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第 1章 序論 

第 1節 学術的背景 

 脛骨粗面に発生するスポーツ障害として、Osgood-Schlatter 病（以下、オスグ

ッド病）が広く知られている 1, 2)。脛骨粗面には膝関節の強大な伸展筋である

大腿四頭筋が停止し、同筋は脛骨粗面を強く牽引する。また、脛骨粗面は下肢骨

である脛骨の近位前方に位置し、その特徴的な構造から「舌状骨端」と称される

こともしばしばである 1, 2）。現代の若年者における運動量は、昔に比べて低い

という報告があり 3）、また、この障害は、スポーツ活動を行わなくても発症す

ることから、発育障害としても認識されている。 

 前述の如く、オスグッド病は男児に多く発生すると報告されてきたが、近年に

おける比較的若い女性アスリートの増加に伴い、オスグッド病の発症率には有

意な差がないのではないかと推測されている。この要因として、近年におけるテ

レビゲームの普及により思春期児童の活動性が低下していることが考えられて

いる 3）。しかしながら、オスグッド病の発症率には有意な差がなくとも、発症

年齢は男女の間に違いが認められており、女児は 8 から 13 歳、男児は 12 から

15歳に多発する 4, 5）。また、オスグッド病は運動を盛んに行う児童の約 20％に

発症するが、同年代の運動をしない児童の約 5％にも認められる 6）。 

このように、オスグッド病は発育促進に有効な運動を行った場合や、それを行

わなくても脛骨粗面付近に強い痛みを生じて、日常的は活動が制限される。発育

期の児童において、その活動制限は活発な成長に悪影響をもたらす可能性があ

ることから、このオスグッド病の発症機序を明らかにするとともに、その予防法

にまで検討することは意義あるものと思われる。 

 

第２節 脛骨粗面について 

 脛骨粗面は膝蓋靭帯の線維が埋入されており、それは大腿四頭筋から構成さ

されている。しかしその線維は脛骨粗面の一部にのみ埋入されている。発育期の

脛骨粗面は膝蓋靭帯の線維が埋入されている表層と、硝子軟骨で構成された深

層に分類される 7）。表層に埋入されている線維は発育に伴い石灰化度が高まる

が、深層の硝子軟骨は発育期以降、順次骨組織に置換される。現在までに、この

ような組織学的な所見が得られているが、その詳細なメカニズムに触れた研究

は未だ報告されていない 

 

第３節 オスグッド病の病態（の概要） 

硬組織に筋腱線維が埋入する部位は「Enthesis」と呼ばれており 8）、その部位

に発生するスポーツ障害を「Enthesopathy」と称されている 9）。脛骨粗面にも大

腿四頭筋の線維が埋入していることから、オスグッド病は Enthesopathy のひと
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つであるとして考えられている。 

 Ehrenborgと Largergren は、ヒト脛骨粗面の X線画像を用いてオスグッド病

の病態を、Cartilaginous（0から 11歳）、Apophyseal（11 から 14）、Epiphyseal（14

から 18歳）、Bony（18歳以降）の 4つの段階に分類している。臨床現場におけ

るほとんどの症例は Apophyseal stage であるされている 10）。この理由は、

Apophyseal stageでは脛骨の二次骨化中心と脛骨粗面内の骨端核の石灰化状態が

一体化せず、それらの間に軟骨が介在している。そのためこの stageでは、膝蓋

靱帯を介する大腿四頭筋からの牽引力は、脛骨粗面の骨端核のみを強く牽引し、

これがオスグッド病を誘発する一つの要因として考えられる 11）。 

このように、Ｘ線解析によって脛骨粗面の構造が明らかにされてきたが、組織

学的な手法による詳細な解析がなされていないため、オスグッド病の病態は完

全に解明されていない。 

オスグッド病は前述のごとく、スポーツ障害であり 11）、特に男児に多い。そ

の症状は脛骨粗面が前方に隆起するだけでなく、その部位に強烈な炎症や疼痛

が出現する 12）。一方、オスグッド病は発育障害という一面があることから、そ

の症状は骨格の成熟とともに自然に治癒すると考えられているが 13）、完全に運

動が再開できるまでに約 10か月もの長期間を要することもある 6）。 

一般的に、オスグッド病は運動活動を活発に行う児童で多発し、オスグッド病

患者の 30％は両側に症状が出現する 14）。加えて、オスグッド病は、バスケット

ボールやバレーボール、サッカーのような着地時の大腿四頭筋の遠心性収縮に

よって発生することが報告されており 5）、オスグッド病の患者は症状が緩和す

るまで運動活動を制限することによって症状の改善を図る 13）。しかしながら、

オスグッド病の治療期間は長期に及ぶことも少なくないため、発育期の旺盛な

運動能力の発達や骨格形成を阻害することが危惧される。 

 

第 4節 症状 

前述に示したように、オスグッド病の主な症状は脛骨粗面の隆起、炎症、疼痛

であるがそのほかにも、脛骨粗面局所の圧痛 15）や腫脹 16）などが認められて

いる。また、オスグッド病の発症には激しい運動活動が関連するが、大腿四頭筋

や大腿二頭筋の過度な筋緊張もまた発症要因のひとつとして報告されている

17）。先行研究によると、オスグッド病の治療を受けていない患者の多くは、正

座姿勢のような膝を床に接着させる動作において疼痛などの不快感を訴えるこ

とが報告されており 5）、オスグッド病の症状は難治性であることを裏付けられ

ている。以上のことから、オスグッド病は成人期にまで症状が継続する危険性が

あるため、10代の間に予防することが重要であると考えられる。 
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第４節 物理および薬理学的なアプローチ 

臨床現場においてオスグッド病の治療の約 90％は保存療法が選択される 18）。

オスグッド病の保存療法は、膝関節の運動制限を目的とした運動休止 11）、冷却

刺激のような物理刺激を用いた治療や 19）、Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs

（非ステロイド性抗炎症薬、NSAIDs）のような薬学的アプローチもしばしば行

われる 20）。これらの治療に共通した目的は、症状の緩和であり、その中でも疼

痛や炎症の軽減させることである。事実、NSAIDs の薬学的な機能はこの中でも、

治療の主役を担うのは「運動活動の休止」であり、この治療にアイシングなどを

組み合わせることもしばしば見受けられる。Beyzadeoglu らはオスグッド病にお

ける最終的な達成点として「脛骨粗面に加わるストレスを減らすこと」として報

告している 21)。しかしながら、オスグッド病患者は保存療法でも改善が見込ま

れないことがあり、そのような場合や思春期以降の骨格形成が完了した後に発

生した場合に限り、観血的な方法によって治療することがある 22）。 

 以前研究ではオスグッド病にはイブプロフェン、ナプロキセン、ケトプロフェ

ン、フルルビプロフェンなどが NSAIDs として使用が報告されている 23, 24)。

事実、NSAIDsによる治療成果に関する研究では、261人のうち 237 人の患者に

おいて良好な効果が認められている 25）。このように多くの治療法が施行されて

きたが、現在までに確立した治療法や予防法は未だ考案されていない。 

 

第 6節 

これまでの先行研究から、オスグッド病の発症要因やいくつかの治療法が考案

されてきたが、オスグッド病の詳細な組織学的な構造を明らかにした研究は未

だない。また、その基盤となり得る脛骨粗面の基本的な構造変化のメカニズムも

明らかにされていない。以上のことから、本研究の目的は、脛骨粗面の構造変化

に関するメカニズムを解明した後、オスグッド病の組織構造を明らかにするこ

とを目的する。また本研究はそれらの情報を理解した後、オスグッド病の予防法

考案に役立てるための基礎研究を行うことを目的とした。 
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第 2章  

ラット脛骨粗面の石灰化と骨化には ENPP1 のダウンレギュレーションと

FGF23 のアップレギュレーションが関与する 

 

要約 

 発育期の脛骨粗面には表層（膝蓋靭帯の線維が埋入されている）と深層（硝

子軟骨で構成されている）が観察されるが、深層は発育期を過ぎると骨組織が

形成されるため、観察できない。生体内での石灰化は、エクトヌクレオチドピ

ロホスファターゼ／ホスホジエステラーゼ-1（ENPP1）によって抑制される

が、Tissue non-specific alkaline phosphatase（TNAP）によって促進されることが

知られている。したがって、脛骨粗面は ENPP1 のダウンレギュレーションと

TNAP のアップレギュレーションを介して成長すると思われるが、これらのプ

ロセスの理解は未だ得られていない。そこで本研究では、ラット脛骨粗面が発

育に伴いどのように構造を変化させ、その背景にある遺伝子発現の変化を解明

することを目的とした。wistar雄性ラットを 3群（3週齢、7週齢、13 週齢；

各 8匹）に分けた。3 週齢と 7週齢では脛骨粗面の表層と深層が明瞭に観察さ

れたが、13週齢のラットでは深層が認められなかった。また、肥大軟骨細胞の

軟骨基質は石灰化していた。また、Fibroblast growth factor 23（FGF23）は筋腱

埋入部の骨化を促進する。本研究では、FGF23 の遺伝子発現が 13Wで急激に

増加した。さらに、ENPP1 の発現は 3週齢ラットで最も高く、成長とともに減

少した。TNAP の遺伝子発現は群間で有意差はなかった。深部部分の面積は 3

週齢より 7週齢において有意に低かった。一般に、未熟な軟骨細胞の細胞外マ

トリックスは石灰化しない。したがって、脛骨粗面深層の軟骨組織は成長とと

もに石灰化、骨化すると推測された。また、ENPP1 の発現は成長とともに減少

したが、TNAP の発現は変化しなかった。したがって、脛骨粗面は成長ととも

に石灰化および骨化し、この過程には ENPP1 のダウンレギュレーションと

FGF23 のアップレギュレーションが関与していると推測される。オスグッド・

シュラッター病は脛骨粗面に発症するスポーツ障害であることから、これらの

所見は本病態の解明に役立つと考えられる。 
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背景 

 脛骨近位骨端には脛骨粗面が存在し、その部位には大腿四頭筋の線維が埋入

されている。それゆえ、膝関節の伸展時における大腿四頭筋の収縮は脛骨粗面を

上方へ強く牽引する。Ogdenと Southwickはヒト発育初期の脛骨粗面はすべて軟

骨組織で形成されており、それは加齢とともに骨端部から骨化していくことを

報告している Ogden & Southwick, 1976）。一方で、執筆者はラット脛骨粗面の発

育変化を組織学的に明らかにしている Suito et al., 2021）。その研究では、発育期

までの脛骨粗面は膝蓋靭帯の線維が埋入されている“表層”と、硝子軟骨で構成さ

れた“深層”の 2 つに分類でき、深層の軟骨組織は発育に伴い石灰化および骨化

することを報告している。この構造変化に着目すると、脛骨粗面と骨端板の形成

過程は非常に類似していることが推測できる。事実、骨端板は硝子軟骨で構成さ

れており、それは休止層、増殖層、肥大層の大きく 3 つに分類される（Komori, 

2018）。中でも、基質の石灰化状態に着目すると、休止層と増殖層の軟骨基質は

未石灰化状態であるが、肥大細胞層の基質は石灰化している Ebisawa et al., 2004; 

Odgren et al., 2016; Song & Park, 2020）。その後、骨組織は軟骨組織内に血管が侵

入することで形成される(Michael, 2021)。すなわち、脛骨粗面の基質は発育に伴

い石灰化することが組織学的に理解されていると考えられる。しかしながら、そ

の変化に関連するタンパク質の局在や遺伝子発現は解析されていない。 

 腱や靭帯は線維芽細胞で形成され Blitz et al., 2013; Brent et al., 2003）、それらの

線維が硬組織内に埋入される部位は”enthesis”と称されている Apostolakos et al., 

2014）。enthesis は組織学的な特徴から”fibrous”と fibrocartilaginous”の 2つに分類

されている。fibrous タイプは骨幹部に認められ、その部位には石灰化したシャ

ーピー線維が埋入されている Lu & Thomopoulos, 2013）。その一方で、

fibrocartilaginous タイプは骨端部に存在し、埋入する前に線維軟骨を介在するこ

とが特徴であり、このタイプは fibrous タイプと比べ強い牽引力が生じる部位と

して知られている。このように enthesis は 2つのタイプが確認されているが、脛

骨粗面がどちらのタイプに当てはまるかについて組織学的に解析した報告は未

だない。 

 Collagen type 2（Col2）は軟骨細胞周囲の基質に局在し(Hosseini ら, 2013）、そ

れはアグリカンやヒアルロン酸のような無定形基質と結合している。軟骨基質

中の無定形基質には機械的刺激を緩衝するために多くの水分が保有されている

Scott & Stockwell, 2006）。また、石灰化軟骨基質には Collagen type 10（Col10）が

局在することが広く知られている Zhang ら., 2021）。事実、骨端板における肥大

細胞層の基質は石灰化しており、そこには Col10が局在を示される Ağırdil, 2020）。

一方で、硝子軟骨の石灰化は ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase-1 

(ENPP1)と tissue non-specific alkaline phosphatase（TNAP）によって制御されてい



8 

 

る Anderson ら, 2004; Roberts ら, 2019)。Ciimpean らは、ENPP1 が細胞外に存在

する ATP に働き、AMP とピロリン酸に分解することを明らかにしている

Cimpean ら, 2004）。ピロリン酸はハイドロキシアパタイトの沈着や形成を阻害

することが知られており、関節軟骨には ENPP1 が発現されている Bertrand ら, 

2012; Nam ら, 2017）。しかしながら、軟骨組織に炎症が生じた時、ENPP1 は軟

骨組織から消失し、その代わりに TNAP が合成される。TNAP はピロリン酸を無

機リン酸へと変化させる。無機リン酸はピロリン酸とは対照的にハイドロキシ

アパタイトの形成や沈着を促進するため、TNAP の過剰発現は生体内の組織の石

灰化を促進することが知られている。事実として、軟骨組織の石灰化が促進され

る変形性関節症では、ENPP1 の合成が低下し、TNAP の合成が上昇することが

示されている。事実、ENPP1 の欠乏は生体組織の石灰化を促進することが報告

されている(Babij et al., 2009; Zhang et al., 2016)。組織のまた、enthesis における石

灰化の促進にも ENPP1 や TNAP の因子が関与しており、線維芽細胞増殖因子 23

（fibroblast growth factor 23, FGF23）は ENPP1 の欠乏によって enthesis 内に発現

されることで、局所の石灰化を促進することが示されている Ferreira ら, 2022; 

Zhang ら., 2016）。以上のことから、脛骨粗面の形成と石灰化との間には密接な

関係性があると思われることに加え、脛骨粗面内のコラーゲンタイプもまた発

育に伴い変化すると考えられるが、それらを示した研究は未だない。そこで本研

究は、脛骨粗面が発育に伴いどのような構造変化を示すかについて組織学的に

明らかにし、その背景にある遺伝子発現を明らかにすることを目的とした。 

 

材料および方法 

1.動物 

本研究では、3週齢(3W, n=8)、7週齢(7W, n=8)、13週齢(13W, n=8)のウィスタ

ー系雄性ラット(日本生物材料センター、東京、日本)を使用した。すべてのラッ

トは Specific pathogen-freeの状態で搬入された。ラットは 1ケージ 4頭まで収容

し、水と餌は自由に摂取できる環境において 2 日間飼育した。ラットは炭酸ガ

ス吸引によって安楽死させた後、右脚は遺伝子発現解析(n=3)および GMA 樹脂

包埋薄切標本（086-04385，富士フイルム，大阪，日本）を用いた骨形態計測用

標本(n=5)による定量的な評価方法に加え、左脚は非脱灰リゴラック樹脂包埋研

磨標本(3801TB12T，日新 EM，東京，日本)と脱灰パラフィン切片(415-25791、富

士フィルム)による定性的な解析を行った。すべての薄切標本は矢状断面で作成

し、脛骨粗面の最も突出した部分を観察するため、脛骨の前十字靭帯を指標とし、

脛骨中央部を特定した。（No.2021-08） 

2.非脱灰リゴラック樹脂研磨標本 

脛骨粗面の石灰化状態を組織学的に観察するため、非脱灰標本はリゴラック
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樹脂に包埋した。その後、リゴラック包埋標本は砥石を用いて厚さ 100µm にま

で薄くし、トルイジンブルーで染色した。 

3.脱灰パラフィン切片 

 初めに、脛骨は 8％エチレンジアミン四酢酸(349-0186、DOJINDO、熊本、日

本)溶液で 3 週間脱灰した。その後、エタノールで脱水したのち、パラフィンに

浸漬および包埋をした。その後、パラフィン包埋は REM-710(Yamato、埼玉、日

本)を用いて厚さ 4µm に薄切した。 

4.免疫組織化学 

初めに、パラフィン切片を湿箱内において 37 度で 1時間加温した後、キシレン

を用いて脱パラフィンを行った。次に、標本はヒアルロニダーゼ(18240-36、ナカ

ライテスク、京都、日本)を用いてヒアルロン酸を除去し、軟骨組織のマスキン

グ因子を排除し、3％牛血性アルブミンで 40 分ブロッキングした。その後、200

倍に希釈した collagen type 2(Col2、Ma5-12789、Invitrogen、ウォルサム、アメリ

カ)と 300倍に希釈した collagen type 10(Col10、ab150116、abcam、ケンブリッジ、

イギリス )を 4℃で一晩反応させた。反応完了後、標本には Alexa Fluor 

488(ab150077、アブカム)と Alexa Fluor 594(ab150116、abcam)をそれぞれ 200 倍

に希釈し、室温で 40 分反応させた。最後に、4,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI、

ab1041639、abcam)を用いて核染色を行った。 

5.定量的リアルタイム PCR 

 CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を用いて、脛骨粗面におけ

る遺伝子発現量を算出した。まず、TRIzol (15596026, Thermo Fisher Scientific, 

Japan)を用いて脛骨粗面の total RNAを抽出した。この total RNAを iScript gDNA 

Clear Synthesis kit (172530, Bio-Rad)を用いて cDNAに変換した。その後、TaqMan 

probe assay（Thermo Fisher Scientific）を用いて cDNAを解析した。ハウスキーピ

ング遺伝子として GAPDH を採用した。統計解析は、一元配置分散分析、Tukey

の検定を行った（p > 0.05）。本実験では、TaqMan プローブを使用した。 

6.脛骨粗面の形態計測 

 GMA樹脂に包埋した試料を厚さ 6μm にスライスした。その後、スライスした

標本をトルイジンブルーで染色した。結果は、Tukey's test あるいは t-test により

解析し、有意水準は 5％未満とした（p > 0.05）。また、本研究における統計処理

はすべて SPSS ver. 26を解析に使用した。 

7.統計処理 

GMA樹脂に包埋した標本を 6μm の厚さにスライスした。その後、トルイジンブ

ルーで染色した。面積と厚さの測定は WinROOF 7.4.0（三谷商事、東京、日本）

を用いて行った。結果は一元配置分散分析、Tukey の検定または t 検定（p > 0.05）

を用いて分析した。すべての統計解析には SPSS ver. 26 を用いた（International 
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Business Machines Co.）。 
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結果 

実験動物の週齢、微生物学的状態、体重を ARRIVE チェックリストに従って記

録した（表 1）。 

3.1 脛骨粗面の組織学的特徴 

脛骨粗面は軟骨組織の有無により表層と深層に分けられた（図 1）。3Wおよび

7W では、深層に軟骨組織が観察された。しかし、13W では深層が観察されず、

代わりに骨組織が置換されていた。さらに、各群の表層は組織学的に線維軟骨部、

膝蓋腱部、石灰化部の 3 層が観察された。線維軟骨部は脛骨粗面の上部を石灰

化した線維軟骨によって形成されていた。石灰化部は、膝蓋靭帯の線維が石灰化

されていた。膝蓋靭帯部は、石灰化部の前方に存在し、石灰化部に埋入されてい

た線維とは異なり、未石灰化の線維でのみ構成されていた。7Wの深層における

面積は 3Wよりも高い値が示されていた。3Wの表層における線維軟骨部は上下

的に薄く、前後的に短く観察されたがそれは発育に伴い厚く長く形成されてい

た。さらに、3W の表層部の面積は 7W よりも低い値が示されていた（図 2a、p 

= 0.008）。しかし、3Wの深層における面積は、7Wよりも有意に高く示されてい

た（図 2b、p = 0.009）。加えて、各群間での膝蓋腱部の面積に有意な差は認めら

れなかったが、石灰化部と線維軟骨部の面積、骨膜の厚さは成長とともに増加し

た（図 2c-f）。これらの結果から、表層の線維軟骨部の面積は唯一発育の影響を

受けないことが確認された。次に、各群の表層を形成する 3 部位の割合を比較

した。その結果、膝蓋腱部の面積比は発育に伴い減少し、対照的に石灰化部は増

加していた（図 3）。 

3.2脛骨粗面深層における軟骨細胞の特徴 

 深層における 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)陽性細胞数は、3W より 7W

で多かった（図 4a および 4d）。さらに、3W の深層は Col2 および Col10 が観察

された（図 4bおよび 4c）。しかし、7Wでは深層は Col2 とは反応せず、Col10 と

の免疫反応が深層全体で観察された（図 4eおよび 4f）。 

 Col2aの遺伝子発現は 3Wで最も高く、それは発育とともに減少していた（図

5b）。Col10aの遺伝子発現は 3Wで最も高く、発育とともに減少していた（図 5c）。

対照的に、Col1aの遺伝子発現は 3Wで最も低く、発育とともに増加していた（図

5a）。さらに、3W の ENPP1 の遺伝子発現は有意に高いスコアを示したが、7W

および 13Wの群間に有意な差は認められなかった（図 5d）。また、Alpl（組織非

特異的アルカリホスファターゼをコーディングする遺伝子）の発現は、どの群間

においても有意な差は認められなかった（図 5e）。最後に FGF23 の遺伝子発現

は 3W で最も少なかったが、発育とともに増加し、7W と 13W の間に有意な差

が認められた（図 5f）。 
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考察 

3W と 7W では、明瞭に表層と深層が観察されていた。対照的に、13W では、

深層に軟骨組織が観察できず、代わりに骨組織が形成されていた。一般的に筋腱

埋入部の線維軟骨の機能は、その部分に生じる機械的応力を分散させることが

知られている（Benjamin ら、2002）。また、Badi の理論によれば、膝蓋靭帯付着

部である脛骨粗面には線維軟骨が観察される(Badi, 1972)。一方で筋腱埋入部に

は、Fibrous タイプと Fibrocartilaginous タイプの 2 つが確認されている。特に後

者は石灰化した線維軟骨が特徴である(Ogden & Southwick, 1976; Roffino ら, 

2021)。また、Fibrocartilaginous タイプは、組織内に埋入された線維が石灰化して

いることが報告されている（Turcotte ら、2021）。本研究において、脛骨粗面に

は、線維軟骨や石灰化した埋入線維が認められることから、脛骨粗面は

Fibrocartilaginous type に該当すると考えられる。 

先行研究によると、筋腱埋入部の成熟には荷重力が不可欠であるという仮説

が立てられている（Saito ら、2022）。さらに、Schwartzらは、機械的刺激が骨格

組織の成長に起因することを報告している（Schwartz, 2013）。本研究において、

線維軟骨の面積は 3Wで最も小さく、成長とともに増加していた。また、線維軟

骨部の組織学的外観は、3W で薄く短かった。7W の線維軟骨部は 3W より長く

観察されたが、厚さはほとんど変化していなかったが、13W の線維軟骨部は成

長とともに厚く長くなっていた。これらの所見から、線維軟骨部の形成には、最

初に前後的な成長が促された後、上下的な形成が成されると推測される。また、

先行研究によると、ヒト思春期の脛骨粗面は脛骨骨端の骨化中心を基盤に形成

されることが報告されている（Flowers and Bhadreshwar, 1995）。本研究における

7Wの脛骨粗面は石灰化（表層）と未石灰化部位（深層）が明瞭に観察されたが、

13W では深層が骨化していた。したがって、我々は 7W の脛骨結節が少なくと

もヒトの青年期の組織学的構造と類似していると推測した。この仮説は、脛骨粗

面への機械的刺激が関与するため、これを完全に証明するためには、関節固定や

荷重軽減による機械的刺激の低減実験が必要であるが、今回の実験には組み込

まれていないため、我々はこの問題点の解明を今後の研究課題としている。 

Col2 は軟骨基質中の特異的なコラーゲン線維として合成されている(Eyre, 

1991)。特に、Col2 は硝子軟骨（関節軟骨や成長板など）に存在することが知ら

れている（Alini ら、1992；Eyre、1991）。一方で、変形性関節症の関節軟骨では、

Col2 分解後に骨組織を形成するため、従来の軟骨代謝が破綻される。また、骨

長軸への成長は、成長板の増殖層における軟骨細胞の増殖によって達成される。

しかし、増殖層の軟骨細胞が分化すると、軟骨細胞が肥大化し、その細胞外基質

は石灰化する。従って、脛骨結節の成長には分化度の低い軟骨細胞とその基質が

未石灰化の状態であることが重要であり、深層は脛骨粗面の重要な成長因子で
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あると推測される。さらに、Col10 は成長板の肥大層で局在していることが報告

されている（Kwan ら、1989）。肥大化した軟骨細胞は軟骨細胞分化の終末期に

存在し、軟骨基質が石灰化する。その後、骨端板の肥大した軟骨細胞は Col1 か

ら合成される骨組織に置換される（Broess ら、1995）。従って、骨端板における

軟骨細胞の分化に伴い、骨端板のコラーゲン線維は Col2、Col10、Col1 の順に発

現されると考えられる。本研究では、3W の脛骨粗面深層では Col2 が広く局在

し、Col10 は深層後方部にのみ免疫反応が認められた。さらに 7W では Col 免疫

反応が弱く示されていたが、Col10 は脛骨で広範囲に発現を示した。対照的に、

Col2 の免疫反応が低下した一方で、Col10 の局在は後方のみならず前方にまで

観察された。さらに遺伝子発現レベルで解析すると、Col2aの発現は 3Wで最も

高く発育に伴い有意に減少していた。また、Col10aの遺伝子発現レベルは、3W

から 7W にかけて有意に低下していたが、7W と 13W の間には有意な差は認め

られなかった。加えて、Col1a の発現は 7W から 13W にかけて急激に増加して

いた。この研究における免疫染色と遺伝子発現の結果は一致していないと考え

られる。我々は、この違いが "タンパク質 "と "遺伝子 "レベルの特徴に依存し

ていると考えている。免疫染色は今まさに分泌されているコラーゲンの状態を

組織学的に反映したものであり、遺伝子発現は今後合成および分泌されるタン

パク質の能力を示す。すなわち、脛骨粗面が Col10 を分泌する能力は 7 週齢を

過ぎると低下し、代わりに Col1 が分泌されると考えられる。この問題を考える

一方で、各タイプの遺伝子発現がどのグループで最も高い値を示したかに注目

することも重要である。注目すべきは、Col1a と FGF23 の発現レベルが 13W系

ラットで最も高いことであり、これは FGF23 と Col1a 遺伝子発現の間に潜在的

な関係があることを示している。このことは、FGF23 の発現が Col1aの遺伝子発

現に重要な役割を果たしている可能性を示唆している。Col10aと ENPP1 の遺伝

子発現は、3W ラットと 7W ラットの間で急激な減少を示したが、7W ラットと

13W ラットの間ではほとんど差が見られなかった。先行研究では、ENPP1 の欠

損が関節軟骨におけるCol10の発現を増加させることが報告されている（Jin ら、

2018） その理由は、解析部位の違いにあるかもしれない。硝子軟骨のみからな

る関節軟骨とは異なり、脛骨粗面には硝子軟骨と靭帯および骨組織が複合的に

存在しており（Suito ら、2021）、その特徴が他の組織とは異なる結果を導いたと

思われる。つまり、脛骨粗面は他の組織とは比較できない唯一無二の人体組織で

あると考えられる。 

脛骨粗面表層の面積は成長とともに増加したが、深層の面積は減少していた。

我々の以前の研究では、表層は膝蓋靭帯が埋入されており、深層には軟骨組織が

構成されていた（Suito ら、2021）。したがって、表層は膝蓋靭帯に作用する収縮

力によって生じ、深層は脛骨粗面の成熟に起因することが推測された。実際、筋
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腱埋入部の発達には力学的ストレスが必要である（Schwartzら、2013 年）。本研

究において、表層のうち線維軟骨部の相対値は各群間にほとんど差が見られな

かった。しかし、面積の数値のみを比較すると、膝蓋靭帯部は減少し、石灰化部

は増加していた。したがって、表層部分の発達には、石灰化部と膝蓋腱部の面積

が変動することで成長するが、その相対的な割合は変化しないと考えられる。一

方、3W では 7W に比べ、深部の面積が広いことに加え、DAPI 陽性細胞の数が

多く観察された。先述したように、Col10 は肥大軟骨細胞の細胞外基質に出現す

る。一方で、肥大軟骨細胞は増殖能が乏しく、核濃縮（Huangら、2019；Yılmaz

ら、2017）の後にアポトーシス（Aizawaら、1997；Li ら、2021）を引き起こす

ことが知られている。DAPI は DNA 中のアデニンおよびチミン上の結合部位と

特異的に反応し、発光する。DAPI は核が濃縮された細胞には反応しないため、

Col10 の陽性部位における軟骨細胞には、DAPI 陽性細胞は観察されなかった。

したがって、3Wラットでより多くの DAPI陽性細胞が観察されたことは、少な

くとも活性の低い軟骨細胞が多いことを示している。これらの所見から、深層の

役割は、軟骨細胞の増殖を誘導させることによって脛骨粗面を成長させること

が考えられる。 

本研究で同定された様々な石灰化関連遺伝子は、脛骨粗面のスポーツ関連疾

患であるオスグッド・シュラッター病の病態解明に役立つ可能性がある。オスグ

ッド・シュラッター病は、脛骨結節の石灰化の遅れによって引き起こされること

が示されたが、その主な機序はまだ不明である（Suito ら, 2023）。本研究では、

脛骨粗面の石灰化には ENPP1 のダウンレギュレーションと FGF23 のアップレ

ギュレーションが関与している可能性が示唆された。しかし、軟骨基質における

コラーゲンタイプの免疫局在と遺伝子発現との関係は一致していなかった。し

かし我々は、その問題がタンパクおよび遺伝子レベルでの特徴にあると考えて

いる。今後の研究では、深部に存在するマイナーなコラーゲンタイプについても

検討する予定である。 

結論として、脛骨粗面の深層は脛骨粗面全域の発育に関与し、表層は膝蓋靭帯

の収縮力に対し、埋入線維を石灰化させることで、その機械的刺激に抵抗してい

ることが明らかにされた。さらに、脛骨粗面の成長過程にはいくつかの石灰化因

子の遺伝子発現が関与していると推測されたが、本研究では Col2 と Col10 は脛

骨結節の成長過程には深く関与していなかった。オスグッド・シュラッター病は

スポーツ障害として発育期に発症し、その症状は激しい痛みと炎症である。我々

は、オスグッド・シュラッター病において、脛骨粗面に石灰化の遅延が生じるこ

とを明らかにしてきた（Suito ら, 2023） しかし、オスグッド・シュラッター病

の詳細な石灰化機序は不明のままである。本研究は、脛骨粗面の石灰化に関する

基礎的研究であり、オスグッド・シュラッター病のメカニズム解明に寄与するも
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のと考えられる。 

 

 

この研究内容は、Journal of Anatomy（Impact factor : 2.4）へ掲載された。 

DOI：10.1111/joa.13958 
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Age (weeks) Microbiological status Weight ± SD 

3 Specific-pathogen free 41.8 ± 1.91 

7 Specific-pathogen free 207.5 ± 13.6 

13 Specific-pathogen free 516.7 ± 34.8 

表 1.ラットの特性 
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図 1.発育に伴う脛骨粗面の構造変化 

(bar = 200 µm, 非脱灰リゴラック樹脂研磨標本, トルイジンブルー染色) 

3週齢 (3W), 7週齢 (7W), 13週齢 (13W) 

S：表層、D：深層、＊：骨膜、F：線維軟骨部、C：石灰化部、P：膝蓋靭帯部 

 

図 2.脛骨粗面の形態計測 

（GMA樹脂薄切標本、トルイジンブルー染色） 

3週齢 (3W), 7週齢 (7W), 13週齢 (13W) 

a：表層の面積、b：深層の面積、c：線維軟骨部の面積、d：膝蓋靭帯部の面積、

e：石灰化部の面積、f：骨膜の厚さ 
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図 3.形態計測における表層部分の変化率 

3週齢 (3W), 7週齢 (7W), 13週齢 (13W) 

青色：線維軟骨部、オレンジ：膝蓋靭帯部、グレー：石灰化部 
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図 4.深層軟骨組織におけるコラーゲンの免疫局在 

3週齢 (3W), 7週齢 (7W) 

（bar=50µm, 脱灰パラフィン切片, 赤＝Col2、緑＝Col10、青＝DAPI） 
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図 5.脛骨粗面における遺伝子発現解析 

3週齢 (3W), 7週齢 (7W), 13週齢 (13W) 

（housekeeping gene=GAPDH） 
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第 3章  

脛骨粗面の形成には Chondromodulin-1 の発現衰退が関連する ―深層軟骨組織

の構造に着目してー 

 

要約 

 脛骨粗面には膝関節の伸展筋である大腿四頭筋が停止しており，同筋の収縮

は，脛骨粗面へ伝達される．また，過剰な機械的刺激はオスグッド病を引き起

こすことが知られている．脛骨粗面は硝子軟骨で構成された深層と膝蓋靭帯の

線維が埋入される表層に大別される．発育初期の脛骨粗面は深層で構成されて

いるが，その組織は発育に伴い徐々に石灰化および骨化する．従って，脛骨粗

面は軟骨内骨化によって骨組織が形成される．一方で，軟骨内骨化は軟骨組織

への血管侵入が生じるが，それは Chondromodulin-1（Chm-1）によって制御さ

れている．Chm-1は血管侵入を抑制する因子であり，その合成量は発育に伴い

減少する．以上のことから，脛骨粗面の骨形成には Chm-1の合成状態が関与す

ると思われるが，それは明らかにされていない．本研究において発育初期の脛

骨粗面には Chm-1が深層全体に局在していたが，それは発育に伴い消失してい

た．また，アルシアンブルーPAS 染色における PAS 反応は発育に伴い広く観察

されるのみならず，その反応は Chm-1の局在と類似していた．一般的に，アル

シアンブルー染色は酸性，PAS 反応は中性に染色性が示される．これらの事実

から，脛骨粗面の発育に伴う成熟には，Chm-1の消失が関与し，それは基質中

の水酸化イオン濃度が関連することが示唆された。 
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背景 

 オスグッド病は脛骨近位前方に位置する脛骨粗面に発生するスポーツ障害

である 1）．また，脛骨粗面には膝蓋靭帯の線維が埋入されており 2），膝蓋靭帯

が大腿四頭筋と脛骨粗面の間に介在することで，同筋の収縮力は脛骨粗面に伝

達され，膝関節が伸展する．しかしながら，脛骨粗面全体に膝蓋靭帯の線維が埋

入されているわけではない．2021 年に初めて，脛骨粗面は膝蓋靭帯の線維が埋

入されている表層と硝子軟骨で構成された深層に分類された 3）．その報告によ

れば，表層は石灰化線維軟骨の層が形成されている”線維軟骨部”，膝蓋靭帯の線

維が埋入されている”石灰化部”，脛骨粗面の最前方に位置し，未石灰化線維が埋

入されている”膝蓋靭帯部”によって構成されている．一方で，非脱灰の薄切標本

において，発育初期の脛骨粗面深層には未成熟な軟骨細胞が多く存在すること

や，発育後期には深層の軟骨組織が骨組織に置換されることが初めて報告され

た 4）． 

軟骨内骨化は長管骨の形成過程に必須であり，その実態は軟骨組織内に血管

が侵入することで，軟骨組織が骨へと置換される過程である 5）．事実，軟骨内

骨化が生じる骨端板にはその組織内に血管が侵入する erosion zoneと呼ばれる部

位が存在する．つまり，骨端板もまた血管が侵入することで，軟骨組織が成熟す

るため，軟骨内骨化が生じると考えられる．すなわち，脛骨粗面深層の骨置換も

また同様の過程が認められると考えられる．一方で，正常な生体では

Chondromodulin ファミリーの中でも，Chondromodulin-1（Chm-1） が軟骨組織内

への血管侵入を抑制しており，それは骨端板の休止層から前肥大軟骨細胞に局

在している 6）．Chm-1 は骨端板肥大軟骨細胞層にほとんど観察されないことか

ら，その部位は血管侵入抑制の機能が消失していると考えられている． 

軟骨細胞周囲には軟骨基質が局在し，そこにはコンドロイチン硫酸やヒアル

ロン酸のような酸性物質が多く含有されている．これらの無定形基質は正常な

軟骨基質に多く含有されているが，軟骨組織病変の代表である変形性関節症で

は，病変あるいは病気の進行に伴い無定形基質が分解された後 7），関節軟骨の

組織内へ血管侵入が誘導され，骨組織が形成される．つまり，軟骨組織内への血

管侵入には，無定形基質の消失が関与すると思われ，その消失は必然的に関節軟

骨のpHの上昇が誘導される．事実，軟骨基質を破壊するMatrix Metallo Proteinases

は中性環境下で活性し 8），それは変形性関節症が進行する要因として知られて

いる．以上のことから，軟骨内への血管侵入は，軟骨組織の pH環境に依存する

と考えられる． 

前述の如く，脛骨粗面深層には軟骨組織が存在し，それは発育に伴い石灰化お

よび骨化するが，それらの過程と脛骨粗面深層における基質中の性質を報告は

未だない．そこで本研究は脛骨粗面深層の発育に伴う軟骨内骨化に軟骨基質の



30 

 

水素イオン濃度と Chm-1 の局在がどのように関与するかを組織学的に明らかに

することを目的とした．この問題点の解明は，柔道整復師の領域におけるオスグ

ッド病の治療法開発に貢献できると考えている． 

 

材料および方法 

1.動物 

3，7，10週齢（それぞれ n = 4，以下 3W，7W，10W）ウィスター系雄性ラッ

ト各 4 頭を特異的病原体なしの状態で搬入した (日本生物材料センター，東京， 

日本）．搬入後，CO2ガス吸引によって安楽死させた後，種々の標本を作製した． 

なお，本研究は東洋大学大学院ライフデザイン学研究科動物実験委員会の承認

を経て実施した（No．2021-08）． 

 

2.脱灰パラフィン切片 

 各群の近位脛骨は屠殺後ただちに 4％パラフォルムアルデヒドによって浸漬

固定した後，8％EDTA （349-01863，DOJINDO，熊本，日本）溶液で 3週間脱灰

した．その後，標本を段階的にエタノールで脱水し，パラフィンに包埋した．薄

切の厚さは 4μm で統一し，アルシアンブルーPAS の重染色と Chm-1免疫染色を

行った． 

 

3.免疫組織化学 

免疫染色は標本内のパラフィンを取り除いた後，内因性ペルオキシダーゼ除去

のため，メタノール内に 0.3％に調整した過酸化水素の中に浸漬させた．その後，

軟骨組織のマスキング因子であるヒアルロン酸は 1％ヒアルノニダーゼを 37 度

で 2時間の処理を行い，除去した．さらに，3％ウシ血清アルブミンでブロッキ

ング処理行い，Chm-1（300倍，abcam）の一次抗体を標本に滴下し，4℃で一晩

反応させた後，二次抗体を 30分反応させ，最後に DAB で発色させた． 
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結果 

1. 脛骨粗面深層の基質は発育に伴い酸性から中性へ移行する 

アルシアンブルーはアグリカンのような酸性軟骨基質に染色性を示し，PAS 反

応は中性多糖類のグリコーゲンに反応する．前者の染色性は青色，後者はピンク

色に反応する．全群においてアルシアンブルーの染色性は骨端板および脛骨粗

面深層に認められ，10W には脛骨粗面内に骨組織が形成されていた（図 1a-c）．

また，3Ｗでは深層全体がアルシアンブルーに染色されていたが，脛骨粗面深層

の後方では PAS 反応が弱く観察された（図 1d）．7Wおよび 10Wでは前方に PAS

反応も強く検出された（図 1e，f）．さらに，3Wの深層前方には小型な軟骨細胞

が多く存在し，その周囲の基質はアルシアンブルーに染まっていた（図 1g）．ま

た，7W および 10W の脛骨粗面前方では肥大軟骨細胞が多く存在していただけ

でなく，PAS 反応もまた 3Wより強く認められた（図 1h，i）．一方，深層の後方

における PAS 反応は，3Wでは弱く示されていたが（図 1j），それは発育に伴い

強く染色されていた（図 1k，l）．これらの結果は脛骨粗面深層が発育に伴い順次

酸性から中性へ移行することが示されている． 

 

2. Chm-1 の免疫局在は酸性基質上に存在する 

 全ての群の脛骨粗面では Chm-1 のネガティブコントロールに反応が示されな

かった（not shown data）．3Wおける Chm-1の免疫局在は，深層全範囲に認めら

れた（図 2a）．しかしながら，7Wにおける Chm-1の反応は脛骨粗面下方に強く

認められた（図 2b）．その一方で，10W の脛骨粗面深層には Chm-1 の軟骨基質

上に免疫反応はほとんど確認されなかったが，脛骨粗面下方に多くの陽性細胞

が観察された（図 2c）．また，脛骨粗面下方における Chm-1の免疫反応はアルシ

アンブルーの染色結果と類似していた（図 2d-f）．これらの結果は，Chm-1の局

在はアルシアンブルーの染色領域と類似しており，軟骨基質の酸性環境下にお

いて Chm-1が合成されることが示されている．  
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考察 

発育初期の脛骨粗面深層は未成熟な軟骨細胞で形成されるが，それは発育に

伴い肥大軟骨細胞へと分化する 3）．その後，深層には軟骨組織が観察されず， 

その部位に骨組織が形成される 4）．つまり，脛骨粗面は軟骨組織が骨組織に置

換されることから，軟骨内骨化を経て成熟すると思われる．軟骨内骨化とは軟骨

組織内に血管が侵入し，破軟骨細胞が軟骨組織を破壊した後，骨組織を形成する

過程である 9，10）．従って，脛骨粗面内の骨形成には，深層の軟骨組織内に血

管が侵入することで発生する．本研究において全群の脛骨粗面深層後方には骨

端の骨髄が接していた．脛骨粗面は軟骨内骨化を経て形成されることから，脛骨

粗面の軟骨内骨化は深層後方から軟骨組織内に血管が侵入することで生じると

考えられる．  

アルシアンブルーPAS 染色は酸性多糖類と中性多糖類を染め分けることがで

きる染色法である．軟骨組織では，コンドロイチン硫酸やヒアルロン酸などが酸

性多糖類 11)，グリコーゲンなどが中性多糖類に相当する 12）．また，前者はア

ルシアンブルーに染まり，後者は PAS 反応が陽性となる．本研究において，3W

の脛骨粗面深層における PAS 反応は 7W と比べて非常に弱く観察された．対照

的に，3W におけるアルシアンブルーの染色性は深層全体に認められたが，7W

および 10W ではほとんど観察することができず，PAS 反応が強く検出された． 

加えて，3Wの深層前方部では未成熟な軟骨細胞が多く観察された．さらに，ア

ルシアンブルーの染色性が深層の軟骨基質に認められたが，PAS 反応が弱く示

されていた．3Wの脛骨粗面の後方部には肥大軟骨細胞が局在しており，PAS 反

応が強く観察された．これらの結果から，発育初期の脛骨粗面における酸性物質

は深層前方部に多く，中性物質は後方部に形成されることが推測され，未成熟な

軟骨細胞周囲の基質は酸性，肥大軟骨細胞周囲の基質は中性物質が多いことを

裏付けている．一般的に，未成熟な軟骨細胞は小型であり，それは分化に伴い細

胞が肥大化することが知られており 13），3Wの脛骨粗面深層には同様に小型の

細胞が，7Wの深層には肥大軟骨細胞が存在する 3）．これらの事実から，分化度

の低い軟骨細胞周囲は酸性，肥大軟骨細胞周囲の基質は中性環境下にあること

が推測される． 

Chm-1 は軟骨組織への血管侵入を抑制するタンパク質であり，それは骨端板

のみならず，関節軟骨にも局在が認められている 6）．Chm-1 は血管侵入に対し

抑制的に機能することで，それは軟骨内骨化の制御に重要な役割を担っている

14）． 本研究において Chm-1の局在は，3W および 7Wに認められたが，10Wで

は軟骨基質上に認められなかったことから，Chm-1の合成は発育に伴い，衰退す

ると思われる．一方で，脛骨粗面は骨端骨髄側から石灰化および骨化することが

知られている．以上のことから，脛骨粗面深層における形成過程には，Chm-1の
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発現抑制によって生じるものと思われる． 

 本研究は脛骨粗面の構造を組織学的な解析によって明らかにすることを目的

とし，Chm-1 と深層内の軟骨基質の酸性や中性などの水素イオン濃度に焦点を

当てて脛骨粗面の形成過程を明らかにした．しかしながら，本研究はアルシアン

ブルーPAS 染色による定性的な評価に基づき，結果を示したため，正確な水素イ

オン濃度を測定するに至らなかった．今後は水素イオン濃度の異なる培地を用

い，脛骨粗面の器官培養実験によってこれらの問題点を解決することを考えて

いる． 

 

5．結語 

 組織学的な検討に基づき，ラット脛骨粗面の発育過程には Chm1 の消失と pH

の上昇が関与することが示唆された． 

 

6．倫理審査 

本研究は東洋大学動物実験委員会の審査により承認された（No.2021-08）． 
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図 1．脛骨粗面における軟骨基質の pH の状態（脱灰パラフィン切片，bar=a-c:  

500μm，d-f: 200μm，g-l: 20μm） 

左: 前方，右: 後方，左列: 3週齢 (3W9，中列: 7 週齢 (7W)，右列: 10週齢 (10W)，

最上段: 脛骨粗面の弱拡大像，2 段目: 中拡大像，3 段落目: 深層前方の強拡大，

4段目: 深層後方の強拡大 

 3W の脛骨粗面深層は全体的にアルシアンブルー（青）に染められていたが， 

後方部には PAS 反応（ピンク色）が認められた．7Wおよび 10Wでは PAS 反応

が強く出現し，後方のみならず前方にまでその反応が認められた． 
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図 2．Chm-1 とアルシアンブルー染色の組織学的な関係（脱灰パラフィン切片， 

bar＝100μm） 

3週齢 (3W): 左段，7 週齢 (7W): 中段，10 週齢(10W): 右段 

 3W における Chm-1の免疫反応は深層内の軟骨基質全体で観察されたが，7W

では脛骨粗面深層下方に Chm-1の免疫局在が認められた．一方，10Wでは深層

の基質にその反応は基質上に認められなかったが，深層下方には Chm-1 の陽性

細胞が多く観察された．また，3Wにおける深層下方のアルシアンブルーPAS の

染色性は，アルシアンブルーが強く観察されたが，それは発育に伴い衰退し，

PAS 反応が強くなっていた． 
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第 4章  

下り走運動はラット脛骨粗面にオスグッド病を発症させる 

 

要約 

 オスグッド・シュラッター病（OSD）は思春期に発症する疾患で、脛骨粗面

に炎症、疼痛、隆起を引き起こす。OSDは大腿四頭筋の遠心性収縮が原因であ

ることが示唆されている。そこで本研究は、24匹のラットを下り走運動によっ

て大腿四頭筋の遠心性収縮をシミュレートした（DR）と対照群（CO）の 2群

に分け、実験を行った。DR には 1週間の予備的ランニングプログラムを行

い、その後 3週間の本番ランニングプログラムを行った。その結果、DR で

は、脛骨粗面の深層が COよりも大きくなり、遺伝子発現に関与する炎症性サ

イトカインが DR で上昇した。また、DR の前方関節軟骨と深部領域はサブス

タンス P に対して免疫反応性を示した。さらに、DR の深層に存在する軟骨細

胞は COに比べて小さなサイズの軟骨細胞が観察された。この要因には二つの

原因が考えられる。一つ目は運動に伴い基質が太く形成されたことであり、軟

骨細胞のサイズが小型化したと考えられる。このように、DR では、二つ目は

炎症性サイトカインの仲間である PGE2 の活性化によって軟骨細胞の分化が抑

制されたことである。これらの所見は、大腿四頭筋のエキセントリック収縮が

OSDの発症に関与している可能性を示唆している。この疾患の病態原理をより

よく理解し、効果的な治療法を開発するためには、さらなる研究が必要であ

る。 
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背景 

オスグッド・シュラッター病（OSD）は一般的に膝関節に発症し [1] 、その症

状には脛骨粗面の隆起、疼痛、炎症が含まれる [2] 。先行研究では、この病的状

態は思春期の男児において長期間持続する可能性があり [3] 、運動制限や日常

生活動作に大きな影響を及ぼすことが報告されている [4] 。大腿四頭筋は脛骨

粗面に埋入されており、同筋が収縮することで膝関節を伸展させる。また、OSD

は大腿四頭筋の反復的な偏心性収縮によって脛骨粗面に発症し、それは頻回な

キック動作や着地動作によってOSDを誘発することが明らかになっています[5, 

6]。そのため、OSDは特に活動的な思春期の男子に多くみられます。さらに、大

腿四頭筋と上腕三頭筋の柔軟性の低下も OSD の原因となり、脛骨結節の緊張が

高まり、強い収縮を引き起こすことが知られている[2]。 一方で、腱や靭帯が骨

に付着する箇所は enthesis と呼ばれ、脛骨粗面もその 1つであり、その部位には

線維軟骨が観察される  [2, 7]。一般に、スポーツによる関節包の損傷は、

enthesopathy 呼ばれる  [8]。棘上筋の挿入部位の炎症も、大結節で起こる

enthesopathy の一例であり、これは線維軟骨部の増加につながることがある [9]。

また、OSD における脛骨粗面の組織学的所見は、ほとんどが肉眼的な所見に基

づいて報告されている [10, 11]。 

 執筆者はラットの脛骨粗面の組織学的構造を観察し、表層と深層に分類した 

[8]。簡単に説明すると、表層部は膝蓋靭帯の線維が包埋されており、その部位は

発育とともに石灰化が進む。一般的に enthesis は、腱、非石灰化線維軟骨、石灰

化線維軟骨、骨の 4つのゾーンに分けられる[12]。先行研究によると、偏心性収

縮を伴うオーバーユース活動により、関節包内の線維軟骨の部分が増加する。大

腿四頭筋では、下り走運動の際に遠心性収縮が起こり、求心性収縮時に比べて脛

骨粗面が強く引っ張られる [13] 。対照的に、脛骨粗面の深層は未石灰化の硝子

軟骨で構成されている。成長初期の深層は未熟な軟骨細胞が観察され、成長期に

なると、肥大化した軟骨細胞が観察される [14] 。発育後期の深層では硝子軟骨

が観察されなくなるが、その部位には骨組織が形成される。一方で、骨端板は深

層と類似した構造をしており、活性の高い軟骨細胞が存在する部位は静止層と

増殖層と呼ばれる。骨端板の軟骨細胞は、増殖層で細胞の増殖を通じて骨格の成

長を遂げる[15, 16]。したがって、脛骨粗面の特徴を理解するためには、深層の

軟骨細胞を調べることが重要である。 

軟骨組織は、インターロイキン-6（IL-6）の発現に関与する炎症性因子ととも

に、過度の機械的ストレスによる炎症時に発達する [9] 。先行研究では、プロス

タグランジン E2（PGE2）が炎症性サイトカインの発現によって誘導され、合成

される [16, 17]。その機序として、最初にシクロオキシゲナーゼ 2（Cox2）が、

炎症時にアラキドン酸をプロスタグランジン H2（PGH2）に変換し、PGH2 は
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Ptgesによって PGE2 に合成する [16]。一般に、軟骨細胞の成熟は、未熟な軟骨

細胞の肥大に由来している [18-20]。しかし、PGE2 は軟骨マトリックスの石灰

化と同様に軟骨細胞の分化を抑制することが示されている [21] 。これらの事実

から、OSD は炎症性サイトカインと PGE2 合成を誘導し、これが脛骨粗面の分

化と石灰化に影響していると推測される。しかし、この仮説は、OSD の組織学

的構造が不明なため、まだ立証されていない。この問題は、OSD の動物モデル

を作れば解決できるが、そのようなモデルはまだ開発されていない。 

本研究では、ラットの大腿四頭筋の遠心性収縮と OSDの病態の観点から、OSD

の構造を再現することを目的とした。また、OSD における脛骨粗面の隆起には、

深層の軟骨細胞の増殖に起因するという仮説を立て、それを証明する。 

材料および方法 

ARRIVE guidelines 

本試験は、ARRIVEガイドライン 2.0の Essential 10 に従って実施した。各項目

の詳細を以下に示す。また、すべての実験が関連するガイドラインや規則に従

って行われたことを確認した。 

Study design, sample size, and outcome measures 

本研究は、ダウンヒルランニング運動を用いて OSDの組織学的構造を再現す

ることを目的とし、ダウンヒルランニング群とコントロール群の 2群に分けて

解析した。さらに、動物種、各群の頭数、1ケージでの飼育頭数を「実験デザ

イン」の項に記載した。本研究の目的は、動物の尊厳と研究結果の信頼性を確

保することである。実験計画書は、東洋大学大学院ライフデザイン研究科動物

実験・研究倫理委員会の承認を得た（承認番号：2019-04）。 

Inclusion and exclusion criteria, and randomization 

この実験に使用したラットはすべて解析の対象とした。全ラットの右脚を組織

学的解析に用い（n=12）、左脚を骨形態計測と遺伝子発現解析に用いた

（n=6）。さらに、この研究のグループ分けは、1から 24までの数字が不規則に

並んだカードを引いて、各グループに 12枚ずつ割り当てるという無作為化法

を用いた。その後、ラットをカードの番号に従って並べ替えた。 

Blinding 

実験と結果の初期評価は平井翠人が行い、その結果はグループ名を伏せたまま

藤川薫と大迫正史と共有された。 

Statistical measures 

本研究における統計分析は、IBM SPSS Statistics ver.26 で行った。また、2群間

の検定に対応関係のない t 検定を採用した。そのため、両群の n数は検定時に

すべて統一した。 
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Experimental procedures 

雄のWistar系統ラットを用い、ヒトの思春期に相当することから 6週齢のラッ

トを本研究に用いた。ラットは病原体のない状態で日本バイオサプライセンタ

ーから搬入されたが、運動実験用に遺伝子組換えはしていない。体重は実験終

了時に測定し、SDとともに表 1に示した。表 1 

Experimental animals 

室町機械株式会社製のトレッドミル（MK-690）を用いてランニング運動実験

を行った。 詳細なプロトコールおよび参考文献として用いた報告書は「実験

デザイン」の項に記載した。実験手順の簡略模式図を図 1に示す。また、実験

は海抜約 7メートルの東洋大学朝霞キャンパスで行った。さらに、すべての統

計分析には p値が含まれている。 

Experimental design 

合計 24匹のラット（6週齢、Wistar系統、雄）を、下り坂トレッドミル走行

（DR）群（n = 12）と対照（CO）群（n = 12）（日本バイオサプライセンター、

東京、日本）に無作為に分けた。ラットは 1 ケージ 4匹まで飼育し、水と餌を

自由に与えた（オリエンタル酵母工業株式会社、東京、日本）。本研究で用い

た走行プロトコールは、Soslowsky らの実験プロトコール[22]に基づいている。

本研究の目的は、OSD の過使用ラットモデルを開発することであった。DR プ

ロトコールは、1週間の予備走行と 3週間の本走行プログラムで構成された。

予備走の条件は、速度：10m/分、角度：-10°、時間：1回 30分、頻度：5日/週

であった。メインランニングの条件は、速度 17m/分、角度-15°、時間 60分（1

回）、頻度 5日/週であった。実験期間終了後、すべてのラットを炭酸ガスで安

楽死させ、脛骨近位部を 4％パラホルムアルデヒドで固定し、各種標本の矢状

断面を観察した。 

Non-decalcification specimens 

非脱灰標本は、石灰化状態を観察するためにリゴラック樹脂（日新 EM、東

京、日本）に包埋し、トルイジンブルーで染色した[23]。形態計測は 2-ヒドロ

キシエチルメタクリレート（GMA）樹脂標本で行い、矢状面上で 4μm で切片

化した。 

Paraffin-embedded sections and general stain 

標本はエチレンジアミン四酢酸溶液を用いて 3週間脱灰した。その後、標本を

パラフィンに包埋した。サフラニン O [24] で染色後、パラフィン包埋切片を光

学顕微鏡で観察した。 

Immunohistochemistry staining 
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まず、ウェットボックス内でキシレンに 1時間浸漬してパラフィンを除去し

た。次に、内因性ペルオキシダーゼをメタノール中 0.3% H2O2 で 15 分間除去

し、標本上のヒアルロン酸をヒアルロニダーゼで処理した（37℃、2 時間）。さ

らに、切片を 3%ウシ血清アルブミンで 30分間ブロックした。Substance P 

(Abcam, Cambridge, UK) (300 倍)を 0.3 % proteinase K で 15分間処理して免疫反

応を行い、一次抗体を標本上で 4℃で一晩インキュベートした。標本を光学顕

微鏡で免疫反応性を観察した。 

Morphometry in the tibial tuberosity 

脛骨結節の形態計測は、トルイジンブルー染色後の GMA標本の矢状面断面で

行った [25]．本研究では、全体、表層部、深層部、および骨膜の厚さを測定し

た。さらに、表層部は組織学的に膝蓋腱、線維軟骨、石灰化の 3つの部分に分

類した。すべての検体は脛骨の中心から測定し、前十字靭帯が巨視的に確認で

き、骨端板の軟骨柱の構造に違いがないことを組織学的に確認してから測定を

行った。本研究における形態計測は、WinROOF Version7.4.0（三谷商事株式会

社、福井県）を用いて、脛骨結節の「面積」、「厚さ」、「細胞数」を計測した。 

Quantitative real-time polymerase chain reaction 

まず、脛骨結節を TRIzol（Thermo Fisher Scientific、東京、日本）を用いて全

RNA抽出した。他の組織の total RNAとの混合を避けるため、脛骨結節下の骨

膜に切り込みを入れ、脛骨結節のみを取り出した。cDNAは iScript gDNA Clear 

Synthesis Kit（Bio-Rad, Hercules, CA, USA）を用いて合成した。Real-time PCR

は、CFX96 Real-Time System（Bio-Rad）を用い、TaqManプローブ（Thermo 

Fisher Scientific）を用いて行った。PCR 条件は以下の通りであった：95 °C で

20秒間の初期変性、95 °C で 15秒間の変性を 40サイクル、60 °C で 1分間の最

終伸長。GAPDH mRNA レベルは内部コントロールとして定量した。相対発現

レベルは、Δ（ΔCT）法を用いて算出した[26]。 

Statistical analyses 

すべてのデータは平均値±標準偏差で表した。統計解析は t 検定を用いて行っ

た。p値＜0.05を統計的に有意とみなした。さらに、すべての統計解析は IBM 

SPSS Statistics ver.26 を用いて行った。 
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結果 

脛骨結節の各部位の組織学的特徴 

脛骨結節は前方骨端上脛骨に存在し、DR の脛骨結節は COよりも大きく観察さ

れた (図 2）。 

両群の脛骨結節は、トルイジンブルー染色により深部と表層の 2 つの領域に分

けられた。深部領域は軟骨細胞と軟骨基質から構成されていた。一方、表層部は、

トルイジンブルーによる染色に基づいて組織学的に 3 層に分類された。膝蓋靭

帯部は、トルイジンブルーで染色されなかった膝蓋靭帯のみで構成されていた。

線維軟骨部は膝蓋靭帯の挿入部位であり、トルイジンブルーで薄く染色されて

いた。石灰化部は石灰化が強く、トルイジンブルーでは染色されなかった（図 3）。 

対照群（CO）の線維軟骨部は滑らかで薄いのに対し、DR のそれは粗く厚く、線

維軟骨部の前方部分が最も顕著であることが観察された。形態計測の結果、線維

軟骨部分の面積やその他の形態計測値において、CO群と DR 群の間に有意差が

認められた（図 4）。 

さらに、脛骨結節の隆起は DR 群で CO群より高く、脛骨粗面直下の骨膜は厚か

った。軟骨観察のために行ったサフラニン O 染色では、各群とも深部は染まっ

ていたが、表層部は染められていなかった。サフラニン O 染色における深層前

方部で比較すると、CO では肥大化した軟骨細胞が多く観察されたが、DR では

ほとんどが小型の軟骨細胞であった（図 5）。 

COの深部領域の軟骨細胞の大きさは DR より有意に大きかったが

（p=0.000009）、COの深部領域の軟骨細胞数は DR より有意に少なかった

（p=0.05）。(図 6）。 

脛骨結節の形態計測結果 

DR の脛骨結節における全体（p=0.005）、表層部（p=0.037）、深層部（p=0.04）

の面積は、COに比べて有意に高かった（図 4）。また、線維軟骨部分は DR と

COで有意差があったが（p≦0.0001）、石灰化部分（p＝0.577）と膝蓋腱部分

（p＝0.057）は差がなかった。さらに、DR は COよりも骨膜が有意に厚かった

（p=0.013）。 

痛みの免疫局在と遺伝子発現解析 

侵害受容線維の同定にはサブスタンス P が用いられた。DR 群では、脛骨結節

上の関節軟骨がサブスタンス P に強く免疫反応した。一方、CO群では、同じ

部位の免疫反応性は弱かった（図 7aおよび b）。サブスタンス P に対する免疫

反応性は両群とも深部に認められたが、DR 群ではより顕著であった（図 7cと

d）。 



43 

 

Ptges（p=0.033）と Ptgs2（p=0.028、PGE2 合成に関与）の遺伝子発現は、CO

群よりも DR 群で有意に上昇した。また、炎症性サイトカインの遺伝子発現は

DR 群で顕著であった（p≦0.001、図 8）。 
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考察 

筋、腱、靭帯から骨や軟骨組織への挿入部位は、関節包と呼ばれる。骨と軟骨の

挿入部位では、関節包のタイプが異なり、「線維性」と「線維軟骨性」に分類さ

れることがよく知られている [12]。線維軟骨型は、線維軟骨を介して骨に埋め

込まれている [27]。これらの報告は、挿入部位の組織学的観察が、関節包の構造

的特徴を理解するために不可欠であることを示唆しており、特に線維軟骨型に

ついては、脛骨粗面の挿入部位における線維軟骨部分の理解に役立つ。内反骨に

関する以前の研究では、使いすぎや誤った使用活動（偏心性収縮）によって線維

軟骨の数が増加することが明らかにされている [9] 。DR 群における脛骨粗面の

表層部および深層部の面積は、CO群よりも有意に高かった。このことから、大

腿四頭筋の収縮が脛骨結節に与える影響は、線維軟骨部分に現れている。脛骨結

節は間接型であることが確認され、DR 時の収縮は脛骨結節全体の組織構造に影

響を与えると推測された。大腿四頭筋の収縮力の初期は線維軟骨部に伝達され、

発育期に体重負荷が大きくなるにつれて伝達される力は増加する [23] 。関節包

は収縮力を分散させるだけでなく、腱や筋線維と骨との間の移行帯として機能

し、直接付着するのを防いでいる [23, 28]。CO群の線維軟骨の組織学的構造は

薄く滑らかであったが、DR 群のそれは厚く、前方部分が最も顕著であった。こ

れらの結果から、前方の線維軟骨部分は、膝蓋腱の強い収縮、DR 荷重と大腿四

頭筋の収縮による機械的ストレスに抵抗できると推測される。従って、大腿四頭

筋の脛骨結節に対する収縮力が、収縮の強さに応じて線維軟骨部の構造変化を

誘発したものと推測された（図 9a）。さらに、DR 群の骨膜の厚さは、CO群に比

べ有意に厚かった。膝蓋腱は脛骨結節を貫通して骨膜に接続するため，DR 群で

は骨膜の厚さ，表層の面積がそれぞれ CO 群より有意に高かった。したがって、

表層領域が大きくなると、骨膜が厚くなるだけでなく、脛骨の粗面全体も大きく

なることが推察される。 

成長初期は脛骨結節全体に未熟な軟骨細胞が存在し、マトリックス周辺では非

石灰化の状態が維持されていた。成長期の脛骨結節は、石灰化状態とは異なる表

層部と深層部が観察され、成長後期には脛骨結節全体が骨化していた。したがっ

て、成長期における脛骨結節の構造変化は、非石灰化軟骨の正常な骨化過程とし

て理解できる。一方、PGE2 は炎症性サイトカインと考えられており [29]、軟骨

細胞の分化を阻害することが報告されている [30]。さらに、軟骨細胞の分化は

PI3K/Akt シグナル伝達経路によって制御されている [31]。一般に、軟骨細胞の

分化過程は、間葉系幹細胞が未熟な軟骨細胞（小軟骨細胞）に変化することから

始まり［32］、未熟な軟骨細胞が成熟して肥大化した後、その周囲の軟骨基質が

石灰化する［33, 34］。しかし、PKA/PKC シグナル伝達経路は、PGE合成によっ

て制御される軟骨細胞の分化を阻害する [21]。つまり、PGE2 は軟骨細胞の分化
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と軟骨組織の石灰化を抑制することができる。本研究では、safranin O 染色の結

果、各群で深部領域が確認され、DR では COとは対照的に小さな軟骨細胞が複

数観察された。したがって、DR では脛骨結節が石灰化と軟骨細胞の分化を抑制

していると推測される。このことは、深部領域における遺伝子発現と形態計測に

大きなばらつきがあることからも支持される。深部領域は、COよりも DR で有

意に高かった。したがって、DR の脛骨結節は軟骨組織として残っており、石灰

化しない状態にあると推測される。さらに、PGE2 合成に関与する Cox2 と Ptges

の遺伝子[35, 36]が、DR で有意に発現していた。前述のように、PGE2 は軟骨組

織の石灰化を抑制する。したがって、大腿四頭筋の偏心性収縮によって深部の軟

骨細胞の分化が抑制され、その結果、脛骨結節が成長すると推測される。この過

程には PGE2 合成が関与していると考えられている。 

DR では、脛骨結節に有意なレベルの IL-6 が発現していた。IL-6は炎症性サイト

カインとして広く知られており、内果の炎症に関与している [9, 37]。したがっ

て、この DR プロトコールは、脛骨結節に炎症性サイトカインを誘導すると考え

られる。さらに、DR を行った脛骨結節では、自由神経終末から伝達される痛み

物質として広く認識されているサブスタンス P の強い免疫局在が認められた

[38]。PGE2 の主な機能は、軟骨細胞の分化抑制だけでなく、疼痛閾値のダウン

レギュレーションである[38-40]。したがって、DR における脛骨結節は、OSDと

同様に、炎症、疼痛、隆起によって引き起こされたと思われる。さらに、DR に

おける深部領域と関節軟骨のサブスタンス P の強い反応には、関節包の力学的

機能が関与していると考えられる。関節包の線維軟骨は機械的応力によって変

動し、線維軟骨は引張、せん断、圧縮力から関節包を保護することが知られてい

る[15, 41]。我々は、膝蓋腱の収縮力には線維軟骨の構造変化が関与していると

考えた。深部は軟骨組織のみで構成されており、膝蓋腱は埋没していなかった。

この点から、この部位には収縮力の代わりに剪断力が作用していると推測され

た（図 9b）。遺伝子発現から、大腿四頭筋のエキセントリック収縮により、炎症

性サイトカインと Ptges（石灰化の抑制に関与）の発現が上昇することが明らか

になった。さらに、DR では膝蓋腱後方の関節軟骨がサブスタンス P と反応する

ことが示された。したがって、大腿四頭筋の収縮により膝蓋腱が後方に圧迫され

ることで、前方の関節軟骨に摩擦が生じたと考えられる。しかし、機械的ストレ

スを軽減する環境は、軟骨の石灰化を促進する[42, 43]。OSDの症状は、深部の

石灰化を抑制し、線維軟骨部分の石灰化を促進することに関与していると考え

られている。 

OSD の治療法や予防法はまだ確立されていないが、反復的な偏心性収縮によっ

て脛骨結節に OSDが誘発されることは明らかである。以前の研究では、ラット

の DR 中に偏心性収縮が起こることが報告されており、今回の研究でもそれが
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実施された。本研究は、OSD構造の解明に貢献し、OSDの治療と予防に道を開

くことを目的とする。とはいえ、この研究にはいくつかの限界がある。OSD は

特に活動的な思春期の男児によく見られるが、本研究ではラットしか使用して

いない。脛骨結節 DR の構造はヒトとラットで比較的類似しているが、回復過程

が同じかどうかは不明である。この疑問を解決するためには、さらなる研究が必

要である。 
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図 1.簡略化した模式図 
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図 2.脛骨粗面の肉眼解剖（bar=3mm, 肉眼解剖標本） 

黄色枠内：脛骨粗面 

a-d; Control (CO), e-h; Downhill Running (DR) 

 

 

図 3.脛骨粗面の基本構造（bar=100µm, 非脱灰リゴラック樹脂研磨標本, トルイ

ジンブルー染色） 

▲＝線維軟骨部、＊＝石灰化部、〇＝骨膜 

a-d; Control (CO), e-h; Downhill Running (DR) 
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図 4.脛骨粗面における形態計測 

＊：p=< 0.05 

a-d; Control (CO), e-h; Downhill Running (DR) 
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図 5.深層内の軟骨細胞の比較（bar=上段 200µm, 下段 20µm, 脱灰パラフィン切

片, サフラニン O染色） 

a-d; Control (CO), e-h; Downhill Running (DR) 

 

図 6.深層軟骨細胞の形態計測 

a-d; Control (CO), e-h; Downhill Running (DR) 
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図 7. 疼痛物質の免疫局在（bar=200µm 上段, 50µm, a and c=CO, b and d=DR） 

a, c; Control (CO), b, d; Downhill Running (DR) 
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図 8.脛骨粗面における遺伝子発現解析 

P=＜0.05 

a-d; Control (CO), e-h; Downhill Running (DR) 
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図 9a.線維軟骨部の構造からみる機械的刺激の伝達力の違い 

 

 

 

図 9b.疼痛物質の局在からみた力学的ストレスの概念図 
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第 5章  

ラット脛骨粗面の石灰化に及ぼす荷重軽減の影響 

 

要約 

 脛骨粗面には、膝蓋靭帯が埋入された表層と未石灰化軟骨が形成されている

深層が存在する。オスグッド・シュラッター病は、脛骨粗面の石灰化が抑制さ

れるために発症する。また、脛骨粗面は加齢とともに石灰化する。一方で、荷

重の減少は軟骨マトリックスを分解し、石灰化を促進することから、脛骨粗面

への機械的刺激が減少することで石灰化が促進されると思われる。しかし、こ

の仮説はまだ証明されていない。そこで我々は、機械的刺激軽減が脛骨粗面の

組織構造と石灰化メカニズムに及ぼす影響を調べることを目的とした。7週齢

のWistar系雄性ラット 20匹を後肢懸垂群（HS、n＝10）と対照群（CO、n＝

10）に分け、荷重軽減が脛骨粗面の石灰化に及ぼす影響を調べた。両群で脛骨

粗面の表層と深層が観察観察された。HS の脛骨粗面は COに比べて深層の領域

が狭く（p = 0.000539）、HS では軟骨組織に加えて未熟な骨組織も観察された。

さらに、Enpp1の発現は群間で有意な差は認められなかったが（p = 0.804）、

HS では Alpl（p＝0.001）とMmp3（p＝0.006）の発現が増加した。その一方

で、Timp3 の遺伝子発現は減少していた（p＝0.002）。この遺伝子発現の傾向

は、関節軟骨の石灰化と骨化を伴う変形性関節症モデルラットにおけるものと

類似していた。また、HS の脛骨粗面には未熟な骨組織が認められた。この研

究の結論として、機械的刺激の減少は脛骨粗面の異常な石灰化による病理学的

な変化を引き起こしたと考えられた。これらの所見は、機械的刺激の減少が脛

骨粗面病理学的構造変化を導くため、適度な運動が重要であることを強調して

いる。 
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背景 

脛骨粗面は、膝蓋靭帯を介して大腿四頭筋の線維内に埋め込まれている(Suito 

et al., 2022)。硬組織における靭帯線維の埋入部位は「enthesis」と呼ばれ、主に線

維軟骨、線維芽細胞、コラーゲン線維によって構成されている（Apostolakos ら、

2014）。組織学的には、脛骨粗面は表層（膝蓋腱の線維が埋まっている）と深層

（硝子軟骨で形成されている）から構成されている（Suito et al.、2021）。成長初

期の脛骨粗面深層は未熟な軟骨細胞から形成され、深層の軟骨基質は非石灰化

であるが（Suito et al.2021）、その部位は最終的に骨化する。これらの事実から、

加齢に伴う機械的ストレスの増加が、脛骨粗面の発達に関与していると推測さ

れる。  

 オスグッド・シュラッター病（OSD）は、脛骨粗面のスポーツ障害として広く

認知されており（渡辺ら、2018）、隆起、炎症、疼痛を特徴とする（Gholve ら、

2007）。OSD の治療には、アイシング、ギプスによる膝関節固定、運動制限、非

ステロイド性抗炎症薬による炎症抑制などがあり、なかでも運動制限と膝関節

固定は他よりも使用頻度が高い（Smith & Varacallo, 2019）。しかし、思春期の旺

盛な骨格成長は運動制限によって損なわれるため、OSD の発症は予防すべきで

ある。近年、ラットダウンヒルランニング実験後の脛骨粗面が OSDの脛骨粗面

の状態と類似していることが報告された（Suito ら、2023）。その実験において、

OSD は深層の石灰化が抑制されることにより、脛骨粗面全体の過剰な形成と関

連していた。加えて、下り坂のランニングは、脛骨粗面の線維軟骨部（表層上部）

の石灰化面積を増加させていた。我々は、脛骨粗面における機械的ストレスの増

大が、線維軟骨部と深層部の組織学的構造に影響を与えると結論づけた。対照的

に、別の研究では、機械的応力が減少すると、深部の関節（ヒアリン）軟骨マト

リックスが分解されると報告している（Zeng ら、2022年）。さらに、OAでは軟

骨マトリックスの分解後に関節軟骨が骨化することが知られている（Fang ら、

2018）。したがって、機械的ストレスが減少すると、ヒアルロン酸軟骨が骨組織

に置き換わると推測される。 

硝子軟骨の基質は、マトリックスメタロプロテアーゼ（MMPs）と組織メタロ

プロテアーゼ阻害タンパク（TIMPs）の活性のバランスによって維持されており、

MMP 活性の上昇や TIMP 活性の低下によって軟骨基質は破壊される

（Chubinskayaら、1999；Hemmati-Sadeghi ら、2018）。対照的に、硝子軟骨の石

灰化は、エクトヌクレオチドピロホスファターゼ／ホスホジエステラーゼ-1

（ENPP1）と組織非特異的アルカリホスファターゼ（TNAP）によって制御され

ている。生体内の軟骨マトリックスの石灰化は、ENPP1 によって常に抑制され

ている（Jin et al.） ENPP1 は ATP からピロリン酸（PPi）と AMP を生成する

（Maulding ら、2021）；PPi はアパタイト形成を抑制する。しかし、ENPP1 が変
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異すると（Zhangら、2007 年）、TNAP が活性化され、PPi を無機リン酸（Pi）に

変換する。Pi はアパタイトを形成し、in vivo での組織石灰化を促進することが

知られている（Anderson ら、2004；Darrieutort-Laffite ら、2023）。一方で、軟骨

細胞のメカノセンサーは、Piezo1 と transient receptor potential subfamily vanilloid 

member 4（TRPV4）を発現している（Ren ら、2022；Xuら、2019）。先行研究で

は、Piezo1 と TRPV4 は OA 発症において発現が低下すると報告されている

（Lawhornら、2020；Wangら、2022）。これらの研究は、脛骨粗面への機械的刺

激を変化させることで、脛骨粗面の石灰化に影響を及ぼすことが推測される。し

かし、この過程における遺伝子発現の変化は、依然として不明である。 

 そこで本研究では、機械的刺激の減少が脛骨粗面の組織構造に及ぼす影響

を明らかにし、石灰化の基礎となるメカニズムを解明することを目的とした。 

 

材料および方法 

ARRIVE guidelines 

本試験は、ARRIVE2.0 ガイドラインの Essential 10 に従って実施した。各項目

の詳細を以下に示す。 

Animals 

本研究では、ヒトの思春期に相当する Wistar 系雄性ラット（7週齢）を用い

た。7週齢のラットの脛骨粗面は未熟であり、この年齢のラットは OSD のモデ

ルに用いられている（Suito ら、2023）。ラットは日本バイオサプライセンター

（東京、日本）から特定の病原体フリー条件下で調達し、運動実験用に遺伝子

組換えをしなかった。実験終了時に測定した体重を標準偏差とともに表 1に示

す。20匹のラットを後肢懸垂群（HS；n＝10）と対照群（CO；n＝10）に分け

た。ケージあたり 2匹までのラットを収容し、水と餌（オリエンタル酵母工業

株式会社、東京、日本）を自由に摂取できるようにした。HS 群のラットは後

肢が床に触れないようにクリップで尾を天井から吊るした。ただし、餌と水は

床に触れることなく自由に摂取できるようにした。後肢の懸垂中に過度の虚血

を防ぐために綿を使用した。3週間の実験期間終了後、すべてのラットを炭酸

ガスで犠牲にした（図 1）。実験は東洋大学朝霞キャンパス（海抜約 7m）で行

い、東洋大学大学院ヒューマンライフデザイン研究科動物実験・研究倫理委員

会（東京都、第 2022-06号）の承認を得た。 

Inclusion and exclusion criteria and randomization 

本実験で使用したすべてのラットを解析対象とした。すべてのラットの右肢を

組織学的解析に用い（n = 10）、左肢を骨形態計測と遺伝子発現解析に用いた
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（各 n = 5）。さらに、1～20の数字が不規則に並んだ抽選カードと各群 10枚の

選別カードを用いて動物の選別を行った。さらに、カードの番号に従ってラッ

トを選別した。 

実験と結果の初期評価は平井翠人が行い、藤川薫と大迫正史と結果を共有した

が、グループ名は明らかにされなかった。 

Non-decalcified specimens 

非脱灰標本は、リゴラック樹脂（3801TB12T；日新 EM、東京）に包埋後、薄

く粉砕し、1％トルイジンブルー染色で 45秒間定性観察した。形態計測は、

GMA樹脂（086-04385；富士フイルム和光純薬株式会社、大阪、日本）中の標

本切片に用い、全自動回転式ミクロトーム（RM2255；Leica、Nussloch、ドイ

ツ）を用いて矢状面に沿って切片化した（厚さは 4μm）。組織形態計測法を用

いて、前後方向の線維軟骨部分の面積と長さを測定した。その後、石灰化した

線維軟骨部分の面積を測定した。さらに、脛骨結節を骨膜の厚さ、深部と表層

の 3つの位置で測定した（各群で測定、n＝5）。 

Decalcification of sections 

パラフィン（415-25791；富士フイルム和光純薬）に包埋し、切片化する 3週間

前に、8％EDTA（349-01863；同仁堂、熊本、日本）を用いて標本を脱灰した。

脱灰した標本は、REM-710レトラトーム（ヤマト、埼玉県）を用いて矢状面に

沿って 4μm で切片化した。切片は、サフラニン O染色を 5分間行った後、光

学顕微鏡（BX53；OLYMPUS、東京、日本）で観察した。 

Immunohistochemistry 

まず、パラフィン切片を、キシレンを用いて脱パラフィンした。その後、

Collagen type 10および TNAP（両者ともに 300 倍）に、ヒアルロニダーゼ

（18240-36; Nacalai Tesque, Inc. 反応終了後、Alexa Fluor 488 (ab150077; Abcam)

を用いて 25℃で 30分間処理した。最後に、4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 

ab104139; Abcam)を用いて核染色を行った。 

Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

まず、TRIzol 試薬（15596026; Thermo Fisher Scientific, Chiba, Japan）を用いて脛

骨結節から全 RNAを抽出した。cDNAは、iScript gDNA Clear synthesis kit 

(172530; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)を用いて、260/280 nm の励起/

発光における吸光度を確認した後、製造者の指示に従って合成した。RT-qPCR

は、CFX96リアルタイムシステム（Bio-Rad Laboratories）を用い、TaqMan プ
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ローブ（Thermo Fisher Scientific）を用いて行った。PCR 条 件は以下の通り：

95 °C で 20 秒間の初期変性、95 °C で 15 秒間の変性、60 °C で 1 分間の最

終伸長を 40 サイクル行った。Rn45S mRNAを内部コントロールとして用い

た。相対発現量は ΔΔCT法（Livak & Schmittgen, 2001）を用いて算出した。 

Statistical analysis 

統計解析は SPSS version 26 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)を用いて行った。2群間

の検定に対応のない t 検定を行った。さらに、ピアソン積率相関係数を用いた

相関分析を行った。結果は p<0.05で統計的に有意とみなされた。 



65 

 

結果 

実験動物の微生物学的状態と体重を ARRIVE チェックリストに従って記録した

（表 1）。CO群および HS 群の動物の平均体重は、それぞれ 292.3±4.5g および

273±12.5g であった。 

Comparison of tibial tuberosity histology 

両群の脛骨粗面では表層と深層が観察された（図 2）。表層の上部には両群と

も石灰化した線維軟骨部が形成されていた。一方、COの深層は、HS よりも広

い非石灰化軟骨を示し、後者における深層の組織学的観察では未石灰化軟骨と

未熟な骨組織の両方が認められた（図 2）。HS の線維軟骨と骨膜は CO 群のよ

りも薄かった。トルイジンブルー染色では、COの脛骨粗面深層は軟骨基質に

メタクロマシアを認めたが HS では認められなかった。サフラニン O は両群の

深層に染色されたが、HS ではその染色領域が狭く観察された（図 3）。 

Load reduction promotes ossification in the tibial tuberosity 

HS の脛骨粗面全体と深層の面積は COより有意に小さかった（p = 0.000539）

が、表層の面積は有意に変化しなかった（p = 0.469）（図 4a-c）。注目すべき

は、脛骨粗面全体において、COにおける深層の面積が 38％を占めていたのに

対し、HS 群では 11％に減少していたことである（図 4d）。さらに、HS の骨膜

の厚さは COのそれよりも有意に薄く（p≦0.01）（図 4e）、脛骨粗面全体の面積

と正の相関を示した（r＝0.982）。線維軟骨部の長さは、HS において面積が減

少したが（p = 0.028）、有意な変化はなかった（p = 0.866）（図 4f, g）。特筆すべ

きことに、COと HS 群では、脛骨結節全体と深部の面積の間に正の相関が観察

された（r = 0.902）。 

Matrix degradation and promotion of calcification in the tibial tuberosity 

COにおける脛骨粗面の深層および線維軟骨部には TNAP 免疫反応性は認めら

れなかった（図 5a-c、および g-i）。一方、HS では、深層および線維軟骨部に

TNAP の免疫局在が観察された（図 5d-f、j、l）。HS における Enpp1の発現

は、いずれの群においても有意な変化は認められなかった（図 6a）。しかし、

HS における Alpl（TNAP をコードする）と FGF23 の発現レベルは CO 群より

も高かった（図 6bと c）。Enpp1と Alpl の発現レベルには相関はなかった（r = 

0.111、p = 0.76）。対照的に、HS では COに比べ、Mmp3 の発現量が増加し、

Timp3 の発現量が減少していた（図 6dおよび e）。前述の相関とは異なり、

Mmp3 と Timp3 の発現は負の相関を示した（r = -0.830, p = 0.003）。さらに、

Trpv4発現はいずれの群でも有意な変化はなかった（図 6f、p = 0.435）。しか

し、Piezo1 の発現は HS で有意に増加した（図 6g、p = 0.001）。さらに、Piezo1
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と Trpv4発現は有意な相関を示さなかった（r = 0.507, p = 0.134）。さらに、各遺

伝子の発現量間の相関係数を算出した（図 7）。Enpp1の発現量は、Alpl を含む

他の遺伝子の発現量と有意な差はなかった。しかし、Alpl の発現は、Mmp3（r 

= 0.876、p = 0.001）や Timp3（r = -0.758、p = 0.011）といった軟骨マトリック

スの分解に関与する因子の発現（p = 0.001）と有意な相関を示した。Alpl と

Piezo1 の発現量にも有意な正の相関が認められた（r = 0.917, p = 0.0002）が、

Alpl と Trpv4の発現量には有意な相関は認められなかった（r = 0.419, p = 

0.229）。メカノセンシングと基質分解に関与する遺伝子の発現量の相関につい

ては、Piezo1 はMmp3 の発現量と有意な正の相関（r = 0.769、p = 0.009）を示

し、Timp3 の発現量とは有意な負の相関（r = -0.783、p = 0.007）を示した。さ

らに、Alpl（r＝0.639、p＝0.047）、Mmp3（r＝0.871、p＝0.001）、Piezo1（r＝

0.672、p＝0.033）の発現レベルは、Fgf23の発現レベルと正の相関を示した。 
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考察 

本研究における HS は、未成熟な骨組織を形成していた。enthesis は組織学的

構造の違いから線維性と線維軟骨性に分類される。線維性タイプでは、コラー

ゲン線維は骨幹部の骨膜に埋め込まれているのに対し、線維軟骨性タイプで

は、コラーゲン線維は骨端に埋め込まれている。特に線維軟骨型は、組織への

機械的ストレスの影響を反映し、線維軟骨の石灰化として現れる(Apostolakos et 

al., 2014)。脛骨粗面に埋め込まれた膝蓋靭帯の線維は、石灰化した線維軟骨と

して現れる。したがって、脛骨粗面は機械的ストレスに対して過敏であり、後

肢懸垂中の機械的ストレスの低下は、脛骨粗面の組織学的構造に影響を及ぼす

と推定される。脛骨粗面の深層は、加齢とともに骨組織に置換される。注目す

べきは、以前の研究で、OSDのラットモデルでは、前方の線維軟骨部が厚く観

察されたことである。（Suito ら、2023）。我々は、この構造が大腿四頭筋の収縮

力や運動強度に関連していると仮定した。そのため、機械的ストレスを変動さ

せることで、深層および線維軟骨部の構造への影響を解析することができた。

この仮説と一致して、HS では COと比較して、深層と線維軟骨部に有意差が認

められた。これまでの研究で、負の負荷は腱の弾性を低下させることが示され

ている(Almeida-Silveira et al., 2000)。さらに、この状態は、enthesis にかかる機

械的ストレスを減少させることが知られている(de Boer et al., 2007)。これらの

結果から、荷重軽減は脛骨粗面の組織学的構造に影響を与え、石灰化を促進さ

せることが示唆された。OSD患者は脛骨粗面への負荷を軽減するために、安静

治療がしばしば用いられている（Harold & Nathan, 2018）。これらの知見は、荷

重軽減が脛骨粗面の石灰化に影響を与え、OSD 治療を助けるという観察を支持

するものである。我々の研究では、OSDが深部の石灰化を抑制することが示さ

れた。しかし、HS において脛骨粗面に未熟な骨組織が観察された事実は無視

できない。OSDは過度の運動によって引き起こされるため（Gaweł & 

Zwierzchowska, 2021）、治療後、患者は徐々に運動活動に参加するようになると

推測される（Guldhammer et al.） これらの事実から、OSDにおける機械的刺激

を減らした治療は、未熟な骨組織を作るため、運動量の多いアスリートには不

向きであると考えられる。 

 脛骨粗面の大きさは深層の面積に依存し、深層の石灰化が抑制されると脛骨

粗面が大きく形成される。典型的な例が OSD であり、脛骨粗面の石灰化に関

する研究は、その病態を理解する上で重要である。さらに、病的な石灰化、例

えば動脈の石灰化にも TNAP 発現の増加が関与している。関節の石灰化も例外

ではなく、TNAP は石灰沈着性腱炎の発症と関連している（Gosens & Hofstee, 

2009）。このように、TNAP は石灰化を促進するようである。本研究では、

TNAP は線維軟骨と深部の周囲に出現した。先に示したように、HS では線維軟
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骨部の面積が増加したのに対し、深層の面積は減少した。以上の観察から、HS

による荷重軽減が線維軟骨部および深層の石灰化を促進したと推測された。中

でも深層の面積は脛骨粗面の成長を左右し、脛骨結節内の深部の割合は将来の

大きさを決定する重要な因子である。今回の研究では、脛骨結節内の深部の割

合は、CO群では 38％であったのに対し、HS 群ではわずか 11％に減少した。

したがって、荷重軽減により、脛骨結節の発育は予想より早く完了するようで

ある。骨膜の厚さと脛骨結節全体の面積との間にも正の相関が認められた。こ

れらの所見は、骨膜と深部が脛骨結節の成長を決定する重要な因子であること

を示唆している。 

我々は、基質分解因子のレベルによって示されるように、HS の脛骨粗面は

異常で脆弱であるという仮説を立てた。MMP-3は軟骨マトリックスを分解する

ことが知られており、OA初期に合成される（Chen ら、2014；Shi ら、2016）。

しかし、MMP-3の機能は TIMP-3によって常に阻害されている（Bhattacharjee 

& Katti, 2022; Tong et al.） したがって、軟骨基質は、MMP-3レベルの増加およ

び／または TIMP-3発現の減少時に分解される。HS の脛骨粗面では、Mmp3 は

発現上昇していたが、Timp3 は発現低下していた。さらに、Mmp3 と Timp3 の

発現は負の相関を示した。したがって、HS の脛骨粗面の深層では軟骨基質の

分解が亢進していると考えられる。さらに、深層の面積が脛骨粗面の成長を決

定し、脛骨粗面内の深部の割合が将来の大きさを決定する重要な因子であるこ

とから、HS の脛骨粗面は発育を促進していると考えられた。しかし、この過

程は OA発生のそれと似ている。 

Alpl の発現と軟骨マトリックスの分解に関与する遺伝子の発現との間に観察

された相関関係は、上記の仮説を支持するものである。本研究では、Alpl と

Mmp3 の発現の間に有意な正の相関が観察され、Alpl と Timp3 の発現の間には

負の相関が観察された。すなわち、脛骨結節では軟骨基質の分解によって石灰

化が促進される可能性があり、Mmp3 のアップレギュレーションと Timp3 のダ

ウンレギュレーションは OAなどの異常な状態を反映している。したがって、

脛骨結節の軟骨基質の分解が、石灰化が促進されている状態を把握することが

できる。ENPP1 は生体内で石灰化を制御する重要な因子である。ENPP1 は ATP

を AMP と PPi に分解し、PPi は石灰化を抑制する。一方、TNAP は PPi を Pi に

変換し、後者は石灰化を促進する。これらの知見から、ENPP1 と TNAP の関係

は、石灰化の基礎となるプロセスを理解する上で重要であると推測された。さ

らに、ENPP1 の欠損は、アテローム性動脈硬化症（Nitschkeら、2011 年）、過

剰な骨石灰化、OA（Bertrand ら、2012年；Zhang ら、2016年）など、さまざ

まな疾患を引き起こす可能性がある。したがって、ENPP1 の欠損と TNAP の発

現は、in vivo での石灰化を促進する可能性がある。対照的に、線維芽細胞増殖
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因子 23（FGF23）は enthesis の形成に関与することが知られている（Ferreira

ら、2022）。Alpl と Fgf23 は有意に発現が上昇したが、Enpp1の発現は 2群間で

差がなかった。さらに、Enpp1と Alpl の発現の間には相関は認められなかっ

た。したがって、HS における脛骨結節骨化の原因は、Enpp1の発現状態とは関

係なく、むしろ TNAP や FGF23 といった石灰化促進因子の活性化にあるのか

もしれない。 

 前述のように、OA では石灰化が促進される（Fang ら、2018） 近年、

Piezo1 と TRPV4が軟骨のメカノセンサーとして同定された（Gao ら、2022） 

TRPV4は軟骨の保護に必須である（O'Çonorら、2014）。TRPV4の活性化は II

型コラーゲンとグリコサミノグリカンの発現を増加させたが、軟骨細胞を

GSK205（既知の TRPV4 阻害剤）で処理すると、II型コラーゲンのレベルが有

意に低下し、MMP のレベルが上昇した（O'Çonorら、2014；Savadipour ら、

2022；Trompeterら、2021）。Piezo1 は、軟骨内骨化に必要であることから、「軟

骨細胞のメカノセンサー」としても知られている（Hendrickxら、2021）。これ

らのメカノセンサーの違いはその感度にあり、Piezo1 は高負荷下で活性化され

るのに対し、TRPV4 は低力学的ストレス下で活性化される（Lee ら、2014；

Nims ら、2021）。このように、TRPV4と Piezo1 は軟骨細胞においてメカノセ

ンサーとして機能しているが、その機能は異なっている。本研究では、Trpv4

の発現はいずれの群でも有意な変化はなかったが、HS における Piezo1 の発現

は COよりも有意に高かった。さらに、HS では脛骨粗面が骨化していたにもか

かわらず、Piezo1 と Trpv4の発現は有意な相関を示さなかった。Piezo1 と

Mmp3 の間には正の相関が、Piezo1 と Timp3の間には負の相関が観察されたの

である。このことから、軟骨内骨化は軟骨基質の分解とともに進行することが

示唆された。したがって、脛骨粗面の機械的ストレスが減少すると、軟骨細胞

の保護機能には影響がないものの、Piezo1 活性による骨化が生じた。しかし、

HS の脛骨粗面の組織学的所見では、未熟な骨組織が形成された。従って、

Piezo1 のメカノセンサー活性により未熟な骨組織が形成された推測される。 

 現在、レクリエーション活動（ビデオゲームなど）の増加により、日常的

な活動は減少している（Valovich McLeod ら、2011） Gholveら（2007）は、

OSDは 12～15歳で発症すると報告しており、最近では、OSDは 12.1 歳で発症

すると報告されている（Gaulrapp & Nührenbörger, 2022）。これらの研究から、

OSDの発症年齢は低下していると結論づけられる。本研究における HS の脛骨

粗面の組織学的および遺伝子発現解析から、脛骨粗面の外傷リスクが増加して

いることが明らかになった。これらの事実は、運動量が少ないと OSD を発症

するリスクが高くなるため、思春期の子どもたちに警鐘を鳴らすものである。

しかし、少年は一般的に完全な成人とはみなされていないため、環境に対する
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完全な権限を有しておらず、そのような活動の機会を十分に利用することもで

きない。したがって、まだ発達途上であり、資本や完全な自由、無制限の機会

を利用できない人に、全責任を負わせることはできない。したがって、OSDの

予防には、大人（例えば、医師、教師、スポーツ指導者、両親）の援助が必要

である。 

 結論として、後肢の荷重軽減は軟骨基質の分解と深層の石灰化促進をもた

らし、脛骨粗面の成長が予想より早く完了したことを示唆した。機械的刺激を

減らした際に脛骨粗面の石灰化が促進されたのは、TNAP と FGF23 だけでな

く、脛骨粗面の骨化に関与する Piezo1 メカノセンサーも活性化されたためであ

った。本研究の結果は、脛骨結節の石灰化が TNAP、FGF23、Piezo1 によって

促進されることを示している。 
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Table 1 

Group Microbiological status Weight ± SD (g) 

Control  Specific-pathogen free 292.3 ± 4.5 

Hind-limb suspension  Specific-pathogen free 273.3 ± 12.5 

表 1.ラットの特性 
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図 1.研究手順 
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図 2.脛骨粗面の構造の比較 

(bar = 200 µm, 非脱灰リゴラック樹脂研磨標本, トルイジンブルー染色) 

a-d; Control (CO), e-h; Hindlimb Suspension (HS) 

 S: 表層, D: 深層, F: 線維軟骨部, B; 骨組織 
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図 3.深層軟骨組織の構造的特徴 

(bar = 200 µm, 脱灰パラフィン切片, サフラニン O染色) 

a-d; Control (CO), e-h; Hindlimb Suspension (HS) 

黄色枠内; 脛骨粗面内の軟骨組織 
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図 4.荷重低減による脛骨粗面の形態計測結果の比較 

（GMA樹脂薄切標本, *p < 0.05 and **p < 0.01.） 

a-d; Control (CO), e-h; Hindlimb Suspension (HS) 
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図 5.石灰化促進因子の局在 

(bar=50µm, 脱灰パラフィン切片, 蛍光免疫染色) 

a-d; Control (CO), e-h; Hindlimb Suspension (HS) 

青; 核, 緑; TNAP 
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図 6.脛骨粗面内の遺伝子発現解析の結果 

a-d; Control (CO), e-h; Hindlimb Suspension (HS) 

(Housekeeping; Rn45S ) 
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図 7.遺伝子発現解析による群間の相関関係 

  

r= p=

Enpp1 - Alpl 0.111 0.76

Enpp1 - Mmp3 0.68 0.852

Enpp1 - Timp3 0.377 0.283

Enpp1 - Trpv4 -0.242 0.501

Enpp1 - Piezo1 -0.74 0.838

Alpl - Mmp3 0.876 0.001

Alpl - Timp3 -0.758 0.011

Alpl - Trpv4 0.419 0.229

Alpl - Piezo1 0.917 0.0002

Mmp3 - Timp3 -0.83 0.003

Mmp3 - Trpv4 -0.31 0.931

Mmp3 - Piezo1 0.769 0.009

Timp3 - Trpv4 -0.211 0.558

Timp3 - Piezo1 -0.783 0.007

Trpv4 - Piezo1 0.507 0.134

Fgf23-Enpp1 0.266 0.458

Fgf23-Alpl 0.639 0.047

Fgf23-Mmp3 0.871 0.001

Fgf23-Timp3 -0.621 0.055

Fgf23-Trpv4 -0.118 0.746

Fgf23-Piezo1 0.672 0.033
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第 6章  

ラットの上り走運動は脛骨粗面の石灰化を促進する 

要約 

 脛骨粗面は、組織学的に表層（膝蓋腱を包埋）と深層（硝子軟骨を構成）で

観察される。下りランニングでは、脛骨粗面が強く引っ張られるため、深層の

石灰化が遅れることが知られている。しかし、上り坂のランニングでは、深層

の石灰化への影響は不明である。本研究では、上り走行が脛骨粗面の石灰化に

及ぼす影響を明らかにすることを目的とした。6週齢のラット（Wistar 系、

雄、n=24）を用い、2 つのタイプに分類した：COと UR。UR は予備走行を 1

週間、本走行を 3週間実施した。予備走行の条件は、速度：10m/分、角度：

+10°、時間：1回 30 分、頻度：5日/週とした。本走の条件は、速度 17m/分、

角度+15°、時間 60分（1回）、頻度 5日/週であった。両群とも脛骨粗面は表層

と深層が観察されたが、UR の深層の面積は COより狭かった。さらに、UR に

おける ENPP1 遺伝子の発現は、COよりも低かったが、Alpl は両群とも有意に

示さなかった。ENPP1 は「石灰化の抑制」として知られているが、TNAP（遺

伝子名 ALPL）は「石灰化の促進」として報告されている。したがって、上り

坂を走ることは脛骨結節の石灰化を促進すると考えられる。この功績により、

OSDの予防に貢献できると考えられる。 
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背景 

Osgood-Schlatter 病（OSD）は大腿四頭筋の偏心性収縮により発症することが

知られており 1)、隆起、炎症、疼痛を主症状とする 2)。これまでの研究では、思

春期の OSD は脛骨骨端部の二次性骨化中心の剥離骨折として知られていた 3）。

これまで、OSD における脛骨結節の組織学的観察はほとんど行われていなかっ

た。そのため、OSD における詳細な構造は不明なままであった 4）。近年、我々

は OSD動物モデルを作製し、OSDにおける脛骨粗面の石灰化が抑制されている

ことを組織学的に証明した 5）。この所見から、OSDは二次骨化中心の剥離骨折

ではなく、過度の機械的ストレスによって脛骨結節の石灰化が抑制される病態

であると推測された。一般に、OSD は骨格が大きく変化する思春期に発症する

ことが知られており、その多くは活発な男児である。また、OSD 患者は運動活

動を中断しなければならないだけでなく、抗炎症薬や理学療法が思春期に与え

る負担にも対処しなければならない 6)。したがって、OSD の予防法を確立する

ことは非常に重要であると思われる。OSD の研究者の中には、短期間の膝関節

固定は疼痛に対する良い治療法であるが、運動能力の低下につながるため、この

治療はできるだけ避けるべきであると考えられている。 

脛骨粗面は、発育とともに軟骨組織から骨組織に置き換わることが明らかに

なっている 7)。脛骨粗面の組織学的構造は、表層（膝蓋腱を包埋）と深層（軟骨

組織に構造化）に分けて観察される 8）。発育初期における脛骨粗面では深層が

広く認められ、その部分には未熟な軟骨細胞が観察される。その後、軟骨細胞が

肥大化し、深層の軟骨組織が骨化する。このように、脛骨粗面の大きさは深層の

形成に依存していると推測される。実際、OSD 動物モデルでは深層の石灰化が

抑制されることによって、深層の面積が広くなる 5)。つまり、脛骨粗面における

深層の石灰化促進は、OSD の予防につながる可能性がある。一方、表層の構造

は、組織学的に線維軟骨（石灰化線維軟骨の形成）、膝蓋靭帯（非石灰化線維の

包埋）、石灰化部（石灰化腱線維の包埋）の 3 つのゾーンに分類されている。中

でも、大腿四頭筋の遠心性収縮は、線維軟骨部の形成と面積に影響を与えること

が確認された。興味深いことに、機械的ストレスによる表層の構造変化は線維軟

骨部にのみ生じ、膝蓋靭帯部や石灰化部の形成には変化が認められなかった。実

際、ラットに上り坂や下り坂を走らせると、下り坂では一過性の筋損傷が観察さ

れている 9)。ヒトの筋損傷も遠心性収縮で起こりやすいことから 10）、ラットの

下り坂走行時の収縮パターンは遠心性であると推察される。すなわち、この事実

は、上り坂走行中の大腿四頭筋の収縮パターンが求心性収縮であることを裏付

けている。以上のことから、ラットの下り坂走行時の大腿四頭筋の収縮は、線維

軟骨部の形成や深層の石灰化に影響を及ぼすと考えられるが、脛骨粗面の形成

に影響を及ぼす求心性収縮については不明な点が多い。 
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健常人の軟骨組織の石灰化は、エクトヌクレオチドピロホスファターゼ/ホス

ホジエステラーゼ-1（ENPP1）によって抑制されることが報告されている 11）。

ENPP1 はアデノシン三リン酸からピロリン酸（PPi）とアデノシン一リン酸（AMP）

に分解し、PPi は石灰化を抑制するアパタイト結晶の形成を抑制する 12)。実際、

ENPP1 の欠損は関節軟骨の骨化・石灰化を促進した 13)。一方、組織の非特異的

アルカリホスファターゼ（TNAP）は、PPi を無機リン酸（Pi）に変換し、Pi の働

きによりアパタイト結晶の形成を促進することが認識されている 14）。従って、

健常な in vivoでは ENPP1による PPi産生は軟骨組織の石灰化を抑制すると思わ

れる。一方、硝子軟骨では II 型コラーゲンや X 型コラーゲンが局在することが

報告されている 15)。例えば、成長板は静止層、増殖層、肥大層の 3層に分けら

れる。静止層と増殖層では II 型コラーゲンが合成されていたが、肥大層では X

型コラーゲンが合成されていた 16)。また、静止層と増殖層はマトリックス中で

未石灰化の状態であったが、肥大層は石灰化していた 17)。すなわち、脛骨粗面

深層の石灰化は X型コラーゲンとして合成されると考えられる。さらに、enthesis

には線維軟骨が観察され 18)、そこには II 型コラーゲンと X 型コラーゲンが局

在している 19)。脛骨粗面は、硝子軟骨と線維軟骨による構造により、関節包の

中でも特異的な形成をしている。したがって、脛骨粗面の石灰化は、線維軟骨と

深層で理解されるべきである。上述したように、大腿四頭筋の求心性収縮は、線

維軟骨部分の面積を増加させるだけでなく、その構造にも影響を及ぼすことが

認められている。したがって、線維軟骨部の石灰化促進は、ENPP1 が遺伝子発

現を抑制している場合には、FGF23 の発現が上昇すると推測される。しかし、上

り坂での大腿四頭筋の収縮が、深層および線維軟骨部の構造に影響を及ぼすこ

とについては不明な点が多い。 

この研究では、上り坂のランニングが脛骨粗面の構造を明らかにすることを

目的としている。 

材料および方法 

ARRIVE guidelines 

本試験は、ARRIVE2.0 ガイドラインの Essential 10 に従って実施した。各項目

の詳細を以下に示す。 

Animals 

6週齢のラット（Wistar 系統、雄、n=24）を用い、2つのタイプに分類した： 

上り坂トレッドミル走行群（UR, n=12）と対照群（CO, n=12）に分類した（日

本バイオサプライセンター、東京、日本）。UR のランニング条件は水戸の方法

を参考にした 5)。本実験は、東洋大学大学院ヒューマンライフデザイン研究科

動物実験・研究倫理委員会（東京、日本、No.2019-04）の承認を得た。UR は
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予備走行を 1週間、本走行を 3週間実施した。予備走の条件は、速度 10m/分、

角度+10°、時間 1回 30分、頻度 5日/週とした。本走行の条件は、速度 17m/

分、角度+15°、時間 60分（1回）、頻度 5日/週であった。実験期間終了後、す

べてのラットを炭酸ガスで犠牲にし、脛骨近位部を 4％パラホルムアルデヒド

で固定し、各種標本の矢状断面を観察した。 

 

Inclusion and exclusion criteria and randomization 

本実験で使用したすべてのラットを解析対象とした。すべてのラットの右肢を

組織学的解析に用い（n = 12）、左肢を骨形態計測と遺伝子発現解析に用いた

（各 n = 6）。さらに、1～24の数字が不規則に並んだ抽選カードと各群 12枚の

選別カードを用いて動物の選別を行った。さらに、カードの番号に従ってラッ

トを選別した。 

実験と結果の初期評価は平井翠人が行い、藤川薫と大迫正史と結果を共有した

が、グループ名は明らかにされなかった。 

Non-decalcified specimens 

脛骨結節は石灰化状態で観察するため、リゴラック樹脂（日新 EM、東京、日

本）に包埋した。2-ヒドロキシエチルメタクリレート（GMA）樹脂標本は矢状

面 6μm で切片化し、形態計測を行った。 

両標本ともトルイジンブルーで染色した。本研究では、石灰化が関与する深部

および線維軟骨部分を測定した。（各群で測定、n＝6）。 

Decalcification of sections 

パラフィン（415-25791；富士フイルム和光純薬）に包埋し、切片化する 3週間

前に、8％EDTA（349-01863；同仁堂、熊本、日本）を用いて標本を脱灰した。

脱灰した標本は、REM-710レトラトーム（ヤマト、埼玉県）を用いて矢状面に

沿って 4μm で切片化した。切片は、サフラニン O染色を 5分間行った後、光

学顕微鏡（BX53；OLYMPUS、東京、日本）で観察した。 

Immunohistochemistry 

まず、ウェットボックスで 1時間温めた後、キシレンを用いてパラフィン切片

を除去した。次に、内因性ペルオキシダーゼをメタノール中 0.3% H2O2 で 15

分間除去し、標本上のヒアルロン酸をヒアルロニダーゼで処理した（37℃、2

時間）。さらに切片を 3%ウシ血清アルブミンで 30分間ブロックした。標本上

のタイプ Xコラーゲン（Invitrogen, Waltham, United States of America; ×300）と

TNAP（ab65834, Abcam, Cambridge, United Kingdom, ×300）の一次抗体を 4℃で
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一晩インキュベートした。その後、2次抗体を反応させた。標本の免疫反応性

を顕微鏡で観察した。。 

Immunofluorescent staining 

まず、ウェットボックスで 1時間温めた後、キシレンを用いてパラフィン切片

を除去した。次に、内因性ペルオキシダーゼをメタノール中 0.3% H2O2 で 15

分間除去し、標本上のヒアルロン酸をヒアルロニダーゼで処理した（37℃、2

時間）。さらに切片を 3%ウシ血清アルブミンで 30分間ブロックした。標本上

のタイプ Xコラーゲン（Invitrogen, Waltham, United States of America; ×300）と

TNAP（ab65834, Abcam, Cambridge, United Kingdom, ×300）の一次抗体を 4℃で

一晩インキュベートした。その後、2次抗体を反応させた。標本の免疫反応性

を光学顕微鏡で観察した。 

Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

まず、TRIzol 試薬（15596026; Thermo Fisher Scientific, Chiba, Japan）を用いて脛

骨結節から全 RNAを抽出した。cDNAは、iScript gDNA Clear synthesis kit 

(172530; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)を用いて、260/280 nm の励起/

発光における吸光度を確認した後、製造者の指示に従って合成した。RT-qPCR

は、CFX96リアルタイムシステム（Bio-Rad Laboratories）を用い、TaqMan プ

ローブ（Thermo Fisher Scientific）を用いて行った。PCR 条 件は以下の通り：

95 °C で 20 秒間の初期変性、95 °C で 15 秒間の変性、60 °C で 1 分間の最

終伸長を 40 サイクル行った。Rn45S mRNAを内部コントロールとして用い

た。相対発現量は ΔΔCT法（Livak & Schmittgen, 2001）を用いて算出した。 

Statistical analysis 

すべてのデータは平均値±SDで表した。統計解析は 2群間の比較に用い、統計

的有意性は t 検定を用いて決定した。p値＜0.05 を統計的に有意とみなした。

また、相関はピアソン積率相関係数で分析した。さらに、すべての静的分析は

SPSS ver.26 を使用した。 
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結果 

・Concentric contraction of quadriceps is promoted to calcified in deep portion 

。UR の深層は COよりも狭く観察され、その部分は部分的に石灰化してい

た。これらの組織学的所見は形態計測によって証明された。(図 1）UR の深層

の面積は COより有意に小さかった（p＝0.01 以下）。また、線維軟骨部の面積

は COよりも高かった（p＝0.01未満）。これらの結果から、UR では脛骨結節

の石灰化が促進されていることが理解された。 

・Gene expression and immunolocalization of the calcified factor in the tibial tuberosity 

タイプⅩコラーゲン（軟骨マトリックスの石灰化マーカー）は、UR の深部で強

く確認されたが、CO では弱かった（図 2）。さらに、TNAP の局在は脛骨粗面

深層後方部に反応したが、COではほとんど観察されなかった。(図 3）次に、

遺伝子発現の結果である。(図 4）IL-6（enthesis における炎症性サイトカインフ

ァミリーとして知られている）の遺伝子発現は、COと UR で有意な差は認め

られなかった。UR の Col10a（Ⅹ型コラーゲンの遺伝子名）の遺伝子発現は CO

より有意に上昇した。一方、COの ENPP1 の遺伝子発現は UR より有意に低か

った。しかし、Alpl（TNAP 遺伝子名として知られる）は COと UR の間で有意

なスコアは確認されなかった。また、ENPP1 と Col10aの間には有意な負の相

関（r=-0.668）が認められた。 

・ Difference of type Ⅹ collagen and type II collagen immunolocalizations in 

fibrocartilage portion 

線維軟骨部は脛骨粗面と膝蓋靭帯の埋入部に観察される。以上より、COの線

維軟骨部は薄く平滑に観察されたが、UR の線維軟骨部は厚く後方に観察され

た。そこで、軟骨基質に多く含まれる X型コラーゲンと II型コラーゲンに注目

した。両群とも線維軟骨細胞に DAPI陽性反応が観察された。(図 5aおよび

5e）さらに、X型コラーゲンは両群とも線維軟骨細胞の周囲に免疫局在してい

た。(図 5bと 5f）一方、COにおける II型コラーゲンの免疫反応は、線維軟骨

の基質と線維軟骨細胞で観察された。(図 5c)しかし、UR では II型コラーゲン

陽性細胞はほとんど免疫反応を示さず、線維軟骨の基質にも免疫反応は観察さ

れなかった。(図 5g）  
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考察 

一般に、脛骨粗面の深層は軟骨組織で構成されているが、その部位は加齢と

ともに骨化する。また、骨格組織の成熟は、適度な機械的ストレスによって促

進されることが明らかになっている 14,23)。一方で、骨端板は長軸方向の成長

に不可欠な組織であり、静止層、増殖層、肥大層の 3層に分かれている

16,24)。X型コラーゲンは肥大層のマーカーとして知られており、X型コラー

ゲンの局在は石灰化軟骨マトリックスを示す 25)。したがって、Ⅹ型コラーゲン

の免疫反応性は、軟骨の成熟度と石灰化の状態を示す重要な因子である。本研

究の非石灰化標本では、UR の深層に石灰化部分が観察された。また、UR の脛

骨粗面の深層にはⅩ型コラーゲンが局在し、遺伝子発現レベルも CO より高い

ことが認められた。これらのことから、上り坂のランニングにおける大腿四頭

筋の旧背院生収縮は、軟骨細胞の成熟を促進するとともに、軟骨基質の石灰化

を促進すると推測される。また、線維軟骨部におけるコラーゲンの免疫局在

は、II型コラーゲン陽性細胞が多く観察されただけでなく、マトリックス周囲

にも反応を示した。II 型コラーゲンは、主に硝子軟骨から細胞外基質へ分泌さ

れるものであり 16)、活性の高い軟骨細胞（成長板の静止層や増殖層など）で

合成される 27)。これまでの研究から、UR の線維軟骨細胞は COよりも低活性

であると考えられた。一方、Ⅹ型コラーゲンの免疫局在は両群とも細胞外基質

に確認されたが、Col10a 遺伝子の発現は、UR で有意に高スコアを示した。こ

れらの差の結果を解釈する上で最も重要なのは、脛骨粗面深層の免疫染色の結

果である。脛骨粗面深層の免疫染色では、UR でⅩ型コラーゲンの免疫反応が広

く認められた。これらの所見から、Col10aの遺伝子発現は、線維軟骨部の状態

よりも深部の結果を反映している可能性が高い。言い換えれば、UR における

脛骨粗面の深層は、石灰化軟骨基質の合成を促す傾向があると思われる。 

 OSDモデルラットの先行研究では、脛骨粗面の線維軟骨部の面積が増加して

いた 5)。本研究においても UR の線維軟骨部の面積は COよりも高いことが示

された。したがって、線維軟骨部の定量的な結果は、OSDモデルラットにおい

ても同様の経過をたどることが理解された。興味深いことに、線維軟骨部分の

組織学的構造は全く異なっていた。OSDモデルの線維軟骨部分は、前方に向か

って最も厚く観察された。これは OSDモデルラットが下り走運動を行った結

果、線維軟骨部前方に強い収縮力が加わり、その機械的刺激に組織学的特性に

よって抵抗していると推測される。一方、UR の線維軟骨部は、後方に向かっ

て最も厚くなっていた。したがって、走運動は線維軟骨部の面積を増加させる

が、組織構造は収縮パターンに依存し、上り走行では線維軟骨部後方に強い機

械的刺激が生じていると思われる。enthesis は、腱、線維軟骨、骨または軟骨

の 3つの部分から構成されてる 27)。実際、enthesis における石灰化線維軟骨の
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面積は、機械的ストレスに依存することが示されていた 5)。なぜならば、線維

軟骨の機能は、筋の過度な収縮力を enthesis に与えるのを防ぐためである

28,29)。これらの先行研究からも、UR の線維軟骨部分の力学的刺激は後方に伝

達され、上り坂走行に伴う大腿四頭筋の同心性収縮の力から脛骨粗面を保護す

ることが示唆される。 

ENPP1 は、生体内では石灰化の一因として活発に抑制されている。この過程で

は、ENPP によって ATP から AMP と PPi に変化することが必須である 120)。

PPi はアパタイトの形成機能を阻害する 30)。実際、ENPP1 の欠損は様々な疾

患、アテローム性動脈硬化症 31)、変形性関節症 32)、などの高いミネラル化病

態を引き起こす。本研究では、UR において ENPP1 の遺伝子発現が低下してい

た。一方、TNAP は PPi から Pi に変換する酵素である 33,34,35)。Pi における機

能はアパタイト形成を促進する 36,37)。本研究では、TNAP の免疫反応は UR

で強く出現したが、Alpl の遺伝子発現レベルは UR と COの間で有意ではなか

った。しかし、UR では Alpl の遺伝子発現量が増加傾向を示した。従って、上

り坂での同心円性収縮に伴う石灰化促進には、Alpl のアップレギュレーション

または ENPP1 のダウンレギュレーションが関与していると推測される。実

際、ENPP1 と Col10aの間には有意な負の相関が示された。さらに、ENPP1 と

Alpl の間には有意な相関は認められなかったが、負の相関の傾向が観察され

た。一方、OSDでは脛骨粗面が隆起する理由として、深層の軟骨組織の石灰化

が抑制されていることが報告されている。また、OSDモデルラットでは IL-6

遺伝子が高発現していた。今回の研究では、IL-6の発現量は COと UR の間で

有意差がないことが示された。これらの結果から、上り坂のランニングでは炎

症はほとんど起こらず、脛骨粗面の石灰化が促進されることがわかった。この

ことから、上り走運動は炎症を発生させず安全に脛骨粗面の石灰化を促進する

と考えられる。 

 今回の研究では、上り坂のランニング運動中に脛骨粗面の石灰化が促進され

た。この事実は、オスグッド病の予防に貢献する可能性があり、今後さらに正

確なランニング条件を明らかにすることが重要である。これまで、オスグッド

病の予防法として、運動方法はあまり受け入れられてこなかった。しかし、本

研究の結果は、スポーツ障害であるオスグッド病がアップヒルランニングによ

って予防できることを示唆している。ただし、本研究は 3週間の実験であるた

め、その後の炎症性サイトカイン発現量や石灰化状態に時間依存的な変化があ

るかどうかは不明である。今後は、より長期間にわたってアップヒルランニン

グ運動による脛骨粗面の石灰化や炎症状態を実証する必要があるだろう。最後

に結論付けると、上り坂を走る際の大腿四頭筋の収縮は、線維軟骨や脛骨粗面

の深層の石灰化を促進すると推測される。 
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将来の展望として、OSDは膝に発生するスポーツ障害として有名である。近

年、OSD の発症は脛骨粗面の石灰化を抑制することが明らかになった。OSD

は、過度な下り坂走行時の遠心性収縮によって生じる。しかし、本研究は、上

り坂の走行条件は角度を変えただけである。OSDの特徴である脛骨粗面の石灰

化が抑制されるという結果は本研究において対照的であった。したがって、大

腿四頭筋の積極的な求心性収縮が OSD予防に役立つと推測される。つまり、

積極的な求心性運動は、発育途上のアスリートの脛骨粗面の成熟を促進させ、

OSDを発症することなく参加することを可能にし、いつ OSDが発症するかわ

からないという不安から思春期のアスリートを解放するのである。 

Ethics approval  
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図 1.脛骨粗面における骨形態計測の比較 

a-d; Control (CO), e-h; Uphill Running (UR) 
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図 2.石灰化軟骨基質の局在 

（bar=100µm, 脱灰パラフィン切片, typeⅩコラーゲン免疫染色） 

a-d; Control (CO), e-h; Uphill Running (UR) 

D; 深層 
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図 3.石灰化促進因子の局在 

（bar=100µm, 脱灰パラフィン切片, TNAP 免疫染色） 

a-d; Control (CO), e-h; Uphill Running (UR) 

D; 深層 
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図 4.脛骨粗面内の遺伝子発現の動態 

a-d; Control (CO), e-h; Uphill Running (UR) 

(Housekeeping; Rn45S ) 
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図 5.脛骨粗面線維軟骨部内のコラーゲンタイプの違い 

（bar=20µm, 脱灰パラフィン切片, 蛍光免疫染色） 

a-d; Control (CO), e-h; Uphill Running (UR) 

青; 核、緑; type Ⅹコラーゲン、赤; typeⅡコラーゲン 
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第 7章  

ベクトルポテンシャルは関節軟骨の石灰化を抑制し、軟骨細胞の増殖を促す 

要約 

変形性関節症（OA）とは、脛骨の関節軟骨が一般的に侵される疾患であり、

その石灰化が進行を悪化させ、近年その有病率が増加している。ベクトルポテ

ンシャル（VP）は、OAを治療するための新しい理学療法である。VP が関節

軟骨に及ぼす影響についてはまだ不明であるため、我々は VP が関節軟骨に及

ぼす影響と、OAに対する新たな治療法としての可能性を評価することを目的

とした。ここでは、6 週齢のWistar系雄性ラット 24匹を、対照群（CO、n＝

12）と VP 刺激群（n＝12）に分けた（VP 条件：電圧 67mV、周波数 20kHz、

電流 0.12mA、実験頻度 30分/日、5日/週、3 週間）。関節軟骨は、表層、内

側、深層、石灰化の 4層に組織学的に分類できる。本研究において VP 群の関

節軟骨の軟骨細胞数は、CO群より多く、石灰化層は VP 群の方が薄かった。さ

らに、MKi67 は CO群よりも VP 群で高い発現を示し、エクトヌクレオチドピ

ロホスファターゼ/ホスホジエステラーゼ 1は CO群で発現が低下した。この結

果は、VP が関節軟骨の軟骨細胞増殖に好影響を与え、石灰化を抑制したこと

を示している。したがって、VP 刺激は、OAを予防するための新しい戦略の開

発に役立つ可能性がある。  
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背景 

変形性関節症（OA）は主に関節軟骨を侵し、加齢、外傷、肥満など様々な要

因によって引き起こされる [1, 2, 3]。変形性関節症の患者は、そうでない患者に

比べ、一般的に関節軟骨が薄くなっている [4, 5]。予防策として薬物療法や理学

療法が採用されているが [6, 7]、これらの戦略は、関節軟骨後の病変を治療する

ことよりも、OAの進行を遅らせることに主眼が置かれている。これはおそらく、

関節軟骨の組織学的構造が独特で、神経支配や血管構造が欠如しているためで

あろう [8]。組織修復には血管新生が重要な役割を果たしており [9] 、血管と神

経の存在が必要である。しかし、関節軟骨の再生は、OAによって誘発された石

灰化のためにしばしば制限される [10] 。このプロセスは通常、エクトヌクレオ

チドピロホスファターゼ／ホスホジエステラーゼ 1（ENPP1、石灰化を抑制する

ことが知られている）と組織非特異的アルカリホスファターゼ（TNAP、石灰化

を促進することが知られている）の相互作用によって制御されている。OAが起

こるのは、ENPP1 のダウンレギュレーションと TNAP のアップレギュレーショ

ンの結果であり [11, 12]、OAを予防し石灰化を遅らせるためには、関節軟骨の

厚さを維持することが重要である。先行研究では、OAが海綿骨量を減少させる

ことを理由として、OA に対する予防策も治療に利用できる可能性が示唆されて

いる [13] 。例えば、骨粗鬆症の治療に一般的に使用されるビスフォスフォネー

トは、炎症性サイトカインの合成と闘い、関節軟骨を保存する能力があるため、

OA に対する治療法として検討されてきた [14] 。同様に、非ステロイド性抗炎

症薬やオピオイドなどの抗炎症薬も、OAを治療するために使用されてきた[15]。

しかし、これらの薬剤は生体内の組織構造に悪影響を及ぼす可能性がある。対照

的に、物理的刺激（例えば、パルス電磁刺激）は、OAをほとんど、あるいは全

く改善しなかった。そのため、別の治療戦略を開発する必要がある[16]。 

最近、ベクトル電位（VP）ジェネレーターが開発された。この機会における

最大の特徴は、身体に直接触れることなく刺激できることである。一方、OA治

療には経皮的電気神経刺激（TENS）が一般的に用いられているが [17] 、その正

確な作用機序は不明なままである。最近の研究では、TENS が細胞内外のイオン

を刺激し、細胞活動を亢進させることが報告されている [18] 。さらに、TENS

は電界を発生させることで作動するが、これには VP の存在が必要である[19]。

したがって、我々は VP が軟骨組織の構造にも影響を与えるという仮説を立て

た。さらに、関節軟骨における軟骨細胞の増殖は、"Ki67 "と呼ばれるタンパク質

の合成につながる[20]。一般に、細胞増殖は 4 つの段階で起こる： G1 期、S 期、

G2期、M 期であり [21]、非増殖期は G0期と呼ばれる [21]。最近、漢方薬であ

るバクチオールが関節軟骨細胞の増殖を誘導することが発見され、OA に対する

治療の選択肢を提供する可能性が出てきた。 



108 

 

細胞外マトリックスと軟骨細胞は、関節軟骨の保護に重要な役割を果たしてい

る。細胞外マトリックスはコラーゲン線維と非晶質基質からなり、関節保護の

中心的役割を担っている。II型コラーゲン(Col2)は軟骨の主成分であり [22]、

非晶質基質は主にアグリカン [23]からなり、保水性でよく知られている。アグ

リカンは Col2 とも結合し、両成分の合成は関節軟骨の健康維持に不可欠であ

る [24] 。OAでは、軟骨組織のバランスが崩れ、Col2 とアグリカンの合成が

減少する [25]。従って、Col2 とアグリカンの分泌は、関節軟骨の OA を予防す

る保護的役割を担っている。 

先に述べたように、OA 患者の関節軟骨では Col2 とアグリカンの合成能力が低

下しており、それによって石灰化が制限されている。これまでの研究で、OA

を予防するためには軟骨組織の機能を改善することが重要であることが強調さ

れているにもかかわらず、関節軟骨に対する VP の効果に関する科学的証拠は

まだ乏しい。そこで本研究では、VP が関節軟骨に及ぼす影響について、組織

学的および生化学的証拠を提供することを目的とした。 

材料および方法 

ARRIVE guidelines 

本試験は、ARRIVE 2.0 ガイドラインの Essential 10 に従って実施した。各項目

の詳細を以下に示す。また、すべての実験が関連するガイドラインおよび規則

に従って実施されたことを確認した。 

Animals 

本試験では、6週齢の雄ラット 24匹（Wistar Nippon Bio-Sup. Center, Tokyo, 

Japan）を用いた。すべてのラットは病原体を含まない特定の条件下で飼育さ

れ、新しい環境に慣れるために 1週間の前処理を受けた。その後、VP 刺激群

（n = 12）と対照群（CO、n = 12）のいずれかに無作為に割り付けた。収容施

設は常に清潔な環境に保たれ、1ケージあたり最大 4匹のラットが飼育され、

水と餌を自由に摂取できるようにした（オリエンタル酵母工業株式会社、東

京、日本）。実験は、海抜約 7メートルに位置する東洋大学朝霞キャンパスで

行われた。実験に関する倫理的承認は、東洋大学大学院ヒューマンライフデザ

イン研究科動物実験・研究倫理委員会（東京、日本；承認番号 2022-36）から

得た。 

 

Experimental design 

まず、研究期間中、厳格な衛生プロトコルが実施された。飼育エリアに入る前

と実験中は手の消毒を行った。また、実験中はラテックス手袋を着用した。さ
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らに、疾病伝播のリスクを最小限に抑えるため、ケージの衛生管理は熱心に行

われた。 

VP 発生器（スミダ電機製）を用いて、麻酔下のラットに全身的に VP を刺激し

た。VP パラメータは以下の通りであった：電圧、60mV；周波数、20kHz；電

流、0.12mA；実験頻度、30分/日、5日/週、合計 3週間。実験期間終了後、す

べてのラットを炭酸ガスで安楽死させた。右脚は組織学的解析のための標本と

して、左脚は遺伝子発現解析および組織形態計測のための標本として用いた。

VP と電界強度の関係は数式で表すことができるため、電界強度から VP 強度を

計算することも、その逆も可能である。この研究では、装置内の電場は

0.22V/m と測定された（電圧 60mVを割って計算）。注目すべきことに、この電

界強度は装置設計時に使用された値と一致しており、装置内で VP が生成され

ていることが確認された。さらに、VP の発生は温度の上昇をもたらさなかっ

た。重要なのは、VP 刺激中の概日リズムの影響を最小限にするため、この実

験を一貫して午前 10 時に行ったことである。CO2への曝露から意識消失まで

の時間を早めるため、CO2濃度は容器の容積の 30～70%/分の置換率で徐々に

増加させた。呼吸停止後、被験者は最低 1分間 CO2ガスにさらされた。 

 

Inclusion and exclusion criteria and randomization 

本研究で使用したすべてのラットを解析に含めた。すべてのラットの右肢を組

織学的解析に用い（n = 12）、左肢を骨形態測定と遺伝子発現解析に用いた（n = 

6）。実験群への動物の割り当ては、1から 24 までの番号のシャッフルされたセ

ットからカードを引くことを含むランダム化プロセスによって行われた。各群

に 12枚の割り当てカードがあり、ラットは引かれた番号に基づいてそれぞれ

の群に割り当てられた。実験手順と結果の初期評価は H.S.が行った。その後、

これらの結果を 5人の盲検オペレーター（K.F.、W.M.、N.Y.、H.M.、M.O.）と

共有し、適切な分析を行った。 

Morphological analyses 

形態学的分析（n = 6）は、表層、中間層、深層、石灰化層、全層の厚さ、およ

び軟骨細胞数の 6つのパラメータについて行われた。すべての厚さパラメータ

の測定は、組織学的観察に基づいて行われた。例えば、関節軟骨の表層には扁

平な軟骨細胞が存在し、中層にはプロテオグリカンが高濃度に存在するためメ

タクロマシーが認められた。対照的に、深層はプロテオグリカン含量が低いこ

とを示す限定的なメタクロマシー反応を示し、石灰化層はトルイジンブルー染

色後に明瞭な暗紫色を示した。さらに、関節軟骨の軟骨細胞数は、存在する軟
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骨細胞全体を網羅していた。さらに、すべての形態学的解析は、公平性を保つ

ために外注した両グループに対して盲検下で行われた。 

Non-decalcified specimens 

非石灰化標本は、1％トルイジンブルー溶液を用いて 45秒間染色した。この染

色は、脛骨関節軟骨内の石灰化の可視化を容易にするため、標本をリゴラック

樹脂（3801TB12T；日新 EM、東京、日本）に包埋した後に行った。さらに、

これらの標本は組織学的および形態学的検査の基礎となった。 

 

Decalcification of sections 

標本はまず、8％エチレンジアミン四酢酸溶液（349-01863；同仁堂、熊本、日

本）を用いて 3週間かけて脱灰した。その後、パラフィン（415-25791；富士フ

イルム和光純薬）に包埋し、4μm 厚の切片にスライスした。脱灰した標本は、

REM-710レトラトーム（ヤマト、埼玉、日本）を用いて切片化し、サフラニン

O染色を 5分間行った後、光学顕微鏡（BX53F；OLYMPUS、東京、日本）で

観察した。免疫組織化学も行った。すべての標本の観察部位を中央に指定し、

骨端板の構造的完全性をモニターしながら正確な薄切片を作成した。 

Immunohistochemistry 

最初に、パラフィン切片をウエットボックスで 1時間温めた後、キシレンを用

いて除去した。その後、ヒアルロニダーゼ（18240-36; Nacalai Tesque, Inc. さら

に、非特異的反応を最小にするため、検体を 3％ウシ血清アルブミンでブロッ

クした。抗 ki67（×200、M7240、Abcam、Cambridge、英国）、抗 TNAP

（×300、ab65834、Genetex）、抗 ENPP1（×300、ウサギ、Genetex）、抗 Col2

（×300、MA5-12789、Thermo Fisher、東京、日本）、抗 Col10（×300、

GTX37732、Genetex）。最後に、標本をさらに二次抗体と 25℃で 30分間インキ

ュベートし、蛍光観察のために DAPI含有マウント剤でマウントした

（Abcam）。組織学的解析、特に Ki67陽性細胞のカウントは、3匹のラットか

ら採取したサンプルについて行い、すべての陽性細胞を目視でカウントした。

さらに、Ki67は 250 ミリ秒、DAPIは 3ミリ秒の標準的な露光時間を適用し、

陽性細胞の列挙を目視で行った。光観察では、TNAP と ENPP1 をジアミノベン

ジジンと併用した。 

Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

脛骨結節内の遺伝子発現量は、CFX96 Real-Time System（Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA）を用いて算出した。TRIzol（15596026；サーモフィッシャーサイエンテ

ィフィック、千葉、日本）を用いて、脛骨関節軟骨から全 RNAを抽出した。
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RNAの純度（260/280 比が 1.8～2.0）を保証するために、tRNAを NanoDrop 

One（Termo Fisher）を用いて分析した。その後、iScript gDNA Clear synthesis kit 

(172530; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)を用いて cDNAを合成した。

cDNA合成時の tRNA 濃度は 10ng/μl に標準化した。遺伝子発現解析は、

TaqManプローブアッセイを用いて行った。さらに、45S リボソーム RNAをハ

ウスキーピング遺伝子として用いた。PCR 条件は以下の通り：95℃、20秒の初

期変性、95℃、15秒の変性 40サイクル、60℃、1分の最終伸長。Rn45S mRNA

を内部コントロールとして用いた。相対発現量は 2-ΔΔCT 法 [26]を用いて算

出した。 

Statistical analysis 

統計解析はすべて SPSS ver.26（SPSS Inc.） 2 群間の差を決定するために t 検定

分析を行った。P 値＜0.05を統計的に有意とみなした。。 
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結果 

Calcification in articular cartilage is inhibited by the VP 

関節軟骨の組織学的検査では、各層に特徴が認められた。表層では扁平な軟骨

細胞が観察され、中層ではトルイジンブルー染色によってメタクロマシアが観

察され、プロテオグリカンが高濃度に存在することが明らかになった。対照的

に、深層はコラーゲン線維が多いため、メタクロマシアを示さなかった。最後

に、石灰化層は他の層とは異なる染色パターンを示し、その独特な組成と性質

を示した。 

両群の関節軟骨は、組織学的に表層、中間層、深層、石灰化層の 4層に分けら

れた（図 2aおよび 2b）。VP 群で観察された石灰化層の厚さは、CO 群より薄

かった（図 2cおよび 2d）。表層（P = 0.084）および石灰化層（P = 0.06）の厚

さは両群間で有意差はなかったが、中間層（P = 0.004）、深層（P = 0.003）お

よび全層（P = 0.008）は、CO群と比較して VP 群で有意に厚かった（図 3）。

その結果、各層の関節軟骨形成率に注目した（図 4）ところ、表層と中間層の

形成率に有意差はなかった。しかし、深層の形成率は CO群で 18.53％であった

のに対し、VP 群では 27.93％であった。さらに、石灰化率は CO群で 22.26％、

VP 群で 10.5％であった。これらの所見から、VP 群では石灰化層が薄くなった

にもかかわらず、関節軟骨が全体的に厚くなったのは、中層と深層が厚くなっ

たためであると考えられる。 

 

Articular cartilage thickened by VP 

両群とも、中層に軟骨細胞が集中していた。具体的には、内側（図 5aおよび

5b）および外側（図 5cおよび 5d）の両方の中間層において、VP 群は CO群に

比べて軟骨細胞の数が多かった。VP 群の関節軟骨の軟骨細胞は、CO 群の軟骨

細胞よりも密に分布し、数も多かった。特に、VP 群の軟骨細胞は縦方向に配

列していた。さらに、VP 群の軟骨細胞数は CO群のそれを上回っていた（P = 

0.007）（図 5e）。その結果、これらの所見から、VP による関節軟骨の厚さの増

加は、軟骨細胞集団の増加と関連していることが示唆された。 

Higher chondrocyte activity and calcification suppression induced by VP 

石灰化促進因子として知られる TNAP の免疫局在は、CO群ではマトリックス

と軟骨細胞の表層と深層で顕著に観察された（図 6a）。一方、VP 群の TNAP 免

疫反応性は中層に弱く観察された（図 6b）。さらに、CO群では表層や軟骨細胞

内ではほとんど反応を示さなかったが（図 6c）、VP 群では軟骨細胞内の表層か

ら深層まで ENPP1 免疫反応性が観察された（図 6d）。さらに、Enpp1 の発現は
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CO群と比較して VP 群で有意に高かったが（P = 0.001）、組織非特異的アルカ

リホスファターゼをコードする Alpl の発現は有意差を示さなかった（P = 

0.781）（図 6eおよび 6f）。したがって、これらの所見は、VP が TNAP 合成をダ

ウンレギュレートし、Enpp1をアップレギュレートすることによって石灰化を

抑制することを示している。 

DAPI陽性細胞は両群で観察された（図 7aおよび 7e）。CO群では深層の Col2

陽性細胞はほとんど認められなかったが、VP 群では CO群に比べ陽性細胞数の

増加が認められた（図 7bおよび 7f）。一方、CO群の深層では、軟骨ラクナと

軟骨細胞に Col10 の免疫局在が検出された（図 7c）。同様に、VP 群でも軟骨ラ

クナに Col10 免疫反応性が認められたが、CO群に比べれば低かった（図 7g）。

CO群のオーバーレイ像では Col10 が強く認められたが、VP 群のオーバーレイ

像では Col10 だけでなく Col2 陽性反応も認められた（図 7dおよび 7h）。 

Chondrocyte proliferation promoted by VP 

4',6-ジアミノ-2-フェニルインドール（DAPI）陽性細胞数は、CO群と比較して

VP 群の関節軟骨で多かった（図 8aおよび 8b）。Ki67陽性細胞は VP 群では全

層に分布していたが、CO群ではその反応は顕著に弱かった（図 8cおよび

8d）。これらの所見と同様に、VP 群の DAPI陽性細胞数（P = 0.012）および

ki67 陽性細胞数（P = 0.01）は、CO群のそれより有意に多かった（図 8eおよ

び 8f）。特に、ki67 陽性細胞の割合は VP 群で高く（図 8g）、ki67 をコードする

Mki67 の発現は VP 群で有意に増加した（P = 0.006）（図 8h）。これらの結果か

ら、VP は軟骨細胞の増殖を促進するだけでなく、軟骨細胞の増殖機能も維持

することが示唆された。  
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考察 

構造レベルでは、関節軟骨は通常、表層、中間層、深層、石灰化層の 4層に

分けられる [27] 。深層と石灰化層の境界は「タイドマーク」として知られ、

その隆起は OAに特徴的な特徴である［28］。関節軟骨は一度変性すると、寿

命が尽きるまで自然に再生することはない。したがって、関節軟骨の厚さとタ

イドマークを維持することが、OAを予防する最も簡単な方法であると考えら

れる。われわれの研究では、石灰化層が薄いにもかかわらず、関節軟骨の全体

的な厚さは、CO群よりも VP 群の方が高いことが明らかになった。このこと

は、VP が OA予防に有効である可能性を示唆している。さらに、関節軟骨の

中間層は軟骨マトリックスを分泌し、非常に活性の高い軟骨細胞を含んでいる 

[27]。したがって、中間層の軟骨細胞は、関節軟骨の厚さを決定する上で重要

な役割を果たし、その構造維持に貢献している。この研究では、様々なタイプ

の軟骨細胞で VP 活性が検出された。特に、VP 群の関節軟骨は肥厚を示し、中

間層の割合が顕著に高かった。これらの所見は、VP の中間層が軟骨細胞数を

増加させることにより関節軟骨を肥厚させることを示している。対照的に、

Col2 は主に表層に局在し[29]、Col10 は石灰化軟骨マトリックスのマーカーと

して機能している[30]。通常、未熟な軟骨細胞は非石灰化軟骨マトリックスを

合成する[31]。分化が進むにつれて、軟骨細胞は肥大し、その周囲のマトリッ

クスは石灰化する [32] 。さらに、未熟な軟骨細胞は主に Col2 が存在する場所

に存在し、肥大化した軟骨細胞は主に Col10 が発現している場所に存在する。

興味深いことに、Col10 は両群の深層で検出されたが、VP 群の深層では Col10

だけでなく、かなりの数の Col2 反応も認められた。このことは、VP 群の関節

軟骨の軟骨細胞は分化の過程で抑制を受けている可能性を示唆している。さら

に、中層に類似した軟骨細胞が関節軟骨の深層にも観察された。しかし、この

研究では軟骨細胞分化因子が具体的に同定されていないため、より明確な結論

を出すにはさらなる調査が必要である。 

生体内では、組織は ENPP1 と TNAP の相互作用によって制御されている。

ENPP1 は石灰化を抑制するように機能し [33]、一方 TNAP は石灰化を促進す

る [34]。この相互作用は、硬組織石灰化や異所性石灰化を含む様々なタイプの

組織石灰化に関与する物質であるハイドロキシアパタイトの形成にかかってい

る［35, 36］。しかしながら、ハイドロキシアパタイトの形成はピロリン酸によ

って阻害される。ピロリン酸は主に ENPP1 [37] によって合成され、TNAP に

よって無機リン酸に分解される [38] 。ピロリン酸とは対照的に、無機リン酸

はハイドロキシアパタイトの沈着を促進する [37] 。その結果、ENPP1 のダウ

ンレギュレーションおよび/または TNAP のアップレギュレーションは、in vivo

での石灰化を促進する。特に OAでは、関節軟骨が石灰化するだけでなく、
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ENPP1 のダウンレギュレーションと TNAP のアップレギュレーションが起こる 

[38, 39]。したがって、関節軟骨の石灰化を遅らせれば、OAを予防できる可能

性がある。しかし、関節軟骨の石灰化層は軟骨下骨と連結するために不可欠で

あるため、石灰化を過度に遅らせることは、関節軟骨の病理学的変化を引き起

こす可能性がある [40] 。この研究では、石灰化の厚さに有意差は認められな

かったが、免疫染色と遺伝子発現から、VP 投与群では石灰化の進行が遅いこ

とが示された。これらの所見から、VP は関節軟骨の石灰化を抑制する可能性

はあるが、石灰化の進行は過剰ではなく徐々に起こるため、病的状態を誘発す

る可能性は低いことが示唆された。さらに、組織形態学的結果は同様であった

が、VP 群の石灰化層は CO群よりも薄かった。さらに、CO群では強い TNAP

反応性と弱い ENPP1 反応性が観察されたが、VP 群では対照的な結果が示され

た。このことは、VP 刺激が関節軟骨の石灰化を遅らせる可能性を示唆してい

る。本研究における遺伝子発現所見も同様に重要である。VP 群における Enpp1

の発現は CO群に比べ有意に上昇したが、Alpl の発現は顕著な変化を示さなか

った。したがって、VP 刺激は、Alpl の遺伝子発現に影響を与えることなく、

ENPP1 を活性化し、TNAP の合成を促進すると考えるのが妥当である。さら

に、VP 投与群の関節軟骨は OA発症の遅延を示し、この病態の発症率が減少

していることが示唆された。その結果、VP は ENPP1 を活性化することによっ

て石灰化を遅らせることがわかった。石灰化の側面をさらに調べるために、

我々は TNAP の免疫局在の研究に焦点を当てた。CO群における TNAP の免疫

局在は、主に表層と深層のマトリックスに観察された。一方、VP 群の TNAP

免疫局在は中層で弱く観察された。このことから、関節軟骨の石灰化を促進す

る重要な因子である TNAP の免疫局在は、石灰化領域に関連することが推測さ

れる。従って、関節軟骨において、TNAP は石灰化層の上の深層における石灰

化の指標として機能する可能性がある。さらに、VP の刺激は ENPP1 を活性化

するだけでなく、関節軟骨の石灰化における TNAP の免疫局在にも影響を及ぼ

すと考えられている。 

細胞増殖は通常 4つのサイクルで起こる： G1、S、G2、M。G1 期には DNA

合成と複製が維持され、その後、S 期の細胞は G2期に進み、細胞分裂を維持

する。その後、M 期に細胞分裂と増殖が行われ、細胞周期は再び M 期から G1

期へと移行する。Ki67 は G1期からM 期に特異的に合成され、細胞の観察に広

く用いられている[41]。したがって、MKi67 の発現は増殖過程を表している。

本研究では、VP 群の Ki67陽性細胞数は CO群よりも有意に多く、DAPI 陽性

細胞も同様の傾向を示した。さらに、CO群における Ki67陽性反応率はわずか

10％であったが、VP 群では 52％に達した。さらに、MKi67 発現は CO 群より

も VP 群で有意に高かった。これらの所見は、VP 照射が関節軟骨細胞の増殖を
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促進することを示している。さらに、MKi67 の結果から、関節軟骨の潜在的な

増殖能も上昇しており、軟骨細胞は VP 照射後もしばらく増殖を続けているこ

とが示唆された。 

この研究にはいくつかの限界がある。第一に、VP 刺激が関節軟骨の構造に

及ぼす影響を評価することに主眼を置いており、骨、筋肉、腱、靭帯などの他

の骨格組織に及ぼす影響については掘り下げていない。今後の研究では、これ

らの組織に対する VP の影響を検討すべきである。第二に、VP 刺激に対する軟

骨細胞の感受性は、今回の研究では包括的に検討されていない。VP 刺激に対

する軟骨細胞の反応に関与する正確なメカニズムと特定の経路を理解すること

は、貴重な知見をもたらすであろう。 

結論として、我々の研究は、VP 刺激が関節軟骨細胞の増殖を促進し、関節

軟骨の石灰化を遅らせることを証明した。さらに、VP 刺激は関節軟骨の機能

を活性化する。したがって、これらの知見に基づき、VP 刺激は OAを予防す

る革新的な戦略の開発に役立つ可能性がある。本研究で採用した方法論によ

り、関節軟骨の構造に及ぼす影響を理解することはできたが、最適な治療条件

はまだ不明である。したがって、今後、異なる VP 照射条件が関節軟骨に及ぼ

す影響を解析し、最も効果的な条件を決定する予定である。 
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図 1.実験手順 
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図 2.関節軟骨の構造の比較 

（bar=200µm 上段, 100µm 下段、非脱灰リゴラック樹脂研磨標本、トルイジン

ブルー染色） 

a, c; Control group (CO)、b, d; Vector Potential (VP) 
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図 3.関節軟骨の形態計測結果 

（非脱灰リゴラック樹脂研磨標本） 
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図 4.関節軟骨各層の割合 
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図 5. 関節軟骨の構造の比較 

（bar=50µm、脱灰パラフィン切片、サフラニン O染） 

a, b; 内側、c, d; 外側、e; 軟骨細胞の数 
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図 6.石灰化因子の発現動態 

（bar=50µm、脱灰パラフィン切片、免疫染色） 

a, b; TNAP、c, d; ENPP1、e, f; 遺伝子発現の相対定量 
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図 7.コラーゲン合成状態の比較 

（bar=10µm、脱灰パラフィン切片、蛍光免疫染色） 

a-d; CO、e-h; VP 

青; 核、赤; Col2、緑; Col10 
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図 8.関節軟骨内の細胞増殖因子の発現状態 

（bar=100µm、脱灰パラフィン切片、免疫染色） 

a, c; CO、b, d; VP、h=ki67 の遺伝子発現解析 

青; 核、赤; ki67 
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第 8章  

結論 

脛骨粗面の構造は発育に伴い石灰化および骨化するが、その変化には深層に

存在する酸性軟骨基質が消失し、そこに中性多糖類が合成されていくことが示

唆された。また、発育初期から発育期における脛骨粗面の石灰化には Enpp1の

下方制御が、発育期から発育後期における脛骨粗面の骨化には FGF23 の上方

制御が関連することが理解された。 

次いで、オスグッド病の組織構造は下り走運動によって再現することが可能

であり、オスグッド病の構造変化には脛骨粗面深層の石灰化が抑制されること

が考えられる。その機序の一端として、炎症性サイトカインのひとつである

IL-6の発現上昇に誘導されたアラキドン酸カスケードの活性化が関与すること

が理解された。 

現在まで行われてきた治療法のひとつである「運動制限」、いわゆる脛骨粗

面への機械的刺激の減少は、脛骨粗面に未成熟な骨組織を形成することが組織

学的に理解された。また本研究では、軟骨の保護として働く Trpv4の遺伝子発

現は不変であるが、軟骨内骨化に必須なメカノセンサーである Piezo1 の遺伝子

発現が上方制御されていた。これらの事実から、軟骨保護機能に影響は及ばな

いが、軟骨内骨化を正常より促すことが示唆された。加えて、荷重低減は軟骨

基質分解を促進するだけでなく、脛骨粗面の骨形成因子である FGF23 の上方
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制御がなされた結果、未成熟な骨組織を形成したと思われる。従って、現在ま

でゴールデンスタンダードとして「運動制限」が認められていたが、本研究成

果から、それは不適切な治療法であると考えられる。 

その治療法の代替案として、上り走運動が脛骨粗面の構造に及ぼす結果につ

いて調査した結果、それは脛骨粗面の石灰化を通常より促進することが理解さ

れた。その機序の一端には、TNAP の活性化によるタイプⅩコラーゲンの合成

促進が関与することが理解された。 

 また、ベクトルポテンシャル発生装置は関節軟骨の石灰化を抑制するだけで

なく、軟骨細胞の石灰化を抑制することを可能とするため、軟骨組織の再生に

貢献できる可能性が示唆された。 

 なお、本研究は動物実験のみを行っているため、完全にヒト生体への影響を

反映できてはいない。今後はヒト生体の脛骨粗面の構造観察を行い、ラットと

ヒトの組織学的な特徴の違いを検討する予定である。 
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