
金沢大学・附属病院・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３３０１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

糖尿病による骨癒合遅延を解消する挑戦的治療の開発

Development of a treatment to eliminate delayed bone healing due to diabetes

１０５０７０５７研究者番号：

松原　秀憲（Matsubara, Hidenori）

研究期間：

１９Ｋ０９５９３

年 月 日現在  ４   ６   ７

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：糖尿病患者では骨折後の癒合不全、偽関節形成のリスクが非常に高いことが知られて
おり、その原因として糖化ストレスの関与を証明し、新たな治療を目指すことを目的とした。
マウスでの実験において、糖尿病マウス(DM)の骨折治癒遷延に対するピリドキサミン（pyr）の効果を比較検討
したところ、uCT,病理学的に糖化ストレスによる骨癒合遷延がpyrにより改善することを確認できた。糖化スト
レス(メチルグリオキサール)と骨癒合遷延の因果関係を示す分子基盤が希薄であったため、細胞実験でメチルグ
リオキサールと特異的に結合する蛍光プローブを用いることでその関与を示した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to prove the involvement of glycation stress as a 
cause of post-fracture healing failure and pseudoarthrosis in diabetic patients, and to develop a 
new treatment for this problem.
We compared the effect of pyridoxamine on bone fracture healing in diabetic mice (DM), and found 
that pyr ameliorated bone healing prolongation caused by glycation stress by uCT and pathology. 
Since the molecular basis for the causal relationship between glycation stress (methylglyoxal) and 
bone healing is still unclear, we demonstrated its involvement by using fluorescent probes that bind
 specifically to methylglyoxal in cellular experiments.

研究分野：整形外科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病患者における骨折後の癒合不全、偽関節形成は手術を適切に行なったとしてもなかなか骨癒合を得られな
いために、非常に難治性である。これまで整形外科学的なアプローチとしてインプラントの選択、固定力の増
加、骨形成促進薬、超音波治療などが行われてきたが、効果は十分でなかった。本研究はこの難治性である糖尿
病性骨癒合遷延に対して新たな解決策になりうる研究であり、今回の結果からその糸口が見出された。この治療
が確立すれば、従来のアプローチに併用して治療を行うことで、難治性骨折でも早期に骨癒合が得られ、より早
期に社会復帰が可能になると思われる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
糖尿病患者では骨折後の癒合不全、偽関節形成のリスクが非常に高いことが知られている。実験
動物においても糖尿病による慢性的高血糖によって同様に骨折治癒遅延が観察され、糖代謝異
常が骨代謝や骨折治癒に悪影響を及ぼしていることが分かってきた。これまでの研究で、生体内
の過剰な糖質がさまざまなタンパク質・脂質・核酸と非酵素的に反応する“糖化ストレス”がそ
の原因であることが明らかになってきた。我々のグループでは糖化ストレスと骨折治癒遷延の
関係に着目し、糖化ストレスを除去する新たな治療法の開発のためにこれまで研究を行い、その
結果を報告してきた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、平成 28～30年度の科学研究費(基盤 C)研究で得られた成果に基づき、骨折治癒研究
をさらに発展させるものである。糖尿病患者では骨折後の癒合不全、偽関節形成のリスクが非常
に高く、その原因として糖化ストレスの関与を明らかにしてきた。本研究では、発症機序を標的
とした新たな治療法の確立を目指す。具体的には、糖尿病において加速的に増加・蓄積する糖化
ストレスが糖尿病の骨治癒に与える分子メカニズムを明らかにし、既知の糖化ストレス阻害薬
を用い骨治癒の回復を目指す事を目的とする。 
 
具体的には 
①糖尿病状態としたマウスの骨修復が遷延するか検討する 
②マウス骨修復が改善する薬剤の候補であるピリドキサミンの骨修復能抑制効果を検討する 
③細胞実験において、糖化ストレスの関与を糖化ストレス特異的蛍光プローブを使用してモニ
タリングしつつ、その機能を評価することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
In vivo 
 
7 週齢 C57BL/6J 雄性マウスに少量ストレプトゾトシンを 2 日間腹腔内に連続投与し、糖尿病を
誘発した。糖尿病マウスにピリドキサミン（Pyr）(Wako Pure Chemical Industries、 Osaka、 
Japan)を経口投与(500 mg/L)した群(STZ+Pyr)と非投与群(STZ)、さらに非糖尿病対照群(CNT)と
糖尿病マウスに毎日インスリンを投与して血糖をコントロールした対照群(STZ+Ins)の計 4 群
(各 5 匹)で実験を行った。0 日にマウス大腿骨遠位に骨孔をあけ、経時的に左大腿骨の CT を撮
影し、 骨孔の CT値を測定した(Latheta LCT-200; Hitachi Aloka Medical、 Tokyo、 Japan)。 
 
In vitro 
 
confluent まで培養したマウス骨芽細胞様細胞（MC3T3 細胞）(Riken cell Bank、 Tsukuba、 
Japan)に糖化ストレスの一つであるメチルグリオキサール反応性蛍光センサープローブ[Ir(2-
phenylpyridine)2(4、 5-diamino-1、 10-phenanthroline)] (以下 PF6) 25mM を投与し 7)、 細
胞外から代謝を調節するため、 4度もしくは 37 度の環境下で 3時間培養後、 顕微鏡での観察
および PF6 の吸光度を測定した。 また培地中のグルコース濃度を 5.5mM と 25mM、 ピリドキサ
ミン（Pyr）濃度を 0mM もしくは 3mM とした 4群にわけ、 PF6 25mM を投与後 3時間で共焦点顕
微鏡での観察および PF6 の吸光度を測定した。 同様の検討をマウス骨髄由来マクロファージを
M-CSF/RANKL で刺激し得られた破骨細胞（Osteoclasts: OCs）でも行なった。 
 
次に新生仔マウスをコラゲナーゼで処理し、各分化培地で培養することで得られた primary の
骨芽細胞の骨分化効果判定を行った。 さらに同一の lysate を使用し同時に PF6 の吸光度を測
定した。 骨分化効果判定は 14 日目に ALP assay kit (Wako Pure Chemical Industries、 Osaka、 
Japan)を用いて評価を行った。 
 
４．研究成果 
 
STZ マウスでは健常マウスと比較し有意に骨修復過程が遷延し、ピリドキサミン投与にて改善さ
れた。また細胞実験では顕微鏡観察で､MC3､OCs いずれの細胞においても細胞質に均一に弱い PF6
の蛍光と核周囲の強い蛍光を認めた｡高グルコース濃度で培養した 3 時間後には､その蛍光強度
がいずれの細胞においても増加した｡代謝を抑制するために 4℃の低温環境下におくと蛍光強度
が減少した｡吸光度による定量を行っても有意であった｡また､高グルコース濃度における蛍光強



度上昇は MG スカベンジャ―作用のある Pyr の処理によって有意に抑制できた｡ 
骨分化能は高グルコース濃度群で低下しており、Pyr により骨分化能も改善しており、PF6；メ
チルグリオキサール濃度との関連が示唆された。 
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