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研究成果の概要（和文）：本研究は薬剤関連顎骨壊死(MRONJ)におけるエクソソーム（EV:細胞外小胞）の関与に
よる基礎的知見を見出し、発症メカニズムおよび病態の解明を目的とした。破骨細胞培養上清よりEVを単離し、
EV中のmiRNAを抽出しmiRNA-seq解析を行ったところ、ZA添加群にてmiR-146a-5pおよびmiR-322-3pの発現の上昇
を認めた。また、破骨細胞マーカーの一つであるTraf6は、miR-146a-5pの候補標的遺伝子として同定された。ZA
を添加した破骨細胞由来EVは、破骨細胞の機能および骨吸収において重要な役割を果たしている可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Medication-related osteonecrosis of the jaw (MRONJ) is an intractable form 
of osteonecrosis of the jaw that rarely occurs in patients using bone resorption inhibitors such as 
bisphosphonates (BPs). Recently, the role of extracellular vesicles (EVs) in communication between 
osteoclasts and surrounding bone cells has been confirmed. This study aimed to elucidate the effects
 of EVs derived from osteoclasts treated with zoledronic acid (ZA), one of the BPs on osteoclast 
function. qRT-PCR analysis confirmed the amount of these specific miRNAs, with miR-146a-5p, and 
miR-322-3p being significantly upregulated by ZA. Overexpression of miR-146a-5p and miR-322-3p 
influences osteoclast differentiation, and Traf6 is a target gene of miR-146a-5p. On the other hand,
 Overexpression of miR-322-3p affects osteoblast differentiation. We suggest that ZA-treated 
osteoclast-derived EVs may play an important role in osteoclast function and bone resorption

研究分野：破骨細胞
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、miR-146a-5pと322-3pが破骨細胞機能を抑制し、Traf6はmiR-146a-5pの標的遺伝子である可能性を
示しました。よって、破骨細胞EV由来のmiR-146a-5pと322-3pがMRONJの発症に重要な役割を果たしていることを
示唆しています。これらのmiRNAやEVは、将来的にMRONJのバイオマーカーや新規治療ターゲットとなる可能性が
あると考えています。

※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 
2003年にMarxによりビスホスホネート(Bisphosphonate:BP )製剤による顎骨壊死の症例が報告
されて以来、BP 製剤や抗 RANKL 抗体による薬剤関連顎骨壊死（Medication-related 
osteonecrosis of the jaws： MRONJ）が多数報告されるようになった。本疾患は外科的治療時、
悪性疾患でないにも関わらず顎骨切除や 腐骨分離像離断となる場合があり手術侵襲が大きい。
また、保存的治療の場合でも口腔内に骨が露出した状態が続くため患者の QOL は著しく低下す
る。我が国でも患者数は増加傾向であるものの、医学的エビデンスによって有効性が証明された
治療法は未だ確立していない。MRONJ は、BP 製剤投与によるメバロン酸経路を介した破骨細胞
阻害が主たるメカニズムであることは周知されているものの詳細な発症メカニズムは不明であ
る。そこで応募者らは、MRONJ の発生機序への新たな切り口として、エクソソームによる細胞間
コミュニケーションに着目した。エクソソームは miRNA、mRNA、タンパク質等の多くの情報伝達
物質を内包している細胞外小胞である。分泌側の細胞から受取り側の細胞にエクソソームを介
して miRNA が伝達されることにより、細胞の機能調節をしていることが最近の研究で報告され
ている。特定の miRNA 自体や内包しているエクソソームをがん細胞に投与すると細胞を正常化
させることや、逆に特定の miRNA の機能を低下させることで悪性度を進行させることが先行研
究で明らかになっている(Drug Delivery System. 2014)。エクソソーム研究は、診断や治療に至
るまで様々な場面への応用が期待されている近年最も注目されている分野の一つである。近年、
破骨細胞由来のエクソソーム miR-214-3p が骨芽細胞の骨形成を阻害していることが報告され
（Nat Commun. 2016）、エクソソームが破骨細胞と骨芽細胞のコミュニケーションにも関連する
ことが明らかとなっている。そこで、応募者は MRONJ の発生機序においてエクソソームが何ら
かの重要な役割を果たしているのではないかとの考えに至った。 
本研究の最大の特徴は、MRONJ の発症メカニズムにおけるエクソソームの役割に焦点を当てて
いることである。これまで MRONJ の病態研究では、宿主生体防御、免疫における抗菌ペプチド
の作用や miRNA、circRNA に着目されてきたが、MRONJ におけるエクソソーム中の miRNA 機能
解析を行っている報告はない。エクソソームを用いることの利点は、疾患の段階によらず、例え
ば発症前の組織・細胞においても自発的にエクソソームを分泌していることである。さらに、バ
イオマーカーや新規治療ターゲットの発見に繋げることができれば、顎骨壊死に苦しむ世界中
の患者を救うだけでなく、MRONJ のリスクの高い骨粗鬆症患者にはカルシウム製剤や活性型ビ
タミン D3 薬を選択する根拠となり得る。骨粗鬆症患者の中には、顎骨壊死のリスクを恐れて
BP 製剤を自己中断してしまうといった例も実際にあるため、これにより安心で効率的な骨粗鬆
症薬を提供、つまり「いつの間にか骨折」の予防、ひいては健康寿命の延長へと繋げることがで
きる。超高齢社会が問題となっている今、このことによる社会的影響は計り知れない。以上より
研究そのものが独創的かつ創造性に溢れていると考えている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、MRONJ に発現異常を起こしている破骨細胞由来のエクソソーム miRNA を特定し、その
miRNA を調節することによって起こる病態変化を解析することにより、MRONJ 発症におけるエク
ソソームの役割を解明することで MRONJ 発生機序の基礎的知見を収集することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
マウス骨髄細胞に、RANKL（30ng/ml)および M-CSF（30ng/ml）を投与することで成熟破骨細胞で
の分化を促す。その過程で BP 製剤であるゾレドロン酸（10µM）をそれぞれ添加し、TRAP 染色、
Pit Formation Assay 法でそれぞれの破骨細胞の分化能や活性、骨吸収能の評価を行う。また、
RNA を抽出してリアルタイム PCR 法を行い、破骨細胞マーカー発現の定量を行う。 
次に、超遠心法を用いたペレットダウン法によりサンプルからエクソソームを抽出し、miRNA マ
イクロアレイによる網羅的解析を行う。そこから BP 製剤投与群と対照群間に発現量の差が認め
られた破骨細胞由来エクソソーム miRNA を抽出し、リアルタイム PCR 法で発現を定量検討し確
認する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
破骨細胞誘導過程でゾレドロン酸(ZA)を添加することで、破骨細胞の分化能や活性、骨吸収能が
抑制されることを確認した。破骨細胞培養上清から超遠心法により EV を単離し、EV 中の miRNA
を抽出し、ZA 添加群と対照群の 2群間の miRNA-seq 解析を行ったところ、ZA 添加群では対照群
と比較して 11 個の miRNA で発現レベルの上昇、5個の miRNA で発現レベルの低下を認めた。qRT-
PCR では ZA 添加群にて miR-146a-5p および miR-322-3p の発現の上昇を認めた。そこで、miR-
146a-5p を過剰発現、もしくは ZA を添加した破骨細胞由来 EV を BMM に取り込みさせると、破骨
細胞形成は阻害され、破骨細胞マーカーの mRNA 発現レベルの低下を認めた。破骨細胞マーカー
の一つである Traf6 は、複数の miRNA データベースにおいて、miR-146a-5p の候補標的遺伝子と
して同定された。一方、骨芽細胞前駆細胞である MC3T3-E1 細胞において miR-322-3p を過剰発現
させると、Sp7 の mRNA 発現レベルが有意に増加した。ZA を添加した破骨細胞由来 EV は、破骨細
胞の機能および骨吸収において重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 
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