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研究成果の概要（和文）：家兎高ホモシステイン血症モデル（ヒト型骨質劣化モデル）を作製

し、各種薬剤投与と骨質マーカー測定を施行した結果、我々が報告したヒト骨質劣化型骨粗鬆

症と同様にホモシスティンがコラーゲンの架橋異常を惹起し、骨密度とは独立した機序で骨脆

弱化をもたらすことが明らかになった。従って、骨質低下型の骨粗鬆症に対してはエストロゲ

ン受容体モジュレーターの効果がより優れていることから、症例に応じた使い分けが必要と考

える。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Biochemical markers of bone quality following administration of different pharmacological 
agents were measured in a rabbit hyperhomocysteinemia model (an experimental model of 
reduced human bone quality) developed in our laboratory. The results clearly indicated, 
similarly to our previously reported findings on human reduced-bone-quality-type 
osteoporosis that by incurring direct detrimental changes on collagen coss-links 
homocysteine reduces bone strength; this mechanism is independent of reduction in bone 
density. 
 Additionally, based on findings that estrogen receptor modulators are more effective in 
patients with reduced-bone-quality-type osteoporosis, we suggest subdividing patients 
accordingly with the type of osteoporosis upon diagnosis and treatment of the disease. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 現在、日常診療の場において骨密度測定が

骨折リスクの評価に広く用いられているが、
骨密度が高いにもかかわらず骨折をきたす
症例があることや、骨粗鬆症治療薬の骨折リ
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スクの低下に対する骨密度増加の寄与度は
低い（4-30%）といった臨床的事実から、骨
密度以外の骨強度因子である「骨質」の重要
性が指摘されている。こうした背景により
2000 年の NIH consensus statement では
「骨粗鬆症は骨強度が低下して骨折リスク
が高まる疾患で、骨強度には骨密度と骨質が
関与する」と新たに定義され、骨質への関心
が高まっている。 
 我々は骨の単位体積当たり 50％を占める
コラーゲンの分子間をつなぎ止める構造体
である架橋構造が骨の強度発現に重要な役
割を演じていることを明らかにし、骨質を規
定する因子であることを見いだしている。さ
らに、「骨質劣化型」症例では、骨粗鬆症治
療薬により骨密度を高めても新規骨折を生
じるリスクが「低骨密度型」の症例に比べて
1.6 倍高いことを報告した。こうした事実は
「骨質劣化型」症例に対しては、骨密度のみ
ならず骨質を改善することが必要となるこ
とを示している。 
 
 
２．研究の目的 
 
 従来、骨粗鬆症治療の目標は骨密度を高め
ることに重きが置かれてきたため、骨密度の
増加効果の強いビスフォスフォネート製剤
が広く用いられてきた。しかし、骨脆弱化に
至る機序は、低骨密度のみならず骨質の低下
も関与していることから、その治療にあたっ
ては骨密度と骨質を同時に評価し、個々の病
態に応じたテーラーメード治療を行う必要
性がある。しかし、既存の骨粗鬆症治療薬が
骨質因子である骨コラーゲンに及ぼす影響
は明らかにされていない。さらに、ヒト骨粗
鬆症において明らかとなった骨質低下をも
つ動物モデルが存在しないため、骨質改善に
関する研究が立ち後れていた。 
 そこで、本研究の目的は、我々はヒトに近
い骨代謝動態（リモデリング骨）を示す家兎
のヒト型骨質劣化モデルを作製して、テーラ
ーメード治療の確立（薬剤の使い分け）を行
うことにある。 
 
 
３．研究の方法 
 
 骨質は骨の骨単位毎の石灰化の程度や、コ

ラーゲンの老化度により規定されている。

我々は世界に先がけ、この両者の相互関係を

明らかにする新たな分析手法を開発した。 
 ヒト骨は若い骨単位（低石灰化度）と古い

骨単位（高石灰化度）が混在している。そこ

でこれらの領域における固有の架橋パター

ンを解析するため、骨は密度勾配分画法を用

いて新旧骨単位を分画した。得られた骨分画

について、すでに我々が確立している高速液

体クロマトグラフィー法で善玉の生理的架

橋（未熟型，成熟型）の形成量と、そのパタ

ーンを規定するコラーゲンのリジン水酸化

率を解析し、さらに悪玉である老化架橋ペン

ト シ ジ ン （ Advanced glycation end 
products：AGEs）も分離定量した。これら

の架橋パラメータをもとにして、コラーゲン

の成熟指数（成熟架橋/未熟架橋）と老化脆弱

指数（老化架橋/生理的架橋）を定義し評価に

加える手法を用いる。 
 
家兎モデル 
 雌性ニュージーランド白色家兎（生後 20
週：成熟期）に持続的な高ホモシステイン血
症を誘導する目的で 1%メチオニン負荷を行
う。メチオニン負荷により動脈硬化が誘導さ
れることから生活習慣病としての骨粗鬆症
と動脈硬化を合併するモデルである。また、
同時に卵巣摘出(OVX)を行うと骨石灰化度が
低下するため「低骨密度＋骨質劣化型」のモ
デルを作出することが可能である。 
 
具体的には以下のような 4 群（各群 10 匹）

を設定する。 
1) Sham 手術群 
2) 低骨密度型モデル：OVX のみ群 
3) 骨質低下型モデル：メチオニン負荷群： 
   1%メチオニン食 100g/日を連日混餌投与 
4) 低骨密度+骨質低下型モデル： 
   OVX+メチオニン負荷 
1)～4)群に対して、各々以下の薬剤を 6 ヵ月

間投与する。 
骨粗鬆症治療薬(臨床使用量と同等量) 
・ビスフォスフォネート(alendronate)：  
         0.2mg/kg/day 経口投与 
・塩酸ラロキシフェン(raloxifene)： 
         2mg/kg/day 経口投与 
ホモシステイン代謝改善薬 
・ビタミン B12+葉酸: 
             mecobalamine0.63mg/kg/day,  
             folate40mg/kg/day 
・(塩酸ラロキシフェンも同様の効果を期待) 
抗悪玉架橋(抗 AGEs 作用)薬 
・ビタミン B6(pyridoxal 5-phosphate)： 
             1.5mg/ml 100mg/day経口投与 
・スタチン(atorvastatin)： 
             1.5mg/kg/day経口投与 
 
解析項目 
血液生化学：投与後、4,６ヵ月後の屠殺前に

12 時間絶食として全血採血を行い以下の項

目について測定を行った。 
・ホモシステイン,ビタミン B6,ビタミン B12,
葉酸,コレステロール,中性脂肪,低比重リポ蛋



白(LDL),酸化 LDL,高感度 CRP 
・骨質マーカー：血中ペントシジン 
・骨代謝マーカー：ピリジノリン,デオキシピ

リジノリン,I型コラーゲン N末端架橋テロペ

プチド(NTX),骨型アルカリフォスファター

ゼ 
尿生化学：代謝ゲージを用いて 24 時間尿を

採取し、骨代謝マーカーとペントシジンを解

析し血中における値との相関をみた。 
大動脈の善玉・悪玉架橋の生化学的・病理組

織学的解析：高ホモシステインの持続により

動脈硬化がおこると報告されている。さらに

OVXによる女性ホルモンの不足により動脈

硬化は進行すると考えられる。そこで屠殺時

に採取した大動脈にヘマトキシリン・エオジ

ン染色を施し動脈硬化および石灰化につい

て組織学的に解析すると共に、市販されてい

る抗AGEs抗体、抗ペントシジン抗体を用い

て血管における悪玉架橋の形成を観察した。

同時に、血管基質における善玉架橋、悪玉架

橋の定量的評価を行い、ここで得られたデー

タは以下に示す骨コラーゲン架橋と相関が

あるのか検証した。 
骨分析 
・骨密度測定：pQCT 法により大腿骨、腰椎

の骨密度を皮質骨と海綿骨に分けて測定。 
・骨強度試験：大腿骨 3 点曲げ試験. 腰椎椎

体圧縮試験から得られた最大点荷重、スティ

ッフネス、吸収エネルギーを基にして骨サイ

ズで補正した材質強度である靱性、弾性率を

算出した。 
骨コラーゲン・石灰化度分析 
 大腿骨、腰椎の皮質骨、海綿骨を屠殺時に

採取する。 
 骨は若い骨単位（低石灰化度）と古い骨単

位（高石灰化度）が混在している。そこでこ

れらの領域における固有のコラーゲン代謝

を解析するため、骨は密度勾配分画法を用い

て石灰化度別に分画した。さらに得られた各

分画について、高速液体クロマトグラフィー

法を用いて善玉架橋である生理的架橋（未熟

型のリジノノルロイシン架橋，成熟型のピリ

ジニウム架橋）の形成量と、そのパターンを

規定するコラーゲンのリジン水酸化率を解

析し、悪玉架橋であるペントシジン (老化架

橋：Advanced glycation end products)も分

離定量した。さらに、これらの架橋パラメー

タをもとにして、我々が新たに定義したコラ

ーゲンの成熟指数と老化指数を評価に加え

た。 
骨質マーカーとしての尿中・血中ペントシジ

ン動態の検証 
 骨質マーカーとして尿中および血中のペ

ントシジン値が骨コラーゲンのペントシジ

ンの異常をどの程度反映するのか明らかに

した。すなわち、骨のコラーゲン架橋分析の

みならず、コラーゲンを含むその他の結合組

織(大動脈,皮膚,アキレス腱,関節軟骨,椎間板)
における善玉架橋およびペントシジンの定

量を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)研究成果 
 解析の結果、メチオニン(Met)投与群では、
血中ホモシステイン濃度は著しい高値を呈
した。 大腿骨の骨密度および骨強度試験の
結果、Met 負荷群、OVX 群、共に骨密度の
低下や骨吸収の亢進を伴わない骨強度の低
下をきたしており、骨質の低下がもたらされ
たと考えられた。同モデルの骨コラーゲン分
析を行ったところ、高ホモシステイン血症を
誘導した群では、我々が報告したヒト骨質劣
化型骨粗鬆症と同様の架橋異常、すなわち、
善玉架橋の低形成と、悪玉 AGEs 架橋ペント
シジンの過形成が誘導された。一方，OVX
単独群では善玉架橋の低形成のみが誘導さ
れた。このことから、同モデルは骨質低下モ
デルとして確立したことが明らかになった。 
 次に、OVX 群と OVX+1%Met 混餌投与群
に、エストロゲン受容体モジュレーターモジ
ュレーター(SERM)を４ヵ月間投与した結果、
骨密度、骨代謝マーカーに明らかな変化は認
められなかったが、血中ホモシステイン濃度
は SERM 投与により約 40%減少した。また
コラーゲン架橋分析を行ったところ、SERM
投与により、OVX 単独群、OVX+Met 群共に、
善玉架橋の有意な増加と悪玉AGEs架橋の減
少が認められた(図１)。さらに架橋パラメー
ターと骨強度との相関を解析したところ、
SERM によるコラーゲン架橋の変化が骨密
度とは独立した機序で骨強度を高めること
が明らかとなった。 
           
      コラーゲン架橋 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1.卵巣摘出家兎を用いた骨質低下モデル 
 の確立とラロキシフェンの骨質改善効果 
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 以上の結果から、SERM はホモシステイン
代謝を改善し、コラーゲンの架橋形成を適正
に制御することで、骨強度を改善すると考え
られる。興味深いことに、SERM投与は血中ホ
モシステイン濃度が健常範囲内の OVX単独群
に対しても善玉架橋の総数を増加させたこ
とから、ホモシステイン代謝の改善のみなら
ず、これとは異なる機序により架橋形成を制
御している可能性がある。 
 
(2)国内外における位置づけ・今後の展望 
 これまで骨密度と骨質を同時に評価する
ことや、コラーゲンの架橋異常を改善する骨
質治療といった概念は、国内外を通じて我々
以外にない。我々は、世界で初めて全アミノ
酸組成分析とコラーゲンの善玉架橋(未熟型、
成 熟 型 ) と悪 玉 架橋 ( 老 化 型 Advanced 
glycation end products)をピコモルオーダ
ーで解析可能な測定技術を開発している。こ
の解析技術を活用しホモシステイン代謝か
らみた骨粗鬆症に対するテーラーメード治
療の確立を目指している。 
 
 今回の検討から、SERMは骨質マーカーであ
る血中ホモシステイン或いは尿中・血中ペン
トシジン高値群や、閉経後骨粗鬆症例で、著
しい骨密度の低下を伴わない症例に対して
骨質改善薬として良い適応があると考える。 
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