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研究成果の概要（和文）： 

ビスホスホネート(BP)による顎骨壊死の副作用が世界的に認知され，本邦でも 2008 年に
日本口腔外科学会が予防・診断・治療に関するガイドラインを策定し一定のコンセンサス
が得られた．しかし，その病態は未だ不明な点が多く，治療への手がかりはない．最近
sphingosine-1-phosphate(S1P)が骨リモデリング調節に関与するとの報告がなされた．
我々は BP にリスク因子を付加することで RANKL/OPG の不均衡を生じることを実験的
に示したが，本研究ではさらに S1P が BP の骨リモデリングへの影響を与えるかの検証を
行うことを目指した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
The jawbone necrosis caused by bisphosphonate (BP) is a globally recognized adverse 
effect of BP treatment. In 2008, the Japanese Society of Oral and Maxillofacial 
Surgeons defined guidelines for prevention, diagnosis, and medical treatment of this 
adverse effect, and obtained consensus for these guidelines in Japan. However, many 
aspects related to the morbidity of this condition have not been clarified, and there are 
no instructions for medical treatment. A recent study showed that 
sphingosine-1-phosphate (S1P) participates in bone remodeling regulation. Although 
we have shown experimentally that RANKL/OPG imbalance was produced by adding 
risk factors to BP, the aim of this study was to verify whether S1P further influences 
BP-mediated bone remodeling. 
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患者群における顎顔面骨炎の発症リスクが 1

割に及ぶことが報告され，ビスホスホネート
関連顎骨壊死（BRONJ）との関連が示唆さ
れている(J Natl Cancer Inst 99; 1016-24, 

2007)．現在までに欧米顎顔面口腔外科学会、
また本邦でも日本口腔外科学会が，BRONJ

の予防・診断・治療に関するガイドラインを
策定し一定のコンセンサスが得られた．しか
し，症例検討に基づく報告は多数あるものの，
その病態は未だ不明な点が多く，さらなるデ
ータの蓄積を必要とする．我々はゾレドロン
酸（ZOL）を用いて骨リモデリング調節に重
要な RANKL（receptor activator of NF-kB 

ligand）, OPG（osteoprotegerin）の血清濃
度を検討したところ，ZOL 投与で OPG が上
昇することや，リスク因子とされるコルチコ
ス テ ロ イ ド の 併 用 と LPS

（ lipopolysaccharide ） の 口 腔 内 刺 激 で
sRANKL が有意に上昇することを確認し，
BRONJ における RANKL/OPG の不均衡，
RANKL shedding 機構への関与が示唆され
た（安部ら，第 54 回日本口腔外科学会総会；
札幌，2009）．最近，これら RANKL・OPG

のバランスを調節するカップリング因子と
し て ， 脂 質 メ デ ィ エ ー タ ー で あ る
sphingosine 1-phosphate(以下 S1P)が重要
な役割を果たしているという知見が報告さ
れた． 

骨組織はダイナミックな組織であり，絶え
ずリモデリングを繰り返している．すなわち
破骨細胞による骨吸収と，骨芽細胞による骨
形成がバランスを保つことによって維持さ
れている．しかし，破骨細胞による骨吸収と
骨芽細胞による骨形成はそれぞれが独立し
て行われているのではなく，骨吸収と骨形成
のバランスを保つべく破骨細胞，骨芽細胞の
双方がシグナルを出してクロストークして
いる．1998 年に須田らによって RANKL が
同定され，骨芽細胞膜上に発現した RANKL

が破骨細胞前駆細胞と接触し成熟破骨細胞
に分化することが明らかとなり，破骨細胞分
化には骨芽細胞との細胞接触が不可欠であ
ること，また RANKL のデコイとして OPG

が明らかにされた（Endocr.Rev.,20 : 345-357, 

1999）．ただし，骨吸収領域に存在する破骨
細胞がどのように骨芽細胞を動員するかに
ついてはこれまで不明であった．ここで S1P

が骨芽細胞の動員に関わる因子として注目
を集めている．最近明らかとなった知見を以
下に掲げる． 

(1) 骨芽細胞の前駆細胞である間葉系幹細胞
と破骨細胞を共存培養することで培地に石
灰化を生じる，つまり骨分化が促進する．さ
らにこれら幹細胞の chemokinesis が増加す
る． 一方，S1P 受容体を阻害することで培
地の石灰化は抑制され，さらに間葉系幹細胞
の chemokinesis も低下する（Penderson,  

et al : PNAS., 105: 20764-20769, 2009）． 

(2) S1P は成熟骨芽細胞の S1P 受容体に結合
して Chemotaxis を促進すると共に，cell 

survival に働く．さらに骨芽細胞に RANKL

を発現させ，破骨細胞分化を促進する（Ryu J., 

et al: EMBO J., 25 :5840-5851, 2006）． 

 

２．研究の目的 

破骨細胞より放出される S1P は，間葉系幹
細胞の遊走，生存，骨分化を促進する一方で，
RANKL を発現して骨吸収活性を促進するカ
ップリング因子として作用すると思われる．
このことは BP が骨吸収活性を抑制し，かつ
骨形成能も抑制する作用を持つことから，
S1P 調節系への影響が示唆される．我々はこ
れまでBRONJのリスク因子に挙げられてい
るコルチコステロイドや口腔感染を想定し
た LPS を BP と併用することで OPG，
RANKL への影響を検討してきたが，S1P 機
能との関わりついては未知である．そこで，
仮に S1P が OPG/RANKL のバランスを制御
できるとすれば，BRONJ の予防・治療への
応用の可能性が期待できるのではないかと
考える． 

 本研究の目的は，BRONJ の病態解明を目
指してこれまで進めてきた基礎研究を発展
させてさらなる理解を深めることであり，
S1P に関する以下の疑問点を議題として，こ
れを明らかにするため， 

(1) 破骨細胞の活性化促進によりS1Pが放出
され，パラクライン作用で間葉系幹細胞
が骨吸収領域へ動員するか． 

(2) S1P は動員された間葉系幹細胞から骨芽
細胞への分化も誘導するか． 

(3) S1P は RANKL, OPG の血清濃度に影響
するか． 

(4) S1P は BP の作用に影響を及ぼすか． 

に対して，検証を進める計画を立てた． 

 

３．研究の方法 

 当初の目標として，間葉系幹細胞から骨芽
細胞が分化し骨形成を行う過程における S1P
のシグナル伝達経路を解明する．そして動物
実験によって，BPの骨抑制に S1Pがどのよう
に作用するのかを検討していく．（平成 22年
度）in vitro で間葉系幹細胞における S1P
受容体の局在，ならびに S1P シグナル伝達経
路を解析する．また，S1Pが間葉系幹細胞の
骨芽細胞への分化，増殖, 生存, 
chemokinesis に影響するか解析する．（平成
23 年度以降）前年度の in vitro の解析結果
をもとに，ラットを用いて in vivo での解析
を行う．まず，S1P による間葉系幹細胞の骨
芽細胞への分化，chemokinesis が BP投与下
の生体でどう影響するか，卵巣摘出モデルを
用いて検討する．さらに，BRONJ のリスク因
子であるコルチコステロイドや LPS を BPと



併用することで生じる骨形成抑制を S1Pが回
復するか否か，骨形態計測，RANKL/OPG 血清
濃度測定などを行い検証する． 
 
４．研究成果 
(1) S1P受容体サブタイプの確認 

S1P 受容体は S1P1－S1P5の 5 種類あること
が 知 ら れ て い る （ Rosen, et al : 
Nat.Rev.Immunol., 5 : 560-570, 2005）．
RT-PCR，ウエスタンブロット法により，確立
された細胞株，初代培養を用いて S1P受容体
S1P1－S1P5 のどのサブタイプが，どの分化レ
ベルの細胞に発現しているかについて検討
を行った．細胞種によって発現は異なること
が明らかとなり，受容体サブタイプの発現様
式に多様性があることが示された． 
(2) 各サブタイプの機能解析 

S1P 受容体のサブタイプが複数発現する場
合，S1P とそれぞれの阻害剤（既知）を処理
することで，骨芽細胞分化，増殖，生存が阻
害されるか否かの検証を試みた．これにより
骨芽細胞分化，増殖，生存については一定の
characterize があることが示唆されたが、
chemokinesis がどのサブタイプを介するの
かについては現在検討中である． 
(3) DNAマイクロアレイを用いた S1Pシグナ 
ルの網羅的発現解析 
 S1P 受容体の各サブタイプから入力される
下流のシグナル伝達経路は未分化間葉系幹
細胞ではまだ十分には分かっておらず，まず
は手がかりとして S1Pの刺激による網羅的発
現の増減を確認することを目的に，DNA マイ
クロアレイを行うこととした．これまで，文
献的には骨芽細胞や脂肪細胞分化など，一定
の分化誘導を行った系でのシグナル解析を
行った報告はあるが，未分化間葉系幹細胞そ
のものが S1Pに対してどのような挙動を示す
かについては知られていない．今回の解析結
果では，生存や分化（特に神経系の因子）を
促進し細胞活性を高める一方で，がん化を抑
制させる傾向が認められた。骨芽細胞関連因
子については SOX2,11, BMP2, MEF2C, PTHLH, 
FAK, MSX2, GREM1 などに発現上昇が認められ
たのに対し，RUNX2 や AMG，FGF2 といった因
子については減少していた．すなわち，S1P
が単独である特定の分化を誘導するという
ことはなく，分化能のポテンシャルを高める
役割に関与していることが示唆された． 
(4) S1Pシグナル伝達経路の解析 
計画当初は以下の既知シグナルに着目し，

その選択的阻害剤を用いた阻害実験によっ
て増殖，生存，chemokinesis について検討を
行う予定であった．つまり，シグナル経路と
それに対する既知の阻害剤を列挙すると， 
・p43/44MAPK 経路：選択的 MEK阻害剤 U0126 
・ PIK3/Akt 経路：選択的 PI3K 阻害剤
wortmannin 

・Ras/ERK 経路：選択的 AP-1 阻害剤 curcumin 
・NF-κB 経路：p65 サブユニットのモノクロ
ーナル抗体を用いて免疫染色を行い，陽性の
場合 NF-κB 阻害剤 helenalin 
などである．各種阻害剤についてはすでに入
手しており、予備実験には着手しているが，
上記(3)のマイクロアレイデータと合わせて，
今後検討を重ねていく予定である． 
(5) 動物実験については研究期間中に代表研 
究者の移動があり，当初の計画通りの遂行が
困難であった．しかし，動物実験施設の使用
申請を行い基盤整備を進めており，今後も引
き続いて行っていく予定である． 
およそ 10 年前に S1P 受容体が発見されて

以来，S1P はシグナル伝達を担う物質として
注目を集めている．現在，血管系や神経系に
おける機能を中心として精力的に研究が進
められているが，未解明の点が多い．特に S1P
の骨代謝における作用は，上記の報告を除き
国内外において未だ散見されるのみである．
本研究で得られた結果は，間葉系幹細胞から
骨芽細胞への分化における S1Pの機能，およ
び BP の作用を解明することであった．この
ことは近々の緊急課題として挙げられる
BRONJ の病態解明への一助となる可能性を有
し，将来 BRONJの予防・治療薬への応用が期
待される．さらには S1Pが骨形成の正の調節
因子として創薬ターゲットと成り得ること
から，骨造成法における重要な知見が得られ
る可能性があり，組織工学的手法への応用も
期待されるもので、今後さらなる検証を進め
ていきたい． 
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