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【背景I

我々は、ヒトの骨折部血腹中には多分化能を有する細胞(以下、骨折血腫細胞)が含まれるこ

とを過去に報告し、骨折血腫細胞を用いて骨折治癒過程の研究を行ってきた。 Parathyroid'hormone

(1-34) (以下、 PTH)は、骨形成促進作用を持つ骨粗繋症治療薬であり、その作用から骨折治癒促

進剤としての利用が期待されている。 Aspenbergらは、閉経後の女性の榛骨遠位端骨折患者への

阿賀の間歌的投与によって骨癒合が促進したと報告している。しかし、円買の連続投与または間

歌的投与による骨折治癒促進の作用機序は未だ不明な点が多く、骨折治癒課程と P百fの投与方法

に言及してその効果を評価した報告は少ない。骨折の治癒課程は血腫形成期(炎症期)・軟性仮骨

形成期・硬性仮骨形成期・再造形(リモデリング)期に分けられ、血腫つまり骨折血腫細胞は初

期の骨折治癒に重要な役割を持っと報告されている。今回我々は、 P百fの骨折血腫細胞に対する

効果が投与方法(連続投与と間欠投与)によって異なると仮説を立て、ヒト骨折血腫細胞の骨分

化能および軟骨分化能に対する PTHの作用をinvi加にて検討した。

I対象と方法】

対象は骨折患者7例(平均年齢29.6歳、男性4例・女性3例)で、骨折後平均5.5日で術中に

骨折部血臆を採取した。採取した血麗を細切後、シャーレ上に撒き、血腫より遊走し増殖した接

着細胞を骨折血腫細胞とし、培養を行った。

i)骨分化実験:6 weI1-plateを用いて、骨折血腫細胞の平面培養を行った。骨分化誘導培地はα品位M

にlO%FBS.as∞，rbate-2・phospha給.s-g1icerophosphateを添加したものを使用した。①円百投与を

行わず維持培地で培養を行った維持培地群(Gro叫 lmedium(G問群)、②門司投与を行わず骨分化

培地で培養を行ったCon加l群 (ControI)、③100nMのPTHを添加した骨分化培地で培養を行った

間百連続的投与群 (PTH-C)、④100nMの円買を添加した骨分化培地で培養を 6時間行った後、

P閣を添加しない骨分化培地で42-時間培養を行った円E間欠的投与 (48時間中最初の6時間の

みPTH添加)群(阿賀・p)の4群に分けて骨分化誘導を行った。 48時間ごとに培地交換し、 20日

間培養を行い、骨分化能を比較検討した。骨分化能はAlkalinephosphatase (ALめ活性、骨分化マ



ーカーである Runx2・ ALPのmRNA発現量をrea1・t凶ePCR、Aliza巾 red染色を用いて評価した。

また、培養8日固までの細胞増殖能を MTSωsayにて検討した。

ii)軟骨分化実験:骨折血腫細胞の三次元培養(ベレット培養)を行ったh軟骨分化培地は

DMEM-high glu∞seにお∞rbate-2・phosph蹴・ sodiumpyruv;融・ I百十Premix・TGF-s3・BMP・6を添

加した培地を使用した。①P百fを添加せず軟骨分化培地のみで培養を行った門官非投与群

(Con加1)，②軟骨分化培地に 100nMのP百fを添加して培養を行ったPTH連続的投与群(PTH司C)

の2群に分けて軟骨分化誘導を行った。 48時間ごとに培地交換し、 3週間培養を行い、軟骨分化

能を比較検討した。軟骨分化能は、ベレットの Safranin・0 染色、軟骨分化マーカーである

∞llagen-II • colla甚en-XのmRNA発現量をr回l-timePCRにて評価を行った。

[結果】

i)骨分化能について

細胞増殖能 (MTSassay) : 0， 2， 4， 8日目に評価を行った。増殖能についてはP刀f-P群、 PTH-C

群とも Control群との有意差は認めず、円H-P群と PTH-C群の間にも有意差はなかった。

ALP activity: 14日目において、Con加l群と P百十C群はPTH-P群に比べて有意に上昇を示したが、

Control群と PTH-C群の聞には有意差はなかった。

Real-time PCR : 14日目において、 Runx2・ ALPのmRNAの発現について、 Control群はY班長P群

に比べて有意に上昇を示した。また、 PTH・c群と P百i-P群の間に有意差は認めなかった。 PTH-C

群と Con甘01群の簡にも有意差は認められなかった。

Alizarin red S染色 :Co凶 01群と四百・C群では、四百.-P群と比較して有意に強度な染色性を示した

が、 Control群と円E・C群の聞に有意な差は認めなかった。

ii)軟骨分化能について

Safranin-O染色:PTH-C群のベレットは、 Control群のペレットと比べ明らかにサイズが小さかっ

た。また、 PTH-C群ではプロテオグりカンの染色性が乏しかった。

Real圃世mePCR: collagen-II.∞llagen-XのmRNAのPTH-C群での発現量は、 Con位。l群と比べて有

意な低下を示した。

【考察】

本研究は、ヒトの骨折部に存在する骨折血腫細胞の骨分化・軟骨分化能に対し、円E の持続投

与・間欠投与がどのような直接的作用を有するかを明らかにした初めての報告である。四百は投

与法にかかわらず、骨折血腫細胞の増殖には作用しなかった。また、骨折血腫細胞に対する円H

連続投与の効果は、骨分化に関して有意な作用を与えず、軟骨分化に関しては抑制的に作用した。

また、円百間欠投与では骨分化に関して抑制的に作用した。

Ishizuyaらは、骨芽細胞に対する PTHの間欠投与は骨分化を促進するが、 PTH連続投与ではこ

の作用は限害されると報告している。これに反して、血腫細胞を用いた本研究では、 P百f間欠投

与は骨分化を限害し、連続投与は骨分化に影響を与えなかった。一方、 P百f連続投与は軟骨分化

を抑制していた。これらの結果は、血腫細胞への連続的または間欠的なPTHの作用が、骨芽細胞

のような他の細胞とは異なった機序で作用している可能性を示唆している。細胞による阿賀の効

果の違いについては、骨芽細胞の分化段階に応じてPTHの効果が異なるといったIsogaiらによる

報告や、骨髄間葉系幹細胞の骨分化に対してはF田の間欠および連続投与が影響を与えなかった

という Yangらによる報告がある。これらは PTHの効果が細胞の分化レベルによって異なる可能

性を示唆している。

軟骨分化については、本研究結果ではF国連続投与は抑制的に作用した。 PTHの軟骨分化に関

する報告は少ないが、 HollnagelらはP百王連続投与が骨髄間葉系幹細胞の後期軟骨分化を阻害する

と報告し、Liuらは P聞の連続投与が下顎骨由来軟骨細胞の成熟化を抑制すると報告している。

これらは本研究結果を支持するものであると考えられる。

動物実験や臨床試験において、 P百fの連続または間欠投与が骨折治癒を促進するという報告は

多い。本研究結果は骨折血腫中の血腫細胞への阿賀の効果を加vi加で評価したものであり、円1I.

の骨折治癒促進作用の生体内でのメカニズムとしては、円H が骨膜由来細胞など他の骨折部周辺

の細胞に作用したり、幹細胞の骨折部への動員・誘導に関与したりしていると考えられる。本研



究結果より、 P百1が骨折部へ局所投与された場合、 P百fは骨折血腫中の細胞に直接的に positive

な影響を与えないことが示唆され、円Hが問題k的投与された場合は、 F百fは骨折血腫中の細胞に

negativeな影響を与えることが示唆された。本研究は、骨折治癒課程早期に生じる骨折血腫に限っ

て言えば、 PTH投与は positiveな効果を示さないことを示唆し、四百の骨折部に対する作用の機

序解明の一助になりうると考えられた。
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P紅atJ内iVfoidhormone (1・34)(以下、 PTH)は、骨形成促進作用を持つ骨粗緩症治療薬であり、その

作用かみ折治癒促進剤としての利用も期待されている。しかし、 m の連続投与または問歌的投

与による骨折治癒促進の作用機序は未だ不明な点が多く、骨折治癒課程と PTHの投与方法に言及

してその効果を評価した報告はあまりない。骨折治癒課程は血腫形成期(炎症期)・軟性仮骨形成

期・硬性仮骨形成期・リモデリング期に分けられ、骨折部血腫中に含まれる多分化能を有する細胞

(以下、骨折血腫細胞)は初期の骨折治癒に重要な役割を持つと報告されている。本研究では、 PTH

の骨折血腫細胞に対する効果が連続投与と間欠投与によって異なるのではいなかと仮説を立て、ヒ

ト脅折血腫細胞の骨分化能および軟骨分化能に対する PTHの作用を泊vi位。にて検討した。

【対象と方法]

対象は骨折患者 7~Jで、骨折後平均 5.s日で術中に骨折部血腫を採取した。
i)骨分化実験:①IPTH投与を行わず維持培地で培養を行った維持培地群、②打H投与を行わず骨

分化培地で培養を行った Control群、③100nMの PTHを添加した骨分化培地で培養を行った PTH

連続的投与群 (PTH-C)、④100nMのPTHを添加した骨分化培地で培養を6時間行った後、 PTHを

添加しない骨分化培地で42時間培養を行ったPTH間欠的投与群 (PTH-P)の4群に分け、 48時間

ごとに培地交換し、 20日間培養を行った。骨分化能はAlka1inephosphat蹴 (ALP)活性、 Runx2・ALP

のmRNA発現量を rea1-tim巴PCR、Alizarinred染色を用いて評価した。培養B日固までの細胞培殖

能をMfSassayにて検討した。

ii)軟骨分化実験:三次元培養(ペレツト培養)を行った。①PTHを添加せず軟骨分化培地のみで

培養を行った Con凶 l群、②軟骨分化培地に 100nM.のPTHを添加して培養を行ったPTH連続的投

与群 (PTH+)の2群に分け、 48時間ごとに培地交換し、 3週間培養を行った。 Sa合anin-O染色と、

collagen-ll • collagen-XのmRNA発現量をrea1-timePCRにて評価を行った。

【結果1

0骨分化能について
細胞増殖能(MfSassay) :増殖能については4群聞に有意差は認めなかった。

ALP activity : 14日目において、 Conl位。l群とPTH-C群はPTH-P群に比べて有意に上昇を示したが、

Con位。l群と PTH・c群の間には有意差はなかった。
Real-time PCR: 14日目において、 Runx2・ ALPのmRNAの発現について、 Con位01君事はPTH-P群に

比べて有意に上昇を示した。また、 PTH-C群とPTH-P群の間に有意差は認めなかった。

Alizarin red S染色:Con位。l群と PTH-C群では、 PTH・p群と比較して有意に強度な染色性を示した

が、 Con位。l群とPTH-C群の聞に有意な差は認めなかった。



ii)軟骨分化能について

Sa金'amn・0染色:PTH+君事のペレットは、 Con位。I群のペレットと比ベサイズが小さく、染色性も乏

しかった。

Real-time PCR : collagen-II • colIagen-XのmRNAのPTH+群での発現量は、 Control群と比べて有意

な低下を示した。

[考察および結論]

骨折血腫細胞に対する PTH連続投与の効果は、骨分化に関して有意な作用を与えず、軟骨分化

に関しては抑制的に作用した。これらの結果は、血腫細胞への連続的または間欠的な PTHの投与

が、骨芽細胞のような他の細胞とは異なった機序で作用している可能性を示唆している。

動物実験や臨床試験において、PTHの連続または間欠投与が骨折治癒を促進するという報告は多

い。しかし本研究結果より、 PTHが骨折部へ局所投与された場合、 PTHは骨折血腫中の細胞に直

接的にpositiveな影響を与えないことが示唆され、 PTHが問歌的投与された場合は、 PTHは骨折血

腫中の細胞にnegativeな影響を与えることが示唆された。

本研究は、 PTHの骨折血腫由来細胞に対する効果を連続投与・間欠投与について初めて評価した

ものであり、血麗形成が生じる骨折治癒課程早期に限って言えば、 PTH投与はpositiveな効果を示

さないことを示唆し、P百fの骨折部に対する作用の機序解明の一助と成り得るとした点で価値ある

業績であると認める。よって本研究者は、博士(医学)の学位を得る資格があるものと認める。




