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論文内容の要旨 

1 研究目的 
 窒素含有ビスフォスフォネート（NCBP）は、溶骨性病変を有する多発性骨髄腫や固形腫瘍の骨

転移の際の骨関連事象を有意に減少させる。一方 NCBP長期投与例では、歯科口腔外科領域に歯周

感染症等等の感染病巣を有する症例を中心に、一定頻度で顎骨壊死が発症する。NCBPの標的細胞

の一つである破骨細胞も、歯周ポケットに存在する食細胞も単球・大食細胞系細胞が含まれるこ

とから、NCBP（主にインカドロネート Incaを用いた）が、単球・大食細胞系細胞に対する細胞死

誘導効果を有するか否かに関し、機序の一端も含め解析した｡ 
 
2 研究方法 
①ヒト末梢血由来 CD14陽性細胞分画､②この分画に PMAを添加するか macrophage SFM 培地で培

養し大食細胞に分化させた分画、③CD14 陽性細胞分画を GM-CSF 添加培地で培養すると共に LPS

も添加し CD209 等樹状細胞関連抗原が陽性化した分画(樹状細胞相当分画)、④ヒト単芽球系細胞

株 THP-1、及び⑤ヒト骨髄腫細胞株の５種の細胞分画を調整した｡NCBPはパミドロネートやゾレド

ロン酸も用いたが、予備実験で 3 者で同様の細胞死誘導効果を認めたこと及びメバロン酸代謝障

害活性が Inca がパミドロネートに劣らないとの報告から本研究には主に Inca を用いた。細胞死

の一つのアポトーシス誘導は PI染色と Annexin V解析を用い FCMで評価した｡各分画への NCBP 添

加後 caspase-3,-4,-7に対する抗体を用い caspaseの動態変動を検討した｡またプレニル化 Rap-1

と非プレニル化 Rap-1に対する特異抗体を用い､一部 small G蛋白質の脱プレニル化を介している

かを解析した｡ 
 
3 研究成果 
 NCBP は時間＆濃度依存性に、(骨髄腫細胞株での細胞死誘導時より低濃度でも)単芽球系細胞株

THP-1 に、細胞死を誘導した。この細胞死は caspase-3, -4, -7の cleavageを伴ったことからア

ポトーシスの関与が示唆された．ヒト骨髄から十分量の単芽球の分離が困難な為単芽球での検討

は白血病細胞株を用いたが､非腫瘍性血球である､ヒト単球とこの native な単球から分化誘導さ

れた大食細胞及び樹状細胞でもほぼ同等な細胞死誘導が確認された。また THP-1 での細胞死誘導



は Rap-1 の脱プレニル化を伴っていた。この脱プレニル化を外部からの geranylgeraniol(GGOH)

や farnesol(FOH)の添加で抑制すると細胞死が一部抑制された事から。これらの細胞での細胞死

誘導の少なくとも一部は Rap-1のプレニル化を介していることが確認できた。 
 
4 考察 
 今回の検討で NCBP､特に Incaは単球・大食細胞系細胞に時間及び濃度依存性に細胞死を誘導す

ることが確認できた。この細胞死誘導は一部は caspase-3,4,7 の活性化を伴っていたことから、

アポトーシスを介している可能性が示唆された。しかし細胞死にはアポトーシス､ネクローシス､

オートファジー等、多様な様式があり、またアポトーシスとネクローシスの両方を介する細胞死

や､necroptosis 等の機序も報告されていることから、厳密な細胞死の機序の解明には更なる解析

が必要と考えられた。顎骨壊死の発症機序は 2013 年時点で不明である｡一方顎骨壊死の病理像で

は感染性骨髄炎に矛盾しない所見やバイオフィルムの関与が確認されている。加えて遷延性歯周

感染症保有症例での頻度高い発症が知られている｡また最近骨塩減少性病変に対し､NCBPとは異な

る薬理作用を示す抗 RANKL 抗体を投与しても､同様に遷延性歯周感染症保有症例での顎骨壊死の

頻度高い発症が報告された。歯周ポケット内には単球・大食細胞系細胞､リンパ球､形質細胞､顆粒

球等多様な血液細胞の存在が報告されているが､歯周ポケット内樹状細胞の成熟と RANK-RANKL 系

の関与も報告された。このため抗 RANKL 抗体が樹状細胞の機能障害を来たし顎骨壊死発症の一因

となった可能性は否定できない。また血液内科の日常臨床では単球性白血病で歯肉浸潤が好発す

ることから単球と歯肉との親和性は否定できない。これらを総合すると、単球・大食細胞系細胞

の一員である破骨細胞に機能障害を起こし得る NCBPは、歯周ポケット内の単球・大食細胞系細胞

の細胞障害を惹起し､このことが顎骨壊死の一因となる機序も検討の余地があると考えられる。最

近顎骨壊死の動物実験モデルも報告され始めたことから､これらの系で､顎骨や歯周組織内の単

球・大食細胞系細胞の NCBPによる細胞障害と顎骨壊死発症との関連を検討することが、次の顎骨

壊死の機序検討のステップである可能性が考えられる｡これらのモデルで顎骨壊死初期病変に対

し､外部からの脂質添加で顎骨壊死の軽快が得られるならば顎骨壊死の新規治療に道を開く可能

性が考えられる。今後更なる検討を続ける所存である。 
 
5 結論 
今回の検討により､NCBP は、破骨細胞のみならず、他の単球・大食細胞系細胞である、ヒト単

芽球系白血病細胞株､ヒト末梢血由来 CD14 陽性細胞（ヒト単球）、ヒト末梢血 CD14 陽性細胞から

誘導された樹状細胞相当細胞分画､ヒト末梢血 CD14 陽性細胞から誘導された大食細胞の４種の単

球・大食細胞系細胞に、一部は Rap-1αの脱プレニル化等 small G タンパク質のプレニル化阻害

等を介し、細胞死を誘導することが確認された。今後顎骨壊死の機序解明を含めた臨床的意義を

解析することが望まれる。  
 

論文審査の結果の要旨 

窒素含有ビスフォスフォネート（NCBP）は、溶骨性病変を有する多発性骨髄腫や固形腫瘍の

骨転移の際の骨関連事象を有意に減少させるが、一方 NCBP 長期投与例では、歯科口腔外科領域



に感染病巣を有する症例を中心に顎骨壊死が発症することがある。NCBP の標的細胞の破骨細胞

も歯周ポケットに存在する食細胞も単球・大食細胞系細胞が含まれることから、NCBP（主にイ

ンカドロネート使用）の単球・大食細胞系細胞に対する細胞死誘導効果を検討している。結果、

NCBP は時間依存性に、また濃度依存性に単球系細胞株に細胞死を誘導し、アポトーシスの関与

を示唆した。また、ヒト単球と単球から分化誘導された大食細胞および樹状細胞でもほぼ同様な

細胞死誘導を確認している。これらのことから、単球・大食細胞系細胞の一員である破骨細胞に

機能障害を起こしうる NCBP は、歯周ポケット内の単球・大食細胞系細胞の細胞障害を惹起し、

それが顎骨壊死の一因となる機序が考えられることを導いている。 
 今後は、さらに顎骨壊死の動物実験モデルによる顎骨壊死の機序の解析および単球系細胞の機

能障害の他の疾患への関与の検討が予定される。 
 以上より、本研究が学位論文にふさわしいものであることを、審査委員全員一致で確認した。 
 

試問の結果の要旨 

 論文審査に際し、申請者は研究内容についてその背景、目的、方法、結果および考察について

説明した。論文の総括、緒言には表れていない背景、臨床で実際に苦労している問題など詳細に

説明があった。発表の骨格は整理されており、明確であった。しかし、図表に明確な表記が十分

ではない点があり、実験方法の表記も十分ではなく、また一部考察の内容の追加が必要と考え、

審査後に指摘をし、その結果理解しやすい表記に修正され、考察の内容も充実した。 
 質疑応答は、正確かつ迅速に対応され、本研究分野に対し、長年の臨床経験を通した把握、広

い知見と推察力を有することが確認された。今回の学位論文において、窒素含有ビスフォスフォ

ネート（NCBP）による破骨細胞の機能障害のみではなく、他の単球・マクロファージ系細胞に

対するアポトーシス誘導作用に焦点を当てたことがユニークであり、一方現時点での方法、結果

の限界を冷静に把握していた。この研究の発展に関しても広い視野からの考察ができていた。 
 以上、申請者の学識、研究能力は学位を授与するに十分値することを、審査委員全員一致で確

認した。 
 

 
 


