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血小板活性化因子による骨壊死モデル確立

とその病因・発生機序の解明

目 的

骨壊死の病因・病態については不明な点が

多いがこれには再現性に優れた実験系の確立

が有用である。我々はウサギ血清病モデル

(馬血清 2回静脈内投与 )において大liFK骨

近位骨幹端に比較的高頻度に骨壊死が発生す

ることを報告してきた (1,2)。

本モデルにおける骨壊死発生にいたる早期

の病理像で細動脈内血栓および赤血球の漏出

(出血 )な どの微小循環障害が高頻度に認め

られ、血小板の活性化が示唆される。そこで

以下の目的で本研究を行った。

(1)ウサギ骨壊死 (血清病)モデルの血液学的検

討

(2)ウサギ骨壊死 (血清病 )モデルヘの血小板

活性化因子 (PAF)阻害剤の影響

(31 PAFを 用いた新しい骨壊死モデルの確立

とPAF阻害剤の影響

方 法

(実験 1)成熟 日本自色家兎 20羽 に 56℃ 、

30分 間加熱 し非動化 した馬血清 (10ml

/kg)を 静脈内投与し、3週間後に同量

の馬血清を静脈内投与した。2回 目の投

与前後で経時的に血液を採取 し血球数、
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血小板数、血小板凝集能、TXB2,フ ィブ

リノーゲンを測定した。

(実験2)成熟 日本自色家兎 80羽に馬血清

を 2回静脈内投与し (対照群 20羽、図

1)、 2回 目の投与 5分前に抗 PAF剤
(E5880,Eizai)を 投与 した もの (抗

PAF群 60羽 )を 抗 PAF剤の用量に応じ

て 3群に分割した (A群 :0.3mg/kg
20羽、B群 :lmg/kg 20羽 、C群 :

3mg/kg 20羽、図 2)。 2回 目の投与後

1週間で屠殺し病理学的検討を加えた。
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(実験3)免疫賦活作用を有する Lipopoly‐

saccha五 des(LPS)と PAFを 組み合わ

せることにより新 しい骨壊死モデルを模

索した。LPS(50g/kg)を 静脈内投与

し、24時間後に同量の LPSを 静脈内投

与 した群 (A群 :5羽 )、 LPS(50g/
kg)を 静 脈 内投 与 し、 24時 間 後 に

PAF(10g/kg)を 静脈内投与した群 (B

群 :5羽 )、 LPS(50g/kg)を 静脈内投

与し、1週間後に再度同量の LPSを 静脈

内投与した群 (C群 :15羽
)、 LPS(50g

/kg)を 静脈 内投与 し、24時 間後に

PAF(10g/kg)を 静脈内投与するクール

を 1週間おいて再度繰 り返す群 (D群 :

15羽 )。 また PAF阻害剤の影響を検討す

る目的で C群において 2ク ールロの PAF
投与 5分前に抗 PAF剤 (E5880,Eizai)

を投与した。抗 PAF剤の用量に応じて 2

群に分割した (E群 :0.3mg/kg 15羽、

F群 :3mg//kg 15羽 )。

結 果

(実験1)20羽中 7羽 (35%)に 骨壊死を

認め、13羽には骨壊死を認めなかった。

両群間で血清学的な差異を検定 した。赤

血球数は馬血清 2回 目投与から徐々に減

少 したが両群間で有意差は認められなか

った。(図 3)。
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白血球数は両群とも馬血清 2回 目投与

から 1～ 2時間で一過性に減少したが有

意差は認められなかった (図 4)。

血小板数は両群とも 2時間以内に急速に

減少したが骨壊死群ではその後も低値が

持続し、2回 目投与後 24時間と 48時間
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で有意に低かった (図 5)。

血小板凝集能は骨壊死群で一過性に上

昇し、2回 目投与後 6時間で有意に高か

った (図 6)。

TBX2も 骨壊死群で一過性に上昇し、2

回目投与群 2時間と 6時間で有意に高か

ったがその後急激に減少した (図 7)。

フ ィブ リノーゲンは両群とも一過性に

減少 したが有意差は認め られなかった

(図 8)。

図8

(実験2)赤血球漏出 (出血 )の頻度 :対照

群 55%に対して抗 PAF‐A群 50%,抗
PAF‐B群 45%、 抗 PAF‐ C群 30%で抗

PAF‐C群は対照群よ り有意に低かった

(図 9)
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細動脈内血栓の頻度 :対照群 65%に対

して抗 PAF‐A群 50%、 抗 PAF‐B群 55

%、 抗 PAF‐ C群 35%で抗 PAF‐ C群は

対照群より有意に低かった (図 10)。
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骨髄壊死の頻度 :対照群 45%に対して

抗 PAF―A群 30%、 抗 PAF‐B群 25%、

抗 PAF―C群 10%で抗 PAF‐ C群は対照

群より有意に低かった (図 11)。

骨梁壊死の頻度 :対照群 30%に対して

抗 PAF‐A群 15%、 抗 PAF‐B群 10%、

抗 PAF‐C群 5%で抗 PAF‐ C群は対照群

より有意に低かった (図 12)。

(実験3)A群 、B群とも細動脈内血栓およ

び赤血球の漏出 (出血 )な どの微小循環

障害は高頻度に認められたが骨梁壊死、

骨髄壊死は認めなかった。C群では微小

循環障害とともに骨梁壊死、骨髄壊死を

認めたがその頻度は低かった。D群 では

高頻度に微小循環障害 (73%)、 骨梁壊

′δ

死 (47%)、 骨髄壊死 (53%)を認めた。

D群に PAF阻害剤を使用した E群、F群

では微小循環障害の発生を抑制できず骨

髄壊死の発生 (D群 :20%、 E群 :27

%)も 認めたが、骨梁壊死は認めなかっ

た。以上をまとめると図 13の 如 くである。

考 察

ウサギ骨壊死 (血清病 )モ デルの■1液学的

検討 (実験 1)よ り明らかとなった骨壊死群

での血小板数の持続的な減少、TXB2や血小

板凝集能の一過性の増加は血小板の活性化が

惹起されていることを示唆する。またウサギ



骨壊死 (血清病 )モデルにおける PAF阻害

剤の影響 (実験 2)が明 らか とな り、抗

PAF剤 により微小循環障害および骨壊死の

発生を抑制した事実は血小板の活性化が骨壊

死の発生に深 く関与していることを示唆して

おり興味深い。これらの知見をもとに免疫賦

活作用を有する LPSと PAFを組み合わせ

て新しい骨壊死モデルを確立した (実験 3)。

さらに 1週間の間隔をおいて LPS‐PAFを 投

与することにより約半数に骨壊死を発生させ

うるこの実験系に PAF阻害剤を投与して骨

(梁 )壊死を認めなかった事実も実験 2と

同様に血小板の活性化と骨壊死の発生の関連

を示唆するものと考えられた。

まとめ

ウサギ骨壊死 (血清病 )モデルにおける血

液 学 的 検 討 お よ び 血 小 板 活 性 化 因 子

(PAF)阻害剤の影響より血小板の活性化

が骨壊死の発生に深 く関与していることが示

唆された。またこれらの知見をもとに免疫賦

活作用を有する LPSと 血小板活性化因子

(PAF)を組み合わせて新しい骨壊死モデ

ルを確立した。
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