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研究成果の概要（和文）： 

我々は、ステロイド性骨壊死の発生と生体内における酸化ストレスとの関係を以下の項目に

ついて検討してきた。 
1.ステロイド性骨壊死家兎モデルにおいて抗酸化ビタミン投与で骨壊死発生率が有意に減少し、
抗酸化剤による骨壊死予防の可能性が示された。 

2.酸化ストレスと骨壊死の関係を詳細に調査するためのモデルとして、酸化ストレス単独誘発
によるラットにおけるモデル作成した。酸化誘発剤であるブチオニンスルフォキシミン（BSO）
を投与し、一過性の酸化ストレスを誘発することで新たな骨壊死モデルを作製した。 

3.ブチオニンスルフォキシミン（BSO）ラット骨壊死モデルでの骨内における虚血の状態と虚血
に陥る時期を確認した。HIF-1 の発現は酸化誘発からすでに 6 時間から虚血が発生している
可能性が示唆された 

研究成果の概要（英文）： 
 We performed investigation of steroid-induced osteonecrosis at the view of oxidative 
stress.  
1. We reported the possibility of prevention of steroid-induced osteonecrosis by 

administration of antioxidant Vitamin E in a rabbit model. 
2. We reported that Oxidative stress induced osteonecrosis in rats. This model is a novel 

and simple. We hope this rat model is very useful for investigation of mechanism of 
osteonecrosis in the near future. 

3. Using rat osteonecrosis model, the ischemic event in bone occurred within 6 hours after 
BSO administration.  
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１．研究開始当初の背景 
ステロイド誘発骨壊死は難治性の疾患で

あり、本疾患の機序解明と予防法の究明は非
常に重要な問題である。これまで、脂質代謝
障害や凝固線溶系異常説など様々提唱され
てきたが、未だはっきりしていない。また、
予防法の確立には及んでいない。近年、我々
はステロイド性骨壊死モデルを使用し、酸化
ストレス説を提唱してきた。また、予防に関
しても抗酸化剤の投与で骨壊死予防に近づ
いた。従って、本研究をより確実に進めるこ
と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の疾患とされており、
一旦壊死に陥ってしまった場合、ADL は非常
に障害されるため、手術加療を余儀なくされ

てしまうことが多い。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が
行われてきたが、未だ解明には至らず、予防

法も確立されていない。従って、本疾患の機
序解明および予防法の確率は非常に重要な
課題とされている。 

(１)これまでに当科では、近年種々の疾患で
関与が報告されている生体内酸化ストレス
に注目し、家兎に対してステロイド投与後早

期に DNA 酸化障害が発生していること、また
ステロイド投与家兎骨壊死モデルを用いて
抗酸化剤であるグルタチオン投与により骨

壊死発生が有意に抑制されたことを報告し、
骨壊死と酸化ストレスとの関係についての
検討を行ってきた。 

 ステロイド投与家兎骨壊死モデルに対し
て、グルタチオンを大量投与した結果、骨壊
死発生率は 0％と十分な抑制効果が確認でき

た。しかし、同モデルに対して臨床的な常用
量であるグルタチオンを投与した際には、骨
壊死発生率は 30％と有意な抑制効果は認め

たが、その効果は完全ではなかった。従って、
更なる予防効果が期待できる、臨床的に安全
で一般的に使用されている薬剤が必要と考

えられる。 
 近年、グルタチオンを含めた抗酸化物質の
内、特に効果が強いといわれている抗酸化ビ

タミンが注目されている。臨床においても、
心疾患など酸化ストレス関連疾患に対して
発症予防目的によく利用されており、十分な

予防効果が報告されている。抗酸化ビタミン
の中ではビタミン Eが特に抗酸化作用を有し
ており、また一般的に臨床で使用され、安全

性も高いといわれている。従って、抗酸化作
用を有するビタミン Eを投与することにより
ステロイドによる生体内酸化ストレスを抑

制することができれば、骨壊死発生を予防で
きる可能性が考えられる。 
 従って、本研究の目的はステロイド投与家

兎骨壊死モデルを使用し、ビタミン Eによる
骨壊死発生抑制効果に関して検討すること
である。 

（2）我々は家兎およびラットに対する酸化
誘発剤(buthionine sulphoximine：以下 BSO)
を 14 日間連続皮下投与することで骨壊死の

発生を確認した。この報告によって骨壊死が
酸化ストレス単独でも発生することが証明
でき、骨壊死発生機序に酸化ストレスが非常

に重要な役割をしていることを示した。しか
しながら、これらのモデルでは BSO を 14 日
間連続投与しているため、実際に骨壊死が一

度のみの酸化ストレスで発生するものなの
か、また虚血などの骨内における事象がいつ
起こっているのかが不明瞭であった。 

今回我々はラットの腹腔内に酸化誘発剤
を単回投与することにより新たな骨壊死モ
デルを開発を試みた。このモデルが確立すれ

ば、作成方法も簡便な上に、遺伝子学的検討
も家兎よりも行いやすく、多方面からの骨壊
死の研究がしやすくなる。このモデルを用い

て、骨壊死の発生および発生時期について検
討した。 
（3）大腿骨頭壊死症は最終的には骨内の虚

血によって発症すると考えられている。虚血
が生じる時期に関しては、未だに不明瞭な部
分が多く、虚血発生時期が判明すれば骨壊死

機序解明や予防薬等の投与時期も考えやす
くなり、予防法の確率に向けた研究がしやす
くなる。 

当科での酸化ストレス誘発剤単回投与ラッ
ト大腿骨頭壊死モデルの検討では、早いもの
で BSO投与から 5日目に骨壊死が確認されて

おり、7 日目以降は骨壊死の発生率に明らか
な変化を認めなかった。つまり、BSO 投与か
ら少なくとも５日以内に骨壊死に至る虚血

を含む事象が起こっていると考えられる。し
かしながら、直接虚血を示唆する現象を捉え
てはおらず、実際に骨内に虚血が生じている

かどうかは不明であった。我々は、同ラット
骨頭壊死モデルにおいて組織の低酸素状態
の指標である HIF-1αを用いて骨内の低酸素

状態の発生の確認とその時期の検討を行っ
た。また、腹部大動脈を取り出し血管におい
ても低酸素性事象の発生の有無と時期の検

討を行った。 
 
３．研究の方法 

（1）まず酢酸メチルプレドニゾロン(以下
MPSL)40㎎投与群の作成を行なった。 
体重約 3.5㎏の成熟雌性日本白色家兎に対し

MPSL40 ㎎を 1 回のみ殿筋内に筋注した 15 羽
を S群とした。 
次に MPSL＋ビタミン E投与群の作成を行なっ

た。 



 

 

実験１と同様に MPSL40 ㎎投与した家兎に対
してビタミン E を 50 ㎎/kg 連日静注した 10
羽を E群とした。 

両群 2週間後に犠牲死とし、各群において下
記の(１)、(２)を検討した。 
①病理組織学的検討 

2 週間後に犠牲死とした家兎の両側大腿骨を
摘出し、各群において H-E染色標本を作製し、
光学顕微鏡にて大腿骨近位内側部における

骨壊死の有無について検討した。 
②血液生化学的検討 
酸化ストレスの指標としてグルタチオン

(GSH)値を測定した。当科の研究にて、ステ
ロイド投与後早期に生体内酸化が生じてい
ることが示唆されている為、ステロイド投与

後早期に集中し、MPSL 投与前、１、３、５、
７、14日目に採血を行った。 
(2)24週齢の Wister系ラットに BSO500mg/kg

を１回のみ腹腔内投与し、12 時間、1 日、3
日、5 日、7 日、14 日で犠牲死とし、それぞ
れ B12h群(10匹)、B1d 群(10 匹)、B3d 群(10

匹)、B5d 群(10 匹)、B7d 群(20 匹)、B14d 群
(20匹)とした。犠牲死時に腹部大動脈から採
血し、両大腿骨を取り出した。未処置のラッ

ト 10 匹をＮ群とし検討に加えた。 
病理組織学的検討として H-E染色標本を作

製し、大腿骨頭における骨壊死発生の有無に

ついて検討した。骨壊死の定義は病理学的判
定に基づき検討した 5）。また、酸化の指標と
して肝還元型グルタチオン(以下、GSH)を測

定した。 
（3）BSO単回投与ラット大腿骨頭壊死モデル 
(24 週齢の Wister 系ラットに BSO500 ㎎/kg

を 1回のみ腹腔内投与)を用いた。 
①：免疫組織化学的検討 
骨内の組織の低酸素状態の指標として、各群

における HIF-1αの発現を観察した。 
BSO 投与、6 時間、12 時間、1 日目、3 日目、
5 日目、7 日目、に犠牲死として両大腿骨を

取り出した。各群 n=5 とした。また、腹腔
内に生理食塩水を一回のみ投与し犠牲死と
した５例を N群とし検討に加えた。 

②：Western blot法による検討 
ラットの両側の骨頭から蛋白質を抽出し、
Western blot法にて HIF-1αの発現について

検討した。実験 1 の 6 時間群で HIF-1αの陽
性所見を認めたので、BSO 投与後 1 時間、3
時間の群を加えて検討を行った。 

③：ラットの腹部大動脈から蛋白質を抽出し、
Western blot法にて HIF-1αの発現について
検討した。BSO投与後 1時間、3 時間、6時間、

12 時間、1日、3日、5日、7 日に犠牲死とし
た群で検討を行った。 
 

 

４．研究成果 
（1）：① S 群では 15 羽中、14 羽に骨壊死を
認め、骨壊死発生率は 93％であった。 
一方、E 群では、骨壊死は 10 羽とも認めなか
ったが、骨髄壊死を１羽に認め、今回骨壊死
発生率は 10％とカウントした。有意に骨壊死

発生率は抑制されていた(P＜0.05)。 
②S 群では MPSL 投与後、１日目から急激に
GSH 値の低下を認め、７日目まで統計学的に

有意な GSH値の低下を認めた(P＜0.05) 
E 群では S 群と比較して、MPSL 投与１日目、
３日目で GSH値の低下が有意に抑えられてい

た(P＜0.05)。 
通常、生体内では酸化還元のバランスは平衡
に保たれている。しかし、過剰のステロイド

が投与されると、酸化還元のバランスが崩れ、
生体内に過剰の酸化ストレスが加わること
になる。つまり、生体内で過酸化の連鎖反応

が起こり、最終産物である過酸化物質が体内
に蓄積することが考えられる。生体内に過酸
化物質が蓄積すると、更に酸化還元のバラン

スが崩壊し、酸化ストレスが増加するという
負のサイクルを生じる。 
 今回検討したビタミン Eは、強力な抗酸化

剤として知られており、過酸化反応の連鎖を
停止させ、過酸化物質の蓄積を抑制する効果
を有する。本実験より直接的な抗酸化作用を

有しているビタミン Eを投与することによっ
て有意な骨壊死抑制効果が確認できた。従っ
て、これまで予防困難とされてきた骨壊死発

生を臨床的にも予防できる可能性が考えら
れた。 
 

（2）GSHは B12h、B1d群では N群に比べて低
下していた(p＜0.05)。 

病理組織学的検討において、N 群では骨壊

死を認めなかった。同様に B12h 群、B1d 群、
B3d 群、B5d 群でも骨壊死は認めなかった。
B7d群において 20匹中 7匹、B14d群で 20匹

中 8 匹の大腿骨頭に empty lacunae を認め
骨壊死と判断した。 
 

これまでに行ったラットに BSO を 14 日間
連続皮下投与した実験では 7匹中 3匹(42％)
に大腿骨頭部の骨壊死を認めており、今回行

った BSO 単回投与 B7d、B14d 群とほぼ同様な
発生率だった。また、以前の本班会議で BSO
の投与回数を増やすことによる骨壊死発生

の増加は認めなかった事を報告しており、本
検討でも B7d群、B14d群間でも発生率の有意
差はなかった。これらの事を考えると、骨壊

死に至る虚血等のイベントは、単回の酸化ス
トレス暴露のみで７日目までに発生し得る
ことがわかった。ラットでは、Osteocyte の

アポトーシスは虚血から 12時間ではじまり、



 

 

96 時間で empty lacunae が出現したとの報
告があり、諸家の報告でもおおむね 4 日～5
日で核の消失が見られると報告されている。

今回のモデルで最初に骨壊死が確認された 7
日目より逆算すると、BSO 投与から 3 日目こ
ろまでに骨壊死にいたるイベントが起こっ

ていると推察できる。従って、薬剤投与から
3 日目ごろまでを重点的に検索することが壊
死の発生過程の原因究明につながると考え

た。 

 
（3）① HIF-1α 陽性細胞は Ｎ群でははっ

きりとした発現を認めないが、B6 時間群で陽
性所見を認めた。陽性細胞は日数が経過する
につれて染色が弱まっていた。 

②ｎ群では HIF-1αの発現はごくわずかであ
った。3 時間以降では、発現は増強しており、
別の個体でも同様の傾向を認めた。 

③ｎ群では発現を認めなかったが、すべての
個体で１時間以降の群で発現の増強を認め
た。また、7日目の群で発現が低下していた。 

 
HIF-1α（hypoxia-inducible factor-1α）

は転写因子の一つであり、低酸素の指標とし

て様々な分野で研究されている。HIF-1α は
正常酸素濃度下では速やかに分解されるが、
低酸素状態では分解されず、HIF-1α 蛋白の

濃度は上昇するとされている。３-４）本検討で
は、免疫組織学的検討において HIF-1α 陽性
細胞はｎ群と比較し、B6時間群ですでに陽性

細胞が多数存在していた。 このことから、
BSO 投与後すでに 6 時間で骨内が低酸素状態
に陥っていると考えられた。 

ウェスタンブロット法による検討では、い
ずれもｎ群では HIF-1αの発現はごくわずか
であった。BSO 投与後 3 時間以降では発現の

増強を認めたことから、BSO 投与後 3 時間で
すでに骨内に低酸素状態が生じていると考
えた。また、6 時間以降の群では HIF-1α の

発現に差がみられた。本モデルでの骨壊死の
発生率は 7日で約 40％である。今回の検討で
も、個体によって薬剤投与により生じる低酸

素状態に差がある可能性が考えられた。これ
が骨壊死を生じる個体と生じない個体との
差であるかは不明であるが、興味深い部分で

ある。また、腹部大動脈では BSO投与後１時
間以降の群で HIF-1α の発現の増強を認め、
薬剤投与後 1時間で低酸素状態が生じている

と考えられた。加えて 7 日目の群では HIF-1
αの発現が低下したことから、低酸素状態は
一過性の事象であった可能性があり、今後は

７日以降も確認する必要があると考える。 
本検討の重要なポイントとしては、低酸素性
事象の発生は、薬剤投与後非常に早期に生じ

ていること、一過性の事象である可能性があ

ること、血管での変化も早期に生じる可能性
があること、さらに全個体で多かれ少なかれ
いったんは虚血性変化が生じていること、以

上の４つが挙げられる。本モデルは酸化スト
レス誘発剤を直接腹腔内に投与しており、投
与後早期に生体内に酸化ストレスが誘発さ

れている。また、大腿骨頭部の血管と大動脈
が同じであるという断定は出来ないが、血管
においても酸化ストレス誘発後に何らかの

障害を生じた可能性が考えられた。 
これらの点から、慢性的な血流や骨内の変化
ではなく、酸化誘発から起こる急激なおかつ

一過性の血流障害が発生しており、今後は薬
剤投与後早期の血管攣縮などを含めた一過
性の病態も検索する必要性があると考えた。

また、薬剤投与後非常に早期に全個体で一旦
虚血に陥るが、壊死を発生するまでに至る個
体と壊死発生を回避する個体があるという

ことが考えられた。従って、壊死発生に至ら
ない個体で起こっている虚血後の事象を調
査することも予防法の確立のためには重要

であることが考えられた。 
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