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研究成果の概要（和文）：前十字靭帯（ACL）断裂は、スポーツ選手にとって一般的な膝の怪我で、治療によっ
て100％の機能回復は難しいのが現状である。過去、コラーゲンVIやXII遺伝子とACL断裂関連が報告されていた
ため、コラーゲンXII欠失がACL損傷を引き起こすと考え、COL12A1欠マウス(KO)モデルの解析を行った。KOマウ
スは歩行異常があり、5-19週齢のKOマウスでは20-60%の確率でACLの連続性が失われていた。ACLには十分な12型
コラーゲンタンパク及びmRNA発現が確認されたが、年齢と共に発現が減弱することが確認された。以上からコラ
ーゲンXII欠失がACL損傷のリスクを高めることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Anterior cruciate ligament (ACL) rupture is a common knee injury for 
athletes. Although surgical reconstruction is recommended for the treatment of ACL ruptures,100% 
functional recovery is unlikely. Several studies have reported an association between polymorphisms 
of the collagen XII gene COL12A1 and ACL rupture. Collagen XII is highly expressed in tendons and 
ligaments and regulates tissue structure and mechanical property. To elucidate the influence of 
collagen XII deficiency on ACL,4 to 19-week-old male Col12a1-/-(KO) and wild-type(WT) mice were 
used. The KO mice showed an abnormal gait with an 2.7-fold increase in step angle, suggesting 
altered step alignment. KO mice displayed 20-60% ACL discontinuities, but 0% discontinuity in the 
posterior cruciate ligament. No discontinuities were found in WT mice. Collagen XII mRNA expression 
in the ACL tended to decrease with aging. Our study demonstrates for the first time that collagen 
XII deficiency increases the risk of ACL injury.

研究分野： スポーツ医学

キーワード： 前十字靭帯損傷　遺伝子　膝　靭帯損傷

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
スポーツ選手で一般的な膝外傷である前十字靭帯（ACL）損傷には一般的に手術療法が勧められている。様々な
手術方法が提案されているが、スポーツ復帰までに最低半年間要する上に、怪我以前のパフォーマンスに戻れな
い事が多い。本研究では、ACL断裂におけるリスク因子としての12型コラーゲンが明らかになったことで、今後
12型コラーゲンの遺伝子多型などでのリスク分析に繋がる可能性がある。本遺伝子の変異が明らかになっていれ
ば選手へのリスクの説明や情報提供、トレーニングメニューの調整など可能となり、ACL損傷の予防に繋がる可
能性のある研究である。

※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。
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１． 研究開始当初の背景 

 
膝前十字靭帯（ACL）損傷は主にスポーツ選手の外傷として広く知られ、一般的に保存加療は無効で
ある。不安定性が残存する場合は自家ハムストリング腱などによる再建術がスポーツ復帰には必要とな
る。近年の ACL 再建術の進歩にも関わらず、再建術後もスポーツ復帰できない選手が少なからず存在
することから、ACL損傷をいかに予防するかは重要なテーマである。しかしながら、スポーツ参加者全員
に予防を行うことは非現実的であり、リスクの高い選手を見極めることが必要である。 
研究分担者の過去の研究からⅫ型コラーゲン（Col12）は筋細胞の献上変化に関与し、筋量と質を維持
すること（Zou and Izu et al.Human Mol.Genet. 2014）等が明らかとなっている。またそれぞれのコラーゲ
ンは ACL の構成コラーゲンであり、最近の研究から特定の遺伝子多型
（SNP）が ACL 損傷や腱損傷と関連があると報告されている。特にⅫ型コラ
ーゲンは、力学的ストレスの高い部位での発現が高く、線維形成制御に寄
与すると想定されている（Olsen BR et al. Curr Opin Cell Biol, 1995）が、
ACL における機能は未解明である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は Col12a1 欠失マウスの ACL を含む膝関節の変化を明らかにす
ることで、Ⅻ型コラーゲンの役割を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
 
＜マウス＞ 
4-19 週齢の野生型（WT）及び遺伝子改変マウス（Col12a1 欠失マウス,KO
マウス）を利用した 
 
＜歩行解析＞ 
歩行解析はビデオ録画により行った。各マウスの足に塗料を塗り、トンネル
内を歩行させ、ステップ角度を測定した（右図）。 
 
<組織学的評価> 
組織学的は両マウスの後肢で行った。組織をパラフィンに包埋し、矢状面に沿って 2um 切片を作成し
た。ヘマトキシリン/エオシン（HE）染色と Safranin-O/Fast green 染色を行った。ACL と後十字靭帯
（PCL）の不連続性は、Safranin-O/Fast green 染色を用いて判定した。免疫染色での評価は脱灰後、
凍結切片として解析に用いた。 
 
＜リアルタイム PCR 解析＞ 
4 週齢および 17 週齢の ACL およびアキレス腱を用いた。逆転写は、500 ng の total RNA を用い、ラン
ダムプライマーを用いて行った。定量的リアルタイム PCR は QuantStudio3（Applied Biosystems）を用い
て行った。 
 
４．研究成果 
 
＜Col12a1 欠失（KO）マウスは歩行異常を伴う膝関節変形を示す＞ 
KO マウスは exon2-5 欠失している。歩行
解析の結果、WT マウスと比較して KO マ
ウスは歩行異常を示し、運動能力が低下し
ていた。軽度の膝関節伸展制限がみら
れ、ステップ角度を測定したところ、WT の
足跡は進行方向に対してほぼ平行であっ
たのに対し、KO マウスの足跡は外側に傾
斜していた（右図）。角度を計測したとこ
ろ、KO マウスのステップ角は野生型マウス
の約 2.7 倍であったであった（右図）。 
 
 
＜コラーゲン XII 欠失は ACL 不連続を引
き起こす> 
野生型のACLとPCLは、若週齢マウスと成体マウスの両方で大腿骨脛骨間に連続性が見られた一方、



KO マウスでは一部個体の ACL は不連続であり、脛骨大腿骨間に連続性が見られなかった。（下図）。
ＫＯマウスの PCL では不連続性は観察されなかった。関節軟骨と半月板は、野生型、ＫＯ両群に差は
見られなかった。 
 

 
 
 
ＡＣＬの不連続性が見られた割合は 5 週齢で 20％、17－19 週齢で 53%であった（下テーブル） 
 

 
 
＜Ⅻ型コラーゲンは ACL の構成成分である＞ 
Ⅻ型コラーゲンが ACL に発現しているかどうかを調べるために、17 週齢の野生型マウスの膝関節を免
疫蛍光分析した。核は DAPI 染色で可視化した。その結果、Ⅻ型コラーゲンは ACL で検出され、フィ
ブリル状の配列を示した。この結果から、コラーゲン XII は ACL の構成要素の一つであることが確認さ
れた（下図）。 
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