
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

BRONJ モデルマウスの免疫機能解析と制御性T細胞を応用した予防治療法の開発

Immune function analysis of BRONJ mouse model and development of prophylactic 
therapy using regulatory T cells.

３０４５２７７５研究者番号：

梯　裕恵（KAKEHASHI, Hiroe）

九州大学・歯学研究院・助教

研究期間：

２６４６３０１６

平成 年 月 日現在２９   ９   ６

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：BRONJ発生リスクと免疫機能の関連性の検討を行うべく、まずBRONJ発生リスクの異な
るモデルマウスの作成を行う予定であった。本研究で使用する4種類のモデルマウスは過去の方法に準じて作成
する予定であり、研究協力者によりすでに確立されたものがあるため、そのマウスと本研究とのすり合わせを行
った。また、各マウスの免疫機能の検討を行う予定であり、1)免疫組織化学染色法を用いたDCの組織内局在の検
討、2)末梢血からのDC調製法の確立を行っている段階である。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate the relationship between BRONJ occurrence risk and 
immune function, we first planned to create model mice with different BRONJ occurrence risk. The 
four model mice used in this study are planned to be prepared in accordance with the past method, 
and because there is some already established by research collaborators, we have matched the mouse 
with this study. We also plan to investigate the immune function of each mouse, 1) investigate the 
tissue localization of DC using immunohistochemical staining method, 2) stage to establish DC 
preparation method from peripheral blood .

研究分野： 骨吸収抑制薬関連顎骨壊死
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ビスフォスフォネート (BP) は骨粗鬆症治
療の第一選択薬として国内外で広く使用さ
れているが、近年、重篤な副作用としてビス
フォスフォネート関連顎骨壊死 (BRONJ) が
報告され、患者数は増加している。BRONJ は、
抜歯などの侵襲的歯科治療後に発生しやす
いことが知られているが、その発生機序や有
効な予防法は未だ明らかになっていない。BP
製剤は、骨粗鬆症治療の他、悪性腫瘍による
高カルシウム血症や多発性骨髄腫による骨
病変、および固形癌骨転移による骨病変治療
にも有用性が示されており、臨床現場での使
用頻度は今後ますます高まると考えられる。
しかし、近年、BP 製剤は重篤な副作用とし
て顎骨壊死や骨髄炎を起こすことが報告さ
れた。BRONJ と呼ばれるこの副作用の発生機
序は明らかになっていないが、BRONJ が侵襲
的歯科治療の後に発生しやすいことを踏ま
えると、BRONJ の発生には BP 投与で起きる
顎骨の代謝異常に加え、顎骨の炎症に対する
防御機構としての免疫反応に起こる異常が
関与しているものと考えられる。 
骨の恒常性は骨代謝細胞だけでなく、他組織
や細胞種との相互作用で複雑に制御されて
いる。近年、骨と免疫系はサイトカインなど
多くの制御タンパク質を共有しており、特に
骨芽細胞および破骨細胞の増殖分化にヘル
パーT 細胞からの情報が深く関与しているこ
とが明らかにされ、骨代謝細胞と免疫系との
関与が注目されている(Takayanagi, Nat. 
Rev. Immunol., 2007)。この骨免疫学的視点
に立てば、BP による破骨細胞の活性低下が、
免疫担当細胞の機能低下に関わっている可
能性は充分に妥当性がある。一方、現在治療
に用いられている BP 製剤の多くはアミノ基
含有 BP (N-BPs)であり、低分子量 Gタンパク
質による細胞骨格の構成や細胞内情報伝達
などの機能を阻害して細胞機能を抑制する
が、これらにより細胞骨格の再構築や波状縁
の形成などの破骨細胞の重要な機能に影響
が及ぼされる。それ以外にも、N-BPs の一つ
であるパミドロネートは、in vivo において
メバロン酸代謝阻害により単球における
isopentenyl-5-pyrophoshate を増加させ、
γδ-T 細胞を活性化させるとの報告がある
（Thompson et al., Adv Exp Med Biol., 
2010 ）。さらに、最近では N-BPs が γδ-T
細胞を活性化させることを利用してインフ
ルエンザウイルスの治療への適用の可能性
について検討する研究もなされている（Tu et 
al., J Exp Med., 2011 ）また、N-BPs をマ
ウスの腹腔内に投与すると IL-1β と肥満細
胞に依存した炎症を生ずることが示された
（Norton et al., Proc Natl Acad Sci USA., 
2011、Norton et al., J Immunol., 2012）。。
以上のように、BP が免疫機構に広く影響を
与えていることが明らかになってきた。なお、
臨床の現場では、多発性骨髄腫患者の BP 治
療で免疫制御細胞の減少が起きることが報

告されている（Castella et al., J Immunol., 
2011）。このような理由から、本研究では、
BRONJ モデルマウスの免疫担当細胞につい
て検討を行うことにした。 
我々は過去の研究で、代表的な細胞内プロテ
アーゼであるカテプシン E (CE) の欠損マウ
スから樹状細胞（dendritic cells : DC）や
マクロファージを調製し、それらの性状や機
能を比較することによって、本酵素の抗原提
示細胞における役割について検討した。DC で
は、CE の欠損によって細胞そのものに大きな
機能変化はみられなかったが、CE 欠損 DC の
方が野生型 DC に比べて高い外来性抗原提示
能や貪食能、細胞表面の補助刺激分子の発現
量の増大を示すことを見出した。さらに、
種々のプロテアーゼ阻害剤を用いてプロテ
アーゼの欠失によって DC では抗原提示を効
率よく進めるための何らかの機構が働いて
いるものと考えられた（Kakehashi et al., J 
Immunol., 2007）。 
N-BPs は破骨細胞内のファルネシル・ピロリ
ン酸シンターゼ酵素を阻害し、それによりシ
グナル伝達タンパク質である低分子GTPアー
ゼのプレニル化を阻害することで骨髄腫で
の骨破壊を抑止する（Guenther et al., Int 
J Cancer. , 2009 ）ことを踏まえると、BP 投
与によって、免疫系に影響を及ぼすプロテア
ーゼに変化が起きている可能性が考えられ
る。 
本研究の特色は、BRONJ 発生の免疫学的な背
景を明らかにする点であるが、特に斬新であ
るのは、抗原提示細胞である DC の性質に注
目する点である。BRONJ は顎骨特異的に発生
する BP の副作用であることから、これまで
の研究では BP 投与で生じる顎骨の変化（代
謝異常）が主に研究されてきた。一方、BRONJ 
の免疫学的な背景は、BP 服用患者の多くが
細菌感染に対して正常な免疫応答を示すこ
ともあり、これまでほとんど研究されていな
い。しかしながら、BRONJ が抜歯などの侵襲
的歯科治療後に発生しやすいことや口腔清
掃が不良な患者で BRONJ の発生頻度が高い
ことを踏まえると、BRONJ 発生の背景には骨
組織に特異的な骨免疫系の異常が必ず関与
しているものと考えられる。 
そこで、本研究では BRONJ 発生リスクの異な
る 4種類のマウス（ステロイド性骨粗鬆症＋
BP、閉経後骨粗鬆症＋BP、BP、生理食塩水）
を作製し、それらのマウスの末梢血、リンパ
節、胸腺、脾臓における DC の機能と BRONJ 
発生リスクの関連性について検討を行うこ
とにした。さらに、本研究では、制御性 T 細
胞移植の BRONJ 予防効果についても検討を
行う。 
制御性 T 細胞などの免疫制御細胞は免疫反
応を適切に制御する細胞であり、これらの細
胞の異常や減少は自己免疫疾患やアレルギ
ー疾患の発症に深く関与している。BRONJ 患
者の免疫制御能についてはこれまで検討さ
れたことがないが、免疫制御細胞の減少は過



剰な免疫反応と炎症の慢性化を引き起こす
ため、BRONJ 発生への深い関与が示唆される。
また、免疫制御細胞の減少は活性化 T 細胞
の増加につながるが（Castella et al., J 
Immunol., 2011）、活性化 T 細胞は骨前駆細
胞や線維芽細胞のアポトーシス誘導作用を
有するため（Yamaza et al.,PLoS One., 2008, 
Bendersky et al., Immunobiology., 2010)、
免疫制御細胞の減少が副次的に顎骨や口腔
粘膜の代謝異常を起こしている可能性もあ
る。以上のことから、BRONJ モデルマウスを
用いて BRONJ と免疫制御能低下の関連性を
明らかにすることは今後の BRONJ 研究を発
展させるうえで極めて重要であり、本研究成
果は BRONJ のリスク診断法や予防法の開発
を目指す新たな研究にもつながる可能性が
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、BP 投与で起こる免疫機能低下
がBRONJの発生に深く関与しているとの仮説
に基づき、発生リスクの異なる 4種類のマウ
スを用い、特に樹状細胞ならびに制御性 T 
細胞の機能変化に着目した免疫制御能と
BRONJ リスクの関連性や、制御性 T 細胞移植
の BRONJ 予防効果について検討を行う。将来
的には、予防法やリスク診断法の開発につな
げることを目的とする 
BRONJ は顎骨特異的に発生する副作用であ
ることから、BP 投与後に起こる顎骨の代謝異
常がBRONJ発生の主な背景と考えられている。
しかしながら、BP による骨代謝異常は顎骨以
外の骨にも発生するため、BRONJ の背景に顎
骨の代謝異常以外の重要な因子が存在する
可能性は十分にある。我々は、BP 投与で起き
る抗原提示細胞の抗原提示能の低下が BRONJ
発生に深く関与していると考えている。 
BRONJ は BP 服用患者の侵襲的歯科治療後
や、歯周疾患など口腔内環境不良で起こり得
ることが知られているが、BRONJ への対処法
が確立していない現在は、BP 服用患者の侵襲
的歯科治療はできる限り避けることや、保存
的治療にとどめることが推奨されている。
BRONJ 発生リスクの診断が可能になれば、多
くの BP 服用患者が必要な歯科治療を安心し
て受けられるようになる。さらに、BRONJ の
予防法が確立されれば、BRONJ 発生リスクが
高い患者の侵襲的歯科治療も可能になるも
のと考えられる。BRONJ に関する研究はこれ
までにも多数行われているが、BRONJ 発生の
背景や機序については明らかになっておら
ず、その予防法や治療法も確立されていない。
そこで、我々はこれまでとは異なる視点で
BRONJ 研究を行うことにした。本研究は、「BP 
投与で起こる免疫機能の低下が BRONJ の発
生に深く関与している」という斬新な仮説の
証明に挑むものである。したがって、本研究
が成功した場合には BRONJ に関する従来の
概念を一新するだけでなく、BRONJ のリスク
診断法や予防法の開発につながる卓越した

成果が得られる。BP 服用患者数は今後も増
加が予想されるため、本研究は科学的にも社
会的に重要な意義を持つ 
 
３．研究の方法 
BRONJ 発生リスクの異なる 4 種類のマウス
（ステロイド性骨粗鬆症＋BP、閉経後骨粗鬆
症＋BP、BP、生理食塩水）を作製し、それら
のマウスの末梢血、リンパ節、胸腺、脾臓に
おける DC の機能ならびに免疫制御細胞の
存在比率と BRONJ 発生リスクの関連性につ
いて検討を行う。その後、制御性 T 細胞移
植の BRONJ 予防効果を明らかにするために、
同種健常マウスから採取した制御性 T 細胞
を生体外で培養・増幅し、BRONJ モデルマウ
スへ移植を行う。本研究における BRONJ の
定義は、「抜歯から 8 週間が経過しても μCT 
及び組織学的に顎骨壊死と抜歯窩の治癒不
全（骨及び粘膜の閉鎖不全）が認められるも
の」であるため、抜歯から 8週経過時点での
顎骨の状態を評価し、予防効果を判定する。 
（１）BRONJ 発生リスクと免疫機能の関連性
の検討 
①BRONJ 発生リスクの異なるモデルマウス
の作製 
本研究で使用する BRONJ 発生リスクの異な
る 4種類のモデルマウス（ステロイド性骨粗
鬆症＋BP、閉経後骨粗鬆症 BP、BP、生理食
塩水）は過去の方法（Kikuiri et al., J Bone 
Miner Res. 2008, Yamane et al., Bone., 
2009）に準じて作製する。BP としてはゾレド
ロネートを用いる。 
BRONJ 高リスク（ステロイド性骨粗鬆症＋
BP）：6 週齢 BALB/cAJcl（雌）に週 2 回ゾレ
ドロネート（125 g/kg）とデキサメタゾン
（5 mg/kg） を尾静脈から投与。 
BRONJ 中リスク(閉経後骨粗鬆症＋BP)：全
身麻酔下で卵巣を摘出した同マウスに週2回
ゾレドロネート（125 g/kg） を尾静脈から
投与。 
BRONJ 低リスク(BP)：同マウスに週 2 回ゾ
レドロネート（125 g/kg）を尾静脈から投
与。 
BRONJ リスクなし(生理食塩水)：同マウス
に週 2回生理食塩水を尾静脈から投与。 
投与開始後1週間目に全身麻酔下で片側の上
顎第一大臼歯を抜歯し BRONJ の誘発を行う。
薬剤投与は最長 8 週間行い、投与開始から 2
週目と 9週目にマウスを犠牲死させ、上顎の
摘出を行う。摘出した上顎はパラホルムアル
デヒドで固定後、μCT 解析と組織学的解析
を行い、各マウスの抜歯窩の状態と顎骨壊死
の程度を明らかにする。本モデルでの BRONJ 
の定義は、抜歯から8週が経過してもμCT 及
び組織学的に顎骨壊死と抜歯窩の治癒不全
（骨及び粘膜の閉鎖不全）が認められるもの
とする。 
②各マウスの免疫機能の検討 
上記実験①から BRONJ 発生リスクと発生時
の重症度が明らかになるため、続いて免疫担



当細胞と BRONJ 発生リスクの関連性につい
て検討する。マウスは実験①と同様に 8週間
の薬剤連続投与で 4種類作製するが、本実験
では抜歯による BRONJ の誘発は行わない。
投与開始から 9週目に末梢血の採取と、リン
パ節（顎下及び腋窩）、胸腺、脾臓および大
腿骨の摘出を行う。 
1 ）免疫組織化学染色法を用いた DC の組織
内局在の検討 
 マウスから摘出したリンパ節、胸腺、脾臓、
大腿骨骨髄における DC の局在を確認し、安
定した細胞数の培養系を確立する。 
2 ）末梢血からの DC 調製法の確立 
 末梢血から DC を調製し、安定した細胞数
の培養系を確立する。 
3 ）細胞表面抗原、細胞遊走能、タンパク質
分解能、貪食能の検討 
・細胞表面抗原：MHC classⅡ抗原、接着分
子 (ICAM-1, VCAM) 、補助刺激分子 (CD86, 
CD80, CD40) の発現をフローサイトメトリー
を用いて比較検討する。 
・細胞遊走能：ボイデンチャンバー方式 に
より、走化性因子である代表的ケモカインの
MCP-1または走化性ペプチドのfMLPを用いて
比較測定する。 
・タンパク質分解能：分子内に蛍光団を持ち、
切断されると発色する性質を持つ蛍光タン
パク質である DQ Ovalbumin を用いて検討す
る。 
・貪食能：蛍光ラテックスビーズを用いて、
細胞内に貪食されたビーズの蛍光量をフロ
ーサイトメトリーで測定する。 
4 ）末梢血における免疫制御細胞の種類、数、
機能の解析 
各マウスから採取した末梢血に含まれる免
疫制御細胞の種類、数、機能について比較を
行う。MACS とフローサイトメトリーを用い
て T 細胞集団 (Pan T cell) に占める制御
性 T 細胞 (CD4+, CD25+, Foxp3+)の割合と B
細胞集団 (Pan B cell) に占める制御性 B 
細胞 (IL-10+) の割合をマウス間で比較する。
また、分離した免疫制御細胞の機能比較は
IL-10 と TGF-1 の発現量を ELISA で行う。 
5 ）リンパ節、胸腺、脾臓の免疫組織学的解
析 
各マウスから採取した顎下リンパ節はパラ
ホルムアルデヒドで固定後、免疫制御マーカ
ー IL-10 と炎症マーカー IL-17 の免疫染色
を行い、炎症の活動性を比較する。また、腋
窩リンパ節、胸腺、脾臓、大腿骨骨髄につい
ては同手順で固定後、制御性 T 細胞特異的
マーカー Foxp3と IL-10の二重染色を行い、
単位面積当たりの免疫制御細胞数を比較す
る。 
（２）制御性 T 細胞移植の BRONJ 予防効果
の検討 
本実験には BRONJ 発生リスクの高い 2 種類
のモデルマウス（ステロイド性骨粗鬆症＋BP、
閉経後骨粗鬆症＋BP）のみ使用する。 
 

①移植用制御性 T 細胞の分離・培養・調製 
移植用制御性 T 細胞は同種健常マウス（雄）
の末梢血からの採取を行うが、十分な細胞数
が確保できない場合に備え、胸腺、脾臓から
も採取を行う。採取には実験 1-2-4 ）で使用
したキット（CD4+, CD25+ 細胞の分離キット）
を用いる。分離した制御性 T 細胞は専用の
増殖培地で 14 日間培養し、40 倍程度に増幅
させる。移植のコントロールに用いる Pan T 
cell も実験 1-2-4 ）と同様の手順で分離し、
専用培地で増幅させる。移植前にフローサイ
トメトリーで制御性 T 細胞の純度確認を行
う。 
②T 細胞移植と解析 
薬剤投与開始後1週間目に全身麻酔下でモデ
ルマウスの両側上顎第一大臼歯を抜歯し 
BRONJ の誘発を行うが、抜歯前日に制御性 T 
細胞、または、Pan T Cell を尾静脈から同
数注入しておく。薬剤投与はその後最長 7週
間継続し、投与開始から 2週目と 9週目にマ
ウスを犠牲死させ、上顎とリンパ節の摘出を
行う。摘出した上顎の片側はパラホルムアル
デヒドで固定後、μCT 解析と組織学的解析
で顎骨の状態を評価し、制御性 T 細胞の 
BRONJ 予防効果を明らかにする。反対側の上
顎とリンパ節は同様の手順で固定後、IL-10
と IL-17 で免疫染色を行い、炎症の活動性を
評価する。また、マウス XY 染色体 FISH プ
ローブを用いて、移植細胞のトラッキングを
行う。 
 
４．研究成果 
 BRONJ 発生リスクと免疫機能の関連性の検
討を行う計画であり、まず BRONJ 発生リスク
の異なるモデルマウスの作成を行う予定で
あった。本研究で使用する BRONJ 発生リスク
の異なる 4種類のモデルマウス（ステロイド
性骨粗鬆症＋BP、閉経後骨粗鬆症 BP、BP、生
理食塩水）は過去の方法(Kikuiri et. al., J 
Bone Miner Res. 2008, Yamane et. al., Bone., 
2009)に準じて作成する予定であり、このモ
デルマウスは研究協力者によりすでに確立
されたものがあるため、そのマウスと本研究
とのすり合わせを行った。また、各マウスの
免疫機能の検討を行う予定であり、1)免疫組
織化学染色法を用いた Dc の組織内局在の検
討：マウスから摘出したリンパ節、胸腺、脾
臓、大腿骨骨髄におけるDCの局在を確認し、
安定した細胞数の培養系を確立する。2)末梢
血からの DC 調製法の確立：末梢血から DC を
調製し、安定した細胞数の培養系を確立する。 
以上の計画であった。DC の局在を調べるため
のマーカーとして、MHC Class Ⅱ、CD11c、
CD205 を用いて染色を行っている段階である。 
 一方、臨床研究では、当院では腐骨分離を
目指した積極的なデブリードマンと局所洗
浄、壊死骨削合、抗菌薬投与による保存的治
療を主体としており、保存的治療を行った
BRONJ 症例について臨床的検討を行っている。
ので報告する。対象は 2004 年 10 月から 2013



年 12 月に当院を受診し、BRONJ との診断を得
て保存的治療を行い、2 年以上経過が追えた
76 症例であった。使用薬剤は全例ビスフォス
フォネートであった。治癒症例は 52 例で、
10 例が治療継続中、14 例が治療途中で死亡
していた。治癒症例の内訳は、年齢：46－88
歳 （平均 73.8 歳)、性別：男性 7 例，女性
45 例。病期分類はステージ 2 が最も多く 38
例で、原疾患は原発性骨粗鬆症 30 例、悪性
腫瘍骨転移 8例、続発性骨粗鬆症 7例、多発
性骨髄腫 6例、その他 1例であった。ゾレド
ロネート、ミノドロネートといった骨吸収抑
制相対力価の高い薬剤を使用している症例
は 19 / 37 例（51.4%）、ステロイド剤内服や
糖尿病，悪性腫瘍などのリスクファクターが
ある症例は 28 / 49 例（57.1%）であった。
治癒までに要した日数は、平均 542.3 日であ
った。保存的治療はステージ進行例や骨吸収
抑制作用の強い薬剤を使用している症例、リ
スクファクターがある症例においても有用
であると考えられた。 
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