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〔論文〕

序文

　変形性関節症（osteoarthritis；以下，OA）は，

我が国の大規模コホート研究によれば，有病者

数は2530万人，そのうち有症状者は約800万

人と推定されている［21］。平成28年国民生活

基礎調査（厚生労働省）［16］のデータでは，

高齢者の要支援状態となる原因の第一位は「関

節疾患」とされ，その予防，治療法の確立が喫

緊の課題の1つと言える。

　OAの治療はガイドラインに沿って行われて

おり，OARSI（Osteoarthritis Research Society 

International），JOA（日本整形外科学会）のど

ちらにおいても，運動療法（定期的な有酸素運

動，筋力強化訓練および関節可動域訓練を実施

し，継続を推奨すること）は，エビデンスレベ
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ルⅠaであり，推奨度はそれぞれ96％，94％と

非常に高い［15］。一方，理学療法士による介

入は推奨度89％，86％であるが，エビデンス

レベルⅣとなっている。日本理学療法協会の変

形性膝関節症ガイドライン［19］では運動療

法（ならびに物理療法）の推奨グレードはA，

エビデンスレベル1とされているものの，ガイ

ドラインの「現状と展望」の項目には，理学療

法士による治療介入の効果に焦点を当てた

RCTが必要であると締められており，臨床研

究が不十分であることが示されている。また，

これと同じく今後の課題として挙げられている

ものの1つに，理学療法介入がOAの主な病態

である軟骨破壊そのものに対して，どのような

影響を与えるのか基礎医学的側面から明らかに

する必要があるとされている。

　OAの基礎医学的な検証には様々な動物種，

様々なOA誘発モデルが用いられており，個々

の報告間やレビューによりその違いが報告され

ているものの，複数モデルを作成し，比較・検

討した報告は乏しい。OAモデルには，自然発

症型や遺伝子組み換えによるPrimaryモデル

と，外科的・化学的介入により二次的に引き起

こすSecondaryモデルに大別され，動物種はマ

ウスやラットを用いられることが多い［14，

17］。PrimaryモデルはヒトOAに最も類似して

いるとされるものの，実験動物の導入に費用を

要すること，症状の進行に長期間を必要とする

こと，症状にはバラツキが見られるデメリット

を有している［17］。こうした背景から，本研

究では理学療法介入効果を基礎医学的側面から

検証することを見据え，検証に適したモデルを

明らかにすることを目的に，実験動物ラットを

用いて5つのSecondary OAモデルを作成し，

関節軟骨の変化を病理組織学的に比較検討した。

材料と方法

　実験動物としてWistar系雄ラット12週齢（体

重330 ～ 360g）2匹，15週 齢（ 体 重360 ～

390g）8匹を用いた。ラットは全てプラスチッ

ク製のケージ内で個別に飼育し，飼料と水は自

由に摂取可能とした。照明は12時間サイクル

で明暗の管理を行い，飼育温度は20 ～ 26℃の

範囲に収めるように努めた。本研究は全て名古

屋学院大学動物実験規定に準拠し，同大学動物

実験委員会の承認を得て行った（承認番号

2013―001）。

　15週齢のラットを，モノヨード酢酸の投与

により変形性膝関節症を化学的に誘発する群

（以下，MIA群，n＝2）と，外科的に変形性膝

関節症を誘発する群（n＝6）に無作為に分けた。

さらに外科的に誘発する群は，内側側副靭帯の

みを切除する群（以下，MCL群，n＝2），こ

れに加えて内側半月板を切除する群（以下，

MM群，n＝2），さらに加えて前十字靭帯を切

離する群（以下，ACL群，n＝2）の3群に振

り分けた。また，12週齢のラットは内側半月

脛骨靭帯を切離する群（以下，DMM群，n＝2）

とした。

　MIA群の作成は，イソフルラン（DSファー

マ）の吸入麻酔下にて膝関節周囲を剃毛した後，

膝関節屈曲位にて膝蓋腱内側の列隙中央部に

27G注射針（テルモ）を刺入し，モノヨード酢

酸（関東化学）60mg/mlを50μ l投与した。

MCL群，MM群，ACL群の作成は先行研究［20］

に準じて行った。イソフルラン吸入麻酔下にて

膝関節周囲を剃毛後，大腿内側を15mm ～

20mm縦切開し，筋組織を線維方向に沿って切

開し内側側副靭帯を露出させ，大腿骨側ならび

に脛骨側の停上部付近をそれぞれで横切した。

MM群では内側側副靭帯の切除した後，関節包
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越しに見える内側半月板を確認し，マイクロピ

ンセットで摘みながら内側半月板の上下にマイ

クロバサミを挿入して切除した。ACL群では

内側側副靭帯の切除，内側半月板の切除に加え

て，関節腔にメスを挿入し，前十字靭帯を切断

した。切除後，生理食塩水にて十分に洗浄後，

関節包ならびに筋，皮膚を縫合した。DMM群

の作成も先行研究［5］に準じて行い，膝蓋腱

内側より関節包を切開し膝蓋腱を外側に牽引し

て内側半月脛骨靭帯を確認した後，それを切断

し，再び関節包，皮膚をそれぞれ縫合した。い

ずれの群も皮下の縫合には6―0縫合糸，皮膚の

縫合には5―0縫合糸（エルプ糸付縫合針，秋山

製作所）を使用した。

　いずれのモデルも介入術後4週間を飼育期間

とし，期間終了後，4％パラホルムアルデヒド

（ナカライテスク）により灌流固定を実施し，

両膝関節を採取した。同液にて浸透固定した後，

プランクリュクロ溶液（脱灰液A，Wako）に

て72時間4℃にて脱灰し，膝関節を右後肢は矢

状面で，左後肢は前額面で切断し，5％硫酸ナ

トリウム（関東化学）にて中和し，アルコール

脱脂操作を経てパラフィン包埋した。滑走式ミ

クロトーム（TU―213，大和光機）にて3 ～ 5

μmで薄切し，ヘマトキシリン・エオジン染

色（以下，HE染色）ならびにサフラニンO・ファ

ストグリーン染色（以下，サフラニンO染色）

を行い，光学顕微鏡（BX53，OLYMPUS）に

て観察を行い，デジタル顕微鏡カメラ（DP73，

OLYMPUS）にて画像を取り込んだ。

結果

　MCL群においては，矢状面，前額面のいず

れの所見からも，関節構成体にOA様の変化を

認めなかった。MIA群では，脛骨内側・外側

の広範囲にわたって軟骨基質の染色性は低下

し，あわせて軟骨細胞数の減少と核濃縮

（pyknosis）を認めた。また一部の軟骨表層に

不整を生じていた。MM群，ACL群では関節

軟骨の fibrillationや軟骨下骨の露出を認めた。

軟骨下骨の露出は大腿骨側で多く観察され，関

節腔には多数の遊離体を認めた。いずれの所見

も外側側では観察されず，MM群に比べACL

群で顕著であった。また，ACL群では一部で

軟骨細胞のクラスター形成を認めた。DMM群

では内側半月板の内側方向への転位が観察で

き，転位した半月板の先端周囲に限局して，関

節軟骨の fibrillationや基質の染色性の低下を認

めた（図1）。

考察

　本研究にて，種々用いられているOAモデル

を作成した結果，化学的誘発モデルと外科的誘

発モデルでは異なる軟骨の変化を認め，外科的

誘発モデルにおいては，モデルによって軟骨損

傷を認めないものから，最重度となる軟骨欠損

による軟骨下骨の露出まで観察された。

　化学的誘発モデルでは，広範囲に軟骨基質の

染色性低下と軟骨細胞数の減少を認め，核濃縮

像は薬剤により軟骨細胞死が生じているものと

思われた。本研究では軟骨表層の不整を認める

のみで fibrillationや関節遊離体は観察されな

かったが，薬剤による軟骨細胞死が誘導される

ことで，本来の軟骨組織とは異なる強度の低下

を招き，ここにメカニカルストレスが加わるこ

とで軟骨破壊が進行していくとする報告［6，

10―11，13］と同様の結果が得られた。保存的

治療における理学療法介入の効果検証のために

は，組織本来が持つ修復力を最大限発揮させる

ことができるメカニカルストレスを検証するこ



― 4 ―

名古屋学院大学論集

図1　各群の膝関節所見

A：矢状面での所見（HE染色，scale bar：1mm）

　 MCL群では関節構成体の変化は観察されなかった。MM群，ACL群では大腿骨側で広範囲の軟骨下骨

の露出を認め（図中△），関節内に軟骨様組織の遊離体を認めた。DMM群，MIA群では軟骨表層の不

整を認めた（図中○）。

B：前額面での所見（サフラニンO染色，scale bar：2mm）

　 MIA群では内側・外側とも同程度，広範囲に軟骨基質の染色性低下が観察された。DMM群では，半

月板の内側方向への転位が確認でき，半月板先端周囲の限局した範囲において限局して染色性の低下

を認める。
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図1　各群の膝関節所見（続き）

C・D：前額面，内側の軟骨の拡大所見（共にHE染色，scale bar：C 500μm，D 100μm）

　 MCL群，軟骨の著明な変化は認められない。MM群では，軟骨表層の部分的な欠損と fibrillationを認

めた。ACL群では，大腿骨側で広範囲に軟骨下骨の露出を認め，脛骨側では軟骨細胞のクラスター形

成（図中△）と軟骨表層の fibrillation（図中▲）を認めた。DMM群では限局した範囲において，脛骨

側軟骨の fibrillationを認めた。大腿骨側の軟骨では著明な変化は認められなかった。MIA群では，表

層の広い範囲で軟骨細胞数の減少と核濃縮（pyknosis）を認めた。また一部で嚢胞を認めた（図中○）。

　（A：前方，P：後方，F：大腿骨，T：脛骨，M：内側，L：外側）
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とである。それを考慮すると，軟骨組織が本来

の状態から逸脱している本モデルは理学療法介

入の検証に適さないと考えられた。

　外科的誘発モデルでは，関節の不安定性が重

度になるのに伴って，軟骨損傷が進行している

ことが観察された。外科的誘発モデルは頻繁に

用いられているモデルであり，中でも内側半月

板切除モデル，前十字靭帯切断モデルを用いた

報告は多い［2―4，7，9，12］。本研究では，

MM群とACL群において，術後4週間で関節内

側面の脛骨側で部分的な fibrillationや軟骨層の

欠損を認め，また大腿骨側では広範囲に軟骨化

骨の露出を認めており，両側で重度な軟骨損傷

を呈していた。諸家の報告［2―4，7，9，12］

では，大腿骨側に関する記載は乏しく比較検討

を行うことが困難であるが，脛骨側の変化につ

いては，術後期間の多少の違いはあれども，概

ね類似の傾向を認め，急速に軟骨破壊が進展す

ることが示された。

　モデル作製において急速に軟骨破壊が進行す

ることは，研究目的によっては研究期間を短縮

させ時間的コストを軽減させる上で有益である

と言える。しかし，本研究で用いたMM群，

ACL群のモデルでは，術後4週間という期間で

軟骨は最終段階の全層欠損まで至ることから，

関節不安定性が強く，通常飼育状態であっても

侵害的な過剰なメカニカルストレスが発生して

いた結果と言える。理学療法の効果検証には組

織の修復再生に最適なメカニカルストレスを明

らかにすることであり，実際のヒトにおける病

態を考慮しても長期間かけて進行していくよう

なモデルが望ましい。関節軟骨は再生能力に乏

しい［18］ため，過度なストレスが生じるモ

デルはOA進行に対する影響を検証することは

適当ではないと考えられた。

　一方，DMM群では他のモデルとは異なり，

軟骨表層の損傷は内側に転位した半月板先端付

近に限局しており，緩やかに軟骨破壊が進展し

たと推察される。先行研究［5］においても類

似した結果が得られている。Iijimaら［8］は

同モデル作成後に4週間のトレッドミル歩行を

加えた結果，軟骨破壊を抑制したことを報告し

ており，歩行に準ずる範囲でのメカニカルスト

レスとなる理学療法介入効果の検証には適した

モデルであると推察された。

　MCL群の結果からは，内側側副靭帯切除に

よりOA様の軟骨損傷が緩徐に進行しているの

か，あるいは影響がないのかを明らかにするこ

とはできなかった。Allenら［1］は，内側半月

板切除によるOA群のsham群として内側側副

靭帯切除のみを行い，術後4週間の荷重・歩行

の変化とあわせて関節軟骨の組織学的変化を報

告し，内側側副靭帯切除のみでは，いずれにも

影響しないと結論付けしている。本研究もこれ

を支持する結果であるが，術後期間が限定的で

あり，今後より長期的な観察による検証が必要

であると考えられた。

結論

　実験動物ラットを用いて変形性関節症におけ

る理学療法介入効果を検証する場合には，外科

的に内側半月脛骨靭帯を切離するDMMモデル

が適している。
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Abstract

Osteoarthritis (OA) is one of the most commonly occurring forms of arthritis.  Despite the 

significant public health impact of OA, investigating the effects of treatment on OA remains 

challenging.  Animal models have played a key role in understanding its pathophysiology and have 

been used for developing successful treatment regimens based on this knowledge.  This study aimed 

to explore suitable animal models of OA for examining the effects of the physical therapy.  Ten Wistar 

male rats were divided into two groups: chemically induced group and surgically induced group 

(four models; medial collateral ligament transection, medial meniscotibial ligament transection, 

total medial meniscectomy, and anterior cruciate ligament transection).  After 4 weeks following 

surgery, tissue specimens from the rats were prepared and the articular cartilages were observed 

under an optical microscope for the histopathological examination.  In the chemically induced 

group, the articular cartilages had a decreased number of chondrocytes and very weak staining for 

cartilage matrix from the medial side to the lateral side.  In the surgically induced group, cartilage 

destruction was observed in all models except the medial collateral ligament transection model; 

cartilage destruction led to partial loss of those and expose the subchondral bone in the total medial 

meniscectomy model and anterior cruciate ligament transection model.  The medial meniscotibial 

ligament transection model showed slow progress of cartilage damage after surgery.  Therefore, 

this model might be suitable as animal model of OA for examining the intervention effect of physical 

therapy depending on the original ability to repair tissues.

Keywords: osteoarthritis, animal model, histopathology

Comparison of the rat models of osteoarthritis for examining 
the effect of physical therapy
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