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研究成果の概要（和文）：ゾレドロン酸(ZOL)は、ヒト末梢血単核球中のCD14+単球における破骨細胞(OC)分化抑
制転写因子IRF8の発現を誘導した。ZOLは、ヒト単核球の存在下、γδT細胞に依存してRANKLによるCD14+単球の
OC分化を抑制した。ZOLは、末梢血単核球のγδT細胞を含む細胞群由来の液性因子を介してCD14+単球の破骨細
胞分化を抑制すると考えられた。ヒト末梢血単核球をZOLで処理したところ、γδ T細胞依存的に、TNF-α、
IL-6、IL-1β、IFN-γの発現が上昇した。ZOLによるOC分化抑制にIFN-γが関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Zoledronate (ZOL) induced the expression of IRF8, a transcription factor 
that suppresses osteoclast differentiation, in CD14+ monocytes in human peripheral blood mononuclear
 cells. ZOL inhibited osteoclast differentiation from CD14+ monocytes in the presence of γδ T 
cells in the mononuclear cells, indicating that some femoral factors are involved in this 
phenomenon. We found that ZOL induced the production of TNF-α, IL-6, IL-1β, and IFN-γ by the 
peripheral mononuclear cells in a γδ T cell-dependent manner. These results indicate that IFN-γ 
is involved in the osteoclast differentiation inhibition by ZOL.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ZOLを含め、ビスホスフォネート製剤は、成熟破骨細胞に選択的に取り込まれ、その機能阻害・細胞死誘導によ
り骨吸収を抑制する。本研究で我々は、ZOLがヒト末梢血単球の破骨細胞分化を抑制することを見出した。ZOLに
よる単球の破骨細胞分化抑制の機序として、単球におけるIRF8の発現誘導が示唆された。また、ZOLは末梢血単
核球に作用し、IFN-γを含め種々のサイトカイン産生を高めることが示された。これは、骨吸収抑制剤ZOLの新
しい作用機序と言える。

※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 
ゾレドロン酸は、ピロリン酸様の構造を持つため静脈内投与後に骨のヒドロキシアパタイトに

沈着する。破骨細胞が骨吸収を行う際に、骨から遊離し、リン酸部分のプロトン化により細胞
膜透過性が増し、破骨細胞に取り込まれる。これにより、ゾレドロン酸は、破骨細胞選択的に
ファルネシルピロリン酸合成酵素阻害活性を示す。その結果、破骨細胞内細胞骨格形成や情報
伝達が阻害され、骨吸収能の低下とアポトーシス誘導が起こる。これが、ゾレドロン酸の骨吸
収抑制作用の機序として理解されている。一方、ゾレドロン酸は、末梢血においてγδ T 細胞
の活性化を介して炎症性サイトカインレベルを上昇させることから、骨への吸着前あるいは骨
から遊離した後に、血液中の何らかの細胞を刺激することが示唆される。 
我々は、ゾレドロン酸がヒト末梢血単核細胞(PBMC: peripheral blood mononuclear cells)中

の CD14+細胞(単球)において、IRF8 (interferon regulatory factor 8)の発現を上昇させるこ
とを発見した。IRF8 は、破骨細胞分化誘導因子(RANKL)刺激で発現が低下する転写因子で、破
骨細胞分化のマスター転写因子である NFATc1 の発現と機能を阻害することで、破骨細胞 分化
を抑制することが知られている [Nat Med 15:1066-71, 2009] PBMC 存在下に、ゾレドロン酸は
RANKL により誘導される CD14+細胞の破骨細胞への分化を抑制した。ゾレドロン酸は、in 
vitro で破骨細胞のアポトーシスを誘導する濃度が 1/100 程度の濃度で有意に破骨細胞分化を
抑制した 以上より、ゾレドロン酸の骨吸収抑制に破骨細胞分化阻害が重要な役割を果たしてい
る可能性が示唆される。ゾレドロン酸はこれまで骨に沈着し、成熟した破骨細胞による骨吸収
の際に、破骨細胞内に取り込まれ、その骨吸収機能を阻害しアポトーシスを誘導することで骨
吸収を抑制すると理解されている。我々は、ゾレドロン酸が血液中の単球における IRF8 の発現
促進を介して、単球から破骨細胞への分化を抑制するという新しい骨吸収抑制メカニズムが存
在するのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
ゾレドロン酸による破骨細胞分化阻害の報告はほとんどないと言える。本研究の目的は、ゾレ

ドロン酸による破骨細胞分化阻害のメカニズムを解明することである。上記の我々の発見は、
ゾレドロン酸などの窒素含有ビスホスホネートの新たな作用機序を提案するものである。ま
た、顎骨壊死の発症機序に骨代謝回転阻害が示唆されていることから、本研究は顎骨壊死の機
序解明に示唆を与える可能性がある。本研究では、これを検証するために、ヒト末梢血細胞を
用いて、ゾレドロン酸がどのような濃度および時間でどのような細胞の関与のもとに CD14+細
胞の破骨細胞分化を抑制するかを明らかにしたいと考えた。また、ゾレドロン酸の破骨細胞分
化抑制が IRF8 に依存しているかを解明し、さらに、ゾレドロン酸はどのような機序で CD14+細
胞における IRF8 の発現上昇をもたらすかを明らかにすることを目的として研究を開始した。  
 
３．研究の方法 
ヒト PBMC から抗 CD14 抗体結合ビーズを用いて CD14+単球を単離した。トランスウェル培養プ

レートの下層にヒト CD14+細胞、上層に PBMC を播種し、RANKL で破骨細胞を誘導した。この培
養系に、種々の濃度のゾレドロン酸を添加し、形成された破骨細胞を酒石酸抵抗性酸ホスファ
ターゼ(TREAP)染色し観察した。さらに、上層の PBMC からγδ T細胞を除去し、CD14+細胞の
破骨細胞分化へのγδ T細胞の関与を評価した。ゾレドロン酸以外の窒素含有および非含有ビ
スホスホネートについても同様の解析を行った。 
転写因子 IRF8 は IFN-γによって発現が誘導されることが知られている。そこで、PBMC をゾレ

ドロン酸で刺激し、IFN-γおよびその他の炎症性サイトカインの発現を mRNA およびタンパク質
レベルで定量的に解析した。γδT細胞その他の細胞を除去した際の PBMC、単離した CD14+単
球によるサイトカイン産生を解析し、IFN-γ等のサイトカイン産生細胞の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
 ゾレドロン酸は、PBMC 存在下における CD14+単球の破骨細胞分化を、濃度依存的に抑制した。
PBMC からγδ T 細胞を除去すると、ゾレドロン酸による CD14+単球の破骨細胞分化抑制効果は
減弱した。CD14+単球に IRF8 の siRNA を導入したところ、ゾレドロン酸による PBMC 存在下にお
ける CD14+細胞の破骨細胞分化抑制効果は減弱した。 
 ヒト PBMC による TNF-α、IL-6、IFN-γ、IL-1β産生に対するエチドロン酸（第１世代ビスホ
スフォネート）、パミドロン酸（第 2世代ビスホスフォネート）、ゾレドロン酸（第 3世代ビスホ
スフォネート）の効果を定量的に評価したところ、125 mmol/L 以下のエチドロン酸にはこれら
のサイトカイン産生促進作用は認められなかった。パミドロン酸とゾレドロン酸はこれらのサ
イトカイン産生を促進したが、その効果はゾレドロン酸の方が強かった。PBMC からγδ T細胞
を除去したところ、ゾレドロン酸による上記サイトカイン産生促進は消えた。PBMC 中の CD14+単
球を分離し、PBMC 存在下にゾレドロン酸を添加し、CD14+単球によるサイトカイン産生を調べた
ところ、TNF-αの産生はゾレドロン酸によって変化しなかったが、ゾレドロン酸は、IL-6、IFN-
γ、IL-1βの産生を促進した。これらの結果は、ゾレドロン酸はγδ T細胞依存的に、CD14+単



球の破骨細胞分化を抑制することを示している。また、IFN-γ、IL-6、IL-1βの産生の少なくと
も一部は、CD14+単球が担う可能性が示唆された。以上の結果から、ゾレドロン酸は、γδ T 細
胞を介して、単球が産生する IFN-γがオートクライン・パラクライン的に CD14+単球に作用し、
IRF8 の上昇を介して、破骨細胞分化抑制した可能性が考えられた。 
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