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はじめに
　近年では平均寿命の延長に伴い，生活習慣病を予防
して個人の生活の質の低下を防ぐ観点から健康寿命が
注目されており，その健康寿命を伸ばしていくためにも
継続的かつ適度な運動負荷は高齢者の健康づくりのため
に重要とされる 1）。退行変性疾患であるOsteoarthritis（以
後，OA）は高齢者における慢性障害の最も一般的な原
因であり，米国では 3250 万人を超え，加齢とともに発
症するリスクが高くなるとされている 2,3）。運動療法は，
膝 OA を有する者に対して，筋力増強，疼痛軽減など
の効果があると報告されており 4），American Academy 

of Orthopaedic Surgeons ガ イ ド ラ イ ン , Osteoarthritis 
Research Society International ガイドラインともに，運
動療法は強く推奨されている 5-9）。また，運動による有
効性については筋や関節軟骨に対する研究が多く報告
されている 10-15）。しかし，老齢期のラットに対して運動
介入を行い，関節軟骨以外の組織に着目した研究は我々
が検索した限り見当たらなかった。そこで今回，加齢
ラットを用いた動物実験モデルに対してトレッドミル
を使用した運動介入を行い，線維化に関与する膝蓋下
脂肪体および関節包の変化 16-18）を病理組織学的に検討
することを目的として実験を行った。
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加齢ラットに対する運動が膝蓋下脂肪体および
関節包へ与える影響

吉井　優平 1)，細　正博 2)，松崎　太郎 3)

要　　旨
目的：本研究は，加齢ラットをトレッドミルで運動させ，関節構成体の変化を病理組織学
的に検討することを目的とした。
対象と方法：本研究では，30 匹の Wistar 系雄性ラットを使用した。対照群 (n ＝ 10) は 70
週齢まで，運動前群（n ＝ 8 ) は 60 週齢までそれぞれ無介入で飼育し，運動後群（n ＝
12）は 60 週齢まで飼育したあと 10 週間運動させた。
運動期間中，トレッドミル走は 10m/min，10 分 / 回， 1 日 1 回， 5 日 / 週とした。実験
期間終了後，麻酔下で動物の体重を測定し，安楽死させた。安楽死後，後肢を股関節から
離断し，標本とした。後肢は固定，脱灰，中和し，パラフィンに包埋した。その後，標本
を薄切し，HE 染色と免疫染色を行った。観察部位は，膝蓋下脂肪体と関節包とした。各
組織における線維組織の割合は，ImageJ を用いて算出した。
結果：膝蓋下脂肪体では，運動後群は運動前群および対照群に比べ，線維の割合が小さかっ
た。一方，関節包では，運動後群は対照群に比べ線維組織の割合が有意に小さかったが，
運動後群と運動前群との間に差はなかった。
結論：本研究では，関節運動が膝蓋下脂肪体および関節包の線維化を抑制する可能性を
示唆した。
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対象
　今回の実験は金沢大学動物実験規程，関連法規を遵
守し金沢大学動物実験委員会の承認を得て行われた

（承認番号：AP-214299）。
　実験動物として 30 匹の Wistar 系雄ラットを用いた。
45 週齢で業者（三共ラボサービス，富山）から購入し
60 週齢まで飼育したもの（以後運動前群，n=8）， 70
週齢まで飼育したもの（以後対照群，n=10），8 週齢
で購入し 60 週齢まで飼育したあと 10 週間運動させた
もの（以後運動後群，n=12），の 3 群とした。購入後ラッ
トは個別にゲージに入れ，介入を行わずに飼育した。
この時，水と飼料はふんだんに与え，室温・湿度を一
定に保ち 12 時間ごとに照明の点灯 / 消灯を行いラット
の生体リズムを妨げないようにした。

方法
　60 週齢の運動後群ラットに対し動物用トレッドミル
を用いて運動負荷を行った。本実験に先立ち，馴化の
ため実験開始 2 週前から毎分 5 ～ 8m の走行練習を
週 3 回，毎回 10 分施行した。本実験は毎分 10m，傾
斜角度 5 度とし，10 分間上方向へ走行させた。運動は
1 日 1 回，週 5 回を昼間に行い，期間は 10 週間とし
た 11）。実験期間中は毎週ごとに体重を計測した。
　全ての群で実験期間終了後に体重を計測し，安楽死
させ両後肢を股関節から離断して採取した。採取した
後肢は 10% 中性緩衝ホルマリン液を用いて 72 時間組
織固定を行い，続いて Plank Rychlo 液で 96 時間脱灰
を行った。その後，膝関節を膝蓋骨中央を通る矢状面
で二割して切り出しを行い，5% 硫酸ナトリウム溶液
で 72 時間中和を行った。組織固定，脱灰，中和は 4℃
を保って行われた。中和終了後に水洗，脱脂を行い通
常手技にてパラフィン包埋標本を作成した。標本を滑
走式ミクロトーム（ヤマト TU-213）を用いて 3μm で
薄切しスライドガラス上に貼付した。染色はヘマトキ
シリン・エオジン染色，抗タイプ I コラーゲン抗体を
用いた免疫染色を施行した。免疫染色は，まずスライ
ドを脱パラフィンしたのちに PBS で 5 分の洗浄を 2
回行った。その後，75℃に保った PBS 中で 60 分加熱
し抗原賦活を行った。抗原賦活処理後，室温で放置し
液温が低下してから PBS 洗浄を 2 回行った。次に内
因性ペルオキシダーゼブロックとして 1% 過酸化水素
水中で 30 分間反応させた。終了後に PBS 洗浄を行い，
ブロッキングワン Histo（ナカライテスク（株），京
都，日本）をスライドに滴下し 20 分反応させプロテイ
ンブロッキングを行った。反応終了後，PBS 洗浄を行
い第一抗体として抗 Type Ⅰ Collagen 抗体（ab245113; 

Abcam plc， Cambridge， UK，希釈倍率は 400 倍）を滴
下し 4 ℃を保って一晩反応させた。反応後に PBS で
洗浄し，第二抗体（ヒストファインシンプルステイ
ン　ラット Max PO（R），ニチレイバイオサイエンス
社製，東京，日本）を滴下して 60 分反応させた。そ
の後，PBS で洗浄し，ヒストファイン DAB Substrate 
Kit（ニチレイバイオサイエンス社製）を指示書の通り
に調製して滴下し，染色を行った。全ての切片は同一
の日に同一の反応時間で染色を行った。観察部位は膝
蓋下脂肪体および関節包とし，ラット膝関節の膝蓋下
脂肪体および関節包を顕微鏡デジタルカメラ（DP74，
Olympus 社製）で撮影した。撮影は各標本につき 1 枚
とし，右膝関節の内顆中心を通る矢状面で十字靭帯を
避けた部位で撮影した。免疫染色の画像を確認し（図
1），Adobe Photoshop（Ver.12.1，Adobe.Inc.）を用い
て膝蓋下脂肪体から半月板，膝蓋靭帯，大腿骨，脛骨
を除去した。その画像をグレースケール化し，ImageJ

（1.53ｎ）を用いて膝蓋下脂肪体内の線維面積および膝
蓋下脂肪体全体の面積を計測し，線維が占める面積を
脂肪体全体の面積で除して膝蓋下脂肪体における線維
組織の占める割合を算出した（図 2）。同様に関節包も

図 １．�免疫染色を行った一例�  
（膝蓋下脂肪体と周囲の組織 , スケールバーは 2000μm）

図 2．�ラット膝蓋下脂肪体の計測�  
（スケールバーはすべて 2000μm）

A：HE 染色を行った膝蓋下脂肪体。B：膝蓋腱，半月板，大腿骨，
脛骨を除去したもの。C：染色された領域を選択。D：膝蓋下脂
肪体全体を選択したもの。選択域値は ImageJ にプリセットされ
たものを使用。 18 
 

 

図 1. 免疫染色を行った一例（膝蓋下脂肪体と周囲の組織,スケールバーは

2000μm）  
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図 2. ラット膝蓋下脂肪体の計測（スケールバーはすべて 2000μm） 

A：HE 染色を行った膝蓋下脂肪体。B：膝蓋腱，半月板，大腿骨，脛骨を除去

したもの。C：染色された領域を選択。D：膝蓋下脂肪体全体を選択したもの。

選択域値は ImageJ にプリセットされたものを使用。 
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染色された面積および関節包全体の面積を計測し，関
節包内の線維組織の占める割合を算出した。この時，
全ての作業は画像がどの群か判らないようにして行わ
れ，計測の域値は ImageJ の自動設定機能を用いた。3
群の数値を IBM SPSS Statistics（Ver.25）を用いて一元
配置分散分析を行い，有意差があった場合には Tukey
の検定を行った。有意水準は 5% 未満とした。

結果
　今回，運動後群として 60 週齢の Wistar 系雄ラット
12 匹を実験へ用いたが，実験期間中に 2 匹のラットが
死亡したため（原因不明），最終的に運動後群として
10 匹のラットが実験へ用いられた。
1 ）体重
　運動前群の体重は 565.1±58.8g，対照群の体重は

583.7±23.4g，運動後群の体重は 555.2±28.9g であり各
群間に有意差を認めなかった。
2 ）膝蓋下脂肪体内の線維組織割合
　膝蓋下脂肪体内面の線維の占める割合（%）は運動
前群と運動後群，対照群と運動後群にそれぞれ有意差
を認められた（p=0.023，0.009，表 1）。
3 ）関節包内の線維組織割合
　関節包内面の線維の占める割合（%）は運動後群と
対照群で有意差を認めた（p=0.02，表 2）。

表 1．膝蓋下脂肪体内の線維組織割合

表 2．関節包内の線維組織割合

20 
 

 運動前群 対照群 運動後群 

線維組織面積（mm2） 1.83±0.52 1.67±0.62 1.58±0.45 

全体の面積（mm2） 2.63±0.66 2.39±0.94 2.84±0.64 

線維の占める割合（%） 69.6±6.8 70.6±5.2 56.1±14.7 

表 1. 膝蓋下脂肪体内の線維組織割合 

 

 運動前群 対照群 運動後群 

線維組織面積（mm2） 0.94±0.17 0.86±0.23 0.65±0.17 

全体の面積（mm2） 1.24±0.27 1.1±0.24 0.96±0.24 

線維の占める割合（%） 76.2±8.3 82.0±7.3 69.1±12.8 
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図 3．�運動前群の膝関節像�  
（スケールバーは A,C：2000μm　B,D：500μm）

膝蓋下脂肪体では線維組織が存在するが，脂肪細胞も認められる。
後部関節包でも線維組織が認められる。
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A 膝蓋下脂肪体（運動前群）     B 図 A ア付近の拡大図 

 

  

C 後部関節包（運動前群）      D 図 C ア付近の拡大図 

 

図 3. 運動前群の膝関節像（スケールバーは A,C：2000μm B,D：500μm） 

膝蓋下脂肪体では線維組織が存在するが，脂肪細胞も認められる。後部関節
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図 4．�対照群の膝関節像�  
（スケールバーは A,C：2000μm　B,D：500μm）

膝蓋下脂肪体では，脂肪細胞が運動前群と比較して減少傾向が認
められる。後部関節包では運動前群と同様に線維組織が認めら
れる。
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A 膝蓋下脂肪体（対照群）     B 図 A ア付近の拡大図 

 

  

C 後部関節包（対照群）      D 図 C ア付近の拡大図 

 

図 4. 対照群の膝関節像（スケールバーは A,C：2000μm B,D：500μm） 

膝蓋下脂肪体では，脂肪細胞が運動前群と比較して減少傾向が認められる。

後部関節包では運動前群と同様に線維組織が認められる。 

 

 

 

 

 

図 5．�運動後群の膝関節像�  
（スケールバーは A,C：2000μm　B,D：500 μ m）

膝蓋下脂肪体では , 運動前群と対照群それぞれと比較して線維化
が軽微であり脂肪細胞が広い範囲に認められる。後部関節包でも
対照群と比較して線維化が軽微であり間隙が認められる。
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A 膝蓋下脂肪体（運動後群）     B 図 A ア付近の拡大図 

 

  

C 後部関節包（運動後群）      D 図 C ア付近の拡大図 

 

図 5. 運動後群の膝関節像（スケールバーは A,C：2000μm B,D：500μm） 

膝蓋下脂肪体では,運動前群と対照群それぞれと比較して線維化が軽微であり

脂肪細胞が広い範囲に認められる。後部関節包でも対照群と比較して線維化が

軽微であり間隙が認められる。 
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考察
　一般的には加齢による身体活動の低下によりサルコ
ペニアやフレイルが生じやすく，高齢者の健康寿命の
延長を目指すうえで運動習慣や豊富な身体活動は発症
を予防するために重要であるとされる 19）。そこで今回，
加齢ラットによって変性した膝関節構成体に対して一
定期間運動を行わせ，加齢による変性した組織に対し
て組織学的に検討した。
　膝蓋下脂肪体は，膝蓋靭帯下深部に位置し，膝関節
の間隙を埋めている脂肪組織であり，膝関節の関節角
度に応じて機能的に変形することから膝蓋下脂肪体の
柔軟性が関節運動を担保している 20-23）。また，膝蓋下
脂肪体は疼痛にも深く関与しており，Moverley ら 24）は
人工膝関節全置換術後に膝蓋下脂肪体を除去すること
で術後の疼痛を経験する可能性が高まるとしている。
　一方，関節包は骨膜から連続して関節全体を覆う構
造となっており，外層は密生結合組織からなる線維膜，
内層は疎性結合組織からなる滑膜でいずれもその主要
構成成分はコラーゲン線維である 25，26）。Zhou ら 27）は
拘縮の一因となる形質転換成長因子β1 がウサギ膝関
節の拘縮モデルを作成後，関節包において増加するこ
とから関節拘縮の要因の一つであると報告している。
　本研究結果より，図 3-5 のように運動前群と対照群
の膝蓋下脂肪体では運動後群と比較して脂肪細胞の萎
縮，線維増生が確認され線維化が進行していた。また，
対照群の関節包では運動後群と比較して有意に線維組
織の密生化が生じていた。
　加齢による線維化について，Shaw ら 28）は全身性の
慢性炎症はアテローム性動脈硬化症といった線維化に
寄与しているとし，​​Koyama ら 29）は慢性的な肝臓の炎
症は肝硬変を引き起こすと報告している。真鍋 30）は
慢性炎症について，生活習慣病やがんを含む加齢関連
疾患に共通する基盤病態であると報告しており，本研
究で生じた関節構成体の線維化は加齢関連疾患と同様
の機序の可能性が考えられた。この他に，ラット膝関
節を不動化させた先行研究 16-18）では関節不動により膝
蓋下脂肪体で脂肪細胞の萎縮，消失が認められ，それ
に置換するように線維増生が生じ関節腔が狭小化した
と報告されており，後部関節包内面の滑膜組織につい
ては拘縮時に線維性結合組織の肥厚，密生化が観察さ
れた 17,18,31）としている。これらの関節構成体の変化は，
今回の研究で行った加齢による関節構成体の線維化と
類似していると考えられる。
　また本研究結果より，一定期間の運動条件を設定し
た運動後群のラット膝関節構成体では，加齢による線
維化が抑制された。加齢ラットに対するトレッドミル

走行が関節軟骨に与える効果についていくつか報告が
ある。Musumeci ら 11）は運動を加えた 2 年齢ラットと
運動を行わなかった成体ラットを滑液におけるルブリ
シンで定量的に評価し比較している。それによると加
齢ラットにおける適度な運動負荷は，運動を加えてい
ない成体ラットと比較してルブリシンの合成を高め，
軟骨の劣化を改善させたとしている。また，村田ら 12）

は，2 年齢ラット足関節に対して自家作製した床面が
傾斜する外乱刺激装置（傾斜角度 7°，回旋数 25rpm）
を用いて 1 ヶ月間，週 5 回，毎回 1 時間実施したと
ころ軟骨厚が増加したと報告している。これらは，本
研究と運動方法やラットの週齢が異なるものの，加齢
ラットに対する適度な運動負荷は関節構成体の変性を
抑制し，一定の効果があることを支持していると考え
られる。
　しかしながら，関節に対する運動の有効性について
は，むしろ悪影響になっているとの報告もあり，Pap
ら 32）はラットに対して 3 週間で 15km 走行させた群，
6 週間で 30km 走行させた群と対照群に分けて，軟骨
分解酵素である MMP-3 の免疫反応性を評価し，ラン
ニング負荷が高くなるほど軟骨細胞の MMP-3 に対す
る免疫反応性が高いと報告している。また，Sun33）は
過度な機械的ストレスは軟骨の細胞外マトリックスを
直接損傷させ軟骨細胞のバランスを同化よりも異化活
動を高めると報告している。
　今回の研究において運動後群で 2 匹のラットが死
亡した。加齢動物に運動負荷を行った報告としては，
Albeck ら 34）は 92 週齢の F344 ラットに対し 8m/min で
15 分のトレッドミル走行を行っている（期間は最長 8
日）。Kim ら 35）は 96 週齢の SD ラットに対し最初の 5
分を 2m/min，次の 5 分を 5m/min，続く 20 分を 8m/
min の速度で合計 30 分走行させている。Pasini ら 36）

は 56-64 週齢の Wistar ラットに対し最初の 2 週間は
20m/min で 10 分間，次の 3 週間は 25m/min で 40 分，
最後の 3 週間は 28m/min で 60 分の運動を行った等の
報告がある。これらのことから，運動後群で 2 匹のラッ
トの死亡例があったが運動強度については先行研究と
比較して今回の実験で与えた運動負荷が高負荷とは考
えられず，死因については病理解剖を行っていないた
め不明である。
　今回の研究の限界として，本研究の組織学的検討で
は，運動によって加齢に伴うと考えられる線維化が抑
制されることが示唆されたが，運動強度別の比較は
行っていない。今後はさらに，運動負荷量や頻度，運
動方法の違いによる関節構成体への影響について詳細
に検討していく必要があると考えられる。
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結語
　本研究では加齢による退行変性を呈した組織に対し
て一定期間の運動を介入し，膝関節構成体に与える影

響について組織学的に検討した。その結果，一定期間
の運動条件を設定することで，膝蓋下脂肪体および関
節包において加齢による線維化が抑制された。
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Effects of Exercise on infrapatellar fat pad and joint capsule in Aging Rats

Yuhei Yoshii1)，Masahiro Hoso2)，Taro Matsuzaki3)

Abstract
Purpose: This study aimed to exercise aging rats on a treadmill and to examine 
histopathologically the changes in joint components.
Materials and Methods: Thirty male Wistar rats were used in this study. The control 
group (n=10) and the pre-exercise group (n=8) were kept without intervention until 
70 weeks of age and 60 weeks of age, respectively, and the post-exercise group (n=12) 
was kept until 60 weeks of age and then exercised for 10 weeks. In the exercise period, 
treadmill running was set to 10m per minute for 10 minutes per session, once a day for 
five days per week. After the end of the experimental period, the animals’ body weights 
were measured under anesthesia and then euthanized. After euthanasia, the hind limbs 
were transected from the hip joint as specimens. The hind limbs were fixed, decalcified, 
neutralized and embedded in paraffin. The specimens were sectioned and subjected to HE 
staining and immunostaining. The observation sites were the infrapatellar fat pad and joint 
capsule. The percentage of fibrous tissue in each tissue specimen was calculated using 
ImageJ.
Result: In the infrapatellar fat pad, the post-exercise group had a smaller percentage of 
fibrous tissue than the pre-exercise and control groups. On the other hand, in the joint 
capsule, the percentage of fibrous tissue was significantly smaller in the post-exercise group 
than in the control group, however there was no difference between the post-exercise and 
pre-exercise groups.
Conclusion: The present study suggests that joint motion may inhibit fibrosis of the 
infrapatellar fat pad and joint capsule.


