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緒言

高齢化社会において骨粗寿症は年々増加傾向にあり,予防及び治療は骨折の

合併症を防止する上で必要不可欠である｡骨は常に骨芽細胞による骨形成と破

骨細胞による骨吸収のリモデリングを繰 り返すことで血中カルシウム濃度を維

持し恒常性を保っている｡しかし,骨吸収が優位となり骨粗髭症を発症すると,

脊椎や大腿骨の骨折の発生頻度が高くなり,骨折した場合は患者の自立性が損

なわれる可能性がある｡現に介護が必要となる原因の多くは脳血管障害,関節

疾患 (骨折 ･転倒),認知症であり,骨粗髭症による大腿骨頚部骨折が寝たきり

の大きな原因となっている｡

骨粗紫症は骨強度の低下を特徴とし,骨折リスクが増大した骨格疾患と定義

されている｡エス トロゲン減衰に伴い発症する閉経後骨粗寿症 1),また関節リウ

マチ等の自己免疫疾患や臓器移植後の免疫抑制療法に伴い発症するステロイ ド

性骨粗末症が存在する 2･3｡ これらは対象患者数が多く,骨粗莱症の主体を占め

ており,骨折好発部位は椎体,大腿骨頭部,上腕骨近位端が挙げられる.

現在,様々な骨粗寿症治療薬が開発され臨床応用されており,その中でもビ

スフォスフオネ- トは強力な骨吸収抑制作用を持つ事から広く臨床の場で使用

されている｡骨粗髭症の管理と治療のガイ ドラインにおいてもどスフオスフォ
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ネ- トの使用が第一選択とされている4,5)｡ビスフォスフオネ- トは生体内で骨

に沈着し,破骨細胞がその骨を吸収すると破骨細胞のアポ トーシスにより骨吸

収抑制作用が働く｡しかし,その強力な骨吸収抑制作用でマイクロダメージの

蓄積が生じ6~8),大腿骨骨幹部骨折や転子下骨折などの非定型大腿骨骨折の報告

がある｡また,ビスフォスフオネ- ト使用患者の口腔内観血的処置によってビ

スフォスフオネ- ト系薬剤関連顎骨壊死(BRONJ)の発症が報告されている9-ll)0

初期では局所洗浄や抗菌薬投与,後期になれば外科的切除が推奨されているが,

治療が困難であることが多い 12)0

骨粗紫症の管理と治療のガイ ドラインでは第二選択薬としてはビタミン D,

カルシウム,ビタミンK製剤が有効とされているが 13~15),これら薬剤の骨吸収

抑制作用は微弱であり,他剤併用での使用が多い｡骨-のカルシウム定着増強

作用を持つビタミンK2はナフトキノン骨格という構造を持ち 16),同じ骨格を

持つ物質に 1,4-dihydroxy･2･naphthoicacid(DHNA)がある｡ DHNA は

PropionibacteriumfreudenreichiiET-3株の発酵産生物の主成分であり17),腸

内常在菌であるビフィズス菌を特異的に増殖させる因子 (Bifidogenicgrowth

stimulator)であると報告されている 18)｡経口摂取で整腸作用を持つため潰癌

性大腸炎の治療にも応用されているが 19),骨粗末症に対して用いられる事はな

かったO松原らは臓器移植後の免疫抑制療法後に発症する骨粗老症 20,21)に着目
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し,マウスにFK506を投与して作製した骨粗髭症モデルマウスにDHNAを投

与する事で骨吸収が抑制される事を見出した 22)｡これはDHNAが炎症性サイ ト

カインの産生を抑制したために生じたと考えられている｡今回の研究ではステ

ロイ ド性骨粗紫症モデルマウスの代わりに閉経後骨粗紫症モデルマウスを対象

として,DHNA,ビタミンK2,リセ ドロネ- トを経口投与し,骨吸収抑制効果

を比較検討した｡

材料ならびに方法

1.実験動物モデル作製法

実験動物には､8週齢にて卵巣摘出術および偽手術を施した9適齢 ICR雌性

マウス (日本クレア社,東京)を使用し,術後 4週間の経過観察を行った後に

計50匹を10個体ずつ以下の5群に分類した｡1.偽手術群 (Sham群),2薬剤

未 投 与 OVX 群 (OVX 群 ), 3. DHNA (30mg/kg/day )

(SIGMA･Aldrich･United･States,St.Louis,MO,USA)を投与したOVX群

(DHNA群),4.ビタミンK2(30mg/kg/day)(SIGMA-Aldrich-United-States)

を授与 した OVX 群 (ⅤⅩ2群), 5.リセ ドロネ- ト (0.5mg/kg/day)

(SIGMA-Aldrich･United-States)を投与したOVX群 (Ris群)｡DHNA及び
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ビタミンK2は芳香族炭化水素を構造に持ち脂溶性のためミグリオール(ミツバ

貿易,東京)に,リセ ドロネ- トは水溶性のため生理食塩水に溶解して 8週間

経口投与した｡実験期間中,飼料は固形飼料MF(オリエンタル酵母工業社,東

京)と水を常時与えた｡投与終了後,エーテル麻酔を行い眼窟下静脈叢より血

液を採取した｡その後屠殺し左右大腿骨及び第五腰椎を採取し,左側大腿骨と

第五腰椎をエックス線学的観察用,右側大腿骨を組織学的観察用とした｡

なおこの実験は岡山大学動物実験管理委員会の指針に従い,承認を得た上で

行った｡

2.マウスの血清生化学的検討法

-バリンを加えて凝固を遅延させておいた血液を遠心分離にて血清を分離し,

血清エス トロゲン (176-Estradiol),血清アルカリフォスフアタ-ゼ (ALP),

血清Bonemorphogeneticprotein-2(BMP-2),血清オステオカルシン (OC),

血清ReceptorActivatorofNF･kBLigand(RANX⊥)濃度の測定および骨捌 又

性サイ トカインであるInterleukin･16(IL･16),Interleukin-6(IL-6),Tumor

necrosisfactor-a(TNF-cL)の計測を行った｡176-Estradiolはエス トロゲンア

ッセイキット(ECOLOGIENA,日本エンバイオケミカルズ,東京),ALPはア

ルカリフォスフアタ-ゼアッセイキット(TRACP&ALPAssayKit,タカラバ
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イオ,滋賀),BMP-2は BMP･2ア ッセイキッ ト (QuantikineBMP-2

Immunoassay,R&DSystems,Minneapolis,USA),OCはオステオカルシンア

ッセイキット(MouseGla-OsteocalcinHigh SensitiveEIAKit,タカラバイオ),

RANKLはRANKLigandアッセイキット(QuantikineMouseRANKLigand

lmmunoassay,R&DSystems),IL-18,IL-6,TNF-αはサイ トカインアッセイ

キット(Bio-PlexCytokineAssays,Bio-RadLaboratories,CA,USA)を用いて

検出し,吸光度をマイクロプレー トリーダー (Mode1680,Bio･RadLaboratories)

にて計測した｡

3.大腿骨の組織学的検討法

5群それぞれ 10個体の大腿骨を摘出し,右側のみ 4%パラホルムアルデヒド

に24時間浸漬固定した｡固定後 10%エチレンジアミン四酢酸 (EDTA)で 30

日脱灰し,脱灰後通法に従いアルコール脱水しパラフィン包埋を行った｡包埋

後5Ltmのパラフィン切片を作製し,組織学的検討のために-マ トキシリンーエオ

ジン染色 (H･E染色),破骨細胞の観察のために酒石酸抵抗性酸性フォスフアタ

-ゼ染色 (TRAP染色)を行い光学顕微鏡 (キーエンス,大阪)にて観察を行っ

た｡また多核のTRAP陽性細胞を破骨細胞と考え,大腿骨遠位骨端部の100Ltm

xlOOLLmあたりのTRAP陽性細胞数を計測した.
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4.BoneMineralDensity(BMD)測定及び骨形態計測

第五腰椎及び左側大腿骨は摘出後乾燥させ,マイクロCT撮影装置(R_mCT2,

リガク,東京)にて 10umのスライス幅で撮影を行ったo撮影にて得られた結

果は骨解析ソフトウェア(TRI/3D-EON,ラトックシステムエンジニアリング社,

東京)にて三次元的構築及び骨形態計測を行い大腿骨と腰椎それぞれに対して

BoneMineralDensity(BMD:mg/cc),BoneVolumeFraction(BV/TV:%),

TrabecularThickness(Tb.Th:トm),TrabecularNumber(Tb.N:1/mm),

TrabecularSeparation(Tb.Sp:トm)を測定したo

5.統計学的検討

結果より得られた全てのデータは一元配置分散分析の後,nIkey-Kramer

methodによる多重比較を行い,危険率 5%で有意差検定を行った｡統計解析に

は解析ソフトウェア (Version16.0,SPSS,Chicago)を用いた｡

結果

1.マウスの血清生化学的検討



各薬剤を8週間投与したマウスから得た血清より,176-Estradiol,ALP,BMP-2,

OC,RANKL,IL･18,IL-6,TNF-Qの計測 を行った (図 1)｡

176･EstradiolはOVX 群,DHNA群,ⅤⅩ2群,Ris群に低下を認めた｡OVX

群,DHNA群,VK2群,Ris群はSham群と比較し有意差 (p<0.05)を認めた｡

OVX群,DHNA群,VK2群,Ris群の4群間では有意差 (〆0.05)を認めな

かった｡

ALPはDHNA群,VK2群,Ris群に上昇を認め,中でもDHNA群が最も高

値を示しSham群,OVX群,VK2群,Ris群と比較し有意差 (p<0.05)を認め

た｡

BMP-2はDHNA群,VK2群に上昇を認め,DHNA群はSham群,OVX群,

VK2群,Ris群と比較し有意差 (〆0.05)を認めた｡VK2群はSham群と比較

し有意差 (〆0.05)を認めた｡Sham群,OVX群,Ris群の3群間では有意差

(〆0.05)を認めなかった｡

OCはDHNA群に上昇を認め,Ris群に低下を認めた｡DHNA群はSham群,

OVX群,VX2群,Ris群と比較し有意差 (〆0.05)を認めた｡Ris群はSham

群,OVX 群,VK2群と比較し有意差 (〆0.05)を認めた｡

RANKLはOVX群で上昇を認めた｡Sham群,DHNA群,Ris群はOVX 群

と比較し有意差 (〆0.05)を認めた｡またSham群,DHNA群,Ris群の3群



間では有意差 (〆 0.05)を認めなかっ-L J

IL･16,IL･6,TNF-αはOVX群,ⅤⅩ2群で上昇を認め,Sbam群,DHNA

群,Ris群と比較し有意差 (〆 0.05)を認めた｡またSham群,DHNA群,Ri島

群の3群間では有意差 (〆 0.05)を認めなかったD

2.大腿骨の組織学的検討

薬剤を8週投与後のマウス大腿骨遠位骨端部をH-E染色,TRAP染色により

観察した (図2a)｡H･E染色の結果,OVX群はSham群と比較し,骨髄腔の拡

大により骨量の減少及び骨梁の連続性の消失を認めた｡DHNA群とRis群では

Sham群と同程度まで骨量の回復を認めた｡OVX群では多数のTRAP陽性細胞

を認めたが,DHNA群とRis群ではTRAP陽性細胞が減少しておりOVX 群と

比較し有意差 (〆 0.05)を認めた (図2b)0

3.骨密度測定及び骨形態計測

マウスの左側大腿骨遠位骨端部及び第五腰椎のマイクロCT撮影を行い,三次

元的構築及び骨形態計測 を行った｡大腿骨遠位骨端部の3D画像より,OVX 群

では Sham群と比較して皮質骨の非薄化や海面骨の減少に伴う骨梁構造の消失

及び空洞化を認めたが,DHNA群とRis群ではSham群と同程度までの骨量の
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回復を認めた (図3)｡

大腿骨遠位骨端部の骨量解析結果を図4に示す｡BMDではOVX群と比較し

DHNA群 (20%高),Ris群 (21%高)において有意 (〆 0.05)に上昇した｡BV/TV

ではOVX群と比較しDHNA群 (379%高),Ris群 (435%高),において有意

(p<0.05)に上昇した｡Tb.ThではOVX群と比較しDHNA群 (27%高),Ris

群 (18%高),において有意 (p<0.05)に上昇した｡Tb.NではOVX群と比較し

DHNA群 (305%高),Ris群 (317%高)において有意 (p<0.05)に上昇したo

Tb.SpではOVX群と比較しDHNA群 (78%低),Ris群 (78%低)において有

意 (jKO.05)に低下した｡またそれぞれの結果において,Sham群,DHNA群,

Ris群の3群間では有意差 (〆 0.05)を認めなかった｡

第五腰椎の骨量解析結果を図 5に示す｡BMDではOVX群と比較しDHNA

群 (15%高),Ris群 (17%高)において有意 (〆 0.05)に上昇した｡BV/TVで

はOVX群と比較しDHNA群(208%高),Ris群(206%高)において有意(〆 0.05)

に上昇した｡Tb.ThではOVX群と比較しDHNA群 (16%高),Ris群 (15%高)

において有意(p<0.05)に上昇した｡Tb.NではOVX群と比較しDHNA群(114%

高),Ris群 (120%高)において有意 (〆 0.05)に上昇した｡Tb.SpではOVX

群と比較しDHNA群 (42%低),Ris群 (44%低)において有意 (p<0.05)に低

下した｡またそれぞれの結果において,Sham群,DHNA群,Ris群の3群間
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では有意差 (p<0.05)を認めなかったO

考察

閉経後の骨粗黙症に対して,ビスフォスフオネ- ト治療が多用されているが,

副作用として消化管障害,また偶発症として BRONJ発症のリスクがある｡そ

のため,より安全に使用できる薬剤が求められている｡その対策として本研究

では,骨粗発症治療薬の一つであるビタミンK2と構造上類似し,生体に無毒で

あるDHNAの骨吸収抑制効果について,卵巣摘出マウスを用いて検証した｡骨

形態計測による解析から,卵巣摘出により生じる大腿骨と腰椎のBMDの低下,

骨畳の減少をDHNAはリセ ドロネ- トと同程度回復させる事が示された｡以上

の結果は,DHNAの新たな効果であり閉経後骨粗髭症に対して有効な効果をも

たらす可能性が示唆された｡

骨粗紫症は骨形成と骨吸収によるバランスが崩れ発症するが,骨吸収を担う

破骨細胞を活性化するサイ トカインとして IL11B,ILl6,TNF･cLなどが挙げら

れる｡IL-16は破骨細胞の分化を誘導しないが,RANKLと同様に成熟破骨細胞

に直接作用し,骨吸収活性を誘導す 23,24)0 IL･6は骨芽細胞に作用LRANKLの

発現を促す事により破骨細胞の形成を促進する25)｡IL-1またはIL･6ノックアウ
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トマウスを用いた実験では,卵巣摘出を行っても骨吸収の克進及び骨量減少が

軽度である事が立証されている26,27). TNFICLは破骨細胞の前駆細胞である骨髄

由来マクロファージに直接作用し破骨細胞への分化を誘導する28-30)｡

骨粗寿症の発症原因は複数存在するが,臓器移植後の免疫抑制療法に伴い発

症するものがある20･21)｡免疫抑制剤であるFK506はシクロスポリンと同様にT

細胞活性抑制剤に分類されており,FK506をマウスに投与するとT細胞の活性

が抑制された状態においても破骨細胞が増加し骨粗髭症を発症する 31133)｡これ

は,T細胞活性阻害剤であるFK506を投与すると免疫状態が変化し,T細胞が

減少してB細胞が増加することでB細胞の膜上にもRANKLが異常発現し破骨

細胞活性を促進したと考えられている34･35)｡松原らはFK506投与により作製し

た骨粗髭症モデルマウスにDHNAを投与することで,BMDの低下及び骨量の

減少を抑制できた事を報告している22)｡要因として,FK506投与により増加し

たIL･lB,IL･6,TNFICLなどの骨吸収性サイ トカインをDHNAが低下させた事

で破骨細胞活性を抑制したと考えている｡

ステロイ ド性骨粗紫症モデル以外に骨粗尭症のモデルには閉経後骨粗髭症モ

デルとしてOVXマウスが広く使用されているO閉経後骨粗髭症は閉経によるエ

ストロゲン減少により発症し,骨粗尭症の発症原因の大部分を占めている｡人

為的な閉経による急激なェストログンの減少は高回転型の骨代謝を生じ,骨形
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成及び骨吸収の両者が活性化されるが,骨吸収が骨形成を大きく上回るため,

結果的に骨量が減少する36)｡閉経及びOVXによるIL-16,IL-6,TNF-cLの増加

はエストロゲンの補充により抑制される事が報告されている25,37-39)0

骨形態計測及び血清生化学的検討により骨粗紫症モデルマウスに対する

DHNAの効果を評価した結果,OVX群では骨髄腔の拡大により皮質骨の萎縮及

び罪薄化を認めたが,DHNA群とRis群では改善が認められた｡炎症性サイ ト

カインの産生は DHNA群とRis群で減少した｡DHNA群では IL-16,IL･6,

TNFICL,RANKLが低下し,ALP,BMP･2,OCが上昇した｡これはDHNAが

骨吸収を抑制し,骨形成を促進したと考えられる｡一方で,Ris群では IL-1B,

ILl6,TNF-cL,RANKL,OCが低下し,ALP,BMP･2には変化が無かった｡

したがって,リセ ドロネ- トは骨吸収も骨形成も抑制したと考えられるが,骨

芽細胞に対する効果や骨形成能に関してはまだ確立されていない｡

ビスフォスフオネ- トは骨のリモデリングを抑制し,低回転型骨代謝をひき

起こし,骨量を増加させて骨粗繋症や他の骨代謝疾患の骨折リスクを軽減する

事が広く一般的に知られている｡今回の結果からも骨リモデリングを抑制した

と考えられる｡しかし,DHNAはALP,BMP-2,OCの低下を引き起こさなか

った｡そのため,DHNAには骨リモデリングを抑制する作用は無いと考えられ

る｡このことから,DHNAはBRONJや消化管障害などの副作用を有するリセ

13



ドロネ- トの代替薬剤となりうる可能性が示唆された｡またDHNAは整腸作用

を有しているため潰癌性大腸炎の治療にも応用されており,毒性試験結果でも

安全性が確立されている40)｡

DHNAはFK506投与による骨粗髭症モデルマウスだけでなく,閉経後骨粗

紫症モデルマウスに対しても炎症性サイ トカインを低下させた｡そのため,

DHNAの骨吸収抑制効果は炎症性サイ トカインを介する効果であることが明ら

かとなった｡また,その骨吸収抑制効果はリセ ドロネ- トと同程度であった｡

これらの事からDHNAは骨粗黙症に対する治療法となりうる可能性があると考

えられる｡

結論

DHNAが免疫抑制マウスに対して骨吸収抑制効果を有していたため,一般的

に骨粗紫症モデルマウスと認識されているOVXマウスに対して,既存の治療薬

との比較を踏まえて検討を行った｡その結果,同様に骨吸収抑制効果を示し,

またその効果は既存の第一選択薬であるビスフォスフオネ- トと同程度であっ

た｡今後,骨粗寿症の新たな治療薬としての可能性が示唆された｡
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図 1,血清中の生化学的検討

血清エス トロゲン (176-Estradiol),血晴アルカリフォスフアタ-ゼ (ALP),血17IR;Bonemorphogenetic
proteln･2(BMP-2),血清オステオカルシン(OC),血清ReceptorActivatorofNF-kBLigand(RANKL),

Interleukin･18(IL-18),Interleukin16(IL-6),Tumornecrosisfactor-cL(TNF･cL)の計測値を示すoエ

ラーバーは標準偏差を示すo

a:Sham群と有意差あり,b.･OVX群と有意差あり,C:DHNA群と有意差あり,d:ⅤⅩ2群と有意差あ

り,e:Ris群と有意差あり (p<0.05,ANOVA/Tukey-Ⅰむamertest)

図2,a 大腿骨の組織学的検討

マウス大腿骨遠位骨端部 H-E染色の結果,OVX群はSham群と比較し,骨丑の減少及び骨梁の連続性の

消失を認めたoDHNA群とRis群では骨Btの増加を静めたoTRAP染色の結果,OVX群ではH･E染色に

て骨梁構造の減少した部位に一致してTRAP陽性細胞(矢頭)の存在が確認された.(スケールバー:100pm)

図2.b 大腿骨遠位骨端部のTRAP陽性細胞数

OVX群では多数のTRAP陽性細胞を認めたが,DHNA群とRis群ではTRAP陽性細胞の減少を認め,OVX

群と比較しDHNA群とRis群は有意差を認めたOェラーバーは標準偏差を示す｡

a:Sham群と有意差あり,b:OVX群と有意差あり,C:DHNA群と有意差あり,d:ⅤⅩ2群と有意差あ

り,e:Ris群と有意差あり (p<0.05,ANOVA/nlkey･Kramertest)

図3. 大腿骨のマイクロCT画像

大腿骨遠位骨端部の3I)画像よりOVX群ではShatn群と比較 して皮質骨の非薄化や海面骨の減少に伴う骨

梁構造の消失を認めたが,DHNA群とRis群ではSham群と同程度までの骨梁椛造の回復を認めた｡

図4. 大腿骨の三次元的骨形態計測

大腿骨におけるBMD,BVrrv ,Tb.Th,Tb.Nでは,OVX群と比較しDHNA群,Ris群に上昇を認めた.

Tb.Spでは,OVX群と比較しDHNA群､Ris群に低下を認めた.Sham群,DHNA群,Ris群の3群間

では有昔差を認めなかった｡エラーバーは標準偏差を示す｡

a:sham群と有意差あり,b:OVX群と有意差あり,C:DHNA群と有意差あり,d:ⅤⅨ2群と有意差あ

り,e:Ris群と有意差あり (p<0.05,ANOVA/Tukey-Kramertest)

図5.第五腰椎の三次元的骨形態計測

第五腰椎におけるBMD,BV汀V,Tb.Th,Tb.Nでは,OVX群と比較しDHNA群,Ris群に上昇を認め

た｡Tb.SPでは,OVX群と比較しDHNA群,Ris群に低下を認めた｡Sham群,DHNA群,Ris群の 3

群剛では有意差を認めなかったoェラーバーは標準偏差を示すo

a:Sham群と有意差あり,b:OVX群と有意差あり,C:DHNA群と有意差あり,d:VT;2群と有意差あ

り,e:RIS群と有意差あり (p<0,05,ANOVA/Tbkey-Kramertest)


