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研究成果の概要（和文）：　小児の骨の疾患には治療薬として骨の破壊を抑制する骨吸収抑制薬が用いられてい
る。しかし、骨吸収抑制薬の歯の成長に対する作用には不明な点が多い。我々は生後1週齢のマウスに2種類の骨
吸収抑制薬（抗RANKL抗体製剤、またはゾレドロネート）を投与して骨を破壊する破骨細胞を抑制したモデルマ
ウスを作製し、小児の全身発達と歯の成長に及ぼす影響を解析した。
　骨吸収抑制薬は乳児期の骨髄で免疫細胞を減少させた。またゾレドロネートを長期間投与すると、成長後に歯
の萌出が遅延し、骨を作る骨芽細胞の数が減少し、顎骨・頭蓋骨および四肢の成長が抑制された。以上より、骨
吸収抑制薬は歯の発達に影響を及ぼすことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Anti-bone-resorptive drugs are used to treat children’s bone disease, 
however, the precise effects on tooth eruption are unknown. In the present study, we administrated 
an anti-RANKL antibody or zoledronate (a bisphosphonate) on 1-week-old mice to made 
osteoclast-suppressed model mice and analyzed the effect of anti-resorptive drugs on growth and 
tooth development in young mice. 
 The anti-resorptive drugs decreased expression of immune cells in bone marrow in infants. Mice, 
which were continuously treated with zoledronate, showed delay of tooth eruption and decreased 
number of osteoblasts, and inhibited growth of jaw bone, cranial bone and limb after growth. These 
results suggest that anti-bone-resorptive drugs are affects tooth development in young patients.

研究分野： 歯科薬理学

キーワード： 歯牙萌出　抗RANKL抗体　ビスホスホネート　破骨細胞　骨芽細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　抗RANKL抗体(一般名デノスマブ)、およびゾレドロネートなどのビスホスホネート製剤は、成人の骨疾患の治
療に高い効果を発揮する優れた骨吸収抑制薬である。骨吸収抑制薬は治療の必要性から小児の骨形成不全症やス
テロイド性骨粗鬆症などの治療に用いられているが、小児の成長に対する影響は未解明な部分が多い。
　本研究では小児期の骨吸収抑制薬投与が成体にも影響を及ぼすことを明らかにした。これは骨吸収抑制薬を小
児に投与する際に、免疫機能や成長を注意深く確認して投薬計画を調整する必要があることを示すものであり、
治療後のQOL向上に大きく貢献する成果である。

※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 
顎骨は胎生期から青年期にかけて成長発達する組織であり、骨成長と歯の形成・萌出という異

なる 2つの硬組織の成熟機構が同時に進行するという特殊性を持つ。正常な歯胚発育には、成長
期の顎骨形成が大きく影響すると考えられ、実際に、小児の骨系統疾患である骨形成不全症では
I型コラーゲンの構造異常により易骨折性と歯牙形成不全を生じ、大理石骨病では破骨細胞機能
抑制による骨吸収障害、マクロファージコロニー刺激因子の異常と歯牙萌出不全を生じる（Zaho 
et al., Sci Signal. 2016、 Werner et al, Arch Oral Biol. 2007）など、骨代謝異常が歯牙
異常をきたすことが報告されている。しかし、これらの骨系統疾患における歯牙の異常が、器官
発生の場である顎骨および歯槽骨の形態異常との連関で生じたものか、あるいは骨芽細胞・破骨
細胞等の骨組織構成細胞の機能不全により歯胚形成そのものに直接的な影響が出ているのかは
解明されていない。 
骨吸収抑制薬は、破骨細胞分化因子 RANKL（receptor activator of nuclear factor kappa B 

ligand）の分泌や活性を阻害することで、骨破壊を抑制する。成人の骨系統疾患治療に高い臨床
成績を上げることから、骨吸収抑制薬は小児の骨形成不全症やステロイド性骨粗鬆症、骨巨細胞
種等の治療にも用いられている（Matsubayashi et al., Japanese Journal of Pediatrics, 
2007; Fujiwara et al., Osteoporosis Japan, 2008; Tanaka et al., Orthopedics and 
Traumatology, 2016）。しかし、成長発達期の全身骨代謝はその特殊性から未解明な部分が多く、
小児における骨吸収抑制薬の使用には注意喚起も行われている（Marini, Nat Rev Endocrinol. 
2009）。治療の必要性から実臨床が先行する骨吸収抑制薬の成長発達への影響について、基礎的
な知見の充実が急務である。 
 
２．研究の目的 
成長期、特に出生後から永久歯が萌出完了する青年期までの、歯胚および歯槽骨形成と顎骨骨

代謝機構との連関を明らかにすることが本研究の目的である。 
RANKL の歯牙への作用として、RANKL 遺伝子欠損マウス（大理石骨病マウス）が歯の萌出不全

を呈すること、RANK-RANKL 系が正常な歯胚発生に伴う歯槽骨吸収に関与すること、歯槽骨にお
ける RANKL の主な産生源が骨細胞であるとの報告があり(Theill et al., Annu Rev Immunol. 
2002、Shoji-Matsunaga et al., Sci Rep. 2017)、歯槽骨では他の骨格とは異なる骨代謝機構が
働いている可能性が考えられる。本研究では、哺乳期のマウスに骨吸収抑制薬を投与して破骨細
胞抑制モデルを作製し、成長期における破骨細胞抑制の影響を解析する。 
骨吸収抑制薬として、抗 RANKL 抗体（一般名：デノスマブ）とビスホスホネート製剤のゾレド

ロネートを使用する。抗 RANKL 抗体は RANKL 活性を阻害して破骨細胞分化を抑制する抗体医薬
であり、成人の骨代謝改善に高い臨床成績を上げているが、長期投与による副作用が懸念されて
いる。抗 RANKL 抗体投与で破骨細胞活性を抑制した後、RANKL リコンビナントタンパク質の投与
により任意の時期に回復させることができ、時期特異的な破骨細胞抑制モデルの解析が可能で
ある。また、ビスホスホネート製剤は骨表面に沈着して破骨細胞活性を阻害しアポトーシスを促
進する骨吸収抑制薬であり、長期に破骨細胞抑制を示すことから、抗 RANKL 抗体投与群との比較
が可能である。既に臨床応用されている骨吸収抑制薬を用いることで、小児の骨系統疾患治療に
対する重要な情報を提供し、治療後の QOL 向上への貢献を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）時期特異的破骨細胞抑制モデルマウスの作成 
 時期特異的破骨細胞抑制モデルマウスは、マウスに抗 RANKL抗体 OYC1(2.5 mg/kg)を C57BL/6
マウス腹腔皮下に単回投与して作成した。これまでの検討で胎生 1～2 週齢での母体への薬剤
投与は、胎生致死または新生児死を生じることが明らかとなった。そこで①新生児期(生後 1日
齢)、②乳児期(生後 1 週齢)に投与を行った。比較対象にゾレドロネート、対照群に生理食塩
水を用いた。 

（2）長期継続破骨細胞抑制モデルマウスの作成 
 発育の特定の時期から継続的に破骨細胞を抑制する長期破骨細胞抑制モデルマウスは、ゾレ
ドロネートを腹腔皮下に投与して作成した。ゾレドロネートは癌の骨転移に対する治療薬であ
り、小児癌への応用が期待できる。 

（3）モデルマウスの解析 
①成長解析 

投与後、妊娠可能な成体となる 8 週齢までに生存率や全身(身長・体重)発育を測定した。 
②長管骨解析 

マウスの長管骨はμCT 画像解析により骨構造を解析した。また組織切片を作製し、骨髄腔・
成長板軟骨を含め、骨芽細胞数・骨細胞数や破骨細胞数などの静的パラメータ、骨形成率や
骨吸収面などの動的パラメータを計測し、骨形態の組織学的解析を行った。 

③歯牙および歯槽骨への影響の検討 



 マウスの歯胚は胎生 10 日頃に発生し、臼歯部は出生後 30 日前後で成熟する。一方、切歯
部は生涯を通じて伸長し続けるため、歯牙解析には第一大臼歯と歯槽骨根管中隔を用いた。
歯牙の萌出、成長はμCT画像を用いた計測により解析した。また組織切片を作製し、周辺歯
槽骨への影響を解析した。 

④免疫細胞への影響の解析 
 骨吸収抑制薬は免疫機構への影響が示唆されているため、1週齢のマウスに投薬後、2週齢
で骨髄、脾臓、胸腺の細胞を採取し、免疫細胞の含有率をフローサイトメトリーで解析した。 

 
４．研究成果 
（1）新生児期（生後 1日齢）の解析 
 生後 1日齢のマウスは投薬後、薬剤投与群・対照群を問わず、短期間で死亡した。今後、成
育状況の検討を行う予定である。 

（2）乳児期（生後 1週齢）、単回投与群の解析 
①2 週齢での解析では、生存率、体重、体長、歯胚形成への影響は見られなかった。骨吸収抑

制薬は骨髄細胞における B細胞マーカー（B220、CD19、CD22）陽性細胞を減少させた。 
②8 週齢での解析では、生存率に差は見られなかったが、高濃度のゾレドロネート投与群で体

重、体長の抑制が認められ、歯の萌出も遅延した。大腿骨量はいずれの骨吸収抑制薬投与群
でも増加した。 

（3）乳児期（生後 1週齢）、長期投与群の解析 
骨吸収抑制薬を週 1 回投与し、顎骨形成および歯牙萌出の時系列的解析を行った。抗 RANKL

抗体はいずれの週齢でも顎骨における破骨細胞発現を抑制したが、骨芽細胞分化、および歯の
萌出に対する影響は及ぼさなかった。一方、ゾレドロンネートの長期投与は 4週齢以降の全身
の成長抑制を惹起し、顎骨・頭蓋骨の形成を阻害した。顎骨における破骨細胞分化への影響は
見られなかったが、骨芽細胞分化が抑制された。臼歯部では歯根形成が阻害されて歯の萌出遅
延を生じた。また、切歯部では先端の形態に異常が認められた。 

 
 以上より、骨吸収抑制薬は歯の発達に影響を及ぼすことが明らかとなった。 
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