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研究成果の概要（和文）：ビスフォスフォネート製剤(BP)は、顎骨壊死(BRONJ)を引き起こす。

BRONJ 発症の病因は明らかでないが、口腔粘膜の創傷治癒遅延が関連すると言われている。本

研究はこれをもとに BPの口腔粘膜上皮細胞への影響を 2次元および 3次元培養にて検討を行っ

た。その結果、BPが口腔粘膜上皮細胞に DNAに損傷を与えることで細胞周期を S期で停止させ、

細胞増殖を抑制し、口腔粘膜の創傷治癒遅延を引き起こして BRONJ 発症に関与していることが

示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： Bisphosphonates (BP) causes bisphosphonate-related osteonecrosis 
of the jaw (BRONJ). While the etiology of BRONJ has not been clarified, it would appear 
that the compromised oral mucosa wound healing is associated with the onset of BRONJ. 
The effects of BPs on the oral mucosa keratinocytes were examined by 2D as well as 3D 
oral keratinocyte culture system. In consequence, we found BP induced DNA damage response 
in the oral mucosa keratinocytes and caused cell cycle arrest in S-phage, indication the 
inhibitors of the cell proliferation. Thus, it is suggested that BPs are related to the 
onset of BRONJ by a loss of oral mucosa tissue integrity. 
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１．研究開始当初の背景 

ビスフォスフォネート(BP) 製剤は、骨関
連事象、骨粗鬆症に対して治療効果の高い薬
剤として使用されている。特に窒素含有 BP

の処方が多く、必然的に顎骨壊死を起こす頻
度も高い。しかしながら、その発症機序につ
いてはほとんど解明されていない。 
BP 服用中の患者の口腔内観血的処置後に
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生ずる、顎骨の“細菌感染”が発症契機とな
るという説から、BP を投与された顎骨に細菌
が及ぼす影響についての研究は行われてい
る。しかし、この仮説では無歯顎患者に発生
する顎骨壊死を説明できない。一方、BP 服用
中の患者に食道・胃潰瘍病変が多発している
ことも報告されている。これは、骨の有無に
関わらず、上皮を含む軟組織が BP 傷害のプ
ライマリターゲットとなっている可能性が
強く示唆される(Graham, 2002)。しかし、BP
の口腔軟組織に対する影響についての報告
はほとんどない。 

本申請者は予備実験にて、窒素含有 BP の
ゾレドロネートが口腔粘膜上皮細胞の増殖
を抑制し、アポトーシス(細胞死)を誘導して
いる可能性を発見した。 

この結果から、本申請者は BP による顎骨
壊死の機序として、BP は(1)顎骨に蓄積し、
傷害を与えると同時に、軟組織にも傷害を与
え、(2)その後高濃度に蓄積した BPが顎骨か
ら放出され、まず粘膜組織の統合性／連続性
が破綻し（潰瘍形成）、観血処置を経ずとも
口腔内と顎骨が交通して細菌感染が顎骨に
及ぶ。(3)そして最終的にすでに BPにより治
癒能力の衰えた骨が壊死に陥るという仮説
を立てるに至った。すなわち、BPの口腔粘膜
への作用を明らかにすることが、顎骨壊死の
機序解明のための近道であり、急務であると
考えた。 

 

２．研究の目的 

近年、BP 製剤は多発性骨髄腫、転移性悪
性腫瘍、悪性腫瘍に伴う高カルシウム血症や
骨粗鬆症の治療薬として幅広く使用されて
いるが、BP服用者に顎骨壊死が高率で発生す
ることが大きな問題となっている。現在、顎
骨壊死と抜歯との因果関係が強く示唆され
ているが、発症メカニズムに関する研究はほ
とんどなく、治療法も確立されてない。本研
究の目的は、口腔軟組織の病的変化が顎骨壊
死の発症に先行する病態であるという仮説
に基づき、ヒト口腔粘膜組織由来の上皮細胞
を培養し、生体に類似した 3次元組織を構築、
in vitro モデルを確立し窒素含有 BP のゾレ
ドロン酸(ZOL)が口腔粘膜組織に与える影響
を分析し、疾患発生機序の解明を行うことで
ある。 

 

３．研究の方法 

インフォームドコンセントを得た患者の
第三大臼歯抜歯時の余剰歯肉より口腔粘膜
上皮細胞を単離し、無血清培地中で培養を行
った。MTT法により cell viability測定、BrdU
法と生細胞数測定法で cell proliferation
を検討した。MTT法と BrdU法は培地中に
ZOL(0, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 μM)を添加し 2
日間培養後に測定、生細胞数は ZOL(0, 3, 10 

μM)添加し 6日間培養後計測した。細胞周期
とアポトーシス解析は、ZOL(0, 10 μM)を添
加 48, 72, 96, 120 時間後にフローサイトメ
ーターで解析した。また、同時間処理後の細
胞周期関連タンパク質(phospho-Chk1, 
phospho-Chk2, cyclinA, cyclinB1, p27KIP1, 
Rb, phospho-Rb)の発現についてウェスタン
ブロット法により検討した。さらに、プロテ
アソーム阻害剤である MG132を添加すること
により細胞周期調節タンパク質の発現の変
化について検討を行った。また、3次元培養
による培養口腔粘膜(EVEPOME)を作製し、培
養口腔粘膜上皮に対する ZOLの影響に関する
組織学的観察を行った。すなわち上皮細胞播
種後 11日目に AlloDerm® 上に重層扁平上皮
を形成した後、ZOL(0,10 μM)を添加しさら
に 7日間培養を行い、切片を作製した。HE染
色を行い、EVPOME の形態観察および Ki-67、
Geminin、phospho-H2A.X 免疫染色を行った。
さらに、全基底細胞数に対する各免疫染色陽
性細胞を計数することで Labeling index を
算出した。統計学的手法は repeated one-way 
ANOVA および paried t-test を用いた。 
 

４．研究成果 
MTT 法により ZOL は濃度依存的に培養口腔

粘膜上皮細胞の cell viability を低下させ
ること、BrdU 法と生細胞数測定法においても
濃度依存的に ZOLは培養口腔粘膜上皮細胞の
cell proliferationを抑制することが観察さ
れた(図 1)。また、ZOL による培養口腔粘膜
上皮細胞のアポトーシス誘導は認められな
かったが、細胞周期は S期で停止した。この
結 果 は 、 cyclinA, cyclinB1, p27KIP1, 
phospho-Rb の発現の経時的な減少あるいは
消失と一致する所見だった。さらに、ZOL を
添加した細胞に MG132を添加すると、cyclinA, 
cyclinB1, p27KIP1 の発現の回復が確認され
た。これは、cyclinA, cyclinB1, p27KIP1 の
発現低下がユビキチンプロテアソームシス
テムの活性化により分解が起こることが示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 



 

 

ベースラインの 3次元培養口腔粘膜でみら
れた表層角化を伴う重層扁平上皮は、さらに
7日間培養後の ZOL未添加の EVPOMEでは上皮
層の角化が進行し、上皮全体の厚さが増加し
たのに対し、ZOL を添加したものでは、基底
層細胞の配列に乱れが生じ、上基底細胞層の
数の減少も認めた。これは、免疫染色によっ
て確認される基底細胞層の Ki-67陽性細胞の
顕著な減少と一致するものであった(図 2)。 

一方、ZOL 未添加に比べ、ZOL を添加した
EVPOME は、基底細胞層における Geminin 陽性
細胞が有意に増加していることが確認され
た(図 3)。またウェスタンブロット法では ZOL
添加により phospho-Chk1の発現が 48時間以
内に確認され、ZOL添加の EVPOME においても
基底細胞層における phospho-H2A.X陽性細胞
の有意な増加が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上の結果から、ZOL により口腔粘膜上皮
細胞に DNA損傷が起こることで、ユビキチン
プロテアソームシステムが活性化され、細胞
周期関連タンパク質分解によって細胞周期
が S期に停止した結果、口腔粘膜上皮細胞の
増殖に抑制が起こることが示された。従って
ZOL は口腔粘膜上皮の増殖能に障害を加える
ことで BRONJ発症に関与することが示唆され
た。 
申請者が示した結果は、当初の研究目的で

掲げたヒト口腔粘膜組織由来の線維芽細胞
と上皮細胞を培養し、生体に類似した 3次元
組織を構築、in vitro モデルを確立したこと
に関しては完全に達成できた。上皮細胞に限
定した場合、新たな視点からほぼ徹底的な解
明がなされ、線維芽細胞の場合も 3 次元での
分析を行うこともできた。これらは、国内外
において初めて BP の口腔粘膜組織に与える
影響の分析実験系を確立し、その結果を示し
たことになる。また、今後は、この病態を改
善するための薬理学的アプローチを行って
いく。 
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