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研究成果の概要（和文）：半月治癒過程で血流の重要性が言われている。半月修復に貢献する細胞のうち、血流細胞の
関与を検討するためGFPラットと野生型ラットのパラバイオシスラットを用いて、半月欠損部の修復過程を検討した。
パラバイオシスラット作製後4週で半月板部分切除し、その1,2,4,8,12週の組織を検討した。血流細胞関与率は1週22.3
%  ,2週 8.8% ,4週 4.2%, 8週1.3%であった。初期1週で血流由来細胞の多くはマクロファージ由来細胞であった。術後
12週でごく一部にcol2陽性細胞が見られ、初期には血流からマクロファージが遊走、組織貪食後に組織修復がなされて
いると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to assess how peripheral blood cells (PBCs) 
contribute to meniscus repair, using a parabiotic rat model. the anterior part of the medial meniscus of 
parabiotic rat was removed. At 1, 2, 4, 8 and 12 weeks post-meniscectomy, repaired tissue was evaluated 
using stereomicroscopy. The ratios of PBCs in the repaired meniscus were 20.5% at 1 week, 8.3% at 2 
weeks, 4.4% at 4 weeks, 2.1% at 8 weeks, post-meniscectomy. Histologically, fibrochondrocytes were 
observed in the repaired meniscus of WT rats after 4 weeks, some of which were GFP-positive. The 
chondrogenic marker, type II collagen, was merged within the PBCs in the repaired tissue. However, 
type-II-collagen-positive cell ratio and metachromasia in the repaired meniscus were not equivalent in 
normal meniscal tissue. This indicated that PBCs were present within the repaired meniscus at an early 
phase, replacing the excised meniscal cells, suggesting PBCs contributed to meniscal healing.

研究分野： 関節再建外科
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１．研究開始当初の背景 

半月板損傷はスポーツ選手に多い傷害であるが、

特に無血行野に障害が生じた場合は、組織修復能

力が低いためその摘出を余儀なくされてきた。し

かし、摘出後、受傷前と同じレベルでのスポーツ

復帰は困難であり、長期的には軟骨損傷、変形性

関節症が高率に発生する。また、修復術後も治癒

不全の例もみられる。この状況を打破する鍵は、

未だ不明な点が多い半月板損傷の修復メカニズム

を解明することである。半月板修復の過程で動員

される細胞の同定や、その細胞を増殖・分化させ

る因子が解明できれば、その因子の投与によって

自然修復が促進するだけでなく、倫理・コスト面

で障害の多い細胞培養移植治療が不要となる。細

胞培養を必要としない自然修復促進方法を開発す

ることによりこの問題を解決することが可能であ

ると考える。 

 

２．研究の目的 

半月損傷はいったん損傷すると、その治癒は困

難であるが、過去の報告では血流の豊富な半月血

行野では治癒良好であると言われていることから、

血流の関与が強いと考えられる。今回、半月修復

に貢献する細胞のうち、Circulation cell の関与

を検討するため GFP ラットと野生型ラットのパラ

バイオシスラットを用いて、半月欠損部の修復過

程を検討した。 

 
３．研究の方法 

使用動物は、野生型（WT）Lewis ラット 4 週齢メ

スと、GFP transgenicラット4週齢メスを用いた。

まず、麻酔としてケタラール(50 mg/mL; 三共社

製) とキシラジン (0.2 mg/mL; Bayer HealthCare

社製)を 10:3の比で 1 mL/kg 体重量で皮下注射を

行い、それぞれ一対の側腹結合（パラバイオーシ

ス）モデルを Nishizawa らの方法に準じて作製し

た。作製後、末梢血白血球中の GFP 陽性率をフロ

ー サ イ ト メ ト リ ー （ FACS caliber. Becton 

Dickinson 社製）にて計測し、互いの血流が均一

化した 4週後（Fig.1）に、前述と同様の麻酔方法

で双方の片膝を関節切開し、内側半月を展開し、

内側側副靭帯レベルから前方部分を切除しそのま

ま閉創した。手術後特に運動制限は設けなかった。

切除術後 1、2、4、8、12 週で犠牲死させ、自然修

復した半月組織を採取し、以下の検討を行った。 

（1）修復半月中の Circulation cell 有無の評価 

WT側半月を実体顕微鏡で観察し GFP蛍光状態を

評価した。また、凍結切片にて WT 側半月における

抗ラット GFP 抗体（MBL 社製）を用いて免疫染色

を DAB 法にて検討した。さらに倒立型共焦点レー

ザー顕微鏡を用いて WT 側半月上に蛍光発色した

GFP 陽性細胞数を各時点で計測した。核染色には

DAPI を使用した。WT 側半月上に蛍光した GFP 陽性

細胞は末梢血を経由したCirculation cellと考え

られるため、GFP 陽性細胞数を総細胞数で除し、

WT側と GFP側ラットの血流が同率で交通している

前提から、実際の血流関与率は計測値の倍値と考

えられ、Circulation cell 関与率を（2×GFP と

DAPI 共陽性数/総細胞数）×100(%)と計算した。

一方、GFP 側は GFP と共陽性とならない DAPI 単独

陽性数を血流由来細胞とみなし、血流関与率は（1

－2×GFP と DAPI 共陽性数/総細胞数）×100(%)

と計算した。 

（2）修復組織の質的評価 

GFP ラットと野生型ラットの側腹部皮膚を縫合す

るパラバイオシスラットを作成する。2 週間経過

すると血行路が形成され、修復組織の凍結組織切

片を作製し、Toluidine blue 染色による細胞外基

質評価を行った。また、倒立型共焦点レーザー顕

微鏡を用いて抗 Col2 抗体を用いて評価した。 

（3）修復初期に動員される細胞の同定 

一般的に組織修復の初期にはマクロファージ（Φ）

の集積が見られ、初期には炎症性マクロファージ

Fig1

 



（M1Φ）、その後組織修復マクロファージ（M2Φ）

が集積することが知られていることから Φ に注

目し、初期に集積する細胞群の同定のための実験

を行った。前述したパラバイオシスモデルの半月

切除後1、2週のWT側半月凍結切片を抗CD68抗体、

抗 CD163 抗体を用いて免疫染色を行った。観察は

蛍光顕微鏡で行い、強拡像でみられる半月修復部

の全細胞数を DAPI 陽性数で計測し、Circulation 

cell である GFP 陽性細胞数、M1Φ である CD68 陽

性細胞数、M2Φ である CD163 陽性細胞数を計測、

DAPI 陽性数で除することで、GFP、CD68、CD163 陽

性率を検討した。Circulation cell 中の CD68 or 

CD163陽性MΦの割合をCD68 or CD163+/GFP+、CD68 

or CD163 陽性 MΦ 中の Circulation cell の割合

を GFP+/CD68+ or CD163 で検討した。 

４．研究成果 

（1）実体顕微鏡では半月切除後 1週の組織で修復

した組織を認めた。WT 側半月の蛍光顕微鏡観察で

は、GFP 陽性領域が半月切除術後 1 週で最も大き

く蛍光しており、徐々にその範囲は縮小した。ま

た、凍結切片標本による観察においても、内側半

月切除 1 週の修復組織において抗 GFP 抗体を用い

た免疫染色で、多くの GFP 陽性細胞を認めた

（Fig.2）レーザー蛍光顕微鏡での GFP 蛍光を認め、

経時的に GFP 陽性領域は減少した。前述の公式に

基づいて計算したCirculation関与率はWT側半月

において 1 週で 22.3% ± 3.9% ,2 週で 8.8% ± 

1.3% ,4 週で 4.2% ± 0.9%, 8週で 1.3% ± 0.9%,12

週で 0.2% ± 0.4%であった。一方、GFP 側半月で

は 1週で 18.7% ± 1.8%,2 週で 7.7% ± 1.2% , 4

週で 4.7% ± 1.6%, 8 週で 2.8% ± 1.4%、12 週で

0.9% ± 0.6%であった。1 週と比べて 8 週以降で

有意に減少し、WT 側 GFP 側で各週間での有意差は

認めなかった

（Fig.3）。 

（2）修復組織の

質的評価として

Toluidine blue

染色を行ったが、

12 週の時点で

も正常半月と同様の染色は得られず、抗 Col2 抗体

を用いた免疫染色でも、12 週の時点で正常と比べ

て染色は乏しかった（Fig.4）。 

（3）CD68 陽性細胞は術後修復半月全体に分布し

ており、術後 1週で 13.3%存在したが（fig5）、術

後 2 週ではその数は減じ、1.4%であった。CD163

陽性細胞は術後 1週と 2週で 5.6%、3.6%で差はな

かったが、術後 2

週で半月表面に位

置する傾向があっ

た。CD68+/GFP+は

1 週 64.9%、2 週

15.8%、GFP+/CD68+

は 1 週 49.3%、2 週

42.9%であり、初期

の Circulation 

cell 中 2/3は炎症

性 Φ であること

が分かった。また

CD68陽性細胞の起

源はほとんどがCirculation cell由来であること

が分かった。 CD163+/GFP+は1週19.4%、2週12.1%、

GFP+/CD163+は 1 週 38.5%、2 週 18.9%、であった

ことから、組織修復に関わる M2Φ は初期には

Circulation cell 中 20%程度の関与であり、CD163

陽性細胞の起源は初期に 80%程度を占めるが、2週

後には 40%程度となり、resident 由来細胞の関与

が示唆された。 

 
考察 

本研究は、半月損傷後の自然修復における末梢

血流の関与をCirculation cellを標識して検討し、
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経時的に評価し得た初めての報告である。これま

でに組織修復における末梢血流の関与を検討した

論文は散見され、Kumagai らは骨折治癒モデルに

おいて、同様に WT ラットと GFP ラットとのパラバ

イオーシスモデルにおいて骨折後 2週で 10.8%、4

週で 8.0%の血流関与を報告している。また、Okano

らは、軟骨修復を同様にパラバイオーシスラット

モデルで検討しており、軟骨損傷後 1週で 54%, 4

週で 14%, 24 週で 0%の血流関与を報告している。

さらに Song らは皮膚欠損を作製したマウスのパ

ラバイオーシスモデルにおいて、損傷後 3日で 57%、

7 日目で 38%の Circulation cell の関与を認めた

と報告している。本研究では半月切除後 1 週で約

20%、2 週で約 8％の Circulation cell の関与を示

すことができた。過去の報告と割合の差に関して

は、動物種の問題、各組織の元々の血行の分布率

などに依存するため、直接的な比較はできないが、

どの報告も経時的にCirculation cellの割合が減

少していくということは一致していた。つまり、

末梢血由来の細胞は修復後早期に強く影響し、修

復が進むにつれてその関与は弱くなることが言え

る。さらに初期反応として末梢血由来細胞の 8 割

はΦで占められており、他の臓器の組織修復と同

様に、炎症性 Φの関与が示唆された。しかしなが

ら 2週では炎症性Φは著減し、組織修復に関わる

Φが host 由来と Circulation cell 由来が協調し

て組織修復に関与していることが示唆された。 
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