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ス テ ロ イ ド性骨壊死 は
,

最終的 に骨内の 虚血 に よ っ て発生 す ると 考え られ て い るが
,

虚血 に至 る機序 は未 だ解 明され て

い な い
. 発生 機序 の 解 明の た め に は

, 再現性の 良好 な動物 モ デ ル の 確立が 必要で あ る . そ こ で本研究 で は
,
家 兎に ス テ ロ イ ド

を投 与 して骨壊 死モ デ ル を作成 し, その 投与量や 投与期 間を変 え
,

ス テ ロ イ ド性骨壊死 の 発生横序 や 発生時期 およ び 血液生化

学的検査値 と の 関連 につ い て検討 した . ま た
, 近年組織の 虚血 と密接な 関連を示す とい わ れ る ア ポ ト

ー

シス に つ い て も, 同様

の 家兎 モ デ ル を用い て検討 した . 体 重1k g あた り4 m g の 酢酸 メ チ ル プ レ ドニ ゾ ロ ン を週1 回ず つ
, 最大8 週間ま で投 与 した ス

テ ロ イ ド投与家兎 を作成 し
, 経 時的に その 病理組織像 を観察 した . 骨壊死 は

,
大腿骨近位部 , 大 腿骨遠位 部,

上 腕骨近位部の

骨幹端部か ら骨 幹部に か けて発 生 してお り
,

その 発生 率 は
, 4 週 間の ス テ ロ イ ド投与 で そ れぞ れ 70 %

,
3 0 %

,
4 0 % で あ っ た .

ま た本骨壊 死 は
,

初回 ス テ ロ イ ド投与後1 週目 よ り観察で き,
2 週日以 降は ス テ ロ イ ドを継続 的に 投与 して も そ の 発生率は 増

加 しなか っ た . そ の 病理 組織像 は
,

ス テ ロ イ ドの投 与期間 に応 じ特徴的な所 見を示す 一

方で
,

ス テ ロ イ ドの 投与期間が 延 びて

も
, 新 た な骨壊 死の 発生や 壊死 範囲の 拡大は 認 め ら れ なか っ た . 同様の 方法で

,
家 兎に ス テ ロ イ ドを1 回の み投 与 し4 週間飼

育 した た モ デ ル と
,

4 週 間投与 し, そ の 後4 週 間投与を休止 した モ デ ル と を作成 し たと こ ろ
,

そ れ ら の モ デ ル の 骨壊 死部 の 修

復 は, 同期 間ス テ ロ イ ドを継続投与 した モ デ ル に 比 べ 旺盛で あ っ たもの の
,

骨壊 死発生率 に差 はなか っ た . 血 液生化学 的な検

討 で は
,

ス テ ロ イ ドを継続 的に 投与 した場合 ,
1 回の み投与 した 場合の い ずれ に お い て も

,
著明 な高脂血 症と 凝固先進状態が

骨壊死発生時期 に
一 致 して認め られた . 以 上 の 結果か ら

,
ス テ ロ イ ド性骨壊死 は

, 慢性 的な, ある い は繰り返 し生 じる虚血 エ

ピソ ー ドに より 生 じる もの で はなく
,

ス テ ロ イ ド投与後比較的早期 の あ る限局 した 期 間に の み 生 じる急性虚血 発作 に よ り生 じ

る もの と考 えた . そ して
,

そ の 発生 機序と して は
,

ス テ ロ イ ド投与 に より生 じ た急激 な高脂血症 が
, 凝 固克進状態 を引き起こ

し
,

こ れ らを 一

因と して骨 内血 管で の 血栓形成を促 し
, 骨内虚血 を発生させ る と い う機序を考 えた .

一 方
,

同様 の 方 法で作成

した ス テ ロ イ ド性骨壊死 に お い て
,

アポ ト ー シス の関与 を検討 した と こ ろ
, 修復 の ほ と ん ど行 わ れ て い な い 骨壊 死部 周辺に は

ア ポ ト
ー

シス 細胞 の 集族が 観察さ れ た が
, 修復 の 進ん だ骨壊死 部 周辺 に は

,
ほ と ん ど ア ポ ト

ー

シ ス 細胞は 観察 さ れ なか っ た
.

ス テ ロ イ ド投与に よ り生 じた骨 内の 虚血 発作 は
, 骨 内細胞 の ネク ロ ー

シス と と もに ア ポ ト
ー シ ス をも誘発 し

,
骨 壊死成立 に少

なか らぬ 影響を与えて い る と推 察した .

Ⅸe y w o r d s s t e r oid , O S t e O n e C r O Sis
,
r ab bit

,
ap O p t O Sis

近年日 常診療 にお い て
,

ス テ ロ イ ドが そ の 多様 な 薬理学 的効

果か らさま ざま な疾患 の 治療 に用 い られ て い る . しか し
,

そ の

投与量や 投与期間 に応 じて さま ざまな副作 用 を伴 う こ と は周知

の 事実で あ る
1)

. 骨壊死症 ( o st e o n e c r o si s) は
,

種 々 の 自 己免疫

疾患や 膠原病な ど の 治療
,
臓器移植後 な ど に ス テ ロ イ ドが 用い

ら れ た際 に しば しば生 じる こ と が 知 られ て い る
2)

. こ の ス テ ロ

イ ド性骨壊死 は全身の 骨に多発性 に発生 し, 大腿骨頭 , 大 腿骨

顆 部,
上腕 骨頭が 好発 部位 で ある

3)
. こ れ ら の 部位 に広範囲 に

骨壊死 が生 じた場 合に は
, 関節表面 の 庄壊を きた し

, 関節破壊

を 急速 に 進 行 さ せ る .
い っ た ん 骨壊 死 に よ る 関 節 の 庄 潰

( C Oll a p s e) が 生 じ る と
,

そ の 強い 痔 痛の た め に患者 は 日常 活動

性 を著 しく 制限さ れ
,

人工 関節置換な どの 手術 的治療を余儀 な

く され る こ と が多い
4)

. しか しなが ら
,

現時点 にお い て は 有効

な予 防方法 が確 立 され て お らず,
ス テ ロ イ ド療 法の 普及と使用

量 の 増 大 に伴 っ て そ の 発生 頻 度は 増加傾 向 にあ る
5)

. 予防方法

の 確立 の た め にもそ の 発生 機序 や発生 時期 ,
危険因子の 解明が

早急に 望まれ て い る .

ス テ ロ イ ド性骨壊死 の 発生機序 に つ い て は
,

最終的 に骨内の

虚血に よ っ て発生す る と い う点で は意見が
一 致 して い るが

4) 醐
,

虚血 に 至る 機序 は未 だ解 明さ れ て い な い
. 同様 に,

どの くら い

の 量の ス テ ロ イ ドを投与す る と 骨壊死が 発生 す る の か
,

ス テロ

イ ド投与後 い つ ご ろ に骨壊 死 が 発生する の か な どに つ い ても明

らか にな っ て い な い . そ の 原因 と して
, 骨壊死 が 生 じても無症

候性 の 症例 が し ば しば 存在す る こ と
8)

, 症状 が 認め ら れ ると き

に は壊死発生 時よ りか な･り時間が 経過 して お り
,

既に壊死が 完

成 し て しま っ て い る た め
, 発生機序の 手 がか り と なる 早期 の 病
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ス テ ロ イ ド投与家兎 にお ける 骨壊死

理像を と らえ る こ と が 困難で ある こ と
, 再現性 の 良好 な動物 モ

デル が 存在 しな か っ た こ と などが 挙 げら れ る . 前 述の 理 由で 臨

床例 にお ける病態 の 解 明が 困難 な本疾患 に お い て は
, 動物 モ デ

ル の 確立が 研究の 発展 に重要で ある .

一 方
,

近年 に なり局所 の 血 流低 下や低 酸素血 症 によ りひ きお

こ さ れ る 虚血性心疾患 や 虚血 性脳 血管 障害 に
,

ア ポ ト ー

シス が

関与す る と い う 知見が 急速 に広 まりつ つ ある
9 )10 )

. ア ポ ト
ー

シ

ス が 虚血 と 関連がある と い う事実は きわ め て 興味深い もの で あ

り,
ス テ ロ イ ド性 骨壊 死発生 に もア ポ ト

ー

シス が 関与 して い る

可能性が 十分 に考えら れ る .

そ こ で 本研究 で は
,

1) 家兎 にス テ ロ イ ドを投与 して 実験的

骨壊死 モ デ ル を作成す る こ と
, 2) ス テ ロ イ ドの 投与 量や 投与

期間を変え
,

ス テ ロ イ ド性骨壊死の 発生機序や 発生 時期,
血 液

生化学 的検査値 と の 関連 に つ い て 検討 す る こ と
,
3) ス テ ロ イ

ド性骨壊死 にお け る アポ ト
ー

シ ス の 関与を検討す る こ と
,

以上

の 三 点を目的と した .

対象 お よび方法

実験動物 には 体重約3 .5 k g の 成熟 雌性 日 本白色家免 を用 い た .

また本研究 の プロ トコ
ー ル は

,
金沢大学 医学 部動物実験倫理委

貞会の 規約 に基づ い て 行わ れ た もの で ある .

Ⅰ .
ス テ ロ イ ド性骨壊死モ デル の確立( 実験1)

家兎に ス テ ロ イ ドを投与す る こ と に よ り, 骨壊 死が どの 部位

に どの く ら い の 頻度 で作成で きる か を知 る 目的で 以下 の 実験 を

行っ た .

体重1k g あた り4 m g の 酢酸 メ チ ル プ レ ドニ ゾ ロ ン (日本 ア ッ

プジ ヨ ン
, 東京) を週1 回右殿筋部 に筋注 し

,
4 週間投 与 した ス

テロ イ ド投与家 兎(ス テ ロ イ ド群: 4 週 群) と
,

ス テ ロ イ ドを投

与せ ず同 一

条件で 飼育 した 対照用家兎 (対照群) をそ れ ぞ れ10

羽ず つ 作成 した . 処 置の 終了後 に ネ ン ブ タ ー ル (大日 本製薬 ,

大阪) の 急速静注 に よ っ て 家免 を安楽死 させ
, た だちに 両側の

大腿骨 と 上 腕骨 を摘出 した . 摘 出の 後 に 組織切 断機 ( E x a k t
,

H a m b u r g ,
G e r m a n y) を用 い て

, 大腿 骨近位部, 大腿骨遠位部,

上 腕骨近位部 を そ れ ぞ れ の 関節面 よ り約4 c m の 位置 で 切断 し
,

大腿骨と
_
ヒ腕骨の 近位部 を冠状面で

, 大腿骨 の 遠位部 を矢状面

で
,

そ れ ぞれ 最大割面が 得 られ るよ う に割 断し た . 割断後直ち

に10 % ホ ル マ リ ン に浸潰 して約1 週 間固定 し
,

E D T A 液で 脱灰

の 後
,

H E 染色標本 を作成 し て 光学顕 微鏡で 観察 した . お の お

の の 標本 に つ き
,

骨壊死発生 の 有無 と そ の 病理組織学的所見 に

つ い て 検討 し た . 骨壊死の 発生 率 は
,

用 い た家 兎数 に対す る骨

壊死 を認め た 家兎数の 割合で 算出 し た
. 採取 した両側 の 骨の ど

ち らか
一

方 にで も骨壊死 を認 め た場合 は
, 骨壊死 あり と し た .

Ⅰ . ス テ ロ イ ド継続投与 に伴う骨壊死 部の病 理組織学的変化

と骨壊死範囲お よび 骨壊死発生率 の経 時的変化 に つ い て

の 検討(実験2)

骨壊死 は ス テ ロ イ ド投与後 い つ 頃発 生 し
,

そ の 焼死 範囲や発

生率 は
,

ス テ ロ イ ドを継続投与す る こ と により どの よ うに 変化

する の か を知 る目的で 以 下 の 実験 を行 っ た .

実験1 と 同様 に
,

体重1k g あ たり4 m g の 酢酸 メ チ ル プ レ ド ニ

ゾロ ン を右殿筋部 に1 回筋注 し
,
3 日 後

,
1 週後に屠殺 した モ デ ル

をそれ ぞれ 3 日群
,
1 週群と した . さ らに

,
週1 回筋注 し,

2 週間,

4 週間,
8 週間投与 した モ デ ル をそ れ ぞ れ2 週群,

4 週群,
8 週 群

と し
,

そ れ ぞれ1 5 羽ず つ 作 成 し た . 4 過群 の 1 5 羽の うち10 羽

は実験1 の もの を用 い た . こ れ らに 実験1 の 対照群 (10 羽) を加
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え計6 群 で検討 し た (図1A) . こ れ らを実験1 と 同様の 方法で 屠

殺後 , 大腿骨 近位部の H E 染色標 本を作成 し
,

以下 の 項目 につ

き比較検討 し た .

1 . 骨壊死発生率

骨壊 死の 発 生 率 は
,

実験1 と 同様に算定 し た . 有意差 の 検定

に は Fi s h e r の 直接確率計算法を用 い
,

危 険率5 % 未 満 (p < 0 .0 5)

の 場 合を有意差ありと した .

2 . 骨壊死発生部位

骨壊死の 発生 部位 は
, 大腿骨近位部を骨端部 (骨 東部, 大 転

子 部) , 骨幹端部 (内側 , 外側) , 転子1
r 部 (内側, 外側) , 骨 幹

部(内側, 外 側) の 8 区域 に分け評価 した .

3 . 骨壊死 巣数 お よ び両横

骨壊死巣 数は
,

1 大腿骨あた り に観察 し得た骨壊 死巣数の 平

均値を各群間で 比較し た . 得 ら れた 値は富 ± S D で 表し
,
有意

差 の 検定 に は K r u s k al - W alli s の 順位 和検定を用 い た . 危 険率

5 % 未満 b < 0 .0 5) の 場合を有意差あり と した
.

骨壊死部 の 両横 は
,

光学顕微鏡 で撮 影 した骨壊死部 の 写真を

パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ
ー タ ー (P o w e r M a ci n to s h 8 10 0/ 8 0

,
A p pl e

C o m p u t e r
,
I n c .

, C u p e rti n o
, U S A ) に取り込 み

, 画像解析用の パ

ブ 1) ッ ク ドメ イ ン ソ フ トNI11 イ メ
ー

ジ ( U .S . N a ti o n al I n stitu te s

O f H e qlth の W a y n e R a s b a n d 作) を 馴 ､
, 各骨壊死 部の 断面積を

測志 した . 方法 は
,

コ ン ピ ュ
ー

タ
ー

上 で 骨壊死 部の 外縁を トレ

ー

ス して こ の 部分の 面積を測定し
,

こ れ を5 回繰り返 し た平均

を各々 の 断面積 の 倍と した . 得 られ た値 は 富 ± S D で 表 し
,

有

意 差の 検定 に は K r u s k alJ W alli s の 順 位和検定を用 い た . 危険率

5 % 未満 (p < 0 .0 5) の 場合 を有意差 あり と した .

4 . 病理組織学的変化

そ れ ぞ れ の 群 に認 め られ た骨壊死部の 病理 組織学的な 変化 に

つ い て検討 した .

Ⅱ . ス テ ロ イ ド投与量 お よび投与期間 と骨壊死部修 復反応 に

つ い ての 検討( 実験3)

ス テ ロ イ ドの 投 与量や投与期間が 異 な ると
,

骨壊 死 部の 病理

組 織像, 特 に修復 像が どの よう に変化す るの か を知る 目 的で以

下 の 実験を 行 っ た .

実験1 と同様 に
, 体重1k g あ たり4 m g の 酢酸 メ チ ル プ レ ド ニ

ゾ ロ ン を週1 回4 週 間投与 し た後 に
,

さ ら に4 週間 ス テ ロ イ ド

を投与せ ず に飼育 した モ デ ル (4 週+ 4 週群) と
, 酢酸 メ チ ル プ

レ ド ニ ゾ ロ ン を1 回 の み投与 し, そ の 後4 週間 ス テ ロ イ ドを投

与せ ず に 飼育 し たモ デ ル (1 回投 与群) と をそ れ ぞ れ10 羽 ず つ

作成 し た . そ れ ら に実験2 で用 い た4 週群,
8 過群を加え

, 計4

群 で検 討 し た (図1 B) . こ れ らを 屠殺後 ,
大腿骨 近位 部の H E

染色標 本を実験1 と 同様 の 方法 で作 成 し
,

以 下 の 項日 を比較検

討 した .

1 . 骨壊死発 生率お よび発生部位

実験2 と 同様の 方法で
,
骨壊死 の 発 生 率お よ び 発生部位を各

群 間で比較 し た . 骨壊死 発生率 の 有意差検定 に はFis b e r の 直接

確率計算法を用い
,

危険率5 % 未満 b < 0 .05) の 場 合を有意差あ

り と した
.

2 . 病理組織学的変化

そ れ ぞれ の 群 に認め られ た 骨壊 死部の 病理組織学 的な変化 に

つ い て検討 し た .

Ⅳ . ス テ ロ イ ド投与 に伴 う血液生化学 的検 査値 の経略 的変化

と骨壊死発生 との 関連 に つ い ての検 討( 実験4)

ス テ ロ イ ドの 投 与 に伴 い
,

家兎 の 生体内に 生 じ る 血液生化
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学 的な変化 と 骨壊 死 発生 と の 関連 を知 る 目的で 以 下 の 実験 を

行 っ た .

1 . ス テ ロ イ ド継続投与に お ける血液生化学的検査値 の経時的

変化

実験2 で用 い た家兎 (3 日 群
,
1 週群 , 2 週群,

4 週群 ,
8 週群)

よ り
,

ス テ ロ イ ド投与 前お よ び 初回 ス テ ロ イ ド投与 後1 日
,

3

日
,

1 週間
,

2 週 間
,

4 週 間,
8 週間の 時 点で 耳動 脈 より採 血を

行い
,
血 液生化学的検査値の 変動を脂 質系〔総 コ レ ス テ ロ ー ル

,

ト
1
) グリ セ ラ イ ド, 遊 離脂肪酸, 高比重リ ボ 蛋白 01i gh d e n sity

lip o p r o tei n
,
H D I) コ レス テ ロ ー

ル〕 と 凝固系 (血 小板数
,

活性

化部分 ト ロ ン ポ プ ラス テ ン時 間,
ア ンチ ト ロ ン ビ ン Ⅲ

,
フ ィ ブ

リ ノ ー ゲ ン
,

D ダイ マ
ー

) に つ い て検 討 した .

ニ れ ら の 検査値 は 富 士 S D で 表 し
,

計測時別 の 平均 値の 比較

に は 二 元 配置分散分析 法を用い
,
有意差が 出た場合 の 群 間の 多

重比 較はS c b e 触 の F 検 定を用 い た . また
, 骨壊死 を認め た群

と 認 め な か っ た 群 と の 測 定値 の 有意 差 の 検 定 に は
,

M a n n
-

3 -d ay g r o u p

( n = 1 S)

1 - W e e k g r o u p

( ∩ = 1 5 )

2
-

W e e k g r o up

( n = 1 S)

4- W e e k g r o u p

( n = 1 5)

8 -

W e ek g r o u p

( n = 1 5)

4 - W e ek
g r o u

p

( n = 1 5)

8 - W e ek g r o up

( ∩ = 1 5)

4 + 4 -

W e ek g r o u p

( ∩== 1 0)

Sin gl e
-d o s e g r o u p

( n = 1 0)

4 ｣ 〟e e k
g
r o u p

( n = 1 5)

4 + 8 -

W e e k g r o up

( ∩= =1 5)

* ↓
=

0 3 d a y s

* ↓
=

0 1 w e ek

* *

: -･ 王
.

王
0 1 w e ek Z w e ek s

* * *

Wh itn e y の U 検定 を用い た . 危 険率5 % 未満 (p < 0 .0 5) の 場合を

有意差あり と した .

2 . ス テ ロ イ ド1 回投与に お ける血 液生化学的検 査値 の経時的

変化

実験3 で 用い た1 回投与群 の 家 兎よ り,
ス テ ロ イ ド投与前お

よ び 初回ス テ ロ イ ド投 与後1 I_】,
3 日 ,

1 週 間,
2 週間, 4 週間

の 時点で 耳動脈 より採 血 を行 い
, 前項 と 同様 の 項 目に つ い て検

討 した .

こ れ ら の 検査値 は 富 士 S D で 表 し
, 統計学 的処理 も前項 と同

様 に行 っ た .

1V . ス テ ロ イ ド性骨壊死 にお ける アポ ト
ー

シス の 関与に つ い て

の 検討(実験5)

ス テ ロ イ ド性 骨壊死 の 発生 段 階に お ける ア ポ ト
ー シ ス の 関与

に つ い て検討す る 目的で 以 下 の 実験を行 っ た .

実験3 と 同様 に
,

酢 酸 メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン を4 週間投与し

た モ デ ル (4 週 群) と
,

4 週 間投 与 し た 後に さ ら に8 週間 ス テ ロ

O 之 w e ek s 4 w e ek s

* * * * * * * * +

0 2 w e ek s 4 w e ek s 6 w e e k s 8 w e ek s

* * * * ↓
0 2 w e ek s 4 w e ek s

* * * * * * * * +
! ･ ≡ 仁 王 ! !･･ ! ･! ･!
0 2 w e ek s 4 w e e k s 6 w e ek s 8 w e ek s

* * * * ↓

O Z w e e ks 4 w e e k s 6 w e e k s 8 w e ek s

* ↓
0 2 w e e ks 4 w e e k s

* * * * +
0 2 w e ek s 4 w e e k s

* * * *

O Z w e ek s 4 w e ek s

+
とi･ ･ =

1 2 w e ek s

Fi g . 1 . S c h e m ati c r e p r e s e n t ati o n of t h e tr e at m e n t s . *
,
I n t r a m u s c ul a r i nje cti o n s o f m e th yl p r e d ni s ol o n e (4 m g / k g); 1

,
E u th a n a si a a n d

r e m o v al o f th e f e m o r a .

(朗 廿 e at m e n t s i n st u d y 2 . (B ) T r e a t m e n t s i n st u d y 3 . (C) 廿 e a t m e n t $ i n st u d y
'

4 ･



ス テ ロ イ ド投 与家兎に お け る骨壊死

イ ドを投 与せ ずに飼育 した モ デ ル (4 週 + 8 週群) をそ れぞ れ1 5

羽ず つ 作 成 し,
こ れ に対 照群 の 10 羽を加え, 計3 群で 比較検討

した (図1 C) . こ れ らを屠殺 後,
4 週群,

4 週 + 8 過 群の 10 羽 お

よ び対照群の 5 羽 に つ い て は
, 大腿骨近位部 の パ ラ フ ィ ン 包捜

標本を実験1 と 同様の 方法で 作成 し た . また各群残り の 5 羽 ず

つ は
, 透過型電子顕微 鏡 に よる検討 に用 い た . これ ら に つ い て

以下 の 項 目を比較検討 した .

1 . 病 理組織学 的変化

ⅢE 染色標本を作成 し
,

そ れ ぞ れ の 群 に認 め ら れ た 骨壊死 郎

の 病理組織学 的な変化 に つ い て検討 し た .

2 . T U N E L (te r m in al d e o x y n u cle o tid yl t r an sf e r a s e T m e d i ate d

d U T P -b ioti n ni c k e n d -1 ab eli n g) 法 に よ る検討

H E 染色標 本の 連続 切 片を T U N E L 法で 艶色 し, 骨壊 死 都 に

お け る ア ポ ト
ー シ ス 細 胞 の 発現 の 有 無を 評価 し た . T U N E L

法は
,

G a v ri eli ら
1 1)

の 方法 に 基づ き,
ア ポ ト

ー

シ ス に よ っ て

生 じた D N A 断端の 3
,

O H 末端部分 に 夕 .

-

ミ ナ ル ･ デ オ キ シ ヌ

ク レ オチ ジ ル ･ トラ ン ス 7 エ ラ
ー

ゼ (t e r m i n al d e o x y n u cl e o ti dy l

t r a n sf e r a s e) を用い て ビ オ ナ ン 標識d U T P を取り込 ませ
,

こ の

ビオチ ン を ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ 標識 ス ト レプ トア ピジ ン に て酵 素

化学的方法で 可 視化 した .

3 . 透過型電子顕微鏡 に よ る検討

大腿骨 を摘 出後 , 近 位部 を組織 切 断機 で 環状 面 で 半割 し ,

4 ℃ で K a r n o v s k y 液
12)

に約2 時間浸 し た
. 次 に骨髄 を注意深く

摘出 し
,

ア セ ト ン で 脱騰 し た カ ミ ソ リ で 1 ～ 2 m m 角 に切り 出

し
,

さ ら に 同
一

溶液 に4 ℃ で 2 4 時間 浸 し 固定 した . そ の 後

265

0 .1 M リ ン酸緩衝 液 (p H 7 .4) で3 回洗浄 し
,
1 % オ ス ミ ウ ム 醸 -

0 .1 M リ ン 醸緩衝液 (p H 7 .4) で 後固定を約2 時間行 っ た .
エ タ ノ

ー ル 希釈系列 で脱 水後,
エ ボ ン 樹脂に 包捜し, 超薄切片を作 成

した
. 敢後 に酢酸 ウ ラ ン とク エ ン 酸鉛で 二 重染色を施 し, 透過

型電子顕微鏡 H -6 0 0 ( 日立
, 東京) に て観察 した . なお

, 骨髄採

取部位は 大腿 骨近位 部の 骨幹端部か ら骨幹部に か けて の 内側骨

皮質 に接する 部位と し
,

マ ク ロ 標本で 骨壊死 部が 明ら か なもの

で は
, 同部を含め た骨髄組織を採取 した .

4 . T U N E L 陽性細胞数

T U N E L 法 に より濃染 し
,

か つ 形態の 保た れ て い る核を有 す

る細胞を T U N E L 陽性細胞 とみ な した . 各棟本に お ける 骨幹か

ら骨幹端部 に か けて の 骨壊死 の ない 健常 領域 か ら 無作為 に3 視

野 ( ×40 0 倍) を抽 出 し,
T U N E L 陽性細胞数 を3 群間で 比較し

た . 4 週群と4 週 + 8 週群 にお い て は
, 骨壊死の 中心 部, 辺綾部,

骨壊死 部以外 の 健常部か ら同様に3 視野を抽 出 し,
T U N E L 陽

性細胞 数を比較 し た . 得 ら れ た個 は 更 ± S D で 表 し
,

これ らの

群 間の 比較 に は 二 元配置分散分析法 を用い
, 有 意差 が 出た場今

の 群 間の 多重比較 はS c h e 鮎 の F 検定を用い た . 危険率5 % 未満

b < 0 .0 5) の 場 合を有意差ありと した .

成 績

l . ス テ ロ イ ド性 骨壊死モ デ ル の確立 (実験1)

1 . 病理組織像

1) マ ク ロ 像

組織切 断機 に て割断 され た 骨組織 の 断面 は
, 通常, 骨端部 は

Fi g . 3 . S c h e m ati c d r a w i n g s of th e l o c ati o n of o s te o n e c r o si s i n th e p r o x i m al f e m u r .

0
,
n e C r Oti c f o c u s . (刃 1 -

W e e k g r o u p , (B) 2 -

W e e k g r o u p , (C ) 4 -

W e e k g r o u p , ( D) 8 -

W e e k g r o u p .

T a bl e l
.
P re v al e n c e o f o s te o n e c r o sis

,
n u m b e r o f n e c r o tic f o c i

,
a n d s i z e of n e c r o ti c a r e a i n v a ri o u s g r o u p s ( st u dy 2 ) .

N o . o f N o . ( % ) o f c a s e s N o . o f n e c ro ti c f o ci N e c r o tic a r e a

G r o u p s a ni m al s ･ w ith o ste o n e c ro sis ( 丈±S D ) ( 冨± S D
,
rn m

2
)

C o n t ro 1

3 - d a y

l- W e e k

2
一

-

W e e k
†

4 - W e e k

8 - W e e k

0

5

5

5

5

5

1

1

1

1

1

1

0 ( 0)

0 ( 0)

7 ( 4 7)

9 ( 6 0)

11 ( 7 3)

10 ( 6 7)
∃NS

a)

0

0

5 .5 8 ± 1 .7 9

3 .8 0 ± 2 .6 4

5 .1 1 ± 5 .04

5 .1 2 ± 2 .5 3

N S
b )

N S
,
n O t St atisti c ally sig nific a n t .

a) D et e r m in e d w ith Fi s h e r

'

s e x a ct t e st .

b) D e te r m i n e d w ith K ru S k al - W allis t e s t .
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D

Fi g . 2 . M a c r o s c o pi c an d h i st o p a th 0l o gi c 丘n d i n g s o f o s te o n e c r o si s i n th e f e m u r o f s te r oid Jt r e at e d ra b b its a t 4 w e e k s ･

GA) C r o s s s e c d o n of p r o x i m al f e m u r . M a c r o s c o pi c all y ,
O St e O n e C r O Si s w a s o b s e rv e d i n th e m e ta p h y si $ a n d di a p h y si s a s y ell o w i sh -

C Ol o r e d

ar e a S ( a r r o w h e a d s) ･ (B ) C o r o n al s e cti o n o f p r o xi m al 鹿 m u r ･ O st e o n e c r o si s w a s ty pi c al1 y l o c ali z e d i n th e

r
e a o f th e m et a ph y si s an d

di a p h y si s
, p a rti c ul a rl y i n t h e p e ri p h e r y o f th e m a r r o w c a vit y ( a r r o w h e a d s) ･ ( C) T y pi c al o st e o n e c r o s I S ･ H i s t ol o gi c all y , ty pi c al

o s te o n e c r o si s s h o w e d a n a c c u m ul a ti o n of b o n e m a r r o w c ell d e b ri s a n d b o n e t r a b e c ul a e d e m o n s tr ati n g e m p ty 1 a c u n a e o r o s t e o c yt e

gh o st s . ( D ) M u lti fo c al o s te o n e c r o si s . O st e o n e c r o si s i s l o c al 吋di stri b u t e d a n d m ul tif o c ally di s p e r s e d (a r r o w h e a d s) ･

(B ,
C

,
D ) H E s tai n i n g . O ri gi n al m a g niB c a d o n

, (B) × 0 .
9

, (C ) × 2 0 0
, O)) × 2 0 . S c al e b ar S

, 仏,
B) 1 c m

, ( C) 2 0 F L m
, P ) 2 0 0 F L m ･

F i g . 4 . H i st o p a th 0l o gi c 丘n di n g s of o s te o n e c r o si s i n l -

W e e k g r o u p .

GA) an d (B) ,
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,
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,
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( 朗 20 F L m

, β) 1 0 iL m ･



ス テ ロ イ ド投与 家兎に お ける骨壊死

黄褐色, 骨幹端部お よ び骨幹部 は赤褐色 を 呈 して い た が
,
骨壊

死部は黄白色を呈 して い た (図2 刃 .

2) ミ ク ロ 像

骨壊死部 にお い て は
, 周 囲の 骨髄 に比 べ 明 らか に好酸性が 上

昇 して い た (囲2 B) . 同部 にお い て は
, 骨髄 造血細胞 は完全 に

壊死に陥 っ てお り核の 破砕物が観察 され
, 脂肪細 胞も同様 に壊

死に陥り著 しく虚脱 して い た . 骨梁 の 骨 刑包は
, 壊死 して 核が

不染性化 して い る か
,

ある い は 空虚骨小 南 (e m pt y l a c u n a e) を

示して い た (図2 C) . 壊 死骨梁周 囲 には 明ら か な添加骨 形成 は

認め ら れなか っ た が
, 修復像 と考えら れる 新生血管や 線維穿細

胞, 組織球 の 出現を壊死骨髄周辺 に認 め て い た .
この よう な病

変は 各々 の 標本 の 骨幹端 か ら骨幹 に か けて の 骨髄腫辺緑部 に好

Fi g . 5 . H i s t o p a th ol o gi c fi n di n g s o f o s t e o n e c r o si s i n 2 -

W e e k

g r O u p ･

Ⅶ1 e n e C r O 也c ar e a S h o w e d an a C C u m ul ati o n of c ell d e b ri s
,
th e

di s a p p e a r a n c e o f h e m a to p oi eti c a n d f a t c ell s w h i c h b e c a m e

C O m pl e t el y n e c r o ti c
,
l o s t th e i r a r c h it e c t u r e s

,
a n d t h u s

C Oll a p s e d . B o n e tr a b e c ul a e al s o u n d e r w e n t n e c r o si s .

H E st ai ni n g . O ri gi n al m a g ni丘c ati o n
,
× 2 0 0 . S c al e b a r

,
2 0 FL m .

Fig . 6 . H i st o p a th ol o gi c fi n di n g s of o s t e o n e c r o si s i n 4 -

W e e k

g r O u p ･

T h e b o n e m a r r o w c e ll s s h o w e d e v i d e n c e o f c y t o l y si s
,

k a r y o r r h e x i s
,

a n d k a r y ol y si s
,

W hil e n e c r o ti c f a t c ell s h a d

m a r k e d l y c o ll a p s e d . I n t h e b o r d e r a r e a
,
fib r o b l a s t s a n d

hi s ti o c y t e s w e r e f o u n d
,
b u t a p p o siti o n al b o n e f o r m a ti o n

a r o u n d th e n e c r o ti c b o n e t r Ab e c ul年e W a S n O t O b s e rv e d .

H E st ai n i n g . O ri gi n al m a g niB c ati o n
,
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,
2 0 F L m .

2 6 7

発す る傾 向が あり, 多発性 に発生 し て い た ( 図2 D) . ま た骨端

部や 関節面よ り3 c m 以上 離れ た 骨幹部 には 観察 され ず,
ヒ トの

骨壊 死 痛変で しば しば 認め ら れる 関節 面の 庄演も認め ら れ なか

っ た . 以上 の 病理所 見 は
,

血1 e t ら
13 )

に よ り提唱 さ れた 骨壊死
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Fi g .
1 6 . H i s to p a th ol o gi c al 血di n g s an d 血d i n g s of i n si tu d e t e cti o n o f 血

･

a g m e n t e d D N A i n 4 + 8 -

W e e k g r o u p ･ GA) N e c r o ti c b o n e tr a b e c ul a e

sh o w i n g e m p ty l a c u n a e w e r e s u r r o u n d e d b y th e a p p o siti o n al b o n e f o r m a ti o n a n d g r a n ul a ti o n ti s s u e ･ (B ) T U N E しp o sitiv e c ell s w e r e n ot

fo u n d i n th e n e c r o ti c a r e a s u r r o u n d e d b y th e r e p ai r e d ti s s u e .

仏) H E s tai ni n g . (B ) T U N E L st ai ni n g . O ri gi n al m a g ni 鮎 a ti o n
, 仏 ,

B ) × 2 0 0
,
S c al e b ar S

, 仏 ,
B ) 2 0 /L m ･

の ク ラ ス 分類 にお け る タ イ プ3 の 基準 (骨 梁お よ び骨髄 の 壊 死

像) を満た して い た .

山 方 で対照 群に お い て は
,

上 記の よ うな

組織学的変化をきた した 領域は 全く 観察 され な か っ た .

2 . 骨壊死発生率

骨髄 の 造血 細胞壊死 お よ び脂肪細胞壊 死 を伴い
,

あ る
一

定領

域の 骨細胞 が び まん性 に壊 死 した 上記の ような変化を骨壊死と

定義す る と
, 大腿骨近位部で 10 羽 中7 羽 (70 % ) ,

大腿骨遠位部

で10 羽 中3 羽 (30 % ) ,
上 腕骨近位部で 10 羽 中4 羽 (40 % ) に骨

壊死 を認 め た .

Ⅰ . ス テ ロ イ ド継続投与に伴 う骨壊死部の病理組織学的変化 と

骨壊死範囲お よび骨壊死発生率の 経時 的変化 に つ い て の

検 討( 実験2)

1 . 骨壊死発生 率

骨壊死 は 対照 群
,

3 日 群に は 認め ら れ な か っ た が
,

1 週 群で

15 羽中7 羽 (47 % ) ,
2 過 群で 15 羽 [ロ9 羽 (6 0 % ) ,

4 週群で1 5 羽

中11 羽 (7 3 % ) ,
8 週群で1 5 羽 中1 0 羽 (6 7 % ) に認 め た . 1 週群

から8 週群まで の 4 群間で 壊死 発生 頻度 に統 計学的 な 有意差は

なか っ た が
, 発生 頻度 は ス テ ロ イ ド投 与後1 ､ 2 週 で 増 加 し,

その 後 プ ラ ト
ー

に な る傾向が み られ た ( 表1) .

2 . 骨壊死発生部位

大半の 骨壊死 は骨 幹端部,
転子1

､

▲

部
,

骨幹 郎の 内側 に集叫 し

ており
,

その 分布状 態も骨壊 死を認め た 各群間 にお い て差異 を

認め なか っ た (図3) .

3 . 骨壊死巣数 お よ び面積

一

大腿 骨あた りの 壊死 巣数お よ び 面積 は
, 骨壊死 を認 め た 各

群間で 有意差を 認め なか っ た (表1) .

4 . 病理 組織学 的変化

コ ン ト ロ ー ル 群お よ び3 日 群に は特 に著 変を認 め なか っ た .

1 週群 で は
, 骨壊死 部 は好 酸性が 上 昇 して

, 周 囲の 正 常骨 髄

と の 境界が 明瞭で あ っ た . 骨梁 の 骨相胞 は
, 壊死 して 核が 不染

性化 して い るか
,

ある い は 空虚骨小碗 ( e m p ty l a c u n a e) を示 L

てい た
. そ の 周 囲の 骨髄造血細胞 は壊死 に 陥 っ た 細胞 と変性 し

た細胞 と が混在 した状態 で あ っ た . 備 肪 馴包は 壊死 に陥 っ て い

る もの の そ の 細胞 構築は保 たれ て い た (図4 A
,

B) . 壊死 都岡閻

に は しば しば 出血 が み られ
,

正常 骨髄 と の 境界に は軽度の 浮腫

が み ら れ た .

2 過群 で は
,
1 週群 に比 べ 骨壊 死部 の 好酸性 は 増強 し

, 壊 死

骨梁周囲の 骨髄造血細川包は ほぼ 完全に 壊死 に陥 っ て い た . また
,

1 週群 にお い て み ら れ た 変性細胞 は ほ と ん ど認め られ なくなり
,

械の 破砕物が 目立 つ よう にな っ て い た . 壊死 し た脂肪細胞 はそ

の 構築 を 失い 虚脱 L て い た . 壊死部周辺 の 充血 や 浮腫 は1 過群

よ りも強く な っ て い た (図5) .

4 週 群で は
, 骨壊死部 の 好 酸性 は さ ら に 増強 し

,
壊死 し た造

血 細胞 は完 全に細胞 溶解
,
核溶解

,
核 崩壊 な どを呈し て細胞 影

が 不 明瞭と な っ て い た . 脂肪細胞 の 変形は 2 週群 に比 べ さ ら に

著 しくな っ て い た . ま た実験1 で 述べ た よ う に, 壊死照雄泄帥こ

は 新生血 管や線 維芽細胞
,

組織球 の 山塊 をわ ずか に 認め て い た

が
,

明ら か な涜 加骨形成 は認め られ なか っ た (同6) .

8 週群 で は
,
壊 死 郎の 好酸作 は低1

､~
して 決明化す る よ うに な

F)
,

壌タヒ郎周l抑二親 維 芽細胞 や 組織 球の 出 現が 明ら か と な っ

て い た . ま た
,

･

部の 標 本に は 幼弱 な 添加 骨形成 が 認め ら れ

(図 7) ,
こ の11L;

! .

l

.

･二で は A rl e t ら
1:i)

の 骨壊 死 ク ラ ス 分類 にお け る

タ イ プ4 の 基準 (骨 梁と骨髄 の 壊死 お よ び 添加骨 の 形成) を満

た し て い た .

こ れ ら の 組織像 は各群で 特 徴的 で あi･〕
,

4 過 群や8 過群 に1 過

群 の 組織像が 認め ら れ る こ と は なか っ た . また 両側 の 大腿 骨 に

骨壊 死 が ある 場合や
,

一

つ の 標本 内に2 つ 以 仁の 骨壊死 巣が あ

る例 に お い て も
,

そ れ ら の 病理所 見が 時 間的に 大きく 異な る こ

と は な か っ た .

虻 .
ス テ ロ イ ド投与量お よび投与期間と病理組織優に つ い て の

検討( 実験3)

1 . 骨壊死発生率 お よび発生部位

骨 壊死 は
,

4 過 + 4 週 群で10 羽中6 羽 (60 % ) に
,

1 回投与 群

で 10 羽 中7 羽 (70 %) に 認め ら れ た . ま た その 発生 部位 は実 験

1
,

2 と同様であ っ た . これ ら
■

の 骨壊死 発生頻度 は
, 各群間で 有

意差 はなか っ た (表2) .
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2 . 病理組織学 的変化

4 週群 お よ び8 週群 の 病理組織像 は実験2 と同様で あ っ た .

4 過 十 4 週 群で は
, 壊死 した骨 髄 の 周 囲に 著明 な マ ク ロ フ ァ

ー ジや 異物巨細 胞 の 集 族を認め
,

周 囲か ら 修復 が進 ん で い た ,

壊死骨梁 周囲に は旺盛な添加骨形成を認め た .
こ の 修復 反応 は

8 過群 にわ ず か に 認 め ら れ た 修復反応 と は 明 らか に 異 な るもの
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で あっ た (園印 . また こ の 組織像は
, 骨壊死 を認め た6 羽 中6 羽と

もに認め ら れ
,

そ の 修復の 程度も同程度で あ っ た .

1 回投与群 にお い て も
,

仝例 に 4 週 + 4 週群 と 同様の 修復反

応が 認め ら れ て い た . 4 週群 に お い て は
, 添加 骨形成が 全く認

め られ な か っ た の に村 し
,

1 回投 与群で は
,

全例 に認 め られ て

い た
.
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Ⅳ . ス テ ロ イ ド投与 に伴う血液生化学 的検査値 の経 時的変化

と骨壊死 発生 との 関連 に つ い て の検討(実験4)

1 .
ス テ ロ イ ド継続投与 にお ける血 液生化学的検査値 の経略的

変化

脂質系 の 変化 と して は
,
繚 コ レス テ ロ ー ル

,
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P < 0 .0 5; T † P < 0 ,0 1 v e r s u s v al u e s b e f o r e st e r o id t r e at m e n t .

V al u e s a r e e x p r e s s e d a s 豆 ±S D .
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ド
, 遊離脂肪酸の 著 明な 上昇が

, 初回ス テ ロ イ ド投 与後1 週か

ら2 過 に か け て認 め ら れ
,

そ の 後 高値 を維持 した ままプ ラ ト
ー

とな っ て い た .

一

方で H D L コ レ ス テ ロ ー ル は
,

初回ス テ ロ イ ド

投 与後3 日 ～ 1 週 で 著明 に減少 して い た ( 図9 A
～

D ) .
これ を

骨壊 死 発 生例 と非 発生例 に分 けて 比較 す る と
,

骨壊死 発生例
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は 非発 生例 に比 べ 初 回ス テ ロ イ ド投与 後1 週 か ら 2 週 に か け

て 総 コ レ ス テ ロ ー ル
, トリ グリ セ ラ イ ド

, 遊離脂 肪酸 が 有 意

に上 昇 して い た . H D L コ レ ス テ ロ
ー

ル は両群 で 差 は な か っ た

( 国10 A ､ D ) .
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d o s e g r o u p . 仏) Pl at el e t . (B ) A c ti v at e d p a r ti al th r o m b o pl a s ti n

ti m e . (C ) An tith r o m bi n III . の) Fib ri n o g e n . j m
,
A c ti v a t e d

P a r ti al th r o m b o pl a s ti n ti m e; A T -ⅠⅠⅠ
,
A n tith r o m b i n I II .

*

P < 0 .0 5; † P < 0 .0 5; †† P < 0 .0 1 v e r s u s v al u e s b ef o r e st e r oi d

tr e a t m e n t . V altl e S a r e e X p r e S S e d a s 盲 ± S D .

凝固系の 変化 と して は
, 初 回ス テ ロ イ ド投与後1 週より血小

板 数の 減少 , 活性 化部分 ト ロ ン ポ プ ラ ス テ ン 時間の 短縮
,

ア ン

チ トロ ン ビ ン Ⅲ値 の 上 昇 を 認め た (図11 A ～ D ) . D ダイ マ
ー

は

ス テ ロ イ ド投 与前 は ほ と ん どが基準値 以 下 で あ っ たが
, 投与後

は1 日 目よ り上 昇 し
,
終始基準値を超え た計測値 が測定され た .

しか し凝固系 の 検査値 は骨壊死 発 生例 と 非発生 例で 差 は認め な

か っ た .

2 . ス テ ロ イ ド1 回投与に お け る血液生化学的検査値の経時的

変化

脂質系の 変化 と して は
,

ス テ ロ イ ド継続投与例 と 同様 に
, 総

コ レ ス テ ロ ー

ル
,

トリ グ リ セ ラ イ ド
, 遊離脂肪酸 の 著 明な上昇

を
,

初回 ス テ ロ イ ド投 与後1 週 か ら2 週 に か け て 認め た . その

後,
捻 コ レス テ ロ

ー

ル
,
遊 離脂肪酸は や や 漸減

,
トリ グリセ ラ

イ ド は徐 々 に■F 降 し正 常 化 した . H D L コ レ ス テ ロ
ー ル は

, 初

回 ス テ ロ イ ド投与 後3 日
～

1 週 で 著明 に 減少 し
,

その 後正 常化

し た (図12A
､

D ) . 骨壊死発 生例 と 非発生 例 を比 較 する と
, 実

験2 の 結果 と 同様 に , 初回 ス テ ロ イ ド投 与後 1 週 か ら 2 週 にか

けて 総 コ レ ス テ ロ ー ル
, トリ グリ セ ライ ド, 遊離脂肪 酸が骨壊

死 発生 例 に お い て 上 昇 して い た が
, 骨 壊死非 発生 例 の 例数が4

未満で あ っ た た め
, 有意差 の 検定 は不能で あ っ た .

凝固系 の 変 化と し て は
,

初回 ス テ ロ イ ド投 与後1 週 で
一

時的

な血小板数 の 減 少を認 め
,

そ の 後正 常化 して い た . ま た1 週か

ら2 過 にか けて
一

時的 に活性 化部分 ト ロ ン ポ プ ラ ス チ ン 時間の

短縮 と ア ン チ ト ロ ン ビ ン Ⅲ
,

フ ィ ブリ ノ ー

ゲ ン の 上 昇が み られ

た (図13A
～

D ) . D ダ イ マ
ー

は
,
投 与後 は1 El 目 より上 昇 し

,
2

週ま で 基準 値を超 えた 計測値 が 測定 され て い た が
,

4 週 目 では

ほ と ん ど の 例 に お い て再 び基準値 以 下と な っ て い た .

Ⅴ . ス テ ロ イ ド性骨壊死に お ける ア ポ ト ー シス の関与に つ い て

の検討(実験5)

1 . 病理 組織学 的変化

4 過 + 8 週群 で は
,

実験3 の 4 週 十4 週群 と同様 に
, 壊 死 した

Fi g . 1 7 . E l e c tr o n m i c r o g r a m o f o s te o n e c r o si s l e si o n i n 4 - W e e k

g r O u p ･

I n t h e s u r r o u n di n g .
a r e a o f o st e o n e c r o si s

,
W h e r e T U N E し

p o si ti v e c ell s w e r e a c c u m u l a t e d
,
t h e r e w e r e c e ll s w ith

fr a g m e n t e d a n d c o n d e n s e d c h r o m ati n . M o r p h ol o g y o f th e s e

fr a g m e n t e d c ell s a g r e e d w i th th at of a p o pt oti c■c ell .

0 ri gi n al m a g ni負c a ti o n
,
× 2 5 0 0 . S c al e b a r

,
5 FL m .
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骨髄 の 周囲 に著 明な マ ク ロ フ ァ
ー

ジ や 異物 巨柵胞 の 集族 を認

め
,

周囲か ら修 復が 進ん で い た ･ 壊 死 骨梁周囲 に は旺 盛 な漆加

骨形成 を認 め た (図16 刃 ･
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2 . T U N E L 法 に よ る検討

対照群 にお い て は
,

正 常骨髄 内にま ば ら に T U N E L 陽性細胞

が観 察さ れ た (図14A
,

B) .

4 週群 の 健常 骨髄部 に お い て は
,

対照群 と 同様 に まば ら に

T U N E L 陽性 細胞 が 観察さ れ た .

一 方 , 骨壊 死部 に お い て は
,

その 中心郡に は m E L 陽性細胞は ほと ん ど認め られ なか っ たが
,

周辺部 に はT U N E L 陽性細胞 の 集族 が認 め ら れ た (国15 A
,

B ) .

T U N E L 陽性細胞が ある部分 を強拡 大で 観察す る と
,

ヘ マ トキ

シリ ンで 強く染色 され る ク ロ マ チ ン の 凝縮 した核を持 つ 細胞が

多数存 在 し,
これ ら はT U N E L 陽性で あ っ た . さら に

,
ア ポ ト

ー シ ス 小 体と 考え られ る油滴状の 構造物 もT U N E L 法で 強く染

色 さ れ て い た . 骨壊死 部 の 骨梁 に存在 する 骨細胞は T U N E L 陰

性 で あっ た (図15 C
,

D ) .

4 週 + 8 遁 辞の 健常骨髄部 に お い て は
,

対 照群と同様にまば

ら に T U N E L 陽性細胞 が観察 され た が
,

修後部を含め た骨壊死

中心部お よ び周辺部 に T U N E L 陽性細胞 は ほ と ん ど認 め ら れな

か っ た (図16 B) .

3 . 透 過型 電子顕微鏡に よる検討

4 過群 よ り 得ら れ た 骨壊 死の 中心部で は
,

ほ ぼ す べ て の 細胞

が 著 しく膨潤化 し
,

ミ ト コ ン ドリ ア の 膨大化,
リ ボ ゾ

ー ム の 分

解, 細胞内容物の 流出な どが認 め られ
,
典型的 な壊死像を呈 し

て い た .

一

方骨壊死の 逆縁 部か ら正 常骨髄 と の 境界部 にお い て

は
, 健常細胞 に混在 して 濃縮 した ク ロ マ チ ンを有す る細胞が集

族 し て い た .
こ れ らの 細胞 は

,
核 が 濃縮か つ 分葉化 して お り,

胞体 に は し ば し ば空胞形成を認 め形態 的に ア ポ ト
ー

シ ス 細胞で

あ る と 判断 し た (固17) . 対照群 ,
4 過 + 8 週群 お よ び4 週群の

正 常骨髄部で は
, 上 記の よう な所見は 得 られ な か っ た .

4 . T U N E L 陽性細胞数

対照群お よ び4 週群 ,
4 過 + 8 週群 の 健常 部 にお け るT U N E L

陽性細胞数 に は統計 学的有意差 は認め ら れ な か っ た (図18 A) .

一

方4 週群 にお い て は
,

骨壊死 の 中心部
,

健常部 に比 べ 辺緑部

に お け る T U N E L 陽性細胞数が 有意 に多か っ た (図18 B) . 4 過 +

8 週群 に お い て は
,

骨壊 死の 中心 部, 辺 繚部, 健常 部で差 は な

か っ た (図18 C) .

考 察

ス テ ロ イ ド性大腿 骨頭壊死 は
, 外傷惟股 関節脱臼な どの 際に

栄養血 管が 損傷 され て 発生 する外傷性 大腿骨頭壊死 と病理 組織

学 的に きわめ て類似 し て い る こ と か ら
14)

,
骨頭の 虚 血が 引き起

こ さ れ て 発 生 する と 考えら れ て い る
4) 6)7)

. しか しな が ら
, そ の

発生 機序や 発生 時期 に つ い て は 未だ解 明さ れ て い な い . こ れ ま

で に ス テ ロ イ ド性大腿骨喪壊死症 の 病 国論 と し て
, 骨頭覚毒 血

管 の 粥状動脈 硬化や血 栓に よ る と い う説
糊

, 脂肪塞栓脱
1瑚｢ =川1

,

脂 肪細胞 の 増殖 や肥大
,

骨髄浮腫な ど何 らか の 原因 で骨髄内圧

の 上 昇が 生 じ
,

血 行障害が 惹起さ れ る と い う説
1 3) 1～り

,
静脈系還

流 障害説
2()卜 2 3)

,
血 管内血 液凝固の 克進 と 線溶系異常 に よ ると

い う説
2 4) 2 5)

, 血 管炎な ど血 管自体 の 障害 によ る と い う説
2 6)

,
骨

髄 内出血 に よ る と い う 説
27)な ど

, 様 々 なもの が 報告さ れ て きた

が
,

こ れ らは い ずれ も骨壊死 が 完成 され た後の 事象をもと に推

測 され た もの で あ っ た . しか し
,

それ ら の 事象 には 修復等 の さ

ま ざまな 二 次的修飾が 加わ っ てお り
,

真 の 初期変化を捉えた も

の で あ る とは 言い 難い
. 臨床的 に大腿骨頭壊死症 は

, 発見さ れ

た とき に は既 に壊死が 完成 しで い る た め
,

病初期 におけ る変化

を と らえ る こ とが 困難 な疾患 で ある . こ の こ とが
,

その 病態解
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明を遅らせ て い る 要因の 一

つ と もい える . した が っ て 大腿 骨頭

壊死 症の 発生機序 お よ び 病態の 解明 には
,

有効 な動 物モ デ ル を

用い た検討 が必要 で ある
.

Ⅰ . ス テ ロ イ ド性大腿骨頭壊死の 動物モ デ ル に つ い て

こ れ まで に さ ま ざまな動物を用い てス テ ロ イ ド性大腿骨頭壊

死 を作成 しよ うと い う試み が な され てきた が
, 有効な動物 モ デ

ル は存在 しな か っ た
Ⅰ9)2 8卜 34 )

. こ と に家 兎に 関 して は ス テ ロ イ

ドを投 与 した実験 が多数報告 さ れ て きたが
,

G ol d ら
3 4)

の 作成 し

た 1 羽 を除 い て骨頭壊死 を作成す る こ と は で きず
,

家兎で は骨

張壊 死 は 生 じ な い と 考 え ら れ て き た
1 9)3 0 卜 3 6)

. し か し近 年,

Y a m a m o t o ら
3 7)

は メ チ ル プレ ド ニ ゾ ロ ンを家 兎に大 量投 与す る

こ とで
,

骨幹端か ら骨幹部 にか けて 病理組織学的 に ヒ トの 骨壊

死 と類似 した 骨壊死 が生 じる こ と を最初 に報告 し た . 今 回の 実

験で 作成 した モ デ ル も
,

方法 は異 な るもの の 同様の 組織像 を有

す る モ デル で あり
,

や はり骨壊死 は骨幹端か ら骨幹部 に か けて

生 じて い た . こ れ まで の 家兎を用 い た報告は
,

い ずれ も主 に骨

頭 にお ける骨壊死,
また は骨頭 の 庄 潰の 有無を調 べ た もの で あ

っ た た め
, 大腿骨 の 骨幹 端か ら骨幹 部に か けての 組織学 的な 記

載 は ば と ん どな さ れ て い な い
. した が っ て

,
同様 の 薬 剤 を使 用

した こ れ ま で の 実 験 に お い て骨壊 死 が 見 つ か ら な か っ た 理由

と して
,

骨 幹端か ら骨 幹部 に は 十分 な注 意が 向け ら れ て い な

か っ た こ と
,

病変 部 に 庄潰が 生 じな い た め
,

組 織学 的 に骨 壊

死 で あ っ て も無視 され て い た こ と な どが 可 能性 と して 考 え ら

れ る .

過去 に ス テ ロ イ ド以外 の 薬剤 を用 い て作成 した家 兎の 骨 壊死

モ デ ル が 報告さ れ て い る が
3 8)3 9)

,
こ れらの モ デ ル に お い て も

,

骨壊死 は主 に骨幹端 か ら骨幹部に か けて 生 じて い た . この こと

は誘 因が何 で あれ
,

家兎の 場 合は
,

骨壊死 の 好発 部位 が 骨幹端

か ら骨 幹部 に かけて の 領域で ある こ と を示 して い る . 骨壊死 の

発生部位 の 違 い は
,

種の 相違
,

骨形 態や脈管 形態 な どの 解剖学

的な相 違, ある い は 二 本足動物と 四 本足動物 の 荷 重伝 達様式 の

相違, な どと い っ た 骨壊死の 発生要因と は 別な 要素が 関与 し て

い る 可能性 が高 い
.

本実験の モ デ ル に認め られ た骨壊死は
,

一

定 した 部位 に好発

し
, 骨梁と 骨髄の 壊 死を伴 っ たび ま ん性壊死で ある こ と

, 時 間

と とも に添加骨形成や 肉芽組織な ど に よる 修複反応が 認 め ら れ

る こ と
,

大腿骨近位部お よ び遠位郎,
上 腕骨 近位 部な ど多発性

に骨壊死 が生 じる こ と
3)

,
な どの 点で ヒ ト の ス テ ロ イ ド性骨壊

死 と共 通 し て い る .
こ れ ら の 所見 は , 如1 et ら

1 3)
に よ り提唱 さ

れ た骨壊 死 の ク ラ ス 分類 にお け る タ イ プ4 の 基準 (骨染 と骨 髄

の 壊死 お よ び添 加骨の 形成) を満 た して い る . した が っ て本 モ

デ ル は
,

ヒ トの 骨壊死 と同様か ある い はきわ め て 類似 した もの

と考 え られ
,

ス テ ロ イ ド性骨壊死 の 発生機序 の 解 明や 予 防法 ,

治療法 の 確立 に有用な動物モ デ ル で ある .

Ⅰ. ス テ ロ イ ド性骨壊死の 発生時期に つ い て

ス テ ロ イ ド性骨壊 死発生時期 を知 る こ と は
, 骨壊死 発生 の メ

カ ニ ズ ム を解 明 し
,

か つ 予防法を確 立す る上 で 非常 に 重要 で あ

る
. しか しなが ら

,
従来の 画像診 断法で は骨壊死 の 早期発見が

困難で あっ た た め
,

発生時期 に つ い て は長年の 間不 明なままで

あ っ た . 近 年 M RI の 普及 と と も に骨壊死 の 早期発 見が 可能 と

な り,
ス テ ロ イ ド性骨壊死の 発生時期の 予測が た つ よ うに な っ

て き た. K u b o ら
d O) は

, 腎移植 後に 伴う大腿骨頭壊 死症 に つ い

て
,

M RI を繚時的 に撮影 し
,

その 発生時期 に つ い て の 検討を行

っ て い る . またS hi mi z u ら
4 1)

,
S a k am O t O ら

42)
は

,
ス テ ロ イ ド投

与 後の 大腿骨 頭壊 死発 生 に関 す る前 向き研究 を M RI を用い て

行 っ て い る . そ れ ら の 研 究で は
,

ス テ ロ イ ド大量投 与後6 週 ､

1 0 週で 骨頭壊死 の 存 在を 示す バ ン ド像が み られ た と報告さ れて

い る .

一

方 で
,

M RI で の バ ン ド像は
, 壊 死 部 に対 し て の 修復像

を捉 えた もの で ある こ とが
, 実 際の 摘 出骨 頭標本か ら わか っ て

い る
43 )

. ま た S u g a n o ら
44)

に よ る 大腿 骨 頚 部骨 折 の 報告例や

N a k a m u r a ら
4 5)

の 外傷性股 関節脱 臼の 動 物実験 か らは
, 骨頭の

虚 血 が 生 じ て か ら修復 組織 が骨 壊死部 周 囲 にみ られ
, そ れが

M Ⅲ で バ ン ド像 と し て確認 で き るまで に約4 週 を要す る ことが

明ら か に さ れ て い る .
こ れ ら を 考慮する と

,
ヒ トの ス テ ロ イ ド

性 大腿 骨頭壊 死症の 発生時期 は
,

バ ン ド像が 確認さ れ る時点よ

り 少な くと も約4 週 間は さか の ぼ っ た 時期で あり,
ス テ ロ イ ド

大量投 与後2 週か ら6 過 と い う こ と に な る . ス テ ロ イ ドの 壊死

組 織 に対す る 修復抑 制作用 を考 慮す る と
4(う卜 4 9)

, さら に早い 時

期 で ある 可能性 も考え られ る . 実験2 の 結果 で は
,

ス テ ロ イ ド

投 与後3 日 で は 骨壊 死 は認 め ら れ ず,
1 週後 よ り認 め られ る よ

う に なり
,
2 週 後以降 は骨壊死発生率が プ ラ ト

ー

と な っ てい た
.

この こ とか ら
, 本 モ デ ル に お ける 骨壊死 発生時期 は 初回ス テ ロ

イ ド投 与後1 週前 後で あ る と 判断で き る .
こ の 億 は前述 した ヒ

トの ス テ ロ イ ド性大腿骨頭壊 死の 予想発生 時期 に きわ め て近似

して い る .
ス テ ロ イ ドに よ り誘発され る骨内 の 虚 血 エ ピ ソ ー

ド

は
,

投与後 1 ､ 2 過 と い う きわ め て 早い 時期 に 生 じ る もの と 考

え られ る .

劇【. ス テ ロ イ ド性 骨壊死の 再発 に つ い て

ス テ ロ イ ド性骨壊死 が
, 虚血発作を繰り返 して 完成するもの

な の か に つ い て は現 在も議 論 と な る点 で あ る . I n o u e ら
50)

は
,

特発性大腿 骨頭壊死 症の摘 出標本 にお い て しば しば 修複組織に

部分的 な壊死 巣 が 見 られ る こ とか ら
,

繰り返 し虚血 エ ピ ソ ー ド

が生 じ る こ と に よ り壊 死が 完成す る と述 べ た . そ の 壊死 再発頻

度 は83 % で あ る と 報告 さ れ て い る
. 同様 にS ait o ら

51) も
,
繰り

返 し起 こ る骨髄 内出血 に より骨頭 の 虚血 が生 じ, そ れ に伴い 壊

死部 が拡大す る と 述 べ た . こ れ ら の 報告 で は
, 大腿 骨頭壊死 を

引 き起 こ す虚 血 エ ピ ソ
ー

ドは
, 慢性 的な骨頭 の 虚血 状態の もと

で 断続 的に 生 じる も の と 解釈 さ れ て い る . しか し近年 に なり
,

骨頭壊 死 を引き起 こ す虚血 エ ピソ
ー

ドは ほ と ん どの 場 合1 回の

み で ある と い う報告 が な さ れ る よ う に な っ て きた . Y a m a m o to

ら
5 2)

は
,
6 0 6 例 の 特 発性大腿骨 頸壊死 症 の 摘 出標 本を病理 組織

学 的に 検討 し
,

壊死 の 再発 が認 め られ た の は2 例 (0 .3 % ) の み

で あ っ た と報 告 し て い る . ま た M R I に よ る 前 向 き研 究で は
,

生 じ た壊 死範 囲 は縮 小す る こ と はあ っ て も 拡大 した もの は な

く , また壊 死 の 再発が 認 め ら れ た 症例 は なか っ た と報告 され て

い る
41) 4 2)53 )

. こ れ ら の 報 告で は
,

ス テ ロ イ ド性大 腿骨頭壊死が

あた か も心 筋梗塞や 脳梗塞 の ご とく ,
きわ め て 急性 に生 じ る疾

患で ある と 解釈 され てお り
, その 虚血 発作 は ス テ ロ イ ドの 継続

投与 の 有無 にか か わ らず 1 回の 発作で ある こ と を示唆 して い

る . 実験2 の 結果 で は
,

ス テ ロ イ ドを継続 的 に投 与 して も2 週

以降骨壊死発生率 は増加 せず プ ラ ト
ー

と な っ て い た . また
, 新

た な骨壊死が 発生 した形跡 や 骨壊 死範囲が 拡大 した形跡 も認め

ら れ な か っ た . 同様 に
,

実験2 の 4 過群 の 骨壊死 発生率 は
,

実

験3 の 1 回投 与群 の 骨壊死発 生 率 と ほ ぼ等 しく ,
ス テ ロ イ ドの

継続投与は 骨壊死 の 発生率を増加 させ て は い な か っ た . したが

っ て
, 本モ デ ル の 骨壊死 を 引き起 こ し た虚血 エ ピ ソ

ー

ドは
,
初

回 ス テ ロ イ ド投与 後1 週前後 で 1 回の み 生 じた もの と考え られ

る .

■

こ れ ら の 結果 は
,

近年 の M RI に よ る研 究か ら 得 られ た緯



ス テ ロ イ ド投与家 兎にお ける骨壊死

果と 全く
一 致す るも の で あ る .

今回の 実験 に よ り
,

ス テ ロ イ ド性骨壊死 の 発生 時期 が 初回ス

テ ロ イ ド投与後1 週前 後で あり,
か つ ス テ ロ イ ドに よ り誘発 さ

れ る骨内の 虚血 発作が 非再発性で あ る こ とを組織学 的に 初め て

証明する こ と が で きた . こ の 知見 は今後 ス テ ロ イ ド性骨壊 死症

の 予防法を確 立 するう えで極 め て重要 で ある .

Ⅳ .
ス テ ロ イ ド性 骨壊死 の修復 に つ い て

こ れ まで
,

ス テ ロ イ ドの 投 与量 や 投 与期 間と 大腿 骨頭壊 死

発生率と の 関係 に つ い て は さま ざま な 臨床研 究が 行 われ て き

たが
5)7) 54)5 5)

,
そ の 組織像 と の 関係 に つ い て検 討され た研 究 はほ

と ん ど な さ れ て い ない
. そ こ で実験3 で は

,
ス テ ロ イ ドの 投与

期間と 投与量を変えた モ デ ル を作 成 し, そ の 組織像を比較 した .

その 結果
,

ス テ ロ イ ドが継続投与 さ れ た 場合は
, 著 しくそ の 修

復反応が 抑 制 さ れ て い た . -
一

方で
,

メ チ ル プ レ ドニ ゾ ロ ン を

1 回の み 投与 した モ デ ル に お い て は
, 屠 殺 した4 週 の 時点で 旺

盛な添加骨形成が 認め られ て い た . 杢モ デ ル の 5 倍量 の メ チ ル

プ レドニ ゾ ロ ン を投与 した 家兎にお い て は
,

ス テ ロ イ ド投与後8

週か ら10 過 で 涜加骨 形成が 認め ら れ た と の 報告も あり
3 7)

,
こ

れら の こ と か ら も
,
骨壊死 部の 修復 機構の 発現時期 は ス テ ロ イ

ドの 投与量 に依 存 して い る こ とが わ か る
. 実際の 臨床例 に お い

ても
,

ス テ ロ イ ド性 大腿骨 東壊 死は 非ス テ ロ イ ド性 に比 べ
, 組

織像上 の 修復 能が 低い こ と が 指摘 され て い る
56)

. こ れ は
,

ス テ

ロ イ ドに よ る ア ラキ ドン 酸代謝産物産生 の 抑 制作用
4 6)

,
サ イ ト

カイ ン 産生の 抑 制作用
4 7)

, 炎症細 胞の 炎症栄 へ の 施 入 に重 要な

役割を果た す接 着分子 の 発現抑制作用
㈹

,
コ ラ

ー

ゲ ン
,

コ ラ ゲ

ナ
ー

ゼ 合成を抑制す る こ と に よ る血 管新生 抑制作用
49)

な ど の 効

果によ り
, 骨壊死 部の 修復が 著 しく抑制 さ れ る こ と に よ る もの

と考え られ る .
こ の 事実は

,
M RI で の バ ン ド像 の 出現 時期 に重

要な影響 を与え るもの と思わ れ る
. す な わ ち, 骨壊死 が発 生 し

て か ら M RI で バ ン ド像が 出現す る ま で の 期間が
,

ス テ ロ イ ド

の 投与量や 投与法 に より変化 し てく る 可 能性 が ある . また 大腿

骨頭壊死 症 の 場合 は
, 修復 の 進行 に伴 っ て 骨壊 死 範囲が 縮小す

る もの が 認め ら れ るが
4 1)53) 57 )

,
こ れ に 関 して も ス テ ロ イ ドの 投

与量や投与法が 大 きく 関与す る と考 え られ
,

ひい て は そ の 後の

骨髄 内浮腫 の 出現 や骨頭庄壊 へ の 進行 な どの 自然経過 にも影響

を与え るもの と考え る .

Ⅴ . ス テ ロ イ ド性骨壊死 の発生と血 液生化学的検査値との関連

につ い て

ス テ ロ イ ド継続投 与モ デ ル に お い て は
, 骨壊死 発生 時期 と考

え られ る 初回 ス テ ロ イ ド投与 複1 週前後 に お い て 急激 な血中脂

質値の 上 昇が 認め られ , そ れ に伴 い 凝固克進状態が み られ て い

た . 1 回投与群 に お い て も同様 で
,

血 中脂 質値 が ス テ ロ イ ド投

与後1 週前後で
-

峰性 に ピ ー ク を形成 し
,

そ れ に 同調 し て 血′ト

枚数が
一

過性 に 減少 して い た . こ れ ら の 事実 は
, 骨壊死 発 生 と

こ れ ら の 検査 値の 変 動が 密接 な 関係 を持 つ こ と を意味 し て い

る
. 脂質代謝異常や 凝固線溶異常と ス テ ロ イ ド性 大腿骨頭壊死

症との 関連 に つ い て は
,

以 前 より指摘さ れ て おり
,
重 要なリ ス

ク フ ァ ク タ
ー の 一

つ と 考え られ て い る
16 卜 1 9)24 )25〕

. しか し , 骨壊

死発生 と こ れ ら の 検査値 の 変動が 時 間的に 同調 して い る こ と を

示 した報告 はな い
. それ を確認 で きた の は今回の 実験 が 初め て

であ る .

血中脂 質値 に 関 して は
, 総 コ レ ス テ ロ

ー

ル
,

トリ グリ セ ラ

イ ド
,

遊 離脂肪 酸 が
,

ス テ ロ イ ド投 与後 1 週前 後で 投 与前借

の 約3 ～ 1 0 倍 に達 して お り, 同時期に お い て
,

こ れ らの 値 に骨

275

壊 死 発生例 と非 発生 例で 有意差が 認 め られ た . こ の 事塞 か ら
,

急激 な 血中脂質値の 上 昇が
, 骨壊死 発生の トリ ガ

ー

と な っ た 可

能性 が 十分考えら れ る .
こ の 可能性 を示唆す る 臨床 的草 葉が い

く つ か報 告 され て い る .
ヒ トに大量 の ス テ ロ イ ドを連日授与 し

た 場合
,

中性脂肪 ほ投与開始後約2 週で
,

総コ レ ス テ ロ ー ル は4

過 か ら8 過で 急激 に血 中漉度 が上 昇 して 殿高値を とり ,
以後 漸

減 また は プ ラト ー とな る とい わ れ て い る
5 8)

. こ の 血 中脂 質値 の

経 時的 な変動は
, 今回の 家兎で 認め ら れ た もの と きわ め て類似

して お り, 興味深い こと に
,

血 中渡度が 急上昇 して 最高値と な

る 時期 は
, 前 述 し た M RI で の 研 究で 予 想 さ れ た ス テ ロ イ ド性

大腿骨頭壊死 発生時期 に
一 致 し て い る . またJ o n e s ら

59)
は

,
ス

テ ロ イ ド投 与 に伴 い 急激な 高脂血症 が 生 じ
,

そ れ に同調 して

種 々 の 塞栓症状が 生 じ
,

剖検で 著 しい 脂肪塞栓 に よ る梗塞巣が

全身の 諸臓器 に観察され た症例 を報告 して い るが
,

そ の 報告で

の 血中脂質倍 の 変動も, 今回の 結果 と極めて 類似 し てい る .

一 方
,

凝固系の 変 化と して は
,

ス テ ロ イ ド投与後1 ､ 2 週で

血 小板数の 有意 な減少を認め
, 活性化部分 ト ロ ン ポ プ ラ ス ナ ン

時 間の 低下,
ア ン チ ト ロ ン ビ ン Ⅲ

,
D ダイ マ

ー

の 上昇をき た し

て い た . す な わち凝 固先進状態が 形成 され た と とも に
,

家 兎の

体内 に血栓形成が 生 じた可 能性が 考えられ る .
ス テ ロ イ ド自体

に凝固能を克進 させ る作周 があり
6 0)

, 加え て高脂血症 が生 じ る

こ と に よ っ て も凝 固能は克進す る た め
6 1)

, 著明 な高脂血 症が 認

め ら れ た ス テ ロ イ ド投与後1 週時 にお い て
,

家兎の 凝固能 は著

しく冗進 して い た もの と思わ れ る
.

叫 方で
, 家 兎に ス テ ロ イ ド

を投与す る と
,
大腿 骨 内の 類洞が 著 しく拡張 し

,
血 流 が停滞 し

て 鬱血 状態 と なり
,

血 栓形成が 生 じや す い 環境 が形 成さ れ る こ

と が堀井 ら
62 ) の 実験 で明 らか に され て い る . した が っ て

, 本モ

デ ル に お い て は 大腿骨内に血栓 が容易 に形 成さ れ る状 況で あ っ

た もの と推察 で きる .

以 上 か ら 本実験 にお ける骨壊死発生 の 機 序 を推察 する と
,

ス

テ ロ イ ドの 大量投 与 によ り
,

凝固龍が 克進 した 家兎の 体内に著

し い 高脂血 症が 急激 に生 じ
,

そ れ に よ る さ ら なる凝 固克進状態

が 誘発 され
,

ス テ ロ イ ドに より 血 流が 停滞 して 鬱血 状態と な っ

た 人腿骨内血 管 に血 栓形成を生 じ, そ の 支配領域の 虚血 を引き

起 こ し たもの と考え た . した が っ て
,

ス テ ロ イ ド投 与･ に 伴う高

脂血 症 と凝固 先進状態 を何 らか の 手段 で抑 制 して や る こ と に よ

り , そ の 予防が 吋能で ある と考え た .

Ⅵ . ス テ ロ イ ド性 骨壊死 と アポ ト
ー

シ ス との 関連に つ い て

近年, 脳 や 腎臓 の 虚 血性細胞 死
,

急性心 筋梗塞 に 代 表さ れ

る 虚血 性心 疾患 に 対す る ア ポ ト
ー

シ ス の 関与が 相 次い で 鞘･告

さ れ
鋸 ())

, 局所 の 虚血 や 低酸素血 症
,

再潅流障害 と ア ポ ト
ー シ

ス と の 関連 が注目 さ れ て い る .
こ れ らの こ と か ら , 虚血 によ り

発生 す る と さ れ る ス テ ロ イ ド性骨壊死 に ア ポ ト
ー シ ス が お こ っ

て い る こ と が予想 さ れ る . 実際
,

今回 の 結果 にお い て
, 骨壊死

部 周辺 に
一 致 し て T U N E L 陽性 細胞の 集族 が 認め られ た . しか

も, 修復が 進 ん だ骨壊 死部 に は ほ と ん ど T U N E L 陽性細胞が 認

め ら れ なか っ た こ と か ら
,

ス テ ロ イ ド性骨壊死 発生 の 初期段階

に ア ポ ト
山

シ ス が 関与 し て い る こ と が 示唆 さ れ た . W ei n st ei n

ら
63)

は
,

ス テ ロ イ ドを投与 し た マ ウ ス や ス テ ロ イ ド性骨 粗糧症

の 患者に お い て
, 骨芽細胞 と骨細胞 の ア ポ ト

ー

シ ス が有 意に増

加する こ と を報告 し
,

ス テ ロ イ ド性 の 骨壊死 に もア ポ ト
ー シ ス

が 関与 して い る可 能性を示唆 して い る . しか し
,
彼 ら は ス テ ロ

イ ド投与量が 増える に つ れ ア ポ ト
ー

シ ス 細 胞も増 えて い る こ と

を示 して はい るもの の
,

実際の 骨壊死 部に お ける ア ポ ト
ー シス
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細胞 は示 し て は い ない
. 今回の 実験が 実際の 骨壊 死 部に ア ポ ト

ー

シ ス細胞 の 存在 を示 した 初め て の 報告で ある . アポ ト
ー

シ ス

の 誘 発機序 に つ い て
,

前述の 報告で は
,

ス テ ロ イ ドの 直接 的な

作 用に よ る と 考察 さ れ て い る
6 3)

. しか し
,

本実験 の 4 週群 に お

い て み ら れ た T U N E L 陽性細胞 は
, そ の 局在が 骨壊 死 部周辺 に

鵬

致 し て集渡 して い る こ と
, お よ び そ の 細胞の 種類 に選択性 が

な い こ と な どか ら
,

ス テ ロ イ ドの 直接的な作用 に よ り生 じて い

る とは考えにく い
. む し ろ脳や 心臓で の 虚血 性細胞死 に 見 られ

る ア ポ ト ー シ ス とネ ク ロ ー

シ ス の 混在 し た状態 に類似 して い る

た め
64 )6 5)

】
ス テ ロ イ ド性 骨壊死 に おい て も局所 の 虚血 や 低 酸

素血 症 な ど に よ り ア ポ ト
ー

シ ス が 生 じ て い る可 能性 が 強 い と

考えた .

今回の 実験 で
,

ス テ ロ イ ド性骨壊死 部 にお ける ア ポ ト
ー

シス

細胞を示す こと に成功 した .
ス テ ロ イ ド性骨壊死 で の 柄初期 に

お い て の 細胞 死 に は ア ポ ト
ー シ ス が 関与 し, 骨壊死成 立 に少 な

か らぬ 影響を与えて い る と推察で きる . こ れ は
,

ア ポ ト ー シス

を抑 制 し
, 骨壊死範囲を縮小 させ る と い う新 た な治療 法の 可能

性 を示唆する 重要な所見で ある と 考えた .

結 論

ス テ ロ イ ド性大腿骨頭壊死症 の 発生機序を 明ら か に す る目的

で
,

家兎を用 い た ス テ ロ イ ド性骨壊死 モ デ ル を作成 し
,

骨壊死

部の 病理組織 学的 な変化 お よ び ス テ ロ イ ド投与 に伴 う血液生化

学的な変化に つ い て 検討を加え, 以下の 結論 を得 た
.

1 . 家兎 に酢酸 メ チ ル プ レ ドニ ゾ ロ ン を投 与す る こ と に より,

大腿骨近位部, 大腿骨遠位 部,
上腕 骨近位部の 骨幹端か ら骨幹

にか け骨壊死 を作成 で きた . 本モ デ ル は ス テ ロ イ ド性 骨壊死 モ

デ ル と して 有用で あ る と考え た .

2 . 本 モ デ ル の ス テ ロ イ ド性骨 壊死 は
,

ス テ ロ イ ド投 与後

1 週前後 に起 こ る非 再発性 の 急性 虚血 発作 に より生 じる も の と

考えた .

3 . 著明な高月旨血 症と凝固克進状 態が 骨壊 死 発生時期 に
一 致

し て認め られ
,

こ れ らは 骨壊死 発生の トリ ガ ー に強く関与 して

い ると 考えた .

4 . ス テ ロ イ ドは
, 骨 壊死 部の 修復 に抑制的 に働く もの と 考

えら れ
, そ の 投与量 や投 与期間は 骨壊死 の 自然経 過 に大 きく影

響す るもの と考え た .

5 . ス テ ロ イ ド性 骨壊 死 にお け る壊死発生 後早期 の 細胞死 に

は ア ポ ト
ー

シ ス が 関与 し
, 骨壊死 成立 に少 なか らぬ 影響 を与 え

て い る と推察で き た .
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o s te o n e c r o si s o f th e f e m o r al h e a d a v a s c ul a r? B o n e b l o o d n o w

m e a s u r e m e n ts o n f e m o r al p ar t S afte r l o n g
-t e r m tr e at m e n t W ith

C O r ti c o st e r oi d s . I n J A rl e t
,
R P F i c at

,
D S H u n g e rf o r d (e d s) ,

B o n e

Cir c u l ati o n
,
1 st e d

, p 4 4
-4 7

,
W illi a m s a n d W il ki n s

,
B alti m o r e

,
1 9 84

3 0) J o n e s L C
,
H u n g e rf o r d D S . M o d el s o f i s c h e m i c n e c r o si s o f

b o n e . I n J A rl e t
,
R P F i c a t

,
D S H u n g e rf o r d ( e d s) ,

B o n e

Cir c u l ati o n
,
1 st e d

, p3 0
-3 4 , W illi a m s a n d W il ki n s ,

B alti m o r e
,
1 9 84

31) 木下 斎. ス テ ロ イ ド性 大腿 骨頭 壊死 に関 する 実験 的研

究. 久留米医学会雑誌 50 : 1 1 1 7 -1 1 3 5
,
1 9 8 7

32) F i s h e r D E
,
B i c k el W H

,
H oll e y K E

,
E 11 e f s o n R D .

C o rti c o s t e r oid -i n d u c e d a s e pti e n e c r o si s II : E x p e ri m e n tal s tu d y .

C li n O I也 o p 84 : 2 0 0 -2 0 6
,
1 9 7 2

33) W a r n e r JJ P
,
P hilip J H

,
B r o d sk y G L

,
T h o r n h ill T S . S t u d i e s

Of n o n tr a u m ati c o st e o n e c r o si s . Cli n O rth o p 2 2 5 : 1 2 8- 1 4 0
,
19 8 7

34) G o l d E W
,

F o x O D
,

W e i s sf el d S
,

C u r ti s s P H .

C o r ti c o s t e r oi d -i n d u c e d a v a s c u l a r n e c r
･

O Si s : A n e x p e ri m e n t al

Stu d y i n r ab b it s . Cli n O rth o p 1 3 5 : 2 7 2 -2 8 0 ,
1 9 7 8

3 5) J aff e W L , E p st ei n M
, H e y m a n N

,
M a n ki n H J . T h e efE e c t o f

C O rti s o n e o n f e m o r al a n d h u m e r al h e a d s i n r ab bit s . C li n O rth o p

8 2 : 2 2 ト22 8
,
1 9 7 2

3 6) K a w ai K
,
T a m a ki A

,
H i r o h a t a K . S t e r oi d -i n d u c e d

a c c u m u l a ti o n o flipid i n th e o st e o c yt e s o f t h e r ab b it f e m o r al h e a d .

J B o n e J oi n t S u r g Am 6 7 : 7 5 5 -7 6 3
,
1 9 8 5

3 7) Y a m a m o t o T
,
I ri s a T

,
S u gi o k a 釆S u ei s h i K . E fft c ts o f p u l s e

2 7 7

m e th yl p r e d n i s o l o n e o n b o n e a n d m a r r o w ti s s u e s . A r th riti s

R h e u m 4 0 : 2 0 5 5 -2 0 6 4
,
1 9 9 7

3 8) Y a m a m o to T
,
H i r a n o K

,
T s u ts ui H

,
S u gi o k a Y

,
S u ei s hi K .

C o r ti c o s t e r o id e n h a n c e s th e e x p e ri m e n t al i n d u c ti o n o f

O St e O n e C r O Si s i n r ab bit $ W ith S h w a rt z m a n r e a cti o n . Cli n O r th o p

3 1 6 : 2 3 5 - 24 3
,
1 99 5

3 9) M a t s ui M
,
S aito S , O h z o n o K

, S u g a n o N ,
S ai t o M ,

T a k a o k a

K
,
O n o K . E x p e ri m e n t al st e r oid -i n d u c e d o st e o n e c r o si s i n a d ul t

r a b b it s w ith h y p e r s e n siti vit y v a s c uliti s . Cli n O rth o p 2 7 7 : 61 -7 2
,

1 9 9 1

4 0) K u b o T
,
Y a m a z o e S

,
S u g a n o N

,
F uji o k a M

,
N a r u s e S

,

Y o s h i m u r a N
,
O k a T

,
H i r a s a w a Y . I niti al M R I 丘n di n g s of n o n

q

tr a u m a ti c o s t e o n e c r o si s of th e f e m o r al h e a d i n r e n al all og r a丑

r e ci pi e n t s . M a g n R e s o n I m a gi n g 9 : 1 0 1 7 - 1 0 2 3
,
1 9 97

4 1) S hi m i z u K
,
M o riy a H

,
A kit a T

,
S a k a m o t o M

,
S u g u r o T .

P r e d i c ti o n o f c oll a p s e wi th m a g n e ti c r e s o n a n c e i m a gi n g o f

a v a s c ul a r n e c r o si s of th e f e m o r al h e a d . J B o n e J oi n t S u r g Am

7 6 : 2 1 5 -2 2 3
,
1 9 9 4

4 2) S a k a m o t o M
,
S h i m i z u K

,
Ii d a S

,
A kit a T

,
M o riy a H

,
N a w a t a

Y . O st e o n e c r o si s o f th e f e m o r al h e a d : A p r o s p e cti v e s tu d y wi th

M RI . J B o n e J oi n t S u r g B r 7 9 : 2 1 3 -2 1 9
,
1 9 9 7

4 3) 久保俊
一

,
山本卓 明

,
屠石克夫 . 特 発性大腿骨 頭壊 死 症

の M R 画像 と組織像. 整形外科 48 : 7 6 1て68
,
1 9 9 7

4 4) S u g a n o N , M a s u h a r a K
,
N a k a m u r a N

,
O c hi T

,
H i r o o k a A

,

H a y a m i Y . M RI o f e a rl y o st e o n e c r o si s of th e f 6 m o r al h e ad aft e r

t r a n s c e rv i c al 血
･

a C tu r e . J B o n e J oi n t S u r g B r 7 8 : 2 5 3 - 2 5 7
,
1 9 96

4 5) N ak am u r a T
,
M a ts u m o to T

,
N i sh i n o M

,
T o m it a K

,
K a d o y a

M . E a rl y m a g n e ti c r e s o n a n c e i m a gi n g a n d hi s t ol o gi c 五n d i n g s i n

a m o d el of f e m o r al h e a d n e c r o si s . Cli n O rth o p 3 3 4 : 6 8 - 7 2
,
1 9 9 7

4 6) N u si n g R
,
U ll ri c h V . R e g ul a ti o n o f c y cl o o x y g e n a s e a n d

th r o m b o x a n e s y n th a s e i n h u m a n m o n o c yt e s . E u r J B i o ch e m

2 0 6 : 1 3 1 - 13 6
,
1 9 9 2

4 7) 村上 靡弘 , 大澤イ榊召 .
ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン と サ イ ト カ イ

ン
. 最新医学 4 6: 2 1 9 6 -2 2 0 3

,
1 99 1

4 8) v a n d e S t oI p e A
,
C al d e n h o v e n E

,
R a aij m a k e r s J A

,
V a n d e r

S a a g P T
,
K o e n d e r m a n L . Gl u c o c o rti c o id - m e di a te d r e p r e s si o n of

i n t e r c ell ul a r ad h e si o n m ol e c ul e
-1 e x p r e s si o n i n h u m a n m o n o c yti c

a n d b r o n c hi al e pith eli al c ell li n e s . A m J R e s pi r C ell M oI B i o1 8 :

3 4 0 -3 4 7
,
1 9 9 3

4 9) 原日
_惰

こ

生 . 血 管新 生 に お よ ぼ す グ ル コ コ ル ナ コ イ ドの 影

響 . = 整会誌 66 : 7 63 -7 7 0
,
1 9 9 2

5 0) I n o u e A
,
O n o K . A h i s t ol o gi c al s t u d y o f id i o p a th i c

a v a s c ul a r n e cr
･

o si s of th e h e a d of th e f e m u r . J B o n e J oi n t S u r g B r

6 1 : 1 3 8 -1 4 3 , 1 9 7 9 .

5 1) S a it o S
,
O h z o n o K

,
O n o K . E a rl y a r t e ri o p a th y a n d

p o st ul a te d p a th o g e n e si s o f o s te o n e c r o si s o f th e f e m o r al h e a d .

C li n O rth o p 2 7 7 : 9 8 -11 0
,
1 9 9 2 .

5 2) Y a m a rn O tO T
,
D iC a rl o E F

,
B ull o u gh P G . T h e p l

･

e V al e n c e

a n d cli n i c o p a th ol o gi c al a p p e ar a n C e O f e x t e n si o n of o st e o n e c r o si s

i n th e f e m o r al h e ad . J B o n e J oi n t S u r g B r 8 1 : 3 2 8 ～3 3 2
,
1 9 9 9 .

5 3) 飯 田 哲,
秋 田 徹,

原 田 義忠
,

清 水 排 ,
坂本雅 昭

,

弛之上 純男, 萩原雅司
,
小泉 渉

,
中馬 敦

,
守屋秀繁.

ス テ ロ

イ ド性骨壊死の p r o s p e cti v e s tu d y . H i p J oi n t 2 1 : 52 5 - 53 0
,
1 9 9 5

54) 廣田 良夫
,

竹下節 子. 特発性大腿骨頭壊死症 の 分析疫学.
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2 7 8

別冊整形外科 3 5 : & 1 5
,
1 9 9 9

5 5) K u b o T
,
F uji o k a M

,
Y a m a z o e S

,
Y o s hi m u r a N

,
O k a T

,

H a s e g a w a Y
,
H i r a s a w a Y . R el a ti o n s hi p b e t w e e n s te r oid d o s a g e

a n d o st e o n e c r o si s of th e fb m o r al h e ad aft e r r e n al tr a n s pl a n t a ti o n

a s m e a s u r e d b y M a g n e ti c R e s o n a n c e I m a gi n g . T r a n s pl a n t P r o c

3 0 : 3 0 3 9 -3 0 4 0
,
19 9 8

5 6) 安部告別 , 高橋 新, 船 山亮
一

, 若松英 吾. 柄理 組織像

か ら み た特発 性大腿骨頭 壊死症の 病態 . 別冊整形外科 3 5 : 1 8 -

2 4
,
1 9 9 9

5 7) 森 俊仁 ,
三 上 凱久. M R I で 大腿 骨頭壊死 病 変の 修複 を

観察 しえた 1 例 . 別冊整形外科 35 : 1 1 4 - 1 19
,
1 9 99

5 8) 白井厚拍
,

鏡味 正勝
,

麻 里二 郎, 斉藤 康, 吉 田 尚.

ス テ ロ イ ドの 生 化学 的 メ カ ニ ズム : 脂 質代 謝 にお よ ぼ す影響 .

最新医学 39 : 1 5 3 2 - 1 5 3 7
,
1 9 8 4

5 9) J o n e s J P
,
E n gl e m a n E P

,
N aj a ri a n J S . S y s t e mi c f a t

e m b oli s m af te r r e n al h o m o t r a n s pl a n t ati o n a n d t r e at m e n t wi th

C O rti c o ste r oid s . N E n gl J M e d 2 7 3 : 1 4 5 3 - 14 58 , 1 9 6 5

6 0) v a n Gi e z e n JJJ , J a n s e n J W C M . C o r r el a ti o n o f i n vi tr v a n d

i n vi v o d e c r e a s e d 丘b ri n o 帥 c a c ti vity c a u s e d b y d e x a m e th a s o n e .

An n N Y A c a d S ci 6 6 7 : 1 9 9 -2 0 1
,
1 9 92

6 1) K i m W M
,
M e r s k e y C

,
D e m i n g Q B

,
A d el H N

,
W oli n sk y H

,

Cl a r k s o n T B
,
L o fl a n d H B ･ H y p e rlipi d e m i a

,
h y p e r c o a g ul a bility ,

a n d a c c e l e r a t e d t h r o m b o si s : S t u d i e s i n c o n g e n it all y

h y p e rlip id e m i c r at s a n d i n r a t s a n d m o n k e y s w ith i n d u c e d

h y p e rlipi d e m i a . B l o o d 4 7 : 2 7 5 - 2 8 6
,
1 97 6

6 2) 堀 井健志
,

松本忠美
,

西村 立 也
,

西野 暢 . ス テ ロ イ ド

投 与家兎 にお け る骨 内血管系 の 変化. 別冊整 形外科 35 : 5 4 -5 9
,

1 9 9 9

6 3) W e i n s t e i n R S
, Jil k a R L

,
P a rfi tt A M

,
M a n ol a g a s S C

.

I n hi biti o n o f o s t e o b l a s tg e n e si s a n d p r o m o ti o n o f a p o pt o si s of

O S t e O b l a st s a n d o st e o c yt e s b y gl u c o c o r ti c oid s . J C li n I n v e s t lO 2 :

2 7 4 -2 8 2
,
1 9 9 8

6 4) C h a r ri a u t q M ar 1 an g u e C
,
M ar g ai11 Ⅰ

,
R e p r e s a A

,
P o p o vi ci T

,

Pl o tk i n e M
,
B e n r A ri Y : A p o pt o si s a n d n e c r o si s a fte r r e v e r sibl e

fo c al i s c h e m i a : an i n situ D N A fr a g m e n t ati o n a n al y si s . J C e r eb

B l o o d Fl o w M e t ab 1 6 : 1 8 6 -9 4
,
1 9 9 6

6 5) K aj stu r a J
,
C h e n g W

,
R ei s s K

,
C l a 沈 W A

,
S o n n e n b li c k E H

,

K r aj e w s ki S
,
R e e d J C

,
0 1i v e tti G

,
A n v e r s a P . A p o p t o ti c a n d

n e c r o ti c m y o c y t e c ell d e a t h s a r e i n d e p e n d e n t c o n t rib u ti n g

V a ri a bl e s o fi nf a r ct si z e i n r a ts . I . ab Cli n I n v e st 7 4 : 8 6 -1 0 7
,
1 9 9 6

' H i st o p ath ol o gi c al S t u d y of S t e r oi d ･i n d u c e d O st e o n e c r o si s i n R a b b it s T a m o n K a b a ta
,
D e

p
a rt m e n t o f O r th o p a e d i c

S u rg e ry ,
S c h o ol o f M e di ci n e

,
K a n a z a w a U ni v e r si ty ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0
-

J . J u z e n M e d S o c .

,
1 0 9

,
2 6 2

-

2 7 8 ( 2 0 0 0)

K e y w o r d s s te r oid
,
O S t e O n e C r O Si s

,
r a b b it

,
a P OP tO Si s

A b st r a ct

A lth o u g h i t i s w i d ely a c c e p te d th a t ste r oi d s a r e o n e of th e c a u s al f a c t o r s o f o st e o n e c r o si s ( O N) ,
th e p a th o g e n i c m e c h a ni s m

Of th e r el ati o n s hi p b et w e e n st e r oi d s a n d O N i s still th e s o u r c e of c o n sid e r ab l e d i sp u te ･ S i n c e a n i m al e x p e ri m e n ts a r e es s e n ti al

f o r cl a ri 丘c a ti o n o f th is m e c h an i s m
,
th e i n ci d e n c e o f O N i n st e r oi d - tr e a te d r ab bits w a s i n v e s tlg at ed u n d e r v a ri o u s c o n di ti o n s ･

I n v oI v e m e n t o f ap o p t o si s i n st e r oi d -i n d u c e d O N w a s al s o i n v e stl g a te d i n th e s a m e r a b bi t m o d el ･ M a tu r e J a p a n e s e w hi te

r a b b i ts ( m e a n b o d y w eig ht‥ 3 ･5 k g) w e r e g i v e n w e e k ly i n t r a m u s c u l a r ir
tj e cti o n s o f m e th y lp r e d n i s ol o n e a c e t a t e ( 4 m g/k g) f o r

S e V e r al w e e k s ( m a x i m u m 8 w e e k s) ･ A t th e e n d of t h e t r e a t m e n t
,
th e ft m u r a n d h u m er u s w e r e hi s to p ath ol o gi

c all y e x a m i n e d

f o r th e p r e s e n c e
,
l o c ati o n

,
a n d i n ci d e n c e o f O N ･ O N w a s ty p I C a11y l o c ali z e d i n th e a r e a o f th e m e t a p h y si s a n d d i a p h y si s

,
W h il e

n o n e c r oti c l esi o n s w e r e o b s e rv e d i n th e e p i p h y si s ･ T h e i n ci d e n c e o f O N w a s 7 0 % i n th e p r o xi m al f e m u r
,
3 0 % i n th e d i st al

f e m u r
,
a n d 4 0 % i n th e p r o xi m al h u m e r u s a fte r 4 -

W e e k s te r oid tr e a t m e n t
,

a n d th e o n s e t of O N w a s o b s e r v e d l w e e k a ft e r th e

fir st st e r oi d a d m i n i s tr ati o n
. H o w e v e r

,
C O n ti n u a ti o n o f s te r o id t r e a t m e n t d i d n o t i n c r e a s e th e i n ci d e n c e a n d ar e a O f O N

,
n O r d id

lt P r O d u c e a n y n e w n e c r o ti c f o ci ･ I n t e r r u p tl O n O f th e st e r oi d tr e a t m e n t a c c el e r a te d th e r e p a l r P r O C e S S O f th e n e c r o ti c l e si o n
,
b u t

di d n o t i n c r e a s e th e i n ci d e n c e o f O N .
T h e s e fi n d i n g s s u g g e st th a t th e s t e r o i d -i n d u c e d O N i s c a u s e d n o t b y a r e c u r r e n t

is c h e m i c e pi s o d e s o r a c h r o nic c o n di ti o n w h i c h p r o d u c e s r e p e a t e d i n f ar C ti o n b u t b y a c u t e sl n g l e i s c h e m i c e v e n t s w h i c h o c c u rs

i n th e e ar l y p e ri o d a f te r st e r o i d ad m i ni st r ati o n
･ S e ri al h e m at o l o g l C e X a m i n a ti o n s r e v e al e d b o th a h y p e r c o a g u l a bl e s t a t e a n d

h y p e rli p i d e m i a w h i c h w e r e d e te c te d l t o 2 w e e k s a ft e r th e B r st l q e C ti o n o f m eth y lp
r ed n i s ol o n e

,
th u s at ap p

r o xi m a tel y th e

S a m e ti m e a s th e o cc u r r e n c e o f O N ･ H y pe r C O a g ul a bility a n d h y p e rli p id e mi a c a u s e d b y s te r oi d ad m i n is tr a ti o n s e e m t o p l a y a n

i m p o rt a n t p a rt i n th e d e v el op m e n t of st e r oid -i n d u c e d O N ･ A s f o r i n v oI v e m e n t of a p op t o si s i n st e r oi d -in d u c e d O N
,

n u m e r O u S

T U N E しp o siti v e c $1l s w e r e fb u n d i n th e a r e a s u r r o u n di n g O N w it h o u t r e p air ti ss u e
,
b u t o n ly a fe w o f th e s e c e 11 s w er e s e e n

a r o u n d th e O N as s o c iat e d w i th r e p alr ti s s u e ･ T h e s e n n d i n g s p r o vid e e v i d e n c e th a t a p o p t o si s o c c u rs e a rl y l n th e l e si o n of

Ste r Oi d -i n d u c e d O N a n d h a v e i m p o rt a n t i m p li c ati o n s f o r fu t u r e st u d i e s o n th e p a th ol o g y
.

a n d d e v el o p m e n ta l m e c h a ni s m of th i s

di s e a s e
,
a S W ell a s f o r th e d e v el op m e nt of n e w tr e at m e n ts a n d p r e v e n ti v e m eth o d s .
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