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研究成果の概要（和文）：軟骨修復術の1つである骨穿孔術は、足関節の軟骨損傷部での治療成績は膝関節より
も良好であるが、その原因を解明すべく以下の実験を行った。日本白色家兎の大腿骨内側顆、大腿骨滑車、距骨
（脛骨適合部）、距骨（脛骨非適合部）に骨軟骨損傷を作製し、骨穿孔を行った。4、8、12週で屠殺し、組織学
的評価を行った。また、膝、足関節から採取した軟骨細胞の増殖能、プロテオグリカンの消失を比較した。距骨
（適合部）では、他の部位と比較して早期から良好な硝子様軟骨を認めた。軟骨細胞の増殖能・プロテオグリカ
ン消失は大腿骨、距骨間で有意差はなかった。本研究から、膝と足関節での軟骨修復には形態による差が関与し
ていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to examine whether morphological differences 
between the knee and ankle joint affect the results of bone marrow stimulation technique for 
osteochondral defect in a rabbit model. Osteochondral defects were created at the knee and ankle. In
 the knee, osteochondral defects were created at the medial femoral condyle and patellar groove. At 
the ankle, defects were created in the talus at either a covered or uncovered area by the tibia. 
After that, drilling was performed. Histological evaluations were performed at 4, 8, and 12 weeks. 
The proliferation of chondrocytes and proteoglycan release of cartilage tissue were analyzed in 
vitro in both joints. At 12 weeks, hyaline cartilage with normal thickness was observed only for the
 defect at the covered area of the talus. No significant differences of proliferation and 
proteoglycan release were detected between the knee and ankle. These results suggest that the 
congruent joint is advantageous for osteochondral repair.

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 

平成 16 年度の厚生労働省国民生活基礎調査
によると、高齢者が要支援なる原因疾患の第
一位は変形性関節症である。その中でも変形
性膝関節症の有病率は高く、全国で 3,000 万
人以上と推定されている。変形性膝関節症は
高齢者の生活の質を著しく低下させるとと
もに、健康寿命を短縮させる。進行した変形
性関節症に対しては自家組織の温存は困難
であり、人工関節置換術を施行するほか有効
な手術法はない。人工膝関節のほとんどは海
外からの輸入製品であり非常に高価（1 関節
80 万円以上）であり、医療費増加の一因とな
っている。その解決のためには人工関節置換
術によらない変形性関節症に対する治療法
確立が急務である。関節軟骨修復術には様々
な方法がある。骨穿孔術（ドリリング，マイ
クロフラクチャー）は軟骨損傷部から軟骨下
骨髄までの access channel を作製し、血行の
ない軟骨組織に骨髄からの骨髄間葉系幹細
胞（MSC）誘導をはかることにより，通常の
創傷治癒機転を発現させようとする方法で
ある。骨穿孔術は手技が簡便であること、関
節鏡視下に施行可能であり手術侵襲が非常
に少ないこと、特別な器具や手術材料が不要
であり非常に安価であることなどの多くの
利点を有する。一方、大きな問題点は手術を
行う関節により手術成績に大きな差がある
ことである。具体的には足関節の距骨軟骨損
傷に対する治療成績は長期にわたり良好で
あるが、膝関節における成績は経年的に著し
く低下することが明らかとなっている。 

この関節による手術成績の差といった相違
点を研究することにより、現在罹患患者数が
多いにもかかわらず、治療に難渋することが
多い変形性膝関節症治療に大きく貢献でき
るのではないかと考え、研究を行った。 

 

２．研究の目的 

膝関節および足関節軟骨損傷に対する骨穿
孔術（骨髄間葉系幹細胞導入）の成績の差が
どのようなメカニズムで生じているのか検
討するために以下の実験を段階的に行う。 

（1）膝関節および足関節由来の MSC の分子
生物学的な相違、特に細胞増殖能、軟骨分化
能の差異を in vitro において検討する。また
膝関節および足関節の軟骨細胞について、 

細胞増殖能などの差について検討する。 

（2）膝関節および足関節において力学的環
境の異なる部位の軟骨損傷に対し骨穿孔術
を行い、その修復組織を評価、検討する。 

 

３．研究の方法 

（1）膝関節および足関節由来の MSC の分子
生物学的相違の検討 
全身麻酔下に成熟日本白色家兎の大腿骨

および距骨骨髄よりそれぞれ骨髄液 1ml を
採取する。採取した骨髄液を 10％FBS および
抗生物質を添加した DMEM 培地を用いて単
層培養し、ディッシュに付着した細胞を

MSC として回収する。回収した MSC を引き
続き単層培養し Pittenger ら（Science、 1999）
の方法に準じ TGF-β3、dexamethasone を用い
て軟骨分化誘導を行う。分化過程における軟
骨分化マーカーの検索を行う。 

①細胞増殖能；培養開始から 0 日、5 日、
10 日、20 日の細胞数を Trypan blue dye 

exclusion test で計測。 

②Alcian blue 染色；培養開始から 0 日、5

日、10 日、20 日に軟骨細胞外基質を経時的
に Alcian blue 染色にて評価する。 
③Western blot；培養開始から 0 日、5 日、

10 日、20 日に細胞を融解し、Western blot に
より細胞中の軟骨分化の指標となるマーカ
ーや抗体（Sox-9・Type II collagen・β-catenin・
c-jun）を同定、定量する。各マーカーの経時
的な変化より、軟骨分化の経時的段階を評価
する。 

④RT(real time)-PCR による mRNA の定量；
培養開始から同様に 0 日、5 日、10 日、20

日に Total RNA を培養細胞より採取、精製し、
RT(reverse transcription)-PCR により cDNA を
採取する。培養開始から経時的に採取した
cDNA から RT-PCR により発現する mRNA の
比較定量を行う。定量する mRNA は Type II 

collagen、Type I collagen、Sox-9、β-catenin、
GAPDH である。定量した mRNA を解析し、
軟骨細胞の分化に伴う各軟骨分化指標マー
カー発現の関連性を評価する。 

 

（2）膝関節および足関節由来軟骨細胞の分
子生物学的相違の検討 
 全身麻酔下に成熟日本白色家兎の大腿骨
および距骨から関節軟骨を薄切・採取し、ト
リプシン、コラゲナーゼ処理を行い、軟骨細
胞を単離する。 
 ①細胞増殖能；WST-8 を用いて細胞数を大
腿骨、距骨由来で差があるのか検討する。 
 ②プロテオグリカン放出能；軟骨細胞に
IL-1βを添加し、放出されるプロテオグリカ
ンに大腿骨と距骨とで差があるのか検討す
る。 
 
（3）解剖学的に異なる部位における骨穿孔
術の治療効果の検討 

日本白色家兎（3.0~3.5 kg）の膝関節および
足関節を展開し、大腿骨内側顆荷重面、距骨
（脛骨との適合面）、距骨（脛骨との非適合
面）に軟骨下骨に達しない軟骨欠損（直径 3 

mm×深さ 2 mm）を作製する。軟骨欠損に
対して、骨穿孔術（0.7mm ワイヤーを用い
て 4 か所）を行ったのち、関節を閉鎖する（図
1）。術後家兎はケージ内自由飼育とする。術
後 4、8、12 週にて安楽死させ、細胞を移植
した膝関節、足関節を摘出し修復軟骨組織の
評価を行う。 
①肉眼的観察：再生軟骨の性状・光沢、骨棘
形成、滑膜炎の有無 

②膝関節のレントゲン撮影：変形性関節症性
変化の有無や進行の程度 
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③組織学的評価：サフラニン O 染色 

④免疫組織染色：II 型コラーゲン、I 型コラ
ーゲン、Sox9、MMP13、Ki67 

⑤生化学的評価：コンドロイチン硫酸、ヒア
ルロン酸、Type II collagen の定量（HPLC 法）、
アグリカン、II 型コラーゲンの mRNA の定
量（RT-PCR） 

図 1. 日本白色家兎軟骨損傷モデル 
 
４．研究成果 
(1) 膝関節および足関節由来の MSCの分子生
物学的相違の検討 
 成熟日本白色家兎の距骨は小さく、骨髄液
が十分量採取できなかったため、足関節由来
MSC の評価ができなかった。 

（2）膝関節および足関節由来軟骨細胞の分
子生物学的相違の検討 
 軟骨細胞培養後、1、2、3 日で評価を行っ
たが、いずれも大腿骨遠位と距骨由来の軟骨
では、細胞増殖能に差を認めなかった（図 2）。
また、プロテオグリカン放出能の差も大腿骨
遠位と距骨由来の軟骨では差は認めなかっ
た（図 3）。 

 
図 2. 大腿骨遠位および距骨由来軟骨細胞
の増殖能の差  F；大腿骨、T；距骨 
 

図 3. 大腿骨遠位および距骨由来軟骨細胞
のプロテオグリカンの放出量の差異・IL-1β
の反応性の差異 
 
(3) 解剖学的に異なる部位における骨穿孔
術の治療効果の検討 

 大腿骨内側顆は 8 週で硝子様軟骨を認めた
が、大腿骨滑車は 8 週では線維軟骨を認めた
のみであった。距骨（適合部）は 4 週で欠損
部全層での修復組織と軟骨下骨の良好な形
成を認め、8 週で硝子様軟骨を認め、軟骨・
軟骨下骨ともに周囲と同等の厚さとなって
いた。距骨（非適合部）では、4 週では修復
組織を認めたが、8，12 週でも硝子様軟骨は
ほとんど認めなかった（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. 骨穿孔術後の組織像 サフラニン O染色 
 
 

画像評価では、μCT により骨穿孔術後の軟骨
下骨の状態を評価したところ、距骨の適合部
でより早期に軟骨下骨の修復がおきていた
（図 5）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. 骨穿孔術後の μCT 像 矢印；軟骨欠
損部 
 
 
免疫染色では、距骨適合部で、Ⅱ型コラーゲ
ンが最もよく染色されていた（図 6）。 



 
 
 
 

 
 

 
 

 

 

図 6. 骨穿孔術後の免疫染色（Ⅱ型コラーゲ
ン、Ⅰ型コラーゲン、MMP13） 

 

 

本研究から、膝と足関節での軟骨修復には形
態による差が関与していると考えられた。ま
た軟骨修復には早期に軟骨下骨の修復が重
要と考えられた。 
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