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超高齢社会を迎えた我が国では、長年の生活習慣や加齢による疾病、いわゆ

る生活習慣病などに罹患し、その結果、脳血管障害や虚血性心疾患、認知症な

どにより寝たきりや要介護状態となる高齢者が急増している。厚生労働省によ

る国民生活基礎調査（平成 28 年）では、介護が必要となった主な原因として「認

知症」、「脳血管疾患」、「高齢による衰弱」が挙げられ、次いで「転倒・骨折」

が示されている（Fig. 1）。「転倒・骨折」の原因疾患は、骨減少症や骨粗鬆症な

どの骨代謝疾患で、その素因は骨脆弱性である。 

骨は、体の支持組織としての役割だけではなく、常に骨芽細胞による骨形成

と破骨細胞による骨吸収により連続的な骨リモデリングを営む活動的な器官と

して捉えられている（1）。通常、骨形成と骨吸収のバランスは、ビタミン D や

副甲状腺ホルモンなどの作用により常に一定に保たれ骨強度や骨量は維持され

る（2）。しかし、閉経や加齢、特定の疾患や薬物などの影響により正常な骨リ

モデリングのバランスが崩れると骨脆弱性が増大し、骨減少症や骨粗鬆症が誘

発する（3）。現在、我が国における骨粗鬆症患者数は人口の急速な高齢化に伴

い年々増加し、約 1,280 万人と推定されている（4, 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. 介護が必要となった主な原因 
（厚生労働省「国民生活基礎調査（平成 28 年度）」より引用） 
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骨粗鬆症は、骨強度の低下を特徴とした骨折リスクが増大する疾患と定義さ

れ、閉経や加齢を原因とする原発性骨粗鬆症と特定の疾患や薬剤の影響により

二次的に発症する続発性骨粗鬆症に分類される。骨粗鬆症の診断基準（Table 1）

には単位面積あるいは体積あたりのミネラル量を示す骨密度による評価が行わ

れてきた（6）。しかし、近年では、続発性骨粗鬆症の中で最も発症頻度の高い

ステロイド性骨粗鬆症罹患による骨折リスクは、骨密度の減少率から推定され

る以上に高まっていること（7-10）、生活習慣病関連骨粗鬆症の主な原因となる

2 型糖尿病では、患者の骨密度は健常者と比べ同等もしくは高値にもかかわらず

骨折リスクが有意に高まること（11-13）などが報告されている。これらの知見

から、ステロイド性骨粗鬆症や生活習慣病関連骨粗鬆症など多くの続発性骨粗

鬆症は、骨密度から推測される以上に骨脆弱性が進展しており、その骨折リス

クは骨密度だけでは正確に評価することができないと考えられるようになった。 

 
Table 1. 骨密度による骨粗鬆症の診断基準 

正  常 骨密度値が若年成人の平均値の-1SD（標準偏差）以上 

低骨量状態 骨密度値が T スコアで-1 より小さく-2.5 より大きい 

骨粗鬆症 骨密度値が T スコアで-2.5 以下 

重症骨粗鬆症 骨密度値が骨粗鬆症レベルで 1 個以上の脆弱骨折あり 

T スコア：若齢者の平均骨密度を 0 として標準偏差を 1SD として指標を規定した値 

（参考文献（6）より引用） 

 

このような知見の集約から、2000 年の米国国立衛生研究所でのコンセンサス

会議において、骨密度以外の骨強度を規定する因子として骨微細構造や骨代謝

回転、骨石灰化度などを要因とする「骨質（bone quality）」の概念が提唱され

た（14）。それにより、骨粗鬆症は、骨密度と骨質の 2 つの要因により規定され

る骨強度の低下を特徴とした骨折リスクの高まる疾患と新たに定義された（15）。

このような骨粗鬆症の病態の新たな解明により、ステロイド性骨粗鬆症や生活

習慣病関連骨粗鬆症は、主に骨質の劣化を特徴とする病態であることが一部明

らかとなってきた。原発性骨粗鬆症の大半を占める閉経後骨粗鬆症は、エスト
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ロゲンの卵巣からの産生・分泌の低下に伴い骨吸収が骨形成を上回り、骨リモ

デリングのバランスが崩れた結果、骨量減少が生じる（16）。一方、続発性骨粗

鬆症は、骨密度の減少ならびに骨質の劣化により骨折リスクが増大するため、

その発症予防には骨密度の減少を改善することに加えて、骨質の維持・向上が

極めて重要となる。さらに近年では、生活習慣病の病態に加えて、その治療薬

も骨代謝に影響を及ぼす可能性が示唆されている。例えば、骨折リスクが低減

すると報告されている薬剤に、スタチン（17-21）、β受容体遮断薬（22, 23）、

アンギオテンシン変換酵素阻害薬（24）などがあり、一方、骨折リスクを高め

る薬剤として、ループ利尿薬（25）や選択的セロトニン再取り込み阻害薬（26）

などが報告されている。生活習慣病の治療は生活習慣の改善が必須であるが、

薬物治療では薬剤の服用期間も長期になることが多い。このような背景から、

骨代謝に影響を及ぼす各種の疾患とその病態や治療薬による骨密度、骨質に及

ぼす影響を正確に評価し把握することは、薬剤誘発性の骨減少症、骨粗鬆症の

予防・治療の観点から極めて重要となる。そこで、本研究では、薬剤誘発骨脆

弱性を予防し、結果的に骨折の発生予防と骨折による寝たきり状態を回避する

ために、これまでに主に骨量に影響を及ぼすことが報告されている合成グルコ

コルチコイド、インスリン抵抗性改善薬ピオグリタゾン、古典的抗てんかん薬

それぞれの薬剤の骨代謝に及ぼす影響について、新たに骨質への影響を評価す

るとともに、新規抗てんかん薬の骨組織形態に及ぼす影響について、骨微細構

造、骨代謝回転、骨石灰化度などの骨組織レベルで検討、評価した結果を詳述

する。 
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第 2 章 

 

抗炎症力価の異なる合成グルココルチコイドの 

短期投与による骨代謝への影響 
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2-1 目 的 
合成グルココルチコイド（glucocorticoid, 以下 GC）は強力な抗炎症作用や

免疫抑制作用を有し、自己免疫疾患や呼吸器疾患、腎疾患、炎症性腸疾患など

多くの疾患の治療に汎用される。しかし、その副作用の 1 つにステロイド性骨

粗鬆症の発症（27-29）があり、長期 GC 治療を受けている患者の 30～50%に

骨折が発生することが報告されている（30-32）。GC の長期投与による骨密度

の減少は、投与開始 6 ヵ月以内に急激に生じること（33）や、GC の累積使用量

や投与期間と相関すること（34, 35）も報告されている。しかし、GC の抗炎症

力価の違い（Table 2）（36）による骨代謝に及ぼす影響の差異は不明である。

また、ステロイド性骨粗鬆症では骨密度の減少が生じる前に骨脆弱性が高まり

骨折リスクが増大する（7-10）ことから、その発症には骨密度の減少だけでな

く骨質の劣化が関与する可能性が示唆されている（37-40）。本章では、抗炎症

力価の異なる GC として、ヒドロコルチゾン、プレドニゾロン、デキサメタゾ

ンを用い、それぞれ抗炎症作用が同等となる等価用量をラットに短期間の投与

を行い、抗炎症力価の異なる GC の骨代謝に及ぼす影響について比較検討を行

った。さらに、ステロイド性骨粗鬆症発症時の病態における骨質の関与を明ら

かにするために、骨組織形態の変化についての評価も行った。 

 
Table 2. Anti-inflammatory potencies and equivalent doses of representative GCs . 

（Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics twelfth edition より引用） 

GCs Anti-inflammatory  
potency 

Equivalent dose 
(mg) 

Cortisone 0.8 25 
Cortisol 1 20 
Prednisone 4 5 
Prednisolone 4 5 
6α-Methylprednisolone 5 4 
Triamcinolone 5 4 
Betamethasone 25 0.75 
Dexamethasone 25 0.75 
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2-2 実験方法 

1. 動物 

8 週齢の Wistar 系雄性ラット（日本クレア, 東京）を、室温 22±2℃、湿度

55±5%、12 時間の明暗サイクル（7：00 点灯）の実験動物室で飼育した。実験

期間中、固形飼料（MF; オリエンタル酵母, 東京）と飲料水を自由摂取させた。

本動物実験は、新潟薬科大学動物実験委員会の承認を得て実施した。 

 

2. 薬物 

ヒドロコルチゾンコハク酸エステルナトリウム（サクシゾン®; 大正製薬, 東

京）、プレドニゾロンコハク酸エステルナトリウム（プレドニン®; 塩野義製薬, 

大阪）、デキサメタゾンリン酸エステルナトリウム（デカドロン®; 萬有製薬, 東

京）の注射剤を用いた。各薬物は、投与直前に投与容量がラットの体重 100 g

あたり 0.1 mL となるように生理食塩液（テルモ, 東京）で用時調製した。 

 

3. 実験手順 

ラットを、対照群、ヒドロコルチゾン投与群、プレドニゾロン投与群、デキ

サメタゾン投与群の 1 群 6 匹からなる 4 群に分けた。薬物投与量は、各 GC の

抗炎症作用が同等となる等価用量（Table 2）を設定し、ヒドロコルチゾンは 20 

mg/kg、プレドニゾロンは 5.0 mg/kg、デキサメタゾンは 0.8 mg/kg とした。対

照群には投与量の調製溶媒である生理食塩液を投与した。各薬物は午前 9 時に

14 日間の連日背部皮下投与を行った。最終薬物投与から 24 時間後に CO2麻酔

下で全採血を行い、得られた血液は常法に従い血清を分取し、測定まで-80 ℃

で保存した。大腿骨と脛骨は摘出し、付着する筋肉や腱などの組織を取り除き、

大腿骨は骨密度の測定に、脛骨は骨組織形態計測に用いた。 
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4. 骨密度の測定 

骨密度は、軟 X 線撮影装置（SOFTEX-CMB; ソフテックス, 東京）と画像解

析装置（ASPECT; 三谷商事, 東京）を用いて、軟 X 線微粒子撮影法（41）に

より計測した。計測領域は大腿骨の骨幹端（metaphysis）と骨幹（diaphysis）

を対象とした（Fig. 2）。 

 

 

 

 

 

 

 
F i g .  2 .  Objective areas for the measurement of bone mineral density in 
femoral metaphysis and diaphysis. 
 
 

5. 血清生化学マーカーの測定 

血清カルシウム値とリン値は自動分析装置（Hitachi7180; 日立ハイテクノロ

ジーズ, 東京）により測定した。骨形成マーカーである血清オステオカルシン値

は Osteocalcin rat ELISA system（GE ヘルスケアジャパン, 東京）を、骨吸収

マ ー カ ー で あ る 血 清 酒 石 酸 抵 抗 性 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ TRAP: 

tartrate-resistant acid phosphatase-5b ） 値 は  Rat TRAP Assay kit

（SBA-Sciences, Oulu, Finland）を用いて測定した。 

 
  

 

Diaphysis Metaphysis 

3 mm 3 mm 

10 mm 



10 
 

6. 骨組織形態計測 

摘出した脛骨を 70%エタノールで 7 日間固定し、骨幹端部をトリミングして

Villanueva Bone Stain 液に 7 日間浸透染色した後、メチルメタクリレート樹脂

に包埋した。樹脂ブロックはミクロトーム（Leica RM2255; Leica Inc., Nussloch, 

Germany）を用いて 5 μm の薄切を行った。 

計測範囲は、脛骨近位成長板から遠心に 2.0 mm から 4.0 mm の範囲内で、

外側の皮質骨から 0.3 mm 離れた二次海綿骨領域を対象に、画像計測システム

（Histometry RT CAMERA; システムサプライ, 長野）を用いて行った。 

骨微細構造の指標として骨量（BV/TV; bone volume/tissue volume）、骨梁幅

（Tb.Th; trabecular thickness）、骨梁数（Tb.N; trabecular number）、骨梁間

隙（Tb.Sp; trabecular separation）を計測した。骨吸収の指標として浸食面

（ES/BS; eroded surface/bone surface）、破骨細胞数（N.Oc/BS; osteoclast 

number/BS）、破骨細胞面（Oc.S/BS; osteoclast surface/BS）を、骨形成の指標

として類骨面（OS/BS; osteoid surface/BS）、類骨量（OV/BV; osteoid 

volume/BV）、骨芽細胞面（Ob.S/BS; osteoblast surface/BS）、骨芽細胞数

（N.Ob/BS; osteoblast number/BS）を計測した。骨形成の動的指標は、蛍光色

素剤を用いた二重蛍光標識法により計測した。骨標識を行うため、ラットにテ

トラサイクリン（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）25 mg/kg を骨摘出 5

日前に、カルセイン（和光純薬, 大阪）10 mg/kg を骨摘出 2 日前に皮下投与し

た。テトラサイクリンならびにカルセイン投与時の骨石灰化面を示す標識面は、

蛍光顕微鏡（BX50; Olympus America Inc., Center Valley, PA, USA）を用いて

計測し、1 重及び 2 重標識面（sLS, dLS; single-, double-labeled surface)、標識

幅及び標識時間（Ir.L.Th, Ir.L.t; inter-label thickness, time）を求めた。これら

を用いて骨石灰化面（MS/BS; mineralizing surface/BS, [dLS+sLS/2]/BS）、骨

石灰化速度（MAR; mineral apposition rate, [Ir.L.Th/Ir.L.t]）、骨形成速度（BFR; 

bone formation rate/BS, [MAR×MS/OS]/BS）を算出した。これらの骨組織形態
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計測により得られる主な指標の略図を Fig. 3 に示した（42）。用語の略語と単位

は、米国骨代謝学会の Histomorphometry Nomenclature Committee（43）に

準じた。 
 

 
Fig. 3. The scheme of the primary bone histomorphometric parameters. 
Tb.Sp; trabecular separation, dLS; double-labeled surface, sLS; single-labeled surface, 
Ir.L.Th; inter-labels thickness, Ob.S; osteoblast surface, OS; osteoid surface, ES; 
eroded surface, Oc.S; osteoclast surface. 

 

7. 統計学的処理 

全ての値は平均値±標準誤差で示した。多群間の比較は一元配置分散分析

（one-way ANOVA）の後、Dunnett’s test を、2 群間の比較は student’s t -test

を用いた。 
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2-3 結 果 
1. 大腿骨骨幹ならびに骨幹端の骨密度 

ヒドロコルチゾン投与群とプレドニゾロン投与群の大腿骨骨幹ならびに骨幹

端の骨密度は、対照群と比較し有意な変化は認められなかった（Fig. 4A, B）。

しかし、デキサメタゾン投与群の骨幹の骨密度は、対照群と比較し約 13%の有

意な減少が認められ、骨幹端の骨密度は約 10%の有意な増加が認められた。 

 

A                      B 

 
Fig. 4. Effects of hydrocortisone, prednisolone, and dexamethasone treatment on 
bone mineral density (BMD) of femoral diaphysis (A) and femoral metaphysis (B). 
Hyd: hydrocortisone 20 mg/kg treated group, Pre: prednisolone 5.0 mg/kg treated group, 
Dex: dexamethasone 0.8 mg/kg treated group. Data represents the mean ± S.E. (n = 6).  
* P < 0.05 
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2. 血清カルシウム値、リン値、オステオカルシン値および TRAP 値 

血清カルシウム値とリン値は、対照群と比較しすべての GC 投与群で有意な

変化は認められなかった（Table 3）。血清オステオカルシン値ならびに血清

TRAP 値は、ヒドロコルチゾン投与群とプレドニゾロン投与群では有意な変化

は認められなかった。しかし、デキサメタゾン投与群では、対照群と比較し血

清オステオカルシン値が約 84%、血清 TRAP 値が約 80%、それぞれ有意に減少

した。 

 
 
Table 3. Effects of hydrocortisone, prednisolone, and dexamethasone treatment on 
serum calcium, phosphorus, osteocalcin, and TRAP levels. 

 Control Hydrocortisone  
20 mg/kg 

Prednisolone  
5.0 mg/kg 

Dexamethasone  
0.8 mg/kg 

Calcium (mg/dL) 11.7 ± 0.47 11.8 ± 0.19 12.0 ± 0.34 12.1 ± 0.36 

Phosphorus (mg/dL) 11.7 ± 0.45 11.8 ± 0.37 12.3 ± 0.48 10.8 ± 0.24 

Osteocalcin (ng/dL) 78.4 ± 5.99 63.2 ± 3.81 63.2 ± 4.76 12.3 ± 0.91 * 

TRAP (U/L) 11.7 ± 0.79 10.8 ± 0.24 10.4 ± 0.80 2.33 ± 0.24 * 

TRAP: tartrate-resistant acid phosphatase-5b. Data represents the mean ± S.E. (n = 6).  
* P < 0.05 versus Control.  
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3. 骨組織形態計測 

大腿骨骨幹ならびに骨幹端の骨密度に顕著な影響を及ぼしたデキサメタゾン

投与群の骨組織形態計測を行った。デキサメタゾン投与群の類骨量（OV/BV）、

類骨面（OS/BS）、骨石灰化面（MS/BS）、骨石灰化速度（MAR）、骨芽細胞面

（Ob.S/BS）、骨芽細胞数（N.Ob/BS）は、対照群と比較し約 36%、33%、26%、

41%、70%、70%、それぞれ有意に減少した（Table 4）。さらに、デキサメタゾ

ン投与群の浸食面（ES/BS）、破骨細胞面（Oc.S/BS）、破骨細胞数（N.Oc/BS）

も、対照群と比較し約 30%、48%、53%、それぞれ有意に減少した。骨組織像

（Fig. 5）からも、デキサメタゾン投与群では対照群と比べ類骨量ならびに類骨

面の顕著な減少が観察された。 

 
Table 4. Bone histomorphometric analysis of the proximal tibial metaphysis in rats. 

 Control Dexamethasone 
0.8 mg/kg 

Bone formation 
OV/BV (%) 
OS/BS (%) 
MS/BS (%) 
MAR (μm/day) 
Ob.S/BS (%) 
N.Ob/BS (N/mm) 

Bone resorption 
ES/BS (%) 
Oc.S/BS (%) 
N.Oc/BS (N/mm) 

 
5.92 ± 0.74 
39.6 ± 1.80 
38.0 ± 2.50 
2.45 ± 0.12 
17.9 ± 2.90 
15.9 ± 2.29 

 
5.79 ± 0.47 
2.60 ± 0.35 
2.03 ± 0.36 

 
3.78 ± 0.35 * 
26.7 ± 2.87 * 
28.1 ± 0.56 ** 
1.45 ± 0.12 ** 
5.36 ± 2.26 ** 
4.74 ± 1.91 ** 
 
4.07 ± 0.52 * 
1.35 ± 0.19 * 
0.96 ± 0.09 * 

OV; osteoid volume, BV; bone volume, OS; osteoid surface, BS; bone surface, MS; 
mineralizing surface, MAR; mineral apposition rate, Ob.S; osteoblast surface, N.Ob; 
osteoblast number, ES; eroded surface, Oc.S; osteoclast surface, N.Oc; osteoclast 
number. Data represents the mean ± S.E. (n = 6). * P < 0.05, ** P < 0.01 versus 
Control.  

 
 

  



15 
 

  

Fig. 5. Typical micrographs of the slices assessed by bone histomorphometry.  
A: control group, B: dexamethasone 0.8 mg/kg treated group.  
The osteoid surfaces are indicated by the arrows. It was observed that the 
dexamethasone 0.8 mg/kg treated group had decreased osteoid surface and volume 
relative to the control group. (Villanueva Bone Stain) 
 
 

  

20 μm 20 μm 
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2-4 考 察 
本検討では、抗炎症力価の異なる GC のヒドロコルチゾン、プレドニゾロン、

デキサメタゾンを用い、各 GC の抗炎症作用が同等となる等価用量をラットに

14 日間連日投与し、骨代謝に及ぼす影響について比較検討を行った。その結果、

ヒドロコルチゾン 20 mg/kg ならびにプレドニゾロン 5.0 mg/kg の 14 日間投与

による骨密度への有意な影響は認められなかったが、デキサメタゾン 0.8 mg/kg

の投与により、大腿骨の骨密度は骨幹部で有意に減少し、骨幹端部では有意に

増加することが認められた。これらの結果から、抗炎症力価の異なる GC の等

価用量を同一期間投与しても、骨密度に及ぼす影響は GC により異なること、

また、デキサメタゾンは短期間の投与であっても骨密度に顕著な影響を及ぼす

ことが明らかになった。 

ステロイド性骨粗鬆症の発症機序は単一ではなく複数の機序を介すると考え

られており、GC は、骨芽細胞の分化・増殖抑制（44, 45）、骨芽細胞のアポト

ーシス誘導（46, 47）、骨芽細胞による骨基質合成低下（48-51）などにより骨

形成活性を抑制すると考えられている。一方、GC の骨吸収活性への影響につい

ては未だ明確にされていない。GC は、破骨細胞の分化促進（52, 53）、破骨細

胞のアポトーシス抑制（54）、腸管でのカルシウム吸収抑制（55-57）などによ

り骨吸収活性を亢進すると推測されている。一方、GC 投与により骨吸収マーカ

ーが低下するとの臨床報告（58-60）や、動物実験では破骨細胞数が減少すると

の報告（61）もある。このように実験条件によって GC の骨吸収活性への影響

が異なることは、GC が破骨細胞数を減少させる一方で、その破骨細胞の寿命を

延長するという相反した作用を示すことが一因と考えられる。また、これまで

の臨床報告では、GC はその抗炎症力価にかかわらず、腰椎や大腿骨頸部などの

骨密度を減少させることが示されている（59, 62-64）。しかし、本検討ではデキ

サメタゾン投与により、ラット大腿骨骨幹端の骨密度は有意に増加した。この

結果は、臨床報告からの知見とは相違するが、GC 投与によりラットの骨量が投
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与初期に増加したとの報告（65-68）と一致する。 

近年、ステロイド性骨粗鬆症は骨密度の明らかな減少が確認されない状態で

脆弱性骨折を発生する症例が多いことが報告され、GC による骨折リスクの増大

には骨質の劣化が関与する可能性が示唆されている（37-40）。そこで、本検討

では、骨密度が顕著に変化したデキサメタゾンの骨質への影響について骨組織

形態計測により評価した。その結果、デキサメタゾン投与により骨形成の指標

である類骨量（OV/BV）、類骨面（OS/BS）、骨芽細胞数（N.Ob/BS）、骨芽細胞

面（Ob.S/BS）は有意に減少した。さらに、骨芽細胞の分化・増殖の指標である

骨石灰化面（MS/BS）と骨芽細胞の活動の指標である骨石灰化速度（MAR）（69）

もデキサメタゾン投与により有意に減少した。一方、骨吸収の指標である浸食

面（ES/BS）、破骨細胞数（N.Oc/BS）ならびに破骨細胞面（Oc.S/BS）はデキ

サメタゾン投与により有意に減少した。これらの結果から、デキサメタゾンは

骨芽細胞機能を低下させ骨形成活性を抑制すること、さらに、骨吸収活性を抑

制することが明らかとなった。オステオカルシンは、骨芽細胞で特異的に生産

されることから骨芽細胞特異的マーカーとして汎用される（70）。デキサメタゾ

ン投与群の血清オステオカルシン値は対照群の約 16%の低値を示した。さらに、

破骨細胞活性の状態を鋭敏に反映する骨吸収マーカー（71）の血清酒石酸抵抗

性酸性ホスファターゼ値もデキサメタゾン投与群で対照群の約 20%の低値を示

した。このような短期間投与による骨形成活性と骨吸収活性の顕著な抑制は、

ヒドロコルチゾンならびにプレドニゾロンの投与では認められなかった。これ

らよりデキサメタゾンによる骨代謝回転の抑制は、血清骨代謝マーカーの測定

結果からも裏付けられた。 
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2-5 小 括 
1. 抗炎症力価の異なるヒドロコルチゾン、プレドニゾロン、デキサメタゾンを

用い、それぞれの抗炎症作用が同等となる等価用量をラットに 14 日間投与

した結果、ヒドロコルチゾン、プレドニゾロン投与による骨代謝への有意な

影響は認められなかった。しかし、デキサメタゾン投与群では骨密度への顕

著な影響が認められた。 

 

2. デキサメタゾンは、脛骨近位部骨幹端海綿骨において、骨形成の指標である

類骨量、類骨面、骨芽細胞面、骨芽細胞数と骨芽細胞機能の指標である骨石

灰化面、骨石灰化速度をそれぞれ有意に減少させ、さらに、骨吸収の指標で

ある浸食面、破骨細胞面、破骨細胞数をそれぞれ有意に減少させた。 

 

以上の結果から、GC の抗炎症作用強度と骨代謝に及ぼす影響との間に相関性

がないことが明らかとなった。さらに、デキサメタゾンによるステロイド性骨

粗鬆症の発症には、骨芽細胞機能の低下による骨形成活性の抑制および骨吸収

活性の抑制を特徴とする骨質の劣化が大きく関与することが明らかとなった。 
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第 3 章 

 

インスリン抵抗性改善薬ピオグリタゾンの 

骨代謝に及ぼす影響 
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3-1 目 的 
近年、生活習慣病は骨代謝に影響を及ぼし骨脆弱性を高めることなど骨代謝

との関連が明らかにされてきた。糖尿病患者の大腿骨近位部の骨折リスクは、

非糖尿病者に比べ 1 型糖尿病で約 6.3 倍、2 型糖尿病で約 1.4 倍に上昇し、1 型

糖尿病による骨折リスクの増加は、骨密度の減少が主因と考えられている（11, 

72）。一方、2 型糖尿病患者の骨密度は健常人と比べ同等あるいは高値であるに

もかかわらず骨折リスクは有意に高まることが報告されている（11, 12）。さら

に、近年では、糖尿病の病態だけではなく糖尿病治療薬が骨代謝に影響を及ぼ

す可能性が示唆されている。糖尿病治療薬の一つであるチアゾリジン薬は、

PPARγ（peroxisome proliferator-activated receptor gamma）の強力なアゴニ

スト作用を有することからインスリン抵抗性改善薬として用いられる（73）。

PPARγは核内受容体型の転写因子として脂肪細胞に高発現している脂肪細胞

分化のマスターレギュレーター（74, 75）で、チアゾリジン薬による PPARγの

活性化により、肝臓や骨格筋での中性脂肪や脂肪酸の蓄積を抑制すること（76, 

77）、糖の取り込みやエネルギー消費の促進作用を有するアディポネクチンの分

泌を亢進すること（78）、インスリン抵抗性を惹起する TNFαの産生を抑制す

ること（79）などから、インスリン抵抗性を是正すると考えられている。この

ように優れた治療薬であるチアゾリジン薬は、糖尿病患者の骨折リスクを有意

に高めることが報告されている。チアゾリジン薬の一つであるロシグリタゾン

服用者では、他の糖尿病治療薬であるメトホルミンやグリベンクラミド服用者

に比較して骨折発生率が有意に高いこと（80）、ロシグリタゾン服用者の腰椎お

よび大腿骨頸部の骨密度に有意な減少が認められたこと（81）、チアゾリジン薬

の服用により骨折リスクが有意に高まること（82, 83）などが報告されている。

基礎研究では、チアゾリジン薬は骨芽細胞の分化を阻害し骨形成活性を抑制す

ることが示唆されている（84-88）。しかし、骨吸収活性に対しては破骨細胞の

分化を抑制するとの報告（89, 90）や破骨細胞の分化を促進するとの報告（91）
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もあり、その詳細は未だ明確には呈示されていない。そこで、本章では、チア

ゾリジン薬の骨代謝に及ぼす影響に関して、特に骨吸収活性に及ぼす影響を明

らかにするために骨組織形態学的な検討を行った。 

 
3-2 実験方法 
1. 動物 

5 週齢の Wistar 系雄性ラット（日本クレア, 東京）を、室温 22±2℃、湿度

55±5%、12 時間の明暗サイクル（7：00 点灯）の実験動物室で飼育した。実験

期間中、固形飼料（MF; オリエンタル酵母, 東京）と飲料水を自由摂取させた。

本動物実験は、新潟薬科大学動物実験委員会の承認を得て実施した。 

 

2. 薬物 

ピオグリタゾン塩酸塩（アクトス®; 武田薬品工業, 大阪）は錠剤を均一に粉

砕 し た 後 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム （ CMC-Na; 

carboxymethylcellulose sodium, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）の 0.2%

溶液で懸濁し、ラットへの投与容量が体重 100 g あたり 0.1 mL となるように

用時調製した。 

 

3. 実験手順 

ラットを、対照群、ピオグリタゾン 15 mg/kg 投与群、30 mg/kg 投与群の 1

群 10 匹からなる 3 群に分けた。薬物投与量は、ラットを用いて抗糖尿病作用を

検討した報告（92-94）を参考に設定した。対照群には投与量の調製溶媒である

0.2% CMC-Na 溶液を投与した。薬物投与は午前 9 時に行い 24 週間の連日経口

投与を行った。ラットの血糖値は、簡易血糖測定器（FreeStayle Freedom; ニ

プロ, 大阪）を用い、尾静脈から採血し同一時刻に週 1 回測定した。最終薬物投

与から 24 時間後に CO2麻酔下で全採血を行い、得られた血液は常法に従い血清

を分取し、測定まで-80 ℃で保存した。大腿骨と脛骨は摘出し、付着する筋肉
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や腱などの組織を取り除き、大腿骨は骨強度と骨密度の測定に、脛骨は骨密度

の測定と骨組織形態計測に用いた。 

 

4. 骨強度の測定 

大腿骨骨幹の骨強度は、強度試験機（EZ-S; 島津製作所, 京都）を用いて 3

点曲げ法により測定した。大腿骨を 15 mm 離れた 2 点の支点上に置き、その

中点に骨折を生じるまで一定の速度（1.0 mm/min）で荷重を加えた。骨に加

えられた荷重と変位曲線をオペレーションソフトウエア（TRAPEZIUM X; 島

津製作所, 京都）で計測し、得られた荷重-変位曲線から骨強度パラメーターで

ある最大荷重、破断エネルギー、剛性を算出した。 

 

5. 骨密度の測定 

大腿骨ならびに脛骨の海綿骨骨密度、皮質骨骨密度、皮質骨厚は、動物実験

用 QCT 装置（LaTheta LCT-100; Hitachi Aloka Medical, 東京）を使用して、

ピクセルサイズ 250×250 μm、スライス幅 1.0 mm で測定した。 

 

6. 血液生化学マーカーの測定 

第 2 章に準じて行った。 

 

7. 骨組織形態計測 

第 2 章に準じて行った。計測範囲は、脛骨近位成長板から遠心に 0.7 mm か

ら 2.7 mm の範囲内で、外側の皮質骨から 0.2 mm 離れた二次海綿骨領域を対象

に行った。 

 

8. 統計学的処理 

全ての値は平均値±標準誤差で示した。多群間の比較は one-way ANOVA の

後、Dunnett’s test を用いた。  
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3-3 結 果 
1. 血糖値の変動 

実験期間中の対照群と薬物投与群の血糖値に有意な差は認められなかった

（Fig. 6）。 

 

 
 
Fig. 6. Effects of pioglitazone treatment on blood glucose levels in rats. 
Data represents the mean ± S.E. (n = 10). 
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2. 大腿骨骨幹の骨強度 

大腿骨骨幹の骨強度は、ピオグリタゾン 5 mg/kg 投与群では有意な変化は認

められなかった。しかし、ピオグリタゾン 20 mg/kg 投与群では、対照群と比較

して最大荷重が約 15%（Fig. 7A）、破断エネルギーが約 24%（Fig. 7B）、それ

ぞれ有意に減少した。 
 

A                       B            

   
Fig. 7. Effects of pioglitazone treatment on bone strength properties (A: maximum 
load, B: breaking energy) of the femoral mid-diaphysis. 
Data represents the mean ± S.E. (n = 10). * P < 0.05, ** P < 0.01. 
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3. 大腿骨ならびに脛骨の皮質骨骨密度、海綿骨骨密度、皮質骨厚 

大腿骨の皮質骨骨密度、海綿骨骨密度、皮質骨厚は、対照群と比較してピオ

グリタゾン 5 mg/kg 投与群ではそれぞれ約 2.4%、7.2%、7.6%の有意な減少を

示し、20 mg/kg 投与群でもそれぞれ約 3.5%、9.4%、8.0%の有意な減少が認め

られた（Table 5）。さらに、ピオグリタゾン 20 mg/kg 投与群の脛骨の海綿骨骨

密度ならびに皮質骨厚は、対照群と比較しそれぞれ約 8.1%の有意な減少が認め

られた。 

 
Table 5. Effects of pioglitazone treatment on cortical bone mineral density (BMD), 
trabecular BMD, and cortical thickness of the whole femur and tibia. 

 Control 
 Pioglitazone 
 5 mg/kg  20 mg/kg  

Whole femur             

Cortical BMD (mg/cm3) 1105 ± 4.13  1079 ± 9.04 * 1067 ± 6.00 ** 

Trabecular BMD (mg/cm3) 448 ± 6.64  416 ± 11.0 * 406 ± 3.71 ** 

Cortical thickness (mm) 0.58 ± 0.01  0.54 ± 0.01 ** 0.53 ± 0.01 ** 

Whole tibia             

Cortical BMD (mg/cm3) 1126 ± 4.74  1119 ± 5.98  1110 ± 6.05  

Trabecular BMD (mg/cm3) 400 ± 6.95  389 ± 6.70  368 ± 4.18 ** 

Cortical thickness (mm) 0.62 ± 0.02  0.59 ± 0.01  0.57 ± 0.01 * 

Data represents the mean ± S.E. (n = 10). * P < 0.05, ** P < 0.01 versus Control.  
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4. 血清カルシウム値、オステオカルシン値、TRAP 値 

ピオグリタゾン投与による血清カルシウム値の有意な影響は認められなかっ

た（Fig. 8A）。しかし、血清オステオカルシン値は、対照群と比べピオグリタゾ

ン 20 mg/kg 投与群で約 24%有意に減少し（Fig. 8B）、血清 TRAP 値はピオグ

リタゾン 20 mg/kg 投与群で約 50%もの有意な増加が認められた（Fig. 8C）。  

 

A              B              C 

 
Fig. 8. Effects of pioglitazone treatment on serum calcium (A), osteocalcin (B), and 
TRAP levels (C). 
TRAP: tartrate-resistant acid phosphatase-5b. Data represents the mean ± S.E. (n = 10). 
* P < 0.05.  
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5. 骨組織形態計測 

ピオグリタゾン 20 mg/kg 投与群の骨量（BV/TV）、骨梁幅（Tb.Th）、骨梁数

（Tb.N）は、対照群と比較し約 42%、19%、29%とそれぞれ有意に減少し、骨

梁間隙（Tb.Sp）は約 63%もの有意な増加が認められた（Table 6）。また、20 mg/kg

投与群の類骨量（OV/BV）、類骨面（OS/BS）、骨芽細胞面（Ob.S/BS）は、対

照群と比較し約 57%、42%、59%とそれぞれ有意に減少した。さらに、5 mg/kg

投与群と 20 mg/kg 投与群の骨石灰化面（MS/BS）はそれぞれ約 15%と 17%、

骨石灰化速度（MAR）はそれぞれ約 17%と 20%、骨形成速度（BFR/BS）はそ

れぞれ約 28%と 38%と有意に減少した。また、20mg/kg 投与群の浸食面（ES/BS）、

破骨細胞数（N.Oc/BS）、破骨細胞面（Oc.S/BS）は、対照群の約 2.6 倍、3.6 倍、

2.6 倍もの有意な増加が認められた。骨組織像（Fig. 9）からもピオグリタゾン 20 

mg/kg 投与群では対照群と比べ、類骨量、類骨面、標識幅の減少と浸食面およ

び破骨細胞数の顕著な増加が観察された。 
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Table 6. Bone histomorphometric analysis of the proximal tibial metaphysis in rats. 

 Control 
 Pioglitazone 
 5 mg/kg  20 mg/kg  

Bone structure             

BV/TV (%) 24.7 ± 1.61  20.7 ± 1.05  14.3 ± 1.47 ** 

Tb.Th (μm) 81.3 ± 2.97  70.6 ± 5.51  66.2 ± 2.99 * 

Tb.N (N/mm) 3.02 ± 0.11  3.00 ± 0.19  2.14 ± 0.13 ** 

Tb.Sp (μm) 251 ± 13.5  273 ± 20.1  409 ± 28.5 ** 

Bone formation             

OV/BV (%) 2.40 ± 0.35  1.59 ± 0.38  1.03 ± 0.29 * 

OS/BS (%) 24.7 ± 1.68  20.5 ± 2.03  14.4 ± 2.01 * 

Ob.S/BS (%) 12.9 ± 1.15  8.11 ± 1.38 * 5.37 ± 0.87 ** 

MS/BS (%) 42.2 ± 1.76  36.0 ± 1.44 * 35.1 ± 1.12 ** 

MAR (μm/day) 1.53 ± 0.04  1.28 ± 0.06 * 1.23 ± 0.06 ** 

BFR/BS (mm3/mm2/year) 0.18 ± 0.02  0.13 ± 0.02 * 0.11 ± 0.01 ** 

Bone resorption             

ES/BS (%) 3.30 ± 0.45  5.39 ± 0.55  8.60 ± 1.23 ** 

Oc.S/BS (%) 1.50 ± 0.34  2.97 ± 0.39  5.39 ± 0.58 ** 

N.Oc/BS (N/mm) 1.11 ± 0.09  1.56 ± 0.18  2.85 ± 0.23 ** 

BV: bone volume, TV: tissue volume, Tb.Th: trabecular thickness, Tb.N: trabecular 
number, Tb.Sp: trabecular separation, OV: osteoid volume, OS: osteoid surface, BS: bone 
surface, Ob.S: osteoblast surface, MS: mineralizing surface, MAR: mineral apposition 
rate, BFR: bone formation rate, ES: eroded surface, Oc.S: osteoclast surface, N.Oc: 
osteoclast number. Data represents the mean ± S.E. (n = 10). * P < 0.05, ** P < 0.01 
versus Control.  
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Fig. 9. Typical micrographs of the slices assessed by bone histomorphometry under 
natural light (upper photos) and fluorescence (lower photos). A: control group, B: 
pioglitazone 20 mg/kg treated group. 
In the upper photos, the osteoid surface and the osteoclast are indicated by the black 
arrows and the blue arrows, respectively. In the lower photos, the labeling surface with 
tetracycline and calcein are indicated by the yellow arrows and the green arrows, 
respectively. (Villanueva Bone Stain) 

  

A B 
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3-4 考 察 
チアゾリジン薬は 2 型糖尿病治療薬として臨床で幅広く用いられている。し

かし、チアゾリジン薬の長期間服用により骨密度が減少し骨折リスクが高まる

ことが報告されている（80-83）。糖尿病の薬物治療は薬剤の長期間服用が一般

的であるため、糖尿病患者のアドヒアランス遵守には、副作用の発現予防が重

要である。本検討ではピオグリタゾンの骨強度に及ぼす影響について、大腿骨

骨幹部の 3 点曲げ法による骨強度試験を行い評価した。その結果、ラットへの

ピオグリタゾン 20 mg/kg の 24 週間投与により、骨破断に至るまでに負荷され

た最大荷重と破断エネルギーが有意に減少した。ピオグリタゾン投与群の骨密

度の減少率を対照群と比較すると、大腿骨の皮質骨骨密度では 5 mg/kg 投与群

と 20 mg/kg 投与群でそれぞれ約 2.4 %と 3.5 %、海綿骨骨密度ではそれぞれ約

7.2 %と 9.4 %であった。また、脛骨の皮質骨骨密度には有意な変化は認められ

なかったが、海綿骨骨密度は 20 mg/kg 投与群で約 8.1 %の有意な減少が認めら

れた。ピオグリタゾンは、皮質骨に比べて海綿骨の骨密度に影響を及ぼすこと

が明らかとなった。 

PPARγの過剰発現は、多分化能を有する骨髄間質細胞から脂肪細胞への分化

を誘導する一方で、相対的に骨芽細胞への分化を抑制することが報告されてい

る（84）。さらに、チアゾリジン薬は骨髄間質系細胞から骨芽細胞への分化を調

節するマスター遺伝子である Runx2 の発現を低下させる（85-87）、PPARγ遺

伝子ヘテロ欠損マウスは野生型に比べて骨芽細胞数が多く、骨形成の亢進を伴

う骨量の増加が観察される（88）ことが報告されている。これらの知見から、

チアゾリジン薬は骨芽細胞の分化を阻害し骨形成活性を抑制すると考えられて

いる。一方、チアゾリジン薬の破骨細胞や骨吸収活性に及ぼす影響については、

破骨細胞の形成を抑制し骨吸収活性を抑制するとの in vitroによる報告（89, 90）

や、破骨細胞分化誘導因子の RANKL （receptor activator of NFκB ligand）

発現を制御し、破骨細胞形成能を増強させるとの in vitro による報告（91）も
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あり、その見解は未だ一致していない。さらに、ロシグリタゾンの 14 週間服用

により骨密度の減少と骨形成マーカーの有意な低下が認められたが、骨吸収マ

ーカーに変動は認められなかったとの報告（95）もあり、チアゾリジン薬の骨

吸収活性に及ぼす影響については未だ明確には呈示されていない。本研究では、

ピオグリタゾンの骨代謝回転に及ぼす影響を明らかにするため骨代謝マーカー

を測定した。その結果、20 mg/kg 投与群では血清オステオカルシン値の有意な

減少と血清 TRAP 値の有意な増加が認められ、ピオグリタゾン投与により骨形

成活性は抑制され骨吸収活性は亢進することが明らかとなり、この骨形成と骨

吸収の不均衡が骨密度の減少ならびに骨強度の低下を誘発したものと推測され

た。このピオグリタゾンの骨代謝回転への影響について、さらに脛骨近位部骨

幹端における骨組織形態の変化を検討した。その結果、20 mg/kg 投与群では、

骨微細構造の指標である骨量（BV/TV）、骨梁幅（Tb.Th）および骨梁数（Tb.N）

の有意な減少と骨梁間隙（Tb.Sp）の有意な増加が認められた。これらの結果よ

り、ピオグリタゾン投与により海綿骨の粗雑化が誘発され、骨微細構造が劣化

することが明らかとなった。さらに、20 mg/kg 投与群では、骨形成の指標であ

る類骨量（OV/BV）、類骨面（OS/BS）、骨芽細胞面（Ob.S/BS）、骨形成速度

（BFR/BS）は有意に減少し、骨芽細胞の分化・増殖の指標である骨石灰化面

（MS/BS）、骨芽細胞の活動の指標である骨石灰化速度（MAR）は 5 mg/kg、

20 mg/kg の両投与群で有意な減少が認められた。本検討の結果、ピオグリタゾ

ン投与により骨芽細胞活性が抑制され、さらに骨芽細胞の分化・増殖能の抑制

も起こり、その帰結として骨形成活性の抑制が生じたものと推測された。一方、

浸食面（ES/BS）は 20 mg/kg 投与群で有意な増加が認められ、さらに、破骨細

胞数（N.Oc/BS）と破骨細胞面（Oc.S/BS）も共に増加したことから、ピオグリ

タゾンは破骨細胞機能を促進し骨吸収活性を亢進することが明らかとなった。

これらの結果は、チアゾリジン薬による破骨細胞機能の促進と骨吸収活性の亢

進を骨組織形態学的に裏付けた初めての報告である。 
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3-5 小 括 
1. ピオグリタゾン 20 mg/kg の 24 週間投与により、ラットの骨密度の有意な減

少と骨強度の有意な低下が認められた。 

2. ピオグリタゾンは、脛骨近位部骨幹端において、骨微細構造の指標である海

綿骨骨量、骨梁幅、骨梁数を有意に減少させ骨梁間隙を有意に増加した。 

3. ピオグリタゾンは、骨形成の指標である類骨量、類骨面、骨芽細胞面、骨形

成速度と、骨芽細胞機能の指標である骨石灰化面、骨石灰化速度を有意に減

少した。 

4. ピオグリタゾンは、骨吸収の指標である浸食面、破骨細胞面、破骨細胞数を

有意に増加した。 

 

以上の結果より、ピオグリタゾン誘発性の骨強度の低下は、骨密度の減少だ

けでなく、海綿骨の骨微細構造の劣化を伴うこと、さらに、これまで報告され

ているピオグリタゾンの骨形成活性の抑制に加え、骨吸収活性の亢進により骨

リモデリングの破綻による骨質の劣化が大きく関与することが明らかとなった。 
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第 4 章 

 

新規抗てんかん薬の骨代謝に及ぼす影響 
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4-1 目 的 
てんかんは大脳ニューロンが過剰に興奮することにより、けいれん発作が反

復して現れる慢性の脳神経疾患である（96）。てんかんの治療は、抗てんかん薬

による発作予防を目的とした薬物療法が中心となり、てんかんと診断された患

者の約半数は抗てんかん薬の長期間服用が必要となる。そのため、患者の服薬

アドヒアランス維持には、副作用の発現予防が重要となる。抗てんかん薬の長

期間服用による重大な副作用の一つに、骨密度の減少を伴う骨折リスクの増大

が報告されている（97-100）。従来から汎用されてきたフェニトインは骨代謝に

影響を及ぼす薬物として知られており（101）、その服用者の骨密度減少率は 1

年間で約 1.8%にも及ぶことが報告されている（102）。また、動物実験による基

礎研究より、フェニトインはラットの骨吸収活性を亢進することで骨代謝に影

響を及ぼすことが報告されている（103, 104）。フェニトインのように 1990 年

以前から使用されてきた薬物を“古典的抗てんかん薬”と呼称するが、1990 年

以降に発売された抗てんかん薬は“新規抗てんかん薬”として分類され、本邦

でも 2006 年以降にガバペンチン、トピラマート、ラモトリギン、レベチラセタ

ム、ペランパネルなどが承認され臨床適応されている。しかし、新規抗てんか

ん薬が古典的抗てんかん薬と同様に骨代謝に影響を及ぼすかについては未だに

明らかにされていない。そこで、本章では、フェニトインを陽性対照として、

ガバペンチン、トピラマート、ラモトリギン、レベチラセタム、ペランパネル

の骨代謝に及ぼす影響について検討を行った。 

 

4-2 実験方法 

実験 1. ガバペンチン、レベチラセタムの検討 

1. 動物 

5週齢のSprague-Dawley系雄性ラット（日本クレア, 東京）を、室温22±2℃、

湿度 55±5%、12 時間の明暗サイクル（7：00 点灯）の実験動物室で飼育した。



35 
 

実験期間中、固形飼料（MF; オリエンタル酵母, 東京）と飲料水を自由摂取さ

せた。本動物実験は、新潟薬科大学動物実験委員会の承認を得て実施した。 

 

2. 薬物 

フェニトイン（アレビアチン®; 大日本住友製薬, 東京）、ガバペンチン（ガバ

ペン®; ファイザー, 東京）、レベチラセタム（イーケプラ®; ユーシービージャパ

ン, 東京）を用いた。ガバペンチンとレベチラセタムは錠剤を均一に粉砕した後、

0.2% CMC-Na 溶液で懸濁した。フェニトインは散剤を 0.2% CMC-Na 溶液で希

釈した。それぞれの薬物はラットへの投与容量が体重 100 g あたり 0.1 mL と

なるように用時調製した。 

 

3. 実験手順 

ラットを、対照群、フェニトイン 20 mg/kg 投与群、ガバペンチン 30 mg/kg

投与群、150 mg/kg 投与群、レベチラセタム 50 mg/kg 投与群、200 mg/kg 投与

群の 1 群 9 匹からなる 6 群に分けた。薬物投与量は、フェニトイン（105）、ガ

バペンチン（106, 107）、レベチラセタム（108）を用いて抗てんかん作用を検

討した報告を参考に決定した。対照群には 0.2% CMC-Na 溶液を投与した。薬

物投与は午前 9 時に行い 12 週間の連日経口投与を行った。最終薬物投与から

24 時間後に CO2麻酔下で全採血を行い、得られた血液は常法に従い血清を分取

し、測定まで-80 ℃で保存した。大腿骨と脛骨は摘出し、付着する筋肉や腱な

どの組織を取り除き、大腿骨は骨強度と骨密度の測定に、脛骨は骨密度の測定

と骨組織形態計測に用いた。 

 

4. 骨強度の測定 

第 3 章に準じて行った。 
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5. 骨密度の測定 

第 3 章に準じて行った。 

 

6. 血清生化学マーカーの測定 

血清カルシウム値、血清オステオカルシン値、血清 TRAP 値の測定は、第 2

章に準じて行った。血清 25-ヒドロキシビタミン D3（25(OH)D3）値は、25(OH) 

vitamin D enzyme-linked immunosorbent assay キット（Immundiagnostik 

GmbH, Bensheim, Germany）を、血清副甲状腺ホルモン（PTH）値は、Rat Intact 

PTH ELISA キット（Immutopics, San Clement, CA, USA）を用いて測定した。 

 

7. 骨組織形態計測 

第 3 章に準じて行った。 

 

8. 統計学的処理 

全ての値は平均値±標準誤差で示した。多群間の比較は one-way ANOVA の

後、Dunnett’s test を用いた。 

 

実験 2. トピラマート、ラモトリギンの検討 

1. 動物 

本章の実験 1 に準じて行った。 

 

2. 薬物 

フェニトイン（アレビアチン®; 大日本住友製薬, 東京）、トピラマート（トピ

ナ®; 協和発酵キリン, 東京）、ラモトリギン（ラミクタール®; グラクソスミスク

ライン, 東京）を用いた。トピラマートとラモトリギンは錠剤を均一に粉砕した

後、0.2% CMC-Na 溶液で懸濁した。フェニトインの調製は本章の実験 1 に準じ

た。それぞれの薬物はラットへの投与容量が体重 100 g あたり 0.1 mL となる

ように用時調製した。 
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3. 実験手順 

ラットを、対照群、フェニトイン 20 mg/kg 投与群、トピラマート 5 mg/kg

投与群、20 mg/kg 投与群、ラモトリギン 2 mg/kg 投与群、10 mg/kg 投与群の

1 群 10 匹からなる 6 群に分けた。薬物投与量は、フェニトイン（105）、トピラ

マート（109, 110）、ラモトリギン（111, 112）を用いて抗てんかん作用を検討

した報告を参考に決定した。対照群には投与量の調製溶媒である 0.2% CMC-Na

溶液を投与した。薬物投与は午前 9 時に行い 12 週間の連日経口投与を行った。

最終薬物投与から 24 時間後に CO2麻酔下で全採血を行い、得られた血液は常法

に従い血清を分取し、測定まで-80 ℃で保存した。大腿骨と脛骨は摘出し、付

着する筋肉や腱などの組織を取り除き、大腿骨は骨強度と骨密度の測定に、脛

骨は骨密度の測定と骨組織形態計測に用いた。 

 

4. 骨強度の測定 

第 3 章に準じて行った。 

 

5. 骨密度の測定 

第 3 章に準じて行った。 

 

6. 血清生化学マーカーの測定 

本章の実験 1 に準じて行った。 

 

7. 骨組織形態計測 

第 3 章に準じて行った。 

 

8. 統計学的処理 

本章の実験 1 に準じて行った。 
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実験 3. ペランパネルの検討 

1. 動物 

6 週齢の C57BL/6 系雄性マウス（日本クレア, 東京）を、室温 22±2℃、湿

度 55±5%、12 時間の明暗サイクル（7：00 点灯）の実験動物室で飼育した。

実験期間中、固形飼料（MF; オリエンタル酵母, 東京）と飲料水を自由摂取さ

せた。本動物実験は、新潟薬科大学動物実験委員会の承認を得て実施した。 

 

2. 薬物 

フェニトイン（アレビアチン®; 大日本住友製薬, 東京）とペランパネル（フ

ィコンパ®; エーザイ, 東京）を用いた。ペランパネルは錠剤を均一に粉砕した

後、0.2% CMC-Na 溶液で懸濁した。フェニトインは散剤を 0.2% CMC-Na 溶液

で希釈した。それぞれの薬物はマウスへの投与容量が体重 20 g あたり 0.1 mL

となるように用時調製した。 

 

3. 実験手順 

マウスを、対照群、フェニトイン 30 mg/kg 投与群、ペランパネル 3.0 mg/kg

投与群の 1 群 12 匹からなる 3 群に分けた。薬物投与量は、フェニトイン（113）、

ペランパネル（114）を用いて抗てんかん作用を検討した報告を参考に決定した。

対照群には 0.2% CMC-Na 溶液を投与した。薬物投与は午前 9 時に行い 6 週間

の連日経口投与を行った。最終薬物投与から 24 時間後に CO2麻酔下で安楽死後、

脛骨を摘出し、付着する筋肉などの組織を取り除き骨組織形態計測に用いた。 

 

4. 骨組織形態計測 

第 3 章に準じて行った。計測範囲は、脛骨近位成長板から遠心に 0.23 mm か

ら 1.40 mm の範囲内で、外側の皮質骨から 0.2 mm 離れた二次海綿骨領域を対

象にした。 

 

5. 統計学的処理 

本章の実験 1 に準じて行った。  
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4-3 結 果 
実験 1. ガバペンチン、レベチラセタムの検討 

1. 大腿骨骨幹の骨強度 

フェニトイン 20 mg/kg 投与群の最大荷重（Fig. 10A）、破断エネルギー（Fig. 

10B）、剛性（Fig. 10C）は、対照群と比較しそれぞれ約 16%、20%、16%と有

意に減少した。一方、ガバペンチン投与群ならびにレベチラセタム投与群では、

その投与量にかかわらず骨強度への有意な影響は認められなかった。 
 

        A                B                C 

 
 
Fig. 10. Effects of phenytoin, gabapentin, and levetiracetam treatment on bone 
strength properties (A: maximum load, B: breaking energy, C: stiffness) of the 
femoral mid-diaphysis.  
C: control group, PHT: phenytoin 20 mg/kg treated group, GBP: gabapentin 30 or 150 
mg/kg treated group, LEV: levetiracetam 50 or 200 mg/kg treated group. Data represent 
the mean ± S.E. (n = 9) * P < 0.05. 
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2. 大腿骨ならびに脛骨の骨密度 

フェニトイン 20 mg/kg 投与群の大腿骨骨密度（Fig. 11A）ならびに脛骨骨密

度（Fig. 11B）は、対照群と比較しそれぞれ約 5.2%と 4.3%と有意に減少した。

一方、ガバペンチン投与群とレベチラセタム投与群では、いずれの骨部位にお

いても骨密度の有意な変化は認められなかった。 
 

            A                     B 

     
 
 
Fig. 11. Effects of phenytoin, gabapentin, and levetiracetam treatment on total bone 
mineral density (BMD) of the femur (A) and tibia (B). 
C: control group, PHT: phenytoin 20 mg/kg treated group, GBP: gabapentin 30 or 150 
mg/kg treated group, LEV: levetiracetam 50 or 200 mg/kg treated group. Data represent 
the mean ± S.E. (n = 9) * P < 0.05. 
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3. 血清カルシウム値、オステオカルシン値、TRAP 値、25(OH)D3値、PTH 値 

血清カルシウム値、血清 25(OH)D3値、血清 PTH 値は、どの薬物投与群にお

いても対照群と比較し有意な差は認められなかった（Table 7）。フェニトイン

20 mg/kg 投与群の血清 TRAP 値は、対照群の約 2 倍の有意な増加を示した。一

方、ガバペンチン 150 mg/kg 投与群では、対照群と比較し血清オステオカルシ

ン値が約 22%の有意な減少と、血清 TRAP 値が約 60%の有意な増加を示した。 

 
Table 7. Effects of phenytoin, gabapentin, and levetiracetam treatment on serum 
calcium, osteocalcin, TRAP, 25(OH)D3, and PTH levels. 

 Control 
Phenytoin Gabapentin Levetiracetam 

 20 mg/kg 30 mg/kg 150 mg/kg 50 mg/kg 200 mg/kg 

Calcium (mg/dL) 10.3 ± 0.10  10.1 ± 0.08 *  10.0 ± 0.15  10.1 ± 0.18 * 10.3 ± 0.10 10.2 ± 0.07 

Osteocalcin (ng/dL) 41.7 ± 1.54  38.9 ± 2.26 * 36.5 ± 1.26  32.7 ± 1.82 * 40.1 ± 1.84 39.2 ± 1.19 

TRAP (U/L) 13.3 ± 1.68  26.4 ± 2.49 * 17.0 ±1.32  21.2 ± 2.67 * 13.7 ± 0.64 14.1 ± 1.13 

25(OH)D3 (mol/L) 215 ± 10.2  190 ± 12.6 * 209 ± 11.5  211 ± 13.6* 215 ± 17.8 216 ± 20.1 

PTH (pg/mL) 41.5 ± 7.00  49.7 ± 7.34 * 41.2 ± 8.22  45.3 ± 7.12* 41.7 ± 5.44 43.5 ± 4.80 

TRAP: tartrate-resistant acid phosphatase-5b, 25(OH)D3: 25-hydroxy vitamin D3, PTH: parathyroid 

hormone. Data represents the mean ± S.E. (n = 9). * P < 0.05 vs Control. 
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4. 骨組織形態計測 

骨組織形態計測結果を Table 8 に示した。フェニトイン 20 mg/kg 群（PHT）

とガバペンチン 150 mg/kg 投与群（GBP）では、対照群と比較し骨量（BV/TV: 

PHT; 39%, GBP; 18%）、骨梁幅（Tb.Th: PHT; 29%, GBP; 13%）、骨梁数（Tb.N: 

PHT; 32%, GBP; 14%）の有意な減少と骨量間隙（Tb.Sp: PHT; 32%, GBP; 

20%）の有意な増加が認められた。さらに、フェニトイン 20 mg/kg 投与群の

浸食面（ES/BS）、破骨細胞面（Oc.S/BS）、破骨細胞数（N.Oc/BS）は、対照

群と比較しそれぞれ約 69%、85%、61%の有意な増加が認められた。ガバペ

ンチン 150 mg/kg 投与群の類骨面（OS/BS）、類骨量（OV/BV）、骨芽細胞面

（Ob.S/BS）、骨石灰化面（MS/BS）、骨石灰化速度（MAR）は、対照群と比

較しそれぞれ約 31%、26%、14%、18%、13%と有意に減少し、浸食面（ES/BS）、

破骨細胞面（Oc.S/BS）、破骨細胞数（N.Oc/BS）はそれぞれ約 41%、49%、

40%と有意に増加した。骨組織像（Fig. 12）からも、ガバペンチン 150 mg/kg

投与群では対照群と比較し、類骨面、類骨量、標識幅の減少が観察された。一

方、レベチラセタム投与群では低用量、高用量共に骨組織形態への有意な影響

は認められなかった。 
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Table 8. Bone histomorphometric analysis of the proximal tibial metaphysis in rats. 

 Control 
Phenytoin Gabapentin Levetiracetam 

 20 mg/kg 30 mg/kg 150 mg/kg 50 mg/kg 200 mg/kg 

Bone structure       
BV/TV (%) 28.3 ± 1.28 17.3 ± 0.87 ** 25.4 ± 0.77 23.3 ± 1.46 * 27.2 ± 1.29 27.4 ± 0.93 

Tb.Th (μm) 85.9 ± 2.25 61.0 ± 0.87 ** 82.2 ± 2.47 75.0 ± 2.54 * 88.3 ± 1.90 87.4 ± 2.61 

Tb.N (N/mm) 2.93 ± 0.11 1.99 ± 0.12 ** 2.65 ± 0.12 2.51 ± 0.10 * 2.88 ± 0.07 2.88 ± 0.13 

Tb.Sp (μm) .263 ± 16.9 .349 ± 12.5 ** .284 ± 7.80 .318 ± 10.5 * .271 ± 15.6 .263 ± 17.9 
Bone formation       

OV/BV (%) 3.09 ± 0.15 2.89 ± 0.22 2.60 ± 0.18 2.30 ± 0.16 * 2.86 ± 0.25 2.77 ± 0.21 

OS/BS (%) 19.9 ± 2.02 18.4 ± 1.63 16.4 ± 1.04 13.8 ± 1.15 * 19.4 ± 1.92 19.2 ± 1.11 

Ob.S/BS (%) 11.3 ± 1.88 10.6 ± 0.70 9.53 ± 0.44 8.51 ± 0.74 * 10.8 ± 0.64 10.5 ± 0.68 

MS/BS (%) 31.2 ± 1.29 29.8 ± 1.35 27.7 ± 0.83 25.4 ± 1.19 * 29.4 ± 1.68 29.0 ± 1.85 

MAR (μm/day) 1.74 ± 0.05 1.69 ± 0.05 1.61 ± 0.04 1.52 ± 0.06 * 1.69 ± 0.07 1.67 ± 0.60 
Bone resorption       

ES/BS (%) 10.4 ± 0.93 17.7 ± 0.92 ** 12.8 ± 0.74 14.7 ± 0.70 * 10.7 ± 0.94 10.8 ± 1.27 

Oc.S/BS (%) 7.11 ± 0.64 13.1 ± 1.00 ** 9.17 ± 0.88 10.6 ± 0.62 * 7.88 ± 0.67 7.50 ± 0.94 

N.Oc/BS (N/mm) 1.96 ± 0.18 3.15 ± 0.22 ** 2.35 ± 0.13 2.75 ± 0.11 * 1.97 ± 0.19 1.99 ± 0.32 

BV: bone volume, TV: tissue volume, Tb.Th: trabecular thickness, Tb.N: trabecular number, Tb.Sp: 

trabecular separation, OV: osteoid volume, OS: osteoid surface, BS: bone surface, Ob.S: osteoblast 

surface, MS: mineralizing surface, MAR: mineral apposition rate, ES: eroded surface, Oc.S: osteoclast 

surface, N.Oc: osteoclast number. Data represents the mean ± S.E. (n = 9). * P < 0.05, ** P < 0.01 

versus Control. 
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Fig. 12. Typical micrographs of the slices assessed by bone histomorphometry under 
natural light (upper photos) and fluorescence (lower photos). A: control group, B: 
gabapentin 150 mg/kg treated group. 
In the upper photos, the osteoid surface is indicated by the black arrows. In the lower 
photos, the labeled surface with tetracycline and calcein are indicated by the yellow 
arrows and the green arrows, respectively. (Villanueva Bone Stain) 
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実験 2. トピラマート、ラモトリギンの検討 

1. 大腿骨骨幹の骨強度 

フェニトイン 20 mg/kg 投与群の最大荷重（Fig. 13A）、破断エネルギー（Fig. 

13B）、剛性（Fig. 13C）は、対照群と比較しそれぞれ約 18%、33%、20%と有

意に減少した。一方、トピラマートとラモトリギン投与による骨強度への影響

は認められなかった。 

 

        A                 B                C 
  

 

 

 

 

 
 
Fig. 13. Effects of phenytoin, topiramate, and lamotrigine on bone strength 
properties (A: maximum load, B: breaking energy, C: stiffness) of the femoral 
mid-diaphysis.  
C: control group, PHT: phenytoin 20 mg/kg treated group, TPM: topiramate 5 or 20 
mg/kg treated group, LTG: lamotrigine 2 or 10 mg/kg treated group. Data represent the 
mean ± S.E. (n = 10) * P < 0.05. 
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2. 大腿骨ならびに脛骨の骨密度 

フェニトイン 20 mg/kg 投与群の大腿骨骨密度（Fig. 14A）ならびに脛骨骨密

度（Fig. 14B）は、対照群と比較しそれぞれ約 7.8%、5.2%と有意に減少した。

一方、トピラマート投与群、ラモトリギン投与群共に骨密度の有意な変化は認

められなかった。 
 

            A                     B 

     
 
 
Fig. 14. Effects of phenytoin, topiramate, and lamotrigine treatment on total bone 
mineral density (BMD) of the femur (A) and tibia (B). 
C: control group, PHT: phenytoin 20 mg/kg treated group, TPM: topiramate 5 or 20 
mg/kg treated group, LTG: lamotrigine 2 or 10 mg/kg treated group. Data represent the 
mean ± S.E. (n = 10) * P < 0.05. 
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3. 血清カルシウム値、オステオカルシン値、TRAP 値、25(OH)D3値、PTH 値 

血清カルシウム値、血清 25(OH)D3値、血清 PTH 値は、どの薬物投与群にお

いても有意な変化は認められなかった（Table 9）。フェニトイン 20 mg/kg 投与

群の血清 TRAP 値は、対照群と比較して約 60%の有意な増加を示した。トピラ

マート 20 mg/kg 投与群の血清オステオカルシン値は、対照群と比較し約 29%

の有意な減少を示した。 

 
Table 9. Effects of phenytoin, topiramate, and lamotrigine treatment on serum 
calcium, osteocalcin, TRAP, 25(OH)D3, and PTH levels. 

 
Control 

Phenytoin Topiramate Lamotrigine 

20 mg/kg 5 mg/kg 20 mg/kg 2 mg/kg 10 mg/kg 

Calcium (mg/dL) 10.3 ± 0.13 10.1 ± 0.10 * 10.2 ± 0.12 10.2 ± 0.10 * 10.2 ± 0.12 10.2 ± 0.12 

Osteocalcin (ng/mL) 43.2 ± 3.26 35.6 ± 1.53 * 34.7 ± 3.00 30.6 ± 2.48 * 41.7 ± 2.87 42.4 ± 2.81 

TRAP (U/L) 12.9 ± 1.80 21.4 ± 2.43 * 11.7 ± 0.99 11.1 ± 0.87 * 12.9 ± 1.04 12.2 ± 1.32 

25(OH)D3 (nmol/L) .206 ± 11.8 .184 ± 16.2 * .203 ± 13.9 .205 ± 10.5 * .218 ± 9.17 .225 ± 11.7 

PTH (pg/mL) 39.1 ± 4.48 46.6 ± 5.72 * 34.9 ± 4.24 34.9 ± 5.22 * 39.3 ± 6.03 38.4 ± 4.85 

TRAP: tartrate-resistant acid phosphatase-5b, 25(OH)D3: 25-hydroxy vitamin D3, PTH: parathyroid 

hormone. Data represents the mean ± S.E. (n = 10). * P < 0.05 vs Control. 
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4. 骨組織形態計測 

フェニトイン 20 mg/kg 投与群では、対照群と比較し骨量（BV/TV）、骨梁

幅（Tb.Th）、骨梁数（Tb.N）がそれぞれ約 33%、26%、32%有意に減少し、

骨量間隙（Tb.Sp）が約 33%有意に増加した（Table 10）。さらに、フェニト

イン投与群では、対照群と比較し浸食面（ES/BS）、破骨細胞面（Oc.S/BS）、

破骨細胞数（N.Oc/BS）がそれぞれ約 35%、53%、63%と有意に増加した。ト

ピラマート 20 mg/kg 投与群では、対照群と比較し類骨面（OS/BS）、類骨量

（OV/BV）、骨芽細胞面（Ob.S/BS）、骨石灰化面（MS/BS）、骨石灰化速度（MAR）

がそれぞれ約 23%、36%、32%、26%、22%と有意に減少した。骨組織像（Fig. 

15）からも、トピラマート 20 mg/kg 投与群では、対照群と比較し類骨面、

類骨量、標識幅の減少が観察された。一方、ラモトリギン投与群では低用量、

高用量共に骨組織形態への有意な影響は認められなかった。 
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Table 10. Bone histomorphometric analysis of the proximal tibial metaphysis in rats. 

 Control 
Phenytoin Topiramate Lamotrigine 

 20 mg/kg 5 mg/kg 20 mg/kg 2 mg/kg 10 mg/kg 

Bone structure       
BV/TV (%) 24.8 ± 1.17 16.6 ± 0.68 * 23.4 ± 1.43 21.9 ± 0.93    24.3 ± 1.44 24.3 ± 1.29 

Tb.Th (μm) 83.5 ± 4.09 61.5 ± 4.05 * 80.8 ± 3.76 74.4 ± 3.71  85.0 ± 2.61 81.3 ± 2.03 

Tb.N (N/mm) 29.1 ± 0.12 2.01 ± 0.15 * 2.66 ± 0.13 2.54 ± 0.16  2.81 ± 0.14 2.88 ± 0.12 

Tb.Sp (μm) .263 ± 14.7 .349 ± 15.3 * .281 ± 12.3 .295 ± 11.6  .263 ± 9.65 .262 ± 7.79 
Bone formation       

OV/BV (%) 2.76 ± 0.23 2.60 ± 0.11 2.22 ± 0.20 1.77 ± 0.24 * 2.70 ± 0.29 2.60 ± 0.32 

OS/BS (%) 21.6 ± 1.31 20.1 ± 0.74 18.6 ± 1.11 16.6 ± 0.72 * 20.2 ± 1.12 20.4 ± 1.36 

Ob.S/BS (%) 10.2 ± 0.79 9.24 ± 0.43 8.22 ± 0.73 6.96 ± 0.87 * 9.24 ± 0.71 9.09 ± 0.86 

MS/BS (%) 29.6 ± 2.34 26.3 ± 1.36 26.5 ± 1.90 21.8 ± 1.79 * 28.0 ± 1.68 29.0 ± 2.17 

MAR (μm/day) 1.78 ± 0.05 1.69 ± 0.05 1.62 ± 0.07 1.56 ± 0.05 * 1.71 ± 0.06 1.68 ± 0.06 
Bone resorption        

ES/BS (%) 11.6 ± 1.07 15.6 ± 1.13 * 10.8 ± 0.85 9.80 ± 0.53 11.4 ± 0.53 11.1 ± 0.56 

Oc.S/BS (%) 6.93 ± 0.76 10.6 ± 1.05 * 6.39 ± 0.53 5.60 ± 0.53 6.98 ± 0.66 7.09 ± 0.80 

N.Oc/BS (N/mm) 1.99 ± 0.28 3.25 ± 0.26 * 1.68 ± 0.32 1.45 ± 0.46 1.97 ± 0.19 1.99 ± 0.32 

BV: bone volume, TV: tissue volume, Tb.Th: trabecular thickness, Tb.N: trabecular number, Tb.Sp: 

trabecular separation, OV: osteoid volume, OS: osteoid surface, BS: bone surface, Ob.S: osteoblast 

surface, MS: mineralizing surface, MAR: mineral apposition rate, ES: eroded surface, Oc.S: osteoclast 

surface, N.Oc: osteoclast number. Data represents the mean ± S.E. (n = 10). * P < 0.05 versus Control. 
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Fig. 15. Typical micrographs of the slices assessed by bone histomorphometry under 
natural light (upper photos) and fluorescence (lower photos). A: control group, B: 
phenytoin 20 mg/kg treated group, C: topiramate 20 mg/kg treated group, D: 
lamotrigine 10 mg/kg treated group. 
In the upper photos, the osteoid surface is indicated by the black arrows. In the lower 
photos, the labeled surface with tetracycline and calcein are indicated by the yellow 
arrows and the green arrows, respectively. (Villanueva Bone Stain) 
 

 
  

A C 

A B C D 
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実験 3. ペランパネルの検討 

1. 骨微細構造パラメーター 

フェニトイン 30 mg/kg 投与群では、対照群と比較し骨量（BV/TV）、骨梁幅

（Tb.Th）、骨梁数（Tb.N）がそれぞれ約 18%、16%、15%の有意な減少を認め、

骨量間隙（Tb.Sp）が約 29%の有意な増加を認めた（Fig. 16）。一方、ペランパ

ネル 3.0 mg/kg 投与群では骨微細構造パラメーターへの有意な影響は認められ

なかった。 
 

A            B            C             D 

 

 
Fig. 16. Effects of phenytoin and perampanel treatment on bone structural parameters 
(A: BV/TV, B: Tb.Th, C: Tb.N, D: Tb.Sp) according to bone histomorphometry of the 
proximal tibia metaphysis. 
C: control group, PHT: phenytoin 30 mg/kg treated group, PMP: perampanel 3.0 mg/kg 

treated group. BV: bone volume, TV: tissue volume, Tb.Th: trabecular thickness, Tb.N: 

trabecular number, Tb.Sp: trabecular separation. Data represent the mean ± S.E. (n = 12).  

* P < 0.05. 
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2. 骨形成パラメーターならびに骨吸収パラメーター 

フェニトイン 30 mg/kg 投与群では、対照群と比較し浸食面（ES/BS）、破骨

細胞面（Oc.S/BS）、破骨細胞数（N.Oc/BS）がそれぞれ約 40%、50%、66%と

有意に増加した（Fig. 17）。ペランパネル 3.0 mg/kg 投与群では、対照群と比較

し浸食面（ES/BS）、破骨細胞面（Oc.S/BS）、破骨細胞数（N.Oc/BS）がそれぞ

れ約 17%、24%、32%と有意に増加し（Fig. 17）、骨芽細胞面（Ob.S/BS）、骨

石灰化面（MS/BS）、骨石灰化速度（MAR）、骨形成速度（BFR/BS）がそれぞ

れ約 14%、14%、17%、17%と有意に減少した（Fig. 18）。骨組織像（Fig. 19）

からも、ペランパネル投与群では対照群と比較し類骨量と標識幅の減少と破骨

細胞の増加が観察された。 
 

A                B                 C 

     
 
Fig. 17. Effects of phenytoin and perampanel treatment on bone resorption parameters 
(A: ES/BS, B: Oc.S/BS, C: N.Oc/BS) according to bone histomorphometry of the proximal 
tibia metaphysis.  
C: control group, PHT: phenytoin 30 mg/kg treated group, PMP: perampanel 3.0 mg/kg 

treated group. ES: eroded surface, Oc.S: osteoclast surface, N.Oc: osteoclast number, BS: 

bone surface. Data represent the mean ± S.E. (n = 12). * P < 0.05, ** P < 0.01. 
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A            B             C             D 

 
 
Fig. 18. Effects of phenytoin and perampanel treatment on bone formation parameters 
(A: Ob.S/BS, B: MS/BS, C: MAR, D: BFR/BS) according to bone histomorphometry of the 
proximal tibia metaphysis.  
C: control group, PHT: phenytoin 30 mg/kg treated group, PMP: perampanel 3.0 mg/kg 

treated group. Ob.S: osteoblast surface, MS: mineralizing surface, MAR: mineral apposition 

rate, BFR: bone formation rate, BS: bone surface. Data represent the mean ± S.E. (n = 12).  

* P < 0.05. 
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Fig. 19. Typical micrographs of the slices assessed by bone histomorphometry under 
natural light (upper photos) and fluorescence (lower photos). A: control group, B: 
perampanel 3.0 mg/kg treated group. 
In the upper photos, the osteoid surface and the osteoclast are indicated by the black 
arrows and the red arrows, respectively. In the lower photos, the labeled surface with 
tetracycline and calcein are indicated by the yellow arrows and the green arrows, 
respectively. (Villanueva Bone Stain) 
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4-4 考 察 
フェニトインなどの古典的抗てんかん薬の長期投与はてんかん患者の骨密度

を減少させ骨折リスクを高めることが報告されている（97-100）。しかし、近年、

開発された新規抗てんかん薬の骨代謝に及ぼす影響についてはその詳細がほと

んど報告されていない。本検討では、古典的抗てんかん薬フェニトインを陽性

対照として、新規抗てんかん薬のガバペンチン、レベチラセタム、トピラマー

ト、ラモトリギン、ペランパネルについて、それぞれの薬剤が骨代謝に及ぼす

影響について広汎な検討を行った。実験 1 ならびに実験 2 では、フェニトイン

20 mg/kg の 12 週間連日投与により、ラットの骨密度が有意に減少し骨強度は

低下することが認められた。しかし、ガバペンチン、レベチラセタム、トピラ

マート、ラモトリギン投与による骨強度ならびに骨密度への有意な影響は認め

られなかった。抗てんかん薬による骨密度減少の発生機序は未だその詳細が明

らかではないが、ビタミン D の代謝促進を介した機序の可能性が考えられてい

る（115-117）。25 ヒドロキシビタミン D3および 1,25 ジヒドロヒドロキシビタ

ミン D3の減少は、腸管におけるカルシウム吸収を減少させ、二次性副甲状腺機

能亢進症を誘発し、骨吸収活性の亢進を伴う骨量減少を誘発する（118）。古典

的抗てんかん薬服用者では、血中副甲状腺ホルモン値の上昇（119）や血中 25

ヒドロキシビタミン D3 値の減少（120）が報告されている。一方、抗てんかん

薬による骨量減少にビタミン D 代謝は関与しないとの報告（121, 122）もある。

そこで、本研究では、抗てんかん薬のビタミン D 代謝に及ぼす影響を評価する

ために、血清中のカルシウム値、25(OH)D3値、PTH 値を測定した。その結果、

すべての測定値において抗てんかん薬投与による有意な変化は認められなかっ

たことから、抗てんかん薬の骨代謝に及ぼす影響にはビタミン D 代謝が関与し

ないことが明らかとなった。 

近年のメタ解析では、てんかん患者の骨折リスクの増大は骨密度の減少率か

ら推定される以上にそのリスクは高いことが報告されており、抗てんかん薬に
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よる骨脆弱性の進展には骨質の劣化が関与する可能性が示唆されている（123）。

そこで、本研究では、骨組織形態計測による抗てんかん薬の骨質に及ぼす影響

を検討した。 

実験 1 では、ガバペンチンとレベチラセタムについて検討を行った。Lee ら

（124）の後ろ向きコホート研究では、フェニトイン、フェノバルビタール、カ

ルバマゼピンなどの従来の抗てんかん薬服用者には骨密度の減少が認められた

が、ガバペンチンやレベチラセタムなどの新規抗てんかん薬服用者の骨密度に

有意な変化は認められなかった。一方、高齢の男性てんかん患者を対象とした

前向きコホート研究（125）では、ガバペンチン服用者の大腿骨頸部骨密度に有

意な減少が認められており、集団ベース研究（126）でもガバペンチン服用によ

り骨折リスクが有意に高まることが報告されている。しかし、ガバペンチンの

骨代謝に及ぼす影響を詳細に検討した報告は極めて少なく、骨代謝への作用メ

カニズムは不明である。本検討での骨組織形態計測結果から、フェニトインと

ガバペンチン 150 mg/kg のいずれの投与でも、骨微細構造の指標である骨量

（BV/TV）、骨梁幅（Tb.Th）、骨梁数（Tb.N）が有意に減少し、骨梁間隙（Tb.Sp）

が有意に増加したことから、これらの薬物投与により海綿骨の粗雑化が誘発さ

れ、骨微細構造が劣化することが明らかとなった。骨吸収の指標である浸食面

（ES/BS）、破骨細胞面（Oc.S/BS）、破骨細胞数（N.Oc/BS）は、フェニトイン

20 mg/kg投与群ならびにガバペンチン150 mg/kg投与群でそれぞれ有意に増加

した。本結果とは対照的に、骨形成の指標である類骨面（OS/BS）、類骨量

（OV/BV）、骨芽細胞数（N.Ob/BS）は、ガバペンチン 150 mg/kg 投与群での

み有意に減少した。さらに、骨芽細胞の分化・増殖の指標である骨石灰化面

（MS/BS）と骨芽細胞の活動の指標である骨石灰化速度（MAR）も、ガバペン

チン 150 mg/kg 投与群で有意に減少した。以上の結果から、フェニトインとガ

バペンチンは破骨細胞機能を促進し骨吸収活性を亢進させること、さらに、ガ

バペンチンは骨芽細胞機能を低下させ骨形成活性を抑制することが明らかとな
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った。本検討では、レベチラセタム投与による骨密度ならびに骨代謝への有意

な影響は認められなかった。レベチラセタムと骨代謝に関する知見は極めて限

られており、レベチラセタム単剤服用によるてんかん患者の骨強度や骨代謝に

異常は認められなかったとの臨床報告がある（127）。本検討はラットでの結果

ではあるが、レベチラセタムは骨代謝への影響は認められず、骨脆弱性の誘発

の可能性も極めて低いことが示された。 

実験 2 では、トピラマートとラモトリギンについて検討を行った。トピラマ

ートは、炭酸脱水酵素阻害作用により代謝性アシドーシスを誘導することで骨

代謝に影響を及ぼす可能性が示唆されている（128）。しかし、臨床報告では、

トピラマートの服用と骨折リスクには関連性がないこと（129）や、トピラマー

トを含めた多剤併用療法により骨密度の減少を認めたとの報告（130）もあり、

その詳細は未だ明確には呈示されていない。本検討における骨組織形態計測の

結果、トピラマート投与による浸食面（ES/BS）、破骨細胞面（Oc.S/BS）、破骨

細胞数（N.Oc/BS）などの骨吸収の指標に有意な変化は認められなかった。し

かし、トピラマート 20 mg/kg 投与により、骨形成の指標である類骨量（OV/BV）、

類骨面（OS/BS）、骨芽細胞面（Ob.S/BS）が有意に減少し、骨芽細胞の分化・

増殖の指標である骨石灰化面（MS/BS）と骨芽細胞の活動の指標である骨石灰

化速度（MAR）も共に有意に減少した。このトピラマートの骨芽細胞機能や骨

形成活性に及ぼす影響は、血清骨代謝マーカーの測定結果からも裏付けられた。

トピラマート 20 mg/kg 投与群では、骨吸収マーカーである血清 TRAP 値に変

化は認められなかったが、骨形成マーカーの血清オステオカルシン値が有意に

低下した。これらの結果より、トピラマートは骨吸収活性には影響を及ぼさず、

骨芽細胞機能を低下させ骨形成活性を抑制することが明らかとなった。ラモト

リギンの骨代謝に関連した近年の報告では、骨代謝への有意な影響は認められ

ないことが報告されている（120, 131, 132）。本検討でも、ラモトリギン投与に

よる骨組織形態学的な変化は認められず、ラモトリギンの骨脆弱性を誘発する
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可能性は極めて低いことが示された。 

実験 3 では、2016 年に本邦でも臨床適応されたペランパネルの骨組織形態に

及ぼす影響について検討を行った。ペランパネルは、α- amino-3-hydroxy-5- 

methyl-4-isoxazolepropionic acid（AMPA）型グルタミン酸受容体に対する選

択的拮抗薬として、米国やヨーロッパを含む 45 か国以上で承認されている最新

の抗てんかん薬である（133）。ペランパネルは副作用発現率が低く、有効性と

安全性の高い抗てんかん薬であると評価されている（134）が、骨代謝への影響

の有無についての報告はない。本実験において、ペランパネル投与による骨微

細構造への影響について検討した結果、どの計測項目にも有意な影響は認めら

れなかった。しかし、ペランパネル投与群では、骨吸収の指標である浸食面

（ES/BS）、破骨細胞面（Oc.S/BS）、破骨細胞数（N.Oc/BS）が有意に増加した

ことから、ペランパネルは破骨細胞機能を促進させ骨吸収活性を亢進させるこ

とが明らかとなった。一方、ペランパネル投与群の骨形成の指標である骨芽細

胞面（Ob.S/BS）、骨形成速度（BFR/BS）、骨芽細胞の分化・増殖の指標である

骨石灰化面（MS/BS）、骨芽細胞の活動の指標である骨石灰化速度（MAR）は

それぞれ有意に減少した。すなわち、ペランパネルは、破骨細胞機能を促進し

骨吸収活性を亢進すること、さらに、骨芽細胞機能を低下させ骨形成活性を抑

制することが明らかとなった。 
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4-5 小括 
1. 古典的抗てんかん薬のフェニトイン 20 mg/kg の 12 週間投与により、ラット

の骨強度の有意な低下と骨密度の有意な減少が認められた。 

2. フェニトインは、脛骨近位部骨幹端海綿骨において、骨吸収の指標となる浸食

面、破骨細胞数、破骨細胞面を有意に増加させ、骨微細構造の劣化を誘発した。 

3. 新規抗てんかん薬のガバペンチン、トピラマート、ラモトリギン、レベチラ

セタム投与による骨強度ならびに骨密度への有意な影響は認められなかった。 

4. ガバペンチンは、脛骨近位部骨幹端の海綿骨において、骨吸収の指標となる

浸食面、破骨細胞数、破骨細胞面を有意に増加させた。さらに、骨形成の指

標である類骨量、類骨面、骨芽細胞面と骨芽細胞機能の指標である骨石灰化

面、骨石灰化速度を有意に減少させ、骨微細構造の劣化を誘発した。 

5. トピラマートは、脛骨近位部骨幹端の海綿骨において、骨形成の指標である

類骨量、類骨面、骨芽細胞面と骨芽細胞機能の指標である骨石灰化面、骨石

灰化速度を有意に減少させた。 

6. ペランパネルは、脛骨近位部骨幹端の海綿骨において、骨吸収の指標である

浸食面、破骨細胞数、破骨細胞面を有意に増加させ、骨形成の指標である骨

芽細胞面、骨形成速度と骨芽細胞機能の指標である骨石灰化面、骨石灰化速

度を有意に減少させた。 

7. レベチラセタムおよびラモトリギン投与による骨組織形態への有意な影響は

認められなかった。 

 

以上の結果から、フェニトインが誘発する骨脆弱性は、骨密度の減少だけで

はなく、破骨細胞機能の促進による骨吸収活性の亢進と骨微細構造の劣化を伴

うことが明らかとなった。一方、新規抗てんかん薬の骨密度への有意な影響は

認められなかった。しかし、ガバペンチンは、骨芽細胞機能を低下し骨形成活

性を抑制すること、破骨細胞機能を促進し骨吸収活性を亢進することで骨微細
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構造の劣化を誘発することが明らかとなった。また、トピラマートは、骨吸収

活性には影響を及ぼさず、骨芽細胞機能を低下し骨形成活性を抑制することが

明らかとなった。さらに、ペランパネルは、破骨細胞機能を促進し骨吸収活性

を亢進すること、骨芽細胞機能を低下し骨形成活性を抑制することが明らかと

なった。レベチラセタムとレベチラセタムは、他の抗てんかん薬と比べて骨脆

弱性を誘発する可能性は極めて低いことが示された。 

本章では、ガバペンチン、トピラマート、ペランパネルは骨微細構造、骨代

謝回転、骨石灰化度に有意な影響を及ぼし骨質の劣化を誘発すること、さらに、

その影響は薬剤により多様であることが骨組織形態学的に明らかとなった。現

在のてんかん薬物療法において、新規抗てんかん薬は古典的抗てんかん薬と併

用投与されることが多く、これらの薬剤の骨代謝への相加的な悪影響が高まる

可能性も考えられる。新規抗てんかん薬の骨代謝に及ぼす影響は、古典的抗て

んかん薬に比べてかなり弱く限定的であると推察されるが、長期服用や高用量

での使用の際には、骨代謝への影響が顕著に発現する可能性も否定できない。

そのため、新規抗てんかん薬の長期間の服用による骨代謝への影響について、

今後は基礎と臨床でのより詳細な検討が必要である。 
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本研究では、薬剤誘発骨脆弱性とその結果生じる骨折の発生予防を目的とし

て、合成グルココルチコイド（GC）、インスリン抵抗性改善薬ピオグリタゾン

および古典的抗てんかん薬の骨代謝に及ぼす影響を骨組織レベルで精査すると

ともに、骨代謝への影響の有無について報告がなされていない新規抗てんかん

薬の骨代謝に及ぼす影響を検討し、以下の知見を得た。 
 

1. GC の抗炎症作用強度と骨代謝に及ぼす影響との間に相関性はないことが明

らかとなった。 

2. デキサメタゾンによるステロイド性骨粗鬆症の発症には、骨芽細胞機能の低

下による骨形成活性の抑制および骨吸収活性の抑制を特徴とする骨質の劣

化が大きく関与することが明らかとなった。 

3. ピオグリタゾン誘発性の骨強度の低下は、骨密度の減少だけでなく、海綿骨

の微細構造の劣化を伴うこと、さらに、これまで報告されている骨形成活性

の抑制に加え、骨吸収活性の亢進により骨リモデリングの破綻による骨質の

劣化が大きく関与することが明らかとなった。 

4. 古典的抗てんかん薬のフェニトインが誘発する骨脆弱性は、骨密度の減少だ

けでなく、破骨細胞機能の促進による骨吸収活性の亢進と、海綿骨の微細構

造の劣化が伴うことが明らかとなった。 

5. 新規抗てんかん薬のガバペンチンは、骨芽細胞機能を低下し骨形成活性を抑

制すること、破骨細胞機能を促進し骨吸収活性を亢進することで、海綿骨の

微細構造の劣化を誘発することが明らかとなった。 

6. トピラマートは、骨吸収活性には影響を及ぼさず、骨芽細胞機能を低下し骨

形成活性を抑制することが明らかとなった。 

7. ペランパネルは、破骨細胞機能を促進し骨吸収活性を亢進すること、骨芽細

胞機能を低下し骨形成活性を抑制することが明らかとなった。 

8. レベチラセタムとラモトリギンは、他の抗てんかん薬と比べて骨脆弱性を誘

発する可能性は極めて低いことが示された。 
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本研究では薬剤誘発骨脆弱性に関して、特に骨質への影響を中心に評価し新

たな知見が得られた。この薬剤の骨質への影響を正確に理解・把握することは、

薬剤誘発性骨代謝疾患の予防と治療に重要な知見となる。骨脆弱性が亢進し骨

折が発生すると患者の QOL や日常生活動作（ADL）は著しく低下し、骨折の治

癒後も生活機能の制限により要介護状態となる可能性が高くなるため、医療経

済学的観点からも骨脆弱性の改善と骨折予防は重大な課題である。我が国の高

齢者は服用している薬剤の種類や数が多く、多剤併用により転倒率も上昇する

との報告（135）もある。本研究で得られた新たな知見は、特に高齢患者の薬剤

誘発骨脆弱性による転倒・骨折の予防に大きく寄与し、身体・認知機能低下の

予防推進にもつながり、超高齢社会における健康寿命の延伸ならびにその帰結

としての健康長寿社会の実現のための一助になると考える。 
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