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研究成果の概要（和文）：培養温度が軟骨細胞と細胞外基質に与える影響を検討すること、間葉系間質細胞
（MSC）を移植した後に低出力超音波（LIPUS）が軟骨再生および軟骨下骨再生に及ぼす影響を検証すること、お
よび変形性膝関節症（膝OA）に対するトレッドミル運動が及ぼす影響を検討することを目的として研究を行っ
た。その結果、37℃で細胞外基質が最も形成されること、MSC移植にLIPUSを併用すると効果があること、ならび
に運動を適切な時期に行うと骨形成蛋白の発現増大を介して膝OA進行を予防することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Purpose of the study was to verify the effect of culture temperature on 
chondrocyte and extracellular matrix, the effect of application of low-intensity pulsed ultrasound 
(LIPUS) after mesenchymal stromal cell (MSC) transplantation on regeneration of articular cartilage 
and subchondral bone, and the effect of treadmill walking (TW) on knee osteoarthritis. The 37 
centigrade was effective to generate extracellular matrix,   LIPUS was effective after MSC 
transplantation, and TW increased the expression of Bone Morphogenetic Proteins and prevented the 
progression of knee OA. 

研究分野： リハビリテーション、理学療法
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１．研究開始当初の背景 
自己再生能に乏しい関節軟骨は、損傷を放

置すると自然治癒せず変形性関節症に至る。
そのため種々の治療法とリハビリテーショ
ン法が検討されている。代表者らはこれまで
骨軟骨移植術の動物実験を実施してきたが、
免荷状態で飼育する影響は検証していなか
った。軟骨細胞の研究を推進してきたが培養
過程の軟骨細胞の脱分化が解決すべき課題
である。移植後の物理刺激介入やリハビリテ
ーションの有効性・安全性を調べた研究はほ
とんどない。変形性膝関節症（ Knee 
Osteoarthritis：膝 OA）のモデル動物を用い
研究してきたが膝 OA 進行予防のリハビリテ
ーションはまだ遅れている。 
これらの背景から研究①～④を実施した。 

 
２．研究の目的 
研究①では骨軟骨移植術モデルに対する

免荷の影響を検討すること、研究②では異な
る培養温度が軟骨細胞の再分化と細胞外基
質形成に与える影響を検討すること、研究③
では、低出力超音波（LIPUS）が間葉系間質
細胞（MSC）を移植した後の骨軟骨再生に及
ぼす影響を検証すること、研究④では膝 OA
に対する緩徐トレッドミル運動（Treadmill 
Walking: TW）が及ぼす影響を検討すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
動物実験委員会の承認を得て行った。 
研究①では、日本白色家兎に骨軟骨移植術

を施し、術直後からハンモック型スーツを着
用させ免荷状態で飼育した。 
研究②では、32℃、37℃、41℃の 3 条件で

最大 21 日間ペレット培養した。軟骨細胞の
分化状態と細胞外基質形成を、湿重量測定、
遺伝子発現解析、組織学的観察、超微細構造
観察、およ生化学的解析によって検討した。 
研究③では、ラットの両膝に骨軟骨欠損を

作成し 4 週間の自由飼育後、MSC を右膝関
節に注入し、左膝関節には対照膝としてリン
酸緩衝液を注入した。LIPUS 照射群と非照射
群に分けた。Control 群、LIPUS 群、MSC
群、MSC+LIPUS（MSCL）群の 4 群に分け
介入開始から 4、8 週後に膝関節を摘出し、
micro-CT にて解析し欠損修復部分の骨密度
（BV/TV）を算出した。ALP 染色、サフラニ
ン O 染色、HE 染色、I 型および II 型コラー
ゲンを観察した。 
研究④では、ラットに外傷性膝 OA を惹起

する内側半月板不安定性（Destabilized 
Medial Meniscus: DMM）モデルを作成した。
8 週間の自然飼育を行う DMM 群、術後 2 日
目から 8 週間の TW を行う DMM+TW(0-8)
群、術後 2 日目から 4 週間の TW を行う
DMM+TW(0-4)群 、術後 4 週時から 4 週間
の TW を行う DMM+TW(4-8)群に分け、術後
8 週時に膝関節を摘出し µ-Computed 
Tomography(µ-CT)を用いて軟骨下骨の変化

を観察した。関節軟骨、軟骨下骨の変化を観
察した。軟骨細胞と骨芽細胞における骨形成
蛋白（Bone Morphogenetic Proteins: BMPs）
の陽性細胞率を評価した。 
 
４．研究成果 
研究①は、当初予想していない、免荷状態

の飼育により、家兎の体重が激減する事態が
生じたことから中止した。 
研究②では、37℃条件においてⅡ型コラー

ゲンの mRNA 発現が最も高くなり、細胞外
基質も最も形成されることが示唆された。 
研究③では、介入 4 週後、BV/TV は Control

群と MSC 群と比べ、LIPUS 群と MSCL 群
で有意に高かった。Control群に比べLIPUS、
MSC、MSCL の 3 群では修復軟骨部の II 型
コラーゲン発現は増加した。Wakitani スコ
アは Control 群に比べて LIPUS、MSC、
MSCL の 3 群で有意に改善した。介入 8 週後
では修復軟骨部における II 型コラーゲンの
発現は Control 群に比べて LIPUS、MSC、
MSCL の 3 群で著明に発現した。 
研究④では、µ-CT 上では DMM 群の内側

脛骨関節面に多数の骨吸収像が観察された
が TW はその骨吸収像の拡大を予防した。
DMM 群では内側脛骨側の関節軟骨変性なら
びに軟骨下骨破壊像が観察されたがTWはい
ずれも予防した。TW は関節軟骨表層の軟骨
細胞や軟骨下骨の骨芽細胞における BMP-2、
BMP-6 の陽性細胞率を増大させた。TW によ
る BMP 発現増大効果は運動開始時期によっ
て異なりDMM+TW(4-8)群においてBMP陽
性細胞率の増大や OA 進行予防効果が最も顕
著であった。 
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