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1-1．本研究の背景 

1-1-1．骨壊死について 

特発性骨壊死は、全身のどの骨にでも発症しうるが、臨床的に問題となる

のは、大腿骨頭や上腕骨頭のような骨端が広範囲に障害されるタイプ(骨端骨壊

死)とキーンベック病を代表とする手根骨や足根骨などの小骨に発症するタイ

プ(小骨骨壊死)に分けられる。その発症機序は、骨端骨壊死がステロイドやア

ルコール、外傷などによるのに対し、小骨骨壊死は、慢性外傷や反復される機

械的刺激による血流障害と考えられている(1,2)。手根骨などの小骨骨壊死を発

症する解剖学的特徴としては、周囲を関節軟骨に囲まれており、かつ可動性が

大きいため、血流の進入する部位が靱帯付着部に限られていることである。そ

の血流が障害されると、骨幹端部と海綿骨続きである大腿骨頭壊死とは異なり、

血流の進入経路が乏しいため、治療に対する考え方や戦略も多少異なる。すな

わち、小骨骨壊死では骨端骨壊死のような周囲の海綿骨の骨髄血細胞は乏しく、

特に血流進入部に解剖学的な障害があると、より治癒が困難な骨壊死が発症し

うる。 

特発性骨壊死の動物実験モデルとして大腿骨頭壊死症に関しては，股関節

脱臼などによる手術的阻血(3)、液体窒素による凍結(4)、副腎皮質ステロイド

などの薬物投与(5,6)、自然壊死発症動物の使用(7,8)など多くの報告があるが、

小骨骨壊死に関しては少ない(9,10)。 

 

1-1-2. キーンベック病について 

  手根骨の１つである月状骨が外傷後もしくは特発的に壊死してしまう月状

骨軟化症は、1910 年、オーストリアの放射線科医である Robert Kienböck によ

り最初に報告され(11,12)、現在では広くキーンベック病と呼ばれている。本邦

では 2.5％の発症者率であるとの報告があり(13)、また、成・壮年期の男性で

重労働者、マニュアルワーカーに多く、日常生活に重要な運動器である手関節
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および手部に大きな機能障害を残す難治疾患である。月状骨の解剖学的特性は、

手根骨の中央に位置し、周囲の大部分を軟骨と皮質骨に囲まれた骨で、血管の

流入は手関節掌側と背側の靭帯付着部に限られるということである(14,15)。そ

のため一度壊死に陥った月状骨組織は自発的再生が得られにくく、圧潰が起こ

り、手根骨全体の並びが崩れるため、手関節機能に大きく影響を与える。その

原因や病態については、解剖学的な血流障害(16)や骨折の遷延治癒状態(11，12)、

反復微小外力に伴う月状骨内圧の上昇(17)、橈尺骨長不均衡による月状骨への

応力集中(18)等、諸説が提唱されているが、いまだ未解明な部分も残され結論

に至らない。また、進行性の疾患であり、単純 X 線においてその病期が分類さ

れている(Lichtman 分類)。初期の stageⅠでは臨床的に疼痛を認めても、特に

変化が見られない。stageⅡになると月状骨の変形はないが骨萎縮または骨硬化

像が出現してくる。さらに stageⅢでは月状骨の圧潰または分節化が起こり、

stageⅣでは変形性関節症に進行していく(図 1,2)。さらに stageⅢは、他の手

根骨の配列に異常がないⅢa と、手根骨の配列異常をきたすⅢb に分けられてい

る(19)。 

治療の目的は、この圧潰の防止と血流の回復であり、保存療法には限界が

ある。自然経過例とギプスによる保存療法例の比較について Kristensen らは、

非治療群で 77%、ギプス固定群は 83%で疼痛が消失もしくは重労働でのみ出現し

たと述べている。しかし、単純 X 線所見に関しては、月状骨の圧潰が全例で進

行し、関節症性変化が 67%に出現したと報告している(20)。また、藤沢らは、

20 例の保存または放置例を平均 15 年 8 ヶ月で評価し、血行再開は 20％で認め

るものの、手関節の OA は必発であり、運動時痛が 60％で残ったと報告してい

る(21)。このように、疼痛が軽減する症例があるものの、保存療法では月状骨

圧潰、変形性関節症への進行を防ぐことは困難であると考えられている。一方、

現在行われている手術的治療は、①月状骨の再血行化、②月状骨への応力負荷

の軽減、③月状骨の摘出・置換、④進行例に対する salvage 手術、の 4 つに大
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別される。術式の選択は、基本的には単純 X 線所見による病期分類(Lichtman

分類)に基づく。stageⅠ,Ⅱに対しては、①を目的とした骨穿孔術や、②を目的

とした創外固定が、比較的低侵襲の手術治療として試みられてきた。穿孔術の

成績について、井上らは、疼痛は一時的に軽減するが再発し、機能的改善も得

られないため穿孔術は良くないと結論づけている(22)。国下らは、一定の除痛

効果はあるが単純 X 線上月状骨の圧潰は進行し、変形性関節症性変化も進行し

たと述べている(23)。また、創外固定単独での成績について、古月らは、stage 

I に適応があるが、stage Ⅱでは一時的に改善するも再発したと述べている(24)。

このように比較的低侵襲の手術治療では、一時的な除痛効果はあるものの、効

果は十分でなく圧潰の進行と再発が問題である。一方、stageI～Ⅲに対して、

①を目的とした血管束移植(25,26)、血管柄付き骨移植(27,28)が、②を目的と

した橈骨骨切り術(29,30)が行われ、どれも概ね良好な臨床成績が得られ、特に

橈骨骨切り術は現在も広く行われている。しかし、どの方法も侵襲性が高く、

手技的にも高度な技術を要するという欠点がある。また、stageⅢb や stage Ⅳ

に対しては、月状骨の温存は困難であり、③を目的とした手根骨間固定術(31)、

腱球移植術(32-34)、人工月状骨挿入術(19，35)が、さらに進行し、病変が月状

骨以外の手根骨や橈骨にまで及ぶ例に対しては、④を目的とした近位手根列切

除(36-38)といった術式が行われている。 

現在では MRI の普及により、比較的早期にキーンベック病と診断されるこ

とが多くなってきた。一般に骨壊死に伴う MRI 所見は壊死の進行とともに変化

する。正常の月状骨の髄内は大半が脂肪髄であり、それを反映し、T1 強調像で

高信号、T2 強調像で中間信号を呈する。壊死の初期には骨髄浮腫を反映し、T1 

強調像で低信号、T2 強調像で高信号となり、壊死に陥ると T1 強調像, T2 強調

像とも低信号に、壊死が進行し硬化や分節化が生じるとさらに信号強度が低下

するといわれている(39，40)。しかし、キーンベック病術後の MRI 所見を詳細

に評価した報告は少なく、その治療成績と MRI での信号回復所見との相関は得
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られていない。松木らは、橈骨骨切り術後、T1 強調像, T2 強調像ともに信号輝

度が改善した症例で治療成績が良好な傾向にあったと報告しが、T1 強調像で信

号が回復した、つまり脂肪髄の回復を認めた症例は 16 例中 5 例(31％)にとどま

っている(40)。よって、今後のキーンベック病治療に期待されることは、より

早期に診断し、既存の手術治療に匹敵する治療成績で、かつ壊死した月状骨の

再生が得られる低侵襲な方法といえる。 

 

1-1-3. 骨髄血移植について 

近年、再生医療の細胞源として“幹細胞”の有用性が数多く報告されてい

る。幹細胞の定義は、①自己複製能、②多分化能、③障害された組織を再生で

きる能力、の 3 つの能力を持つことである(41)。幹細胞には胚性幹細胞(ES 細

胞)と組織幹細胞(体性幹細胞)が存在する。骨髄由来の組織幹細胞に関する研究

の歴史としては、1974 年に Friedenstein がコロニーを形成する線維芽細胞と

して報告した研究(42)以来、骨髄由来の自己増殖能を有する細胞の存在が注目

されることとなった。1989 年に Ohgushi らは、ラット皮下にハイドロキシアパ

タイトブロックを挿入し、そこに骨髄由来の接着細胞を移植すると骨軟骨組織

が形成されたと報告した(43)。その後 1999 年 Pittenger により単一コロニー由

来の細胞から骨・軟骨・脂肪への分化能が証明された(44)。 

1989 年 Connolly らがウサギの腸骨から骨髄血を採取し単純遠心分離で濃

縮したものを、チャンバーにつめ、腹腔、偽関節部に挿入したところ十分に骨

新生を起こし、従来の海綿骨移植より局所での定着性がよく有用であったと報

告した(45)。その後、ヒト脛骨偽関節部に経皮的に骨髄血を注入し、良好な骨

癒合が得られた報告が散見されるようになった(46,47)。Healey も、同様の臨

床報告をし、骨髄血は骨形成、骨折治癒に必要な osteoprogenitor cells の起

源だと述べた(48)。   

一方、Asahara らは、成人末梢血中に血管内皮細胞の特徴を有し、培養に
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より血管様構造を構築する細胞(Endothelial Progenitor cell: EPC)が存在す

ること、およびこの EPC により血管発生型の血管新生が生体内で起こっている

ことを明らかにした(49)。また、EPC は血液中の CD34 陽性細胞分画に多く含ま

れると考えられているが、末梢血中の CD34陽性幹細胞は 0.2%程度(骨髄の 1/10)

しか含まれていない(50)。このため、細胞移植に用いる自己 EPC の起源として

骨髄が注目された。室原らは骨髄血には血管新生作用のみならず血管形成作用

もあることを示し、虚血性心疾患や閉塞性動脈硬化症の治療に応用した(51)。

2000 年より最初に日本で始められた重症末梢血管疾患に対する自家骨骨髄細

胞移植の効果は Tateishi-Yuyama E らが Lancet に報告しており、有効性と安全

性が確認されている(52)。移植された細胞の一部が血管内皮細胞に分化するの

か、あるいは移植された細胞が崩壊する際にサイトカインを放出して 2 次的に

血管内皮細胞の動員をもたらすことによるものなのかは明らかではない。また

多くの症例で下肢血管造影による術前後の改善は認められない。細胞移植によ

り新生された血管は非常に細径であり、通常の血管造影では確認できない(53)。 

骨壊死に対する骨髄血移植は、1997 年 Hernigou が大腿骨頭壊死に対する

有効性を最初に報告した(54)。その後 Gangji らも同様の報告をしている(55)。

我々のグループでも 2002 年より大腿骨頭壊死症に対する骨髄血移植を行って

おり、その成績や移植骨髄血の解析、細胞分離方法などについて報告してきた

(56-58)。本法は、培養を介さないことから比較的簡便で、感染の危険が少なく、

壊死組織の再生が得られるという利点を有している。一方、キーンベック病治

療に対して骨髄血移植を用いた報告は、動物実験において散見される。Huang

らは、ウサギの月状骨を摘出した位置に培養骨髄細胞を担体に含ませ移植した

実験において、月状骨様の組織再生が起こったことを報告した(59)。Ikeguchi

らは、イヌの舟状月状骨偽関節モデル(10)を用い、血管柄付き骨移植に加え、

培養骨髄細胞を移植することで、より良好な骨再生が起こったことを報告した

(60)。これらはすべて、培養骨髄血細胞を用いたものであり、また骨髄血移植
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単独での効果を確認した報告はない。そして、大腿骨頭壊死で臨床的に行われ

ているドリリングと自家骨髄血移植による治療が、骨端骨壊死ではなく小骨骨

壊死においても有用であるか否かの検討も行われていない。 

 

1-1-4. 低出力超音波療法について 

超音波は一種の機械的刺激であり、非侵襲的に生体局所に刺激を与えるこ

とが可能であり、骨折治療への応用は古くに試みがあった。1983 年、ブラジル

の Duarte らがウサギの骨切りモデルを用いて種々の条件を検討した結果、極め

て出力の弱い超音波をパルス状にして与えれば骨折治癒過程を促進することを

発見し、同年には臨床において 27 例に使用したところ、正常な骨折修復過程が

加速され、また難治性骨折の治癒も誘導し得ることを報告した(61)。その後、

Heckman らは脛骨骨幹部の新鮮骨折に対して(62)、Kristiansen らは橈骨遠位部

新鮮骨折を対象として多施設予見的無作為二重盲検プラセボ比較臨床試験

(DBT)を行い、骨癒合期間を 40％短縮し、遷延癒合を抑制することを報告した

(63)。難治性骨折に対する DBT は国内外のいずれにおいても実施されていない

が、前向き臨床試験において癒合成功率は 80～100％と、概ね良好な結果が報

告されている(64-67)。現在使用されている LIPUSの照射条件は、周波数 1.5MHz、

繰り返し周波数 1.0kＨｚ、超音波強度 30mW/cm2、パルス幅 200μs、照射時間

20 分/日であり、この条件のみが、多数の動物実験および DBT にて骨折治癒促

進に有効性が示され、安全性が確保された唯一のものである。日本では、1998

年より難治性骨折にのみ使用が可能となり、水野らによりその多施設臨床試験

の結果が報告された。その骨癒合成功率は、遷延治癒骨折 85％(46/54 骨折)、

偽関節 55％(24/44 骨折)であった(68)。我々が行った症例数において日本最大

の LIPUS 市販後使用成績調査でも、その骨癒合成功率は遷延治癒骨折 76.2％

(109/143 骨折)、偽関節 60.6％(20/33 骨折)とほぼ同様の結果であった(69)。 

Azumaらは、骨折治癒過程を 3期(炎症反応から骨膜性骨化期、軟骨形成期、
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内軟骨性骨化から骨改変期)に分け、ラット大腿骨骨折に対する LIPUS の効果を

比較検討したが、照射時期に関係なく骨折治癒を促進したことから、これらの

すべての骨折治癒過程で促進効果があることが考えられた(70)。 

細胞、分子レベルでの研究も現在盛んに行われている。骨芽細胞に対する

LIPUS の 作 用 は 、 1999 年 Kokubu ら が 最 初 に 報 告 し 、 骨 芽 細 胞 の

COX-2(Cyclooxygenase-2)産生を刺激し、内因性のプロスタグランジン E2 産生

を誘導したと述べた(71)。COX-2 産生は、骨芽細胞分化早期の反応であるが、

最も早期の反応と考えられる Runx2(Runt-related gene 2)産生にも LIPUS 照射

が刺激しているとの報告もある(62-75)。また、オステオポンチン、オステオネ

クチン、さらには成熟骨芽細胞が産生するオステオカルシンなどの骨基質蛋白

産生をも刺激し、骨芽細胞の分化を広く促進させる効果をもつと考えられる

(76)。LIPUS 照射は、骨形成を促進するといわれる NO 産生も促進し、その際、

インテグリンを介して、LIPUS の機械的刺激を細胞内シグナルへと伝達してい

ることが報告されている(77)。 

骨壊死に対する LIPUS の効果は不明である。特発性膝骨壊死に対して使用し

た報告では、疾患発症の早期に LIPUS を使用すれば、臨床症状を改善し、陥没

の進行を抑制することができる可能性を示唆した(78)。中尾らは、キーンベッ

ク病(Lichtman 分類 stageⅡ, Ⅲa, Ⅲb)の 8 例に保存療法として LIPUS を使用

したが、臨床的評価および単純 X 線上において病期の進行を好転させる効果は

認めなかったと報告した(79)。特に月状骨のような小骨では、血管の流入も限

られ、長管骨のような豊富な骨髄との連続性もないため、骨壊死に陥った際、

LIPUS の機械的刺激に反応する細胞が存在しない。よって、LIPUS 単独では、骨

壊死再生効果は少ないと考えられる。 

 



 11 

1-2．本研究の目的 

 我々のグループでは、stageⅡ，Ⅲのキーンベック病に対して、骨髄血移植・

LIPUS・創外固定を併用した治療を試み、その短期成績を報告してきた(80,81)。

この治療法をさらに洗練させ、広めていくためには、動物を用いた基礎的な研

究が不可欠である。しかし、キーンベック病はヒト特有の疾患であり、病態を

忠実に再現した動物モデルが存在しない。本研究の目的は、以下の 3 つである。 

 

①月状骨のように血流が入りにくい小骨での重度の骨壊死で、かつ周囲の劣悪

な血流状況の動物モデルを作製する。 

②そのモデルを使用し、自家骨髄血移植や LIPUS の効果を観察する。 

③キーンベック病の臨床例を広く検討することにより、診断や病態を考えた上

で、骨髄血移植・LIPUS・創外固定を併用した治療の適応と限界を検討する。 
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第 2 章 

 

骨壊死動物モデルによる基礎的研究 
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2-1. 骨壊死動物モデルの作製 

2-1-1．本モデル作製における背景 

小原らは、ウサギの第 4 足根骨を用い、液体窒素に浸して壊死させた後、

同ウサギの膝関節内に移植するモデルを開発した(82)。ウサギ第 4 足根骨はヒ

ト立方骨と同様の解剖学的位置、すなわち足根部前外側に存在し、約 1cm3 の立

方形に近い形をしている(図 3)。概ね、近位と遠位、内側の 3 面が軟骨面であ

り、上面と下面、外側の 3 面が皮質骨面である。本研究では、血流が入りにく

い小骨での重度の骨壊死で，さらにドリリングや骨髄血移植の効果を観察しや

すい動物モデルを作製することが目的の一つである。そのため、小原らのモデ

ルを参考に、ウサギの第 4 足根骨を“関節内”ではなく、力学的負荷がかかり

にくく、血管の誘導が期待できる“皮下”に移植するモデルを試みることとし

た。 

 

2-1-2．対象および方法 

12 週齢日本白色家兎 15 羽の両側の第 4 足根骨を摘出し、液体窒素に 5 分

間浸すことで壊死させた(82)。その後、常温の生理食塩水内で解凍し、体幹背

部皮下に移植した。手術は、ケタミン (10－20 mg/kg) とキシラジン (8－12 

mg/kg)の混合液を筋注麻酔し行った。2，4，8，12，20 週で 3 羽ずつ屠殺し、

組織学的評価を行った。新生骨評価のため、骨蛍光標識としてカルセインを用

い、屠殺 2 週前と 2 日前に皮下投与を行った（2，4 週群は屠殺 1 週前と 2 日前）。

摘出検体は、中央部で 2 分割し、片方を脱灰組織標本、もう一方を非脱灰硬組

織標本とした。脱灰組織は、10％中性ホルマリン固定、EDTA 溶液にて脱灰、パ

ラフィン包埋し、厚さ 5μm の薄切標本を作製し、HE 染色を行った。硬組織標

本は、 70%, 4℃アルコールにて固定後、GMA 樹脂包埋にて作製し、トルイジン

ブルー染色、ALP 染色、TRAP 染色を行い、検体中央部のスライスで骨形態計測

を行った。計測方法は、日本骨形態計測学会が提唱する方法に準じて行い
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(83,84)、以下の 3 項目を検討した。骨石灰化面は、トルイジンブルー染色の暗

視野にてカルセイン標識面の長さを計測し、明視野の骨梁表面の長さで除して

算出し、 100 倍、 5 視野の平均とした (Labeled Surface/ Bone Surface; 

Lb.S/BS(%))。骨芽細胞面は ALP 染色陽性細胞の存在する骨梁面の長さを計測し、

全骨梁表面長で除して算出(Osteoblast Surface/ Bone Surface; Ob.S/BS(%))。

破骨細胞数は TRAP 染色陽性の細胞を全視野でカウントした (Number of 

Osteoclast; N. Oc.(n))。統計は two factor ANOVA Tukey-Kramer Post-hoc test

を用い、p 値 0.05 未満を有意とした。 

 

2-1-3．結果 

<肉眼的評価>  

肉眼的には、20 週を通して白色調で軟骨面や皮質骨面は吸収されることな

く維持され、原型を留めていた。また、そこを通じた骨内への血管侵入も認め

なかった(図 4a,b)。 

 

<組織学的評価> 

HE 染色標本において、2 週では骨細胞の核は一部残存していたが、4 週で

完全に empty lacunae となり、脂肪髄も消失した。8，12 週では、軟骨は保た

れているものの、皮質骨は部分的に骨吸収を受け、欠損部も認めた。20 週では、

軟骨面は保たれているものの菲薄化し、皮質骨の骨吸収も進み、肉芽組織や血

管侵入がわずかに認められたが、添加骨形成や脂肪髄の出現は認めず、empty 

lacunae の存在も持続していた(図 4c,d、図 5)。硬組織標本における骨形態計

測でも、骨石灰化面、骨芽細胞面、破骨細胞数ともに 8 週でわずかな増加を認

めるも、以降 20 週にかけて増加することはなかった。本実験の計測結果は、後

述の実験におけるコントロール群として示す(図 7～10,12、表 1)。 
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2-1-4．考察 

手根骨の骨壊死モデルの報告は少ない。Aspenberg はサルの月状骨を摘出

し、再挿入することでキーンベック病モデルの作製を試みたが、1 年後には月

状骨はわずかに圧潰するも再血行化を認め、新生骨形成も出現していたと報告

した(9)。Sunagawa らは、イヌの月状骨を液体窒素で壊死させた後、最挿入す

るモデルを作製している。これを舟状骨偽関節モデルとして、血管柄付き骨移

植の有効性を示した(10)。今回我々は、手根骨のような小骨で、ドリリングや

骨髄血移植の有効性を評価しやすい骨壊死モデルを作製した。生体と連続性が

ある状態では、完全な壊死骨を作ることは難しい。また、完全に摘出した骨を

関節内に戻すモデルでは、力学的負荷による影響が加わっているため、ドリリ

ングや骨髄血移植による効果を観察し難い。そこで完全に壊死させた後、皮下

に移植することを試みた。体幹背部皮下移植は、大串らが行ったラットにハイ

ドロキシアパタイトブロックを皮下移植し、培養骨髄血幹細胞を移植したモデ

ル(43)に倣い、皮下を鈍的に剥離しスペースを作り、第 4 足根骨を挿入した。 

本モデルで組織学的に観察された 4 週で完全に empty lacunae となり脂肪

髄も消失するという変化は、Malizos らのイヌ大腿骨頭壊死モデル(4)や小原ら

のウサギ関節内骨壊死モデル(82)と同様の変化である。Malizos らは、イヌ大

腿骨頭壊死作製後 24 週では、壊死骨の残存は 10％以下と報告した(4)。小原ら

は、ウサギ関節内骨壊死モデル作製後 20 週まで MRI の脂肪信号比を計測し、経

時的に増加したと報告している(82)。我々のモデルにおいて、20 週では軟骨部

は菲薄化し、皮質骨は部分的に骨吸収を受け欠損部も認め、同部より肉芽組織

や血管侵入がわずかに認められた。しかし、骨形態計測上は、8 週で骨石灰化

面、骨芽細胞面がわずかに増加したが、以後 20 週にかけて骨石灰化面、骨芽細

胞面ともに増加することはなく、脱灰組織(HE 染色)においても、脂肪髄の回復

や添加骨形成も認めず、empty lacunae の存在も 20 週まで持続していた。髄内

に線維性組織が増加していたため、さらに長期の経過を見れば、骨吸収が進行
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し、新生骨の増加が見られる可能性もあるが、ドリリングや骨髄血移植の効果

を観察するためのモデルとしては、本モデルが有効であると考えられた。 

 

2-1-5．小括 

ウサギの第 4 足根骨を用い、液体窒素浸漬後、皮下移植する本モデルは、

小骨の骨壊死モデルとして有効であり、少なくとも 20 週までは組織学的に骨壊

死の状態が持続している。 
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2-2. 壊死骨に対する骨髄血移植の有効性の検討 

2-2-1．実験方法 

12 週齢日本白色家兎 60 羽の両側の第 4 足根骨を用い、液体窒素に 5 分間

浸した後、3 面ある皮質骨面に 1 箇所ずつ 3 箇所に直系 2mm のドリリングのみ

を行うドリル群(図 6)、そのドリル孔から末梢血移植を行う末梢血移植群、そ

のドリル孔から骨髄血移植を行う骨髄血移植群の 3 群に分け、それぞれ

2,4,8,12,20 週で評価した。移植末梢血は同家兎の左右耳介動脈より 3ml ずつ

採取し、移植骨髄血は同家兎の左右腸骨より 3ml ずつ採取し、皮下に挿入した

第 4 足根骨の 1 つのドリル孔から全量注入した。壊死骨内には 0.5ml ほどしか

留まっていないため、あらかじめ 1 つのドリル孔に 18G 針を刺入した状態で閉

創しておき、その 18G 針より骨髄血または末梢血を注入した際、壊死骨外に溢

れた分は皮下に pouch 状に貯留した状態とし、18G 針を引き抜くようにした。 

新生骨評価のため、骨蛍光標識としてカルセインを用い、屠殺 2 週前と 2

日前に皮下投与を行った。硬組織標本は、 70%, 4℃アルコールにて固定後、GMA

樹脂包埋にて作製し、トルイジンブルー染色、ALP 染色、TRAP 染色を行い、検

体中央部のスライスで骨形態計測を行った。コントロール群として前項の液体

窒素に浸漬したのみのモデルを用い、4 群間を 2,4,8,12,20 週それぞれで比較

検討した。統計は one factor ANOVA Tukey-Kramer Post-hoc test を用い、p

値 0.05 未満を有意とした。 

 

2-2-2．結果 

<肉眼的評価> 

ドリル群は、12 週までは白色調で軟骨面や皮質骨面は維持され、原型を留

めていたが、20 週では、わずかに縮小化したもの、骨硬化を認めるもの、12

週までと同様なものと一定の所見ではなかった。末梢血移植群は、2 週では移

植骨は血腫に包まれたようなっていたが、4 週には血腫は吸収され、血管の増
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生をわずかに認めた。8 週以降は、コントロール群、ドリル群と同様であった。

一方、骨髄血移植群では、2 週より移植骨周辺の血管増生が多く、4 週で全体的

に赤色調になり、8 週で軟骨面の部分的な不整を認め、原型がわずかに崩れて

きていた。12 週では、軟骨面は不整で全体的に原形を留めず、軟化し、扁平化

していた。20 週では、移植骨周囲の血管増生は少なくなり、灰白色調に扁平化

しているも、弾性の増強を認めた(図 7)。 

 

<組織学的評価>  

2 週では、4 群とも骨蛍光標識はほとんど認められなかったが、4,8,12,20

週では、骨髄血移植群でのみカルセインで標識される新生骨が観察できた（図

8）。骨形態計測において、骨石灰化面は、4,8,12,20 週で骨髄血移植群が、他

の 3 群に対し、有意に多かった。コントロール群、ドリル群、末梢血移植群の

間には有意差は認めなかった（表 1、図 8,9）。骨芽細胞面と破骨細胞数は、4,8,12

週と骨髄血移植群が他の 3 群に対して、有意に多く存在していたが、20 週では

有意差はなくなった(表 1、図 9～13)。 

 

2-2-3．考察 

 本研究においては、ドリリングのみを行った場合、ドリル孔を通じての細

胞や肉芽組織の進入は認めたものの、20 週まで骨新生はほぼ出現しなかった

（表 1）。骨穿孔による効果は、血管や細胞進入の経路を作り、骨破砕によって

局所の BMP 放出を促す効果もあると言われている(86,87)。しかし、本モデルの

ドリル群の結果が示すように壊死部分に骨前駆細胞が供給されない状態では、

血管の進入を認めても、骨形成や骨吸収は生じない。 

末梢血内には、血管内皮前駆細胞(endothelial progenitor cell: EPC)や

VEGF(vascular endothelial growth factor)が存在し、その血管新生作用が証

明され(88)、四肢虚血性疾患に対し、臨床応用した報告が散見される(89)。し
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かし、末梢血に含まれる EPC は、骨髄と比較し非常に少なく、臨床の場におい

ては、G-CSF(granulocyte colony-stimulating factor)を事前投与し、EPC 数

を確保する試みもされている。また、EPC は CD34 および CD133 や VEGF を共発

現しており、これらの因子が血管新生を惹起しているとも考えられており、効

果的な EPC 数の検討とともに今後の研究課題とされている。本実験の末梢血移

植群は、骨形成にかかわる評価項目において、コントロール群やドリル群と有

意な差は認めなかった。また、肉眼的に血管の増生が特に多いということもな

く、組織学的所見においても顕著に血管が多いということはなかった。よって、

末梢血に含まれる血小板やサイトカインなどが存在しても、骨前駆細胞が存在

しなければ、骨新生は起こらないと考えられる。しかし、本実験では、単核細

胞層の分離や培養は行っておらず、全血を 3ml のみ直接移植しているため、EPC

が移植した末梢血内に存在しなかった可能性も高く、現時点では結論に至らな

い。 

これに対し、骨髄血移植群は、4 週以降の継続した骨形成と骨吸収が観察

でき、今回観察した 20 週まで続いていた。壊死部分に骨前駆細胞が供給される

状態を作り出し、そこに血管が誘導された結果と考えられる。骨髄血移植の骨

再生に対する効果は，骨前駆細胞の供給以外にも，移植細胞によるサイトカイ

ンや成長因子産生，血小板含有の成長因子などによる複合的作用の結果と考え

られている(57，90)。すなわち、移植する間葉系幹細胞数と骨新生効果に関し

ては，相反する意見がある。Connoly らは、偽関節に対し、ドリリングに加え

自家骨髄血を注入した研究において、採取した骨髄血を遠心分離にて単核細胞

層のみを分離したものとしないもので、その骨癒合に与える効果に有意な差は

なかったと述べている(46)。一方、大串らは、HA ブロックをラットの背中に皮

下挿入し、その周囲に培養した骨髄血幹細胞を移植した。移植細胞数が多いほ

ど良好な骨形成を生じ、少なければ骨形成は生じなかったと報告している(43)。

本研究では、濃縮や培養を加えていない骨髄血を直接、3ml 程移植したため、
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間葉系幹細胞数は、ごく少数である(44)。本モデルで利用した第 4 足根骨は自

家骨であり、HA ブロックのように骨形成の足場となるだけでなく、それ自体が

骨吸収されるという生体活性を有している。さらに骨髄血中に含まれる間葉系

幹細胞以外のサイトカイン、血小板等との相互作用が加わることで、良好な骨

形成と骨吸収が生じたと考えられる。 

さらに、12 週では骨が扁平化し軟化が出現していたが、これは、遊離皮質

骨移植時に見られるような、初期の再生過程で起こる骨吸収に偏った high turn 

over が原因と考える。Enneking らは、イヌの部分腓骨移植実験において、6 週

から 6 ヶ月までは移植骨の強度が低下し、約 1 年で正常レベルに回復したと報

告している(91)。我々の結果では、8 週までは原型を保っていた壊死骨が、12

週の時点では扁平化していたことから、8～12 週で壊死骨の強度が低下したと

言える。20 週では、壊死骨の変形が進行することはなく、ある程度扁平化した

状態で形態を維持していた。本実験では、骨破断強度等は測定しておらず、20

週時点で骨強度が回復しているかは証明できず、骨強度の回復していく期間に

ついては今後の研究課題である。 

 

2-2-4．小括 

  血流が入りにくい小骨での重度の骨壊死モデルで、ドリリング＋骨髄血移

植の骨再生効果を確認した。骨髄血移植は本モデルでの骨再生には必須である。 
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2-3. 壊死骨に対する低出力超音波の有効性の検討 

2-3-1．実験方法 

[実験 1] 

 12 週齢日本白色家兎 18 羽の両側の第 4 足根骨を用い、第 2 章(2-2)のごと

く壊死モデルを作製し、コントロール群、ドリル群、骨髄血移植群を各 6 羽ず

つとした。第 4 足根骨を背部皮下に挿入する際は、左右離れた位置になるよう

注意を払った。すべでのウサギに対し、右側のみ LIPUS を照射した。照射時は、

ミダゾラム(0.3mg/kg)とメデトミジン(0.03mg/kg)の混合液を筋注麻酔し鎮静

させた。その照射方法は、プローブ固定用のベルトを体幹に巻き、プローブに

専用ゼリーを塗り、壊死骨直上にセットし、ヒトで使用するときと同様にした。

照射条件も、周波数 1.5MHz、繰り返し周波数 1.0kHz、超音波強度 30mW/cm2、

パルス幅 200μs、1 日 20 分とヒトに使用されているものと同じものを使用し、

週 6 日間で 8 週間継続した。 

組織学的評価は第 2 章(2-2)に準じて行った。統計は、各群におけて LIPUS

照射群と非照射群間については、t 検定を用いて、p 値 0.05 未満を有意とした。 

 

[実験 2] 

 12 週齢日本白色家兎 12 羽を用いて、前述と同様の骨壊死モデルにおいて

骨髄血移植群のみを作製し、LIPUS の照射期間を 4，12 週間とし、6 羽ずつ行っ

た。LIPUS 照射群と非照射群間を Student’s  t - test を用いて統計処理し、p 値

0.05 未満を有意とした。 

 

2-3-2．結果 

[実験 1] 

<肉眼的評価>  3 群とも LIPUS 照射群と非照射群の間に、肉眼的な差異は認

めなかった。コントロール群、ドリル群は、共に周囲は被膜に被われ、わずか
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な血管増生を認め、原型は維持されていた。骨髄血移植群では、LIPUS 照射群

と非照射群とも壊死骨が扁平化するように変形し、壊死骨に連続するように異

所性骨化を認めるものもあった(図 14)。 

<組織学的評価>   コントロール群、ドリル群、骨髄血移植群の 3 群間の差は、

第 4 章と同様で、骨形成面、骨芽細胞面、破骨細胞数ともに骨髄血移植群で有

意に高く、コントロール群、ドリル群の間に差はなく、この 2 群は LIPUS 照射

群と非照射群の間にも有意な差を認めなかった。骨髄血移植群では、骨石灰化

面が LIPUS 照射群で有意に高かった(p=0.049)が、骨芽細胞面、破骨細胞数は

LIPUS 照射群で非照射群より高い傾向にあるが統計学的には有意差は認めなか

った(p=0.31, p=0.17) (図 15、表 2)。 

 

[実験 2] 

<肉眼的評価>  LIPUS 照射群と非照射群で、明らかな違いは認めなかった。

壊死骨の周囲の血管増生は少ないものの、皮下から壊死骨周囲の被膜に向かう

比較的直径の太い数本の血管が存在していた。両群とも壊死骨自体はわずかに

潰れた形で、形態を保っていた(図 16)。 

<組織学的評価> 両群とも、良好な骨新生を認め、12 週では、内部は線維性組

織とともに脂肪髄も存在した。皮質骨面は部分的に骨吸収され、軟骨面も一部

に吸収像を認めたが、血管や組織進入の隔壁となっていた(図 17)。4 週ではカ

ルセインにて二重される領域はなかったが、12 週では二重染色される領域も多

く、骨形成が繰り返されていることが分かる(図 18)。骨形態計測上は、LIPUS

照射群と非照射群間に有意差はなかった。しかし、4 週では実測値にほとんど

差がなかった(p=0.41, p=0.69, p=0.91)のに対し、12 週では有意差はないもの

の、骨石灰化面、骨芽細胞面、破骨細胞数すべてにおいて LIPUS 照射群が優る

傾向にあった(p=0.47, p=0.35, p=0.16)(表 2)。 

   



 23 

2-3-3．考察 

難治性骨折に対する LIPUS の効果は、一旦骨癒合への細胞反応が停止した

状態（いわゆる偽関節）よりは、治癒過程が停滞している状態（遷延治癒）の

方が得られやすいと推察されている(92)。我々が行った LIPUS 使用状況につい

ての多施設臨床試験においても、遷延癒合骨折に対し、より早期から LIPUS を

使用した方が、明らかに良好な骨癒合が得られていた(69)。壊死骨は細胞反応

が完全に停止した状態であり、特に月状骨のような小骨では、血管の流入も限

られ、長管骨のような豊富な骨髄との連続性もないため、LIPUS の機械的刺激

に反応する細胞が存在しない。よって、LIPUS 単独では、骨壊死再生効果は期

待出来ないと考えられる。本実験 1 において、コントロール群では、8 週間の

LIPUS 照射に全く反応を示さず、この仮説を裏づける結果となった。また細胞

進入の経路を作製したドリル群においても同様で、LIPUS の機械的刺激に反応

する細胞が存在しなければ、骨形成や骨吸収も促進することはない。一方、骨

髄血移植群は、骨再生の起源となる細胞が存在している状態であり、LIPUS に

よる効果が期待できる。LIPUS 刺激は、骨芽細胞の分化を促進させるが、その

増殖効果は確認されていない。また、破骨細胞に与える影響については、相反

する意見がある。一般に、骨芽細胞は骨形成のみならず、破骨細胞の分化を制

御することにより骨吸収にも関与する。成熟した骨芽細胞に LIPUS を照射する

と、破骨細胞を誘導する RUNKL(receptor activator NFκ B ligand)の産生刺

激効果が認められるとする報告(93)の一方で、RANKL は消滅するという報告

(94)もあり、LIPUS が破骨細胞に対してどのような影響を及ぼしているかは、

結論に至っていない。本実験においては、4 週では骨形態計測上の差はほとん

ど認めなかったが、8 週間の LIPUS 照射群で、骨石灰化面は有意に高く、骨芽

細胞面、破骨細胞数も有意差はないものの高い値を示した。また、12 週間の

LIPUS 照射でも、骨石灰化面の有意差はなくなったものの、すべての評価項目

において LIPUS 照射群で高い値を示していた。Greizal(76)が述べた LIPUS 刺激
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は、骨芽細胞の分化を促進させるがその増殖効果は認めないという理論を支持

すれば、本実験結果は、LIPUS 刺激が骨芽細胞の増殖は促さないため、骨芽細

胞面の増加がなく、分化を促進したため骨石灰化面の増加が 8 週では顕著であ

ったと考えられる。そして、骨芽細胞分化に与える影響は、より未分化な細胞

の多い早期(4 週)から持続的(12 週)に続いているという結果は、Azuma ら(70)

の述べる LIPUS は骨折のすべての治癒過程において有効であるという結果を支

持するものと考える。前項の結果から壊死骨に骨髄血を移植することで、8 週

から 12 週にかけて軟化が出現し、骨形成と骨吸収のパラメーターも高値を示し

たが、20 週では特に骨吸収のパラメーターが低下しており、細胞の分化・増殖

といった活動性が停滞したと考えられる。本項の実験においては、細胞の活動

性が停滞するという変化が、8 週から 12 週にかけて出現しており、LIPUS 刺激

が細胞反応を活性化させ、骨再生過程が早まったため、12 週から 20 週にかけ

ての変化が前倒しされ出現したとも考えられる。 

Saito らは、セラミック人工骨(beta-tricalcium phospate)上で培養した

未分化間葉系細胞に、LIPUS 刺激を加えると、骨型架橋パターンが早期に誘導

され、生理的架橋の数も増加させることを報告している(95)。さらに、ヒト再

建膝十字靭帯由来細胞に LIPUS 刺激を加えると、靭帯特有の架橋パターンを変

えることなく生理的架橋の数を高めることを見出している(96)。本実験では検

証できていないが、壊死骨に対して骨髄血移植に加え LIPUS を照射することは、

より生理的な架橋パターンをもった骨再生が出現している可能性がある。 

 

2-3-4．小括 

 血流が入りにくい小骨での重度の骨壊死モデルにおいて、LIPUS 単独での

骨再生効果は認めない。骨髄血移植に LIPUS を追加することで、骨再生が促進

する可能性が示唆された。 
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2-4. 本研究の限界と今後の課題 

骨壊死動物モデルに関しては、皮下の非荷重環境に壊死骨を挿入している

ため、関節内にある本来の月状骨の環境とは異なっているという限界がある。

しかし、本研究の目的は壊死骨に対する骨髄血移植や LIPUS の効果を観察する

ことであるため、この目的は達成できたと考える。 

移植骨髄血に関しては、臨床に即して採取した骨髄血を直接移植したため、

細胞の選別や標識や培養細胞の移植などは行っていない。また、LIPUS の実験

においても、分子細胞レベルでの検討は行っていない。組織学的には良好な骨

再生が得られ、骨髄血移植と LIPUS が効果的に作用していることは確認できた。

しかし、LIPUS 照射実験では、週 6 日間で 8～12 週間麻酔をかけ続けたことに

よるストレス反応も考慮すると、LIPUS にどこまで骨再生過程の前倒し作用が

あるかは、言及できない。 

さらに、壊死骨の力学的強度の計測ができれば、創外固定期間の目安にす

ることもできるが、骨脆弱性は壊死の程度や周囲の力学環境により、その程度

や増加時期が異なる可能性があり、その点においては本動物実験には限界があ

る。さらに本実験に用いた小骨は凹凸のあるキューブ状の骨であり、再生骨に

は弾性も加わるため、現実的には非常に難題である。 
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骨髄血移植・低出力超音波療法・創外固定を併用した

キーンベック病の新しい治療法 
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3-1. 背景 

  現在、キーンベック病（stageⅡ，Ⅲ）の手術治療成績は、比較的良好であ

るが、広く行われている橈骨短縮骨切り術、血管柄付き骨移植術、手根骨間固

定術、月状骨摘出＋腱球移植術といった術式は、侵襲も大きく手技も煩雑であ

る。よって、これらの手術治療に匹敵する治療成績で、かつ壊死した月状骨の

再生を得る低侵襲な方法が期待されている。当グループの落合は、キーンベッ

ク病（stageⅡ，Ⅲ）に対して、骨髄血移植・低出力超音波療法・創外固定を併

用した新しい方法を考案し、4 例の比較的良好な短期成績を報告した(80)。以

降、我々は症例を積み重ね、詳細に評価した。ここに問題点や今後の展望を検

討する。 

 

3-2. 対象 

症例は、2000 年 5 月～2006 年 7 月まで当院および関連病院にて手術を行っ

たキーンベック病患者 18 例 18 手（男性 10 例 10 手、女性 8 例 8 手）、手術時年

齢は 19～68（平均 43.6）歳であった。手術は全例同一術者が行った。術前単純

X 線は stageⅡが 4 手、Ⅲa が 11 手、Ⅲb が 3 手で、術後経過観察期間は 15〜

84（平均 42.7）ヶ月であった。 

 

3-3. 方法 

<治療方法>  手術は、全身麻酔下に行った。Bridge 型創外固定器装着のため

第二中手骨と橈骨骨幹部に 2 本ずつピンを立て、その際、橈骨のドリル孔より

骨髄血を 2～3ml 採取する。透視下に月状骨の背側から 3 箇所に直径 2mm のドリ

リングを行い、骨髄血を可及的緩除にかつドリル孔からあふれるまで注入する

（図 19）。手関節を軽度牽引した状態で創外固定器を固定する。術後 4 週目よ

り LIPUS を 1 日 20 分、4 ヶ月以上継続した。創外固定器は 8 週間で除去した（図

20）。 
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<評価>  治療成績は、臨床評価と単純 X 線評価を点数化し総合評価とする中

村の治療成績判定基準(97)（表 3）を用いた。単純 X 線にて月状骨圧潰の程度

を評価する Ståhl’s Index(以下、SI)は側面像、Carpal Height Ratio(以下、CHR) は

正面像にて、図 21 に示すごとく計測した。MRI は、プロトン密度強調（Proton 

Density Weighted; PDW）の冠状断像で、経時的に評価した。 

 

3-4. 結果 

最終調査時、疼痛は、全くなしが 12 例、重労働で出現が 6 例、軽労働で出

現する例はいなかった。握力は全例で改善し、健側比で 90％を超えるものが 7

例と最も多かった。可動域も術前より 20 度以上改善したものが 9 例、悪化例は

3 例のみであった（表 4）。単純 X 線では、SI, CHR は、悪化した例がそれぞれ

13 例、12 例であった。しかし、SI は 0.38→0.32（平均）、CHR は 0.53→0.51

（平均）と、軽度の圧潰にとどまっていた。総合評価では、excellent 2 例, good 

11 例, fair 5 例, poor 0 例であった。MRI では、月状骨全体の信号が改善した

ものが 9 例、部分的に改善したものが 2 例、不変が 7 例であり、改善症例は 11

／18 例で 61％であった。術前 X 線 stage と成績との関係は、stageⅡが 4 例中

3 例で good 以上、stageⅢa が 11 例中 9 例で good 以上、と良好な傾向であるの

に対し、stageⅢb では 3 例中 2 例が fair であった。また、MRI の改善しない症

例でも、成績良好な例は認められたが、fair の 5 症例は、全例 MRI の改善は認

めなかった。 

【症例供覧】 

症例 6：44 歳男性、術前 stageⅢa。X 線上、SI (0.45→0.28), CHR (0.54→0.54)

と圧潰の進行はわずかで stage は不変。総合評価は good で、MRI では、経時的

に信号の回復を認める（図 22）。 

症例 5：68 歳男性、術前 stageⅢa。X 線上、SI (0.47→0.33), CHR (0.58→0.53)

と圧潰の進行はわずかで stage は不変。総合評価は good であるが、MRI での信
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号回復は認められない（図 23）。 

症例 11：50 歳女性、術前 stageⅢa。X 線上、SI (0.40→0.42), CHR (0.53→0.46)

と圧潰の進行はわずかで stage は不変。総合評価は good で、MRI では、経時的

に信号の回復を認める（図 24）。 

 

3-5．考察 

月状骨温存を目的としたキーンベック病の治療において、骨穿孔単独(23，

98)、創外固定単独(24）では、疼痛の軽減は一時的であり、再発や圧潰の進行

を認めたと報告されている。また、創外固定に海綿骨移植(99）、血管束移植(100)、

血管柄付き骨移植(101)を追加した方法や、橈骨骨切り術(29，30，97)での治療

成績はおおむね良好であるが、壊死した月状骨の再生を得る有効な治療法とし

て確立したものはなく、手技的にはどれも煩雑で、その侵襲性は決して少なく

ない。 

我々は、骨穿孔、骨髄血注入、低出力超音波療法、創外固定を組み合わせ

た治療を考案し行ってきた。結果は、総合評価において、excellent 2 例, good 

11 例, fair 5 例, poor 0 例であり、橈骨短縮骨切り術、血管柄付き骨移植術

など既存の治療法に決して劣らない成績であった。臨床成績の中で最も顕著で

あったのは疼痛の改善である。今回調査した時点で、全例疼痛は改善傾向にあ

った。 X 線所見では、著明に圧潰したものや骨折に至ったものはなく、

CHR(0.53→0.51), SI (0.38→0.32)ともにわずかな低下にとどまった。橈骨短

縮骨切り術において、Kohらは CHRが 0.52→0.51、SIは 0.31→0.28 (30)、Iwasaki

らは CHR が 0.48→0.49、SI は 0.29→0.29 (29)、と報告している。Aspenberg

はサルの月状骨を摘出し、再挿入した preliminary な実験(n=1)において、1 年

後には月状骨はわずかに圧潰した状態で再血行化を認め、新生骨形成も出現し

ていた。このことから再血行化が起こる際に圧潰が出現する可能性があると考

察している(9)。第 2 章で述べた動物実験においても、骨髄血を移植し血管が誘
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導され、骨形成と吸収が持続的に出現した 8～12 週で、移植した壊死骨は圧潰

し扁平化した。しかし、圧潰した後も骨形成は持続して出現していたことから、

臨床的にも月状骨の再血行化が起こり壊死の状態から回復するには、わずかに

圧潰が進行することは必然とも考えられる。 

また、MRI での改善例は 61％に認め、創外固定に海綿骨移植を追加した

Zelouf らの 50％(99)、橈骨骨切り術を行った松木らの 31％(40)を上回ってい

る。T1 強調像での信号回復は、脂肪髄の回復を意味しており、骨の再血行化を

反映していない(102)。しかし、長田らはキーンベック病の T2 強調像は術前よ

り多彩な変化を示し、予後の指標にすることは難しいと述べている(103)。一方、

松木らは、術後成績と一致はしないものの、成績良好例に MRI 改善例が多く、

成績不良例に MRI 非改善例が多い傾向があると報告した(40)。自験例でも、こ

の傾向は強く認められた(表 4)。 

本法では橈骨より採取した骨髄血をそのまま移植している。培養や細胞分

離といった術野外での操作を一切伴わないため、簡便かつ安全である。移植細

胞の数に関しては、ヒト骨髄血中の間葉系幹細胞は骨髄有核細胞の 0.001%－

0.01%と報告されている(44)が、これらの報告は腸骨骨髄血由来の細胞である。

自己骨髄血の採取は橈骨に創外固定を設置する際のドリル孔より吸引採取して

いるが、橈骨骨幹部の骨髄血中に存在する間葉系幹細胞数については報告がな

く、どれだけの間葉系幹細胞が存在しているのか確認されていない。Hernigou

らは、腸骨骨髄中には平均 1160 個/ml の骨前駆細胞が存在し、濃縮し平均 4900

個/mlの骨前駆細胞を、大腿骨頭壊死症に対して 30ml注入している。その結果、

骨再生領域は MRI で評価し 1 年で 7cm3 に達したと報告している(104)。Majors

らは、1 個の骨芽細胞は、最低 16～17 回分化を繰り返し、5000μm3 の骨器質を

産生すると報告し(105)、新生骨 1ml 中には 200 x 106 個の骨芽細胞が存在する

という報告もある(Frost)。よって、腸骨より採取した 1ml の骨髄血からは、単

純計算でも(1160 x 216 = 76 x 106 骨芽細胞)約 0.4ml の新生骨が産生されるこ
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とになる。本法で実際に移植できた骨前駆細胞は、橈骨より採取しているため、

さらに少ないと考えられるが、月状骨の体積が約 2cm3、骨髄腔はさらに小さい

ことを考慮すると、骨形成においては効果的であると言える。ドリル孔を通じ

た血管誘導も考慮すれば、注入骨髄血中に細胞分化の起源である間葉系幹細胞

が 1 個でも含まれていれば、月状骨壊死の再生には有効であるとも考えられる。

大腿骨頭壊死症に対する骨髄細胞移植の治療効果として、より多くの細胞を移

植したほうが効果的であるとの報告もある(104)が、月状骨をターゲットと考え

た場合、骨髄血中に含まれるサイトカインや血小板、成長因子の相乗効果

(46,57,58)も加味すると、骨髄血全血を直接移植する本法も理に適っている。 

LIPUS に関しては、中尾らの報告(79)や、第 2 章の動物実験の結果からも、

キーンベック病に対し、単独での使用では効果がないものと考えられる。また、

骨穿孔と LIPUS の併用でも同様に効果がなく、骨穿孔と骨髄血移植に併用する

ことで、8 週では壊死骨の新生骨形成において有意に促進的に作用していた。

しかし、12 週ではその有意性はなくなっていた。諸家の報告からも、LIPUS は

骨芽細胞の分化を促進するが、増殖作用はないため、より早期において効果が

高いものと考えられる。本法では、術後(骨髄血移植後)4 週より LIPUS を使用

し、最低 4 ヶ月間継続している。本動物実験や先行研究を参考にすれば、4 週

よりも早期の開始がより望ましいものと考えられる。 
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3-6. 本治療法の適応と今後の課題 

術前の分節化が高度であった 2 例(症例 12,14)は、いずれも軽度の疼痛が

残存し、成績は fair、分節化の改善は認められなかった。建部らは、橈骨骨切

り術後の分節化の改善と臨床成績を検討している。術前に分節化を認めた 23

例中 11 例と約半数で骨癒合を認めるものの、骨癒合の有無により臨床成績に有

意な差はみられず、X 線側面像の中央部で分節化している症例で成績は有意に

劣ったと報告している(106)。我々の 2 症例も中央部での分節化であり、このよ

うな分節化が高度な症例に対しては、本法の適応外ではないかと考えている。

よって、本法のよい適応は、分節化のない stageⅢまでの症例と言える。 

月状骨再生、再血行化の評価は MRI のみで行われているが、実際の組織学

的所見と MRI が一致しているか否かについては、議論が分かれる。Trumble ら

は、biopsy した組織において、MRI と組織の一致を報告している(107)。一方、

Hashizume らは、MRI の解像度の問題のため、部分的な不一致があると報告して

いる(108)。我々は、47mm マイクロスコピーコイル(Philips 社製 全身用 1.5T 

MRI 装置)を用い、より鮮明な画像を得ることで、詳細に組織像を予測できるの

ではないかと考えている。現在、本法の適応外で、月状骨摘出術を行った症例

の摘出月状骨を脱灰の後、術前の MRI(冠状断)と同レベルのスライスにし、そ

の組織像と MRI の比較検討を行っている(109)（図 25～27）。現在までの症例 5

例での、PDW はその組織学的所見をよく反映しているが、T2(FFE, STIR)では血

管の有無を反映することはなく関連性は見出せていない。しかし、今後もマイ

クロスコピーコイルを用い、骨髄血移植術前後の評価を注意深く続け、また月

状骨が温存できない症例ではその組織像も合わせて検討することで、MRI を用

い再生過程の組織像の変化や術前の予後予測が可能になるか検討を続けていく

予定である。 
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4-1. 本研究の限界と今後の展望 

  治療法に関する検討課題として、①移植骨髄血の分析、②創外固定の装着 

期間、③LIPUS の開始時期および継続期間、が挙げられる。 

①移植骨髄血の分析であるが、本法では橈骨より採取した骨髄血をそのま

ま移植している。培養や細胞分離といった術野外での操作を、一切伴わないた

め、簡便かつ安全である。しかし、橈骨骨幹部の骨髄血中に存在する間葉系幹

細胞数については報告がなく、どれだけの間葉系幹細胞が存在しているのか確

認されていない。また、採取できる量も 3-5ml と限界がある。ヒト骨髄血中の

間葉系幹細胞は骨髄有核細胞の 0.001%－0.01%と報告されている(44)が、これ

らの報告は腸骨骨髄血由来の細胞に関してである。骨髄血採取の部位による間

葉系幹細胞数の違いに関していくつかの報告がある(110,111)。McLain らは、

ヒトの腸骨と腰椎椎体での間葉系幹細胞数の違いに関して 20 例の患者を対象

に行い、腰椎椎体の骨髄血のほうがより多くの間葉系幹細胞が存在すると報告

した(110)。我々のグループでは同じ骨壊死である大腿骨頭壊死に対して腸骨か

ら採取した自己骨髄血移植を行い良好な治療成果を得るとともに、その成分や

分化能に関しても詳細な報告をしてきた(56-58)。少なくとも細胞数に関しては

橈骨骨髄血より腸骨骨髄血中のほうが多いと予想され、大量の採取が可能であ

る。また、腸骨骨髄血採取は経皮的穿刺吸引採取であり、侵襲性は低く、今後

さらなる治療成績向上を考え、移植骨髄血の採取を腸骨から行うことを計画し

た。さらに橈骨と腸骨の骨髄血に含まれる増殖分化能を持った細胞数を比較す

る目的で、臨床研究を開始している。本法実施時に移植する骨髄血以外に、橈

骨と腸骨から骨髄血を 3ml ずつ採取し、単純培養と骨分化培養を行い、細胞形

態や集合様式、接着細胞数を ALP 染色、crystal violet 染色にて観察していく。

現在、1 例のみ行った結果を示す(図 28)。ALP 染色陽性の骨細胞に分化してい

く細胞、crystal violet 染色にて固定されている接着細胞ともに、腸骨由来の

ものが橈骨由来のものより明らかに多いことが分かる。 
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②創外固定の装着期間については、骨強度の回復時期が問題になる。本研

究では骨強度に関しては調査できておらず、創外固定を用いたあるいは併用し

た過去の報告でも、その装着期間は 3 週から 13 週と多岐に渡り、明確な結論に

至っていない(24,99-101)。本研究の結果を参考にするならば、壊死骨に骨髄血

を移植すると 8 週から 12 週にかけて軟化が出現し、骨形成と骨吸収のパラメー

ターも高値を示し、その活動性が高いと言える。しかし、20 週では特に骨吸収

のパラメーターが低下しており、細胞の活動性が落ち着いていると考えられる。

LIPUS を追加した実験においては、この 12 週から 20 週にかけての変化が、8

週から 12 週にかけて出現しており、LIPUS 刺激が細胞反応を活性化させ、骨再

生過程が早まったとも考えられる。現行の 8 週間で創外固定を除去することは、

壊死骨再生過程で最も骨吸収に傾いている時期に除圧できないことになってし

まう。一方、12 週以上の創外固定装着は、臨床的には感染や骨萎縮、手関節機

能低下という合併症を招く危険がある。骨脆弱性は壊死の程度や周囲の力学環

境により、その程度や増加時期が異なる可能性があり、その点においては本動

物実験には限界がある。しかし、今後は Hinge 付きの創外固定を用いることに

よって、8 週間は完全固定し、その後 4 週間は手関節に軽度牽引をかけた状態

で可動域訓練できるようにすることを考慮している。 

③LIPUS は現行では術後 4 週から４ヶ月以上という方針にしている。しか

し、LIPUS には細胞反応のより早期からの効果が確認されていること、MRI での

脂肪髄の回復が 1 年以上かかっていることなどを考えると、創部の癒合した 2

週間から 1 年間継続という方針にすることを考慮している。 

キーンベック病は比較的症例数も少なく、倫理的にも DBT による臨床研究

は不可能と考えられ、後向きの比較対象試験を行っていくしかない。1999 年よ

り 2007 年まで 8 年間、方針を統一し本治療法で行ってきた。第 2 章での基礎研

究を元に 2008 年より、一部治療方針を変更し、骨髄血移植(橈骨→腸骨)、創外

固定期間(8→12 週間)、LIPUS(4 週～4 ヶ月以上→2 週～1 年)として、今後臨床
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例を積み重ねたいと考えている。合わせて、移植骨髄血の分析を進め、この治

療法をさらに発展させていきたい。 
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4-2. 結論 

骨髄血移植・LIPUS・創外固定を併用したキーンベック病の治療法は、低侵

襲でありながら、より侵襲的な既存の治療法に劣らない臨床成績が得られる。 

  ウサギの第 4 足根骨を用い、血流が入りにくい小骨での重度の骨壊死モデ

ルを作製し、有効因子の検討を行ったところ、ドリリング＋骨髄血移植では骨

再生効果が確認できるが、LIPUS 単独では骨再生効果を認めないことから、骨

髄血移植は本モデルでの骨再生には必須であり、さらに LIPUS を追加すること

は、より質の高い骨再生が得られる可能性を秘めている。 
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図 1：Lichtman 病期分類 

 

図 2 

 

a: stageⅡ：月状骨の硬化像を認める 

b: stageⅢa：月状骨の圧潰を認めるも、手根骨配列は保たれている 

c: stageⅢb：月状骨の圧潰、分節化を認め、舟状骨の掌屈回旋も認める 
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図 3：ウサギ第 4 足根骨摘出手順 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a;ウサギ足部外側 

b,c;エレバトリウムを関節面に挿入し、愛護的に操作 

d;摘出時 
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図 4：ウサギ第 4 足根骨 

 

 

 

 

 

 

a: 移植前 

b: 骨壊死モデルとして移植後 20 週（背部皮下より摘出時）．軟骨面は維持され

ている。 
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図 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a: 移植後 12 週、脱灰組織標本（ＨＥ染色,×100）．軟骨面(矢印)は保たれてい

る。 

b: 移植後 12 週、脱灰組織標本（ＨＥ染色,×100）．皮質骨面(矢印)は一部吸収

されている。 

c: 正常脱灰組織標本（ＨＥ染色,×400）．骨細胞（矢頭）の核は良く染まり、

脂肪髄を認める。 

d: 骨壊死モデル移植後 20週、脱灰組織標本（ＨＥ染色,×400）． 骨細胞は empty 

lacunae（矢印）であり、骨髄腔に脂肪髄の形成はなく、線維性組織が存在する。 
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図 6(a～d)：約 45°ずつ回転させた写真を示す。＊印は、皮質骨面のドリル位

置を示している。 
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図 7：2～20 週の肉眼的所見 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control: コントロール群 

Drill: ドリル群 

PB: 末梢血移植群 

BM: 骨髄血移植群
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図 8：12 週、トルイジンブルー染色 (×40) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a-d; 明視野 

e-h; 暗視野 

a,e; コントロール群 

b,f; ドリル群 

c,g; 末梢血移植群 

d,h; 骨髄血移植群 
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図 9：骨石灰化面 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C: コントロール群 

D: ドリル群 

P: 末梢血移植群 

B: 骨髄血移植群
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図 10：骨芽細胞面 

 

 

 

 

 

 

 

 

C: コントロール群、D: ドリル群、P: 末梢血移植群、B: 骨髄血移植群 

 

図 11：ALP 染色．a; 100 倍．b; 400 倍（矢印；骨芽細胞） 
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図 12：破骨細胞数 

 

 

 

 

 

 

 

 

C: コントロール群、D: ドリル群、P: 末梢血移植群、B: 骨髄血移植群 

 

図 13：TRAP 染色．a; 100 倍．b; 400 倍.（矢印；破骨細胞）
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図 14：肉眼所見 LIPUS 8 週 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LIPUS(-)：LIPUS 非照射群 

LIPUS(+)：LIPUS 照射群 

コントロール群、ドリル群ともに、形体は維持されている。骨髄血移植群では、

壊死骨は扁平化している。この変化は両群とも同様であった。 
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図 15：組織学的所見 LIPUS8 週(トルイジンブルー染色、40 倍) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LIPUS(-)：LIPUS 非照射群 

LIPUS(+)：LIPUS 照射群 

a,d,g,i(上段); コントロール群 

b,e,h,k(中段); ドリル群 

c,f,i,l(下段); 骨髄血移植群 

a-c, g-i; 明視野 

d-f, j-l; 暗視野 

骨髄血移植＋LIPUS 照射群(i,l)で、扁平化が強く、旺盛な骨形成が起こってい

ることがわかる。 
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図 16：肉眼所見．LIPUS 4,8,12 週 

4 週では原型を留め、8 週で扁平化を認める． 

12 週でもその形体は維持されている． 

 

 

 

 

 

図 17：組織学的所見．LIPUS 4,12 週  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a,b; 4 週. c,d; 12 週. a,c; LIPUS 非照射群. b,d; LIPUS 照射群.  

(矢頭)；骨皮質の吸収部、(矢印)；軟骨の吸収部 
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図 18：組織学的所見 LIPUS12 週(トルイジンブルー染色、100 倍) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a-d; 4 週 

e-h; 12 週 

a,b,e,f; LIPUS(-) 

c,d,g,h; LIPUS(+) 

a,c,e,g; 明視野 

b,d,f,h; 暗視野 

12 週では、両群とも、カルセインにて二重染色される領域も多く、骨形成が繰

り返されていることが分かる(暗視野) 
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図 19：手術方法 

 

  

a. 骨髄血採取(橈骨より吸引採取) 

b. ドリルガイド設置(Ｘ線透視下に確認) 

c. 月状骨ドリリング(ストッパー付の専用ドリル使用) 

d. 骨髄血注入 
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図 20 

a 

b 

a: 創外固定器装着後 

b: 実際使用する LIPUS 器台
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図 21  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ståhl’s Index = a/b 

Carpal Height Ratio = d/c 
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図 22：症例 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

上段：単純 X 線正面像 

中段：単純 X 線側面像 

下段：MRI(PDW) 
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図 23：症例 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

上段：単純 X 線正面像 

中段：単純 X 線側面像 

下段：MRI(PDW) 
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図 24：症例 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

上段：単純 X 線正面像 

中段：単純 X 線側面像 

下段：MRI(PDW) 
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図 25．MRI(左：PDW) 背側と掌側の一部で高信号領域を認める、右：FFE) 

 

 

 

 

 

上段：MRI(PDW)．  

下段：MRI(FFE)．高輝度領域は、PDW と完全には一致していない 

 

図 26：上記 MRI とほぼ同じレベルのスライス(HE 染色. x1) 

 

 

図 27：上記組織 2,5,8 の強拡大 (HE 染色. x400) 

 

 

 

 

 

 

2; 脂肪髄(+), 骨細胞核(+).  

5; 脂肪髄消失, empty lacunae(+).  

8; 脂肪髄(+), 骨細胞核(+). 
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図 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a: 橈骨骨髄血, ALP 染色 

b: 腸骨骨髄血, ALP 染色 

c: 橈骨骨髄血, crystal violet 染色 

d: 腸骨骨髄血, crystal violet 染色 
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表 1：骨形態計測データ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

＊＊; p < 0.01 (対コントロール群) 

 

6.2±4.215.7±21.07.8±5.60.3±0.80±0末梢血移植

11.2±7.63.1±3.63.0±3.90±01.0±1.5末梢血移植

11.7±5.729.6±17.623.0±21.026.8±24.18.8±10.0末梢血移植

12.0±6.9

4.8±3.2

12.5±14.2

27.0±16.6

3.8±7.2

7.4±7.0

52.0±11.4 ＊＊

8.0±5.4

6.4±6.3

20週

26.8±14.8＊＊63.3±70.6＊＊11.2±17.4＊＊0±0骨髄血移植

12.2±7.67.2±12.01.0±2.40±0ドリル

1.5±2.311.2±8.10±00±0コントロール

破骨細胞数
N. Oc.(n)

23.5±7.0＊＊26.4±12.7*24.8±22.4＊＊0±0骨髄血移植

2.2±1.93.6±4.70±00±0ドリル

2.5±3.18.8±10.70±00±0コントロール

骨芽細胞面
Ob.S/BS(%)

60.9±18.1＊＊56.0±13.7＊＊51.3±17.6＊＊5.2±11.1骨髄血移植

18.4±6.713.3±17.312.4±9.64.4±5.2ドリル

14.6±11.129.3±9.48.0±19.512.1±16.9コントロール

骨石灰化面
Lb.S/BS(%)

12週8週4週2週

6.2±4.215.7±21.07.8±5.60.3±0.80±0末梢血移植

11.2±7.63.1±3.63.0±3.90±01.0±1.5末梢血移植

11.7±5.729.6±17.623.0±21.026.8±24.18.8±10.0末梢血移植

12.0±6.9

4.8±3.2

12.5±14.2

27.0±16.6

3.8±7.2

7.4±7.0

52.0±11.4 ＊＊

8.0±5.4

6.4±6.3

20週

26.8±14.8＊＊63.3±70.6＊＊11.2±17.4＊＊0±0骨髄血移植

12.2±7.67.2±12.01.0±2.40±0ドリル

1.5±2.311.2±8.10±00±0コントロール

破骨細胞数
N. Oc.(n)

23.5±7.0＊＊26.4±12.7*24.8±22.4＊＊0±0骨髄血移植

2.2±1.93.6±4.70±00±0ドリル

2.5±3.18.8±10.70±00±0コントロール

骨芽細胞面
Ob.S/BS(%)

60.9±18.1＊＊56.0±13.7＊＊51.3±17.6＊＊5.2±11.1骨髄血移植

18.4±6.713.3±17.312.4±9.64.4±5.2ドリル

14.6±11.129.3±9.48.0±19.512.1±16.9コントロール

骨石灰化面
Lb.S/BS(%)

12週8週4週2週
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表 2：骨形態計測データ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

＊; p < 0.05 (対 LIPUS(-)群) 

42.3±27.095.8±39.213.6±21.4骨髄血移植，LIPUS(＋)

23.3±14.866.7±28.712.3±19.2骨髄血移植，LIPUS(-)

32.1±8.252.1±27.95.2±7.0骨髄血移植，LIPUS(＋)

25.1±15.538.7±12.57.8±14.2骨髄血移植，LIPUS(-)

50.1±22.077.7±9.6*75.1±18.5骨髄血移植，LIPUS(＋)

42.0±15.663.9±11.664.8±23.2骨髄血移植，LIPUS(-)

4.3±7.0ドリル，LIPUS(-)

0.1±0.4ドリル，LIPUS(-)

13.7±12.0ドリル，LIPUS(-)

4.2±3.0ドリル，LIPUS(＋)

13.0±24.3コントロール，LIPUS(＋)

4.8±8.7コントロール，LIPUS(-)

破骨細胞数
N. Oc.(n)

1.8±4.3ドリル，LIPUS(＋)

2.3±4.6コントロール，LIPUS(＋)

4.7±5.3コントロール，LIPUS(-)

骨芽細胞面
Ob.S/BS(%)

30.4±16.7ドリル，LIPUS(＋)

25.3±19.5コントロール，LIPUS(＋)

23.1±17.1コントロール，LIPUS(-)

骨石灰化面
Lb.S/BS(%)

12週8週4週

42.3±27.095.8±39.213.6±21.4骨髄血移植，LIPUS(＋)

23.3±14.866.7±28.712.3±19.2骨髄血移植，LIPUS(-)

32.1±8.252.1±27.95.2±7.0骨髄血移植，LIPUS(＋)

25.1±15.538.7±12.57.8±14.2骨髄血移植，LIPUS(-)

50.1±22.077.7±9.6*75.1±18.5骨髄血移植，LIPUS(＋)

42.0±15.663.9±11.664.8±23.2骨髄血移植，LIPUS(-)

4.3±7.0ドリル，LIPUS(-)

0.1±0.4ドリル，LIPUS(-)

13.7±12.0ドリル，LIPUS(-)

4.2±3.0ドリル，LIPUS(＋)

13.0±24.3コントロール，LIPUS(＋)

4.8±8.7コントロール，LIPUS(-)

破骨細胞数
N. Oc.(n)

1.8±4.3ドリル，LIPUS(＋)

2.3±4.6コントロール，LIPUS(＋)

4.7±5.3コントロール，LIPUS(-)

骨芽細胞面
Ob.S/BS(%)

30.4±16.7ドリル，LIPUS(＋)

25.3±19.5コントロール，LIPUS(＋)

23.1±17.1コントロール，LIPUS(-)

骨石灰化面
Lb.S/BS(%)

12週8週4週
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表 3：中村の治療成績判定基準 
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表 4 
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