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byMouseMacrophage-likeJ774.1Cells
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Bisphosphonatesaresyntheticpyrophosphateanaloguesthatinhibitboneresorp-

tionandthusareusedtotreatvariousdiseasesassociatedwithincreasedboneresorp-

tion.Bisphosphonatescanbedividedintotwodifferentpharmacologicalclassesbased

onwhetherornottheycontainnitrogen.Nitrogen-containingbisphosphonates(NBPs),

includingalendronate,aremorepotentininhibitingboneresorption,buthaveundesir-

ableinflammatorysideeffects.

Thepresentstudyexaminedtheeffectsofalendronateandetidronate,anon-NBP,

onIL-6productionbymurinemacrophage-likeJ774.1cellsincubatedwithPorphy-

romonasgingivalisorPam3Cys-Ser-(Lys)4(Pam3CSK4).WhilepretreatmentofJ774.1

cellswithalendronateincreasedtheproductionofIL-6,pretreatmentwithetidronate

inhibitedit.Furthermore,etidronatedecreasedalendronate-inducedIL-6production

byJ774.1cellsincubatedwithP.gingivalisorPam3CSK4.EnhancedIL-6productionby

alendronatemaypromotethedevelopmentofbisphoshonate-relatedosteonecrosisof

thejaws(BRONJ),asideeffectofalendronatetreatment.Incontrast,thefindingsthat

etidronateinhibitedIL-6productionmayexplainwhyBRONJisnotobservedinthose

whodonottakeNBPs.
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緒 言

奥 羽 大 歯 学 誌

Alendronateは,骨 吸 収 抑 制 薬 と して広 く用 い

られ て い る窒 素 含有bisphosphonates(nitrogen-

containingbisphosphonates,NBPs)の 一 つ で あ

る1～3)。NBPsは 強 い骨 吸 収 抑 制 作 用 を示 す が,有

害 事 象 と して顎 骨 骨 髄 炎 や 顎 骨 壊 死 を起 こす こ と

が 報 告 され て い る1,4,5)。NBPsが 発 症 に 関 与 す る

と考 え られ る顎 骨 壊 死 は,bisphosphonates関 連

顎 骨 壊 死(bisphosphonate-relatedosteonecrosis

ofthejaws,BRONJ)と 命 名 さ れ て い る6-9)。

BRONJの 発 症 は 悪 性 腫 瘍 の 治 療 を 目的 と し て

NBPsを 静 脈 投 与 した場 合 に お こ る と され て い た

が,NBPsの 錠 剤 の 服 用 で も発 症 す る こ と が 報 告

され て い る1°)。高 齢 化 社 会 の 進 展 に 伴 っ てNBPs

の 服 用 者 が 増 大 す る こ と が 考 え ら れ る の で,

BRONJの 発 症 メ カ ニ ズ ム と そ の 予 防 法 を確 立 す

る こ と は,緊 急 性 を要 す る歯 科 医 学 領 域 の 研 究 課

題 で あ る。

NBPsが 顎 骨 壊 死 を起 こす 詳 細 な メ カ ニ ズ ム は

明確 に され て い な い。 しか し,NBPsが 炎 症 性 疾

患 の 発症 に 関 係 す る サ イ トカ イ ンの 産 生 に 影 響 す

る こ と は報 告 され て い る1,11)。Dengら は,歯 周 病

原 性 細 菌 で あ るPorphyromonasgingivalis(P

gingivalis)お よ びToll-likereceptor(TLR)2の

リ ガ ン ド で あ るPam3Cys-ser-(Lys)4(Pam3

CSk4)刺 激 に よ る マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ様 細 胞

で あ るJ774.1細 胞 か らのinterleukin(IL)-1β 産

生 がalendronateに よ っ て 増 強 され る こ と を 報

告 した1)。 ま た,NBPsに 含 ま れ るpamidronate

も 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の1つ で あ るtumor

necrosisfactorα(TNF一 α)の ヒ ト末 梢 血 白 血 球

か らの 産 生 を 増 強 す る11)。一 方,窒 素 非 含 有 の

bisphosphonates(nonnitrogen-containing

bisphosphonates,non-NBPs)で あ るetidronate

はIL-1β の 産 生 を増 強 しな い1>。現 在 ま で に認 め

ら れ て い るBRONJはNBPs服 用 者 で お き た も

の で あ り,non-NBPs服 用 者 に お け る 報 告 は な

い 。 こ の理 由 と して,サ イ トカ イ ン産 生 増 強 作 用

の 有 無 が 関 係 して い る可 能 性 も考 え られ る。

BRONJの 発 症 誘 因 は 明 確 に さ れ て い な い が,

口腔 細 菌 感 染 は最 も重 要 な 因子 の 一 つ と考 え られ
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て い る12-14)。実 際,口 腔 衛 生 状 態 が 不 良 な者 や 抜

歯 な どの 歯 科 治 療 後 に 発 症 す る こ と が 多 い6,12,15)。

した が って,口 腔 細 菌 感 染 に対 す る宿 主 応 答 に伴

う炎 症 性 サ イ トカ イ ン の 産 生 がNBPs服 用 者 で

は増 強 され る た め,炎 症 反 応 が 増 悪 してBRONJ

が お こ る可 能 性 も考 え られ る。 炎 症 性 疾 患 を増 悪

す るサ イ トカ イ ン と してIL-1β 以 外 にIL-6が 注

目 され,さ ま ざ ま な疾 患 との 関係 が 推 測 され て い

る16～20)。本 研 究 で は,IL-6の 産 生 に 及 ぼ すNBPs

のalendronateとnon-NBPsのetidronateの 影

響 を 調 べ る こ と でBRONJの 発 症 メ カ ニ ズ ム の

一 部 を明 らか にす る こ と を試 み た
。

材料および方法

1.供 試 標 品

Alendronate(LKTLaboratories,St.Paul,

MN,USA)とetidronate(和 光 純 薬 工 業,大 阪)

は リン酸 緩 衝 液 で 溶 解 後,水 酸 化 ナ トリ ウ ム溶 液

でpH7に 調 整 し,最 終 濃 度 は10mMと した 。 実

験 に 際 して は,J774.1細 胞 の 培 養 に使 用 した 培 養

液 で あ る10%ウ シ胎 児 血 清(fetalbovineserum,

FBS;GIBCO,Carlsbad,CA,USA),100U!ml

ペ ニ シ リ ン お よ び100μg/mlス トレ プ トマ イ シ ン

(GIBCO)含 有RPMI1640培 地(Sigma,St.

Louis,Mo,usA)で 希 釈 して 供 試 した 。TLR2リ

ガ ン ド のPam3CSk4(InvivoGen,SanDiego,

CA,usA)は 滅 菌 蒸 留 水 に 溶 解 し,最 終 濃 度 は

1mg!mlと した 。 溶 か した もの を,上 記 と 同 様 の

培 養 液 で 希 釈 して 使 用 した 。

2.細 胞 培 養 と細 菌

マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ様 細 胞J774.1は 東 北 大

学 加 齢 医 学 研 究 所 医 用 細 胞 資 源 セ ン タ ー(宮 城)

か ら分 与 され た も の を 供 試 した 。J774.1細 胞 は,

10%FBS含 有RPMI1640培 地 を 用 い て,37℃,

5%COa-95%湿 空 気 中 で 継 代 培 養 し,実 験 に 供

した 。

歯 周 病 原 性 細 菌 で あ るPgingivalisATCC

33277は5μg/mlヘ ミ ン(和 光 純 薬)とlμg/mlメ

ナ ジ オ ン(和 光 純 薬)を 添 加 したGAMブ イ ヨ ン

(日 水 製 薬,東 京)で37℃,嫌 気 条 件 下 で72時 間

培 養 した 。 実 験 に 際 して は,無 血 清RPMI1640

培 地 で 菌 を3回 洗 浄 後,10%FBS含 有

(10)
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RPMI1640培 地 に1×109CFU/mlと な る よ う に調

整 し た。

3.IL-6産 生 量 の 測 定

J774.1細 胞 のIL-6産 生 は,enzyme-linked

immunosorbentassay(ELIsA)で 測 定 した 。 す

な わ ち,10%FBS含 有RPMI1640培 地 で1×

1061mlに 調 整 し たJ774.1細 胞 を96穴 平 底 マ イ ク

ロ プ レ ー ト(FalconR,BDBiosciences,Franklin

Lakes,NJ,UsA)に1穴 あ た り2×105/200μ1を

播 種 し た。 そ して,37℃,5%CO2-95%湿 空 気

中 で16時 間 培 養 し,無 血 清RPMI1640培 地 で

1回 洗 浄 後,alendronate,も し く はetidronate

を 含 ん だ10%FBS含 有RPMI1640培 地 で24時

間 培 養 した 。 次 に,無 血 清RPMI1640培 地 で

2回 洗 浄 後,Paln3CSk4(10ng/ml)ま た はP

gingivalis(106CFU／ml)を 添 加 した10%FBs含

有RPMI1640培 地 で24時 間 培 養 し た。 培 養 終 了

後,上 清 中 のIL-6量 を マ ウ スELISAキ ッ ト

(eBioscience,SanDiego,CA,UsA)を 用 い て,

マ イ ク ロ フ レ゚ ー ト リ ー ダ ー(モ デ ル680;Bio-

RadLaboratories,lnc.,Hercules,CA,UsA)で

測 定 した 。

4.統 計 処 理

結 果 は,平 均 値 と標 準 誤 差 を求 め て 示 した 。 有

意 差 の 検 定 はone-wayanalysisofvariance

(ANOVA)を 用 い た分 散 分 析 の 後,Bonferronior

Dunnmethodに よ る 多 重 比 較 検 定 を行 っ た 。
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図1Alendronate(ALD)前 処 理 に よ るP.gingivalis誘 導

1レ6産 生 の 増 加

士Pく0 .05and**Pく0.01,comparedwithmediumalone.

#P<0 .05and##Pく0.01,comparedwithvehicle。

図2Alendronate(ALD)前 処 理 に よ るPam3CSK4誘 導

結 果 IL-6産 生 の濃度依存的増加

**P<0 .01,comparedwithmediumalone.

1.Alendronateに よ る,P.gingiva〃sま た は

Pam3CSK4が 誘 導 す るJ774.1細 胞 のIL_6産

生 増 強

ま ず,J774.1細 胞 のIL-6産 生 に 対 す る

alendronateの 影 響 に つ い て 検 討 し た 。

alendronate単 独 で は,J774.1細 胞 のIL-6産 生

に 変 化 を与 え な か っ た(図1)。 し か し な が ら,

alendronateで 前 処 理 し たJ774.1細 胞 のP.

gingivalisに よ るIL-6産 生 は,a1endronateで

処 理 しなか った 同 細 胞 と比 べ て,著 し く増 加 した

(図1)。TLR2リ ガ ン ドで あ るPam3CSK4刺 激

で も,alendronate前 処 理 でIL-6産 生 は 増 加 し

た(図2)。

##P<0 .01,comparedwithvehicle.

2.Etidronateに よ る,P.g'ngiva〃sま た は

Pam3CSK4が 誘 導 す るJ774.1細 胞 のIL-6産

生 抑 制

次 に,J774.1細 胞 のIL-6産 生 に 対 す る

etidronateの 影 響 に つ い て 検 討 し た 。

Etidronateで 前 処 理 し たJ774.1細 胞 のP.

gingivalisに よ るIL-6産 生 は,etidronateで 処

理 しな か っ た 同 細 胞 と比 べ て,減 少 した(図3)。

Etidronateで 前 処 理 し たJ774.1細 胞 のPam3

CSk4に よ るIL-6産 生 は,etidronate非 処 理 細 胞

と比 べ て,著 し く抑 制 され た(図4)。

(11)



88 奥 羽 大 歯 学 誌 2010

MediumaloneP.gingivalis

図3Etidronate(ETI)前 処 理 に よ るP.gingivalis誘 導

lL-6産 生 の 抑 制

Pく0.01,comparedwithmediumalone.

##Pく0 .01,comparedwithvehicle. /〃
図5Alendronate(ALD)前 処 理 に よ るP.gingivalis誘 導

lL6産 生 増 加 に 対 す るetidronate(ETI)の 抑 制 効 果

**P<0
.01,comparedwithP.gingivalis.

#P<0 .05,comparedwithALD100μMfollowedby

P.gingivalis.

図4Etidronate(ETI)前 処 理 に よ るPam3CSK4誘 導1L-6

産 生 の抑 制

P<0.0l,comparedwithmediumalone.

#P<0 .05,comparedwithvehicle.

3.Etidronateに よ るP.gingivalisま た は

Pam3CSK4が 誘 導 す るalendronate前 処 理

J774.1細 胞 のIL-6産 生 抑 制

さ ら に,alendronate前 処 理J774.1細 胞 のP

gingivalisま た はPam3CSK4が 誘 導 す るIL-6産

生 に 対 す るetidronateの 抑 制 効 果 に つ い て 検 討

し た。100μMのalendronateで 前 処 理 し た

J774.1細 胞 のP.gingivalisに よ るIL-6産 生 は,

etidronateを 加 え る と,有 意 に抑 制 され た(図5>。

加 え て,100μMのalendronateで 前 処 理 し た

J774.1細 胞 の,Pam3CSk4に よ るIL-6産 生 は,

4グ
図6Alendronate(ALD)前 処 理 に よ るPam3CSK4誘 導

lL6産 生 増 加 に 対 す るetidronate(ETI)の 抑 制 効 果

P<0.01,comparedwithPamsCSK4.

P<0.01,comparedwithALD100uMfollowedby

Pam3CSK410ng/ml.

(12)
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etidronate添 加 に よ り著 し く抑 制 され た(図6)。

考 察

BRONJの 発 症 誘 因 と して,我 々 は,炎 症 性 サ

イ トカ イ ン の産 生 増 強 に よ る顎 骨 骨 髄 炎 の 増 悪 を

考 え た。 炎 症 性 サ イ トカ ンで あ るIL-6はB細 胞

を抗 体 産 生 細 胞 に 分 化 させ る因 子 と して 発 見 され

た が,現 在 で は 関 節 リウ マ チ,間 質 性 肺 炎,多 発

性 骨 髄 腫 や 全 身性 エ リテ マ トーデ ス な どの 多 くの

疾 患 の 病 態 に 深 く 関 係 す る こ と が 報 告 さ れ て い

る16～19)。さ らに,骨 壊 死 に 関 与 す る可 能 性 も考 え

られ る2°)。IL-6の 炎 症 反 応 に お け る役 割 と して 重

要 な こ と は,ヘ ル パ ーT細 胞 集 団 の 中 のTh17の

発 生 と分 化 に 中 心 的 な役 割 を果 た す こ とで あ る21,22)。

Th17は 様 々 な 宿 主 細 胞 か ら 炎 症 性 メ デ ィエ ー

ター を分 泌 させ る サ イ トカ イ ンで あ るIL-17を 産

生 す る ことで,炎 症 反応 を促 進 す る細 胞 で あ る23,24)。

そ れ に 対 して,炎 症 反 応 を 抑 制 す るT細 胞 で あ

るTregへ のnativeT細 胞 か ら の 分 化 はIL-6存

在 下 で は抑 制 され る22)。した が っ て,実 際 の ヒ ト

の 感 染 症 に お い て もIL-6が 過 剰 に産 生 され た 場

合 に は,炎 症 反 応 の 進 展 に よ る組 織 破 壊 が 強 く進

行 す る可 能 性 が 考 え られ る。

今 回,代 表 的 なNBPsで あ るalendronateが

炎 症 反 応 を 高 め るIL-6の 産 生 を 増 強 した 。 これ

は,実 際 のalendronate服 用 者 で も顎 骨 組 織 の

感 染 症 が お きた 場 合 に は 炎 症 反 応 の 増 悪 に よ って,

BRONJが 誘 発 され る可 能 性 を示 唆 して い る。 本

実 験 で 使 用 し た 歯 周 病 原 性 細 菌 のPgingivalis

は,歯 周 病 原 性 細 菌 と して 歯 周 組 織 か らの サ イ ト

カ イ ン産 生 を誘 導 す る。 産 生 され た サ イ トカ イ ン

は歯 周 病 だ け で な く,全 身 の さ ま ざ ま な疾 患 の 発

症 に 関 わ る 可 能 性 が 報 告 され て い る25～28)。

Pgingivalisは,宿 主 細 胞 のTLR2を 介 し た シ

グ ナ ル 伝 達 系 に よ っ て 炎 症 性 サ イ トカ イ ン産 生 を

誘 導 す る29)。TLR2の リガ ン ドで あ るPam3CsK4

をalendronate前 処 理J774.1細 胞 に 加 え た 場 合

も,P.gingivalisの 場 合 と 同様 に 無 処 理 の 細 胞 と

比 較 してIL-6産 生 が増 強 され た 。 こ の 結 果 か ら,

TLR2を 介 し た 刺 激 に よ っ て お こ るIL-6産 生 を

alendronateが 増 強 す る と考 え られ る。IL-6の 産

生 が増 強 した 原 因 と して は,炎 症 性 サ イ トカ イ ン

の 産 生 に 関 わ る代 表 的 な 転 写 因 子 で あ るNF一 κB

の 活 性 化 が 考 え ら れ る が,alendronateは,

J774.1細 胞 のPam3CsK4に よ るNF一 κB活 性 に

変 化 を与 え な い3０,31)。

一 方
,Dengら は,歯 周 病 原 性 細 菌 が 誘 導 す る

IL-1β 産 生 に お け るalendronateの 増 強 作 用 が

caspase-1依 存 で あ る こ と を報 告 した1)。 さ ら に,

Sandersら はIL-1β とalendronateが 相 乗 的 に

IL-6産 生 を増 強 す る 結 果 を報 告 して い る32)。以 上

の こ と か ら,今 回 のalendronate前 処 理 に よ る

IL-6産 生 の 増 強 は,IL-1β 依 存 性 で あ る 可 能 性

が 高 い 。

Non-NBPsで あ るetidronateとIL-6産 生 に 関

して は,大 腸 菌 の 内 毒 素 の刺 激 で 骨 芽 細 胞 か ら産

生 され るIL-6がetidronateで 抑 制 され る と い う

報 告 が あ る33)。大 腸 菌 の よ うな 腸 内 細 菌 の 内 毒 素

は,TLR4リ ガ ン ドと し て 作 用 す る。 そ れ に 対 し

て,Pgingivalisの 生 菌 はPam3Csk4と 同 じ く

TLR2を 介 して サ イ トカ イ ン の産 生 を誘 導 す る29)。

今 回 の 実 験 で は,Pgingivalisま た はTLR2リ

ガ ン ドで あ るPam3CSk4に よ るIL-6産 生 に対 す

るetidronateの 抑 制 効 果 が 示 され た 。 こ の こ と

は,TLR2の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 わ る タ ンパ ク

分 子 がetidronateの 作 用 で,IL-6の 産 生 を 抑 制

す る可 能 性 を示 唆 す る もの で あ る 。 この 経 路 に 関

わ る タ ンパ ク 分 子 と し て は,TLRの 細 胞 内 領 域

と会 合 す る ア ダ プ タ ー 分 子 のMyD88や 転 写 因 子

のNF一 κBな どが 挙 げ られ る34)。これ らの 細 胞 内

タ ンパ ク 分 子 の 活 性 化 に 対 す るetidronateの 作

用 に 関 して は,明 らか に され て い な い 。

本 研 究 で は,Pgingivalisま た はPam3CsK4

で 誘 導 され るIL-6産 生 のalendronateに よ る増

強 作 用 がnon-NBPsのetidronateで 抑 制 さ れ た。

Alendronateが 惹 起 す る 炎 症 反 応 に 対 す る

etidronateの 抑 制 作 用 に 関 し て,invivoの 実 験

系 で は 報 告 され て い る が,サ イ トカ イ ン レベ ル で

の 検 証 は な い35)。Pgingivalisに よ るIL-1β 産

生 のalendronateに よ る 増 強 は,etidronateと

同様 のnon-NBPsで あ るclodronateで 抑 制 され

た')。Etidronateがalendronateに よ る 炎 症 性 サ

イ トカ イ ン産 生 の 増 強 を抑 え る とい う今 回 の 結 果

は,NBPsに よ る炎 症 性 副 作 用 が み られ た 時 に,

(13)
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etidronateがNBPsの 代用薬 と して利用可能で

あることを示唆 してい る。すでにetidronateを

リウマチ治療に用いた場合 に,血 中に検出される

IL-6量 の低下が認められるという報告 がある36・37)。

今後は,こ の抑制メカニズムを解明するために細

胞内 タンパク分子 に対す るetidronateの 作用 を

詳細に検討す る予定である。

炎症 性 サ イ トカ イ ンの過 剰 産 生 以外 に も

BRONJが おこる誘因として考 えられ るものは存

在する。NBPsは 破骨細胞のアポ トーシスを引き

起こすことで,骨 吸収抑制作用を示すが,口 腔上

皮細胞や歯肉線維芽細胞に対 して も,傷 害を与え

ることが報告 されている38・39)。このようなNBPs

の細胞傷害作用 も発症に関わる可能性がある。

最近,BRONJの 発症 とCYP2Cの サブファ ミ

リーであ るCYP2C8の 遺伝 子多型 がBRONJの

発症に関与する可能性が報告 されている4°)。CYP

は医薬品の代謝に関わる酵素であり,そ の遺伝子

多型によって服用 した薬物の代謝が大 きく影響を

受ける。 したがって,BRONJの 発症 にはNBPs

の代謝酵素や炎症性サイ トカイン関連の遺伝子多

型も関与 していると考 えられる41)。

歯科治療 に伴 うBRONJの 発症予防策 として

は,治 療前に一定期間NBPsの 投与 を中止す る

ことや口腔清掃の徹底などが推奨 されている42)。

今後は上記の遺伝子の多型性を調べることで,発

症 リスクの事前予測をおこなえる可能性 も考えら

れるが,検 討すべき遺伝子のターゲッ トを絞 らな

くてはならない。 そのために もalendronateを

始めとしたNBPsの サイ トカイン産生増強の詳

細なメカニズムと最も重要なタンパ ク分子の同定

が必要となる。
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