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略語一覧  

 
ATP: adenosine triphosphate (アデノシン三リン酸) 

α−MEM: alpha−minimum essential medium  

BP: bisphosphonate (ビスフォスフォネート) 

BrdU: bromodeoxyuridine 

BRONJ: bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw (ビスフォスフォネート

製剤関連顎骨壊死) 

cDNA: complementary deoxyribonucleic acid  

ERK: extracellular regulated kinase 

FBS: fetal bovine serum (ウシ胎児血清) 

GAPDH: glycelaldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HRP: horse radish peroxidase 

IFN: Interferon  

IκB: inhibitor of kappa B 

IL: interleukin 

iNOS: inducible nitric oxide synthase  

IRAK: IL-1 receptor-associated kinase (IL-1	
 受容体結合キナーゼ) 

LPS: lipopolysaccharide (菌体外多糖)  

mRNA: messenger ribonucleic acid 

MyD88: myeloid differentiation factor 88 

NBP: nitrogen-containing bisphosphonate (窒素含有ビスフォスフォネート) 

NF-κB: nuclear factor-kappa B 

NO: nitric oxide (一酸化窒素) 

PBS: phosphate-buffered saline (リン酸緩衝生理食塩水) 

PBST: phosphate-buffered saline with TritonX-100 
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PI: propidium iodide (ヨウ化プロピジウム) 

PGE: prostaglandin E 

RANK: receptor activator of nuclear factor kappa-B 

RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction 

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate–polyachrylamide gelelectrophoresis 

SOCS: suppressor of cytokine signaling  

STAT: signal transduction and activator of transcription 

TIR: toll-interleukin 1 receptor (Toll/IL-1 受容体) 

TIRAP: TIR domain containing adaptor protein 

TLR: toll-like receptor (Toll 様受容体) 

TNF: tumor necrosis factor  

TRAF: TNF receptor-associated factor 

TRAP: tartrate-resistant acid phosphatase 

TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase mediated 2'-deoxyuridine, 

5'-Triphosphate biotin nick end labeling  

WST: water soluble tetrazolium  

ZOL: zoledronate (ゾレドロネート) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 5 

目	
 次  

 
要旨	
  	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 6 

緒言                                                 9 

材料と方法                                          13 

結果                                                21 

研究 1  ZOL がマクロファージ、骨芽細胞、破骨細胞の TLR4 発現  

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 に与える影響  

1-1  ZOL が C57BL/6J マウス由来破骨細胞の分化に与える影響                                      21 

1-2  ZOL が各種細胞の TLR4 発現に与える影響            	
  	
 	
     	
 	
   	
 	
 	
     	
 	
 	
 	
  24      

1-3  ZOL が SaOS-2 細胞の TLR4 発現に与える影響  	
          	
     	
      	
 	
 	
 	
   26 

 

研究 2  ZOL が RAW264.7 細胞の TLR4 シグナルに与える影響  

2-1  ZOL が LPS 刺激時の炎症性サイトカイン産生および  

	
   	
 	
 	
 	
 	
 一酸化窒素産生に与える影響	
 	
 	
 	
   	
 	
 	
 	
       	
           	
      	
 27 

2-2  ZOL が LPS 刺激時のアポトーシスに与える影響      	
   	
 	
        	
 	
 	
             	
 32 

2-3  ZOL が TLR4シグナル伝達分子および抑制因子の発現に与える影響       35 

 

研究 3  ZOL が RAW264.7 細胞の増殖活性に与える影響              37 

 

考察                                                40 

謝辞                                              45   

参考文献      	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
               	
 	
  46 

 



 6 

要	
 旨  

 

	
 ビスフォスフォネート (bisphosphonate: BP) 製剤は骨粗鬆症など骨の脆弱

化を特徴とする疾患に対する有効な治療薬として用いられるが、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 (bisphosphonate-related 

osteonecrosis of the jaw: BRONJ) を生じる事例が報告されている。BRONJ 発

症メカニズムの詳細は未だ不明であるが、その発症は顎骨に限定されており、

さらに口腔内は細菌が豊富であるため、細菌感染に対する免疫系の関与も示

唆され始めている。 

	
 一般に細菌に対する免疫反応が惹起されると、その初期段階で自然免疫が

重要な働きをする。この自然免疫における代表的な受容体として Toll 様受容

体 (toll-like receptors: TLRs) が知られている。本研究では、口腔内細菌に多い

グラム陰性菌の菌体外多糖 (lipopolysaccharide: LPS) と、その受容体である 

TLR4 を介した炎症反応への BP の影響を明らかにするために、自然免疫の

代表的細胞であるマクロファージを含む各種細胞に対する、窒素含有 BP で

あるゾレドロネート (zoledronate: ZOL) の影響を検討した。 

 

研究  1  ZOL がマクロファージ、骨芽細胞、破骨細胞の  TLR4 発

現に与える影響  

	
 マウスマクロファージ様細胞株 RAW264.7 細胞、マウス骨芽細胞様細胞株 

MC3T3-E1 細胞、ヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞株 SaOS-2 細胞、C57BL/6J 

マウス由来マクロファージならびに破骨細胞を用いて、ZOL が TLR4 の発
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現に与える影響を reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 法

にて解析したところ、すべての細胞において発現を認めたが、ZOL 添加によ

る TLR4 の発現量に変化は認めなかった。また、ZOL が破骨細胞の分化へ与

える影響を tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 染色と RT-PCR 法にて

解析したところ、ZOL 添加群において TRAP 陽性細胞数の減少と、細胞形

態の変化を認め、さらに receptor activator of nuclear factor kappa-B (RANK) の

発現抑制を認めた。 

 

研究  2  ZOL が  RAW264.7 細胞の  TLR4 シグナルに与える影響  

	
 RAW264.7 細胞を用いて、ZOL が TLR4 シグナルへ与える影響を解析し

た。炎症性サイトカイン (interleukin (IL)-1β、IL-6、TNF-α)  と 一酸化窒素 

(nitric oxide: NO) 合成酵素である inducible nitric oxide synthase (iNOS) の発現

を RT-PCR にて解析したところ、ZOL 添加群において強い発現誘導を認め

た。また、iNOS によって合成され、培地中に放出される NO を Griess 法

にて測定したところ、ZOL 添加群において NO 産生の増加を認めた。さら

に、ZOL 添加による細胞のアポトーシスを terminal deoxynucleotidyl 

transferase mediated 2'-deoxyuridine, 5'-Triphosphate biotin nick end labeling 

(TUNEL) 染色とフローサイトメトリー法にて解析したところ、ZOL 添加群

においてアポトーシスの誘導の亢進を認めた。また、ZOL が TLR4 シグナ

ル伝達分子および抑制因子へ与える影響をウエスタンブロット法にて解析し

たところ、ZOL 添加群において TLR4 シグナル抑制因子である suppressor of 

cytokine signaling (SOCS) 1 とその誘導分子である signal transduction and 
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activator of transcription (STAT) 1 の発現が減弱していた。また、ZOL 添加群

において TLR4 シグナル伝達分子である myeloid differentiation factor 88 

(MyD88) の発現が増強しており、LPS 刺激時の inhibitor of kappa B (IκB)-α	
 

活性化を認めた。 

 

研究3  ZOL が  RAW264.7 細胞の増殖活性に与える影響  

	
 RAW264.7 細胞を用いて ZOL が細胞増殖活性に与える影響を 

bromodeoxyuridine (BrdU) 染色と water soluble tetrazolium (WST)-8 法にて解

析したところ、ZOL 添加群において細胞増殖活性の減少を認めた。 

	
 以上より、BP の影響を受けることで、細菌感染による TLR4 シグナルを

介した炎症反応が増強され、BRONJ 発症における自然免疫の関与が示唆され

た。 
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緒	
 言  

 

	
 ビスフォスフォネート (bisphosphonate: BP) は、石灰化抑制作用を有する

生体内物質であるピロリン酸の P-O-P 構造を、安定な P-C-P 構造に変えた

ものの総称である。この構造により、BP は骨のハイドロキシアパタイトに

親和性を示し、血中に存在する BP のほとんどは骨に移行することが知ら

れている [1]。この BP には窒素を含むタイプと含まないタイプの二種類が

あり、骨組織に付着した BP を破骨細胞が取り込むことによって、それぞ

れ異なる作用機序で破骨細胞をアポトーシスに誘導する [2, 3]。窒素含有 

BP（nitrogen-containing bisphosphonate: NBP）は、細胞膜を作るタンパク質を

結合させる際に必要となるメバロン酸経路を阻害することによってアポトー

シスを誘導する [4, 5]。また、窒素非含有 BP は細胞の中で代謝され、アデ

ノシン三リン酸 (adenosine triphosphate: ATP) を機能しない形の分子に置き

換え、細胞のエネルギー代謝の中で ATP を競合的に阻害してアポトーシス

を誘導する。元来 BP は水道管の水垢取りに用いられていたが、1960年代

に Fleisch ら [6] が、BP の骨吸収抑制作用について報告して以降、臨床応

用についての研究が進み、骨吸収亢進を呈する様々な骨代謝性疾患において

その有用性が報告され、現在では国内外のガイドラインにて骨粗鬆症治療薬

の第一選択薬となっている。さらに癌領域においても、悪性腫瘍による高カ

ルシウム血症、固形癌の骨転移や多発性骨髄腫における有用性が報告され 

[7, 8]、こちらも国内外のガイドラインで推奨される癌の支持療法となって

いる。それ以外でも、骨 Paget 病や小児骨形成不全といった疾患において
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もその有用性が報告されており、BP は骨代謝異常疾患の治療には不可欠な

ものとなっている。 

	
 しかし、2003 年に重篤な副作用として、顎骨が壊死するビスフォスフォ

ネート製剤関連顎骨壊死（bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw: 

BRONJ）が報告されて以降 [9, 10]、BRONJ の発症報告は年々増加傾向にあ

る。現在のところ、BP 投与を避ける以外の有効な予防法はなく、また一旦

発症すると症状は進行性で、極めて難治性であるため、早急な対応が迫られ

ている。BRONJ の発症のメカニズムとして、血管新生抑制 [11, 12] と破骨

細胞のアポトーシスによる骨硬化 [13, 14] や創傷治癒遅延 [15]、さらに口腔

内細菌の増殖や、細菌の骨面への接着亢進による細菌感染 [16] によって発

症していると考えられているが、詳細は未だ不明である。また、BRONJ の

発症は顎骨に限られており口腔内は細菌が豊富であることから、免疫系への

関与も示唆され始めている [17]。 

	
 免疫は、病原体（細菌やウィルスなど）の侵入を察知し排除する生体防御

システムで、基本的に生物が持つ異物や病原体に対する防御システムである

非特異的な「自然免疫系」と、後天的に外界との関係で獲得していく特異的、

多様的な「獲得免疫系」から成り立っている。自然免疫応答において決定的

な役割を果たす受容体として、Toll 様受容体 (toll-like receptors: TLRs) が知ら

れており、微生物や毒性物質が生体内に侵入すると、病原体に関連した特有

の分子パターンを認識する。TLRs	
 は侵入した病原体に対する最初の防衛に

関与するが、炎症反応の惹起や、免疫細胞の活性化においても重要な役割を

果たしている。TLRs は 1980 年代にショウジョウバエで正常な発生に必要
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な遺伝子として発見された [18]。1997 年には哺乳類にも Toll 遺伝子と相同

性の高い遺伝子が発見され、ほとんどの哺乳動物で 1 0 ~ 15 種類の TLRs 

が確認されており、ヒトでは 10 種類（TLR1 ~ TLR10）が報告されている。

TLR s は病原体のもつ特異的分子により活性化されて二量体を形成すること

で機能する。活性化された TLRs は、細胞内シグナル伝達経路を介して転写

因子である nuclear factor-kappa B (NF-κB) を活性化し [19]、Interferon (IFN)-α 

や IFN-β または interleukin (IL)-1、IL-6、IL-8、tumor necrosis factor (TNF)-α 

をはじめとして、他にも様々なサイトカインを誘導し炎症を惹起する (図 1)。 

 
図 1  TLRs シグナル伝達 

	
 TLRs	
 シグナル伝達経路の活性化は、細胞質側の	
 Toll/IL-1	
 受容体	
 (TIR)	
 ドメイン

から開始されるが、これは	
 TIR アダプタータンパク質	
 (TIRAP) となり	
 myeloid 

differentiation factor 88 (MyD 88)	
 と結合する。リガンドの刺激を受けると直ちに、

MyD 88	
 は	
 IL-1	
 受容体結合キナーゼ (IRAK)	
 を	
 TLRs に呼び寄せる。リン酸化に

よって活性化された	
 IRAK	
 は、次に	
 TNF receptor-associated factor (TRAF) 6	
 と結合

し、最終的には	
 NF-κB	
 の活性化に至る。 
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 骨破壊をきたす炎症性疾患として、関節リウマチが知られている。関節リ

ウマチにおける骨破壊の機序としては、マクロファージをはじめとした免疫

担当細胞によって産生された炎症性サイトカインによる破骨細胞の分化誘導

の促進、matrix metalloprotease (MMP) やカテプシンなどの基質分解酵素によ

る基質の分解、線維芽細胞増殖因子や血小板由来成長因子などの増殖因子に

よる肉芽様滑膜形成の骨への直接侵入などが原因として考えられている。そ

の中でも特に炎症性骨破壊においては破骨細胞の存在が必須であると考えら

れている [20-22]。 

	
 口腔内には様々な菌が定着しており、その種類は 350 ~ 700 種と言われ、

様々な口腔内疾患の発症に関与している。慢性歯周炎は骨破壊を伴う疾患で

あり、その代表的な起因菌としてグラム陰性桿菌である Porphyromonas 

gingivalis が知られている。グラム陰性菌の主な病原因子は菌体外多糖 

(lipopolysaccharide: LPS) で、デンタルプラークが蓄積することによって、嫌

気性菌であるグラム陰性菌が増加し、LPS も増加する。慢性歯周炎による骨

吸収が起こっている部分では LPS によって活性化されたマクロファージを

代表とする免疫担当細胞によって、持続的に炎症性サイトカインが産生され

ており、それに伴って骨を含む周囲組織の破壊が起こっている可能性が考え

られている。 

	
 そこで本研究では、BRONJ 発症における自然免疫の関与に着目し、LPS の

特異的受容体である TLR4 を介した炎症反応における BP の影響を明らか

にするために以下の検討を行った。 
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材料と方法  

 

1. 細胞培養と試薬  

	
 本研究では、マウスマクロファージ様細胞株 RAW264.7 細胞、マウス骨芽

細胞様細胞株 MC3T3-E1 細胞、ヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞株 SaOS-2 細

胞、C57BL/6J マウス由来マクロファージならびに破骨細胞を用いた。培地に

は、Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) High Glucose 1X (Sigma 

Aldrich 社, USA) もしくは alpha−minimum essential mudium (α−MEM) (Sigma 

Aldrich 社, USA) に 10% ウシ胎児血清 (fetal bovine serum: FBS) (Sigma 

Aldrich 社, USA)、100 unit/ml のペニシリンおよびストレプトマイシン 

(penicillin/streptomycin: P/S) (Invitrogen 社, USA) を添加したものを用い、37℃、

5% CO2 存在下で細胞培養を行った。 

	
 NBP としてゾレドロネート (zoledronate: ZOL ) (Toronto 社, Canada) を使

用した。また、LPS (Sigma Aldrich 社, USA) として大腸菌由来のものを使用

した。 

 

2. RNAの抽出および  complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) の合成  

RNA の抽出にはフェノール・クロロホルム法を用いた。まず、RAW264.7 

細胞、MC3T3-E1 細胞、SaOS-2 細胞、C57BL/6J マウス由来マクロファージ

ならびに破骨細胞を Trizol® Reagent (Invitrogen 社, USA) を 1.0 ml 加え、セ

ルスクレーパーにて破砕した。その後、これらに 0.2 ml のクロロホルム 

(Nacalai Tesque 社, Japan) を加えて撹拌し、4℃、12,000 rpmで 15 分間遠心
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した後に RNA を含む水層を採取した。これに 0.5 ml の 2-プロパノール 

(Nacalai Tesque 社, Japan) を加えて撹拌後、4 °C、13,000 rpm で 10 分間遠

心し上清を除去後に得られた RNA ペレットを 80% エタノール (Nacalai 

Tesque 社, Japan) で洗浄後乾燥させ、30 µl の 0.1% ジエチルピロカーボネ

ート (diethyl pyrocarbonate: DEPC) (Sigma Aldrich 社, USA) 処理水に溶解し

た。その後、吸光度計 (NANO DROP 1000) (Thermo Scientific 社, USA) にて 

RNA の濃度を測定した。RNA 抽出後、reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR) にて cDNA を作製した。RT-PCRは、GeneAmp RNA PCR 

キット (Applied Biosystems 社, USA) を使用し、 42℃: 15 分 (逆転写)、

99 ℃: 5 分 (熱変性)、5℃: 5 分 (冷却) の条件で行った。 

 

3. RT-PCR 法  

	
 PCR には KOD Plus (TOYOBO 社, Japan) を用い、94℃: 2 分 (hot start 法

による denature ステップ) を 1 サイクル行い、94℃: 30 秒 (denature ステッ

プ)、58℃: 30 秒 (annealing ステップ)、68℃: 1 分 (extension ステップ) を 15 

サイクル、94℃: 30 秒 (denature ステップ)、60℃: 30 秒 (annealing ステップ)、

68℃: 1 分 (extension ステップ) を 15 サイクル行った。TLR4、receptor 

activator of nuclear factor kappa-B (RANK) 、 glycelaldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) のプライマー配列は表 1 に示す。（F: センス、R: ア

ンチセンス） なお、得られた PCR 産物を 3.0% アガロースゲル (Invitrogen 

社, USA) 上で電気泳動を行い、臭化エチジウム溶液 (Nacalai Tesque 社, 

Japan) を用いて染色し、紫外線により可視化した。 
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4. リアルタイム  RT-PCR 法  

	
 real-time RT-PCR は Brilliant SYBR® Green QPCR Reagents (STRATAGENE

社, USA) を用いて行った。熱変性は 95℃ で 1 サイクル目が 10 分間、2 サ

イクル以降は 30 秒間で行った。アニーリングは 30 秒で行い、伸長反応は 

72℃ で 30 秒間とし、全て 40 サイクルの増幅を行った。IL-1β、IL-6、TNF-α、

inducible nitric oxide synthase (iNOS)、GAPDH のプライマー配列は表 2 に示す。

（F: センス、R: アンチセンス）  定量化には  MxPro QPCR Software 

(STRATAGENE 社, USA) を用いた。各 messenger RNA (mRNA) の発現量は 

GAPDH mRNA を用いて補正し ΔΔCT 法により相対的発現量を算出した。 
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5. Griess 法  

	
 RAW264.7 細胞を 96 well plate に 1 × 103 cells/wellに播種した。0、24時間

後に Griess Reagent Kit (DOJINDO 社, Japan) を用いて培地中の一酸化窒素 

(nitric oxide: NO) を  NO2 に置換し、Labsystems Multiscan MS (Thermo 

Scientific 社, Germany) にて測定を行った。 

 

6. terminal deoxynucleotidyl transferase mediated 2'-Deoxyuridine, 

5'-Triphosphate biotin nick end labeling (TUNEL) 染色  

	
 RAW264.7 細胞を BD Falcon カルチャースライド（Becton Dickinson 社, 

USA）に 1×103 cells/well 播種した。In situ Cell Death Detection Kit (Roche applied 

science 社, Swiss) を用いてアポトーシス細胞を染色した。その後、Hoechst に

て核染色し、水性封入剤  (VECTASHIELD Mounting Medium, Vector 
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Laboratories 社 , USA) にて封入を行い、BIOREVO (対物レンズ  × 20) 

(KEYENCE 社, Japan) を用いて観察を行った。また、試料上の範囲を無作為

に 5 視野選択して、TUNEL 陽性細胞数を計測し、それらを Hoechst陽性細

胞数で除したものを TUNEL 陽性細胞率として算出した。 

 

7. フローサイトメトリー法  

	
 RAW264.7 細胞を 6 well plate に 1 × 105 cells/well に播種した。0、24、48、

72 時間後に回収し、Annexin V-FITC Apoptosis Detection kit（Becton Dickinson 

社, USA）で細胞に染色を行い、FACS Verse™ (BD Biosciences 社, USA) を用

いて測定した。 

 

8. water soluble tetrazolium (WST) -8 法  

	
 RAW264.7 細胞を 96 well plateに 1 × 103 cells/wellに播種した。0、24、48、

72 時間後に回収し、WST-8 生細胞数検出キット (Nacalai Tesque 社, Japan) 

を用いた。その後、WST-8 が細胞内脱水素酵素により還元されて生じた水溶

性ホルマザン色素をマイクロプレートリーダー (Thermo Scientific 社, USA) 

にて測定した。 

 

9. 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) 染色  

	
 RAW264.7 細胞を BD Falcon カルチャースライド（Becton Dickinson 社, 

USA）に 1 × 103 cells/well 播種した。5-Bromo-2’-deoxyuridine Labeling and 

Detection Kit 1 (Roche applied science 社, Swiss) を用いてアポトーシス細胞を
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染色した。その後、ヨウ化プロピジウム (propidium iodide: PI) 含有水性封入

剤 (VECTASHIELD Mounting Medium with PI, Vector) (Laboratories 社, USA) 

にて核染色および封入を行い BIOREVO (対物レンズ × 20) (KEYENCE 社, 

Japan) を用いて観察を行った。また、試料上の範囲を無作為に 5 視野選択

して、BrdU 陽性細胞数を計測し、それらを PI 陽性細胞数で除したものを 

BrdU 陽性細胞率として算出した。 

 

10. ウエスタンブロット法  

	
 RAW264.7 細胞を 6 well plate に 1 × 105 cells/well に播種した。溶解溶液 

(40 µM Hepes、150 µM 塩化ナトリウム、0.5% ノニテッド P-40、1 µM EDTA、

1 µM バナデート、50 µM フッ化ナトリウム、1 µM ジチオスレイトール、100 

µM ピロリン酸ナトリウム、10% グリセリン) を用いて細胞からタンパク質

を抽出し、吸光度測定にて濃度定量後、1 レーン当たり総タンパク質量が 75 

µg になるようにして、sodium dodecyl sulfate‒polyachrylamide gelelectrophoresis 

(SDS-PAGE) を行った (30 mA、3 時間)。その後、タンパク質成分を poly 

vinilidene difluoride (PVDF) 膜 (Millipore 社, USA) に転写 (200 mA、2 時間) 

し、抗体の非特異的結合を防ぐために、10% スキムミルク/PBS 中で室温に

て 30 分間ブロッキングを行った。次に、1 次抗体を 4℃ にて 24 時間反応

させた。使用した一次抗体を表 3 に示す。次に、phosphate-buffered saline with 

TritonX-100 (PBST) で 15 分 × 2 回洗浄後、2 次抗体として HRP 標識抗ウ

サギ IgG (Jackson Immuno-Research Laboratories 社, USA) または、horse radish 

peroxidase (HRP) 標識抗ネズミ IgG (Jackson Immuno-Research Laboratories 社, 
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USA) を用い、室温で 30 分間反応させた。その後、PBST で 15 分 × 4 回

洗浄し、Super signal (PIERCE 社, USA) で発色させて X 線フィルム (Fuji 

Film 社, Japan) 上で検出した。 

 

 

11. マウス骨髄からのマクロファージおよび破骨細胞の分化誘導  

	
 C57BL/6J マウスの大腿骨と脛骨から骨髄を採取し、10% FBS α−MEM を用

いて洗浄後、2 × 106 cells/ml で 5 cm dish に播種した。24 時間 5% CO2、37℃ 

インキュベーターで予備培養を行った後、浮遊細胞を含む上清を回収し、室

温、2,000 rpm、10 分間行い 10% FBS α-MEM を用いて洗浄した。2 × 106 

cells/ml で 5 cm dish に播種し、macrophage-colony stimulating factor (M-CSF) 

(10 ng/ml) (PeproTech 社, UK) 添加して 3 日間培養を行い、マクロファージ

を誘導した。その後、receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) 

(50 ng/ml) （PeproTech 社, UK）+ M-CSF (10 ng/ml) 含有 10% FBS α-MEM に

培地交換を行い、3 日間培養して破骨細胞に分化させた。 
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12. tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 染色  

	
 破骨細胞を 24 well plate で培養し分化誘導させた。培養上清を除去後に 

Leukocyte acid phosphatase kit (Sigma-Aldrich 社, USA) を用いて破骨細胞の染

色を行い、BIOREVO (対物レンズ × 20) (KEYENCE 社, Japan) を用いて観察

した。 

 

13. 統計学的処理  

統計処理には Mann-Whitney の U 検定用い、p < 0.05 の場合を有意差ありと

した。 
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結	
 果  

 

研究 1  ZOL がマクロファージ、骨芽細胞、破骨細胞の  TLR4 発  

	
 	
 	
 	
 現に与える影響  

 

1-1  ZOL が C57BL/6J マウス由来破骨細胞の分化に与える影響 

	
 C57BL/6J マウスの大腿骨と脛骨から骨髄を採取し、M-CSF (10 µg/ml) を用

いてマクロファージへ誘導した。そこに、RANKL (50 µg/ml) + M-CSF (10 

µg/ml) 含有 10% FBS α-MEM に培地交換を行い、48 時間培養後に ZOL (10 

µM) を追加投与し 24 時間培養を行った。 

	
 この培養細胞を用いて TRAP 染色を行ったところ、TRAP 陽性で数個の核

を有する多核巨細胞を認めたが、ZOL 添加群ではコントロール群と比較して、

プレート上の TRAP 陽性細胞数が減少しており、細胞形態にも変化を認めた 

(図 2)。破骨細胞への分化の過程で誘導される RANK の発現を RT-PCR 法

で解析したところ、コントロール群において RANK の発現を認めたが、ZOL 

添加群では RANK の発現は減弱していた。また、マクロファージにおいて 

ZOL 添加の有無に関わらず RANK の発現を認めなかった (図 3)。 
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scale bars, 500 mm 

 

図 2  ZOL が破骨細胞の分化誘導に与える影響 

	
 C57BL/6J マウスの大腿骨と脛骨から骨髄を採取し、24 時間 5% CO2、37℃ イン

キュベーターで予備培養を行った。その後、浮遊細胞を含む上清を回収し、M-CSF

添加して 3 日間培養を行い、マクロファージを誘導した。そこに、RANKL + M-CSF 

含有 10% FBS α-MEM に培地交換を行い、48 時間培養後に ZOL (10 µM) を追加投

与し 24 時間培養を行った。TRAP 染色を行ったところ、TRAP 陽性で数個の核を

有する多核巨細胞を認めたが、コントロール群と比較して、プレート上の TRAP 陽

性細胞数が減少しており、また、細胞形態にも変化を認めた。 
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図 3  ZOL が破骨細胞特異的因子の発現に与える影響 

	
 破骨細胞のコントロール群において RANK の発現を認めたが、ZOL (10µM) 添加

群における RANK の発現は減少していた。また、マクロファージでは ZOL (10µM) 

添加の有無に関わらず RANK の発現を認めなかった 
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1-2  ZOL が各種細胞の TLR4 発現に与える影響 

	
 RAW264.7 細胞、MC3T3-E1 細胞、C57BL/6J マウス由来マクロファージ

および破骨細胞における TLR4 の発現を RT-PCR 法にて解析した。まず、

ZOL (0、10-2、10-1、1、10 µM) 添加 24 時間後の RAW264.7 細胞と MC3T3-E1 

細胞の TLR4 の発現を解析したところ、両細胞ともに発現を認めたが、ZOL 

添加による TLR4 の発現量に変化は認めなかった (図 4)。ZOL (10 µM) 添加 

24 時間後の C57BL/6J マウス由来マクロファージおよび破骨細胞の TLR4 

の発現を解析したところ、両細胞において発現を認めたが、ZOL 添加による 

TLR4 の発現量の変化は認めなかった (図 5)。 
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図 4  ZOL が RAW264.7 細胞、MC3T3-E1 細胞の TLR4 発現に与える影響 

	
 RAW264.7 細胞、MC3T3-E1 細胞ともに TLR4 の発現を認めたが、ZOL (0、10-2、

10-1、1、10 µM) 添加による発現量の変化は認めなかった。 

 

 

 

 

図 5  ZOL が RAW264.7 細胞、MC3T3-E1 細胞、C57BL/6J マウス由来マクロファ

ージおよび破骨細胞の TLR4 発現に与える影響 

	
 RAW264.7 細胞、MC3T3-E1 細胞、C57BL/6J マウス由来マクロファージおよび破

骨細胞において TLR4 の発現を認めたが、すべての細胞において ZOL (10µM) 添加

による発現量の変化は認めなかった。 
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1-3  ZOL が SaOS-2 細胞の TLR4 発現に与える影響 

	
 SaOS-2 細胞における、ZOL (0、10-2、10-1、1、10 µM) 添加 24 時間後の TLR4 

の発現を RT-PCR 法にて解析したところ、SaOS-2 細胞において TLR4 の発

現を認めたが、ZOL 添加による TLR4 の発現量の変化は認めなかった (図 

6)。 

 

 

 

 
 

図 6  ZOL が SaOS-2 細胞の TLR4 の発現に与える影響 

	
 SaOS-2 細胞において TLR4 の発現を認めたが、ZOL (0、10-2、10-1、1、10 µM) 添

加による TLR4 の発現量の変化は認めなかった。 
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研究 2  ZOL が  RAW264.7 細胞の  TLR4 シグナルに与える影響  

 

2-1  ZOL が  LPS 刺激時の炎症性サイトカイン産生および一酸化窒  

     素産生に与える影響  

	
 RAW264.7 細胞における炎症性サイトカイン  (IL-1β、IL-6、TNF-α) と 

NO 合成酵素である iNOS の発現を、リアルタイム RT-PCR 法にて解析した。

また、培地中の NO 産生量を Griess 法にて測定した。まず、ZOL (0、10-2、

10-1、1、10 µM) 添加 24 時間後に LPS (100 ng/ml) 刺激を 6 時間行ったと

ころ、ZOL 濃度依存的に炎症性サイトカイン  (IL-1β、IL-6、TNF-α)	
 の発

現誘導の亢進を認めた (図 7)。iNOS においても ZOL 濃度依存的に発現誘

導の亢進を認めた (図 8A)。さらに、NO 産生量を測定するために ZOL (0、

10-2、10-1、1、10 µM) 添加 24 時間後に LPS (100 ng/ml) 刺激を 24 時間行

ったところ、ZOL 濃度依存的に NO 産生量の増加を認めた（図 8B）。 

	
 次に ZOL (10 µM) 添加 24 時間後に、LPS (100 ng/ml) 刺激 (0、1、2、4、

6 時間) を行ったところ、ZOL 添加群において炎症性サイトカイン  (IL-1β、

IL-6、TNF-α)	
 の発現誘導の亢進を認めた (図 9)。iNOS においても同様に 

ZOL 添加群において発現誘導の亢進を認めた (図 10A)。さらに NO 産生量

を測定するために ZOL (10 µM) 添加 24 時間後に LPS (100 ng/ml) 刺激を 

24 時間行ったところ、ZOL 添加群において産生量の増加を認めた (図 10B)。 

 



 28 

 

図 7  ZOL が RAW264.7 細胞における炎症性サイトカイン産生に与える影響 

	
 ZOL (0、10-2、10-1、1、10 µM) 濃度依存的に IL-1β、IL-6、TNF-α	
 の発現誘導の

亢進を認めた。 (Mann-Whitney U-test *p＜0.05) 
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図 8  ZOL が RAW264.7 細胞における iNOS の発現と NO 産生に与える影響 

	
 ZOL (0、10-2、10-1、1、10 µM) 濃度依存的に iNOS の発現誘導の亢進を認めた (A)。

LPS (100 ng/ml) 刺激時の培地中の NO は ZOL (0、10-2、10-1、1、10 µM) 濃度依存

的に産生量の増加を認めた (B)。(Mann-Whitney U-test *p＜0.05) 
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図 9  ZOL が RAW264.7 細胞における炎症性サイトカイン産生に与える影響 

	
 ZOL (10 µM) 添加群において IL-1β、IL-6、TNF-α	
 の発現誘導の亢進を認めた。

(Mann-Whitney U-test *p＜0.05, **p＜0.01) 
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図 10  ZOL が RAW264.7 細胞における iNOS の発現と NO 産生に与える影響 

	
 ZOL (10 µM) 添加群において iNOS の発現誘導の亢進を認めた (A)。LPS (100 

ng/ml) 刺激時の培地中の NO は ZOL (10 µM) 添加群において産生量の増加を認め

た (B)。(Mann-Whitney U-test *p＜0.05) 
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2-2  ZOL が LPS 刺激時のアポトーシスに与える影響 

	
 LPS 刺激による RAW264.7 細胞のアポトーシスに対する ZOL の影響を

TUNEL 染色とフローサイトメトリー法にて解析した。RAW264.7 細胞に対

して、LPS (100 ng/ml)、ZOL (10 µM)、ZOL (10 µM) + LPS (100 ng/ml) 刺激を

行い、72 時間刺激後に TUNEL 染色を行った。TUNEL 陽性細胞数 と 

Hoechst 陽性細胞数を測定したところ、コントロール群に対して、LPS 添加

群の TUNEL 陽性細胞率の増加を認めた (図 11)。ZOL 添加群ではさらに 

TUNEL 陽性細胞率が増加しており、ZOL + LPS 添加群において最も 

TUNEL 陽性率が増加していた。次にフローサイトメトリー法にて 0、24、

48、72 時間でのアポトーシス細胞数を測定したところ (図 12)、コントロー

ル群に対して、LPS 添加群、ZOL 添加群で同程度のアポトーシス誘導の亢進

を認め、ZOL + LPS 添加群において最も強くアポトーシス誘導が亢進されて

いた。 
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図 11  ZOL が LPS 刺激時の RAW264.7 細胞のアポトーシスに与える影響 

	
 コントロール群に対して LPS (100 ng/ml) 添加群の TUNEL 陽性細胞率が増加し

ていた。ZOL (10 µM) 添加群ではさらに TUNEL 陽性細胞率が増加しており、ZOL 

(10 µM) + LPS (100 ng/ml) 添加群において最も TUNEL 陽性細胞率が増加していた。

(Mann-Whitney U-test *p＜0.05) 
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図 12  ZOL が RAW264.7 細胞のアポトーシスに与える影響 

	
 コントロール群に対して、LPS (100 ng/ml) 添加群と ZOL (10 µM) 添加群は同程度

のアポトーシス誘導の亢進を認め、ZOL (10 µM) + LPS (100 ng/ml) 添加群において最

も強くアポトーシス誘導の亢進が認められた。(Mann-Whitney U-test *p＜0.01)	
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神田 詩織 <s-kanda@dent.kyushu-u.ac.jp>2-3  ZOL が TLR4 シグナル伝達分

子および抑制因子の発現に与える影響 

RAW264.7 細胞における TLR4 シグナル伝達分子の発現とその活性化、さ

らに TLR4 シグナル伝達抑制因子の発現をウエスタンブロット法にて解析

した。ZOL (10 µM) 添加を 0、1、4、8、12 時間行ったところ、ZOL 添加に

より signal transduction and activator of transcription (STAT)1 の発現は時間依

存的に発現が減弱していた (図 13)。さらに、STAT1 によって誘導される 

TLR4 シグナル伝達抑制因子 suppressor of cytokine signaling (SOCS) 1 は 

ZOL 添加 1 時間後に発現が増加していたが、その後時間依存的に発現の減

弱を認めた。また、SOCS1 が作用する部分の下流にある分子 MyD88 は ZOL 

添加後時間依存的に発現が増強していた。また、ZOL (10 µM) 添加 24 時間

後に LPS (100 ng/ml) 刺激を 0、15、30、60 分間行ったところ (図 14)、

inhibitor of kappa B (IκB-α) のリン酸化は LPS 刺激後時間依存的に増加して

おり、ZOL 添加群においてより強いリン酸化を認めた。また、IκB-α はリン

酸化すると分解が亢進するが、IκB-α の分解は LPS 刺激時間に伴って亢進し

ており、ZOL 添加群においてより分解が亢進していた。 
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図 13  ZOL が TLR4 シグナル伝達抑制因子に与える影響 

	
 ZOL (10 µM) 添加によって STAT1 の発現の減弱を認めた。SOCS1 の発現は、

ZOL (10 µM) 添加後 1 時間で増強したが、その後発現は時間依存的に減弱した。一

方、ZOL (10 µM) 添加による MyD88 の発現は時間依存的に増強した。 

 

 

 

 
 

図 14  ZOL が TLR4 シグナル伝達分子に与える影響 

	
 ZOL (10 µM) 添加群において Phosphorylated IκB-α	
 が増強しており、IκB-α	
 の分

解も亢進していた。 
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研究3  ZOL が  RAW264.7 細胞の増殖活性に与える影響  

  

	
  RAW264.7 細胞における細胞増殖活性を BrdU 染色と WST-8 法にて解

析した。RAW264.7 細胞に対して、LPS (100 ng/ml)、ZOL (10 µM)、ZOL (10 µM) 

+ LPS (100 ng/ml) で刺激を行い、72 時間刺激後に BrdU 染色を行った。BrdU 

陽性細胞数と PI 陽性細胞数を測定したところ、コントロール群に対して、

LPS 添加群の BrdU陽性細胞率の減少を認めた (図 15)。ZOL 添加群ではさ

らに BrdU陽性細胞率が減少しており、ZOL + LPS 添加群において最も BrdU

陽性細胞率の減少を認めた。次にWST-8 法にて 0、24、48、72 時間での細

胞増殖活性を測定したところ、コントロール群に対して、LPS 添加群の細胞

増殖活性の低下を認めた。ZOL 添加群ではさらに細胞増殖活性が低下してお

り、ZOL + LPS 添加群において最も細胞増殖活性の低下を認めた (図 16)。 
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図 15  ZOL が RAW264.7 細胞の増殖活性に与える影響 

	
 コントロール群に対して LPS (100 ng/ml) 添加群の BrdU 陽性細胞率が減少して

いた。ZOL (10 µM) 添加群ではさらに BrdU 陽性細胞率が減少しており、ZOL (10 

µM) + LPS (100 ng/ml) 添加群 において最も BrdU 陽性細胞率が減少していた。

(Mann-Whitney U-test *p＜0.05) 
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図 16  ZOL が RAW264.7 細胞の増殖活性に与える影響 

	
 コントロール群に対して LPS (100 ng/ml) 添加群の細胞増殖活性が低下していた。

ZOL (10 µM) 添加群ではさらに細胞増殖活性は低下しており、ZOL (10 µM) + LPS 

(100 ng/ml) 添加群において最も細胞増殖活性が低下していた。(Mann-Whitney U-test 

*p＜0.05) 
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考	
 察  

 

	
 C57BL/6J マウス由来マクロファージと破骨細胞の TLR4 の発現を比較し

たところ、マクロファージにおいて TLR4 の強い発現を認めた。血球系細胞

である破骨前駆細胞の表面の RANK に骨芽細胞が分泌する RANKL [23, 24] 

が結合すると、その細胞内ドメインにシグナル伝達因子である TRAF が結合

し、破骨細胞の分化が促進される。また、破骨細胞に分化する時に細胞の形

質や遺伝子発現変化が起こるため	
 [25]、分化前のマクロファージでは TLR4 

シグナルによって IL-6 や TNF-α を産生するが、成熟した破骨細胞はこれら

のサイトカインをほとんど産生しないことが報告されている [26]。今回、ZOL 

添加群において RANK の発現が減弱しており、さらに TRAP 染色において

も破骨細胞の分化抑制が認められた。これは、RANK の発現が減弱したため、

RANKL との結合が困難となり、成熟破骨細胞への分化誘導が阻害されたた

めであると考えられた。また、RAW264.7 細胞、MC3T3-E1 細胞、SaOS-2 細

胞、C57BL/6J マウス由来マクロファージ細胞および破骨細胞における TLR4 

の発現に関しては、RAW264.7 細胞と C57BL/6J マウス由来マクロファージ

において強い発現を認めたが、MC3T3-E1 細胞、SaOS-2 細胞、C57BL/6J マ

ウス由来破骨細胞における発現は弱かった。以上より、BRONJ 発症における 

TLR4 を介した炎症の惹起において、マクロファージの関与が強いと考えら

れた。 

	
 LPS が TLR4 に結合すると、TLR4 下流の種々のアダプター分子を介して

細胞内にシグナルが伝達され、核内転写因子 NF-κB を活性化することで炎
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症性サイトカインが誘導される。今回、RAW264.7 細胞を LPS 刺激した際

に、炎症性サイトカイン IL-1β、IL-6 および TNF-α の誘導、ならびに NO の

産生が ZOL 存在下で増強されることが示された。また、NBP 投与患者の血

液中では TNF-α や IL-6 など炎症性サイトカインが増加していることが報

告されているが [27]、我々が RAW264.7 細胞を ZOL 単独で刺激したところ、

炎症性サイトカインの有意な増強は認めなかった。 

	
 産生された炎症性サイトカインである IL-1β と TNF-α はアポトーシスの

誘導に関与している [28, 29]。IL-1β は不活性な前駆体として産生され、IL-1β 

converting enzyme (ICE) によって前駆体ドメインが切断されて活性型となる。

この ICE は最初に発見されたカスパーゼであり、アポトーシスの実行過程を

司る一群のシステインプロテアーゼである。そして、TNF-α はアポトーシス

誘導因子として作用し、カスパーゼ 8 を活性化させてアポトーシスを誘導す

る [30]。また、NBP はメバロン酸経路を遮断することによって細胞膜を作る

小さなタンパク質を結合させるプレニル化を阻害し、細胞のアポトーシスを

誘導することが知られている [5]。今回、NBP である ZOL を単独添加した

ところ細胞増殖活性が低下し、アポトーシスの亢進を認めた。これは ZOL が 

RAW264.7 細胞のメバロン酸経路を遮断したためであると考えられた。さら

に、LPS 刺激を行うことによって ZOL 添加群における細胞増殖活性の大幅

な低下と、アポトーシスの大幅な亢進が認められた。これは ZOL のメバロ

ン酸経路遮断作用と、LPS 刺激時の炎症性サイトカイン産生増加に伴うカス

パーゼの活性化との相加作用が起こるためであると考えられた。 
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 TLR シグナルの抑制機構 [31] として IRAK-M や SOCS1 が知られて

おり、ともに IRAK の酵素活性を阻害する [32]。IRAK-M は NF-κB 経路を

介して誘導される単球・マクロファージ系の細胞に特異的に発現している分

子で [33]、MyD88 から IRAK1 と IRAK4 の解離を抑制することにより 

IRAK/TRAF6 複合体の形成を阻害する。一方、SOCS1 は TLR 刺激により誘

導されるサイトカイン誘導性タンパク質で、NF-κB や STAT1 の活性化を阻

害する。さらに、SOCS１ が存在しない場合、IFN-γ の炎症シグナルが過剰

に活性化され、その結果 prostaglandin E (PGE) 2 による抑制効果が消失する

ことが報告されている [34]。また、IRAK-M と SOCS3 は NBP 刺激によっ

て減弱することが報告されている [35, 36]。今回の研究では、ZOL 単独刺激

によって SOCS1 の発現が減弱しており、NBP 刺激が SOCS3 の発現誘導を

抑制するという過去の報告 [36] と同様の結果であった。一方、MyD88 の発

現増強が認められたが、これは SOCS1 と IRAK-M が ZOL 添加によって発

現が減弱し、抑制機構としての作用が弱まったためではないかと考えられた。 

	
 TLR シグナル伝達において、IκB-α は炎症性サイトカインの産生に直接関

与する NF-κB に結合し、抑制因子として作用する [37]。IκB-α はリン酸化

することによってタンパク分解し、NF-κB を遊離する。その後、NF-κB が分

離し核内へ移行することによって炎症性サイトカインが産生される。今回、

ZOL 添加群において LPS 刺激時の IκB-α  のリン酸化が増強し、タンパク分

解も亢進していた。 

	
 以上より、マクロファージが BP の影響を受けることで、SOCS1 や 

IRAK-M などの TLR4 シグナル抑制作用が低下し、TLR4 シグナル伝達物質
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が増加するため、NF-κB の遊離が促進される。その結果、炎症性サイトカイ

ンや NO の産生が増加し、過度の炎症を惹起する。さらに、炎症性サイトカ

インが PEG2 による抗炎症システムを抑制することで過剰な炎症状態に発

展することが示唆された。 

	
 骨内 BP の濃度は代謝の活発な骨部位においては選択的に上昇する。特に、

顎骨とりわけ歯牙支持組織である歯槽骨は常に摂食に伴う強力な咀嚼圧にさ

らされる部位であるため、骨のリモデリングが活発となり、骨選択的に高濃

度の BP が蓄積される [38, 39]。病理学的に BRONJ 発症部位の腐骨と正常

骨髄を比較すると、BRONJ 症例の骨梁幅は約 3 ~ 4 倍に肥厚していること

が報告されている [40]。また、BRONJ 腐骨周囲の骨においては骨髄腔が広

範に線維化しており、線維化骨髄腔内においては血管の崩壊や閉塞性変化が

併存している [40]。つまり、BP 服用・投与患者の歯槽骨では、血管内皮あ

るいは血管壁を原因とした顎骨局所循環障害と骨硬化性変化が起こっている

と考えられる。そして、歯槽骨は解剖的には薄い歯肉粘膜を介するのみで、

外傷などによって容易に細菌感染にさらされてしまう [41, 42]。 

	
 以上より、BP 長期投与による骨変化と口腔内環境および本研究の結果をふ

まえ、BRONJ の発症機序を以下のように推察した。BP が歯槽骨に長期間蓄

積されることによって、顎骨局所循環障害および骨硬化性変化が生じる。そ

して、外科処置や外傷、潰瘍などによって歯槽骨が細菌感染に直接暴露され

ることで骨が破壊され、蓄積されていた高濃度の BP が拡散する。さらに、

免疫応答によって集積したマクロファージをはじめとした免疫担当細胞が 

BP を取り込むことで、TLR4 を介した炎症性サイトカインを多量に産生し、
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さらなる骨破壊を引き起こす。その結果、長期的に細菌に暴露されることと

なり細菌感染と炎症の増悪を繰り返し、骨髄炎が惹起されることで BRONJ 

が発症すると考えられた (図 17)。 

 

 
図 17  BRONJ 発症における自然免疫の関与モデル  

	
 BP が歯槽骨に長期間蓄積されることによって、顎骨局所循環障害および骨硬化性

変化が生じる。歯槽骨は外科処置や外傷、潰瘍などで感染に直接暴露されることに

よって炎症が惹起され、局所の骨髄炎および骨破壊を起こすことで蓄積されていた 

BP が拡散する。免疫応答によって集積したマクロファージなどの免疫担当細胞が、

BP を取り込むことで 炎症性サイトカインを大量に産生し、広範囲に骨髄炎を引き

起こすことによって BRONJ が発症する。 
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