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研究成果の概要（和文）：骨粗鬆症での骨折治癒の遅延と全身的な免疫応答がどのよ
うに関与しているかを骨粗鬆マウスの脛骨骨折モデルを用いて、マルチプルサイトカイ
ンアッセイ法により検討した。その結果、骨折72時間以内に現れる全身的なサイト
カイン変動が直接左右するものではなく、骨粗鬆状態での骨の修復機転あるいはリ
モデリングに関係する骨芽細胞や破骨細胞などのサイトカインレセプターの影響が
関与しているのではないかと考えられた。  

 

 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to investigate the cytokine network in 

fracture under conditions of osteoporosis. Tibia fractures were made in ovariectomy mice, 

and analyzed cytokine expression using multiple cytokine assays. The results suggested 

that the delay of fracture healing may be related to the influence of cytokine receptors of 

osteoblasts or osteoclasts in osteoporosis.  
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１．研究開始当初の背景 

現在、わが国では急増する高齢者に伴い、
2000年での推定骨粗鬆症患者は1200万人
を超えている。そのほとんどが女性に見ら
れる閉経後のエステロゲン減少による閉
経後骨粗鬆症と老人性骨粗鬆症であるが、
薬剤の副作用として高齢者の服用機会が
多いステロイドによる続発性骨粗鬆症も

増加している。これに加え、高齢者の筋力
低下や脳血管障害、認知症あるいは平衡機
能障害などを原因とする転倒で生じる大
腻骨頸部骨折患者は、男女12万人で前年比
の30％も増加している（2002年）。さらに、
寝たきり老人の原因の第2位が大腻骨頚部
骨折(約20％)というデータもある。これは
骨粗鬆病態がいかに骨折の治癒を妨げ、QO
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Lを著しく低下させているかをあらわして
いる。また、歯科領域においては骨粗鬆症
治療薬であるビスフォスホネートが抜歯
後に顎骨壊死を招いたとの報告があり、服
用患者への抜歯は注意が必要となってい
る。これも食物摂取に影響しQOLを低下さ
れる危険性がある。 

これまでマウスを用いた研究から骨粗
鬆症の発症に炎症性サイトカインである
IL-6の増加が深く関与していることが報
告され、さらに閉経後の骨粗鬆症患者の
末梢血ではIL-6をはじめIL-1β、TNF-α
が上昇し、INF-γ、GM-CSFなどが減少し
ていることも報告されている。このよう
に骨粗鬆症では全身的にサイトカインの
変動が認められている。また、正常マウ
スの脛骨骨折においては血清中のIL-6と
IL-10が骨折後3時間で急上昇し、その後
治癒過程の進行に伴い急激に減少するこ
とが報告されている。このことは骨折が
全身のサイトカインに影響を及ぼしてい
ることを示している。したがって、骨粗
鬆病態での骨折はさらに全身的なサイト
カインの発現異常を引き起こすことが考
えられる。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究では、骨粗鬆モデル動物
を用いて実験的骨折を起こし、骨粗鬆状
態での局所的な骨折が全身的なサイトカ
イン発現にどのような変化を及ぼしてい
るかをマルチプルサイトカインアッセイ
を用いて網羅的に探索に解析する。この
結果から、標的となるサイトカインに対
する局所抗サイトカイン療法への発展が
期待でき、骨粗鬆病態での骨折治療に貢
献することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）骨粗鬆マウスの作製 
7 週齢、体重約 26g の ICR 雌性マウス

を用いて、１週間予備飼育した後、ペン
トバルビタールナトリウム 50mg/mL の
腹腔内投与(40mg/kg)による全身麻酔下
で、卵巣摘出手術(Ovariectomy：OVX)を
施した。その後、24 週間飼育して閉経モ
デルマウス(OVX)とした。また、対照(OVX 
Sham)マウスは同週齢の ICR 雌性マウス
に OVX 偽手術を行い、同期間飼育した。 

 
（２）脛骨骨折 

36 週齢の実験群および対照群のマウ
スを上記全身麻酔下で、非観血的に持針
器を用いて片側の脛骨を実験的に単純骨
折させ、骨折部をデジタルレントゲンで
確認した後、伸縮テープで固定した。 

 

（３）酸化―抗酸化バランス 
 骨粗鬆群とコントロール群の血清および
唾液を用いて、全身の酸化ストレスを計測し
た。酸化度は d-ROMs TEST、抗酸化能は BAP 
TEST を活性酸素分析器で評価した。 
 
（４）マルチプルサイトカインアッセイ 
  それぞれの群のマウスに対し、骨折 1

週前、骨折 1・３・24・72 時間後に尾静
脈からの採血を行い、血清を分離してマ
ルチプルサイトカインアッセイのサン
プルとした。なお、測定したサイトカイ
ンは、図 1に示す 23 種類である。 

 
図 1 測定したサイトカイン 

 
４．研究成果 
（１）モデルマウスの骨粗鬆症の評価  

OVX3 か月後の血中エステロゲンの測
定、大腻骨遠位骨端部のマイクロＣＴ撮
影による３次元エックス線画像解析お
よび骨密度の定量的解析などにより、コ
ントロールである Sham Ope 群と比較
した。その結果、OVX 群はコントロー
ル群に比べエステロゲンの低下、皮質骨
の肥厚と海綿骨梁の吸収とそれに伴う
骨密度の低下を認めた。これにより OVX

による骨粗鬆病態がモデルマウスで認
められた。  

 

（２）脛骨骨折とその予後 
 持針器によるマウス脛骨の非観血的骨折
は瞬時かつ容易に行える手技であり、エック
ス線上で完全骨折が確認できた。 
 
（３）酸化―抗酸化バランスの変化  

 骨粗鬆群の酸化度はコントロール群
に比べ、有意に高い値を示した。一方、
抗酸化能はやや低下する傾向を示した
が、統計学的には有意差は見られなかっ
た（図２，３）。つまり、骨粗鬆病態で
は酸化度の上昇による酸化－抗酸化バ
ランスの破綻によって酸化ストレス状
態にあると思われた。しかし、このこと
が全身的な免疫応答に関与し、炎症性サ
イトカインの発現変動にどのように影
響していたかは本研究では明らかにで
きなかった。  

 

 



 

 

（４）骨粗鬆マウスのサイトカイン変動 
骨粗鬆症マウス群の血清サンプルを

サイトカインアッセイし、その発現パタ
ーンを検討した。その結果、今回の骨折
１週前の血清サンプルによるマルチプ
ルアッセイでの検出では、これまでの骨
粗鬆病態でのIL-1β、IL-6、TNF-αの上
昇やINF-γ、GM-CSFの減少は今回の検討
では明らかにならなかった。ただし、骨
折1週前の測定で IL-4のみが骨粗鬆群に
おいて有意に高値を示した。また、脛骨
のホモジナイズサンプルでは測定限界
値以下となり局所におけるサイトカイ
ンの発現も定量できなかった。つまり、
骨粗鬆病態のサイトカイン変動をより
詳細に検討するためには、網羅的なスク
リーニングアッセイでは限界があるこ
とが分かった。 

しかしながら、骨折後のサイトカイン
発現が骨粗鬆群とコントロール群とが
同じような変動パターンを示すサイト
カインが多いことが分かった。その一つ
は骨折1時間後にサイトカインの発現が
低下し、それが24時間まで続き、72時間
で骨折前の状態に回復するといったサ
イトカインの変動パターンであり、この
傾向を示すがサイトカインが多く認め
られた。一方、 IL-6とG-CSFは骨折1時
間後までは受傷前とほとんど変化を示
さなかったが、3時間後急激にサイトカ
インの発現が上昇し、24時間以降徐々に
低下する変動パターンを示した。  

また、骨折後に骨粗鬆群と非骨粗鬆群
とで発現変動パターンに大きな違い現
れたのは、IL-4と IL-9であった。IL-4 は
術前より実験群が高値を示したいが、1

時間後には急激に低下したが、コントロ
ール群は3時間後まで骨折前とほぼ変化
が見られなかった。 IL-9は両群ともに1

時間後に急激に低下したが、骨粗鬆群は
3時間後に骨折前の値まで上昇したが、
非骨粗鬆群は 72時間でもわずかに上昇
したのみであった（図４）。  

これらの結果から、ごく一部のサイト
カインを除き骨折後に現れる全身的な
サイトカインの発現は、骨粗鬆状態でも
正常時とほぼ同じような変動パターン
を示すことがわかった。したがって、骨
粗鬆状態で骨折局所に生じる治癒機転
の遅れは、骨折72時間以内に現れる全身
的なサイトカイン変動が直接左右する
ものではなく、骨粗鬆状態での骨の修復
機転あるいはリモデリングに関係する
骨芽細胞や破骨細胞などのサイトカイ
ンレセプターの影響が関与しているの
ではないかと考えられた。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図 2  OVX Sham、OVX マウス の酸化度 
      * :p<0.05（OVX Sham VS. OVX）  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 OVX Sham、OVX マウス の抗酸化能 

        唾液  ：   n. s. 
        血清  ：   n. s. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

図 4 サイトカインマルチプルアッセイ   （赤：OVX マウス、黒：OVX Sham） 
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