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 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。グル

ココルチコイド受容体 (GR)に選択性が高いデキサメサゾンを用いたグルココルチコイド過剰マウスにおける検

討では、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、内皮依存性血管拡張反応の障害を改善

することを報告した。また、培養血管内皮細胞を用いた検討では、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、ERK5-KLF2経路の活

性化により eNOS プロモーター活性を亢進し、eNOS 蛋白発現を増加させることを報告した。一方、ミネラルコル

チコイド受容体(MR)への結合性も有するメチルプレドニゾロンを用いた血管内皮細胞培養系における検討では、

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。これらの結果はグルココルチコイド過剰が GR のみならず MR の活性化を介して血管内皮

細胞機能を障害することを示唆するものであり、HMG-CoA 還元酵素阻害薬ならびにアルドステロン拮抗薬は

NO bioavailablity の増加を介して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。我々はグルココルチコイド過剰によ

る酸化ストレス亢進と内皮型一酸化窒素合成酵素

（eNOS）の発現減少による NO bioavailability の低下

が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)。 

我々はグルココルチコイド受容体 (GR)に選択性が

高いデキサメサゾン(DEX)を用いたグルココルチコイ

ド過剰マウスにおいて、血圧上昇、内皮依存性血管

拡張反応減弱、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、本剤が大腿骨頭壊死症の予防・治療薬

となる可能性を報告した。さらに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 蛋白発現を増加させることを報告した。そこで

平成 19 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。 

一方、プレドニゾロン(PSL)やメチルプレドニゾロン

(mPSL)はミネラルコルチコイド受容体(MR)への結合

能も有するが、腎尿細管細胞などの上皮系細胞では

11 -hydroxysteroid dehydrogenase 2 (11 -HSD2)に

より不活性化されるため、MR 作用はきわめて弱い 3)。

しかしながら、11 -HSD2 の発現がわずかである血管

内皮細胞では、PSLやmPSLの高用量投与によりMR

が活性化される可能性がある。そこで新規予防・治療

法の開発を目的として、平成 20 年度はグルココルチ

コイド誘発性血管内皮細胞障害における MR 活性化

の意義についてさらに検討を加えた。 



2. 研究方法 

平成 19 年度 

DEX による eNOS 発現抑制作用に及ぼすピタバス

タチンの効果とその分子機構について血管内皮細胞

培養系を用いて検討した。 

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 にピタバスタチン 10-5M を添加し、その 12

時間後に 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 

我々は MAPK ファミリーのひとつである 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により培養細胞での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 4)。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、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 5)。

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。 

 

平成 20 年度 

 mPSL を用いて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 活性化の意義について

HUVEC を用いて検討を行った。 

1) mPSL による GR 転写活性に及ぼすスピロノラクトン

の作用 

mPSL 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、mPSL 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) mPSL による活性酸素産生に及ぼすスピロノラクト

ンの作用 

mPSL 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) mPSL 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 

mPSL 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、mPSL 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 

平成 19 年度 

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)． 

 

平成 20 年度 

1) mPSL による GR 転写活性に及ぼすスピロノラクトン

の作用 

mPSL 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 6）。 

 

2) mPSL による活性酸素産生に及ぼすスピロノラクト

ンの作用 

mPSL 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 7)。 

 

3) mPSL 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 

mPSL 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 8）。 



 

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 2)。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 6)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。DEX

による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、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、HUVEC 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、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。 

今回の検討ではピタバスタチンの ERK5 活性化作

用は濃度依存的であり、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、

ERK5 活性化による転写因子 KLF2 発現の亢進は、

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の最も重要な制御

機構として非常に注目されている 5)。本研究ではピタ

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。 

これまでの検討はグルココルチコイド過剰として

DEX を用いているため、主に GR を介する血管内皮

細胞障害に関するものであった。一方、近年の大規

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 7)8)。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 9)。 

我々の mPSL を用いた検討では、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 mPSL 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、mPSL 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、mPSL による MR 活性化が酸化ストレス

を亢進すると考えられる。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、mPSL 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、mPSL 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。mPSL 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 9）。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 

ピタバスタチンは DEX による GR 活性化を介した血

管内皮機能障害に対して、酸化ストレスの抑制や

eNOS mRNA の安定性改善と eNOS プロモーター活

性亢進に基づく NO 産生の増加などの多面的直接作

用を発揮する。特にその NO 産生増加作用は

ERK5-KLF2 経路の活性化によると考えられた。さら

に、mPSL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ことが明らかとなっ

た。グルココルチコイド誘発性血管内皮機能障害は

GR のみならず MR を介しており、ピタバスタチンなら

びにアルドステロン受容体拮抗薬は血管内皮機能の

改善を介して大腿骨頭壊死症の治療・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 

 

 

 

重松正森、佛淵孝夫 （佐賀大学医学部 整形外科） 

 

 

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。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）。 
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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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 特発性大腿骨頭壊死症（IONF）発症には、血管障害の関与があることが示唆されている。高濃度の糖質コル

チコイド（GC）は内皮細胞の増殖活性抑制、G2/M 期細胞減少、アポトーシスを誘導し血管障害を惹起すること

を解明した。さらにそのアポトーシス誘導の機序として Bax 発現誘導、Bcl-2 発現低下による caspace-9、3/7 の

誘導が関与することを明らかにした。一方、内皮細胞保護作用が報告されている C 型ナトリウム利尿ペプチド

（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、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)。 

 一方、ION の発症機序は未だ不詳であるが、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)。 

 さらに、高濃度の糖質コルチコイドによる血管障害の

可能性が、我々を含めた複数の施設から報告されるが、

ステロイド薬が骨頭の阻血状態を引き起こす機序は十

分に解明されておらず、さらには、骨頭壊死の予防・治

療は全く確立されていない。我々は、高濃度ステロイド

薬による血管内皮細胞での細胞周期、アポトーシス誘

導機構を解明するとともに、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を

（HUVEC）用いた。糖質コルチコイド（ステロイド薬）とし

て、プレドニゾロン（PSL）、メチルプレドニゾロン

（m-PSL）、デキサメタゾン（DEX）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。 

 

3. 研究結果  

1) 高濃度 m-PSL は、細胞周期の G0/G1 arrest を誘

導した（ステロイド薬大量内服療法、即ち、PSL 



60mg、m-PSL 48 mg、DEX 6mg で到達可能な血中

濃度に該当する各々1μg/ml、1μg/ml、10-10 M

では、24 時間以内の血管内皮細胞(HUVEC)に対

して何ら影響を与えなかった。しかし、ステロイドパ

ルス療法で到達する血中濃度 PSL 100μg/ml

（3x10-6 M)、m-PSL 100μg/ml、DEX 10-8 Mを添

加し、PI で染色し、細胞周期を観察した所、G2/M

増殖期細胞の約 20%減少と A 期（PI - very low）ア

ポトーシス細胞の 80%増加を認めた。 

2) 高濃度PSL 添加12 時間以内に p21 の細胞内発現

が著明に増強した（フローサイトメーター）。内皮細

胞を PI/annexin V で二重染色による早期アポトー

シス細胞を検出した所、PSL 100μg/ml 処理により

約 12%から約 28%へ急増し、p21 発現増強を介して

細胞周期を抑制し、アポトーシスを誘導すると示さ

れた。 

3) 次に、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 を添加し、以下の結

果を得た。高濃度 m-PSL は、HUVEC 細胞内での

p21 の発現を著明に増強させ、細胞周期の G0/G1 

arrest を誘導し、早期アポトーシス細胞を誘導した。

さらに、高濃度 m-PSL は、Bax の細胞内発現、及

び、caspase-3/7、9 活性を増強させた。 

4) 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。 

5) CNP は、高濃度 m-PSL により惹起された Bax 発現

増強を抑制し、bcl-2 発現を増強させた。 

6) 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。 

7) 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。 

8) 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。また、

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、血管内皮細胞の増

殖活性抑制、G0/G1 arrest、アポトーシスを誘導し、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、CNP の下流シグナルである 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

起されることを明らかにした。 

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)。今回、高濃度 m-PSL に

よって誘導された血管内皮細胞のアポトーシスを、CNP

を前投与し Bax/Bcl-2 の不均衡を是正することにより制

御できる機序が解明された。これまでに、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

も報告されており、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。しかし残

念ながら、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。我々は今回、その

CNP の抗アポトーシス作用が cGMP/PKG シグナルを

介することを明らかにし、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 

高濃度ステロイド薬は血管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 は抗アポトーシス作用によりその血管内皮障害を

制御できる可能性が示唆された。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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以前われわれは T2*強調 dynamic MRI を用い、血清病家兎骨壊死モデルの大腿骨近位部の虚血変化を早

期より鋭敏に検出できることを報告した。今回ステロイド家兎骨壊死モデルの大腿骨近位部において、骨、骨髄

壊死発生過程にどの程度血流低下が起こっているかを検証する目的で、同モデルの大腿骨近位部の血流を

T2*強調 dynamic MRI を用いて評価した。 

 

 

1. 研究目的 

われわれは以前家兎の大腿骨近位部の血流を

T2*強調 dynamic MRI を用いて評価する手法を確立

した１）。本手法にて血清病家兎骨壊死モデルの大腿

骨近位部の血流を評価し、馬血清投与後 3 日目の早

期に、非造影 MRI や造影 MRI よりも鋭敏に壊死病変

を虚血変化として検出できることを報告した１）。本研

究の目的はステロイド単独投与による家兎骨壊死モ

デルにおいてその骨、骨髄壊死発生過程における大

腿骨近位部の血流変化を T2*強調 dynamic MRI を用

いて評価することである。 

 

2. 研究方法 

28 週令以降のオスの日本白色家兎 33 羽に

20mg/kg のデポメドロールを１回右中殿筋内に筋肉

注射し、投与後 3 日、1 週、3 週、6 週、9 週に両大腿

骨近位部の MRI 撮影をおこなった。3 日、1 週、3 週

群はそれぞれ 5 羽 10 大腿骨、6 週、9 週群はそれぞ

れ 9 羽 18 大腿骨となった。コントロールとして 3 羽 6

大腿骨の MRI 撮影も行った。 

0.4mmol の MRI用造影剤(マグネビスト)を外側耳静

脈より急速投与し、3 秒に 1 回の間隔で T2*強調 MRI

（TR/TE=30/20ms, flip angle=15°）を 30 回連続撮影

した。1cm２の ROI を大転子先端より遠位 2.5cm の部

分を中心に上下 1cm の範囲にとり、信号強度の変化

を計測し最大の信号低下率を算出した（図１A）。 

MRI 撮影後大腿骨近位 2/3 を摘出し、ホルマリン

固定、EDTA 脱灰後、その冠状断面のヘマトキシリン

エオジン染色切片を作成した。骨髄壊死、骨壊死、

修復組織の有無を評価し、修復層を含めた病変の大

きさを計測した。骨髄壊死は脂肪細胞の虚脱、骨髄

造血細胞の核の破砕様変化を伴うもの、骨壊死は骨

髄壊死に囲まれた骨梁骨細胞の空胞化、修復組織

は骨髄壊死周囲の肉芽組織、添加骨形成と定義し

た。 

 

3. 研究結果 

ステロイド投与後 3 週で 10 大腿骨中 4 大腿骨に修

復反応の乏しい骨髄壊死を認めた。6 週で 18 大腿骨

中 3 腿骨に骨髄病変を認め、1 例は修復反応のない

骨髄壊死、1 例は修復組織に囲まれた骨髄壊死、1

例は肉芽組織に置換された骨髄病変であった。9 週

では 18 大腿骨中 7 大腿骨に骨髄病変を認め、6 大

腿骨には修復を伴う骨髄壊死、1 大腿骨には肉芽組

織に置換された骨髄病変を認めた。骨壊死は認めな

かった。骨髄病変の面積の平均は 4.4mm （0.32-20.2 

mm２）で、各群で統計学的な有意差は認めなかった。 

T2*強調 dynamic MRI 上、大腿骨の造影効果を示

す ROI 内の一過性信号低下を 3 日、1 週、3 週、6 週

の全ての大腿骨で認めた（図 1B）。この一過性信号

低下を認めない虚血パターンは 9 週群の 1 大腿骨の

みに認めた（図 2）。壊死面積は 6.2ｍｍ２であった。 



各群の最大信号低下率では、6 週、9 週群でコント

ロールと比べ有意に値が小さかったが、各郡内で骨

髄壊死の有無による有意な相違は認めなかった（図

3）。 

 

図１. A.  ステロイド単独投与後 3 週の家兎大腿骨

近位の T2*強調 dynamic MRI。破線領域内が血流評

価の ROI である。B. 造影剤急速投与後の ROI 内の

信号強度の変化。頚部内側に骨髄壊死を認めたが、

T2*強調 dyanmic MRI 上造影効果を示す一過性の信

号強度低下を認めた. 

図 2. ステロイド単独投与後 9 週の家兎の T2*強調

dyanmic MRI の ROI 内の信号強度変化。病理組織上

大腿骨頚部内側に骨髄壊死を認めた。T2*強調

dyanmic MRI では造影剤による一過性信号低下は認

めず、唯一虚血パターンを示した。 

 

4. 考察 

T2*強調 dynamic MRI を用いた血清病家兎骨壊死

モデルの大腿骨近位部の血流評価では、馬血清投

与後 3 日目で 83%、1 週で 92%、3 週で 100%の感度で

壊死病変を虚血パターンとして検出できた 1)。今回、

ステロイド単独投与による家兎骨壊死モデルの大腿

骨近位部の血流評価を同じ手法を用いて評価したが、

ステロイド投与後 6 週まで虚血変化は検出できなかっ

た。 

ステロイド単独投与の家兎骨壊死モデルにおける

骨循環評価としては、宮西らが hydrogen washout 

technique を用い大転子下 2.5cm にドリルホール作成

しセンサーを挿入、ステロイド投与後 2 週で骨壊死発

生例（両大腿骨、上腕骨）に有意な骨髄内圧上昇お

よび血流低下を検出したと報告している 3)。われわれ

はこの血流評価領域の設定に準じ、ROI を大転子遠

位 2.5cm の部位を中心に上下 1cm に設定し、T2*強

調 dynamic MRI にて血流評価を行った。病理組織

検査上、3 週、6 週、9 週群に骨髄壊死の発生を認め

たが、T2*強調dynamic MRIで虚血パターンを認めた

ものは 9 週群の 1 例のみであった。このことはステロイ

ド単独投与家兎骨壊死モデルにおいて、大腿骨近

位部の血流変化が小さいことを示していると考えられ

る。 

T2*強調 dynamic MRI では最大信号低下率が ROI

の血液量を反映するが、6 週、9 週群でコントロールと

比べ最大信号低下率の統計学的に有意な低下を認

めた。Wang らは家兎の大腿骨頭内圧を 12.25 mg の

メチルプレドニゾロンを連日投与して計測し、初回投

与後 6 週以降に骨頭内圧の上昇を認めたと報告して

いる 3)。今回の 6 週以降の最大信号低下率の低下は

骨髄内圧上昇による血流低下を反映したものとも考

えられるが、病理組織学的な壊死発生のタイミングよ

りは遅れて出現しており、また骨髄壊死の有無でも有

意な差を認めておらず、同モデルにおける骨髄壊死

発生とは直接的な関連を認めない変化と考えられ

た。 

 

5. 結論 

ステロイド単独投与家兎骨壊死モデルの大腿骨近

位部の虚血変化を T2*強調 dynamic MRI を用いて評

価した。病理組織検査上、ステロイド投与後 3、6、9

週の家兎に骨髄壊死の発生を認めたが、T2*強調

dynamic MRI にて虚血パターンを認めたものはステロ

イド投与後 9 週の骨髄壊死発生例 6 大腿骨中 1 大腿

骨のみであった。ステロイド単独投与による家兎の大

腿骨近位部の血流変化は小さいと考えられた。 

 



図３. 各群の最大信号低下率 
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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。そこで今回壊死発生の病

態解析を行うにあたり、骨髄内循環を評価する指標として骨髄内圧に注目し検討を行った。 

 

 

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。そこで我々は家兎骨髄内圧の測定可能な実

験系を確立し、骨髄内圧が動脈圧、静脈圧の変化に

対しどういった反応をするのか、また骨髄内循環の変

化はステロイド投与後どの時点で発生しているのか、

さらに骨髄内循環の環境を変化させることで壊死発

生に変化が生じるかについて検討を行った。 
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図１：仮説 

2. 研究方法 

実験１：日本白色家兎、オス、3.0kg を使用。麻酔

は全身麻酔。右頚動脈、左大腿静脈、右大腿骨での

圧を３チャンネルで同時計測できるポリグラフシステム

を用い計測を行った。NE3μｇ/kg を耳静脈から投与

し動脈圧を上昇させ、また腹部圧迫によって下大静

脈を閉塞させることで下肢静脈圧を上昇させ、このと

きの家兎大腿骨骨髄圧の変化を調べた。 

 骨髄圧の計測方法だが、右大腿を外側切開し、筋

間を分け、大腿骨外側骨皮質を露出。1.5mm エアー

ドリルで開窓を行い、ここに 4Fr アンギオカテーテル

を髄腔内に挿入し、周囲をボーンワックスでシールド

したのち、切開した筋膜を縫合。アンギオカテーテル

をポリグラフシステムに接続し、骨髄圧を測定した。 



カテーテル挿入による骨髄圧測定位置は大腿骨骨

幹部中央部とした。この方法により再現性よく家兎大

腿骨髄圧が測定できることを確認した（図 2）。 

 

図 2：アンギオカテーテル挿入後の兎大腿骨 X 線 

 実験２：日本白色家兎、オス、3.0kg 前後を使用。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。 

実験３：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）。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 1)。 

図 3 

開窓

骨髄内圧

 

図 4 

3. 研究結果 

実験１：代表的な圧波形を示す．NE3μg/kg 投与

を行うと、NE 投与と同時に動脈圧（収縮期圧）は 110

から 230mmHg まで上昇した。また静脈圧もこれに同

期するように 5～10mmHg に軽度の上昇を観察した。

また、骨髄圧は NE 投与直後に軽度上昇、その後 2

分ほどで 75mmHg までピークの上昇を認め、その後

ゆっくりと戻っていった。すべての家兎で同様のパタ

ーンを観察した（図５）。 

 下大静脈圧迫では下肢静脈圧は 5～18mmHg に急

峻な上昇を認め、これに伴い骨髄圧も 50～85mmHg

上昇を認めた。動脈圧は軽度の上昇を認めるのみで

あった。下大静脈の圧迫においても全ての家兎で同

様のパターンを示した（図６）。 

今回の結果では動脈、静脈圧を上昇させた際の骨髄

内圧の反応が明らかに異なっていた．圧の上昇の程

度で見ると、静脈圧の上昇の影響が強いと考えられ

た。 


