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研究成果の概要（和文）：本研究では、ラマン分光法を用いビスホスホネート系薬剤関連顎骨壊死（以下、
BRONJ）の病態解明を行う。BRONJの病態は十分に解明されておらず、その診断方法を確立することは急務となっ
ている。我々は、高感度に分子レベルの解析を行うことができるラマン分光法に着目した。ラマンスペクトルは
分子の指紋と呼ばれており、細胞や組織を生きたまま標識や固定を行わず、非侵襲的に分子レベルの解析が可能
である。そのため、医療分野や創薬分野での応用が期待されている。ラマン分光解析を行うことで、BRONJのバ
イオマーカーを同定し、その発症メカニズムを解析出来ると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we use Raman spectroscopy to elucidate the pathophysiology of
 bisphosphonate drug-related jaw bone necrosis (hereinafter referred to as BRONJ). The pathogenesis 
of BRONJ has not been fully elucidated, and establishing a diagnostic method is urgently needed. We 
focused on Raman spectroscopy, which can perform molecular level analysis with high sensitivity. 
Raman spectra are called molecular fingerprints, and non-invasive molecular level analysis is 
possible without labeling and fixing cells and tissues alive. Therefore, the application in the 
medical field and the drug discovery field is expected. By performing Raman spectroscopy, it is 
considered that biomarkers of BRONJ can be identified and the onset mechanism can be analyzed.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ラマン分光法を用いビスホスホネート系薬剤関連顎骨壊死（以下、BRONJ）の病態解明を行う。
BRONJの病態は十分に解明されておらず、その診断方法を確立することは急務となっている。我々は、高感度に
分子レベルの解析を行うことができるラマン分光法によりBRONJの病態解明を行う。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、ビスホスホネート系薬剤関連顎骨壊死（Bisphosphonate-Related Osteonecrosis of 

the Jaw, BRONJ）（または薬剤関連顎骨壊死  MRONJ: Medication-Related 
Osteonecrosis of the Jaw）と呼ばれる医原性の顎骨疾患が問題となっている。BRONJは
骨粗鬆症や癌の骨転移の治療薬としてビスホスホネート系薬剤（BP剤）を内服している患
者に、顎骨露出や骨壊死が発症するのが特徴的である。 
現在でも、BRONJの発症メカニズムは BP剤が破骨細胞のアポトーシスを誘導し、骨代 
謝回転が過度に抑制されているが、発症メカニズムは明らかにされていない。これまでの
破骨細胞の研究は、プラスティクプレート上で破骨細胞を培養し、TRAP染色や PCR等の
固定や染色、プローブを用いた破壊的・侵襲的な解析がほとんどであった。しかしながら、
こ  れらは本来の破骨細胞のダイナミズムを解析することはできなかった。 
BRONJは超高齢化社会を迎える我が国において今後増加することが予想され、その病 
態を理解し、究明することが喫緊の課題となっている。本研究では、ラマン分光法を用い
BRONJの病態解明を行う。 

 
２．研究の目的 

BRONJの病態は十分に解明されておらず、その診断方法を確立することは急務となって
いる。我々は、高感度に分子レベルの解析を行うことができるラマン分光法に着目した。
ラマンスペクトルは分子の指紋と呼ばれており、細胞や組織を生きたまま標識や固定を行
わず、非侵襲的に分子レベルの解析が可能である。そのため、医療分野や創薬分野での応
用が期待されている。ラマン分光解析を行うことで、BRONJ のバイオマーカーを同定し、
その発症メカニズムを解析出来ると考えられる。本法は、レーザーラマン顕微鏡を用い、
BRONJ の発症に関与する破骨細胞より特有のラマンスペクトルを取得することで、
BRONJの病態解明と診断法の確立を目指す。 

 
３．研究の方法 
マウス由来マクロファージ様細胞株 RAW264.7 をガラスまたは象牙基板上で播種し、破骨
細胞へ分化誘導（sRANKL）し、BP
剤の存在下または非存存下で 7 日
間培養した。象牙質表面の象牙質
切片上で培養した破骨細胞が形成
するピットと呼ばれる骨吸収窩を
ヘマトキシリン染色し、レーザー
顕微鏡で観察しピットの数、形状、
面積などの情報を基に破骨細胞の
分化を評価する。また、破骨細胞
をファロイジンで染色し、蛍光顕
微鏡で細胞辺縁にアクチンリング
を形成するか確認する。BP 剤の存
在下または非存存下で培養した破
骨細胞をレーザーラマン顕微鏡で
分析し、破骨細胞特有のラマンス
ペクトルの探索やビスフォスフォ
ネート系薬剤が破骨細胞の骨吸収
に及ぼす影響をモニタリングした。 
 
４．研究成果 
マウス由来マクロファージ様細
胞株 RAW264.7 を象牙基板上で破骨細胞へ分化させ、BP 剤の存在下または非存存下で 7日間
培養した。培養後、TRAP 染色・F-アクチン染色・ラマン分光解析を行った。TRAP 染色にお
いて、BP剤の非存在下では、破骨細胞の内部は濃染されていた。一方、BP剤の非存在下で
は、破骨細胞は淡く染色されていた（図 1）。ラマン分光分析において、破骨細胞は水（H2O）
に帰属する 3500cm-1のピークを有するラマンバンドが強く発現することを見出した。水の
ラマンスペクトルは3200 cm-1～3500 cm-1にブロードなピークが認められ、結合水は3200 cm-1

付近に、自由水は 3500 cm-1付近にピークを持つ。これらのスペクトルの変化は、破骨細胞
の有する酸（H+）によるもの考え、今後は初代培養より分化させた破骨細胞や骨組織におい
ても同様の起こるかを検証する。 
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