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研究成果の概要（和文）：圧負荷が軟骨再生に与える影響を検討した。マウス膝関節にドリルを用いて全層欠損モデル
を作成し、1Nの強度、5Hzの頻度、5分間で圧負荷を週に5日間かけた。術後2週間、4週間の組織で、圧負荷をかけた群
はかけなかった群より軟骨修復が良好であった。In vitroでマウス細胞株ATDC5を使用し、ポンプで0.001MPa, 0.01MPa
の圧負荷を1時間かけてreal time PCRで軟骨分化に関する遺伝子を調査したが、有意な発現増加はみられなかった。適
度な圧負荷は軟骨再生を促す可能性が動物実験にて示されたが、このメカニズム解明のため、in vitroで様々な条件を
検討しく必要があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We examined the effect of loading stress for mouse cartilage defects. We made a 
cartilage defects on left patella groove by using 0.5 mm handy drill, cartilage defect holes were made. 
On day 3 after surgery, we started knee loading and did that 5days a week. Knee loading load, frequency 
and duration were 1N, 5Hz, and 5 min respectively. On day 14 and day 28, we sacrificed mice and picked up 
left femurs. Cartilage repairs of loading group are significant better than those of non-loading group 
both on day 14 and on day 28. We used an original pressure system using by a pump in order to give 
chondrocytes some pressure (0.001MPa, 0.01MPa) for 1 hour. Upregulations of anabolic genes such as type 
II collagen, aggrecan and SOX9 were not seen on loaded chondrocyte. Knee loading can promote cartilage 
repair on mouse cartilage defects model, but we have to examine in vitro studies with various condition 
in order to elucidate that mechanism.

研究分野： 関節外科、スポーツ医学

キーワード： 軟骨再生　荷重負荷刺激　軟骨欠損　変形性膝関節症　knee loading
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１．研究開始当初の背景 

2007 年より、日本は超高齢社会を迎え、い

かにして健康で元気な（介護の必要のない）

高齢者の割合を増やすかが以前に増して重

要な課題となっている。平成 19 年国民基礎

調査において変形性関節症を代表とした関

節疾患は介護原因の 12.2％を占め、要支援・

要介護原因の第 4 位となっている。変形性関

節症の代表である変形性膝関節症（以下、膝

ＯＡ）は単純Ｘ線上で 40 歳以上では女性

62.4％、男性 42.6％が罹患しているとされて

おり、この調査が行われた平成 17 年度の年

齢別人口構成に当てはめると本邦の膝ＯＡ

患者数は 2530万人（男性 860万人、女性 1670

万人）になると報告されている。つまり、変

形性関節症を予防することは介護に至る高

齢者を減少させうるものと考えられる。一方、

変形性関節症の大きな危険因子として外傷

を代表とした軟骨損傷が強く影響している

と考えられている。若年期のスポーツ障害な

どで軟骨損傷を生じた場合、10 年程度の経過

で変形性関節症に至ると考えられる。従って、

関節軟骨損傷を修復する方法があれば、スポ

ーツ障害の治療法となるのみならず、変形性

関節症患者を減らすことができ、結果として

高齢者の介護予防に繋がる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

現在、我が国において、比較的小さな軟骨

障害に対する手術方法としてドリリング、マ

イクロフラクチャー法などの骨髄刺激法が

行われている。この方法は軟骨下骨を削り出

血させることで骨髄中の間葉系細胞を動員

し修復を得る方法である。骨髄刺激法では、

術後早期の過度の荷重負荷は collagenases

や gelatinases を活性化させ、軟骨再生を障

害する可能性が考えられる。一方、ギプスな

どで固定をしてしまうと関節軟骨の維持に

悪影響を及ぼすとされており、適度な負荷が

軟骨細胞に必要であることが示唆さる。実際

に、骨形成の領域において、マウスの脛骨骨

損傷モデルでは膝関節外側から適度な荷重

負荷を与えることで、骨形成を促進させるこ

とが報告されており、これは骨髄内圧の変化

と Wnt シグナルを介して anabolic な作用が

骨形成を導いたものと結論づけている。 

軟骨組織においても、骨組織と同様に適度

な負荷を与えることにより、その再生を促せ

る可能性が考えられる。本研究ではマウスの

骨髄刺激法モデルを作成し、どの程度の荷重

刺激を与えることが軟骨再生に最適である

のか、不適であるのかを組織学的に調査する。

また、軟骨細胞株を使用し、in vitro でも軟

骨再生に関与する遺伝子レベルの変化を観

察する。 

 

３．研究の方法 

①マウス膝関節軟骨損傷に対する骨髄刺激

法モデルの確立 

 9 週齢の C57/BL6 マウス（オス）を使用し

た。手術は 2％イソフルレンで吸入麻酔を行

った。軟骨全層欠損の作成法は Okamura ら

の報告に準じて、内側傍膝蓋切開にて膝蓋骨

を外側に反転して膝関節を展開し、膝蓋大腿

関節の大腿骨関節面に 0.5mm 径のマイクロ

ドリルを用いて徒手的にドリリングを行っ

た。対照群（CN 群）としてそれぞれ 9 匹ず

つ、荷重群（Load 群）としてそれぞれ 8 匹

ずつ使用した。 

 

②マウス膝関節骨髄刺激法モデルへの荷重

刺激 

 反復荷重刺激は ElectroForce ロードフレ

ームシステム（Bose 社）を使用した。術翌日

よりマウスを 2％イソフルレンでの麻酔下に、

この荷重刺激装置を用いて荷重刺激を与え

た。荷重負荷は 5Ｈｚで 5 分間行い、1Ｎの力

で行った。刺激は週に 5 日間行い、屠殺する

術後 2 週、4 週まで刺激を継続した。 

 

③組織学的検討 

 術後 2, 4週間でマウスを頸椎脱臼法にて屠

殺し、刺激を与えた部分の関節軟骨を含む大

腿骨を採取した。得られた組織をヘマトキシ

リン-エオジン染色（HE 染色）およびサフラ

ニン O 染色で染色した。軟骨修復の評価法は

サフラニン O 染色を行った切片を利用して

Modified WAKITANI score を用いて評価し

た。 

 

④in vitro での圧負荷 
 マウス軟骨細胞株である ATDC5を使用した。
10％FBS含有 DMEM/F12 の培養液を用いて、イ
ンキュベーター（37℃、5％CO2）で培養を行
う。80％コンフルエントとなった状態で培養
液を serum free に変更し、細胞に圧負荷を
かけた。細胞への圧負荷はペリスタポンプ
（ Atto 社）を用いて行い、その負荷は
0.001MPa、0.01MPa で行った。負荷をかける
時間は 1 時間とし、その 30 分後に細胞を回
収した。 
 
⑤リアルタイム PCRでの検討 
 前述の圧負荷後の細胞から mRNA を ISOGEN 
(ニッポンジーン )を用いて抽出し、 1st 
strand cDNA Sythesis Kit for RT-PCR (Roche
社)を用いて cDNA作成した。cDNA を作成後に
SYBR Green PCR Kit(Applied Biosystems 社)
を用いて定量的に評価を行った。調査する
mRNA はⅡ型コラーゲン、aggrecan、Sox9 を
行った。また、ハウスキーピングジーンには
GAPDH を用いて各データを標準化し、比較し
た。 



 
４．研究成果 

①マウス膝関節骨髄刺激法モデルへの荷重

刺激効果 

 2 週間の圧負荷刺激（図 1a）、4 週間の圧

負荷刺激（図 1b）の各群のサフラニン O 染

色の組織像を示す。 

 

Modified WAKITANI score では 2 週間の荷

重負荷ではCN群が11.7±1.6であるのに対し、

Load群が 9.3±2.8とCN群の値が有意に高く

(図 2a. p<0.05)、CN 群が Load 群に比べ、軟

骨の修復が悪かった。また、4 週間の荷重負

荷の組織結果においても CN 群が 9.0±2.3 で

あるのに対し、Load 群が 5.7±2.5 と CN 群の

値が有意に高く(図 2b. p<0.05)、CN 群が

Load 群に比べ、軟骨の修復が悪かった。 

 

②in vitro での遺伝子発現 
 Ⅱ型コラーゲン、aggrecan、Sox9のいずれ
の遺伝子においても in vitro での圧負荷
（0.01MPa、0.001MPa とも）では有意な発現
量の増加を見ることは出来なかった。過去の
3次元培養での報告では anabolicな遺伝子の
発現の上昇を認めていたり、単層培養でも
shear flow stressで MMP13などの catabolic
な遺伝子の発現の低下などが認めていたり
することから、圧の強度・負荷時間・培養方
法など条件を再度検討し、さらなる研究が必
要であるものと考えられた。 
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図 2a 組織組織評価（2 週間） 
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図 2b 組織組織評価（4 週間） 
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図 1a. 2 週間 

Load群CN群
 

図 1b. 4 週間 

Load群CN群
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