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研究成果の概要： DAP10 遺伝子欠損マウスの解析において，DAP10 遺伝子欠損マウスが加
齢に伴う破骨細胞の分化障害により骨硬化を呈することを明らかにした．さらに，破骨細胞に

おける DAP10会合分子の探索を行ったところ，Myeloid DAP12-associating lectin (MDL)-1
を同定し， MDL-1/DAP10/DAP12の三量体を形成することを示した．このように DAP10
は MDL-1 を介して DAP12 と協調的にはたらき，破骨細胞分化を制御していることを明
らかにした． 
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１．研究開始当初の背景 
 骨構造や強度の維持は骨芽細胞による骨
形成と破骨細胞による骨吸収の巧妙なバラ
ンスにより成り立っており，骨粗鬆症や関節
リウマチなどの骨疾患は破骨細胞機能の制
御異常により引き起こされることが知られ
ている．そのため破骨細胞の分化および活性
化機構を理解することは，骨疾患の発症機序
の解明，さらには治療法の開発に必須である
と考える．申請者らは活性化アダプター分子
DAP12 お よ び Fc receptor common γ 
subunit（FcRγ）を二重に欠損するマウスが

重度の大理石骨病を呈することを見い出し，
これら活性化アダプター分子を介するシグ
ナルが破骨細胞分化に必須であることを明
らかにしている．しかしながら，DAP12/FcRγ
二重欠損マウスにおいて若干ではあるが破
骨細胞の分化が観察されており，その他のア
ダプター分子による代償機構の存在が示唆
されるなど，破骨細胞分化の活性化機構につ
いて依然不明な点が多い．申請者らは新たに
活性化アダプター分子 DAP10 の破骨細胞で
の発現を見い出しており，DAP10 の生理的
役割を明らかにするとともに，骨疾患の発症
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機序の解明，さらには新規な治療法の開発を
目指す． 
 
２．研究の目的 
 破骨細胞の分化や機能の制御異常が骨粗
鬆症や関節リウマチなどの骨疾患の発症や
増悪に関与していることが報告され，破骨細
胞の分化および活性化機構の理解が骨疾患
の発症機序の解明，さらには治療法の開発に
必須であると考える．DAP10 は免疫制御機
構，特に腫瘍の排除や移植拒絶において重要
な役割を担うことが報告されているが，骨代
謝における役割は全く解明されていない．本
研究において破骨細胞分化における DAP10
の役割を解析することにより，分化制御機構
の全容を解明したい．さらに，DAP10 に会
合する新規受容体の同定，ならびにリガンド
を探索することにより周辺細胞を含めた総
合的な破骨細胞の分化機構を明らかにした
い． 
 
３．研究の方法 
１）骨代謝における DAP10の生理的役割を
解明するため，野生型および DAP10遺伝子
欠損マウスより脛骨を回収後，1.5，3，６ヶ
月齢の骨組織切片を作製し，骨形態計測を行
った．また，破骨細胞分化における DAP10
の生理的役割を解明するため，in vitroにお
ける破骨細胞分化誘導能および骨吸収能を
野生型および DAP10遺伝子欠損マウスより
調整した骨髄細胞を receptor activator of 
NF-kB ligand (RANKL)と M-CSF で刺激するこ
とにより検討した．  
２）周辺細胞を含めた破骨細胞の分化機序を
明らかにするため，破骨細胞に発現する新規
DAP10会合受容体の検索を行った．抗
DAP10抗体を作製し，免疫沈降法により破
骨細胞における DAP10 会合分子を単離した．
さらに，質量分析法によりその会合分子の同
定を行った． 
３）破骨細胞分化における会合受容体と
DAP10の役割を調べるため，会合受容体と
DAP10の会合様式の検討，および抗体によ
る刺激実験を行った． 
 
４．研究成果 
１）DAP10 遺伝子欠損マウスの骨形態計測
を行ったところ，野生型マウスと比べて 1.5, 
3 ヶ月齢では有意な差を認めなかったが，6
ヶ月齢において有意な骨量の増加を認めた
（図１）． 
 骨芽細胞分化・機能に異常は認められなか
ったが，破骨細胞数および骨吸収面積の減少
を観察した（図２）．このように，DAP10遺
伝子欠損マウスは加齢にともない破骨細胞
分化障害による骨硬化を呈することが明ら
かとなった． 

 
 

 
 
 

 

 
 

 

  図１．DAP10
−/−
マウスにおける経時的骨量 
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        図２．骨形態計測 

 
 in vitro において破骨細胞は，骨髄細胞よ
りサイトカイン RANKL および M-CSF による刺
激によって誘導することができるため，次に
in vitroにおける破骨細胞分化誘導能を検討
した．野生型および DAP10 遺伝子欠損マウ
スから調整した骨髄細胞を RANKL と M-CSF で
刺激したところ，破骨細胞分化マーカーであ
る TRAP (tartrate-resistant acid 
phosphatase) 陽性破骨細胞数は有意に
DAP10 遺伝子欠損マウスにおいて減少してい
た（図３）．さらに，骨基質をコートしたプ
レート上で破骨細胞を培養することにより
骨吸収能を検討したところ，DAP10 遺伝子
欠損マウスから誘導した破骨細胞において
有意な骨吸収能の低下を観察した．これらの
結果から，DAP10 は破骨細胞分化および機
能に重要な役割を果たすことが示唆された． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   図３．in vitro 破骨細胞分化誘導試験 

 
２）破骨細胞における新規 DAP10 会合受容
体を同定するため，抗 DAP10抗体を作製し，



免疫沈降法により破骨細胞に発現する
DAP10 会合分子を単離した．会合分子の同
定を質量分析法により行ったところ，新規
DAP10 会 合 分 子 と し て Myeloid 
DAP12-associating lectin (MDL)-1を同定し
た．このように DAP10 は MDL-1 を介して
破骨細胞分化を制御していることが示唆さ
れた． 
３）破骨細胞および破骨細胞前駆細胞におけ
る免疫沈降－ウェスタンブロット実験により，
DAP10はMDL-1と会合することを確認した
（図４）． 以前の報告において，MDL-1 は
DAP10の近縁分子であるDAP12と会合する
ことが明らかにされているため，DAP10 は
MDL-1を介してDAP12と複合体を形成する
かを検討した．免疫沈降－ウェスタンブロッ
ト実験により，DAP10 は MDL-1，さらに
DAP12 とも複合体を形成していることが明
らかとなった（図４）． 
 これまで DAP10 と DAP12 はそれぞれホ
モ二量体で発現していることが報告されて
いたが，非還元状態でのウェスタンブロット
解析において，破骨細胞およびその前駆細胞
では DAP10 と DAP12 はヘテロ二量体で存
在していることが強く示唆された．このよう
に DAP10 は MDL-1/DAP12/DAP10 の三量
体を形成することを明らかにした． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図４．免疫沈降ーウェスタンブロットによる DAP10 

    会合分子の同定 

 
 実際に MDL-1/DAP10/DAP12を介するシ
グナルが破骨細胞分化を亢進させることが
できるかどうかを調べるため，破骨細胞分化
誘導実験において抗 MDL-1 抗体による刺激
を導入した．MDL-1 抗体刺激を加えた細胞
群では，コントロール抗体刺激と比較して明
らかに破骨細胞分化の亢進が観察された（図
５）． 
 以上の結果から，DAP10はMDL-1を介し
て DAP12 と協調的に破骨細胞分化を制御し
ていることが明らかとなった．現在のところ
MDL-1の生理的なリガンドは不明であるが，
これらを明らかにすることでさらに破骨細
胞分化機序の解明に繋がるだろう．  
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 図５．MDL-1 抗体刺激による破骨細胞分化能の検討 
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