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Ⅰ．緒　　　　言
　近年、矯正歯科治療を希望する患者は、成長期の小児
患者だけでなく成人患者も増加している 1, 2）。成人患者
の矯正治療は、処置歯や補綴歯、または欠損歯を有する
ことから治療メカニクスが複雑になることがある。さら
に成人や高齢者の患者は、歯周病により歯周組織が脆弱
化していたり、骨粗鬆症などの全身疾患を有しているこ
とが少なくない 3）。
　通常の歯周組織において、歯槽骨の恒常性は、骨吸収
を担う破骨細胞と骨形成を担う骨芽細胞により保たれて
おり、そのいずれに障害が生じても骨の恒常性は破綻す
る。矯正歯科治療時にメカニカルストレスが歯に付与さ
れると、圧迫側歯槽骨では主に破骨細胞による骨吸収が、
牽引側歯槽骨では主に骨芽細胞による骨形成・添加が活
発になり、モデリングとリモデリングが局所的、選択的
に生じている 4）。しかし、骨粗鬆症のような全身疾患や
歯周病を有する患者は、骨の恒常性が破綻し、歯周組織
が脆弱化し著しい骨吸収を起こす可能性がある 5, 6）。ま
た歯周組織に炎症がある場合、矯正治療を行うと著しい
骨吸収を惹起するなどの報告がある 7, 8）。
　骨の恒常性の維持に重要な因子となる破骨細胞は、石
灰化した骨組織を破壊・吸収する唯一の細胞であり、破
骨細胞の分化・成熟・機能は、骨芽細胞あるいは骨髄間
質細胞の細 胞 膜上に発 現する RANKL（receptor 
activator of NF-κB ligand）によって厳格に調節されて
いる 9）。破骨細胞とその前駆細胞はこの RANKLを認識
し、成熟破骨細胞に分化する。また骨芽細胞が産生する
Osteoprotegerin（OPG）は、RANKLのデコイレセプター
として破骨細胞形成を抑制する 10）。OPGは RANKLと
RANKの相互作用を強力に抑制することで、破骨細胞
の分化と機能発現を抑制しており、In vivoにおいては、
マウスに OPGを過剰発現させると骨吸収が抑制された
重篤な大理石骨病を呈すると報告されている 11－ 14）。一
方、OPG遺伝子欠損マウス（OPG KOマウス）では、
出生時において骨は正常であるが、成長に伴い破骨細胞
活性が亢進していき、成長後は骨梁が疎で骨密度が低く
重篤な高回転型骨粗鬆症を呈している 15, 16）。このように、
OPG KOマウスは、骨粗鬆症や歯周組織が脆弱した患者
の歯槽骨を調べる上で非常に有効なマウスである 17, 18）。
　歯周病は、歯周病原性細菌の歯周組織への感染によっ
て起こる炎症性疾患であり、歯周組織内での炎症が慢性
化すると、細菌由来の因子や抗原によって誘導された過
剰な宿主免疫応答が持続し、歯槽骨吸収が惹起される。
現在、歯周病の進行抑制としては、ブラッシングやスケー

リング・ルートプレーニングなどによる機械的清掃の他、
抗菌薬による原因菌の除去や抗炎症薬による炎症の軽減
を目的とした局所の薬物投与が行われている 19－ 21）。一
方、最近の歯周病研究の一つとして、炎症のみならず骨
吸収の制御に焦点を合わせて病態を把握し治療法を考え
ることが重要であると指摘されている 22）。
　近年、破骨細胞特異的抑制剤としてリベロマイシン A
（以下 RMA）が開発された。RMAは、放線菌から単離
された酸性のポリケチド化合物であるため、通常の細胞
には取り込まれないが、酸性環境において選択的に取り
込まれる性質を有している 23, 24）。そのため、酸を分泌し
て骨を溶解する活性型破骨細胞に選択的に取り込まれ、
アポトーシスへと導くことで骨吸収を阻害することが報
告されている 25）。
　我々は、これまでに、高回転型骨粗鬆症モデルマウス
であるOPG KOマウスを用いて実験的に歯周病を誘発さ
せたモデルマウスを作成し、RMAを腹腔内投与したとこ
ろ歯槽骨の吸収の抑制が可能であることを発見した 26）。
そこで今回、本研究では将来的な臨床応用を見据え、非
観血的に、口腔内に局所投与するために新規軟膏を作成
し、その軟膏がマウス口腔内にどれだけ残存するか確認
し、また RMAを含有した軟膏が、実験的歯周病モデル
マウスにおいて、破骨細胞活性を抑制し歯槽骨の吸収の
抑制ができるかどうかを検討することを目的とした。

Ⅱ．実験材料および方法
1．動物および試薬
　本研究の実験動物には、生後 8週齢の雄性WTマウ
ス（C57BL/6J）および OPG KOマウスを使用した。こ
れらのマウスは、CLEA Japan（Tokyo, Japan）より購
入し、愛知学院大学歯学部動物実験室にて飼育した。飼
育環境は、室温 22±2℃、湿度 50±10％、照明時間を
12 時間サイクルで一定にした。飲料水は水道水とし、
試料には CE-2 型固形及び粉末試料（CLEA Japan, 
Tokyo, Japan）を用い、共に自由摂取とした。なお、
実験動物の管理ならびに研究方法については、愛知学院
大学歯学部動物実験委員会の承認の下（承認番号
AGUD331 号）、動物実験指針に従った。試薬は
1%Indigo Carmine（青色 2 号）配合シリコーン系軟膏
及び、RMA含有シリコーン系軟膏（理化学研究所　環
境資源科学研究センター　ケミカルバイオロジー研究グ
ループより供与）を用いた。
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2．Indigo Carmine 配合軟膏を用いた軟膏残存実験
　8週齢のマウス（n=10）に対し、1%Indigo Carmine
配合軟膏をマウスの上顎左側第一臼歯周囲に塗布し、色
素含有軟膏の口腔内への残存率を 1、2、3、4、5、6 時
間毎に経時的に確認した（図1-A, B, C, D, E）。 画像解
析 は Image J（National Institutes of Health, Bethesda, 
Maryland, USA）を用いて行った。また塗布した軟膏
を過剰に舐めてしまわないようマウスの舌先端 1/3 の部
位を針で掻皮した舌運動制御群と、何も行っていないコ
ントロール群の 2群で、軟膏の残存時間の確認を行った。
その際、舌運動制御に対する全身への影響を観察するた
め、舌運動制御後の体重変化を観察した。

3．RMA含有軟膏の徐放性および軟膏塗布実験
　RMA含有軟膏の徐放率を確認するため、1%RMA製

剤 0.1gを、ガラス製スクリュー管の底に均一に塗布し、
薄めたマッキルベイン緩衝液（ph8）を 5ml加え、38℃
の静置下において、経過時間ごとに 40μlサンプリング
し、吸収極大波長（240nm）を測定することで徐放され
た RMA量を定量した。
　実験的歯周病モデルマウスの作成は、三種混合麻酔薬：
塩酸メデトミジン（Meiji Seika Pharma CO.,Ltd., 
Tokyo, Japan）、ミダゾラム（Astellas Pharma Inc., 
Tokyo, Japan）、酒石酸ブトルファノール（Meiji Seika 
Pharma CO.,Ltd.）27）を腹腔内投与し、上顎左側第一臼
歯、第二臼歯間のコンタクトポイントを囲むように
0.1mm 径のステンレススチールワイヤー（THE 
NILACO CORPORATION,  Tokyo, Japan）を結紮す
ることでフードインパクションを引き起こし、実験的歯
周病の作成を行った（図2-A, B, C）28）。8 週齢のマウス

図 1
A． マウス口腔内への軟膏塗布（全体写真 a :Indigo Carmine色素配合軟膏を入れたシリンジ）
B． マウス口腔内への軟膏塗布（拡大写真 a :Indigo Carmine色素配合軟膏を入れたシリンジ ）
C． マウス口腔内における軟膏塗布部位（模式図））
 （M1：上顎第一臼歯、M2：上顎第二臼歯，M3：上顎第三臼歯）
D． マウス口腔内における軟膏塗布部位（拡大図）
 （a：上顎左側第一臼歯、b・b’：観察部位の軟組織上に残存している色素、c：上顎左側第一臼歯上に残存している色素）
E． 軟組織上に残存している色素の割合の計測方法（%）

��
�
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（n=8）に対し、結紮線を結紮後、1日に 3回の頻度で 1％
RMA含有軟膏を上顎左側第一臼歯および第二臼歯歯冠
部周囲に局所塗布（図2-D）し、対照群には同量の
RMA未配合である基材のみの軟膏を塗布した。この時、
WTおよび OPG KOマウスそれぞれにおいて、結紮も
RMA投与も行っていない群（WT control、OPG KO 
control）、結紮をして RMA投与を行っていない群（WT 
RMA－、OPG KO RMA－）、結紮をして RMA投与を
行った群（WT RMA+、OPG KO RMA+）に分類した。

4．マイクロCT撮影
　結紮線装着後 8週間後に上顎骨を採取し、マイクロ
CT（Rigaku, Tokyo, Japan）にて撮影を行った。撮影
条件として、管電圧 90kV、感電流 150μA、撮影時間 2
分、画素サイズは、20×20×20μmで行った。その後、
歯槽骨残存量の計測と解析は、ソフト TRI/3D-BON
（RATOC SYSTEM ENGINEERING CO, LTD, Tokyo, 
Japan）にて行った。歯槽骨残存量を計測するにあたり、
Parkら 29）の方法を一部改変し、図2-Eで示すように、
上顎第一臼歯と上顎第二臼歯間の歯冠接触点から各々の

図 2
A． 上顎第一臼歯、上顎第二臼歯間のコンタクトポイントに結紮された結紮線（➡：結紮線）
B． 咬合面から見たワイヤー結紮部位（➡：結紮線、M1：上顎第一臼歯、M2：上顎第二臼歯、M3：上顎第三臼歯）
C． 頰側面から見たワイヤー結紮部位（➡：結紮線、M1：上顎第一臼歯、M2：上顎第二臼歯、M3：上顎第三臼歯）
D． マウス口腔内への軟膏塗布（➡：RMA含有軟膏）
E． 上顎第一臼歯、上顎第二臼歯間歯槽骨残存率計測部位（a：計測された歯槽骨残存量，b：全体積，c：歯槽骨残存率）
F． 上顎第一臼歯遠心面アタッチメントレベルの割合の計測部位（a：CEJから根尖までの距離，b：CEJから歯肉溝底部までの距離）

a

b
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根尖までの歯槽骨残存量を計測し、同部位の全体積に占
める割合を歯槽骨残存率とした（図2-E）。

5．病理組織学的観察
　上顎骨を結紮線装着日から 8週間後に摘出し、10％中
性緩衝ホルマリン溶液で固定した。次に、10％ EDTA
（pH7.2）で約 4週間、4℃の条件下で脱灰し、通法に従っ
てパラフィン包埋を行い、5μmの近遠心方向の連続組
織切片を作製した。組織観察部位は臼歯部の根が全て観
察可能な部位とした。その後、ヘマトキシリン - エオジ
ン染色（HE染色）を行い、第一臼歯遠心面のセメント
エナメルジャンクション（CEJ）から根尖までの距離に
対する、CEJから歯肉溝底部までの距離の割合を、ア
タッチメントレベルの割合として計測した（図2-F）。ま
た TRAP染色（酒石酸耐性酸ホスファターゼ染色）を
ACID PHOSPHATASE、LEUKOCYTE KIT（SIGMA 
Diagnostic, St.Louis, MO,USA）を用いて行い、破骨細
胞数計測に関しては、第一臼歯と第二臼歯間の歯槽中隔
部の歯槽突起部表面の破骨細胞数（N.Oc/BS）を計測し
た。さらに TNF-α、IL-1β、IL-6 による免疫染色を施
行した。免疫染色はヒストファインシンプルステイン 
マウスMAX-PO（R）（Nichirei Bioscience Inc., Tokyo, 
Japan）と、ヒストファインシンプルステイン DAB溶
液（Nichirei Bioscience Inc.）を用いて行い、TNF-α
抗体は Anti-TNF alpha antibody（ab6671,TNF-α:1/200, 
Abcam Inc., Tokyo, Japan）、IL-1β抗体は ANTI IL-1
β（H-153）、HUMAN, RABBIT POLY（SC-7884, IL-1
β:1 /150、SCB Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
California, USA）を用い、IL-6 抗体は Anti-IL6 antibody 
（ab83339, IL-6:1/250, Abcam Inc.）を用いた。免疫染色
における染色強度の判定は Rogersらの方法 30）に準じ、
第一臼歯、第二臼歯間の歯槽中隔の染色された部位を 0
～20％、21～40％、41～60％、61％～の 4グループに分
類し、それぞれ 1～4 のスコアを割り付け、各群スコア
によって比較を行った。

6．血清骨代謝マーカーの測定
　WTマウス及び OPG KOマウスに RMA含有軟膏を
経口投与及び局所塗布を行い、投与後の血液を採取した。
血中 TRAP濃度は ELISAキット（Immunodiagnostic 
Systems Ltd, Ontario, Canada）を用いて行った。血
清アルカリフォスファターゼ活性の測定は、リキテック
ALP（Roche Diagnostics K.K.,Tokyo,Japan）を用いて
行った。

7．統計的処理
　得られた実験データは平均値と標準誤差で示し、
Shapiro-Wilk testにてデータの正規性を確認し、統計
的な有意差検定は一元配置分散分析（Turkey’s 
multiple comparison test）を用いた。全ての統計解析は、
Graph Pad Prism v.7 （Graph Pad Software Inc., San 
Diego, CA,USA）を用いて行った。P＜0.05 を統計学的
有意差ありと判断した。

Ⅲ．結　　　　果
1．RMA含有軟膏の薬剤徐放性および色素含有軟膏残
存評価

　1）RMA含有軟膏の薬剤徐放性
　 　RMA含有軟膏の薬剤徐放性としては、16 時間で
27％、44 時間で 60％、91 時間では 77％の徐放を示し、
徐々に RMAが徐放している様相がみられた。（図3）

　2）マウス口腔内での軟膏残存率
　 　軟膏の残存率について、舌先端 1/3 を掻皮した舌運
動制御群とコントロール群の比較を行った。その結果、
舌運動制御群、コントロール群ともに経時的に軟膏の
残存率は減少した。コントロール群においては軟膏塗
布後 3時間後まで軟膏の残存を認め、4時間以降は認
められなかった。一方、舌運動制御群においては 4時
間後まで軟膏は残存し、5時間以降の残存は認められ
なかった。舌運動制御群はコントロール群に比較し、
軟膏塗布後 2～ 4時間の間で有意な差をもって軟膏残
存率が高い所見を認めた。（図4-A, B）

　3）マウス体重の変化
　 　舌先端 1/3 を掻皮した舌運動制御群は、コントロー
ル群に比較し、掻皮後 2日目には有意な差をもって一
時的に体重の減少が認められたが、その後体重は回復
し両群の体重に差は認められなかった。（図4-C）

2．μCT画像における歯槽骨残存率の比較
　実験開始から 8 週間後のWT controlと OPG KO 
controlにおいて、OPG KO controlの方が骨量は粗であっ
たが、歯槽骨残存率に有意な差は認められなかった。結
紮を施したWT RMA－とOPG KO RMA－は、非結紮群
に比較してともに有意な差をもって歯槽骨残存率の減少
が認められた。またOPG KO RMA－はWT RMA－と比
較して、有意に歯槽骨残存率が小さい値を示した。一方、
WT RMA+とOPG KO RMA+は、ともにWT RMA－と
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OPG KO RMA－に比較し歯槽骨残存率が有意に高い値
を示した。（図5-A, B）

3．歯周組織のH. E 染色画像におけるアタッチメント
レベルの割合

　実験開始から 8 週間後の WT controlと OPG KO 
controlにおいて、アタッチメントレベルの割合に有意
な 差 は 認 め ら れ な い が、OPG KO control は WT 
controlに比較して歯槽骨の骨梁が疎であった。結紮を
施したWT RMA－と OPG KO RMA－は、非結紮群に
比較してともに有意な差をもってアタッチメントレベル
の割合の増加が認められた。また OPG KO RMA－は
WT RMA－と比較して、有意にアタッチメントレベル
の割合が大きい値を示した。一方、WT RMA+とOPG 
KO RMA+は、ともにWT RMA－と OPG KO RMA－
に比較しアタッチメントレベルの割合が有意に小さい値
を示した。（図6-A, B）

4．破骨細胞数の計測
　実験開始から 8 週間後の OPG KO controlはWT 
controlに比較して、有意な差をもって破骨細胞数の増加
が認められた。結紮を施したWT RMA－と OPG KO 
RMA－は、非結紮群に比較してともに有意な差をもって
破骨細胞数の増加が認められた。また OPG KO RMA－
はWT RMA－と比較して、有意に破骨細胞数が大きい
値を示した。一方、WT RMA+とOPG KO RMA+は、
ともにWT RMA－と OPG KO RMA－に比較し破骨細
胞数が有意に小さい値を示した。（図7-A, B）

5．免疫染色におけるスコアの比較
　1）TNF-α、IL-1βにおけるスコアの比較
　 　実験開始から 8 週間後のWT controlと OPG KO 

controlにおいて、染色スコアに有意な差は認められ
なかった。WT RMA－と OPG KO RMA－は、非結
紮群に比較してともに有意な差をもって染色スコアの
増加が認められた。また OPG KO RMA－は WT 
RMA－と比較して、有意に染色スコアが大きい値を
示した。一方、WT RMA+とOPG KO RMA+は、と
もにWT RMA－と OPG KO RMA－に比較し染色ス
コアが有意に小さい値を示した。（図8-A, B）

　2）IL-6 におけるスコアの比較
　 　実験開始から 8 週間後のWT RMA－と OPG KO 

RMA－において、非結紮群に比較すると、染色スコ
アが増加する傾向が認められたが有意な差は認められ
なかった。またWT RMA+とOPG KO RMA+におい
ても同様に、RMAの投与により染色スコアが減少す
る傾向は認められたものの有意な差は認められなかっ
た。（図8-C）

6．血清骨代謝マーカーの測定
　軟膏非投与群において、OPG KO はWTに比較して、
有意な差をもって血中 TRAP値、血清 ALP値ともに高
値であった。RMA含有軟膏の経口投与群、RMA非含
有軟膏の局所塗布群および RMA含有軟膏の局所塗布群
は、すべてWTマウス、OPG KOマウスともに軟膏非
投与群と比較して血中 TRAP値、血清 ALP値ともに有
意な差は認められなかった。（図9-A, B）

図 3
RMA含有軟膏の薬剤徐放性（%）
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図 4
A． 色素含有軟膏塗布後の経過時間毎の代表的な口腔内写真
B． 軟組織上に残存している色素の割合の計測（%）　n.s. : not significant, * : p＜0.05 , ** : p＜0.01
C． 舌運動制御後のマウス体重変化（g）, * : p＜0.05
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図 5
A． 結紮線装着日から 8週間後におけるマイクロ CT画像、スケールバーは 1000μmを示す。
（WT control : 結紮も RMA投与も行っていないWTマウス群、WT RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていないWTマウ
ス群、WT RMA+ : 結紮をして RMA投与を行ったWTマウス群、OPG KO control : 結紮も RMA投与も行っていない OPG 
KOマウス群、OPG KO RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA+ : 結紮をして
RMA投与を行った OPG KOマウス群）

B． 第一臼歯、第二臼歯間歯槽骨残存率（%） n.s. : not significant, * : p＜0.05, ** : p＜0.01, *** : p＜0.001
（WT control : 結紮も RMA投与も行っていないWTマウス群、WT RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていないWTマウ
ス群、WT RMA+ : 結紮をして RMA投与を行ったWTマウス群、OPG KO control : 結紮も RMA投与も行っていない OPG 
KOマウス群、OPG KO RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA+ : 結紮をして
RMA投与を行った OPG KOマウス群）
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図 6
A．  結紮線装着日から 8週間後における歯周組織の HE染色組織所見（第一臼歯、第二臼歯間歯槽突起部） スケールバーは 500μm
を示す。倍率 100倍（WT control : 結紮も RMA投与も行っていないWTマウス群、WT RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っ
ていないWTマウス群、WT RMA+ : 結紮をして RMA投与を行ったWTマウス群、OPG KO control : 結紮も RMA投与も行っ
ていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA+ : 
結紮をして RMA投与を行った OPG KOマウス群）

B．  アタッチメントレベルの割合（第一臼歯遠心面のセメントエナメルジャンクションから根尖までの距離に対する、セメントエ
ナメルジャンクションから歯肉溝底部までの距離の割合） （%） n.s. : not significant, * : p＜0.05, ** : p＜0.01（WT control : 結紮も
RMA投与も行っていないWTマウス群、WT RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていないWTマウス群、WT RMA+ : 結
紮をして RMA投与を行ったWTマウス群、OPG KO control : 結紮も RMA投与も行っていない OPG KOマウス群、OPG KO 
RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA+ : 結紮をして RMA投与を行った OPG KO
マウス群）
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図 7
A．  結紮線装着日から 8週間後における歯周組織の TRAP染色組織所見（第一臼歯、第二臼歯間歯槽突起部）スケールバーは 200μm
を示す。倍率 400倍（WT control : 結紮も RMA投与も行っていないWTマウス群、WT RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っ
ていないWTマウス群、WT RMA+ : 結紮をして RMA投与を行ったWTマウス群、OPG KO control : 結紮も RMA投与も行っ
ていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA+ : 
結紮をして RMA投与を行った OPG KOマウス群、➡：破骨細胞）

B．  破骨細胞数（number/mm）（%） n.s. : not significant, * : p＜0.05, ** : p＜0.01, *** : p＜0.001（WT control : 結紮も RMA投与も行っ
ていないWTマウス群、WT RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていないWTマウス群、WT RMA+ : 結紮をして RMA投
与を行ったWTマウス群、OPG KO control : 結紮も RMA投与も行っていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA－ : 結紮を
して RMA投与を行っていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA+ : 結紮をして RMA投与を行った OPG KOマウス群）
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図 8
A．  TNF-αによる免疫染色画像および染色スコア　スケールバーは 100μmを示す。倍率 400倍 n.s. : not significant, * : p＜0.05,  
** : p＜0.01（WT control : 結紮も RMA投与も行っていないWTマウス群、WT RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていない
WTマウス群 , WT RMA+ : 結紮をして RMA投与を行ったWTマウス群、OPG KO control : 結紮も RMA投与も行っていな
い OPG KOマウス群、OPG KO RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA+ : 結紮を
して RMA投与を行った OPG KOマウス群）

B.  IL-1βによる免疫染色画像および染色スコア　スケールバーは 100μmを示す。倍率 400倍 n.s. : not significant, * : p＜0.05,  
** : p＜0.01（WT control : 結紮も RMA投与も行っていないWTマウス群、WT RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていない
WTマウス群、WT RMA+ : 結紮をして RMA投与を行ったWTマウス群、OPG KO control : 結紮も RMA投与も行っていな
い OPG KOマウス群、OPG KO RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA+ : 結紮を
して RMA投与を行った OPG KOマウス群）

C.  IL-6による免疫染色画像および染色スコア　スケールバーは 100μmを示す。倍率 400倍 n.s. : not significant（WT control : 結紮
も RMA投与も行っていないWTマウス群、WT RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていないWTマウス群、WT RMA+ :  
結紮をして RMA投与を行ったWTマウス群、OPG KO control : 結紮も RMA投与も行っていない OPG KOマウス群、OPG 
KO RMA－ : 結紮をして RMA投与を行っていない OPG KOマウス群、OPG KO RMA+ : 結紮をして RMA投与を行った OPG 
KOマウス群）
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図 9
A．  血中 TRAP濃度（U/L） n.s. : not significant, ** : p＜0.01
 （WT : ワイルドタイプマウス、OPG KO: OPG遺伝子欠損マウス、RMA : リベロマイシン A）
B. 血中 ALP濃度（IU/L） n.s. : not significant, *** : p＜0.001 
 （WT : ワイルドタイプマウス、OPG KO: OPG遺伝子欠損マウス、RMA : リベロマイシン A）
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Ⅳ．考　　　　察
1．本研究での実験デザインについて
　歯周病は、歯周病原性細菌の歯周組織への感染によっ
て引き起こされる慢性の炎症性疾患であり、その進行過
程には細菌に対する生体の感受性に加え遺伝的因子や環
境的因子などが大きく関与し、生活習慣病の一つともさ
れている 31）。歯周病の存在は、全身的にも悪影響を及
ぼし、逆に全身の健康状態も歯周組織の健康維持に密接
に関与していることが明らかにされ、Periodontal 
Medicineとして確立されてきた 32）。その中でも、歯周
病に起因する局所の歯槽骨吸収と骨粗鬆症に起因する全
身の骨量減少の関連について、Inagakiら 3）は両者の関
係を評価したシステマティックレビューから、歯周病と
骨粗鬆症について関連があると報告している 33）。
　今回実験に用いた OPG KOマウスは、遺伝的に OPG
が欠損しているため、成長に伴い骨粗鬆症による著しい
破骨細胞活性を示し、WTマウスと比較し、皮質骨や骨
小柱の多孔性を示すため、骨密度が低いと報告されてお
り 14－ 16）、歯周病モデルとして有効なマウスと考えられ
ている 17, 18）。
　また歯周病の治療に関しては、歯肉溝あるいは歯周ポ
ケット内の細菌が深く関与していることが明らかになっ
てきており、それをコントロールすることが歯周病治療
の目標であるといわれている 34）。その方法の主流はブ
ラッシング、スケーリングルートプレーニングなどのメ
カニカルアプローチの他に、Local drug delivery 
systemの形で、抗菌製剤や抗生物質を局所に配送し、
その場で徐放させ、直接歯周病原性細菌にアプローチす
る手法が報告されており 19－ 21）、現在は、歯周病治療薬
としては、ミノサイクリン塩酸塩軟膏のような軟膏製剤
が主に用いられている。その他の様々な歯周病治療薬に
ついても研究されている 35－ 39）が、それらは薬剤の効果
のみを検討しており、実際の臨床においてどのような形
状で投与するかは、特に確立されていない。そこで、本
実験では将来的な臨床応用を見据え、投与方法が簡便で
局所投与が可能な「軟膏」を用いることとした。一般的
に、軟膏を用いた皮膚透過実験 40, 41）には、薬剤の皮膚
透過性及び吸収率が高いと報告されているヘアレスマウ
ス 42, 43）が使用されることが多い。しかし本実験では皮
膚ではなく口腔内の粘膜への局所投与を想定しているこ
とから、通常のマウス（C57BL/6J）を用い、また塗布
した軟膏を過剰に舐めてしまう可能性があることから舌
先端 1/3 を搔皮した舌運動制御群を作成し実験を行っ
た。また唾液の自浄作用により軟膏が流れてしまうこと

を考慮し、唾液の減少を引き起こす薬剤 44, 45）を投与す
ることも考慮したが、それらの薬剤によって軟膏の効能
に影響を与える可能性も考えられることから使用しな
かった。
　以上の実験デザインを鑑みて実験を行った結果、舌運
動制御群における色素含有軟膏塗布実験モデルでは塗布
後 4時間までの軟膏の残存が認められたことより、本軟
膏を用いる際には、4時間に 1度軟膏を塗布する必要が
あると考えられた。

2．RMA含有軟膏の投与が骨代謝に及ぼす影響
　OPG KO RMA－は、WT RMA－と比較し有意に歯槽
骨残存率の減少や破骨細胞数の増加が認められたこと
は、OPG KOマウスが先天的に骨組織が脆弱であること
に加え、結紮線を結紮した歯槽骨吸収を惹起しやすい環
境下において更に破骨細胞活性が亢進し、骨代謝のバラ
ンスが崩壊したことが考えられる。このことから、歯周
病を有する患者と骨粗鬆症を有する患者は密接に双方が
関連していることが考えられる。本実験では、歯周病の
重症度を示す指標としてアタッチメントレベルを用い、
アタッチメントレベルの割合が大きいことは、骨吸収が
進行していることを示す 46）。WT RMA+とOPG KO 
RMA+は、ともにWT RMA－と OPG KO RMA－に比
較しアタッチメントレベルの割合が有意に小さい値を示
したことから、RMA含有軟膏の塗布により、歯槽骨吸
収を抑制し歯周病の重症化を軽減できたと考えられた。
また、免疫染色による炎症性サイトカインのスコアの比
較では、TNF-αおよび IL-1βにおいて RMA含有軟膏の
塗布により有意な差を持って染色スコアの減少を認め、
局所において炎症が抑制されたものと考えられた。実際
に実験的歯周病を発症させた動物モデルに対し、TNF-α 
と IL-1βの中和抗体を投与すると炎症性細胞浸潤が 8割
減、骨吸収が6割減となったとの報告もある47）。さらには、
TNF-αおよび IL-1βに関しては、TNF-αは炎症が生じ
てから 1時間から 24時間で 48, 49）、IL-1βは 1分から 1時
間でどちらも早期に増加するとの報告もある 50, 51）。
Kapoorら 52）は、矯正的歯の移動時における歯肉溝滲出
液内の指標となるサイトカインについて、TNF-αと
IL-1βが関与していると報告しており、TNF-αと IL-1β
の産生を抑制することは歯周組織破壊の抑制につながる
ことが考えられた。以上のように、炎症性サイトカイン
の減少により歯槽骨吸収が抑制されたという報告がある
一方で、骨吸収の抑制により局所の炎症が抑制されたと
いう報告は見受けられない。本実験結果は、RMAを歯
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周病モデルマウスに腹腔内投与したMizunoら 26）の実
験結果同様、破骨細胞特異的抑制剤である RMAを投与
することにより、同程度に歯槽骨吸収の抑制や破骨細胞
数の減少が認められ、さらには局所の炎症も抑制される
結果となったが、これが果たして骨吸収を抑制した結果
なのか、もしくはそもそも RMAが抗炎症作用を有して
いるのか、今後、より詳細な検討が必要であると考えら
れる。
　以上より、今回の実験で RMA含有軟膏の局所投与を
行ったところ、OPG KOマウスのみならずWTマウス
においても、非投与群に比較して、歯槽骨吸収の抑制、
破骨細胞数の減少、免疫染色による炎症部位の染色スコ
アの減少が認められた。OPG KOマウスに対して RMA
含有軟膏が効果を示したことは、歯周病により歯周組織
が脆弱化した患者や高回転型骨粗鬆症患者の治療に有効
となる可能性が考えられるが、WTマウスにおいても骨
吸収が抑制された結果が示されたことは、骨粗鬆症患者
のみならず、健常者の歯周病予防にも有効である可能性
が示された。このことは、Williamsら 32）の Periodontal 
Medicineにも挙げられる、糖尿病、冠動脈及び脳血管
疾患、早産及び低出生体重児出産などを未然に防ぐため
の歯周病リスクの軽減にも繋がる可能性が示唆された。

3．RMAと他の骨吸収抑制剤について
　最近の歯周病研究の一つとして、炎症のみならず骨吸
収の制御に焦点を合わせて病態を把握し治療法を考える
ことが重要であると指摘されているが 22）、RMAと同様
に骨吸収抑制効果を有し、また現在使用されている薬剤
には「作用」だけでなく「副作用」の存在が考えられる。
骨粗鬆症治療薬としてヒトに対してすでに使用されてい
るものにはビスフォスフォネート（BP）製剤があり、
作用機序としては BPが骨表面に吸着し破骨細胞の 
機能障害及びアポトーシスを誘導することで破骨細 
胞を減少させ骨吸収を抑制する。しかし、顎骨壊死 
（Bisphosphonate-Related Osteonecrosis of the Jaw, 
BRONJ）が発生することが 2003 年に報告され 53）、現
在の発生頻度は BP系薬剤投与例全体で 0.05 ～ 0.1％だ
が、悪性腫瘍患者や、投与中の抜歯施行例では頻度が高
くなると報告されている 54）。また人種差があり、日本
では欧米よりも発生率は高いとする報告もある 55）。こ
のような状況下で新たな骨粗鬆症治療薬として、デノス
マブが用いられるようになった。デノスマブは、
RANKLを標的としたヒト型 IgG2 モノクローナル抗体
製剤で、RANKLに結合して破骨前駆細胞の破骨細胞分

化を抑制する 56）。また、デノスマブは BPと比較し、半
減期が 1カ月前後と短く、BPのように骨に沈着残留せ
ず、破骨細胞にアポトーシスを誘導しないなどの違いが
あることから 57）、投与患者に顎骨壊死は発生しないと
期待された。しかしながら、これらの予想に反して、デ
ノスマブによる治療を受けている患者にも BRONJと
同様の顎骨壊死（Denosumab-Related Osteonecrosis of 
the Jaw, DRONJ）がほぼ同じ頻度で発生することが報
告された 58）。そこで、歯周病治療薬として応用する際
には、副作用を極力及ぼさないように注意することが必
要と考えられ、我々は新薬である破骨細胞の活性を特異
的に抑制する RMAに着目した。
　RMAは放線菌から単離された酸性のポリケチド化合
物であり、未熟な前駆細胞や骨吸収能を持たない不活性
型破骨細胞に対しては薬効を示さず 24）、骨吸収活性を
持つ活性型破骨細胞に対しては特異的にアポトーシスを
誘発する。またトリカルボン酸を有する酸性物質である
ため、酸を分泌して骨を溶かす活性型破骨細胞に対して、
酸性環境に依存して選択的に細胞内に取り込まれる。ま
た、半減期が約 1時間と著しく短く、RMAの経口投与
における薬効については、消化管において吸収されず効
果がないとされている 24）。本研究では、血液検査の結
果より、経口投与、軟膏塗布ともに全身の破骨細胞活性
および骨芽細胞活性に影響を及ぼさなかったことが示さ
れた。今後詳細な検討が必要ではあるが、RMAを含有
した軟膏の口腔内局所塗布は、全身的には大きな影響を
与えていないことから、炎症部位に限局して破骨細胞の
活性を抑制し歯槽骨の吸収を抑制することが考えられ、
RMAを腹腔内投与したMizunoら 26）と比較し、非観血
的に臨床応用することができる新たな歯周病治療薬とな
る可能性が示唆された。

Ⅴ．まとめ
　本実験は、将来的な臨床応用を見据え、外科的侵襲を
極力除去し、口腔内に局所投与するための RMAを含有
した軟膏を作成し、マウス口腔内における軟膏の残存率
と歯槽骨吸収抑制の効果を確認する事を目的とし、以下
の結果を得た。 

1．RMA含有軟膏の薬剤徐放性および色素含有軟膏塗
布における軟膏残存評価

　RMA含有軟膏の薬剤徐放性としては、4時間時にお
いて約 10％の徐放を示した。マウス口腔内における軟
膏の残存率は、コントロール群では塗布後 3時間まで、
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舌運動制御群においては 4時間後まで軟膏の残存が認め
られた。

2．RMA含有軟膏塗布におけるマウスへの影響
　1） RMA非投与の OPG KOマウスとWTマウスにつ
いて

　　 　OPG KOマウスはWTマウスに比較し、歯槽骨
残存率が低く、歯槽中隔部歯槽骨における破骨細胞
数が多かった。

　2） RMA含有軟膏を投与した OPG KOマウスとWT
マウスについて

　　 　RMA含有軟膏の塗布により、OPG KOマウス
WTマウスともに、歯槽骨吸収の抑制、破骨細胞数
の減少、免疫染色における炎症性サイトカインのス
コアの減少が認められた。

　3）全身的な影響について
　　 　血清骨代謝マーカーである血中 TRAP値および
血清 ALP値を測定した結果、OPG KOマウスWT
マウスともに、RMA含有軟膏の経口投与群、RMA
非含有軟膏の局所塗布群および RMA含有軟膏の局
所塗布群は、軟膏非投与群と比較して有意な差は認
められなかった。

　以上の結果より、RMA含有軟膏の口腔内局所投与は、
高回転型骨粗しょう症患者や歯周組織が著しく脆弱化し
た患者のみならず、健常者の歯周病予防にも有効である
可能性が示された。また血液検査の結果より、RMA含
有軟膏の塗布が全身的には大きな影響を与えていないこ
とから、炎症部位に限局して破骨細胞の活性を抑制し歯
槽骨の吸収を抑制する可能性が示唆された。よって、破
骨細胞特異的抑制剤である RMA含有軟膏の口腔内局所
投与は、全身的な副作用を心配することなく、局所に限
局して歯槽骨吸収を抑制し、新たな歯周病治療薬となり
うる可能性が示唆された。
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