
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 3 月 7 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：不動化したラットの関節軟骨において軟骨層の菲薄化、軟骨基質の

低下を明らかにし、TUNNEL陽性の軟骨細胞が増加傾向にあること、ならびに軟骨基質の分解酵素

であるマトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）の発現が増強していることを証明した。さらに

、軟骨基質への血管増生とともに、VEGFの発現増強、Chondromodulin-1の発現低下を見出した。 

そして、固定中に持続的他動運動を実施することによって、関節軟骨層の菲薄化、軟骨基質の

低下に関連するこれらの変化を抑制した。 

 
研究成果の概要（英文）：We showed that immobilization induced thinning of the articular cartilage and 

cartilage degeneration. There were increased TUNNEL-posiyive chondrocytes and MMP expression. 

Vascular channels were appeared in the area between the calcified cartilage zone, in area with balanced 

expression of HIF-1alpha/VEGF and ChM-1. In addition, these changes were inhibited by continuous 

passive motion. 
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１．研究開始当初の背景 
日本は超高齢化社会を迎え、寝たきりの高

齢者の対策は最重要課題である。高齢者は転

倒・事故や疾病による安静によって拘縮をお

こすと、ADLの著明な低下をきたす。そこで、

私たちは不動化によって関節の拘縮のほか、

関節周囲筋肉の萎縮などの形態学的変化を明

らかにし、廃用症候群をきたすメカニズムに

ついて研究してきた。しかし、関節構成体、

特に関節軟骨に対する関節不動化の影響につ

いては、軟骨細胞の減少、軟骨基質の破綻、
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軟骨内への血管様構造の侵入など、形態学的

に検討されているいくつかの報告はあるが、

そのメカニズムについての検討はこれまでさ

ほどなされておらず、検討された報告はあっ

てもそのほとんどは非常に古いものである(J 

Bone Joint Surg, 1960 &1965)。 

 

２．研究の目的 

不動化による関節軟骨の変化を免疫学的、

分子生物学的視点から解析し、関節軟骨の変

性メカニズムについて明らかにする。同一の

実験モデルにおいて軟骨の形態と免疫学的、

分子生物学的変化を同時に検討する。 

また、本研究と関連する研究としては、メ

カニカルストレスが原因の 1 つとして考えら

れている変形性関節症や、逆に無重力状態な

ど非加重状態における関節軟骨の変化に関す

る研究や、最近盛んに研究が行われている骨

リモデリングの研究などが挙げられる。本研

究は、それらの病態に対するリハビリテーシ

ョンの効果発現メカニズムの解明に示唆に富

む結果が得られるものと考えられる。 

 

３．研究の方法 

先行研究によって関節を固定すると軟骨細

胞が減少することが報告されているが(J 

Rheumatol, 2003)、それがアポトーシスによ

るものなのか、TUNEL染色によって同定する。

そして、そのアポトーシスの発生メカニズム

を解明するために、Fas, caspase群, Bclファ

ミリーなどアポトーシス関連分子の発現につ

いて免疫組織化学的染色を行う。そして、軟

骨基質の発現についても、その構成成分であ

るコラーゲンやプロテオグリカンの発現につ

いて観察する。さらに、それらの分解酵素で

あるマトリックスマトリックスメタロプロテ

アーゼ（MMP）の発現についても検討する。ま

た、血管様構造の侵入に対して、VEGF、FGF、

TGFβなどの血管新生を惹起する増殖因子の

発現についても検討する。 

一方、関節不動化によって惹起される廃用

症候群に対する理学療法の効果に関しては、

近年、拘縮や筋萎縮の実験動物モデルを用い

て検討しはじめており(Okita, 2000)、今回は

同一実験モデルにおいて関節軟骨に焦点をあ

てて理学療法の効果を検証する。 

 

４．研究成果 

ラッ ト の足関節の不動化による関節軟骨

の変化を明らかにし 、 その変化の発現に関与

する因子について免疫組織学的に検討し た。

8週齢のWi st ar 系雄ラッ ト の両足関節を最大

底屈位の状態でギブス固定後、 麻酔下で足関

節を摘出。 足関節の関 軟骨の形態学的変化

をヘマト キシリ ン・ エオジン染色ならびに、

サフラニン－O染色、 ト ルイジンブルー染色

で観察した。 さ らに、 血管増生に関与する

HI F-1α、 VEGF、 血管増生を阻止する

chondr omodul i n-1、 軟骨組織中の細胞外マト

リ ッ クスの分解酵素である MMP-3、 MMP-13 の

発現を免疫組織染色によって検討した。 その

結果、 固定群においては関節軟骨層が菲薄化

しており 、 サフラニン－O染色、 ト ルイジン

ブルー染色の染色性が低下しており 、 基質で

あるプロテオグリ カンが減少していること

が推測された。 そして、 軟骨細胞の肥大化と

配列の乱れも認められた。 しかし 、 コラーゲ

ン I ならびにコラーゲン I I の発現に有意な

差を見い出すことはできなかった。 固定群の

軟骨細胞外のマト リ ッ クスでは、 MMP-3 や

MMP-9、 MMP-13 の発現が亢進しており 、 固定

による軟骨層の菲薄化、 プロテオグリ カンの

減少にこれらの蛋白分解酵素が関与してい

ることが示唆された。 

また、軟骨下骨層から血管様構造をしたも

のが侵入していた。軟骨層は通常無血管野で

あるが、固定群において HIF-1αおよび VEGF



 

 

の発現が増加していた。これらの血管増生因

子の発現は軟骨細胞や血管様構造付近にお

いて多く認められた。一方、固定群では、関

節軟骨、特にその深層において軟骨層への血

流を阻害する Chondromodulin-1の発現が低

下しており、軟骨層への血管様構造の侵入に

関与しているものと考えられた。 

次に、不動化による関節軟骨組織内の軟骨

細胞の減少に着目して、軟骨細胞におけるア

ポトーシスの関与、ならびにアポトーシスに

関連する細胞内シグナル伝達経路について検

討した。8週齢の Wistar系雄ラットの両足関

節を最大底屈位の状態でギブス固定後、麻酔

下で足関節を摘出した。摘出した足関節の軟

骨細胞のアポトーシスの発現について、

TUNNEL染色によって検討した。固定群では、

コントロール群と比較して脛骨側の関節軟

骨において TUNNEL 陽性の細胞が増加傾向に

あった。そこで、アポトーシスに関連する Fas、

caspase-3、Bcl-2、Baxなどの発現について

免疫組織学的に検討したが、固定による有意

な発現増強は認められなかった。次に、不動

化した関節軟骨組織において NF-kBの発現を

免疫組織化学的に検討した。固定群では

NF-kB の発現ならびにその上流である Akt の

発現が増強していた。NF-kB は一般的にアポ

トーシスを抑制する転写因子として知られ

ているが、一部の細胞においては逆にアポト

ーシスに対して促進的に働くことが報告さ

れている。一方、AP-1の発現は固定によって

増強されなかった。NF-kBは軟骨基質の分解

酵素であるマトリックスメタロプロテアー

ゼの活性化に関与する因子でもあり、不動化

による関節軟骨の変性において重要な因子

であることが示唆された。 

本年度は、不動化による関節軟骨の菲薄化、

軟骨基質の低下を抑制するために、固定中に

週 5回、毎日 30分ずつ、持続的他動運動（CPM）

を実施した。 

１）軟骨層の菲薄化、軟骨基質の低下ならび

に MMP-3, -9, -13 の発現は CPMによって抑

制された。 

２）軟骨細胞のアポトーシスも、CPMによっ

て抑制傾向にあった。 

３）関節を固定すると軟骨下骨層から軟骨層

へ血管様構造が発現し、骨化を進めることを

明らかにした。その際、関節軟骨への血管新

生を惹起する増殖因子である VEGFの発現が

増強し、逆に血管新生を抑制する 

Chondromodulin-Iの発現が低下することを

明らかにし、さらに、CPMによって改善する

ことを証明した。 

以上より、不動化によってもたらされた関

節軟骨層の菲薄化、軟骨基質の低下は、MMP

発現抑制とともに CPM によって改善された。

そして、軟骨細胞のアポトーシスに対して改

善傾向を認めた。また、不動化による軟骨組

織の血管新生を伴う骨化も VEGFの発現増強、

Chondromodulin-1の発現低下の改善を介し

て抑制することが示唆された。 
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