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研究成果の概要（和文）：ビスフォスフォネート（BP）長期投与された歯周病菌感染マウスの口腔内抜
歯窩において、歯周病菌の長期定着が認められた。また同時に、同部における炎症性細胞の集積が強く認めら

れ、さらに、同部からの CD4T 細胞、マクロファージ(M)による破骨細胞分化に関わるサイトカイン発現に有意な

差が認められた。以上より、本疾患の発症・進行機序には、歯周病菌が関与している可能性が示唆さ

れた。 

 

研究成果の概要（英文）：By using periodontal disease-associated pathogen-infected mice 

long-termed administered with bisphosphonate substrates, we showed long-term 

colonization of periodontal disease-associated bacterium and the accumulation of 

inflammatory cells in teeth extraction wound of the oral cavity. In addition, we displayed 

induction of osteoclasts differentiation-associated cytokines from CD4 T cells and M 

of teeth extraction wound. Taken together, it was suggested that the existence of 

periodontal disease-associated bacterium had effect on the progress and outbreak of 

bisphosphonate-related Osteonecrosis of the Jaw. 
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１．研究開始当初の背景 

 中・高齢者が急増している現在、その 8 割

以上が歯周病に罹患しているといわれてい

る。一方、中・高齢者の骨粗鬆症患者も近年

増加し、治療のためのビスフォスフォネート

(BP)投与患者が増加し、それにつれて、BP

投与患者における口腔外科処置後の顎骨壊

死の多くの報告がなされている。しかしなが

ら、その発症や進行機序、予防法の開発に直

結する、科学的根拠を示す報告はほとんどみ

られない。 
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や硬組織（歯・骨）が共存する口腔内におけ

る BP 投与下の本症発症が歯周病菌の感染に

よるものであり、すなわち、歯周病菌感染が

歯肉粘膜および歯槽骨の免疫異常の誘導を

促している可能性を仮定した。疾患マウスモ

デル作製後、本動物モデルにおける、歯周病

菌による細菌学的・免疫学的影響の検討を行

い、発症予防法および治療法の開発につなげ

ていくことを考えた。 

 

２．研究の目的 

 長期 BP 投与マウスの臼歯を抜歯し、歯周
病菌感染させることにより、以下の検討を行
った。 

（１）抜歯窩部における歯周病菌の定着特異
性と同部における炎症性細胞の集積状
況の検討。 

（２）抜歯窩部の CD11b+マクロファージ(M)
および CD4+T 細胞による破骨細胞分化
関連サイトカイン解析。 

（３）脾臓および頸部リンパ節における CD4
Ｔ細胞の RANKL 発現解析。 

（４）破骨細胞とパミドロン酸二ナトリウム
共培養後、歯周病菌感染時の産生サイ
トカイン解析。 

 

３．研究の方法 

 C57BL/6J マウス（５週齢、♀）にチッ素含

有 BP（パミドロン酸二ナトリウム）を３ヶ月

間（１５ µg/匹/週）静脈注射投与し BP 長期

投与マウスを作製する。その後、下顎臼歯を

抜歯し、歯周病菌（１×１０７個）感染させ、

BP 投与感染マウスを作製した。コントロール

として非感染 BP 投与マウス群および感染 BP

非投与マウス群を用いた。 

（１）感染後 10 日目において、抜歯窩（下

顎骨）に定着している歯周病菌数を測

定するために、抜歯窩をスワッブした

綿棒に付着した歯周病菌から DNA を抽

出し、細菌特異的プライマーを用い

Real-time PCR 法により菌数を測定し

た。また、創傷粘膜部位の潰瘍および

腐骨形成部位を PAS 染色し検鏡するこ

とにより、炎症性細胞の集積状況を確

認した。 

（２）抜歯窩部歯肉をコラゲネース処理後、

単核球細胞を調整し、抗体マイクロビ

ーズ法により、CD11b+マクロファージ

(M)および CD4+T 細胞を分取した。各

分取細胞からRNAを抽出しcDNAを調整

後、炎症性サイトカイン特異的プライ

マー（TNF-、IL-1、IL-6）、破骨細

胞分化抑制サイトカイン（IFN-、IL-4）

発現を測定した。 

（３）脾臓および頸部リンパ節 CD4Ｔ細胞に

おいて、破骨細胞の分化促進因子であ

る RANKL 分子の発現を特異的プライマ

ーにより RT-PCR 法により検討した。 

（４）in vitro 培養破骨細胞をパミドロン酸

二ナトリウム(100 µg/ml; 100 µl)とと

もに 18 時間共培養した後、歯周病菌

(Porphyromonas gingivalis ATCC 
33277)生菌体(1.0 x 106個)により感染

させ、24 時間後の培養上清中のサイト

カイン、特に RANKL 分化に関連するサ

イトカイン測定(IFN-、IL-4, IL-12, 

IL-18)を行い、破骨細胞分化への影響

を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）感染後 10 日目において、両コントロー
ルマウス群では、抜歯窩における菌の
存在は認められなかった。一方、感染
BP 投与マウスでは、歯周病菌の存在が
平均 2.4x105個/マウスで認められた。
また、創傷粘膜部位の潰瘍および腐骨
形成部位をPAS染色し検鏡したところ、
感染 BP 投与マウスにおいて、強い炎症
性細胞の集積、そして、歯周病菌の存
在が認められた。 

（２）両コントロール群と比較した時、感染

BP 投与マウスの Mからの炎症性サイ

トカイン IL-1β、T細胞からは、破骨

細胞の分化抑制サイトカインである

IFN-、 IL-4 の有意な発現誘導が認め

られた。 

（３）脾臓および頚部リンパ節からの CD4T

細胞における RANKL 分子発現は、感染

BP投与マウスでは減少する傾向にはあ

ったものの、歯周病菌非感染マウスと

の間に有意な差は認められなかった。 

（４）生菌体により感染させた場合、IFN-、

IL-4, IL-12, IL-18 は、非感染コント

ロール群と比べ、産生増加の傾向を認

めたものの、有意な差は認められなか

った。 
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