
よびステロイド以外の要因の解明にもつなげたい。 

 

2. 研究方法 

A．対象 

１） 症例設定 

採用基準：本研究班が運営する「定点モニタリングシス

テム」にて報告された新患症例のうち、初診日が 2002 年1

月以降の者とした。すなわち、2002 年 1 月以降に協力機

関の整形外科を初診し、特発性大腿骨頭壊死症診断基

準（厚生省特定疾患特発性大腿骨頭壊死症調査研究班、

平成7年度報告書）により、初診日の過去1年以内に初め

て診断が確定したものとした。 

除外基準：①外傷性大腿骨頭壊死症、②アルコール精

神病による入院歴を有する者、③潜水病あるいは潜函病

などの減圧症が原因と推定される者、とした。 

2） 対照設定 

採用基準：症例の初診日（または確定診断日）以降、同

一機関整形外科を初診した他疾患患者のうち、性、年齢

（5歳階級）が対応する最初の5例までとした。病院対照の

みとし、症例 1 例に対して対照 5 例までを選定した。 

除外基準：症例の除外基準に加え、変形性股関節症を

除外した。 

B．方法 

1） 情報収集 

臨床情報：｢特発性大腿骨頭壊死症 患者－対照研究

に関する調査票（医師記入）｣により情報収集を行った。要

約記入者は協力医師または臨床担当医師とした。 

疫学情報：「健康と生活習慣についての質問票（本人記

入）」により郵送法にて情報収集を行った。flusher/ 

non-flusher の判定は Yokoyama らの開発した 2 項目から

なる質問 5）にて行った。具体的には、少量の飲酒による顔

面紅潮の有無を2つの時期（初めて飲んだ頃と現在）につ

いて質問し、「初めて飲んだ頃に顔が赤くなった」と答えた

者は、現在の回答に拘らず flusher と判定、「両時期とも

に顔が赤くならない」と答えた者を non-flusher と判定し

た。この判定法については、ALDH-2 遺伝子型を gold 

standard とした場合、感度 96%、特異度 80%とされている
5）。 

2） 倫理的配慮 

「疫学研究に関する倫理指針」6）に則り、参加拒否を可

能とする必要があるため、意思表示を示す返信用ハガキ

を同封するとともに、拒否の場合でも一切不利益はないこ

とを明示した。また、収集した情報の取扱いに当たっては、

個人情報保護の観点より十分配慮した。なお、本研究は、

大阪市立大学大学院医学研究科倫理委員会の承認を得

た。 

3） 統計学的解析 

Conditional logistic regression model を用いて、オッズ

比 (OR) と 95%信頼区間（95%CI）を算出した。 

 

3. 研究結果および考察 

症例73 例、対照252例を解析対象とした多変量解析の

結果は、平成18年度に報告済みである 7)。しかし、上記解

析を行った時点における臨床および疫学情報には、一部

に記入もれ箇所を認めたため、平成 18 年度～19 年度に

かけて欠損データを補完するための再調査を行った。 

今回、欠損データの補完を終えた症例 73 例、対照 250

例を最終解析対象とし、既往歴および薬剤使用歴に焦点

をあてた検討を行った。 

1） 症例・対照の一般特性（表 1） 

症例・対照の一般特性を表１に示す。現在の身長、体

重、20 歳時の体重、body mass index は、症例・対照間で

有意差を認めなかった。１週間あたりの飲酒量および１日

あたりの喫煙本数は症例の方が有意に多かった(ともに

p=0.031)。 
2） 既往歴と ION リスク（表 2） 

 単変量解析では、肝障害、高脂血症、痛風の既往の各

OR が上昇し、境界域の有意差を認めた。多変量解析で

は、肝障害の既往のみが OR 4.03 と有意な上昇を示し

た。 

3） 薬剤使用歴と ION リスク（表 3） 

単変量解析では情報収集した 5 種の薬剤すべてにつ

いて有意な OR の上昇を認め、特にステロイド全身投与歴

の OR は 14.3 と著明に上昇した。多変量解析の結果でも、

OR 31.2 は際だっており、ステロイド非投与に対する投与

のリスクが初めて推定された。 

 

4. 結論 

ステロイド投与・非投与にかかわらず、すべての ION を

対象とした症例・対照研究において、ステロイド非投与に

対する投与のリスクが初めて推定された。また、肝障害の

既往が ION のリスクファクターであることが示唆された。 

 

5. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2. 学会発表 

なし 
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ステロイド性骨壊死発生に対する NO の影響についての検討 
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ステロイド性骨壊死家兎モデルにおいて、ＮＯ発生剤であるＳＮＰ（Sodium Nitroprusside）を投与することで、 

ＮＯの骨壊死発生への影響について検討した。骨壊死発生率、血液データの結果について報告する。 

 

 

1. 研究目的 

ステロイド性大腿骨頭壊死症の発生機序について

は、凝固異常(1)、脂質代謝異常(2)、酸化障害(3)などの

関与が報告されている。また、過去の班会議におい

て、Lipopolysaccharide(LPS)誘発家兎骨壊死モデル

に対し NO ドナーである sodium nitroprusside(SNP)を

投与すると、骨壊死発生率が有意に低下したと報告

されており、NO も骨壊死発生に関与している可能性

が示唆されている。(4) そこで今回、ステロイド性骨壊

死家兎モデルに SNP を投与し、ステロイド性骨壊死

発生に対するＮＯの影響について、予備実験を行っ

た。 

 

2. 研究方法 

28 週齢以上の日本白色家兎 20 羽に、メチルプレ

ドニゾロン（以下 MPSL）20mg/kg を一回右臀筋内に

注射した。これらを、ステロイド筋注前 1 週より筋注後

2 週まで SNP0.5mg/kg/day を毎日静脈注射した群

(SNP 群、ｎ＝10 羽)と、ステロイドのみ投与した群

(CTR 群、ｎ＝10 羽)の２群に分けた。各群を MPSL 投

与後２週で犠牲死とし、両大腿骨・上腕骨の近位 1/3

及び遠位部における骨壊死発生を病理学的に検討

した(5)。週に一回、AM8～9 時、SNP 投与前に採血を

行い、硝酸イオン/亜硝酸イオン、各脂質系、および

血小板の検査を行った。 

 

3. 研究結果 

骨壊死発生率は、CTR 群で 10 羽中７羽の 70％で

あったのに対し、SNP 群では 10 羽中 3 羽の、30％で

あり、両群間には有意な差は認められなかった

(Fig.1)。 

 

 

 

血液データでは、硝酸イオン/亜硝酸イオンにおいて、

SNP 群は CTR 群に比して有意な上昇を認めた。

（Fig.2） 

 

脂質系、血小板においては両群間に有意差は認め

られなかった。 

 

各群における骨壊死発生家兎における病理像を供

覧する。（Fig.3） 両群ともに、骨梁内骨細胞のEmpty 

lacnae を認め、また著明な骨細胞の核濃縮を認めて

おり、両群の壊死病理像は同様の所見を呈してい

た。  



 

 

 

4. 考察 

近年の家兎骨壊死モデルを用いた研究により、ス

テロイド性骨壊死の病因として、凝固能異常(1)、脂質

代謝異常(2)、酸化障害(3)、そして NO 産生低下(4)な

どの多面的な要素が関与していることが報告されて

いる。今回の予備的実験においては、NO ドナーであ

る SNP 投与により、骨壊死発生率の有意な低下は認

めなかったが、今後 n を増やし、ステロイド性骨壊死

に対する NO の影響について検討をすすめていきた

い。 

 

5. 結論 

NO 発生剤である SNP 投与群におけるステロイド性

骨壊死発生率は 30％であった。 

 

6. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2. 学会発表 

なし 
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大量ステロイド薬による血管内皮細胞障害に対する 

CNP による血管内皮細胞のアポトーシス制御機構の解明 
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 特発性大腿骨頭壊死症（ION）発症には、高濃度糖質コルチコイド（GC）による血管内皮細胞のアポトーシス

が関与することを報告してきた。今回、C 型ナトリウム利尿ペプチド（CNP）が cGMP/PKG シグナルを抑制するこ

とによって GC による内皮細胞のアポトーシスを制御することを解明した。即ち、CNP は細胞内 cGMP 濃度の上

昇を介して PKG を活性化すること、CNP によるアポトーシス阻害はPKG 阻害薬で解除されること、cGMP/PKG

活性化薬（dipyridamole）が細胞内 cGMP 濃度を上昇させ、アポトーシスを阻害することを明らかにした。以上よ

り、ION 発症に関与すると考えられる高濃度 GC による内皮細胞アポトーシス誘導による血管障害に対して、

CNPはcGMP/PKGシグナルを介して抗アポトーシス作用を発揮することが分かり、CNPやcGMP/PKG活性化

薬が ION の治療薬となりうる可能性が示唆された。 

 

  

1. 研究目的 

特発性大腿骨頭壊死症（ION）は、大腿骨頭の循環

障害による骨梁及び骨髄の阻血性の無菌性壊死で、

全身性エリテマトーデス (SLE) 等の膠原病疾患にしば

しば併発する 1)。症例対照研究や疫学研究により、ステ

ロイド薬が ION の発症要因の約 6 割を示すことが明ら

かになり、我々も、ステロイドパルス療法の後に ION が

生じ易いことを報告してきた 2)。 

 一方、ION の発症機序としては、静脈系の循環障害

に伴う組織の阻血状態と阻血により齎される血管の再

生或いは新生の遅延と障害が関与し、その結果、血管

障害、組織壊死が生じると考えられている 3)。我々も、組

織阻血状態による細胞内酸素濃度低下によって誘導さ

れる転写因子 hypoxia-inducible factor（HIF）-1 の血管

内皮細胞の細胞障害に於ける関与を報告してきた 4,5)。 

 平成 19 年度は、高濃度ステロイド薬による血管内皮

細胞でのアポトーシス誘導機構に対して、虚血状態に

おける血管内皮障害を抑制することが報告されている

ナトリウム利尿ペプチドの一つである CNP(C-type 

natriuretic peptide)およびその下流シグナルである

cGMP/PKGシグナルの関与についてcGMP/PKG活性

化薬（dipyridamole）を用いて高濃度ステロイド薬により

惹起される血管内皮細胞障害に対する血管障害予防

効果およびその作用機序について検討した。 

2. 研究方法 

血管内皮細胞として、臍帯静脈由来内皮細胞

（HUVEC）を用いた。糖質コルチコイド（ステロイド薬）と

しては、メチルプレドニゾロン（m-PSL）を使用した。細

胞増殖は、TetraColor One を用いて吸光度計で測定し

た。細胞周期は propiodine iodide (PI) 染色後、フロー

サイトメトリーで検出した。細胞のアポトーシスは、PI 染

色及び annexin V/PI 染色後のフローサイトメトリーにより

検出した。caspase-3/7、9 活性については、ルミノメー

ターで検出した。p21、Bax、bcl-2 等の細胞質内蛋白質

は細胞をホルマリン及びサポニンで処理後に抗体で染

色しフローサイトメトリーで検出した。 

 

（倫理面への配慮） 

 特に該当せず。 

 

3. 研究結果 

血管内皮細胞(HUVEC)に、ステロイドパルス療法で

到達する血中濃度に該当するメチルプレドニゾロン

（m-PSL）100μg/ml を添加すると、血管内皮細胞の増

殖活性抑制、G0/G1 arrest、アポトーシスが誘導され、

その機序として Bax 発現誘導による caspace-9、3/7 の

誘導が関与することを報告してきた。今回、メチルプレ

ドニゾロン（m-PSL）100μg/ml を添加した状態に、内皮



細胞保護作用を持つ C 型ナトリウム利尿ペプチド

（CNP）、その下流シグナルであるcGMP/PKGシグナル

による血管内皮細胞障害抑制作用について検討し、以

下の結果を得た。 

1) CNP（100pg/ml）は、高濃度m-PSLにより惹起され

た p21 発現を低下させ、G0/G1 arrest を抑制し

た。 

2) CNPは、高濃度m-PSLにより惹起されたBax発現

増強を抑制した。 

3) CNP は、bcl-2 発現を増強させた。 

4) CNP は 高 濃 度 m-PSL に よ り 誘 導 さ れ た

caspase-3/7、9 の活性を低下させ、アポトーシスを

抑制した。 

5) 一方、cGMP/PKG 活性化薬（dipyridamole）も、高

濃度 m-PSL により惹起された viability 低下を抑制

し、caspase-3/7、9 活性増強を介するアポトーシス

誘導を抑制した。 

6) また、CNPおよびdipyridamoleによるviability低下

抑制作用は、cGMP 阻害剤によって阻害された。 

7) 更に、CNP および dipyridamole は細胞内 cGMP

濃度を上昇させた。 

以上より、臨床で汎用されるステロイドパルス療法に

代表されるような高濃度 m-PSL は、血管内皮細胞の

viability を caspace-9、3/7 を介するアポトーシスを誘導

し低下させることが明らかとなった。一方、CNP は細胞

内 cGMP 濃度の上昇を介して PKG を活性化すること、

CNP によるアポトーシス阻害は PKG 阻害薬で解除さ

れること、cGMP/PKG 活性化薬（dipyridamole）が細胞

内 cGMP 濃度を上昇させ、アポトーシスを阻害すること

が明らかとなった。 

以上の結果より、CNP の抗アポトーシス作用は

cGMP/PKG シグナルを介することが明らかとなり、CNP

や cGMP/PKG 活性化薬（dipyridamole）が高濃度

m-PSL における血管内皮細胞障害制御できる可能性

が示唆された。 

 

4. 考察 

 ION の発症過程に於いては、大腿骨頭における血行

の途絶、あるいは虚血に起因する血管障害が関与する

と考えられている 3)。我々は、SLE 症例において ION を

発症した全症例においてステロイドパルス療法の既往

があった事を報告し、高濃度ステロイド薬による血管障

害の関与を臨床的に示してきた 2)。更に、ステロイドパ

ルス療法で到達する濃度では、血管内皮細胞の p21 の

発現増強などを介して細胞周期を停止し、Bax 発現増

強による caspace-9、3/7 誘導によりアポトーシスが惹起

される機序を報告した。 

しかしながら、現在まで様々な増殖因子、抗凝固薬

等による治療が試行されているが、明確に ION 発症を

予防することができた治療法はないのが現状である。

今回検討したナトリウム利尿ペプチドファミリーの一つ

である CNP は、脳、血管内皮細胞から分泌され、血管

平滑筋細胞の増殖抑制、血管弛緩作用を持ち合わせ

ているため、抗動脈硬化作用を期待されているペプチ

ドである。また、近年、ウサギを用いた大動脈バルーン

障害モデルにおいて、CNP 遺伝子導入による虚血誘

導血管内皮細胞の再生促進、大動脈結紮後血管再生

モデルにおける CNP による血管再生促進等が報告さ

れ、CNP による血管内皮再生作用も注目されている 6,7)。

今回の我々の結果、および現在までに報告されている

CNP 遺伝子導入により血管再生の促進、ICAM-1、

VCAM-1 発現抑制、マクロファージ浸潤減少、NO 産生

亢進等の作用により、血管調節のみならず血管構築を

も制御し、抗炎症作用を発揮し、血管障害における予

防・治療に応用できる可能性が示唆されている。しかし

ながら、CNP の半減期は非常に短く、現在も臨床応用

されていないのが現状である。今回、その CNP の抗ア

ポトーシス作用が cGMP/PKG シグナルを介することが

明らかとなり、更に現在既に保険収載されている血管拡

張薬である dipyridamole でも同様の作用が得られたこと

より、cGMP/PKG 活性化薬投与による ION の血管障害

を制御できる可能性も考えられた。 

 

5. 結論 

高濃度ステロイド薬は内皮細胞のアポトーシス誘導

による血管障害を介して ION 形成に関与するが、CNP

や cGMP/PKG 活性化薬（dipyridamole）はその抗アポト

ーシス作用により高濃度ステロイド薬による血管内皮障

害を制御できる可能性が示唆された。CNP は未だ臨床

での使用は不可能であるが、dipyridamole は既に保険

収載されている血管拡張薬であり、今後の ION への治

療、予防という治療応用への可能性が期待できる。 
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ステロイド性骨壊死家兎モデルにおける骨髄内圧の検討              
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我々はこれまで、血管内皮細胞の反応性および骨髄内微少血管の血管運動性に注目して研究を行ってきた。

現在我々は、骨にシールドされた環境が骨髄と脳に特徴的であることに注目し、骨髄内血流の研究を進めてい

る。しかし骨髄内血流を再現性よく定量的に評価することにはいまだ成功していない。今回骨髄内循環を評価

する指標として骨髄内圧に注目し、ステロイド剤投与にて骨髄内循環にどのような変化がどの時点で生じるかを、

ステロイド投与家兎の大腿骨骨髄内圧を経時的に測定することで検討を行った。 

 

 

1. 研究目的 

我々は以前よりステロイド性大腿骨頭壊死症の原

因として、骨髄内微小循環に注目してきた。我々の考

えている仮設を図１に示す（図１）。一酸化窒素や

super oxide に関連した血管内皮障害などの結果、血

管の透過性が亢進し、髄内浮腫をきたし、間質圧が

上昇。その結果、血管の collapse をきたし、更に間質

圧が上昇する悪循環のサイクルが出現するというもの

である。しかしながら骨髄内血流を再現性よく定量的

に評価することにはいまだ成功していない。そこで現

在我々が注目しているのは、骨髄の解剖学的特徴で

ある。硬い皮質骨に囲まれた環境は、骨髄および脳

に特徴的な特殊な環境と考えられる。脳の局所循環

においては Monro-Kellie の法則により脳内の総容積

は一定に保たれている。例えば血管が拡張すれば血

液容積が増すため、これに対抗して脳脊髄圧が上昇

し血管を外側から圧迫し血管を収縮させている。つま

りは頭蓋内の血管容積の増減、すなわち頭蓋内循環

の変化と脳内圧は密接な関係があることが分かって

いる。我々は脳の局所循環と同様に、骨髄内循環も

骨髄内圧と密接な関係があると考えた。つまり骨髄内

圧を評価することで骨髄内微小循環の変化が評価で

きると考えた。前回の報告で我々は家兎骨髄内圧の

測定可能な実験形を確立したことを報告した¹）。その

中で、下大静脈圧迫で下肢静脈圧は急峻な上昇を

認め、これに伴い骨髄圧も急峻な上昇を認めた。つ

まり骨髄内のうっ血によって骨髄内圧が direct な影響

を受けていることが示唆された。今回はステロイド剤

投与にて骨髄内循環にどのような変化がどの時点で

生じるかを、ステロイド投与家兎の大腿骨骨髄内圧を

経時的に測定することで検討を行った。 
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図１：仮説 

 

2. 研究方法 

 日本白色家兎、オス、3.0kg 前後を使用。麻酔はネ

ンブタールを用いて全身麻酔とした。ポリグラフシステ

ムを用いて、動脈圧、静脈圧、骨髄圧を同時に計測

した。コントロール群とメチルプレドニゾロン 20mg/kg

投与群で比較を行った。メチルプレドニゾロン投与群

では、投与後 24 時間、48 時間、72 時間でそれぞれ

計測を行った。骨髄圧の計測方法は、大腿外側より

アプローチし、大腿骨外側まで展開。大腿骨遠位骨

幹部に 1.5ｍｍエアードリルにて開窓を行い、4Fr アン

ギオカテーテルを近位に向け挿入。これをポリグラフ

システムに接続し、骨髄圧を計測した。 



3. 研究結果 

 収縮期血圧が安定して 110mmHg 以上得られた兎

を対象とした。代表的な圧波形を示す（図２）。ステロ

イド投与後 48 時間のものであるが、収縮期圧は 120

前後で安定、また静脈圧は 6～7mmHg でこれはどの

兎でもほぼ同様の所見であった。また骨髄圧は計測

開始（アンギオカテーテル挿入）から徐々に上昇し 10

～15 分後に安定した。この例では骨髄圧は 85～

95mmHg であった。 

図２:圧波形 

 

この方法でコントロール群 4 羽、ステロイド投与群

は 24 時間が 3 羽、48 時間が 3 羽、72 時間が 3 羽、

今回の研究対象とすることが出来た。結果をグラフに

示す（図３）。コントロール群では骨髄内圧平均 59.25

（50～65）mmHg、24 時間群では 53.3（40～65）mmHg、

48 時間群では 84(75～90)mmHg、72 時間群では 55

（50～60）mmHg と 48 時間群で骨髄内圧が高い傾向

にあった。なお今回は対象が少なく、統計学的検討

は行えなかった。 
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図３:結果 

4. 考察 

 ステロイド性大腿骨壊死の原因として、大腿骨髄内

の虚血発作との関連が示唆されている。柳下らは家

兎では VEGF の発現がステロイド投与後 3 日で出現

していると報告している²）。実際に骨髄内虚血が起こ

るにはそれ以前に何らかのイベントが必要であり、今

回我々の研究では、家兎骨髄内圧がステロイド投与

後 48 時間で上昇しており、これに矛盾しない結果で

あったと考える。また、骨髄内圧上昇の原因として、

酸化ストレスによる血管内皮障害などによる、血管透

過性の亢進、これに伴う骨髄内のうっ血などが考えら

れる。特に骨髄内のうっ血に関しては、我々は動脈

圧の上昇に比べ静脈圧の上昇で急峻な骨髄内圧の

上昇を認めたことを確認している。今後対象数を増や

すとともに、これらの原因の検索を行っていく。 

 

5. 研究発表 
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内分泌器官としての骨髄脂肪細胞 

―各種 adipokine の遺伝子発現および 

グルココルチコイドによる PAI-1 分泌変化に関する検討― 
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近年脂肪組織は内分泌臓器として捉えられ、その重要性が注目されている。しかし骨髄内に多量に存

在する脂肪細胞については、これまでその生理機能に関する検討はあまり行われていない。今回われわ

れはヒト骨髄脂肪細胞初代培養系において glucocorticoid(GC)添加による各種 adipokine の遺伝子発現、

また特に plasminogen activate inhibitor type1 (PAI-1) については、その分泌蛋白の定量を行い、その生

理機能変化について検討した。さらに当科において壊死モデルとして使用している stroke prone 

spontenious hypertension rat Nagasaki(SHRSP/Ngsk) およびＷister Ｋyoto rat (WKY) で steroid hormone

投与 非投与、壊死発生、非発生群の各 group より無作為抽出した摘出大腿骨頭標本の PAI-1 免疫染色

を行った。 

変形性股関節症、および大腿骨頚部骨折患者の prosthesis 挿入の際に採取した骨髄液より骨髄脂肪

細胞を分離し浮遊培養による実験系とした。本実験系において Dexamethazone (DEX)（1μM）添加群、非

添加群において24 hourの時点でRT-PCR法によりPPARγ、adiponectin、leptin、PAI-1、TNFαの mRNA

の発現について比較検討し、さらに培養液中に放出された adiponectin、plasminogen activate inhibitor 

type 1 (PAI-1)、tumor necrosis factor alpha (TNFα)については ELISA 法により比較定量した。全例にお

いて皮下、腹腔脂肪細胞と同様骨髄脂肪細胞においても各種 adipokine の発現を認めた。コントロール群

と比較し DEX 添加群では PAI-1 に関しては mRNA の発現、分泌蛋白レベルともに明らかな増加を認め

た。また SHRSP/Ngsk および WKY において steroid hormone 投与群では epiphysis、 metaphysis 骨髄内

の脂肪細胞の明らかな増加、膨化とともに脂肪細胞周囲および間質での PAI-1 の発現増強を認めた。 

GC によって骨髄脂肪より産生される PAI-1 の急激な増加は骨内循環動態を悪化させ ION 発生の原因

のひとつであると考えられる。 

  

 

1. 研究目的 

近年脂肪組織は単なるエネルギーリザーバーではな

く、種々の生理活性物質を産生する内分泌器官として

捉えられるようになってきた。実際脂肪組織に発現する

蛋白の20～30％は分泌蛋白をコードしている遺伝子で

あり、アディポネクチン、レプチン、TNFα、PAI-1など一

連の生理活性物質（adipokine）が脂肪細胞から産生、

分泌され生体機能を調整していることが報告されている
1-3。これらは、生理状況に応じて変化し、糖・脂質代謝

や動脈壁の恒常性維持に重要な役割を果たしており、

肥満・脂肪蓄積によるアディポカインの産生異常が、糖

尿病、高脂血症、高血圧、動脈硬化症といったいわゆる

メタボリックシンドロームを引き起こす重要なrisk factorと

なっていることが確立されている。 

一方、骨髄内に多量に存在する脂肪細胞について

は、これまでその生理機能に関する検討はあまり行われ

ていない。骨髄脂肪は加齢や GC 投与によりその量が

増加することが臨床的に確認されており 4, 5、骨の脂肪

髄化とともに骨髄脂肪細胞から産生、分泌される各種

adipokine はパラクラインメカニズムにより近傍に存在す

る各種細胞に影響を与えるものと考えられる。 
一般に脂肪細胞はその肥大化により細胞の形質転



換を起こし、それ自身より分泌される adipokine の分泌バ

ランスに変化が生じ身体の homeostasis に影響を与え、

糖尿病をはじめとする代謝病を発生させることが判って

いる。今回、骨髄脂肪細胞に GC 投与による各種

adipokine の遺伝子発現および培養液中に放出された

adipokine の定量を行い、その生理機能変化について

調査した。さらに大腿骨頭壊死モデルとして用いている

易卒中高血圧自然発症ラット（SHRSP/Ngsk）、およびウ

イスター京都ラット(WKY/Izm)の摘出大腿骨頭の PAI-1

免疫染色を行い steroid hormone 由来の大腿骨頭壊死

発生における脂肪細胞の関与についても検討したので

報告する。 

 

2. 研究方法 

(実験 1) 

(Materials；骨髄脂肪細胞の採取) 

大腿骨頚部骨患者(FNF)および変形性股関節症患者

(OA)18 例 18 関節から大腿骨側 prosthesis 挿入の際に

生じる骨髄液を使用した。平均年齢 74.9 才、男性 3 例、

女性 15 例、(平均 BMI は 22.4)。基礎疾患として糖尿病、

RA、明らかな骨代謝性疾患,および steroid hormone 投

与歴のあるものは除外した。 

 (Cell culture)  

髄液採取は手術時の大腿骨リーミングの際に生じてき

た髄液を採取し、HAM F-12 nutrition mixture(Gibco 

BRL, Grand Island, NY, USA)を加えて清潔状態で保管

し、酵素処理後、遠心操作を施行した。遠心操作で形

成された上層の脂肪細胞層のみを採取し、HAM F-12 

nutrition mixture にて希釈しさらに遠心操作施行し、こ

の操作を数回繰り返すことで、脂肪細胞を分離した。 

(Suspension Culture) 

分離した脂肪細胞は十分に homogenize し２等分とし、

Dexamethasone 添加群、非添加群(コントロール群)に分

け、HAM F-12 nutrition mixture を加えて合計 5ml とし

た。それらを 50ml Falcon tube にて水平面より 15 度傾斜

を加えた状態で 37℃、5％CO2 濃度下で 24 時間

incubate した。 

 

上記の実験系において 24 時間にいたるまでの各種

adipokine の遺伝子発現、培養液中の分泌蛋白の定量

を定量 PCR、ELISA にて測定した。 

 

(ethics) 

上記研究は、長崎大学医学部・歯学部附属病院倫理

委員会の承諾を得て開始し、個々の患者の同意を得

た。 

 

 

 (実験 2) 

当科において大腿骨頭壊死モデルとして使用している

SHRSP/Ngsk お よ び WKY/Izm に お い て steroid 

hormone投与、非投与、壊死発生、非発生群の各群より

無作為抽出した大腿骨頭標本で PAI-1 免疫染色を行

った。実験飼育の詳細は Figure 1 に示す(Fig. 1)。 

 
 

 

 

 

 
Fig. 1 
 

3. 研究結果 

(脂肪細胞における DEX の各種 adipokine の遺伝子

発現および産生蛋白に及ぼす影響) 

諸家の皮下および腹腔内臓脂肪における報告と同様に、

骨髄脂肪細胞でも adiponectin、leptin、TNFα、PAI-1

の発現を認めた１。また脂肪特異的転写因子である

PPARγの発現を確認した（Fig. 2）。 

 
 
 

 
Fig. 2 

DEX の影響について添加群ではコントロール群と比較

し、PAI-1 は増強傾向を示し 24 時間の時点で遺伝子発

現と分泌蛋白レベルはともに有意な増加を認めた( Fig. 

3A、B)。また PAI-1 の発現は時間依存性に増加し、

DEX 添加による発現増強効果は 12 時間に発現の peak

がみられた(Fig4)。各種 DEX 濃度における反応性は

10-6mol/l (M)で最も強かった(Fig. 5A、B)。 

 

今回の実験では、TNFa、Adiponectin、leptin に関して

は症例によりばらつきが強く、一定の傾向は認めなかっ

た。 

 

 
 



Fig. 3A、B 
 

               

 
Fig.4 

 
 

Fig. 5A、B 
 
 
(SHRSP/Ngskおよび WKYratにおけるPAI-1免疫染色) 

SHRSP/Ngsk、WKY/Izm とも steroid hormone 投与群で

は壊死発生の有無にかかわらず Epiphysis と 

Metaphysis の骨髄内の脂肪細胞は、著明に増加・膨化

していた。そして脂肪細胞周囲および間質での PAI-1

の著しい発現を認めた。steroid hormone 投与群におけ

るラット間比較では SHRSP/Ngsk における PAI-1 が強い

発現を呈していた(Fig. 6)。 

  

 
Fig.6 

 
4. 考察 

現在脂肪細胞は各種生理活性物質を分泌し人体の

代謝環境に重要な役割を果たしており、糖尿病をはじ

め各種血管病変など様々な代謝疾患の原因の 1 つとし

て注目されている。 

 また従来、糖尿病あるいは糖代謝異常が骨代謝調節

機構に様々な形で影響を及ぼすことが in vitro および in 

vivo で報告されてきた。その結果、insulin 作用不足によ

って細胞内代謝環境に大きな変化をもたらす可能性な

どが提唱されている 4。しかし骨髄内に存在する脂肪細

胞の各種 adipokine の発現に関する詳細な研究・報告

およびその病態生理に関する報告は皆無である。 

われわれは皮下や腹腔の脂肪組織に次ぐ、骨髄内

脂肪細胞を第 3 の内分泌器官として位置付け、骨髄内

で重要な役割を果たしているものと考え本研究を計画し

た。 

PAI-1 は血栓傾向を促進する作用をもつ cytokine と



して様々な生理的変化に応じて皮下、内臓脂肪および

血管内皮細胞から分泌調節されている。また GC が

PAI-1 の遺伝子発現および分泌を増強させることはこれ

までの報告で明らかにされている 6, 7。今回の研究で、骨

髄脂肪細胞においてもその発現や分泌を認め、GC 投

与 24 hour の時点で約 2.5 倍の分泌増加をみとめた。

さらに GC 投与 rat においては骨髄内の明らかな PAI-1

発現の増強が確認された。また PAI-1 は脂肪細胞のほ

かにも、血管内皮細、マクロファージなどから分泌も確

認された。骨髄内の閉鎖空間性や細胞多様性などを考

慮した場合、骨髄内部に外因性刺激が加わると、脂肪

細胞や血管内皮細胞やマクロファージなどの各種隣接

細胞間で TNFa、IL1、IL 6、MCP-1 といった各種

cytokine の autocrine manner, paracrine manner による

signal 伝達が生じ、相乗作用により骨髄内の PAI-1 濃度

の上昇が生じたと考えられる。また過去の報告において

抗凝固薬と抗高脂血症薬という異なる薬理作用の薬剤

がそれぞれ単独で骨壊死抑制効果を示し、さらに 2 剤

の併用で有意に骨壊死の発症予防効果を示している 8。

steroid hormone 投与による凝固異常および脂質代謝

異常は ION 発生機序に深く関与している。今回の研究

結果は壊死発生過程における重要な分子病態のひと

つであると考えられる。 

GC 投与による骨粗鬆症および大腿骨頭壊死の最も

重要な発生要因として、骨髄脂肪細胞の機能変化によ

るものが考えられる。すなわち GC により脂肪細胞をはじ

めとする各種細胞からの PAI-1 の分泌が増加することに

より線溶系の低下が生じ、微小血栓形成が生じる。微小

血栓で静脈還流の減少が起こる一方で、動脈血の流入

は持続し、骨髄内圧は上昇をきたし、結果的に動脈血

流の減少する。さらには GC による脂肪細胞の肥大化が

生じることにより adipokine の分泌バランスの変化を助長

させ、持続的な骨内微小循環の抑制が生じた結果、骨

壊死が発生するものと考える(fig. 7)。 

 

 

Fig. 7 
 

5. 結論 

骨髄脂肪細胞より分泌される PAI-1 は paracrine 

manner により骨の homeostasis に重要な役割を果たし、

各種骨疾患の発生に重要な役割を担っていることが示

唆された。更なる検討を加え、骨髄脂肪細胞の内分泌

器官としての役割、特性が解明されることが期待されう

る。 
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血管内皮機能を標的とした特発性大腿骨頭壊死症の予防・治療法の検討 
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 我々はこれまでにグルココルチコイド過剰マウスを用いた検討により、HMG-CoA 還元酵素阻害薬であるピタ

バスタチンが大動脈における活性酸素の産生抑制と内皮型一酸化窒素合成酵素(eNOS)の発現増加を介して

NO 産生を増加させ、グルココルチコイド過剰による内皮依存性血管拡張反応の障害を改善することを報告して

きた。さらに昨年度は培養血管内皮細胞を用いた検討により、ピタバスタチンがコレステロール非依存的な多面

的作用により eNOS プロモーター活性の上昇を介して、eNOS 蛋白発現を増加させることを報告した。今年度は

ピタバスタチンによる eNOS 発現増加の機序についてさらに検討を加え、ピタバスタチンがグルココルチコイドに

よる eNOS mRNA の不安定化を改善するとともに、eNOS プロモーター活性の主要な調節系である ERK5-KLF2

経路を活性化することを見い出した。これらの結果は HMG-CoA 還元酵素阻害薬が酸化ストレスの抑制と eNOS

発現増加を介して NO bioavailablity を増加させることにより、グルココルチコイド過剰による血管内皮機能障害を

改善し、ステロイド性大腿骨頭壊死症の予防・治療薬となる可能性を示すものである。我々の確立した実験系は

グルココルチコイド誘発性血管内皮機能障害に対して有効な薬剤の探索に有用であると考えられ、今後、さらに

検討を進める予定である。 

 

 

1. 研究目的 

大腿骨頭における循環障害はグルココルチコイド

過剰による大腿骨頭壊死症の発症機序として最も重

要視されている。我々はこれまでにグルココルチコイ

ド過剰による活性酸素の産生増加と内皮型一酸化窒

素合成酵素（eNOS）の発現減少による一酸化窒素

(NO)の生物学的利用率(bioavailability)の低下が血

管内皮機能障害を惹起することを報告し、グルココル

チコイド誘発性血管内皮機能障害が大腿骨頭壊死

症の予防・治療標的となることを提唱してきた 1)。 

HMG-CoA 還元酵素阻害薬（スタチン）は強力なコ

レステロール低下作用だけでなく、NAD(P)H オキシ

ダーゼの活性化抑制による活性酸素産生の抑制や

eNOS の活性化ならびに発現増加による NO 産生増

加などの血管系への直接的な多面的作用が注目さ

れている 2)。我々はこれまでにグルココルチコイド過

剰マウスにみられる血圧上昇、内皮依存性血管拡張

反応の減弱、および大動脈における eNOS 発現の減

少が、HMG-CoA 還元酵素阻害薬であるピタバスタ

チンにより改善することを見い出し、本剤がグルココ

ルチコイド過剰による大腿骨頭壊死症の予防・治療

薬となる可能性を報告してきた。さらに昨年度はヒト臍

帯静脈血管内皮細胞(HUVEC) の培養系において

ピタバスタチンがコレステロール非依存的な多面的

作用を介して eNOS プロモーター活性を上昇させ、

eNOS 蛋白発現を増加させることを報告した。そこで

今年度はピタバスタチンによる eNOS 発現増加の機

序についてさらに検討した。 

 

2. 研究方法 

1) eNOS mRNA の発現ならびに安定性に及ぼすピタ

バスタチンの作用 

HUVEC の培養系にピタバスタチン 10-5M を添加し、

その 12 時間後にデキサメサゾン (DEX)10-5M を添加

し、DEX 添加 16 時間後に real time PCR 法により、

eNOS の mRNA 量を測定した。さらに actinomycin D

を添加し、eNOS mRNA の安定性について解析した。 

2) ERK5 活性に及ぼすピタバスタチンの作用 

MAPK ファミリーのひとつである ERK5 のリン酸化・

活性化は in vitro kinase assay あるいはリン酸化認識

抗体を用いたウエスタンブロッティングにより評価され

てきたが、手技が煩雑で、定量性、感度・精度の点で



不十分であり，ERK5 活性に影響を及ぼす薬剤のスク

リーニングには不適であった。そこで我々は ERK5 の

C 末端領域に転写活性領域があることに着目し，

Gal4-DNA 結合ドメインと ERK5 との融合蛋白を発現

するベクターを作成し、dual-luciferase reporter gene 

assay を用いることにより培養細胞における ERK5 活

性を高感度で定量的に評価できるシステムを開発し

た 3)。このシステムを用いて、HUVEC においてピタバ

スタチン、アトロバスタチンおよびシンバスタチンが

ERK5 活性に及ぼす作用を解析した。また、コレステ

ロール合成経路の中間産物であるメバロン酸 100 M、

ゲラニルゲラニルピロリン酸 (GGPP) 10 M、あるいは

ファルネシルピロリン酸 (FPP) 10 Mをピタバスタチン

と同時に添加し ERK5 活性に及ぼす影響について解

析した。 

3)Krüppel-like factor 2 (KLF2)プロモーター活性に及

ぼすピタバスタチンの作用 

近年、Zn フィンガー型転写因子である KLF2 が

eNOS の発現調節を含む血管内皮細胞機能維持に

重要な役割を果たしていることが報告され、その発現

は ERK5 により制御されていることが明らかにされた 4)．

そこで KLF2 プロモーター(-157 および-924)を組み

込 ん だ luciferase reporter vector を 作 成 し 、

dual-luciferase reporter assay を 用 い て 、 bovine 

arterial endothelial cell (BAEC) (Cell Systems, USA)

の培養系において KLF2 プロモーター活性に及ぼす

ピタバスタチンの作用について検討した。 

（倫理面への配慮） 

 本研究はヘルシンキ宣言、徳島大学遺伝子組み換

え実験安全管理委員会規定、徳島大学医学部動物

実験委員会規定ならびに徳島大学倫理委員会規定

に基づき施行した。 

 

3. 研究結果 

1) eNOS mRNA の発現ならびに安定性に及ぼすピタ

バスタチンの作用 

HUVEC における eNOS mRNA の発現量は DEX の

添加により有意に減少したが、ピタバスタチンの添加

により有意に増加した。eNOS mRNA の安定性は

DEX添加により有意に減少したが、この作用はピタバ

スタチンの添加により消失した（図 1）。 

 

2) ERK5 活性に及ぼすピタバスタチンの作用 

 ピタバスタチンは濃度依存的に ERK5 を活性化した

(図 2)。また、アトロバスタチンおよびシンバスタチンに

おいてもピタバスタチンと同程度の ERK5 活性化作用

が認められた (図 3)。 

さらにメバロン酸ならびに GGPP の添加によりピタ

バスタチンの ERK5 活性化作用は完全に消失したが、

FPP の添加では有意な変化がなかった (図 4)。 

 



 

3) KLF2 プロモーター活性に及ぼすピタバスタチンの

作用 

BAEC の培養系においてピタバスタチンは KLF2

プロモーター活性を濃度依存的に有意に上昇させた 

(図 5)。 

 

4. 考察 

我々はこれまでにグルココルチコイド過剰が酸化ス

トレス亢進と NO 産生低下による NO bioavailability の

低下を介して血管内皮機能障害を引き起こすことを

報告し 1)、このようなグルココルチコイド誘発性血管内

皮機能障害が大腿骨頭壊死症の予防ならびに治療

の標的となりうる可能性を提唱してきた。さらに、強力

なコレステロール低下作用に依存せず、血管内皮細

胞への多面的保護作用を有する HMG-CoA 還元酵

素阻害薬に着目し、グルココルチコイド誘発性血管

内皮機能障害に及ぼす作用を検討してきた。グルコ

コルチコイド過剰マウスを用いたこれまでの検討では、

グルココルチコイド過剰による血圧上昇、内皮依存性

血管拡張反応の低下、NO 産生および大動脈での

eNOS 発現の低下および活性酸素産生増加は、ピタ

バスタチンの前投与によりいずれも改善することを見

い出している。さらに、昨年度は HUVEC の培養系を

用いた検討では、ピタバスタチンはコレステロール合

成経路のイソプレノイド中間体である GGPP の産生

抑制を介して DEX による eNOS 蛋白発現の抑制を改

善することを報告した。 

今回の検討では、ピタバスタチンは DEX による

eNOS mRNA 発現量の減少を著明に改善した。我々

は昨年度に、ピタバスタチンが eNOS プロモーター活

性を亢進することを報告したが、今回の検討ではピタ

バスタチンが DEX による eNOS mRNA の不安定化を

改善することも明らかとなり、ピタバスタチンは eNOS 

遺伝子の転写亢進と eNOS mRNA の分解抑制の二

つの機序を介して eNOS 蛋白発現量を著明に増加さ

せると考えられる。 

今回の検討で見い出されたピタバスタチンの ERK5

活性化作用は濃度依存的であり、10-7M～10-5M でみ

られており、臨床的な薬物血中濃度においても ERK5

を活性化することが確認された。また、同じスタチンで

あるアトロバスタチンおよびシンバスタチンにおいても

同程度の ERK5 活性化作用がみられたことから、この

作用はスタチンの class effect と考えられる。さらにメ

バロン酸や GGPP の培養液への添加によりピタバスタ

チンの ERK5 活性化作用が消失し、FPP はこれに影

響を与えなかったことから、ピタバスタチンの多面的

作用のひとつである GGPP 産生の低下が ERK5 活性

化に関与していると考えられる。 

近年、血管内皮細胞に対するシェアストレス刺激が

ERK5 の活性化とそれによる MEF2C の活性化を介し

て KLF2 発現を亢進することが報告され、eNOS 発現

増加を含め、抗炎症、抗血栓、血管トーヌス制御など

の血管内皮細胞機能制御における最も重要な転写

因子として非常に注目されている 4)。また、HMG-CoA

還元酵素阻害薬が KLF2 発現を亢進させることも報

告されている 5)。本研究においてもピタバスタチンが

KLF2プロモーター活性を濃度依存的に亢進すること

が示された。これらの成績は ERK5-KLF2 経路の活

性化がピタバスタチンによる eNOS プロモーター活性

亢進の機序であることを強く示唆するものである。 

 

5. 結論 

グルココルチコイド過剰による血管内皮機能障害

に対するピタバスタチンの効果は、血管内皮細胞に

及ぼす多面的直接作用、すなわち eNOS mRNA の安

定性の改善と ERK5-KLF2 経路の活性化を介した

eNOS プロモーター活性亢進による NO 産生の増加

に基づくことが示唆された。ピタバスタチンはグルココ

ルチコイド誘発性血管内皮機能障害の改善を介して

大腿骨頭壊死症の治療ならびに予防に有効である

可能性がある。 




