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研究成果の概要（和文）：メカニカルストレスは、関節の機能維持に不可欠であるが、程度により変性の誘因と
なる。この関節の変性の根本的な原因は、メカニカルストレスの過剰と減弱である。そのため、メカニカルスト
レスを基軸として、関節の主要構成体である関節軟骨に生じる変性の発生機序を解明することを目的とした。過
剰と減弱ともに、関節軟骨の厚さの変化と軟骨基質の分解酵素が過剰に産生されるが、過剰で鍵となる軟骨細胞
の肥大化がみられなかった。また、軟骨下骨は、脆弱化から硬化へ移行する過剰と異なり、減弱では一貫して破
骨細胞の活性化による骨萎縮がみられた。関節軟骨の変性に至る過程における過剰と減弱の間の共通点と相違点
が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Joints are composed of several different tissues, and articular cartilage 
plays an important role in maintaining mechanical competence. Mechanical stresses are crucial for 
the maintenance of the morphologic and functional integrity of articular cartilage. Joints are 
susceptible to insufficient or excessive stresses, leading to joint degeneration. After insufficient
 stresses, the joint surface was intact, but thickness of both the total and uncalcified layer of 
articular cartilage were decreased. These changes may be mediated by metabolic changes in 
chondrocytes including accelerated aggrecan catabolism and exquisitely modulated matrix 
mineralization, and cartilage matrix degradation and resorption by subchondral osteoclasts. 
Cartilage degeneration without chondrocyte hypertrophy under disuse condition indicate the possible 
existence of mechanism which is different from excessive mechanical stresses.

研究分野： 理学療法学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
高齢社会の到来とともに、変形性関節症に

代表される関節疾患や、寝たきりや関節固定
など不動状態による廃用症候群は、今後より
一層、医療上の大きな課題となることが確実
視されている。こうした運動器障害は、異常
なメカニカルストレス（前者では過剰、後者
では減弱）が契機となり発生する。メカニカ
ルストレスは、関節の機能維持に不可欠であ
るが、このように、程度により変性の誘因と
なる。メカニカルストレスの過剰と減弱に起
因する運動器障害の根本的な原因は、メカニ
カルストレスの異常であるにもかかわらず、
現在の臨床や研究での視点は、最終的に生じ
た変性を基軸としており、根本的な原因であ
るメカニカルストレスはほとんど無視され
ている。 
 
２．研究の目的 
運動器の主要構成体である関節の機能は、

主に関節軟骨によって維持されている。さら
に、関節軟骨の恒常性維持には、体重負荷や
関節運動によって生まれる適度なメカニカ
ルストレスが必要不可欠である。そこで、本
研究では、関節軟骨を対象として、これまで
の視点とは逆に、結果である変性ではなく、
根本的な原因であるメカニカルストレスの
視点から、メカニカルストレスの過剰と減弱
に起因する関節軟骨の変性の発生機序を解
明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)メカニカルストレスの減弱環境における
軟骨細胞の応答 
8週齢の C57BL/6J雄性マウスの膝関節軟骨

から単離した初代軟骨細胞を用いた。宇宙飛
行による廃用性筋萎縮の研究のために、宇宙
環境を模擬した微少重力環境を再現できる
3D クリノスタットが、骨格筋細胞の培養実験
に用いられている。しかし、主に用いられて
いる機器は、試料に作用する重力をゼロ G に
することに着目して運転され、X・Y・Z の 3
軸に作用する重力の分散が考慮されていな
い。実際、宇宙ライフサイエンス研究で用い
られている市販の 3D クリノスタットを調査
した結果、重力の分散が Y軸方向に偏って作
用しており、真の微少重力環境が再現されて
いなかった。そこでプログラミングを行い改
良し、特定の向きに偏ることのない微少な重
力場を実現できる制御手法を開発した。マウ
ス膝関節より採取した初代軟骨細胞を、実験
に要する細胞数まで増殖させた後、3Dクリノ
スタットに、6、12、24、36、48 時間搭載し
た。実験時間終了後、細胞を採取し、細胞生
存率、アポトーシス、細胞周期のフローサイ
トメトリー解析を行った。 
 
(2)メカニカルストレスの減弱環境における
関節軟骨の変化 
8 週齢の雄性 C57BL/6 マウスに対して、尾

部懸垂による後肢非荷重、あるいは外科手術
による膝関節の創外固定を行った。尾部懸垂
には、Implant Tail Ring を用いた。体重の
50%が前肢にかかるために、マウスの身体と
ケージの床がなす角度がおおよそ 30ºになる
ように、毎日、調整した。 
膝関節の創外固定には、Kirschner Wireと

レジンを用いた。大腿骨と脛骨の骨幹部中央
に、外側から内側に向かって Kirschner Wire
を貫通させ、膝関節最大屈曲位にて、2 本の
Kirschner Wire をレジンで強固に固定した。
未介入（コントロール）および各介入開始後
2、4、8 週の時点でマウスを屠殺し、膝関節
を採取した。実体顕微鏡および走査型電子顕
微鏡を用いて大腿骨と脛骨の関節表面の構
造を観察した後、X 線マイクロ Computed 
Tomography（CT）により軟骨下骨の構造を解
析した。さらに、内側顆の中央レベルで膝関
節の矢状断切片を作製し、大腿骨と脛骨で、
それぞれ前方・中央・後方の 6つの観察領域
を設けた。各領域で関節軟骨厚、軟骨細胞密
度、細胞外基質、基質分解酵素、肥大軟骨細
胞マーカー、骨形成・骨吸収マーカーを分析
し、結果は全領域の平均で示した。 
 
(3)異なるメカニカルストレス負荷強度に対
する軟骨細胞の応答 
8週齢の C57BL/6J雄性マウスの膝関節軟骨

から単離した初代軟骨細胞を用いた。軟骨細
胞に対して、生体の関節軟骨に加わる負荷を
模擬した刺激である周期的伸展刺激を負荷
した。負荷する刺激の強度および頻度は、生
体に加わる生理学的範囲を基準とし、高強度
として 10%、低強度として 5%、高頻度として
1.0Hz、低頻度として 0.5Hz、長時間として
12 時間、短時間として 6 時間に設定した。比
較のために、全く刺激を負荷しない群をコン
トロール群とした。周期的伸展刺激の負荷後、
細胞から total RNA を抽出し、関節軟骨の同
化作用の指標として細胞外基質の構成要素
である II 型コラーゲンおよびアグリカン、
異化作用の指標として基質分解酵素である
matrix metalloproteinase 13（MMP13）およ
び a disintegrin and metalloproteinase 
with thrombospondin motifs 5（ADAMTS5）
の mRNA の発現量を、リアルタイム PCR で定
量化した。 
 
(4)異なるメカニカルストレス負荷強度に対
する関節軟骨の変化 
8 週齢の C57BL/6J雄性マウスに、異なる強

度・頻度・時間を組み合わせた 8つのトレッ
ドミル運動を、4 週間行わせた。比較のため
に運動介入を行わないマウスを通常飼育群
とした。高強度の運動として 18m/min、低強
度の運動として 8m/min、高頻度の運動として
毎日、低頻度の運動として 3 日に 1回、長時
間の運動として 60 分間、短時間の運動とし
て 15 分間に設定した。トレッドミルの勾配
は 5% grade に設定した。トレッドミル運動



後、マウスを麻酔下で屠殺した後、膝関節を
採取し、組織学的に分析した。 
 
４．研究成果 
(1)メカニカルストレスの減弱環境における
軟骨細胞の応答 
細胞生存率、アポトーシス、細胞周期いず

れにおいても、実験開始前と比較して、変化
が認められなかった。 
 
(2)メカニカルストレスの減弱環境における
関節軟骨の変化 
①関節軟骨の形態学的変化 
実体顕微鏡および走査型電子顕微鏡を用

いて、非荷重と関節固定後の大腿骨顆部およ
び脛骨高原の関節表面を観察した。その結果、
コントロールとの違いは認められず、過剰な
メカニカルストレスで生じる関節表面の線
維化や不整化は、メカニカルストレスの減弱
によっては生じないことが明らかになった。 

トルイジンブルー染色を行った組織切片
上で、関節軟骨における非石灰化層と石灰化
層の厚さをそれぞれ計測し、これらを足し合
わせることで全層の厚さを算出した（図 1）。 

図 1 関節軟骨厚 
 
その結果、非荷重および関節固定後には、

関節軟骨の非石灰化層の厚さが、ともに 2週
時点から減少し、また全層の厚さは、それぞ
れ 8 週、4 週時点から減少した。これらの結
果から、メカニカルストレスの減弱に曝され
た関節軟骨で、全層の菲薄化を検出するには、
非石灰化層の菲薄化を検出するよりも長期
の実験期間を要することが示唆され、これは
先行研究の間での結果の矛盾を説明する手
がかりとなり得る。さらに、関節軟骨の厚さ
を各領域間で比較したところ、非荷重後と関
節固定後のそれぞれで、関節面が接触してい
ない領域での変化が顕著であった。このこと

から、関節軟骨の厚さの維持には関節面の接
触が重要であることが示唆された。 
 
②軟骨細胞の生死と分化および細胞外基質
の代謝と石灰化 
ワイゲルト鉄ヘマトキシリン染色を行っ

た組織切片上で、正常な核を有する軟骨細胞
数をカウントし、これを面積で除することに
より密度を算出した。その結果、軟骨細胞密
度は非荷重後には変化しなかった一方で、関
節固定後には著明に減少した（図 2）。このこ
とから、軟骨細胞の生存には、関節運動が必
須であることが明らかになった。 

図 2 軟骨細胞密度 
 
肥大軟骨細胞のマーカーである X型コラー

ゲンに対する免疫組織染色を行ったところ、
陽性細胞は全て関節軟骨の石灰化層に局在
し、非荷重や関節固定後に変化は認められな
かった（図 3）。このことから、メカニカルス
トレスの減弱による関節軟骨の変性は、変形
性関節症の発症において決定的な役割を担
う軟骨細胞の肥大分化を経ないことが示唆
され、特異的な発生機序を有することが明ら
かになった。 

図 3 X型コラーゲンの免疫組織学的所見 
 
細胞外基質の代謝を分析するため、II型コ

ラーゲンとアグリカン、MMP13 と ADAMTS5 に
対する免疫組織化学染色を行い、染色強度の
数値化と、染色陽性の軟骨細胞数のカウント
を行った。その結果、非荷重および関節固定
後には、II 型コラーゲンの含有量や、その分
解に働く MMP13 の発現が変化しない一方で、



アグリカンの含有量は減少し、その分解に働
く ADAMTS5の発現が増加することが示された
（図 4～7）。これらの結果は、トルイジンブ
ルーへの染色性が低下していた（図 1）こと
とも一致し、メカニカルストレスの減弱は、
アグリカンをはじめとするプロテオグリカ
ンの異化作用を亢進させることが示唆され
た。また、メカニカルストレスの減弱環境に
曝された関節軟骨では、プロテオグリカンの
変性が II 型コラーゲンの変性よりも重度で
ある、あるいは先行することが示唆された。 

図 4 II 型コラーゲンの免疫組織学的所見 
 

図 5 MMP13 の免疫組織学的所見 
 

図 6 アグリカンの免疫組織学的所見 
 

図 7 ADAMTS5の免疫組織学的所見 
 
アルカリフォスタファーゼ（ALP）活性は

骨や軟骨の石灰化に関与し、その準備段階に
おいて必要であると考えられている。そのた
め、石灰化の指標として ALP 染色を行い、染
色陽性の軟骨細胞数をカウントした。その結
果、非荷重と関節固定後の ALP陽性軟骨細胞
数は、関節軟骨全体では不変であったものの、
非石灰化層で増加し、反対に石灰化層で減少
していた（図 8）。通常、ALP 活性は骨芽細胞
や肥大軟骨細胞に局在するが、本研究では非
荷重や関節固定後に X型コラーゲンの局在は
変化しなかった（図 3）ことから、肥大軟骨
細胞マーカーと ALP活性の局在は必ずしも一
致しないことが明らかになった。また、関節
軟骨などの非石灰化組織では、プロテオグリ
カンが石灰化基質の沈着を阻止していると
考えられている。このことから、本研究にお
いて非荷重と関節固定後に認められた関節
軟骨の非石灰化層におけるプロテオグリカ
ンの減少と ALP 活性の増加は、そこでの石灰
化の亢進を示唆している。メカニカルストレ
スの減弱環境下では、関節軟骨の非石灰化層

が石灰化層に置換された結果、非石灰化層の
厚さが減少するという機序が存在する可能
性が示された。 

図 8 ALP活性の組織学的所見 
 
③軟骨下骨と破骨細胞の活性の変化 
マイクロ CT 解析により、大腿骨遠位骨端

部および脛骨近位骨端部の骨密度を計測し
たところ、非荷重および関節固定後には、骨
密度の有意な減少が認められた。さらに、組
織学的にも同様の所見が得られ、軟骨下骨の
萎縮に伴って、拡大した骨髄腔が関節軟骨の
下端に接触している所見が観察された。 
破骨細胞の活性化の指標として酒石酸抵

抗性酸性フォスファターゼ（TRAP）染色を行
った。非荷重および関節固定後 2週の時点で、
骨端部全体における染色陽性の面積が増加
し、関節軟骨の下端に接触する破骨細胞面も
増加した（図 9）。活性化した破骨細胞は、MMPs
産生能や軟骨基質吸収能を有することから、
本研究で観察された、関節軟骨の下端に接触
する骨面における MMP13 の局在（図 5）や、
TRAP活性の関節軟骨への浸食は、破骨細胞に
よる軟骨基質の分解・吸収を示唆している。
これにより、関節軟骨の石灰化層が骨や骨髄
腔に置換された結果、関節軟骨の全層が菲薄
化するという機序が存在する可能性が示さ
れた。 

図 9 TRAP活性の組織学的所見 
 
関節軟骨の石灰化層における ALP活性の減

少（図 8）は、そこでの石灰化の抑制を介し
て、骨髄腔のさらなる拡大（関節軟骨への浸
食）に寄与している可能性があると考えられ
た。さらに、破骨細胞の活性を制御する因子
として知られている receptor activator of 
NF-κB ligand（RANKL）および osteoprotegerin 
（OPG）に対する免疫組織化学染色を行い、
染色陽性の関節軟骨細胞数をカウントした。
その結果、非荷重および関節固定後 2週の時
点で、RANKL 陽性細胞の増加と OPG 陽性細胞
の減少が認められた（図 10）。このことから、



メカニカルストレスの減弱環境では、関節軟
骨細胞が軟骨下骨における破骨細胞の活性
化に働く可能性が示された。これらの結果は、
メカニカルストレスの減弱環境における関
節軟骨と軟骨下骨の相互作用を示唆してい
る。 

図 10 RANKL・OPG の免疫組織学的所見 
 
(3)異なるメカニカルストレス負荷強度に対
する軟骨細胞の応答 

軟骨細胞に対する周期的伸展刺激に対す
る各条件において、各 mRNA の発現量は同様
の変化を示した。低強度・低頻度の刺激では、
長時間の刺激によって mRNA の発現量が増加
したのに対し、低強度・高頻度の刺激では短
時間の刺激から増加し、長時間の刺激でさら
に増加した。一方、高強度の刺激では、刺激
の頻度に関わらず、短時間の刺激で mRNA の
発現量は増加し、長時間の刺激では逆に減少
した。さらに高強度・高頻度を組み合わせた
刺激が、mRNA 発現量の増加が最も大きかった。
これらのことから、軟骨細胞はメカニカルス
トレスの蓄積に応じて同化・異化に関わらず
mRNAの発現量が増加し、その増加は特に強度
および頻度に依存することが示された。 
 
(4)異なるメカニカルストレス負荷強度に対
する関節軟骨の変化 
組織学的分析の結果、脛骨関節軟骨のプロ

テオグリカンの含有量は各条件間で著明な
変化は観察できなかった。一方で、高強度・
高頻度・長時間群の脛骨の関節軟骨厚は、低
強度・高頻度・長時間群および低強度・高頻
度・短時間群と比較して有意に減少した。 
脛骨の関節軟骨における、軟骨細胞のアポ

トーシスに対する免疫組織染色の結果、高強
度群では非石灰化層のアポトーシス陽性細
胞率は通常飼育群よりも増加する傾向にあ
った。一方で、低強度群では、非石灰化層の
アポトーシス陽性細胞率は通常飼育群より
も減少する傾向にあった。高強度・高頻度・
長時間群の非石灰化層のアポトーシス陽性
細胞率は、高強度・高頻度・短時間群以外の
全ての群と比較して有意に増加した。また、
高強度・高頻度・短時間群の非石灰化層のア
ポトーシス陽性細胞率は、通常飼育群および
低強度・高頻度・長時間群と比較して有意に
増加した。石灰化層のアポトーシス陽性細胞
率には各群間に有意な差は認められなかっ

た。 
以上のことから、低強度のトレッドミル運

動は軟骨細胞のアポトーシスを抑制し、関節
軟骨を厚くするのに対し、高強度のトレッド
ミル運動は軟骨細胞のアポトーシスを増加
させ、関節軟骨の菲薄化を招く可能性が示さ
れた。さらにこれらの変化は、特に運動を高
頻度で行った場合に顕著であった。軟骨細胞
の結果と併せると、軟骨細胞および関節軟骨
の応答は、加わるメカニカルストレスの強度
に依存し、さらにその応答は加わる頻度によ
って調節されることが示された。 
 
(5)関節軟骨の廃用と過用による変性 
本研究結果から、関節軟骨におけるメカニ

カルストレスの減弱（廃用）と過剰（過用）
による組織学的な変性を比較すると、図 11
になる。過剰と減弱ともに、関節軟骨の厚さ
の変化と軟骨基質の分解酵素が過剰に産生
されるが、過剰で鍵となる軟骨細胞の肥大化
がみられなかった。減弱では関節表面に微細
な粗雑化がみられるが、過剰のように高度で
はなかった。また、軟骨下骨は、脆弱化から
硬化へ移行する過剰と異なり、初期から一貫
して破骨細胞の活性化により骨吸収が亢進
し、高度な骨萎縮がみられた。 
さらに関節固定モデル（荷重許可・関節不

動）では軟骨細胞数が減少するが、尾部懸垂
モデル（非荷重・関節運動許可）では軟骨細
胞数に変化がみられないことから、軟骨細胞
数を維持するためには、荷重よりも関節運動
が必須と考えられた。 

図 11 廃用と過用による変性の比較 
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