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研究成果の概要（和文）：骨細胞壊死の発生にはAngiogenesis-Osteogenesis coupling障害の成立が必要であることが
考えられた。BM-MSCを用いて、ウサギ骨壊死モデルで細胞投与時期の検討を行い、ステロイド投与1日後静脈内が最も
骨壊死予防効果が優れていることが明らかとなった。Ex vivo extended BM-EPCを用いたウサギ・ステロイド投与骨壊
死モデルでの検討でも、同様、ステロイド投与1日後静脈内投与で高い骨壊死予防効果が得られることが示されたBM-MN
Cと比較し、ex vivo extended BM-MSCならびにBM-EPCでは壊死阻止作用があることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：It was considered that formation of Angiogenesis-Osteogenesis coupling 
disturbance was necessary for occurrence of bone cell necrosis.
It was clear that prevention effect using BM-MSC was very high within 1 day after steroid 
administration.The effect of prevention in steroid-induced osteonecrosis rabbit models using Ex vivo 
extended BM-EPC was similar, and that an intravenous administration gives us the high osteonecrosis 
preventive effect indicated 1 day after steroid administration.And the prevention effects of 
steroid-induced osteonecrosis by using ex vivo extended BM-MSC and/or BM - EPC were higher than using 
BM-MNC .The formation of AOC disturbance plays the important role in the development of osteonecrosis, 
and we consider that this knowledge will be useful for future's study.Since it was clear that the problem 
in the prevention of osteonecrosis, however, we will continue this study.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
ステロイド性骨壊死は難治性疾患とされ

ており、本疾患の機序解明と予防法の確立は
非常に重要である。これまで脂質代謝障害や
凝固線溶系異常説など様々な説が提唱され
てきたが未だに詳細は不明の部分が多い。近
年、我々は酸化ストレスに注目し、新たな角
度から検討を行ってきた。また、機序解明お
よび予防法の究明に必要なステロイド投与
および酸化ストレス発生からの骨内の虚血
－低酸素状態の発生の確認、発生時期につい
て非常に早期の段階で発生することを確認
した。その結果、ステロイド投与に伴う
Angiogenesis-osteonegesis coupling（AOC）
の障害について検討を進めることによる機
序解明および予防法の究明が重要と考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
大腿骨頭壊死は難治性疾患であり、一旦壊

死に陥ってしまった場合、ADL は非常に障害
されてしまうことから手術加療を要するこ
とが多い。 
しかしながら、本疾患の機序に関しては、こ
れまでの盛んな研究にもかかわらず、未だ解
明には至っておらず、有効な予防法もはっき
りしていないことが現状である。 
従って、本疾患の機序解明と予防法の究明に
ついては非常に重要な課題とされている。 
（1）これまで当科では近年様々な疾患での
関与が認められている酸化ストレスに注目
し、家兎およびラットにて動物モデルの作成
を通して、ステロイド投与後早期に骨内での
DNA 酸化傷害、抗酸化剤による骨壊死抑制
の可能性および酸化ストレス単独誘発によ
る骨壊死発生について報告した。また、近年、
我々は酸化ストレス発生後早期の骨内での
虚血－低酸素の発生を確認した。 
これまでの報告で、本病態の最終的な原因

は虚血‐低酸素であることは意見の一致を
みている。しかしながら、これまでの大腿骨
頭壊死症に関する報告では虚血-低酸素が骨
細胞自体にどのように作用するのかを示し
た報告はなく、ステロイドの骨細胞への直接
作用と低酸素との関連もはっきりした指摘
はない。一方、ステロイド添加による培養骨
細胞でアポトーシスが生じていることが報
告されているが、ネクローシスとの関連は報
告がなく、多くの点が不明である。そのため
実際にステロイドによる骨細胞死の形態や
誘導因子、もしくは低酸素の影響について検
討する必要があると考えられる。今回我々は、
予防法の確立を目指し、まずは組織の低酸素、
ステロイド添加における骨細胞壊死誘導に
ついて検討した。 
（2）ステロイド誘発性大腿骨壊死と酸化ス
トレスの関係、生体内過酸化の標的が大腿
骨血管内皮であること、さらに Vitamin E
の抗過酸化作用を利用した壊死予防法を報
告した。しかし、その予防効果は部分的で、

angiogenesis-osteogenesis coupling に着目
した新たな予防法の確立が課題となった。
今回、骨髄由来組織幹細胞 (BM-MSC)の傷
害血管修復機能と細胞膜水分子チャネル 
aquaporin (AQP)1 が血管内皮と骨芽細胞
の増殖、分化、細胞移動に関わる重要遺伝
子であることに着目し、AQP1 遺伝子発現
修飾 BM-MSC の全身投与による大腿骨頭
壊死予防法の確立とその機序の分子レベル
での検証を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）マウス培養骨細胞である MLO-Y4 を用
いて実験を行った。培養は 20%酸素環境下
（正常酸素環境下）、1%酸素(低酸素)環境下、
デキサメサゾン 1µM (Dex)を添加したもの、
低酸素環境下において Dex を添加したもの
をそれぞれ 24 時間培養し、総細胞数に対す
る細胞死の割合を測定した。次に骨代謝に関
係している Wnt シグナルの抑制因子である
Dickkopf-1(Dkk-1)を用いて、Dex 添加時や
低酸素環境下における MLO-Y4 の Dkk-1 の
発現を測定した。また Dkk-1 siRNA を用い
て Dkk-1 をノックダウンし、細胞死の状態を
確認した。すべての群で、細胞死の割合の測
定には Apoptotic/Necrotic Cells Detection 
Kit を用いて蛍光免疫染色を行い、1 視野あ
たりの総細胞数に対するアポトーシス、ネク
ローシクの数の割合を測定した。また Dkk-1 
siRNA の抑制効果を確認するため未転写の
ものと control、Dkk-1 siRNA を転写したも
のをそれぞれ細胞死の割合を測定し、ウエス
タンブロットでも同様に行った。 
（2）これまでのステロイド誘発大腿骨壊死
に関する実験で確立した骨壊死動物実験モ
デルであるウサギ・ステロイド投与骨壊死
モデル(Ichiseki T et al, Rheumatol 2005）
と酸化ストレス単独誘発ラット骨壊死モデ
ル(Ichiseki T et al, Arthritis Rheum 2011)
を用い、BM-MNC、ex vivo extended 
BM-MSC、培養血管内皮前駆細胞 ex vivo 
extended BM-EPC、樹立 BM-MSC 株４種
の細胞種と投与時期の違いによるステロイ
ド誘発性大腿骨壊死の予防効果を比較検討
した。樹立 BM-MSC にリポフェクション
法による遺伝子導入より恒常的 GFP 発現 
BM-MSC を作製し、骨壊死部への集積を検
討した。 
 
４．研究成果 
培養骨細胞を 24 時間低酸素環境下にさら

した場合、アポトーシス、ネクローシスとも
に少なく、Dex 添加のみ（通常濃度の酸素下）
でも同様であった。一方、低酸素環境下＋Dex
添 加 を 行 い 、 生 体 下 で の
Angiogenesis-osteogenesis coupling（AOC）
障害に似た環境を再現したところ、有意に細
胞死が増加した(p<0.01)。特にネクローシス
の割合が著しく増加した。また、Dkk-1 の発
現は Dex 添加のみで著明な発現を認め、



Dkk-1 siRNA を転写することで有意に発現
量が低下したことを確認した(p<0.01)。さら
に Dkk-1 をノックダウンすることによって、
細胞死自体の割合が有意に減少した(p<0.01)。 
これらのことから、Angiogenesis 障害もしく
は Osteogenesis 障害のいずれかの単独では
骨細胞壊死までは陥らないこと、骨細胞壊死
の発生には AOC 障害の成立が必要であるこ
とが考えられた。従って、血管内皮・骨芽細
胞の酸化ストレスからの保護と傷害細胞自
身の修復に着目した新たな予防法の確立が
重要と考えられた。 
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