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モ ル モ ッ ト 関 節 軟 骨 の 修 復

一 組織学的, オ
ー

トラ ジ オ グラ フ イ 的及び電子頗徴鏡的観察
一

食沢 大学医学部病理学第
一 講座 (主 任 : 梶川欽

一 郎教授)

森 泉 哲 次

( 昭 和5 8 年3 月 4 日受付)

モ ル モ ッ トの膝関節 に パ パ イ ン を注入 し, 傷害 され た 関節軟骨 の 修復過程 を
1 日か ら 8 週 に わ た り

光頗, 電顕並 びに
3
E- チ ミ ジ ン に よ るオ

ー トラ ジ オグラ フ イ を用 い て研究 した ･

パ パ イ ン 注入 に よ っ て 石灰

化層を除く軟骨全層 に プ ロ テオ グリ カ
ン の 著明な脱出が お こ り･ メ タク ロ マ ジア と ル テ

ニ ウム レ ッ ド陽性

粒子 の消失が認め られ た . 軟骨細胞は大部分変性 に 陥 っ た が, 変性 を免れ た残存軟骨細胞
も散在性に 認め

られ た .
これ らの 軟骨細胞の核分裂 に よっ て共通の細胞領域間質を有す

る軟骨細胞 の集団が形成さ れ たが ,

こ のよ う な軟骨細胞 の 再生 は限局性で , 軟骨 の修復 に 大 きく関与
す る と い う 証拠 は なか っ た -

一 方 , 関節

軟骨辺緑 の
｢ 移行部｣ の線維芽細胞様細胞が損傷軟骨の表層 に増殖 し, その 深部

に 向い 次第に 軟骨細胞 へ

分化す る と共に 豊富な細胞間物質 を産生 し硝子軟骨が形成 され た ･
こ れ ら の所見か ら , 軟骨細胞 の再生能

力は微弱 で, 関節軟骨の修復 に は軟骨細胞
へ 分化 す る能力を も つ

｢ 移行部｣ の間葉細胞が重 要な 役割 をも

つ こ とが 結論 され た .

K e y w o r d s A rti c ul a
r c a rtil a g e, R e p a ir , A u t o r a di o g r a p

h y , E le ct r o n

m ic r o s c o p y .

関節軟骨 の修復 に つ い て は, こ れ まで多数の実験的

研究が報告さ れて い る
1 卜 5 糊

9)1 2 卜 Ⅰ8)
. 損傷 が軟骨下骨に

達 した場合 に は, 骨髄 か ら増殖 した 間葉細胞 が軟骨細

胞 へ 分化す る こ と に よ っ て線維軟骨又 は硝子 軟骨 が形

成さ れ, 関節軟骨 が修復 さ れ る も の と 考 え ら れ
て い

る
1 2 ト 15)

.
しか し

,
損傷が 関節軟骨 に 限局 した場合 には,

損傷周囲の軟骨細胞が増殖 して 関節軟骨 を修復 す ると

い う意見
1) と

, 関節軟骨辺綾部の滑膜や軟骨膜の閉業細

胞が増殖分化 して軟骨組織 を形成 し, 関節軟骨の修復

に 与か ると い う意見
4) 5)が あり , 見解の

一

致 が得 られ て

い ない .

一 般に , 分化 し た軟骨細胞 の再生力は微弱で,

損傷 に 近接 した軟骨細胞 は分裂, 増殖 す るも の の , 小

さ い 再生軟骨細胞集団 を形成 す る に 留ま り, 損傷さ れ

た軟骨組織 を完全 に修復 す る に は 至 ら な い と い う 意

見2) 3)1 6)
- 1 8) が支配的で ある .

以上 の ような 関節軟骨 の修復に つ い ての 意見の 不
一

致は傷害の 程度や, 損傷 の作成方法の 差異 に よる も の

と 思われ る . 又従来の報告の大部分 は光学顕微鏡的観

察 に 基づ い て お り, 増殖す る細胞種が どの よ う な微細

構造 を有 して い る の か, 増確細胞 は分化 す る際
に どの

よ う な超微構造的変化 を とげ, 軟骨 に 特有な細胞間基

質 を形成 す る のか に つ い て は断片的な報告
が な され て

い るの に す ぎな い
1 2) 13)

. 著者 は これ らの諸問題を明らか

に す る た め に , パ パ イ ン を関節腔内 に 注入 して 限局性

軟骨損傷 を作成 し, 関節軟骨の 修復過程 を光学
顕微鏡

(光顕) , 電子 顕微鏡(電顕) 及び光顕的 オ
ー

トラ ジオ

グ ラ フ イ を用 い て観察 した の で 報告す る .

材料 お よ び方 法

成熟 H a rtl e y 系雌モ ル モ ッ ト(50 0
～ 7 00 g) を用い て,

1 側 の膝関節腔に 生 理 的食塩水 に 溶か した 1 %
パ パ イ

ン (S i g m a , C r u d e p o w d e r ･ t y p e II ) 溶液 0
･1 m l を

注入 し, 他側 の 膝関節腱 に は同量の 生理 的食塩
水 を注

入 し対照と した .

パ パ イ ン溶液及 び 生理 的食塩水は注

入直前 に 0 . 4 5 〟 孔の ミ リ ポ ア フ ィ
ル タ

ー ( M illi p o r e ,

B e n d f ｡ rd) で 炉過後使用 した . 注入 後 1 , 4 日 , 1 ,

2
,
3
,
4
,
6 , 8 週 に それ ぞ れ 2

～ 4 匹 ずつ 屠殺し

材料 を採取 した.

R e p air of t h e A r ti c u l a r C a rtil a g e of t h e G u in e a
-

p i g : A H is t ol o g i c al , A u t o r a di o g r a p h ic

a n d E l e c t r o n M ic r o s c o p ic al O b s e r v a ti o n . T e t s uji M o rii z u m i , D e p
a r t m e n t of P a th ol o g y

( Ⅰ) , ( D ir e c t o r: P r of . K ∴K ajik a w a) , S c h o ol of M e dici n e , K a n a z a w a U ni v e
r sit y ･



関節軟骨の 修復

電顕的観察 : 電願材料と して膝関節腔 を露出後脛骨

関節軟骨内側部を滑膜 を含めて摘出し
,
2 . 5 % グ ル タ ー

ル ア ル デ ヒ ド(0 ･ 1 M カ コ ジル 酸 ソ ー ダ綬衝液 p H 7 . 4)

で 4
0

C , 6 0 分間固定後, 2 % オ ス ミ ウ ム 酸( 同綬衝液

pI1 7 ･ 4) で 9 0 分間固定を行っ た . 次 い で エ タ ノ ー ル 系

列で脱水 エ ボ ン 飢2 で 包埋 した
. 超薄切片はダイ ヤ

モ ン ドナイ フ を用 い
,
L E B ウ ル ト ラ ト ー ム (8 8 0 0 型)

で 作成し, 酢酸 ウ ラ ニ ー ル ･

石肖酸鉛の 二 重染色 を行 っ

た . 一一一--
･

部の 材料 はル テ ニ ウム レ ッ ド ( R R) 染色6) と タ

ン ニ ン酸染色7) を行 っ た . 試料は 日立 H t ト50 0 型電子 顕

微鏡を使用 し直接倍率1
,
2 00 ～ 1 5

,
0 0 0 で撮影 した

.

光顕 的観察 : 膝 関節全体 を 0 . 5 % の 割 に C e t yl

P y rid i ni u m c hl o ri d e を含む 10 % 中性 れ レマ リ ン液で

3
～ 5 日間固定後, 0 ･ 5 M E D T A ( E th yl e n e d i a m i n e ･

t et r a a c e ti c A cid) で脱灰しパ ラフ ィ ン切片を作成した.

切 片は H . E . ( H e m a t o x yl in a n d E o si n )
,
トル イ ジ ン

青( p H 7 ･ 0) , アル シ ア ン 膏( p H 2 . 5) 及び 鍍銀染色 を

施し観察した
.
又電頻用 の エ ボ ン包埋 試料か ら1 〟 m 切

片を作成 し トル イ ジ ン 青染色 を行 っ た .

光顕的 オ ー ト ラ ジ オグ ラ フ イ : パ パ イ ン 注入 4 日 ,

1
,
2
,
4 週後 に 膝関節腰 に 0 . 1 JJ C i/体重 g の

3
H- チ

ミ ジ ン( R C C A m e r sh a m
,
比活性度40 ～ 6 0 Ci/ m m ol)

を注入 し, 4 0 分後に膝関節全体 を採取 した. 組織を 10

% ホ ル マ リ ン 液で 固定 し, 0 . 5 M E D T A で脱灰後パ ラ

フ ィ ン 切 片を作成し た. 脱パ ラ フ ィ ン を行 っ た切片 を

K o d a k 乳 剤 N T B M 3 で d i p pi n g し 乾 燥 後, 暗 箱 内

(4
0

C ) で 2 ～ 4 週間露出した . 露出後 K o d a k D -

1 9 で

15
O

C
,
4 分間現像 し, K o d a k 定着液 で 15

0

C
,
5 分間定

着し水洗後
,
廿 E . 及 び トル イ ジン 青染色 を施 し た .

成 績

Ⅰ . 対照 群

1 . 光顛所見

関節軟骨 は軟骨細胞の形態, 配列及 び細胞間物質の

染色性の 適い か ら表層, 中間層
,
深層及 び 石灰化層の

4 層に 分 けら れ る . 表層に は1 層の 扁 平 な細胞が関節

面に対 し て平行 に 存在 し
, 細胞 間の メ タ ク ロ マ ジア は

陰性で ある
. 中間層の 細胞は 1 ～ 2 層の 類 円形 の 細胞

から な り
, し ば しば 対を な して存在す る. 深層で は

,

3 ～ 5 層の 類 円形の 細胞が石 灰化層に 向い 次第に 柱状配

列を示 す . 石 灰 化層に は 1 ～ 2 層の 類円形の 細胞が存在

する
. 中間層, 深層, 石 灰化層の 細胞間は メ タ ク ロ マ

ジア陽性で あ るが , 細胞領域 ( 軟骨小腔) は領域間部

に比 べ て よ り強い 陽性 を示 す . 軟骨細胞 に は3 H- チミ ジ

ン の と り こ み は認め られ な い
.

関節軟骨 は辺 緑郡に お い て線維性組織 へ 移行す るが ,

こ の 移行部 に は 少数の 紡錘形細胞 と膠原線維が存在す

335

る .

3
H

-

チ ミ ジン の と り こ み は紡錘形細胞の少数に 認め

られ る .

2 . 電顕所見

関節軟骨表層の 細胞 は屑平で細胞小器官の 発育は乏

しく, 少数の 指状突起 を有 して い る
. 中間層の細胞 は

類円形で多数の指状突起 を有 し
,
原形質は広 く糸粒体,

粗面小胞体 ,
ゴ ル ジ装置が よ く発達 して い る

.
こ と に

ゴ ル ジ装置 の発育は著明で, ゴ ル ジ空胞 に は しば し ば

細線維状物質 の凝集が認 められ る . 又 ライ ソ ゾ ー ム 様

小体や 多胞休も まれ に 観察され る . 深層の細胞 は中間

層の細胞 と類似す るが, 脂肪滴と グ リコ ー ゲ ン が し ば

し ば存在 す る.

細胞間物質は膠原線経 とプ ロ テオ グ リカ ン か ら構成

さ れ る .
プ ロ テ オ グリ カ ン は粒子( 直径 20 ～ 3 0 n m ) と

フ ィ ラメ ン ト( 直径 5 ～ 1 5 n m ) か ら なる R R 陽性物質

と し て同定さ れ る( 図1 ) . 中間層と深層の細胞は細胞

領域 を有 して い るが, 表層細胞 に は認め られ ない . 細

胞領域 に は上 記の R R 陽性物質と ご く少数の膠原線継

が含 まれ , そ の横紋 は不明瞭で
,
後述の 領域間郡の

Fi g ･ 1 ･ T h e i n t e r c ell ul a r m a t ri x o f a n o r m a l
a rti c u l a r c a rtil a g e , Sh o w i n g c oll a g e n fib ril s

e m b ed d e d i n a b u n d a n t r u th e n i u m r ed
-

p O Siti v e

p a rti cl e s a n d fil a m e n t s . R u th e n i u m r e d s t ai n .
×

3 0
,
0 0 0 .



3 3 6

膠原線推 に 比較 して直径 13
～ 2 0 n m と細い . 領域間

部の 膠原線維 は表層 で は関節面に 平行 に 並 び中間層で

は配列が不規則で , 深層で は垂 直に 配列す る . 線維 の

直径 は表層25 ±9 n m , 中間層33 ±1 0 n m , 深層 44 ±
20

n m で , 深層に 向う に従 い次第に 線推の 直径は増加す る･

関節軟骨辺縁の 移行部 に は少数 の 紡錘形細胞 が観察

され る が
,
小器官の発育 は乏 しく 糸粒凧 粗面小胞体

及 び ゴ ル ジ装置が少数認め られ る . 細胞間に は膠原線

推( 直径 40 ～ 5 0 n m ) が 線推束 を形成して 存在す る ･ 線

維束周辺 に は マ イ ク ロ フ ィ プ リ ル(直径約 10 n m ) が認

め られ る .

ⅠⅠ. 実験群

1 . 光顕所見

1 ) . 1 ～ 4 日

パ パ イ ン 注入 に よ っ て石 灰化層を除く関節軟骨全層

が変性 に 陥り , 細胞間質の メ タ ク ロ マ ジア は完全に消

失す る(図 2 ) . この よう な 変化 は中央部で は辺 繚部に

比 べ て そ の程度が強く, 中間層に 達す る亀裂も時 に 認

め られ る . 同時に 細胞配列 は不規則と な り表層, 中間

層, 深層の 区別が不明瞭と なる . 大部分の 軟骨細胞 は

萎縮状 を呈 し, しばしば消失す る.
しか し変性を免れ

た細胞 も散見され る .
こ れ らの 残存細胞は む し ろ腰大

し, ま れ に有糸核分裂 と
3
H

-

チ ミ ジン のと り こみが 認め

られ る .
4 日で は残存細胞の周囲 に メ タク ロ マ ジ ア陽

性物質の沈着が認 めら れ る .

移行部に おい て は, 4 日か ら核分裳を伴 っ た紡錘形

細胞 の増殖 が認め られ ,
3 H - チ ミ ジ ン の酒発な とり こ み

が観察さ れ る (図3 ) .

2 ) .
1 ～ 3 通

関節軟骨中央部で は変性が進行す る.
こ の時期で は

し ば しば軟骨 の 亀裂が石灰化層近く ま で 及 ぶ . 軟骨細

胞 は 1 ～ 4 日 に 比 べ 広範囲に 消失 し, 残存軟骨細胞は

少数認 め られ る に す ぎな い .

これ らの 残存細胞の 細胞

配列 は不規則 で , まれ に 核分裂 と
3
H- チ ミ ジ ン の と りこ

み が認 め られ , メ タ ク ロ マ ジア は細胞周囲の み陽性で

あ る .

辺綾部 の 表層 に は 移行部 か ら増殖 し た結合組織が認

め られ る( 図4 ) . こ の組織 は毛細血管と多数の紡錘形

細胞 と狭い 細胞間質か らな る . 紡錘形細胞 に は核分裂

と
3
Ii- チ ミ ジ ン の と り こ み が し ばしば認 められ る . 紡錘

形細胞 は下部 に 向う に 従 い 次第に 類円形の 軟骨細胞 へ

と 分化し, 細胞間に メ タ ク ロ マ ジア陽性物質が沈着し,

表層の結合組織の 下部に 硝子 軟骨 が形成 され る .
こ の

再生軟骨 の 軟骨細胞 に は 大小があ り, 配列 は不規則で

あ る .

3 ) . 4 ～ 8 適

中央部の変化 は 1
～ 3 週の変化 とほぼ 同様 で あるが,

特 に 3 ～ 1 0 個の 軟骨細胞か らな る細胞集団が散在性に

観察さ れ る .
こ れ ら の細胞集団を構成 す る細胞に は,

まれ に
3
H - チ ミ ジ ン の と り こ み が認 め られ る( 図5 ) .

細胞集団は メ タ ク ロ マ ジア 陽性の 広い 細胞領域 を形成

す る が, 領域 間部で は メ タ ク ロ マ ジ ア は陰性で ある .

変性軟骨下部 の骨 に は骨芽細胞の 増殖 と骨梁の 肥厚が

認め られ る . し か し こ の よう な変化は後述 する再生 軟

骨下部の 骨に は認 め られ な い .

辺 緑部 では移行部か ら増殖 した紡錘形細胞 は減少し,

軟骨細胞 が不規則 に 並 ぶ肥厚 した 再生 硝子 軟骨が形成

され る . 中央 部に 行 く に 従 っ て下層の 軟骨細胞は ばぼ

柱状 に 配列す る. しか し層の 区別 は明 ら か で なく , 細

胞密度 は高く , こ の た め再生軟骨 は対照に 比 べ 約2 倍

Fi g . 2 . A rti c ul a r c a r til a g e a t th e l st d a y a ft e r p a p
ai n i nj e c ti o n ･ L o s s

o f m e t a c h r o m a si a i s e vi d e n t i n th e e n ti r e thi c k n e s s e x c e p t i n th e

c al cifi ed z o n e . T ol uid i n e b l u e st ai n .
×9 0 .
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Fig . 3 . T riti a t e d th y m id i n e a u t o r a d i o g r a p h o b t a i n ed 4 d a y s a ft e r

p a p a l n i nj e c ti o n , Sh o w i n g i n t e n s e th y m id i n e u p t a k e i n th e s p in dl e

c ell畠 o f th e t r a n siti o n z o n e . H . E . st ai n , × 37 0 .

F i g ･ 4 ･ A pi c t u r e a t th e 2 n d w e e k af t e r p a p ai n i nj e c ti o n , Sh o wi n g
e x t e n si o n o f t h e c o n n e cti v e ti s s u e f r o m th e t r a n siti o n z o n e a n d

r e g e n e r a t in g h y a li n e c a rtil a g e i n th e u n d e rl yi n g a r e a . N o t e th e

C ell ul a rit y a n d i r r e g ul a r a r r a n g e m e n t o f t h e c h o n d r o c y t e s . E p o n

e m b e d d ed l FL m th i c k s e c ti o n . T ol ui di n e bl u e st ai n .
× 90 .

に肥厚す る(図 6) . メ タク ロ マ ジア は表層の軟骨を除

い て 陽性 で
, 細胞領域で は特 に 強陽性を示 す .

2 . 電顕所見

1) , 1 ～ 4 日

軟骨細胞は少数の細胞を除 い て変性 に 陥 る. 変性細

胞は萎縮状 を呈 し
, 核 に は不規則 な 入 り こみ が 出現 す

る. 小器官は減少 し ゴ ル ジ装置も目立 た ない . 脂肪滴

が増加 し
,
しばし ば原形質全体を占め る こと も まれ で

はない
. 丸 ライ ソ ゾ ー

ム 様小体 や空胞の増加 が著明

で
, 糸粒体 は腰大又 は萎縮 し, ク リ ス タ に は変形が み

られ る
. 変性 を免れ た残存細胞 で は 原形質 は腰大 し

,

ゴ ル ジ空胞の 増加 と粗面小胞体の 発達が認め られ, 脂

肪滴や ライ ソ ゾ ー ム 様小休 も増力ロす る
.

軟骨基質に は, 残存細胞の周囲以外 は プ ロ テ オ グリ
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カ ン は 全く認 め られ な い(園7 ) . 膠原線推はや や 密集

す る
. 又 後述 の よう に , まれ に 太い 膠原線推が変性細

胞 に近接 して観察さ れ る .

移行部 に 増殖 した紡錘形細胞は核小体が明瞭で , 細

胞質に は リ ポ ゾ ー ム が 比 較的豊富であ る. 細胞間 に は

線推束 を形成す る膠原線維(直径 4 0 ～ 5 0 n m ) と マ イ ク

ロ フ ィ ブ リ ル が認 め られ る .

2 ) . 1 ～ 3 適

中央部で は 大部分の軟骨細胞は変性細胞 の 形態 を示

す . 表層で は細胞 は脱落 し膠原線維が直接露出 し, し

ば しば線推の 間隙が異常に 広い . 残存軟骨細胞は少数

認め られ
,
そ の 周囲に はプ ロ テオ グリカ ン の沈着が認

め られ る . 又 1 ～ 4 日と 同様 に 変性細胞に 近接 して太

い 膠原線推が観察 され る .



3 38

光顕的に 示 さ れ る よう に , 移行郎か ら辺綾部表層 に

多数の紡錘形細胞 を含む結合組織が増殖す る .
こ れ ら

の紡錘形細胞 は粗面小胞体 の発達 した線維芽細胞様細

胞の形態 を示す(図8 ) . 細胞 間に は少数の膠原線推(直

径 26 ±8 ･n m ) が 疎に 存在 し, 線推周辺に は マ イ ク ロ フ

ィ ブ リ ル が 認め られ る . 線絶間 は R R 陽性 の フ ィ ラメ

ン ト(直径 15 ～ 3 0 n m ) で 満た さ れ る .
こ の結合組織の

下部に は ゴル ジ装置が よく発達 し指状突起 を有す る軟

骨細胞 の形態を とる細胞が認め ら れ る(図9 ) . 細胞間

に は膠原線推が多く存在 し粒子 と フ ィ ラメ ン トか らな

Fi g . 5 . A u t o r a d i o g r a p h o
f th e a r ti c u l a r c a rtil a g e

a t t h e 4 th w e e k a ft e r p a p ai n i nj e c ti o n , Sh o w i n g

th y m id i n e u pt a k e i n t h e ch o n d r o c yt e i n c
l u st e r ･

H . E . st ai n .
×3 7 0 .

る R R 陽性物質も認 め られ る が, 細胞領域 は区 別され

な い .
さ ら に 下部 で は小器官と指状突起の 発育が より

著 しく, 細胞領域を備 えた軟骨細胞が増加する(図10) .

こ の 軟骨細胞 はよ く発達 した 粗面小胞体 と ゴ ル ジ装置

をも つ .
ゴ ル ジ装置は原形質 に 広く存在 し小 胞, 層板,

空胞 は明瞭 で , 層板は 互 い に 吻合 し, 処々 空 胞と連続

す る. 小胞 と粗面小胞体 の 連続も認め ら れ る . 細胞周

囲 に は粒子 ( 直径 20 ～ 30 n m ) と フ ィ ラ メ ン ト (直径

5 ～ 1 5 n m ) か ら な る R R 陽性物質の 豊富 な細胞領域が

区別 され る( 図11) . 領域間部 で は膠原線推 は下 部に お

しゝて よ り密で ある が その 配列は不規則で あ る . 線維の

直径 は 31 ±9 Il m で 中間層の線推 に 近い 値 を示 す . 線推

間に は R R 陽性の 粒子 と フ ィ ラ メ ン ト か らな る プ ロ テ

オ グリ カ ン が沈着す る .

3) . 4
′
～ 8 週

中央部は変性軟骨か ら な るが , 処 々 数個の 軟骨細胞

の集団が認め られ る( 図12) . こ の細胞集団 を構成する

軟骨細胞は そ れ ぞれ の細胞領域 を有 しなが ら互い に密

着 し て い る が 形態 は様々 で ある. 小型の 細胞 は
一

般に

核小体が明瞭で小器官の 発育 が乏 しく, 粗面小胞体と

小さ な ゴ ル ジ装置を備 えて い る . 大型の細胞 に はよく

発達 した粗而小胞体 と ゴ ル ジ装置や , 多胞体や ライ ソ

ゾ ー ム 様小体及びグリ コ
ー

ゲ ン が認 め られ る . 細胞集

団の周囲に は粒子 と フ ィ ラメ ン トか ら な る R R 陽性物

質が豊富に沈着 し細胞領域が区別さ れ る . 細胞 集団か

ら はな れ た領域間部に は, 細い 膠原線維 (直径 15 ～ 30

n m ) の 密な集合が限局 して観察さ れ る ( 図13) . 又前

述 した が 太い 膠原線維が変性細胞 に近接 して認め られ

る( 図14) . 線推の 直径は 75 ～ 1 , 0 0 0 n m ( 平均300 n m )

F i g . 6 . R e p a r a ti v e a n d h y p e rt r o p hi c h y a li n e c a r til a g e s e e n 4 w e e k s

a ft e r p a p a i n i n j e c ti o n . C ol u m n a r a r r a n g e m e n t o f c a rtil a g e c ell s i s

c o n sti t u t e d . H . E . st ai n . ×9 0 .
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Fi g . 7 . I n t e r c ell ul a r m a t ri x a t t h e l s t d a y a f t e r

P a p a l n i nj e cti o n . D i s a p p e a r e a n c e of r u th e ni u m

l
'

e d- p O Siti v e p a rti cl e s a n d fil a m e n t s a n d a g g r e g a -

ti o n o f c oll a g e n fib ril s . R u th e n i u m r e d st ai n . ×3 0
,

0 0 0 .

3 3 9

で
,
横紋 周期は 70 n m と正 常である.

こ の 線推 は紡錘

形 を呈 し線維先端で は細線推 は ほ ぐれ る像が 観察さ れ

る
. 線碓間 に は高電子密度の細胞崩壊物が少数認 めら

れ る .

軟骨辺経 で は移行部か ら増殖 した線推芽細胞横紙胞

の 大部分 は軟骨細胞 へ 分化 し
,
肥厚 した硝子 軟骨が中

央部の変性軟骨に 接 して形成 され る . 再生軟骨表層は

線維芽細胞様細胞 に代 っ て 2 ～ 3 層の 扁平な 細胞 で被

わ れ(図 15) , 下部 に向う に 従い 類円形の軟骨細胞 が細

胞領域 をも っ て ほ ぼ柱状 に 配列す る
.
しか し, 再生軟

骨で は正 常軟骨 に 比べ て細胞数が多く, 軟骨各層の区

別が明 らか で な い
. 細胞 間は正 常軟骨と同様な膠原緑

綬と プ ロ テ オ グ リ カ ン で 占め られ る .

考 察

Ⅰ
. 関節軟骨の 修復機序

関節軟骨が傷害さ れ た場合に は
,
3 種類の細胞, す

なわ ち軟骨細胞
1) 8) 9)

, 移行部閉業細胞4〉5)1 0)1 1)及び骨髄間

葉細胞
1 2 ト 1 5)
が軟骨の 修復 に 関与す る ことが知 られ てい

る
.
しか し

,
こ れ ら の細胞の中で どの細胞が最 も軟骨

の修復に 与か る か につ い て は
, 軟骨損傷の部位 と その

程度に よ っ て異な る もの と思わ れ る . 本研究 で はパ パ

イ ン に よ る軟骨損傷後, 移行部 に お ける 間葉細胞の増
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Fi g . 9 . M o d e r a t el y d iff e r e n t
i a t e d c h o n d r o c y t e s f o u n d 3 w e e k s af t e r

p a p ai n i nj e cti o n , C h a r a c t e ri z e d b y d e v el o p m e n t o f G ol gi a p p a r a t u s

a n d fi n e c y t o pl a s m i c p r o c e s s e s . × 6 ,4 0 0 ･

T h e G ol gi a p p a r a t u s i s w ellFi g . 1 0 . R e g e n e r a t e d c a r til a g e c ell s s e e n 3 w e e k s a ft e r p a p a i n
i nj e c ti o n ･

d e v el o p e d a n d e x t r a c e11 ul a r c a rtil a g e m a t ri x i s
f o r m e d ･ × 5

,
5 0 0 ･
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Fi g ･ 1 1 ･ I n t e r c ell u l a r r n a t ri x o f r e g e n e r a t e d h y a
-

1i n e c a r til a g e a t th e 3 r d w e e k a f t e r p a p a l n

in j e c ti o n . D e p o sit s o f r u th e n i u m r e d- p O Si ti v e

p a rti cl e s a n d fil a m e n ts a r e e vi d e n t . R u th e n i u m

r ed s t ai n . × 3 0
,
0 00 .

Fi g , 1 2 . C h o n d r o c y t e s i n

殖が 注目さ れ た .
この 間葉細胞は正 常状態に お い ては

小 器官の 乏 しい 細胞 で あ るが , 軟骨損傷後核分裂 に よ

っ て 増殖す る . 増殖 した細胞は始め は粗面小胞体の 発

達 した線維芽細胞様の 構造 を呈 し線推性の 細胞間物質

を産 生する が
,
■次第 に 軟骨細胞 へ 分化す る に したが っ

て プロ テ オ グリ カ ン が 増加 し硝子 軟骨が形成 され る こ

とが観察さ れ た
.
こ の所見か ら移行部に は軟骨細胞 へ

分化す る能力を も つ 間葉細胞が含ま れて お り
, 軟骨に

傷害が加わ る と増私 分化 し軟骨の修復 に与 かる も の

と 考え られ る . この 成績 は T o n n a 1 9)
,
O b e r g ら

2 0)の
3
H

- チ ミ ジ ン を用 い た オ ー

トラ ジオ グ ラ フ イ 的研究及 び

B e n n e tt ら
5)の 組織学的研究の結果と 一

致す る .
しか し,

中央部の 軟骨で は変性 が強く 8 週後に お い て も完全に

は修復が お こ ら なか っ た . こ れ は移行郎か ら の 間葉細

胞の 増殖が中央部に ま で及ばな い た めで ある と考え ら

れ る
.

軟骨細胞 が関節軟骨の 修復に どの 程度関与す るか に つ

い ては意見の 一 致が得られ てい ない . C al a n d r u c ci o ら
1)

は軟骨細胞 の増殖に よ っ て関節軟骨が再生され う る と

報告 して い る . しか し M a n k i n
2 ‖7)

,
M e a c hi m

3}
,
F ull e r

ら
16)
,
K l o st e r m a n

- 8)
は軟骨細胞の再生能力は弱く

, 傷

害さ れ た 関節軟骨を再生す る こ と はで き ない と主張し

てい る
. 本研究で は パ パ イ ン 注入後4 日及び 1 ～ 3 週

に お い て
,
変性 を免れた残存軟骨細胞に3 H -

チ ミ ジン の

Cl u st e r a t th e 4 th w e e k af t e r p a p a i n i nj e c ti o n . C h o n d r o c yt e s h a v e a w ell

d e v el o p e d r o u gh e n d o pl a s m i c r e ti c u l u m a n d G ol gi a p p a r a t u s . ×2 ,5 00 .
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Fig . 1 3 . I n t e r t e r rit o ri al m a
t ri x o f d e g e n e r a t e d

a rti c ul a r c a rtil a g e a t th e 4 th w e e k af t e r p a p ai n

i nj e c ti o n , Sh o w i n g a c c u m u l a ti o n o f fi n e c oll a g e n

fib ril s . ×6 ,3 0 0 .

F i g . 1 4 . U n u s u a 11 y t hi c k c oll a g e n fib e r s f o u n d 6

w e e k s a f t e r p a p ai n i nj e c ti o n . T h e y a r e s pi n dl e
-

Sh a p e d a n d h a v e a d i sti n c t 7 0 n m p e
ri o d i cit y ･ ×

1 0
,
8 0 0 .

F i g . 1 5 . R e g e n e r a t e d a rti c u l a r c a rtil a g e a t th e 4 th w e e k a ft e r p a p ai n i nj e cti o n ･ S u p e rfi ci a1 8 a tt e n d

c e11 s a n d s u bj a c e n t difE e r e n ti a t e d c h o n d r o c y t e s . × 4 ,8 0 0 .
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と り こ みと 核分裂が観察さ れ た が, それ ら は い ず れ も

甚だ少数の 細胞 に 限ら れ てい た . 4 週以 降に お い て軟

骨細胞の 集団が形成さ れた が, こ の 細胞集団 は散在性

に 観察され た に す ぎな か っ た . した が っ て多く の 研究

者
2) 3) 1 6卜 1 8) が 報告す るよ う に , 軟骨細胞 の増殖は細胞集

団の 形成に 留 まり 関節軟骨の 修復に は大 きな 役割 を果

して い な い もの と 考え られ る .

骨髄間葉細胞に よ っ て関節軟骨が修復さ れ る と い う

報告
1 2 ト 1 5)1 7)1 8)

は多い
,
これ ら の 報告 に よ れ ば

, 骨髄間

葉細胞に よる 軟骨 の修復は損傷が骨髄 ま で 及 んだ 場合

に お こ る とさ れ て い る
. 本研究で は骨髄間葉細胞が軟

骨の修復 に 関与す る所見は認め ら れ なか っ たが
,
こ れ

は パ パ イ ン に よ る軟骨損傷が骨髄 まで 及ば な い た め で

当然の 結果と考え られ る
. 中央部 で は

,
4 週以 降変性

軟骨下部の 骨 に 骨芽細胞 の 増殖 と骨梁の肥厚が認め ら

れた .

一 般に プ ロ テオ グ リカ ン は軟骨の 弾力性保持 に

関係し, 軟骨 に 加わ る荷重に 桔抗す る作用 を有 して い

る
2 1) 2 2)

.
その た め プ ロ テオ グ リカ ンが 著明に 減少した中

央部の 変性軟骨で は , 荷重 に 対 して 軟骨が桔抗で きず,

その結果軟骨下骨に 荷重が か か り, 骨芽細胞の増殖と

骨梁の肥厚が お こ る もの と推定さ れ る
.

ⅠⅠ. 細胞間質の 変化

軟骨辺緑部 に増殖 した線椎芽細胞横紙胞の 問質 は少

数の膠原線経と R R 陽性の フ ィ ラメ ン トで 構成さ れる .

しか し, 線維芽細胞様細胞が次第に 軟骨細胞 へ 分化す

る に従い , 細胞間に は膠原線推の 数の増加と共に R R 陽

性の 粒子 と フ ィ ラ メ ン トか ら な る プ ロ テ オ グ リカ ン が

沈着 し硝子軟骨が 形 成され た . 細胞小器官の 変化で は
,

ゴル ジ装置の 発達が最も顕著な変化 で あ っ た .
ゴ ル ジ

装置が プ ロ テ オ グ リカ ン産生に 与か る 小 器官で あ る こ

と はよく 知ら れて お り2 3) 2 4)
, 本研究で みられ た ゴ ル ジ装

置の 発 達は活発な プ ロ テオ グ リ カ ン 産生を反 映す る形

態学的変化で ある と 考え られ る .

パ パ イ ン注入 後光顕 的に メ タ ク ロ マ ジ ア陽性物質の

消失に 対応 し て電顕的に は粒子 と フ ィ ラ メ ン トか らな

る R R 陽性物質の 消失が認め られ た .
パ パ イ ン に よ っ

て軟骨細胞 に も 変性 が み られ た
. 変性細胞 は萎縮状 を

呈 し小器官の 減少と脂肪滴の 増加が み られ た が
, 残存

細胞 は腫大 し ゴ ル ジ空 胞の 増加と粗面小胞体の 発達が

観察さ れ た
.
こ の よう な小器官の 変化 に 対応し て , 残

存細胞周囲に は メ タ ク ロ マ ジア 陽性物質及び粒子 と フ

ィ ラ メ ン トか ら な る R R 陽性物質の 出現が み られ 細胞

領域が形成さ れ た . S h e p a r d ら
25) の 研究で も同様な結

果が得 られ て い る
.
又軟骨細胞集団の 細胞周囲 に もメ

タク ロ マ ジア陽性物質と R R 陽性の 粒子 と フ ィ ラメ ン

トが豊富に 沈着し大 きな細胞領域が形成さ れ た .

これ らの 所見 は軟骨細胞の 一

つ の 修復反応 と思 わ れる

が
,
これ らの 既存 の 軟骨細胞に よ る修復は ご く限られ

た 小範囲 に 止 ま る こ と は前に 述 べ た通 りで ある
.

変性軟骨 で は, 膠原線維の 離間が み られ, その 程度

が 強い 所では石 灰 化層近く まで及ぶ 亀裂が観察され た .

線椎の こ の よ う な変化 は関節腔に 垂 直配列 を示 す 深層

の 線継が露出し鰍 こ裂目が で きる結果で あ ると思 われ

る
.

膠原線推 の 変化と して
,
太 い 線維が変性細胞 に 近接

して観察さ れ た
.
S e e g mi 11 e r ら

2 6)
は軟骨異栄養症 を呈

す る突然変異 マ ウ スの 骨端軟骨 に , W ei s s 27 ) は高齢者及

び ヒ ト変形性関節症 に , A k i s a k a ら2 8) はメ ッ ケ ル 軟骨

に 同様な太 い 線維 を報告 して い る . こ の 線推 は プ ロ テ

オ グリ カ ン の 減少した軟骨に み られ2 6) 2 7) , 又 石灰 沈着が

伴われ る
28) こと か ら軟骨基質の 変性の 結果形成されるも

の と 考え られ て い る2 9)
. 本研究で も こめ線維 はプ ロ テオ

グリ カ ン の 減少 した軟骨基質 に存在 しさ らに 変性細胞

周囲 に 認め られ る こ と か ら
,
太い 線推の 形成 に は軟骨

基質の変性 が関与 してい る と思わ れる . しか し
, 変性

軟骨で は, 硝子 軟骨 に 固有 のⅠⅠ型 コ ラ ー

ゲ ン に代 っ て

Ⅰ型 の コ ラ
ー

ゲ ン が合成され るとい う報告
3 0)が あり ,

一

般 に Ⅰ 型 コ ラ ー

ゲ ン は太い 膠原線推 に凝集す るの で
,

変性軟骨 に み られ た太い 膠原線維 はⅠ型 コ ラ ー ゲ ン の

産生の結果か も知れ な い
.

又 軟骨細胞集団の領域間部 に , 細 い 膠原線維 の 限局性

沈着が観察さ れ た .
こ れ は Rtitt n e r

3 1)
らが 報告す る微小

療痕 に 相当す る もの で 高齢者及び ヒ ト変形性関節症に

お い て観察さ れ て い る . 本研究でも , こ の 線維の 沈着

は変性軟骨以外に は認め られ な い こ とか ら軟骨の 変性

と関係が あ る も の と思 われ る が
,
そ の 形成機序は 不明

で あ る
.

結 論

モ ル モ ッ トの 関節腔 に パ パ イ ン を注入 し
, 傷害され

た 関節軟骨の 修復過程 をパ パ イ ン 注入 後1 日か ら 8 週

に わ たり 光顕, 電顕及 びオ ー

ト ラ ジ オ グラ フ イ を用 い

て研究 し, 以 下の 結果 を得た.

1 ･
パ パ イ ン 注入 に よ っ て石 灰化層 を除く軟骨全層

に プ ロ テ オ グ リカ ンの 完全な消失がお こ り
,
大部 分の

軟骨細胞 は変性に 陥 っ た
.

2 ･ 軟骨損傷後, 4 日 か ら移行部の 間葉細胞の 増殖

が開始さ れ
,
そ こ か ら変性軟骨の 表層に 増殖 した線維

芽細胞様細胞 は次第 に 軟骨細胞 へ と 分化す る と共 に 細

胞間に 膠原線経と プ ロ テオ ブ リカ ン の 豊富な 軟骨基質

が沈着 し硝子軟骨 が形成され た .
こ の よう な 軟骨 の 再

生は移行部 に 近い 辺 緑部の 軟骨に み ら れ たが, 中央部

の 軟骨 で は変性が強く , 8 週後に おい て も完全に は修

復は お こ ら なか っ た
.
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3 . 残存軟骨細胞の
一

部 に増殖 が み られ, 再生軟骨細

胞 の集団が散在性 に形成 され た が, その 数は少な く軟

骨の修復 には大 きく 関与 しな い も の と考 えられ た .

4 . 軟骨の修復 に骨髄の間葉細胞 の関与は認 め られ

な か っ た . しか し, 変性軟骨下部の骨 に は骨芽細胞の

増殖 と骨梁の肥厚が み られ た .
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S h o w e d m it o ti c c ell d i vi si o n w it h r e s u lt a n t f b r m a ti o n o f c ell cl u s t e r s s u r r o u n d e d b y a c o m m o n

t e r rit o ri al m a t ri x ･ S u c h a c h o n d r o c y ti c r e g e n e r ati o n
,
h o w e v e r

,
O C C u r r e d i n c o n fi n e d a r e a s a n d

h e n c e d i d n o t s e e m t o p l a y a m d o r r ol e i n t h e r ep ai r o f c a r til ag e t i s s u e ･ O n t h e o t h e r h a n d ,
fib r o bl a st -1i k e c ell s p r o li f e r a t e d f r o m t h e

=

t r a n siti o n z o n e
=

o f t h e j oi n t o nt o t h e s u r f a c e o f t h e

d a m a g e d c a rtil a g e ･ G r o w i n g t o w a rd d e e p e r p o rti o n , t h e y d if f e r e n t i at e d i n t o c h o n d r o c y t e s w it h

t h e f o r m a ti o n o f a b u n d a n t i n t e r c ell u l a r m a t ri x t o p r o d u c e h y al i n e c ar t il a g e ･ F r o m t h e s e fi n d in g s

it w a s c o n cl u d e d t h a t c h o n d r o c y t e s p o s s e s s o n l y a li ttl e c a p a c it y f o r r e g e n e r at i o n a n d t h a t m u lti -

P O t e n t m e s e n c h y m al c e11 s g r o w n f r o m t h e
…

t r a n siti o n z o n e
=

a r e l a rg e ly i n v oI v e d i n t h e r ep ai r of

t h e a rti c ul a r c a r til a g e .


