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研究成果の概要（和文）：我々は幼若個体を用いることで、C57Bl/6マウスにおける軟骨全層修復モデルの確立
に成功した（Matsuoka M, Onodera T et al., Tissue Eng. 2015）。本モデルは我々が独自に開発したモデルで
あり、本申請から発展した骨軟骨修復過程の病態解析として、糖脂質欠損マウスを用いた解析を行った
（Matsuoka M, Onodera T et al., Sci Rep. 2017）。また、我々が本モデルを用いてシンデカン４欠損マウス
を用いて検討を行ったところ、予想に反して野生型と比べシンデカン４欠損マウスの軟骨修復は促進される傾向
を示した。

研究成果の概要（英文）：We successfully developed novel osteochondral repair model by using young 
C57Bl/6 mice（Matsuoka M, Onodera T et al., Tissue Eng. 2015）。This novel animal model made us to 
clarify the cartilage repair mechanisms in glycosphingolipid depletion mice（Matsuoka M, Onodera T 
et al., Sci Rep. 2017）。In addition, we applied this animal model to Syndecan-4 knockout mice. 
Surprisingly, osteochondral repair in Syndecan-4  knockout mice is enhanced compare with wildtype 
mice. 

研究分野： 整形外科
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１．研究開始当初の背景 
（１）関節軟骨病変を持つ患者は、55-70 歳
の 70％に達することが知られており、社会的
に重要な問題である。ケモカイン Stromal 
cell-derived factor-1(SDF-1)/pre-B cell 
growth-stimulating factor（以下 SDF-1）は、
さまざまな組織の修復過程において重要な
役割を担うことが知られている。研究分担者
らはこれまで、腱・軟骨の修復過程における
SDF-1 の役割に関して研究を行い、軟骨組織
の修復において SDF-1 の発現が重要である
ことを明らかにしてきた(Tissue Eng Part 
A.2009, 2011)。SDF-1 が軟骨再生を実現さ
せるうえで極めて重要な分子であることは
明らかである。しかし、軟骨修復における
SDF-1 の分子メカニズムは未だ不明である。 
（２）シンデカン‐4 は生体内に広く分布し
ているプロテオグリカンであり、軟骨代謝と
の関連が指摘されている（Echtermeyer F, 
Nature medicine 2009）。しかしシンデカン
‐4 の欠損は、変形性関節症の発症を増悪さ
せるという報告がある一方、創傷治癒や骨折
治癒に対しシンデカン‐4 は促進的に働くと
いう報告もあり (Bass MD, Development 
Cell 2011; Bertrand J, Arthritis Rheum. 
2013)、関節軟骨の修復過程に対する役割は
明らかとなっていない。また、シンデカン‐
4 は、SDF-1 に対するシグナル分子の一つで
あ る こ と は 知 ら れ て い る が (Brule S, 
Glycobiology 2006)、その生体内における役
割も明らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終目的は、シンデカン‐4 が関節
軟骨損傷の修復過程において、ケモカイン
SDF-1 を介した役割を解明することである。
関節軟骨修復過程において、SDF-1 との分子
相互作用を持つシンデカン‐4 に着目し、関
節軟骨修復メカニズムの更なる解明を目指
す。本研究では、(1)関節軟骨損傷の修復過程
の解析に必須なマウス軟骨修復モデルを作
製し、(2)シンデカン‐4 遺伝子の欠損が
SDF-1 の機能に与える影響を調査すること
である。 
 
３．研究の方法 
(1) C57BL/6 マウス骨軟骨損傷モデルの開発 
動物実験では、KO マウス、野生型マウスに

おける軟骨損傷モデルの作製、並びに KO マ
ウス、野生型マウスの修復過程の解析を目標
とする。我々はこれまで家兎軟骨損傷モデル
や、マウス靭帯切離モデルなどを用いており、
それらの技術を基盤として確立していく。近
年、報告されたマウス骨軟骨損傷モデル
（Eltawi NM Osteoarthritis and Cartilage 
2008）は、遺伝子欠損マウスとして用いられ
ることが最も多いC57BL/6では適さなかった
ため、C57BL/6 軟骨修復モデルを独自に開発
する。実験群は野生型マウス36匹を用いた。
軟骨修復能の異なる、生後 3 週、4 週、6 週

の 3 群を用いた。Pentobarbital 腹腔内投与
による全身麻酔下に2.5倍のサージカルルー
ペで観察を行いながら膝関節を展開し、大腿
骨滑車部に、27G 針を用いて直径約 150μm、
深さ 60μm の骨軟骨損傷を作製した（図）。
逆 側 膝 は 関 節 の 展 開 の み と し （ Sham 
operation）、術後 3、4週および 12 週にて各
群(n=6 at each time point)の再生組織を採
取し、肉眼的評価および HE、Safranin-O 染
色による組織定量評価を行った。各群 12 匹
24 膝（4週 12 膝、12 週 12 膝）に対して、同
手技を施行した。 

図 1  C57BL/6 マウス骨軟骨欠損モデル 
   ▼：作製された骨軟骨損傷 
 
このモデルの妥当性・再現性を検討するため
に軟骨全層欠損を作製したマウスを day0 で
安楽死させ、組織切片を作製した。軟骨の厚
み、軟骨損傷の深さ、幅、面積を計測し、さ
らに軟骨の厚みと軟骨損傷の深さの比 
(%depth)も算出した。また、術後 4週 (n=6)
および 8週 (n=10)で組織切片を作成し HE染
色、Safranin O 染色を行った。軟骨修復の評
価として、Wakitani らの Joint surface 
repair score を用いた(Wakitani S JBJS AM 
1994)。 
（２）C57BL/6 軟骨修復モデルに至適な週

齢は、生後４週および 8週に確立された。至
適週齢の野生型マウスならびにシンデカン
－4 遺伝子欠損マウスを用いて、軟骨修復モ
デルを作製した。術後８週で屠殺し、各 10
匹に対して組織学的評価（Saf-O）を行った。 
 
４．研究成果 
(1)軟骨修復モデル開発 
①C57Bl/6 マウスにおける軟骨全層欠損モデ
ルの再現性について 
 
Day0 における軟骨の厚み(P＜0.01)、軟骨損
傷の深さ (P＜0.01)は週齢が若い程、有意に
大きくなっていたが、幅に関しては各群間に
有意差を認めなかった（図 2）。損傷面積 は
週齢が若い程、有意に大きくなっていたが(P
＜0.01)、軟骨の厚み/軟骨損傷の深さ 
(%depth) において各群間に有意差はなかっ
た (P=0.13)（図３）。また、%depth の変動係
数は 2 群とも 10%以下であり軟骨損傷の再現
性は 3 週齢 CV=6.17％、4 週齢 CV=7.62％、8
週齢 CV=7.45%といずれの週齢においても高
い再現性を認めた（表 1）。 
 
 
 



 

図 2 各週齢における軟骨厚（Cartilage 
thickness）・作製された軟骨損傷の深さ
（Depth）・幅（Width）（Junior 生後 3 週、
Young 生後 4週、Adult 生後 8週） 

図 3  各週齢における軟骨損傷の面積
（Area）・軟骨の厚み/軟骨損傷の深さ
（%depth）（Junior 生後 3 週、Young 生後 4
週、Adult 生後 8週） 
 
表１ 

 
これらの結果から、各週齢における軟骨全層
欠損の作製手技の高い再現性が示された
（Junior 生後 3週、Young 生後 4週、Adult 
生後 8週） 
 
②C57Bl/6 マウスにおける軟骨全層欠損モデ
ルの妥当性について 
 
術後 4週および 8週における軟骨修復を組織
学的に検討したところ、8 週齢マウスにおい
ては、ほとんどのサンプルでは、一部線維性
組織による修復が見られるものの軟骨全層
欠損が残存しており、軟骨修復はほとんど見
られなかった。4週齢のマウスにおいては、8
週齢と比べて良好な軟骨修復を認めたもの
の、組織学的には修復組織はサフラニン Oの
染色性に乏しく、主に線維軟骨による修復と
考えられた。一方で 3 週齢のマウスでは、4

週齢と比べ、更に良好な組織修復を認め、組
織修復部はサフラニンO染色に濃染する硝子
軟骨様組織で修復されていた（図４－６）。 
 

図 4 各週齢における代表的な軟骨修復
（Junior 生後 3週、Young 生後 4週、Adult 
生後 8週） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5  各週齢における軟骨修復スコア
（Junior 生後 3週、Young 生後 4週、Adult 
生後 8週） 

 
図 6 各週齢における軟骨修復スコアの内訳
（Junior 生後 3週、Young 生後 4週、Adult 
生後 8週） 
 
これまで過去の報告において、これらの結果
から、各週齢における軟骨全層欠損の作製手
技の高い再現性が示された。 
 
 



 
(2)軟骨修復モデルを用いたシンデカン－4
遺伝子欠損マウスの解析 
 
①シンデカン－4 遺伝子欠損マウスの軟骨

修復 
生後 4週齢および 8週齢の野生型マウス・シ
ンデカン―４欠損マウスに対して、前述の新
規関節軟骨修復モデルを用いて軟骨修復の
解析を行った。 
生後４週齢において、シンデカン４欠損マウ
スでは野生型マウスと比べ、統計学的優位に
良好な軟骨修復を認めた（P=0.0067）（図７）。 

図７ ４週齢マウスにおける軟骨修復
（Syn4-/- シンデカン－４欠損マウス、 WT
野生型マウス）  
 
一方で生後８週齢においては、シンデカン４
欠損マウスでは野生型マウスと比べて、同等
の組織修復を認めた（P=0.1873）(図８)。 

図８ ４週齢マウスにおける軟骨修復
（Syn4-/- シンデカン－４欠損マウス、 WT
野生型マウス）  
 
以上の結果から、本プロジェクトにおいて
我々は幼若な個体を用いることによって、

C57Bl/6 マウスにおける軟骨全層欠損モデル
の確立に成功した。本モデルは申請者らが独
自に開発したモデルであり、本申請から発展
した骨軟骨修復過程の病態解析として、糖脂
質欠損マウスを用いた解析を行い、国際的評
価を得ている（Matsuoka M, Onodera T et al., 
Sci Rep. 2017）。また、我々が独自に開発し
たモデルを用いてシンデカン４欠損マウス
を用いて検討を行ったところ、予想に反して
野生型と比べシンデカン４欠損マウスの軟
骨修復は促進される傾向を示した。今後はシ
ンデカン４欠損マウスにおける軟骨修復促
進のメカニズムに関して、詳しく調査してい
く予定である。 
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