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要要旨旨 

免疫系は感染防御に必須なだけでなく、組織破壊や修復にも関与する。関節リウマチに

おいて、免疫系は炎症性の組織破壊を誘導する。一方、リンパ球による骨折治癒促進や

サイトカインによる骨形成促進が報告されているが、骨形成を促進する免疫細胞サブセ

ットや骨形成促進機序は不明である。私は、マウス大腿骨損傷モデルにおいて、損傷後

の急性炎症期に骨周囲組織でVγ6+ γδ T細胞が IL-17Aを発現すること、および IL-17Aが

損傷組織中の骨芽細胞前駆細胞の増殖と骨形成を促進し、骨再生を誘導することを発見

した。本研究により、IL-17A産生γδ T細胞が免疫系と骨形成とを結びつける新たな役割

を有することが明らかになった。 
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第第一一章章	
 	
 序序文文 

1-1. 免免疫疫系系にによよるる骨骨代代謝謝制制御御 

1-1-1. 骨の形成と吸収のバランス 

骨は、生体の支持、運動機能、臓器の保護の他に、体液の恒常性維持、造血などの多

様な機能を有する。成長発育の停止後、骨は巨視的に見ると形態上の変化が少ないた

め静的な組織のように思われる。しかし、微視的には、骨では古くなった組織や損傷

を受けた組織の除去とそれに代わる新しい骨組織の添加（リモデリング）が常に行わ

れており、実際は動的な組織であることが分かる。リモデリングは骨芽細胞による骨

形成と破骨細胞による骨吸収のバランスにより厳密に制御されている。この形成と吸

収のバランスは、筋骨格系だけでなく、内分泌系、神経系、免疫系などの他の組織か

らの調節を受けることにより複雑に制御される（（図図 1））。これらの調節因子の中で、

免疫系は細胞の起源、サイトカイン、シグナル伝達分子、骨髄環境を共有する点で他

の調節因子と一線を画している 1。骨形成と骨吸収のバランスが適正に保たれれば骨

は正常機能を発揮することができるが、このバランスが撹乱されると異常な骨形成や

骨吸収が起こり、各種骨代謝疾患の発症に繋がる 2。 

 

1-1-2. 免疫系による組織の破壊と再生の制御 

免疫細胞は、病原体や自己抗原による刺激に反応し、サイトカインやケモカイン、ケ

ミカルメディエーターを産生し、組織に炎症を引き起こす。病原体の侵入に際して適

正に活性化され、その病原体を排除することが免疫系の主たる役目であるが、自己抗

原に対して免疫系が活性化されてしまうと自己免疫疾患を発症し、組織破壊が起こる。 
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図1	
 様々な調節因子により制御される骨代謝機構 
骨では、古くなった組織や損傷を受けた組織は吸収され、新たな骨組織が添加されてい

る。この吸収と形成のバランスは、筋骨格系だけでなく他の多くの調節因子による影響

を受けている。調節因子には、内分泌系、神経系、消化器系、免疫系、造血系、血管系

などがある。これらに対して成長／加齢、外力、食餌、感染、免疫寛容の破綻、投薬、

腫瘍などの刺激が加わると、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成のバランス

が変化する。骨吸収と骨形成のバランスの制御が正しく行われることにより、骨はその

機能を生涯にわたり発揮することができるが、制御が撹乱されると異常な骨形成や骨吸

収が起こり、疾患の発症に繋がる。 
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また、免疫系は組織破壊だけでなく組織の再生を促進する機能も有しており、近年注

目されている 3,4。骨組織において、免疫系は破骨細胞分化と骨芽細胞分化の両方を制

御し 5,6、骨吸収と骨形成の両方を起こしうる。 

 

1-1-3. 免疫系による骨吸収制御 

骨を吸収する破骨細胞は、単球／マクロファージ系の前駆細胞に由来する。骨芽細胞

などの破骨細胞分化を支持する細胞は、生存／増殖因子macrophage colony-stimulating 

factor（M-CSF）および分化に必須のサイトカイン receptor activator of nuclear factor-κB 

ligand（RANKL）を産生する。これらの作用により、破骨細胞分化が誘導される。

RANKLは破骨細胞分化因子として発見される 7,8よりも先に、T細胞上に発現する樹

状細胞の制御因子として報告されており 9、これらの一連の発見により骨と免疫系が

分子レベルで結びつけられた。 

 関節リウマチは、免疫系と骨代謝制御の関連が見られる疾患の典型例であり、

関節リウマチの疾患研究を通じて免疫系による破骨細胞分化の制御機構の解明が進

められてきた。関節リウマチでは、炎症性サイトカインの IL-17A（後述）が重要な役

割を果たす。IL-17A は、TNF、IL-1β、IL-6 といった炎症性サイトカインの産生を促

進することが知られていたが 10,11、IL-17Aがリウマチ患者の関節中から検出され、さ

らに、培養骨芽細胞によるRANKL発現を亢進し破骨細胞分化を促進したことから 5、

IL-17Aの関節リウマチにおける骨破壊への関与が示唆された。そして、関節炎モデル

マウスを用いた実験から、実際に IL-17A がマウスの関節炎発症を誘導することが示

された 12。IL-17Aの産生細胞として、新規のヘルパーT細胞サブセット Th17細胞が
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報告され（詳細は後述）、関節リウマチにおいてもこの細胞が IL-17Aを介して破骨細

胞分化支持細胞のRANKLの発現を亢進させ、破骨細胞を誘導することが明らかにな

った 13。さらに、Th17細胞自体もRANKLを発現し 13、破骨細胞分化に寄与する可能

性が考えられている。 

 関節リウマチだけでなく、他の疾患でも免疫系が破骨細胞分化を誘導し、骨吸

収を起こしうる。歯周炎はその一つで、細菌感染により好中球、マクロファージ、リ

ンパ球などの免疫細胞が歯周組織に浸潤する。これらの細胞が TNF、IL-1β、IL-17A

といった炎症性サイトカインを産生し、炎症と破骨細胞分化を誘導し、歯周組織の破

壊が起こる 14。 

 

1-1-4. 免疫系による骨形成制御 

骨形成は間葉系幹細胞に由来する骨芽細胞により行われる。間葉系幹細胞で転写因子

Runx2およびOsterixが誘導されることにより骨芽細胞への分化が決定する 15。分化が

進行するに従い、骨芽細胞は骨基質分子であるオステオポンチン、I 型コラーゲン、

オステオカルシンなどを産生する。また、アルカリホスファターゼ（ALP）の発現も

分化に伴い上昇する。ALPは石灰化阻害物質のピロリン酸を分解する酵素で、石灰化

を促進する。骨芽細胞は、分化段階や活性の高さに応じて組織学的に異なる形態を示

し、形態を元に I~IV型骨芽細胞に分類される 16。前骨芽細胞は楕円形で細胞質に乏

しく、I型骨芽細胞と呼ばれる。II型骨芽細胞は方形または洋梨状を呈し、核周明庭の

認められうる基質合成能の高い細胞をさす。III型骨芽細胞は II型骨芽細胞よりも平坦

で、核周明庭の認められない細胞である。IV型骨芽細胞は扁平化した骨芽細胞である。 
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 免疫系による骨形成促進現象そのものは古くから認知されてきた。骨折治癒の

過程で炎症が起こることは臨床的に広く認められた現象である。また、抗炎症薬であ

るステロイドの投与は偽関節形成など、治癒不全の原因となる 17。外傷による炎症に

継発する骨化現象として他に、外傷性骨化性筋炎や進行性骨化性線維異形成症が知ら

れている。後者に関しては、免疫抑制剤の投与により異所性骨化が長期間抑制された

という症例報告がある 18。また、感染性骨髄炎に継発した骨膜反応、脊椎関節症で認

められる靭帯骨化も免疫系による骨形成誘導の例である。近年、脊椎関節症のモデル

マウスの腱付着部に、ROR-γt+CD3+CD4−CD8−T 細胞（ROR-γt：Th17 細胞分化のマス

ター転写因子であり IL-17Aや IL-23受容体などの発現を誘導する）が常在することが

見出された。このT細胞は IL-23刺激を受け、IL-22を産生し骨形成を促進することが

明らかにされている 19。 

 免疫系が骨形成に及ぼす影響は、in vitroにおいても検討されている。各種サイ

トカインを培養間葉系細胞に作用させ、骨芽細胞分化や石灰化などの機能への影響を

評価した報告がこれまで多くなされてきた。興味深いことに、破骨細胞分化誘導能を

有することから骨吸収性のサイトカインとして位置づけられる IL-1β、IL-6、IL-17A、

TNFが骨形成を促進するという報告も多い（（表表 1））。。 

 以上のように、免疫系による骨形成現象についてこれまで多くの報告がなされ

てきた。しかしながら、生体で実際に免疫系がどのような機序により骨形成を誘導し、

骨折治癒や異常な骨形成を引き起こしているのかについては不明な点が多く残され

ている。 

 



 12 

サイトカイン 標的細胞 作用 文献 

IL-1β 

ヒト骨髄間葉系幹細胞 ALP活性↑	
 石灰化↑	
 Runx2↓ 100 

ヒト骨髄間葉系幹細胞 増殖↑	
 石灰化↑ 101 

ヒト間葉系幹細胞 Runx2 ↑	
 石灰化↑ 102 

マウス骨髄間葉系幹細胞 増殖↓	
 石灰化↓ 103 

MC3T3-E1マウス骨芽細胞様細胞株 増殖↑	
 石灰化↑ 103 

マウス骨組織由来細胞 増殖↓	
 ALP活性↓	
 石灰化↓	
 Runx2↓	
 Sp7↓	
 Alpl↓	
 Col1a1↓ 104 

ヒト骨格筋間質細胞 ALP活性↑ 105 

IL-4 マウス骨髄間葉系幹細胞 石灰化↓ 32 

IL-6 

ヒト間葉系幹細胞 Runx2 ↑	
 石灰化↑ 102 

マウス骨髄間葉系幹細胞 石灰化→ 32 

MG-63ヒト骨肉腫細胞株 増殖↓	
 ALP活性↑ 106 

ヒト骨格筋間質細胞 ALP活性↑	
 遊走↑ 105 

マウス脂肪組織間質細胞 ALP活性↑	
 石灰化↑ 107 

IL-17A 

ヒト骨髄間葉系幹細胞 ALP活性↑	
 石灰化↑ 108 

ヒト間葉系幹細胞 石灰化↑	
 Runx2↑ 102 

ヒト間葉系幹細胞 ALP活性↑	
 石灰化→ 109 

ヒト間葉系幹細胞 増殖↑	
 ALP活性↑	
 石灰化↑ 110 

マウス骨髄間葉系幹細胞 石灰化→ 32 

ラット新生仔頭蓋冠細胞 ALP活性↓	
 石灰化↓ 26 

C2C12マウス筋芽細胞株 ALP活性↑	
 COX-2↑	
 遊走↓	
 骨格筋分化↓ 6 

C2C12マウス筋芽細胞株 増殖↓	
 ALP活性↑ 111 

IL-17F MC3T3-E1マウス骨芽細胞様細胞株 Runx2↑	
 Sp7↑	
 Col1↑	
 Col2↑	
 Bsp↑ 35 

IFN-γ 
ヒト骨髄間葉系幹細胞 石灰化↓ 28 

マウス骨髄間葉系幹細胞 石灰化↓ 32 

TNF 

ヒト骨髄間葉系幹細胞 ALP活性↑	
 石灰化↑	
 Runx2↓ 100 

ヒト骨髄間葉系幹細胞 石灰化↑ 112 

ヒト骨格筋間質細胞 ALP活性↑	
 遊走↑ 105 

ヒト間葉系幹細胞 石灰化↑	
 Runx2 ↑ 102 

ヒト間葉系幹細胞 ALP活性↑	
 石灰化↑ 109 

ヒト骨髄間葉系幹細胞 石灰化↓	
 アポトーシス↑ 28 

マウス骨組織由来細胞 増殖→	
 ALP活性↓	
 石灰化↓	
 Runx2↓	
 Sp7↓	
 Alpl↓	
 Col1a1↓	
 Spp1↓	
 Sparc↓ 104 

マウス骨髄間葉系幹細胞 石灰化↓	
 アポトーシス↑ 32 

 

表1	
 サイトカインによる骨芽細胞分化制御 
各種間葉系細胞の in vitroにおける骨芽細胞分化／機能に対するサイトカインの作用。増
殖、ALP活性、石灰化、遊走、アポトーシス、遺伝子発現の変化を示す（↑：上昇、↓：
低下、→：不変）。生物種、細胞の分化段階などの条件により、サイトカインの作用は
必ずしも一致しない。 
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1-2. 骨骨折折治治癒癒ののメメカカニニズズムムとと免免疫疫系系 

1-2-1. 骨折治癒のプロセス 

骨折治癒は、免疫系による骨形成制御現象の中で最も古くから研究されている。過剰

な外力により連続性が絶たれた骨は、血腫形成、炎症、骨形成、骨リモデリングの段

階を経て、瘢痕を形成することなく本来の形態と機能を取り戻す 20。骨折直後、損傷

組織の血管が断裂し血腫が形成される。血腫中には好中球、マクロファージ、リンパ

球が浸潤し、損傷組織の細片や死細胞の貪食と、サイトカイン、ケモカイン、ケミカ

ルメディエーターの産生が起こる。これらの作用により、損傷部位には炎症が起こる。

損傷部位では、損傷の条件に応じて骨膜や骨格筋、骨髄などの周囲組織および末梢血

中から間葉系細胞が動員される 21,22。間葉系細胞は骨欠損の大きさや骨折固定の安定性

により、軟骨細胞または骨芽細胞に分化、軟骨基質と骨基質を産生し、仮骨を形成す

る。仮骨は、石灰化していない軟性仮骨と石灰化した硬性仮骨とに分けられる。仮骨

が形成された段階では、骨は形態的にも組織学的にも骨折前とは異なる。すなわち、

形態的には元の骨を仮骨が大きく被覆しており、組織学的には未熟な構造の線維骨で

ある。仮骨はリモデリングを経て正常な形態と組織学的構造を有する骨組織に置換さ

れ、骨折治癒に至る（（図図 2））。 

 

1-2-2. モデルを用いた骨折治癒／骨再生の検討 

マウスやラットの骨に欠損を形成することで、骨折治癒や骨再生の過程を検討するこ

とが出来る。これまでに骨の欠損の作製法や固定法の異なるさまざまなモデルが作出

されてきた。主なモデルとして、大腿骨や脛骨に三点曲げ法や骨切り術により横骨折 
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図2	
 マウス長管骨で見られる骨折治癒の経過 
a. 過大な外力により、骨折と周囲組織の損傷が起こる。骨折治癒の経過を点線部を拡大
しb - dに示す。b. 受傷後0~3日。骨折に伴い骨髄や骨周囲の組織で血管の断裂がおき、
血腫が形成される。血腫中には好中球、単球、マクロファージ、そしてリンパ球が浸潤

する。これらの細胞がサイトカインやケモカインを産生し、損傷組織に急性炎症が起こ

る。c. 受傷後3~10日。損傷部に間葉系細胞が凝集し始める。骨組織の再生に寄与する
間葉系細胞は、骨膜、骨髄、骨格筋、末梢血に由来することが報告されている。間葉系

細胞が軟骨細胞や骨芽細胞に分化し、それぞれ軟骨基質、骨基質を合成することにより、

仮骨形成が始まる。石灰化する前の段階の仮骨は軟性仮骨と呼ばれる。なお、骨片間の

距離が小さく、骨片の固定が良好であれば骨形成のみが起こる。d. 受傷後 10日以降。
軟性仮骨が石灰化し、硬性仮骨となる。硬性仮骨は組織学的には層板構造を有さない線

維骨であるが、破骨細胞と骨芽細胞によるリモデリングを受け、元の骨構造と機能を回

復する。 



 15 

を引き起こす骨折モデル 23,24、大腿骨や脛骨に骨孔を形成する骨損傷モデル 25、および

頭蓋冠に欠損を形成する頭蓋冠欠損モデルが用いられる 26。また、他のマウスより摘

出した骨幹部を欠損部に移植する骨移植モデルも存在する 27。骨折モデルや骨移植モ

デルでは骨の連続性が完全に絶たれるため、髄内釘や創外固定装置、プレートによる

固定が必要である 23,28,29。一方、骨損傷モデルと頭蓋冠欠損モデルでは骨の連続性は部

分的に保たれているため固定は不要である。骨欠損の修復機序は、骨片間の距離と固

定の安定性により異なることが知られている。骨片間の距離が大きい場合や固定が不

安定である場合は軟骨内骨化優位の骨化が起き、逆に骨片間の距離が小さく固定が強

固であれば主に膜内骨化による骨化が起き、仮骨が形成される（（図図 3））。 

 骨損傷モデルは、大腿骨や脛骨に手術により骨孔を形成し、骨および周囲組織

に損傷を引き起こすモデルである（2-3に術式を示す）25。このモデルでは軟骨形成を

伴わない膜内骨化により骨再生が起こるため、治癒機転は前述の一般的な骨折治癒過

程（（図図 2））とは異なる。損傷に伴い血腫形成や炎症が起こることは骨折モデルと共通

であるが、骨孔内に凝集する間葉系細胞は骨芽細胞に分化し線維骨が形成され、軟骨

形成は認められない。そして、線維骨はリモデリングにより成熟した皮質骨となり治

癒に至る（（図図 4））。骨損傷モデルは臨床的に見られる骨折とは異なるものの、目視下

で欠損を形成でき、また、骨折モデルと異なり固定が不要であるため術式が簡便であ

る。また、マイクロCTを用いた骨再生の解析では、骨孔内の新生骨の体積を骨孔の

体積で除することにより、個体間の欠損の大きさの差を排した骨形成の定量的評価が

可能である。さらに、骨幹中央部だけでなく骨幹端部や関節にも欠損を形成でき、海

綿骨や軟骨組織の再生の解析にも応用できる拡張性の高いモデルでもある 30。また、 
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図3	
 骨折治癒／骨再生のモデル 
骨折治癒／骨再生のモデルとして、欠損の形成法や固定法の異なるいくつかのモデル

が存在する。骨折モデルは骨切り術や三点曲げ法により横骨折を引き起こすモデルで、

固定には創外固定装置、髄内釘、プレートが用いられる。創外固定装置や髄内釘によ

り固定する場合には骨片間の離解や骨片固定が不安定であることが原因で、軟骨内骨

化優位の骨化が起こり治癒に至る。一方、プレートを用いた場合は、骨片同士が密着

しており、固定も強固であるため膜内骨化により治癒が起こる。骨孔形成により欠損

を形成する骨損傷モデルと頭蓋冠欠損モデルでは骨の連続性が保たれているため固

定は不要である。これらのモデルでは欠損部は膜内骨化により再生する。 



 17 

骨の連続性が保たれるため、術後の運動障害による治癒への影響も少ないと考えられ

ている。骨欠損部は膜内骨化により再生するため 25,30,31、膜内骨化による骨形成の検討

に適している。また、頭蓋冠欠損モデルでは、骨孔内に人工材料を充填し、治療効果

の検討が行われているが 26,32、骨損傷モデルでも同様の実験が可能と考えられる。本研

究では、免疫系の in vivoでの骨形成に対する影響を解析するにあたり、術式の簡便性

と骨形成の定量性という特長に着目し、大腿骨骨損傷モデルを用いた。 

 

1-2-3. 骨折治癒への免疫系の関与 

前述の通り、骨折治癒への免疫系の関与が指摘されている。遺伝子改変マウスを用い

た研究から、炎症性サイトカインや免疫細胞の関与が検討されている。TNF受容体を

欠損する Tnfrsf1a−/−Tnfrsf1b−/−マウスや Il6−/−マウスの骨折モデルで骨折治癒が遅延する

ことから、TNFや IL-6が骨折治癒を促進することが示された 24,33,34。但し、これらの

サイトカインの産生源は同定されていない。骨損傷モデルを用いた解析からは骨組織

に常在するマクロファージが骨再生を促進することが示され 31、免疫系が膜内骨化を

促進することが示唆された。また、成熟リンパ球を欠く Rag1−/−マウス（Rag1：

recombination activating gene 1、TCRおよびBCRを形成する際のVDJ再編成に必須の

酵素）の骨折モデルを用いてリンパ球の機能の解析が行われた。その結果、Rag1−/−マ

ウスでは野生型マウスと比較して、治癒経過の骨の密度や強度が上昇し、治癒が促進

されると報告された 43。しかしその後、別のグループによりRag1−/−マウスの骨折モデ

ルでは野生型マウスと比べ、骨折後、骨形成に関わる遺伝子の発現や骨形成速度が低

下し、骨折治癒が遅延すると報告された 35,36。両者の違いの原因は不明であるが、近年 
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図4	
 マウス骨損傷モデルにおける骨再生のプロセス 
a. 骨損傷モデルにおいては、回転切削器具により皮質骨に骨孔が形成される。また、
その過程で骨格筋などの骨周囲組織にも損傷が起こる（術式は2-3参照）。点線部を拡
大し、骨再生の過程をb - eに示す。b. 損傷後0~5日。損傷部に血腫が形成され、炎
症性細胞が浸潤し炎症が惹起される。c. 損傷後約7日。骨欠損部に間葉系細胞が凝集
し、骨芽細胞に分化する。膜内骨化により線維骨が形成され始める。d. 損傷後 10日
以降。骨欠損内部が線維骨により満たされる。骨組織には骨髄組織の侵入も認められ

る。破骨細胞も見られるようになり、リモデリングが開始される。e. 損傷後約20日。
骨欠損部に形成された線維骨はリモデリングにより成熟し、層板骨となる。 
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エフェクター記憶 CD8+T細胞が骨折治癒を遅延させることが報告されたことから 28、

リンパ球には骨形成を促進または抑制する複数のサブセットが存在することが想定

される。しかし、骨折治癒を促進するサブセットや、治癒過程で免疫細胞が産生する

エフェクター分子については十分解明されていない。 

 

1-3. IL-17Aにによよるる骨骨代代謝謝制制御御 

IL-17Aは、元々マウス細胞傷害性T細胞ハイブリドーマからCTLA8として単離された

分子で10、その後新規のサイトカインとしてIL-17と命名された。相同性解析により、IL-17

と相同性の高い IL-17ファミリーが発見され 37、これに伴い IL-17には改めて IL-17Aと

いう分子名が付けられた。そして、他のファミリー分子は IL-17B~IL-17Fと命名された。 

 

1-3-1. IL-17Aの受容体とシグナル伝達機構 

IL-17Aは IL-17A同士または IL-17Aと IL-17Fとがジスルフィド結合した二量体とし

て分泌され、IL-17RAと IL-17RCとからなる受容体複合体に結合する。これらの受容

体分子は多くの組織、細胞で発現が認められ、実際 IL-17A は様々な細胞に対して作

用する。IL-17RAは様々な組織や細胞で発現し、骨芽細胞や免疫系の細胞で特に発現

が高い（（図図 5a））。一方、IL-17RCは血球系細胞での発現は認められるものの、そのレ

ベルは低く、上皮組織や脂肪、筋、骨などの間葉系細胞で高く発現している（（図図 5b））。 

 IL-17 受容体ファミリー分子は、細胞質領域に similar expression to fibroblast 

growth factor/ IL-17R（SEFIR）ドメインを有する。このドメインには、アダプター分

子nuclear factor-kappa B（NF-κB）activator 1（Act1）が会合する 38。さらに、IL-17RA 
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図図 5a. Il17ra 
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図図 5b. Il17rc 
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は細胞質領域末端側にTIR-like loop（TILL）ドメインおよびC/EBPβ-activation domain

（C-BAD）39,40を有する。Act1はU-boxドメインを有し、Act1に会合したアダプター

分子 tumor-necrosis factor receptor-associated factor（TRAF6）をユビキチン化により活性

化する。活性化したTRAF6はTGF-β-activated kinase（TAK）複合体、IκB kinase（IKK）

を介して転写因子NF-κBを活性化する41。NF-κBにより標的遺伝子が発現する。また、

Act1はinducible inhibitor of NF-κB kinase（IKKi）によるリン酸化を受けることでTRAF2/ 

TRAF5/ ASF（alternative splicing factor）とも複合体を形成する 42。ASFはmRNAを分

解するが、この複合体形成によりその作用は阻害され、結果として mRNA が安定化

する 43。Act1と他の分子との複合体形成はリガンド結合に伴うHsp90（heat shock protein 

90）のAct1への結合により促進される 44。IL-17受容体シグナルには抑制機構も存在

する。TRAF3は IL-17RAのC-BADに直接結合し、IL-17RA−Act1−TRAF6の複合体形

成を阻害する 45。また、TRAF4はTRAF6とAct1の会合を拮抗的に阻害する。そして、

細胞質末端領域は extracellular-signal-regulated kinase（ERK）およびglycogen synthase 

kinase 3β（GSK3β）を介してCCAAT/enhancer-binding protein β（C/EBPβ）をリン酸化

し、抑制的に作用することが知られている（（図図 6））40。 

 

1-3-2. IL-17Aの機能 

IL-17Aの機能としては、線維芽細胞に作用してNF-κBを活性化し、IL-6の分泌を促 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
P.20、21	
 図5	
 マウス IL-17受容体の発現分布 
各組織／細胞における Il17raおよび Il17rcの発現。a. Il17raは様々な組織や細胞で発現が
見られ、骨芽細胞や免疫系の細胞で特に発現が高い。b. Il17rcは血球系細胞での発現は
低く、皮膚や腸管など一部の上皮組織、脂肪、筋、骨などの間葉系細胞で発現が高い。 

（BioGPS：http://biogps.org/#goto=welcomeのデータベースを元に作成） 
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図6	
 IL-17受容体下流のシグナル伝達機構 
IL-17Aは、ホモダイマーまたはIL-17Fとのヘテロダイマーを形成し、IL-17RAとIL-17RC
からなる受容体分子の複合体に結合する。IL-17RA および IL-17RC の細胞質領域には
SEFIRドメインがある。このドメインにはアダプター分子Act1が会合し、シグナルを伝
達する。Act1はU-boxドメインを介してTRAF6をユビキチン化により活性化し、活性
化TRAF6はTAK1/ TAB2/ TAB3からなるTAK複合体を活性化する。TAK複合体は IKK
を介してNF-κBを活性化し、標的遺伝子の転写が誘導される。Act1は、IKKiによりリ
ン酸化を受けることにより、TRAF2/ TRAF5/ ASFとも複合体を形成する。この複合体形
成により、ASFによるmRNA分解が阻害され、mRNAが安定化する。Act1と他の下流
分子との複合体形成はHsp90により促進される。TRAF3は IL-17RAのC-BADに結合す
ることにより、また、TRAF4はAct1とTRAF6の結合を拮抗的に阻害することにより、
TRAF6の活性化を抑制する。また、IL-17RAの細胞質末端のTILLドメインおよびC-BAD
は、それぞれERKおよびGSK-3βを介してC/EBPβをリン酸化し、標的遺伝子の発現を
抑制する。 
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進することが最初に報告され 46、以降多くの作用が明らかになった。Il17a−/−マウスを

用いた生体レベルでの解析から、コラーゲン誘導性関節炎（CIA）、実験的自己免疫性

脳脊髄炎（EAE）などの自己免疫疾患、接触型過敏症などのアレルギー性疾患の発症

や、細菌や真菌に対する感染防御における重要性が明らかになっている 37,47。これらの

疾患における IL-17産生細胞として初めて報告されたのは新規のヘルパーT細胞サブ

セット、Th17細胞である。メモリーT細胞が in vitroで IL-23により IL-17Aを産生す

るという報告48、そしてこの細胞はTh1細胞やTh2細胞と異なるという報告を経て49,50、

Th17細胞は発見された。Th17細胞は乾癬、関節リウマチ、多発性硬化症、腸炎、感

染症など多くの疾患でその重要性が示されている 51。その後、Th17細胞だけでなくγδ 

T細胞やNKT細胞など他の免疫細胞も IL-17Aを産生することが判明した 37。 

 

1-3-3. IL-17Aの骨折治癒への関与 

IL-17A の骨組織への作用としては、1-1-3 で述べた通り、骨吸収を促進する作用がよ

く知られている。一方、in vitroでの IL-17Aによる石灰化促進作用も報告されており

（（表表 1））、IL-17Aは骨吸収だけでなく、骨形成にも寄与する可能性が示唆されている。

これらのことから、IL-17Aが骨折治癒に際し、仮骨形成やリモデリングに際して骨形

成や骨吸収を制御している可能性が考えられる。 

 最近、ラット頭蓋冠欠損に対し人工骨を充填し、欠損部を再生するモデルでは

IL-17Aの局所投与により治癒が遅延することが報告された 26。また、近年 Namらに

より IL-17ファミリー分子の一つで IL-17Aと相同性の高い IL-17Fが骨芽細胞分化を

促進すること、および、Rag1−/−マウスでは骨折治癒が遅延することが報告され、これ
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らの事実からTh17細胞が IL-17Fを産生することで骨折治癒が促進されるというモデ

ルが提唱されている 35。しかし、前者は人工骨を移植している点で通常の骨折治癒と

は異なり、後者は in vitroの実験結果のみで結論づけている。また、これまで、IL-17A

の発現が骨の損傷や再生に伴い変動するかも明らかにされていない。 

 

1-4. 組組織織損損傷傷／／再再生生ととγγδδ T細細胞胞 

IL-17A産生細胞の一つにγδ T細胞がある。γδ T細胞はT細胞の一種で、TCRがγ鎖とδ

鎖とからなるためこの名で呼ばれ、α鎖とβ鎖を発現するαβ T 細胞と区別される。γδ T

細胞は主として胸腺内で成熟すること、その成熟がRAGに依存することなど、αβ T細

胞と分化機構の一部を共有している。しかしながら、γδ T細胞は末梢血中には非常に少

なく、その一方で皮膚のT細胞の大部分を占めるというαβ T細胞とは異なる分布様式を

とる 52。この特徴に一致して、γδ T細胞は上皮障壁におけるストレスセンサーとして自

然免疫系へ大きく寄与している 53,54。また、マウスを用いた実験から、抗原に対して速や

かに反応し、感染防御や腫瘍免疫療法に重要であることが明らかにされている。 

 

1-4-1. γδ T細胞の発生 

γδ T細胞は胎生期より発生する。胎仔肝に含まれる造血前駆細胞は胸腺中で成熟T細

胞へと分化する。T細胞の分化段階のCD4、CD8ダブルネガティブ（DN）2期にTCRβ、

γ、およびδ鎖の再構成が始まる。この際、機能的なTCRβ鎖よりも先に機能的なTCRγδ

鎖が完成すれば、その細胞の運命はγδ T細胞に決定する 55。この過程で発現するTcrg

遺伝子のセグメントは発生の時期により厳密に制御されており、マウスの場合、胎生
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12日よりVγ5+、Vγ6+、Vγ4+、Vγ1+細胞の順に出現する（（図図 7））。γδ T細胞の中で、腸

管に常在するサブセットであるVγ7+細胞は胸腺外で分化する。 

 γδ T細胞は発現するTCRγ鎖により、定着する部位が規定されている。例えば、

Vγ5+細胞は表皮に、Vγ6+細胞は肺、肝、舌、子宮などに存在する（（図図 7））52,56。Vγ5+

細胞の表皮への定着には、胸腺髄質上皮細胞からの selection and upkeep of intraepithelial 

T cells 1（Skint1）刺激が関与する。Skint1刺激によりVγ5+細胞が成熟し 57、ケモカイ

ン受容体の発現パターンが変化し皮膚への遊走が起こる58。Vγ7+細胞の分化には、IL-15

によるVγ7セグメントのヒストンアセチル化が必要であることが分かっている 59。他

のγδ T細胞の成熟や組織への定着メカニズムについては不明な点が多い。 

 

1-4-2. γδ T細胞の活性化 

γδ T細胞の活性化には、αβ T細胞に見られる抗原提示細胞による抗原の取り込み~提

示のプロセスは必要ではなく、細菌などに由来する抗原に対しToll様受容体（Toll-like 

receptor：TLR）やdectin1などのパターン認識受容体（pattern recognition receptor：PRR）

を介して迅速に反応することが可能である 60,61。また、他の細胞がストレスに応じて発

現するリン酸化抗原などを認識することによっても活性化する 62。αβ T細胞は活性化

に際しTCR刺激、共刺激分子、サイトカインの三種類の刺激を同時に受けるが、γδ T

細胞では同時である必要はなく、TCR刺激に遅れて共刺激やサイトカイン刺激を受け

ても活性化され 55、さらにはTCR非依存的に活性化することも報告されている 61,62。

また、表皮や子宮のγδ T細胞はモノクローナルであるという報告もある 63。これにつ

いては、γδ T細胞は特定の臓器に常在するため、限られた種類の抗原としか遭遇せず、
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TCRが多様であることはそれほど重要でないためであると考えられている 55。 

 

1-4-3. γδ T細胞によるサイトカイン産生と生体における機能 

γδ T細胞のサイトカイン発現パターンの一部は、分化の段階で決定されている。発生

の際に強いTCR刺激やSkint1による刺激を受けた細胞は、CD27+の IFN-γ産生性の細

胞に分化し、弱いTCR刺激を受けた、あるいはTCR刺激を受けなかった細胞はCD27−

の IL-17A産生性の細胞に分化することが分かっている 64。γδ T細胞が産生するサイト

カインはサブセットによっても規定されている。Vγ1+細胞、Vγ5+細胞、Vγ7+細胞は IFN-γ

を産生し、Vγ4+細胞やVγ6+細胞は IL-17Aを産生することが知られている（（図図 7））65。

IFN-γ産生γδ T細胞は、細菌感染 66やウイルス感染 67に際して早期に IFN-γを産生し、

感染防御に寄与する。IL-17A産生γδ T細胞は、細菌感染早期に好中球を感染巣に遊走

させ、細菌の排除に寄与することが報告されている 68。また、腫瘍免疫療法でも、IL-17A

産生γδ T細胞の関与 69やγδ T細胞の移入による IFN-γの誘導 70が報告されている。 

 γδ T細胞は IFN-γやIL-17Aの他にも、TNFなどのサイトカイン、FGFファミ

リーの成長因子を産生することで、炎症や組織の再生に関与している。特に、IL-17A

は好中球の遊走、マクロファージの活性化、IL-22など他のサイトカインの産生誘導

を介して再生に寄与する 69,71,56,72。 
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図7	
 マウスγδ T細胞の発生と定着する臓器 
マウス胸腺内でのγδ T 細胞サブセットの分化の時期は厳密に制御されている。胎生 12
日より、約2日間隔で、Vγ5+細胞、Vγ6+細胞、Vγ4+細胞、Vγ1+細胞の順に分化が始まる。

Vγ1+細胞およびVγ4+細胞は出生後も産生される。成熟後、Vγ5+細胞は皮膚に、Vγ6+細胞

は舌、生殖器、肺、肝に、Vγ4+細胞は肺、リンパ組織、末梢血に、Vγ1+細胞はリンパ組

織と末梢血中に存在する。なお、Vγ7+細胞は胸腺外で分化し、腸管に定着する。Vγ1+細

胞とVγ5+細胞は IFN-γを産生し、Vγ4+細胞とVγ6+細胞は IL-17Aを産生する。 
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1-5. 研研究究目目的的 

上述の通り、これまでの研究から免疫系による骨折治癒の制御、特にリンパ球や炎症性

サイトカインによる制御が報告されてきた。しかしながら、骨折治癒を促進するリンパ

球サブセットや骨折治癒過程でリンパ球の産生するエフェクターサイトカインについて

不明な点が多く残されている。私は、骨損傷後に免疫系が骨再生を誘導するメカニズム、

特に、リンパ球がどのようなサイトカインを産生し骨代謝を制御するのかに注目し、そ

の分子機構の解明を目指した。 

 私は、骨孔形成によるマウス大腿骨の骨損傷モデルの解析を通じて、免疫系に

よる骨形成制御機構を解明することを目的とし、遺伝子欠損マウスやレポーターマウス

を用い、骨再生過程での免疫細胞やサイトカインの関与を解析した。リアルタイム

RT-PCR 法、免疫組織化学染色法、フローサイトメトリー法により、損傷した骨および

周囲組織におけるサイトカイン発現の解析、損傷部に浸潤する細胞の解析を行い、免疫

系の関与を検討した。そして、マイクロ CTや組織学的解析、損傷組織間葉系細胞を用

いた in vitroの解析により、骨再生動態および骨形成の検討を行った。 

 

本研究を通じて、私はマウス大腿骨の骨損傷モデルにおいて、損傷に伴い骨周囲組織で

IL-17Aの発現が上昇することを見出した。Il17a−/−マウスでは骨形成の抑制により骨再生

が遅延していた。In vitroの解析により、IL-17Aは損傷組織の間葉系細胞に直接作用し、

増殖と骨形成を促進することを見出した。IL-17A産生細胞は、Vγ6+γδ T細胞であり、IL-1β

および IL-23 が IL-17A の産生に寄与している可能性が示唆された。以上より、IL-17A

産生γδ T細胞が免疫系と骨形成とを結びつける新たな役割を有することが示された。 
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第第二二章章	
 	
 方方法法 

2-1. 実実験験試試薬薬／／器器具具 

特に記載のない場合、化学薬品についてはナカライテスク、和光純薬各社の特級試薬を

使用した。同様に、チューブ、フィルター、細胞培養のプレートやシャーレ類はBD社

の製品を使用した。 

 

2-2. ママウウスス 

実験に用いたマウスは specific pathogen-free（SPF）環境下にて飼育し、全ての実験は「東

京大学動物実験実施規則」並びに「東京大学動物実験実施マニュアル」に従い施行した。

C57BL/6J野生型マウスは日本クレアより入手した。Il17a−/−マウスおよび Il17f−/−マウスは

東京理科大学 生命医科学研究所 実験動物学研究部門 岩倉 洋一郎 先生よりご供与頂

いた。IL-17Aレポーターマウス（Il17agfp/gfpマウス）はBIOCYTOGENより入手した。Ccr6−/−

マウスは Jackson Laboratoriesより入手した。 

 

2-3. 大大腿腿骨骨損損傷傷モモデデルル 

Nagashima らの大腿骨損傷モデル 25に一部改変を加え、マウス右側大腿骨および周囲組

織に損傷を引き起こした（（図図 8））。6~8 週齢のマウスに対し、生理食塩水（Otsuka 

Pharmaceutical Factory, Inc.）により1/10希釈したペントバルビタールナトリウム（ソムノ

ペンチル®；共立製薬）を10 µl g−1腹腔内投与し、全身麻酔を施した。麻酔奏功後、小動

物用バリカンを用いて右側大腿部を剃毛した。マウスを手術台上に左側臥位にポジショ

ニングし、右側大腿外側面を消毒用アルコールにより消毒した。大腿骨中央部の直上の
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皮膚に大腿骨と平行に約10 mmの切開を施した。皮下組織を骨格筋より鈍的に剥離し、

外側広筋など、大腿前外側面の骨格筋群を切断した。外骨膜を骨表面より鈍的に剥離し、

ルーターとダイヤモンドラウンドポイント（松風）により直径約0.8~1.0 mmの骨孔を

形成した。削片を生理食塩水で除去した後、骨孔辺縁部を25G注射針の尖端部により形

成した。切断した骨格筋および皮膚を針付き 5-0 ナイロン糸（COVIDIEN）を用いて縫

合、閉創した。術後、覚醒まで白熱灯および床敷きを用いてマウスを保温した。 

 

 

 

 

図8	
 マウス右側大腿骨骨孔形成術 

a. マウスの体位および切開線。全身麻酔を施したマウスの右側大腿部を剃毛し、左側臥
位にポジショニングした。右側大腿部をエタノールで消毒し、黄線のごとく切開線を設

定した。b. ダイヤモンドラウンドポイントによる骨孔形成。大腿骨周囲の骨格筋および
骨膜を除去し、骨面を露出した後、大腿骨中央部前外側面を研削した。c. 形成された骨
孔。皮質骨の研削により骨髄からの出血を認めた後、黄点線のごとく骨孔辺縁部を注射

針のカット面を利用して形成した。d. 骨孔形成直後に摘出した大腿骨。円形の骨欠損が
形成された。 
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2-4. 組組織織固固定定法法 

2-4-1. マイクロCT解析用検体 

マウスを頸椎脱臼法により屠殺後、大腿部を摘出した。大腿骨周囲の軟組織を除去し

た後、70％エタノール（4℃）中で浸漬固定し、解析まで保存した。 

 

2-4-2. パラフィン切片作製用検体 

マウスを頸椎脱臼法により屠殺し、大腿部を摘出した。4%パラホルムアルデヒド

（PFA）中で骨周囲の軟組織の一部をトリミングした。さらに、ルーターとダイヤモ

ンドラウンドポイントにより、内側上顆を削合し、骨髄を露出した。その後、4% PFA

（4℃）中で一晩浸漬固定した。 

 

2-4-3. 凍結切片作製用検体 

マウスを全身麻酔下にてPBS（4℃）で灌流脱血後、4% PFA（4℃）で灌流固定した。

4℃で1時間静置した後、大腿部を摘出し、4% PFA（4℃）中で1時間浸漬固定した。 

 

2-5. In vivo細細胞胞増増殖殖アアッッセセイイ 

骨孔形成術施行後6日のマウスに対し生理食塩水により10 mg ml−1に調製したBrdU（ブ

ロモデオキシウリジン、Sigma）を150 µl腹腔内投与した。パラフィン切片作製のため、

術後7日に2-4-2の要領で右側大腿部を摘出、固定した。 
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2-6. ママイイククロロ CT解解析析法法 

2-4-1 の要領で固定した大腿骨の骨孔部をエックス線 CT 装置（ScanXmate-D090S105、

Comscantecno）およびXsys software（Comscantecno）を用いてCT撮像し、得られた断面

像よりconeCT express software（White Rabbit）を用いて三次元画像を構築した。TRI/3D Bon 

software（Ratoc System Engineering）により解析パラメーターを算出した。 

 

2-7. 組組織織学学的的解解析析法法 

2-7-1. パラフィン切片作製法 

2-4-2の要領で固定した組織を脱灰液（OSTEOSOFT®、Merck Millipore）中で4°Cで3

週間震盪した。この間、3日に 1回脱灰液を交換した。脱灰した組織を全自動密閉式

ティッシュプロセッサー（Leica）を用いて脱水、脱脂、パラフィン浸透し、パラフィ

ン包埋装置（Leica）により包埋した。作製したブロックをミクロトーム（Leica）によ

り厚さ6 µmの切片に薄切し、約40℃の温水上で伸展した後、スライドガラス（松浪

硝子工業）上に回収し、約40℃で一晩静置し、乾燥、伸展、接着した。ブロックおよ

び切り出した切片は4℃で保存した。 

 

2-7-2. パラフィン切片染色法 

パラフィン切片を用いてヘマトキシリン・エオシン（HE）染色、酒石酸抵抗性酸ホス

ファターゼ（TRAP）染色、BrdUに対する免疫組織化学染色を行った。パラフィン切
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片の染色に際して、以下のステップで脱パラフィンを行った。 

＜脱パラフィン＞ 

1 キシレン 5分間 6 99.5％エタノール 30秒間 
2 キシレン 5分間 7 95％エタノール 30秒間 
3 キシレン 5分間 8 90％エタノール 30秒間 
4 100％エタノール 30秒間 9 80％エタノール 30秒間 
5 100％エタノール 30秒間 10 70％エタノール 30秒間 

 HE染色は以下の手順で行った。切片を純水で3分間洗浄後、ヘマトキシリン

（MUTO PURE CHEMICALS）で3分間染色した。流水中で約10分間洗浄した後、

エオシンに2分間浸漬した。水道水により洗浄し、脱パラフィンの逆の手順で透徹し、

封入剤（マルチマウント 480、松浪硝子工業）とカバーガラス（松浪硝子工業）によ

り封入した。 

 TRAP染色には、以下の要領で用時調製したTRAP染色液を用いた。切片を純

水で 3分間洗浄後、切片を室温で約 20分間 TRAP染色液に浸漬、染色した後、純水

で洗浄した。その後、ヘマトキシリンに数秒浸漬し対比染色を行った。流水中で約10

分間洗浄した後、HE染色と同じ要領で透徹し、封入した。 

 

＜TRAP染色液調製法（用時調製）＞ 

・基質原液 ナフトールAS-BI リン酸塩 0.07 g 
 N, N-ジメチルホルムアミド 7 ml 
   
・4%パラローズアニリン溶液 パラローズアニリン 5 g 
 純水（50~60℃） 100 ml 
 塩酸 25 ml 

（冷却後濾過） 
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・亜硝酸ナトリウム−アニリン溶液 亜硝酸ナトリウム 0.15 g 
 超純水 3.75 ml 
 4%パラローズアニリン溶液 3.75 ml 
   
・0.2 M酢酸溶液 氷酢酸 2.875 ml 
 純水 250 ml 
   
・0.2 M酢酸ナトリウム溶液 酢酸ナトリウム 8.2 g 
 純水 500 ml 
   
・0.2 M酢酸緩衝液 0.2 M酢酸溶液 250 ml 
 0.2 M酢酸ナトリウム溶液 500 ml 

（1 N水酸化ナトリウム水溶液によりpH 5.0に調製） 
   
・TRAP染色液 0.2 M酢酸緩衝液 60 ml 
 超純水 45 ml 
 基質原液 6 ml 
 亜硝酸ナトリウム−アニリン溶液 7.5 ml 
 酒石酸ナトリウム 1 g 

（水酸化ナトリウム水溶液によりpHを5.1に調製後濾過） 

 

 BrdUに対する免疫組織化学染色には、BrdU Immunohistochemistry Kit（abcam）

を用いた。メーカーの提供するプロトコールに従い抗原賦活化、ビオチン化一次抗体

による標識を行った。次に、1/500希釈Alexa Fluor® 594標識ストレプトアビジン（Life 

technologies）による蛍光標識を行った。抗体反応の条件は室温、1 時間とし、反応後

は洗浄（3分間×2回）を行った。核は1/1000希釈Hoechstにより染色した。水溶性封

入剤（Fluoromount、Invitrogen）とカバーガラスにより封入した。なお、免疫組織化学

染色法において試薬の希釈や洗浄には全てPBSを用いた。以下の実験も同様とした。 

 骨形態計測に際し、骨形成と骨吸収のパラメーターを Win ROOF software

（MITANI Corporation）を用いて算出した。前述の指標に従い、II型骨芽細胞に覆わ

れた骨面を II型骨芽細胞面（Type II osteoblast surface/ bone surface）と定義し、骨形成
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の指標とした（（図図 9））。なお、パラフィン切片では細胞質の収縮により III型と IV型

の細胞の区別がつきにくいことがあり、本研究では II型骨芽細胞についてのみ評価し

た。骨吸収のパラメーターとして、骨吸収面（eroded surface/ bone surface）および、破

骨細胞数（number of osteoclast/ bone surface）を計測した。 

 BrdU+細胞数はTissue Quest software（NOVEL SCIENCE）により計測した。解

析には1体のマウスにつき複数の切片を用いた。 

 

2-7-3. 非脱灰凍結切片作製法（川本法） 

2-4-3 の手順に従い固定した大腿部をヘキサン−ドライアイス中で OCT コンパウンド

（Leica）に包埋し、凍結ブロックを作製した。クライオスタット（Leica）により薄切

した厚さ 5 µmの切片を粘着フィルム上に回収し、スライドガラス上にテープで貼付

した。作製した切片は−80℃にて保存した。なお、川本法原法では試料を未固定で包

埋するが、本研究では4% PFA灌流による前固定を行った。 

 

 

図9	
 骨芽細胞の形態による分類 

骨芽細胞は分化に伴い形態が変化し、形態学的に I型~IV型に分類される。矢印は各
形態の骨芽細胞を示す。a. I 型骨芽細胞。骨芽細胞前駆細胞で、細胞質に乏しく楕円
形の核を有する。b. II型骨芽細胞。基質合成能の高い骨芽細胞で、方形~梨状形を呈
する。c. III型骨芽細胞。II型骨芽細胞と比較して細胞質と核が扁平な形状を呈する。
c. IV型骨芽細胞。休止期にある骨芽細胞で、扁平な核と細胞質を有する。 
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2-7-4. GFPに対する免疫組織化学染色法 

凍結切片を洗浄（3分間×2回）し、OCTコンパウンドを除去した。切片周囲から余剰

なPBSを除いた後、1/2000希釈Tween 20で室温で20分間処理した。洗浄後、Image-iT® 

FX signal enhancer（Life technologies）を切片上に滴下し、室温で20分間ブロッキング

した。洗浄後、一次抗体：1/1000希釈ウサギ抗GFPポリクローナル抗体（abcam）お

よび二次抗体：1/500希釈Alexa Fluor® 488標識ヤギ抗ウサギ IgG抗体（Invitrogen）に

より標識した。抗体反応の条件は室温、1時間とし、反応後は洗浄（3分間×2回）を

行った。核を1/1000希釈Hoechstにより染色し、水溶性封入剤により封入した。 

 

2-8. 細細胞胞調調製製法法 

2-8-1. 骨髄細胞の調製 

マウスを全身麻酔または頸椎脱臼法により屠殺し、大腿骨を摘出した。骨周囲の組織

を除去した後、両骨端を切除し、骨髄腔内にPBSをシリンジと30 G注射針を用いて

注入した。細胞をコニカルチューブに回収し、塩化アンモニウム溶血バッファー（Red 

blood cell lysing buffer、Sigma）を加え約2分間室温で静置し、赤血球を除去した。夾

雑物は70 µmメッシュを用いて除去した。 
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2-8-2. 骨周囲組織の細胞の調製 

マウスに全身麻酔を施し、PBS 20 ml（4℃）により灌流脱血した。大腿部の骨周囲組

織を摘出し、眼科用剪刀により細断した。組織片を 1 mg ml−1コラゲナーゼを含む

DMEM中で37 ℃にて1時間震盪した。夾雑物は70 µmメッシュと40% Percoll®（GE 

Healthcare）を用いた密度勾配遠心法（加速／減速：共に最低、1500 rpm、15分間、4℃）

により除去した。その後、赤血球を2-8-1に示した方法で溶血し、除去した。 

 

2-8-3. 頭蓋冠細胞の調製 

生後 1~3 日のマウスをジエチルエーテルの吸入により屠殺した。断頭後、皮膚を剥

離し、眼窩より後上方の頭蓋冠を摘出した。PBSで洗浄した後、1体分の頭蓋冠を10 

mlの酵素溶液（1 mg ml−1コラゲナーゼおよび2 mg ml−1ディスパーゼを含むα-MEM）

中に浸漬し、37℃にて15分間震盪した。上清を吸引した後、酵素溶液を10 ml添加し、

15分間震盪し、上清を別なコニカルチューブに回収した。この操作を計4回繰り返し、

上清中より頭蓋冠細胞を得た。夾雑物は70 µmメッシュにより除去した。 

 

2-9. 遺遺伝伝子子発発現現解解析析法法 

2-8 の要領で調製した細胞から TRIzol®（Life technologies）を用い、acid guanidine 

thiocyanate-phenol-chloroform（AGPC）法により全RNAを抽出した。Superscript® III reverse 

transcriptase（Invitrogen）を用い、メーカーの提供するプロトコールに従い全 RNA を鋳
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型とした一本鎖 cDNAを合成した。SYBR® Green（Toyobo）とLightCycler®（Roche）を

用いて、リアルタイムRT-PCR法により遺伝子発現を解析した。目的の遺伝子の発現量

はΔΔCt法により相対値として算出した。このとき、内部標準として Gapdhを用いた。

解析に用いたプライマーの配列以下に示す（（表表 2））。PCR反応条件は、熱変性（95℃、

10秒間）、アニーリング（60℃、10秒間）、伸長反応（72℃、10秒間）を50サイクル行

った。1つのサンプルにつき2回の解析を行った。 
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遺伝子 配列 

Gapdh Forward 5’- ACCCAGAAGACTGTGGATGG -3’ 
Reverse 5’- CACATTGGGGGTAGGAACAC -3’ 

Ifng Forward 5’- GCGTCATTGAATCACACCTG -3’ 
Reverse 5’- TGAGCTCATTGAATGCTTGG -3’ 

Il4 Forward 5’- CCTCACAGCAACGAAGAACA -3’ 
Reverse 5’- ATCGAAAAGCCCGAAAGAGT -3’ 

Il17a Forward 5’- TCCCTCTGTGATCTGGGAAG -3’ 
Reverse 5’- AGCATCTTCTCGACCCTGAA -3’ 

Il17f Forward 5’- ATGGTGCTGTCTTCCTGACC -3’ 
Reverse 5’- CAAAACCAGGGCATTTCTGT -3’ 

Il22 Forward 5’- TCATCGGGGAGAAACTGTTC -3’ 
Reverse 5’- CATGTAGGGCTGGAACCTGT -3’ 

Il17ra Forward 5’- TGAGCCCGTTGAGTCTCTCT -3’ 
Reverse 5’- TCTCGAGCTCCCAGAAGAAA -3’ 

Il17rc Forward 5’- GCCCTGGACAGCTGTACTTCTA -3’ 
Reverse 5’- ACACGAGTGCTACTTGGTTAGGA -3’ 

Runx2 Forward 5’- CCCAGCCACCTTTACCTACA -3’ 
Reverse 5’- TATGGAGTGCTGCTGGTCTG -3’ 

Sp7 Forward 5’- ACTGGCTAGGTGGTGGTCAG -3’ 
Reverse 5’- GGTAGGGAGCTGGGTTAAGG -3’ 

Foxm1 Forward 5’- CTGGATGAGCCTGACCTGTT -3’ 
Reverse 5’- GTGGAGGAGACAGGCAATGT -3’ 

Cdc25a Forward 5’- CGAATGTGCCGATATGTGAG -3’ 
Reverse 5’- TGGTGCGGAACTTCTTTAGG -3’ 

Cdc25b Forward 5’- AAAGGCGGCTACAAGGAGTT -3’ 
Reverse 5’- GCAGCCTGCTACAAAGTTCC -3’ 

Cdc25c Forward 5’- GGCTCAGAGCTTCTGATTGG -3’ 
Reverse 5’- TTTAAGGCTCCCAGGATGTG -3’ 

Cdk1 Forward 5’- CTCCACTCCGGTTGACATCT -3’ 
Reverse 5’- GACTTCTGGCCACACTTCGT -3’ 

Cdk2 Forward 5’- ACAGCCGTGGATATCTGGAG -3’ 
Reverse 5’- CAAGCTCCGTCCATCTTCAT -3’ 

Cdk4 Forward 5’- ACTCTGAAGCCGACCAGTTG -3’ 
Reverse 5’- TTGTGCAGGTAGGAGTGCTG -3’ 

Cdk6 Forward 5’- AATCTGCTCAACCCATCGAG -3’ 
Reverse 5’- GTTGGATGGCAGGTGAGAGT -3’ 

Il1b Forward 5’- CAGGCAGGCAGTATCACTCA -3’ 
Reverse 5’- TGTCCTCATCCTGGAAGGTC -3’ 

Il23p19 Forward 5’- AATAATGTGCCCCGTATCCA -3’ 
Reverse 5’- AGGCTCCCGTTTGAAGATGT -3’ 

  

表2	
 プライマー配列一覧 
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2-10. In vitroににおおけけるる骨骨芽芽細細胞胞分分化化誘誘導導法法 

2-10-1. 頭蓋冠細胞の骨芽細胞分化誘導 

頭蓋冠細胞を10％ FBS含有α-MEM中に懸濁し、1体分の細胞を10 cm dish 1枚に播

種した。12~24時間培養した後、浮遊細胞を吸引、除去した。さらに24~72時間後、

培地を吸引、PBSで洗浄後、トリプシン／EDTA溶液を1 ml添加し、恒温培養器中で

5％ CO2、37℃、5分間の条件で静置した。剥離した細胞を10％ FBS含有α-MEM中

に懸濁し、コニカルチューブ中に回収した。洗浄後、細胞を24ウェルプレートに2×104

個 ml−1の密度で播種した。1回の実験で1つの条件につき、3つのウェルを用意した。

 24~72時間後1ウェルあたり500 µlの骨芽細胞分化誘導培地（以下に調製法

を記載した 25×Obバッファーを 10％ FBS含有α-MEMにより希釈）に培地交換し、

骨芽細胞分化を誘導した。分化誘導培地には、500 ng ml−1マウス組み替え BMP-2

（Osteogenetics GmbH）、10または50 ng ml−1マウス組み替え IL-17A（PEPROTECH）

を添加した。以降、48時間毎に培地交換を行い、21日間培養した。 

 

＜25×Obバッファー調製法＞ 

・2 mg ml−1 デキサメタゾン溶液 デキサメタゾン 20 mg 
 エタノール 10 ml 
   
・25×Ob バッファー アスコルビン酸 50 mg 
 β-グリセロリン酸 2.16 g 
 2 mg ml−1 デキサメタゾン溶液 2 µl 
 超純水 40 ml 

（溶解後濾過滅菌） 
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2-10-2. 損傷組織間葉系細胞の骨芽細胞分化誘導 

両側大腿骨に対して片側2箇所ずつ骨孔を形成したマウスより、損傷後3日の時点で

損傷組織より 2-8-2 の要領で細胞を調製した。これらの細胞から、自動磁気細胞分離

システム（magnetic activated cell sorting：MACS）により間葉系細胞を得た。細胞をメ

ーカー提供のプロトコールに従い、PE標識ラット抗マウス CD45抗体（eBioscience、

30F-11）、磁気標識抗PEマイクロビーズ（Miltenyi Biotec）により標識し、自動磁気細

胞分離装置（autoMACS® Pro Separator、Miltenyi Biotec）を用いてプログラム「deplete」

によりCD45+細胞を除去した。 

 CD45−細胞を12~24時間10％ FBS含有DMEM中で培養した後、浮遊細胞を

除去した。細胞を骨芽細胞分化誘導培地（25×Obバッファーを10％ FBS含有DMEM

により希釈）に懸濁し、2×104個 ml−1の密度で播種した。BrdU取り込み法（後述）に

は96ウェルプレートを、他の実験には24 ウェルプレートを用いた。分化誘導培地に

はマウス組み替えBMP-2（500 ng ml−1）またはマウス組み替え IL-17A（10または50 ng 

ml−1）を添加した。培地交換は48時間ごとに行い、14日間培養した。 

 

2-11. アアルルカカリリホホススフファァタターーゼゼ（（ALP））活活性性のの評評価価 

In vitroで培養した頭蓋冠細胞および損傷組織間葉系細胞のALP活性を染色法と定量法

により評価した。 
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2-11-1. ALP染色法 

培養細胞を分化誘導後7日目に4% PFA（4℃）を15分間反応させ固定した。PBSに

より 2回洗浄後、ALP染色液を室温で 15分間反応させ、発色を確認した。細胞を水

道水で洗浄後、乾燥した。 

 

＜ALP染色液調製法（用時調製）＞ 

・ナフトールAS-MXリン酸塩溶液 ナフトールAS-MXリン酸塩 3 mg 
 1% N, N-ジメチルホルムアミド 0.5 ml 
   
・ALP染色液 ナフトールAS-MXリン酸塩溶液 0.5 ml 
 ファストブルーBB塩 50 mg 
 Tris-HCl溶液 [pH 8.0] 50 ml 

（撹拌後、濾過） 

 

2-11-2. ALP活性定量法 

分化誘導後 7日目に、培養細胞をPBSにより 2回洗浄した後、下記のALP細胞溶解

バッファーに懸濁した。細胞をホモジナイザー（バイオマッシャー、nippi）付属のマ

イクロチューブに回収し、凍結融解処理（−80℃で凍結15分間、室温で融解15分間、

以上を 3サイクル）、超音波処理（4℃、30秒間ON、30秒間OFF、5サイクル）、バ

イオマッシャーによる破砕を行い細胞破砕液を得た。ラボアッセイALPキットにより

ALP活性を、DC プロテインアッセイ（Bio-Rad）により総タンパク質量を定量した。

プロトコールは各々のメーカーの提供するものに従った。ALP活性を総タンパク質量

で除して、タンパク質量あたりのALP活性を算出した。 
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＜ALP細胞溶解バッファー調製法＞ 

・ALP細胞溶解バッファー 1M Tris-HCl [pH 8.0] 600 µl 
 1M 塩化マグネシウム水溶液 600 µl 
 Triton X 25 µl 
 超純水 46.3 ml 

 

2-12. 石石灰灰化化のの評評価価 

培養した頭蓋冠細胞および損傷組織間葉系細胞による石灰化をアリザリンレッド S

（ARS）染色法により評価した。培養細胞を分化誘導後14日目（損傷組織間葉系細胞）

または21日目（頭蓋冠細胞）に4% PFA（4℃）を15分間反応させ固定した。下記用量

で調製したARS染色液で室温で20分間染色した。細胞を超純水で洗浄後、乾燥させた。 

 定量に際して、上記の染色した培養細胞に 10％酢酸水溶液を添加し、石灰化

物を溶解した。培養細胞ごと溶液をマイクロチューブに回収し、85℃にて 10 分間加熱

した後、20,000× g、15分間の条件で遠心分離した。上清を別のマイクロチューブに回収、

1/5量の10％アンモニア水により中和した。その内150 µlを96ウェルプレートに分注し

た。マイクロプレートリーダー（iMark、Bio-Rad）により405 nmの吸光度を測定した。

下記に示すARSバッファーで希釈したARSの吸光度を基準とし、各サンプルの石灰化

度を定量的に評価した。 

 

＜ARS染色液調製法＞ 

・ARS染色液 アリザリンレッドS 2 g 
 超純水（42℃） 100 ml 

（酢酸またはアンモニア水によりpHを4.2に調製後濾過） 
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＜ARSバッファー調製法＞ 

・ARSバッファー 10％酢酸水溶液 30 ml 
 10％アンモニア水 約3 ml 

（アンモニア水によりpHを4.2に調製） 

 

2-13. 細細胞胞増増殖殖のの評評価価 

分化誘導後7日の培養細胞にBrdUを添加した（終濃度10 µM）。4時間取り込ませた後、

培地を吸引し細胞を乾燥させた。細胞増殖ELISA、BrdU 化学発光キット（Roche）を用

いて、メーカーの提供するプロトコールに従い細胞増殖を定量的に評価した。 

 

2-14. フフロローーササイイトトメメトトリリーー法法 

細胞の採取後、解析終了まで全ての手順を 4℃にて行った。試薬の希釈や細胞の洗浄に

はFACSバッファー（5%FBS、PBS）を用い、洗浄は2回ずつ行った。 

 細胞を96ウェルプレートに1ウェルあたり1.0×106個以下の個数分取し、洗浄

した後、1/2000に希釈した ethidium monoazide bromide（EMA）100 µlを添加し、10分間

遮光状態で死細胞を標識した。洗浄後、1/100に希釈した抗CD16/32抗体（93、Biolegend）

40 µlを添加し、10分間蛍光灯を照射してブロッキングした。1/50に希釈した抗体溶液

を10 µl添加し、遮光状態で20分間反応させた。二次抗体や蛍光標識ストレプトアビジ

ンを用いた多段階の染色を行った際には、洗浄後 1/80に希釈した抗体溶液を 20分間反

応させた。洗浄後、FACS CANTO II（BD Bioscience）を用いてデータを取得し、FlowJo

ソフトウェア（TREE STAR）によって解析を行った。 
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 細胞表面分子の解析に以下の抗体を用いた。抗マウス CD3ε（145-2C11、

eBioscience）、CD11b（M1/70、Biolegendおよび eBioscience）、CD31（390、eBioscience）、

CD34（RAM34、eBioscience）、CD45（30-F11、Biolegend および eBioscience）、

CD140α/ PDGFRα（APA5、eBioscience）、CD184/ CXCR4（2B11、eBioscience）、CD196/ 

CCR6（140706、BD Pharmingen）、Sca-1（D7、eBioscience）、TCRγδ（GL3、eBioscience）、

TCR Vγ1（2.11、Biolegend）、TCR Vγ4（UC3-10A6、Biolegend）、TCR Vγ5（536、Biolegend）、

Ter119（TER-119、eBioscience）、17D1（Dr. Tigelaarよりご供与）、抗ラット IgM（MRM-47、

Biolegend）、蛍光標識ストレプトアビジン（Biolegend、eBioscienceおよびBD Pharmingen）。 

 

2-15. 図図中中のの画画像像デデーータタのの表表示示 

図中のマイクロ CT画像、顕微鏡写真、細胞培養のウェルの写真、フローサイトメトリ

ー法のドットプロット、ヒストグラムは複数回の実験のうち、典型的な結果を表示した。 

 

2-16. 統統計計解解析析法法 

2 群間の比較には Student の t 検定を適用した。多群間の比較に際しては、analysis of 

variance（ANOVA）法による分散分析とDunnett検定またはTukey検定による多重比較

を行った。Dunnett検定を行う際、非処置群を基準とした。解析に適用した検定法はそれ

ぞれの図に示す。P値が0.05未満である場合、統計的に有意な差があると判定した。グ

ラフの*はP値が0.05未満であることを示し、NSはP値が0.05以上であることを示す。

全ての解析において、データは平均値±標準誤差で表した。 
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第第三三章章	
 	
 結結果果 

3-1. 損損傷傷後後骨骨周周囲囲組組織織でで IL-17Aのの発発現現がが上上昇昇すするる 

はじめに、骨損傷に伴い損傷組織でどのような炎症反応が誘導されるかを解析するため、

骨孔形成術により野生型マウスの大腿骨と骨周囲組織に損傷を施した。そして、損傷部

位で急性炎症期にどのようなサイトカインの発現が誘導されるか、特にT細胞の機能に

関連する IFN-γ、IL-4、IL-17A、IL-17F、IL-22について、リアルタイムRT-PCR法より

解析した。その結果、Ifng、Il4、Il17f、Il22の発現は骨髄においても骨周囲組織において

も顕著な上昇を認めなかった（（図図 10a））。一方、Il17aの発現は、骨髄では有意な増加が

認められなかったが、骨周囲組織では損傷後2日目で有意に増加していた（（図図 10a））。ま

た、Il17aと Il17fの発現量を比較したところ、損傷後2日目における骨周囲組織中の Il17a

は Il17fより有意に高かった（（図図 10b））。以上より、骨損傷後の急性炎症期に IL-17Aの発

現が上昇し、組織の炎症や再生に寄与している可能性が考えられた。 

 

3-2. IL-17Aはは骨骨再再生生をを促促進進すするる 

次に、損傷部に誘導された IL-17Aが損傷後、骨再生に関与する可能性について検証を行

った。マイクロCTにより野生型マウスおよび Il17a−/−マウス大腿骨に生じた骨孔の閉鎖

を評価した。その結果、Il17a−/−マウスでは損傷後14日と21日の時点で野生型マウスと

比較して閉鎖が有意に遅延していた。（（図図 11a, b））。さらに、骨孔部に新たに形成された

骨組織の骨密度を計測したところ、損傷後21日の時点で Il17a−/−マウスでは野生型マウ

スと比較して有意に低かった（（図図 11c, d））。Il17f−/−マウスを用いて同様の検討を行ったと

ころ、骨孔閉鎖及び新生骨の骨密度に有意な差を認めなかった（（図図 12a - d））。 
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図10	
 骨損傷後速やかに骨周囲組織で Il17aの発現が上昇する。 
野生型マウスにおける炎症性サイトカインのmRNA発現解析。（N=3~6）エラーバーは
標準誤差を示す。a. 上段：骨髄細胞、下段：骨周囲組織の細胞。One way ANOVA法お
よびDunnett検定により各群のサイトカイン発現の有意差検定を行った。b. Gapdhを基
準とした Il17aと Il17fの発現量の比較。左：骨髄細胞、右：骨周囲組織の細胞。Student
の t検定により、各タイムポイントでサイトカイン発現の有意差検定を行った。*P<0.05。
NT：非処置、D2~D7：損傷後2~7日。 
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図11	
 Il17a−/−マウスでは骨孔閉鎖の遅延と新生骨の骨密度低下が認められる。 
マイクロCTを用いた骨再生の解析。野生型マウスおよび Il17a−/−マウスについて、損傷
後7~21日に評価した。a. 骨孔部のマイクロCT画像。b. 骨孔閉鎖の定量的評価。骨欠
損の体積あたりの新生骨の体積の割合を示す。c. マイクロCTデータから作成した骨密
度画像。白線は骨孔の外形線を示す。d. 新生骨の骨密度の定量的評価。（N=4~8）エラ
ーバーは標準誤差を示す。b, d. Studentの t検定により、各タイムポイントのパラメータ
ーの有意差検定を行った。*P<0.05。D7~D21：損傷後7~21日。 
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図12	
 Il17f−/−マウスの骨孔閉鎖と新生骨の骨密度は野生型マウスと差がない。 
マイクロCTによる骨再生の解析。野生型マウスおよび Il17f−/−マウスについて、損傷後7
日および 14日に評価した。a. 骨孔部のマイクロCT画像。b. 骨孔閉鎖の定量的評価。
骨欠損の体積あたりの新生骨の体積の割合を示す。c. マイクロCTデータから作成した
骨密度画像。白線は骨孔の外形線を示す。d. 新生骨の骨密度の定量的評価。（N=4~8）
エラーバーは標準誤差を示す。b, d. Studentの t検定により、各タイムポイントのパラメ
ーターの有意差検定を行った。D7、D14：損傷後7日、14日。 
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 Il17a−/−マウスにおける骨再生の遅延が、骨形成や骨吸収の異常によるものであ

る可能性を考え、野生型マウスと Il17a−/−マウスの骨再生を組織学的に解析した。まず、

HE 染色法により骨芽細胞による骨形成を評価したところ、骨孔部に新たに形成された

幼弱な骨組織は、野生型マウスの方が Il17a−/−マウスよりも肥厚していた（（図図 13a））。ま

た、これらの組織像で骨孔中に軟骨組織は認めなかった（（図図 13a））。IL-17Aの骨形成へ

の作用を定量的に評価するために、骨形態計測法により新生骨の骨芽細胞面を計測した。

その結果、II型骨芽細胞が骨面に占める割合（type II osteoblast surface/ bone surface）は野

生型マウスの方が Il17a−/−マウスよりも有意に高いことを見出した（（図図 13b, c））。IL-17A

は関節リウマチや歯周炎といった、炎症により骨吸収の起こる疾患において破骨細胞の

分化を誘導することが知られており、骨折治癒でも破骨細胞分化に IL-17Aが影響するこ

とが予想された。しかしながら、野生型マウスと Il17a−/−マウスとの間で骨吸収面（eroded 

surface/ bone surface）や破骨細胞数（number of osteoclast/ bone surface）に有意な差は認め

られなかった（（図図 14a, b））。以上より、IL-17Aは骨損傷後、破骨細胞分化には影響を与

えず、骨芽細胞を活性化することにより、骨再生を促進していることが明らかになった。 

 

3-3. PDGFRα+Sca-1+CD45−Ter119−（（PαS））細細胞胞をを含含むむ間間葉葉系系細細胞胞集集団団がが骨骨再再生生部部位位

にに集集積積すするる。。 

次に、野生型マウスの損傷後7日の組織染色像を観察したところ、この時点で血腫は消

失し、骨孔部には細胞質に富む間葉系細胞が充満していた（（図図 15a））。この骨孔部を満た

す間葉系組織と周囲組織との連続性を注意深く観察した。その結果、損傷部の間葉系組

織と骨格筋の間質の境界は不明瞭で、連続していた（（図図 15b））。同様に、骨膜とも連続 
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図13	
 Il17a−/−マウスの骨再生においては骨芽細胞の活性が低下する。 
大腿骨の長軸方向のパラフィン切片をHE染色法により染色し、骨芽細胞による骨形成
を評価した。a. 骨孔部の全体像。実線は骨孔の外形線を表す。b. 骨形成部の拡大像。
点線は II型骨芽細胞面を示す。c. HE染色像をもとに骨面あたりの II型骨芽細胞面の割
合を算出した。各群N=3で、1体につき6枚の異なる切片を染色、計測した。エラーバ
ーは標準誤差を示す。Studentの t検定により各タイムポイントの骨形成パラメーターの
有意差検定を行った。*P<0.05、NS：有意差無し。D14~D21：損傷後14~21日。 
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図14	
 骨再生過程の骨吸収には野生型マウスと Il17a−/−マウスで差は認められない。 
a.大腿骨の長軸方向のパラフィン切片を TRAP染色法により染色し、破骨細胞による骨
吸収を評価した。実線は骨孔の外形線を表す。b. 骨形態計測法により骨吸収面と破骨細
胞数を算出した。各群N=3で、1体につき 4~6枚の異なる切片を染色、計測した。エ
ラーバーは標準誤差を示す。Studentの t検定により各タイムポイントの骨吸収パラメー
ターの有意差検定を行った。NS：有意差無し。D14~D21：損傷後14~21日。 
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図15	
 骨孔部を満たす間葉組織は骨格筋の間質と骨膜に連続する。 
損傷後 7日の野生型マウス大腿骨の組織染色像。パラフィン切片をHE染色法により染
色した。a. 間葉系細胞で満たされた骨孔部の全体像。b ~ dの長方形で囲まれた領域を
拡大した。b. 増殖している骨格筋の間質細胞と骨孔部の間葉系細胞との境界部。c. 肥厚
している骨膜と骨孔部の間葉系細胞との境界部。d. 骨髄と骨孔部の間葉系細胞との境界
部。矢頭は境界部を示す。 
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性が認められた（（図図 15c））。一方、骨髄細胞とは連続性が認められなかった（（図図 15d））。

 次に、この損傷部の間葉系細胞の性質を明らかにするために、野生型マウスお

よび Il17a−/−マウスの骨周囲組織より細胞を調製し、フローサイトメトリー法により細胞

表 面 分 子 の 発 現 を 解 析 し た 。 損 傷 前 後 の 骨 周 囲 組 織 中 の

CD45−CD11b−CD34−TER119−CD31−間葉系細胞（（図図 16a, c））の細胞表面マーカーを解析し

た。この間葉系細胞集団が骨周囲組織の全細胞に占める割合に、遺伝子型やタイムポイ

ントによる有意な差は認めなかった（（図図 16a, c））。近年、マウス骨髄中に含まれる

PDGFRα+Sca-1+CD45−TER119−細胞中には間葉系幹細胞が多く含まれることが報告され、

これらの細胞はPαS細胞と呼ばれている 73。骨周囲の間葉系細胞集団におけるPDGFRα

および Sca-1 の発現を解析したところ、野生型マウスと Il17a−/−マウスの両方で

PDGFRα+Sca-1+細胞を認めた（（図図 16b, c））。。以上より、骨周囲組織には間葉系幹細胞が含

まれ、これらの細胞が骨再生に寄与していることが示唆された。間葉系細胞中のPαS細

胞の割合を解析したところ、野生型マウスと Il17a−/−マウスとの間に差は認められなかっ

た（（図図 16b, c））。このことから、IL-17Aは、間葉系細胞の損傷部への集積には関与して

いないと考えられた。 

 これまでに、末梢血中の骨芽細胞前駆細胞がCXCR4を発現することや、骨折

部位でCXCL12の発現が上昇すること、そして、CXCL12の中和抗体やCXCR4のアン

タゴニストにより仮骨形成が低減することから、CXCL12−CXCR4 相互作用が骨折治癒

を促進すると考えられている 22,27,74。また、IL-17Aが腫瘍の転移巣での CXCL12の発現

を誘導することも報告されている 75。このことから損傷組織中で IL-17Aが、CXCL12発

現誘導を介してCXCR4+PαS細胞の集積を引き起こしている可能性を想定した。解析の 
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図16	
 骨周囲の間葉系細胞にはPαS細胞が含まれる。 
骨周囲組織より得られた細胞をフローサイトメトリー法により解析した。（各群 N=3）
a. 間葉系細胞の集団をドットプロットにより表示した。b. 間葉系細胞中の PαS細胞集
団をドットプロットにより示した。c. aおよびbより得られた細胞の割合をグラフによ
り示した。エラーバーは標準誤差を示す。Two way ANOVA法およびTukey検定により、
細胞の割合の有意差検定を行った。d. PαS細胞中のCXCR4+細胞集団をヒストグラムに

より示した。灰色のヒストグラムはアイソタイプコントロール抗体で標識されたサンプ

ル、実線は抗 CXCR4 抗体を用いて標識されたサンプルをそれぞれ表す。NT：非処置、
D3：損傷後3日。 
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結果、CXCR4+PαS細胞の割合は野生型マウス、Il17a−/−マウス共に損傷前後のどちらでも

低く、骨再生過程でCXCL12−CXCR4シグナルは間葉系幹細胞の損傷部への集積には殆

ど関与しないことが明らかになった（（図図 16d））。 

 

3-4. IL-17Aはは損損傷傷組組織織のの間間葉葉系系細細胞胞にに直直接接作作用用しし、、細細胞胞増増殖殖とと骨骨形形成成をを促促進進すするる 

損傷組織の間葉系細胞は IL-17Aの受容体である IL-17RAおよび IL-17RCを発現するこ

とを認めたため（（図図 17a））、IL-17Aが損傷組織間葉系細胞に直接作用を示すことが予想

された。また、IL-17Aは他のサイトカインやケモカインの発現を制御することが知られ

ており 71、それらのサイトカインの中で IL-6やTNFは in vitroで骨形成制御に関与し（（表表

1））、骨折治癒を促進することも知られている 24,33,34。このことから、IL-17Aが IL-6やTNF

を介して間接的に骨再生を誘導する可能性も考えられた。リアルタイムRT-PCR法によ

り、骨周囲組織における IL-6およびTNFの発現を野生型マウスと Il17a−/−マウスとで比

較したところ、野生型マウスと Il17a−/−マウスとの間で有意な差を認めなかった（（図図 17b））。

このことから、骨再生過程では IL-17Aは IL-6やTNFに依存しない経路によって治癒を

促進していることが示された。 

 次に、IL-17A が損傷組織間葉系細胞による骨形成に与える影響を検討した。

野生型マウスの両側大腿骨に 2箇所ずつ骨孔を形成し、3日後に損傷組織細胞を採取し

た。これらの細胞よりCD45+血球系細胞を除去し、間葉系細胞を単離した。この間葉系

細胞を骨芽細胞分化誘導培地中で骨芽細胞に分化誘導し、IL-17A の作用を評価した。

ALPの活性はBMP-2の有無にかかわらず、IL-17Aの添加により上昇を示した（（図図 17c））。

また、ARS染色法により石灰化を評価したところ、IL-17Aの添加により石灰化が促進し 
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図17	
 IL-17Aにより損傷組織間葉系細胞の石灰化能は促進される。 
a. マウス新生仔頭蓋冠細胞および損傷組織間葉系細胞のIL-17受容体のmRNA発現解析。
（各群N=3）b. 野生型マウスおよび Il17a−/−マウスの骨周囲組織細胞における炎症性サイ
トカインのmRNA発現解析。（各群N=3）Studentの t検定により、各タイムポイントの
遺伝子発現の有意差検定を行った。c - e. 培養細胞を用いた骨芽細胞分化誘導実験。
IL-17A、BMP-2存在下での骨芽細胞分化を解析した。−は終濃度0 ng ml−1、+は終濃度50 
ng ml−1（IL-17A）、または500 ng ml−1（BMP-2）を表す。c. 損傷組織間葉系細胞の分化誘
導後7日の時点でのALP染色およびALP酵素活性の定量。d. 損傷組織間葉系細胞の分
化誘導後14日の時点でのARS染色および石灰化度の定量。e. マウス新生仔頭蓋冠細胞
の分化誘導後 21日の時点でのARS染色および石灰化度の定量。（各群N=3）Studentの
t 検定により、ALP 活性と石灰化度の有意差検定を行った。各グラフのエラーバーは標
準誤差を示す。*P<0.05、NS：有意差無し。NT：非処置、D2、D7：損傷後2、7日。 
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た（（図図 17d））。このことから、IL-17Aは損傷部の間葉系細胞による骨形成を直接促進す

ることが示された。 

 最近、ラットの新生仔頭蓋冠細胞の骨芽細胞分化に際し、IL-17A が石灰化を

抑制するという報告がなされた 26。確かに、私がマウスの新生仔頭蓋冠細胞を用いても、

IL-17A による石灰化抑制が確認できた（（図図 17e））。この結果は上記の損傷組織間葉系細

胞への作用と正反対である。以上より、IL-17Aは同じ間葉系の細胞でも、標的細胞の違

いに応じて異なる作用を発揮しうると考えられた。 

 次に、IL-17Aによる骨形成促進機構を検討した。リアルタイム RT-PCR法に

より骨芽細胞分化に必須の転写因子 Runx2および Sp7（Osterix）の発現を検討したとこ

ろ、どちらの転写因子の発現も IL-17Aの影響を受けないことが確認された（（図図 18a））。

そこで、細胞増殖に対する IL-17Aの効果をBrdUの取り込み法により検討したところ、

IL-17Aの添加により損傷組織間葉系細胞の増殖の亢進が認められた（（図図 18b））。さらに、

マウスにBrdUを投与することにより、in vivoレベルでの細胞増殖を評価したところ、

野生型マウスと比較して、Il17a−/−マウスでは骨欠損中の細胞の増殖が有意に抑えられて

いることが判明した（（図図 18c））。以上より、IL-17A は損傷組織間葉系細胞に直接作用し

て、細胞増殖を促進させることが示された。次に、IL-17Aによる細胞増殖促進のメカニ

ズムを遺伝子発現解析により検討した。Cyclin-dependent kinase（Cdk）は細胞周期を進行

させる酵素で、Rbタンパク質をリン酸化し転写因子 E2Fを遊離させることにより、細

胞周期の各チェックポイントの通過を促進する。Cdkファミリーの内、Cdk2、Cdk4、Cdk6

はG1期からS期への進行を、Cdk1はG2期からM期への進行を正に制御する 76。Cdk

の活性化には cell division cycle 25（Cdc25）ファミリーによる脱リン酸化が必要である 77。 
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図18	
 IL-17Aは損傷組織間葉系細胞の増殖を促進する。 
a. 損傷組織間葉系細胞の骨芽細胞分化誘導後 7日の時点でのRunx2と 14日の時点での
Sp7のmRNA発現。（各群N=3）b. 損傷組織間葉系細胞の細胞増殖の定量解析。骨芽細
胞分化誘導後7日にBrdUを4時間取り込ませ、取り込み量を定量的に解析した。（各群
N=3）−は終濃度0 ng ml−1、+は終濃度50 ng ml−1を表す。c. In vivoにおける IL-17Aの細
胞増殖への影響の評価。野生型マウスおよび Il17a–/–マウスに骨損傷を施し、7日の時点
でのBrdUの取り込みを免疫組織化学染色法により検出した。各群N=3で、1体のマウ
スにつき異なる2枚の切片を解析した。d. 損傷組織間葉系細胞の骨芽細胞分化誘導後7
日の時点での細胞周期関連遺伝子のmRNAの発現解析。BMP-2（−）は終濃度0 ng ml−1、
（+）は500 ng ml−1を表す。（各群N=3）各グラフのエラーバーは標準誤差を示す。a, d. One 
way ANOVA 法および Dunnett 検定により、遺伝子発現の有意差検定を行った。b, c. 
Studentの t検定により、BrdU取り込みの有意差検定を行った。*P<0.05。 
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Forkhead box protein M1（FOXM1）はCdc25AおよびCdc25Bの活性化により細胞周期の

進行を促進することが報告されている 78。そこで損傷組織間葉系細胞における、Cdk フ

ァミリー、Cdc25ファミリー、およびFOXM1の発現変動を解析した。IL-17Aの添加に

より、Foxm1の発現に変化は認められず、Cdc25ファミリーのうち、Cdc25aのみ発現上

昇が認められた（（図図 18d））。このことから、IL-17AによりCdc25aの発現が上昇し、細胞

増殖が亢進している可能性が考えられた。また、Cdkファミリーの中で発現上昇を示し

たものはなく、Cdk6の発現は逆に低下していた（（図図 18d））。Cdkファミリー分子の中に

は、細胞増殖以外の作用を有する分子がある 79,80。Cdk6 は、マウス骨芽細胞様細胞株

MC3T3-E1細胞では細胞増殖には影響せず、石灰化抑制に寄与していると報告されてい

る 81。損傷部の間葉系細胞でも同様に、IL-17Aが Cdk6の発現を抑制することにより石

灰化の抑制が解除され、結果として石灰化が促進される可能性が考えられる。 

 

3-5. 損損傷傷部部周周囲囲のの Vγγ6+ γγδδ T細細胞胞がが骨骨再再生生ににおおけけるる IL-17Aのの産産生生源源ででああるる 

骨損傷後、損傷部で IL-17Aを産生する細胞は何であろうか。Il17a遺伝子の 3’部分に

IRES-GFPを組み込んだ IL-17Aレポーターマウス（Il17agfp/gfpマウス）を用いてこの問題

にアプローチした。まず、このマウスに骨損傷を施した後に凍結切片を作製し、GFPに

対する免疫組織化学染色を行った。IL-17A産生の指標となる GFP陽性細胞の骨および

周囲組織への浸潤を評価したところ、損傷後2日の時点で骨孔周囲および損傷した骨格

筋にGFP陽性細胞の浸潤を認めた（（図図 19a, b））。対照的に、骨髄内にはGFP陽性細胞は

殆ど認められなかった（（図図 19a））。フローサイトメトリー法により、損傷組織に浸潤する

GFP陽性細胞の表面分子の発現を解析した。その結果、これらの細胞の大部分は 
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図19	
 損傷組織において、IL-17Aを産生するγδ T細胞が増加する。 
a, b. Il17agfp/gfpマウス大腿骨の凍結切片を用いたGFPに対する免疫組織化学染色。a.骨孔
周囲、損傷骨格筋、骨髄の弱拡大像。白点線は皮質骨を示す。b. 損傷後2日の時点での
骨孔部および損傷骨格筋の強拡大像。c, d. 骨周囲組織細胞中の IL-17A産生細胞（GFP
発現細胞）をフローサイトメトリー法により解析した。（N=3~8）エラーバーは標準誤
差を示す。c. IL-17A産生細胞をCD3εとTCRγδの発現により展開した等高線図。d. γδ T
細胞数および IL-17A産生γδ T細胞の割合。One way ANOVA法およびDunnett検定によ
り、細胞数、細胞の割合の有意差検定を行った。*P<0.05。NT：非処置、D2~D21：損
傷後2~21日。 
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CD3ε+TCRγδ+細胞、すなわちγδ T細胞であることが明らかになった（（図図 19c））。損傷組織

中のγδ T細胞数は損傷後 2日の時点で非処置群よりも有意に増加していた（（図図 19d））。

また、全γδ T細胞中におけるGFP陽性γδ T細胞の割合も損傷後2日目、7日目で有意な

増加を示した（（図図 19d））。以上より、γδ T細胞が骨損傷後の IL-17Aの主たる産生源であ

り、損傷によって骨周囲で細胞数が増加し、IL-17A産生が亢進すると考えられた。 

 多発性硬化症マウスモデルでは、Th17細胞が産生する IL-17Aが中枢神経細胞

のケモカイン発現を誘導し、さらなるTh17細胞の浸潤を促すことが報告されている82, 83。

そこで、IL-17A自体がγδ T細胞の損傷組織への浸潤に寄与するかを検討した。Il17a−/−マ

ウスと野生型マウスのγδ T細胞数を比較した結果、Il17a−/−マウスでは損傷後 2日目でむ

しろ増加しており、IL-17Aは損傷組織にγδ T細胞を誘導しないことが示された（（図図 20a））。

γδ T細胞において、IL-17Aの産生はケモカイン受容体CCR6を発現する細胞に限られる

こと、さらにCCR6とそのリガンドのCCL20との相互作用がγδ T細胞の遊走に寄与す

ることが知られている 84。骨損傷モデルでも IL-17A産生γδ T細胞でCCR6の発現が認め

られ（（図図 20b））、CCR6−CCL20相互作用がγδ T細胞の損傷部位への浸潤に関与すると考

えられた。しかしながら、骨髄および骨周囲組織においてCCL20の発現は損傷後上昇し

なかった（（図図 20c））。さらに、Ccr6−/−マウスでは骨再生の遅延や新生骨の骨密度低下は認

められなかった（（図図 20d - g））。以上より、骨周囲組織中の IL-17A産生γδ T細胞はCCR6

を発現するものの、CCR6−CCL20 相互作用は骨再生に寄与しないことが示された。

 CCR6+ γδ T細胞は IL-1受容体と IL-23受容体を発現し、IL-1βおよび IL-23の

刺激により IL-17Aを産生することが知られている 85,86。骨周囲組織における Il1bおよび

Il23p19の発現を解析したところ、両サイトカインの発現が損傷後有意に上昇することを 
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図20	
 γδ T細胞の損傷部位への集積は IL-17AおよびCCR6に依存しない。 
a, b. フローサイトメトリー法による骨周囲組織中の細胞の解析。a. 野生型マウスと
Il17a−/−マウスの骨周囲組織に浸潤した免疫細胞数の比較。（N=3~5）Studentの t検定に
より各タイムポイントの細胞数の有意差検定を行った。b. 損傷後2日の時点での野生型
マウスγδ T細胞のCCR6発現を評価した。灰色のヒストグラムはアイソタイプコントロ
ール抗体、実線は抗 CCR6 抗体で標識されたサンプルを表す。（N=4）c. 骨髄および骨
周囲組織におけるCcl20 mRNAの発現解析。（N=4~7）One way ANOVA法およびDunnett
検定により、発現量の有意差検定を行った。d - g. マイクロCTによるCcr6−/−マウスの骨
再生の評価。d. 骨孔部の画像。e. 新生骨による骨孔閉鎖の定量的評価。f. 骨孔部の骨密
度画像。白線は骨孔の外形線を示す。g. 新生骨の骨密度の定量的評価。（N=4~8）各グ
ラフのエラーバーは標準誤差を示す。e, g. Studentの t検定により各タイムポイントのパ
ラメーターの有意差検定を行った。*P<0.05、NS：有意差無し。NT：非処置、D2~D21：
損傷後2~21日。 
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見出した（（図図 21））。このことから、骨折治癒過程でも IL-17Aの産生機構に IL-1βおよび

IL-23が関与する可能性が示唆された。 

 γδ T細胞は発現するTCRγ鎖によりサブセットに分類される。このうち、Vγ4+

細胞やVγ6+細胞が IL-17Aを発現することが既に報告されているものの 65、骨や骨周囲組

織に常在あるいは浸潤するγδ T細胞サブセットについては報告がない。そこで、骨損傷

後に集積するγδ T細胞のTCRγ鎖を解析した。マウスTCRγ鎖を認識する抗体として、抗

Vγ1抗体、抗Vγ4抗体、抗Vγ5抗体、そして、Vγ5鎖およびVγ6鎖を認識する17D1抗

体を使用した。損傷後 2 日目で骨周囲組織中に認められたγδ T 細胞の内、約 70％が

17D1+Vγ5−細胞、すなわちVγ6+ γδ T細胞であった（（図図 22a））。さらに、IL-17A産生γδ T

細胞の内、80％以上がVγ6+であり、Vγ4+細胞が残りの数%を占めていた（（図図 22a））。Vγ6+ 

γδ T細胞は損傷前の骨周囲組織にも認められ、損傷に伴いその数は有意に増加していた

（（図図 22b））。以上より、Vγ6+ γδ T細胞は骨損傷後の急性炎症期に増加し、IL-17Aの主た

る産生源として機能することが明らかになった。 
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図21	
 骨周囲組織において Il1bおよび Il23p19の発現が損傷に伴い上昇する。 
骨周囲組織の細胞における Il1bおよび Il23p19のmRNA発現解析。（N=3）エラーバーは
標準誤差を示す。One way ANOVA法およびDunnett検定により、発現量の有意差検定を
行った。*P<0.05。NT：非処置、D2~D7：損傷後2~7日。 
 
 

 

 
 
図22	
 損傷組織のγδ T細胞の大部分はVγ6+細胞である。 
フローサイトメトリー法による骨周囲組織におけるγδ T細胞表面のVγ鎖の発現解析。a. 
損傷後2日目のγδ T細胞のVγ鎖の発現解析。上段：γδ T細胞。下段：IL-17A産生γδ T
細胞。灰色のヒストグラムはアイソタイプコントロール抗体、実線は抗Vγ鎖抗体で標識
されたサンプルをそれぞれ表す。17D1抗体は、Vγ5鎖および Vγ6鎖を認識する抗体で
ある。（N=3, 4）b. 損傷前後の17D1+細胞数および IL-17A産生17D1+細胞数。（各群N=3）
各グラフのエラーバーは標準誤差を示す。細胞数のタイムポイント間での差を Student
の t検定により、有意差検定した。*P<0.05。NT：非処置、D2：損傷後2日。 
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第第四四章章	
 	
 考考察察 

4-1. IL-17Aにによよるる骨骨代代謝謝制制御御ににつついいてて 

4-1-1. IL-17ファミリーによる骨代謝制御 

IL-17ファミリーの中で、IL-17Aと IL-17Fは50％のアミノ酸相同性を有し、結合する

受容体も共に IL-17RAと IL-17RCからなる複合体である。このため、これらのサイト

カインは同じ作用を示しうる。実際、黄色ブドウ球菌などの感染症においては IL-17A

と IL-17Fの両者が抗菌ペプチドの分泌促進を介して感染防御に寄与する。しかしなが

ら、関節リウマチや遅延型過敏症のモデルでは、Il17a−/−マウスでのみ発症が抑制され

ることから 47、病態によっては IL-17Aと IL-17Fの作用が異なることが示唆される。 

 近年、Namらが、IL-17FによりMC3T3-E1細胞の骨芽細胞分化が促進するこ

と、および、Rag1−/−マウスでは骨折治癒が遅延することを報告した 35。彼らはTh17細

胞が損傷に伴い IL-17Fを産生することで骨折治癒を促進する、というモデルを提唱し

ているものの、in vivoレベルでは IL-17Fの関与を実証できていない。本研究により、

損傷前後に骨髄および骨周囲組織で Il17fの発現は検出されたが、損傷に伴う変動は認

められず、むしろ Il17aが高く発現誘導されていることが明らかとなった（（図図 10a, b））。

さらに、Il17f−/−マウスでは治癒の遅延を認めなかった（（図図 12a - d））。以上より、骨折治

癒には IL-17Fよりも IL-17Aが主に関与していることを、生体レベルで実証すること

ができた。 

 

4-1-2. IL-17Aの骨折治癒における直接作用／間接作用 

IL-17Aはさまざまな細胞に作用し、さまざまなサイトカインやケモカインの産生を誘

導し得る 71。こういったサイトカインのうち、IL-6とTNFは骨折治癒を促進すること



 68 

が骨折モデルを用いた研究から明らかになっている 24,33,34。本研究では骨損傷モデルを

用いた解析により、IL-17Aの骨再生促進作用は IL-6やTNFを介したものではないこ

と、また、IL-17Aが損傷組織間葉系細胞に直接作用することが示された（（図図 17a - d））。

しかしながら、IL-17A により誘導されるサイトカインやケモカインは他にも存在し、

それらの因子が治癒を促進している可能性は残されている。 

 

4-1-3. IL-17Aによる骨形成の制御 

最近、IL-17Aがラット新生仔頭蓋冠細胞の骨芽細胞分化に対し抑制的に作用すること

が報告され 26、本研究にてマウス新生仔頭蓋冠細胞を用いて検討した際にも同様の結

果が得られた（（図図 17e））。一方、ヒト間葉系幹細胞やマウス筋芽細胞株C2C12細胞を

用いた別のグループの研究では、損傷組織由来の間葉系細胞を用いた本研究の結果と

同様に、IL-17Aによる骨形成促進効果が見出された（（表表 1、、図図 17c, d））。これらのこ

とから、間葉系幹細胞や損傷組織の細胞などの未分化な細胞や、C2C12細胞のように

骨芽細胞以外の細胞種に分化が進んだ細胞に対しては、IL-17Aは骨形成促進的に作用

する傾向が見出された。一方、骨芽細胞分化が既に進んでいる頭蓋冠細胞では、IL-17A

は複数の生物種で骨形成抑制的に働いていた。以上より、標的細胞の分化段階が

IL-17Aの骨芽細胞分化に対する影響を規定する要因の一つであると考えられる。 

 IL-17A の生体レベルでの骨代謝制御としては、関節リウマチで見られる骨破

壊の誘導作用が既に知られており、本研究で得られた骨折治癒過程での骨形成促進作

用とは正反対である。関節リウマチの場合、IL-17Aは滑膜線維芽細胞のRANKL発現

を増強させ、破骨細胞分化を誘導し骨破壊を惹起する 1。一方、骨折治癒では IL-17A
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は損傷組織の間葉系細胞（（図図 15a - d））に作用し骨形成を促進した。このことから、

IL-17A の標的細胞による作用の違いが正反対の表現型の一因になっていると考えら

れる。ただし、乾癬性関節炎では関節リウマチとは異なり関節破壊だけでなく骨形成

も起こり、抗 IL-17A抗体の投与により関節の強直が抑制されることから IL-17Aは、

関節炎において骨吸収だけでなく骨形成も促進する場合があると考えられる 87。 

 

4-1-4. IL-17Aによる骨吸収の制御 

本研究では、関節炎の例とは異なり、IL-17A は骨吸収には影響していなかった（（図図

14））。このような結果が得られた理由として、IL-17A が作用するタイミングが骨折治

癒と関節炎とでは異なることが考えられる。本研究で用いた骨損傷モデルでは IL-17A

の発現量は損傷後2日の急性炎症期でのみ有意に上昇することが示された（（図図 10a））。 

 IL-17A による破骨細胞分化促進作用は小竹らにより、マウス骨髄細胞とマウ

ス新生仔頭蓋冠細胞を用いた共培養系により見出されたが 5、最近、より高濃度の

IL-17Aを骨髄細胞と新生仔頭蓋冠細胞の共培養系に添加した場合、破骨細胞分化が抑

制されることが報告された 88。そして、この破骨細胞分化抑制作用は分化初期にIL-17A

が作用した場合にのみ見られた 88。これらのことから、IL-17Aの破骨細胞分化に対す

る作用は濃度や作用するタイミングによって異なることが示唆され、本研究では骨損

傷部局所の IL-17A が発現するタイミングや濃度が原因で、破骨細胞分化に影響が見

られなかったと考えられる。 

 

 



 70 

4-1-5. IL-17Aによる骨代謝制御に対する細菌や人工材料の影響 

前述の標的細胞の違いの他、細菌や生体材料などの異物の存在も IL-17A の骨代謝制

御に影響を及ぼしうる。歯周炎は関節リウマチと同様に炎症に伴い骨吸収の起こる疾

患であるが、IL-17Aの作用は異なる。関節リウマチでは前述の通り IL-17Aが骨破壊

を誘導するが、歯周炎では逆に IL-17Aが骨に対して保護的に作用する 89,90。二つの疾

患の違いは炎症組織における細菌感染の有無である。歯周炎の病巣では、IL-17Aは好

中球を感染巣へ動員し、細菌の増加を防ぐ。細菌の増殖が抑えられることで炎症が低

減し、その結果骨吸収の進行が抑えられると考えられている。 

 また、最近ラット頭蓋冠欠損の人工骨移植による治癒が IL-17Aによって遅延

するという報告がなされた 26。このモデルと本研究で用いたモデルの違いは人工骨の

有無である。人工骨移植に際しては、人工骨に対する炎症や移植骨の吸収が起こり 91、

通常の骨折治癒とは再生のプロセスが異なる。加えて、IL-17Aの投与により人工骨に

対する炎症反応が修飾され、骨折治癒とは全く異なる現象が起きていた可能性が高い。

なお、TNFの場合も同様に、骨折治癒を促進する一方、人工骨移植による骨再生を遅

延させることが報告されており 32,33、骨折治癒と人工骨移植による骨再生は異なるもの

と考えられる。 

 このように、IL-17A は標的細胞、作用するタイミングや濃度、感染や異物の

有無などにより作用が異なるため、適用する状況によっては期待通りの治療効果が得

られない可能性がある。従って、臨床応用に際しては、適応症の選定を慎重に行う必

要があると考えられる。 
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4-1-6. IL-17Aによる細胞増殖の制御 

本研究により、IL-17Aによる骨折治癒促進のメカニズムには、PαS細胞を含む間葉系

細胞集団の細胞増殖の促進が関与していることが明らかになった（（図図 18b, c））。リアル

タイムRT-PCR法により、IL-17Aは損傷組織間葉系細胞におけるCdc25aの発現を有

意に上昇させることを見出し（（図図 18d））、このことから、IL-17Aによる細胞増殖の促

進には Cdc25aが関与すると考えられた。しかし、IL-17Aの添加による Cdc25aの発

現の上昇量は 1.1~1.2倍程度であった。また、Cdkファミリー分子は脱リン酸化によ

って活性化することで細胞周期のチェックポイント通過を促進する。このため、Cdk

ファミリー分子のタンパク質レベルの解析やリン酸化の解析は行うことが本来必要

であるが、本研究ではそれらの解析を行うことができなかった。今後、これらの解析

を行うことにより、IL-17Aによる細胞増殖促進機構が解明され、異常な骨形成の見ら

れる疾患や骨折の治療に役立つことが期待できる。 

 

4-2. γγδδ T細細胞胞のの機機能能ににつついいてて 

4-2-1. γδ T細胞による組織再生 

骨再生過程で、IL-17AはVγ6+ γδ T細胞により産生されることが本研究により明らか

になった。Vγ6+ γδ T細胞は舌、生殖器、肺などに常在することが報告されていたが、

今回新たな存在部位として、骨周囲組織を見出した（（図図 22a, b））。以前にも、骨折治

癒過程の組織学的解析によりTCRγδ+細胞の存在が報告されたが、これらの細胞には線

維芽細胞、骨芽細胞、骨細胞といった間葉系の細胞が多く含まれており 92、今回見出

されたγδ T細胞とは同一でないと考えられる。Vγ6+ γδ T細胞は損傷後速やかに損傷組



 72 

織で増加し、IL-17Aを産生していた（（図図 22b））。組織再生を促進するエフェクターサ

イトカインの産生細胞が骨折後早期から機能することにより、骨折後速やかな治癒の

開始が可能となり、個体の生存に有利になると考えられる。本研究においては IL-17A

産生細胞の産生源としてのγδ T細胞の重要性を完全には示すことができておらず、今

後、Tcrd−/−マウスを用いたさらなる検討により、骨折治癒におけるγδ T細胞の重要性

を示す必要がある。 

 γδ T細胞は他にも、皮膚 93、目 72,94、肝臓 56、毛包 95の再生において、IL-17A

や IL-22、FGF-9などのサイトカインを介して組織修復を促進することが知られており、

今回私が見出した細胞もこれらの組織修復能を有するγδ T細胞の一群に属すると考え

られる。 

 

4-2-2. γδ T細胞と他の免疫細胞との相互作用 

γδ T細胞は他の多くの細胞と相互作用する 55。それらの細胞の中にはγδ T細胞同様、

損傷刺激に対して早い段階で反応する細胞も含まれる。マクロファージはそういった

細胞の一つであり、骨折治癒を促進することが知られている 31。マクロファージは損

傷に伴いサイトカインや傷害関連分子パターン（damage-associated molecular patterns：

DAMPs）など、さまざまな刺激で活性化され得る。骨折部位では、早期より BMP2、

BMP4、BMP7の発現が上昇するが、BMP2やBMP7が単球系の細胞株に作用し炎症

性サイトカインの産生を促進することも報告されている 96,97。また、マクロファージは

IL-23を産生し、これを介してγδ T細胞による IL-17Aの産生を促進しうること、そし

て IL-17A の刺激を受けることで炎症性サイトカインを産生することが報告されてい
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る 98,71。このため、マクロファージが骨折後早期にサイトカインやDAMPsにより活性

化され、γδ T細胞による IL-17A産生を促進し、治癒を誘導する可能性が考えられる。 

 本研究ではマクロファージや樹状細胞が損傷組織中に見出されたが（（図図 20a））、

これらの細胞がγδ T細胞による IL-17A産生を介した骨折治癒促進に関与するかは検

討できていない。今後、免疫組織化学染色法により骨折部位でのそれぞれの免疫細胞

の局在を解析し、フローサイトメトリー法を用いて IL-1βや IL-23などのサイトカイン

の産生源を解析することにより、γδ T細胞と他の免疫細胞との相互作用を検討する必

要がある。これにより、γδ T細胞の骨折治癒における位置づけがより明確なものとな

り、γδ T細胞活性化のメカニズム（後述）の解明に繋がる。 

 

4-2-3. γδ T細胞活性化のメカニズム 

これまでに、TLR1、TLR2、dectin1などの PRRのリガンドや IL-1β、IL-23などのサ

イトカインが IL-17Aの産生を誘導することが明らかにされている 85,86。本研究により

IL-1βおよび IL-23が IL-17A産生に関与することが示唆されたが、これらのサイトカ

インの産生源が何であるか、そして IL-1βおよび IL-23がVγ6+γδ T細胞による IL-17A

産生を促進するかなどは明らかになっていない。また、Vγ6+γδ T細胞上のPRRの発現

や、それに結合するDAMPsの同定もできていない。このように、骨折治癒における

γδ T細胞活性化のメカニズムには検討の余地が残されている。また前述の通り、損傷

刺激がマクロファージなどの他の細胞を介して間接的にγδ T細胞を活性化している可

能性もある。今後、in vitroでのγδ T細胞に対するリガンド刺激やサイトカイン刺激、

他の細胞との共培養系による解析によりγδ T細胞の活性化機構を検討することで、骨
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折治癒初期相のメカニズムを解明することができ、γδ T細胞活性化制御による骨折治

療法の創出に繋がることが期待できる。 

 

4-3. 今今後後のの展展望望 

4-3-1. IL-17Aを標的とした新規骨折治療法の創出 

今回、私は自然免疫様リンパ球の一つであるγδ T細胞がサイトカイン IL-17Aを産生

することにより骨折治癒を促進することを見出した（（図図 23））。よって、IL-17Aを骨折

直後に局所投与したり、IL-17Aを徐放する素材を用いたプレートで骨折固定を行うこ

とにより、治癒が促進することが期待できる。また、骨折治癒の過程で IL-17A の下

流で発現、活性化される因子を探索し、それらの因子の細胞増殖や骨形成への作用お

よび副作用を検討することにより、骨折部位に局所投与可能な新規治療薬を創出でき

る可能性がある。 

 IL-17A を標的とするメリットとして、骨折治癒促進だけでなく感染防御作用

も同時に発揮されうることが挙げられる。デメリットとしては、前述の通り、骨折部

位に存在する間葉系細胞の種類や固定に用いるプレートの材質によっては治癒の遅

延が起こりうること、IL-17Aが他のサイトカインやケモカインを誘導することにより

全身性または局所性の炎症反応が起こりうることが考えられる。したがって、実際に

IL-17Aを臨床応用するにあたっては、骨折部位や骨折様式の違いにより治癒に関わる

間葉系細胞が異なるか、人工材料を併用する場合、その材料に対して IL-17A がどの

ように作用するかを詳細に検討する必要がある。さらに全身または局所の炎症の制御

に細心の注意を払い、IL-17A投与による患者の苦痛が他剤の併用などにより可能な限
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り取り除かれる必要がある。 

 

4-3-2. γδ T細胞を標的とした新規骨折治療法の創出 

γδ T細胞を損傷部局所に動員したり、γδ T細胞による IL-17A産生を誘導することで

も骨折治癒は促進出来ると考えられる。しかし、マウスとヒトとではγδ T細胞のサブ

セットは異なるため、臨床応用に際してはまず IL-17A産生γδ T細胞がヒトの骨折部

位で見出されるかを確認する必要がある。ヒトの場合、末梢血中のVγ9+Vδ2+T細胞が

リン酸化抗原および IL-1β、IL-6、IL-23、TGF-βによる刺激で IL-17Aを産生すること

や 99、大腸癌において樹状細胞が産生する IL-23 により刺激を受けた Vδ1+細胞が

IL-17Aを産生することが明らかになっている 70。こういった既知のヒトγδ T細胞サブ

セットまたは新規の IL-17A産生ヒトγδ T細胞が骨折部位で見出され、その活性化機

構が明らかになれば、γδ T 細胞を骨折治療の標的とすることも出来ると考えられる。

γδ T細胞の活性化機構としては、含窒素ビスホスホネート製剤投与により抗原提示細

胞からリン酸化抗原が分泌され、γδ T細胞が活性化することが既に知られており 70、

含窒素ビスホスホネート製剤の局所投与により、骨折部位でγδ T 細胞による IL-17A

産生を促進出来る可能性がある。 

 

4-3-3. 異常な骨形成を引き起こす疾患の病態解明・治療法の創出 

骨折治癒の他に免疫系の関与が指摘されている異常な骨形成現象として、外傷性骨化

性筋炎、進行性骨化性線維異形成症、骨髄炎や腫瘍で見られる骨膜反応などがある。

これらのプロセスでも、骨折治癒と同様に外傷や感染などによる組織のストレスシグ
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ナルが直接、あるいは IL-23などのサイトカインを介してγδ T細胞を活性化、IL-17A

産生を促進し骨形成を誘導している可能性があり、疾患発症メカニズムの解明に際し、

本研究の知見が役に立つことが期待される。上記の疾患においてγδ T 細胞や IL-17A

が病態形成に関与していれば、抗 IL-17A抗体製剤や、IL-17受容体シグナルを標的と

した新規治療薬が炎症と病的な骨形成の両方を抑制することが期待できる。また、γδ T

細胞の遊走にかかわるケモカインや、IL-17A産生を誘導する IL-1βや IL-23に対する

抗体や阻害剤も炎症や病的な骨形成を抑制する可能性がある。 

 

第第五五章章	
 	
 結結論論 

本研究を通じて、私は骨損傷に伴い骨周囲組織で IL-17Aの発現が上昇することを見出し

た。Il17a−/−マウスを用いた解析により、IL-17Aが骨再生を促進することが明らかになっ

た。損傷組織の間葉系細胞を用いた in vitroの解析により、IL-17AはPαS細胞を含む間

葉系細胞集団の増殖と骨形成を促進することを見出した。そして、骨損傷に伴いVγ6+γδ 

T細胞が IL-17Aを産生することを示した。IL-17Aの産生には IL-1βおよび IL-23が寄与

している可能性が示唆された（（図図 23））。以上より、IL-17A産生γδ T細胞が免疫系と骨形

成とを結びつける新たな役割を有することが示された。本研究成果が新規の骨折治療法

の創出だけでなく、免疫系による異常な骨形成が原因で生じる疾患の病態解明に貢献し、

新規の疾患治療法の創出に際して基礎的知見として活用されることが期待される。 
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図23	
 概念図 
骨および周囲組織の損傷に伴い、Vγ6+ γδ T細胞が速やかに損傷部で増加し、IL-17Aを産
生する。損傷に際して、IL-1βおよび IL-23の発現が上昇しており、これらのサイトカイ
ンがVγ6+ γδ T細胞による IL-17Aの産生を誘導している可能性がある。IL-17Aは損傷部
に集積したPαS細胞を含む間葉系の細胞集団に直接作用して、細胞増殖と骨形成を亢進
し、骨折治癒を促進する。 
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御礼申し上げます。本研究はこれらのマウス、抗体無しには遂行できなかったと存じま

す。 

 当研究室の岡本 一男先生には実験の初歩的な手技から基礎研究における論理

的な思考法を丁寧にご指導頂き、実際の研究遂行の際にも研究計画の立案から個々の実

験に至るまで適切なご助言を頂きました。中島 友紀先生（現・東京医科歯科大学大学院 

医歯学総合研究科 分子情報伝達学 准教授）には骨損傷モデルをご教授頂き、研究方針

につき貴重なご助言を頂きました。新田 剛先生にはγδ T細胞に関する解析についてご助

言、ご指導頂きました。古賀 貴子先生、林 幹人先生（現・東京医科歯科大学大学院 医

歯学総合研究科 分子情報伝達学 助教）、末松 綾子博士、住谷 瑛理子博士には骨芽細胞

分化誘導法についてご指導頂きました。澤 新一郎先生、小松 紀子先生、寺島 明日香博

士、高場 啓之博士、Matteo Guerrini博士、Lynett Danks博士には研究方針や実験方法に

ついて様々なご助言を頂きました。大学院の先輩、同級生、後輩の皆様には研究以外に

も大学院生活の様々なことで相談にのって頂き、励まして頂きました。技術補佐員の皆

様、秘書の皆様、JST 事務の皆様には、実験技術のご指導、実験環境の維持、様々な事

務手続きを通して多大な援助をして頂きました。研究室の皆様に心より感謝申し上げま

す。 
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 また、骨研究の魅力や、医学・歯学における基礎研究の重要性に気付かせて頂

き、骨研究に従事するきっかけを与えて下さいました昭和大学 歯学部、東京大学医学部

附属病院 顎口腔外科・歯科矯正歯科の関係者の皆様には心よりお礼申し上げます。 

 最後に、これまで大学院生活を支えて頂きました両親、祖父母、石川の皆様、

そして妻と子供達に感謝致します。本当にありがとうございました。 

 

小野 岳人 


