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研究成果の概要（和文）：ステロイド性骨粗鬆症(GIO)による骨折リスク上昇は，骨密度が低下する前から生じ
ることが報告されており，骨密度とともに骨強度を規定する骨質の劣化が大きく影響することが予測される。一
方，GIO患者の骨質に関する詳細な研究報告は極めて少ない。そこで本研究では，in vivoで行う骨質解析を目指
し，赤外イメージングとマイクロCTを駆使しながら，GIOモデルラット大腿骨および腰椎の化学的かつ構造学的
な骨質解析，ならび骨密度測定を行うとともに，脛骨の力学特性評価を行い，GIOモデルラットの骨強度，骨密
度，骨質の関わり合いを解明することを目的とした。

研究成果の概要（英文）：Fracture risk rapidly increases in patients with glucocorticoid-induced 
osteoporosis (GIO). It has been reported that the rate of increase of fracture risk in GIO was 
higher than the rate of change of bone mineral density (BMD). We hypothesized that bone quality 
parameters in GIO are remarkably changed. In this study, we assessed bone quality, BMD, and bone 
strength in the GIO rat model using Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopic imaging (FTIR 
imaging), micro-computed tomography (micro-CT), and three point bending testing in order to develop 
in vivo assessment of bone quality. Moreover, the relationship among bone quality, BMD, and bone 
strength in the GIO rat model was examined.

研究分野： 材料解析学　医歯薬学

キーワード： ステロイド　骨粗鬆症　骨質　骨強度　赤外イメージング　骨密度　配向性　赤外分光法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　学術的意義は，ステロイド性骨粗鬆症(GIO)のように，骨密度が低下する前に骨折リスクが上昇する骨粗鬆症
について，新規骨質評価方法を構築しながら，骨強度，骨密度，骨質の関わり合いを明らかにし，骨密度に加
え，石灰化度の計測が骨の評価に有効であることを示したことである。また，社会的な意義は，本研究のような
多角的かつ網羅的な骨の評価方法の構築が，骨粗鬆症のみならず，くる病や骨軟化症など，骨質劣化を伴う病気
の予防や診断，治療薬の開発に貢献できることである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)ステロイド性骨粗鬆症(GIO)は，副腎皮質コルチコイド(GC;グルココルチコイド)治療におけ
る副作用の一つで，長期ステロイド治療を受けている患者の 30〜50％に骨折が起こることが報
告されている。GC は炎症を起こす疾患の治療に広く用いられ，膠原病，リュウマチ，ぜんそく
の治療など，慢性病にも使用されることから，GIO 患者の年齢層は幅広く，性別によらない。日
本では，約 120 万人以上が GCを 3ヶ月以上使用している。 
GIO の特徴は，GCの使用開始後すぐの骨量減少が 8〜12％と高く，その後は数パーセントずつ

減少する傾向にある。GC は，骨芽細胞や骨細胞にアポトーシスを誘発させ，破骨細胞の寿命を
延長するほか，腸管からのカルシウム吸収低下，腎臓からのカルシウム再吸収低下，PTH の分泌
低下を招き，二次性副甲状腺機能亢進症を介して骨密度減少と微細構造破壊に至らせることが
報告されている(Tanaka Y.2014)。また，GIO は他の骨粗鬆症と比べ，骨強度が骨密度に対して
より大きく低下する。そのため，GIO に伴う骨強度低下は，骨質劣化が大きく影響すると考えら
れている。一方，GIO 患者の骨質に関する研究報告は極めて少ない。 
 
(2)骨質は，骨の構造特性や材質特性のことで，2000 年に開催された NIH コンセンサス会議にお
いて，骨密度と共に骨強度に影響を与える要因として定義づけられた。これ以降，骨質は注目さ
れるようになり，評価手法を含め，研究が盛んに行われるようになった。骨質を規定する因子は，
骨構造，石灰化度，骨基質，マイクロダメージ，骨代謝回転など複数存在し，それらが複雑に絡
み合って骨の構造特性や材質特性になるため，骨密度とは異なり，骨強度との関わり合いを解明
することは難しい。また，各骨質因子は骨代謝によって制御され，骨強度に反映される(Saito M. 
2008)。したがって，骨質解析は骨代謝をモニターしながら行うのが理想である。一方，多くの
骨質解析手法は in vitro で計測するものが多く，in vivo で行えるのは，マクロ構造解析を目
的とした QCT，高解像度 CT，高解像度 MRI，およびミクロ構造解析を目的としたマイクロ CT，マ
イクロ MRI などによる骨の構造解析だけである。骨の材質特性を評価する手法には，赤外分光法
やラマン分光法(Kimura-Suda H.2015 著書)，核磁気共鳴などがある。しかしながら，in vivo で
行われているのは，ラマン分光法(Morris M. 2015)によるものだけである。 
 
(3)申請者はこれまで，赤外イメージング，顕微ラマン分光，同位体顕微鏡などを併用し，原発
性骨粗鬆症や末期腎臓病に伴う二次性副甲状腺機能亢進症(高代謝回転骨)，無形成骨症(低代謝
回転骨)による続発性骨粗鬆症の骨質解析とその可視化を行い，骨強度との関わり合いについて
検討してきた。特に，骨強度とコラーゲン線維配向性やカルシウム代謝の関わり合いに着目し，
赤外イメージング法を駆使した未脱灰試料におけるコラーゲン線維配向性の可視化法やカルシ
ウム安定同位体を用いたカルシウム代謝の可視化法の開発を行なった。 
その結果，二次性副甲状腺機能亢進症を発症すると，骨のコラーゲン線維配向性，石灰化度，

ならび炭酸塩含有率は有意に低下し，骨の脆弱性が増大することを示した。また，新鮮骨の薄切
片作製法を開発し，樹脂包埋法が骨質に及ぼす影響について示した。 
 
(4)GIO のような骨密度が低下する前に骨折リスクが上昇する骨の骨強度と骨質の関わりを検討
するためには，in vivo で行える骨質評価法と力学特性評価法の開発が必要であると考え，本研
究の着想に至った。そこで，GIO モデルマウスを作製し，in vivo による骨質評価と力学特性評
価を行う方法について検討した。一方，GIO モデル動物作製には時間を要すこと，マウスの個体
差が大きいことから，in vivo における力学特性と骨質の関わり合いを短期間で検討するのは難
しいと判断し，動物をマウスからより骨質を特徴付けやすいラットに変更し，安楽死させた GIO
モデルラットから摘出した骨の評価を行うことにした。 
 
２．研究の目的 
 GIO に伴う骨折リスク上昇は，骨密度が低下する前から生じることが報告されており，骨密度
とともに骨強度を規定する骨質の劣化が大きく影響すると予測される。一方，GIO 患者の骨質に
関する研究報告は極めて少ない。本研究では，in vivo で行う骨質解析を目指し，赤外イメージ
ングとマイクロ CT を駆使しながら，GIO モデルラット大腿骨および腰椎の化学的かつ構造学的
な骨質解析，骨密度測定を行うとともに，脛骨の力学特性評価を行い，GIO モデルラットの骨強
度，骨密度，骨質の関わり合いを解明することを目的とした。 
そのため，(1)GIO モデルラットを作製，(2)3 点曲げによる骨強度の評価,(3)マイクロ CTによ

る骨密度の測定(4)カルセイン標識による石灰化速度の解析,(5)試料調整法の検討，(6)赤外イ
メージングによる骨質の解析,(7)赤外二色性イメージングによるコラーゲン線維配向性の評価
を行い，得られたデータから，(8)GIO モデルラットの骨強度，骨密度，骨質の関わり合いを検
討した。 
 
３．研究の方法 
(1)GIO モデルラットの作製 
 雌性 LEW/CrlCrIj ラット 11 週齢は体重計測後，背部皮下に Prednisolone 緩徐徐放ペレット
(25 mg)を埋入した GIO 群(n=10)，偽手術を施した Sham 群(n=10)を作製し，60 日間飼育した。
各ラットは骨形成速度を測定するためにカルセイン標識を行なった後，体重計測，安楽死させて



から大腿骨，脛骨，腰椎(L5)を摘出して生理食塩水による洗浄を行なった。  
 
(2)3 点曲げによる骨強度の評価 
GIO 群と Sham 群から得た脛骨に対し，それぞれ 3 点曲げ試験を行い，GIO モデルラットの骨

強度について評価した。 
 
(3)マイクロ CT による骨密度の測定 
 GIO 群と Sham 群の大腿骨に対し，マイクロ CTによる骨の 3次元的な観察を行い，骨密度を得
た。 
 
(4)カルセイン標識による石灰化速度の解析 
 ラットにカルセインを 2 回投与し，2 本の石灰化前線の間隔の平均値を 2 日間で除してから，
石灰化速度を解析した。 
 
(5)試料調整法の検討 
  摘出後，直ぐに生理食塩水による洗浄を施したマウス大腿骨(新鮮骨)，および洗浄後に 70％
エタノールによる固定，ポリメチルメタクリレート(PMMA)による樹脂包埋を施した大腿骨の薄
切片を作製し，赤外イメージング法による骨質の評価を行なった。また，凍結切片法による新鮮
骨の薄切片は-20℃，PMMA 包埋法を用いた薄切片は室温で 6ヶ月間保存し，長期保存による骨質
への影響について検討した。 
 
(6)赤外イメージングによる骨質の解析 
 GIO 群と Sham 群の大腿骨および腰椎は，PMMA 包埋してから薄切片(〜3 µm)を作製し，赤外イ
メージングによる骨質解析を行なった。赤外イメージの皮質骨骨膜側，中心部，骨内膜側，およ
び海綿骨から赤外スペクトルを抽出し，ハイドロキシアパタイト，コラーゲン由来の赤外バンド
から石灰化度(PO4

3-/Amide I)，炭酸塩含有率(CO3
2-/PO4

3-)，結晶化度(1030 cm-1/1020 cm-1)，ミネ
ラル成熟度(1030 cm-1/1110 cm-1)を得た。 
 
(7)赤外二色性イメージングによるコラーゲン線維配向性の評価 
 赤外イメージングによる骨質解析に用いた検体について，赤外二色性イメージングを行い，コ
ラーゲン線維配向性と石灰化度，炭酸塩含有率，結晶化度，ミネラル成熟度の関わり合いについ
て検討した。 
 
４．研究成果 
(1)GIO モデルラット 
試験終了時の平均体重は，試験開始時と比べて，Sham 群が 17.5%増加したのに対し，GIO 群は

2.4%の増加に留まり，GIO 群の体重が Sham 群に対して有意に低値を示した。 
 
(2)骨強度 
脛骨の最大応力と靭性は，GIO 群が Sham 群に対して有意に低値を示し，Prednisolone 投与に

より骨の脆弱化を招いたことが確認された。 
 
(3)骨密度 
GIO 群の大腿骨の骨密度は，Sham 群に対して有意に低値を示した。この結果から，GIO 群の脛

骨の最大応力と靭性の低下には，骨密度の低下も影響していると考えられる。 
 
(4)石灰化速度  
  Sham 群の大腿骨では皮質骨と海綿骨ともに石灰化前線を確認した。一方，GIO 群の大腿骨にお
ける石灰化前線は，皮質骨骨内膜側では認められたが，海綿骨では認められなかった(図 1)。 

図 1. ラット大腿骨のカルセイン標識 
Sham 皮質骨(a,b)，Sham 海綿骨(c,d)，GIO 皮質骨(e,f),GIO 海綿骨(g,h) 
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(5)骨質評価のための試料調整法 
 マウス大腿骨について，凍結切片法による新鮮骨の薄切片および PMMA 包埋法による薄切片を
作製し，その骨質を比較した。その結果，PMMA 包埋法による薄切片の石灰化度と結晶化度は高
値を示し，炭酸塩含有率は低値を示した。また，それぞれ薄切片作製直後と 6ヶ月保存後の骨質
を比較した結果，試料調整法に関わらず，保存前後の石灰化度，炭酸塩含有率，結晶化度は有意
な差が認められなかった。これらの結果から，in vivo で評価する骨質と PMMA 包埋後の骨質は
異なることが考えられる。また，凍結切片法による新鮮骨の薄切片と PMMA 包埋した薄切片の骨
質は，保存条件を充分に検討すれば，6ヶ月程度変化しないことが示された。 
 
 (6)石灰化度，炭酸塩含有率，結晶化度，ミネラル成熟度 
 GIO 群と Sham 群の大腿骨(図 2)および腰椎の赤外イメージングを行ない，得られた赤外スペ
クトルから石灰化度，炭酸塩含有率，結晶化度，ミネラル成熟度を得た。その結果，GIO 群大腿
骨の海綿骨と皮質骨骨内膜側の石灰化度，炭酸塩含有率，結晶
化度，ミネラル成熟度は Sham 群に対して有意に低値を示した。
一方，腰椎背側皮質骨の骨膜側，中心，骨内膜側では，GIO 群の
結晶化度，ミネラル成熟度が有意に低値を示し，腹側皮質骨中
心，骨内膜側では結晶化度，ミネラル成熟度が Sham 群に対して
有意に低値を示した。頭側海綿骨は，結晶化度のみ低値を示し
た。これらの結果から，腰椎は大腿骨に比べて緩やかに骨質が
変化することが示された。 
 
(7)コラーゲン線維の配向性 
大腿骨皮質骨のコラーゲン線維配向性は，Sham 群，GIO 群共

に大腿骨の骨軸に沿って配向し，大きな差異は認められなかっ
た。それぞれ配向性を示す部位と示さない部位において，その
骨質を比較した結果，配向性を示さない部位では石灰化度とミ
ネラル成熟度が有意に低値を示した。この結果から，コラーゲ
ン線維配向性は，石灰化度，ミネラル成熟度の劣化に伴って低
下することが考えられる。 
 
(8) GIO モデルラットの骨強度，骨密度，骨質の関わり合い  
 骨強度，骨質，骨密度の関係を調べた結果，GIO 群の大腿骨皮質骨骨膜側の石灰化度と最大応
力に正の相関が認められた。この結果から，GIO モデルラットでは，骨密度の計測に加え，石灰
化度の計測が有効であると考えられる。 
 
＜引用文献＞ 
① 日本骨代謝学会 ステロイド性骨粗鬆症の管理と治療のガイドライン改定委員会編，ステロ

イド性骨粗鬆症の管理と治療のガイドライン 2014 改訂版，大阪大学出版会，1-16. 
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