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研究成果の概要（和文）：骨粗鬆症や歯周病での炎症性骨破壊は、加齢にともなって発症する骨代謝疾患であ
り、酸化ストレスが病態に大きく関与することが知られている。本研究で骨代謝疾患治療薬としての有効性を検
討した新規ビスホスホネートMPMBPと植物由来成分であるアントシアニンは、いずれも強い抗酸化作用をもつ化
合物であり、骨吸収抑制作用のみならず骨形成促進作用を発揮することで、新しい骨を造る治療薬として臨床応
用できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Bisphosphonates (BPs) have been widely used as anti-resorptive agents in　
metabolic bone diseases. MPMBP is a novel non-nitrogen-containing BP with an antioxidant side chain 
that possesses anti-inflammatory properties. Since inflammation is known to be a cause of the 
pathological bone resorption, we investigated the effects of MPMBP on bone metabolism using imaging 
technics. The results showed that: i) MPMBP increased the mRNA expression of ALP, COL-1, OCN, and 
BSP in MC3T3-E1 cells, ii) MPMBP inhibited the translocation of NF-κB/p65 to the nuclei in 
osteoblasts, iii) local injection of MPMBP to alveolar bone induced increases in both the bone mass 
and thickness of alveolar bone at the local site of injection in rabbits. Taken together, these 
findings suggest that MPMBP is a promising agent to prevent bone loss, or even accelerate new bone 
formation, through inducing an uncoupling between bone resorption and bone formation, which is 
preferable to maintain bone mass and quality.

研究分野：歯科薬理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床現場で頻用されている第3世代ビスホスホネートは、強力な骨量増加作用をもつためにきわめて有用である
が、顎骨壊死・非定型大腿骨骨折などの重大な副作用が報告されている。本研究で新規開発を目指したMPMBPは
抗酸化性側鎖をもつビスホスホネートであることから、NF-kappaB核移行抑制を介した骨芽細胞活性化により骨
密度を上昇させるだけでなく、酸化ストレス軽減による骨質改善作用が認められた。すなわち、みずみずしく、
しなやかな骨が形成されることが予想され、糖尿病や慢性腎不全患者にみられるような脆弱性骨折リスクをも減
少させる全く新しいタイプの骨代謝疾患治療薬として臨床応用できる可能性が示唆された。
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１．研究開始当初の背景
骨粗鬆症や歯周病での炎症性骨破壊は、加齢にともなって発症する骨代謝疾患である。

現在、健康寿命延伸を目的に、失われた骨組織を修復して、骨折を予防するための補助療
法として薬物治療が行われている。しかし、臨床現場で使用できる治療薬は骨吸収抑制薬
を主体としていることから、骨吸収と骨形成のカップリング（骨代謝回転）を低下させる
ことにより骨の再生・修復を遅らせ、その結果、硬くて脆い骨になることが危惧される。
骨強度には骨密度だけでなく、骨構造、マイクロダメージ、石灰化度、コラーゲン配向

性などで評価される骨質も関係することが明らかにされ、骨強度の 30％が骨質に依存する
といわれている。骨粗鬆症治療薬使用によって骨密度が増しているのに，骨折を予防でき
ないケースが半分くらいあるという深刻な事態を打開するためには、骨質悪化の原因とそ
の解決策を見出す必要がある。一方で、現在、臨床で使用できる唯一の骨形成促進薬であ
るテリパラチドの骨密度増加効果はビスホスホネート（BP）製剤と比較しても優れており、
椎体骨折に対する予防効果が示されている。しかし、投与期間が 2年まで、と定められて
いる。このような現状から、骨吸収抑制作用をもちながら、骨リモデリングを抑制しない、
すなわち骨質低下を引き起こさない新規治療薬の開発が望まれている。

２．研究の目的
BP は、P-C-P 結合を基本骨格とする骨吸収抑制薬であり、骨吸収が亢進した病態に対し

て、最も信頼できる治療薬として使用されている。また、P-C-P の中心炭素原子に付加さ
れる側鎖の違いにより、薬理作用や作用機序などが大きく異なることが知られている。一
方、骨粗鬆症や歯周病での炎症性骨破壊などでは、その病態に酸化ストレスが大きく関与
していることが明らかにされている。そのため抗酸化物質の働きにより骨疾患が改善され
ることが推測される。本研究では、側鎖に抗酸化性の (methylthio) phenylthio‐基を持
つ新規 BP である [(4-methylthio) phenylthio］methanebisphosphonate (MPMBP)および
強い抗酸化作用を有する植物由来成分であるアントシアニンが骨代謝治療薬として有効
であるかどうかについて、さまざまなイメージング技術を用いて、in vitro および in vivo
両面から評価すること、これにより新しいタイプの治療薬を開発することを目的として実
験をおこなった。

３．研究の方法
（１）生きたままの動物での細胞動態を非侵襲で観察するため、TLR アゴニスト投与によ
り骨破壊を起こした SCID マウスに EGFP-Tg OCP (5 x 10^6 cells/mouse)を静注して小動
物用生体観察システムで観察し、破骨前駆細胞の体内動態について、さらに MPMBP 投与に
よる細胞遊走抑制効果について in vivo イメージングによる検討を行った。
（２）MC3T3-E1 細胞および新生仔マウスの頭蓋冠を BP 存在下で培養し、骨代謝関連分子
の発現について、qPCR について解析するとともに、免疫染色像を共焦点顕微鏡により観察
した。
（３）生後 3日齢から離乳期（3週齢）まで、3日に 1回、MPMBP 1.2 mg/kg または zoledronte
0.01 mg/kg を投与し、顎骨・歯牙・長管骨の骨微細構造をマイクロ CT で解析した。さら
に病理組織切片を作製し、HE 染色および骨芽細胞・破骨細胞のマーカーについて免疫染色
を行い、共焦点顕微鏡像から骨組織修復過程について検討した。

４．研究成果
（１）炎症性骨破壊モデルマウスに全身投与した破骨細胞前駆細胞が、起炎物質投与 3日
後に炎症部位に観察され、5日後には、同部位に骨破壊が起こることが示された。また、
イメージング実験終了後に採取した頭蓋冠組織を解析した結果、ドナー由来の細胞が炎症
局所で TRAP 陽性細胞に分化して吸収窩が形成されることが示された。すなわち、全身循
環中に存在する破骨細胞前駆細胞が炎症部位で産生される何らかの分子からの情報を感
知して、同部位に遊走して重篤な骨破壊を惹き起こすと考えられた。また、MPMBP を骨破
壊モデルマウスに投与したところ、破骨細胞前駆細胞の遊走および骨破壊反応が完全に抑
制された。
（２）MC3T3-E1 細胞およびマウス頭蓋冠培養系に
MPMBP を添加したところ、現在使用されている BP
(alendronate, pamidronate, incadronate,
risedronate, zoledronate)よりも弱いが骨吸収抑
制作用をもつことが確認された。さらに、従来の
BP ではみられなかった骨形成関連分子（ALP,
osteocalcin, BMP, BSP)の遺伝子発現促進やコラー
ゲン合成促進が確認された。
＜図１＞：培養頭蓋冠の免疫蛍光染色像。MPMBP 添加では，太いコラーゲン線維が束状
に産生され、骨形成促進作用をもつことが示された。



（３）正常新生仔ラットに MPMBP を投与し、MPMBP と zoledronate との比較を行ったとこ
ろ、両薬物とも脛骨近心端において用量依存的な骨量増加作用を示した。一方、
zoledronate 投与では長管骨伸長抑制および歯牙萌出遅延が観察されたのに対し、MPMBP
ではこれらの有害作用は軽微であった。この結果から、現在頻用されている窒素含有 BP
にみられる骨リモデリングの抑制作用がないことに加えて、新たな骨形成促進が観察され
たことから、幼若動物においても有効かつ安全な治療薬となる可能性が示された。

＜図２＞：下顎骨および下顎切歯・臼歯の BMD 画像
Zoledronate 投与で、著しい骨密度低下
および歯牙萌出抑制が観察された。一方、MPMBP 投
与では、これらの有害作用が軽微であった。

＜図３＞：脛骨の蛍光（カルセイン）ラベル
MPMBP 投与では、骨梁が明瞭に観察され、骨
形成促進作用が確認された。

（４）sRANKL 投与および卵巣摘出モデルマウスに petunidin(7.5 mg/kg/day)を投与し、
脛骨および大腿骨についてμCT による骨形態計測（BV/TV, Tb.N, Tb.Th)を行った結果、
petunidin 投与動物では骨量がコントロールレベルまで回復していた。さらに組織切片で
蛍光二重ラベルによる時刻描記法を用いた骨代謝動的パラメータ―解析を行ったところ、
骨吸収パラメーター（Tb.Sp, ES/BS, Oc.S/BS, N.Oc/BS)が抑制され、骨形成指標（OV/TV,
O.Th, OS/BS, OB.S/BS, N.Ob/BS)が促進されたことから、アントシアニンが骨アナボリッ
ク作用をもつことが示された。
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