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研究成果の概要（和文）：Angiogenesis-csteogenesis coupling障害が発生してから12時間から24時間で骨細胞
壊死に陥ることが考えられた。また、骨は、心臓、肝臓、腎臓、血管に比較し、壊死の誘因である酸化ストレス
に陥りやすいこと、および、ステロイド投与により抗酸化酵素やミトコンドリア機能の有意な低下が示された。
SMS-1/SMS-2ダブルノックアウトマウスの骨組織形成における組織学的検討により、長管骨と脊椎の成長板での
骨芽細胞の配列異常による骨組織の低形成ならびに石灰化障害を認め、骨代謝、特に骨芽細胞の機能におけるス
フィンゴミエリンの関与が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Twelve to 24 hours after the development of angiogenesis-osteogenesis 
coupling injury osteocytes were thought to have become necrotic. Also, bone as compared with heart, 
liver, kidney, and blood vessels was shown to be more susceptible to oxidative stress which is the 
instigator of necrosis, and showed a significantly greater decrease in antioxidant enzyme and 
mitochondrial function after steroid administration. 
The results of the histological study on bone tissue formation in the SMS-1/SMS-2 double knockout 
mouse revealed the presence of bone tissue hypoplasia and defective calcification due to osteoblast 
disarrangement in the long bone and spinal growth plate, implicating bone metabolism, especially 
sphingomyelin in osteoblast function.

研究分野：医歯薬学
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1. 研究開始当初の背景 

ステロイド誘発骨壊死は難治性疾患とさ

れており、本疾患の機序解明や予防法の確立

は非常に重要である。これまで脂質代謝障害

や凝固専用系異常などが関与しているとさ

れているが、いまだ詳細は不明のままである。

これまで我々は、骨壊死と酸化ストレスとの

関係について研究を行ない、ステロイド投与

に伴う酸化ストレスが虚血低酸素や細胞傷

害に重大な役割を果たしていることを見い

だした。骨細胞にて行った実験では、低酸素

環境下に加えてステロイド投与による

osteogenesis 障害が骨細胞壊死の引き金に

なっている可能性を示した。これらのことか

ら Angiogenesis-osteogenesis coupling 

（AOC）障害が骨壊死における重大な要因で

あることが示唆された。 

したがって、AOC 障害から壊死までの発生

のタイミングについての検討、酸化ストレス

やその制御にかかわる抗酸化酵素の状態お

よび AOC 障害に伴う骨壊死発生の実証が緊

急の研究課題となった。 

さらに、細胞増殖、機能、細胞死に重要な

役割を演じることが推定される細胞膜活性

化脂質であるスフィンゴミエリンの骨形成、

代謝や骨壊死における役割はこれまで知ら

れていない。新たな骨壊死制御法の確立に向

けて、その検討も重要な課題となった。 

 

2. 研究の目的 

ステロイド誘発骨壊死は難治性疾患であ

り、いったん壊死に陥ってしまった場合、ADL

が非常に制限されてしまうことから手術的

に加療を要することが多い。しかしながら、

本疾患の機序や予防法については、これまで

の様々な研究にかかわらず、いまだ詳細が解

明されておらず、有効な予防法も確立してい

ない。我々のこれまでの検討からステロイド

に伴う酸化ストレスの関与や虚血低酸素お

よび細胞障害が骨壊死の要因であることは

示唆することができた。また、骨細胞を使用

した Vitro の実験で、低酸素環境下のみ、も

しくはステロイド添加のみでは骨細胞壊死

までは認めず、低酸素環境下でステロイドを

添加する、いわゆる AOC 障害に似た環境下で

骨細胞壊死まで陥ることを示した。これまで

我々は骨に注目した実験を行っており、骨内

における酸化ストレスの発生について示し

た。しかしながら、ステロイドは全身投与を

していることから、骨以外の臓器での酸化―

抗酸化の状態についても検討を加える必要

があると考えられた。したがって、以下の検

討をすすめることで、機序解明や予防法の確

立に一歩近づくことを目的とした。 

（1）Vitro による AOC 障害発生から骨細胞

壊死に陥るまでの時間 

（2）ステロイド投与動物モデルにおける骨、

心臓、腎臓、肝臓、血管における抗酸化酵素

の状態と時間的経過 

（3）Vivo による AOC 障害に伴う骨壊死発生

の実証について：細胞生存・増殖と移動能の

制御に関与する細胞膜スフィンゴミエリン

の合成酵素遺伝子の血管内皮細胞、骨・骨芽

細胞、マクロファージに各々特異的な Cre 依

存性遺伝子欠損マウスを用い、ステロイド誘

発骨壊死の標的細胞の特定、分子機構の解明

とその骨壊死予防法確立への応用を目的と

した。AOC の破綻に焦点をあて、血管内皮細

胞、骨・骨芽細胞、マクロファージの機能に

重要なスフィンゴミエリン合成酵素遺伝子

の各細胞特異的なコンディショナルノック

アウトマウスを用い、骨壊死におけるステロ

イドの標的細胞の特定を目指した。 

 

3. 研究方法 

（1）マウス培養骨細胞である MLO-Y4 を用い

て研究を行った。先行研究で、1％酸素環境

下およびデキサメサゾン（DEX）1μMを添加

することで骨細胞壊死が発生することが示

されたことから同条件下に置いた後、1時間、



3 時間、6時間、12 時間、24 時間での骨細胞

の状態について検討した。すべての群で、細

胞 死 の 割 合 を 測 定 す る た め 、

Apoptosis/Necrosis detection kit を用い

て蛍光免疫染色を行い、1視野当たりの総細

胞数に対する apoptosis、necrosis の割合を

算出した。各群で比較検討を行い、有意な

Necrosis 細胞の増加を認めるタイミングに

ついて検討を行った。 

（2）これまでステロイド誘発骨壊死に関す

る実験で確立した骨壊死動物モデルである

ステロイド投与家兎骨壊死モデルを使用し、

骨、心臓、腎臓、肝臓、血管ついて検討を行

った。まずステロイドを投与していない家兎

（無処置）における各臓器の抗酸化酵素の状

態について Catalase、SOD および酸化ストレ

スの発生に深く関与するミトコンドリア機

能について TFAM を用いた検討を Western 

blot にて検討した。また、ステロイド投与

後 5 日以内に酸化ストレスが発生すること

を先行実験で示していることから、ステロイ

ド投与後 1日、3日、5日、14 日における同

因子の状態について Western blot にて検討

した。 

（3）ステロイド誘発大腿骨壊死に対する新

規予防・治療戦略の確立に向け、標的細胞の

特定とその分子機構の実証のため、①骨形成

におけるスフィンゴミエリンの役割を、骨・

骨芽細胞に特異的な Cre 依存性スフィンゴ

ミエリン合成酵素遺伝子欠損マウスを用い

組織学的及び骨量の定量解析を用い検討す

る、②血管内皮細胞、骨・骨芽細胞、マクロ

ファージに各々特異的な Cre 依存性スフィ

ンゴミエリン合成酵素遺伝子欠損マウスを

用い、ステロイド短期大量投与と酸化ストレ

スによる大腿骨壊死は、血管内皮細胞、骨・

骨芽細胞、マクロファージのどの細胞特異的

遺伝子欠損マウスにおいて増強するか否か

について、③各細胞特異的遺伝子欠損マウス

からの培養血管内皮及び骨芽細胞において、 

ステロイドと酸化ストレスは、アポトーシス、

細胞増殖、移動能、細胞外基質産生のどの機

能に影響を及ぼすか、について検討した。 

 

4. 研究成果 

（1）培養骨細胞を AOC 障害に似た環境を再

現したところ、1 時間、3 時間、6 時間と比

較し、12 時間以降で骨細胞死の有意な増加

を認めた（ｐ＜0. 01）。骨細胞死の割合に関

しては、同様に 12 時間以降で Necrosis の割

合が Apoptosis の割合よりも有意な増加を

示した。したがって、骨細胞壊死の予防とす

るタイミングは少なくとも 12 時間以内を目

安であることが考えられた。 

（2）無処置での骨、心臓、腎臓、肝臓、血

管での抗酸化酵素及び TFAM は骨においても

ともと少ないことが示された。したがって、

他臓器と比較して骨内は様々な刺激により

酸化ストレスに陥りやすい環境であること

が考えられた。また、ステロイド投与により

骨内の抗酸化酵素および TFAM（ミトコンド

リア機能）は 3日から 5日でさらに有意な低

下を認めた。 

実験（1）（2）より虚血低酸素およびステロ

イド投与による生体内の過酸化状態がある

一定期間継続した場合に骨壊死に至ること

が判明した。 

（3）実験動物は血管内皮細胞、骨・骨芽細

胞、マクロファージ各細胞特異的スフィンゴ

ミエリン合成酵素欠損マウスを用いて、

SMS-2 遺伝子欠損マウス（非致死）に SMS-1

遺伝子（この遺伝子欠損マウスは致死性）両

端にジーンターゲティング法により loxP 配

列を挿入し lox-flanked codition allele を

有する遺伝子改変マウスを作製した。 

骨芽細胞における SMS-1/SMM-2 の機能解

析：骨芽細胞における SMS-1/SMS-2 の働き

に関するデータはなく、ステロイド短期大

量投与大 腿骨壊死における SMS-1/SMS-2

の役割の解析の基礎データとして、骨芽細



胞における SMS-1/SMM-2 の in vitro での

機能解析を行ない、 以下の成績を得た。 

①SMS-1/SMS-2 コンディショニングダブルノ

ックアウトマウスは、pigmy mouse 化を認め

た。SMS-1 及び SMS-2 のコンディショナルノ

ックアウトは、野生型との差異は認めなかっ

た。②SMS-1/SMS-2 ダブルノックアウトマウ

スの組織学的検討により、長管骨と脊椎の成

長 板での骨芽細胞の配列異常による骨組織

の低形成を認めた。③骨芽細胞の機能におけ

るスフィンゴミエリンの関与が明らかにな

った。 

上記の成績を受け、大腿骨壊死におけるスフ

ィンゴミエリンの役割の解明とその修飾に

よる骨壊死制御法の確立のため、先ず、マウ

スにおける骨壊死モデルの確立に着手した。

これまで我々が作製した家兎およびラット

における条件でモデル作成に取り掛かった

が、家兎やラットのように再現性の良好な骨

壊死モデルの条件設定に難渋した。現在もこ

の後の研究に応用可能な虚血条件やストレ

スの暴露条件を探索している。マウスでの有

効な骨壊死実験モデルが確立できれば、スフ

ィンゴミエリナーゼ遺伝子欠損マウスに加

え、多くの遺伝子修飾マウスを用いた研究に

応用可能なことが期待される。 
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