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研究成果の概要（和文）：破骨細胞分化が抑制された遺伝子欠損マウスのうち、歯が萌出するDAP12欠損マウス
とDAP12/FcRr欠損マウス、歯が萌出しないc-fos欠損マウスを用いて、萌出過程にある歯・歯周組織を形態学的
に検討した。μCT解析と組織学的解析から、生後12週の下顎では野生型マウスと比較してDAP12/FcRr欠損マウス
の骨量は高いが、生後2週ではDAP12欠損マウスの骨量は野生型マウスと同程度であり、TRAP陽性細胞が存在する
ことがわかった。この結果から、生後1ヶ月まではDAP12欠損マウスおよびDAP12/FcRr二重欠損マウスの下顎骨に
破骨細胞が存在し、大理石骨病様を呈さない可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the teeth and surrounding periodontal tissues in the process 
of eruption were morphologically examined in DAP12 deficient and DAP12/FcRr double deficient mice 
with normal tooth eruption in spite of inhibited osteoclast differentiation and c-fos deficient mice
 with failure of tooth eruption due to impaired osteoclast differentiation. Micro-CT and 
histological analyses showed that TRAP-positive cells were detected in the mandible of 2-week-old 
DAP12 deficient mice and mandibular bone volume in DAP12 deficient mice were similar to that in wild
 type mice at two weeks of age, while mandibular bone volume in 12-week-old DAP12/FcRr deficient 
mice were higher than wild type mice.
These data suggest that osteoclasts are present in the mandibular bone of DAP12 deficient and 
DAP12/FcRr deficient mice, and these mice may not exhibit osteopetrosis until they are one month 
old.

研究分野： 硬組織形成
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
破骨細胞分化が抑制されたDAP12欠損マウスとDAP12/FcRr二重欠損マウスの顎骨・歯・歯周組織についての詳細
な情報はなく、本研究が初めての報告となる。また、網羅的遺伝子解析によりDAP12とFcRrの欠損に対して代償
性に働く分子が同定できる可能性がある。
従って、本研究により得られる結果は、破骨細胞分化に関与する新規の分子を特定し、破骨細胞分化の分子メカ
ニズムの解明に貢献するとともに、複雑な歯の萌出メカニズムの一端を解明し、顎口腔領域の発生研究分野に有
益な情報を提供できるものと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
歯の萌出過程では、歯胚周囲にある骨を破骨細胞が吸収して歯の萌出路を形成する。近年、

遺伝子欠損マウスの解析により、破骨細胞分化に関わる分子の同定が進んでいる。例えば、骨
芽細胞により産生されるサイトカインである macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)
と receptor activator of NF-kB ligand (RANKL)や、破骨細胞前駆細胞に発現する RANKL 受容
体である RANK、転写因子 activating protein-1 (AP-1)の構成要素である c-Fos 等の分子は、
破骨細胞分化に必須であり、これらの分子の遺伝子欠損マウスは、成熟した破骨細胞が形成さ
れないため、骨量・骨密度が増加して大理石骨病を呈する。さらに、歯の萌出路形成が障害さ
れるため、歯の萌出が起こらない。 
2003 年に、DAP12 欠損マウスが中程度の大理石骨病を呈するとの報告があり(Kaifu T, Takai 

T et al. J Clin Invest 111(3):323-32, 2003)、さらに翌年、DAP12 と FcRγの二重欠損マウ
スが重篤な大理石骨病を発症するとの報告があった(Koga T, Takai T et al. Nature 15;428 
(6984):758-63, 2004)。これらの研究から、DAP12 と FcRγ が破骨細胞分化に必須の分子であ
ることが明らかにされた。しかしながら、症状が重度である DAP12 と FcRγの二重欠損マウス
において、破骨細胞分化が障害されているのにもかかわらず、歯の萌出は起こるとされている。
現在まで、DAP12とFcRγの二重欠損マウスにおける歯および歯周組織についての報告はなく、
なぜ破骨細胞形成が障害されても歯の萌出が起こるのかは不明である。 
 
２．研究の目的 
 
「DAP12 と FcRγ の欠損に対して代償性に働く分子が歯小嚢に発現し、歯の萌出を促す」と

の仮説をもとに、破骨細胞分化が抑制された遺伝子欠損マウスのうち、歯の萌出が起こる DAP12
欠損マウスおよび DAP12/FcRγ二重欠損マウスと、歯の萌出が起こらない c-fos 欠損マウスを
用いて、萌出過程にある歯・歯周組織（歯小嚢や周囲骨）を形態学的および分子生物学的に比
較検討し、DAP12 と FcRγの欠損に対して代償性に働く分子を同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）実験動物 
実験動物の取り扱いについては、東北大学における動物実験に関する指針に則った。 

実験には、DAP12欠損マウスとDAP12/FcRγ二重欠損マウス、c-fos欠損マウス、野生型（C57BL/6）
マウスを用いた。 
 
（2）マイクロ CT解析 
生後 2週・3週の c-fos 欠損マウスと、生後 1週・2週・3週・4週・12週の他の 3系統のマ

ウスをイソフランの過剰吸入により安楽死させて下顎を摘出し、4％パラホルムアルデヒド
(PFA)/0.1M リン酸緩衝液(PBS)で固定後、マイクロ CT撮影を行った。 
 
（3）組織学的解析 
マイクロ CT 撮影後の試料を脱灰し、パラフィン包埋あるいは凍結包埋した。5μm 厚の連続

切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン(H-E)染色あるいは酒石酸耐性酸性ホスファターゼ
(TRAP)染色を施し、各マウスの歯・歯周組織について組織学的に比較検討を行った。 
 
（4）Real-time PCR 法による解析 
生後 3週と 12週の DAP12 欠損マウスと DAP12/FcRγ二重欠損マウス、野生型マウスをイソフ

ランの過剰吸入により安楽死させて下顎を摘出し、臼歯より後方部の骨を採取して超音波ホモ
ゲナイザーを用いて破砕後、RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (QIAGEN)を用いてトータル RNA
を抽出した。抽出したトータル RNA から random primer (Invitrogen)と逆転写酵素の
SuperScriptⅢ(Invitrogen)を用いて cDNA を合成した。 
 
４．研究成果 
 
（1）マイクロ CT解析 
生後3週齢になると、DAP12欠損マウスとDAP12/FcRγ二重欠損マウスは野生型マウス同様、

歯の萌出がみられたが、c-fos 欠損マウスでは歯の萌出は認められなかった。また、生後 12週
齢では、野生型マウスと比較して DAP12/FcRγ 二重欠損マウスの骨量は増加しており、大理石
骨病様を呈していた。この結果は、従来の報告と一致するものである。さらに、生後 4週齢と
12 週齢の DAP12/FcRγ二重欠損マウスの下顎を比較検討したところ、生後 4週齢よりも生後 12
週齢で骨量が増加していた。 
 
（2）組織学的解析 
 生後 2 週齢の DAP12 欠損マウスと c-fos 欠損マウス、野生型マウスの下顎臼歯部の組織切片



を作製し、比較検討を行った。その結果、c-fos 欠損マウスはすでに骨量の増加が認められ、
大理石骨病様を示していたが、DAP12 欠損マウスでは正常な歯根膜形成がみられ、骨の構造も
野生型マウスと同様であった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、各マウスの隣接切片に TRAP 染色を施し、比較検討を行った。c-fos 欠損マウスの下
顎骨には、TRAP 陽性細胞は検出されなかったが、DAP12 欠損マウスの下顎骨には、野生型マウ
スと同様に、骨表面に TRAP 陽性細胞がみられた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）まとめ 
 以上のことから、DAP12 欠損マウスと DAP12/FcRγ 二重欠損マウスは、生後 1 ヶ月までは破
骨細胞の出現や骨に異常は見られないが、生後 12週になると骨量が増加して大理石骨病様にな
る可能性が示唆された。また Real-time PCR については、サンプル採取後にｍRNA の定量解析
を行うに至らず、破骨細胞のマーカー分子について調べることができなかった。今後、生後 12
週齢の DAP12 欠損マウスと DAP12/FcRγ 二重欠損マウスの下顎における、さらなる検討が必要
であると考える。 
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図 2：下顎第一臼歯部の TRAP 染色像 
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図 1：下顎第一臼歯部の H-E 染色像 
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