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研究成果の概要（和文）：除負荷とアポトーシスとの関連を in vivo において証明することが腱

組織の萎縮や劣化の病態解明において最重要課題であり、この見地から我々が独自に開発した

生体内で腱にかかる負荷を調整可能な膝蓋腱除負荷モデルを用いて研究を行なった。除負荷膝

蓋腱の線維芽細胞において TUNEL、caspase-3、JNK および p38 陽性細胞は処置後 24 時間、2、4、

日で有意に増加していた。除負荷による膝蓋腱線維芽細胞アポトーシスは処置後早期に MAPK

シグナル経路を介して生じていることを証明した。 

 
研究成果の概要（英文）：The effect of stress deprivation on the tendon tissue has been 
an important focus in the field of biomechanics. Rabbits were divided into stress-shielded, 
sham-operated, and control groups. To completely shield the patellar tendon from stress, 
we used an established surgical method. Both the number and the ratio of TUNEL-, caspase-3-, 
JNK-, and p38-positive cells were significantly greater (p<0.0001) in the stress-shielded 
group than in the sham group at 24 h, 2, and 4 days. This study demonstrated that complete 
stress deprivation induces fibroblast apoptosis in vivo with activation of JNK and p38 
within 24h. This fact suggested that the fibroblast apoptosis caused by stress deprivation 
is induced via the mitogen-activated protein kinase signaling pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）慢性的な disuse や整形外科的種々の病

態による腱組織の萎縮や劣化は生体工学およ

び整形外科学領域における重要な研究対象で

ある。我々は独自に開発した膝蓋腱除負荷モ

デルを用いて一連の研究を行い、除負荷が膝

蓋腱の力学特性に劇的な劣化をもたらすこと

（J Biomech Eng; 1993）、また膝蓋腱の力学

的特性の劣化は、膝蓋腱マトリクス再構築過

程において外在性浸潤線維芽細胞の侵入に伴
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って発生し、この時にコラーゲン線維の超微

細構造に大きな変化が起こることを解明して

きた（J Orthop Res; 1993, 1997）。さらに、

我々は in vivo において TGF-beta の局所投与

が凍結処理前十字靭帯の再構築において力学

特性を変化させることを明らかにした（J 

Orthop Res; 2002, J Biomech; 2003）。そこ

でこれらの線維芽細胞によるマトリクス再構

築現象の上流にはどのような分子機序が存在

するのか？という問題が提起された。 

（２）最近の我々の膝蓋腱除負荷モデルを用

いた研究において、除負荷膝蓋腱にIL-1-beta

および TNF-alpha が過剰発現することが明ら

かになった（J Biomech; 2005）。そこで代表

研究者は subtractive hybridization 法を用

い、除負荷膝蓋腱に発現している遺伝子を網

羅的に解析し、14 個の過剰発現遺伝子を発見

した（Int J Mol Med; 2004）。特に、これら

の遺伝子の中で抗酸化酵素の一つである

Mn-SODが遺伝子レベルのみならずタンパクレ

ベルにおいても発現が亢進していることをは

じめて明らかにした。 

（３）Mn-SOD は活性酸素種に対する防御機構

の一つとして広く知られており、同様に酸化

ストレスはアポトーシス（apoptosis）と深く

関与していることが知られている。そこで代

表研究者は、除負荷は MAPK pathway を介して

アポトーシスを引き起こすという仮説を立て

た。近年、Yuan ら（Biochim Biophys Acta; 

2003）は変性した肩腱板の線維芽細胞に過剰

なアポトーシスが認められたと報告をしてお

り、更に in vitro における培養細胞において

は力学刺激の減少とアポトーシスの関連を示

唆する報告（Clin Orthop Relat Res; 2008）

がある。しかし、in vivo において除負荷が

腱の線維芽細胞にアポトーシスを起こすこと

を証明した研究は皆無である。 

 

２．研究の目的 
負荷の減少（除負荷）は、腱・靭帯組織の力
学特性の劣化を招くが、その機序は明らかに
なっていない。我々は独自の研究結果から、
「 除 負 荷 は mitogen-activated protein 
kinese (MAPK) pathway を介して線維芽細胞
にアポトーシスを引き起こす」という仮説を
立てた。本研究の目的はその仮説を検証する
ことである。 
 
３．研究の方法 

既に確立した膝蓋腱除負荷モデルを用いて、

除負荷膝蓋腱における細胞動態を明らかにす

る。また、除負荷された膝蓋腱の力学特性を

経時的に評価する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（１）除負荷膝蓋腱におけるアポトーシス現

象を組織学的および免疫学組織的に評価した。

実験には日本白色家兎 35 羽を用いた。I 群は

除負荷処置のまま新たな処置を加えず（n=15）、

II群では除負荷処置後すぐに除負荷ワイヤー

を切断し Sham 手術とした（n=15）。III 群で

は無処置の正常対照とした（n=5）。手術後 1、

2、4、7、14 日で各群とも 3 羽ずつ屠殺し、

組織学的評価および超微細構造解析の評価に

供した。各腱の中 1/3 を長軸方向で三等分し、

各部分を表皮側と関節側に二分して、各切片

から超薄切片を作製した。アポトーシス現象

の証明において、TUNEL 法にて DNA 断片を検

出しアポトーシスの程度を組織学的に検証し

た。また、アポトーシス誘導機構におけるシ

グナル伝達に関与しているシステインプロテ

アーゼであるカスパーゼファミリーや、細胞

増殖･分化のシグナル伝達を担う因子とされ

ている MAPK ファミリーについて検証のため

に、カスバーゼファミリーの caspase-3 およ

び MAPK ファミリーの p38、JNK の活性化を免

疫組織学的に評価した。除負荷膝蓋腱におけ

る細胞形態については、HE、およびトルイジ

ンブルー染色した超薄切片を光学顕微鏡にて

観察した。また各腱から超薄切片を作製し、

ウラニル・クエン酸鉛染色を行って透過型電

子顕微鏡を用いてコラゲンフィブリルの横断

面構造を観察した。 

（２）再構築現象による腱マトリクスの力学

的特性の変化は非常に重要なため、引っ張り

試験を行って、その結果を膝蓋腱内のアポト

ーシス現象と比較した。実験には日本白色家

兎 20 羽を用いた。右膝蓋腱に対して除負荷処

置を行ない、左膝蓋腱には何も処置を施さず

正常対照とした。無作為に 2 群に分け、I 群

は除負荷処置のまま新たな処置を加えず、II

群では除負荷処置後すぐに除負荷ワイヤーを

切断し Sham 手術とした。手術後 7、14 日で各

群とも 5 羽ずつ屠殺し、膝蓋腱の力学特性の

評価を行なった。無作為に選別された左膝蓋

図１ 膝蓋腱除負荷モデル 



 

 

腱を正常対照データとして使用した。腱全体

の力学試験は膝蓋骨―膝蓋腱―脛骨複合体を

摘出し、Video-dimension analyser を組み込

んだ生体軟組織材料試験システムを用いて

37℃生理食塩水中での力学的パラメータの測

定を行い、断面積、引っ張り強度、弾性率、

破断伸び、最大破断荷重を測定した。除負荷

された膝蓋腱の fibril の力学特性の評価に

は別の日本白色家兎 30 羽を用いて行った。同

様の処置と群わけを行ない、手術後 7、14、

21 日で各群とも 5 羽ずつ屠殺し、膝蓋腱

fibril の力学特性の評価を行なった。fibril

の力学試験においては、独自のマイクロ引張

り試験装置を用いて37℃生理食塩水中での力

学的パラメータ（弾性率、破断伸び、破断強

度）の測定を行なった。 
 
４．研究成果 
（１）除負荷群において、TUNEL 陽性細胞は
術後 24時間より認められ 4日目まで増加し、
陽性細胞数および陽性率ともに Sham 群より
有意に増加していた（1日：p<0.0001、2 日：
p<0.0001、4 日：p<0.0001）。7 日目以降は、
除負荷群においても TUNEL陽性細胞は減少し
ていたが Sham 群との比較では有意差を認め
た（p<0.005）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Active caspase-3 染色では、TUNEL 法による
解析と同様の傾向を示した。術後 24 時間よ
り認められ 7日目まで陽性細胞数および陽性
率ともに Sham 群より有意に増加していた（1
日：p<0.0001、2日：p<0.0001、4日：p<0.0001、
7 日：p<0.0001）。p38 および JNK の発現も
TUNEL 陽性細胞と同様の動向を示した。本研
究は、除負荷が膝蓋腱線維芽細胞に早期（24
時間）にアポトーシスを引き起こすことを in 
vivo で初めて明らかにした。この結果は、除
負荷による膝蓋腱線維芽細胞のアポトーシ
スが MAPK pathway を介して起こること示唆
した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）術後 1 週では、腱全体の断面積の平均
（mm2）は、除負荷群は 17.2、対照群は 14.8、
破断強度の平均（N）は、除負荷群は 603、対
照群は 948 であった。術後 2 週では、断面積
の平均（mm2）は、除負荷群は 22.5、対照群
は 14.4、破断強度の平均（N）は、除負荷群
は 422、対照群は 843 であった。両群間には
各時期において有意差を認めた（p<0.05）。
除負荷が膝蓋腱線維芽細胞に早期（1 日）に
アポトーシスを引き起こすことが明らかに
なっており、アポトーシスと力学特性の変化
の関与が示唆された。 
（３）正常膝蓋腱全体の Tangent modulus 
(MPa)は 1290、Tensile strength (MPa)は 72.0
であった。一方、除負荷された膝蓋腱全体の
Tangent modulus (MPa) は 97 、 Tensile 
strength (MPa)は 3.9 であり正常と比較し有
意に低下していた。また fibril の計測にお

図２ TUNEL 法による解析。（A）除負荷 24 時間、

（B）除負荷 4日、（C）除負荷 7日、（D）Sham 群 

図３ active caspase-3 染色。（A）除負荷 24

時間、（B）除負荷 4日、（C）除負荷 7日、（D）

Sham 群 

 TUNEL assay 

図４ Phospho-JNK、Phospho-p38 染色。（A）（B）

除負荷 24 時間、（C）（D） 除負荷 4日、（E）（F）

Sham 群 



 

 

いても、Tangent modulus および Tensile 
strength は正常腱で 227、16.5、除負荷腱で
53、4.4 と有意差を認めた。今回の結果は、
除負荷は微細構造レベルにおいても力学特
性に変化を与えることを示し、除負荷が膝蓋
腱線維芽細胞に早期（1 日）にアポトーシス
を引き起こすことが微細構造レベルから影
響を与えていることを示唆した。除負荷によ
るアポトーシスは膝蓋腱の構造特性だけで
なく材料特性にも有意な影響を与えること
が明らかとなった。 

（４）In vivo において除負荷が早期に JNK

や p38 を活性化して線維芽細胞のアポトーシ

スを引き起こすことを世界で初めて証明し

た。線維芽細胞のアポトーシスはその後の外

来性線維芽細胞の増加をもたらし、その細胞

活動が構造特性の低下を招く。この発見は、

今後の除負荷の効果の研究において分子生

物学的解析の重要性を示しこの分野の学術

的発展に大きな変化を与える。 
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