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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞(MC3T3)は、BPや炎症性サイトカインにより濃度依存的に細胞増殖が抑制さ
れた。C57BL/6Jmiceにゾレドロン酸を腹腔内投与し、Th17とTregをFlow cytometryにて解析した。BP投与後7Wの
Treg,Th17は、ゾレドロン酸の投与量に関わらず共に上昇が認められ、制御性Ｔ細胞の増加による免疫応答の不
均衡が示唆された。骨芽細胞は、BP存在下でM-CSFの産生抑制をきたすことが明らかなり、このことは破骨細胞
前駆細胞の形成の抑制、さらに破骨細胞への分化抑制を生じることがBRONJ発症機序の一因であることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：The osteoblastic cell line(MC3T3) was cultured with BP and inflammatory 
cytokines for three days and number of cells were  counted. BP inhibited the proliferation of 
osteoblast　in dependence on its concentration. Th17and Treg were analyzed by flowcytometric 
analysis after intraperitoneal administration of zoledronic acid to  C57BLmice.After 7 week of the 
treatment of  BP, both  Treg  and  Th17 were increased regardless  of  the dosage.The increase of 
reguratory T cell suggested that BP induced impairment  of  immunological response.The osteoblast 
cell line was cultured with BP  and the supernatants were analized  by  ELISA .The result was an 
attenuation of  M-CSF  expression . In conclusion , this study revealed that osteoblast inhibited 
the expression of M-CSF in existence of BP and then preosteoclast expression were decreased . These 
results  implicated in the inhibit of differentiation to osteoclast and were considered as a 
possible developmental mechanism of  BRONJ.

研究分野：外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
これまで BRONJの発症メカニズムの解明には
ビスフォスフォネート(BP)の直接作用と考
えられていた破骨細胞に関する研究が重点
的になされてきているが、その発生機序に関
しては未だ不明である。申請者らは既に骨代
謝マーカーの中でも骨形成マーカーである
BAP が高い場合には BRONJ が発症しにくい､
もしくは発症しても治癒しやすいことを見
いだしており発表してきた。このことから、
BRONJ 発症メカニズムにおいて骨芽細胞の骨
形成作用の抑制があるのではないかという
仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
骨芽細胞が BRONJの発症時に果たす役割を明
らかにすると共に、BRONJ 発症時の免疫学的
調節機構を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
（1）骨芽細胞(MC3T3)に対する Alendronate 
や炎症性サイトカインの影響 
マウス骨芽細胞 MC3T3 を Alendronate(4μ
M,8.7μM,25μM,50μM)で３日間培養し、
MC3T3 細胞の proliferation assay(PA)を行
った。 
さらにMC3T3にAlendronate を作用したもの
に加え IL-6 や TNF-αを添加し、MC3T3 細胞
に対する IL-6 や TNF-αの影響を、MC3T3 細
胞の proliferation assay(PA)を行い解析し
た。 
（2）骨芽細胞の培養上清の ELISA assay 
MT3T3 細胞を BP(4μM.8.7μM)添加培地で３
日間と６日間培養し、その培地上清を骨代謝
や骨の免疫応答に関与するサイトカインを
網羅的に ELISA assay を行い骨芽細胞に関わ
る骨形成に関する因子の解析を行った。 

（3）Flow cytometry  

動物は C57BL/6Jmice/female/3W を用い、4W
目に卵巣摘出を行い、8W から 14W まで 1W 間
隔 で ゾ レ ド ロ ン 酸 :ZA(0,125,250,500 μ
g/kg)とメルファラン(7.0mg/kg)を同時に腹
腔内投与した。採血は眼窩静脈叢より 9W目、
12W 目、15W 目の 3 回行い Th17 と Treg に対
し FFllooww  ccyyttoommeettrryy 解析を行った。 
 
（4）ミクロラジオグラフィ 
 BP の関与しない一般的な顎骨骨髄炎と
BRONJ の顎骨の研磨標本を軟 X 線撮影し
Contact Microradiograph(CMR)を作成した。 
CMR により骨組織の石灰化度の違いによる微
細構造を検討した。具体的には骨単位、骨小
腔、ハバース管を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）骨芽細胞（MC3T3）に対する Alendronate
や炎症性サイトカインの影響 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
①ALは濃度依存的にMC3T3の増殖抑制作用を
示した 
②IL-6,TNF-αは MC3T3 の増殖抑制作用を示
した 
③AL（4μM，8.7μM）に IL-6 を添加するこ
とにより、MC3T3 の増殖抑制作用を示した 
④AL（8.7μM）に TNF-αを添加することによ
り、MC3T3 の増殖抑制作用を示した 
⑤AL（4μM）に IL-6 と TNF-αを同時添加す
ることにより、MC3T3 の増殖抑制作用を示し
た 
 
（2）骨芽細胞の培養上清の ELISA assay 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
この頁の図 3 枚は拡大したものを別途掲載。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
こ の 中 で 特 に M-CSF(macrophage colony 
stimulatingfactor)に注目した。骨芽細胞が
分泌する M-CSF は、破骨細胞前駆細胞の形成
とその後の破骨細胞分化において必須の因
子である。本実験の結果は、骨芽細胞が BP
存在下で M-CSFの産生抑制をきたすことが明
らかとなりその結果、破骨細胞前駆細胞の形
成の抑制。さらに破骨細胞への分化抑制を生
じることが BRONJ発症の機序の一因であるこ
とが示唆された。 
 
（3）Flow cytometry 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
採血の１回目を１st、３回目を 3rd の２回の
解析を表記した。ゾレドロン酸とメルファラ
ンの腹腔内投与の７Ｗ後の 3rdではゾレドロ
ン酸の投与量に関わらず Treg,Th17 共に上昇
が認められた。この結果は制御性Ｔ細胞の増
加を認め免疫応答の不均衡が示唆された。 

（4）ミクロラジオグラフィ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
BP の関与する BRONJ では、一般的な骨髄炎と
比べ全体的な骨硬化像が認められた。さらに



骨小腔の閉鎖も特徴的であった。 
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