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研究成果の概要（和文）：卵巣摘出処理、ビスフォスフォネート投与およびテリパラチドの投与が、Tリンパ球
分画に影響を与えることが明らかになった。マウス大腿骨骨髄では、卵巣摘出や、ゾレドロネート投与により
CD3陽性細胞が減少する。テリパラチド投与は、卵巣摘出や、ゾレドロネート投与により減少したCD3陽性細胞を
増加させる効果がある。
　また、マウス顎骨の新生骨において、ゾレドロネート投与によりミネラル／マトリックス比は有意に増加する
一方で、結晶化度、プロテオグリカン含有率 、コラーゲン構造の完全性は減少する。

研究成果の概要（英文）：The distribution of T cells was influenced by the ovariectomy and 
admistrations of bisphosphonate or teriparatide. The number of CD3+ cells within the femur bone 
marrow of the mice was down-regulated by the ovariectomy and administration of zoledronate. However,
 this number was up-regulated by the administration of teriparatide.
Mineral/matrix ration was significantly increased by the administration of zoledronate within the 
newly formed bone in the mandible of mice, however crystallinity, relative proteoglycan content and 
collgen structural integrity were significantly decreased.

研究分野： 外科系歯学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
骨芽細胞は骨芽細胞ニッチとよばれる微小
環境をつくりだし造血幹細胞(HSC)の恒常性
を維持している。これまで骨粗鬆症について、
骨芽細胞、破骨細胞などに着目する研究は多
数あるが、骨粗鬆症と骨芽細胞ニッチ、HSC
との関連を研究した報告は極めて少なかっ
た。申請者らは骨粗鬆症に関する研究、骨髄
由来幹細胞に関する研究をとおして骨粗鬆
症モデルマウスで T 細胞、B 細胞の細胞分画
（サブセット）や血清中の M-CSF 量が変動す
る現象を発見していた。 
２．研究の目的 
 骨粗鬆症と骨芽細胞ニッチおよび HSC の
関連を解明し、ビスフォスフォネート（BP）
による顎骨壊死（BRONJ）の分子病態メカ
ニズムを検討する。これにより骨粗鬆症や
BRONJ の新規治療法の礎となる基礎的研究
を展開することを目的とした。 
３．研究の方法 
 (1)骨粗鬆症や骨粗鬆症治療薬が免疫系
細胞へ与える影響の解明 ①リンパ球サブ
セット解析；骨粗鬆症モデルマウスは OVX
により作製した。骨粗鬆症治療薬にはゾレ
ドロネート、テリパラチド（副甲状腺ホル
モン）を用い、投与開始後 10 週、20 週、
30 週でマウスから末梢血を採取した。抗
CD45FITC 抗体、抗 CD3ePE-Cy7 抗体、
抗 CD19APC 抗体、抗 CD49bPE 抗体、抗
CD11cV450 抗体で多重染色を行いリンパ
球のサブセット(T 細胞、B 細胞、NK 細胞、
樹状細胞)をフローサイトメーターBD社製
FACSAria により解析した。さらに T 細胞
については、胸腺を回収し、抗 CD4PE 抗
体、抗 CD8aAPC-Cy7 抗体によるサブセッ
ト解析、CD4+細胞については、抗 Foxp3 
Alexa Fluor 488、Th17-cytokine staining 
Panel でさらにサブセット解析を行った。
②サイトカイン、ケモカイン、リンパ球転
写因子の Multiple Assay による解析；前
述の骨粗鬆症モデルマウスを、同様にゾレ
ドロネート、テリパラチドを投与し投与開
始後 10週、20週、30週で血清を回収する。
EGF、G-CSF、M-CSF、TGF、IL-１、IL-2、
IL-4、IL-6、IL-7、IL-12、IL-13、IL-15、
IL-16 、 IL-17 、 Foxp3 な ど は 、
MILLIPLEX® MAP Mouse 
Cytokine/Chemokine Multiplex Assays
（ミリポア社製）で解析した。(2) 骨粗鬆
症や骨粗鬆症治療薬が大腿骨、下顎骨の骨
密度、および骨質（構造特性および材料特
性）へ与える影響の解明 ①骨密度（BMD)
の解析；上記同様に骨粗鬆症モデルラット
は OVX により作製した。骨粗鬆症治療薬
にはゾレドロネート、テリパラチド（副甲
状腺ホルモン）を用い投与開始後 2 日目に、
1.0mm ラウンドバーを用いて下顎枝に貫
通孔を作製した。さらに貫通孔作製 28 日
後に下顎骨および大腿骨を摘出した。摘出
し た 下 顎 骨 お よ び 大 腿 骨 は pQCT

（Norland/Stratec XCT Research SA+; 
Stratec Medizintechnic GmbH, 
Pforzheim, Germany) にて骨密度（ＢＭ
Ｄ）を測定した。尚計測部位は、大腿骨で
は、遠位骨端部成長線部より 1，2，3mm
近位部の 3 ポイントとした。また下顎骨で
は、穿孔部を中心とした直径 0.8 ㎜の
ROI(region of interest)とした。②構造特性
の計測；上記①同様にて摘出した、下顎骨
および大腿骨は、構造特性の計測のため
bone volume / tissue volume (BV/TV), 
trabecular thickness (Tb. Th), trabecular 
number (Tb. N), trabecular separation 
(Tb. Sp)を計測項目とした。microCT は、
Scan Xmate-A080, COMSCAN TECNO 
CO., LTD. Yokohama Japan．を用い、解
析には骨解析ソフト TRI/3D-BON (Ratoc 
System Engineering  Tokyo, Japan)を用
いた。③材料特性の計測；上記①同様にて
摘出した下顎骨の貫通孔周囲の新生骨は、
材料特性の計測のため、ラマン分光顕微鏡
(NRS-5100; Jasco, Tokyo, Japan)を用い、
マッピング測定範囲：300 μm × 120 μ
m． 計測ポイント：貫通孔より 100μm 外
側からランダムに５箇所を設定し、計測項
目 は mineral/matrix, Crystallinity, 
B-type carbonate substitution, Relative 
proteoglycan contents, Collagen 
structural integrity の５項目とした。  
４．研究成果 
(1) ①マウス大腿骨骨髄における CD3 陽性細
胞数についてコントロール群、ゾレドロネー
ト投与群、テリパラチド投与群での比較では、
大腿骨骨髄面積 104μm2 あたりに、それぞれ
2.5 個、0.25 個、1.5 個であり、ゾレドロネ
ート投与によりマウス大腿骨骨髄では、CD3
陽性細胞が有意に減少するものと思われた。
マウス末梢血におけるリンパ球サブセット
解析では末梢血リンパ球中のＴ細胞の割合
は コントロール群,ゾレドロネート投与群,
テリパラチド投与群は、それぞれ 43%. 43%, 
32%であった。末梢血リンパ球中の B 細胞の
割合は、コントロール群、ゾレドロネート投
与群、テリパラチド投与群それぞれ 43%, 
43%, 57%であった。末梢血リンパ球中のγδ
Ｔ細胞の割合は、コントロール群、ゾレドロ
ネート投与群、テリパラチド投与群それぞれ 
2.1%, 2.4%, 4.4%であった。 末梢血中では、
ゾレドロネート投与は、末梢血中のＴ，Ｂ，
γδＴ細胞に影響を与えないが、 テリパラ
チド投与はT細胞の割合を減じ、Ｂ細胞、γδ
Ｔ細胞の割合を増加させた。マウス胸腺細胞
におけるリンパ球サブセット解析では、胸腺
細胞では、CD4 陽性、ＣＤ８陽性の DP 細胞は
全T細胞中にしめる割合が、コントロール群,
ゾレドロネート投与群,テリパラチド投与群
でそれぞれ 16%., 13%, 36%であった。 CD4
陰性、ＣＤ８陰性の DN 細胞は、全 T 細胞中
にしめる割合がコントロール群,ゾレドロネ
ート投与群,テリパラチド投与群でそれぞれ



1.5%, 1.8% , 2.3%であった。CD4 あるいは
ＣＤ８のいずれかが陽性のＳＰ細胞は 全 T
細胞中にしめる割合がコントロール群,ゾレ
ドロネート投与群,テリパラチド投与群でそ
れぞれ 83%, 86%, 61%であった。これらより
胸腺では、ゾレドロネート投与は、DP 細胞、 
DN 細胞、 SP 細胞に影響を与えないことが
わかった。一方テリパラチド投与では、胸腺
細胞は、ＤＰ細胞、ＤＮ細胞を増加し、ＳＰ
細胞を減じることがわかった。また胸腺細胞
では、γδＴ細胞は、全 T細胞中にしめる割
合がコントロール群,ゾレドロネート投与群,
テリパラチド投与群でそれぞれ 0.5%, 0.4%, 
0.6%で有意差はなかった。  
②血清中のサイトカイン測定では、IL-2, 
IL-7, IL-12, IL-15 RANTES(CCL-5) および 
tumor necrosis factor (TNF)α が、ゾレド
ロネート投与群で低いことが示唆された。 
(2)①大腿骨の骨密度（ＢＭＤ）では、遠位
骨端部成長線部より 1，2，3mm 近位部の 3ポ
イント Region1, Region2, Region3 それぞれ
について、いずれも Sham 群に比較して、OVX
群で低値をしめした。一方ゾレドロネート投
与群では Sham 群と同程度の値を示し、ＢＭ
Ｄ上は OVX による骨粗鬆症が、ゾレドロネー
ト投与により生理的状態に回復していると
言えた。 下顎新生骨の骨密度（ＢＭＤ）で
は、Sham 群、OVX 群、ゾレドロネート投与群
間で、有意差は認めなかった。②大腿骨の骨
質構造特性の評価項目では、BV/TV（骨量）, 
Tb.N（骨梁数）, Tb.Th（骨梁幅）は、いず
れも Sham 群に比較して、OVX 群で低値をしめ
した。一方、Tb.Sp(骨梁間隙）は、ＯＶＸ群
が高値をしめした。一方ゾレドロネート投与
群では、BV/TV（骨量）, Tb.N（骨梁数）, Tb.Th
（骨梁幅） および、Tb.Sp(骨梁間隙）が Sham
群と同程度の値を示し、これらの評価項目上
では、OVX による骨粗鬆症が、ゾレドロネー
ト投与により生理的状態に回復していると
言えた。③ラマン分光顕微鏡による、下顎
貫 通 孔 周 囲 の 新 生 骨 の 評 価 で
Mineral/matrix は、Sham 群、OVX 群に比較
して、ゾレドロネート投与群で有意に増加し
ており、下顎骨新生骨において過剰な石灰化
を示した。また、Crystallinity は、Sham 群、
OVX 群に比較して、ゾレドロネート投与群で
有意に低下しておりゾレドロネートが結晶
格子の配列に関与し，結晶構造の完全性を低
下または結晶の成熟を妨げる可能性を示し
た。B-type carbonate substitution は ZOL
群と OVX 群との間に有意差を認めず，ゾレド
ロネートは CO3

2-置換を引き起こさないこと
が 示 唆 さ れ た 。 Relative proteoglycan 
contents は、Sham 群、OVX 群に比較して、ゾ
レドロネート投与群で有意に低下しており
ゾレドロネートが下顎骨新生骨においてア
パタイト形成に良好な環境を誘導している
ことが示唆された。Collagen structural 
integrity は Sham 群、OVX 群に比較して、ゾ
レドロネート投与群で有意に低下しており

ゾレドロネートが下顎骨新生骨のコラーゲ
ンの質の劣化を誘導することを示した。 
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