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研究成果の概要（和文）：骨分化をモニター出来るヒト間葉系幹細胞株（HSC）を樹立した。このヒト骨髄由来
HSCを用いBRONJの治療に使用するPTHの投与量、投与間隔を検討した結果、PTHは100ng/ml、4日の投与間隔が最
適であった。さらにHSCにBPを作用させたが、骨形成はみられず、BPは骨芽細胞にも抑制効果を認めた。
BPのヒト皮膚線維芽細胞（NHDF）と歯周靱帯線維芽細胞（HPｄLF）に対する細胞増殖阻害は、両細胞共に濃度依
存的に認めたが、HPｄLFではより強く認めた。細胞遊走能への阻害は,HPｄLFで著明であった。線維芽細胞成長
因子（ｂFGF）の発現は、BP処理により両細胞群でその発現に差は認めなかった。

研究成果の概要（英文）：1.We established HSC(Human Mesenchymal Stem Cell) enabling to monitor of 
bone differentiation.As for the remedy against BRONJ, the medication of PTH was examined using this 
HSC derived from the human bone marrow.The optimum administration of PTH was a dosage of 100ng/ml 
with 4-day intervals.An addition of BP to HSC demonstrated no any bone formation,which implied that 
BP could supress the osteoblastic formation. 2.BP inhibited both NHDF and HPdLF proliferation in 
dose dependency,especially the tendency was remarkable in the latter.Inhibiting of cell migration 
was marked in HPdLF.An expression of bFGF was detected in both HPdLF and NHDF groups after BP 
processing,but there was no signiticant difference between them.

研究分野：医歯薬学

キーワード： HSC：ヒト間葉系幹細胞　ＢＲＯＮＪ：ビスフォスフォネート関連顎骨壊死　ヒト皮膚線維芽細胞　歯周
靱帯線維芽細胞　細胞増殖能　ＢＰ：ビスフォスフォネート　骨芽細胞　骨免疫

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
BPによる有害事象による骨の露出、骨壊死、
骨髄炎は顎骨にのみに発生し、他の骨には見
られないのが特徴的であるとともに、一旦発
症すると標準的な歯科口腔外科的治療には
反応せず極めて難治性である。申請者らのグ
ループは、徳島大学，高知大学，山口大学，
島根大学と共同（平成 21年度科研）で BP
投与患者に対し発症のリスク因子および
BRONJ の予後の予測因子について検討した。
具体的には骨の代謝マーカーの測定で、血中
の骨吸収マーカーである NTXと骨形成マー
カーである BAPの両方が低いいわゆる骨代
謝が low turn overの場合、発症のリスクは
極めて高く、一度発症すれば BRONJは治癒
しない。一方 NTXは低いが、BAPが正常な
場合、BRONJは治癒することもあるが治癒
しないこともあり予後を予測することは断
定出来なかった。さらに BRONJの発症の予
測ならびに外科的適応の基準について倫理
委員会の承認を経て BRONJ患者および BP
製剤投与患者を対象に顎骨骨密度を測定し
た。その結果、顎骨骨密度が 450㎎/ml前後
を境に発症群と非発症群に分かれた。また外
科的適応の切除断端の Bone densityと治癒
状況についても同様に 450㎎/ml以上が非治
癒の重要な骨密度であることが判明した。こ
のことは、顎骨骨密度も腰椎や大腿骨同様に
BPの効果があることを想定させるものであ
り、顎骨骨密度の高値が BRONJ発症の系統
的な危険因子であることを明らかにした（平
成 23年日本口腔外科学会総会にて発表）。
手術の際、顎骨骨密度が 450㎎/ml前後の部
位より血行が確認でき、それ以上の高値を示
す部位では血行の確認が出来なかった。これ
らのことから、BP製剤による骨密度の増加
は、骨髄由来間葉系幹細胞の脂肪細胞へ分化
抑制と骨芽細胞への分化促進と共に血管新
生の抑制に密接に関連していることが示唆
された（平成 24年 4月日本口腔科学会中国
四国地方会にて発表）。そこで骨芽細胞に対
する BPの影響について検討したところ、破
骨細胞と同様、骨芽細胞へも影響をきたすこ
とが明らかとなった。しかしその骨芽細胞へ
の抑制効果は BMPR, Smads, Runx2, Msx2
の発現から骨芽細胞分化に影響をきたすこ
とが明らかとなったが、骨芽細胞への抑制効
果のメカニズムは依然として不明である。さ
らにこれらの臨床研究から以下の事を確認
した。（１）創傷治癒の遅延 （２）骨密度
の上昇 （３）血管新生の抑制が挙げられた。 
 
２．研究の目的 
BPの骨芽細胞への抑制効果として BMPR、
Smads,Runx2,Msx2の発現から骨芽細胞の
分化に影響することが明らかになり、（１）
創傷治癒の遅延、（２）骨密度の上昇、（３）
血管新生の抑制がＢＲＯＮＪの発症に関連
している因子として明らかになった。 
そのため、BPの顎骨の感染メカニズムの解

明に関し、これら上記３項目に関連してい
る因子として、 
（1）肉芽組織を構成する線維芽細胞と、さ
らに FGF(fibroblast growth factor)に着目
し、BP製剤は線維芽細胞と FGF に関与
しているとの仮説を立てた。 
（2）さらに BP製剤による線維芽細胞に対す
る bFGF発現への影響への関与の可能性、
bFGFの BRONJへの治療法の可能性にも
着目した。 
（3）①人工染色体ベクター（Mammalian 

Artificial Chromosome:MAC）を用いて、
骨分化をモニター出来るヒト間葉系幹細
胞を樹立することにある。この骨分化をモ
ニター出来るヒト間葉系幹細胞を用い、骨
分化に影響を与える因子(PTHなど)を検
討し、感染メカニズムの解明や治療法への
応用を目的とした。さらに、近年 PTH(副
甲状腺ホルモン)間歇的投与は新規の骨形
成促進薬として登場した。PTHの持続投与
時には骨吸収を促進し間歇的投与時には
骨分化を促進する dual actionを有する。
BRONJの治療戦略として注目されつつあ
るが投与条件については未だ議論が多い。
②本研究では骨分化をモニターできるヒ
ト間葉系幹細胞を利用して in vitroでPTH
の投与濃度、投与間隔による最適な骨分化
条件の検索を行う。③骨分化をモニター出
来るヒト間葉系幹細胞を利用した BPの骨
分化における影響の検討。 
（4）骨芽細胞自体の免疫担当細胞としての
機能の解明。 

 
３．研究の方法 
（1）①線維芽細胞はヒト皮膚線維芽細胞 
（Normal Human Dermal Fibroblasts;  
NHDF）とヒト歯周靱帯線維芽細胞（Human  
Periodontal Ligament Fibroblasts;  
HPdLF）を用い、BPはアレンドロン酸ナト 
リウム三水和物(Alendronic  Acid 
Monosodium  Salt Trihydrate)の細胞増殖 
および遊走能への影響を比較した。 
（2）上記 BP製剤による bFGF発現への影 
響を、6well plateに細胞を播種し BP製剤添 
加して培養した細胞の蛋白を回収し、bFGF 
の発現をWestern blottingにて検討した。 
（3）①人工染色体ベクター（Mannmalian 
Artificial Chromosome:MAC）を用いて、骨
分化マーカーであるオステオカルシン
（Osteocalcin:OC）を発光でモニター出来る
ヒト間葉系幹細胞（Mesenchymal Stem 
Cell：MSC）を構築する。近年 PTH(副甲状
腺ホルモン)は新規の骨形成促進薬として登
場した。持続投与時には骨吸収を促進し、間
歇的投与時には骨分化を促進する dual 
actionを有する。口腔顎顔面領域ではビスフ
ォスフォネート関連顎骨壊死の治療戦略と
して注目されつつあるが投与条件について
は未だ議論が多い。②本研究では、骨分化を
モニターできるヒト間葉系幹細胞を利用し



て in vitroにて PTHの投与による最適な骨
分化条件（投与濃度、投与間隔）の検索を行
った。具体的にはアレンドロネートを各々
50,100.200.300ng/ml、投与間隔は 1から 4
日とした。さらに③この骨分化をモニター出
来るヒト間葉系幹細胞に、ＢＰ製剤（アレン
ドロネート 4μＭ/ml,8.7μM/ml）を作用させ
その影響を検討した。 
（4）骨芽細胞自体の免疫担当細胞としての 
機能の解明に関し、骨芽細胞は①ヒト骨芽細 
胞(NHOst)と②マウス骨芽細胞(MC3T3)を 
用い、BP添加、無添加培養上清を採取し、 
骨免疫との関連性を検索するためサイトカ 
イン 
（IL-6,IL-1beta,IL-17A,M-CSF,P-Selectin, 
IL-33,Osteoprotegerin,IL-34,TRANCE/RA 
NKL,Osteopontin,TNF RI）を、ELISA(マ 
ルチプレックスサスペンションアレイ解析） 
で解析した。具体的にはターゲットタンパク 
質検出反応の測定は、検体を 1ウェルあたり 
50μL使用し 2重測定とした。検量線に使用 
するスタンダード溶液は、付属のマニュアル 
より 1点追加し 7ポイント調整し、3重測定 
とした。ターゲットタンパク質に特異的な抗 
体を結合したビーズとサンプルおよびスタ 
ンダード溶液との抗原抗体反応を行った。ビ 
ーズを洗浄後、ビオチン化二次抗体を反応さ 
せ、ストレプトアビジン-PEでラベルした。 
ビーズを洗浄後、測定用バッファーに再懸濁 
させた。使用するプレートは各測定キットに 
つき 1枚とした。その後 Luminex® System 
によるMFI値測定および濃度の算出を行っ 
た。 
 
４．研究成果 
（1）①BP製剤による細胞増殖への影響 
NHDF,HPdLFともに濃度依存的に細胞増殖
阻害を生じた。NHDFと比較し、HPdLFは
より低い IC50を示した（図１）。 

 

 
②BP製剤による遊走能への影響 
HPdLFにおいて４μM以上の濃度で処理し
た細胞の遊走率が NHDF 群と比較して低下
した（図２）。 
 



 
（2）BP製剤による bFGF発現への影響 
NHDF と HPdLF の両細胞群においても、
BP製剤の処理による bFGFの発現の変化は
認めなかった（図 3）。 

 

結論：BP 製剤により線維芽細胞の増殖能お
よび遊走能が抑制され、とりわけ口腔内線維
芽細胞では皮膚線維芽細胞に比較して BP製
剤に対する感受性が高いことが示唆された。
このことは BP製剤使用患者で外科侵襲後の
口腔内の創傷治癒遅延が生じる理由の一つ
として考えられた。さらに今回の研究では
BP製剤は線維芽細胞における bFGF発現に
は影響せず、BP 製剤の線維芽細胞増殖抑制
にbFGF発現量は関与してない可能性が示唆
された。 
（3）①鳥取大学医学部細胞工学分野の協力 
の下に、人工染色体ベクター(MAC)を用いて、 
骨分化マーカーであるオステオカルシンを 
発光でモニター出来るヒト間葉系幹細胞を 
構築した（図 4）(Yonago Acta medica  
2015;58:23-29)。 

 

 
②骨分化をモニター出来るヒト間葉系幹細
胞を用いた PTH の投与における最適な骨
分化条件（投与濃度、投与間隔）について
は、100ng/ml,4日間隔が最も最適と考えら
れた（図 5、図 6） 

 

 

 

③上記骨分化をモニター出来るヒト間葉系
幹細胞に BP製剤（アレンドロネート）を
作用させたところ,濃度依存的に骨分化が
抑制された（写真 1）。 



 

（4）マウスの骨芽細胞(MC3T3)とヒトの骨
芽細胞(NHOst)の両細胞株に BP製剤（アレ
ンドロネート）添加培地で培養し,骨芽細胞成
長に関係するサイトカインについて検討し
た結果 BP 投与群では濃度依存性に M-CSF
が減少し、オステオポンチンも減少した。
RANKLは 3倍増加し、BPはM-CSFを介す
る骨形成抑制効果が示唆された（表 1）。 
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