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研究成果の概要（和文）：ビスホスホネートによる顎骨壊死発症機構の一端を明らかにする

ために、ビスホスホネートの破骨細胞やその前駆細胞であるマクロファージに対する作用

について検討した。その結果、顎骨壊死発症が報告されているタイプのビスホスホネート

は破骨細胞の分化ならびに骨吸収活性を強力に抑制するが、一方ではマクロファージの細

胞死を誘導するとともに感染による細胞障害に対しても促進的に作用することが明らかに

された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effects of bisphosphonate on 
osteoclasts and their precursor cells to clarify one of the mechanisms of 
bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw (BRONJ). BRONJ-related 
bisphosphonates strongly inhibited osteoclastogenesis and bone resorption activity. On 
the other hand, they showed cytotoxicity and enhanced microbial pathogens-induced 
cell death. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）ビスホスホネート（BP）は骨粗鬆症、
悪性腫瘍 による高カルシウム血症、乳癌や
前立腺癌などの骨転移、多発性骨髄腫、骨
Paget 病、小児骨系生不全など様々な骨代謝
疾患においてその有用性が報告されている。
また、BP は国内外のガイドラインにより骨
粗鬆症治療薬の第一選択薬となっており、BP

系薬剤は骨代謝異常疾患の治療には不可欠
な存在といえる。 
 
（２）BP 系薬剤投与との関連性が疑われる
重篤な顎骨壊死・顎骨骨髄炎が報告されてい
る。これらの副作用症例の多くは、抜歯など
の侵襲的歯科処置や局所感染に関連して発
現しており、抜歯した場合にはその部位の付
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近で発現することが明らかになっている。 
 
（３）顎骨は口腔と隣接しており、抜歯など
の観血的処置や何らかの障害により口腔内
常在菌やウイルスなどの病原微生物に暴露
される可能性は非常に高い。BPs は投与後、
骨に高濃度に分布しており、周辺組織に存在
する細胞の免疫機構に影響を与えているこ
とが推測される。 
 
（４）BP のうちアミノ基を含有する化学構
造を有するもの（N-BPs）が含有しないもの
（nonN-BPs）よりも骨吸収抑制活性が強いと
される一方で、顎骨壊死の発症も報告されて
いる。 
 
２．研究の目的 
（１）N-BPs は nonN-BPs よりも破骨細胞の
分化・活性化を抑制するかを明らかにする。 
 
（２）N-BPs は nonN-BPs よりも破骨細胞の
細胞死を誘導するかを明らかにする。 
 
（３）免疫細胞に N-BPs を作用させると
nonN-BPs を作用させた場合よりも細菌性抗
原による細胞死の誘導が促進されるかを明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
 細胞はマクロファージ様 Raw264.3 細胞を
用いた。BPsは nonN-BPs として etidronate な
らびに TRK-530、N-BPs として alendronate、
risedronate および zeledronate を用いた。 
（１）50ng/ml RANKL 存在下で BPs を作用さ
せて破骨細胞誘導に対する作用濃度ならび
に作用時間依存性を検討した。 
 
（２）Raw 細胞ならびに RANKL 存在下で分
化させた破骨細胞に対して BPs を作用させ、
細胞毒性を検討した。 
 
（３）TRK-530 あるいは zoledronate 存在下で
Raw 細胞に RANKL を作用して骨吸収活性を
検討した。 
 
（４）TRK-530 あるいは zoledronate 存在下で
Raw 細胞に RANKL を作用して破骨細胞分
化・活性化に関する遺伝子ならびにアポトー
シス関連遺伝子の mRNA 発現に関して
Real-time PCR 法を用いて検討した。 
 
（５）TRK-530 あるいは zoledronate 存在下で
Raw 細胞に RANKL を作用して DNA 断片化
や caspase3/7 活性に対する影響について検討
した。 
 
（６）BPs存在下でRaw細胞にLPSや poly I:C

などの細菌性抗原を作用して細胞死に対す
る影響を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）すべての BPs により破骨細胞の誘導が
抑制された。 
＜濃度依存性＞ 
①etidronate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②TRK-530 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③alendronate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④resedronate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

⑤zoledronate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜作用時間依存性＞ 
 
①２核以下の細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②８核以上の細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）BPs の細胞毒性はマクロファージより
も破骨細胞に対してより認められた 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）N-BPs である zoledronate は 10µM で完
全に骨吸収活性が抑制されたが、nonN-BPs
であるTRK-530においても 10µMでほぼ完全
に骨吸収活性は抑制された。 
 
 
 

①対照群 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②zoledronate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③TRK-530 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）いずれの BPs を作用させても破骨細胞
分化、融合および活性化に関与する遺伝子の
mRNA は減少し、アポトーシスを誘導する遺
伝子の mRNA の発現が増加した。 
①NFATc1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

②DC-STAMP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③TRAP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④Fas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤Caspase3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

⑥Caspase8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）nonN-BPs ならびに N-BPs はともに破
骨細胞のアポトーシス誘導した 
①DNA の断片化が認められた 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②Caspase3/7 活性の増加が認められた 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）N-BPs は nonN-BPs よりも細菌性抗原
による細胞毒性を増強させた。 
①resedronate はマクロファージに対する poly 
I:C による細胞死誘導作用を増強した 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 



 

 

②nonN-BPs はマクロファージに対する LPS
による細胞死を回復させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これまでに骨粗鬆症や骨に転移した癌の治
療には骨吸収活性が高いN-BPsが盛んに用い
られてきた。本研究においてこれらの N-BPs
はマクロファージなどの免疫細胞に対して
アポトーシスなどの細胞障害を生じさせ、顎
骨における免疫状態が悪化し、口腔内感染な
どにより、顎骨壊死を生じさせる可能性が示
唆された。一方で、nonN-BPs は N-BPs より
も骨吸収活性が低いとされてきたが、本研究
で用いた TRK-530 は in vitro において N-BPs
と勝るとも劣らない骨吸収活性を示すとと
もに細胞毒性はより軽減されていた。さらに、
TRK-530 を始めとした nonN-BPs は LPS によ
り誘導される細胞死を抑制した。以上の結果
から、TRK-530 などの nonN-BPs は顎骨壊死
などの副作用を生じさせる可能性が低い、骨
粗鬆症や骨転移癌の治療薬として応用でき
る可能性が考えられた。これらの結果は国内
外においてこれまでに明らかにされていな
い事項である。 
 今後は OVX マウスを用いた骨訴訟症モデ
ルや発癌実験などの in vitro の実験系におい
てにおいて TRK-530 の有用性を確認するこ
とにより、実際の臨床応用への足がかりが得
られるものと期待される。 
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