
【研究目的】窒素非含有ビスフォスフォネートは窒素
含有ビスフォスフォネートと比べて骨吸収抑制作用は
弱いが，顎骨骨髄炎および顎骨壊死の報告はない。また，
窒素非含有ビスフォスフォネートは, 破骨細胞以外の細
胞に傷害を与えない。その理由としては，炎症性サイ
トカイン産生が抑制されている可能性が考えられる。そ
のため，本研究は窒素非含有ビスフォスフォネートであ
るエチドロネートの炎症性サイトカイン産生に与える影
響を明らかにすることを目的に行った。
【研究方法】
１ . 窒素非含有ビスフォスフォネートは，エチドロネー
トを使用した。
２ . TLR2リガンドはPam3CSK4, TLR4リガンドはリピ
ドＡの合成品を用いた。
３. 培養細胞株：J774.1細胞とTHP-1細胞を用いた。
４ . 炎症性サイトカインの定量：エチドロネートを細胞
株に加えてから５分後にPam3CSK4 またはリピドＡ
含有もしくは不含有の培地で培養した。24時間後に
上清を回収し，ELISAで定量した。
５ . 細胞傷害：４.と同様に回収した上清中の乳酸デヒ
ドロゲナーゼ（LDH）を調べた。
６ . 転写因子の活性化：４.と同様に培養２時間後の

J774.1細胞から核タンパク質を回収し，核内に移行
したNF-κBp65をELISAで定量した。
７ . 核タンパク質中のNF-κBp65とp38MAPKは，ウエ
スタンブロッティング法で検討した。
【研究結果】
１ . エチドロネート単独では，J774.1細胞のIL-6, 

MCP-1, MIP-1αおよびTNF-α産生誘導は起こらな
かった。
２ . 100μMエチドロネートで前培養後に1ng/mlまたは
10 ng/mlPam3CSK4を加えた同細胞のIL-6, MCP-1, 
MIP-1αおよびTNF-α産生は，エチドロネートで前
培養しなかった場合と比べて有意に減少した。
３ ．THP-1細胞でも同様にPam3CSK4が誘導する

MCP-1とTNF-α産生は，100μMエチドロネートの
前培養によって有意に抑制された。
４ ．炎症性サイトカイン産生の抑制がエチドロネート
による細胞傷害の可能性があるため, 上清中のLDH 
を測定した。その結果，エチドロネートによる細胞
傷害は認められなかった。

５ ．TLR4リガンドであるリピドAが誘導するJ774.1細

胞のIL-6, MCP-1, MIP-1αおよびTNF-α産生におけ
るエチドロネートの抑制効果を調べたが，リピドAの
場合はエチドロネートによる IL-6, MCP-1, MIP-1α
およびTNF-αのいずれの産生も抑制しなかった。
６ ．一方, エチドロネートは100ng/mlリピドＡによる細
胞傷害を抑制した。
７ ．100μMエチドロネートは10ng/mlPam3CSK4によ
るJ774.1細胞のNF-κB活性化を抑制したが，リピド
Ａによる同活性化は抑制しなかった。また, 
p38MAPK活性化におけるエチドロネートの抑制効
果はみられなかった。
【考察・結論】TLRを介した微生物の認識に対する免
疫応答によって，ケモカインを含む炎症性サイトカイン
の産生による白血球遊走や動脈硬化プラークの形成が
起こる。本研究において，エチドロネートはTLR2リガ
ンドによるJ774.1細胞の IL-6, MCP-1, MIP-1αおよび
TNF-α産生とNF-κB活性化を抑制したが，TLR4リガ
ンドによる炎症性サイトカイン産生とNF-κB活性化は
抑制しなかった。グラム陰性菌の細胞壁成分であるリ
ポ多糖（LPS）が引き起こす炎症性サイトカイン産生にお
いて，エチドロネートが抑制効果を示すことは以前から
報告されていた。LPSは, TLR4リガンドとしてよく知ら
れているが，市販のLPSはリポタンパク質などのTLR2
アゴニストが混入している。今回は, 菌体成分の合成品
を使用したので， 上記の結果になったと考えられる。
TLR2は 細 胞 壁 成 分 を 認 識 す る の み な ら ず
Streptococcus mutansやPorphyromonas gingivalisな
どの全菌体も認識する。TLR2シグナル伝達は，アダプ
ター分子のMyD88依存であるが，TLR4を介したシグ
ナル伝達にはMyD88依存の経路とMyD88非依存の経
路もある。このようなシグナル伝達経路の違いが，本
研究で得た結果の原因と考えられるので, この差の解明
を今後行う予定である。
【審査の経過と結果】本学位論文に関する一次審査は，
３名の審査委員によって令和２年１月22日午後１時か
ら開催された。論文記載の順に従って，各審査委員が
本論文の学位論文としての学術的価値を審査するため
に質問を行った。主なものを次に示す。１）TLR4リガ
ンドのリピドAの由来について。２）細胞株として
J774.1細胞以外にTHP-1細胞を用いた理由。３）乳酸
デヒドロゲナーゼ活性を用いた細胞毒性の測定につい
て。４）エチドロネートがp38MAPKを抑制しない理由。
５）今回の研究成果がビスフォスフォネート関連顎骨壊
死の予防にどのように役立つのか。６）エチドロネート
による炎症性サイトカイン産生抑制のメカニズムを明確
にするための標的分子について。
　以上の質問に対する申請者の回答は適切なもので
あり，申請者が学位論文の研究課題の意義とその内
容を理解して研究を進めたことを認めた。
　本研究は，骨粗鬆症患者で発症するビスフォスフォ
ネート関連顎骨壊死を窒素非含有のビスフォスフォ
ネートであるエチドロネートの使用で予防できる可
能性を示唆するものである。特にエチドロネートが
炎症性サイトカイン産生を抑制するメカニズムの一
端を明確にしたことは極めて有用な知見を提供した
ものと評価できる。
　以上のことから，一次審査委員は全員が一致して
本学位論文を合格と判定した。
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