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研究成果の概要（和文）：鏡視下腱板修復術は再断裂率が比較的高い。正常な腱板付着部の線維軟骨層の形成や
損傷後の修復にHedgehog(Hh)シグナルが重要な役割を果たしていることが近年示されている。腱板修復術後の修
復促進を目指し、ラット腱板修復モデルにHhシグナルアゴニストのSmoothened agonist(SAG)の投与を行い、採
取した肩組織に対する以下の2つの実験をおこなった。①張力測定器を用いた引っ張り破断試験では修復した腱
板の力学的強度に変化は認めなかった。②組織評価では組織学的な変化は認めなかった。以上より本研究におい
てラット腱板修復モデルに対するHhシグナルを介した腱板修復促進効果は検証できなかった。

研究成果の概要（英文）：Retear rates following arthroscopic rotator cuff repair are relatively high.
 Hedgehog (Hh) signaling has been shown to play an important role in the formation of the 
fibrocartilage layer at normal rotator cuff insertions and in repair following injury. To promote 
healing  following rotator cuff repair, we administered Smoothened agonist (SAG), an Hh signaling 
agonist, in a rat model of rotator cuff repair and performed the following two experiments on 
harvested shoulder tissue. (1) Tensile testing using a tension meter showed no change in the 
mechanical strength of the repaired rotator cuff. (2) Histological evaluation showed no histological
 changes. This study could not verify the benefit of Hh signaling in promoting rotator cuff repair 
in a rat model. 

研究分野：整形外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
正常な腱板付着部の構造である線維軟骨層の形成やその損傷後の修復にはHedgehog(Hh)シグナルが重要な役割を
担っていることが報告されており、本研究ではラット腱板修復モデルに対してHhシグナルを増強するSmoothened
 agonist(SAG)を局所投与し腱板修復促進効果の検証を試みた。しかしながらSAGの局所投与では腱板修復部のHh
シグナルは増強せず、力学強度や組織学的所見の変化を認めなかった。SAGの投与法、またはHhシグナルに応答
する細胞に対する解析が今後必要と考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
腱板断裂は肩関節の疼痛や上肢の挙上困難などの機能低下を引き起こす。わが国の疫学調査
によると中高年以降にその有病率が急増することが示されており、健康寿命の延伸の観点から
も本疾患への対策は重要と考えられる。通常、完全に断裂した腱板では自然治癒は起こらないた
め、症候性の患者では手術療法として腱板修復術が選択され、安定した臨床成績が報告されてい
る。しかし、約 20%前後に生じるとされる術後の再断裂は未解決の課題であり、再断裂の大部分
は術後 6 カ月以内の比較的早期に発生することから、社会復帰までに数ヵ月間の長期を要して
いる。 
 腱骨付着部は血流に乏しく、損傷後や術後の修復能は限定的である。実際に、動物モデルの修
復術後に本来の線維軟骨層を介した強靭な付着部構造の再生はみられず、腱骨間には線維性瘢
痕組織が介在し、力学強度は正常水準より劣ることが示されている。そのため、再断裂の減少や
治療期間の短縮のために、力学強度の早期回復や本来の構造の再生を目指した様々な修復促進
の試みが国内外で研究されている。 
申請者らは、これまでに徐放担体を用いた成長因子の局所投与による修復促進に関する 
研究を行い、fibroblast growth factor2 (FGF-2)、platelet-derived growth factor (PDGF)-BBお 
よび transforming growth factor (TGF)-β1が動物モデルの腱板修復部の力学強度を高める効 
果があることを報告してきた(Tokunaga T, et al. Am J Sports Med 2015)。一方で、いずれの因 
子の投与においても本来の付着部構造の再構築はみられず、線維軟骨層の再生を実現するため
には新たな因子が必要である可能性が推察される。 
 近年マウス腱板付着部発生および生後の成熟過程の細胞系譜追跡手法を用いた解析によって、
Hh シグナル伝達系転写因子の Gli1 を発現する細胞のコンディショナルノックアウトによって
生後の線維軟骨層の成熟や損傷後の修復が阻害されることが示され、線維軟骨層の形成・成熟お
よび損傷後の修復において Hhシグナルが重要な役割を担っていることが報告された。さらに、
申請者らはマウスモデルを用いた先行研究で、腱板付着部線維軟骨損傷後の修復過程において
少数の Gli1陽性細胞が損傷後 1週をピークとして一過性にみられる結果を得ていた。これらの
知見は、腱板修復部における Hh シグナルの活性化が修復促進につながる可能性を示唆させる
ものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
ラット腱板修復モデルを用いて、Hh シグナルアゴニストの Smoothened agonist(SAG)の投
与による腱板修復促進効果を力学試験、組織評価により検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
  
SAG 投与による、① 腱板修復部における Hh シグナル活性化の評価 ② 腱板修復部組織学的
所見への影響 ③ 腱板修復組織の力学強度への影響 を調べるためにそれぞれ下記の方法に
より研究を行った。 
 
① SAG 投与による腱板修復部の Hhシグナル活性化の評価  
1．モデル作製・薬剤投与 
先行研究(Tokunaga T, et al. Am J Sports Med 2015)に基づき、麻酔下に成熟 SDラット(20週齢)の
左肩棘上筋腱を切離し、上腕骨付着部線維軟骨を除去後、断端をプロリン糸で骨に修復する。
SAG(1mM)を徐放担体(ゼラチンハイドロゲル)に含浸させ左肩に投与する群 (Lee S, et al. Plast 
ReconstrSurg 2017)を作製し、DMSO のみ投与した対照群と比較した。術後 1 週に肩組織を採取
し組織評価を行った。 
 
2．組織学的評価 
採取した組織を 20%スクロース含有 4%PFAで 16時間固定後に凍結包埋し、粘着フィルム法 
(Kawamoto T, et al. Arch Histol Cytol 2003)により凍結組織切片を作製し抗 Gli1抗体(Santa    

Cruz GLI-1 (A-7): sc-515781)を一次抗体として 4℃で終夜反応させた後、Alexa Fluorコンジュケ
ート二次抗体で反応後観察し、修復組織中の Hhシグナル活性化を評価した。 
 
② SAG 投与による腱板修復部組織学的所見への影響の評価  
実験①と同様にモデル(投与群、対照群)を作製し、術後 6週に安楽死させ、凍結切片を作製した。
修復部の組織所見を HE染色により、石灰化の有無について Alizarin-Red染色により評価し、ま
た ALP活性の局在と定性を評価した。 
 



③ SAG 投与による腱板修復組織の力学強度への影響の評価  
実験①と同様のSAG投与群モデルと対照群を作製し、術後6週に安楽死させ肩組織を採取した。
試料のトリミング後、張力測定器(STA1225, オリエンテック社, 東京)を用いて引っ張り破断試験
を行った。断面積をマイクロキャリパーで測定し、最大破断強度(N)、剛性(N/mm)、最大破断応
力(N/mm2)を算出した。 
 
４．研究成果 
 
① SAG 投与による腱板修復部の Hh シグナル活性化の評価 （組織学的評価） 
 SAG投与による Hhシグナル活性化を Gli-1＋細胞の局在により評価した。術後 1週で腱板
修復部に Gli-1＋細胞は存在せず、上腕骨骨髄および骨梁に認めた。SAG投与群と DMSO群
に明らかな差は認めなかった（図１）。 

 

② SAG 投与による腱板修復部組織学的所見への影響の評価 
腱板修復術後 6週のラット棘上筋腱付着部組織の HE染色において、SAG投与群と DMSO
群に細胞充実度、血管分布に有意差は認めなかった。また両群ともに腱板修復部に石灰化を
認めず、ALP活性は両群に認めるものの付着部に限局し明らかな差は認めなかった（図 2）。 

 
③ SAG 投与による腱板修復組織の力学強度への影響の評価 
術後 6週の力学強度試験において、最大破断強度(N)、剛性(N/mm)、最大破断応力(N/mm2)
を評価したところ、SAG投与群と DMSO投与群の間に有意な差はなかった。 



以上の結果より本研究では SAGの投与によりラット腱板修復モデルの腱板修復促進効果を力
学試験、組織評価から確認することが出来なかった。 
本研究において腱板修復部に Gli-1＋細胞は認めず SAGを投与しても変化を認めなかった。わ
れわれはラット腱板修復モデルの腱板修復部の Single-cell RNA-Seqを施行し、Gli-1＋細胞の解析
を行ったところ、その比率は低く本研究と同様の結果であった。今後の研究として改めて SAG
の投与法や Gli-1＋細胞に対する解析を継続したいと考える。 
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