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はじめに

　長管骨は，解剖学的に骨幹と骨幹端および骨端に分
けられ，骨端には，端より，関節軟骨，二次海綿骨（二
次骨化中心）が存在し，骨幹端の一次海綿骨（一次骨
化中心）と二次海綿骨との間に成長板軟骨が存在する。
成長板軟骨は，四肢の長管骨のみならず，肋骨や頭蓋
底の骨などにも存在し，それらの骨の形成と成長に重
要な役割を果たしている2）。成長板軟骨の主たる役割
は，骨の長軸方向の成長，横幅の成長と，将来形成さ
れる骨組織に重要な環境を提供することである。成長
板軟骨は軟骨細胞の形態的・機能的な特徴により，平
坦な休止細胞層，増殖細胞層，前肥大細胞層，肥大細
胞層に分けられる。休止細胞層の軟骨細胞は，増殖細
胞層に至ると細胞分裂を繰り返し，その後，カラム状
に配列する。カラム状となった軟骨細胞は軟骨基質の
産生を通じて，その細胞容積を増し，前肥大軟骨細胞
から肥大軟骨細胞へと分化・成熟することで持続的な
縦軸方向への成長を可能にしている。この軟骨細胞に
よる基質の産生は，間質成長（ interstitial growth：軟
骨組織内の各々の細胞が周囲に基質を産生した結果お
こる成長の様式）に重要である。肥大軟骨細胞へと分
化した細胞は，成長板軟骨末端の軟骨と海綿骨の境界
においてアポトーシスを経て，骨細胞へと置き換わる
と考えられてきたが，最近の研究では，肥大軟骨細胞
が，直接，海綿骨や皮質骨における未分化な骨細胞に
変化する，といったことも報告されている3-5）。一方，長

管骨の成長には縦方向の成長のみならず，横方向への
成長，すなわち幅の成長も重要である。この横方向へ
の成長は，軟骨膜直下に存在する軟骨細胞が分化・成
熟することで基質を産生し，さらに軟骨膜から新たな
細胞が供給され，同様に分化・成熟することにより成
長する付加型成長（appositional growth）が関わって
いると考えられている。
　では，この成長板軟骨の成長に関与する軟骨前駆細
胞（chondroprogenitor）はどこに存在し，どの様に軟
骨形成に関与しているのであろうか。これまでの研究で
は，成長板の成長に重要な軟骨前駆細胞は，いくつか
の領域に存在しているとされている。成長板軟骨の縦
方向の成長には，成長板軟骨上端に位置する休止細胞
層に存在する成長板軟骨前駆細胞が関与していること
が示されている6）。その一方で，成長板軟骨の横方向の
成長には，成長板軟骨を取り囲む軟骨膜が存在する軟
骨のくびれ（Ranvier’s groove）に軟骨前駆細胞が存在
すると考えられているが，その詳細は依然として明らか
になっていない7）。

Beta-catenin は，Wnt/β-catenin シグナル経路におい
て重要な役割を果たし，様々な臓器・器官の発生のみ
ならず，成長後も再生・修復や恒常性の維持に深く関
わっている2）。成長板軟骨において，異常 β-catenin を
介した Wnt シグナルの非活性化は，軟骨の形成を阻害
し，形態学的，機能的な異常を引き起こすことが示さ
れていることから，筆者は，Wnt/β-catenin シグナルが
成長板軟骨の軟骨前駆細胞の維持に関与していると考
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え，Wnt の調整を受ける細胞（Wnt/β-catenin signaling

responsive cells（以下，Wnt シグナル反応細胞）8））を
可視化し，軟骨幹細胞を同定することを試みた9,10）。

材料と方法

　本研究では，Wnt シグナル反応細胞に着目した細胞
系譜解析（ linage tracing）を行うため，Wnt/β-catenin

シグナルの標的遺伝子である Axin2 のプロモーターの
下 流 でタ モ キ シ フェ ン 依 存 性 Cre を 発 現 する
Axin2CreERT2 マウスを，ユビキタスに外来性遺伝子の発
現を許す ROSA26 遺伝子座内に，転写を停止させる配
列を LoxP 配列で挟み，その下流に ZsGreen 遺伝子を
ノックインした Rosa26ZsGreen（ZsGeen）マウスと
交配することで得られた，Axin2CreERT2; ZsGeenマウス
を中心に細胞系譜解析を行った。本マウスでは，タモ
キシフェンの存在下（標識したい時期に腹腔内投与す

る）で，かつ，Wnt シグナルが活性化している状況で
のみ，Cre-LoxP 組み換えが起こり，ZsGreen が発現す
る。一度起こった組み換えは，以後解除されることな
く，ZsGreen 発現は子孫細胞まで維持されるため
Genetic lineage tracing とも呼ばれる。また，必要に応
じ，軟骨細胞特異的プロモーターである Col2 プロモー
ターの下流でタモキシフェン依存性 Cre を発現する
Col2CreERT マウスを Rosa26tdTomato （RFP）マウスと
交配することで得られた，Col2CreERT; RFPマウスも使用
した。さらに，Axin2CreERT2 マウスで追跡した細胞にお
いて β-catenin の作用をタモキシフェン依存性に阻害
す る 目 的 で，Axin2CreERT2; β-cateninfl/wt マ ウ ス と
β-cateninfl/fl; ZsGreen マ ウ スを 交 配 し，得 られた
β-cateninfl/fl; Axin2CreERT2; ZsGreenマウスを用いての解
析も行った。細胞系譜解析の基本的な考え方とレポー
ターマウスの特徴等を図 1 に示す。

図 1．タモキシフェン依存性 Cre-LoxP システムを用いた細胞系譜解析
A．タモキシフェン依存性Cre-LoxPシステムの概要。B．細胞系譜解析の考え方。便宜的に上皮をモデルとして使用している。
C．Cre-LoxP システムを利用した細胞系譜解析にしばしば用いられるレポーターマウス。
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結果

Ranvier’s groove 付近に見られるWntシグナル反応細胞
は付加型成長を通じて成長板軟骨を形成する

　生後 6 日にタモキシフェンを腹腔内に投与した仔マ
ウスの脛骨における Wnt シグナル反応細胞の局在を組
織学的に解析したところ，生後 9 日（タモキシフェン
投与後3日）では，成長板軟骨辺縁の Ranvier’s groove

付近に ZsGreen を発現する Wnt シグナル反応細胞の集
団が認められた。その後，経時的にその細胞集団は成
長板軟骨辺縁部に拡大し，辺縁部分で成長板軟骨のカ
ラム構造を形成した。さらにそれら ZsGreen 陽性細胞
集団は，タモキシフェン投与後 2 ヶ月以上経過しても
成長板軟骨辺縁部を占拠していたことから，生後 9 日
に認められた Ranvier’s groove 付近の細胞集団が，成
長板軟骨辺縁部における軟骨細胞前駆細胞であること

が示された（図 2）。
　タモキシフェン投与後 3 日（生後 9 日）に認められ
た Ranvier’s groove 付近の細胞集団を，より詳細に解
析したところ，ZsGreen 陽性細胞はトルイジンブルー
陽性の軟骨基質内と，そのすぐ外側の軟骨膜付近に存
在していることが明らかとなった（図3A）。これまでの
形態学的な解析では，血管等が存在する軟骨膜に成長
板軟骨細胞の前駆細胞が存在すると考えられてき
た7,11,12）。そこで，軟骨膜部分の ZsGreen 陽性細胞が成
長板軟骨を形成するのか，あるいは成長板軟骨最外側
の軟骨基質内に存在する ZsGreen 陽性細胞が成長板軟
骨を形成するか，を検討するため，軟骨細胞を広く標
識可能な Col2CreERT システムを用いて同じ時期にタモキ
シフェンを投与し，陽性細胞の分布を Axin2CreERT2 シ
ステムと比較した。この実験では，軟骨基質内に前駆
細胞が存在する場合は，初めに標識される細胞に前駆
細胞が含まれていると予想されるため，成長板は長期

図 2．Axin2CreERT2; ZsGreen の軟骨組織における Wnt シグナル反応細胞の局在
A．タモキシフェン（Tx）の投与と組織採取スケジュール。Tx は生後 6 日（P6 と表記）に腹腔内に投与され，その後，経
時的に組織を採取し解析した。B．脛骨における ZsGreen 陽性細胞の分布と経時的変化。脛骨近位骨端部の矢状断を示す。
RG: Ranvier’s groove。白矢頭の領域に ZsGreen 陽性細胞の集団が見られる。C．Ranvier’s groove 領域の拡大。RG: Ranvier’s

groove, GP: growth plate。Tx 投与後（P6），Ranvier’s groove 付近に存在した ZsGreen 陽性細胞は成長板軟骨の辺縁部を形
成している。
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間，子孫細胞により標識されるはずである。一方，軟
骨膜内に前駆細胞が存在する場合は，タモキシフェン
等により前駆細胞は標識されないため，長期間の観察
において，非標識細胞が成長板軟骨辺縁に出現すると
考えられる（図 3B）。Axin2CreERT2 システムで行ったタ
モキシフェン投与，組織採取スケジュールと同じ方法
で，解析したところ，タモキシフェン投与後長期間の
観察においても非標識細胞は認められなかったことか
ら，成長板軟骨の辺縁部分を形成する前駆細胞は，軟
骨基質内に存在する成長板軟骨最外側の扁平な細胞で
あることが考えられた（図3A）。なお，ここでは詳細は
示さないが，これらの細胞は軟骨基質内に存在するに
もかかわらず Sox9 タンパクの発現が検出されず，軟骨
細胞としての分化は低いと考えられた。さらに，DNA

合成時に核内に取り込まれる EdU にて細胞を標識した

図 3．成長板軟骨最外側の Wnt シグナル反応細胞が成長板
軟骨前駆細胞である

A．生後 6 日でタモキシフェンの投与を受け，3 日後の脛
骨 Ranvier’s groove 領域の拡大。TB: トルイジンブルー。
成長板軟骨最外側の扁平な Wnt シグナル反応細胞が成長
板軟骨前駆細胞である。B．Col2CreER システムを用いた細
胞系譜の検証。

ところ，これら成長板軟骨最外側の ZsGreen 陽性細胞
では長期に渡り，EdU の残存が見られた。EdU にてラ
ベルした細胞は，分裂を重ねるごとにその発現が減少
することから，これら成長板軟骨最外側の ZsGreen 陽
性細胞は分裂能の低い slow-cycling cell であり，幹細
胞としての性質を有していることが示された。さらに同
様の ZsGreen 陽性 Wnt シグナル反応細胞は，大腿骨，
尺骨，橈骨といった長管骨のみならず，脊椎や肋骨，頭
蓋底の軟骨縫合においても，その成長板軟骨最外側に
認められ，経時的に成長板軟骨を形成するに至った。骨
格の成長が完了する成獣においてタモキシフェンを投
与したところ，仔マウスと同様，Ranvier’s groove 付近
の成長板軟骨最外側に ZsGreen 陽性細胞集団が出現す
るものの，成長板軟骨への拡大は見られないことから
も，この ZsGreen 陽性の Wnt シグナル反応細胞は，成
長板軟骨辺縁の付加型成長に関わっていると考えられ
た。

Wnt/β-catenin シグナルは成長板軟骨前駆細胞の幹細
胞性維持に関与している

　では，この成長板軟骨最外側に存在する軟骨前駆細
胞において，β-catenin はどういった働きを有している
のだろうか。この 疑 問 に 答 えるため，筆 者 は，
Axin2CreERT2 システムで見られた ZsGreen 陽性細胞特異
的に β-catenin をノックアウトするため，β-cateninfl/fl; 

Axin2CreERT2; ZsGreen マウスを作成した。タモキシフ
ェンを生後 13 日で投与し，その一週間後に組織を採
取・観察したところ，Ranvier’s groove 付近の成長板軟
骨最外側から軟骨膜に向かって突出する軟骨腫の形成
を確認した（図 4A）。この結果からは，β-catenin シグ
ナルが Ranvier’s groove 付近の成長板軟骨最外側にお
ける成長板軟骨前駆細胞の幹細胞性維持に重要である
と考えられた。

おわりに

　本研究は，これまで明らかでなかった成長板軟骨を
形成・維持する成長板軟骨前駆細胞の存在と局在を明
らかにしたものである。この軟骨前駆細胞は，これまで
の形態学的解析より予測されていたRanvier’s groove付
近に存在したものの，これまで考えられていた軟骨膜で
はなく，軟骨基質内の最外側に局在していることが明
らかとなった。この Ranvier’s groove 領域は，発生・成
長という視点からのみならず，病理学的にも非常に重
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要な領域である。この領域は，外傷などにより傷害さ
れた場合に将来的な発育異常を来す可能性がある領域
であり，また，外軟骨腫や肉腫といった種々の腫瘍の
発生母地となる領域でもある13）。今後，さらなる研究
により，この成長板軟骨前駆細胞の維持機構，軟骨組
織への分化機構が解明されることが期待される。
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