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緒緒  言言  

 
間葉系幹細胞（MSCs）は、その多分化能や組織再生能を利用した再生医療のツールとして注目され、骨疾患治療な

ど多くの疾患に対し臨床試験が始まっている。しかし、MSCsの生体内での動態や分化能について未だ不明な点が多く、

治療の有効性や作用機序が不明確なまま、臨床応用が先行しているケースも少なくない。そのため、安全で効果的な治

療法の確立のため、生体内のMSCsの性質の解明が望まれている。 
MSCsは生体内で特殊な微小環境（ニッチ）によって保持されている。そのニッチの一つとして知られる骨髄ニッチ

は、類洞血管内皮細胞（SECs）、造血細胞、周皮細胞などにより形成され、様々な液性因子、サイトカイン、細胞間接

着により緻密に制御されている。近年、骨髄内ニッチを構成する細胞群の特徴が明らかになりつつあるが、ニッチを構

成する細胞の起源やニッチの維持に関わる分子機構は未だ不明である。 
本研究では、ニッチを形成するMSCsとSECsに高発現するCD73に着目し、これらCD73陽性細胞がどこから発

生し、どのようにニッチを形成するかを明らかにし、骨髄ニッチ維持機構における役割の解明を目指した。CD73陽性

細胞は増殖能、分化能の高い集団であり、骨修復モデルを用いた解析では骨軟骨細胞へと分化し、骨修復を促進するこ

とを明らかにした［1］。 
 

方方  法法  

 
11．．CCDD7733陽陽性性細細胞胞のの単単離離おおよよびび骨骨修修復復へへのの関関与与のの評評価価  

CD73発現細胞がどのように組織障害に応答し、ニッチの再構築に関わるかについて、CD73-BAC-EGFPマウス［2］
に大腿骨骨折モデル［3］を作製し解析した。7、14、28 日後に組織切片を作製し、免疫染色による細胞種の特定およ

び造血幹細胞との関わり、骨髄内のMSCs、SECsが血管新生、骨・軟骨形成およびニッチの再構築にどのように寄与

するか解析した。さらに、このマウスからCD73陽性MSCsとCD73陰性MSCsを単離し、in vitroでの性質を比較

するとともに、骨折部位に細胞を移植し in vivoにおける骨形成能を解析した。 
22．．細細胞胞系系譜譜追追跡跡モモデデルルのの作作製製  

CD73陽性細胞がニッチを形成する挙動を追跡するために、タモキシフェン投与により時期特異的にDNA組換えを

誘導できるCD73CreERT２ノックインマウスをCRISPR/Cas9 により作製した。成体期にタモキシフェン投与を行い、

上記BAC-EGFPマウスによりラベルされた細胞と生体内分布を比較検討した。 
その後、胎生 13.5 日から段階的にタモキシフェン投与（100μg/g、i.p.）を行い、生後 14 日および成体期に骨組織

を採取し、CD73陽性細胞が骨組織にどのように分布していくか解析した。 
33．．細細胞胞系系譜譜追追跡跡モモデデルルににおおけけるるCCDD7733陽陽性性細細胞胞のの骨骨修修復復へへのの評評価価  
上記BAC-EGFP マウスでは、MSC が成熟骨軟骨細胞へと分化すると、CD73 発現が消失し、その細胞系譜を追跡

することが困難であった。そのため、CD73CreERT２マウスを用いて、CD73陽性細胞の挙動を解析した。骨折作製前

にタモキシフェン投与により細胞をラベルし、骨折7日後に骨組織を採取し、骨修復への寄与を解析した。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． CCDD7733陽陽性性細細胞胞はは高高いい増増殖殖・・分分化化能能をを有有しし、、骨骨修修復復をを促促進進すするる  
CD73-BAC-EGFPマウスの大腿部に骨折を作製し、骨修復におけるCD73-EGFP陽性細胞の動態を解析した。術後

4 日目には、骨折部位に遊走したCD73 陽性MSCs が多数観察された。術後7 日目、14 日目において、CD73-EGFP
陽性細胞は骨芽細胞や軟骨細胞に分化し、新生骨軟骨形成に寄与していた。一方、骨折部位の新生血管は、術後7日目

においてEGFPの発現は見られなかったが、14日目になると一部の新生血管においてEGFP発現が認められた。この

EGFP 陽性血管周囲には、c-kit 陽性造血幹前駆細胞が集積していたことから、骨髄類洞血管におけるCD73 発現はニ

ッチの再構築に重要な役割を示すと考えられた（図1C）。 
そして、CD73-BAC-EGFP マウスからCD73 陽性MSCs とCD73 陰性MSCs を単離し、in vitro での性質を比較

した。これら細胞は、いずれもMSCsに特徴的なマーカー発現を示していた。一方、細胞増殖や分化能を解析すると、

CD73陽性MSCsはCD73陰性MSCsと比較して、生体外における高い増殖能と骨・軟骨細胞への分化能を有してい

た。さらに、CD73陽性MSCsとCD73陰性MSCsを野生型マウスの骨折部位に移植し、組織再生能を評価した。移

植されたCD73陽性MSCsは骨折部位で骨・軟骨へと分化し、骨修復を促進することが明らかとなった。 

 
図1．骨修復におけるCD73陽性細胞の寄与 

A） CD73-BAC-EGFPマウスの大腿部に骨折を作製し、CD73-EGFP陽性細胞の骨修復に対する寄与を

解析した。術後 7 日目、CD73-EGFP 細胞は骨外膜面に盛んに増殖し、軟骨細胞へと分化していた。 
B） 新生骨内では、EGFP陽性細胞は新生軟骨や骨芽細胞へと分化していた。 
C） 術後14日目、一部の新生血管にEGFP 発現が観察され、それらのEGFP陽性血管内皮細胞の周囲

には c-kit陽性細胞が集積し、ニッチの再構築が行われていた。 
CB：皮質骨、BM：骨髄、BT：骨梁、Ca：軟骨、Fr：骨折部位、スケールバー：100μm（A 左、        

C中央）、25μm（A右、B、C）。 
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22．．細細胞胞系系譜譜モモデデルルをを用用いいたたCCDD7733陽陽性性細細胞胞のの骨骨髄髄ニニッッチチ形形成成のの評評価価 
CD73CreERT２マウスとR26-tdTomato マウスを交配し、CD73CreERT２：R26-tdTomato マウスを作製した。胎生

期の母親マウスにタモキシフェンを投与し、生後14日目に骨組織を採取し、tdTomato陽性がどの時期に出現し、どの

ように分布していくか解析した。tdTomato陽性細胞は胎生14.5日から出現し、海綿骨、関節軟骨、滑膜において存在

が確認された。関節軟骨組織における tdTomato 陽性細胞はSox9 を発現していたことから、軟骨前駆細胞であること

が示唆された。また、Metaphysis付近は骨芽前駆が多く存在し、盛んに骨分化・成熟が行われる場所である。tdTomato
陽性細胞はMetaphysisの血管周囲に局在し、マウスの成熟とともに皮質骨内へ移動し骨細胞へと分化することが明ら

かとなった（図2）。それに対し、骨髄内の tdTomato陽性SECsは観察されず、成体マウスにタモキシフェン投与を行

った場合においても、tdTomato発現が認められなかった。BACを用いたトランスジェニックマウスとノックインCre
マウスによる発現量の差がSECsのラベル効率に影響を与えたと考えられた。また、細胞系譜モデルに大腿骨骨折モデ

ルを作製したところ、tdTomato 陽性細胞は軟骨・骨芽細胞へと分化し、新生軟骨・骨形成に寄与する事が明らかとな

った。 
以上のことから、CD73 陽性 MSCs は、増殖能および骨軟骨細胞への分化能の高い集団であることが明らかとなっ

た。これらの細胞群は骨損傷時の骨軟骨形成およびニッチの再構築に重要な役割を果たすことが明らかとなった。今後、

細胞系譜解析をさらに進め、骨髄ニッチを構成する CD73 陽性細胞を包括的に解析する予定である。また、CD73 は

AMPからアデノシン（ADO）を生成する細胞表面酵素であり、ADO受容体（ADO-R）の活性化を介して骨髄内の免

疫細胞の増殖・分化などの調節に働いている。CD73陽性細胞は高い増殖能、組織再生能を示したことから、CD73を

介した ADO シグナルが生体内の MSCs/SECs の生理機能にどのように影響を与えているかについても検討する予定

である。 

 
図2．細胞系譜解析マウスを用いたCD73発現細胞の追跡 

タモキシフェン投与を胎生 16.5 日に投与し、生後 14 日で大腿部を解析した。tdTomato      
（赤色）で標識された細胞は、関節軟骨、骨梁表面やCD31（緑色）陽性血管内皮細胞の周囲に

存在していた。また、一部の tdTomato 陽性細胞は、皮質骨内の成熟骨細胞や骨内腔面の骨芽

細胞へと分化していた。スケールバー：100μm。 
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