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研究成果の概要（和文）：ビスフォスフォネート製剤使用患者の一部で，歯科治療後の顎骨壊死が報告されてい
るが，現在でも原因は不明で治療法も開発されていない．一方近年，骨髄中には血管内皮前駆細胞が存在し，こ
の細胞には抗炎症作用や血管新生作用があることが報告されている．この細胞群の効率的な採取法も開発され，
得られた細胞をQQ-MNCと呼ぶが，本研究では，マウス顎骨壊死モデルにQQ-MNCを移植して効果を調べた．その結
果，QQ-MNC移植は，抜歯部硬組織ではなく，軟組織治癒を促進して顎骨壊死を緩解することが明らかとなった．
以上から，QQ-MNCはビスフォスフォネート製剤で起こる顎骨壊死の治療法になり得ることが考えられた．

研究成果の概要（英文）：It has been reported that bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw 
(BRONJ) occurred in patients taking oral and/or intravenous bisphosphonates. However, the exact 
mechanisms of BRONJ are not clear. Moreover, definitive treatment strategies of BRONJ have not been 
developed. On the other hand, it has been demonstrated that epithelial progenitor cells (EPCs) exist
 in bone marrow. They plays important roles in anti-inflammatory and angiogenesis effects on injured
 tissues. Recently, effective culture method of EPCs has been developed, called as QQ-MNCs. The aim 
of this study was to investigate the effects of QQ-MNC transplantation on BRONJ-like lesions in 
mice. QQ-MNC transplantation positively affected soft tissue wound healing of tooth extraction 
sockets by upregulating angiogenesis, promoting collagen production and decreasing infiltration of 
polymorphonuclear cells. Therefore, QQ-MNC transplantation would become a treatment method of BRONJ.

研究分野： 補綴系歯学
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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，骨粗

鬆症の治療や悪性腫瘍患者の骨転移ならび

に多発性骨髄腫の患者に必要不可欠な薬剤

であるが，BP 製剤使用患者の一部に顎骨壊

死（Bisphosphonate-related Osteonecrosis of the 

Jaw：BRONJ）が起こることが報告されて以

来 10 年以上が経過した．ところが BRONJ の

病因は現在でも不明であり，確定的な治療方

法もない．BRONJ は発現頻度こそ低いものの，

重症化すると補綴治療が不可能となり患者

の口腔内 QOL が著しく低下することから，

BRONJ の病因解明と治療方法の開発は急務

であると考えられる． 

 一方，骨髄に由来する血管内皮前駆細胞

（Epithelial Progenitor Cell：EPC）は，末梢血

液中の単核球成分の一部（CD34 陽性分画）

として存在し，血管新生や胎生期だけに存在

すると考えられてきた血管の発生が，成体で

行われる際に必要不可欠であることが証明

された（Asahara T et al. Science. 1997）．近年

ではこのような作用を利用して，重症の冠動

脈疾患患者や下肢虚血疾患患者に対して

EPC の移植治療に関する臨床試験が行われ

ており（東海大学・治験番号 TRIAS 0704），

ヒトでも一定の効果が得られることが分か

った（Kawamoto A et al. Stem Cells. 2009）．

さらに近年，難治性骨折モデルへ EPC を移植

した動物実験では，骨折部周囲の抗炎症作用

と骨形成の活性化による骨折治癒の促進が

証明されており，EPC が血管新生・再生効果

を有するだけでなく，抗炎症作用や硬組織再

生に関与する可能性までもが報告され始め

た（Fukui T et al. Cell Transplant. 2015）． 

 従来 EPC は，骨髄からフローサイトメトリ

ーにより分離した CD34 陽性分画を基礎研究

や臨床試験に用いてきたが，操作の煩雑性と

特殊装置の必要性がこの方法の大きな欠点

であった．ところが 2014 年に Masuda H らは，

末梢血から採取した単核球細胞を 5 種類の成

長因子を含む特殊な条件下で培養すると，

CD34 陽性細胞に富む EPC を含む細胞群

（Quality & Quantity-controlled Mononuclear 

Cells: QQ-MNC）が血管形成能を獲得するこ

とを報告した（Masuda H et al. J Am Heart 

Assoc. 2014）．この方法は，特殊な装置を使用

せずに末梢血液から極めて簡単に QQ-MNC

を樹立でき，従来の欠点を補いつつ良質な

QQ-MNC を採取できるという利点を有して

いる．先行研究の多くが細胞供給源を骨髄に

求めていることから Masuda H らの方法は極

めて臨床的価値が高く，歯科領域への応用が

十分に期待できると考えられたため，今回，

この方法に着目した．そして，当該講座がす

でに所有する BP 製剤関連マウス ONJ モデル

（Kuroshima S et al. Bone. 2013）に対して

QQ-MNC の移植治療を行えば，抜歯窩におけ

る炎症を抑制して軟組織治癒を促進し，さら

には，骨芽細胞や破骨細胞を活性化して硬組

織治癒を促進すると仮説を立てた．  

 

２．研究の目的 

本研究は，顎骨壊死に対して EPC が微小環

境内で果たす細胞機能動態を明らかにする

ことで ONJ の病態の発症機序を解明し，臨床

応用可能な新規治療方法を開発することを

目的とした． 

 

３．研究の方法 

（1）QQ-MNC の培養・樹立 

QQ-MNC の樹立方法は，Asahara T らの報

告に従った（Asahara T et al. Science. 1997）．



すなわち，8~12 週齢の雄性 C57BL/6J マウ

スより末梢血を採取し，５つの成長因子

（SCF，IL-6，TPO，VEGF，Flt3-ligand）の

存在下で 5 日間にわたって無血清培養を行

い，接着細胞を QQ-MNC として樹立し，

移植実験に使用した．なお，良質な

QQ-MNC の樹立には新鮮な末梢血と，他の

細胞混入がないことが必要不可欠である． 

 

（2）マウス BRONJ 様病態モデルの作製 

当初は，当講座が所有していたマウス

BRONJ 様モデル（抗癌剤であるメルファラン

と注射 BP 製剤であるゾレドロネートの併用

に抜歯を組み合わせて作製，Kuroshima S et al. 

Bone. 2013）を使用していたが，BRONJ 様病

態の発現頻度がそれほど高くなかったため，

新たに当講座が開発した高頻度発現型マウ

ス BRONJ 様病態モデルを使用した．すなわ

ち，抗癌剤であるシクロフォスファミドとゾ

レドロネートの併用投与に抜歯を組み合わ

せて作製した（Akita Y & Nakajima K et al. J 

Bone Miner Metab. 2017, Kuroshima S & 

Nakajima K et al. J Bone Miner Res. 2018）． 

 

（3）高頻度発現型マウス BRONJ 様病態モデ

ルへの QQ-MNC 移植 

薬剤投与 3 週間後に抜歯を行い，同時に尾

静脈を介して QQ-MNC をゆっくりと注入移

植した．抜歯／移植 2 週間後にマウスを屠殺

し，肉眼的所見と口腔内写真（口腔内カメラ

を使用）を用いた創部面積の定量解析，マイ

クロ CT 撮像による 3 次元的構造解析，各種

組織染色［ヘマトキシリンエオジン染色，ト

ライクローム染色，酒石酸抵抗性フォスファ

ターゼ（TRAP）染色］による組織形態学的

解析，ならびに各種免疫染色による免疫組織

化学的解析を行った． 

 

４．研究成果 

 シクロフォスファミドとゾレドロネート

の併用投与に抜歯を組み合わせると，抜歯後

2 週間後でも 4 週間でも創部が開放し，コン

トロール群（生理食塩水投与群）と比較して

抜歯窩治癒は大きく遅延していた． 

 抜歯後 2 週間で軟組織治癒を見てみると，

シクロフォスファミドとゾレドロネート併

用投与群は，ゾレドロネート単独投与群，シ

クロフォスファミドの単独投与群，ならびに

コントロール群と比較して，コラーゲン線維

の産生が有意に低下し，多形核白血球の浸潤

が有意に増加していた． 

 一方，硬組織治癒に関しては，抜歯窩内部

には新生骨はほとんど認められず，壊死骨が

大量に存在していた． 

 以上から，本研究で用いたモデルマウスは，

確かに BRONJ 様病態を呈していることが確

認された． 

 次いでこのモデルに QQ-MNC を尾静脈か

ら注入移植し，各種解析を行った．その結果，

抜歯 2 週間後では，QQ-MNC の移植は抜歯窩

内の新生骨の増加や壊死骨の減少を誘発す

ることなく，骨性治癒は遅延していた．一方，

抜歯部軟組織を検索すると，QQ-MNC の移植

は，抜歯部結合組織におけるコラーゲン線維

の産生と血管数を有意に増大させ，多形核白

血球の浸潤を有意に抑制していた．さらに炎

症性マクロファージ M1 と組織修復性マクロ

ファージ M2 の動態を変化させ，BRONJ 様病

態で認められる M2/M1 比の減少を有意に回

復することが分かった（M2 の割合を有意に

増加させた）．さらに QQ-MNC 移植は，抜歯

部軟組織における TNF-αや IL-6 といった炎



症性サイトカインの産生を減少し，TGF-βと

いった抗炎症性サイトカインを増加させて

いたことから，総合的に判断して，QQ-MNC

移植は抜歯部の軟組織治癒を促進すること

が証明された． 

 

以上から，QQ-MNC 移植はマウス BRONJ

様病態に効果を有し，硬組織ではなく軟組織

治癒を促進することで創部閉鎖を誘発して

いたことから，ヒト BRONJ においても，培

養方法や投与方法，ならびに倫理的問題が解

決できれば，臨床研究を行える可能性が示唆

された． 
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