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研究成果の概要（和文）：ビスフォスフォネート（BP）製剤や抗RANKL抗体は、作用機序は異なるものの強力な
骨吸収抑制作用を示し、有害事象として顎骨壊死を生じさせることがある。本研究は、発症機序が不明である顎
骨壊死の病態形成機構を明らかにするため、卵巣摘出術を施した閉経後骨粗鬆症動物モデルを用いて骨細胞およ
び骨芽細胞に注目した解析を行った。BP製剤、抗RANKL抗体のいずれの骨吸収抑制薬もエストロゲン欠乏状態下
で骨量を増加させたが、骨細胞機能や骨芽細胞の分化・機能に関連する分子の発現変化に、それぞれの骨吸収抑
制薬における違いが見られた。よって、BP製剤と抗RANKL抗体では骨形成に対する影響が異なることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Bisphosphonate (BP) and anti-RANKL antibody are widely used as 
anti-resorptive agents for bone metastasis and osteoporosis. Although these agents have different 
effect mechanism, thay can sometimes result in osteonecrosis of the jaw (ONJ).  We examined that 
these agents were different influence for the bone formation by osteocyte and osteoblast in long 
bones. This was evident in ovariectomized C57BL/6J mice, which were treated with zoledronic acid 
(ZOL) or anti-RANKL antibody. Bone mass in long bone of both mice groups treated with ZOL and 
anti-RANKL antibody under lack of estrogen had significantly increased compared to control mice. 
Additionally, the changes in the expression of bone formation-related genes (Sost, Dmp1, and 
Osteocalcin) in long bones of mice treated with either ZOL or anti-RANKL antibody was  different. 
Thus, these results suggested that the regulatory mechanisms of bone formation in osteocytes and 
osteoblasts differs between BP and anti-RANKL antibody.

研究分野： 口腔外科学
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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 
Bisphosphonate（BP）製剤やヒト抗 RANKL 

モノクローナル抗体（Denosumab）は、悪性
腫瘍に合併する骨転移・骨関連事象（骨痛、
病的骨折、高 Ca 血症など）や骨粗鬆症など
の骨病変に対する有効な治療法として使用
されている。これらの薬剤は破骨細胞性骨吸
収の抑制という共通の薬理作用を示すが、両
者の作用機序は異なっている。ピロリン酸の
構造類似体である BP は骨表面に強固に付着
して破骨細胞の骨吸収能を抑制するととも
に破骨細胞のアポトーシスを誘発する。一方、
抗 RANKL 抗体は、骨芽細胞や骨細胞が発現す
る破骨細胞誘導因子 RANKL に対する中和抗
体であり、RANKL－RANK 系を特異的に阻害す
ることにより破骨細胞の分化や生存を抑制
する。結果として、いずれの場合も破骨細胞
性骨吸収が抑制され、悪性腫瘍においては骨
転移の抑制や骨関連事象の改善を、骨粗鬆症
においては骨量の増加が認められる。一方、
BP 投与患者の一部において、抜歯などの歯
科的侵襲を受けたことがきっかけとなり難
治性の顎骨壊死・骨髄炎を認めることがある。
この病態は Bisphosphonate 関連顎骨壊死
（BRONJ）と称され、BP の代表的な有害事象
として広く認識されている。しかし、その治
療は抗菌薬の長期投与と局所洗浄による保
存的療法が中心であり、治療に苦慮すること
が多い。これは、BRONJ の病態形成機構の全
容が未だに不明という点にある。これまでの
臨床的知見から、BP の上皮形成阻害や血管
新生阻害作用よる骨の虚血性変化に、歯科治
療、不良な口腔衛生状態や糖尿病などのリス
クファクターが加わる事が発症機序の一つ
として考えられている（Paolo, et al, Oral 
Oncol, 2011）。しかしながら、BRONJ に関す
る研究は、主に BP 投与動物に対して細菌感
染や外科侵襲などのリスクファクターに曝
露させた後に発症した顎骨壊死の観察のみ
にとどまっており、詳細な病態形成機構は解
明されていない。さらに、近年では抗 RANKL 
抗体投与例でも顎骨壊死の発症が確認され、
その発生頻度はBP の中で最もBRONJ 発症頻
度の高い Zoledronic Acid と同頻度である事
が報告されている（Saad, et al, Ann Oncol, 
2011、Yee, et al, Clin Interv Aging, 2012）。
抗 RANKL 抗体が BP と同一の分子機序により
顎骨壊死を惹起しているのかどうかについ
てはこれまで検討がなされておらず、不明で
ある。また、顎骨壊死の病態形成に骨芽細胞
や骨細胞の機能異常が関与している可能性
についてもこれまで検討が行われていない。 
 
２．研究の目的 
BP および抗 RANKL 抗体で引き起こされる

顎骨壊死の病態形成機構を明らかにするた
め、卵巣摘出術（OVX）を施した閉経後骨粗
鬆症動物に骨吸収抑制薬を投与したモデル
を用い、骨細胞および骨芽細胞に注目した解
析を行った。 

３．研究の方法 
（１）OVX、骨吸収抑制薬投与マウスの作成 
9 週齢の雌の C57BL/6J マウスに 卵巣摘出

術（OVX） を施行し、術後 2 週目から
Bisphosphonate としてゾレドロン酸 200 
μg/kg を週 2 回、1 ヶ月間腹腔内投与した
（OVX-Z 群）。また、OVX していないマウス
に、ゾレドロン酸を投与したものを Z 群と
した。抗 RANKL 抗体投与モデルは、術後 2
週目のOVXマウスにマウスRANKL 中和抗体を 
5 mg/kg 単回投与し、1ヶ月間飼育した（OVX-D 
群）。それぞれ薬剤を投与しないマウスを対
照とした（C 群、OVX-C 群）。 
 
（２）長管骨における骨微細構造解析 
 OVX による骨量減少効果ならびに薬剤によ
る骨量変化を確認するため、骨微細構造解析
を行った。摘出した右側脛骨をホルマリンに
て固定した後、マイクロ CT により脛骨近位
骨端を撮影した。成長板直下から 500 μm の
断面幅で骨微細構造解析を行い、骨量
（BV/TV）、骨梁幅（Tb.Th）、骨梁数（Tb.N）、
骨梁間隙（Tb.Sp）を算出した。 
 
（３）BP 製剤、抗 RANKL 抗体が骨代謝関連

分子に及ぼす影響 
骨細胞および骨芽細胞に対し、両者の骨吸

収抑制薬が与える影響とその違いを検討す
るため、次のような方法を行った。 
① 骨組織形態計測 

ホルマリン固定した各群の右側脛骨を
EDTA にて脱灰し、パラフィン切片を作成し
た。切片に対してヘマトキシリン・エオジ
ン染色を行い、各群の皮質骨における単位
面積当たりの骨細胞数を計測した。 

② 定量的 Real-time PCR 解析 
骨組織における骨代謝関連分子の遺伝子

発現を確認するため、左側脛骨を摘出後た
だちに軟骨組織および骨髄を除去し、凍結
破砕装置にて骨組織から total RNA を抽出
した。骨細胞機能に関連する分子（Sost、
Dmp1（Dentin matrix protein 1 ））に加え、
骨芽細胞の分化・機能に関わる分子群
（ Runx2 （ Runt-related transcription 
factor 2 、Osx （Osterix）、 Col1a（type 
I collagen）、OC（Osteocalcin））の遺伝子
発現量を定量的 PCR 法にて測定した。なお、
遺伝子発現量の算出については Gapdh
（ Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase） をノーマライザーとした
比較 Ct 法により行った。 

③ 免疫組織化学染色 
 Screrostin は骨細胞特異的に発現し、骨形
成の促進に深く関与する Wnt/β-catenin シ
グ ナ ル を 抑 制 す る 液 性 因 子で あ る 。
Screrostin の骨細胞からの産生および骨細
管や骨基質での蓄積・分布を確認するため、
右側脛骨における抗マウス Sclerostin 抗
体を用いた免疫組織化学染色を行い、各群の
皮質骨における発現を比較した。 



４．研究成果 
（１）骨吸収抑制薬による骨微細構造変化 
 マイクロ CT による脛骨近位骨端における
骨微細構造解析では、OVX-C 群は C 群と比較
して BV/TV が 50％減少した。一方、Z 群は C
群より 180％増加し、OVX-Z 群は 75％、OVX-D
群は 43％増加した。Tb.th、Tb,N および Tb.Sp
の変化もまたOVXによる骨粗鬆化および両者
の骨吸収抑制薬による骨量上昇効果を支持
する値を示した。OVX-Z 群と Z 群を比較する
と、OVX-Z 群の BV/TV は 38％減少していた。
これは、OVX-C 群と C群との減少差より 13％
少なかった。 
 
（２）骨細胞および骨芽細胞に着目した組織
学的検討 
脛骨近位端から 7 mm 遠位側の皮質骨を撮

影し、単位面積当たりの骨細胞数として計測
した。C 群は 515 個/mm2 の骨細胞が存在し、
OVX-C 群では 543 個、OVX-Z 群では 538 個
/mm2、OVX-D 群では 510 個/mm2 だった。OVX
ならびに骨吸収抑制剤投与を実施した群で
も骨細胞数に有意な変化は見られなかった。
また、骨細胞の細胞形態、骨小腔に明らかな
差は見られなかった。骨細胞数は、OVX や骨
吸収抑制剤による影響は受けにくい傾向が
みられた。次に、成長板軟骨下における二次
海綿の観察を行った。OVX-C 群は活発な骨芽
細胞が認められ、高代謝回転型の骨粗鬆化を
示した。一方、OVX-Z 群、OVX-D 群では、骨
代謝回転が低下しているため、活発な骨芽細
胞が少なく、骨吸収抑制剤による影響が認め
られた。しかし、一般的な組織学的検討では
ゾレドロン酸と抗RANKL抗体による差を確認
することができず、さらなる詳細な検討を行
う必要があった。 
 
（３）骨吸収抑制薬により惹起される骨細
胞・骨芽細胞における遺伝子発現変化 
組織切片による検討において、いずれの骨

吸収抑制薬の投与は活性化した骨芽細胞を
減少させたため、骨形成に関連する分子の発
現変化が推察された。そこで、脛骨より抽出
した total RNA を用いて骨細胞および骨芽細
胞に発現する骨形成関連分子の遺伝子発現
を定量的 PCR にて検討した。まず、骨細胞特
異的に発現する骨形成関連分子の遺伝子発
現量（Sost、Dmp1）を測定した。OVX-Z の遺
伝子発現はいずれの遺伝子もOVX-C群と変化
なかった。一方、OVX-D 群は OVX-C 群を比較
して Sostでは 5.8 倍、Dmp1は 12 倍の有意な
増加を認めた。次に、骨芽細胞において骨形
成機能に関連する遺伝子（Runx2、Osx、Col1a、
OC）を検討した。骨芽細胞分化初期に発現す
る Runx2および Osxの遺伝子発現量は、OVX-Z
群、OVX-D 群のいずれも OVX-C 群と差を認め
なかった。Col1 も OVX-C と比較し OVX-Z 群、
OVX-D 群に有意な発現差を認めなかった。骨
芽細胞の分化後期に発現する Oc は OVX-D 群
において5.8倍の遺伝子発現量の有意な増加

を認めた。これらのことからゾレドロン酸と
抗RANKL抗体による骨吸収抑制作用は骨形成
に対して異なる作用を示す可能性が推察さ
れた。 
 
（４）皮質骨における Sclerostin の発現変
化 
 OVX-Z群においてSostの遺伝子発現量が有
意に増加したことから、Sost遺伝子によって
コードされている Sclerostin の脛骨皮質骨
における局在を免疫組織化学染色により検
討した。OVX-Z 群は OVX-C 群と比較して骨細
管における Sclerostin の局在の減少を認め
た。一方、OVX-D 群では OVX-C 群よりも細
胞質、骨小腔、骨細管、骨基質のいずれにお
いても強発現を示し、Sostの遺伝子発現変化
の結果と矛盾していなかった（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（５）考察 
 閉経後骨粗鬆症を想定したマウス・ラット
における卵巣摘出は、エストロゲン欠乏によ
り破骨細胞による急速な骨吸収の促進とそ
れに伴う骨形成の促進（高代謝型骨代謝回
転）の寄与により骨量減少が認められる。本
研究において、いずれの骨吸収抑制薬も OVX
によるエストロゲン欠乏状態下で骨量を増
加させた。しかし、ゾレドロン酸と抗 RANKL
抗体では骨形成に対する影響が異なる事が
示唆された。特に、抗 RANKL 抗体は骨細胞マ
ーカー遺伝子および後期骨芽細胞マーカー
遺伝子においてゾレドロン酸とは異なる反
応を示した。ゾレドロン酸による骨形成抑制
作用が既にいくつかの報告で述べられてい
るが、本研究で得られたゾレドロン酸投与に
よる結果も矛盾のないものであった。一方、
本研究における抗 RANKL 抗体の結果は、後期
骨芽細胞の分化マーカーである Osteocalcin
の遺伝子発現が増加したにもかかわらず骨
細胞における Sclerostin の発現や Sost 遺伝
子の発現は増加していた。しかし、OVX-D 群
の組織学的検討においては活発な骨芽細胞
が増加している結果を得なかった。RANKL は
骨芽細胞だけでなく骨細胞からも供給され
ていることが近年注目されており、RANKL の
機能を直接抑制する抗RANKL抗体による骨形
成への影響をより詳しく明らかにするには
さらなる検討が必要であると考えられる。今
後の展望として、異なる週齢や異なる部位で
評価や異なる手法での解析など、より知見を
集積することで骨細胞を介した骨代謝への
影響、そして薬剤の影響の違いによる顎骨壊

OVX-C OVX-Z OVX-D 

図：各群の脛骨皮質骨におけ Sclerostin
の局在（バーの長さ：50 μm） 



死機序の解明へと繋がるような研究が必要
と考える。 
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