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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ビスホスホネート(BP)の細胞内取り込み機序の同定、および感染に
よる顎骨壊死発症促進機序の解明から、BP関連顎骨壊死(BRONJ)の発症機序の根本的解明・治療法の確立へと発
展させることであった。細胞内取り込み機構として、リン酸トランスポーターのひとつであるSLC34が関与して
いること、また、この機構は感染により増強されることが明らかとなった。このことから、SLC34をターゲット
としたBRONJ治療法が可能となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to investigate the pathogenesis of 
bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw (BRONJ), by elucidating the mechanism of 
bisphosphonate’s cellular uptake, and the interrelationship between the transport mechanism and the
 inflammation. As the results, phosphate transporter SLC34 may be associated with the 
bisphosphonate’s cellular uptake and the transporter is increased with inflammation.
Therefore, there is the possibility that the inhibitor of phosphate transporter SLC34 can be useful 
for the treatment or prevention of BRONJ development.

研究分野：口腔免疫学

キーワード： ビスホスホネート　トランスポーター
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１．研究開始当初の背景 
窒素含有ビスホスホネート(N-BP)は破骨
細胞を標的とした強力な骨吸収抑制薬であ
り、骨粗鬆症・癌性骨転移等に広く応用され
ている。しかし以前から副作用として報告さ
れていた全身的な炎症に加え、抜歯等の口腔
外科処置に付随したビスホスホネート関連
顎骨壊死(BRONJ)の発症が2003年に初めて報
告され、現在もなお発症が拡大している。現
在、BRONJ の発症機序として、「顎骨の骨代謝
回転異常、血管新生不全、感染による増悪化」
が考えられているが、いずれも臨床報告等に
留まっており、顎骨壊死発症機序の全容解明
および臨床応用のためのエビデンス構築に
は至っていない。 
さらに、N-BP は骨ハイドロキシアパタイト
および炎症部位に強く集積し、長期投与で骨
に蓄積するため、現在は無症状の N-BP 投与
患者においても今後、抜歯のみならず歯周疾
患、歯科インプラント周囲炎など口腔内慢性
炎症を契機とした多くのBRONJ発症が危惧さ
れる。したがって、BRONJ 発症機序の解明に
基づいた N-BP 製剤投与指針の策定が喫緊の
課題となっている。 
 
２．研究の目的 
 上述のようにBRONJ発症の機序は不明であ
るが、現在、歯周疾患等による細菌感染がリ
スク因子であること、N-BP は細胞に取り込ま
れて毒性を発揮することは知られている。し
かし、N-BP が顎骨壊死を誘導する機序の詳細
は未だ不明である。そこで本研究では、①感
染との複合による顎骨壊死発症促進機序、②
細胞内取り込み機構の解明、③細胞膜インタ
ーフェイスにおけるN-BPの分子標的の同定、
を目指す。これにより、対症療法に終始して
いる N-BP 誘導性顎骨壊死における根本的治
療法の確立に向けて、N-BP の細胞内取り込み
をターゲットとした新規予防・治療法開発へ
の学術的基盤を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、BRONJ 治療法の確立の学術的
基盤を構築することを目的に、以下を検討す
る。 
 
（１）感染による顎骨壊死発症促進機序の解
明 
感染がBRONJの促進因子であることを検討す
るため、以下を検討する。 
 
① Lipopolysaccharide(LPS)の炎症促進作
用におけるマウス in vivo での局所的評価 
既に行った実験において、LPS は N-BP のも
つ全身的な炎症作用を増悪させるという結
果を得ている。しかし、BRONJ 発症部位は、
「骨に蓄積した N-BP の遊離による、高濃度
N-BP」および歯周病細菌等の存在という、非
常に局所的で、特徴的な環境である。そこで、
血管および血管内皮細胞の豊富な組織であ

るマウス耳介を用いて、N-BP と LPS の局所的
な炎症作用を、マウス耳介炎症所見（面積）
および炎症性サイトカインを指標に検討し、
その相互作用を評価する。現在すでに先行実
験を行っており、良好な結果を得ている。 
 
② LPS によるリン酸トランスポーターの機
能亢進および発現増加に関する検討 
現在行っている予備実験において、LPS が
N-BP の血管内皮細胞及び顎骨周囲軟組織細
胞への取り込みを増加させる結果を得てい
る。したがって、LPS はリン酸トランスポー
ターの機能亢進または、発現増加の効果を持
つ可能性がある。これらを PCR、ウエスタン
ブロッティング法を用いて、検討する。 
 
（２）N-BP の細胞内取り込みに関与するリン
酸トランスポーターの特定 
現在、口腔内の組織及び細胞に発現する既
知のリン酸トランスポーターとして、
SLC20a1、SLC20a2、 SLC34a1、SLC34a2、
SLC34a3 の 5 種類が明らかになっている。こ
のうち、単一または複数のトランスポーター
が関与する可能性がある。以下、これを特定
する。 
 
血管内皮細胞から、候補となる SLC 遺伝子を
① 候補となる SLC トランスポーター遺伝子
ノックダウン細胞株における、N-BP の細胞毒
性と radio-isotope 標識 N-BP の取り込み量
の評価 
siRNA を用いて除去し、N-BP の細胞毒性へ
の影響、および、radio-isotope 標識 N-BP の
取込みに対する効果を調べ、リン酸トランス
ポーターを特定する。 
 
② 特定遺伝子発現リポゾームを用いた N-BP
取り込み量の評価 
岡山大学の森山らはリポゾーム（リン脂質
で作成した微小粒子）に遺伝子クローニング
技術で作成・精製した種々のリン酸トランス
ポーター分子を組み込み、遺伝子発現リポゾ
ームを作製し、特定のトランスポーターにお
ける薬剤の取り込みを観察できる、非常に単
純 化 し た 実 験 系 を 確 立 し て い る 。
（Sawada,Moriyama et al. Proc Natl Acad 
Sci USA. 2008）この実験系を用いて、N-BP
の取り込みに対する効果を調べ、候補となる
リン酸トランスポーターを特定する。 
 
③ 候補となる SLC トランスポーター遺伝子
のノックアウト（KO）マウス、または、コン
ディショナルノックアウト（CKO）マウスに
おける、BRONJ 発症率・血管障害状態の評価 
５種類のリン酸トランスポーターのうち、
SLC34 の３種類のアイソフォームにおいて、
KO マウスが存在する。また、他の２種類にお
いても血管内皮細胞をターゲットとした CKO
マウスが作成可能である。マウス BRONJ モデ
ル(Mawardi et al. J Dent Res.2011)を用い



て、上記の実験で候補となったリン酸トラン
スポーターの KO（または CKO）マウスにおけ
る BRONJ 発症率を、ワイルドタイプマウスと
比較する。また、抜歯周囲部位における、血
管内皮細胞と候補となるリン酸トランスポ
ーターの発現を免疫染色にて観察する。さら
に、 Vascular Corrosion Casting System
（Krucker et al.Microsc Res Tech.2006）
を用いて、レジン材料をマウス BRONJ モデル
全身的に還流させ、MicroCT にて解析し、抜
歯部位周囲の血管障害状評価する。 
 
（３）BRONJ 予防・治療法確立のための条件
検討 
これまでに行った実験において、N-BP とリン
酸 ト ラ ン ス ポ ー タ ー 阻 害 剤 の
phosphonoformic acid (PFA)を静脈内投与に
て併用投与した結果、BRONJ 発症率が N-BP 単
独投与に比べて非常に有意に低いという結
果得ていた。（N-BP 単独投与：９５％、N-BP
と PFA の単独投与：３３％）しかし、現在す
でに、N-BP を投与されている患者は非常に多
いため、この治療法の条件では、そのような
患者に応用することはできない。したがって、
以下の条件における PFAの BRONJ 発症に対す
る効果を検討する。 
 
①抜歯前に PFA を静脈内投与、または、口腔
内に局所投与。 
 
②抜歯後に PFA を静脈内投与、または、口腔
内に局所投与。 

 
４．研究成果 
（１）感染による顎骨壊死発症促進機序の解
明 
 
① LPS の炎症促進作用におけるマウス in 
vivo での局所的評価 
 グラム陰性菌細胞壁成分の LPS と N-BP と
の相互作用を評価した。まず、血管及び血管
内皮細胞が豊富な組織であるマウス耳介を
用いて検討を行ったところ、LPS はマウス耳
介における N-BP の炎症作用を増悪させ、そ
の際の炎症面積は有意に上昇した。 
 
② LPS によるリン酸トランスポーターの機
能亢進および発現増加に関する検討 
 上述のマウス耳介において、N-BP および
LPS に よるリン酸トランスポーター
（SLC20a1,SLC20a2,SLC34a1）の発現上昇が
みられた。 

さらに、マウス血管内皮細胞において、
N-BP の細胞毒性、およびリン酸トランスポー
ターの発現に対する LPS の影響も検討した。
その結果、LPSはN-BPの細胞毒性を増強させ、
リ ン 酸 ト ラ ン ス ポ ー タ ー
（SLC20a1,SLC20a2,SLC34a1）の発現を有意
に上昇させた。 
これらの結果から、LPS は血管内皮細胞に
発現するリン酸トランスポーターの発現を
上昇させ、血管内皮細胞に対する細胞毒性を
増強させることで、顎骨壊死発症を促進する
可能性が示唆された。この結果は、臨床報告
にとどまっている、リスク因子としての「歯
周疾患等による細菌感染」を科学的に支持す
る重要な結果だと思われる。 
 
（２）N-BP の細胞内取り込みに関与するリン
酸トランスポーターの特定 
 
① 候補となる SLC トランスポーター遺伝子
ノックダウン細胞株における、N-BP の細胞毒
性と radio-isotope 標識 N-BP の取り込み量
の評価 
 血管内皮細胞から、SLC34 遺伝子を siRNA
に よ り 除 去 し 、 N-BP の 細 胞 毒 性 と
radio-isotope標識N-BPの取り込み量の評価
を行った。その結果、siRNA 処理されていな
い血管内皮細胞に比べ、SLC34a1 遺伝子ノッ
クダウン細胞株では、細胞毒性が減少し、
radio-isotope標識N-BPの細胞取り込み量も
減少した。 
 
② 候補となる SLC トランスポーター遺伝子
のノックアウト（KO）マウス、または、コン
ディショナルノックアウト（CKO）マウスに
おける、BRONJ 発症率・血管障害状態の評価 
 SLC20および34遺伝子コンディショナルノ
ックアウトマウスを用いて、マウス BRONJ モ
デルにおけるBRONJ発症率および抜歯部位周
囲の血管傷害状態の評価を行った。その結果、
SLC34 コンディショナルノックアウトマウス
では、野生型に比べ、血管傷害の抑制がみら
れた。 
 
（３）BRONJ 予防・治療法確立のための条件
検討 
 すでに N-BPを投与されている患者に対し、
リン酸トランスポーター阻害剤（PFA）を用
いることを想定し、以下の実験を行った。（プ
ロトコールについては、（３）研究方法を参
照）N-BP を静脈内投与された野生型マウスに
おいて、第一大臼歯抜歯前および抜歯後に
PFA を口腔内局所投与した。その結果、抜歯
前に PFA を投与した群において、BRONJ 発症
率が有意に減少した。現在、N-BP を既に投与
されている患者において、今後さらなる
BRONJ 発症が見込まれるため、この結果は新
規治療法への開発に大きく寄与すると考え
られる。 
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