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研究成果の概要（和文）：TNF レセプター欠損マウスおよび野生型マウスのそれぞれの骨髄

細胞をお互いのマウスに骨髄移植することで作製できるキメラマウスを用いて、矯正学的

歯の移動時に誘導される破骨細胞形成においてどの破骨細胞形成関連細胞が重要な役割を

演じているかを in vivoで解明を試みた。キメラマウスの臼歯を NiTi のコイルスプリング

を用いて歯の移動の実験を行った結果、キメラマウスで歯の移動が起こる事が確認された。    
 
研究成果の概要（英文）：We generated chimeric mice using wild type (WT) or TNF 
receptor deficient (KO) marrow, immunodepleted of T-cells and stromal cells. The 
samples were reciprocally transplanted into WT or KO mice following lethal 
irradiation to eliminate native marrow. We established an orthodontic tooth movement 
model in mice by using a Ni-Ti closed coil spring. We found that orthodontic tooth 
movement was occurred in chimeric mice. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、矯正用インプラントの開発により、治

療期間の短縮が可能となってきた。さらなる、

治療期間の短縮を行うには、生体反応（骨吸

収および骨添加）をコントロールすることが

必要となってきている。また、矯正治療の問

題点に歯根吸収などがある。これらの解決の
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ためには、歯の移動のメカニズムを解明する

ことが重要である。我々は、現在までにマウ

スの歯の移動の実験モデルを確立した

（Yoshimatsu, M., Kitaura, H., et. al, J 

Bone Miner Metab, 2006）。マウスの歯の移

動モデルを確立したことによって様々な遺

伝子改変マウスの使用が可能になった。破骨

細胞による骨吸収には、生体を保つための生

理的骨吸収と炎症等が原因で起こる病的骨

吸収がある。破骨細胞は、M-CSF 存在下で

RANKL あるいは TNF-a によって形成される。

我々は、生理的骨吸収は RANKL、病理学的骨

吸収はTNF-a が中心的役割をしていると考え

ている。たとえば、リウマチ性関節炎等の炎

症性骨吸収は、TNF-a をブロックすることに

よって、抑制されることが多く報告されてい

る（Teitelbaum, SL. Arthritis Res Ther, 

2006）。我々は、マウスの歯の移動は、TNF-a

が関与していることを TNFRs KO マウスを用

いた実験で明らかにした（Kitaura, H., et. 

al, J Dent Res, 2008）。破骨細胞形成に直

接関与する細胞として、ストローマ細胞、マ

クロファージおよび T細胞が関与していると

考えられている（Teitelbaum, SL. Science, 

2000）。これらの細胞を in vivo の実験で区

別できるように WT と TNFRs KO のキメラマウ

スの使用することを考えた。 

 
２．研究の目的 
我々は、現在までに TNF レセプター欠損

（TNF-a receptor 1 and 2 deficient :TNFRs 

KO)マウスを用いた研究で矯正学的歯の移動

は、TNF-a による破骨細胞形成が重要である

ことを見いだした（Kitaura, H., et. al, J 

Dent Res, 2008）。破骨細胞形成に直接関与

している細胞として、破骨細胞前駆細胞であ

るマクロファージ、破骨細胞分化必須誘導因

子であるRANKL を発現するストローマ細胞お

よび炎症の場でRANKL を発現すると報告され

ている T細胞がある。我々の目的は、TNFRs KO

マウスおよび野生型（Wild Type :WT）マウ

スのそれぞれの骨髄細胞をお互いのマウス

に骨髄移植することで作製できるキメラマ

ウスを用いて、矯正学的歯の移動時に誘導さ

れる破骨細胞形成においてどの破骨細胞形

成関連細胞が重要な役割を演じているかを

in vivoで解明することである。 

 
３．研究の方法 
研究の目的を達成するために WT マウスおよ

び TNFRs KO マウスを使用して、お互いに骨

髄移植をすることで、キメラマウスを作製す

る。さらに T 細胞を除去することで、ストロ

ーマ細胞だけがTNFRs を持ったマウスやマク

ロファージだけがTNFRs を持ったマウスがで

きる。このマウスに矯正学的歯の移動を行い、

矯正学的歯の移動に重要な働きをしている

細胞を決定する。キメラマウスは、WT マウス

および TNFRs KO マウスを使用して、それぞ

れに致死量のラジエーションを行い、それぞ

れの骨髄細胞を注入し骨髄移植をすること

で作製する。致死量のラジエーションを行う

とマクロファージを含む骨髄細胞は死滅す

るが、ストローマ細胞は生き続けるためドナ

ーのマウスの骨髄細胞を移植するとマクロ

ファージはドナー由来でストローマ細胞は

ホスト由来のキメラマウスができる。例えば、

ラジエーションした TNFRs KO マウスに WT マ

ウスの骨髄を移植すると、ストローマ細胞は

TNFRs を持っていないが、マクロファージは

持っているマウスになる。逆を行うと細胞も

逆になる。我々は、これらキメラマウスの作

製に関してはすでに確立している（Kitaura 

et al. J. Imunol., 2004, Kitaura et al. J. 

Clin. Invest., 2005）。また、T 細胞につい

ては、抗 CD4 抗体および抗 CD8 抗体で除去す

ることで除去しないものと比較する。このキ

メラマウスを用いて、歯の移動を行いその動



 

 

向を調べることでTNF-a が関与している矯正

学的歯の移動にどの細胞が重要であるかを

調べることができると考えている。8 週齢雄

の WT および TNFRs KO マウスに致死量のラジ

エーションを行い骨髄細胞を取り除き、それ

ぞれのマウスに骨髄移植を行い、マクロファ

ージはTNFRs を持っているがストローマ細胞

は TNFRs を持っていない(WT→TNFRs KO)、逆

にマクロファージはTNFRs を持っていないが

ストローマ細胞はTNFRs を持っている(TNFRs 

KO→WT)キメラマウスを作製する。ポジティ

ブコントロールとしてマクロファージおよ

びストローマ細胞両方がTNFRs をもっている

マウス(WT→WT)およびネガティブコントロ

ールとしてTNFRs 持っていないマウス(TNFRs 

KO→TNFRs KO)の 4 種類を作製する。さらに

これらマウスの T細胞は T 細胞ブロッキング

抗体である坑 CD4 抗体および坑 CD8 抗体によ

って除去する。これにより T細胞が除去され

た 4 種類のキメラマウスができる。坑 CD4 抗

体および坑 CD8 抗体は、抗 CD4 抗体産生ハイ

ブリドーマおよび抗CD8 抗体産生ハイブリド

ーマを SKID マウスの腹腔に播種し、腹水を

採取しそれより抗体を精製したものを使用

する。各キメラマウスの上顎切歯と左側第一

臼歯間に 10gf の NiTi クローズドコイルスプ

リングを装着し、両側第一臼歯を近心移動す

る。歯の移動量は、歯科用シリコーン印象材

を用いて経時的に上顎を印象採得し、各印象

における第一臼歯と第二臼歯間距離を実体

顕微鏡下(VH‐7000/Keyence 社)で計測する

ことにより測定する。 

 
４．研究成果 

キメラマウスの作製のため、移植するための

骨髄細胞からストローマ細胞およびT細胞を

抗体カラムを用いて除去し、イラディエーシ

ョンを行い骨髄細胞を除去したマウスに骨

髄移植した。抗体カラムを用いてストローマ

細胞および T 細胞が除去できたか FACS を用

いて確認した。また、マウスより抗 CD4 抗体

および抗 CD8 抗体をマウスに注入し、T 細胞

を除去した。抗体を注入後、脾臓より細胞を

抽出し、FACS にて T 細胞が除去できた事を確

認した。WT および TNFRs KO マウスを用いて、

マクロファージはTNFRs を持っているがスト

ローマ細胞は TNFRs を持っていない(WT→

TNFRs KO)、逆にマクロファージは TNFRs を

持っていないがストローマ細胞はTNFRs を持

っている(TNFRs KO→WT)キメラマウスを作製

した。このそれぞれのキメラマウスの臼歯を

NiTi のコイルスプリングを用いて歯の移動

の実験を行った。それぞれのキメラマウスで

歯の移動が起こる事が確認された。 
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