側から
骨細胞によるサポートシグナルを受け，機能を維持して
いる（図左）．G-CSF 投与による動員時（図右）には，
骨芽細胞は，交感神経から放出されるカテコラミンシグ
ナルを受け直接抑制を受ける経路（①），G-CSF により
抑制を受けた骨髄マクロファージからのサポートシグ
ナルを失う経路（②），さらに本研究により今回明らか
になった，カテコラミン刺激により骨細胞が抑制される
第三の経路（③）が加わり，結果三方向からの抑制を受
けることによってニッチ機能の破綻に繋がりHSPCの
動員が起こるものと考えられる．
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研究成果の意義

　本研究結果より，G-CSF 投与時には，骨芽細胞が次
の３つの経路から抑制を受け，ニッチ機能の破綻に繋
がり造血幹細胞の動員がおこることが考えられる．一
つ目は活性化された交感神経よりカテコラミンが放出
され，これが骨芽細胞上のβ2ARに働き直接抑制され
る経路（図①）．二つ目は，骨髄マクロファージが
G-CSF による抑制を受けて骨芽細胞へのサポートシ
グナルが弱まる経路（図②）．そして３つ目は，カテコ
ラミンが骨細胞に直接作用し，骨細胞の抑制を招き，
骨芽細胞へのサポートシグナルが弱まる経路（図③）
である．本研究により，G-CSF による造血幹細胞動員
メカニズムにおける新たなプレーヤーとして骨細胞を
明らかにし，骨芽細胞ニッチは骨髄側から骨髄マクロ
ファージによる制御を受け，骨組織側からは骨細胞に
よる制御を受けているという新たな構図が浮き彫りに
なった．これまで，造血システム制御への関与が不明
であった骨細胞の新たな機能を解明した意義は大きい．

今後の展開や展望

　本研究より，造血は骨髄だけではなく，神経や骨組
織といった多臓器からの影響を受けて複雑に制御され
ていることを再認識することができた．これからは，
造血システムや血液疾患の病態を考える際，血液細胞
だけではなく，それを取り囲む骨組織や周辺組織を含

めて一つの臓器をして捉え，より広い視点から考える
ことによって新たなことが見えてくる可能性がある．
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