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研究成果の概要（和文）：骨吸収抑制薬であるビスフォスフォネート(BP)は粘膜毒性を有することが知られている。本
研究では、注射用BPであるゾレドロネート(ZA)を用いて、BPの上皮細胞毒性がカルシウムにより増強されることをin v
itroで示してきた。単独では作用を有さない低濃度のZAが、培地中のカルシウム濃度の上昇に伴い増殖抑制やアポトー
シス誘導を発揮するようになることは、BPの粘膜毒性を解明する上で重要な知見であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Bisphosphonate (BP) is known to possess cytotoxicity in mucosal tissues. In this 
study, we demonstrated that calcium enhances the cytotoxic effects of BP on cultured epithelial cells, 
using one of the popular intravenous BPs, zoledronate (ZA). It is of note that low concentrations of ZA, 
which alone had little effects, could be toxic to the epithelial cells depending on the conditions of 
extracellular calcium. We think that the present results will be an important knowledge to elucidate the 
cytotoxic mechanism of BP to mucosal tissues.

研究分野： 口腔外科学
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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、癌の骨

転移や骨粗鬆症に対する優れた治療効果か
ら、今や世界で最もよく使われる薬の１つと
なっている。こうした中、抜歯などを契機に
投与患者の顎骨に生じる “ビスフォスフォ
ネート関連顎骨壊死（BRONJ）”が難治性の
副作用として報告されてきたが、いまだ確立
した対処法はなく、治療法や予防法の開発が
喫緊の課題となっている。 

BRONJ 発症のメカニズムは、骨代謝回転
の過剰な抑制が主病因であるとする『骨犯人
説』と、粘膜に対する細胞毒性が問題である
とする『粘膜犯人説』の２つの説に大別され
る。BP の高い骨親和性から、これまで骨に
焦点を当てた説が主流であったが、2011 年に
Landesberg らが後者の説を”Outside-in” 
theory と呼ぶなど（Ann NY Acad Sci 
1218:62-79, 2011）、BP の軟組織への直接的
な作用が注目されている（図１）。 

 

図 1 BRONJ の発症に関する２つの説 
 
 
ゾレドロネート(ゾメタ®)は現在最もよく

使われる注射用 BP であるが、最高血中濃度
は 1 µM 程度であり、持続的な濃度はさらに
低い。これまでの in vitro の研究の問題点は、
そのような 1 µM 以下の臨床と相関のある濃
度では、培養上皮細胞の生存にほとんど影響
を与えないことであった。そこで申請者は、
BP とカルシウムが高い親和性を有すること
に着目し、培養上皮細胞を用いてゾレドロネ
ートに対するカルシウムの影響を検討する
こととした。 

 
２．研究の目的 
本研究は、ビスフォスフォネートにある本

来は弱い粘膜細胞毒性が、カルシウムの動員
により増強されるとの仮説に立ち、上皮細胞
に対する障害をビスフォスフォネートとカ
ルシウムの協調作用の観点から解明するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ヒト表皮角化細胞由来細胞株(HaCaT 細胞)

およびヒト扁平上皮癌細胞株(HSC-4, KOSC, 
SAS)、ヒト乳癌細胞株(MCF-7)を用い、0.01

～1µM の低濃度ゾレドロネートに対するカル
シウムの影響を下記の方法で調査した。 
（１）細胞増殖に与える影響を MTT 法にて解
析した。 
（２）アポトーシスへの影響を Annexin-V/PI
の二重染色によるフローサイトメトリーに
て解析した。 
（３）ミトコンドリアの経路のアポトーシス
をチトクロムCの放出および膜電位の変化を
測定することにより解析した。 
（４）カスパーゼ 3, 9 の発現をウエスタン
ブロット法にて解析した。 
（５）ゾレドロネートの薬理作用として知ら
れるタンパクのプレニル化阻害の程度をウ
エスタンブロットにて解析した。 
（６）pH の変化がゾレドロネートとカルシウ
ムの協調作用に与える影響について調査し
た。 
 
４．研究成果 
骨吸収抑制薬であるビスフォスフォネー

ト(BP)が粘膜毒性を有することは知られて
いるが、その作用は充分解明されていない。
本研究では、注射用 BP であるゾレドロネー
ト(ZA)を用いて、BP の上皮細胞毒性がカルシ
ウムによって増強されることを下記の方法
で明らかにした。 
初年度の研究では、培養細胞の生存にほぼ

影響がないとされる 1µM 以下の低濃度 ZA に
対するカルシウム(Ca)の影響を、ヒト上皮細
胞株(HaCaT 細胞)を用いて調査した。その結
果、単独では作用を有しない 0.5µMの ZAが、
培地中のCa濃度の上昇とともに増殖抑制（図
2）及びアポトーシス誘導（Annexin-V/PI の
フローサイトメトリー解析）を引き起こすこ
とが明らかになった。この ZA に対する Ca の
協調作用は、カルシウムキレート剤である
EGTA により打ち消された。 
 

図 2 培地中のカルシウム濃度が細胞増殖に
与える影響（-〇-：ZA(-)、-●-：0.5µM ZA） 
 
 
 次年度は、HaCaT 細胞でみられた Ca の協調
作用が他の細胞でも同様にみられるかを、ヒ
ト扁平上皮癌細胞（HSC-4, KOSC, SAS）およ
びヒト乳癌細胞（MCF-7）を用いて検討した。

 

 



その結果、HaCaT 細胞同様にこれらの細胞に
おいても、Ca が ZA の増殖抑制効果やアポト
ーシス誘導作用を著しく増強することが明
らかになった。さらに HSC-4 を用いてアポト
ーシスの内容を詳細に検討した結果、
cleaved caspase-3, -9 の上昇、細胞質内の
チトクローム Cの上昇、ミトコンドリア膜電
位の変化が生じていることが明らかになっ
た。 
 最終年度は、ZAに対するCaの相乗作用が、
カルシウム溶液の pH の影響を受けることに
着目して研究を行った。細胞増殖試験では、
0.5µMのZAはカルシウム溶液が酸性の時には
増殖抑制を示さないが、pHの上昇とともに増
殖を抑制するようになることが明らかにな
った。これまでのところ、増殖抑制に加え、
アポトーシス誘導やタンパクのプレニル化
阻害もアルカリ環境で強く発揮されること
が示されている。カルシウム溶液はアルカリ
性に傾くほどリン酸カルシウム塩を形成し
やすくなることが知られており、Ca の相乗作
用にリン酸カルシウム塩の形成が関与して
いる可能性が強く示唆されている。 
 

図3 カルシウム溶液のpHが細胞増殖に与え
る影響 
 
 
 以上の研究から、BP が低濃度であっても、
Ca がその上皮細胞毒性を増強することが in 
vitro で示された。われわれは、単独では作
用を有さない低濃度の ZA が、培地中のカル
シウム濃度の上昇に伴い増殖抑制やアポト
ーシス誘導を発揮するようになることを今
回はじめて示し、これらの結果は BP の粘膜
毒性を解明する上で重要な知見と考えられ
た。今後は、このような BP とカルシウムの
協調作用のメカニズムが、BP 投与患者の口腔
粘膜の治癒遅延やひいてはBRONJの発症に関
与するかどうかを動物実験モデルなどを用
いて解明し、BP による顎骨壊死の予防へと繋
げていくことを今後の課題としている。 
 
 
 
 
 

 
図4 カルシウムを介したBPの粘膜毒性の可
能性を示す模式図 
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