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研究成果の概要（和文）：マウスのSTZ誘発糖尿病モデルとDex長期投与モデルでは、骨髄幹細胞異常とマクロフ
ァージ誘導の低下を伴う骨損傷後の修復遅延が認められた。この骨修復遅延には、線溶系の阻害因子である
PAI-1の関与が示唆された。また、STZモデルでは、血糖値の上昇と骨密度の低下が見られたが、Dex長期投与モ
デルでは正常範囲であった。両モデルにおける骨修復遅延に対するPAI-1の関与は、異なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigate the role of macrophages in diabetic delayed bone repair after
 femoral bone injury in streptozotocin (STZ)- or dexamethasone (Dex)-treated and plasminogen 
activator inhibitor-1 (PAI-1)-deficient female mice. STZ- or Dex-treatment induced a significant 
delay in bone repair after bone injury in wild-type mice. PAI-1 deficiency significantly blunted 
Dex-induced delayed bone repair in mice. STZ- or Dex-treatment significantly decreased the numbers 
of macrophages at the damaged site on day 2 after femoral bone injury in mice. On the other hand, 
PAI-1 deficiency significantly attenuated a decrease in the number of macrophages induced by STZ- or
 Dex-treatment at the damaged site on day 2 after bone injury in mice. PAI-1 is involved in delayed 
bone repair after bone injury induced by type 1 diabetes or glucocorticoid in mice. PAI-1 may 
influence early stage osteoblast differentiation and apoptosis during the osteoblastic restoration 
phase of the bone repair process.

研究分野：医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病で誘発される骨粗鬆症またはグルココルチコイド長期投与により誘発される糖尿病や骨粗鬆症は、骨折リ
スクを高める一要因とされている。しかし、その詳細な機序は不明であった。本研究では、マウスの異なるモデ
ルを使用し、骨損傷後のマクロファージ低下を伴う修復遅延にPAI-1が関与することを示唆した。糖尿病やグル
ココルチコイドで誘発される骨修復遅延に対するPAI-1を標的として新たな治療法が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 骨組織では、骨芽細胞と破骨細胞により常に骨リモデリングを行っている。骨には、骨髄組
織があり、造血幹細胞(HSC)や間葉系幹細胞(MSC)が存在し、必要に応じて分化して末梢血や各組
織へ動員される。申請者らは、骨損傷後の修復過程で stromal cell derived factor 1(SDF-1; 
CXCR12)で誘導される骨髄幹細胞数変化を認め報告した 1）。また、骨髄の HSC は、骨髄内の至適
微細環境（ニッチ）下に存在する。このニッチに関わる骨芽細胞や CXCL12-abundant reticular
（CAR）細胞は、SDF-1 を発現し造血幹細胞を制御している。 
一方、血液線溶系は、血管内で生じた血栓を溶解する系として知られている。最近、この線溶
系因子が細胞の遊走、浸潤、転移や血管新生、さらには組織修復などにも重要な役割を果たすこ
とが解明されつつある。申請者らは、線溶系因子である plasminogen（Plg）の遺伝子欠損（KO）
マウスは、骨損傷後にマクロファージの減少と血管新生の低下を伴う骨修復遅延をしめした 2）。 
また、骨損傷後の修復過程では、好中球やマクロファージが動員され、障害部位の貪食や修復の
ためのサイトカイン分泌などに関わる。マクロファージは、組織修復の際の血管新生に vascular 
endothelial growth factor (VEGF)の分泌や血管の伸展に関わる。 
糖尿病は、骨粗鬆症を誘発し、骨折リスクを高める一要因とされている。また、糖尿病病態で
は、骨髄 MSC の分化・動員異常で骨折後の骨軟骨修復障害が起こるとされている。また、グルコ
コルチコイド長期投与は、糖尿病や骨粗鬆症を誘発し、骨折リスクを高めることが知られている。
申請者らは、マウスにおいてグルココルチコイドの一種であるコルチコステロンの徐放投与で
高血糖を伴う骨密度の低下を報告した 3）。このモデルでは、線溶系の阻害因子であるプラスミノ
ーゲンアクチベーターインヒビター１(PAI-1)が脂肪組織で発現増加し、病態発症に関与するこ
とが示唆された。さらに、別のグルココルチコイドであるデキサメサゾン(Dex)の腹腔内長期投
与では、骨損傷後の修復遅延が推測される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、マウスの糖尿病誘発モデルとグルココルチコイド長期投与モデルを用いて骨損
傷後の修復過程での骨髄幹細胞異常によるマクロファージ動員および血管新生の抑制機序を解
明し、その機序における線溶系因子の役割を明らかにする。また、マウスの糖尿病誘発モデルと
グルココルチコイド長期投与モデルでの骨損傷後の修復遅延の機序の差異を明らかにする。さ
らに、糖尿病による骨損傷後の修復不全に対する線溶系制御に基づいた新たな治療法の開発を
模索する。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物実験 
① 実験動物：PAI-1KO マウスとその野生型(PAI-1WT)マウスは、8-9 週令の雌を使用した。糖尿
病を誘発して２週間後のマウスを実験に使用した。本研究で使用した遺伝子組換え生物は「近畿
大学遺伝子組換え実験安全規定」に基づき機関の承認を得て使用した。また、本研究で行った全
ての動物実験は、「近畿大学動物実験委員会」の承認を得て、動物の愛護および管理に関する法
律、研究機関等における動物実験の実施に関する基本方針、近畿大学動物実験規定を遵守して適
正に行った。 
 
② マウス糖尿病モデル：マウスに膵細胞に選択毒性をもつストレプトゾトシン(STZ, 
Sigma)(50mg/kg 体重)を腹腔内４日間連続投与して、糖尿病を誘発させた。STZ 投与から４日後
に随時血糖値が 300mg/dL 以上を糖尿病とみなした。 
 
③ マウスグルココルチコイド長期投与モデル：マウスにグルココルチコイドの一種であるデキ
サメサゾン(Dex, Wako)(2mg/kg 体重)を腹腔内に３週間連続投与した。 
 
④ マウス骨欠損モデル：マウスを麻酔下で右大腿骨にドリルで直径 0.9mm の骨損傷を作製し、
骨欠損モデルを作成した。 
 
(2) 解析 
① 骨損傷後の修復能：マウスを麻酔下で大腿骨損傷部位を X-ray CT system(Latheta 
LCT200:Hitachi)を用いてスキャンし、その画像解析から損傷後の修復能を測定した。 
 
② 骨髄幹細胞解析：骨損傷マウスから骨髄細胞を採取し、FACSAriaTM III (BD Biosciences)フ
ローサイトメトリー解析により表面マーカータンパク質の色素標識した抗体を用いて HSCs と
MSCs を測定する。 
 
③ 遺伝子発現解析：マウス大腿骨中の各因子の遺伝子発現は、Fast SYBR GREEN PCR Master 



Mix (Life Technologies)を用いて StepOne Plus cycler で解析した。RNA は、大腿骨検体を液
体窒素中で破壊後、RNeasy kit (Qiagen)を用いて抽出した。 
 
④ 組織免疫学的解析：骨損傷後の大腿骨を経時的マウスから麻酔下で採取し、4%パラホルムア
ルデヒドで固定後パラフィンにて切片を作製した。大腿骨切片は各抗体を用いて組織学的免疫
学的解析を行った。 
 
⑤ 統計解析：デターは、平均値±標準誤差で表した。統計学的有意差検定は、unpaired t-test
と ANOVA を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) 糖尿病モデル 
① 糖尿病モデルマウスの状態 
STZ 投与マウスの血糖値は、STZ 非投与マウスに比べ有意に増加した。その血糖値は、PAI-1WT
と PAI-1KO の間で差はなかった。また、STZ 投与マウスの体重は、STZ 非投与マウスに比べ有意
に低下した。その体重は、PAI-1WT と PAI-1KO の間で差はなかった。STZ 投与によるマウス糖尿
病モデルは、PAI-1WT と PAI-1KO マウスで同等状態であった。 
 
② 骨損傷後の修復過程 
STZ 投与マウスの骨損傷後の修復は、非投与マウスに比べ有意に遅延した。骨修復の遅延は PAI-
1KO マウスで回復した。この結果より、STZ 投与によるマウス糖尿病モデルでは、骨損傷後の修
復遅延に PAI-1 の関与が示唆された。 
 
③ 骨髄幹細胞解析 
STZ 投与マウスの骨損傷後 2日目の骨髄 HSC 数は、STZ 非投与マウスに比べ有意に低下した。そ
の低下率は、PAI-1WT と PAI-1KO の間で差はなかった。STZ 投与によるマウス糖尿病モデルにお
ける骨髄 HSC 数の低下には、PAI-1 の関与が少ないことが示唆した。 
 
④ マクロファージ解析 
PAI-1WT マウスの STZ 投与後の骨損傷部位の F4/80(マクロファージ細胞マーカー)陽性細胞は、
損傷 2日後で非投与マウスに比べ有意に低下した。この F4/80 陽性細胞の低下は、PAI-1KO マウ
スで回復した。また、PAI-1WT マウスの貪食性マクロファージは、損傷 2日後で非投与マウスに
比べ有意に低下した。この低下は、PAI-1KO マウスで回復した。一方、PAI-1WT マウスのマクロ
ファージの誘導に関わる M-CSF の mRNA 発現は、損傷 2日後で非投与マウスに比べ有意に低下し
た。これらの結果より、STZ 投与によるマウス糖尿病モデルでは、骨損傷後のマクロファージ誘
導の低下に PAI-1 の関与が示唆された。 
 
(2) グルココルチコイド長期投与モデル 
① グルココルチコイド長期投与モデルマウス 
PAI-1WT の血中 PAI-1 濃度は、Dex 投与群で非投与群に比べ約 7倍増加した(図 1)。また、マウ
ス組織中の PAI-1 mRNA の発現は、脂肪と筋肉で有意に増加した(図 1)。Dex 投与マウスの血糖
値は、Dex 非投与マウスと同等であった。その血糖値は、PAI-1WT と PAI-1KO の間で差はなかっ
た。また、Dex 投与マウスの体重は、Dex 非投与マウスに比べ有意に低下した。その体重は、PAI-
1WT と PAI-1KO の間で差はなかった。マウス Dex 長期投与モデルでは、脂肪由来の血中 PAI-1 が
増加した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 Dex 長期投与マウスの状態 



② 骨損傷後の修復過程 
Dex 長期投与マウスの骨損傷後の修復は、非投与マウスに比
べ有意に遅延した。骨修復の遅延は、PAI-1KO マウスで回復し
た(図 2)。この結果より、マウスの Dex 長期投与モデルでは、
骨損傷後の修復遅延に PAI-1 の関与が示唆された。 
 
③ 骨髄幹細胞解析 
Dex 投与マウスの骨髄 HSC 数は、Dex 非投与マウスに比べ有意
に低下した。その低下率は、PAI-1WT と PAI-1KO の間で差はな
かった。マウスの Dex 長期投与モデルにおける骨髄 HSC 数の
低下には、PAI-1 の関与が少ないことが示唆した。 
 
                               図 2 骨修復過程 
④ 骨芽細胞解析 
PAI-1WTマウスのDex投与後の骨損傷部位のアルカリフォスファターゼ(ALP;骨芽細胞マーカー)
陽性細胞は、損傷 4 日後で非投与マウスに比べ有意に低下した。この ALP 陽性細胞の低下は、
PAI-1KO マウスで回復傾向を示した(図 3)。一方、PAI-1WT マウスの Dex 投与後の骨損傷部位の
TUNEL (アポトーシスマーカー)陽性細胞は、損傷 2日後で非投与マウスに比べ有意に増加した。
この TUNEL 陽性細胞の増加は、PAI-1KO マウスで回復傾向を示した(図 3)。また、PAI-1WT マウ
スの骨芽細胞初期分化に関わる Runx2 の mRNA 発現は、損傷 2日後で非投与マウスに比べ有意に
低下した(図 3)。この Runx2 mRNA 発現低下は、PAI-1KO マウスで回復した。これらの結果より、
マウスの Dex 長期投与モデルでは、骨損傷後の骨芽細胞の初期分化段階の抑制に PAI-1 の関与
が示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

             図 3 骨損傷後の骨芽細胞解析 
 
⑤ マクロファージ解析 
PAI-1WT マウスの Dex 投与後の骨損傷部位の F4/80 陽性細胞は、損傷 2日後で非投与マウスに比
べ有意に低下した。この F4/80 陽性細胞の低下は、PAI-1KO マウスで回復した。また、PAI-1WT
マウスの M-CSF の mRNA 発現は、損傷 2 日後で非投与マウスに比べ有意に低下した。この M-CSF 
mRNA 発現の低下は、PAI-1KO マウスで回復した。これらの結果より、マウスの Dex 長期投与モデ
ルでは、骨損傷後のマクロファージ誘導の低下に PAI-1 の関与が示唆された。 
 
⑥ 血管新生解析 
PAI-1WT マウスの Dex 投与後の骨損傷部位の CD31(血管内皮細胞マーカー)陽性細胞は、損傷 2日
後で非投与マウスに比べ有意に低下した。この CD31 陽性細胞の低下は、PAI-1KO マウスで回復
傾向を示した。これらの結果より、マウスの Dex 長期投与モデルでは、骨損傷後の血管新生の抑
制に PAI-1 の関与が示唆された。 
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