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〈要 約〉

　Nestin陽性細胞は骨髄において造血を支持する機能をもつ重要な細胞であるが，内軟骨性の骨化におけるこれらの細胞の形成の過程は明らかにされていない．Nestinの遺伝子プロモーターに依存してGFPを発現するマウスを詳細に解析した結果，Nestin陽性細胞は軟骨原基に侵入する血管内皮細胞およびその近傍の間葉系細胞において認められ，間葉系細胞は骨軟骨系の前駆細胞からIndian hedgehogおよびRunx2の作用により形成されることが明らかになった．また，細胞系譜の解析の結果，Nestin陽性細胞に由来する細胞としては血管内皮細胞が圧倒的に多いことが明らかになった．以上の結果より，Nestin陽性細胞は内軟骨性の骨化において血管の形成と密接に関連して発生し，その結果，骨芽細胞系および血管内皮細胞系の前駆細胞を含む多様な細胞を構成することが明らかになり，骨髄において造血を支持する微小環境を構成する細胞の複雑性が示唆された．

はじめに

　骨は運動器としての主要な機能にくわえ，成体においては造血幹細胞から血液細胞が分化する唯一の部位である骨髄を形成する重要な器官である．大部分の骨は，発生の過程において軟骨原基が骨と骨髄により置換される内軟骨性の骨化により形成される1)．その過程においては，まず軟骨細胞が形成され，つづいて骨芽前駆細胞が原基中心部の肥大軟骨細胞と近接する傍軟骨膜において形成される．この傍軟骨膜の骨芽前駆細胞は血管をともない軟骨原基に侵入し，1次骨化中心において骨芽細胞および間質細胞へと分化する2)．胎生の後期において主要な造血部位は肝臓から脾臓および骨髄に移行するが，この1次骨化中心の骨髄間質細胞はCXCL12などの重要なケモカインを産生し，造血系幹細胞を支持する幹細胞ニッチの形成と密接に関連する3)．また，骨髄間質細胞にくわえ，内骨膜骨芽細胞，血管内皮細胞，周皮細胞など多様な細胞が造血系幹細胞を骨髄に維持する微小環境を構成する4-7)．成体の骨髄において，中間径フィラメントであるNestinを発現する細胞は間葉系幹細胞としての挙動を示し，さらに，造血系幹細胞の重要な構成要素であることが報告されている8)．このように重要なはたらきを示すNestinを発現する細胞が内軟骨性の骨化の過程においてどのように形成されるかに関しては，これまで明らかにされていない．筆者らは，骨発生の過程におけるNestin発現細胞の起源，異質性，運命を明らかにするためこの研究を行った．

1．内軟骨性の骨化におけるNestin陽性の血管内皮細胞およびほかの間葉系細胞の形成

　Nestinの遺伝子プロモーターに依存してGFPを発現するマウスを用いて，初期の骨発生を解析した．胎生10.5日齢の肢芽中央部において，Nestin陽性細胞はCD31陽性細胞と相似した網状の分布を示し，多数の共陽性細胞が認められた．胎生11.5日齢において，Nestin陽性細胞は骨軟骨原基の前駆体である間葉集合の内部には認められず，周辺部に少数のCD31との共陽性細胞が認められ，その数は胎生12.5日齢において初期の肥大化軟骨に近接する傍軟骨膜の形成にともない増加した．CD31陰性Nestin陽性細胞は，胎生13.5日齢において傍軟骨膜の内面の血管に近接した部位にはじめて出現した．胎生14.5日齢における傍軟骨膜の肥厚化および胎生15.5日齢における軟骨原基への血管の侵入による1次骨化中心の形成にともない，CD31陽性Nestin陽性細胞およびCD31陰性Nestin陽性細胞は互いに密接に関連しながらいちじるしく増加した．よって，内軟骨性の骨化の進行にともない，CD31陰性Nestin陽性細胞およびCD31陽性Nestin発現細胞が漸進的に形成されることが明らかになった．

2．Nestin陽性の非血管内皮細胞は骨芽細胞系の前駆細胞を含む

　内軟骨性の骨化の過程において，骨軟骨の前駆細胞がどのようにNestin陽性細胞に寄与するかについて検討した．Creリコンビナーゼを用いた細胞系譜の解析の結果，II型コラーゲンを発現する骨軟骨の前駆細胞はCD31陽性Nestin陽性細胞には寄与せず，胎生13.5日齢に出現するCD31陰性Nestin陽性細胞に寄与することが明らかになった．また，誘導型のCreリコンビナーゼを用いた細胞系譜の解析の結果，これらの骨軟骨の前駆細胞そのものはNestin陰性であり，発生の進行にともない漸進的にCD31陰性Nestin陽性細胞に寄与することが認められた．また，これらのCD31陰性Nestin陽性細胞はOsterix陽性の骨芽前駆細胞と多く重複し，Indian HedgehogノックアウトマウスおよびRunx2ノックアウトマウスの骨原基においてこれらの細胞は形成されなかった．これらの結果より，非血管内皮系のNestin陽性細胞は骨芽前駆細胞を含み，骨軟骨系の前駆細胞からIndian HedgehogおよびRunx2の作用により分化して形成されることが明らかになった（図1）．

3．Nestinの遺伝子プロモーターに依存して発現する誘導型CreリコンビナーゼはNestin陽性の血管内皮細胞を選択的に標識する

　Nestinの遺伝子プロモーターに依存して誘導型Creリコンビナーゼを発現するマウスを用いて細胞系譜を解析した．骨髄腔が形成される胎生16.5日齢よりあとのCreリコンビナーゼの発現のみが，長期にわたり生存の可能な細胞を標識した．とくに，生後3日齢において標識をうけたNestinに由来する細胞は少なくとも6カ月以上も残存し，骨髄腔の血管洞と相似した網状に分布した．これらの細胞の大半はCD31陽性の血管内皮細胞であり，一部は一過性に骨芽細胞系に寄与したものの，その大半は時間の経過とともに消失した．また，骨髄脂肪細胞には分化せず，ごくまれに成長板の軟骨細胞への分化が認められた．さらに，一部の細胞は骨髄細動脈のCXCL12陽性の血管内皮細胞へと分化した．

4．生後に発生した骨髄のNestin陽性細胞は異質性に富む間質細胞から構成される

　生後に発生した骨髄においてNestin陽性細胞を構成する細胞を，Nestinの遺伝子プロモーターに依存してGFPを発現するマウスを用いて詳細に検討した．生後1週齢の発生骨髄においては，GFPは成長板の軟骨の直下にある1次海綿骨の傍血管細胞および骨髄細動脈の周皮細胞にとくに強く発現し，また，骨芽細胞，骨細胞，血管内皮細胞にも発現が認められた．生後2カ月齢の成体の骨髄においてはGFPを発現した細胞の数はいちじるしく減少したが，骨芽細胞および骨細胞における発現は存続した．さらに，Nestinの遺伝子プロモーターに依存して発現する誘導型Creリコンビナーゼは，Nestinの遺伝子プロモーターに依存してGFPを発現した細胞のうち，とくに血管内皮細胞に富む画分を標識した．また，Nestinの遺伝子プロモーターに依存してGFPを発現した細胞は，骨芽細胞系のOsterix発現細胞およびその子孫細胞，血管内皮細胞系のTie2発現細胞およびその子孫細胞，傍血管間質細胞系のレプチン受容体発現細胞およびその子孫細胞，さらには，成熟した骨芽細胞を含み，異質性の高い細胞の集団であることが明らかになった．

おわりに

　胎生期の骨髄における造血の確立には，傍軟骨膜から軟骨原基に侵入する骨芽前駆細胞および血管内皮細胞が必須であり，1次骨化中心の形成とともに，造血系幹細胞を支持する機能をもつ骨芽細胞，間質細胞，周皮細胞，血管内皮細胞など多様な細胞がほぼ同時に形成される．この研究により得られた所見は，これらの侵入した血管と密接に関連する細胞がNestinを発現することを明らかにした．成体の骨髄において，Nestin陽性細胞はコロニーを形成する画分を独占的に含み間葉系幹細胞としての挙動を示すことが報告されているが，これらの細胞は初期の骨発生においてはむしろ骨軟骨の前駆細胞からIndian hedgehogやRunx2の作用により分化する細胞であり，間葉系の細胞系譜におけるもっとも早期の細胞ではないことが示唆された．また，Nestinは成熟した骨芽細胞や骨細胞など広範な細胞に発現することから，Nestinをいわゆる間葉系幹細胞の特異的なマーカーとしてとらえることはむずかしい．また，間葉系幹細胞としての挙動を示すNestin陽性の周皮細胞のみならず，Nestin陽性の血管内皮細胞も，造血系幹細胞を維持する微小環境を構成する細胞として重要な機能をもつことが示唆された．
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〈図説明〉

図1　Nestin陽性の非血管内皮細胞は骨軟骨系の前駆細胞からIndian HedgehogおよびRunx2の作用により分化する
