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研究成果の概要（和文）：薬の副作用として起こる薬剤関連顎骨壊死は希少性だが難治性であり，生活の質に悪
影響を与えて社会活動を制限するが，原因は不明で，治療法や予防法は存在しない．そこで，薬剤関連顎骨壊死
の原因となる分子や細胞を同定し，治療法・予防法の開発に貢献するため，さまざまな薬剤関連顎骨壊死モデル
動物を作製し，詳細な解析を行った．本研究では複数の薬剤関連顎骨壊死モデルマウスやラットを開発して共通
病態と相違病態を見出し，創部軟組織のマクロファージ分布異常とその極性変化が病態形成や組織治癒に深く関
与することが分かった．本研究成果は，薬剤関連顎骨壊死の病態解明や治療法・予防法開発の基盤構築に大きく
寄与したと思われた．

研究成果の概要（英文）：Medication-related osteonecrosis of the jaw (MRONJ), which is scarce and 
potentially severe adverse effects of anti-resorptive drugs and/or angiogenesis inhibitor, 
significantly worsens quality of life. The aim was to investigated the effects of antiresorptive 
drug and angiogenesis inhibitors on soft and hard tissue healing with creating several rodent models
 of MRONJ-like lesions in order to clarify exact mechanisms and develop new treatment/prevention 
strategies for MRONJ. We found that similar and different histopathology and immunopathology between
 different medications by creating several types of rodent MRONJ-like lesions. Moreover, we 
identified that macrophage distribution and opalization shifting were corelated with the 
pathophysiology. Our findings may contribute to understanding of the pathophysiology of MRONJ and 
development of treatment and prevention strategies for MRONJ.

研究分野： 補綴系歯学

キーワード： 薬剤関連顎骨壊死　ビスホスホネート製剤　抗RANKL抗体製剤　血管新生抑制薬　マクロファージ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究では，現在でも原因が不明で確定的な治療法や予防法がない薬剤関連顎骨壊死に関する基礎的研究を行
った．その結果，複数の薬剤関連顎骨壊死モデルマウスを作製・開発し，最終的にはマクロファージが薬剤関連
顎骨壊死に深く関与していることを見出したが，この新しい知見が薬剤関連顎骨壊死の原因を解く鍵である可能
性が高く，学術的意義があるといえる．また，科学的に薬剤関連顎骨壊死に対する詳細な解析を行ったことで，
治療法や予防法開発の基盤を構築できたことに社会的意義があるといえる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ビスホスホネート製剤使用患者の一部には主として侵襲性歯科治療で Bisphosphonate-

related Osteonecrosis of the Jaw（BRONJ）が惹起される（1)．BRONJ の発現頻度は低いもの
の，一旦発症すると生活の質（Quality of Life：QoL）や口腔関連 QOL を大きく障害して社会生
活に影響を与えるために，適切な対応が望まれている（2,3)．近年では，抗 Receptor Activator 
of NF-kB Ligand（RANKL）抗体製剤デノスマブ（Denosumab）（1,2)，血管新生阻害薬（1)，なら
びに新規骨粗鬆症薬ロモソズマブ［抗 Sclerostin 抗体製剤である Romosozumab（研究開発当初
は米国で第 3 相臨床試験中であったが，現在では既に商品化され，わが国でも認可されている）
（4)］による ONJ（まとめて薬剤関連顎骨壊死 Medication-related Osteonecrosis of the jaw：
MRONJ と呼ばれる）発症も報告されているが，MRONJ に関する基礎研究はほとんど／全く行われ
ておらず，症例が報告されてから 15年が経過した現在でもその病因と病態は分かっていない． 
 一方研究代表者らは MRONJ に関する基礎・臨床研究を展開して治療法に関する一定の知見を
得た（5-8)が，過去の研究報告（8,9)と併せ考えると，幹細胞やそれに近い特徴を有する細胞群
の移植が MRONJ の治癒に関連することはほぼ間違いがないと思われる．ところが，幹細胞治療は
国内外での承認が極めて困難で，今後も歯科領域での適応が極めて難しいと思われるため，臨床
応用可能な MRONJ の治療法開発が切に望まれている． 
 
２． 研究の目的 
（1） ビスホスホネート製剤と抗RANKL中和抗体を用いて高頻度発現型マウス MRONJモデルを

開発後，各種MRONJの相違病態と共通病態を多方面の専門分野から詳細に比較検討して，
病因関連分子を同定する． 

（2） 開発したマウス MRONJ モデルに種々の細胞移植を行い，3 種類の ONJ における移植細胞
の挙動追跡と治癒過程の相違点・共通点を明らかにして，治癒関連分子を同定する． 

上記（1）と（2）を明らかにすることで MRONJ の発症機構と治癒機構の両方を解明し，同定され
た各種分子を基盤とした，歯科適応が可能な MRONJ の新しい分子標的治療法開発に挑む． 
 
３．研究の方法 
（1） 抜歯誘発性高頻度発現型マウス BRONJ・DRONJ・血管新生抑制薬関連 MRONJ モデルの開発

（次頁図 1 参照）：ビスホスホネート製剤と抗 RANKL 抗体（Dmab）（10)と抗癌剤の併用
投与，または，血管新生抑制薬である抗 Vascular Endothelial Cell Growth Factor 
(VEGF) A とビスホスホネート製剤の併用投与に抜歯を組み合わせ，高頻度発現型 BRONJ，
DRONJ，抗 VEGFA 関連 MRONJ モデルを開発する（BRONJ モデルは開発済み）（7)．Dmab
（5mg/kg/1 回/2 週間で投与）は，抗癌剤と併用して ONJ が起こることを予備実験で確
認済みである．薬剤投与 3週間後に両側第 1大臼歯を抜歯し，1週，2週，4週後に屠殺
する．薬剤投与は抜歯後も継続する（7)．  

（2） 病因関連候補分子／細胞の選択：屠殺後にサンプルを採取し，免疫学的（黒嶋），病理学
的（柴田），遺伝子工学的（大塚，三品），組織学的（黒嶋），分子生物学的（住田），材
料・組織工学的（中野），そして総合的な観点（米田）から，全く異なる視点で同一の病
態を解析し，研究者全員で検討して病因関連候補分子を 2～3 個選択する．近年共同研
究者の中野が，悪性腫瘍の骨転移病変と生体アパタイト結晶の優先配向（＝向き）の関
連性を示したことから（11)，材料・組織工学的な観点にも注力して解析する． 

（3） 機能促進・阻害実験や細胞移植による病因関連分子／細胞・治癒関連分子／細胞の同定：
候補分子が既知の蛋白質なら，蛋白質自身か，阻害薬もしくは中和抗体を MRONJ モデル
に投与する．候補分子が未知の場合には蛋白質同定プロファイリングによる構造解析後
（委託），蛋白質か中和抗体を精製して MRONJ モデルに投与する．また，候補因子が細胞
なら，その細胞を MRONJ モデルに移植し，（2）と同様の解析を網羅的に行い，病因関連
分子や病因関連細胞を同定する． 
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４． 研究成果 
（1） 高頻度発現型 BRONJ と DRONJ モデルマウスの開発と網羅的解析 
注射用ビスホスホネート製剤であるゾレドロン酸と抗癌剤の併用投与に抜歯を組み合わせて，



高頻度発現型 BRONJ モデルを作製できた．また，現在まで高率で発現することが困難であった高
頻度発現型抗 RANKL 抗体関連顎骨壊死（DRONJ）モデルの開発に成功し，作製した高頻度発現型
BRONJ モデルとの比較解析を詳細に行うことができた．その結果，高頻度発現型 BRONJ 様病変と
高頻度発現型 DRONJ 様病変に関して，以下の共通病態と相違病態を特定した． 
① 共通病態 

・ 肉眼的所見は全く同じであり，高頻度に創部が開放し，対照群（生理食塩水投与群）と
比較して，創部面積や創部周囲長は有意に大きいことが分かった． 

・ 創部硬組織の 3次元的構造はほとんど同じであり，対照群と比較して，抜歯部における
骨量，海綿骨量，海綿骨厚さの減少に加え，海綿骨間隙量が増大していることが分かっ
た． 

・ 創部硬組織の組織病理学的解析から組織の状態はほとんど同じであり，対照群と比較し
て，壊死骨と空の骨小腔数の有意な増大，生きている骨面積の有意な減少，炎症性細胞
の著しい浸潤が認められた． 

・ 創部軟組織の病理組織学的解析からコラーゲン産生量の状態はほとんど同じであり，対
照群と比較して有意にその産生が抑制されていることが分かった． 

・ 創部軟組織の免疫病理学的解析から，血管分布とマクロファージの分布はほとんど同じ
であり，対照群と比較して，血管とマクロファージ分布は有意に抑制されていることが
分かった．また，BRONJ も DRONJ も，創部軟組織における VEGFA の産生が有意に抑制さ
れていた． 

 
② 相違病態 

・ 創部軟組織の病理組織学的解析からリンパ管新生は BRONJ と DRONJ で異なっており，
BRONJ ではリンパ管新生が有意に抑制されていた一方で，DRONJ ではリンパ管形成は対
照群と比較して抑制されていなかった． 

・ 創部軟組織の病理組織学的解析から F4/80 と LYVE-1 陽性マクロファージ分布は BRONJ
と DRONJ で異なっており，BRONJ では F4/80 と LYVE-1 陽性マクロファージ分布が対照
群と比較して有意に抑制されていたが，DRONJ では対照群と比較して同程度であった． 

 
（2） 高頻度発現型 BRONJ モデルマウスの網羅的遺伝子解析 
注射用ビスホスホネート製剤であるゾレドロン酸と抗癌剤の併用投与に抜歯を組み合わせて，

高頻度発現型 BRONJ モデルを作製し，早期の段階で遺伝子解析を行い，以下の所見を得た． 
・ BRONJ が起こる早期の段階から，炎症性サイトカインに関連する複数の遺伝子は対照群

と比較して有意に相対発現量が増大していた． 
・ BRONJ が起こる早期の段階では，マクロファージに関連する遺伝子相対発現量は，対照

群と比較して有意に増大していた． 
・ BRONJ が起こる早期の段階では，幹細胞に関連する複数の遺伝子は，対照群と比較して

相対発現量が有意に減少していた． 
・ BRONJ が起こる早期の段階では，血管やリンパ管新生に関与する VEGFA，VEGFB，ならび

に VEGFC 遺伝子の相対発現量が，対照群と比較して有意に減少し，実際に，軟組織にお
ける血管とリンパ管分布は有意に減少していた． 

 
（3） BRONJ ステージ 0モデルマウスの開発と網羅的解析 
 ビスホスホネート製剤の単独投与に抜歯を組み合わせて，臨床的には重要であるステージ 0モ
デルマウスの開発に成功し，以下の知見を得た． 

・ ビスホスホネート製剤の単独投与では，抜歯を行っても肉眼的所見は対照群とほとんど
同じで，一見治癒しているようだった． 

・ 組織病理学的解析から，ビスホスホネート製剤の濃度依存性に壊死骨と空の骨小腔数は
対照群と比較して有意に増大しており，肉眼的所見とは全く異なっていた． 

・ 組織病理学的解析から，ビスホスホネート製剤投与群は対照群と比較して上皮の治癒異
常が惹起されており，肉眼的所見とは全く異なっていた． 

・ 免疫病理学的所見から，創部軟組織では，対照群と比較して，ビスホスホネート製剤の
濃度依存性にマクロファージ分布は有意に抑制されていた． 

・ 免疫病理学的所見から，創部硬組織では，対照群と比較して，ビスホスホネート製剤の
濃度依存性に TRAP 陽性遊離破骨細胞数と TRAP 陽性単核球数が有意に増大していた． 

 
（4） 抗 VEGFA 抗体関連 MRONJ ステージ 0モデルマウスの開発と網羅的解析 
抗 VEGFA 抗体とビスホスホネート製剤の併用投与に抜歯を組み合わせて，臨床的には重要で

あるステージ 0モデルマウスの開発に成功し，以下の知見を得た． 
・ 抗 VEGFA 抗体とビスホスホネート製剤の併用投与では，抜歯を行っても肉眼的所見は対

照群と同じで，一見治癒しているようだった． 
・ 組織病理学的解析から，抗 VEGFA 抗体とビスホスホネート製剤の併用投与群では，対照

群，抗 VEGFA 抗体やビスホスホネート製剤単独投与群と比較して，壊死骨と空の骨小腔
数が有意に増大しており，肉眼的所見とは全く異なっていた． 



・ 組織病理学的解析から，抗 VEGFA 抗体とビスホスホネート製剤の併用投与群では，対照
群，抗 VEGFA 抗体やビスホスホネート製剤単独投与群と比較して，上皮の治癒異常が惹
起されており，肉眼的所見とは全く異なっていた． 

・ 免疫病理学的所見から，創部軟組織において，抗 VEGFA 抗体とビスホスホネート製剤の
併用投与群は，対照群，抗 VEGFA 抗体やビスホスホネート製剤単独投与群と比較して，
マクロファージ分布が有意に抑制されていた．  

・ 免疫病理学的所見から，創部軟組織において，抗 VEGFA 抗体とビスホスホネート製剤の
併用投与群は，対照群，抗 VEGFA 抗体やビスホスホネート製剤単独投与群と比較して，
CD169 陽性マクロファージ（Osteomacs）の分布が有意に抑制されていた． 
 

（5） インプラント周囲 BRONJ モデルラットの開発と網羅的解析 
 ビスホスホネート製剤とステロイド製剤の併用投与にインプラント埋入を組み合わせて，イ
ンプラント周囲に惹起される高頻度発現型 BRONJ ラットモデルの開発に成功した．また，詳細な
解析から，以下の所見を得た． 

・ ビスホスホネート製剤とステロイド製剤の併用投与群では高頻度にインプラント周囲
の創部が開放し，創部面積は，対照群（生理食塩水投与群）と比較して，有意に大きい
ことが分かった． 

・ 硬組織の 3次元的構造に関して，ビスホスホネート製剤とステロイド製剤の併用投与群
では対照群と比較して，抜歯部における骨量，海綿骨量，海綿骨厚さの減少に加え，海
綿骨間隙量が増大していることが分かった． 

・ 硬組織の組織病理学的解析に関し，ビスホスホネート製剤とステロイド製剤の併用投与
群では対照群と比較して，壊死骨と空の骨小腔数の有意な増大，生きている骨面積の有
意な減少，炎症性細胞の著しい浸潤が認められた． 

・ 軟組織の病理組織学的解析に関し，ビスホスホネート製剤とステロイド製剤の併用投与
群では対照群と比較して，有意にコラーゲンの産生が抑制されていることが分かった． 

・ 軟組織の免疫病理学的解析に関し，ビスホスホネート製剤とステロイド製剤の併用投与
群では対照群と比較して，血管分布が有意に抑制され，マクロファージ分布は有意に増
大することが分かった．さらに M1 と M2 マクロファージの極性は M1 に大きくシフトす
ることも突き止めた．  

 
（6） 休薬による高頻度発現型 DRONJ 寛解モデルマウスの開発 
高頻度発現型DRONJモデルマウスに休薬を組み合わせて，DRONJ治癒・寛解モデルを開発でき，

詳細な解析から以下の所見を得た． 
・ 休薬をすると，DRONJ 様病変は治癒・寛解する． 
・ 休薬をすると，休薬しない群と比較して，壊死骨や空の骨小腔数が有意に減少する． 
・ 休薬をすると，休薬しない群と比較して，コラーゲン産生の有意な増大と多形核白血球

浸潤の低下が認められる． 
・ 休薬をすると，休薬歯内群と比較して，創部軟組織におけるマクロファージの分布極性

が M2 へと有意にシフトする． 
 
以上を総合的に鑑みて，MRONJ の病態形成機構や治癒には，マクロファージが関与しているこ

とが強く考えられ，現在，生体外で M1 と M2 マクロファージを分化・培養し，それらを MRONJ モ
デルマウスに移植することで，BRONJ 様病変がどのように変化するかを網羅的に解析していると
ころである． 
また，投与薬剤により，作製された MRONJ モデルマウスの病態には共通点と相違点があり，こ

れらをさらに追及することで，病態形成機構の解明に貢献できると考えられた． 
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骨吸収抑制薬と抗癌剤の併用投与がマウス抜歯窩治癒に与える影響

デノスマブ関連顎骨壊死の寛解には脈管新生よりも組織修復性マクロファージの集積が重要な役割を果たす

抗RANKL抗体製剤の休止が高頻度発現型マウス顎骨壊死様病変に与える影響

免疫病理組織所見が異なるビスフォスフォネート製剤と抗RANKL抗体誘発性顎骨壊死様病変
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29th Australian and New Zealand Bone and Mineral Society Annual Scientific Meeting 2019（国際学会）
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特定非営利活動法人　日本がん口腔支持療法学会第5回学術大会（招待講演）
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Effects of cell transplantation on BRONJ-like lesions are quite different between SVF and QQ-MNCs

Upregulated macrophage distribution in reduced osteonecrosis of the jaw-like lesions by the discontinuation of anti-RANKL
antibody in mice

Correlation between phosphorus concentration and autophagy

シンポジウム1．適切な介入を支える基礎研究・臨床研究　―薬剤関連顎骨壊死に関する基礎・トランスレーショナル・臨床研究の最前線
―
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抗癌剤の濃度依存性に増大するビスフォスフォネート製剤関連顎骨壊死の有病率

薬剤関連顎骨壊死の病因解明と治療法開発に向けて

補綴治療に求められる骨質を科学する．「骨質を基盤とした補綴歯科治療戦略は必要か」
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QQ-MNC移植は高頻度発現型マウスBRONJ様病態を緩解させる

ビスフォスフォネート製剤関連顎骨壊死の有病率は抗癌剤の濃度依存性に増大する
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28th Annual scientific meeting of the Australian and New Zealand Bone and Mineral Society（国際学会）

28th Annual scientific meeting of the Australian and New Zealand Bone and Mineral Society（国際学会）

黒嶋伸一郎

Kuroshima S, Sasaki M, Hayano H, Tamaki S, Sawase T

Inaba N, Kuroshima S, Uto Y, Uchida Y, Sawase T

Sasaki M, Kuroshima S, Sawase T

28th Australian and New Zealand Bone and Mineral Society Annual Scientific Meeting（国際学会）

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

口腔インプラント治療と研究をつなぐ．「骨質を基軸とした新規インプラントの開発とインプラント－薬剤関連顎骨壊死の病態解明に向け
た取り組み」

Bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw-like lesions in prevalently induced in a chemotherapeutic dose-dependent
manner in mice

Effect of local PTH administration on maxillary bone around implants in osteoporotic rats

Effect of phosphorus concentration on osteocyte senescence
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破骨細胞分化因子に対する中和抗体の休薬が抜歯窩治癒と長管骨微小環境に与える影響

Medication-related Osteonecrosis of the Jaw -Pathology, Pathogenesis and Treatment Strategies-

高齢患者に対するプレシジョンインプラント補綴治療の提案

ビスフォスフォネート製剤とデノスマブ誘発性顎骨壊死の病因・病態は脈管形成依存性に異なる
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