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緒 言 

 

骨粗鬆症は全身の骨強度が低下して骨折しやすくなった状態のことであり，世界保

健機関WHOにより「低骨量と骨組織の微細構造の異常を特徴とし，骨の脆弱性が増

大し，骨折の危険性が増大する疾患である」と定義されている．本邦における骨粗鬆

症患者は約 1260万人にのぼると推定されており，高齢人口の増加とともに罹患患者は

増加の一途をたどっている.遺伝的素因や閉経および加齢によって骨代謝障害が生じ

る原発性骨粗鬆症がもっとも多いが，これらの要素以外に骨粗鬆症を惹起する特定の

原因があるものは続発性骨粗鬆症と定義される.  

 

続発性骨粗鬆症の原因は多彩であり，副甲状腺機能亢進症をはじめとする内分泌性

疾患や，薬剤性，栄養性，不動性，先天性などの他，２型糖尿病，慢性腎臓病（chronic 

kidney disease：CKD）といった生活習慣病も含まれる．このうちもっとも頻度の高い

原因疾患のひとつが関節リウマチ(RA)であり，慢性炎症や身体活動性の低下，ステロ

イド剤の使用といった複数の原因により重篤な骨脆弱性が発生する． 

 

RA 患者の骨脆弱性を考える上で重要な要素のひとつは骨質劣化という概念である．

2000 年の米国立衛生研究所（NIH）におけるコンセンサス会議において，骨強度は骨

密度と骨質の 2 つの要素によって規定されることが明言された．原発性骨粗鬆症では，

骨密度は骨強度の 70％を説明するとされており，それ以外の骨強度に寄与する要因は

は骨質という概念でまとめられている．続発性骨粗鬆症では，病態によって骨強度に

対する骨質の寄与率はさまざまであるが，とりわけステロイド性骨粗鬆症のように骨

密度の割に骨折リスクが高い疾患では骨強度に対する骨質の寄与度が高いと判断され

る．しかし，骨質には，微細構造，骨代謝回転，微細骨折の集積，骨組織の石灰化の

程度などさまざまな要因が含まれることから，続発性骨粗鬆症による骨質異常の詳細

は未解明な部分が多い．  

 

 続発性骨粗鬆症における骨質異常が明らかになっていない理由は，非侵襲的な骨

質検査法が確立されておらず，生検サンプルによる十分なデータも蓄積していないた

めである．さらに生検骨の評価法についてもすべての骨質パラメータを評価する方法

は確立されていない．また，RA の場合には，病状や使用薬剤など骨代謝に影響する

要因が複数あるため，どの要因がどの骨質パラメータにどの程度関与するかを特定し

づらいといった問題もある．そこで本研究ではまず再現性の高い RA モデルマウスを

用いてRA による骨質異常と力学的特性の変化を調査した．さらにマウス実験で確立

した種々の骨質評価法を応用して，手術時にRA または非 RA 患者から採取したヒト
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腸骨生検試料の解析を行った．このヒト検体を用いた研究は，倫理委員会承認のもと

で行い，実臨床における RA 患者の骨質劣化の詳細と骨の強度特性の変化や実際の骨

折頻度との関連を調査した． 

 

 さらに続発性骨粗鬆症の治療に関しては，当研究室がかねてより研究を続けている

糖鎖受容体Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins (Siglec)-15をターゲットとし

た治療法の有効性を検証した．Siglec-15は，破骨細胞分化を制御する免疫グロブリン

様受容体(immunoglobulin-like receptor)の一種であり，免疫受容体チロシン活性化モチ

ーフ (ITAM) 依存性共刺激シグナルを賦活化する． Siglec-15遺伝子欠損（Siglec-15
-/-）

が軽度の大理石病様表現型を示すことや，卵巣摘出後の骨量減少に抵抗性を示すこと

から，Siglec-15が閉経後骨粗鬆症の治療ターゲットとなり得る事を明らかにしている．

そこで本研究では，RA とステロイド剤によって生じる続発性骨粗鬆症においても

Siglec-15 が治療ターゲットとなりうるかどうかを調査した．RA による骨関節破壊に

免疫受容体やITAMシグナルが関与することが多数報告されていることも1-5
, Siglec-15

をRAによる続発性骨粗鬆症の治療ターゲットと考える根拠となっている． 

 

ステロイド性骨粗鬆症については，とくに治療法が確立されていない小児への治療

応用に着目した．小児においても炎症性疾患 
6
 
7やネフローゼ症候群 8，血液疾患など

に対してステロイド剤が使用されることがあり,薬剤性骨粗鬆症が重要な合併症の一

つとなっている. ステロイド剤そのものに成長障害のリスクがあるが 9
, 成人ステロイ

ド性骨粗鬆症の第 1選択薬であるビスフォフォネートは成長障害や低骨代謝回転の持

続，尿管結石発生の懸念があり小児には推奨されていない．ステロイド性骨粗鬆症の

管理と治療ガイドライン：2014年改訂版においても小児はエビデンスの蓄積に乏しく

対象外となっており，安全性の高い小児ステロイド性骨粗鬆症の治療法は確立されて

いない． 

われわれがSiglec-15を小児ステロイド性骨粗鬆症に対する革新的な治療薬となる

と仮説を立てたのには理由がある．これまでの研究結果から，破骨細胞分化を制御す

る Siglec-15を欠損するマウスでは破骨細胞機能不全により全身性に軽度の大理石病

様の表現型を示すが，成長軟骨付近ではⅡ型コラーゲン-OSCAR-FcRγシグナルによ

る代償機構により正常な破骨細胞が誘導され成長障害をきたさないことが明らかにな

っている 10．すなわち，Siglec-15を治療ターゲットとした場合，全身性の骨粗鬆症に

対しては治療効果を示すが，成長障害はきたさないと予想される．そこで本研究では

成長期のWT及び Siglec-15
-/-にステロイドを投与してSiglec-15が小児ステロイド性骨

粗鬆症の治療ターゲットとなり得るかを検証した． 

 



6 

 

続発性骨粗鬆症の原因となる薬剤のひとつに血栓予防を目的に頻用されるワーフ

ァリンがある．ワーファリンはビタミンKを阻害するため，骨の石灰化に重要なオス

テオカルシンのグラ化が抑制される．その結果，ワーファリン使用患者では骨折頻度

が高く，また骨折治癒が遅延しやすい．近年，骨折治癒の補助療法として，ヒト副甲

状腺ホルモン製剤テリパラチド (PTH1-34)の間欠的投与が注目されている．多くの動物

実験で強力な骨修復促進効果をもつことが証明されており 11-15
 

16，実臨床においても

多くの症例報告やいくつかのクリニカルトライアルで有用性が確認されている．しか

し，ワーファリンによる続発性骨粗鬆症および石灰化障害が存在する状態で，テリパ

ラチドが十分な骨治癒促進効果を発揮できるかは明らかではない．そこで本研究では

ラット大腿骨骨折モデルを用いてワーファリン使用下のテリパラチドによる骨折修復

促進効果について調査した． 

 

これら一連の研究は，続発性骨粗鬆症の病態解明や新規治療法開発の研究基盤を形

成するための統合的な研究である． 
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略 語 表 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである． 

AIA       antigen induced arthritis 

α-MEM         alpha minimum essential medium 

BMI            body mass index 

CKD           chronic kidney disease 

CT             computed tomography 

CTX           C-terminal telopeptide 

DAP12  DNAX-activating protein 12 

DARs  DAP12-associated receptors 

DMEM  Dulbecco's modified eagle medium 

ELISA        Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

FBS  fetal bovine serum 

FcRγ  Fc receptor common γ chain 

FTIR           Fourier transform infrared spectroscopy 

GAPDH  glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

IGF-1  insulin-like growth factor-1 

IB  nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha 

IL-1  interleukin-1 

ITAM  immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

ITIM  immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif 

MAPK  mitogen-activated protein kinase 

M-CSF  macrophage colony stimulating factor 

MDL-1  myeloid DAP12-associating lectin-1 

MRI           magnetic resonance imaging 

NFATc1  nuclear factor of activated T cells c1 

NF-B  nuclear factor-kappa B 

NIH            Nationtal Institutes of Health 

OSCAR  osteoclast-associated receptor 

Ovx  ovariectomy 

PBS  phosphate-buffered saline 

PI3K  phosphatidylinositol 3-kinase 

PIR-A  paired Ig like receptor A 

preOC  preosteoclast 

PTH            parathyroidhormone 
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qPCR  quantitative polymerase chain reaction 

RA            rheumatoid arthritis 

RANK  receptor activator of NF-κB 

RANKL  receptor activator of NF-κB ligand 

SHP-1  src homology region 2 domain-containing phosphatase-1 

Siglec  sialic acid binding Ig-like lectin 

shRNA  short hairpin RNA 

SIRPb1  signal-regulatory protein-beta 1 

TGF-  transforming growth factor  

TNF  tumor necrosis factor alpha 

TRAF  TNF receptor associated factor 

TRAP  tartrate-resistant acid phosphatase 

TREM-2  triggering receptor expressed in myeloid cells 2 

UBMC  unfractionated bone marrow cells 
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第 一 章 

関節リウマチにおける骨脆弱性発症のメカニズム 

ー動物モデルを用いた検討ー 

 

 

 

緒 言 

 

関節リウマチ（RA）は全身性慢性炎症疾患であり, 世界の人口の約 1%が罹患して

いる 17．関節周囲で産生される炎症性サイトカインによる直接あるいは関節的な影響

により破骨細胞が活性化される結果, 傍関節性骨粗鬆症や関節局所の骨破壊が発生す

る．さらに身体活動性の低下やステロイドなどの薬剤によって全身性の骨粗鬆症が引

き起こされる．これまでの大規模疫学研究によって RA 患者は骨密度から予測される

以上に骨折率が高いことが明らかになっており 18-21，骨密度以外の骨強度を規定する

要因，すなわち骨質異常がRA 患者の骨脆弱性発生に深く関与しているとされている
22． 

 

2000 年の米国立衛生研究所（NIH）におけるコンセンサス会議において，骨強度は

骨密度と骨質の 2 つの要素によって構成されると規定された．23
 
24．しかし，骨質は，

骨密度を除く骨強度に関与するすべての要素を含む概念的な指標であり，実際には構

造的特性や材質的特性など様々な要素を含んでいる 25,26．このうち骨ジオメトリーや

骨のサイズ，微細構造などの構造的特性に関しては，高分解能を有した computed 

tomography (CT)により評価され，疾患による骨微細構造の変化や強度に対する影響が

徐々に明らかとなりつつある 27-29．一方，コラーゲンや石灰化度，アパタイト結晶配

向性などの材質的特性は，フーリエ変換型赤外分光法(fourier transform infrared 

spectroscopy (FTIR) imaging) 
30，Raman分光法 31，X線回折法 32や光第 2次高調波発生

イメージング法 33といった物理化学的な分析手法によって計測できることが明らかと

なりつつある．骨形成不全症などの遺伝性骨疾患や骨粗鬆症患者の病態解明にこれら

の骨材質分析法を応用する試みがいくつかの研究グループによりはじめられている 30
 

34 が，分析に特別な装置が必要であること，サンプルの前処理が煩雑で月単位の時間

がかかること，結果について生理的な意義が必ずしも明らかになっていないことから

まだ広く普及するにはいたっていない．そのため，RA による骨質異常についてもま

だ十分な解析は行われていない． 
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本章では，RA による骨質異常と骨の力学的特性の変化の関連を明らかにするため

に，RA 類似の慢性関節炎をほぼ 100%発症する SKG マウス関節炎モデルを用いて骨

微細構造や骨の材質特性の変化および骨の力学的特性の変化を調査した．骨質評価で

は，異常が現れやすい海綿骨に注目する研究が多いが 35
 

36
 

37，長管骨の骨強度により

重要な役割をもつ皮質骨の変化についても詳細な検討を行った．また，RA に特徴的

な傍関節骨粗鬆症についてとくに焦点を当て，もっとも一般的な骨粗鬆症である閉経

後骨粗鬆症との違いを検討した． 
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実 験 方 法 

 

使用動物及び病態モデルの作製 

 本研究のために実施した動物実験はすべて北海道大学動物実験に関する規程に従っ

た施行した．12週齢，雌Balb/CAマウス (日本クレア) に対して両側の卵巣を摘出す

る群（OVX群）と腹膜切開のみを行う群（Sham群）を行った．関節炎モデルは坂口

らが報告した全身性関節炎発症モデルであるSKGマウス (日本クレア) に対して同週

齢にmannan (Sigma-Aldrich, USA)  20mgを 0.2 ml の溶媒(PBS)に溶解し腹腔内投与し

関節炎モデルを作成した(SKG 群) 
38．四肢の関節腫脹は，2 週毎に観察してスコア化

した．，手術あるいは関節炎誘導後 8週時点で安楽死させ，右大腿骨をマイクロCTと

FTIR で評価した．右脛骨は力学的強度と X 線回折の評価に供した．第 5 腰椎をマイ

クロCTで評価した．下大静脈より静脈血を採取し，骨代謝マーカーの測定に用いた． 

 

血清骨代謝マーカー 

 安楽死時に採取した静脈血は遠心分離機で 4℃，3000rpで 30分遠心し，血清のみを

抽出した．骨吸収マーカーである I 型コラーゲン C 末端テロペプチド(CTX) を

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) キットを用いて測定した (Scottsdale, AZ, 

USA)． 

 

マイクロCT 

それぞれの右大腿骨，および第 5腰椎をマイクロCT (CT, R_mCT2; Rigaku, Tokyo, 

Japan)を用いて 1 ピクセルあたり 10 μm の解像度で撮影した．骨微細構造の解析は

TRI/3D-BON (Ratoc System Engineering社, Tokyo, Japan)を用いて行った 39．測定関心領

域を大腿骨に関しては遠位部の成長軟骨から 500μm近位の 1500μmの範囲を，第 5腰

椎は上端と下端の成長板までの間の海綿骨領域と設定し測定した． 

 

フーリエ変換型赤外分光(FTIR)イメージング 

 マイクロCT撮像後，右大腿骨を 70 %エタノールで 3日間固定後，未染色でメタク

リル酸メチル (Wako Chemicals, Kanagawa, Japan) に包埋し 30-40 ℃で約 10日間重合

させた．出来上がったブロックを成型し，ミクロトームを用いて厚さ 3μmの冠状断の

未脱灰薄切切片を作製した．この切片をフッ化バリウム基板 (ピアオプティックス) 

にマウントし, 赤外イメージング装置 (Spotlight 400 Imaging System, Perkin Elmer, Inc., 

Waltham, MA, USA) により赤外イメージングを得た．骨質解析では，各赤外イメージ

ングから抽出した赤外スペクトルのPO4
3－（1,200～900 cm－1），CO3

2－（890～850 cm－

1），Amide I （1,720～1,585 cm－1）バンドの高さや面積を用いて石灰化度 (PO3
4-
/Amide 
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I)，結晶化度，炭酸塩含有率 (CO3
2-
/PO3

4-
)を骨幹部と骨幹端部(傍関節領域)において評

価した 
30．  

 また, 偏光させた赤外光を骨に照射し，赤外二色性を利用した赤外二色性イメージ

ングによりコラーゲンの配向性の評価を行った．これは得られた画から, 骨軸方向に

配向しているAmideIバンドの面積率を比較検討した． 

 

力学的強度試験 

 関節近傍の皮質骨の力学的強度試験を行うために，右脛骨遠位部を用いて万能力学

試験機 (Model 3365, Instron Corp., Norwood, MA, USA) により 3点曲げ試験を行った．

初期荷重を 1Nに設定し，脛骨遠位端より 7mm近位の場所で支点間距離を 4mmに設

定し, 0.5mm/分の速度で，破断するまで負荷した．破断強度と靱性を荷重-変位曲線よ

り算出し，剛性と弾性率を荷重-変位曲線の 5Nから 10Nの部位で線形類似することよ

り算出した．弾性率と曲げ応力を算出は応力ひずみ曲線を用いた． 

 

X線回折 

 力学試験後に破壊片を用いて X 線回折を行った．試験片を X 線回折計 (Ultim IV, 

Rigaku, Japan)を用いて, 試験片に側面から特性X線Mo-Kαを照射し, 透過した回折X

線をX線２次元検出器イメージングプレート(Fujifilm製)を用いて検出した. ハイドロ

キシアパタイト結晶(002)面の回折X線パターン(デバリング)よりハイドロキシアパタ

イト結晶 c軸の骨軸方向への配向度を表す cos
2
β値を算出した 32． 

 

統計分析 

得られたデータは，3群間の検定にはOne way analysis of variance とNewman-Kuels 

tests を用いて有意差検定を行い，判定は P 値＜0.05 で有意差ありとした．データは

mean±SDで表した． 
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実 験 結 果 

 

関節炎による全身性骨粗鬆症 

12 週齢の SKGマウスに対して 2mgのmannan を投与した．投与後 1 週より小関節

と大関節ともに炎症が発症し，投与後 6週の時点で既報告と同様，関節腫脹がピーク

に達して，炎症は維持した 
35．関節炎スコアは既報告と同様に SKG 群で Sham 群や

OVX群と比較して有意に上昇した 40
 (Fig. 1A)．関節炎やOVXの骨吸収への影響を評

価するために血清骨吸収マーカーである CTX-1 を測定したところ，SKG 群で他 2 群

と比較して有意な骨吸収の上昇があった (Fig.1B)． 

 

次いで，全身性骨粗鬆症を評価するために関節炎の直接の影響を受けない第 5腰椎

のマイクロ CT 解析を行った．OVX 群と SKG 群では海綿骨量が減少した．定量的形

態計測の結果では，骨密度，組織量あたりの海綿骨量，骨梁幅，骨梁数，板棒状指標

は，Sham群，OVX群と比較してSKG群で有意に減少した (Fig.1C)． 

 

Fig..1. 関節炎に伴う骨吸収亢進により，全身性骨粗鬆症が惹起される．A．術後および関節炎誘導後の関

節炎スコアの推移．Sham Balb/CA(○), OVX Balb/CA(△) , SKG/JCL (●) miceで示す． B．骨吸収マーカ

ーCTX-1 の血清濃度．Sham 群，OVX 群と比較して SKG 群で有意に高値を呈した． C．第 5 腰椎のマ

イクロCTイメージと骨微細構造の解析結果．Sham群，OVX群と比較してSKG群で有意な骨量減少と

骨微細構造の劣化があった．Data represent means ± SD (* p<0.05 vs sham, † p<0.05 vs OVX). 
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関節炎による傍関節骨粗鬆症ー急速な骨量減少および構造劣化ー 

次いで我々は大腿骨遠位部骨幹端部の海綿骨と皮質骨の評価を行った．マイクロCT

画像では SKG 群，OVX 群ともに Sham 群と比較し明らかな骨量減少が観察された 

(Fig.2A)．骨微細構造の形態計測を行ったところ，両群ともに Sham群と比較して構造

的パラメータは有意に劣化した．とくに SKG 群では前述の腰椎と比較してもより重

篤な海綿骨微細構造の劣化がみられ，さらに OVX 群では認めない皮質骨幅や断面二

次モーメントの低下を認めた．このことから関節炎に伴う傍関節骨粗鬆症では早期か

ら皮質骨にも影響が及ぶことがわかった (Fig.2B)． 

 

Fig..2. 関節炎により海綿骨だけでなく皮質骨の骨量低下や骨微細構造の劣化が惹起された A) 術後およ

び関節炎誘導後8週時点の大腿骨遠位部のマイクロCTイメージ B) 海綿骨と皮質骨における骨微細構

造の解析結果を示す．SKG群で有意な骨量減少と骨微細構造の劣化があった．Data represent means ± SD (* 

p<0.05 vs sham, † p<0.05 vs OVX). 

 

 

 

 



15 

 

関節炎による傍関節骨粗鬆症ー皮質骨の材質劣化ー 

 石灰化度やコラーゲン配向性を評価するために，FTIRを用いて皮質骨の材料特性を

調査した．石灰化度を表す FTIR イメージング像において SKG 群は Sham 群や OVX

群と比較して，骨幹端領域の皮質骨の石灰化度の低下を認めた (Fig.3A)．定量的評価

においても SKG 群において骨幹端領域の石灰化度の低下を認めたが，同部位での結

晶度や炭酸/リン酸比は群間で有意差はなかった．また骨幹部においても同様の評価を

行ったが，こちらは各パラメータとも群間で有意差はなかった (Fig.3B)． 

 

 次に赤外二色法を用いて，骨幹端および骨幹部のコラーゲンの配向を評価した．

SKG群では骨幹端部でコラーゲンの配向性の低下を認めた (Fig.3C)．我々は全領域に

対する骨軸と同方向に配向している 1.5～3.0以上の領域の占める割合を骨幹端部と骨

幹部において定量的評価を行った．骨幹部においては各群間での有意差はないものの，

骨幹端部においてはSKG群で多群と比較して有意な低下を認めた (Fig.3D)． 
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Fig.3. 関節炎により関節近傍の皮質骨の骨質劣化が惹起された．A．術後および関節炎誘導後 8週時点の

大腿骨遠位部の石灰化度を表す FTIRイメージ像． B．骨幹端部と骨幹部における定量的の解析結果を

示す．SKG 群の骨幹端部で有意な石灰化度の低下があった．C．赤外二色法によるコラーゲンの配向度

を表す FTIR イメージ像． D) 骨幹端部と骨幹部における骨軸方向とお同じ配向度 (0.15-0.30) を示す定

量的の解析結果を示す．Data represent means ± SD (* p<0.05 vs sham, † p<0.05 vs OVX). 
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関節炎による傍関節領域の力学的特性の低下 

関節炎における皮質骨の力学的特性の影響を調査するために，脛骨骨幹端部の 3点

曲げ試験を行った．SKG群では破断強度と靱性が有意に低下していた．Sham群とOVX

群間に有意な差はなかった．さらに，弾性率や曲げ応力などの材料特性による力学強

度においても過去の報告と同様にSKG群で有意な低下を認めた 
36

 (Fig.4A)． 

 

力学試験後にX線回折装置を用いてハイドロキシアパタイトの配向性を調査したが，

各群間での有意差はなかった (Fig.4B)． 

 

Fig..4. 関節炎により脛骨遠位部の関節近傍の皮質骨の力学的強度の劣化が惹起された．A．脛骨遠位部の

力学強度と B．ハイドロキシアパタイトの配向性の比較を示す．ハイドロキシアパタイトの配向性は各

群間での有意差は認めなかったが，SKG群では有意な力学強度の劣化を認めた．Data represent means ± SD 

(* p<0.05 vs sham, † p<0.05 vs OVX). 
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考 察 

 

 

本章では，慢性関節炎における骨質異常と力学的特性の変化が，閉経後骨粗鬆症と

どのように異なるかを調査した．OVX群とSKG群両群において骨吸収が亢進し，海

綿骨の骨粗鬆症化と骨微細構造の劣化が惹起された．しかし，皮質骨に着目すると，

SKG群のみ石灰化度の低下とコラーゲンの配向性の低下が生じ，それにより著明な骨

脆弱性が惹起されることがわかった．これらの結果は RA が閉経後骨粗鬆症と比べて

骨密度から予想される以上に骨折リスクが高いという臨床研究の結果を説明するもの

と考えられる 18-21． 

 

さらに，我々は SKG 群において全身性の骨粗鬆症に比較して傍関節領域の骨量減

少や骨質劣化がより重篤であることを明らかにした．これは RA 患者において傍関節

領域の骨粗鬆症化が全身性のものより，早期ににおこるという臨床研究を支持する結

果である 41
 

29．過去の報告によると，慢性炎症は直接骨量低下や骨質劣化を惹起し，

力学的強度を低下させることが明らかとなっている 35．皮質骨は海綿骨よりも骨のリ

モデリングが遅いために，皮質骨の骨量低下は海綿骨に比べて遅れて出現するものの
42，炎症性サイトカインの影響を直接受ける傍関節領域の皮質骨の構造的あるいは材

質劣化はRAの早期から出現することが明らかとなった． 

  

炎症による重篤な骨脆弱性の発症のメカニズムは骨量低下に加えて，骨質劣化によ

るものが要因である．本章の結果は慢性炎症によってコラーゲンネットワークの破綻

を引き起こすという過去の報告と一致する 36．われわれの結果ではSKGマウスの骨幹

端部の皮質骨のコラーゲンの配向性が有意に低下したが，これは関節炎が傍関節領域

の皮質骨の材質特性に影響を及ぼすことを示唆している．しかし，予想に反して，傍

関節領域の皮質骨におけるハイドロキシアパタイトの配向性は変化がなかった．正常

に成熟した骨ではコラーゲンの配向とアパタイト結晶の配向は一致するが，一方で病

的な環境下では必ずしも一致しないという報告がある 43
 

44
 

45．それゆえ，関節炎によ

るハイドロキシアパタイトの配向性の変化はコラーゲンの配向性の変化が出現するよ

り遅い時期に出現する可能性がある． 

 

本章における研究にはリミテーションが数点存在する．一つ目は関節炎による影響

と疼痛や関節破壊による不動の影響を分けて考えることができない点である．そのた

め，骨質異常発症のメカニズムに関する解釈には注意を要する．二つ目は，骨質の変

化が観察された傍関節領域の力学試験が技術的に難しい点である．FTIRやマイクロＣ
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Ｔによる微細構造評価を行った大腿骨遠位骨幹端部は海綿骨が多いことや形状から皮

質骨の力学試験を行うことは難しい．そのため，関節炎を生じる足関節に近い脛骨遠

位骨幹端部を加工して力学試験を行ったが，FTIRや微細構造の変化は大腿骨で観察し

たものであり，直接相関を検討することはできない． 

  

本章の研究によって，RA のような慢性関節炎は，骨量の減少だけでなく傍関節領

域皮質骨に石灰化度の低下やコラーゲン配向性の低下などの骨質異常をもたらし，重

篤な骨脆弱性を引き起こすことを明らかにした． 
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第 二 章 

関節リウマチにおける骨脆弱性発症のメカニズム 

ーヒト実臨床検体を用いた検討ー 

 

 

 

緒 言 

 

RA 患者の全身性骨粗鬆症は，炎症性サイトカインの影響に加え，ステロイドやメ

トトレキサートなどの抗リウマチ薬の副次的作用や，身体活動性の低下，性ホルモン

の分泌低下，日光曝露機会の減少などにより生じるとされる 46-50
.脆弱性骨折危険因子

に関するメタアナリシスにおいても, 年齢，性別，低BMI （body mass index），大腿

骨頸部骨密度，大腿骨頸部 骨折の家族歴，ステロイド使用，脆弱性骨折の既往，喫

煙，2 単位以上のアルコール摂取，RA は独立した危険因子と報告されており 51，RA

患者ではこれらの脆弱性骨折のリスク因子を複数持っていることが多い． 

 

これまでの動物実験において, RA そのものにより骨微細構造の劣化や骨代謝回転

亢進やコラーゲンの代謝亢進などの骨質異常が起こることが報告されている 35,36,40．前

章にてわわれわれも関節炎発症後比較的早期から傍関節領域において皮質骨幅の減少

や石灰化度の低下，コラーゲン配向性の低下といった材料特性の変化が生じることを

示した. また RA モデル動物にステロイドを投与し骨脆弱性のメカニズムについて検

討を行った研究では炎症は主に骨微細構造を，ステロイドは主に骨の化学組成を変化

させる傾向があり，異なる機序で骨に作用することにより骨強度を相加的に減少させ

ることが報告されている 37．さらに RA によくみられる脆弱性不完全骨折リスク増加

には，石灰化障害やコラーゲン成熟障害による骨基質の物性の変化が関わっているこ

とも報告されている 52． 

 

これらのマウスやラットなどの動物モデルで得られた研究成果は病態を考える上

で重要な知見であるが，ヒトと齧歯類では解剖学的構造や骨代謝，薬物や炎症に対す

る反応性に違いがあることから，実臨床へ応用あるいは還元するためには実際の疾患

患者においても同様の所見がみられるのかを検証する必要がある．そこで本章では，

ステロイド剤を長期慢性使用している RA 患者および年齢，性別等をマッチングさせ

た非 RA 患者から採取した骨生検サンプルを用いて，RA およびステロイド剤長期慢

性使用による骨質への影響や骨の力学的特性の変化を調査した．． 
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実 験 方 法 

 

倫理規定 

本研究は北海道大学病院自主臨床研究審査委員会承認(012-0023)のもと実施した． 

 

対象患者および適格性の基準 

（1）対象患者のうち，（2）選択基準をすべて満たし，かつ（3）除外基準のいずれに

も該当しない場合を適格とする． 

（1）対象患者 

北海道大学病院整形外科および研究協力施設において，骨，関節等の手術治療を受け

る患者のうち，自家腸骨移植を必要とする患者を対象とする．対象群は関節リウマチ

およびその類縁疾患による続発性骨粗鬆症患者とする．対照群は，関節リウマチのな

い原発性骨粗鬆症患者または骨量減少症患者とする． 

（2）選択基準 

①同意取得時において年齢が 20歳以上の患者 

②骨，関節等の手術治療を受ける患者のうち，自家腸骨移植手術を必要とする患者 

③本研究の参加にあたり十分な説明を受けた後，十分な理解の上，患者本人の自由意

思による文書同意が得られた患者 

（3）除外基準 

①同意取得時において年齢が 20歳未満の患者 

②その他，研究責任者が被験者として不適当と判断した患者 

（4）代諾者による同意が必要な被験者とその理由 

 本研究では未成年者や有効なインフォームド・コンセントを与えることが困難であ

ると考えられる被験者を対象に加えない． 

 

被験者の診療情報 

以下の項目について，被験者の診療録から情報を入手した． 

①患者基本情報：年齢，性別 

②疾患情報：疾患名，手術名，治療内容，合併症 

③血液検査結果：骨代謝マーカー  

④画像検査所見：単純X線写真による既存椎体骨折の有無，骨密度測定値 (Discovery 

A, Hologic Japan,Inc, Tokyo, Japan) 

⑤骨折リスクを予測するKanisらが報告した FRAX
®スコア 51を算出 

 

検体の採取法 
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骨移植手術において自家腸骨を採取する際に，直径 6mm，深さ 1cm 程度の骨組織

片を追加して採取した． 

  

マイクロCT 

骨検体をマイクロCT (CT, R_mCT2; Rigaku, Tokyo, Japan)を用いて 1ピクセルあたり

20 m の解像度で撮影した．骨微細構造の解析は TRI/3D-BON (Ratoc System 

Engineering社, Tokyo, Japan)を用いて行った 39．骨構造解析を行う関心領域は皮質骨か

ら 300 μm離し, 500 μm四方を関心領域として計測を行った. 

 

組織解析 

採取した腸骨を 4%パラホルムアルデヒドで浸漬固定，EDTA中性脱灰の後、通法に

てパラフィン包埋した．パラフィン切片を 5mmの厚さに薄切後, 切片をキシレンに浸

してパラフィンを除去し，100 %，95 %，90%，80 %, 70%エタノールに順次浸して加

水処理を行った．染色はヘマトキシリン・エオジン染色, 骨芽細胞に発現するアルカ

リフォファターゼ(ALP)免疫染色, 酒石酸抵抗性産生フォスファターゼ(TRAP)染色, 

骨細胞に特異的に発現するスクレロスチン抗体免疫染色を行った. 

ALP染色は，0.3%過酸化水素水入りのメタノールで 30分浸し, 洗浄後 1%牛血清ア

ルブミン(BSA; Serologicals Proteins Inc. Kankakee, IL)入りのPBSを温室で20分ブロッキン

グを行なう. その後, 1%BSA 入りの PBS で 150 倍に希釈したウサギ抗ALP 抗体 53を

室温で約 2時間静置し, PBSで洗浄後, 2次交代として 1%BSA-PBSで 100倍に希釈し

たウサギHRP抗体 (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc., West Grove, PA) を室温で

約 1時間静置することによって行った 54,55
. 

TRAP染色は, PBSで洗浄し, 2.5mgの 2.5 mg of naphthol AS-BI phosphate (Sigma, St. 

Louis, MO), 18 mgの red violet LB salt (Sigma St. Louis, MO), 100 mM L (+)の酒石酸を

0.76 gを 0.1M (pH 5.0)の酢酸バッファーに 37℃で 15分静置することによって行った
56

.   

スクレロスチンは 1%BSA を 30 分室温で静置した後に，25 倍に希釈した抗スクレ

ロスチン抗体(Abnova, Taipei, Taiwan)を静置し，2次抗体として 100倍に希釈したウサ

ギHRP抗体(DakoCytomation, Glostrup, Denmark)を1時間静置することによって行った．

対比染色としてメチルグリーンで行い，光学顕微鏡(Eclipse E800, Nikon Instruments Inc. 

Tokyo, Japan)で観察した． 

Von Kossa 染色は，ハーフカルノフスキーで浸漬固定し、四酸化オスミウムにて後固

定を行った後，エポキシ樹脂に包埋した。切片は、500nm の厚さに薄切し，0.5%硝酸銀

水溶液により染色を行い，光学顕微鏡で観察を行った． 
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マイクロインデンテーション試験による力学的強度の解析 

実験系は自作のインデンテーション試験装置（負荷機構 Instron 4411, 自動ステージ, 

光学顕微鏡, 制御プログラム）を用いた. インデンタ先端形状は球状圧子で幅φ500μm

のものを用いた. 

試験片作製条件は-80℃で保存したサンプルを室温 20℃で解凍 2 時間行い, 湿度

30-35%で自然乾燥した (樹脂包埋のため表面の水気を取った）. その後エポキシ系樹

脂包埋を行い, 5mm 程度にスライス後, 試験片断面を研磨, 鏡面仕上げ（emery paper 

#1000-2000, バフ研磨機）後に超音波洗浄を行った. 

計測条件は皮質骨部を計測し以下の条件で行った. 

・押し込み速度：10 μm/min 

・最大押込深さ：5 μm 

・サンプリング：100 ms 

・荷重-変位関係を記録 

・負荷時の傾きより, 接触剛性を計算した.   

 

統計分析 

得られたデータは，2 群間の検定には Student’s T-test を用いて有意差検定を行い，

判定は P値＜0.05で有意差ありとした．データはmean±SDで表した． 

 相関関数は，ピアソン相関係数を用いて行い，判定はP値＜0.05で有意差ありとし

た． 
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実 験 結 果 

 

研究対象者の特性  

対象患者と対照者の患者背景および疾患情報を示す(Table.1). RA 群と非 RA 群の平

均年齢はそれぞれ 67.7 歳(61-73 歳)，67.6 歳(56-83 歳)であり，年齢に有意差はなかっ

た. RA群は全例，ステロイドおよび抗リウマチ薬(DMARDs)，生物製剤使用していた． 

骨質異常に関係する因子のうち，糖尿病(DM)の合併をRA群の 2例，非RA群の 4

例に認めた．慢性腎臓病(CKD)は大半の患者が罹患しており，ステージ 3 以上の患者

はRA群，非RA群ともに 2 例であった．骨粗鬆症治療薬はRA群の 7 例が使用して

いたが，非RA群では使用例はなかった． 

RAの罹患年数は全例10年以上で, Steinbrocker分類 stage3 および Larsen グレード 

3以上の関節破壊が進行し, 日常生活に障害を有する症例であった. すなわち，身体活

動性の低下した患者であった． 

既存脆弱性骨折の数や程度は，半定量的評価法 semi-quantitative（SQ）法による椎体

骨折の重傷度（グレード 0~3）と長管骨の脆弱性骨折数を合わせたもの算出し，脆弱

性骨折指数とした．この脆弱性骨折指数は，非 RA 群と比較して RA 群で有意に高値

であった (Table1). 

 

 

Table 1: 患者情報 
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臨床的骨折リスク評価 

DEXA法にて腰椎および大腿骨頚部の骨密度を測定したが，腰椎・大腿骨頚部とも

に 2群間で統計学的有意差はなかった (Fig.5A).  

世界保健機構 WHO の骨折リスク評価ツール FRAX
®スコアで骨折リスクを評価し

た．FRAX
®は大規模な前向きコホートの結果に基づいて決定した臨床的危険因子によ

って今後 10年間に骨粗鬆症骨折が生じる確率を算出するものである．骨密度に有意差

がない群同士の比較においても, RA 群で主要骨粗鬆症性骨折および大腿骨頚部骨折

の骨折リスクは有意に高く，前述の脆弱性骨折指数とも相関した (Fig.5B). 

 

 

Fig.5. 骨密度は変わらないものの, RA 群で有意に骨折リスクは上昇する. (A) 腰椎および大腿骨頚部の

DEXAの比較. (B) 主要骨粗鬆症性骨折と大腿骨頚部骨折の FRAXスコアの比較. Data represent means ± 

SD * p<0.05 
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RA患者では骨代謝状態は抑制される 

 骨代謝状態を調査するために，骨形成マーカーとして骨型アルカリフォスファター

ゼ(BAP)を，骨吸収マーカーとして酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ 5b (TRACP-5b)

をそれぞれ測定した．RA 群は Non-RA 群と比較して BAP では差がないものの

TRAP-5bの有意な抑制を認めており，低骨代謝回転の傾向を示した (Fig.6A)．腸骨生

検サンプルで免疫組織学的検討を行うと，ALP陽性の成熟骨芽細胞の分布に関しては

明らかな変化はみられなかったが，TRAP 陽性細胞の数は RA 群で少ない傾向があっ

た．これは RA 群において骨吸収抑制剤使用例が多いことを反映していると考えられ

た(Fig.6B)． 

 

Fig.6. 骨吸収抑制剤を使用しているRA患者では骨吸収の抑制が起こる．(A) 骨形成マーカー (BAP)お

よび骨吸収マーカー (TRACP-5b) (B) ALP染色（上段），TRAP染色（下段）の比較を示す．パネル左下

に強拡大像を示す．Data represent means ± SD * p<0.05 
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RA患者では骨微細構造が劣化 

 骨微細構造を比較検討するために，腸骨生検サンプルをマイクロ CT で撮像した．

RA 群では非 RA 群と比較して明らかな骨梁幅の減少や骨梁間隙の拡大が観察された 

(Fig.7A)．三次元的形態計測による海綿骨構造の定量的評価を行ったところ，組織量に

対する海綿骨量，骨梁幅，骨梁数，骨梁間幅の減少，板棒状指標，骨梁連結性などの

骨微細構造のパラメータはRA群で有意に劣化していることがわかった (Fig.7B) 

 

Fig.7. ステロイド投与中のRAの患者の骨微細構造は劣化 A) 非RA患者およびRA患者腸骨サンプルの

マイクロ CT イメージ B) 海綿骨における骨微細構造の解析結果を示す．RA 群で有意な骨微細構造の

劣化があった．Data represent means ± SD ，* p<0.05  
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RA患者では力学的強度は有意に低下 

 力学的強度を評価するために，腸骨サンプルに対して，マイクロインデンテーショ

ン試験を行った．RA 群では非 RA 群と比較して，接触剛性の有意な低下を認めた．

このことから，骨粗鬆症治療を行っていても，局所の力学的強度はステロイド投与を

受けたRA患者では有意に低下した (Fig.8AB)． 

 次に，これまで調査した骨密度，FRAX スコア，骨代謝マーカー，骨微細構造のパ

ラメータが脆弱性骨折指数や接触剛性と相関があるかどうかを調査した．接触剛性と

脆弱性骨折指数は有意に相関があった．DEXA法を用いた骨密度の値は脆弱性骨折指

数や接触剛性とは相関がなかった．FRAX スコアでは主要骨粗鬆症骨折のリスクと脆

弱性骨折指数と接触剛性に相関があった．マイクロ CT で算出された微細構造のパラ

メータはRA群とNon-RA群では有意差はあったものの，脆弱性骨折指数とは必ずし

も相関しなかったが，接触剛性とは骨連結性を除いて相関関係があった (Table 2)． 

 

 
Fig.8. (A) RA群と非RA群の荷重変位曲線の比較 (B) 2群間での接触剛性の比較．RA群で有意に低値で

あった．Data represent means ± SD ，* p<0.05 
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Table 2: 上段 pearson r, 下段 p値 

*: p< 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 

 

RA患者では骨細胞のアポトーシスと石灰化度の低下を生じる 

 力学的強度の低下のメカニズムを解明するために，組織的検討を行った．HE 染色

ではRA群において空の骨小腔が多く，準超薄切片で骨細胞の形態を調査すると，RA

群では骨細胞が萎縮していた (Fig.9A)．骨細胞死が起こった後に残る空の骨小腔の割

合を調査するとRA 群で有意に多かった．次に骨芽細胞分化を抑制するスクレロスチ

ンの発現を調査すると，スクレロスチンの発現は RA 群で減少していたが，これは骨

細胞のアポトーシスが多いことを反映していると考えらえた (Fig.9B)．石灰化度の評

価はVon Kossa染色で行った．RA群では骨梁の表面に石灰化度の低い領域があり，一

見骨のように見える領域においても石灰化度が低下していた (Fig.9C)． 

 

Fig.9. ステロイド慢性使用している RA 患者では骨細胞のアポトーシスと石灰化度の低下を生じる．(A) 

上段 HE染色，下段 準超薄切片を示す．HE染色右下パネルに強拡大像を示す．空の骨小腔の割合をグ

ラフで示す．(B) スクレロスチンの発現の比較．(C) Von Kossa染色における石灰化度の評価．RA群では

骨表面の石灰化度が低下している．Data represent means ± SD ，* p<0.05 
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考 察 

 

本章では，RA患者の骨脆弱性と骨質異常の関連を調査した. 慢性的にステロイド剤

を投与されている RA 長期罹患患者では閉経後骨粗鬆症患者と比較して有意に力学的

強度が低下しており，脆弱性骨折の既往も多かった. DEXA 法で計測した腰椎，大腿

骨近位部の骨密度は二群間で有意差はなかったことから，対象症例における骨脆弱性

の違いは，骨微細構造の劣化や石灰化障害による骨質異常が原因であると結論できる． 

ただし，本研究における RA 患者は，女性，高齢，ステロイド投与，不動化などの

複数の脆弱性骨折危険因子を含む症例であり 46
 

57，原因が単一でない点に注意して解

釈する必要がある．また，RA 患者のうちステロイド剤使用患者や身体活動性の低い

患者では一般に骨量も減少していることが多いが，本研究における対象患者(RA患者）

の骨密度は閉経後骨粗鬆症患者の骨密度と同程度であった．この理由はほとんどの

RA 患者が骨吸収抑制薬の投与を受けていたのに対し，閉経後骨粗鬆症患者では投与

を受けていなかったことによると考えられる．したがって，本研究において論じる骨

質異常は，上記の複数の脆弱性骨折危険因子に加えて，骨吸収抑制薬の影響も加味し

て考える必要がある．ただし，ステロイド性骨粗鬆症の管理と治療ガイドライン：2014

年改訂版では，ステロイド剤を３ヵ月以上使用する患者では骨吸収抑制剤ビスフォス

フォネート製剤を併用投与することが推奨されており，本研究において対象とした”

骨吸収抑制薬”によって治療中の”ステロイドを長期使用している””高齢””女性””

RA”患者は実臨床においてもっとも一般的な研究対象とすべき患者である．すなわち，

個別の因子による骨質異常発生のメカニズムは第１章のような動物実験によってしか

明らかにできないが，本章で得られたデータは実際の RA 患者に発生する骨質異常を

反映する重要な知見である． 

 

骨代謝状態も骨質指標のひとつとされ，高骨代謝回転は骨強度を低下させる因子の

ひとつと考えられているが，本研究の対象患者では低代謝回転となっていた．一般的

にRAではTNFα，IL-1，IL-6などの炎症性サイトカインによる直接的な破骨細胞の活

性化 58,59やWntシグナルを介した骨芽細胞の分化促進により高骨代謝回転になると報

告されている 60．一方，ステロイド性骨粗鬆症の病態の中心は，慢性的な骨形成の低

下であり，幹細胞から骨芽細胞への分化や前骨芽細胞の増殖の抑制，骨芽細胞や骨細

胞のアポトーシスの促進，骨芽細胞による基質産生能の低下により低骨代謝回転とな

る 61,62．ステロイド剤の骨吸収に対する影響については完全なコンセンサスは得られ

ていないが投与後早期に一過性に亢進するという報告が多い．また，不動化による力

学的ストレス遮断は，骨吸収を亢進させ，骨形成を低下させる．本研究の対象患者で

は, 骨代謝マーカーや組織学的観察から低骨代謝回転となっていることがわかったが，
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影響する因子がさまざまありメカニズムは特定できない．ほとんどの患者が骨吸収抑

制薬を使用しており，その影響が強く反映されている可能性もある． 

 

興味深い発見のひとつは，骨の力学的強度や既存骨折の数や程度ともっとも強く相

関したパラメータが，骨密度や骨代謝マーカー，骨微細構造指標ではなく FRAXスコ

アであった点である．FRAX スコアは大規模な前向きコホートの結果に基づいて決定

された臨床的危険因子によって今後 10 年間に骨粗鬆症骨折が生じる確率をアルゴリ

ズムを用いて計算するものである．アメリカリウマチ学会では FRAXスコアを用いて

ステロイド性骨粗鬆症の予防と評価を行うことを勧告しており，汎用性が増している
63．一方で，FRAX の危険因子に含まれていない重要な骨折危険因子が存在すること
64や，算出されるリスクは脆弱性骨折を含む全骨粗鬆症性骨折を相当下回る 65という

問題点も指摘されている．我が国のステロイド性骨粗鬆症の管理と治療ガイドライ

ン：2014年改訂版では疾患活動性や重症度が反映されないなどの理由から，骨折のリ

スク評価方法として採用しない方針となっているが，本研究結果はステロイド剤を使

用しているRA患者の骨折リスクの評価にFRAXスコアが有用であることを示唆して

いる． 

 

本章では，ステロイド剤を長期使用している RA 患者では，骨吸収抑制剤の使用に

も関わらず，骨微細構造の劣化や低骨代謝回転，石灰化度の低下などの骨質異常が存

在し，骨の強度が低下していることを明らかにした． 
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第三章 

RA続発性骨粗鬆症に対する新規治療ターゲットの検討 

 

 

 

緒 言 

 

RA の骨病変は, 関節の骨軟骨破壊, 傍関節骨粗鬆症および全身性骨粗鬆症の大き

く三つに分けられる 66-68
. 関節内に発生する骨びらんや全身性骨粗鬆症は receptor 

activator of NF-κB ligand (RANKL)により制御されることから, 破骨細胞はRAの骨破壊

および骨粗鬆症において重要な役割を担っていることが明らかとなっている 69,7071
. 

 

破骨細胞は，造血幹細胞由来の単球・マクロファージ系細胞であり，macrophage 

colony stimulating factor (M-CSF)とRANKL の存在下で破骨細胞に分化する 72．さらに

近年, M-CSF, RANKL に続く第 3 の破骨細胞分化必須刺激として immunoreceptor 

tyrosine-based activation motif (ITAM)を介したシグナルの重要性が明らかとなった 73,74
. 

ITAMモチーフを含有するDNAX-activating protein 12 (DAP12)と Fc receptor common γ 

chain (FcRγ)のダブルノックアウトマウスは破骨細胞を形成できず重度の大理石骨病

を呈することから, これらの分子が破骨細胞分化に重要な役割を担っていることが証

明されている 75,76．DAP12と FcRγは細胞外領域が小さいため, 外部からのシグナルを

認識できない．そのため，DAP12 もしくは FcRγ と細胞膜上で会合する免疫受容体群

が外部シグナルを認識し，ITAMシグナルを賦活化する．糖鎖受容体Sialic acid-binding 

Ig-like lectin (Siglec)-15は， DAP12と会合する免疫受容体の一種であり，酸性単糖で

あるシアル酸を認識する 77,78
. われわれはこれまでに遺伝子欠損マウスを作成す

るなどして，Siglec-15 が DAP12 を介して RANKL シグナルを正に調整することや

Siglec-15が生理的環境下の二次海綿骨の骨吸収に関与することを明らかにしている10
. 

また，閉経後骨粗鬆症における二次海綿骨の骨吸収亢進にも重要な役割を担っており，

治療ターゲットとなることを報告している． 

 

 近年の研究で, DAP12, FcRγ やそれらと会合するいくつかの免疫受容体は活動性の

高い RA で高発現することが明らかとなっており，ITAM シグナルが RA の骨破壊あ

るいは骨粗鬆症の発症に関与している可能性が示唆されている 1,2
. 実際にいくつかの

RA モデルマウスを用いた前臨床研究により paired immunoglobulin-like receptor A 

(PIR-A),  myeloid DAP12-associating lectin-1(MDL-1)などの免疫受容体を制御すること

により関節の炎症や軟骨・骨破壊が抑制されることが報告されている 3-5
. それゆえ, 
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Siglec-15がRAの病態や骨破壊に重要な役割を担っているかどうかは大きな関心事で

あり，治療ターゲットとなりうるかについて検証する必要がある．本章では Siglec-15

が関節炎における骨破壊および続発性骨粗鬆症に関与するかどうかをマウス

antigen-induced-arthritis (AIA)モデルを用いて検証した.  
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実 験 方 法 

 

使用動物及びAIA関節炎モデルの作製 

本研究のために実施した動物実験はすべて北海道大学動物実験に関する規程に従

って実施した．実験には 8 週齢の雌性の野生型(WT)及び Siglec-15
-/-マウスを用いた. 

AIAモデル作成は100 µgのメチル化された牛血清アルブミン(mBSA; Sigma–Aldrich, St. 

Louis, MO)と結核死菌(H37RA (Difco))を含む complete Freund's adjuvant(CFA) (Sigma–

Aldrich)のエマルジョンを 9週齢の時点で皮内投与し免疫を行った. 11週齢の時点で右

膝に100 µgのmBSAを50 µlのPBSに溶解したものを関節内投与し, 左膝はコントロ

ールとして 50 µlのPBSを関節内投与した 79
. 関節内投与 0日から 28日まで, 両膝の

横幅を計測し, 右膝と左膝の差を関節腫脹幅として測定した. 関節炎誘導後 28日目で

安楽死させ, マイクロCTと組織学的検討を行った. 

 

マイクロCT 

WT及びSiglec-15
-/-それぞれの両膝をマイクロCT (CT, R_mCT2; Rigaku, Tokyo, Japan)

を用いて 1ピクセルあたり 10 mの解像度で撮影した．骨微細構造の解析は脛骨近位

部について行い，TRI/3D-BON (Ratoc System Engineering社, Tokyo, Japan)を用いて行っ

た 39． 

 

 

組織学的検討 

安楽死後，採取した膝関節を 4 %パラホルムアルデヒドで固定，EDTA脱灰しパラ

フィン包埋した．作製したパラフィン切片をサフランニンO染色およびファストグリ

ーン染色で関節破壊を，TRAP（酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ）およびメチルグ

リーンで染色，破骨細胞を観察した． 

第 2章で記した方法と異なるために, 以下に概略を述べる． 

・Basic stock incubation medium (下記を混合し，pH5.0に調整した．) 

蒸留水   1000 ml 

無水酢酸ナトリウム  9.2 g 

L-(+)-酒石酸  11.4 g 

氷酢酸   2.8 ml 

・Naphtol ether solution 

  Naphtol AS-BI phosphate   0.1 g 

  エチレングリコールモノエチルエーテル 5 ml 

・亜硝酸ナトリウム溶液 
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  亜硝酸ナトリウム  1 g 

  蒸留水   25 ml 

・ベーシックフクシン溶液 

  ベーシックフクシン 1 g 

  2N塩酸   20 ml 

切片をキシレンに浸してパラフィンを除去し，100 %，95 %，70 %，50 %エタノー

ルに順次浸して加水処理を行った．Basic stock incubation medium150 ml に 1.5 ml の

naphtol-ether solution を加え，37 ℃で 1 時間インキュベートした．新たな Basic stock 

incubation medium150 mlに亜硝酸ナトリウム溶液 1 mlとベーシックフクシン溶液 1 ml

を混合したものを加え，切片を溶液内で破骨細胞が赤く染色されるまで 37 ℃で 20-40

分間インキュベートした． 

形態計測は，関節表面と 2次海綿骨領域における，単核・多核のTRAP陽性破骨細

胞数と骨吸収面を測定した 80． 

 

破骨細胞培養 

マウス全骨髄細胞（unfractionated bone marrow cells; UBMC）を関節炎発症後 1週の

時点でマウス大腿骨，脛骨髄腔をフラッシュし，α-MEM で洗浄後，0.727 % 

NH4Cl-0.017 % Tris-Cl (pH7.2)-PBS溶液で赤血球を除去して採取した．UBMCは骨髄

マクロファージと異なり，骨髄内の血球系，間葉系細胞全てを含む細胞群である． 

 UBMCを 10 %FBS，50 g/mlアスコルビン酸及び 20 nM 1,25-dihydroxyvitamin D3含

有-MEMで培養し破骨細胞へと分化誘導した 81
.． 

 

TRAP（酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ）染色 

破骨細胞はTRAP染色によって確認した．培地を除去後，PBSで洗浄，4 %ホルム

アルデヒド，アセトン，クエン酸緩衝液で固定した．TRAP染色キット（Sigma-Aldrich）

を使用し，2-5分間，37 ℃でインキュベートした．TRAP陽性でかつ 3つ以上の核を

含有する細胞を多核破骨細胞としてカウントした． 

 

quantitative polymerase chain reaction (qPCR) 

関節内および傍関節領域の関節炎の遺伝子発現の変化を調査するために, 関節炎発

症 3 日, 7 日後にそれぞれの場所より Total RNA を Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Valencia, CA)を用いて採取し，1 μgのTotal RNAから ImProm-II
TM

 Reverse Transcription 

System (Promega, Fitchburg, WI)を用いて逆転写にて cDNA を合成した．PCR DNA 

Engine Opticon 2 System (MJ Research, Hercules, CA)を使用し，DyNAmo™ HS SYBR 

Green qPCR Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) を用いてDNA 合成の検出に用
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いた．使用したマウス glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), RANKL, 

interleukin-17 (IL-17)のプライマーのシークエンスは以下のとおりである．  

GAPDH: 5’-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG -3’ (forward) 

5’-GGGGTCGTTGATGGCAACA-3’ (reverse) 

RANKL: 5’- AGCCGAGACTACGGCAAGTA-3’ (forward) 

        5’-AAAGTACAGGAACAGAGCGATG-3’ (reverse) 

IL-17: 5’-GGTCAACCTCAAAGTCTTTAACTT-3’ (forward),  

5’-TTAAAAATGCAAGTAAGTTTG-3’ (reverse). 

mRNAの発現量は全てGAPDHの発現量により標準化した． 

 

統計分析 

得られたデータは，2群間の検定にはStudent’s T-testを，3群間の以上検定にはOne 

way analysis of variance とNewman-Kuels testsを用いて有意差検定を行い，判定は P値

＜0.05で有意差ありとした．データはmean±SDで表した． 
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実 験 結 果 

 

Siglec-15
-/-マウスの関節炎および関節破壊はWTと同程度に発症する 

関節炎へに対するSiglec-15の関与を調査するために, WT及びSiglec-15
-/-マウスそれ

ぞれAIA関節炎を発症させた. mBSA投与後によって全てのマウスに関節炎が発症し

た. 関節腫脹の程度や経時的変化に関しても，WT と Siglec-15
-/マウスの間に有意な違

いは認められなかった(Fig.10A). 関節内におけるRANKLとIL-17の遺伝子発現は関節

炎に伴い上昇したが，, WTと Siglec-15
-/-マウス間に有意差はなかった(Fig.10B).  

 

炎症性関節破壊における Siglec-15 の関与を評価するために, 関節炎誘導 28 日後に

関節破壊の程度をマイクロCTおよび組織学的に評価をした. 3D-CT像では関節びらん

などの関節炎に伴う関節破壊像は両群にみられた(Fig.10C). 組織学的にも炎症細胞誘

導,や滑膜増殖, パンヌス形成, 骨びらんの形成はSiglec-15
-/-マウスでもWTと同様に起

こっており, 定量的評価でもWTと Siglec-15
-/-マウスに有意差はなかった (Fig.10D).関

節表面に誘導された破骨細胞についても WT と Siglec-15
-/-マウスで大きな違いはみら

れず，パンヌスに接した骨表面や軟骨下骨には両群ともに巨大な多核破骨細胞を認め

た. 定量的評価でも 2 群間に有意な差は認めなかった (Fig.10E). これらの結果から

Siglec-15は関節炎発症や関節破壊に関与しないことが明らかとなった. 
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Fig.10. Siglec-15はAIA誘導関節炎と関節破壊に関与しない．A) mBSA関節内投与後の関節腫脹推移を示

す. Data are means ± SD from n=8 WT (○) and Siglec-15
 -/-

 (■) mice. B) RT-PCRにおける関節内のIL17およ

びRANKLの遺伝子発現量の比較. C) WTおよび Siglec-15
-/-マウス関節炎誘導 28日後の関節の 3D-CT像

を示す. 両群とも同様な関節破壊を示した. D) 膝関節内の組織像を示す．図表中のCは軟骨,Sは滑膜,PN

はパンヌスを指す．両群とも関節炎スコアは各スコアとも傾向は同じであった．E) TRAP染色での強拡

大像を示す．赤い多核の破骨細胞がパンヌス内や軟骨化骨内に誘導されている．関節面における骨吸収

面には統計学的有意差はない．Values shown are means ± SD . *p<0.05. 
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Siglec-15
-/-マウスはAIAによる傍関節骨粗鬆症に抵抗性を示す 

次に我々は, 関節炎誘導28日後に脛骨近位骨幹端部の傍関節領域骨粗鬆症を評価し

た. WTでは関節炎進行に伴って脛骨近位骨幹端部の骨量は減少したが, Siglec-15
-/-マウ

スではこの減少しなかった (Fig.11A).定量的評価では, 海綿骨量, 骨梁幅, 皮質小幅は

WT では関節炎によって有意に低下するが, Siglec-15
-/-マウスでは低下しなかった

(Fig.11B). 相対的骨量減少は WT では 31.0%であったのに対し, Siglec-15
-/-マウスでは

2.7%のみであった. 

 

 さらに詳細に傍関節領域の変化を検証するためにパラフィン切片を用いて組織学的

検討を行った (Fig.11C). この検討で明らかとなった興味深い事実は，二次海綿骨に存

在する Siglec-15
-/-マウスの破骨細胞は, 関節炎の有無に関わらず小型で海綿骨の表面

に十分に広がっていなかったことである. それゆえ関節炎によって傍関節領域に誘導

される破骨細胞数は両群ともに増加するが, 多核破骨細胞数や骨吸収面は WT では有

意に増加したが，Siglec-15
-/-マウスでは増加しなかった (Fig.11D).傍関節領域における

RANKL発現の程度は両群間に有意差はなかったことから(Fig.11E), Siglec-15を阻害す

ると関節炎による傍関節領域の破骨細胞誘導は抑制されることが明らかとなった. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

 

 

Fig.11. 脛骨近位部傍関節領域におけるAIA関節炎による骨リモデリングの変化 A) mBSA関節内投与28

日後の両群の脛骨近位部マイクロCT像を示す．B) 海綿骨量, 海綿骨の微細構造, 皮質骨幅の骨形態計測

の比較．C) 二次海綿骨領域のTRAP染色像を示す．WT, Siglec-15
-/-マウスはともに, 関節炎によりTRAP

陽性細胞は増加するが, Siglec-15
-/-マウスで誘導される破骨細胞は，骨面に広がることができず小型である．

このことは細胞融合あるいは細胞骨格形成が不完全であることを意味する．D) 二次海綿骨領域における

骨吸収の骨形態計測を示す．炎症によって WT では多核破骨細胞数や骨吸収面の割合は有意に増加する

が, Siglec-15
-/-マウスにおいては有意に増加しない．E) RT-PCRによる傍関節領域におけるRANKLの発現

の比較．Values shown are means ± SD . *p<0.05. 
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Siglec-15は炎症環境下において破骨細胞形成に重要な役割を示す 

関節炎環境下における破骨細胞の分化能を比較するために,関節炎誘導後1週で大腿

骨および脛骨骨髄からUMBCを抽出した. UMBCを1,25-dihydroxyvitamin D3存在下で

培養し，破骨細胞に分化させた. 予想通り, WT の関節炎発症下肢骨から抽出された

UMBC は対側の PBS のみを投与した関節炎の起こってない下肢から抽出された

UMBCと比べ，77.2%多くTRAP陽性の多核細胞が誘導された. 一方, Siglec-15
-/-マウス

由来の UMBC からも TRAP 陽性細胞は誘導されるが, これらの多くは小型で単核の

もであった(Fig.12A). それゆえ Siglec-15
-/-マウスの関節炎を誘導した下肢より抽出さ

れたTRAP陽性多核巨細胞の数はWTよりも有意に少なかった(Fig.12B). Siglec-15
-/-マ

ウスではmBSAを投与した関節炎側から抽出したUMBCとPBSを投与した非関節炎

側の下肢骨から抽出したUMBCの間に，TRAP陽性多核巨細胞の形成能に違いはなか

った．この結果は Siglec-15
-/-マウスが AIA モデルにおける傍関節領域の骨粗鬆症化を

抑制したという結果と一致する. 

 

 

 

Fig.12. Siglec-15
-/-マウス長管骨骨髄から抽出した細胞からは未熟な破骨細胞が形成される A) 50 μg/mLの

アスコルビンサンと 20 nM 1,25-dihydroxyvitamin D3存在下でUMBCを培養した際に形成されるTRAP

陽性細胞を示す． B) UMBCからTRAP陽性多核細胞へ分化する数は Siglec-15
-/-細胞では有意に少ない．

WT では炎症を起こした下肢から抽出したUMBCは非炎症側から抽出したUMBCと比較して TRAP 陽

性細胞に高率に分化するが, Siglec-15
-/-細胞ではこれらの違いを認めない．Values shown are means ± SD . 

*p<0.05. 
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考 察 

 

本章の結果から，Siglec-15は関節炎に伴う関節破壊を制御しないことがわかった. 

Siglec-15は二次海綿骨の生理的な骨吸収だけでなく，閉経後骨粗鬆症における病的な

骨吸収亢進にも関与することが分かっているが 82
, 本章の研究結果はSiglec-15は関節

破壊を引き起こす破骨細胞誘導には関与しないことを示唆している. Siglec-15/DAP12

経路はRANKLやTNFαによる破骨細胞分化において重要な役割を果たしており, 炎

症による破骨細胞誘導にも関与しているとであるが，関節炎局所に誘導される破骨細

胞は Siglec-15
-/-マウスにおいても形態的にも機能的にも正常であった. これは関節内

に豊富に含まれるⅡ型コラーゲン特異的エピトープによって賦活化される

OSCAR/FcRγ経路が，Siglec-15/DAP12経路を代償するためと考えられた. 

 

興味深いことに, Siglec-15
-/-は関節炎による傍関節骨粗鬆症の発生には抵抗性を示す

ことがわかった. mBSAによって誘導した膝関節炎は，関節内だけでなく傍関節領域に

も破骨細胞を多数誘導するが, Siglec-15
-/-マウスでは傍関節領域に誘導される破骨細胞

は形態的に異常であり,十分な骨吸収ができていなかった. この事実は，WTでは炎症

を起こした下肢から抽出したUMBCは非炎症側から抽出したUMBCと比較して

TRAP陽性細胞に高率に分化するが, Siglec-15
-/-細胞ではこれらの違いを認めなかった

という in vitroの研究結果とも一致する．これらのデータは，RA患者に発生する傍関

節骨粗鬆症に対して，Siglec-15は有力な治療ターゲットとなりうることを示唆してい

る． 

 

免疫受容体群による破骨細胞分化制御機構には未解明の部分が多いが， DAP12や

FcRγに関与する複数の免疫受容体群は破骨細胞の分化の調節においてそれぞれ異な

った役割を持っている可能性がある. 近年の研究において,FcRγやPIR-Aのリガンド

であるβ2ミクログロブリンのノックアウトマウスにおけるTNFα誘導の関節炎にお

いて炎症は制御しないものの骨びらんや骨粗鬆症を抑制したという報告がある 
3,4

. 

Joyceらはmyeloid DAP12-associating lectin-1 (MDL-1) が関節炎の炎症期における滑膜

増生や骨びらんを調整している鍵となる免疫受容体であることを報告している 
5
.本

研究結果は, Siglec-15が主に二次海綿骨の生理的あるいは病的な骨吸収の制御におい

て重要な役割を果たしていることを示唆している． 

 

この実験系には数点の限界がある.一つには, AIAはヒトのRAとは病態が異なって

いることがある. AIAはT細胞依存性の関節炎であり, 全身性骨粗鬆症を惹起しない
83. しかしこのモデルは, 滑膜増殖やパンヌス形成, 関節軟骨破壊などのRAの病態
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を示し, 同一個体で健側との比較ができるという大きな利点がある 84
. またⅡ型コラ

ーゲン誘発の関節炎モデルはAIAよりもヒトRAに病態が近いが，C57/Bl6マウスで

は関節炎の発症率が低く, 再現性のあるデータが得られにくい. 疼痛の程度の違いを

評価していないことも結果に影響する可能性がある．すなわち，身体活動性に違いが

ある場合，不動性骨粗鬆症の程度が異なるかもしれない. 

 

本章の結論であるが, Siglec-15は関節炎に伴う傍関節骨粗鬆症進展に関与するが,関

節破壊には関与しないことが明らかとなった. 
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第四章 

小児ステロイド性骨粗鬆症における Siglec-15の役割 

 

 

 

緒 言 

 

 ステロイドで治療する疾患は多岐にわたるが, ステロイドによる副作用の中で最も

頻度が高いのが骨粗鬆症とそれに伴う関連骨折であり, 疫学的には長期使用者の約

50%に骨粗鬆症が発症する 85
. 英国では成人の約 0.9%, 高齢者の約 2.5%がステロイド

を使用しており 86
, 全骨粗鬆症患者のうちで約 20%をステロイド性骨粗鬆症が占める

87
. 一方，小児期においても炎症性疾患 6

 
7やネフローゼ症候群 8や血液疾患などに対し

てステロイドを使用することがあり, 小児においてもステロイド使用による骨粗鬆症

が重要な合併症の一つとなっている.   

 

骨組織におけるステロイドの作用として骨芽細胞の増殖や分化抑制からアポトー

シスに陥ることによる骨形成阻害 88
 

89,90と破骨細胞のアポトーシスの低下による骨吸

収亢進が起こると考えられている 91,92
. ステロイド性骨粗鬆症の治療についてはこれ

までの臨床的エビデンスの蓄積によりビスフォスフォネートが第一選択薬とされてい

るが，小児に対するビスフォスフォネートの投与は成長障害や低骨代謝回転の持続，

尿管結石発生の懸念があり推奨されていない．ステロイド性骨粗鬆症の管理と治療ガ

イドライン：2014年改訂版においても小児はエビデンスの蓄積に乏しく対象外となっ

ており，安全に使用できる小児ステロイド性骨粗鬆症の治療法は確立されていない． 

 

Siglec-15はマクロファージや破骨細胞に発現するシアル酸受容体ファミリー蛋白の

ひとつであり，ITAMアダプター蛋白DAP12の共受容体として破骨細胞の最終分化を

制御する 73
 

74．ITAM シグナルは破骨細胞分化に必須の経路であり，Siglec-15 以外の

DAP12共受容体やもうひとつの ITAM アダプター蛋白 FcRγとその共受容体でも賦活

化される．われわれのこれまでの研究結果から，Siglec-15を阻害した場合，二次海綿

骨における破骨細胞分化が抑制されるが，成長軟骨直下ではⅡ型コラーゲン

-OSCAR-FcRγ シグナルによる代償機構があるため正常な破骨細胞分化が起こり成長

障害はきたさないことが明らかになっている 10．すなわち，Siglec-15 をターゲットと

して成長期のステロイド性骨粗鬆症を治療した場合，成長障害を起こすことなく全身

性骨粗鬆症を治療できる可能性がある．そこで，本章では，マウスモデルを用いてス
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テロイド性骨粗鬆症に対する Siglec-15 阻害あるいはビスフォスフォネートによる治

療効果と成長障害を調査した． 
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実 験 方 法 

 

使用動物及びステロイド投与モデルの作製 

本研究のために実施した動物実験はすべて北海道大学動物実験に関する規程に従

って実施した．7週齢，雄のWT，及び Siglec-15
-/-マウスを実験に用いた．マウスの皮

下にプレドニゾロン(フジタ，東京，日本)に 5mg/kg/day を投与した 37．さらに代表的

なビスフォスフォネートであるアレンドロネート(LKT Laboratories Inc.，ミネソタ，

USA) 0.1mg/kg/dayを投与する群を作製した 93．投与後 2, 8週時点で大腿骨・脛骨を採

取し，マイクロ CT を撮影して骨量の変化を観察した後，組織学的検査に供した．投

与後 8週時点で大腿骨の 3点曲げ試験を行い力学的強度を評価した． 

 

マイクロCT 

WT及び Siglec-15
-/-それぞれの右大腿骨をマイクロCT (CT, R_mCT2; Rigaku, Tokyo, 

Japan)を用いて 1 ピクセルあたり 10 m の解像度で撮影した．骨微細構造の解析は

TRI/3D-BON (Ratoc System Engineering社, Tokyo, Japan)を用いて行った 39． 

 

組織学的検討 

投与後 2，8週で採取した脛骨を 4 %パラホルムアルデヒドで固定，EDTA脱灰し，

パラフィン包埋した．作製したパラフィン切片をサフランニンO染色およびファスト

グリーン染色で成長軟骨を，TRAP（酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ）およびメチ

ルグリーンで染色，破骨細胞を観察した． 

形態計測は，成長軟骨幅と 1 次海綿骨，2 次海綿骨，骨幹部骨内膜面の骨表面にお

ける，TRAP陽性破骨細胞数と骨吸収面を測定した 80． 

  

力学的強度試験 

 皮質骨の力学的強度を測定するため，右大腿骨骨幹部を用いて万能力学試験機 

(Model 3365, Instron Corp., Norwood, MA, USA) により 3点曲げ試験を行った．初期荷

重を 1N に設定し，脛骨遠位端より 8mm 近位の場所を 0.5mm/分の速度で，破断する

まで 3 点曲げを行った．破断強度を荷重変位曲線より算出し，剛性と弾性率を荷重-

変位曲線の 5Nから 10Nの部位で線形類似することより算出した．弾性率と曲げ応力

の算出は応力ひずみ曲線を用いた 14． 

 

統計分析 

群間の検定にはOne way analysis of variance とNewman-Kuels testsを用いて有意差検

定を行い，判定は P値＜0.05で有意差ありとした．データはmean±SDで表した． 
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実 験 結 果  

 

Siglec-15を阻害しても成長障害はきたさない 

7 週齢の雄のWTおよび Siglec-15
-/-マウスに対してプレドニゾロンを 8 週間投与し，

大腿骨長の長さの変化率を経時的に調査した．過去の報告と同様にSiglec-15の成長は

WTと差はなかった 10．プレドニゾロン投与により，WTと Siglec-15
-/-マウスとも投与

4 週後から有意に成長率の低下があったが，その低下率に有意差はなかった．一方，

アレンドロネートとプレドニゾロンを投与したWTマウスでは，プレドニゾロンを投

与したWTマウスと比較しても投与 2週後から有意に成長率が低下した(Fig.13A)． 

 

次に，プレドニゾロンとアレンドロネートおよび Siglec-15阻害の成長や破骨細胞分

化に対する影響を検証するために，薬剤投与後 2,8 週時点で脛骨のパラフィン切片を

作製し，サフランインO染色とTRAP染色を行った．プレドニゾロン投与により，成

長軟骨幅はWT，Siglec-15
-/-マウスともに，投与 2週後から有意に減少した．更にアレ

ンドロネートを投与すると，肥大軟骨層が増加し増殖軟骨層幅はステロイド群よりも

有意に低下した． 

 

成長の鈍化に伴い，PBS投与後 8週時（15週令）では，投与後 2週時（9週令）と

比較して成長軟骨幅は減少するが，プレドニゾロンを投与するとさらに減少した 

(Fig.13B)．プレドニゾロン投与 2 週後では，TRAP 陽性破骨細胞の数と骨吸収面は有

意に増加したが，投与 8 週後では逆に減少した(Fig.13C)．アレンドロネート投与 2 週

時にはTRAP陽性破骨細胞数と骨吸収面は有意に減少した (Fig.13C)． 
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Fig.13. Siglec-15
-/-マウスではステロイドによる成長障害を増長しない．A) 大腿骨の長軸方向の成長率を

示す．B) 薬剤投与後 2，8週時点における脛骨近位成長軟骨部のサフラニンO染色像と成長軟骨幅の計

測結果を示す．C) 同部位のTRAP染色像を示す．投与後 2週ではプレドニゾロンによりTRAP陽性細胞

数と骨吸収面が増加したが，投与後 8 週では減少した．アレンドロネートを投与すると TRAP 陽性細胞

は減少した．Data represent means ± SD (* p<0.05 vs WT+PBS，** p<0.05 vs WT+PSL, † p<0.05 vs 

Siglec-15
-/-
+PBS). 
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Siglec-15はステロイドによる二次海綿骨領域における多核破骨細胞の形成を障害 

プレドニゾロンを投与しても，二次海綿骨領域の骨密度，海面骨梁，骨梁幅，骨梁数

は WT と Siglec-15
-/-ともに有意に減少しなかった 37．投与後 8 週の時点でアレンドロ

ネートを投与した群のみ有意な骨量の上昇を認めた(Fig.14AB)． 

  

 二次海綿骨領域における破骨細胞への影響を検証するために TRAP 染色を行った．

投与後 2 週の時点では，プレドニゾロン投与により，TRAP 陽性破骨細胞数は有意に

増加した．WT では破骨細胞数の増加とともに骨吸収面も有意に増加したが，

Siglec-15
-/-では，TRAP陽性破骨細胞数の大多数が小型な破骨細胞であり骨吸収面はプ

レドニゾロン投与によっても有意に増加しなかった．投与後 8 週の時点では，WT ，

Siglec-15
-/-ともにプレドニゾロン投与により TRAP 陽性破骨細胞数と骨吸収面は減少

傾向を示した．このことからプレドニゾロン投与後早期（2 週後）には骨吸収の亢進

が起こるが，慢性期（8 週後）になると骨吸収は低下すると考えられた．尚，アレン

ドロネート投与では投与 2週後から骨吸収が抑制され，結果的に 2次海綿骨量の増加

した (Fig.14CD)． 
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Fig.14. Siglec-15
-/-マウスでは，ステロイド投与後早期の機能的多核破骨細胞の誘導が抑制される．A) 投

与後 2,8 週で摘出した大腿骨遠位部のマイクロ CT 像を示す．B) マイクロ CT データに基づく骨形態計

測の結果を示す．C) 脛骨の二次海綿骨領域の高倍率画像を示す．WT，Siglec-15
-/-マウスいずれもプレド

ニゾロン投与後 2週の時点ではTRAP陽性細胞が増加したが，Siglec-15
-/-マウスではTRAP陽性細胞は小

さく，骨表面で広がる事ができていない．D) 組織学的データに基づく骨形態計測の結果を示す．破骨細

胞数はプレドニゾロン投与後2週の時点には増加し，8週後には減少した．この現象はWTと Siglec-15
-/-

マウスともに同じ傾向を呈したが，Siglec-15
-/-マウスでは機能的な破骨細胞は形成されておらず骨吸収面

は増加していない．アレンドロネート投与により破骨細胞数と骨吸収面が低下した．Data represent means 

± SD (* p<0.05 vs WT+PBS，** p<0.05 vs WT+PSL, † p<0.05 vs Siglec-15
-/-
+PBS). 
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Siglec-15を阻害するとステロイドによる皮質骨の菲薄化が抑制される 

 次に皮質骨に対する薬剤の影響を検討した．マイクロ CT の解析では投与後 2 週で

は皮質骨に構造上の変化はみられなかったが, 投与後 8 週ではWT プレドニゾロン投

与群で皮質骨の菲薄化を認めた．一方，Siglec-15
-/-マウスではこのような変化は認めな

かった(Fig.15A)．形態計測においても, 皮質骨幅および断面二次モーメントは投与後 2

週ではWTとSiglec-15
-/-ともに有意差はなかったが, 投与後8週ではプレドニゾロン投

与WT群では非投与WT群と比べて有意に皮質骨幅, 断面二次モーメントが低下した．

一方，Siglec-15
-/-マウスではこのような変化はみられなかった． 

  

 薬剤投与による皮質骨部の破骨細胞への影響を明らかにするためにTRAP染色を行

った． WTではプレドニゾロン投与により，皮質骨内骨膜面のTRAP陽性破骨細胞数

と骨吸収面は有意に増加したが,  Siglec-15
-/-マウスでは，小型な破骨細胞しか形成さ

れず骨吸収面もプレドニゾロン投与によっても有意に変化しなかった． 尚，アレンド

ロネート投与では海綿骨同様投与 2週後から骨吸収が抑制された(Fig.15C, D)． 

 

 次に 3 点曲げ試験で皮質骨の力学的強度を調査した．プレドニゾロン投与により, 

WT では破断強度や材料力学特性が有意に低下したが, Siglec-15
-/-ではアレンドロネー

ト追加投与と同様にプレドニゾロンを投与しても有意な低下はみられなかった．この

ことから Siglec-15 を阻害するとステロイドによる皮質骨の菲薄化や力学的強度を低

下を予防できる可能性が示唆された(Fig.15E)． 
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Fig.15. Siglec-15
-/-マウスでは，ステロイドによる皮質骨の菲薄化と力学的強度の低下が抑制される．A. プ

レドニゾロン投与後 2,8週で摘出した大腿骨骨幹部のマイクロCT断面像．B. マイクロCTデータに基づ

く形態計測．C. 大腿骨骨幹部皮質骨のTRAP染色光学顕微鏡画像．D. WTではステロイド投与後 2, 8週

の時点で内骨膜面の破骨細胞数と骨吸収面が増加したが，Siglec-15
-/-マウスではステロイド投与によって

も破骨細胞数, 骨吸収面は増加しなかった．アレンドロネート投与群では投与 2週後から破骨細胞数と骨

吸収面が低下した．E) 大腿骨骨幹部の力学的特性． Data represent means ± SD (* p<0.05 vs WT+PBS，** 

p<0.05 vs WT+PSL, † p<0.05 vs Siglec-15
-/-
+PBS). 
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考 察 

 

本章の結果から，Siglec-15はステロイド性骨粗鬆症における皮質骨の菲薄化に関わ

っている事が明らかとなった．ステロイド投与により Siglec-15
-/-マウスにおいても投

与 2週後の海綿骨や皮質骨の内骨膜面の破骨細胞数は増加したが，機能的な多核破骨

細胞への分化が障害されており，ステロイドによる骨量減少や皮質骨の菲薄化に抵抗

性を示した．また, 成長軟骨直下では骨吸収抑制剤であるアレンドロネートでは, 成長

軟骨下においても破骨細胞を抑制し, 肥大軟骨細胞層の吸収置換を阻害することによ

り成長障害を呈したが, Siglec-15
-/-マウスでは成長軟骨下には正常な多核破骨細胞が誘

導され成長障害を示すことはなかった．この事は，Siglec-15をターゲットとした骨吸

収抑制療法は小児ステロイド骨粗鬆症の予防，治療に安全かつ有効である事を示唆し

ている． 

 

 小児骨粗鬆症におけるビスフォスフォネートの使用に関しては, これまで骨形成不

全や続発性骨粗鬆症に対する使用経験から骨粗鬆症患児の BMD を上昇させるといっ

た報告が少数存在するが，同剤による骨折率の低下を支持するデータは十分に得られ

ていない 94．また,ビスフォスフォネートの成長障害に関しては惹起するという報告と

しないとの報告がありまだ一定の見解に至っていないが 95
, 本研究においては成長障

害を増長する結果となった．組織学的にも成長軟骨帯に明らかな異常が生じており，

ビスフォスフォネートが成長に何らかの影響を及ぼすことは間違いない．またビスフ

ォスフォネートによる過剰な骨吸収抑制を小児期に続けた場合，大理石骨病 96や顎骨

壊死などが発生する可能性も示唆されている．一方，Siglec-15中和抗体は破骨細胞の

機能をマイルドに抑制することに加えて, 骨芽細胞の発現を亢進させることが明らか

となっており 97
, 骨代謝回転の点からも Siglec-15 は小児ステロイド骨粗鬆症に対する

きわめて適当な治療ターゲットであるといえる． 

 

 本研究の限界のひとつは, 実験に用いられるほとんどのマウス系統はヒトと異なり，

ステロイドを投与しても二次海綿骨に骨粗鬆症化を起こさない点である．本研究では

C57/Bl6をバックグラウンドにもつ Siglec-15
-/-マウスを実験に用いたため，ステロイド

の投与により海綿骨骨粗鬆症はきたさなかった．雄の Swiss Websterマウスではステロ

イド投与により骨粗鬆症を発症することが報告されており 98
 

99
 

100
, 今後はこの系統に

対する中和抗体投与による検討を行い直接的なエビデンスを得る必要がある．また, 

ステロイドおよびアレンドロネートの投与量や投与頻度も実際のヒト臨床用量とは異

なる．本研究では過去の齧歯類での報告に準じて投与量を設定したが, よりヒトに近

い用量で検討する必要もある． 
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本研究の結果から Siglec15 の阻害によって安全かつ有効に小児ステロイド性骨粗

鬆症を予防できる可能性が示された． 
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第五章 

ワーファリンによる続発性骨粗鬆症状態における骨折修復能とテリパラチドによ

る骨治癒促進効果 

 

 

 

緒 言 

 

続発性骨粗鬆症の原因となる薬剤ひとつに血栓予防を目的に頻用されるワーファ

リンがある．ワーファリンはビタミンKを阻害するため，オステオカルシンのGla化

を抑制し，骨の石灰化障害の原因となる 101-103,104{Price, 1981 #13．骨芽細胞で合成されるオ

ステオカルシンは細胞内でビタミンK 依存性カルボキシラーゼによりGla 化される。

17 位、21 位、24 位のグルタミン酸が Gla 化されてカルシウムポケットを形成し，ヒ

ドロキシアパタイトと結合する。そのため，ワーファリン使用患者では石灰化障害を

特徴とする続発性骨粗鬆症を発症し，易骨折を呈する．また，石灰化障害により，骨

折の治癒が遅延しやすいという問題がある． 

 

副甲状腺ホルモン製剤テリパラチド(PTH1-34)は，本邦において唯一使用可能な骨形

成促進剤であり，その強力かつ即効的な骨量増加効果から骨粗鬆症性脆弱性骨折の予

防に用いられている 105
.一方，PTH1-34 が整形外科領域においてとくに注目されている

別の理由に骨治癒促進効果がある．PTH1-34は骨治癒様式や病態にかかわらず，骨の治

癒が促進されることが多くの動物実験で証明されている 11-15
 
16

. しかしながら, これら

の研究の大多数は健常な成熟動物を用いた報告であり，骨代謝異常が存在する場合に

もテリパラチドが骨治癒促進効果を十分に発揮できるかは明らかでない． 

 

本研究においてワーファリンによる続発性骨粗鬆症に注目した理由は，石灰化障害

が存在する場合はとくに PTH1-34 の骨治癒促進効果が減弱する可能性があるためであ

る．すなわち，PTH1-34によって非生理的なレベルまで骨形成を亢進させても，骨修復

の最終過程である石灰化障害が背景に存在する場合には，急造した再生骨に十分な強

度を与えることができないかもしれない 106
. 逆に，ビタミンKの補充によって活性型

Gla 化オステオカルシンが増加し，ラットの骨治癒を促進するという報告もあり，

PTH1-34を投与する際にはビタミンKを併用したほうが有利である可能性もある 107． 

 

そこで本章では，ワーファリンまたはビタミン K を投与したラットに大腿骨骨切り

行い，PTH1-34による骨治癒促進効果を調査した． 
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実 験 方 法 

 

使用動物及び大腿骨骨切りモデルの作製 

本研究のために実施した動物実験はすべて北海道大学動物実験に関する規程に従

って実施した．10 週齢の雌の SD ラット(日本クレア, 東京, 日本) 40 匹を用いて SPF

環境で実験を行った．飼育用の餌は，0.98% Ca, 0.80% Pi, and 15.4 mg/kg vitamin K3 含

有の餌 (Labo MR Stock; Nosan Corporation Life-Tech Department, 横浜, 日本)を用いた．

2週間環境に順応させたあと，大腿骨を糸鋸 (MDS36-30 T-saw, MANI, Tochigi, Japan)

を用いて経皮的に骨切りを行い，1.0mm のチタン製のワイヤー (Synthes, 東京, 日本)

で固定した. このモデルの利点としては，骨膜温存や軟部組織損傷の回避ができ，再

現性の高いモデルであることが挙げられる 108
.   

 

研究デザイン 

骨切り後，すべてのラットを無作為にVehicle control群，PTH1-34 投与群,  PTH1-34 に

ワーファリンを併用投与した群, PTH1-34 にビタミンK2 を併用投与した群の 4群に分

けた. PTH1-34 (Forteo®; Eli Lilly, Ltd., 神戸, 日本)は 30 g/kg/dayで毎日皮下投与した 
106,109

. ワーファリンを 0.4 mg/ml/kg で週 3 回，口腔内投与 110，ビタミン K2 

(menatetrenone; Eisai Co., Ltd., 東京, Japan)は 1回 30 mg/ml/kgを週 3回ゾンデを用いて

経口投与した 107,111,112
.投与 2 週間毎に体重測定と尾静脈採血を行い，麻酔下で大腿骨

のマイクロ CT 撮像を行った．投与 8 週間後に安楽死させ、大腿骨を摘出した．大腿

骨をマイクロCTで撮像し，力学試験と組織学的検討を行った． 

 

血清Gla化，Glu オステオカルシン濃度測定 

ELISAキット(Takara Bio Inc., Shiga, Japan)により血清Gla化，Gluオステオカルシン

濃度を測定した． 

 

力学試験 

骨折部における 3 点曲げ破壊試験を万能力学試験器 (Model 3365, Instron Corp., 

Norwood, MA, USA)を用いて行った．大腿骨は 15mmの間隔で，大腿骨の前面を治具

の上方向にして骨折部における力学試験を行えるように設置した．押し込みは

0.2mm/minの速度で破壊するまで行った．破断強度 (N) と剛性 (N/mm)を強度‐変位

曲線より算出した．また弾性率や曲げ応力などの材料そのものの力学強度も算出した
14

. 
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マイクロCT 

右大腿骨のマイクロCT (CT, R_mCT2; Rigaku, Tokyo, Japan)を用いて 1ピクセルあた

り 20 m の解像度で撮影した．骨微細構造の解析は TRI/3D-BON (Ratoc System 

Engineering社, Tokyo, Japan)を用いて行った 39．測定関心領域は骨切り部から 2.5mmの

範囲で，全骨量(BV total)と元々あった骨量(BV original)を差し引いたものを仮骨量(BV 

callus)として計測し，骨塩量と骨密度 をそれぞれ測定した 113
 
114

. 

 

組織学的検討 

大腿骨を 70 %エタノールで 3日間浸漬固定した後，Villaneuva Bone染色を行い，非

脱灰硬組織標本を作製した．屠殺前 7，2日前にカルセイン (20 mg/kg) をそれぞれ皮

下投与し，骨形成を観察するための骨標識を行った．非脱灰硬組織標本の作製は新潟

骨の科学研究所(新潟，日本)で行った． 

 Villaneuva Bone染色は非脱灰骨組織標本の染色法として用いられ，類骨や石灰化骨

の観察に適している．また，カルセインやテトラサイクリンで標識する事により，骨

形成の動的な指標の測定が可能である．本研究においては，主に骨形成の評価のため

に本標本を作製したが，破骨細胞や骨芽細胞の数や面積についても測定を行った．以

下に標本の作製方法の概略を述べる． 

 摘出した大腿骨を 70 %エタノールで固定後，Villaneuva Bone Stainに 4日間浸透させ

る．Villaneuva Bone stainの調整は以下の通りである． 

  Azull II   1.5 g 

  酢酸Na三水和物  13.6 g 

  ベーシックフクシン  5 g 

  Fast Green FCF  1.5 g 

  Orange G   3.75 g 

  95 %エタノール  100 ml 

  酢酸   6 ml 

  蒸留水   900 ml 

染色後，エタノールで脱水し，メチルメタクリレートモノマー樹脂に包埋し，30-40 

 ℃で約 10日間重合させる．出来上がったブロックを成型し，ミクロトームを用いて

厚さ 5μmの薄切切片を切り出し，封入する． 

 

骨切り周囲の仮骨の組織量，骨量，類骨量，骨面，骨芽細胞数，骨芽細胞面，カル

セインで標識された面，標識幅を測定した．得られたパラメーターから，破骨細胞数/

骨面，骨吸収面/骨面，骨芽細胞面，骨石灰化速度，骨形成速度/骨面，骨石灰化面/骨

面を算出した 
80

.  
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統計分析 

群間の検定にはOne way analysis of variance とNewman-Kuels testsを用いて有意差検

定を行い，判定は P 値＜0.05 で有意差ありとした．データはmean±SEM で表した．

相関関数は，ピアソン相関係数を用いて行い，判定はP値＜0.05で有意差ありとした． 
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実 験 結 果  

 

骨治癒過程における血清中Gla化およびGluオステオカルシン量の経時的変化 

血清GlaおよびGluオステオカルシン濃度の術後 2,4,6,8週後における縦断的な変化

率を示す (Fig.16A, B)．Vehicle群では 2週の時点でGlaオステオカルシンがベースラ

インから 18%上昇し, 2週から 8週にかけて減少した．PTH1-34 投与群では術後 2週か

ら 6週までベースラインから 100~140%上昇した．ビタミンK2を追加投与した群では

PTH1-34 投与群と比較して明らかな差はなかったが, ワーファリンを追加投与した群

ではPTH1-34 投与による上昇効果が打ち消され, ベースラインよりも減少した． 

 Gluオステオカルシンは術後 4週までは上昇し, その後ゆるやかに減少する 

．PTH1-34 投与群とビタミンK2追加投与群ではGluオステオカルシンの値や継時的変

化に有意な変化はなかったが, ワーファリンを追加投与した群では著明な Glu オステ

オカルシンの上昇を認めた(Fig.16B)．  
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Fig.16. 骨切り術後の血清Glaオステオカルシン(A) と Gluオステオカルシン (B)濃度の経時的変化をベ

ースラインからの変化率で示した．A. 血清Glaオステオカルシン．Vehicle群では術後 2週でベースライ

ンから 18%上昇し, その後減少した．PTH1-34投与群ではVehicle群の約 5倍の上昇し, 6週まで増加傾向を

示した．ワーファリン追加投与により, PTH1-34による上昇は消失し，ベースラインよりも低下した．ビタ

ミンK2追加投与群では単独投与群と比較して有意な差はなかった．B) Gluオステオカルシン濃度はワー

ファリン追加投与群でのみ有意な変化がみられ，術後から約 100-200%の著明な上昇を認めた．Data 

represent means ± SEM (n=6). * P < 0.05 vs. PTH1-34 group 
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ビタミンKはPTH1-34による骨治癒促進効果と相関するー力学的特性ー 

 過去の報告と同様に PTH1-34 投与により骨強度は上昇し，破断強度と剛性はそれぞ

れ Ctl 群と比較して 2.4 倍, 1.7 倍と増加した 109,115．ワーファリンを併用投与すると

PTH1-34投与の効果の減弱 (破断強度は 0.5 倍, 剛性は 0.6 倍)した．一方，ビタミンK2

を併用した場合, 統計学的有意差はないものの PTH1-34 の効果は増強傾向を示した(破

断強度は 1.5 倍, 剛性は 1.3 倍)．材料特性を表す弾性率や曲げ応力も，破断強度や曲

げ応力と同様の傾向を示した(Table.3)． 

 PTH1-34投与群においては術後 2-6週での間でGlaオステオカルシンと力学的特性が

統計学的に相関することが分かった (Table 4)． 

 

 

Table.3 術後 8週における,骨切り部の力学的特性の比較 

 

 

Table.4 術後 8週における骨切り部の力学的特性とGlaオステオカルシンの相関 

上段はPeason r 下段は p値を示す． p<0.05で統計学的有意差ありとした． 
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ビタミンK充足の程度はPTH1-34による骨治癒促進効果と相関するー画像的評価ー 

 骨治癒の経時的変化を評価するために, 術後2-8週で縦断的にマイクロCTを撮像し

た． PTH1-34 投与群では過去の報告と同様に巨大な仮骨が形成された (Fig17A) 
14,106,116．一方で，骨切り部の間隙は PTH1-34投与群とビタミン K2追加投与群では術後

6 週で埋まっていたが, ワーファリン追加投与群では間隙の石灰化が遅延する傾向で

あった． 

さらに，術後 8 週の時点で固定したワイヤーを抜去し, 骨折仮骨に関する定量的評

価を行った．仮骨の骨量と骨密度はPTH1-34を投与すると有意に増加した (Fig.17 BC)．

ワーファリン併用投与群では PTH1-34 投与群間内ではこれらが低い傾向であったが, 

統計学的有意差はなかった． 
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Fig.17. PTH1-34による骨治癒促進効果に関する画像評価． A. 縦断的 2DマイクロCTイメージを時系列に

示す． 術後 8 週時点の石灰化した仮骨量(B)と仮骨骨密度(C)の比較．PTH1-34投与により大きく密な仮

骨が形成されるが，ワーファリンを併用投与すると効果は減弱する傾向があった． Data represent means 

± SEM (n=10). * P < 0.05 vs. vehicle group. 
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ビタミンK充足によるPTH1-34の骨治癒効果の影響の組織学的評価 

 力学的強度への薬剤の影響のメカニズムをより明らかにするために, 我々は投与 8

週後に組織学的検討を行った．マイクロCTと同様にPTH1-34において旺盛な仮骨形成

を認め (Fig.18A-D), 形態計測においても Vehicle 群と比較して有意な骨量の上昇を認

めた (Fig.18M)．画像上赤紫色を呈する類骨はワーファリン追加投与群で多く見られ, 

類骨量/骨量はビタミン K2追加投与群と比較して有意な上昇を認めた(Fig.18G, K and 

N)．骨表面に対する骨芽細胞数, 骨芽細胞面, 石灰化面は PTH1-34投与においてVehicle

群と比較して有意な上昇を認めたが, 群間には有意な差がなかった (Fig.18OP)．骨形

成を検討すると PTH1-34 投与により石灰化速度や骨形成速度は上昇し仮骨の石灰化の

亢進が認められた (Fig. 18I-L and Q-S) 
15．一方でビタミンK2追加投与により石灰化速

度や骨形成速度は有意には上昇しないものの, ワーファリン追加投与により PTH1-34

の効果は減弱した． 
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Fig.18. 仮骨の組織および形態計測結果．ビラヌーバ染色における矢状断の組織像．自然光(A-H)，蛍光像

(I-L)を示す．(A-D) 弱拡像．(E-H) 強拡像．自然光において，赤紫は類骨であるが，PTH1-34投与群とビ

タミンK2追加投与群では類骨の減少を認めた．(M-S) 骨形態計測結果を示す．Data represent means ± SEM 

(n=5). * P < 0.05 vs. vehicle group. **: P < 0.05 vs. PTH1-34 group. 
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考 察 

 

 本章の研究では，ワーファリン投与によるオステオカルシンのグラ化の抑制が

PTH1-34による骨治癒促進効果を減弱させること示した．骨治癒とオステオカルシンの

グラ化に関しては相反する報告がある．Einhorn らはビタミン K を含まない食餌摂取

によりビタミンK不足状態にさせたラットの骨折モデルでは骨折治癒は抑制されなか

ったと報告した 117．一方，ビタミンKの阻害剤であるワーファリンは骨折治癒を抑制

するという報告がある 118．PTH1-34投与ではGlaオステオカルシン濃度を 5倍上昇させ

ることから考えると，PTH1-34により骨治癒促進を図る場合にはビタミンK濃度による

影響が生じやすい可能性がある． 

 

 本研究では，ビタミン K2の追加投与が PTH1-34の骨治癒効果を増強させるかどうか

についても調査した．ビタミンK2の投与によりラットの長管骨の骨治癒が促進するこ

とから 107，PTH1-34にビタミン K2を併用することにより相加的あるいは相乗的な骨治

癒促進効果を期待したが，実際にはPTH1-34単独投与とほとんど違いがなかった．この

事象の考えうる原因としては食餌にビタミン K3が含有されていることがあげられる．

したがって，ビタミンK の摂取が十分である患者では，PTH1-34にビタミンK2を併用

するメリットは少ないと考えられる．しかし，高齢者ではビタミンK濃度は低下して

いることが多いため，実臨床においては骨治癒促進効果を期待してPTH1-34を投与する

場合にはビタミンK2の併用投与が有効な可能性もある 119．またビタミンK2は核内受

容体であるSXR (Steroid and Xenobiotic Receptor)を通して骨芽細胞の分化を亢進するこ

とが分かっており，グラ化以外の別の作用も関与して骨治癒を亢進させる可能性もあ

る 120,121． 

 

 興味深い発見のひとつは，ワーファリン投与によって著明にGlaオステオカルシン

濃度が低下しているラットでも仮骨の骨塩量は有意には減少しなかったことである． 

ハイドロキシアパタイトと高い親和性をもつGla オステオカルシンは石灰化に重要と

考えられているが 122,123，アパタイトの析出や沈着自体には必須ではない可能性がある．

近年の研究により，オステオカルシンはハイドロキシアパタイトの成熟に関与するこ

とがわかっている．またオステオカルシンを欠損させると骨量は増えるものの，組織

学的な骨基質のミネラル成分は変化しないという報告もある 124．フーリエ変換型赤外

分光法を用いた検討では，オステオカルシン欠損マウスのハイドロキシアパタイト結

晶は野生型と比較して小さく，未熟であることが明らかにされており，オステオカル

シンがミネラルの成熟に重要な役割を果たしている可能性が示唆されている．すなわ

ち，Gla オステオカルシンは結晶配向性や結晶度などのハイドロキシアパタイトの結
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晶化挙動を調節すること，すなわち骨質を改善させることによって骨折の力学的強度

の回復に寄与する可能性がある． 

 

 この研究の限界点の一つは，ビタミン K 濃度を測定しなかったことがあげられる．

動物はビタミン K3含有の食餌を摂取しているため，ビタミン K 濃度に個体差があっ

た可能性がある．２つ目は，オステオカルシン以外のグラ化蛋白であるマトリックス

グラ蛋白の検討を行っていないことがある．この蛋白も血管石灰化に関与することが

報告されているため骨に対してなんらかの作用をもつ可能性があり，今後の研究課題

である． 

 

 本章をまとめると，PTH1-34による骨治癒促進効果はワーファリンによるビタミンK

不全状態では減弱された．このことは低栄養やワーファリンなどの薬剤を服用してい

る患者ではPTH1-34による骨治癒促進効果が十分に得られないことを示唆している．逆

にビタミンKが不足している高齢者などでは，ビタミンK2をPTH1-34に併用すること

により，ハイドロキシアパタイトの成熟を促し，力学的強度の回復を促進させる可能

性があることを示唆している． 
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総括および結論 

 

 

・ 我々は，関節リウマチモデルを用いた解析により，関節リウマチそのもの骨脆弱

性のメカニズムを明らかにした． 

 

・ 骨代謝回転亢進による骨粗鬆症化や骨微細構造の劣化に加えて, 関節炎によって

誘発される骨質異常は皮質骨の石灰化度やコラーゲンの配向度の低下であり，そ

れがRAの骨脆弱性の原因となっていることを明らかにした. 

 

・ 実臨床においてステロイド投与を受けている RA 患者には骨脆弱性があり，その

ことは骨微細構造の劣化や骨代謝の変化による石灰化度の低下などの骨質劣化が

原因となっていることを明らかにした． 

 

・ そのメカニズムの一つに骨細胞ネットワークの破綻によるスクレロスチンの産生

低下があり, ステロイド薬慢性使用や身体活動性低下による骨形成の持続的な抑

制が骨質異常の原因となっていることが示唆された. 

 

・ Siglec-15
-/-マウスは関節炎モデルにおいて傍関節領域の骨粗鬆症化は制御するが関

節破壊そのものは制御しなかった． 

 

・ Siglec-15の機能は type II collagenにより活性化される FcRシグナルと骨基質の両

者の存在下では完全に代償されるため, 関節炎に伴う関節内の骨病変には治療タ

ーゲットとならないことが示唆された． 

 

・ 一方で, 成長期のステロイド投与モデルを用いて，Siglec-15が小児ステロイド骨粗

鬆症の治療ターゲットとなり得る事を示した． 

 

・ Siglec-15
-/-マウスではステロイドによる成長障害を増強させず, 皮質骨幅の減少と

力学的特性の劣化を抑制した． 

 

・ 副甲状腺ホルモン製剤の間欠投与にはビタミン K の充足が必要であることが明ら

かとなった. 
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本研究結果は続発性骨粗鬆症の骨脆弱性のメカニズムを主に関節リウマチにター

ゲットを絞って検証し, 新規治療の分子としてSiglec-15による関節炎と小児ステロイ

ド性骨粗鬆における役割について検証し, また副甲状腺ホルモン製剤の骨治癒効果に

必要である条件を明らかにしたものである．本研究をさらに発展させるためには，他

の続発性骨粗鬆症においても同様の手法で減少しするとともに, Siglec-15 を様々な骨

粗鬆症の新規治療のターゲットとしリガンドを明らかとし，本研究では解明しきれな

かったSiglec-15の機能を明らかとしていき臨床応用される事が望まれる． 
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