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ビタミンＥ（α－トコフェロール）がステロイド性骨壊死の発生頻度を減らすことができるかを動物モデルを用いて調査し

た。日本白色家兎を、通常の飼料を食べさせるコントロール群、通常の飼料にα－トコフェロールを600mg/kgで添加した

強化飼料を食べさせるビタミンE 群の2群に分けた。骨壊死を起こすことを目的に、すべての家兎に高容量の酢酸メチル

プレドニゾロン (MPSL)（20mg/kg）を右殿筋に筋注した。MPSL を注射してから 4 週間後に両大腿骨に骨壊死があるかを

病理組織学的に検討した。ビタミン E 群は 21 羽中 5 羽（23.8％）、コントロール群は 20 羽中 14 羽（70％）に骨壊死が発生

した。α－トコフェロールは骨壊死の発生頻度を減らした（P= 0.0036）。α－トコフェロールは臨床でよく用いられる薬剤で

あり、ヒトのステロイド性骨壊死に対する予防法として有望である。 

 

 

 

1. 研究目的  

骨壊死はステロイド投与後に骨内に虚血が生じる

ことが原因の１つであるというコンセンサスが得られて

いる 1）。骨壊死に関連するステロイドの効果として従

来から諸説が提唱されてきた。最近、 Ichiseki らが

家兎にステロイドを投与するとすぐに骨内に酸化傷害

が起こり、その後に骨壊死が発生すると報告した 2）。

そこで、抗酸化物質がステロイド投与後に発生する酸

化傷害を軽減させ骨壊死を予防するのではないかと

われわれは考えた。ビタミンEは生体内に存在する脂

溶性物質であり、強い抗酸化作用を持っている 3）。ビ

タミン E の中でも最も生物活性が高い α－トコフェロ

ールが骨壊死を予防しやすいのではないかと考え

た。 

本研究では α－トコフェロールがステロイド性骨壊

死の発生頻度を減らすことができるかを動物モデル

を用いて調査した。また α－トコフェロールが、骨壊

死が発生した個体内において骨壊死発生部位数を

減らすことができるか検討した。 

 

2. 研究方法 

50 羽 の 雄 性 日 本 白 色 家 兎 （ 28-32 週 齢 、

3.3-3.9kg）を次の 2 群に割り付けた。（1）コントロール

群(25 羽)：通常の飼料で飼育した。（2）ビタミン E 群

(25 羽)：α－トコフェロールを 600mg/kg で通常の飼

料に添加したビタミン E 強化飼料で飼育した。 

この研究では Yamamoto らの報告に準じたステロイ

ド性骨壊死家兎モデルを用いた 4）。2 群に割り付けて

飼育を開始してから 2 週間後にステロイドはパルス療

法に相当する酢酸メチルプレドニゾロン（MPSL）を

20mg/kgを1回右殿筋内に筋注した。MPSL投与から

4 週後に 2 群をペントバルビタールの大量投与によっ

て安楽死させた。両大腿骨を摘出し、近位1/3 と遠位

1/3に分割した。それぞれの正中冠状断のヘマトキシ

リンエオジン染色組織標本を作製し、病理組織学的

検討を行った。 

全ての病理組織学的評価は盲検化して二人の検

者が行った。骨壊死の病理組織学的定義は骨髄造

血細胞壊死または脂肪細胞壊死を伴い骨梁内骨細

胞が空胞化または核濃縮を示すものとした 4）。骨髄造

血細胞壊死または脂肪細胞壊死を伴わない骨梁内

骨細胞の空胞化は骨壊死と診断しなかった。大腿骨

の組織標本中に一つでも骨壊死領域を認めた家兎

は骨壊死発生家兎とした。 

まず、α－トコフェロールの骨壊死予防効果を判

定するためにコントロール群とビタミン E 群の骨壊死

を発生した家兎数を比較した。次に骨壊死が多発す

ることをα－トコフェロールが抑制するかどうかを検討

するために骨壊死が発生した家兎 1 羽あたりの骨壊

死部位数を両大腿骨近位 1/3 と遠位 1/3（合計 4 部



位）で評価した。 

α－トコフェロールの摂取量を評価するために飼

料の摂取量を計測した。与えた飼料の重量から残っ

た飼料の重量を引いた重量を家兎が食べた飼料の

量と定義し、1 週間ごとにその量を記録した。この量

からα－トコフェロールの摂取量（mg/kg/day）を算出

した。 

統計学的検討は骨壊死が発生した家兎の数を

chi-square for independence test または Fisher’s 

exact probability test で評価した。骨壊死がある個体

内の骨壊死の部位数については Mann-Whitney’s U 

test で評価した。p<0.05 を統計学的有意とした。 

 

3. 研究結果 

50 羽中 9 羽の家兎が死亡した。ビタミン E 群では 4

羽、コントロール群では 5 羽が MPSL 投与後に死亡し

た。この 9 羽の家兎を除外して検討した。ビタミン E 群

では 21 羽中 5 羽（23.8％）に骨壊死が発生した。コン

トロール群は 20 羽中 14 羽（70.0％）に骨壊死が発生

した。ビタミン E 強化飼料によって骨壊死の発生頻度

を減らした（P= 0.0036）。両群の骨壊死が生じた家兎

の１羽当たりの骨壊死数に差はなかった（ビタミン E

群; 1.80±0.45, コントロール群 1.57 ± 0.65 ）。 

ビタミン E 群の α－トコフェロールの摂取量は

20.82±2.47 mg/kg/day であった。 

 

4. 考察 

α－トコフェロールが骨壊死の発生率、多発性に

与える影響について検証した。その結果、α－トコフ

ェロールが家兎における骨壊死の発生率を低下させ

ることを確認した。ステロイド投与後の骨壊死に対し

て α－トコフェロールがもつ予防効果に関しての報

告はこれまでになく、本研究が初めてである。家兎の

骨壊死は、骨壊死が骨髄細胞壊死を周囲に伴う骨細

胞の空胞化を伴い、その修復過程では肉芽組織と添

加骨形成を示す。その組織学的な特徴は家兎とヒト

の骨壊死では類似しており、ヒトのステロイド投与後の

骨壊死の病態を反映するモデルとして多くの研究に

用いられている。α－トコフェロールがヒトのステロイド

投与後の骨壊死に対しても予防効果をもつ可能性が

ある。 

今回の研究では α－トコフェロールは骨壊死の個

体あたりの発生部位数に影響を与えなかった。骨壊

死の多発性には関与しない可能性がある。 

α－トコフェロールの生化学的、生物学的な研究

は数多く、その抗酸化作用、膜安定化作用、微小循

環賦活作用などに関して報告されている 3，5）。われわ

れの研究では α－トコフェロールが骨壊死を抑制す

る機序について明らかにしていないが、これらの作用

が関与したのではないかと推察している。 

Kappus らは α－トコフェロールは非常に安全な薬

剤であり、ヒトに用いるときの医薬品としての安全投与

量の上限は 1600mg/day と報告している 6）。今回の研

究で家兎に食べさせた α－トコフェロールの量をヒト

（60kg）に換算すると約 1250mg/day であり、安全な投

与量と考えられる。 

われわれの研究では α－トコフェロールを安全な

投与量で経口摂取させ、ステロイド性骨壊死を抑制し

た。α－トコフェロールは安全性が高く、すでに臨床

でよく使われる薬物であるため、追加実験が必要なも

ののヒトを対象とした骨壊死の予防効果を確かめる臨

床試験に応用しやすいと考える。 

 

5. 結論 

本研究は α－トコフェロールが家兎の骨壊死発生

率を低下させることをはじめて示した。α－トコフェロ

ールは臨床でよく用いられる薬剤であり、ヒトのステロ

イド性骨壊死に対する予防法として有望であると考え

る。 
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当科ではこれまで骨壊死発生には酸化ストレスが関与していることに注目し、グルタチオンで 

骨壊死が抑制されることを報告してきた。今回、抗酸化力の強いとされるビタミン類を家兎に投与し、 

骨壊死発生予防の可能性に関して検討した。使用した動物モデルは骨壊死の再現性を高くする為 

に、MPSL40mg/kgを 1回殿筋内に筋注した家兎とし、ステロイド筋注のみをS群、ステロイドに加えて 

ビタミン類を連日静注した群を作製して、病理組織学的、血液生化学的検査を行った。ビタミンE投与 

群で骨壊死抑制の可能性が示唆された。 

 

1．研究目的 

これまでに当科では、近年種々の疾患で関与が

報告されている生体内酸化ストレスに注目し、家

兎に対してステロイド投与後早期に DNA 酸化障害

が発生していること、またステロイド投与家兎骨

壊死モデルを用いて抗酸化剤であるグルタチオン

投与により骨壊死発生が有意に抑制されたことを

報告し、骨壊死と酸化ストレスとの関係について

の検討を行ってきた（1、2）。 

ステロイド投与家兎骨壊死モデルに対して、グ

ルタチオンを大量投与した結果、骨壊死発生率は

0％と十分な抑制効果が確認できた。しかし、同モ

デルに対して臨床的な常用量であるグルタチオン

を投与した際には、骨壊死発生率は 30％と有意な

抑制効果は認めたが、その効果は完全ではなかっ

た。従って、更なる予防効果が期待できる、臨床

的に安全で、一般的に使用されている薬剤が必要

と考えられる。 

最近ではグルタチオンを含めた抗酸化物質の内、

特に効果が強いといわれている抗酸化ビタミンが

注目されている（3）。臨床においても、心疾患な

ど酸化ストレス関連疾患に対して発症予防目的に

よく利用されており、十分な予防効果が報告され

ている。抗酸化ビタミンの中ではビタミン E、C、

K が特に抗酸化作用を有しており、また一般的に

臨床で使用され、安全性も高いといわれている。

従って、抗酸化作用を有するビタミン（E、C、K）

を投与することによりステロイドによる生体内酸

化ストレスを抑制することができれば、骨壊死発

生を予防できる可能性が考えられる。 

従って、本研究の目的は、ステロイド投与家兎

骨壊死モデルを使用し、抗酸化ビタミン（E、C、K）

による骨壊死発生抑制効果に関して検討すること

である。 

 

2．研究方法 

実験 1：酢酸メチルプレドニゾロン（以下 MPSL） 

40ｍｇ投与群の作成 

体重約 3.5ｋｇの成熟雌性日本白色家兎に対し、

MPSL40mg を 1 回のみ殿筋内に筋注した 15 羽を

S群とした。 

実験 2：MPSL＋抗酸化ビタミン投与群の作成 

実験１と同様に MPSL40mg 投与した家兎に対し

て、ビタミン E を 50mg/kg 連日静注した 10 羽

を E群、ビタミン Cを 30mg/kg 連日静注した 10

羽を C 群、ビタミンＫを 0.5mg/kg 連日静注し

た 5羽を K群とした。 

全群、2 週間後に犠牲死とした。使用したビタミ

ンは、すべて半減期が短いため連日静注とし、量

も臨床的に報告されている最大投与量を用いた。 

各群において下記の（1）、（2）を検討した。 

（1）病理組織学的検討 

2 週間後に犠牲死とした家兎の両側大腿骨を摘

出し、各群において H-E 染色標本を作製し、光

学顕微鏡にて大腿骨近位内側部における骨壊

死の有無について検討した（4）。 



（2）血液生化学的検討 

酸化ストレスの指標としてグルタチオン（GSH）

値を測定した（5）。当科の研究にて、ステロイ

ド投与後早期に生体内酸化が生じていること

が示唆されている為（6）、ステロイド投与後早

期に集中し、MPSL 投与前、1、3、5、7、14 日

目に採血を行った。 

 

3．研究結果 

実験 1： 

（1）S 群では 15 羽中、14 羽に骨壊死を認め、骨

壊死発生率は 93％であった。 

（2）S群では、MPSL 投与後、1日目から急激に GSH

値の低下を認め、7 日目まで統計学的に有

意な GSH 値の低下を認めた。（P＜0.05） 

実験 2： 

（1）E群では、10 羽とも骨壊死は認めず骨壊死発

生率は 0％と、有意に骨壊死発生は抑制さ

れていた。（P＜0.05）また、C群では 10 羽

中 6羽に骨壊死を認め骨壊死発生率は60％、

K群では5羽中5羽に骨壊死を認め100％で

あった。 

（2）E 群では S 群と比較して、MPSL 投与 1 日目、

3日目でGSH値の低下が有意に抑えられてい

たが（P＜0.05）、C 群、K 群では S 群と比較

して、有意な変化を認めなかった。 

 

4．考察 

通常、生体内では酸化還元のバランスは平衡に

保たれている。しかし、過剰のステロイドが投与

されると、酸化還元のバランスが崩れ、生体内に

過剰の酸化ストレスが加わることになる。つまり、

生体内で過酸化の連鎖反応が起こり、最終産物で

ある過酸化物質が体内に蓄積することになる。生

体内に過酸化物質が蓄積すると、更に酸化還元の

バランスが崩壊し、酸化ストレスが増加するとい

う負のサイクルを生じることになる。 

今回検討したビタミン E は、過酸化反応の連鎖

を停止させ、過酸化物質の蓄積を抑制する。従っ

て、直接的な抗酸化作用を有しており、ビタミン

E 投与群では骨壊死発生率が 0％と有意な抑制効

果が確認できた。 

ビタミン C は、ビタミン E の抗酸化作用を補助

するという間接的な作用が主である為 

（7、8）、本研究にて骨壊死発生率は 60％と抑制

傾向は認めたが、十分な結果は得られなかった。 

ビタミンＫは、抗酸化作用を有するという報告

は近年散見されているが（9）、未だ明らかな機序

は判明していない。今回の研究では、抑制効果は

認めなかった。 

 

5．結論 

本実験よりステロイド性骨壊死モデルに対して

ビタミン E を投与することで、骨壊死発生抑制効

果が確認できた。また、ビタミン C では、骨壊死

抑制傾向は認められたが、有意な低下は得られず、

ビタミン K に関しては骨壊死抑制効果を認めなか

った。ビタミン E は臨床的にも十分応用可能であ

り、ステロイド性大腿骨頭壊死症の予防法として

期待できることが示された。  
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酸化ストレスラット骨壊死モデルの組織学的検討 

 

 

 

坂井孝司、西井 孝、中村宣雄、高尾正樹、花之内健仁、中原一郎、塩見俊行、 

津田晃佑、吉川秀樹、菅野伸彦 

（大阪大学大学院医学研究科 整形外科） 

 

 

Buthionine sulphoximine (BSO) を 1 回皮下投与した酸化ストレスラット骨壊死モデルについて組織学的検討

を行った。1000mg/kg/day 投与後 1 週（6 匹）、2 週(6 匹)、3 週（6 匹）では各々骨壊死発生が２５％、

2000mg/kg/day投与後2週(6匹)では骨壊死発生が42％に見られた。骨幹部のみに認める例が多く、骨髄壊死

を伴った例は少なかった。 

 

 

1. 研究目的 

Ichiseki ら 1)によって報告されている酸化ストレスラ

ット骨壊死モデルについて、BSO の投与量及び投与

法を変更して追試し、骨壊死発生について組織学的

に検討した。 

 

2. 研究方法 

Wister rat 雄 24-28 週齢 27 匹を対象とした。

D,L-Buthionine-(S,R)-Sulfoximine (BSO)を蒸留水に

溶解して 1 回皮下投与しモデルを作成した。蒸留水

を皮下投与し 1 週後に犠牲死としたもの（n=3）をコン

トロールとした(図１)。BSO 1000mg/kg を 1 回皮下投

与し、1 週後に犠牲死としたもの（n=6）、2 週後に犠牲

死としたもの（n=6）、3 週後に犠牲死としたもの（n=6）、

BSO 2000mg/kg を 1 回皮下投与し、2 週後に犠牲死

としたもの（n=6）の 4 群について検討した。 

両大腿骨と両脛骨を摘出しホルマリン固定後、

EDTA にて脱灰し、HE 染色標本を作成した。また酸

化ストレスの指標として、麻酔下に採取した動脈血に

対して The Diacron-Reactive Oxygen Metabolites 

test (d-ROM)を施行した。 

 

3. 研究結果 

BSO 1000mg/kg を 1 回皮下投与し、1 週後に犠牲

死としたものでは、3 本の大腿骨で骨幹部に骨梁壊

死を認め（3/12, 25%）、そのうち 1 本では骨端部にも

骨梁壊死を認めた。 

BSO 1000mg/kg を 1 回皮下投与し、2 週後に犠牲

死としたものでは、2 本の大腿骨で骨幹部に骨髄壊

死を認め（2/12, 17%）(図 2)、3 本の大腿骨で骨幹部

に骨梁壊死を認めた（3/12, 25%）(図 3)。また 1 本の

脛骨で骨幹部に骨髄壊死を認めた（1/12, 9%）。 

 

 

BSO 1000mg/kg を 1 回皮下投与し、3 週後に犠牲

死としたものでは、3 本の大腿骨で骨端部に骨梁壊

死を認めた（3/12, 25%）。 



 

BSO 2000mg/kg を 1 回皮下投与し、2 週後に犠牲

死としたものでは、5 本の大腿骨で骨幹部に骨梁壊

死を認めた（5/12,42%）(図4)。いずれの群でも骨端部

には少なく、骨幹端部には認めなかった。 

 
d-ROM 値について、骨壊死発生の有無で比較す

ると、壊死あり（8 匹）365.1±67 IU.CARR, 壊死なし

（13 匹）393.4±69 IU.CARR で差を認めなかった。

BSO 投与からの期間では、1 週（6 匹）368.3±62 

IU.CARR, 2 週（12 匹）391.1±73 IU.CARR, 3 週（6

匹）380．2±62 IU.CARR で差を認めなかった。BSO

投与量では、0g（3 匹）406.5±32 IU.CARR, 1g/kg

（18 匹）391.9±99 IU.CARR, 2g/kg（6 匹）409.5±51 

IU.CARR で差を認めなかった。 

 

4. 考察 

 今回 BSO を 1 回 1000mg/kg/day 皮下投与後 1 週、

2 週、3 週では各々骨壊死発生が２５％、

2000mg/kg/day 投与後 2 週では骨壊死発生が 42％

に見られた。連続 14 日間 500mg/kg/day 皮下投与し

た Ichiseki らの報告と比較して発生率は低く、また骨

幹部のみにみられる例が多く、骨端部には少なく、骨

幹端部には見られなかった。この理由として、BSO 投

与法・投与量の違いによると考えられた。また Rat に

おけるBSOの血中動態についても検討する必要があ

ると考えられた。 

 今回酸化ストレス度の指標として、d-ROM 値を使用

した。d-ROM 値は血液における過剰な活性酸素、フ

リーラディカルによるダメージの副産物（ヒドロペルオ

キシド）を間接的に分析測定し数値化したものである。

正常は 200-300IU.CARR で、341-400 は中等度のス

トレス、401-500 は高度のストレス、501 以上はかなり

高度のストレスを表すとされている。今回はすべての

個体で 300-500IU.CARR の範囲内であった。但し

BSO を投与しなかったコントロール群でもこの範疇に

あり、BSO 投与群と差を認めなかったことから、麻酔

下に採血しているにもかかわらず一連の処置による

影響も示唆され、現時点では酸化ストレスラット骨壊

死モデルの酸化ストレス測定には適当とは言いがた

い。 

 

5. 結論 

BSO を1回1000mg/kg/day皮下投与後1 週、

2 週、3 週では各々骨壊死発生が 25%, 

2000mg/kg/day 投与後 2 週では骨壊死発生が

42％に見られた。骨端部には少なく、骨幹端部

には認めず、骨幹部のみに見られる例が多く、

骨髄壊死はも少なかった。 
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骨壊死動物モデル組織検討会のまとめ 
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以前家兎骨壊死モデルの組織評価の再現性の検討を大阪市立大学、金沢大学、九州大学、大阪大学の 4

施設で行い、施設間での骨、骨髄壊死の定義や組織評価基準の相違について報告した。特発性大腿骨頭壊

死症の予防法確立および前臨床的検証のためには、壊死の起点が明らかな再現性の高い動物モデルによる

実験が不可欠である。施設間で骨、骨髄壊死の定義や組織評価基準を一致させることは実験結果の再現性、

信頼性の向上の点で重要と考えるが、それぞれの動物モデルにおいて人との相違や、骨、骨髄壊死の様態の

特徴を踏まえて結果を解釈することも重要と考えられる。今回動物種によるステロイド反応性の相違を含め、各

骨壊死動物モデルの定義、特徴の文献的検討を行い骨壊死動物モデル組織検討会のまとめとして報告する。 

 

 

1. 研究目的、方法 

以前家兎骨壊死動物モデルの組織診断の再現性

の検討を大阪市立大学、金沢大学、九州大学、大阪

大学の 4 施設で行い、施設間での骨、骨髄壊死の定

義や組織評価基準の相違について報告した 1)。標本

は 35 標本中 31 標本(89%)がステロイド単独投与によ

る骨、骨髄壊死モデルであった。４施設で診断が完

全に一致したのは全体の約 1/3 で、施設間の組織診

断に不一致があった。主な原因は、 施設間での動

物モデルでの骨、骨髄壊死の定義や組織評価基準

が異なるということであった。具体的には 

１．骨壊死と骨髄壊死を区別するかどうか施設によ

り異なる。 

２．partial empty lacunae を骨壊死に含めるかどう

かの方針が異なる。 

３．組織変化が軽度の時の骨髄壊死の判定基準が

異なる。 

４．アーチファクトの評価が異なる。 

であった。 

病態解明のため様々な非外傷性骨壊死動物モデ

ルが報告されているが、これらの動物モデルがどのよ

うな特徴を有し、骨壊死がどのように定義されている

か代表的動物モデルを対象に文献的検討を行った。 

 

2. 研究結果  

ステロイドの単独投与で骨、骨髄壊死を認めた動

物種としてはマウス 2)、チキン３）、ラビット 4-6)の 3 つの

動物種の報告がある。ブタではステロイド投与後の骨

頭の血流低下が報告されているが、骨、骨髄壊死の

発生は報告されていない 7)  （表１）。 

マウスではデキサメサゾンを 12 日間経口投与し、

大腿骨遠位 epiphysis に 40%の確率で骨壊死が発生

した報告されている 2)。壊死領域の大きさは記述され

ていない。骨壊死の定義は骨髄壊死を伴う骨梁壊死

とし、骨壊死と骨髄壊死を区別している。 

チキンではメチルプレドニゾロン(MPSL)を 3mg/kg

毎週 6-12 週投与し、骨頭に骨髄壊死を 40%、骨壊死

を 16%認めたと報告している３)。壊死領域の大きさは

報告されていないが、文献の figure では骨頭に比し

比較的小さな壊死が提示されている。骨壊死の定義

は骨髄壊死を伴う骨梁壊死とし、骨壊死と骨髄壊死

を区別している。 

ラビットの20mg/kgのMPSL単回投与モデルでは、

骨壊死の定義は骨髄壊死を伴う骨梁壊死としている

が、骨髄壊死単独でも骨壊死に含めている。4)。骨、

骨髄壊死が 70%と高率に発生するが、壊死領域の大

きさは比較的小さく、近位 1/3 大腿骨の平均 0.7%に

相当すると報告されている。 



ラビットの 4mg/kg の MPSL 単回投与のモデルも同

様の傾向で、60%に骨、骨髄壊死が発生するが、壊死

領域の大きさは小さく平均 5mm2 と報告されている 5,6)。

骨壊死の定義は骨髄壊死を伴う骨梁壊死としてい

る。 

われわれは 20mg/kgMPSL 単回投与ラビットモデ

ルの血流評価のため、Dynamic MRI をステロイド投与

後 3 日、1w、3w、6w、9w で撮像したが、虚血パターン

の信号変化をとらえることができたのは 9w 群の 18 大

腿骨中 1 大腿骨のみであった。8,9)。9w 群で壊死を認

めたのは 6 大腿骨で、組織はすべて骨髄壊死であっ

た。壊死領域の大きさは平均 4,4mm2 と小さかった。

造影 MRI では、20mg/kgMPSL 投与後 9w で骨髄壊

死を呈した 6 大腿骨中 4 大腿骨で検出できたが、血

清病モデルの MRI 像と比べると変化は小さかった。

本モデルの壊死領域の大きさが小さいことを反映し

た結果であった１０，１１)。 

ステロイド非投与の骨、骨髄壊死動物モデルでは、

ラットでは酸化ストレスモデル 12)やラビットでは血清病

モデル 13)、LPS モデル 14)、SLE-like モデル 15)の報告

がある（表 2）。 

Buthionine sulphoximine 500mg/kg/日 14 日間連

続投与による酸化ストレスラットモデルでは epiphysis

に高率に骨壊死を認めると報告されている。骨壊死

の定義としては骨髄壊死または骨梁壊死とし、骨髄

壊死と骨壊死を区別していない。12)。壊死領域の大き

さは報告されていない。 

10mg/kg の馬血清 2 回投与による血清病ラビットモ

デルでは、大腿骨全ての部位に骨壊死や骨髄壊死

の発生を認め、骨壊死の定義としては骨髄壊死を伴

う骨梁壊死とし、骨壊死と骨髄壊死を区別している
13)。 

100μ g 抗 DNA 抗体 の immunization に よ る

SLE-like ラビットモデルでは骨髄壊死のみの報告が

されている。骨壊死は骨髄壊死を伴う骨梁壊死とし、

骨壊死と骨髄壊死を区別している 15)。壊死領域の大

きさは報告されていない。 

10μｇ/kg の LPS 単回投与ラビットモデルでは、大

腿骨全ての部位に骨壊死や骨髄壊死の発生を認め、

骨壊死の定義としては骨髄壊死を伴う骨梁壊死とし、

骨壊死と骨髄壊死を区別している 14)。壊死領域の大

きさは大腿骨近位 1/3 の平均 86.7%と大きい。これに

ステロイド投与を加えたラビットモデルで予防的治療

の効果を Dynamic MRI と造影マイクロ CT も用いて評

価している報告があるが、壊死領域が大きいため高

い検出感度を報告している 16)。 

 

3. 考察、結論 

骨壊死動物モデルでの骨壊死の定義は、すべてヒ

トでの定義と同じく骨髄壊死を伴う骨梁壊死としたも

のであり、骨壊死の組織学的定義の gold standard で

あることが確認されたが、骨壊死と骨髄壊死を区別す

るかどうかは動物モデルにより異なっていた。 

一言に骨壊死動物モデルといっても、壊死範囲の

大きさは大腿骨近位 1/3 のほとんどを占めるものから、

1%に満たないものまでさまざまであった。ステロイド単

独投与による骨、骨髄壊死の範囲は動物種によらず

小 さ い 傾 向 が あ っ た 。 壊 死 の 部 位 も epiphysis, 

metaphysis, diaphysis の区分でさまざまであった。 

 特発性大腿骨頭壊死症の予防法確立および前臨

床的検証のためには、壊死の起点が明らかな再現性

の高い動物モデルによる実験が必要不可欠である。

動物モデルでの骨、骨髄壊死像とヒトの骨壊死との

相違を念頭において、結果を解釈し検証することは

いうまでもないことであるが、動物モデル間において

も組織学的特徴や診断基準に相違があることも十分

理解することが重要であると考えられた。 

 

4. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2. 学会発表 

なし 

 

5. 知的所有権の取得状況 
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表1. ステロイド投与骨・骨髄壊死動物モデル一覧 
Species Treatment ON 

definition 

Distinction 

between ON 

and MN 

Prevalence Site Size 

Mouse Dexamethasone p.o. 

12 days 

TN and MN Yes ON 40% Distal epiphysis - 

Rabbit MPSL 20mg/kg i.m. 

single dose 

TN and MN No ON 70% Metaphysis 

Diaphysis 

0.7% of 1/3 

proximal 

femur 

Rabbit MPSL 4mg/kg i.m. 

single dose 

TN and MN Yes ON 60% Metaphysis 

Diaphysis 

5 mm2 

Chicken MPSL 3mg/kg/w 

i.m. 6-12w 

TN and MN Yes MN 40% 

ON 16% 

Proximal 

epiphysis 

－ 

 

ON osteonecrosis, TN ｔrabecular necrosis, MN marrow necrosis, MPSL methylprednisolone, BSO buthionine 

sulphoximine, LPS lipopolysaccharide 

 

 

表2. ステロイド非投与骨・骨髄壊死動物モデル一覧 

Species Treatment ON 

definition 

Distinction 

between ON 

and MN 

Prevalence Site Size 

Rat BSO 500mg/kg/day 

i.s. 14 days 

TN and/or 

MN 

Yes ON 71% Proximal 

epiphysis 

Distal epiphysis 

- 

Rabbit Horse serum 

10ml/kg, two dose 

TN and MN Yes MN 28% 

ON 44% 

Epiphysis 

Metaphysis 

Diaphysis 

－ 

Rabbit Anti-DNA  

antibody 100 μ g 

immunization 

TN and MN Yes MN 35% Metaphysis 

Diaphysis 

- 

Rabbit LPS 10 μ g/kg 

single dose 

TN and MN Yes ON 77% Epiphysis 

Metaphysis 

Diaphysis 

86.7% of 1/3 

proximal 

femur 

 

ON osteonecrosis, TN ｔrabecular necrosis, MN marrow necrosis, MPSL methylprednisolone, BSO buthionine 

sulphoximine, LPS lipopolysaccharide 

 

 



マウス骨壊死モデルを用いたシンバスタチンの骨壊死に対する作用の解析 
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 研究要旨：特発性大腿骨頭壊死の分子メカニズムを解明するためには適切な動物モデル、特に遺伝子操

作が容易なマウスモデルの作成が有用である。われわれはこれまでにマウス尾部結紮による新しい骨壊死

モデルを作成した。今年はこのモデルを用いてスタチン製剤であるシンバスタチンの作用を検討した。シ

ンバスタチンはマウス骨壊死モデルにおける骨細胞アポトーシスおよび骨壊死を抑制した。またシンバス

タチン投与によってp53の発現誘導の低下が認められた。 

 

 

1. 研究目的 

 特発性大腿骨頭壊死（Idiopathic Osteonecrosis of 

the femoral head, ION）は壮年期成人に好発し、その

罹患によって股関節が破壊され、QOL が著しく侵さ

れる疾患である。その真の原因は明らかではないが、

何らかの原因で大腿骨頭部の阻血が生じ、骨細胞お

よび骨髄細胞の壊死が生じるものと考えられている。

しかしながら阻血から細胞壊死に至る分子メカニ

ズムは不明なままである。 

このような病態を解析するためには適当な動物

モデルの開発がきわめて有用である。われわれは

本研究班においてマウス尾部結紮・再還流によっ

て結紮遠位部に骨壊死が生じること、さらにその

組織像を解析し、時系列に沿って骨細胞がアポト

ーシス細胞死を生じ、その後にネクローシス細胞

死が見られ、さらに新生骨の出現と破骨細胞数の

増加がみられることを報告した。本年の研究班で

はこの実験系における骨細胞アポトーシス、骨壊

死に対するシンバスタチンの作用を検討した。 

 

2. 研究方法 

マウス尾部結紮モデル 

６週齢の C57B6 マウスを使用し、尾部を巻きワイヤ

ーで結紮し、８時間後に結紮を解除する。血流再開

後、７日後に結紮部の近位、遠位部の尾椎を採取し、

組織学的に検討した。シンバスタチンは 0.02w/w% 

(約 50mg/kg/day)の混餌として投与を行った。以下の

４群を作成して検討した。 

Group1:  シンバスタチン投与なし 

Group2:  尾部結紮７日前から尾部結紮まで投与 

Group3: 尾部結紮後 sacrifice まで投与 

Group4: 尾部結紮前７日から sacrifice まで投与 

 

3. 研究結果 

Group1 および 2 では結紮部の遠位において著明

な骨細胞アポトーシス、empty lacunae の形成が認め

られた。一方 Group 3, 4 では再還流後 7 日目におけ

る骨細胞アポトーシスは抑制されており、14 日目にお

ける empty lacunae の形成も低下していた(図１)。免疫

組織学的検討によって骨細胞における p53 の発現が

Group3, 4 では低下していた(図２)。 

  

4. 考察 

血流の遮断とそれに引き続く再還流による組織障

害は ischemia reperfusion injury として脳、肺、腎臓、

腸管などさまざまな臓器で報告されている。われわれ

は、「ION の本体は大腿骨頭部の阻血とその後の再

還流による骨・骨髄細胞へのダメージである」との仮説

に基づき、尾部結紮再還流による骨壊死動物モデル

を作成し、このモデルを用いてシンバスタチンが骨細

胞アポトーシスに対して抑制的に作用することを明ら

かにした。今後シンバスタチンの骨細胞に対する作用

の分子メカニズムを明らかにすることが必要と考えられ

る。 

 

5. 結論 



 マウス尾部結紮による骨壊死モデルにおいてシン

バスタチンは骨細胞アポトーシス、骨壊死に対して抑

制的に作用する。 

 

6. 研究発表 

1. 論文発表 

1) Yamashita T, Kobayashi Y, Mizoguchi T, Yamaki 

M, Miura T, Tanaka S, Udagawa N, Takahashi N. 

MKK6-p38 MAPK signaling pathway enhances 

survival but not bone-resorbing activity of 

osteoclasts. Biochem Biophys Res Commun. 

2008, 365:252-257. 

2) Ajima R, Akiyama T, Usui M, Yoneda M, Yoshida 

Y, Nakamura T, Minowa O, Noda M, Tanaka S, 

Noda T, Yamamoto T. Osteoporotic bone 

formation in mice lacking tob2; involvement of 

Tob2 in RANK ligand expression and osteoclasts 

differentiation. FEBS Lett. 2008, 

582:1313-1318. 

3) Okuma-Yoshioka C, Seto H, Kadono Y, Hikita A, 

Oshima Y, Kurosawa H, Nakamura K, Tanaka S. 

Tumor necrosis factor-alpha inhibits 

chondrogenic differentiation of synovial 

fibroblasts through p38 mitogen activating 

protein kinase pathways. Mod Rheumatol. 

2008;18(4):366-378. 

4) Oshima Y, Akiyama T, Hikita A, Iwasawa M, 

Nagase Y, Nakamura M, Wakeyama H, Kawamura 

N, Ikeda T, Chung UI, Hennighausen L, 

Kawaguchi H, Nakamura K, Tanaka S. Pivotal 

role of Bcl-2 family proteins in the regulation of 

chondrocyte apoptosis. J Biol Chem. 2008 , 

283(39): 26499-26508.  

5) Eun-Ju Chang, Jeongim Ha, Frank Oerlemans, 

You Jin Lee, Soo Woong Lee, Jiyoon Ryu, Hyung 

Joon Kim, Youngkyun Lee, Hyun-Man Kim, 

Je-Yong Choi, Jin Young Kim, Chan Soo Shin, 

Youngmi Kim Pak, Sakae Tanaka, Bé Wieringa, 

Zang Hee Lee, Hong-Hee Kim. Brain-type 

creatine kinase has a crucial role in 

osteoclast-mediated bone resorption. Nature 

medicine, 14:966-972, 2008. 

 

2. 学会発表 

1) 2nd International Conference on 

Osteoimmunology: Interactions of the Immune 

and Skeletal Systems 

2) (2008.7.11) Rhodes, Greek, Session V  Basic 

Concepts into osteoimmunology: Osteoclasts 

“Regulation of Skeletal Homeostasis by Bcl-2 

family” 

3) 5th Meeting of Bone Biology Forum (2008.8.22) 

Fuji, Session 5 “Regulation of osteoclast 

apoptosis” 

4) 第 62 回 NPO 法人日本口腔科学会学術集会

（2008.4.17） シンポジウム 2 組織破壊の科学 

「破骨細胞アポトーシス制御の分子機構」 

5) 第 52 回日本リウマチ学会総会・学術集会 参天

ブース企画 ＲＡにおけるＤＭＡＲＤｓ療法の可

能性と限界（2008.4.21） 「RAにおける骨破壊制

御」 

6) 第 52 回日本リウマチ学会総会・学術集会 ラン

チョンセミナー13（2008.4.22） 「骨吸収を標的に

した関節リウマチ治療戦略」 

7) 第 81 回日本整形外科学会学術集会(2008.5.25)

クラークモーニングセミナー５ 「骨質改善という

観点からみた骨粗鬆症治療戦略」 

8) 第29回 日本炎症・再生医学会 コースレクチャ

ー 東京（2008.7.10）「骨破壊を標的にした関節

リウマチ治療戦略」 

9) 第 20 回中部リウマチ学会 特別講演（2008.9.6） 

浜松「関節リウマチにおける骨破壊メカニズム」 

 

7. 知的所有権の取得状況 

1. 特許の取得 

なし 

2. 実用新案登録 

なし 

3. その他 

なし 

 

8. 参考文献 

なし 



図１：結紮・再還流後14日目におけるempty lacunae形成(矢印)の全骨細胞に対する比率 

  図２：再還流7日目におけるp53陽性骨細胞（矢印）の比率 
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京都府立医科大学、順天堂大学、産業医科大学、京都大学、埼玉医科大学、新潟大学の共同研究として高脂

血症治療薬によるステロイド性大腿骨頭壊死症予防の可能性を検討している。患者背景を統一するため、SLE 初

発患者でステロイド治療を初めて受けるものを対象として blocked randomization で無作為抽出した症例にアトルバ

スタチンを投与し、大腿骨頭壊死症の発生予防効果を検討している。アトルバスタチンを投与した SLE 症例 21 例

中 4 例、アトルバスタチンの投与しなかった SLE 症例 23 例中 5 例において大腿骨頭壊死症が発生し、現在のとこ

ろアトルバスタチンによる有意な予防効果は確認できていない。 

 

 

1. 研究目的 

特 発 性 大 腿 骨 頭 壊 死 症 （ Idiopathic 

osteonecrosis of the femoral head; ION）は青壮年

に好発し、進行性に股関節の破壊をきたして患者

の quality of life を著しく侵す関節疾患である。ION

の病因は必ずしも明らかではないが、ステロイドの

使用やアルコール多飲との関連が示唆されている。

その罹患患者数は年々増加傾向にあり、特に近

年では全身性エリテマトーデス（systemic lupus 

erythematosus; SLE）など種々の疾患治療にステロ

イドを使用した患者での ION 発生が増加しており

全 ION 症例の約半数がステロイド投与と関連があ

ると推測されている 1)。しかしステロイドが ION の発

生に関連する詳細な機序は不明であり、有効な予

防措置がとれていないのが現状である。ION の存

在はステロイドを用いた治療を進める上でも大きな

障害となっており、確実な予防法が求められてい

る。本研究の目的は、これまでに動物モデルや後

向き臨床研究で骨壊死の発生抑制効果の可能性

が報告されている高脂血症治療薬について 2、3)、

厳密な前向き臨床研究で ION 発生抑制効果を評

価することである。 

 

2. 研究方法 

A. 対象 

対象とした基礎疾患は本邦におけるステロイド

性 ION の基礎疾患として最多を占める SLE とした。

20 歳以上 65 歳未満の SLE 初発患者で過去にス

テロイド治療を受けていない症例のうち、プレドニ

ゾロンに換算して 0.5mg/kg/day 以上のステロイド



  

投与を開始するものを対象とし、文書で研究への

協力に同意を得た。①妊娠を希望する女性患者、

②重篤な肝障害、腎機能障害、心疾患を有する患

者、③その他、担当医が不適当と判断した患者は

対象から除外した。 

B. blocked randomization 

共同研究施設から報告された症例を京都府立

医大で blocked randomization によって無作為に 2

群に分けた。1 群にはステロイド投与開始と同時に

アトルバスタチン 10mg/day を投与し、もう 1 群はア

トルバスタチン非投与とした。 

C. 血液生化学検査 

血液検査としてステロイド開始前に抗リン脂質抗

体を測定した。また月に 1 回総コレステロール値

(total cholesterol; T-chol)を測定してアトルバスタ

チン投与の有無、ION 発生の有無との関連を検証

した。 

D. 画像検査 

単純 X 線像と単純 MR 画像で ION 発生の有無

を確認した。撮影はステロイド治療開始前と 6 ヵ月

後に行い、可能な症例では 1 年後にも撮影した。

基礎疾患が重篤な場合にはステロイド治療開始後

4 週までの画像検査を「治療前」として許容した。こ

れは、ステロイド投与後の ION が発生してから MR

画像上の所見を生じるまでに 4 週間以上を要する

ためである。これまでの臨床的研究によって、ION

はステロイド投与開始から 6 ヵ月以内に発生し、そ

れ以後の発生はまれであることが示されている 4,5)。

この期間が ION 発生の予防に重要な時期である。

6 ヵ月以上経過を観察できた症例についてアトル

バスタチンの ION 予防効果を検討した。 

E. 倫理面への配慮 

患者には本研究に関する十分な説明を行い、

文書による同意を得た。重篤な副作用を認めた場

合や、患者ないしその家族が薬剤投与の中止を

求めた場合、アトルバスタチン非投与群の患者が

重度の高脂血症を呈した場合、その他担当医師

が試験の継続が困難と判断した場合には登録患

者は研究への参加を撤回できるよう配慮した。な

お、本研究は各共同研究施設の臨床研究審査委

員会の承認を受けて施行した。 

F. 統計解析 

統計学的有意差の検討には Fisher’s exact 

probability test、Shapiro-Wilk test、F test、

Student’s t-test、Welch’s t-test、Mann 

-Whitney’s U test、paired t- test を用い、P< 0.05

を統計学的有意とした。 

 

3. 研究結果 

A. 患者背景 

登録されたアトルバスタチン投与群は25 症例で

そのうち 6 ヵ月以上経過観察できているのは 21 例

（男性 2 例、女性 19 例）である。平均年齢は 36 歳

(20-48 歳)であった。ステロイドの初期投与量はプ

レドニゾロン換算で平均47mg/day、ステロイドパル

ス療法を受けた症例は 5 例であった。 

アトルバスタチン非投与群として登録されたの

は 28 例で、6 ヵ月以上経過を観察できているアト

ルバスタチン非投与群は 23 例（男性 2 例女性 21

例）であった。平均年齢は 48 歳(20-63 歳)、ステロ

イド初期投与量はプレドニゾロン換算で 1 日平均

46mg/day、ステロイドパルス療法を受けた症例は6

例であった（表１）。 

アトルバスタチン
（＋）

アトルバスタチン
（－）

6ヵ月以上経過症例 21 (2:19) 23 (2:21)

平均年齢 36±8.7 48±15

ステロイド初期量 47±12mg 46±22mg

ステロイドパルス 5 6

アルコール愛飲歴 0 2

抗リン脂質抗体陽性 4 5

表１．対象症例

B. ION 発生率 

ステロイド投与開始から 6 ヵ月以上を経過したア

トルバスタチン非投与群では 23 例のうち 5 例で

ION の発生を認めた。アトルバスタチン投与群 21

例での ION の発生は 4 例であった（表 2）。 

ステロイド投与量、抗カルジオリピン抗体陽性症

例数、パルス療法を施行した症例数に関して ION

発生の有無で有意差は認めなかった(表 3)。 

アトルバスタチン

（＋） n=21
アトルバスタチン

（－） n=23
p

ION 発生 4 (19%) 5 (22%) *1

表２．ION発生率

*Fisher’s exact probability test



  

表３．ION発生の有無での比較

ION（＋） ION（－）

症例数(男：女） 9 (3:6) 35 (2:33)

平均年齢 37±14 37±12

ステロイド初期量 57±31mg 44±12mg

ステロイドパルス 1 6

アルコール愛飲歴 1 2

抗リン脂質抗体陽性 2 2

 

C. 血液生化学所見 

1) ステロイド投与後の T-chol (図 1) 

アトルバスタチン投与群および非投与群ともス

テロイド投与後のT-cholの平均値は有意に上昇し、

両群間で有意差を認めなかった。 
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図１．アトルバスタチンの有無と
ステロイド投与後T-chol
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2) ION 発生の有無と血液生化学所見 

ION発生例ではT-cholの平均値がION非発生

例に比べて有意に高かった(図 2)。 
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図２．ＩＯＮの発生とステロイド投与後T-chol

 

4. 考察 

A. 本研究における ION 発生率 

アトルバスタチンを投与した群での ION 発生率

は 19%、アトルバスタチン非投与群では 22%であっ

た。わが国の SLE 症例における ION の発生率は

約 30％とされている 6)。本研究での ION 発生率は

両群を合わせて 20%であり、以前の報告より低かっ

た。これは、ION の危険因子とされるステロイドパ

ルス療法の頻度が 44 例中 7 例(16%)と少ないこと

が関連している可能性がある。本研究では、症例

数が少ない段階ではアトルバスタチン投与群の方

が ION 発生率が少ない傾向を認めていた。症例

数が増えると有意な差になると期待していたが、実

際には症例数が増えるに従ってその傾向が低くな

ってきた印象である。そして、現段階でステロイド

投与後の ION に対するアトルバスタチンの有意な

予防効果を認めていない。 

Pritchett らはスタチンを内服していた患者にお

けるステロイド投与後の ION 発生率が 1%程度であ

ったとして、スタチンが ION を予防する可能性に

ついて報告した 3)。しかしこれは prospective な研

究であり、コントロール群が設定されていないため

スタチンの効果を厳密には評価できていない。ま

た、SLE 症例を ION のハイリスクとして対象から除

外している点は本研究と大きく異なる。スタチンの

開始時期もステロイドに先行していた症例を選択

しており、ステロイドと同時にスタチンの投与を開

始した本研究とは異なる。これらの点で厳密にスタ

チンの ION 予防効果を評価した本研究の結果と

差異が生じている可能性がある（表 4）。 

本研究
Pritchett らの報告
(Clin Orthop. 2001)

研究デザイン
RCT
(case:21, control:23)

Prospective study
n=284 (controlなし)

対象症例
初回ステロイド治療を
受けるSLE症例

SLEなどIONのリスクが高い
基礎疾患をもつものは除外

スタチン
開始時期

ステロイドと同時 ステロイド投与前から内服

スタチンの
ION予防効果

ION発生率19%
予防効果は有意では
ない．

ION発生率1%
予防効果をもつ可能性が
高いと推察

表４．Pritchettの報告との比較

B. 血液生化学所見 

アトルバスタチンを投与することによって T-chol

の上昇はある程度抑制された。また、ION 発生症

例ではステロイド投与後の T-chol が有意に上昇し

ていた。脂質代謝異常が ION の発生に何らかの

関連をもつ可能性や ION 発生症例でステロイドの

薬理作用が増強している可能性は否定できない。 

 

5. 結論 

(1) 初回ステロイド治療を受ける SLE 症例を対象



  

にして，アトルバスタチンの ION 予防効果を

多施設共同の Randomized controlled trial で

検証した． 

(2) ION 発生率はアトルバスタチン非投与群で

22%，アトルバスタチン投与群で 19%であり，両

群間に有意差を認めなかった． 

(3) ION 発生例では非発生例に比べて T-chol が

有意に高値を示した． 

(4) アトルバスタチン投与例ではステロイド治療開

始後の T-chol 上昇をある程度抑制できた． 

(5) 基礎疾患，スタチンの開始時期によってステ

ロイド性 ION に対するスタチンの予防効果が

異なる可能性があると考えた． 
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