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研究成果の概要（和文）：インターロイキン6（Interrleukin-6；IL-6）は炎症反応の重要な因子であり、大腿
骨頭壊死の発症に関与することが報告されているが分子レベルでの病態の詳細は明らかでない。本研究ではIL-6
遺伝子ノックアウトマウスを使用して虚血性骨壊死に関するIL-6の役割を検討した。その結果、IL-6遺伝子ノッ
クアウトマウスでは野生型マウスと比較して骨壊死後の骨量低下を抑制することを見出した。その理由の一つと
してIL-6遺伝子ノックアウトマウスでは野生型マウスと比較して、優位に骨壊死後の骨リモデリングにおける骨
芽細胞の数と骨形成率が増えていることを世界で初めて明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Interleukin-6 (IL-6) is a pleiotropic cytokine and associated with the 
pathogenesis of femoral head deformity in patients with ischemic osteonecrosis of the femoral head. 
 The femoral head deformity results from increased bone resorption and decreased bone formation 
during the repair process. However, the role of IL-6 in the bone healing process following ischemic 
osteonecrosis is unknown. The purpose of this study was to determine the effects of IL-6 deletion on
 bone repair following ischemic osteonecrosis. As results, IL-6 knock-out mice show higher bone 
volume after ischemic osteonecrosis. In addition, IL-6 deletion increases the number of osteoblasts 
and new bone formation following ischemic osteonecrosis.

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
骨壊死マウスモデルを用い、骨壊死における分子レベルでの病態解明及び分子標的治療薬の効果へ着目すること
が本研究の特色であり、極めて重要かつ独創的な点である。本研究により、骨壊死におけるIL-6の機能が解明さ
れれば、骨壊死を制御しうる可能性があり、新たな治療薬開発などの可能性を秘めている。また、本邦では既に
関節リウマチ患者などに対して抗ヒトIL-6 受容体モノクローナル抗体（トシリズマブ）が使用され有効な成績
が得られている。抗ヒトIL-6 受容体モノクローナル抗体が大腿骨頭壊死患者に使用できれば、骨壊死の治療体
系に大きな変化をもたらす可能性があると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我が国では小児や成人において大腿骨が腐る（大腿骨頭壊死）は広く知られているが、有効

な治療法がないため難病指定を受けている。大腿骨頭が阻血性の壊死をきたし、大腿骨頭の圧
潰変形が生じると、二次性の変形性股関節症を誘発し股関節機能が失われることで日常生活活
動（ADL）や生活の質（QOL）の増悪を招く。大腿骨頭壊死の原因は未だ解明されていないが、
外傷、血液凝固系異状による血栓形成、血管閉塞、喫煙などが報告されている。細胞生物学的
観点からは、骨壊死発生後に壊死に陥った細胞から放出される damage associated molecular 
patterns（DAMPs）が toll-like receptor 4（TLR4）を介したマクロファージでの innate immune 
system を引き起こし、インターロイキン-6（IL-6）などの炎症性サイトカインを増加させるこ
とが病態に深く関与していると報告されている。 
申請者は 2016 年 4 月より Texas Scottish Rite Hospital for Children（TSRH）と共同研究

を開始し、分子レベルでの骨壊死発症機序の解明とそれに基づく治療法の開発を行っている。
TSRHはアメリカ合衆国、テキサス州、ダラスにある全米第 1位の小児整形外科の専門病院で、
年間 2 万人の小児外来患者を診察し 4 千件の手術を行っている。TSRH は小児整形外科の教科
書として最も有名な“Tachdjian’s Pediatric Orthopaedics”を執筆しており、ペルテス病（小
児の大腿骨頭壊死）に使う Scottish Rite 装具も同施設で開発された。TSRH の共同研究責任
者である Professor Harry Kim は小児股関節専門整形外科医であり、ペルテス病治療のスペシ
ャリストである。International Perthes Study Group の理事としても世界的な評価を受けて
おり、毎年多くの国際的学術誌に得られた知見を報告している。TSRH 研究グループは大腿骨
遠位端へ血流を供給している血管の内 4 本の血管を選択的に遮断することにより虚血性骨壊死
を確実に誘導する世界初の骨壊死マウスモデルの開発に成功している。さらに、同グループは
小児骨壊死患者（ペルテス病）の関節液検体から IL-6 の関与についても報告している。IL-6
は炎症反応の重要な因子であることから、骨壊死発症の分子レベルでの病態解明には炎症との
関連性が考えられるがその詳細は明らかとなっていない。 

IL-6 は破骨細胞形成を促進し骨吸収因子として考えられてきたが、近年、骨芽細胞特異的
gp130 遺伝子欠損マウスを作成し解析した結果から、IL-6 が骨芽細胞における骨形成や骨強度
の維持に重要な役割を果たしていることも報告されている。また、ペルテス病患者では骨吸収
を行う破骨細胞と、骨芽細胞の骨形成のカップリング機構が破綻していることも報告されてい
る。以上から、IL-6 が骨壊死を制御する骨芽細胞や破骨細胞の分化や細胞機能を調整している
可能性は非常に高い。本研究では骨壊死における骨芽細胞と破骨細胞の増殖、分化等の細胞機
能における IL-6 の役割を検討し、骨壊死の新たな治療法確立を目的とし、計画立案に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生体内における IL-6 の骨壊死への機能解析のために、IL-6 欠損マウスに、骨

壊死を誘導し、正常マウスと比較することで、IL-6 欠損が骨壊死にどのように影響するのかを
詳細に検討する。 
 
３．研究の方法 
1．虚血性骨壊死の病巣部における IL-6 の発現解析 
虚血性骨壊死を誘導したマウスモデルの病理像において、術後 1 週では血流の途絶と生細胞

の消失が認められ、術後 2 週より病巣部への新生血管の形成とそれに伴う破骨細胞による骨吸
収と骨芽細胞による骨形成が生じ、術後 6 週では病巣部は新しい骨髄に置換される。今回、IL-6
の発現を術後 48 時間後及び 4 週の虚血性骨壊死を誘導した野生型マウスモデルを用いて免疫
組織化学法により解析する。 

 
2．IL-6 遺伝子ノックアウトマウスを用いた骨壊死における IL-6 の役割の解析 
上記 1．の結果を踏まえ、生体内における IL-6 の骨壊死への機能解析のために、IL-6 遺伝子

ノックアウトマウス（B6.129S2-Il6tm1Kopf/J）に骨壊死を誘導し、正常マウスと比較するこ
とで、IL-6 欠損が骨壊死にどのように影響するのかを詳細に検討する。 
2-1．IL-6 遺伝子ノックアウトマウス（B6.129S2-Il6tm1Kopf/J）及び野生型マウスに骨壊死
を誘導し、術後 2 週間で TUNEL 染色を用いて死細胞を同定し、IL-6 欠損が骨壊死の発生に影
響するかどうかを検討する。 
2-2．上記実験動物にカルセイン二重標識を行い骨の組織学的形態計測法により石灰化速度や骨
形成率といった動的パラメータを検討し、マイクロ CT を用いて骨密度や骨梁構造などの骨強
度に関連する因子について検討する。病理像では H&E 染色、von Kossa 染色及び TRAP 染色
を行い骨芽細胞や破骨細胞による骨形成能及び骨吸収能について検討する。 
 
４．研究成果 
(1) IL-6 の発現を術後 48 時間後及び 4 週の虚血性骨壊死を誘導した野生型マウスモデルを用
いて免疫組織化学法により解析した。その結果、術後 48 時間後及び 4 週の両方で骨壊死の病
巣部で IL-6 の発現は亢進していた。一方、手術をしていない骨端部では IL-6 の発現は低いこ
とを確認した。 
 



(2)  IL-6 遺伝子ノックアウトマウス（B6.129S2-Il6tm1Kopf/J）及び野生型マウスに骨壊死
を誘導し、術後 2 週間で TUNEL 染色を用いて死細胞を同定し、IL-6 欠損が骨壊死の発生に影
響するかどうかを解析した。その結果、percentage of TUNEL positive osteocytes は野生型マ
ウス:82 ± 2%、IL-6 遺伝子ノックアウトマウス: 81 ± 4%と有意差を認めなかった。以上のこと
から、IL-6 欠損は骨壊死の発生には影響しないことを明らかとした。 
 
(3)  虚血性骨壊死後に病巣部に新生血管が形成される割合と、新しい骨髄に置換される割合
を 術 後 4 週 の 虚 血 性 骨 壊 死 を 誘 導 し た IL-6 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス
（B6.129S2-Il6tm1Kopf/J）及び野生型マウスを用いて H&E 染色により解析した。その結果、
IL-6 遺伝子ノックアウトマウスは野生型マウスと比較して、新しい骨髄に置換される割合は高
かった。以上のことから、骨壊死後に高発現する IL-6 を抑えることで新生血管が誘導され、新
しい骨髄細胞の誘導が亢進することを明らかとした。さらに、新生血管マーカーである VEGF
の発現を免疫組織化学法により解析すると、IL-6 遺伝子ノックアウトマウスは野生型マウスと
比較して VEGF の発現も更新していることが明らかとなった。 
 
(4)  上記実験動物にカルセイン二重標識を行い骨の組織学的形態計測法により石灰化速度や
骨形成率といった動的パラメータを検討し、マイクロ CT を用いて骨密度や骨梁構造などの骨
強度に関連する因子について解析した。カルセイン二重標識の結果から、IL-6 遺伝子ノックア
ウトマウスは野生型マウスよりも、Bone formation rate、Mineral apposition rate が優位に上
昇していた。また、マイクロ CT の結果から、IL-6 遺伝子ノックアウトマウスは野生型マウス
と比較して、Bone volume/total volume、Trabecular number、Trabecular separation が優位
に上昇していた。次に、von Kossa 染色及び TRAP 染色を行い骨芽細胞や破骨細胞による骨形
成能及び骨吸収能について解析した。その結果、IL-6 遺伝子ノックアウトマウスは野生型マウ
スよりも骨芽細胞の数及び破骨細胞の数が上昇していた。 
以上のことから、IL-6 遺伝子ノックアウトマウスでは野生型マウスと比較して骨壊死後の骨

量低下を抑制することを見出した。その理由の一つとして IL-6 遺伝子ノックアウトマウスでは
野生型マウスと比較して、優位に骨壊死後の骨リモデリングにおける骨芽細胞の数と骨形成率
が増えていることを世界で初めて明らかとした。 
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