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研究成果の概要（和文）：　我々は、ラット大腿骨骨幹部骨膜の全周性切除(CPD)は、成長軟骨板における内軟骨性骨
化を促進することにより、その長径が過成長に至ることを発見した。
　週齢8週の雄Wistarラット72匹を用いた。右大腿骨にはCPDを実施し、左大腿骨はcontrolとした。CPD実施後6週では
、CPD側大腿骨の長径は41.0+/-0.9 mm、対照では39.4+/-0.7 mmと、CPD側大腿骨は対照側大腿骨に比べてその長径が有
意に過剰成長した (p=0.0052)。骨形態計測では、CPD側大腿骨遠位成長軟骨板では対照群に比べて、長径成長速度、骨
石灰化速度、骨量、骨梁数が有意に高かった(p<0.05)。

研究成果の概要（英文）： Circumferential periosteal division (CPD) of the diaphysis of the femur 
stimulates endochondral ossification, producing longitudinal overgrowth in the developing rat.
 Seventy-two 8-week-old Wistar rats were used in this study. The periosteum of the diaphysis of the right 
femur was divided circumferentially (CPD group), while the left femur acted as the control (Control 
group). Longitudinal lengths in the CPD and Control groups 6 weeks after CPD were 41.0+/-0.9 and 
39.4+/-0.7 mm (p=0.0052, n=6), respectively. Bone histomorphometry revealed that CPD increased the 
longitudinal growth rate, mineral apposition rate, bone volume, osteoid volume, trabecular number, and 
thickness of femur (n=6). The results demonstrated that CPD stimulated endochondral ossification of the 
growth plate to produce longitudinal overgrowth in the femur of the developing rat. These results suggest 
that the periosteum plays an important role in regulating endochondral ossification of the growth plate.

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
 成長期における長管骨骨折は、その長径が
過剰に成長する (過成長)。長径の成長は、成
長軟骨板における内軟骨性骨化が司る。長管
骨折は、内軟骨性骨化の促進因子であるとい
える。 
 1979 年、ラット脛骨骨幹部骨膜の全周性
切除は、その長径の過成長をもたらすことが、
初めて報告された (文献○1 )。さらに、その長
径の過成長が最大となる骨膜切除部位は、近
位成長軟骨板の近傍であることがわかった
(文献○2 )。組織学的解析では、長管骨骨幹部
骨膜の全周性切除は、成長軟骨板における肥
大軟骨細胞数が増加することが明らかにな
った(文献○3 )。 
 申請者は、これまで、長管骨の成長や成熟
を促進する因子の発見に努めてきた。さらに、
前述の先行研究の結果を踏まえ、ラットの大
腿骨骨幹部骨膜の全周性切除を行って、その
長径を過成長させる実験モデル(長管骨長径
過成長モデル)を確立した。 
 
２．研究の目的 
 本申請研究の目的は、申請者が開発した長
管骨長径過成長モデルを用いて、長管骨骨幹
部骨膜の全周性切除が内軟骨性骨化に及ぼ
す影響を、骨形態計測、組織学的に解析する
ことにより、内軟骨性骨化を規定する新たな
因子を発見することである。さらに本研究成
果を、新たな骨再生治療の開発を実現するこ
とを研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
 実験動物は、週齢8週雄Sprague-Dawley ラ
ットを用いる。全身麻酔下、右大腿骨の骨幹
部骨膜を、第3転子の遠位端から約8 mm遠位の
部位まで全周性に切除する(骨膜切除群, CPD 
group)。左大腿骨は、侵襲を加えない対照と
する(対照群, Control group)。 
 骨膜切除後2週、4週、6週において麻酔薬の
過剰投与によってラットを安楽死させ、両側
大腿骨を摘出し、以下の解析を実施する。 
 骨形態計測では、カルセインとテトラサイ
クリンの二重標識法を用いた。骨膜切除前、
骨膜切除後2週、4週、6週において、成長軟骨
板の各軟骨細胞層の形態的変化、二次海綿骨
における骨形成と骨吸収の評価、骨長径成長
速度、骨石灰化速度等を解析した。 
 大腿骨骨幹部における外骨膜周囲径、内骨
膜周囲径、骨皮質幅、骨密度は、pQCTを用い
て評価した。 
 大腿骨長径の仮成長の機序を明らかにする
ために、骨膜切除を行った部位にスクリュー
を刺入固定し、成長のマーカーとした。骨膜
の全周性切除を行った大腿骨骨幹部には、直
径１mmのスクリュー2本を約8mmの間隔をおい
て刺入した。骨膜切除直後から２週毎、大腿

骨の各部位と、２本のスクリューとの間の距
離を経時的に測定した。 
 成長軟骨板における組織学的解析は、HE、
Alcian blue、Alkaline phosphatase、TRAP
の各染色を行うとともに、免疫染色では
collagen X、Runx2、Indian hedghog（IHH）、
PTH-rpを抗体として実施した。 
 
４．研究成果 
 骨膜切除行って 6週間を経過した右大腿
骨は、左大腿骨に比べてその長径が過成長
した(図 1)。 
 
(A)         (B)        (C)       (D) 

 
図 1. 対照群大腿骨の正面 (A) と側面 (C) 
骨膜切除後 6週の骨膜切除群大腿骨の正面
(B)と側面 (D)の軟 X線写真像. 
 
 右大腿骨骨幹部骨膜の全周性切除後４週
の大腿骨長径は、骨膜切除群 39.4±1.3 mm、
対照群 38.5±0.8 mm（p<0.01、n=6）と、骨
膜切除群は対照群に比べて有意に延びた。術
後６週では、骨膜切除群 41.0±0.9 mm、対照
群 39.4±0.7 mm（p<0.01、n=6）と、骨膜切
除群は対照群に比べて有意に長くなった(図
2)。 
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図 2. 大腿長径の経時的変化.  
 
 遠位スクリューと大腿骨遠位端との間の距



離は、骨膜切除後２週以後、骨膜切除前（ラ
ト週齢 8週）に比べて有意に延長し
(p=0.0008)、以後、その距離はさらに拡大し
た。この事実から、骨膜切除による長径過成
長は、主に遠位成長軟骨板が関わることが明
らかになった(図 3)。 
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図 3. スクリューと大腿骨遠位端あるいは近
位端との間の距離の経時的変化. 
 
 pQCT法で求めた外骨膜周囲径は、2群におい
て有意な差がなかった。一方、内骨膜周囲径
では、骨膜切除群6.661±0.498 mm、対照群
8.249±0.709 mmと、骨膜切除群は対照群に比
べて有意に小さかった(p=0.0003)。骨幹部骨
密度は、骨膜切除群961.5±32.3 mg/cm3、対
照群766.1±44.1 mg/cm3と、骨膜切除群は対
照群に比べて骨幹部骨密度が高かった
(p<0.0001)。骨幹部骨皮質幅は、骨膜切除群
0.999±0.069 mm、対照群0.711±0.041 mmと、
骨膜切除は対照群に比べて、骨皮質が増幅し
た(p=0.0008)。pQCTで描出した骨膜切除群大
腿骨と対照群大腿骨の形態の相違を図4に示
す。 
 
(A)                        (B) 

 
図4. pQCTによる対照群大腿骨(A)と骨膜切除
群大腿骨(B)の形態の相違. 
 
 骨膜切除後6週を経過した大腿骨遠位成長
軟骨板は、骨膜切除前（週齢8週）の大腿骨遠

位成長軟骨板にはおよばないものの、対照群
に比べて増幅していた。骨幹端部における海
綿骨分布は、骨膜切除群は対照群に比べて密
度が高く分布していた。また、骨幹端部にお
ける皮質骨幅は、骨膜切除群は対照群に比べ
て肥厚していた(図5)。 
 
   (A)       (B)       (C) 

   
図5. 大腿骨遠位部清澄軟骨板と骨幹端部に
おける形態の相違. (A)骨膜切除前（週齢8週）、
(B)対照群、(C)骨膜切除群 
 
 μCTを用いた海綿骨構造解析では、骨膜切
除群は対照群に比べて、大腿骨骨幹端部にお
ける海綿骨数、皮質骨幅の増加を見出した(図
6)。 
 
(A)                    (B) 

 
 

 
 

 
 
図6. μCTを用いた海綿骨構造解析. (A)対照
群、(B)骨膜切除群 
 
 骨形態計測法では、術後 4週の長径成長速
度は、骨膜切除群 92.3±5.3μm/day、対照群



54.4±4.6μm/day（p<0.001、n=6）、術後 6
週では骨膜切除群 41.1±3.4μm/day、対照群
27.6±5.1μm/day（p<0.01、n=6）と、骨膜
切除群は対照群に比べて成長速度が高かっ
た(図 7)。 

0

20

40

60

80

100

120

Before 2 4 6

Control group
CPD group

L
on

gi
tu

di
na

l g
ro

w
th

 r
at

e

Time course (weeks)

a

a,b

a,b,c

a,b,d

a,b,c,
d,e

a,b,c,
d,e,f

 
図 7. 長径成長速度の経時的変化.  
 
 石灰化速度(MAR)は、骨膜切除後2週、4週、
6 週のいずれもが、骨膜切除群は対照群に比
べて有意に高かった(図 8)。 
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図 8. 石灰化速度の経時的変化. 
 
 二次海綿骨では、骨膜切除群の類骨幅は、
対照群に比べて広かった。また、カルセイン
とテトラサイクリンを用いた二重標識の幅
は、骨膜切除群は対照群に比べて広かった
(図 9)。  
 
(A)                 (B) 

 

図 9. 類骨幅と二重標識幅の比較. (A)対照群、
(B)骨膜切除群 
 
 二次海綿骨では、骨膜切除群は対照群に比
べて、破骨細胞数が多く、旺盛な骨吸収を行
っていた(図 10)。 
 
(A)                  (B) 

 
図 10. 二次海綿骨における骨吸収. (A)対照
群、(B)骨膜切除群. 
 
 成長軟骨板における HE 染色では、骨膜切
除群は対照群に比べ、骨膜切除後 2週、4週、
6 週のいずれにおいても、肥大軟骨細胞数の
増加による成長軟骨板の増幅がみられた 
(図 11)。さらに、骨芽細胞数の増加、破骨細
胞数の減少、免疫染色（Runx2、IHH、PTH-rp）
において肥大軟骨細胞における陽性細胞率
の増加を確認した (図 12)。 
 
(A)                  (B) 

 
図 11. 大腿骨遠位成長軟骨板(HE 染色).  
(A)対照群、(B)骨膜切除群 
 
(A)                  (B) 

 
図 12. 大腿骨遠位成長軟骨板におけるRunx2
抗体陽性細胞数の比較. 
(A)対照群、(B)骨膜切除群 
 
  成長期ラット大腿骨骨幹部の全周性骨膜
切除は、長径の過成長と、骨幹部の骨密度
増加と、骨皮質の肥厚をもたらした。この
事実は、長管骨骨幹部の骨膜切除は、成長 
軟骨板における内軟骨性骨化を活性化する
と同時に、骨幹部における骨形成を促進す



る刺激となることを意味した。本研究成果
は、小児における先天的あるいは後天的な
長管骨成長障害や骨萎縮に対する、新たな
治療法の開発に寄与すると確信する。 
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