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 我々はこれまでにグルココルチコイド受容体 (GR)に選択性の高い合成リガンドであるデキサメサゾンを用いた検討によ

り、血管内皮細胞における GR 活性化が酸化ストレスの亢進と内皮型一酸化窒素合成酵素(eNOS)の発現低下を介して血

管内皮機能を障害する結果、大腿骨頭壊死症を発症するという病態仮説を提唱してきた。さらに、HMG-CoA 還元酵素阻

害薬であるピタバスタチンが、コレステロール低下作用に依存しない多面的作用により NO bioavailability 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明らかにした。一方、血管内皮細胞ではグルココルチコイドの不活

性化作用を有する 11 -hydroxysteroid dehydrogenase 2 の発現が低いため、GR のみならずミネラルコルチコイド受容体 

(MR)への結合能も有するステロイド剤の高用量投与によって MR が活性化される可能性がある。今回、我々はヒト臍帯静

脈血管内皮細胞培養系を用いた検討により、メチルプレドニゾロンが濃度依存性に MR 転写活性を亢進させることを見い

だした。さらにメチルプレドニゾロンは活性酸素産生と接着分子 VCAM-1 の発現を亢進させ、この作用はアルドステロン

拮抗薬であるスピロノラクトンにより抑制された。血管内皮細胞における MR 作用の阻害はグルココルチコイド誘発性血管

内皮細胞障害の抑制を介して大腿骨頭壊死症の新たな予防・治療法となる可能性がある。 

 

 

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。我々はこれまでに選択的グルココル

チコイド受容体（GR）合成リガンドであるデキサメザゾ

ンを用いた検討により、血管内皮細胞における GR の

活性化が、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)の低下を介し

て血管内皮機能障害を惹起することを報告し 1)、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 2)。

さらに、HMG-CoA 還元酵素阻害薬（スタチン）である

ピタバスタチンが、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によって、GR 活性

化による血管内皮機能障害を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。 

一方，人における活性型内因性グルココルチコイ

ドであるコルチゾールはミネラルコルチコイド受容体

(MR)に対しアルドステロンと同等の親和性を有してい

る。その血中濃度はアルドステロンの 100～1000 倍

高いが、腎尿細管細胞などの上皮系細胞では

11 -hydroxysteroid dehydrogenase 2 (11 -HSD2)が

コルチゾールを不活性化することで MR 作用の発現

を防いでいる。自己免疫疾患治療において最も多く

使用される合成グルココルチコイドであるプレドニゾロ

ンやメチルプレドニゾロンは MR への結合能を有する

が、やはり11 -HSD2により不活性化されるため、水・

ナトリウム貯留などのミネラルコルチコイド作用はきわ

めて弱い 3) 。しかしながら、血管内皮細胞では

11 -HSD2 の発現がわずかであり、さらに TNF など

の炎症性サイトカインがその発現を低下させるため、

プレドニゾロンやメチルプレドニゾロンの高用量投与

においては血管内皮細胞のMRが活性化される可能

性がある。 

そこで本研究ではグルココルチコイド誘発性血管

内皮細胞障害における MR 活性化の意義とアルドス

テロン受容体拮抗薬の効果について検討した。 



2. 研究方法 

1) メチルプレドニゾロンによる GR 転写活性に及ぼす

スピロノラクトンの作用 

ヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVEC)培養系にメ

チルプレドニゾロン 1、10、100 g/ml を添加し GR 応

答配列による dual-luciferase reporter assay を用いて

添加 16 時間後に転写活性を測定した。また、メチル

プレドニゾロン添加の 8 時間前にスピロノラクトン

10-7M、10-6M、10-5Mを添加し、その影響を検討した。  

2) メチルプレドニゾロンによる活性酸素産生に及ぼ

すスピロノラクトンの作用 

HUVEC 培養系にメチルプレドニゾロン 100 g/ml

を 添 加 し 、 dihydroethidium(DHE) 染 色 を 用 い て

superoxide の産生を評価した。さらにスピロノラクトン

10-5M を添加しその影響を評価した。 

3) メチルプレドニゾロンによる接着分子 VCAM-1 発

現に及ぼすスピロノラクトンの作用 

HUVEC 培養系にメチルプレドニゾロン 1、10、

100 g/ml を添加し、ウエスタンブロッティングにより

接着分子 VCAM-1 の発現を検討した。また、メチル

プレドニゾロン添加の 8 時間前にスピロノラクトン

10-7M、10-6M、10-5M を添加しその影響を検討した。  

（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) メチルプレドニゾロンによる GR 転写活性に及ぼす

スピロノラクトンの作用 

メチルプレドニゾロンは濃度依存性にGR転写活性

を有意に亢進した。この作用はスピロノラクトンにより

濃度依存性に有意に抑制された（図 1）。 

 

2) メチルプレドニゾロンによる活性酸素産生に及ぼ

すスピロノラクトンの作用 

メチルプレドニゾロンはsuperoxide産生を有意に増

加させ、スピロノラクトンはその作用を有意に抑制した

（図 2)。 

 

3) メチルプレドニゾロンによる接着分子 VCAM-1 発

現に及ぼすスピロノラクトンの作用 

メチルプレドニゾロンは濃度依存性に VCAM-1 の

発現を有意に亢進した。この作用はスピロノラクトンに

より濃度依存性に有意に抑制された（図 3）。 

 

4. 考察 

近年、大規模規模臨床試験の成績から、心血管病

でのアルドステロン作用が注目されている 4)5)。アルド

ステロンは腎尿細管細胞に対する水ナトリウム貯留作

用だけでなく、血管系での MR 活性化を介して，

NADPH oxidase からの superoxide 産生を亢進し、レド

ックス制御をうける NF- B や AP-1 などの転写因子の

活性化により MCP-1 などのケモカインや VCAM-1、

ICAM-1 などの接着分子の発現を増加させる。さらに、

活性酸素による NO の消去や eNOS の uncoupling を

介して NO 産生を減少させる作用も有している。この

ようにアルドステロンは血管系への直接的作用によっ

て血管内皮障害を引き起こすと考えられている 6)。 

今回の我々の検討では、メチルプレドニゾロンによ



る GR 転写活性は、アルドステロン受容体拮抗薬であ

るスピロノラクトンにより有意に抑制された。MR 応答

配列は GR 応答配列と共通であることから、今回の結

果は血管内皮細胞に及ぼすメチルプレドニゾロンの

作用には MR を介する転写調節の関与が存在するこ

とを示すと考えられる。さらに DHE 染色による検討で

は、メチルプレドニゾロンによる血管内皮細胞での

superoxide 産生増加がスピロノラクトンによって抑制さ

れたことから、メチルプレドニゾロンによる MR 活性化

が酸化ストレス亢進に関与していると考えられる。血

管内皮細胞における酸化ストレス亢進は様々な細胞

障害をきたすが、今回我々は接着分子のひとつであ

るVCAM-1の発現について検討した。この結果、メチ

ルプレドニゾロンは濃度依存性に VCAM-1 の発現を

増加し、その作用はスピロノラクトンにより完全に抑制

された。血管内皮細胞における接着分子の発現は酸

化ストレス亢進ならびに NO bioavailability 低下による

血管内皮障害のひとつと考えられていることから、今

回の結果は、メチルプレドニゾロンによる血管内皮細

胞での MR 活性化が酸化ストレス亢進を介して血管

内皮細胞機能を低下させることを示唆するものである。

メチルプレドニゾロンは全身性エリテマトーデスなどの

自己免疫疾患に対するステロイドパルス療法で大量

に投与されることが多いため、その血中濃度の上昇

は 11 HSD2 の発現が乏しい血管内皮細胞において、

GR のみならず MR も活性化し、活性酸素産生亢進に

よる血管内皮細胞障害を介して大腿骨頭壊死症を惹

起する可能性がある（図 4）。すなわち血管内皮細胞

における MR 作用の制御はステロイド性大腿骨頭壊

死症の新たな予防・治療の標的として今後注目すべ

きであり、アルドステロン受容体拮抗薬が大腿骨頭壊

死症の予防・治療薬として有効である可能性があると

考えられる。 

 

 

5. 結論 

メチルプレドニゾロンは MR 活性化による酸化ストレ

ス亢進を介して血管内皮細胞障害を惹起する。アル

ドステロン受容体拮抗薬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。 
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ION における脂肪細胞の役割に関する研究 

第 8 報：骨髄内脂肪組織由来間葉系細胞の脂肪分化に対するピタバスタチンの影響 
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特発性大腿骨頭壊死症発生機序の一因として、脂質代謝異常、脂肪細胞肥大等による圧上昇、脂肪塞栓など脂

肪細胞との関与が提唱されている。これまで我々は骨髄培養により、ヒト骨髄内脂肪細胞とステロイドとの関連を調

査、報告してきた。近年、当班会議ではスタチンによる特発性大腿骨頭壊死症の予防効果について盛んに議論さ

れているが、ヒト細胞を用いた実験はほとんどなされていない。今回の実験では、ヒト骨髄内脂肪組織をコラーゲ

ンゲル 3 次元培養し、デキサメサゾンおよびピタバスタチンを投与した。その結果、デキサメサゾン投与に

より誘導される脂肪組織片由来間葉系細胞の脂肪細胞分化が、ピタバスタチンの投与によって抑制された。

これまでスタチン系の薬剤が、血管内皮機能を改善することが知られていたが、骨髄脂肪組織に対しても、

脂肪細胞分化抑制効果を有し、ION の予防・治療に有効である可能性が示唆された。 
 

 

1. 研究目的  

これまで、我々はヒト骨髄および皮下脂肪細胞

の天井培養法、骨組織の器官培養法を用いて、①

年齢別の接着増殖率の違い、②ステロイド低濃度

投与では、接着増殖率、未熟脂肪細胞の増加を来

たし、③ステロイド高濃度投与群では、接着増殖

率の低下、脂肪細胞径の増大が起こることなどを

明らかにしてきた。後 2 者の結果から、特発性大

腿骨頭壊死症（ION）の危険因子であるステロイド

高濃度投与においては、増殖phaseから分化phase

に切り替わることが示唆された。 

一方 HMG-CoA 還元酵素阻害剤であるピタバスタチ

ン（Pitavastatin）は、脂質低下作用とともに、

近年、血管内皮機能の改善、抗酸化作用など、多

面的な薬剤効果が注目されている。本研究班にお

いても、ピタバスタチンがグルココルチコイド過

剰による血管内皮機能低下を改善することが示さ

れている。 

今回我々は、ヒト骨髄脂肪組織のコラーゲンゲル

3次元培養を行い、ステロイド投与による脂肪組

織片由来間葉系細胞の脂肪細胞分化を観察すると

ともに、高脂血症治療薬であるピタバスタチン投

与によって、ステロイド誘導性の脂肪細胞分化が

抑制されるかについて検討を行った。 

 

2. 研究方法 

2008 年 4月から 7月までに佐賀大学で、人工股関

節全置換術を行った変形性股関節症患者 3 名、特

発性大腿骨頭壊死症患者 3 名（患者 1：アルコー

ル性、患者 2, 3：ステロイド性）の計 6名を対象

とした。手術時に採取した骨髄組織を洗浄し、可

及的に血球成分、脂肪以外の間質細胞を除去し、

脂肪組織片を得た後、コラーゲンゲルに包埋した。

その後、図 1のプロトコールに従って、Day 1、Day 

3、Day 5 にデキサメサゾン（Dexamethasome）お

よびピタバスタチンを投与した。Day 7 にホルマ

リン固定し、組織標本を作製した。また、一部の

標本において、脂肪染色（Oil-red O 染色）を行

った。 

1 32 4 5 6

組織標本作製

Day 0
培養開始

培養液交換
＋

Dex., Pit.
投与開始

図1 実験プロトコール

Day 7
実験終了

培養液交換
＋

Dex., Pit.
投与

培養液交換
＋

Dex., Pit.
投与



H-E 染色標本により、脂肪組織片から新生する紡

錐形細胞を、adipose tissue derived stromal cell 

（以下 ATDSC）と定義し、脂肪組織片の辺縁部の 4

強拡大視野においてカウントした。このうち、脂

肪滴を有する細胞を immature adipocytes (以下

IA)、脂肪滴を有しない細胞を mesenchymal 

spindle cell (以下 MSC)とし、デキサメサゾンお

よびピタバスタチン投与による、これらの比率の

変化を検討した。 

 

3. 研究結果 

①コントロール群では、脂肪組織片から脂肪滴を 

有しない MSC が新生した（図 2）。 

図2 OA症例１ Dex. (-)のH-E染色標本
脂肪組織片の周囲に脂肪滴を有しない紡錐形細胞（MSC：矢印）が新生している。

 

②ステロイド投与により、OA 群、ION 群とも脂肪

滴を有する IA が出現し、この脂肪滴は Oil red O

染色陽性であった（図 3）。 

図3 OA症例１ Dex. 10μM投与のH-E染色標本（挿入図はOil red O染色）
脂肪組織片の周囲に脂肪滴を有する未熟脂肪細胞（IA：矢頭）が新生している。

③高濃度のスタチン投与により、ATDSC の新生が

減少した（図 4, 5）。 

図4 OA症例におけるATDSCの数
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④ステロイド投与による IA の出現は、ION 群に比

し OA 群で高い傾向を示した（図 6, 7）。 

図5 OA症例における未熟脂肪細胞の割合
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図7 ION症例における未熟脂肪細胞の割合
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（倫理面への配慮） 

研究の趣旨を説明した文書を作成した。骨髄内

組織は普段は廃棄されるものである点、プライバ

シーは守られる点、拒否しても不利益は生じない

点などを文書化した。術前説明の際、承諾を得た。 

 

4. 考察 

ヒト骨髄脂肪組織片を３次元培養すると、脂肪

組織片周囲に MSC を主体とする ATDSC が出現し、

これにステロイドを投与すると、ATDSC 中の IA の

比率が増加した。さらにピタバスタチンの投与に

より、ATDSC の数の減少および IAの比率の低下が

みられた。この結果は、ピタバスタチンが、ステ

ロイドによる骨髄内間葉系幹細胞からの脂肪細胞

分化亢進を抑制することを示している。今後、症

例数を重ねるとともに、アディポサイトカイン、

酸化ストレスマーカーなどの検索を行う。 

 

5. 結論 

ステロイド投与により誘導される脂肪組織片由

来間葉系細胞の脂肪細胞分化が、ピタバスタチン

の投与によって抑制された。ピタバスタチンをは

じめとするスタチン系の薬剤が、骨髄内間葉系細

胞の脂肪細胞分化抑制を介して、特発性大腿骨頭

壊死症の予防・治療に有効である可能性が示唆さ

れた。 
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高濃度ステロイドによる血管内皮細胞アポトーシスにおける CNP 制御シグナルの 

解明 

 

 

 

 田中良哉、岡田洋右、谷川隆久（産業医科大学医学部第一内科学講座） 

 

 

特発性大腿骨頭壊死症（IONF）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

が関与し、C 型ナトリウム利尿ペプチド（CNP）が GC による内皮細胞のアポトーシスを制御することを報告してき

た。その制御機構として、高濃度GC が血管内皮細胞の 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、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。以上より、CNP の抗アポトーシス作用は cGMP/PKG シグナルを介し

ており、実際の臨床で使用可能な cGMP/PKG 活性化薬が高濃度 GC により惹起される血管内皮細胞障害を制

御でき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)。 

 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、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を介した

血管障害に対して、ナトリウム利尿ペプチドの一つで

ある CNP(C-type natriuretic peptide)が抗アポトーシ

ス作用を発揮することを報告してきた。平成 20 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、CNP 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。 

 

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）、および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。 

② 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。 

③ 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。 

④ 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。 

 

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報告してきた 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。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)。

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 活性化薬が高

濃度ステロイド薬による血管内皮細胞障害を制御で

きる可能性が示唆された。 

 

5. 結論 

CNP は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 。 ま た 、 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 活性化薬が高濃度ステロイド薬

による血管内皮細胞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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SHRSP 大腿骨頭壊死研究及び ヒト大腿骨骨髄脂肪細胞研究 

 

 

 

熊谷謙治、尾崎 誠、宮田倫明、穂積 晃、坂本和隆、後藤久貴、野崎義博、進藤裕幸 

 （長崎大学大学院医歯薬学総合研究科 発生分化機能再建学講座 構造病態整形外科学） 

 

 

大腿骨頭壊死研究の実験的研究は自然発症高血圧ラット（SHR）を用いたものと大腿骨骨髄脂肪細胞を用

いたものの 2 系統で遂行している。 

自然発症高血圧ラット（SHR）において、今回の発表は５年の節目でもあり、過去 10 年間の研究を統括し紹

介するとともに今後の研究方向を定めることである。 自然発症高血圧ラット（SHR）において、大腿骨頭壊死が

発生し、組織学的に人間の大腿骨頭壊死と密接に類似していることを発見された。以来、我々は骨壊死の病

因を調査するモデルとして利用、研究してきた。SHRSP 大腿骨頭壊死の研究は 1988 年から始まった。当初

SHR を使用し、その性状、特質を研究し 性差があること、骨頭流入血管の異常など明らかになり、また無荷重

にすることで発生頻度が著減することが判明した。1998 年に脳卒中自然発症高血圧ラット(SHRSP)の骨頭研究

が始まった。先ず、診断基準を他種の動物実験や国際的に通用するものを作成し応用した。その結果、

SHRSPおいてSHRより高頻度に、かつ定型的な大腿骨頭壊死が発生すること、15週齢から17週齢に好発し、

また Steroid Hormone の負荷で壊死の頻度が増加することも判明した。ほぼ生存限界の 40 週齢では、大腿骨

頭壊死が少数ではあるが約 20 週齢以後にも壊死生じうることや、また組織学的進展が遅いことも示唆された。

大腿骨頭壊死の原因病態の解明に関して、高脂血症のみでは壊死が発生しにくく、臨床研究や他種動物実

験と同様に酸化ストレスや apoptosis も関与していた。最近の研究では Steroid Hormone 投与で脂肪細胞が増

生するのみでなく、様々な cytokine を産生し、壊死への関与が示唆している。予防に関する研究では、SHR に

warfarin 投与し、発生頻度が著減した。また抗凝固剤の pentosan 投与が有効であることが判った。 

大腿骨頭や大腿骨頸部骨幹部から採取されたヒト骨髄脂肪細胞を用いて、脂肪細胞と adipokine 特に

Plasminogen activator inhibitor-1（PAI-1）の関係、HMG-CoA reductase inhibitor（statin）系の製剤での PAI-1

分泌抑制、脂肪細胞と破骨細胞の相互関係などを検討し、statin で骨髄脂肪細胞の PAI-1 分泌は抑制された。 

また骨髄脂肪細胞は破骨細胞分化を促進していた。 

 

 

1. 研究目的  

動物実験に関する目的：  

我々は骨壊死の病因を調査するモデルとして自

然発症高血圧ラット（SHR）を使用し、大腿骨頭壊

死の研究を進めてきた。過去約10年間 本班研究

に個々バラバラに発表してきた内容を、統括し紹

介するとともに今後の研究方向を定めること。 

 

臨床材料を利用した vivo の実験に関する目的：  

近年メタボリック症候群などで皮下脂肪や内臓

脂肪は単なるスペーサーやエネルギー貯蔵庫で

はなく、内分泌器官として注目されている。閉鎖空

間である骨髄内に大量に存在する大腿骨骨髓脂

肪細胞に着眼し、大腿骨頭壊死への関与を様々

な観点からみること。 

また、昨年の研究でSteroid Hormone投与によっ

てヒトの骨髄脂肪細胞から大腿骨頭壊死症と密接

に関係しているPAI-1の分泌が促進される結果を

得ており、これを発展させて、骨髄脂肪細胞での

Steroid Hormone誘発PAI-1の分泌がHMG-CoA 

reductase inhibitor（simvastatin）で、抑制されるか

どうか検討すること。特にadipokineは破骨細胞や

骨芽細胞へ作用し骨代謝にも関与しており、ヒト骨

髄脂肪細胞と骨代謝の関係について検討するこ

と。 

 



                                               

 
2. 研究方法  

動物実験に関する方法：  

我々が進めてきた大腿骨頭壊死の研究は、

SHRSP 大腿骨頭壊死の研究は 1988 年から始まっ

た。2000 年以降、SHR を用いた大腿骨頭壊死の

研究再開し、厚生労働省研究班に参加時より 以

下の概ね 1 から 4 の方向で研究発表している。 

1．骨頭壊死の発生状態の確認 

2．壊死発生率を向上させる試み 

3．ステロイド投与の影響、病態解析 

4．骨壊死発生の予防、抑制 

この発表内容を、統括し紹介する。 

 

臨床材料を利用した vivo の実験に関する目的：  

大腿骨頚部骨折や変形性股関節症により大腿

骨人工骨頭置換術や人工股関節置換術を受け

た患者から大腿骨骨髄液を採取し、骨髄脂肪細

胞をコラゲナーゼ処理にて分離し初代培養を行

った。尚、当該の研究に影響が予測される関節リ

ウマチ、大腿骨頭壊死症、Steroid Hormone 使用

歴あり、血液透析などの患者は除外した。 

Simvastatin での骨髄脂肪細胞での Steroid 

Hormone 誘発 PAI-1 の分泌抑制研究ついて 

培養細胞に Simvastatin（Sim）10μM、さらにその

12 時間後に Dexamethasone（Dex）1μMを添加し、

PAI-1・adiponectin・TNFαの遺伝子発現を Real 

time RT-PCR、タンパク分泌を ELISA で評価し

た。 

 

骨髄脂肪細胞と骨代謝の研究ついて 

（免染染色） 

骨髄脂肪細胞の免疫染色を、抗 RANKL と抗

OPG と抗 M-CSF の 3 種のウサギポリクローナル

抗体 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA)を使用し、行った。 

（RT-PCR） 

ヒト骨髄脂肪細胞における RANKL、OPG、

M-CSF の遺伝子発現、および Dexamethasone、

TNF-α 24 時間後の発現変化を Real-Time 

RT-PCR 法により検討した。 

（共培養） 

骨髄脂肪細胞とヒト破骨細胞前駆細胞の共培

養をおこない、TRAP 染色およびリン酸カルシウ

ム薄膜での骨吸収能の検討をおこなった。 

（倫理面への配慮） 

本研究を開始するにあたり，長崎大学大学院医

歯薬学総合研究科における倫理審査委員会の承

認を得た。また，患者に対して専用の同意書を作

成し，文書による同意を得た。 

 

統計解析 

統計的有意差の検討には、Chi square test、

Fisher’s exact test、Wilcoxon’s ranks sum test、

Student T test、もしくは Mantel extension method

を用いた。 

 

3. 研究結果  

動物実験に関する方法：  

本教室の、Iwasaki、Hirano は SHR の大腿骨頭

に無腐性壊死、骨化障害がおこり、組織学的に人

間の大腿骨頭壊死と密接に類似していることを発

見し、1988 年より調査、研究をおこなってきた。 

当初 SHR を使用し、その性状、特質を研究し 

性差があること、骨頭流入血管の異常など明らか

になり、また無荷重にすることで発生頻度が著減

することが判明した 1,2)。 

大腿骨頭壊死の班研究に加入するにあたり、特

発性大腿骨頭壊死症のモデルとして SHR を使用

する際、実験結果が安定していること薬物負荷な

どでより高頻度の壊死発生が望まれた。SHR と 

SHRSP (亜系間)でも発生頻度が異なる 3)。 故に至

的条件 ( 発生時期、発生頻度、典型的壊死像検

出 ) の検索が必要であった。そこで我々は先ず、

診断基準を他種の動物実験や国際的に通用する

ものを作成し応用した 4)。(表 1) 

 

1998 年に脳卒中自然発症高血圧ラット(SHRSP)

の骨頭研究が始まった。SHRSP おいて SHR より高

頻度に、かつ定型的な大腿骨頭壊死が発生するこ

と、15 週齢から 17 週齢に好発し、また Steroid 

Hormone の負荷で壊死の頻度が増加することも判

明した。また X 線による診断は壊死検出率が非常



                                               

 
に低いことも判明した。(表 2)  

 

ほぼ生存限界の 40 週齢では、大腿骨頭壊死

が少数ではあるが約 20 週齢以後にも壊死生じうる

ことや、また組織学的進展が遅いことも示唆された。

この週齢でも Steroid Hormone 投与で脂肪細胞を

変化・変性させうることや骨頭壊死を生じさせうるこ

と、old necrosis の中に脂肪細胞の増加、変性 

early necrosis を生じることが判明した。(表 3) 

 

大腿骨頭壊死の原因病態の解明に関して、高

脂血症と大腿骨頭壊死の関連が SLE 患者での発

生 傾 向 か ら 推 察 さ れ 、 飼 料 に High fat high 

cholesterol (HFC) 食群を作製(表 4)、 

 

 

投与したが、高脂血症を呈し骨髄内の脂肪細胞は

増生していたが、壊死の定義を満たす迄は至らな

かった。Steroid Hormone 投与では SHRSP は壊死

が生じる確率が高く、SHRSP の起源である WKY

（ウィスター京都ラット）では同様の処置で発生して

いない。(表 5) 

 

単に高脂血症のみでは壊死が発生しにくく、

Steroid Hormone 投与で臨床研究や他種動物実

験と同様に大腿骨頭壊死が生じることから、酸化ス

トレスや apoptosis に関して調べた。酸化ストレスは

Steroid Hormone 投与で著増し、apoptosis は壊死

周囲や壊死の生じていない骨頭内にも観察された。

最近の研究では Steroid Hormone 投与で脂肪細

胞が増生するのみでなく、様々な cytokine を産生

し、それらのうち特に PAI-1 が壊死への関与が示

唆している。(図 1) 

 

予防に関する研究では、種々の薬剤の可能性

が考案されているが、我々はまず、SHR に warfarin

を投与し、大腿骨頭壊死の発生頻度が著減させた
5)。更に抗凝固剤（ヘパリン類似物質）であり、抗酸

化作用を有する pentosan を持続投与すると、高脂

血症も改善し、Steroid 性の大腿骨頭壊死を減少さ

せ、また自然発症の大腿骨頭壊死も減少させ酸化

ストレスも組織学的に減少していた。（表 6 ） 



                                               

 

 

Simvastatin でのヒト骨髄脂肪細胞での Steroid 

Hormone 誘発 PAI-1 の分泌抑制研究ついて 

 

1. Real time RT-PCR(10μM Simvastatin) 

Simvastatin により PAI-1 発現は 50％以下に

抑制された。adiponectin と TNFαは発現が亢

進される傾向がみられた。 

2. Real time RT-PCR(1μM Dexamethasone) 

DexamethasoneによりPAI-1発現は約400％

に亢進した。adiponectin と TNFαは発現がや

や抑制される傾向がみられた。 

3. PAI-1 経時的 Real time RT-PCR 

Dexamethasone は PAI-1 の発現をピークで約

1000%に増加させ、Simvastatin は 24 時間後 70%、

48時間後30%とPAI-1の発現を減少させた（図2）。

 
4. 経時的 PAI-1 蛋白分泌量 

PAI-1 蛋白分泌量は投与後 24 時間で、

Dexamethasone は 105ng/ml、コントロール 49 

ng/ml、Simvastatin 32 ng/ml であった（図 3）。

 

5. PAI-1,adiponectin,TNFα蛋白分泌量 

PAI-1 蛋白分泌量を Simvastatin で約 60%に、

Dexamethasone は 約 160% に 変 化 さ せ た 。

Simvastatin 投与 12 時間後に Dexamethasone を

投与すると PAI-1 はコントロールと同程度または

それ以下に抑えることができた。adiponectin は

Simvastatin、Dexamethasone によりわずかに増加

する傾向がみられた。TNFαは Simvastatin、

Dexamethasone によりわずかに減少する傾向が

みられた（図 4）。 

 

 

骨髄脂肪細胞と骨代謝の研究ついて 

ヒト骨髄脂肪初代培養細胞において RANKL、

OPG、M-CSF 遺伝子はいずれも発現を認め、

RANKL/OPG 比は時間とともに上昇した。また

Dexamethasone、TNFα添加により RANKL 発現

は有意に増加した（図 5）。 



                                               

 

 

共培養において破骨細胞前駆細胞は、一部

多核化し骨吸収能をもつ TRAP 陽性細胞となっ

た（図 6）。 

 

 

4. 考察  

特発性大腿骨頭壊死の原因は、未だ解明され

ていないが、血液凝固系異常による血栓形成、

血管内皮細胞の異常、微小血管の破綻、脂質代

謝異常による脂肪塞栓と脂肪細胞増大に伴う骨

内圧の上昇などが想定、提唱されてきている。全

身性エリテマトーデス、関節リウマチなどの膠原

病、腎疾患、臓器移植後などの治療に用いられ

る大用量の Steroid Hormone 投与は、骨壊死に

対する主な危険因子の 1 つと疫学的に実証され

ている。しかし、Steroid Hormone が骨壊死を誘発

するメカニズムはまだ明らかでなく、予防処置も

開発されていない現状である。 

動物モデルを確立し、それを用いた Steroid 

Hormone の微小循環への作用、血管内皮機能

傷害、脂肪細胞や骨細胞への影響に関する病態

解析は重要である。本教室において、Iwasaki、

Hirano らは SHR の大腿骨頭に無腐性壊死、骨

化障害がおこることに着目し、1988 年より調査、

研究をおこなってきた。 

1．骨頭壊死の発生状態の確認 

2．壊死発生率を向上させる試み 

3．ステロイド投与の影響、病態解析 

4．骨壊死発生の予防、抑制 

の検討項目に沿って、診断基準を確定し、好発

種、好発週齢を明らかにし、Steroid Hormone で

壊死が高率に誘発されること 6)、他の動物種の実

験と同様に壊死発生に酸化ストレスや apoptosis

が関与していることを証明し、更に予防薬として

warfarin 、 抗 酸 化 作 用 を 有 す る 抗 凝 固 剤 の

pentosan が有用であることを証明してきた。これら

の結果は臨床に反映されることが期待される。ま

た他の動物種の実験や臨床的検討がなされてい

る抗高脂血症剤の有用性も現在実験中である。 

Simvastatin でのヒト骨髄脂肪細胞での Steroid 

Hormone 誘発 PAI-1 の分泌抑制研究ついて 

われわれはこれまでに Steroid Hormone が骨髄

脂肪細胞からの PAI-1 分泌を増加させること、大

腿骨頭における循環障害の原因となりうることに

ついて検討してきた。近年、大腿骨頭壊死症患

者のrisk factorとして血中PAI-1の増加の報告が

みられる。HMG-CoA reductase inhibitor は血管

への多面的保護作用を有することから、大腿骨

頭壊死症に対する治療薬・予防薬として注目され

ている 7,8,9)。動物実験において、Steroid性大腿骨

頭壊死症を予防する報告は散見されるが、ヒト細

胞についての効果はまだ明らかではない。 

そ こ で 、 ヒ ト 骨 髄 脂 肪 細 胞 を 用 い て 、

Dexamethasone・Simvastatin による cytokine の変

化を検討した。PAI-1 は Dexamethasone により発

現・分泌量ともに増加、Simvastatin により発現・分

泌 量 と も に 減 少 し た 。 adiponectin は

Dexamethasone により発現は低下するが、分泌は

増加する傾向がみられた。また、Simvastatin によ

り発現は亢進、分泌は増加する傾向がみられた。

TNFαは Dexamethasone により発現は低下、分

泌は減少する傾向がみられた。また、Simvastatin

により発現は亢進、分泌は減少する傾向がみら

れた。 

Simvastatin を添加し、その後 Dexamethasone

を添加した群では、PAI-1 上昇が抑えられている。

このことは Simvastatin が Steroid Hormone 性大腿

骨頭壊死症に対する治療・予防薬になりうること

を示しており、さらに検討を重ねてゆく予定であ



                                               

 
る。 

 

骨髄脂肪細胞と骨代謝の研究ついて 

破骨細胞分化の必須分子である RANKL は骨

芽細胞や骨髄幹細胞に発現し、活性化 VitD3 や

PTHなどの刺激によりその発現が増加する。今回、

ヒト骨髄脂肪細胞は骨芽細胞と同様に RANKL を

発現し、その増加に伴い破骨細胞活性を直接的

に促進することが明らかになった。これらはヒト骨

髄脂肪細胞の骨代謝における重要性と、Steroid 

Hormone 骨粗鬆症や関節リウマチにおける骨吸

収への関与の可能性を示している。 

 
5. 結論   

1999 年からの SHR を用いた大腿骨頭壊死研究

を総括した。 SHRSPではSteroid Hormoneで大腿

骨頭壊死誘発され易いこと、酸化ストレスの関与や

pentosan が予防薬として有望であることが判明し

た。 

ヒト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。 
Simvastatin でヒト骨髄脂肪細胞での Steroid 

Hormone 誘発 PAI-1 の分泌抑制研究ついて 

Simvastatin投与により、Dexamethasoneによる骨髄

脂肪細胞からの PAI-1 増加を抑制することが示さ

れた。 

 

骨髄脂肪細胞と骨代謝の研究ついて 

ヒト骨髄脂肪細胞は骨芽細胞と同様に RANKL

を発現し、その増加に伴い破骨細胞活性を直接

的に促進することが判った。 
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家兎大腿骨壊死モデルにおける骨髄内循環の検討              
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我々はステロイドによって骨だけに壊死が生じる原因として、骨髄が皮質骨にシールドされた閉鎖空間となっ

ており、人体の中で独特の構造となっている点に注目している。今回我々は開窓によって骨髄の環境を変化さ

せることで、家兎ステロイド性骨壊死発生の頻度が変化するかを検討した。その結果から壊死発生の一因として

こういった骨の解剖学的特徴があげられると考えた。 

 

 

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

えている仮説を示す（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。そこで我々が注

目してきた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研究を行ってきた。 

以前の報告で我々は家兎骨髄内圧の測定可能な

実験系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。また前回の報告で、ステロイド投与

家兎の骨髄内圧の計測を行ったところ、ステロイド投

与後48 時間で骨髄内圧の上昇を認め（図2）、この時

点で骨髄内に何らかの環境の変化が生じている可能

性があることが示唆された２。 

そこで今回は、家兎大腿骨壊死モデルで大腿骨を

開窓し、骨髄内の環境を変化させることによって、壊

死発生率が変化するのかを病理学的に検討を行っ

た。 
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2. 研究方法 

 我々ははじめに家兎大腿骨開窓モデルを作成した。

これは右大腿骨遠位骨幹部に 1.5mm エアードリルで

骨髄内を損傷しないように 3 箇所に開窓を行うもので



ある（図 3）。開窓を行う際の骨髄内圧の変化を骨髄

内にアンギオカテーテルを挿入し計測したところ、開

窓によって骨髄内圧低下を認めた（図 4）。 

 われわれはこの開窓モデルを用いてステロイドによ

る骨壊死発生率について検討を行った。はじめに家

兎右大腿骨遠位骨幹部に 3 箇所開窓をおこない、開

窓 モ デ ル を 作 成 。 続 い てメ チ ル プレ ド ニ ゾ ロ ン

20mg/kgを一回殿筋内注射。開窓後4週間で犠牲死

とし、両側の大腿骨を摘出した。8 羽の家兎から 16 本

の大腿骨を摘出し、開窓群 8 本、コントロール群 8 本

について壊死発生の有無を病理学的に検討した。な

おこの際開窓の影響を受ける大腿骨外側部は検討

に含めなかった。骨壊死の病理学的診断は、骨髄造

血細胞壊死および脂肪細胞壊死を伴う骨梁内骨細

胞空胞化（empty lacunae）に基づいて行った３。 
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3. 研究結果 

 壊死発生率は開窓群で 8 羽中 2 羽（25％）、コントロ

ール群で 8 羽中 6 羽（75%）であり、有意な差を認め、

開窓によって骨髄内環境を変化させることで骨壊死

発生の低下を認めた。このことから骨髄が皮質骨によ

ってシールドされている環境がステロイド性骨壊死発

生の誘因の一つになっている可能性が示唆された。 

開窓

骨髄内圧

 

図 4 

 

4. 考察 

 我々の疑問のひとつになぜステロイド全身投与で

壊死が骨にのみできるのか？といった問題がある。こ

の理由として骨の解剖学的特徴、すなわち微小循環

が類洞構造内で行われていることや、骨髄が皮質骨

にシールドされており、閉鎖環境となっていることがあ

げられる。これまで我々は動脈系に注目した in vivo

の血管運動性の解析を行ってきた４。今回のシリーズ

では、先行実験でステロイド投与によって骨髄内圧が

投与後 48 時間で上昇するといった現象を見出してい

る。これらをふまえ、今回は皮質骨で閉鎖された環境

を変化させることで骨髄内循環を変化させ、骨壊死

発生に影響を与えるか検討した。その結果開窓によ

って壊死発生率が低下したことから、骨髄内循環の

変化が生じていたことが推察された。ただし開窓によ

って臨床的に骨壊死予防効果があるといったことまで

は現在考えておらず、また core decompression のよう

に開窓によって治療を行うといったことも考えていな

い。 

今回我々はステロイド性骨壊死発生の病態解析を

行い、結果からは壊死発生の一因として骨の解剖学

的特徴があげられると考えた。 
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