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研究成果の概要（和文）：薬剤関連顎骨壊死は、発症頻度は稀であるものの、一度発症すれば重篤な症状をきた
す。リスクファクターとして、 骨吸収抑制薬の種類、局所的要因、全身的要因、先天的要因、生活習慣、併用
薬等が考えられている。本研究では、実験的過剰咬合とビスフォスフォネート投与が、マウス顎骨に与える影響
を検討した。また、骨オルガノイドによるin vito試験においても検討を加えた。実験的過剰咬合とビスフォス
フォネートを投与したマウスの顎骨では、骨壊死の兆候である空の骨細胞窩が多数認められた。また骨オルガノ
イドにおいて、静水圧刺激とビスフォスフォネート刺激を組み合わせることで、壊死のマーカーであるLDHの放
出が確認された。

研究成果の概要（英文）：Osteonecrosis of the jaw (ONJ) is a serious adverse event that is associated
 with antiresorptive agents, and it manifests as bone exposure in the maxillofacial region. This in 
vivo model exhibited ONJ in alveolar bone, particularly in the mandible. Moreover, the experimental 
hyperocclusion induced remarkable alveolar bone resorption in both mouse mandible and maxilla, 
whereas N-BP treatment completely prevented alveolar bone resorption. In this study, we also modeled
 trauma by exposing clumps of mesenchymal stem cells (MSCs)/extracellular matrix complex to 
hydrostatic pressure in combination with N-BP. Hydrostatic pressure loading induced lactate 
dehydrogenase (LDH) release by calcified cell clumps that were differentiated from MSCs; this LDH 
release was enhanced by N-BP priming. These in vivo and in vitro models may contribute further 
insights into the effect of excessive mechanical loading on ONJ onset in patients with occlusal 
trauma.

研究分野：骨生物学

キーワード： MRONJ　咬合性外傷　実験的過剰咬合　顎骨壊死　ONJ　薬剤関連顎骨壊死　過剰咬合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
補綴歯科治療において顎堤は、義歯やインプラントを支持する上で重要な役割を果たしており、その状態不良は
補綴歯科治療の成功を妨げる大きな要因となる。薬剤関連顎骨壊死は、本邦を含め複数のポジションペーパーが
関連学会から示されている。しかしながら、その発症メカニズムは未だ明確にはなっていない。本研究では、過
剰な咬合力や義歯の使用による口腔内の刺激と薬剤関連顎骨壊死の関連について、その一端を明らかにすること
を目指し研究を推進した。

※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 
補綴歯科治療において顎堤は、義歯やインプラントを支持する上で重要な役割を果た
しており、その状態不良は補綴歯科治療の成功を妨げる大きな要因となる。一方、高齢
化社会を背景として、ビスフォスフォネート（BP）製剤をはじめとした骨吸収抑制薬の
使用者が増加している。BP はハイドロキシアパタイトに高い親和性を示し、破骨細胞
のアポトーシスを誘導することで、骨吸収を阻害する。現在、骨転移を有する癌患者お
よび骨粗鬆症患者の治療に広く用いられており、臨床的なエビデンスが示された治療効
果の高い薬剤である。しかしながら、2003年に BP製剤治療を受けている癌または骨粗
鬆症患者に、侵襲的歯科治療をきっかけに難治性の顎骨壊死（BP-Related Osteonecrosis 
of the Jaw, BRONJ）が発生することが初めて報告された。さらに、BP 製剤だけではな
く、その他の骨吸収抑制剤や血管新生阻害剤においても顎骨壊死が惹起されることが明
らかとなった。現在では、薬剤に関連した顎骨壊死として薬剤関連顎骨壊死（Medication-
related ONJ, MRONJ）という言葉が用いられている。 

2016年に顎骨壊死検討委員会が発表したポジションペーパーでは、MRONJの発症リスクと
して抜歯のみならず、過大な咬合力、不適合義歯およびインプラント治療など補綴学的に重要な
症状・治療法についても重大な局所因子としている（図 2）。しかしながら、ポジションペーパ
ーでは、これらのリスク因子は医学的根拠に基づいて確定されたものではないと述べられてお
り、実際、MRONJの発症機序は完全には明らかにされていない。 
 
 
２．研究の目的 
  本課題では、MRONJ 発症に関与が疑われている過剰な咬合力等の不適切な荷重に焦点をあ
てる。これらの病態を再現するために 17K17181 において確立したモデルマウスを作製、詳細
に解析を行うことで、MRONJの発症と重症化の機序を明らかにすることを目的とする。 
 現在までに MRONJ に対する治療法に関する研究は複数報告されており、その一刻も早い応
用が期待されている。一方で上述したように、医学的根拠に基づいた発症機序は未だ明らかにな
っていない。本課題は MRONJモデルマウスおよび in vitro骨壊死モデルを詳細に比較・解析
する点に独自性を有するとともに、発症および重症化の機序の一端を解明することを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1)ビスフォスフォネート投与マウスにおける実験的過剰咬合の誘導 
 本研究は広島大学動物実験委員会の承認を受け実施した（承認番号 A18-106）。6 週齢雌の
C57BL/6J マウスに対し、週 2 回、ビスフォスフォネートとしてゾレドロン酸（ZOMETA; ノバ
ルティスファーマ株式会社、東京）を尾静脈から、デキサメタゾン（富士フィルム和光純薬株式
会社、大阪）を腹腔から 3週間投与した。実験開始 1週間後に実験的過剰咬合の誘導を目的とし
て、マウス上顎左第一大臼歯咬合面にメチルメタクリレートレジン（スーパーボンド; サンメデ
ィカル株式会社、滋賀）を使用し、矯正用線（デンツプライシロナ株式会社、東京）を接着した。
ゾレドロン酸/デキサメタゾン投与および生理食塩水/デキサメタゾン投与マウスに対し、矯正用
線の接着の有無により計 4群を設定し、実験条件とした。解析には TRAP染色を用いた。 
 
(2) 三次元間葉系幹細胞集塊（Clumps of MSC/ECM complex, C-MSCs） 
 ビスフォスフォネートの投与と咬合圧を想定した、in vitro モデルの構築を試みた。ヒト間葉
系幹細胞セルライン UE7T-13細胞を、アスコルビン酸を含む DMEM培地で培養した。UE7T-13
細胞をウェルから細胞を剥離し Corning® 超低接着表面プレート上で培養することで、三次元間
葉系幹細胞集塊（Clumps of MSC/ECM complex, C-MSCs）を作製した。C-MSCsは骨誘導分化培
地で培養し、ビスフォスフォネート存在下もしくは非存在下で、静水圧刺激を加えた。壊死の指
標として、乳酸脱水素酵（Lactate Dehydrogenase, LDH）の放出を検出した。また、C-MSCsの石
灰化については、マイクロ CT（Skyscan1176; BRUKER, MA, US）を用いて評価した。 
 
(3) 顎骨壊死、特に BRONJ 発症におけるビスフォスフォネートの役割の解明に向けた基礎的検
討 

UE7T-13細胞を、DMEM培地もしくは 100nMのデキサメタゾン、50μg/mLのアスコルビン酸
および 10 mMの β-グリセロリン酸を含む骨誘導分化培地で培養した。ビスフォスフォネートと
してリセドロネートおよびリセドロネートアナログを使用した。リセドロネートアナログは，ピ
リジルを含む R2 側鎖のメチレン（-CH2-）基が 1 個増加しており、このわずかな構造変化によ
り骨吸収抑制能が大幅に低下している。UE7T-13細胞をリセドロネートもしくはリセドロネート
アナログ存在下で 24時間培養し、alamar Blue™ Cell Viability Reagent（Theromo Fisher Scientific, 
MA, US）を用いて細胞活性への影響を評価した。また、リセドロネートもしくはリセドロネー



トアナログ存在下で 0、3、7日間培養後 RNAを抽出し， real-time RT-PCRを用いて PGRN mRNA
の発現を評価した。さらに、Porphyromonas gingivalis由来リポ多糖（Pg-LPS）が PGRN mRNAの
発現に与える影響について検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1)ビスフォスフォネート投与マウスにおける実験的過剰咬合の誘導 
 17K17181において確立した方法により、ビスフォスフォネート投与マウスにおける実験的過
剰咬合の誘導し評価を加えた。TRAP染色の結果、正常咬合のマウス顎骨と比較して実験的過剰
咬合のマウス顎骨では、TRAP陽性細胞の数が有意に多く認められた。さらにゾレドロン酸を投
与した実験的過剰咬合のマウス顎骨においても TRAP陽性細胞の数が有意に多く認められた（図
1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1.上顎および下顎の TRAP染色像 
 
(2) 三次元間葉系幹細胞集塊（Clumps of MSC/ECM complex, C-MSCs） 
① C-MSCs を骨分化誘導培地で分化誘導を行うことで、マイクロ CT 像の取得が可能となり、
顕著な石灰化が確認された。 

 
② リセドロネートを C-MSCsにおいて LDHの放出を誘導しなかった。一方、静水圧刺激によ
り C-MSCsからの LDHの放出を検出した。さらに、リセドロネート存在下に静水圧刺激を
加えることにより、C-MSCsからの LDHの放出は有意に増加した。 

 
 
(3) 顎骨壊死、特に BRONJ 発症におけるビスフォスフォネートの役割の解明に向けた基礎的検
討 
① 100μM までのリセドロネートおよびリセドロネートアナログは、UE7T-13 の細胞活性に影
響を与えなかった。 

 
② UE7T-13細胞において PGRN mRNAは、骨誘導分化培地で培養することで、DMEM培地で
培養した場合と比較して有意に上昇した。 

 
③ コントロール群と比較してリセドロネート群では、培養 3 および 7 日目のいずれにおいて
も PGRN mRNAの発現が有意に上昇していた。一方、リセドロネートアナログ群ではこの
ような発現の上昇は認められず、コントロール群と同程度の発現量を示した。 

 
④ Pg-LPS 存在下で UE7T-13細胞を培養した結果、骨誘導分化培地で培養した場合においても

PGRN mRNAの発現は認められなかった。さらに、Pg-LPS 存在下においてはリセドロネー
トによる PGRN mRNAの発現誘導も認められなかった。 

 
 本研究では、マウスにおいて顎骨壊死様の病態を誘導し詳細な解析を行った。また、C-MSCs
と静水圧刺激により in vitro 解析システムを構築した。この in vitro 解析システムを用いること
で、BRONJ 発症におけるビスフォスフォネートの役割を詳細に明らかにできる可能性が示唆さ
れた。今後は本件成果の結果を基に、MRONJ発症機構の解明と新規治療法の開発に向けた研究
を推進する。 
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