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研究成果の概要（和文）： 

軟骨部分損傷は出生後の動物では自然修復することはないとされてきた。しかし、幼若な 3

週齢のラットを用いることで軟骨部分損傷が自然修復する動物モデルを確立した。このモデル

を用い、軟骨が修復することのない 16 週齢のラットと比較することで、3 週齢ラットの損傷軟

骨でのみ発現上昇する遺伝子を軟骨が自己修復に必要な遺伝子として同定した。その結果

TGF-beta のシグナルを伝達する Smad3 が重要な分子であることがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Partial thickness cartilage injury (PTI) will not heal spontaneously in post natal 
animals. However we have established an animal model that shows spontaneous repair 
of PTCD using 3 week-old rats. Comparing gene expression profile of injured cartilage 
of this model with that of 16 week-old rat cartilage where repair will not occur, 
genes required for spontaneous cartilage repair were identified. As a result, the 
importance of Smad3 that transmit TGF-beta signal was elucidated. 
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１．研究開始当初の背景 

 軟骨は自己修復能に乏しい。軟骨全層に

及ぶ損傷（full-thickness injury：FTI）と

部分損傷（partial-thickness injury: PTI）

で状況は多少異なるが、いずれの場合におい

ても関節軟骨本来の硝子軟骨として修復さ

れることはほとんどないとされる。両者を比

較した場合、FTI では、損傷範囲が小さけれ

ば骨髄細胞が動員されることで硝子軟骨に

類似した組織での修復は期待できるとされ

るが、PTI では骨髄細胞の動員が望めないこ

とから、修復の可能性はなく、特に出生後の
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動物では修復は不能と考えられてきた。PTI

損傷部は経時的に軟骨の変性が進行し、周囲

組織に変性が拡大し次第に変形性関節症

(OA)へと進展していくことが知られている。

こうした軟骨損傷が後に軟骨変性から OA へ

と進展していく過程は動物モデルにおいて

も明らかにされているが、ヒトにおいても

MRI による検討などから明らかとなってきて

おり、膝 OA の大きな要因であると考えられ

るようになってきた。そこで OA の発症を予

防すべく、軟骨損傷が軟骨変性へと進行する

前に治療する方法が模索されている。これま

でに再生医療を応用した幹細胞の導入、各種

サイトカインの使用、様々な足場材料の導入

などが試みられてきているが、確実に硝子軟

骨での修復を得るという決定的な治療法は

確立していない。 

一方、胎児においては PTI であっても軟骨

組織が修復されるとの報告は少ないながら

も存在する。子宮から取り出した胎生ヒツジ

や胎生ラットの膝関節軟骨に PTI を作成し、

子宮に戻すと出生時または出生後早期に軟

骨が修復されていることが確認されている。

しかし、胎生のどの時期までに修復能が存在

するのか,または胎児のみならず出生から間

もない幼若な動物では同様の修復能が存在

するのかは今まで明らかにされていなかっ

た。我々はこれまでに、ラットを用いて、出

生からどの程度の週齢であれば PTIに対する

軟骨修復能があるかを組織学的に検討して

きた。その結果、3 週齢までは修復能が維持

されており、9 週齢となると損傷後 6 週で明

らかな OA を発症することがわかった。そこ

でこの自然修復に関わる遺伝子を同定する

ことで PTIの治療法の開発に結び付くと考え

た。 

 

２．研究の目的 

(1) 安定して PTIの自然治癒が観察されるよ

うな動物モデルを確立すること。 

(2)3 週齢のラットでみられる軟骨部分損傷

の自己修復の早期の修復過程を組織学的に

検討すること。 

(3) 3 週齢のラットでみられる軟骨部分損傷

の自己修復に関与する遺伝子（群）を同定す

ること。 

 

３．研究の方法 

(1)角膜手術用のメスを用いて、膝関節の運

動方向に深さが一定となるような PTIを作成

する。 

(2)組織学的検討：3 週齢の Sprague-Dawley

ラットの膝関節軟骨に PTI を作成し、早期の

組織修復反応を組織学的に検討する。これを

16 週齢のラットと比較すること。検討は損傷

作成後 12, 24, 48 時間時に施行する。 

(3)修復に関わる遺伝子の同定：3 週齢と 16

週齢のラットの膝関節に PTI を作成し、損傷

作成後、12、24、48 時間に各々の週齢のラッ

トより軟骨組織を摘出し、sham 手術群と比

較することで、損傷に対して発現が誘導され

てくる遺伝子をマイクロアレー法にて抽出

する。すなわち 12 種類の RNA ソースが存在

し、対応する 6組の比較が施行される。これ

により、損傷後 12、24、48 時間時に 3 週齢

ラットあるいは 16 週齢ラットの軟骨細胞に

PTI により発現誘導されてくる遺伝子が抽出

されることになる。次いで抽出された 6組の

遺伝子群を比較することで、3 週齢のラット

でのみ 12、24、48 時間時点で発現が増加し

てくる遺伝子群を抽出する。組織学的検討か

ら、損傷作成後 24 時間の時点ですでに軟骨

修復が観察されたことから、24 時間以前に発

現上昇の見られた遺伝子が重要と考えられ

るため、最終的には 3週齢ラットの損傷あり

群で 12 時間時、または 12 時間と 24 時間時



 

 

に継続して発現上昇のみられた遺伝子を修

復に関わる可能性の高い遺伝子と考え抽出

した。この過程では上述の理由により、48 時

間時に発現の上昇していた遺伝子を除外す

ることとした。こうして得られた遺伝子群に

ついて相互関連性を専用のソフトウェア

Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 

software (Ingenuity systems, Mountain 

view CA)で解析し、修復過程に重要な遺伝子

ネットワークを抽出することとした。 

(4)免疫染色：抽出された遺伝子のうち主要

なものに関しては免疫染色を施行し、実際に

発現されていることを確認する。免疫染色の

対象となるのは PYI 作成後 12, 24, 48 時間

の 3週齢ラットの膝関節である。 

 

４．研究成果 

(1)3 週齢のラットに関節運動の方向に線状

に軟骨部分損傷(PTI)を作成すると硝子軟骨

に近い組織での修復が安定して得られるよ

うになった。PTI が自然修復するモデルは生

後動物ではこれまでに報告がない。すなわち

軟骨修復が観察される新しい動物モデルを

確立したといえる。 

(2)3 週齢のラットでは損傷作成後 12 時間で

は明らかな組織反応を認めなかったが、24 時

間後には損傷部に修復組織が認められた。す

なわち、損傷部に新たな細胞の出現を認め、

細胞外基質の産生が認められた。一方、16 週

齢のラットでは 24 時間後には損傷部は全く

無反応であった。48 時間後においても無反応

であった。 

(3)上述の結果に基づき、3週齢のラットで損

傷後 12時間あるいは 24時間の早期に発現し

てくる遺伝子（群）が軟骨修復に関与する遺

伝子と考えられた。12 時間時に 3週齢群で優

位に発現上昇の見られた遺伝子は 131遺伝子

であった。このうち５遺伝子は 24 時間時に

も発現上昇を示していた。これら 131 遺伝子

の相互関連性を専用のソフトウェアを用い

て解析したところ、高い関連性を示す主要

な５つの遺伝子ネットワークが抽出された。

次いでこれら遺伝子ネットワークの中心的

な位置を占める分子を抽出した結果、

TGF-beta に関連する遺伝子群が重要な位置

を占めていること、中でもそのシグナルを伝

える smad3が重要な分子であることがわかっ

た。 

(4)リン酸化した smad3（smad3 の活性型）を

免疫染色で調べたところ、損傷部周囲および

100μm 程度離れた範囲までこの分子が活性

化を受けていることが 12、24 時間時の軟骨

組織にて確認された。 

(5)今後の展望 

 本研究によって PTIが修復する際に必要と

なる遺伝子群が同定され、これを応用するこ

とで外傷の早期に治療介入をすることで、将

来的に発症してくる関節症を予防できるこ

とが示唆される。今後はさらに PTI が自然治

癒しない 16 週齢のラットなどを用いて、治

療介入の効果を進める予定である。 
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