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研究成果の概要（和文）：歯科治療で誰もが一度は経験する抜歯ですが、近年、ビスフォスフォネート製剤を服用して
いる患者様の一部に、抜歯しても治癒が起こらず、骨が腐ってしまうこと（顎骨壊死）が分かってきました。ところが
現在でも原因がよく分からず、治療方法もないことから、本研究は、顎骨壊死の病因と治療方法の開発を目的として、
マウスを用いて研究を行いました。その結果、顎骨壊死には免疫に関与する複数の細胞と因子が関連していることが分
かりました。このことは、今後の治療方法の開発へ大きく貢献できる結果だと思われます。

研究成果の概要（英文）：Bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw (BR-ONJ) mainly occurs following 
tooth extraction with patients taking oral and/or intravenous bisphosphonates. However, the mechanisms of 
BR-ONJ is unclear. The aim of this study was to address pathophysiology of BR-ONJ using mouse ONJ model 
in the combination of intravenous bisphosphonate treatment, chemotherapy and tooth extraction. This model 
indicated that immune suppression might be associated with BR-ONJ due to some immune-related cells and 
proteins. This findings may contribute to the development of ONJ therapy.

研究分野：口腔外科学

キーワード： ビスフォスフォネート製剤　顎骨壊死　免疫　骨壊死　マクロファージ　リンパ管内皮細胞

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

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

粗鬆症治療、ならびに悪性腫瘍の骨転移治療

に頻用される薬剤である。ところが2003 年の

報告1を契機としてBP 製剤使用患者の一部に

BRONJ が起こることが、さらにはBRONJ の

約70%が抜歯に起因することが明らかとなっ

てきた2。なお、広範囲にBRONJ が起こると

その後の補綴処置がほとんど行えずに顎骨切

除に至る場合もあり、患者のQOL は著しく低

下する。しかし、BP 製剤服用の利点はBRONJ 

という欠点を大きく上回り、休薬や投与中止

は基本的には行われないことから、BRONJ の

病因を解明して治療方法や予防方法を確立す

ることが必要であるが、BRONJ に対する基礎

研究はONJ モデルの作製が非常に困難なた

めに国内外でほとんど行われておらず、その

病因は不明である。 

そこで申請者はBRONJ 誘発モデルを作製

すべくミシガン大学で研究を行い、BP 関連

マウス口蓋粘膜創傷治癒不全モデルを開発し、

BP 製剤が全身のマクロファージ（Mφ）に影

響を与える可能性を明らかにした3。このこと

は、近年のin vitro による報告でも証明されて

いる4。そして遂に申請者は、抜歯を行ったマ

ウスに抗癌剤とBP 製剤を併用し、BRONJ を

高率（80%）で惹起させることに成功した5（図

1）。なお、臨床的には抗癌剤とBP 製剤の併

用によりBRONJ が最も高率で発生する。 

 

 

図1：BP製剤と抗癌剤の併用が惹起する

ONJ5（左側：肉眼所見により下段の抗癌剤＋

注射BP製剤投与群では明らかに軟組織の閉

鎖が行われていないことが理解できる。真ん

中：マイクロCT所見より、抗癌剤＋注射BP

製剤投与群では抜歯窩が全く治癒していない

ことが観察される。右側：ヘマトキシリン・

エオジン染色により、抗癌剤＋注射BP製剤投

与群では、軟組織の閉鎖が行われておらず、

壊死骨が有意に多く存在する。） 

 

一方申請者は以前から、リンパ管微小循環

系の検索も行っており、口腔軟組織に存在す

るリンパ管内皮細胞（Lymphatic endothelial 

cell：LEC）が、樹状細胞（Dendritic cell：DC）

の遊走に寄与するケモカイン Cys-Cys 

chemokine ligand21（CCL21）を発現し、炎症

によりその発現動態を変化させることを明ら

かにしてきた6, 7。一方近年、頭頚部領域の炎

症時には軟組織のリンパ管形成が増大し、

CCR7（CCL21 の受容体）陽性DC がCCL21 

依存性にリンパ管から頚部リンパ節に流入し

て免疫応答に寄与することが8、また、リンパ

管 形 成 に は 、 Mφ が 産 生 す る Vascular 

endothelial cell growth factor-C（VEGF-C）が重

要であることが証明された9。一方申請者は、

BP 製剤と炎症性サイトカインで処理したマ

ウスMφが、対照群と比較して優位にVEGF-C 

の発現を低下させることを見出した5。 

 

以上の研究報告と申請者の一連の研究成果

から、薬剤の影響を受けたMφがリンパ管形成

不全を惹起した結果、DC のリンパ節への遊

走障害が免疫応答機構の異常を誘発し、感染

状態が持続してBRONJ を引き起こすのでは

ないかという仮説を立てた。 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、BRONJの病因を解明し、



治療方法または予防方法の開発に挑戦する

ことにある。 
 
 
３．研究の方法 

 

［当初の研究計画］ 

① 申請者が開発したマウスBRONJ モデルで、

リンパ管を介した免疫応答機構に異常が

あるかを検索する。具体的には、抜歯部位

歯肉組織と頚部リンパ節において、以下の

ことを明らかにする。 

A）リンパ管の形成不全が起こっているか 

B）MφとDC の分布に異常が起こっている

か 

C）LEC、MφまたはDC が発現する免疫機

構に関わる蛋白質に異常があるか 

② LEC、MφおよびDC の単独培養および共

培養を行い、In vivo で使用した各種薬剤

に対するそれぞれの細胞への直接的な影

響、ならびに細胞間相互作用を検討する。 

 

 

４．研究成果 

［実際に行った研究計画と研究成果］ 

当初の実験計画では、申請者の研究成果よ

り得られたマウス BRONJ モデルを作製予定

であった。このモデルの作製には抗癌剤であ

るメルファランと注射 BP 製剤（ゾレドロン

酸）が必要であるが、これらの BRONJ 発現

頻度は80％であり、すべてのマウスがBRONJ

になることはなかった。ここで申請者は、す

べてのマウスが BRONJ になるモデルを開発

することで、より病因が明確になる可能性が

高く、ひいては治療方法の開発研究にも極め

て有用であるとの考えに至り、まず 100％が

ONJを発症するモデルの開発に取り組んだ。 

その結果、1年かけて、ある抗癌剤 Aのあ

る濃度と注射 BP 製剤（ゾレドロン酸）の組

み合わせが、抜歯を伴う BRONJを 100％発症

することをついに突き止めた。加えて、ONJ

の発現頻度は抗癌剤 A の濃度と強く相関し

ており、抗癌剤 A の濃度が高いほど ONJ の

発現頻度が高くなることが分かった（図 2）。

抗癌剤 Aの濃度を 4 段階に振り分けた結果、

1番低い濃度では BRONJが起こらず、2番目

に高い濃度では 27.3％が BRONJ を発症、3

番目に高い濃度では 100％が BRONJ を発症

し、4 番目に高い濃度では抜歯後 1 週間で

100％のマウスが死亡した。さらに投与量と

BRONJとの関連性に関しては、抜歯後に抗癌

剤の投与量を倍増すると（濃度は同じ）、

BRONJ の発現頻度は 27.3％から 71.5％と約

2.7 倍になることも分かった。すなわち、抗

癌剤による免疫抑制の程度と、BP 製剤によ

る何らかの作用の組み合わせが BRONJ を発

症させている可能性が強く考えられた。 

そこで、抗癌剤 Aの各種濃度と注射 BP製

剤（濃度は一定）の組み合わせに抜歯を併用

したそれぞれのマウスから、脛骨、大腿骨、

上顎骨を摘出し、マイクロ CTによる 3次元

的構造解析、光学顕微鏡による組織形態学的

解析、さらには蛍光顕微鏡による免疫組織化

学的解析を行い、以下の結果を得た。 

 

① マイクロ CTによる 3次元的構造解析 

抗癌剤の濃度に関わらず、抗癌剤と注

射 BP 製剤の併用は、有意に長管骨の骨

量や骨密度を増大させ、骨微細構造を変

化させた。上顎骨においては、抗癌剤の

濃度に依存して抜歯窩における骨量と骨

密度は有意に減少し、骨微細構造も有意

に変化した。 

 

② 光学顕微鏡による組織形態学的解析 

   上顎骨組織においては抗癌剤の濃度

に依存して、抜歯窩における壊死骨量、

空の骨小腔数と炎症性細胞数は有意に

増大し、創傷治癒不全の状態を呈してい

た。 

 



③  蛍光顕微鏡による免疫組織化学的解析 

１） 血管形成 

抜歯窩周囲軟組織において、対照群と

比較した血管数は、抗癌剤の濃度に関わ

らずすべての実験群において有意差は

認められなかった。この結果は申請者の

現在までのすべての報告と一致するも

ので、科学的根拠は高いことが予想され

るが、近年血管新生阻害薬でも ONJが起

こることが報告されており、さらなる研

究が必要である。 

 

２） リンパ管形成の阻害と質 

血管新生だけでなく、リンパ管内皮細

胞に対する特異抗体を用いてリンパ管

検索を行った。その結果、抗癌剤の濃度

に依存してリンパ管の数が減少し、

100％BRONJを発症した群ではリンパ管

の数が有意に少ないことが分かった。さ

らに免疫機構に重要な役割を果たす Toll

用受容体（Toll-like receptor; TLR）4陽性

リンパ管内皮細胞数が減少しているこ

とも突き止めた。 

 

３） マクロファージの数的および質的変化 

次にマクロファージ（F4/80 で検出）

について検索を行った。BRONJ を発症

した群では、抗癌剤の濃度依存性に抜歯

窩周囲軟組織におけるマクロファージ

の数が減少していた。さらにマクロファ

ージにおけるある特異的タンパク質 B

の検索を行った結果、組織内の特異的タ

ンパク質 B の発現は有意な減少を認め

た。 

 

４） 樹状細胞の関わり 

本研究では、マクロファージのほか、

樹状細胞の検索も行った。上皮内の樹状

細胞は、対照群でも大量には存在しなか

ったが、実験群において、その数が減少

していた。また、樹状細胞における TLR4

の発現が減少していた。 

 

５） 特異的タンパク質による ONJの緩解 

最後に、組織内で発現低下を示した特

異的タンパク質 B に対する特異抗体を

用い、ONJが緩解するかどうかを検索し

た。100％が ONJになる濃度の抗癌剤と

注射 BP 製剤を投与したマウスに抜歯を

併用し、さらに抜歯後に特異抗体 Bを皮

下注射し、軟組織の治癒を解析した。そ

の結果、肉眼的所見であるが、開放創と

なった部分の面積は、対照群と比較して

有意に小さくなったことから、この特異

的タンパク質 Bは BRONJの病因である

可能性が示唆された。 

ただし、研究期間内に上記実験内容に

対する詳細な解析が行えなかったこと

から、現在組織切片を作製して研究を継

続している段階である。 

 

 以上から、本研究で用いた抗癌剤 Aと注射

BP 製剤の組み合わせと抜歯の併用で惹起さ

れた BRONJに関して、 

１） 血管の関与はない。 

２） リンパ管の形成阻害とリンパ管内皮

細胞自身が担う免疫機構の低下 

３） マクロファージの量的減少と質的変

化 

４） 樹状細胞の数的減少と免疫応答機構

の阻害 

５） 特異的タンパク質 Bの関与 

が明らかとなった。 

 

一方、ラットの BRONJ モデルやメルファ

ラン（抗癌剤）を用いたマウス ONJマウス（ミ

シガン大学で行っていた研究）の組織解析の

一部は、ミシガン大学から長崎大学へ着任後

に行う必要性があったことと、ONJに関する

極めて重要な知見が含まれていたことから



本研究期間内に行われ、学会発表等もなされ

た。 

 

次の段階として、本研究成果を基盤とし、

申請者が新たに代表者を務める、平成 27 年

度以降の基盤研究 C により、継続して ONJ

の病因と治療方法の開発に臨む計画である。 
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