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Abstract : Osteonecrosis of the jaw (ONJ) is a serious adverse event that occurs predominantly in
patients undergoing both antiresorptive and antineoplastic therapies. However, the relationship be-
tween the combination of these therapies and the high frequency of ONJ in this particular population
of patients remains unclear. The present study aimed to determine the effects of suppression of
macrophage and bone resorption on the healing of tooth extraction sockets in mice. The mice were
administered with zoledronic acid (ZA) and/or clodronate liposome (CL). The maxillary first molars
were extracted three weeks after the initiation of treatment, and wound healing was assessed four
weeks post-extraction using microcomputed tomography, flow cytometry, immunohistochemistry,
and hematoxylin-eosin staining. ONJ-like lesions were not observed in mice receiving ZA monother-
apy, CL monotherapy. However, insufficient healing of the extraction socket and onset of ONJ stage 0
were observed in mice receiving the combination treatment of ZA and CL. Flow cytometry and im-
munohistochemistry analyses revealed that the ratio of F4/80＋ macrophages was significantly sup-
pressed in mice that were treated with ZA and/or CL. Additionally, ZA monotherapy and the combi-
nation treatment of ZA and CL significantly suppressed osteoclastic bone resorption in mice. Interest-
ingly, bone volume was significantly reduced but osteonecrotic area was significantly increased in the
extraction sockets of mice receiving the combination treatment of ZA and CL. Therefore, we found
that the suppression of macrophages and osteoclastic bone resorption are strongly associated with
the healing of extraction sockets in mice.
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Ⅰ．緒 言

顎骨壊死（ONJ）は，骨吸収抑制剤を服用している患
者が発症する顎骨に特異的な疾患で，発症頻度は少ない
が，発症すると壊滅的な病態を示す歯科界の重大な疾患
の一つである。ONJ は2003年に初めて症例報告された1)

が，20年近く経過した現在でもその病因は依然不明なま
まであり，確立された治療法はない2－4)。代表的な骨吸
収抑制剤であるビスフォスフォネート製剤（BP 製剤）
の使用法の中で，悪性腫瘍による高カルシウム血症や骨
転移性腫瘍の抑制に用いられる静注投与が，骨粗鬆症に
おける骨折の予防のための経口投与より ONJ の発症率
が高く5)，特に骨吸収抑制の強いゾレドロン酸（ZA）
で ONJ 発症率が高い。また，2010年以降，破骨細胞の
リガンドに対する抗体である，抗 NF-κB 活性化受容体
リガンド（抗 RANKL）ヒト IgG2モノクローナル抗体,
デノスマブによる ONJ も発症している6)こともあわせ
て，まず，骨吸収抑制作用自体が ONJ の発症に関連し
ている可能性が高いと推測されている7)。

ONJ の患者では，複数の化学療法やステロイド療法
の病歴があることが多い8,9)。それらの薬剤が，感染，
浮腫および創傷治癒の遅延を助長していると推測され，
また免疫抑制作用を持つことを考慮すると，免疫抑制が
ONJ の発症を増強させている可能性がある10－13)。近年,
創傷治癒に関与する炎症細胞の中で単球・マクロファー
ジ系細胞が，創傷治癒の過程において重要な役割を果た
していることが示唆されてきた14,15)。実際，マクロ
ファージの数が減少すると，創傷治癒にも重大な影響を
及ぼす16)。Pazianas らの総説によると，マクロファー
ジの抑制が口腔内の感染防御機能を低下させ，骨壊死を
引き起こす可能性があるとしている17)。しかしながら，
最近の研究において，マクロファージを減少させるクロ
ドロネートリポソーム（CL）の投与を行ったマウスの
抜歯窩の治癒は，未投与のマウスの抜歯窩の治癒と違い
がないことが報告されている18)。

そこで，ZA と CL を併用投与することにより，マク
ロファージの減少が ONJ 発症を増強させると発想した｡
本研究では，骨吸収抑制とマクロファージの減少が抜歯
窩の治癒に与える影響についてマウスを使用して検討
した。

Ⅱ．材 料 と 方 法

本研究は福岡歯科大学動物実験倫理審査の承認を受け
研究を行った（＃17010)。

マウス創傷治癒モデル
実験には体重20g 前後の７週齢の C57Bl/6マウス，雌

28匹（各群＝７匹）を使用した。マウスは暗明サイクル
12時間，室温23±１℃に制御された動物飼育室で飼育し,
標準的な実験用固形餌と水を自由に摂取可能な状態とし
た｡ マクロファージの抑制に Clodronate Liposome（CL,
LIPOSOMA，アルムテルダム，オランダ）を用い19)，
CL のコントロールとしては Saline Liposome（SA，
LIPOSOMA）を用いた。破骨細胞の抑制には Zoledronic
Acid（Zometa，Dr. Reddy’s Laboratories，ハイデラ
バード，インド）を使用した。CL のみ投与したマウス
を CL 群とし，CL と ZA を併用投与し た マ ウ ス を
CLZA 群，SA および ZA を投与したマウスを SAZA 群
とした。Control には，生理食塩水（Saline）のみを投
与したマウスを用意し，Ctrl 群とした。CL および SA
は１回目に６μg/g を，２回目以降は４μg/g を腹腔内
注射し，全期間を通して３日毎に投与を行った。ZA は
30μg/kg を１週間に２度, 皮下注射にて投与した｡ Ctrl
群は Saline のみを３日毎に腹腔内注射した。各群，３
週間投与を行った後，上顎第一大臼歯の抜歯を先端を鋭
利にした歯科用エクスプローラーを用いて行った。抜歯
後も継続投与を続け，抜歯４週後に屠殺した（図１)。

マイクロ CT撮影および解析
抜歯後１，２，３，４週毎の抜歯窩を含んだ上顎骨お

よび抜歯４週後の脛骨をマイクロ CT（Skyscan-1176，
BUKER，ボストン，マサチューセッツ州，アメリカ合
衆国）で撮影した。まず，マウスに対して，イソフルラ
ンでの吸入麻酔を行った。専用のボックスにイソフルラ
ンを充満させ，マウスの体動が消失するまで導入した。
その後はマウスの鼻にチューブを装着し，イソフルラン
を継続投与した。マイクロ CT の X 線源は，50kVp お
よび500mA に設定した。抜歯後１週から３週は18μm/
pixel，走査角0.5°の間隔で X 線撮影した。抜歯後４週
は９μm/pixel，走査角0.3°の間隔で X 線撮影した。抜
歯窩と脛骨の対象領域の設定は，脛骨では成長板から90
μm 遠位から遠心方向に300μm の範囲の海綿骨とし，
抜歯窩では，抜歯窩を目視によって手動で輪郭を形成し,
そのエリアを抽出した。撮影像は，CT 解析ソフト

54 福 岡 歯 大 誌 47(2) November. 2021



（CTAn，BUKER）および Date Viewer を用いて，対
象領域の骨量（BV/TV: Bone volume/Tissue volume)
を計測した。

フローサイトメトリー
抜歯４週後にイソフルラン吸入麻酔下で屠殺し，血液,

骨髄および脾臓から試料を採取した。血液は心臓穿刺に
より採取し，脾臓は摘出後メッシュカップを用いて単細
胞に分離して取り出し，骨髄は大腿骨から採取した。各
試料は調整した赤血球溶解バッファー（155mM NH4Cl,
10mM KHCO3，0.1mM EDTA，pH 7.2）で処理し て,
赤血球を溶解した。それぞれの試料を PBS で２度洗浄
し，１×106個／100μl に細胞数を調整した。今回は，
F4/80陽性（＋）および Gr-1陰性（－）である細胞を
マクロファージと定義した｡ F4/80＋Gr-1－マクロファー
ジの判定染色には，PE 結合抗マウス F4/80モノクロー
ナル抗体（13733，clone T45-2342，eBiosciences，ウォ
ルサム，マサチューセッツ州，アメリカ合衆国）と FITC
結合抗マウス GR-1（Ly-6G/Ly-6C）モノクローナル抗

体（14-5931-82，clone RB6-8C5，Invitrogen，カ ー ル
スバッド，カルフォルニア州，アメリカ合衆国）を用い
た。それぞれの試料は，フローサイトメーター（FACS
Calibur フローサイトメーター，BD Biosciences，フラ
ンクリンレイクス，ニュージャージー州，アメリカ合衆
国）で10,000個の細 胞 を 取 り 出 し，ソ フ ト ウ ェ ア
（CELLQuest, BD Biosciences）を用いて分析を行った｡

組織学的解析
屠殺後のマウスから脛骨，上顎骨および脾臓を摘出

し，４％ホルムアルデヒドで固定した。脛骨および上顎
骨では，ヘマトキシリンエオジン（H-E : hematoxylin
eosin）染色および酒石酸耐性酸性ホスファターゼ
（TRAP : tartrate-resistant acid phosphatase）染色を
施した。まず，14％エチレンジアミン四酢酸（EDTA)
で脱灰処置を３週間行い，その後パラフィン包埋し，４
μm の厚さの切片を作製した。切片をキシレンで脱パラ
フィンし，100％から70％エタノールおよび精製水で再
水和した｡ H-E 染色では, Mayer のヘマトキシリン（富

図１ 実験計画
各種薬剤は７週間投与を行った。薬物投与３週間後に上顎第一大臼歯の抜歯を行った。全てのマウスを７週間後に屠殺した｡
Ctrl 群：Saline 投与群，CL 群：Clodronate Liposome 投与群，CLZA 群：Clodronate Liposome と Zoledronic acid 投与群,
SAZA 群：Saline Liposome と Zoledronic acid 投与群。
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士フィルム和光純薬株式会社，大阪）およびエオジン
（富士フィルム和光純薬株式会社）を用いて染色した。
TRAP 染色では，50mM 酒石酸ナトリウム二水和物
（Sigma-Aldrich，セントルイス，ミズーリ州，アメリ
カ合衆国)，100mM 酢酸ナトリウム（Sigma-Aldrich),
0.05％ナフトール ASMX リン酸ナトリウム（Sigma-
Aldrich)，0.05％Fast Red Violet（Sigma-Aldrich）を
用いて行い，Mayer のヘマトキシリン（富士フィルム
和光純薬株式会社）で対比染色も施した。脾臓ではマク
ロファージの F4/80に対する免疫染色を行った。固定し
た脾臓をパラフィン包埋し，４μm の厚さの切片を作製
した。切片をキシレンで脱パラフィンし，100％から70％
エタノールおよび精製水で再水和後，ラット抗マウス
F4/80抗体（ab6640，Abcam，ケンブリッジ，イギリス)
で抗原抗体反応を行い，洗浄後，西洋ワサビペルオキシ
ターゼ酵素標識二次抗体（ab9705，Abcam）を反応さ
せ，3,3'-ジアミノベンジジン（Vector Laboratories，
バーリンゲーム，カナダ）で発色させ，Mayer のヘマ
トキシリン（富士フィルム和光純薬株式会社）で対比染
色を行った。

染色した切片は光学顕微鏡（ECLIPSE LV150N，Nikon,
東京）で観察した。写真撮影した後，解析ソフト（Im-
age-Pro Premier，Media Cybernetics，ロックビル，メ
リーランド州，アメリカ合衆国）で組織形態計測学的に
分析した。抜歯窩および脛骨の海綿骨の骨面積（BA/
TA: Bone area/Tissue area)，抜歯窩の破骨細胞数

（細胞数/mm2)，骨壊死領域および脾臓の F4/80＋マク
ロファージの割合（F4/80＋マクロファージ/全細胞
（％)) を定量した。脛骨の対象領域は成長板から90μm
遠位から遠心方向に300μm の範囲の海綿骨領域とし，
抜歯窩の対象領域の設定は，抜歯窩を目視によって手動
で輪郭を形成し，そのエリアを抽出した。破骨細胞数は
２核以上の細胞を定量した。骨壊死領域の割合は，近心
根と遠心根の間で，骨頂から500μm までの歯槽骨の中
で，骨小腔内に骨細胞が欠如している骨の面積を割合と
した。

統計処理
統計分析は，GraphPad Prism version 8.3.1（Graph-

Pad Software, Inc.，ラ・ホーヤ，カルフォルニア州，
アメリカ合衆国）を使用し ANOVA および Student’s t-
test にて行った。有意水準は p＜0.05とした。

Ⅲ．結 果

１．近位脛骨の組織形態計測評価
図２に薬剤投与７週後のマウス近位脛骨のマイクロ

CT 画像および H-E 染色像を示した。マイクロ CT 解析
から骨量(BV/TV)は Ctrl 群と比較し，CL,CLZA,SAZA
群で有意に高かった(p<0.01)｡ H-E 染色から骨面積(BA
/TA）も，Ctrl 群と比較し，CL,CLZA,SAZA 群で有意
に高かった（p<0.01)。

図２ 近位脛骨のマイクロ CT 解析および H-E 染色像
(a）近位脛骨のマイクロ CT 画像，(b）マイクロ CT の骨量の評価（BV/TV)，(c）近位脛骨の H-E 染色像,
(d）H-E 染色像の骨面積の評価（BA/TA）
マイクロ CT 解析での骨量は Ctrl 群と比較し，CL，CLZA，SAZA 群で有意に高かった。H-E 染色から骨面
積は，Ctrl 群と比較し，CL，CLZA，SAZA 群で有意に高かった。＊＊p＜0.01。(n＝7）
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２．血中，骨髄および脾臓におけるマクロファージの抑制
図３に血中，骨髄および脾臓のフローサイトメトリー

の結果を示した。F4/80＋Gr1－マクロファージは，血液
で Ctrl 群と比較して CL 群，CLZA 群，SAZA 群で有
意に少なかった（p＜0.01)。骨髄でも，Ctrl 群と比較
して CL 群，CLZA 群，SAZA 群で有意に少なかった
（p＜0.05，p＜0.01，p＜0.05)。脾臓でも，Ctrl 群と
比較して CL 群，CLZA 群，SAZA 群で有意に少なかっ
た（p＜0.01)。図４に脾臓での F4/80＋マクロファージ
の免疫染色像を示した。免疫染色においても脾臓で，
F4/80＋マクロファージは Ctrl 群と比較し，CL 群，
CLZA 群，SAZA 群で有意に少なかった（p＜0.01)。

３．抜歯窩の創傷治癒
図５に抜歯窩の１週間ごとのマイクロ CT 画像と抜歯

４週後のマウス口腔内写真を示した。抜歯窩の BV/TV
では，１週目は各群に差は認めなかった。２週目は，
Ctrl 群（72.5％）と比較し，CL 群（50.1％)，CLZA 群
（37.0％）で有意に少なかった。３週目は，Ctrl 群
(83.3％) と比較し，CL 群 (66.8％)，CLZA 群 (57.9％)
で有意に少なかった｡ 抜歯４週目では, CL 群（93.7％),
SAZA 群（96.4％）では Ctrl 群（96.2％）と骨量に有
意差は認めなかった（p＞0.05)。CLZA 群（79.1％）
では Ctrl 群（96.2％）と比較し有意に少なかった（p＜
0.05)。口腔内写真では，抜歯創に大きな違いは観察さ
れなかった。

図３ フローサイトメトリーによる血液，骨髄，脾臓での F4/80＋Gr1－マクロファージの割合
(a）マクロファージの代表的な分布，(b）マクロファージの割合
F4/80＋Gr1－マクロファージは，血液，骨髄および脾臓で，Ctrl 群と比較して CL 群，CLZA 群，SAZA 群で有意に少なかった｡
＊p＜0.05，＊＊p＜0.01。(n＝7）
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４．抜歯窩の TRAP染色
図６に抜歯４週後の TRAP 染色像と破骨細胞数を示

した。破骨細胞数は，Ctrl と比較して，CLZA 群と
SAZA 群で有意に少なかった（p＜0.05)。ZA を投与し
たマウス抜歯窩で，破骨細胞数の減少が観察された。

５．抜歯創の組織形態計測評価
図７に抜歯４週後の H-E 染色像を示した。H-E 染色

像から骨面積と骨壊死領域を定量した（図７-c，d)。
BA/TA では，Ctrl 群と比較して，CLZA 群が有意に少
なかった（p＜0.05)。骨壊死領域は，Ctrl 群では観察
されなかった。CL 群ではわずかに壊死領域を認めたが
Ctrl 郡と比較して有意差を認めなかった（p＞0.05)。

図４ 脾臓の免疫染色による F4/80＋マクロファージの割合
脾臓での F4/80＋マクロファージの免疫染色像を示した（矢印)。F4/80＋マクロファージは Ctrl 群
と比較し，CL 群，CLZA 群，SAZA 群で有意に少なかった。＊＊p＜0.01。(n＝7）

図５ 抜歯窩のマイクロ CT 画像と口腔内写真
(a）１，２，３，４週毎のマイクロ CT 画像，(b）抜歯４週間後のマウスの口腔内写真
抜歯窩の BV/TV では，１週目は各群に差は認めなかった。２，３週目は，Ctrl 群と比較し，CL 群，CLZA 群で有意に
減少していた。４週目は，Ctrl 群と比較し，CLZA 群で有意に減少していた。＊p＜0.05。(n＝7）
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図６ 抜歯後４週の TRAP 染色像と破骨細胞数
抜歯窩の TRAP 染色像を示した。上段は TRAP 染色像の弱拡大，下段は TRAP 染色像の強拡大を示す。２核以上の破
骨細胞を矢印で示す。TRAP 染色像内の点線で囲まれた範囲の破骨細胞数（細胞数/mm2）の定量を行った。破骨細胞数
は，Ctrl と比較して，CLZA 群と SAZA 群で有意に少なかった。＊p＜0.05。(n＝7）

図７ 抜歯創の組織形態計測評価
(a）抜歯４週間後の抜歯窩の HE 染色：点線で囲んだ領域に抜歯創を示した。
(b）抜歯４週間後の抜歯窩の HE 染色：点線で囲んだ領域に骨壊死領域を示した。
BA/TA では，Ctrl 群と比較して，CLZA 群が有意に少なかった。骨壊死領域は，Ctrl 群と比較して，CLZA 群が有意に
多かった。＊p＜0.05，＊＊p＜0.01。(n＝7）
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SAZA 群ではわずかに骨壊死領域を認めた（p＜0.05)｡
CLZA 群では，Ctrl 群と比較して，有意に多い骨壊死
領域を認めた（p＜0.01)。

Ⅳ．考 察

本研究で，ZA 投与では抜歯後の骨治癒が阻害されな
かった実験系で，ZA に加えて，CL を投与すると，抜
歯後４週で骨露出を認めらないものの，骨形成が減少し,
骨壊死領域が増加する，いわゆる，ステージ０の ONJ
に相当する病態2)が起きることが示された。CL は非常
に半減期が短いために，寿命が短い貪食細胞であるマク
ロファージに特異的に作用する20)。CL は，細胞が高度
に密集したり，コラーゲン線維が密集したりする組織で
は十分に浸透しない可能性が考えられるが，それ以外の
組織では十分に浸透すると認識されている。従って，本
研究では血液，骨髄および脾臓のマクロファージは減少
しており，CL はそれらの組織に充分に浸透している状
態であったといえる。

CL 群でも抜歯後２週と３週に有意な骨形成の減少が
認められたことは，マクロファージが骨形成に関わって
いる可能性を示唆する。In vitro の実験系においては，
間葉系幹細胞の分化はマクロファージの共培養によって
制御される21)ことがわかっている。マクロファージは，
炎症期においては M1ステージのマクロファージが細菌
や死んだ細胞などの貪食だけでなく，炎症性サイトカイ
ンを分泌することにより，炎症反応を制御する。時間の
経過とともに，M2マクロファージが，異なるサイトカ
インや成長因子を分泌し，古いマトリックスの分解を止
め，血管形成を促し，新しい細胞外マトリックスの形成
へと移行させる22)。このようにして，マクロファージは
その極性の変化によって骨治癒における多機能的な役割
を果たしている。すなわち，炎症期に働く M1マクロ
ファージと創傷治癒期に働く M2マクロファージが，骨
形成に異なる働きをすると推測されている21)ことから，
CL 単独投与による骨形成の部分的抑制も理にかなった
結果と考えられる。実際，CL 単独投与によって，抜歯
窩の骨形成が増加するという報告がある18)。

ZA 投与ではまったく骨形成が抑制されなかった。こ
れは実験条件にもよると思われるが，ZA がマウスに
ONJ を引き起こす確率は30％であったと報告されてい
る23)ように，そもそも ZA はマウスに完全な ONJ を誘
導させにくいことが分かっている。CL 単独投与と CL
と ZA 併用投与では認められた骨形成の抑制を全く示さ

なかった ZA 単独投与は，CL 単独投与，CL と ZA 併
用投与と同様に，血液，骨髄，脾臓中のマクロファージ
を減少させ，CL と ZA 併用投与と同様に抜歯窩周囲の
破骨細胞数を減少させたが，CL と ZA 併用投与で呈し
た骨壊死をほとんど認めなかった。ZA によってマクロ
ファージが減少した理由は不明だが，ZA はマクロ
ファージの極性に影響し，M1マクロファージを増加さ
せて炎症の方向に誘導し24)，同時に M2マクロファージ
を減少させることが ONJ 発症と関連する25)と報告され
ているから，マクロファージに何らか影響して，その数
を減少させたものと考えられる。

ZA 投与では抜歯窩周囲の破骨細胞が減少しているに
も関わらず ONJ 様所見を示さず，CL と ZA 併用投与で
は破骨細胞の減少と ONJ 様所見が認められたことは，
ONJ 発症が破骨細胞の機能低下や数の減少だけで起こ
らない可能性を示唆している。Williams らの報告によ
れば，ZA 投与によって ONJ を起こす場合は骨の露出
と共に，骨壊死と骨形成の抑制を示すが，ZA 投与に
よっても ONJ を起こさない場合はそれらの所見は全く
認められなかった22)としている。本研究では，ZA 投与
で全く ONJ 様症状を呈さなかったものが,マクロファー
ジを減少させることで，ステージ０の弱い ONJ 様症状
を現したことは，ONJ の発症に少なくとも免疫システ
ムの乱れなどが寄与しており，マウスですら個体差が出
るほど，免疫と骨代謝に関与するシステムが関与してい
ることを暗示しているのかもしれない。今回の CL と同
じように，がん治療のための化学療法剤でも ZA との併
用投与でマウスの ONJ 症状が増悪する4)ことがわかっ
ている。現在，推測されている ZA による ONJ 発症の
メカニズムの筆頭は，破骨細胞のアポトーシス26)による
骨吸収の抑制の結果起きる創傷治癒の遅れである。しか
し，これだけでは説明がつかず，制御性 T 細胞の抑制
と Th17細胞の活性化27)，M1マクロファージと M2マク
ロファージの割合の変化24,25)，リンパ管形成の阻害11)，
TRAP 陽性単球の蓄積28,29)など，免疫との密接な関連が
推測されている30)。本研究結果は，ZA の破骨細胞の抑
制のみならず，マクロファージの抑制が加味されると，
より ONJ が発症し得ることを示すものである。

Ⅵ．結 論

マウスにおいて CL 投与によるマクロファージの抑制,
ZA 投与による破骨細胞の抑制が認められた。CL，ZA
単体での投与によるマウス抜歯窩４週目に骨量の低下は
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認められなかった。一方で，CL と ZA 両者の投与によ
り，抜歯窩の骨量の低下，骨壊死領域の増加が認められ
た。以上より，マクロファージの抑制は骨吸収抑制を増
悪させ抜歯窩の治癒に影響を与えることが示された。
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