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研究成果の概要（和文）：ビスフォスフォネート（以下bisphosphonate; BP）は骨芽細胞に対しALP活性を上昇させ、O
PGに対し抑制的に作用すること、また、機械的圧縮ストレスもOPGを抑制することが明らかとなった。したがってBPはA
LPの上昇によって骨芽細胞分化を促進するが、OPGの低下によって破骨細胞分化も促進させると考えられる。よってBP
および顎骨への機械的圧縮ストレスは、骨芽細胞において骨代謝回転に促進的に作用することからBPの歯槽骨および顎
骨への沈着も促進していることが示唆された。本研究結果は、BRONJの病態形成メカニズムの一端を解明する上で基礎
的な知見を与えるものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified that bisphosphonate（BP) raised ALP activity and 
suppressed expression and production of OPG on osteoblasts, in addition, mechanical compression stress 
also suppressed expression and production of OPG. Therefore, BP promotes osteoblasts differentiation by a 
rise of ALP, but it is thought that promote osteoclasts differentiation by fall of OPG. Accordingly, as 
for BP and the mechanical compression stress to jawbone, what deposition to alveolar bone of BP and 
jawbone promoted because we were accelerated and acted on bone metabolic turnover in osteoblasts was 
suggested. When they elucidate one end of a clinical condition formation mechanism of BRONJ, this study 
results give fundamental knowledge.

研究分野： 外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
ビスフォスフォネート製剤関連顎骨壊死

（以下 BRONJ）は，2003 年に Marx がはじめ
てその存在を報告して以来，世界的に症例数
は増加の一途を辿っており，発症すると非常
に難治性で治療法も確立されていないため，
臨床上大きな問題となっている．また，
BRONJ に関するこれまでの研究は，疫学的調
査を中心に病理学的，放射線学的な報告がほ
とんどであり，病態解明を目的とした基礎的
研究は世界的にも不十分であると言わざる
を得ない．日本においては，関係学会の主導
により BRONJ に対するポジションペーパー
が作成され，その予防法や対応策について統
一的見解が提言されたが，実際には発生機序
も明らかではなく，治療法の確立のためには
BRONJ の病態解明に対する基礎的な研究の
蓄積が急務となっている． 
窒素を含む BP 製剤（NBP）による骨吸収

抑制メカニズムは，骨ミネラルとの親和性が
極めて高い NBP が骨に選択的に集積し，その
骨を吸収した破骨細胞に特異的に取り込ま
れ，破骨細胞の機能を抑制し，アポトーシス
を誘導することにより骨吸収を阻害する．し
かし，近年，NBP は破骨細胞のみならず，他
の細胞にも取り込まれ様々な反応を示すこ
とが明らかとなっており，骨芽細胞や歯肉上
皮細胞，歯根膜細胞への影響も想定される．
また，NBP は骨新生を含むリモデンリング活
性の高い部分で作用する．BRONJ の最大の特
徴は，長管骨には発症せず，顎骨のみに生じ
ることであり，会話，呼吸，咀嚼などの行為
により身体の他の部分の骨とは比較になら
ないほど頻回の力学的負荷が加わっている
歯槽骨および顎骨では NBP の蓄積が促進し
ているものと思われる． 
申請者は，顎骨および歯槽骨に加わる力学

的負荷いわゆるメカニカルストレスに着目
し，それが周囲組織を形成する細胞への NBP
の取り込みと BRONJ の発症や病態形成に強
く関連していると考えている．これまで，骨
に対する力学的負荷いわゆるメカニカルス
トレスは，骨形成や骨吸収，骨のリモデリン
グに深く関与していることが報告されてお
り，また，申請者は，顎関節滑膜細胞への機
械的圧縮ストレスが破骨細胞誘導を促進す
ることによって，関節破壊を中心とした病態
形成へ関与していることを明らかにした．し
かし，BRONJ の病態に力学的負荷が関与して
いることを示す報告は未だない． 

２．研究の目的 
 本研究では，NBP を作用させた骨芽細胞へ
のメカニカルストレスの影響を解析し，分子
細胞生物学的手法を用い BRONJ の病態形成
メカニズムの解明を試み，BRONJ 治療の一助
とすることを目的とする． 
 
３．研究の方法 
近年の研究では，NBP は破骨細胞のみなら

ず，他の細胞にも取り込まれ様々な反応を示
すことが明らかとなっており，破骨細胞と同
様に骨のリモデリングに重要な骨芽細胞へ
の影響も想定される．また，会話，呼吸，咀
嚼などから直接メカニカルストレスを受け
やすい顎骨，歯槽骨の骨芽細胞は，力学的負
荷により様々な遺伝子発現の変化を生じて
いると推察できる．さらに，骨代謝やリモデ
リングは局所において，サイトカインやプロ
スタグランジン E2（PGE2）の作用により骨芽
細胞／ストローマ細胞膜上に発現する破骨
細胞分化因子 (Receptor activator of NF-κB 
ligand：RANKL)および同細胞より産生分泌さ
れる破骨細胞形成抑制因子(Osteoprotegerin：
OPG)産生のバランスにより骨代謝が調節さ
れることが明らかとなった． 
そこで本研究では，骨芽細胞への NBP の作

用に着目し，骨芽細胞における NBP の及ぼす
影響および NBP の作用を受けた骨芽細胞の
力学的負荷に対する応答を解析し，BRONJ
の病態形成メカニズムの解明を試みる． 
 
（１） NBP（Zoledronate : Zol）の骨芽細胞

への作用を確認するため，骨芽細胞
へ NBP を添加した後，細胞増殖能を
確認する．また，骨芽細胞のアポト
ーシスもしくはネクローシスの誘導
と RANKL および OPG の遺伝子発現
変化を確認する． 
 

（２） NBP の作用を受けた骨芽細胞の力学
的負荷に対する応答を確認するため，
培養ヒト骨芽細胞へ伸展および圧縮
ストレスを加えた場合も上記と同様
に確認する． 

 
（３） NBP の骨芽細胞内での作用機序を確

認するため，HMG - CoA 還元酵素経
路の酵素ファルネシル二リン酸合成
酵素（FPPS）の発現を確認する． 

 
（４） アポトーシスもしくはネクローシス

の誘導因子を確認するため，TNFα，
Fas リガンドの産生を確認する．細胞
内のアポトーシスを誘導するシグナ
ル伝達を確認するため，カスパーゼ
カスケードの活性化を確認する． 



４．研究成果 
① MC3T3-E1 細胞への機械的圧縮ストレス 

MC3T3-E1 細胞へ 16.0g/cm2 の機械的圧
縮ストレスを加え，100ng/ml の Zol を添
加し培養．圧縮直後(A)， 48 時間後 (B) 
において形態変化など明らかな細胞変
化 は 認 め ら れ な か っ た ． Original 
magnification, X100. 
 

② Zol 添加，機械的圧縮ストレス負荷後の
細胞増殖活性 

細胞増殖活性は，Zol 添加，機械的圧縮
ストレス負荷において 48 時間の作用で
変化は認めなかった． 
 

③ Zol 添加，機械的圧縮ストレス負荷後の
ALP の発現，産生 

ALP mRNA発現 (A) およびALP産生量
(B)は Zol の添加（10ng/ml，100ng/ml）
により有意に上昇したが，機械的圧縮ス
トレス負荷 （重量：4g，8g，16g）では
明らかな変化を示さなかった． * p<0.05 
versus Zol (-) 
 

④ Zol 添加，機械的圧縮ストレス負荷後の
RANKL の発現，sRANKL の産生 

 
RANKL mRNA 発 現  (A) お よ び
sRANKL 産生量(B)では，Zol の添加
（10ng/ml，100ng/ml），機械的圧縮ス
トレス負荷 （重量：4g，8g，16g）の
影響を示さなかった． 
 

⑤ Zol 添加，機械的圧縮ストレス負荷後の
OPG の発現，産生 

 
 
 

* **



OPG mRNA 発現 (A) および OPG 産生
量(B)は，Zol の添加（10ng/ml，100ng/ml）
および機械的圧縮ストレス負荷 （重
量：4g，8g，16g）により有意に低下し
た． * p<0.05 versus Zol (-)， † p<0.05 
versus 機械的圧縮ストレス負荷(-)  

 
本研究結果から，Zol は骨芽細胞に対し

ALP 活性を上昇させ，OPG に対し，抑制的
に作用すること，また，機械的圧縮ストレス
も OPG を抑制することが明らかとなり， BP
および顎骨への機械的圧縮ストレスは骨芽
細胞において，骨代謝回転に促進的に作用す
ることが示唆された． 
以上より BP 投与患者では，歯槽骨および

顎骨に加わる力学的負荷が骨形成の活性増
加から BP の骨への沈着を促進し，特異的に
病変が発症しうる可能性が考えられた． 
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