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大腿骨頭壊死症に対する骨髄間葉系細胞移植に

よる骨再生

研 究  1)
熱凝固によるラット外傷性大腿骨頭壊死モデ

ルにおける壊死範囲制御の検討。

はじめに

大腿骨頭壊死症は臨床的に診断されたときに

はすでに壊死が完成しているため、現在行われ

ている治療法は力学的に骨頭圧潰を防止するも

のであり、壊死組織に直接働きかけ圧潰を防止

する確実な方法は未だにない。そのため新たな

外科的治療法の効果を判定するために確実な実

験モデルが必要と考えられる。

大腿骨頭壊死症の動物モデルでは、ステロイ

ド投与によるものが多く報告されているが、壊

死発生の部位と大きさを制御することはできな

い。1998年 Nomanら の発表したラットの外傷

性大腿骨頭壌死モデルは、6ヶ 月齢の雌ラット

を用い、大腿骨頭を展開、円靱帯を切離するこ

とにより脱自させた後、頸部を全周性に二回、

メスで切離することにより、骨頭の骨端線中枢

部で壊死を認めるものである。

手技が比較的容易ではあるが、このモデルの

問題点としては壊死の範囲が小さく再現性が

100%ではない。また、術後数週で自然治癒す

るため実験対象として比較検討を行うのが難し

いと考えられる。そのため我々は壊死作製方法
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を一部変更することにより、壊死発生の部位と

大きさの点で安定した骨頭壊死モデルの作成を

試みた。

材料および方法

1)材  料

体重 250g-300g、 24週 齢の Sprague―

Dawleyラ ット(以下 SDラ ット)を 用いた。

2)方 法

a)Nomanら の原法では頚部基部を全周性

にメスで切離しているが、我々は簡易焼灼器を

用いて頚部基部に熱凝固を加えた。

大腿骨頭の露出 電気メスによる熱処理

その後大腿骨頭を整復 し関節包 を縫合 した。

全周性に 3Å の電流で凝固した群をA、 全周性

に 1.5Å の電流で凝固した群を B、 頚部基部下

方 1/2を 3Åで凝固した群を C、 頚部基部上方
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1/2を 3Å で凝固した群をDと した。それぞれ

6匹ずつ、1週、2週 、6週 で屠殺し大腿骨頭を

摘出した。

表 1:電流の大きさと凝固範囲

群 電流 (A) 凝固範囲

A: 全周

B: 全周

C: 3 頚部下方

D: 頚部上方

b)摘 出 した大腿骨頭を、脱灰後骨頭中心

を通る解剖学的冠状面のパラフィン切片標本を

作製 しHE染色を行い骨壊死の評価 を行った。

1)壊死面積の計測 :標本切片にて頚部基部

か ら骨頭全体の総面積に対 して、骨梁および骨

梁 間 の 細 胞 に壊 死 を認 め た 面 積 を NIH
(National lnstitute of Health)imageを 用いて

計算 し、その割合を壊死率 とし、1週、2週、6

週で評価 した。

11)修復反応 :壊死部に対する肉芽組織、繊

維組織、添加骨形成などの修復反応の有無につ

いて検討 した。

結 果

a)壊死率および部位術後 1週で、A群、B
群 ともに骨頭及び頚部の壊死骨梁面積は100%

で電圧による変化を認めなかった。

ヌ

図 2

a)A群術後 1週凝固部位より中枢で骨頭から頸部

に至る骨壊死を認める。壊死率は 1∞%。

b)骨梁内膏細胞にerptylacLrlaeを 認め、骨梁周囲

の骨髄の壌死も認める。

C群では、骨頭及び頚部ともに下方に壊死骨梁

を認め、骨頭ではα%、 頚部では 53%であった。
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図3

a)C群術後 2週骨頭上方は正常な領域を認めるが、

凝固部より中枢で骨頭から頚部下壬 /2に骨壊死

を認める。

b)正常組織は骨梁内骨細胞の核が覇瞭で、骨髄細胞

を認める。

C)骨梁内骨細胞に鮒商 lac cmaeを認め、骨梁間の

骨髄壌死を認める。

D群では上方 に壊死骨梁 を認め、骨頭では

47%、 頚部では 52%で あった。術後 2週では全

群で新生骨は認めず、壊死骨梁面積の変化は認

めなかった。6群 とD群で正常骨髄組織の壊死

骨梁間への進入を認めた。術後6週ではA・ B群

ともに全例骨頭骨折を認めたが、C・ D群では

少ない傾向があった。

表 2:壊死率

群 1週 2週 6週

A 賜ｍ
100%
(眸 6) (昨6)

B 峨ｍ
100%
(F6) (nt6)

C 48%
に 6)

(raree38～ 56%)

50%
(昨 6)

(44～ 61%)

45%

“
8崎&%)

D 57
(39～ 71%)

(昨 6)

％
５６
”６。い

49
(42～ 61%)

(昨6)

考 察

Nommら の動物モデルは、血行途絶による

骨壊死モデルとして発表され、壊死部が骨端線

x400
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中枢に限 られることか らベルテス氏病に近いモ

デル とされている。特徴 として、骨壊死を術後

2～ 5目 目に認め、術後 2週間で骨梁間への細

胞浸潤や破骨細胞の活性化など修復過程を認め

ている。また術後 3週か ら7週で多 くの骨頭が

正常に回復 している。このモデルは、破骨細胞

の活性化、骨梁間内への肉芽組織 とそれに続 く

細胞浸潤および血管形成などヒ トと似通つた回

復経過を認め、骨壊死の再生を観察するには適

しているが、壊死範囲が比較的狭 く、早期に自

然回復を認めることか ら、細胞移植など治療に

よる壊死の再生の効果を検討するには適してい

ないと考え られる。壊死の再現性 も60%程度 と

それほど高 くはない。

我々のモデルは、頸部をメスで切離 し骨頭壊

死を作製するNollullanら の方法を変更 し頸部を

凝固し壊死を作製 した。この方法で、骨壊死を

100%認め、確実に壊死を作成することが可能

であった。壊死の範囲は、頸部を全周性に凝固

すると、電流の大きさによ らず、骨頭全体で

あった。また、凝固部位を頸部の上 1/2、 ある

いは下 1/2に限定することで壊死の発生部位を

限局 した範囲に制御することができた。

大腿骨頚部を全周生もしくは部分的に凝固す

ることによ り大腿骨頭への血行を途絶させ虚血

を生じさせる我々の外傷性骨頭壊死症のモデル

は、壊死範囲を制御可能であ り、今後の細胞治

療などの、骨頭壊死再生の評価のためのモデル

として可能性がある。
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研 究 2)
ラット大腿骨頭壊死モデルにおけるヒト末

梢血由来 CD34陽性細胞移植の骨再生効果。

はじめに

血管内皮前駆細胞(Endothelial Progenitor

Cell:EPC)は 、1997年 、浅原らにより報告さ

れた末梢血、骨髄の血液幹細胞分画に存在す

る非常に強力な血管再生能をもった細胞分画で

あ りfAsahara et al Science 1997)、 循環器領

域においては移植再生医療の有力な細胞ソース

として臨床応用 も始 まっている。

我々も、2005年 7月 よ り、大腿骨頭壊死症

の患者に対 し。血管再生・骨再生を目指 した自家

骨髄単核球移植を行い、大きな問題 も生 じず良

好な結果を得てお り、学会にて報告 も行ってい

る(2006年 日本股関節学会 )。

このメカニズムとしては、血管再生による

骨再生が大きく関与 していると考えている。こ

のことを考えると、現在使用 している骨髄単核

球 heterogeneousな 細胞集団であ り、間葉系

幹細胞などの様々な幹細胞 。前駆細胞を含む利

点 もあるが、採取する患者のバ ックグラン ドを

反映するという欠点 もある。そのため強力な血

管再生能力を持ち、よ り純粋な細胞集団として

の EPCに着 日した。

本研究の 目的は、血行不全がその主原因と

して考 え られて いる大腿骨頭壊死 に対 して

EPCに よる血管再生を介 した骨再生が可能で

あることを証明し、これまでにない効果的な細

胞移植療法の開発を目指 した基礎的研究を行う

ことである。

材料および方法

1)材 料

異種間による移植実験のため免疫不全ラット

(雌 180-200g、 以下ヌー ドラッ ト)を 使用 した。

2)方 法

a)Nomanら の方法を改良し電気凝固を加

えた方法で大腿骨頭壊死モデルを作成 した。

移植細胞にはCalnbrex社よ り購入 した凍結

保存 ヒ トCD34陽性細胞を使用 した。CD34移
植群 には lx105個ずつ PBSに 調整 した CD34
陽性細胞を、壊死作成直後に大腿静脈よ り経静

脈的に移植 した。コン トロール群には PBSの
みを経静脈的に投与 した。

b)肉 眼的評価で頚部骨折の有無を、骨頭の

経時的観察が可能な in v市oマ イクロCTを 用

いて骨頭の変形・陥没を評価する目的で骨頭体
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積の計測 を行 った。組織学的評価はHE染色に

て行い、さらにマイクロフィルを用いて新生血

管 の造影 を行 い、血管 内皮 マー カーで あ る

vWF、 骨芽細胞マーカーであるオステオカルシ

ンとヒ ト特異的ミ トコンドリア抗体 を用いて組

織内における移植細胞の評価 を行つた。

結 果

a)肉 眼的評価 コン トロール群では移植後

4週で 60%に、6週で 100%に 頚部骨折を認

めた。CD34移植群では移植後 4週、6週 とも

に頚部骨折を認めた症例はなかったが、骨頭表

面の軟骨変性 を認めた。

Nor::lal        l, PBs        ( cD34・

′

Olv.l. t

alt.i!c. A=5

c)組織学的評価

術後 4週でのコン トロール群、および CD34
移植群の HE染色組織像 を評価 した。コン ト

ロール群では、骨頭が扁平化 し頸部が狭小化

し、骨梁内にはempty lacunaを 認め、骨梁間

には骨髄組織 を認めず、骨再生を示す所見は認

めなかった(図 A,B,C)。 CD34移植群では、骨

梁内にはempty lacunaを 認めたが、骨梁表面

に lining Cellを 多数認めた。一部には壊死骨梁

表面に添加骨形成を認め、また骨梁間に骨髄細胞

を認め、骨再生の所見と考えられた(図 D,E,D。

丁ab:el.Expe‖ mental Modeis and Evalut面 Headngs at week 4 after Transplantatbn

Grows   Micro― CT
(ヽLr‖ber)    analysis

Histoloeical lnrnrpfluoresent
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Neck Fracttre
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14/20
(70%)

吻
⑫

ＰＢＳ
閾

n=5CD34
(鮮 20)

b)inv市oマイクロCrに よる骨頭体積の評価

術後4週 のコントロール群は頚部骨折を来し

ており体積の測定ができなかった。移植後4週

で CD34移植群は頚部骨折を認めないものの、

骨頭の扁平化を認めるものがあった。大腿骨頭

の体積は、正常骨頭と比較してCD34移植群は

少ない傾向にあるものの有意差を認めなかっ

た。このことから、骨頭の著しい変形は来して

いないものと考えらた。
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d)血 管造影

樹脂による血管造影では、コン トロール群で

は移植後2週では骨頭の血管は造影 されなかっ

た。移植後 4週では頚部骨折を来 してお り血管

造影 による評価はできなかった。CD34移植群

では、移植後 4週で骨頭に明 らかな血管を認め

た。

e)免疫組織学的評価

抗 ヒ トミ トコン ドリア抗体 を用いて、骨頭に

おける移植細胞の存在の確認 と、血管内皮マー

カーである vWF、 および骨芽細胞のマーカー

であるオステオカルシンでの2重染色をそれぞ

れ行った。

移植後4週 において抗 ヒ トミ トコン ドリア抗

体 とvWFの 両方で染色される細胞を骨頭内血

管、また抗 ヒ トミ トコン ドリア抗体 とオステオ

カルシンの両方で染色される細胞を骨形成部に

認めた。

考 察

ヒ ト末梢血出来CD34陽性細胞はラット心筋

梗塞モデルヘの移植で強力な血管再生及び心筋

再生促進することが明 らかになってお り、ラッ

ト大腿骨癒合不全モデルヘの移植においては強

力な血管再生、骨再生を惹起することが報告さ

れている。

骨頭壊死における修復過程では、既存骨の骨

吸収がおこらず壊死骨表面に新生骨が形成され

る様式をとるため長期にわた り壌死骨が残存す

る。そのため正常な骨組織への置換に時間がか

かると考え られる。経静脈的に移植 したCD34
陽性細胞は壊死部周囲に集積 し、強力に血管再

生を惹起することによ り、新生骨の早期形成に

よる骨代謝の促進が骨再生における作用機序が

推測された。
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