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研究成果の概要（和文）：ウサギでの前十字靱帯（ACL）、大腿四頭筋腱（QT）、膝蓋腱（PT）およびアキレス
腱（AT）における付着部線維軟骨層の発達やSox9およびⅡ型コラーゲンの発現は違っていた。これらの違いは筋
力や負荷などの機械的環境の違いが影響している可能性がある。ペリオスチンはマウスおけるACL付着部線維軟
骨層の細胞外基質の発達に影響を及ぼした。我々の結果は年齢に基づいて適切な治療の管理に貢献し、腱・靱帯
付着部線維軟骨層を再生するための方法の開発に役立つ。

研究成果の概要（英文）：The developmental processes, Sox9 and type 2 collagen-expression of 
fibrocartilage layers during anterior cruciate ligament (ACL), quadriceps tendon (QT), patellar 
tendon (PT) and Achilles tendon (AT) insertions differed substantially in rabbits. These differences
 have a possibility that the difference among mechanical environments, such as muscular strength and
 load, has influenced. Periostin influenced the development of the fibrocartilage layer 
extracellular matrix of ACL insertion in mice. Our results contribute to the administration of 
appropriate treatments based on the age, and aid in the development of methods for regenerating 
enthesis fibrocartilage layers.

研究分野：基礎獣医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 ウサギの成長過程における腱・靱帯付着部軟骨層の発達を軟骨細胞と細胞外基質タンパクに注目して検索した
結果、付着部軟骨層の発達は筋肉や負荷などの機械的環境が影響していた。また、ペリオスチンノックアウトマ
ウスを用いた成長過程の検索では、ペリオスチンはマウス前十字靱帯付着部線維軟骨層の細胞外基質の発達に影
響を及ぼした。これらの結果はヒトの腱や靱帯の疾患に際して年齢に基づいて適切な治療、その後のリハビリや
スポーツ復帰までの管理に貢献できる。加えて腱・靱帯付着部線維軟骨層を再生するための方法の開発に役立
つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
腱・靭帯の付着部は、腱・靭帯－非石灰化軟骨層－石灰化軟骨層－骨の4層構造から成り、腱・

靭帯からの力学負荷に反応するメカノセンサーとして機能しており、その形成において力学刺

激は必須である。我々はこれまでに、これを裏付ける2つの研究を実施した。 

1 つ目は、腱・靭帯付着部の力学負荷を制御したウサギを用いた実験モデルによる研究である。

まず、腱・靭帯付着部の力学負荷を減じるモデルとして前十字靱帯（ACL）を切除する靭帯切除

モデル、膝蓋骨と脛骨粗面に軟鋼線をかけて膝蓋腱を短縮して締結する靭帯除負荷モデル、膝関

節を 3本の鋼線で固定する関節固定モデルを開発した。これらの動物実験において、ACL・膝蓋

腱付着部は、術後 1～4週において軟骨細胞のアポトーシスが誘導され、軟骨基質のグリコサミ

ノグリカン（GAG）は術後 2～8週の間で産生が減じることを明らかにした。一方、腱・靭帯付着

部に負荷をかけるモデルとしては、ACL を部分的に切除する靭帯部分切除モデル、膝蓋骨と脛骨

粗面に鋼線を挿入し、創外固定伸長器を装着した後、徐々に膝蓋腱を伸長させる膝蓋腱伸長モデ

ルを開発した。これらの動物実験においては、ACL・膝蓋腱付着部は、術後 2～8週において軟骨

細胞のアポトーシスが減じ、逆に増殖能力が増し、GAG 産生は増加することが明らかとなった。 

2つ目の研究は、腱にリン酸カルシウム（CaP）を複合化させて骨孔に移植し、移植腱−骨孔の

固着を促進するものである。この方法を用いると、ウサギACL再建術では移植腱が術後2週という

早期に骨と直接固着し、また、ヤギACL再建術では術後6か月～2年で移植腱−骨孔間は軟骨層を介

した正常付着部に近い構造をとることが明らかとなった。さらに、そのヤギACL再建術後の脛骨

に前方力をかけた力学試験においては、従来法に比べ、脛骨前方制動性が増し、移植腱内に高い

張力を有すことから、正常ACLに近い機能を持っていることが明らかとなった。 

これらの一連の研究から、腱・靭帯付着部にかける力学負荷によって、軟骨細胞はアポトーシ

スや増殖能力を変化させ、付着部の軟骨基質を変化させること、また、付着部は軟骨層を有する

ことでより大きな負荷を許容し、機能的に優れるということが明らかとなった。しかし、腱・靭

帯付着部において、力学刺激がいつどのように付着部の軟骨細胞に影響し、非石灰化軟骨層・石

灰化軟骨層を形成するのか、軟骨細胞増減・基質タンパクの発現は不明である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ウサギ成長過程およびペリオスチンノックアウトマウスを用いて、時間経過を追

って腱・靭帯付着部を組織学的に評価する。 

 
３．研究の方法 
以下の研究について、腱・靭帯付着部線維軟骨層の形成過程を組織学的に、加えて付着部線維

軟骨層の軟骨細胞に関わる Sox9 と細胞外基質のⅡ型コラーゲンおよびペリオスチンの発現を免

疫組織化学的分析に基づく定量的形態計測で実施した。 

（1）ウサギ成長過程 

前十字靱帯（ACL）、大腿四頭筋腱（QT）、膝蓋腱（PT）およびアキレス腱（AT）の各付着部

の線維軟骨層の発達を評価するために日本白色家兎の雄を使用した。各年齢（1日および 1、

2、4、6、8、12、および 24 週）で 6匹、計 48匹の動物を安楽死した。軟骨細胞の増殖率、ア

ポトーシス率、Sox9 陽性率および細胞数を評価した。細胞外基質のⅡ型コラーゲン染色領域お

よびペリオスチンの発現、サフラニン O染色によるグリコサミノグリカン（GAG）領域、タイド

マーク長および挿入幅も評価した。すべてのパラメーターは 24週齢のパラメーターと比較し

た。 



（2）ペリオスチンノックアウトマウス 

 C57BL/ 6N 野生型マウス(ペリオスチン+/+：野生型；n = 54)とペリオスチンノックアウト型

マウス(ペリオスチン-/-：ノックアウト型；n = 54)を使用した。各群で 6匹の動物を 1日およ

び 1、2、3、4、6、8、10 および 12週齢で安楽死をした。前十字靱帯（ACL）付着部線維軟骨層

の軟骨細胞数、軟骨細胞増殖、軟骨細胞アポトーシス、サフラニン O 染色による GAG 染色域、

Ⅱ型コラーゲン染色領域、タイドマーク長および付着部幅を野生型とノックアウト型で比較評

価した。 

 
４．研究成果 

（1）ウサギ成長過程 

 前十字靱帯（ACL）、大腿四頭筋腱（QT）、膝蓋腱（PT）およびアキレス腱（AT）の各付着部共

に軟骨細胞と細胞外基質の変化は、それぞれ 8週齢と 12 週齢までに完了した。加えて各付着部

の線維軟骨層の発達も 12 週齢までに完了した。しかしながら軟骨細胞、細胞外基質および線維

軟骨層の発達状況は、ACL、QT、PT および AT で異なり、ACL、AT、PT および QTの順であった。 

 軟骨細胞の発達に関わる Sox9 の発現率では、ACL と AT は生後 1 日齢が最も多く、その後 12

週齢にかけて徐々に減少したが、QT と PT は 24 週齢に比べて生後 1 日齢と 1 週齢で有意に低か

った。 

 細胞外基質におけるⅡ型コラーゲン染色領域は、ACL では 2週齢で染色領域がみられ、4週齢

以降 12週齢まで増加した。2、4および 6週齢のⅡ型コラーゲン染色領域は付着部軟骨層の全体

にみられたが、8週齢以降では特に付着部石灰化軟骨層にⅡ型コラーゲン染色領域が集中してい

た。AT では、4週齢まではⅡ型コラーゲン染色領域がみられず、8週齢から染色領域がみられて

以後 24 週齢まで変わらなかった。ペリオスチンの発現は、AT では 1日齢～4週齢で発現がみら

れ、それ以降ではほとんどなかった。 

 ACL、QT、PT および AT での発達や発現の違いは筋肉や負荷などの機械的環境の違いが影響を

及ぼしている可能性がある。 

（2）ペリオスチンノックアウトマウス 

軟骨細胞増殖は、野生型で 1 日齢では低く 2 週齢まで高く、特にノックアウト型は 1 日およ

び 1週齢で野生型よりも低かった。軟骨細胞アポトーシスは、野生型では 8週齢まで、 

ノックアウト型では 6週齢で高く、特にノックアウト型は 1週齢で野生型よりも高かった。グリ

コサミノグリカン領域の幅広い期間は、野生型では 1日齢から 4週齢、ノックアウト型では 2週

齢から 6週齢と続いた。Ⅱ型コラーゲン染色領域は、6週齢と 8週齢ではノックアウト型よりも

野生型で厚かった。タイドマークの長さは、ノックアウト型の 8週齢から 12週齢の間ではノッ

クアウト型よりも野生型で長かった。 

このようにノックアウト型は出生後初期段階で細胞増殖が低く、アポトーシスが高く、成長に

伴って細胞外基質の変化が遅れ、前十字靱帯（ACL）付着部の不完全な発達を示した。ペリオス

チンは出生後初期段階で軟骨細胞増殖を減少させ、マウスにおける ACL 付着部線維軟骨層の細

胞外基質の発達に影響を及ぼした。ペリオスチンは、ACL 付着部線維軟骨層の発達に影響を与え

る可能性がある。 
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