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研究成果の概要（和文）：　今回我々は、M2-MΦをex vivoで簡便且つ大量に増殖させる革新的な細胞培養技術
の確立と、それを応用したBRONJ根治療法を可能にする全く新しい細胞治療の確立のための分子基盤の確立を目
的とした。
　これまでに我々は、骨髄由来血球系細胞(Lineage (+))細胞と間葉系幹細胞MSCとの非接触性共培養と接触性共
培養により、IL-10の発現レベルが段階的に上昇することを明らかとしている。また我々は、このM2-Mφへの段
階的な分極化を誘導する液性因子と接着性因子をそれぞれ同定した。現在、この研究成果を利用して、BRONJ根
治療法を可能にする全く新しい細胞治療の確立を目指した研究を継続している。

研究成果の概要（英文）：  We tried to establish research basis for novel therapy against BRONJ with 
mesenchymal stem cells (MSCs)-induced anti-inflammatory macrophages. 
  We found that expression level of IL-10 was up-regulated in bone marrow-derived lineage-positive 
(Lin (+)) blood cells co-cultured with MSCs. We also found that MSCs-derived liquid factor and 
cell-cell adhesion between MSCs and Lin (+) blood cells synergistically increased IL-10 expression 
in the Lin (+) blood cells. We keep developing our research results into the establishment of novel 
therapy against for BRONJ.

研究分野：生化学

キーワード： ビスホスホネート　BRONJ　間葉系幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ビスホスホネートbisphosphonate (BP)は、悪性腫瘍の形成に伴う高カルシウム血症、腫瘍の骨転移、ならびに
骨粗鬆症において、破骨細胞の骨吸収を抑制することによりそれらの症状を改善する臨床的に有効性の高い薬剤
である。しかし、近年、BP系薬剤関連顎骨壊死(bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw (BRONJ)が
高い頻度で発生している。今回の我々の研究成果により、BRONJの新規治療戦略確立のための基盤が確立され
た。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景	
(1)ビスホスホネート bisphosphonate	(BP)は、悪性腫瘍の形成に伴う高カルシウム血症、腫瘍
の骨転移、ならびに骨粗鬆症において、破骨細胞の骨吸収を抑制することによりそれらの症状
を改善する臨床的に有効性の高い薬剤である。しかし、近年、BP 系薬剤関連顎骨壊死
（bisphosphonate-related	osteonecrosis	of	the	jaw	(BRONJ)が 2003 年に最初に報告されて
以来、注射剤では 0.8〜12%、経口剤では 0.001%という高い頻度で発生している（米国口腔外科
学会報告,	J	Oral	Maxillofac	Surg,	2007）。とくにゾレドロン酸 zoledronic	acid	(ZA)をは
じめとする窒素含有 BP 製剤の注射での長期投与では、BRONJ の発症率はさらに高まり、ZA を 1
〜4 年経静脈的に投与し続けた場合では実に 20%以上の発症率があるとの報告もある（Kühl	et	
al,	Oral	Oncol,	2012）。BRONJ の発生機序については、BP による骨代謝回転の著しい抑制ある
いは血管新生の抑制による骨芽細胞や骨細胞のアポトーシスによるものなどの諸説がある（国
際骨粗鬆症協会ワーキンググループ報告,	2007）。	
	
(2)	(1)で述べた BP 製剤自身によるリスクファクターに加え、顎骨への侵襲的な歯科治療や歯
周病などの炎症性疾患あるいは口腔内細菌による感染などの局所的なリスクファクターと、糖
尿病や肥満などの全身的なリスクファクターが複雑に関係して発症するものと考えられている
（Yoneda	et	al,	J	Bone	Miner	Metab,	2010）が、その発生機序の詳細は細胞レベルや分子生
物学レベルで明らかとされていない。このため、BRONJ に対する治療法には局所洗浄や抗菌薬
の塗布による保存的治療法、壊死骨の掻爬、ならびに顎骨の辺縁切除や区域切除が選択される
のみであり、根治的な治療方法は確立されていない。現在の我が国の超高齢化社会への変遷の
状況下では、国民全体における骨粗鬆症や癌の発症率は年々上昇しており、BP を投与する機会
は増加する一方であることから、その副作用としての BRONJ に対する有効な治療法の確立が急
務である。興味深いことに最近、Zhang らは、マウスを用いた BRONJ モデルにより、その患部
では炎症性マクロファージ（M1-MΦ）の数が抗炎症性（治癒促進性）マクロファージ（M2-MΦ）
の数よりも多く、また M2-MΦを腹腔内投与することにより、BRONJ の発症を抑制しうることを
発見した（Zhang	et	al,	Clin	Cancer	Res,	2013）。この研究成果の医療応用のために ex	vivo
で M2-Mφを大量に調製するには、M2-Mφ分化を誘導するサイトカイン(interleukin	(IL)-4 や
IL-13)を骨髄から採取した単球/マクロファージ系細胞集団に大量投与することが必要であり、
サイトカインを用意するためのコストが嵩むうえに骨髄細胞を大量に外科的に採取する必要が
ある。M2-Mφの医療応用を一般化するためには ex	vivoで非侵襲的且つ低コストで実現しうる
M2-Mφ大量調製法の開発が急務であるが、未だ実現されていない。	
	
２．研究の目的	
(1)これまでに我々は、骨髄由来の間葉系幹細胞 mesenchymal	stem	cell	(MSC)と lineage	marker
陽性の血球系細胞（Lin	(+)細胞）とを低酸素環境下（5%	O2,	5%	CO2）で共培養すると Lin	(+)
細胞中の M2-MΦ数が選択的に増加することを見出した。加えて、トランスウェルを用いた非接
触性共培養をした場合と、接触性共培養をした場合とでは、Lin	(+)細胞における M2-MΦマー
カーとしての IL-10 の発現が段階的に上昇することを見出した（データ示さず）。すなわち、MSC
による Lin	(+)細胞における M2-MΦへの誘導においては、MSC 由来の液性成分に加え、MSC と
Lin	(+)細胞との間での接着分子等を介した細胞間相互作用が働いていることが示唆されてい
る。本研究では、①	M2-MΦ前駆細胞の増殖や分化を誘導する液性因子ならびに細胞表面上の非
液性因子（接着因子）を同定すると共に、これらを応用して M2-MΦを ex	vivoで簡便且つ大量
に調製しうる革新的な細胞培養技術を確立すること、②この M2-MΦの ex	vivo大量培養系を利
用して、BRONJ の根治を目指した全く新しい細胞治療確立のための分子基盤を樹立すること、
さらには、③外科的な骨髄穿刺などの侵襲を必要とせず、末梢血中のわずかな M2-Mφ前駆細胞
から低コストで M2-Mφの大量調製が可能となる技術開発のための研究基盤を整えることを目
的とする。	
	
３．研究の方法	
(1)細胞培養法：2〜3 週齢の tdTomato(赤色蛍光)強発現 TG マウスあるいは EGFP（緑色蛍光）
強発現 TGマウスの脛骨骨髄より骨髄組織を採取後、MSC専用培地で低酸素環境下（5%	O2,	5%	CO2）
にて骨髄由来細胞を培養した。また、必要に応じ、骨髄細胞採取後に MACS 磁気細胞セパレータ
ー装置を用いて、Lin	(+)細胞とその他の細胞（MSC）を分離した後、それぞれの細胞を単独培
養あるいはトランスウェルを用いた非接触性共培養ならびに接触性共培養を実施した。	
	
(2)	Lin	(+)細胞の M2-Mφ分極化の確認法：qRT-PCR 法や免疫蛍光学的手法を用いて M2-Mφマ
ーカーとしての CD206 や IL-10 の発現を調査した。	
	
(3)mRNA レベルでの網羅的発現頻度差解析法：骨髄由来 Lin	(+)細胞と MSC それぞれの細胞で発
現する液性因子ならびに接着因子についての調査をプライマーアレイにより実施した。	
	
(4)タンパク質レベルでの網羅的発現頻度差解析法：骨髄由来 Lin	(+)細胞と MSC それぞれの細
胞で発現する液性因子ならびに接着因子についての調査を LC-MS/MS により実施した。	



	
(5)細胞増殖の解析法：細胞代謝活性を指標として、WST-1 法あるいは alamarBlue 法を用いて
調査した。	
	
４．研究成果	
(1)強蛍光発現TGマウスの骨髄組織を
採取し、MACS 磁気細胞セパレーター装
置を用いて、Lin	(+)細胞とその他の
細胞（MSC）とに分離してそれぞれの
細胞における液性因子ならびに接着
因子の遺伝子発現頻度差についてプ
ライマーアレイを用いて網羅的に解
析した。その結果、図1に示すように、
MSC と Lin(+)細胞では、その発現頻度
に差を示すものが多く認められた。と
くに、各細胞間で５倍以上の発現頻度
差 が 認 め ら れ た も の の 中 に
M-CSF(Lin(+)細胞に比べて MSC で 5.3
倍の発現量を示す)、CXCL12/SDF-1
（Lin(+)細胞に比べてMSCで 6.1倍の
発現量を示す）、M-CSF 受容体（MSC に
比べて Lin(+)細胞で 11.6 倍の発現量を示す）、ならびに CXCL12/SDF-1 受容体である CXCR4（MSC
に比べて Lin(+)細胞で 5.7 倍の発現量を示す）が認められた。これらの結果より、MSC より分
泌された液性因子としての M-CSF と CXCL12/SDF-1 は、Lin(+)細胞上のこれらの液性因子受容体
に作用しうることが示唆された。	
	
(2)	強蛍光発現 TG マウスの骨
髄組織を採取し、MACS 磁気細
胞セパレーター装置を用いて、
Lin	(+)細胞とその他の細胞
（MSC）とに分離した後、それ
ぞれの細胞の培養上清中に存
在する液性因子（タンパク質）
について LC-MS/MS 装置を用い
て網羅的に解析した。その結果、
表 1 に示すごとく、M-CSF と
SDF-1 が MSC の培養上清中に存
在することが確認された。一方、
Lin	(+)細胞の培養上清中には
これらの液性因子は確認され
な か っ た が 、 granulin/PC	
cell-derived	factor や macrophage	migration	inhibitory	factor などの存在が判明した。	
	
(3)	Lin	(+)細胞はこの細胞単独で培養するよりも MSC
と共培養する方が、増殖効率が著しく上昇すること（デ
ータ示さず）から、MSC から分泌される液性因子が Lin	
(+)細胞に対する増殖促進効果を有することが予測さ
れた。そこで、(1)と(2)で確認された M-CSF ならびに
SDF-1 を Lin	(+)細胞単独培養系に投与し、この細胞の
増殖活性がどのように変化するのかを調査した。図 2A
ならびに図 2B で示すごとく、Lin	(+)細胞に M-CSF を
30	ng/mL で与えたところ、この細胞の増殖活性が増強

されることが判明した。また、この
M-CSF による増殖活性誘導効果は、
M-CSF 受容体阻害剤の投与により抑制
されることが明らかとされた。また、
図 3 で示すごとく、SDF-1 による刺激
でも Lin	(+)細胞における増殖活性は
増強された。	
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MSCと Lin(+)細胞間での遺伝子発現頻度差解析の結果	
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(4)以前に我々は、Lin(+)細胞の単独培養ではこの細胞の
M2-MΦへの分極化すなわち M2-MΦマーカーとしての CD206
の発現は誘導されないが、MSC との共培養では CD206 の発現
が顕著に誘導されることを明らかとしていた。また、M2-	
MΦが分泌する免疫抑制因子である IL-10 の Lin(+)細胞に
おける発現は、トランスウェルを用いた MSC との非接触性
共培養では上昇しないが、MSC との接触性共培養では上昇す
ることを明らかとしていた（データ示さず）。また、骨髄か
ら採取した直後の Lin(+)細胞に M-CSF を与えて単独培養し
ても、前述のごとく増殖は促進されるが、M2-MΦへの分極
化は誘導されないことが明らかとなった（データ示さず）。
これらの結果から、MSC との接触性共培養系にて誘導される
Lin(+)細胞の M2-MΦ分極化には、MSC と Lin(+)細胞との細
胞接着が重要な働きを有するものと予測された。そこで、
MSC で発現が確認された細胞接着因子のうち、その発現量が
多く認められたものの中から、intercellular	adhesion	
molecule	1	(ICAM1)と vascular	adhesion	molecule	1	(VCAM1)に着目して Lin(+)細胞と MSC
との接着に働く分子機構はいずれの細胞接着因子が働くのかについて調査した。表２に示され
るごとく、抗 ICAM1 抗体の投与に
より、MSC に接着する Lin(+)細胞
は 69.3%に減少した。一方、抗
VCAM1 抗体の投与により、MSC に
接着する Lin(+)細胞は 76.4%に
減少した。加えて、抗 ICAM1 抗体
ならびに抗 VCAM1 抗体の同時投
与により、MSC に接着する Lin(+)
細胞は 53.7%に減少した。これら
の結果より、MSC と Lin(+)細胞と
の細胞間接着には、ICAM1 と
VCAM1の両方が働くことが示唆さ
れた。また、たいへん興味深いことに、Lin(+)細胞で発現する ICAM1 受容体（leukocyte	
function-associated	antigen	(LFA)-1）に対する阻害剤を投与したところ、MSC と Lin(+)細胞
との接触性共培養で認められた Lin(+)細胞の M2-MΦへの分極化は部分的に抑制されたが、
Lin(+)細胞で発現する VCAM1 受容体に対する阻害剤を投与しても同様な効果は認められなかっ
た（データ示さず）。	
	 これらの結果より、MSC 由来の液性因子 M-CSF や SDF-1 は、Lin(+)細胞中の M2-MΦ前駆細胞
あるいは M2-MΦに対し増殖促進的に働くが、MSC と Lin(+)細胞間の ICAM1/LFA-1 接着機構は、
Lin(+)細胞の M2-MΦ分極化を誘導するように働くことが示唆された。しかしながら、LFA-1 阻
害剤では Lin(+)細胞と MSC との接触性共培養系で認められる Lin(+)細胞の M2-MΦ分極化は部
分的にしか抑制できなかったことから、ICAM1/LFA-1 接着機構以外にこの M2-MΦ分極化に働く
接着機構が存在する可能性は高く、現在、ICAM1/LFA-1 以外の M2-MΦ分極化誘導性細胞間接着
機構の同定を進めているところである。	
	
(5)(1)から(4)の研究成果により、MSC ならびに Lin(+)細胞由来液性因子と接着因子を用いた低
酸素条件下 M2-MΦ大量培養技術の基盤が確立された。現在、M2-MΦのさらなる大量培養を可能
にする M-CSF や SDF-1 以外の液性因子ならびに ICAM1/LFA-1 因子の同定作業を継続して実施し
ている。また、今回の研究成果を利用して、BRONJ 根治療法を可能にする全く新しい細胞治療
の確立を目指した研究を進めているところである。	
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