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第1章 緒言 

 

前十字靱帯は(Cranial cruciate ligament: CrCL)は大腿骨外側顆の顆間窩域から遠位前方に大腿

脛関節を横切るように走行し、脛骨の脛骨高平部頭側の中心顆間区に終止する靱帯である

(Arnoczky SP, 1977)。脛骨側の付着部の前方は内側半月板の前脛骨靱帯に接し、後方は外側半

月板の前脛骨靱帯に接している。CrCL は脛骨高平部への付着の仕方の異なる前内側帯

(Craniomedial band: CrMB)と後外側帯(Caudolateral band: CaLB)という 2つの線維束から構成さ

れ、CrMBはCaLBに比較してCrCLに占める割合が小さくCaCLに巻き付くようにらせん状

に走行し、脛骨のより前方に付着している。CaCLの線維束は大腿骨付着部のより遠外側に付

着しており関節腔内を直線的に走行し、脛骨のより後方に付着する(Arnoczky SP, 1977)。後十

字靱帯(Caudal cruciate ligament: CaCL)は CrCL に比べてわずかに長く、幅広い(Arnoczky SP, 

1977)。イヌにおいてCaCLは通常分けることが困難であるが、CaCLは 2つの構成要素を持つ

(Heffron LE, 1978)。 

十字靱帯は大腿骨に対する脛骨の前方への変位を制動する働きがある。さらにそれには及ば

ないが脛骨の回旋方向への変位も制動する働きがある(Arnoczky SP, 1977)。CrCLを構成する 2

つの線維束は等尺性を有するわけではなく、主に大腿脛関節屈曲時のそれぞれの緊張の度合い

が異なる(Wingfield C, 2000)。大腿脛関節伸展時には両線維束がともに緊張し、脛骨が大腿骨に

対して前方に変位することを抑制する。伸展時においては内側側副靱帯(Medial collateral 

ligament: MCL)、外側側副靱帯(Lateral collateral ligament: LCL)は回旋の主要な制動装置として機

能し、十字靱帯は補助的な制動を行う(Vasseur PB, 1985)。大腿脛関節の過伸展は十字靱帯の緊

張により抑制され、CrCL は主要な制動装置として機能する。中でも CaCL は過伸展抑制装置

として大きな役割を果たす(Arnoczky SP, 1977)。 

CrCLは細胞外基質(Extracellular matrix: ECM)と様々な細胞から構成されている。多くの靱帯

の60-80％が水で占められており、乾燥重量の70-80%はコラーゲンで構成されている(Flank CB, 

1985)。靱帯を構成するコラーゲンの 90%が I型コラーゲン(COL I)であり、少量ながら III型コ
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ラーゲン(COL III)、Ⅴ型コラーゲン、Ⅵ型コラーゲンも存在する。主要な構成成分であるCOL 

Iは靱帯の主要な抗張力を担っている(Waggett AD, 1996)。またそれ以外の基質としてエラスチ

ン、プロテオグリカンなども含有している(Flank CB, 1985)。靱帯における大半の細胞は線維芽

細胞であり、これらは靱帯細胞とも呼ばれる(Vasseur PB, 1985)。一方靱帯の骨への挿入部では

線維軟骨細胞が存在している。靱帯の線維芽細胞はコラーゲン線維束の間に長く平行に配置さ

れている。ヒトにおいて前十字靱帯(Anterior cruciate ligament: ACL)の線維芽細胞は紡錘形細胞

または卵形細胞、そして球形細胞の 3種類がある(Murray MM, 1999)。紡錘形の線維芽細胞の細

胞質はコラーゲン線維束に密接に接着し、線維束の波形に沿っている。一方卵形および球形の

線維芽細胞はコラーゲン線維の間にある疎性結合組織に存在する。しかしながらそれらの細胞

の代謝状態が同じであるかは明らかになっていない。 

脛骨近位関節面である脛骨高平部はヒトとは異なり、イヌでは尾側に傾斜しているという特

徴を有する。Tibial Plateau Angle (TPA) はこの脛骨高平部の傾斜度を表す指標であり、広く用

いられている。TPAは膝関節のX線写真側方像において決定される(Kowaleski MP, 2011)。脛

骨内果の前縁と後縁とを通る線を「脛骨高平部のライン」とし、内外側の顆間隆起の中心点と

距腿関節の円の中心点とを通るラインを「脛骨機能軸」とする。「脛骨高平部のライン」と「脛

骨機能軸」の垂線とがなす角度がTPAとして定義される(Fig. 1-1; Kowaleski MP, 2011)。Slocum

らは後肢負重時に生じる脛骨機能軸方向への荷重がこの TPA により変換され、脛骨を前方へ

引き出す力である脛骨前方推進力(Cranial Tibial Thrust: CrTT) が生じると提唱している(Fig. 

1-2; Slocum B, 1983)。健常膝関節においてCrTTはCrCLにより制動されていることが知られて

いる。イヌでの正常なTPAは 13°から 34°であるという報告されている。 

イヌの前十字靭帯断裂(Cranial Cruciate Ligament Rupture: CrCLR)は、小動物整形外科領域にお

いて後肢跛行を呈する、最もよく遭遇する疾患の 1つであると認識されている(Wilke VL, 2005)。

CrCLR罹患膝関節では後肢への負重時に生じるCrTTと膝関節における脛骨の異常な内旋を制

動することができず、二次的に生じる骨関節炎の進行と二次的な半月板損傷が生じる危険性が

ある (Marshall JL, 1971)。膝関節における不安定性の改善と二次性の骨関節炎発症リスクの最
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少化を目的とした様々な外科的手技が考案されてきたが、各々の手技の有効性については未だ

討議中である。1993 年 Slocum によって提唱された脛骨高平部水平化骨切り術(Tibial plateau 

leveling osteotomy: TPLO)は、TPAを変化させCrTTを制動することで、CrCLR罹患膝関節の安

定性の回復することが可能であると考えられている(Slocum B, 1993)。 

ヒトにおけるACL断裂は外傷に伴って急性に生じるのに対し、イヌのCrCLRの多くはCrCL

における慢性変性性変化に続発して生じることが知られている(Duval JM, 1999)。そのため本疾

患は前十字靱帯疾患(Cranial cruciate ligament disease: CCLD; Duval JM, 1999; Bennett D, 1988)と

も呼ばれる。CCLDは靭帯を構成するECMの変性であり、最終的には二次的な損傷へ至ると

認識されている(Duerr FM, 2007、Bennett D, 1988)。変性した靱帯において、靱帯細胞の密度低

下や線維束の配列の変化、紡錘形の靱帯細胞の減少と卵形や球形の靱帯細胞の増加といった靱

帯細胞の表現型の変化などの組織学的変化が生じると報告されている(Hayashi K, 2003)。組織

学的な変性性変化の一つとしてCrCLのECM構成の変化(Muir P, 2005)、特に軟骨様組織への

変化が認められる(Comerfold EJ, 2006)。Vasseurらは 5歳齢以上で体重が 15kg以上のイヌにお

いて、HE 染色にて軟骨化生の組織所見を持つ靱帯が力学的特性の低下を示したと報告してい

る(Vasseur PB, 1985)。ヒトにおいては、軟骨化生を伴う靱帯ではCOL Iは減少し、II型コラー

ゲン(COL II)、COL III、X型コラーゲンなどの軟骨基質に見られる成分が増加することが知ら

れている。このようなECMの変化は力学的特性の失宜により靱帯断裂に至る可能性を増加さ

せると考えられている(Hasegawa H, 2013)。 

CrCLの変性については年齢や犬種、性ホルモンや肥満、大腿骨や脛骨の形態的特徴など様々

な要因が提唱されている(Comerfold EJ, 2011)。CrCLの変性は加齢性変化であり、4歳齢以上の

イヌでは 4歳齢以下のイヌに比較して 4歳齢より高齢のイヌで有意にCrCLRの発生率が高い

と報告されている(Witsberger TH, 2008)。一般にCrCLRは大型犬または超大型犬で好発する傾

向にあり、体重が 22kg を超えるイヌでは比較的若い時期に罹患すると報告されている

(Witsberger TH, 2008)。DuvalらはCrCLR罹患犬では、非罹患犬に比較して体重が有意に高値

を示したことを報告している(Duval JM, 1999)。さらにDuvalらは避妊メスおよび去勢オスにお
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いて未避妊メスおよび未去勢オスよりも有意に罹患率が高いと報告されている(Duval JM, 

1999)。 

Slocumらは(1983)後肢負重時に生じるCrTTがCrCLに力学的な負荷を生じ、CrCLRの原因

につながると提唱している。中でも過度に高いTPAであるExcessive Tibial Plateau Angle (eTPA; 

TPA≧35°)は通常の TPA に比較して、後肢負重時の体重負荷をより多く CrTT に変換すること

でCrCLに生じる張力を増加させることが予測され、CCLDのリスクファクターの一つである

と認識されている。Duerrら(2007)は 35°以上である病的に高い eTPAを有するCrCLR罹患犬で

はTPAが30°以下であるCrCLR罹患犬に比較して有意に発症年齢が低かったと報告している。

またReadら(1982)は脛骨近位の変形により、膝関節の力学的環境が変化したイヌ 5頭のうち 4

頭でCrCLRが認められたと報告している。 

その一方でWilkeらはほとんどのイヌにおいて起立時の脛骨高平部は地面と垂直であり、ま

たラブラドールレトリバーでCrCLR罹患犬と非罹患犬のTPAを比較したところ有意な差は認

められず、また CrCLR の好発犬種であるラブラドールレトリバーと発生率の低いグレイハウ

ンドでTPAに差は認められなかったと報告しており(Wilke VL, 2002)、またReifらもCrCLR罹

患犬(42頭)と健常犬(39頭)のTPAを比較したところ、この 2群に有意な差は認められなかった

と報告しており、TPA以外の要因の関与を疑っている(Reif U, 2003)。このようにTPAとCrCLR

の関連性を疑問視する報告もいくつかなされており、未だ議論がなされているところである。

我々の知る限り、これまで eTPAとCrCLにおける変性性変化との関連性を検討した報告はな

されていない。我々は eTPAを有する膝関節において CrCLの変性性変化が促進されると仮説

を立てて研究を行った。 

本研究の目的は脛骨近位骨切り術を行い eTPA のモデル動物を人為的に作成することで、

CrCLの変性性変化が促進されると仮説の元、eTPAによるCrCLの変性性変化への影響を検証

し、CrCLR の病態発生の一端を解明することである。そのために第 2 章から第 5 章までの研

究を行った。第 2章では eTPAのモデル動物作成時に脛骨近位骨切り術を実施する際に必要な

インプラントの骨片同士の固定能力を、CrCLR に罹患し本学付属動物医療センターで TPLO
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を実施した異なるインプラントを用いた症例群での術後 TPA における変化の推移を評価し検

証した。第 3章では脛骨近位骨切り術による人為的なTPAの変化が eTPAモデル動物に対する

CrCL、MCLおよびLCLへの影響が未だ不明であるため、ex vivoモデルを用い、膝関節の生体

力学試験を行うために特別に開発された「生体関節力学機能試験ロボットシステム」を使用し

て後肢負重時の張力を再現することで、CrCL、MCLおよびLCLへの影響の評価を試みた。第

4章では eTPAモデル動物のCrCLの変性を評価する上で重要なECM構成の変化、とくに軟骨

基質への変化の検証を、CrCLR罹患犬から手術時に得られた変性CrCLで行い、健常CrCLと

比較を行った。またこれまで軟骨基質合成の開始において極めて重要な転写因子である

sry-type HMG box9 (SOX9)の存在をイヌで検証した報告がないため、断裂靭帯におけるSOX9

の免疫組織学的評価も行った。第 5章では第 2章から第 4章までの結果を踏まえて、健常ビー

グル犬に対して脛骨近位骨切り術を実施して人為的にTPAを増高させたモデル動物を作成し、

そのCrCLにおける変性性変化を検証することで eTPAとCCLDとの関連性を検証した。 
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Fig. 1-1 The determination of the tibial plateau angle. A line was drawn to connect the midpoint of the 

tibial intercondylar tubercle proximally to the center of the talus distally (tibial axis; the red line). A 

second line was drawn to connect the cranial margin of the medial tibial plateau and the caudal margin of 

the medial tibial plateau (the yellow line). The angle between this second line and a line perpendicular to 

the tibial axis (the blue line) was measured as the TPA. 
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Fig. 1-2 The scheme of the relationship between Tibial plateau Angle and Cranial tibial thrust. An increase 

in TPA may increase CrTT. 
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第 2章 脛骨高平部水平化骨切り術(TPLO)において固定用プレートの違いが術後の TPAおよ

び内側近位脛骨角(mMPTA)に及ぼす影響 

 

2-1 緒言 

膝関節における不安定性の改善と二次性の変性性関節症発症リスクの最少化を目的とした

様々な外科的手技が報告されてきたが、各々の手技の有効性については未だ討議中である。 

Slocum (1993) によって提唱されたTPLOは、TPAを変化させCrTTを除去することで、CrCLR

罹患膝関節の安定性の回復することが可能であると考えられている(Slocum B, 1993)。 

TPLO の目的は、TPA を 6.5°±0.9°まで低下させ、CrTT を中和することで負重時に、膝関節

を機能的に安定化することである(Warzee CC, 2001)。したがって外科的に矯正されたTPAを骨

切り部の癒合終了時まで維持することが極めて重要になる。過去の報告で術後 TPA が 0～14°

の間である場合、TPLO術後 4～17ヵ月目の術後TPAと垂直床反力(Peak vertical force: PVF)の

間には、統計学的に有意な差は検出されなかった(Robinson DA, 2006)。この結果には、CrCLR

に伴う関節周囲線維症が関わっていると考えられる。Moellerら(2006)は、術後 6.5週目に再計

測したTPAが手術直後のTPAと比較して高値を示したことを報告した。したがって骨切り後

十分な固定を実施していても、TPLO後の治癒の間にTPAは増加することが示唆される。 

TPLOには様々な種類のプレートが使用可能である。従来のTPLOプレートでは、スクリュ

ーによってプレートと骨の間に圧力が生じる。プレート－骨接触領域に摩擦が生じることで、

骨片が安定化されるという仕組みを取っていた(Koch D, 2005)。そのためこの種類のプレート

は、骨の解剖学的構造に合致するよう骨の輪郭に完全に沿うように曲げるカントゥアーリング

が必要である(Koch D, 2005)。しかしながら、脛骨近位は骨の形状が複雑であるため、術中に

プレートを骨の輪郭に完全に沿わせるようにカントゥアーリングすることは現実的ではなく、

プレートの設置に際して脛骨高平部側の骨片の変位を生じることが知られている(Wheeler JL, 

2003)。このような状態の症例に対し、近年 TPLO ロッキングコンプレッションプレート

(Locking compression plate : LCP)とロッキングヘッドスクリューが用いられている。これらのプ
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レートはロッキングスクリューがプレートホールとかみ合うことで、プレート－骨間の接触に

依存することなく安定性を得られるように設計されている(Koch D, 2005)。したがってプレー

トを骨輪郭に完全に沿わせたり、プレート下の骨とプレートを接触させる必要なしに、LCPは

脛骨近位内側面に適用することができる。さらに LCP は周期的な負荷を適用された状態で角

度安定性を示すことが明らかになった(Gardner MJ, 2006)。 

ダイナミックコンプレッションプレート(Dynamic compression plate: DCP)は、1969年に導入

された革命的なプレートホール設計を特徴とするプレートである(Koch D, 2005)。DCPでは、

偏心性にスクリューを挿入することによって骨の軸方向への圧迫力を生み出すことが可能と

なっている。DCP は小動物の骨折治療に広く使用されており、多くの獣医整形外科医が使用

経験を有していると考えられる。かつて TPLO には、特別なプレートが必要であった。もし

TPLOにDCPを用いることができたら、この手術手技はより一般的なCrCLRに対する治療法

になると考えられる。また以前からTPLOのインプラントに着目した研究はいくつかあったが、

DCPを含む研究は行われていない。本章ではCrCLR罹患犬に対し、2種類の TPLOプレート

とDCPを用いて TPLOを実施し、脛骨近位関節面のアラインメントを計測した。目的は各種

プレートを用いた TPLO 間における術後 TPA と内側近位脛骨角(mechanical Medial Proximal 

Tibial Angle: mMPTA)の変化を比較し、TPAを変化させる骨切りにおけるこれらのインプラン

トの固定強度を評価することとした。 

 

3-2 材料と方法 

2-2-1 対象とした症例 

2004年6月～2010年3月にCrCLRの外科的治療としてTPLOを実施した全てのイヌ(45頭、

61 膝関節) のカルテと X 線写真を遡及的に調査した。各症例の月齢、体重、術前 TPA、術前

mMPTAを記録した(Table.2-1)。脛骨粗面骨折やインプラント破損などの合併症を生じた症例は

除外した。 
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2-2-2 TPLOの手技 

Slocumら(1993)の方法に準じ、CrCLR罹患犬にTPLOを実施した。骨切り後の安定化には、

3.5または 2.7mmのLCP (anatomically locking TPLO plate; Depuy Synthes Japan, Tokyo, Japan)、

Slocum TPLOプレート(Slocum Enterprises, Inc., Eugene, OR, USA)、DCPと骨皮質スクリュー

(narrow plate II, small plate II; MIZUHO Co., Tokyo, Japan)を用いた。LCPの固定には、3.5または

2.7mmロッキングヘッドスクリュー(Depuy Synthes Japan, Tokyo, Japan)を近位 3穴に、3.5また

は 2.7mmの骨皮質スクリューを遠位 3穴に使用した(Leitner M, 2008)。DCPは、AO/ASIF法に

したがって適応した。DCP は頭側から内側側副靭帯と平行になるように設置し、もう一方は

更にその頭側に固定した(Fig. 2-5C)。プレートのサイズは、検体の大きさに応じて決定した。

スクリューのサイズを Table.2-2 に示す。全ての TPLO 処置は 1 人の整形外科医によって行わ

れた。 

固定に用いたプレート別に、症例を以下の 3群に分類した。; Slocumプレートを用いてTPLO

を行った群(SP 群)、LCPを用いた群(LCP 群)、2枚のDCPを用いた群(DCP 群)。 

DCP を 2 枚使用した理由は、脛骨の近位骨片に 3 本のスクリューをかけて安定性を得るた

めであった。各群のTPA またはmMPTAの変化、骨切りラインの骨癒合期間を評価した。 

 

2-2-3 最大床反力体重比の評価 

床反力計(AMTI Net force; Advanced Mechanical Technology, Inc., Watertown, MA, USA)の解析に

よって、術前と術後 1、2、3、6ヵ月目にCrCLR罹患犬の負重機能を客観的に評価した。 

各肢のPVFを 10回計測し、その平均値を各検体の体重で除して 100を掛けた最大床反力体重

比(PVF/BW)を負重機能の指標として評価した。 

 

2-2-4 TPAおよびmMPTAの計測方法、骨癒合までの期間の評価 

各群における TPAの変化の評価には脛骨の側方X線写真を用い、術前、手術直後、および

再診時の TPA を計測した。X 線写真は膝関節と距腿関節を含み、大腿内外側骨顆が一致する
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ような姿勢で撮影した。これらの基準を満たす X 線写真のみを評価した。術前および手術直

後の X 線写真は全身麻酔下で撮影した。再診時は、覚醒した状態で同様に撮影した。過去の

報告に準じてTPAの計測は行った(Kowaleski MP, 2006)。 

術前、手術直後、および再診時のmMPTAs測定には、脛骨の頭尾側方向X線写真を用いた。

過去の報告に準じて、全てのX線写真についてmMPTAを測定した(Dismukes DI, 2007)。脛骨

長を 3等分する 2点を用い、脛骨骨幹軸を定めるために垂直線を引いた。近位関節面のライン

は、脛骨高平部内果と外果の最近位点を用いて引いた。これらの近位関節面のラインと脛骨骨

幹軸とのなす内側の角度をmMPTAとして計測した。 

全症例の TPAおよびmMPTAの計測は、1人の観測者が行った。各群において TPAまたは

mMPTAを手術直後の値を再診時(1、2、3ヵ月目の時点)の値から差し引いた絶対値を算出した。

観測者内の誤差を回避するため、TPA と mMPTA は全て同一の観測者が 2 回ずつ計測した

(Vecchio NE, 2012)。 

骨切りラインの消失に要した期間を骨癒合期間とし、全症例において X 線写真上で評価し

た。 

 

2-2-5 統計処理 

分散分析はSAS version 9.2 (SAS Institute Japan, Ltd., Tokyo, Japan)の repeated statementを用い、

mixed procedureで行った。各種プレートにおける各肢の影響と、重複による影響はランダムな

ものとして解釈した。プレートの種類、処置から経過した期間の長さ、両者の相互作用は一定

のものとした。各種プレートの術後各時点(月単位)における最小二乗平均 (Least square mean: 

LSM)の間と、1 種類のプレートの中での術後各時点(月単位)における LSM の間の多重比較を

Tukey-Kramer 法を用いて行った。 

骨癒合期間の差は、SPSS version 16.0 (SPSS Japan, Inc., Tokyo, Japan) を使用しTukey's HSD test

によって評価した。p < 0.05をもって有意差ありと判定した。 
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2-3 結果 

2-3-1 対象とした症例 

性別の分布は、避妊雌 21頭(45.7%)、去勢雄 l2頭(26.1%)、雌 7頭(15.2%)、雄 6頭(13.0%)で

あった。各群において、年齢、体重、術前TPA、術前mMPTAに有意差は認められなかった(p 

> 0.05, Table.2-1)。 

 

2-3-2 負重機能の経時的変化 

術後 1、2、3ヵ月目の 3群におけるPVF/BW値に有意差は認められず(Fig. 2-1)、全症例の患

負重機能は良好な経過を辿り、跛行は改善された。 

 

2-3-3 TPAの術後変化 

術後各時点におけるTPAのLSMをTable.2-3に示す。SP 群において、術後 1、2、3ヵ月目

のTPAは手術直後と比較して有意に増加していた(各々p＝0.0006、p < 0.0001、p <0.0001)。LCP 

群では、全ての術後経過時間を通して TPA の変化は認められなかった。DCP 群においては、

2、3 ヵ月目の TPA が手術直後と比較して有意に増加していた(各々p＝0.0016、p＝0.0357、

Table.2-3およびFig. 2-2)。 

術後 1ヵ月目のTPAは、SP 群でLCP 群と比較して有意に高値を示した(p＝0.0052)。術後 2

ヵ月目では、SP 群とDCP 群において、LCP 群に比較して有意に高値を示した(それぞれ p＝

0.0013、p＝0.0357)。術後 3 ヵ月目では、SP 群で LCP 群と比較して有意に高値を示した(p＝

0.0024、Table.2- 3およびFig. 2-2)。 

 

2-3-4 mMPTAの術後変化 

術後各時点のmMPTAのLSMをTable.2-4に示す。各時点における 3群の間にもそれぞれの

群の各時点の間にも、術後mMPTAに有意差は認められなかった(Table.2-4、Fig. 2-3)。 
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2-2-5 骨癒合までの期間 

骨切りラインの骨癒合に要した期間は、SP 群で 3.9±1.2ヵ月、LCP 群で 3.l ±1.4ヵ月、DCP 

群で 4.1±1.4ヵ月であった。各群の間に有意差は認められなかった(Fig 2-4、Fig. 2-5A, B, C)。 

 

2-4 考察 

SP 群と DCP 群における TPA の変化は、LCP 群よりも高値を示した。このことから LCP

ではロッキングヘッドスクリューがプレートホールに固定されて角度安定性が得られるため、

LCP 群における術後TPAの変化が少なかったと考えられる(Koch D, 2005)。一方、DCP 群と

SP 群では、プレート－骨接触領域で発生する摩擦のみが骨片の安定化に関わるため、脛骨近

位骨片のアラインメントは体重負荷の影響を受けると考えられる。Conkling ら(2010)は、ロッ

キングヘッドスクリューと従来の骨皮質スクリューを用いてCrCLR罹患犬 118頭に TPLOを

実施した。ロッキングヘッドスクリューで固定された膝関節では、従来のスクリューを用いた

膝関節よりも術後 TPAの変化が有意に低値を示した。さらに本検討のX線検査所見上の評価

では、ロッキングヘッドスクリューを用いた固定により非常に良好な骨癒合が認められた。 

過去の報告によると、1人の観測者における測定値のばらつきは±3.4°であり有意差は認めら

れないことが報告されている(Caylor KB, 2001)。今回の検討ではTPAを 2回計測することで可

能な限り正確さを追求した。 

今回の検討で、SP群やDCP群における術後TPAは増加する傾向にあった。本研究では原因

解明には至らなかったが、脛骨近位骨片を TPA が減少するように回転させることで生じる関

節周囲組織のストレス、もしくは脛骨機能軸方向への持続的な負荷が原因となって、脛骨高平

部の骨片が術前の角度へ向かって回転すると考えられる。 

術後のmMPTAでは、同一群内の全期間を通した変化も、群間の統計学的有意差も認められ

なかった。Vecchioら(2012)の報告では、皮質骨スクリューと様々なプレートを用いたTPLO手

術直後のmMPTAは、再診時の測定値と比較して平均1.4°の外反変化が生じたと報告している。

しかしVecchioらは、統計学的有意差はあったものの、この変化は臨床的には許容できるだろ
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うと考察している。本検討において適切にプレートを用いる場合、DCP を含むプレートの種

類が術後の mMPTA に与える影響はほぼ皆無であると考えられる。加えて本検討の TPA の結

果から、LCPが脛骨近位骨片のアラインメント維持に関して優れていることが示唆された。さ

らに本研究のTPAとmMPTAの結果から、脛骨近位骨片のアラインメント維持に関してDCP

はSPとほぼ同等の安定性を示した。これは、2枚のDCPによる脛骨近位骨片の固定が直線的

ではなく、SP同様に面状であることに起因する。 

骨切りラインの骨癒合期間は、プレート間で差は認められなかった。我々は LCP 群におけ

る骨癒合期間は短いと予想していたが、如何なる差異も検出されず、本研究で原因解明には至

らなかった。しかしながら適切なプレート固定を行う限り、骨癒合期間はプレートの種類にそ

れ程依存しないと考えられた。 

 

2-5 小括 

骨切り後のTPAを維持するために最適なインプラントを決定するために、2種類のTPLOプ

レートとDCPを用いてTPLOを実施し、脛骨近位関節面のアラインメントを計測した。SPと

DCP を用いた固定では術後再診時に、手術直後と比較して TPA が増加するのに対して、LCP

を用いた固定では TPA の変化が認められなかった。またこれらのプレートを用いた際に術後

のmMPTAに有意な変化は認められず、骨癒合期間にも有意な差は認められなかった。このこ

とからSP、DCPの両プレートも臨床的に許容できるが、比較するとLCPは脛骨近位骨片のア

ラインメントの維持に極めて有用であると言える。 
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Table.2-1 Number of dogs, age, body weight, preoperative TPA, and preoperative mMPTA 

No differences (P ≥ .05) were identified in age, body weight, preoperative TPA, or preoperative mMPTA 

among groups (Tukey’s HSD test). 

  SP group LCP group DCP group Total 

Number of dogs 23 13 9 45 

Number of TPLOs 28 19 14 61 

Age (months) 79.4 (8–145) 69.8 (10–114) 75.1 (25–147) 75.8 (8–147) 

Body weight (kg) 26.3 (8.3–63.4) 29.6 (11–67) 27.3 (11.2–59.6) 27.4 (8.3–67) 

Preoperative TPA (deg) 25.4 (18–32) 26.4 (18–31) 27.9 (21–37) 26.3 (18–37) 

Preoperative mMPTA 

(deg) 

85.8 (81–92) 86.5 (72–95) 87.5 (71–99) 86.7 (71–99) 
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Table.2-2 Number of stifles that underwent TPLO classified by screw size. 

  SP group 

ψ2.7 mm 10 

ψ3.5 mm 27 

Total 28 

    

  LCP group 

ψ2.7 mm 4 

ψ3.5 mm 12 

ψ3.5 mm (broad) 3 

Total 19 

  
  DCP group 

only ψ2.7 mm 7 

ψ2.7 mm + ψ2.4 mm 4 

ψ2.7 mm + ψ2.0 mm 1 

only ψ2.4 mm 1 

only ψ2.0 mm 1 

Total 14 
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Table.2-3 Least square means (LSM) of postoperative TPAs at each postoperative time point. 

  0 months 1 month 2 months 3 months 

SP 8.68±0.67a,k 11.27±0.69b,k 12.12±0.70b,k 12.38±0.69b,k 

LCP 6.65±0.81a,k 6.98±0.81a,l 7.38±0.82a,l 7.68±0.87a,l 

DCP 8.35±0.95a,k 10.26±0.95a,b,k,l 11.74±0.96b,k 11.04±0.96b,k l 

Values are expressed as least square means ± standard error. 

a,b : Values with different superscripts are significantly different among postoperative time points within 

each plate type (P < .05). 

k,l : Values with different superscripts are significantly different between plate types at each postoperative 

time point (P < .05). 

 

SP: Slocum plate group 

LCP: TPLO locking compression plate group 

DCP: dynamic compression plate group 
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Fig. 2-1 Change in postoperative Peak Vertical Force / Body Weight ratio. 

Postoperative ground reaction force / body weight (PVF/BW) ratio was not significantly different 

among the three groups at 1, 2, 3, and 6 months after surgery. The numbers of stifles are shown in the 

Table under the graph. 
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Fig. 2-2 Change in postoperative TPA. 

The TPA at 1, 2, and 3 months was significantly higher than that immediately after surgery in the SP 

group (P = .0006, P < .0001, and P < .0001, respectively). There were no changes in postoperative TPA 

over time in the LCP group. The TPA at 2 and 3 months was significantly higher than that immediately 

after surgery in the DCP group (P = .0016 and P = .0357, respectively) 

a,b : Values with different superscripts are significantly different among postoperative time 

k,l : Values with different superscripts are significantly different between plate types at each 
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Fig. 2-3 Change in postoperative mMPTA. 

There were no differences among the three groups or at each time. 
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Fig. 2-4 Duration required for osteotomy healing in each group. 

There were no differences among the three groups in duration required for osteotomy healing. 
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Fig. 2-5 Typical radiographs after surgery over time in each group. 

(A) SP group, (B) LCP group, and (C) DCP group. 

In each group, bone union progressed with time. 

(A) 

(B) 

(C) 
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第 3章 イヌ大腿脛関節におけるTibial Plateau Angle増高処置が前十字靱帯張力に及ぼす影響 

 

3-1 緒言 

 十字靱帯は大腿骨に対する脛骨の頭側方向への変位を制動する働きがある。さらにそれには

及ばないが脛骨の回旋方向への変位も制動する働きがある(Arnoczky SP, 1977)。CrCLを構成す

るCrMBとCaLBという2つの線維束は大腿脛関節屈曲時のそれぞれの緊張の度合いが異なる。

頭内側帯は大腿脛関節屈曲時における頭尾側方向の主要な安定化装置として機能し、尾外側帯

は大腿脛関節屈曲時に前後方向への安定化装置として機能することが知られている(Wingfield 

C, 2000)。大腿脛関節伸展時には両線維束がともに緊張し、脛骨が大腿骨に対して頭側方向に

変位することを抑制する。伸展時においてはMCL、LCLは回旋の主要な制動装置として機能

し、十字靱帯は補助的な制動を行う(Vasseur PB, 1985)。大腿脛関節の過伸展は十字靱帯の緊張

により抑制され、CrCL は主要な制動装置として機能する。中でも CaCL は過伸展抑制装置と

して大きな役割を果たす(Arnoczky SP, 1977)。 

Slocumら(1983)は脛骨骨幹軸方向への荷重とTPAにより変換され生じるCrTTによりCrCLR

が生じると提唱した(Slocum B, 1983)。しかし一方でTPAとCrCLRの関係性に疑問を呈する報

告もなされており(Reif U, 2003; Wilke VL, 2002)、未だ議論がなされているところである。Duerr

ら(2007)は35°以上である eTPAを有するCrCLR罹患犬ではTPAが30°以下であるCrCLR罹患

犬に比較して有意に発症年齢が低かったと報告している。このことから eTPAを有するイヌで

は 30°以下の TPAを有するイヌに比較して早期に CrCLRを生じる可能性が高いということが

示唆される。 

CrCL の変性性変化を検証するためにはモデル動物が有用であると考えられるが、現在まで

にTPAの大きさがCrCLに生じる張力に及ぼす影響について検証した報告は少ない。またモデ

ル動物の作成に際して、その影響を検証した検討の報告はない。本章の目的は健常犬と人為的

に作成したeTPAモデルの膝関節におけるCrCLと側副靱帯に生じる張力を計測しTPA増高処

置が靱帯の張力に及ぼす影響を明らかにすることである。 
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3-2 材料と方法 

3-2-1 供試動物と採取方法 

本検討には他の目的で安楽死処分された整形外科学的ならびに放射線学的に異常の認めら

れない健常ビーグル成犬 16頭の膝関節を使用した。これらの検体をそれぞれ 8膝関節ずつ、2

つの群に分けた。; すなわち(1)TPAを変化させなかった群(normal 群)と(2)TPAを増加させた群

(eTPA 群)である。検体の月齢、性別、体重、およびTPAを記録した(Table.3-1)。なお normal 群

と eTPA 群の間でこれらの条件に有意な差は認められなかった。採取した膝関節は関節包およ

び靱帯を温存して大腿四頭筋などの軟部組織を全て除去し、乳酸リンゲル液に浸したガーゼで

包んで実験に供するまでの間-20°C で保存した。膝蓋骨については傍膝蓋軟骨と大腿四頭筋の

付着部の部分で切断し、関節包に付着させたまま温存した。検討に供する際には 4°Cにて一晩

解凍を行った。 

 

3-2-2 TPA増高処置 

各検体のTPA計測については以前の報告に従って行った(Kowaleski MP, 2011)。TPA増高処

置はTPLOに用いる 30 mmのTPLOソーブレード(Depuy Synthes Inc., West Chester, PA, USA.)

を振動鋸に装着して使用し、またTPLOジグ(Depuy Synthes Inc., West Chester, PA, USA.)も同時

に用いた。TPLO ソーブレードは脛骨近位の形態を変化させるために用いた。骨切りは TPLO

ソーブレードのラインの中心に内側および外側の顆間隆起が来るように行った。直径 2.4 mm

のキルッシュナー鋼線をジグピンとして脛骨近位関節面から5 mm遠位のMCLの直尾側にて、

脛骨近位関節面と脛骨正面に対して平行になるように刺入した。ジグを近位のジグピンに設置

し、2.4 mm のキルッシュナー鋼線をジグ遠位アームのピンホールを通して、近位のジグピン

に平行になるように刺入した。ソーブレードは近位のジグピンに平行で、脛骨の正中矢状断面

に対して垂直になるように設置した(Slocum B, 1993)。ブレードの頭側縁は脛骨稜に対して垂直

に、尾側縁は脛骨尾側の皮質骨に対して垂直になるように設置し骨切りを行った。骨切り後、
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TPAが 40°になるように脛骨高平部側の骨片を回転させた。Tallat ら(2006)によると 34°よりも

大きいTPAは過度に高いと報告されているが、Moellerら(2006)によるとTPAは矯正骨切り後

に変化すると報告されており、34°を目標に固定を行うと術後にTPAが減少し、eTPAではなく

なってしまう可能性がある。そのため本検討では術後TPAの目標を 40°と設定した。回転量(R)

について、以下の公式により算出した。 

 (A) 

回転させた骨片は 1.0 mmのキルッシュナー鋼線を脛骨稜から脛骨尾側の皮質骨まで刺入する

ことにより仮固定した。 

本検討では近位脛骨骨切りにより TPA を変化させることで、TPA を増加させたこと以外の

関節面への影響を最小限にした。単純X線検査にてTPAが約 40°まで増加したことを確認し、

骨切り部を2.7 mm TPLOロッキングプレート(Depuy Synthes Inc., West Chester, PA, USA.)を用い

て固定後、再度単純X線検査により変化させたTPAの計測を行った(Fig. 3-1)。 

 

3-2-3生体関節力学機能試験ロボットシステム 

本検討で用いたロボットシステムはヒト膝関節の生体力学試験を行うために特別に開発さ

れた(Fujie H, 2004; Fujie H, 2011)。シミュレータは 6軸自由度(6 degrees of freedom: 6-DOF)機構

を有するマニピュレータと 6-DOF universal force/moment sensor (UFS; UFS-IFS-40E 

15A100-I63-EX, JR3 Inc., Woodland, CA, USA)から構成されており(Fig. 3-2A)、シミュレータは

GroodとSuntayが報告した関節直交座標系に基づいている(Grood ES, Suntay WJ, 1983)。膝関節

直交座標系は各検体の大腿骨と脛骨において定義される。6-DOFの動作は膝関節で以下の様に

行われる。すなわち各々の軸に関して屈曲伸展方向(Flexion-Extension: FE)、内外側方向

(Medial-Lateral: ML)、内外反方向(Varus-Valgus: VV)、前後方向(Cranial-Caudal: CrCa)、内外旋方

向(Internal-External: IE)、そして近遠位方向への変位(Proximal-Distal: PD)である(Fig. 3-3)。6-DOF

機構を有するマニピュレータは 2つの異なる機構（上部機構と下部機構）によって構成されて
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おり、上部機構には直動 2軸と回転 3軸が、下部機構には直道 1軸が存在する(Fig. 3-2B)。 

 

3-2-4試験手順 

試験装置への固定を行うために、検体の大腿骨近位端および脛骨遠位端をポリメチルメタク

リレート(Polymethyl methacrylate: PMMA; OSTRON2, GC Corporation, Tokyo, Japan.)に固定した。 

 本検討で用いたロボットシステムは UFS によって得られたデータを元に直交座標系で変換

を行い、大腿脛関節に生じた変位とそこに適用された力/モーメントを算出することが可能で

ある(Fujie H, 1996)。このシステムは自然な関節の動きを許容した状態で正確に再現することが

可能である(Fujie H, 2004)。このシステムはまた、靱帯や半月板、軟骨のような関節組織の生体

力学的な機能を評価することも可能である(Fujie H, 2004; Fujie H, 2011; Mae T, 2008a; Mae T, 

2008b)。 

 各靱帯の張力は Fujie らにより考案された重ね合わせによる測定方法を用いて算出した(Fujie 

H, 1995)。まず動きと力を適用した関節において、張力の解析対象となる靱帯を切断する前の

UFSの 3力の出力を(fx, fy, fz)として記録した。そして対象の靱帯を切断して同様の動きと力を

再び適用し、その時のUFSの 3力の出力を(fx’, fy’, fz’)として記録した。解析対象の靱帯に生じ

る張力(F)は以下の公式を用いて算出した(Fujie H, 1995) 

  (B) 

 本研究では膝関節に体重負荷が生じた際の状態を再現するために、Kannoらの報告に準じて

力制御によるPD方向への 30Nまたは 60Nの圧縮荷重を適用した(Kanno N, 2014)。各検体にお

ける試験手順は以下の通りである(Fig. 3-4)。 

1. Intact PD試験(30Nまたは 60N荷重下) 

2. CrMB切断後のPD試験(30Nまたは 60N荷重下) 

3. CaLB切断後のPD試験(30Nまたは 60N荷重下) 

4. MCL切断後のPD試験(30Nまたは 60N荷重下) 
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5. LCL切断後のPD試験(30Nまたは 60N荷重下) 

 まずUFSの全ての出力を 0にした。力制御にて伸展方向に 0.5Nmのモーメントを適用する

まで膝関節を伸展させた。この状態を「過伸展」と定義した。この状態の膝関節の角度を計測

し、脛骨直交座標系を定義した(Kanno N, 2014)。組織のクリープによる影響を防ぐため、膝関

節に 3回最大伸展から関節角度が 55°になるまで屈曲伸展運動を行わせた。位置制御により膝

関節を屈曲伸展方向に歩行運動時におけるstance相の中間点である135° (Kanno N, 2014)に維持

した。30Nまたは 60Nの軸方向荷重を脛骨の解剖学的な軸に平行になるように適用した。ML

方向、VV方向、CrCa方向、そして IE方向については力制御にて各々の出力が 0Nそして 0Nm

になるように制御し、目標の力からの逸脱が検出された方向に変位することで、PD 方向への

荷重時に不自然な力が生じるのを回避した(Fig. 3-3)。UFSの 3力の出力(fx, fy, fz)を記録した。 

 CrMBを切断し、切断前と同様の動きをCrMB切断膝関節で繰り返した。fx’、 fy’ 、そして 

fz’の出力を UFS で記録し、公式(B)を用いて切断前の関節における CrMB の張力を算出した。

CrMBの切断は以下の通りに行った。検体準備の際に関節切開を実施し、CrMBとCaLB線維

の境界線に沿って鈍性切開を行った。ナイロン縫合糸を切断のためのガイドとして CrMB と

CrCL全体に掛けた(Fig. 3-4)。縫合糸を掛けた後、関節を縫合した。CaLBも同様に切断し、CrMB, 

CaLB切断膝関節に対してPD方向への荷重を適用した。UFSにて出力を記録してCrMB切断

膝関節とCrMB, CaLB切断膝関節の出力の差に基づいてCaLBに生じた張力を算出した。その

後MCL、LCLに対して同様の操作を行った(Fig. 3-4)。 

 

3-2-5 統計処理 

各靭帯の張力の差は tukey’s honest significant difference (HSD) 試験を用いた。膝関節の軸方向

荷重の変化に伴う靭帯の張力の変化の比較には paired t testを用いた。normal 群と eTPA 群間

の各靭帯に生じる張力の比較にはTwo samples t testを用いた。p<0.05をもって有意差ありと判

定し、結果はmean±standard deviation (SD)で表した。 
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3-3 結果 

3-3-1 骨切り後のTPA 

eTPA 群の骨切り前と骨切り後の TPAを計測したところ、骨切り前の TPAが 31.2±1.8°であ

り、骨切り後のTPAが 41.1±1.7°であった。骨切り前に比較して骨切り後でTPAが有意に高値

を示した。 

 

3-3-2 normal 群における張力 

normal 群において 30N荷重下での各靭帯に生じる張力を算出したところ、CrMB: 8.0±4.5N, 

CaLB: 8.4±4.8N, MCL: 2.8±2.7N, LCL: 10.7±11.4Nであり、各靭帯間で張力に有意な差は認めら

れなかった(Fig.3-5)。60N荷重下での各靭帯に生じる張力を算出したところ、CrMB: 10.7±4.9N, 

CaLB: 15.6±9.7N, MCL: 2.9±2.1N, LCL: 14.5±7.8Nであり、MCLに比較してCaLBおよびLCL

において張力が有意に高値を示した。またCrMBとCaLB間では張力に有意な差が認められな

かったものの、CrMBに比較してCaLBにおいて張力が高値を示す傾向にあった(Fig. 3-5)。 

Normal 群の各荷重下間での各靭帯における張力を比較検討したところ、MCL, LCLでは30N

荷重下と 60N荷重下において張力に有意な差が認められなかった。一方で、CrMBとCaLBに

おいて 30N荷重下に比較して 60N荷重下での張力が有意に高値を示した(Fig. 3-5)。 

 

3-3-3 eTPA 群における張力 

eTPA 群では 30N荷重下での各靭帯に生じる張力を算出したところ、CrMB: 7.7±2.9N, CaLB: 

10.0±6.4N, MCL: 1.2±1.5N, LCL: 11.9±9.5Nであり、MCLに比較してCaLBおよびLCLにおい

て張力が有意に高値を示した(Fig.3-6)。60N荷重下での各靭帯に生じる張力を算出したところ、

CrMB: 16.4±7.6N, CaLB: 20.8±12.3N, MCL: 1.2±0.8N, LCL: 16.9±11.0Nであり、MCLに比較して

CrMB, CaLBおよび LCLで張力が有意に高値を示した(Fig.3-6)。eTPA 群の各荷重下間での各

靭帯における張力を比較検討したところ、MCL, LCLでは 30N荷重下と 60N荷重下において

張力に有意な差が認められなかった。一方で CrMB と CaLB において 30N 荷重下に比較して
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60N荷重下での張力が有意に高値を示した(Fig.3-6)。 

 

3-3-4 normal 群と eTPA 群間での張力の比較 

30N荷重下において normal 群と eTPA 群間の張力を比較したところ、有意な差は認められ

なかった。 

60 N荷重下において normal 群と eTPA 群間の張力を比較したところ、CrMBの張力が normal 

群に比較して eTPA 群において有意に高値を示した。さらに CaLBの張力が normal 群に比較

してeTPA 群において高値を示す傾向にあった。またMCLにおいてnormal 群に比較してeTPA

での張力が有意に低値を示した。 

 

3-4 考察 

健常犬における後肢の垂直床反力はおよそ体重の 60-70%であると報告されている(Lascelles 

BD, 2006)。本研究において 60Nの軸方向荷重(検体の体重の 60%であり垂直床反力と同等であ

ると考えられる)は脛骨骨幹軸に対して平行な力が不明であるため、代用したものであり、

CrMBとCaLBにおける張力は normal 群においてCrMBとCaLBにおいて各々10.7Nと 15.6N

であった。したがってこの時にCrCLに生じる張力はおよそ 25-30N(normal 群の体重のおよそ

25-30%程度の力)であることが確認された。Shaharら(2006)は 22°のTPAを有する正常なイヌの

膝関節の数理モデルを用いて張力を再現し、歩行時に最大で体重の 25%の荷重が生じると報告

している。本検討とは異なり適応された軸方向荷重について地面に対して垂直な力が適用され

ており直接比較することは困難であるが、CrCL に生じる張力の結果は比較的類似した結果が

得られたものと考えられる。 

今回の検討で normal 群および eTPA 群の両群においてもCrMBとCaLBに生じる張力は、

軸方向荷重の増加とともに増加することが明らかとなった。一方でこの傾向は側副靱帯では認

められなかった。このことから側副靱帯に比較して前十字靱帯に負担が集中する可能性が示唆

された。さらににDuvalら(1999)はCrCLR罹患犬では、非罹患犬に比較して体重が有意に高値
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を示したことを報告している。これらの知見から肥満などにより関節面に生じる脛骨の軸方向

荷重の増加は、CrCLの張力もまた増加させる可能性が示唆された。 

60N荷重下でCrMBに比較してCaLBの張力が高値を示す傾向にあった。Arnoczkyら(1977)

は膝関節が屈曲するにつれてCaLBの大腿骨および脛骨の付着部が互いに近づくことで線維束

が弛緩し、伸展すると付着部同士が遠ざかり線維束が緊張すると報告している。; 逆に CrMB

はCrCLの解剖学的構造においてCaLBに比較して割合が小さい(Arnoczky SP, 1977)。このこと

から 135°という膝関節の角度でCaLBは緊張しており、CrMBよりもCaLBにより大きな負荷

が生じたものと考えられる。 

CrCL は膝関節の頭尾側方向への安定性を維持する役割を担っている(Arnoczky SP, 1977)。

TPAの増加は脛骨における頭側への剪断力の増加につながり、CrCLへの負担を増加させると

考えられている(Slocum B, 1993)。30N荷重下で eTPA 群におけるCaLBとLCLの張力がMCL

に比較して有意に高値を示した。対照的に normal 群において同荷重下においてこれらの靱帯

に生じる張力に差は認められなかった。60N荷重下で eTPA 群におけるCrMBおよびCaLBに

生じる張力は normal 群と比較して有意に高値を示した。これらの結果から eTPA 群において

脛骨の頭側方向への剪断力が増加することで、CrCL に生じる負荷が増加する可能性が示唆さ

れた。さらに 30N荷重下で eTPA 群においてMCLに比較してCrCLの張力が有意に高値を示

した。このように eTPAを有するCrCLでは normal 群にとって影響の少ない負荷でも、大きな

影響を受ける可能性が示唆された。 

Slocumら(1993)はTPAの増加はCrCLの負荷を増し、CrCLRに至ると提唱している。Duerr

ら(2007)は35°以上である病的に高いTPA (eTPA)を有するCrCLR罹患件ではTPAが30°以下で

あるCrCLR罹患犬に比較して有意に発症年齢が低かったと報告しており、このことから eTPA

を有するイヌでは 30°以下の TPAを有するイヌに比較して早期に CrCLRを生じる可能性が高

いということが知られている。本検討において normal 群に比較して eTPA 群で CrCL におけ

る張力が有意に増加することが示された。これは近位脛骨の形態が膝関節の靱帯の張力におい

て重要であり、eTPAは CrCLにおける負荷を著しく増加させ、CrCLRに至る可能性を示唆し
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ている。従って eTPA を有するイヌでは将来的に CrCLR に罹患するリスクが高いと考えられ

るため、注意深い経過観察が必要であると考えられる。 

本検討における制限点としては ex vivo モデルであるため、筋肉構造の欠如している点が挙

げられる。; 従って in vivoにおける筋力が再現されておらず、筋力の靱帯張力に及ぼす影響を

評価することができなかった。Shahar ら(2002)はコンピュータ上で筋力を含めた状態で再現し

た膝関節において、本検討で適応された軸方向荷重に比較して大きい、体重の 1.05 から 1.08

倍の大きさの関節反力が生じていると報告している。この検討と今回の検討では適応した荷重

の方向が異なり、単純に比較することは出来ないが、今回の検討における軸方向荷重は実際の

荷重よりも小さい可能性があると考えられる。さらに CrCLR の好発犬種は大型犬であるが、

本邦において実験動物として供することの出来る犬種がビーグルのみであるため、今回の検討

ではビーグルを用いて行われた。135°のみを評価したが、我々は異なる関節角度における評価

は試験にかかる時間が長くなり、関節組織の力学的特性が変化することを危惧したためである。

検討に供した検体数が少ないことも制限点の一つである。; しかしながら今回利用することの

出来る検体を最大限用いて行われた。eTPA 群ではTPA増高処置により、靱帯の付着部と脛骨

近位の形態が変化している可能性が考えられ、それらが結果に影響を与えている可能性が挙げ

られる。過去の研究によると脛骨高平部と膝蓋靱帯のなす角度とが増加すると膝蓋靱帯におけ

るモーメントアームがより小さくなり、CrCLにおいて過度の負荷が生じ、CrCLの変性性変化

が促進されると報告されている(Schwandt CS, 2006)。今回の研究では大腿四頭筋や膝蓋靱帯の

張力は再現されていないが、in vivoモデル動物で膝蓋靱帯の付着部の変位により膝関節におけ

る剪断力を変化させる可能性が考えられる。 

 

3-5 小括 

 本検討で用いたTPA増高処置によりMCLやLCLに大きな影響を与えることなく、CrCLに

おける張力は増加することが明らかとなった。この手技を用いたモデル動物作成はCrCLに生

じる負荷を増加させ、それに伴うCrCLの変性を評価する上で有用であることが推察された。
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また eTPAによりCrCLに生じる負荷が増加したことから、近位脛骨の形態が膝関節の靱帯の

張力において重要であり、eTPAはCrCLにおける負荷を著しく増加させ、CrCLRに至る可能

性が示唆された。 
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Fig. 3-1 Radiographic images of specimens. Left panel: the specimen in the normal group. Right panel: 

the specimen in the eTPA group 
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Fig. 3-2 (A) The testing system used in this study consisted of a 6 degree of freedom (6-DOF) 

manipulator with a 6-DOF universal force/moment sensor. (Fujie H, in Proceedings. ASME Summer 

Bioengineering Conference SBC 2011.) 
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Fig. 3-2 (B) Schematic view of the manipulator. This robotic simulator was developed to test the 

biomechanical behaviour of the stifle, which has three translational (X, Y, Z) and three rotational (U, V, 

W) axes. Therefore, this manipulator has six degrees of freedom. The universal force-moment sensor 

(UFS) is used to measure load, moment, and torque, and to define the load applied to the joint. (Fujie H, 

in Proceedings. ASME Summer Bioengineering Conference SBC 2011.) 
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Fig. 3-3 Schematic of the stifle coordinate system and the control in each direction. The 6 degree of 

freedom (6-DOF) stifle motions are as follows: Cr-Ca, cranial-caudal (i.e., anterior-posterior) translation; 

F-E, flexion-extension rotation; I-E, internal-external rotation; M-L, medial-lateral translation; P-D, 

proximal-distal translation; and V -V, varus-valgus rotation about each respective axis. The stifle position 

was fixed, and FE rotation was maintained at 135° in the displacement control. A 30 N or 60 N 

compressive force was applied parallel to the tibial anatomic axis in the force control (in PD transration). 

ML translation, VV rotation, CrCa translation, and IE rotation were controlled to maintain the outputs of 

these directions at 0 N and 0 Nm of force control, which prevented the generation of unnatural forces 

during compressive force was applied in PD translation by the displacement in the direction detected 

deviation from the target force. 
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Fig. 3-4 The scheme of the testing procedure. During sample preparation, nylon sutures were hooked on 

the craniomedial band (CrMB) and the whole cranial cruciate ligament (CrCL) as a guide for transection. 

The CrMB, caudolateral band (CaLB), medial collateral ligament (MCL), and lateral collateral ligament 

(LCL) were sequentially transected and the protocol was repeated. Orthogonal force components were 

measured and the ligament forces calculated after repeated force measurements as ligament contributions 

were subtracted by transection. 
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Fig. 3-5 The in situ force within each ligament in the normal group at 30 N and at 60 N of compressive 

force. The in situ forces were significantly higher in the CaLB and LCL than in the MCL. The CaLB in 

situ force was generally higher than the CrMB in situ force. that of the CrMB. CaLB = caudolateral band; 

CrMB =craniomedial band; LCL = lateral collateral ligament; MCL = medial collateral ligament. 

* Indicates P < 0.05, based on the paired t test. The in situ forces in the CrMB and CaLB in the normal 

group are significantly higher at the 60 N compressive force than at 30 N compressive force. ** Indicates 

P < 0.05, based on Tukey’s honest significant difference (HSD) test versus the 

medial collateral ligament (MCL) at 60 N. 
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Fig. 3-6 The in situ force in each ligament of the eTPA group at 30 N and 60 N of compressive force. The 

in situ forces in the CaLB and LCL are significantly higher than in the MCL. 

* Indicates P < 0.05, based on the paired t test. The in situ forces at the 60 N compressive force were 

significantly higher than the forces at 30 N in the CrMB and CaLB in the eTPA group. In contrast, there 

was no significant difference between the 30 N and 60 N forces in the MCL and LCL. 

** Indicates P < 0.05, based on Tukey’s HSD test versus the MCL at 60 N. 

*** Indicates P < 0.05, based on Tukey’s honest significant difference (HSD) test versus the MCL at 30 

N. The CrMB, CaLB, and LCL in situ forces were significantly higher than that of the MCL. 
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第 4章 前十字靱帯断裂受傷症例における靱帯の変性性変化に関する組織学的検討 

 

4-1 緒言 

 ヒトにおけるACL断裂は外傷に伴って急性に生じるのに対し、イヌのCrCLRの多くはCrCL

における慢性変性性変化に続発して生じる(Duval JM, 1999)。そのため本疾患は前十字靱帯疾患

(CCLD; Duval JM, 1999; Bennett D, 1988)とも呼ばれている。CCLDはCrCLにおけるECMの変

性によって特徴付けられ、最終的に靱帯の二次的な non contact injuryに至ると認識されている

(Duval JM, 1999; Bennett D, 1988)。変性した靱帯において、組織学的に靱帯細胞の減少や線維束

の配列の変化、靱帯細胞の表現型の変化のような組織学的変化が生じると報告されている

(Hayashi K, 2003)。 

組織学的な変性性変化の一つとして前十字靱帯のECM変性(Muir P, 2005)、特に軟骨様組織

への変化が認められる(Comerfold EJ, 2006)。Vasseurらは 5歳齢以上で体重が 15kg以上のイヌ

において、HE 染色にて軟骨化生の組織所見を持つ靱帯が力学的特性の低下を示したと報告し

ている(Vasseur PB, 1985)。靱帯のECMの大半はCOL Iにより構成されており、靱帯の主要な

抗張力を担っている(Waggett AD, 1985)。ヒトにおいては、軟骨化生を伴う靱帯ではCOL Iは

減少し、COL II、 COL III、X型コラーゲンなどの軟骨基質の成分が増加することが知られて

いる。このようなECMの変化は力学的特性の失宜により靱帯断裂に至る可能性を増加させる

と考えられている(Hasegawa H, 2013)。しかしイヌのCrCL変性の機序については十分に理解さ

れていない。さらに靱帯細胞から軟骨細胞への分化の制御機構については十分に理解されてい

ないのが現状である。 

軟骨への分化過程においてSOX9は軟骨細胞系列では特異的な転写因子として、間葉系幹細

胞(Mesenchymal Stem Cells: MSCs)の軟骨分化を決定し、COL IIやアグリカンなどの軟骨細胞と

しての分化を誘導する特異的な遺伝子の転写を活性化する役割を有する(Akiyama H, 2002; Lui 

PP, 2009; Lefebvre V, 1998)。しかしながらイヌの変性CrCLの靱帯細胞におけるSOX9発現に

ついて検討した報告はなされていない。本検討の目的は CrCLR 罹患犬の軟骨化生を生じた
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CrCLにおけるECM構成成分とSOX9の発現における変化を明らかにすることである。 

 

4-2材料と方法 

4-2-1供試動物と採取方法 

 検体はCrCLRに罹患した 21頭 26膝関節から採取した(CrCLR 群)。CrCLRは身体検査時の

膝関節不安定性を確認することにより診断し、外科手術時にCrCLの完全断裂を確認した。対

照としたCrCLは、他の目的でバルビツレートの静脈内投与にて安楽死された若齢の健常ビー

グル犬 12頭(未避妊雌：9頭、未去勢雄：3頭)から採取した(control 群)。安楽死は日本獣医生

命科学大学のガイドライン(承認番号 26J-27)に準じて行った。このグループのイヌは比較対照

として用いた。対象とした症例の犬種、月齢、性別、体重、臨床症状が発現してから手術まで

の期間、およびTPAを記録した(Table.4-1)。control 群の平均体重は 9.6 ± 0.5 kg、平均月齢 15.2 

±4.9 ヵ月齢、平均TPA 29.3 ± 3.9°であった。さらにCrCLR罹患症例では外科手術時に同時に

関節液の採取を行い、細胞診による定性的な評価を行った。 

 

4-2-2組織の処理方法と組織学的解析 

CrCLR 群では術中に膝関節切開を実施し、断裂した CrCL の残渣を大腿骨と脛骨の付着部

から切除し、検討には脛骨付着部側の靱帯を用いた。control 群の靭帯組織については安楽死

後直ちに、大腿骨および脛骨の付着部から前十字靱帯全体を切除した。検体は 4% パラホルム

アルデヒドで固定を実施し、薄切面が長軸方向になるようにパラフィン包埋を行った。そして

組織の形態評価を実施するために、ヘマトキシリン・エオジン(Haematoxylin-Eosin)染色、アル

シアンブルー(Alcian Blue)染色(pH 2.5)を実施した。 

 

4-2-3免疫組織化学染色 

全ての検体でCOL I, COL II, COL IIIそして SOX9の免疫染色を実施した。まずパラフィン

包埋された検体をキシレンとエタノールを用いて脱パラフィン処理を行った。30分間 3% H2O2 
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加メタノールにて内因性ペルオキシダーゼ処理を行った。リン酸緩衝食塩水(Phosphate buffered 

saline: PBS)にて洗浄を実施後、クエン酸バッファー(0.01 M, pH 6.0)内で 60°C 60分間浸漬し、

抗原賦活化を行った。検体は徐々に冷却し、PBSで洗浄を実施した。抗COL I、COL II、COL III、

SOX9抗体との反応に先立ち、薄切切片をBlockAce (BlockAce, DS Pharma Biomedical Co. Ltd., 

Osaka, Japan.)を用いて室温 30分間で切片にブロッキング処理を行った。切片にCOL I (1:5000 

dilution; Polyclonal antibody against human-bovine COL I, LSL Co. Ltd., Tokyo, Japan.)、COL II 

(1:5000 dilution; Polyclonal antibody against human-bovine COL II, LSL Co. Ltd., Tokyo, Japan.)、 

COL III (1:5000 dilution; Polyclonal antibody against human-bovine COL III, LSL Co. Ltd., Tokyo, 

Japan.)、そしてSOX9 (0.25 μg/ml; Polyclonal antibody against human SOX9, Acris Antibodies Inc., 

San Diego, CA, USA.)に対する抗体を適用し、4°Cで一晩インキュベートした。COL IとSOX9

に対する一次抗体はイヌの組織に対する交差反応性を確認されているものを用いた。 

さらに一次抗体の交差反応性を確認するために、適切な陰性および陽性コントロールの免疫

染色を各一次抗体のプロトコールで実施した。COL I、COL II、そしてSOX9に対しては健常

なドーベルマン・ピンシャー新生児(1 ヵ月齢)の骨および軟骨組織を陽性コントロールとして

用いた。COL IIIに対しては健常なビーグル成犬の下顎リンパ節を陽性コントロールとして用

いた。PBS で洗浄後、30 分間室温でホースラディッシュペルオキシダーゼ(HRP) 標識ヤギ抗

ウサギ免疫グロブリン抗体(HRP-labelled goat anti-rabbit immunoglobulin antibody, Dako Japan Inc., 

Tokyo, Japan.)を二次抗体として適用した。最後にLSAB2 kit/HRP (LSAB2 kit/HRP, Dako Japan 

Inc., Tokyo, Japan.)を 2分間適用した。その後ヘマトキシリンにて対比染色後、洗浄して封入を

行った。 

 

4-2-4細胞の形態と陽性細胞の実数および割合、細胞密度の評価 

 100 倍で無作為に選択した少なくとも 3 視野において、HE 染色では細胞密度と細胞の形態

を、COL II, COL IIIそしてSOX9の免疫染色では陽性細胞数の評価を行った。さらに SOX9の

免疫染色標本では、核周囲の細胞質の拡大である haloを有する細胞の評価を行った(Narama I, 
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1996)。観察は 1 人の観察者によって行われた。測定者内誤差を最小限にするために細胞の計

測は 2 回行い、その平均値を算出した。なお全ての検体は CrCL の中心領域で評価を行い、

CrCLR 群の靭帯では断端および骨への付着部を、control 群の靭帯では骨への付着部を除く領

域を評価に用いた。 

靱帯細胞はその形態に応じて、球形細胞および紡錘形細胞に分類した(Kumagai K, 2012)。; 細

胞の長軸が特定出来ない細胞は球形細胞とし、それ以外は紡錘形細胞と定義した。免疫反応陽

性細胞の割合は以下のように算出した。: (positive cells number/total cell number) × 100。陽性の紡

錘形または球形細胞の割合は以下のように算出した。: (number of positive spindle or round 

cells/total number of positive cells) × 100。細胞の密度は選択された視野の全細胞数を面積で割る

ことで算出した。変性の程度を評価するために、Vasseur scoring systemを用いて以下の様に評

価を行った(Vasseur PB, 1985)。; 

Grade 0: 構造上に明らかな変化が認められない靱帯。 

Grade 1: 標本の広範囲に渡って穏やかな変性性変化が生じている状態で以下の病変を含む。(1) 

線維芽細胞が欠損した領域があり、隣接する線維芽細胞には変化が認められない。(2) コラー

ゲン線維束の配列は正常であるが、線維芽細胞が存在しない領域がある。(3) 線維芽細胞の増

殖の見られない無細胞領域が存在し、コラーゲンの一次線維束の正常な配列が維持されていな

い。(4) 残存した線維芽細胞が少量の増加を示す領域と無細胞領域が混在し、コラーゲンの一

次線維束の正常な配列が維持されていない。(5) 無細胞領域と残存した線維芽細胞の軟骨細胞

への早期の化生が見られる領域と無細胞領域が混在しており、コラーゲンの一次線維束の正常

な配列が維持されていない。 

Grade 2: 質の悪くなったコラーゲン線維束の明らかな断裂は認められないが、線維束の直径の

半分までの広範囲に中程度の変性性変化が認められる状態で以下の病変を含む。(1) 広範囲の

領域で線維芽細胞の欠損と残存した線維芽細胞の軟骨化生が認められる。(2) 軟骨化生の石灰

化した島状の領域が認められる広範囲な無細胞領域とコラーゲン線維束が維持されていない。 

Grade 3: 靱帯線維束の直径の半分以上に重度の変性性変化が認められ、質の悪くなったコラー
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ゲン線維束の断裂も認められる状態で以下の病変を含む。(1) 広範囲な無細胞領域と少数の生

存した軟骨化生した線維芽細胞が認められる。(2) 質の悪いコラーゲン線維束の完全な断裂が

認められる。 

 

4-2-5 I型コラーゲンおよび III型コラーゲンの免疫反応陽性領域の計測 

検体におけるCOL IおよびCOL IIIに対する免疫染色陽性領域を評価するために、免疫染色

を実施した切片をmicroscope digital camera (DP72, Olympus Co. Ltd., Tokyo, Japan.)を用いて、10

倍の視野にて撮影を実施した。無作為に撮影を行い、Aperiosoftware (Aperio imagescope software, 

Leica Microsystems Inc., Tokyo, Japan.)を用いて評価を行った。Aperio softwareは各々の選択され

た視野における免疫染色陽性の強度によって段階別に分類し、免疫染色陽性領域の定量的評価

を可能にすると報告されている(Chen J, 2010)。免疫染色陽性の領域の識別はRGBカラーモデ

ルの色相環を用いて、色彩に数値を割り当てる方法(hue value)を利用した。本プログラムでは

色相環の 0°から 360°までを 0から 1の間で対応させて指定することが可能であるため、今

回は過去の報告に従い hue valueを色相環の 36°に相当する 0.1と設定し、陽性とする色彩の

範囲である hue widthは 0.5と設定した。各々のCOL IおよびCOL III免疫染色陽性ピクセルの

割合は陽性のピクセル数を全ピクセル数で割って 100を掛けて算出した。 

 

4-2-6 統計処理 

細胞密度および細胞形態、陽性細胞数、そしてCOL IおよびCOL III免疫染色陽性領域につ

いて control 群とCrCLR 群 の間、紡錘形細胞と球形細胞との間での比較には two samples t test

およびwelch’s t testを用いた。CrCLR 群と control 群のCOL II、III、SOX9の陽性細胞数と各

症例の月齢、体重、臨床症状発現期間、および TPA との相関関係についての評価については

無相関検定を用いた。p<0.05を有意差ありと判定し、結果はmean ± standard deviation (SD)で表

した。 
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4-3 結果 

4-3-1供試動物および対象とした症例 

 CrCLR 群の 26 膝関節の内、18 膝関節において半月板断裂が確認された。全症例の膝関節

液にて単核細胞数の軽度から中等度の増加が認められ、典型的な骨関節炎の所見が認められた。

さらに 15 膝関節で手術時に実施された膝関節滑膜生検で、病理専門医によって慢性滑膜炎が

生じていると診断された。 

 

4-3-2ヘマトキシリン・エオジン染色 

HE染色において control 群において靭帯の線維束が明瞭に認められ、また多数の紡錘形細胞

の配列が認められ、球形細胞は少数認められた(Fig.4-1A)。一方CrCLR 群では全体的な靭帯細

胞数の減少と球形細胞の増加が認められた。また靭帯の線維束は不明瞭であった(Fig.3-1B)。細

胞の密度は control 群で 719.4 ± 212.6個/mm2、CrCLR 群において 338.9±186.0個/mm2であり、

control 群に比較してCrCLR 群において有意に低値を示した(Fig.4-1C)。また全細胞に占める球

形細胞の割合は control 群で 1.3 ± 1.9%、CrCLR 群において 35.5 ± 23.3%で control 群に比較し

てCrCLR 群で有意に高値を示した(Fig.4-1D)。 

Vasseur scoring systemに基づき control 群において 7膝関節が grade 0に分類され、5膝関節が

grade 1に分類された。CrCLR 群において 2膝関節、9膝関節、15膝関節がそれぞれ grade1、2、

3に分類された。control 群に比較してCrCLR 群において gradeが高い傾向にあった。 

 

4-3-3 アルシアンブルー染色 

control 群ではAB染色陽性領域はほとんど認められなかった(Fig.4-2A)。一方CrCLR 群にお

いては染色陽性の領域が広範囲に認められた(Fig.4-2B)。 

 

4-3-4免疫組織化学染色の評価 

陽性コントロールではCOL Iの免疫反応性は骨基質において認められたが、一次骨梁の石灰
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化された軟骨基質では検出されなかった(Fig. 4-3A)。COL II陽性の領域は軟骨基質において認

められ、骨組織の領域では認められなかった(Fig. 4-3B)。COL III陽性の領域は下顎リンパ節の

血管周辺における結合組織でのみ認められた(Fig. 4-3C)。抗SOX9抗体の反応は軟骨細胞のみ

に認められた(Fig. 4-3D)。逆にCrCLR 群と control 群の陰性コントロールでは陽性反応は認め

られなかった(Fig. 4-3E,F)。これらの所見は一次抗体がイヌの組織において交差反応性を有する

ことを示している。 

COL I免疫染色は control 群では靭帯の線維束において広範囲に染色陽性の領域が認められ

たのに対して、靭帯細胞の細胞質ではほとんど発現が認められなかった(Fig. 4-4A)。CrCLR 群

では線維束における染色陽性の領域が control 群に比較して、ほとんど認められなかった。そ

の一方で靭帯細胞の細胞質における発現は多く認められた(Fig. 4-4B)。CrCLR 群 (平均のCOL 

I陽性ピクセルの割合; 14.8 ± 14.5%)に比較して、control 群 (47.0 ± 20.6%)においてECMでの染

色陽性のピクセルの割合が有意に高値を示した(Fig. 4-4C)。  

COL IIは control 群において少数の細胞に認められるのみであったが (Fig. 4-5A)、CrCLR 群

において多数の靭帯細胞に多数の発現が認められた(Fig. 4-5B)。全細胞に占めるCOL II陽性細

胞の割合はcontrol 群において12.8 ± 9.1%であり、CrCLR 群において40.4 ± 25.2%であった(Fig. 

4-5C)。control 群に比較してCrCLR 群において有意に高値を示した。control 群でCOL II陽性

の紡錘形細胞(11.9 ± 8.7%)と比較して、球形細胞(62.5 ± 35.9%)の割合が有意に高値を示した(Fig. 

4-5D)。同様にCrCLR 群でCOL II陽性の紡錘形細胞(23.0 ± 16.3 %)と比較して、球形細胞(71.8 

± 25.0%)の割合が有意に高値を示した(Fig. 4-5D)。 

COL IIIは control 群においてほとんど発現が認められなかったのに対し(Fig. 4-6A)、CrCLR 

群において多数の靭帯細胞において発現が認められた(Fig. 4-6B)。さらにCOL III陽性反応が靱

帯線維束で見られる領域も認められたが、その領域の靭帯線維束は不明瞭であった(Fig. 4-6C)。

全細胞に占めるCOL III陽性細胞の割合は control 群において 14.9±10.5%であり、CrCLR 群に

おいて 34.7±27.5%であった。control 群に比較してCrCLR 群において有意に高値を示した(Fig. 

4-6D)。control 群でCOL III陽性の紡錘形細胞(14.0 ± 9.7%)と比較して、球形細胞(74.3 ± 34.2%)
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の割合が有意に高値を示した(Fig. 4-6E)。同様にCrCLR 群でCOL III陽性の紡錘形細胞(19.0 ± 

16.9 %)と比較して、球形細胞(61.3 ± 30.4%)の割合が有意に高値を示した(Fig. 4-6E)。さらに

COLIII 免疫染色陽性領域の評価を行ったところ、CrCLR 群 (平均の COL III 陽性ピクセルの

割合; 14.8 ± 14.5%)に比較して、control 群 (47.0 ± 20.6%)においてECMでの染色陽性のピクセ

ル数が有意に高値を示した(Fig. 4-6F)。 

SOX9 陽性反応は control 群において少数の細胞に発現が認められるのみであった。また

control 群の靱帯組織では紡錘形細胞で核周囲に生じる空隙である halo を有する細胞が少数認

められ、その多くがSOX9陽性細胞であった(Fig. 4-7A)。CrCLR 群においてほとんどすべての

球形細胞にSOX9陽性反応が認められたが、紡錘形細胞にも反応が認められた。またCrCLR 群

の靱帯組織では紡錘形細胞でも球形細胞でも halo を有する細胞が多く認められ、その多くが

SOX9陽性細胞であった(Fig. 4-7B)。全細胞に占めるSOX9陽性細胞の割合は control 群におい

て 12.9 ± 10.1%であり、CrCLR 群において 43.5±23.9%であった。control 群に比較してCrCLR 

群において有意に高値を示した(Fig. 4-7C)。control 群に比較してCrCLR 群において有意に高

値を示した。control 群で SOX9 陽性の紡錘形細胞(12.2 ± 9.7%)と比較して、球形細胞(60.3 ± 

38.8%)の割合が有意に高値を示した(Fig. 4-7D)。同様に CrCLR 群で SOX9 陽性の紡錘形細胞

(23.5 ± 16.1 %)と比較して、球形細胞(73.6 ± 21.6%)の割合が有意に高値を示した(Fig. 4-7D)。さ

らに haloを有する細胞を形態別に分類すると、control 群では紡錘形細胞の 12.2± 9.6%が、球

形細胞の 85.5± 25.9%が haloを有しており、またCrCLR 群では紡錘形細胞の 25.2± 16.4%が、

球形細胞の 91.9± 9.8%が haloを有していた(Fig. 4-7E)。control 群とCrCLR 群との間で haloを

有する紡錘形細胞の割合が有意に高値を示した。また halo を有する細胞で SOX9 陽性の割合

は、control 群の紡錘形細胞では 86.6 ± 24.1%、球形細胞では 75.6 ± 24.5%であった。CrCLR 群

の紡錘形細胞では 88.9 ± 23.4%、球形細胞では 83.3 ± 20.5%であった。 

COL II、COL III、SOX9の陽性細胞の割合と各症例の月齢、体重、臨床症状発現期間、およ

びTPAとの相関関係を検討したが、いずれも相関関係は認められなかった(Fig. 4-8A-E)。 
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4-4考察 

本検討において変性していないCrCLに比較して、変性CrCLにおいてSOX9を発現する靱帯

細胞が顕著に増加していた。Biら(1999)はマウスを用いた検討でSOX9をノックアウトさせた

軟骨細胞では COLII を含む軟骨細胞特異的なマーカーの発現が認められなかったと報告して

おり、SOX9が軟骨細胞への分化や軟骨形成にとって欠かせない転写因子であることが示され

ている。さらに変性CrCLにおいて紡錘形細胞において haloを有する細胞が有意に増加してお

り、さらに halo を有する細胞のほとんどが SOX9 を発現していた。Narama ら(1996)は線維細

胞における核周囲の halo 形成を伴う核の膨化が初期の病変で最もよく見られる変化であり、

halo を有する細胞は分化能が活性化された細胞であると報告している。培養された ACL 由来

の細胞が軟骨誘導培地において、SOX9の発現によって軟骨細胞の表現型へと形質転換するこ

とが知られており(Furumatsu T, 2010)。さらにTakimotoら(2012)は in vitroにおいて、SOX9の過

剰発現により腱の線維細胞から軟骨細胞への形質転換を直接誘導したと報告している。そして

ヒトでは ACL における靱帯線維芽細胞の軟骨細胞様の形質転換が、靱帯断裂後の ECM 変化

と関連していることが知られている(Murray MM, 1999; Murray MM, 2000)。以上の知見から本章

での検討は断裂後の靭帯を用いたため、それに伴う二次的な変化が生じている可能性が考えら

れるが、変性CrCLでは活性化された靱帯の線維細胞での SOX9発現の増加が線維細胞の軟骨

細胞への形質転換を誘導し、COL IIなどの軟骨基質産生を促進している可能性が考えられた。 

本検討では変性CrCLにおいて、ムコ多糖類の存在を示唆するAB染色陽性領域が広範囲に

認められた。さらに変性CrCLにおいてCOL IIの増加が確認された。イヌの靭帯における線維

芽細胞の軟骨化生もまた、ほんの 2, 3 歳のイヌも含めて断裂につながることが知られている

(Comerford EJ, 2006，Vasseur PB, 1985，Narama I, 1996)。Naramaら(1996)は断裂CrCLにおいて

AB 染色陽性の ECM の領域が広範囲に認められ、楕円形核を有する多くの軟骨様細胞が観察

されたことを報告している(Narama I, 1996)。しかし一方でComerfordらは正常なラブラドール

レトリバーとグレイハウンドでアルシアンブルー過ヨウ素酸シッフ染色標本を観察したとこ

ろ同様の線維軟骨様の所見が認められたと報告している(Comerford EJ, 2006)。著者はこの変性
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性変化は病的ではなく、反復負荷に対する生理的な適応反応であると考察している。ヒトでは

ACLにおける靱帯線維芽細胞の軟骨細胞様の形質転換が、靱帯断裂後のECM変化と関連して

いることが知られている(Murray MM, 1999; Murray MM, 2000)。しかしながら軟骨様組織は正常

な張力下に対してもより断裂しやすくなるとも報告されている (Waggett AD, 1996)。さらに

Vasseurら(1985)は 5歳以上のイヌ、そして体重 15kg以上のイヌにおいて HE染色にて「線維

軟骨」の組織学的所見が認められ、年齢に伴ってCrCLの力学的強度が減少すると報告してい

る。以上より本章での検討では断裂後の靭帯を用いたため、それに伴う二次的な変化が生じて

いる可能性が考えられ直接の病態などを明らかにするものではないが、これらの組織学的変化

は断裂を生じやすくし、日常的な活動下においても構造の破綻を生じやすくする可能性が示唆

された。 

今回の検討でCOL IIIの発現が control 群に比較してCrCLR 群で顕著に増加していた。通常

COL IIIの含有量は正常なCrCLにおいては低く(Waggett AD, 1996)、石灰化されていない線維

軟骨の領域において主に存在することが確認されている(Kumagai J, 1994)。今回のCrCLR 群か

ら採集したサンプルは全て完全断裂を生じた後様々な時間経過を経たものを供している。従っ

て本章の結果からは今回確認された変性性変化が靱帯損傷に先行するかは不明であるが、変性

した CrCLにおいて線維軟骨化生が促進され、COL IIIの割合が増加していると考えられた。

さらに control 群に比較してCrCLR 群でCOL III免疫反応陽性の領域の増加が、とくに線維束

の不明瞭な領域においてが認められた。COL IIIは創傷治癒の初期段階で発現が増加し、やが

てCOL Iと置換されることが知られている(William IF, 1984)。したがってそのような領域では

線維束の微細な断裂が背景に存在し、COL IIIの陽性領域が散在して確認されたと推察された。

以上の結果より本章の結果からは今回確認された変性性変化が靱帯損傷に先行するかは不明

であるが、COL IIIの構成するコラーゲンネットワークはCOL Iに比較して細く脆弱であるた

め(Riley GP, 1994)、このような細胞外基質の構成の変化により、変性した靭帯では張力に対す

る強度が低下している可能性が示唆された。 

本検討において、変性した前十字靭帯では正常な靭帯に比較して靭帯線維束におけるCOL I
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の減少が認められた。靭帯はその乾燥重量の70-80%をコラーゲンが占め(Frank C, 1985)、その90%

が COL I で構成され、靭帯における張力負荷を受ける主要な線維束となっている(Waggett AD, 

1996)。そのため靭帯断裂との直接の因果関係は明らかではないが、変性したCrCLにおいて線

維束においてCOL Iの含有量が減少することにより、靭帯の張力に対する強度が低下する可能

性が示唆された。さらに変性した CrCLにおいて正常な靭帯に比較して靭帯細胞の細胞質にお

いては発現が増加しており、靭帯細胞における COL I の産生増加が認められた。Comerfold ら

(2004)は健常なCrCLに比較して、断裂したCrCLにおいてコラーゲンの未熟な架橋形成が増加

していたと報告しており、変性した靭帯においてECMターンオーバーの増加はCrCL線維束の

無秩序な修復につながり、靭帯線維束の脆弱化につながることと報告している。以上のことか

ら変性 CrCLでは靭帯線維束の COL Iのターンオーバーの増加によっても、未熟な架橋構造の

増加により靭帯の強度低下が進行している可能性が推察された。 

制限点としては今回確認された変性性変化は断裂後の靭帯において確認されており、変性の

機序を直接確認するものではないという点である。しかしながら今回の検討に供した CrCLR 

群の症例では臨床症状発現期間が 4-300日間であり、その他にも各個体で幅広い背景があるな

か、各マーカーにおける発現との相関性が認められなかったことから断裂後の二次的な変化に

よる影響は少ない可能性が考えられ、断裂前にも変性が進行していたが示唆された。これまで

の報告と考え合わせると、軟骨様組織は正常な張力に対しても脆弱であり、断裂を生じやすい

と考えられているため、変性した靱帯における軟骨化生が靱帯の強度低下につながり、二次的

な損傷を引き起こす要因の一つである可能性が考えられた。また CrCLR は比較的大型犬で起

こりやすいとされているが(Witsberger TH, 2008)、対照群に本邦で唯一実験動物として飼育され

ているビーグル犬を用いたことも制限点である。さらに今回得られた対照群とCrCLR 群の年

齢に違いがあることも制限点としてあげられる。本検討では本来 eTPA を有する膝関節で

CrCLRを生じた症例と通常のTPAを有する膝関節でCrCLRを生じた症例を比較するべきであ

ったが、今回検討に供した症例で eTPAを有している個体が一例しかおらず、その検討を行う

事が出来なかった。 
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4-5小括 

断裂したCrCLでは主要な細胞外基質であるCOL Iが減少し、線維軟骨基質である COL II

やCOL IIIが増加しており、ECMの構成成分の変化が認められた。さらに変性靱帯では SOX9

の発現が増強されており、靱帯においてCOL IIなどの軟骨基質の産生が促進され、軟骨化生

が促進されている可能性が示唆された。しかしながら本検討に供した変性 CrCL は CrCLR 罹

患症例から得た断裂した靱帯であるため、これらの変化は二次性の変化も少なからず生じてい

る可能性が示唆された。SOX9の発現を増加させる要因についてはさらなる検討が必要である

と考えられた。 
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Table. 4-1 Dogs with ruptured cranial cruciate ligament 

Case 

No. 

Affected 

side of 

limb 

Sex 

Age 

(months) 

Body 

Weight 

(kg) 

Bleed 

Tibial 

Plateau 

Angle 

(deg) 

Period from onset 

of clinical sign to 

operation (days) 

1 Right nf 118 33.4 Golden Retriever 28 30 

2 Left nf 120 33.35 Labrador Retriever 25 36 

3 Right nf 64 38.5 Bernese Mountain Dog 31 14 

4 Right nf 75 32 Bernese Mountain Dog 32 17 

5 Right nf 101 34.4 Bernese Mountain Dog 28.5 62 

6 Left nf 87 21.2 Siberian Husky 25 27 

7 Right nm 78 34.5 Golden Retriever 25 120 

8 Left m 43 35 Bernese Mountain Dog 22 112 

9 Left m 124 20.35 Beagle 33 40 

10 Left nm 72 78 Pyrenean Mastiff 34 38 

11 Left nm 39 39.3 Golden Retriever 33.5 70 

12 Right nf 75 30.1 Siberian Husky 26 300 

13 Right m 93 18.18 Shiba Inu 22 48 

14 Right m 120 13.2 Shiba Inu 24 32 

15 Left nm 121 15.3 Beagle 30.5 75 

16 Right nm 68 16.5 Pembroke Welsh Corgi 36 29 

17 

Left 

nf 

85 31.05 

Labrador Retriever 

26 82 

Right 85 31.05 26 82 

18 Left nf 58 26.5 Siberian Husky 28 119 
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Right 83 27.1 27 100 

19 

Left 

nm 

115 35 

Golden Retriever 

27 36 

Right 128 31.25 33.5 4 

20 

Left 

nm 

137 14.1 

Shiba Inu 

33 19 

Right 120 14.4 33 58 

21 

Left 

nf 

132 10.8 

Shiba Inu 

22 72 

Right 132 10.8 22 72 
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Table. 4-2 Correlation between COL II, COL III and SOX9 expression and various factors. 

No significant correlation was observed between COL II, COL III and SOX9 expressions 

and demographic and clinical parameters in the CCLR group. Differences were considered 

significant at P < 0.05. 

 P-value Age Body weight Period from onset of clinical sign 

to operation 

TPA 

COL II 0.053 0.582 0.582 0.463 

COL III 0.217 0.810 0.390 0.879 

SOX9 0.068 0.823 0.065 0.607 
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Fig. 4-1A Cell density and percentage of round cells in CrCL specimens. In control CrCL specimens, cell 

density is high and many spindle cells (arrows) are observed. HE staining; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-1B Cell density and percentage of round cells in CrCL specimens. In CrCLR, cell density is low 

and spindle cells(arrows) and round cells (arrowheads) are observed. HE staining; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-1C Cell density and percentage of round cells in CrCL specimens. Cell density in control and 

CrCLR groups. * P < 0.05 by two-sample t-test. Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n = 12 

n = 26 
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Fig. 4-1D Cell density and percentage of round cells in CrCL specimens. Percentage of round cells in 

control and CrCLR groups. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n =26 

n =12 
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Fig. 4-2A AB staining of CrCL specimens. No AB-reactivity was detected in the ligament fibers in all 

control animals. ; bar = 20 μm. 
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Fig. 4-2B AB staining of CrCL specimens. The reactivity was seen in the ECM in ligaments of all 

CrCLR animals; bar = 20 μm. 
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Fig. 4-3A Positive immunoreactivity for primary antibodies. Normal canine embryonic bone. COL I 

immunoreactivity was detected in the bone matrix (arrows), but not in the calcified cartilage matrix in the 

primary bone traveculae (asterisks). ; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-3B Positive immunoreactivity for primary antibodies. Normal canine embryonic bone. This image 

shows the border region between the bone and the cartilage. COL II-positive areas are seen in the 

cartilage matrix (arrows) but not in the bone area (arrowheads). ; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-3C Positive immunoreactivity for primary antibodies. Normal canine mandibular lymph node. 

COL III-positive areas are seen in the connective tissues around the blood vessels of the mandibular 

lymph node (arrows). ; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-3D Positive immunoreactivity for primary antibodies. Normal canine embryonic cartilage. Only 

chondrocytes show positive reaction against SOX9 antibody. ; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-3E Negative immunoreactivity for primary antibodies. Negative control of the control group. No 

positive stained areas are seen. ; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-3F. Negative immunoreactivity for primary antibodies. Negative control of the CrCLR group. No 

positive stained areas are seen; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-4A. Immunostaining for COL I. Extensive COL I-positive areas are seen in the ligament fibers of a 

control CrCL. The expression of COL I is low in the cytoplasm of the ligament cells (arrows). ; bar = 50 

μm. 
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Fig. 4-4B Immunostaining for COL I. COL I-positive areas are fewer in the fibers in the ligament and 

many of the ligament cells express COL I in the cytoplasm (arrows) ; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-4C Immunostaining for COL I. The percentage of COL I-positive pixels. The ECM いs stained 

stronger in the control group than in the CrCLR group. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each columns and 

bars represent the mean ±SD. 

  

n =12 

n =26 
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Fig. 4-5A Immunostaining for COL II. Control group specimen. Only a few spindle COL II-positive cells 

(arrows) are observed. ; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-5B Immunostaining for COL II. CrCLR group specimen. Many COL II-positive cells, spindle cells 

(arrows) and round cells (arrowheads) are observed; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-5C Immunostaining for COL II. Comparison of the percentage of COL II-positive cells between 

control and CrCLR groups. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n =12 

n =26 
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Fig. 4-5D Immunostaining for COL II. Comparison of the percentage of positive cells between spindle 

and round cells in each group. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each columns and bars represent the mean 

±SD. 

  

n =12 n =26 
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Fig. 4-6A Immunostaining for COL III. Control group specimen. Few COL III-positive cells are 

observed; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-6B Immunostaining for COL III. CrCLR group specimen. Many spindle (arrows) and especially 

round (arrowheads) COL III-positive cells are observed; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-6C Immunostaining for COL III. Some COL III-positive areas are seen in the ligament fibers of the 

CrCLR group; bar = 20 μm. 
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Fig. 4-6D Immunostaining for COL III. Comparison of the percentage of COL III-positive cells between 

control and CrCLR groups. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each columns and bars represent the mean 

±SD. 

 

  

n =12 

n =26 
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Fig. 4-6E Immunostaining for COL III. Comparison of the percentage of COL III-positive cells between 

spindle and round cells in each group. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each columns and bars represent the 

mean ±SD. 

  

n =12 n =26 



85 

 

 

Fig. 4-6F Immunostaining for COL III. The percentage of COL III -positive pixels. The ECM was 

stained stronger in the CrCLR group than in the control group. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each 

columns and bars represent the mean ±SD.  

n =12 n =26 
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Fig. 4-7A Immunostaining for SOX9. Control group specimen. Only a few spindle SOX9-positive cells 

with perinuclear halo (arrows) and many spindle cells without perinuclear halo (white arrow head) are 

observed.; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-7B Immunostaining for SOX9. CrCLR group specimen. Many spindle (arrow) and round (arrow 

heads) SOX9-positive cells with perinuclear halo are observed.; bar = 50 μm. 
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Fig. 4-7C Immunostaining for SOX9. Comparison of the percentage of SOX9-positive cells between 

control and CrCLR groups. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n =12 n =26 
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Fig. 4-7D Immunostaining for SOX9. Comparison of the percentage of SOX9-positive cells between 

spindle and round cells in each group. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each columns and bars represent the 

mean ±SD. 

  

n =12 n =26 
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Fig. 4-7E Immunostaining for SOX9. Percentage of spindle or round cells with perinulear halo in control 

and CrCLR groups. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n =12 n =26 



91 

 

  

Fig. 4-8A The correlation between the percentage of positive cells or positive pixels following 

immunostaining and the various demographic and clinical parameters. The correlation 

between the percentage of positive cells following immunostaining for COL II and the various 

demographic and clinical parameters, (1) versus age, (2) versus body weight, (3) versus 

tibial plateau angle, and (4) versus period from onset of clinical sign to operation.  
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 Fig. 4-8B The correlation between the percentage of positive cells or positive pixels following 

immunostaining and the various demographic and clinical parameters. The correlation 

between the percentage of positive cells following immunostaining for COL III and the various 

demographic and clinical parameters, (1) versus age, (2) versus body weight, (3) versus 

tibial plateau angle, and (4) versus period from onset of clinical sign to operation. 
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Fig. 4-8C The correlation between the percentage of positive cells or positive pixels following 

immunostaining and the various demographic and clinical parameters. The correlation 

between the percentage of positive cells following immunostaining for SOX9 and the various 

demographic and clinical parameters, (1) versus age, (2) versus body weight, (3) versus 

tibial plateau angle, and (4) versus period from onset of clinical sign to operation.  
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第 5章 Excessive Tibial Plateau Angleモデルにおける前十字靱帯変性の進行に関する組織学的

検討 

 

5-1緒言 

CCLDでは加齢や犬種、性ホルモンや体重など様々な要因がCrCLの変性を促進すると提唱

されている(Comerfold EJ, 2011)。eTPAはCCLDのリスクファクターの一つであると認識され

ている(Duerr FM, 2007)。Slocumら(1983)は後肢負重時に生じる脛骨機能軸方向への荷重がTPA

により変換され発生するCrTTがCrCLに生じる張力を増加させ、CrCLRの原因につながると

提唱している。中でも過度に高いTPAである(eTPA; TPA≧35°)は通常のTPAに比較してCrCL

に生じる負担が増加するため、CCLD のリスクファクターの一つであると認識されている。

Duerrら(2007)は35°以上である病的に高いeTPAを有するCrCLR罹患犬ではTPAが30°以下で

あるCrCLR罹患犬に比較して有意に発症年齢が低かったと報告している。またReadら(1982)

は脛骨近位の変形により、膝関節の力学的環境が変化したイヌ 5頭のうち 4頭でCrCLRが認

められたと報告している。その一方でTPAとCrCLRの関連性に疑問を呈する報告もいくつか

なされており、未だ議論がなされているところである(Reif U, 2003、Wilke VL, 2002)。 

我々の知る限り、eTPAとCrCLの変性性変化の関連性について検討した報告は存在しない。

さらにCrCLの変性性変化を検証するためにはモデル動物が有用であると考えられるが、この

ようなモデル動物による検証を行った報告も存在しない。本章では第 2章から第 4章までの結

果を踏まえて、CrCL の張力負荷を増大させる事を目的として、健常ビーグル犬に対して脛骨

近位骨切り術を実施して人為的にTPAを増高させたモデル動物を作成し、そのCrCLにおける

変性性変化を検証することで eTPAとCCLDとの関連性を検討した。本章の目的は、eTPAの

モデル動物を作成し eTPAを有するイヌにおけるCrCLの変性性変化を評価することとした。 

 

5-2材料と方法 

5-2-1供試動物 
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7頭の未避妊雌の健常ビーグル成犬を検討に供した。実験開始時に全てのイヌは 11~14カ月

齢であった。全てのイヌの月齢、体重、TPA、mMPTA、性別を記録した。イヌの外科的処置

と術後管理は日本獣医生命科学大学動物実験規定(承認番号 13-43)に準じて行い、すべての実験

処置と動物の飼育は日本獣医生命科学大学にて行った。 

 

5-2-2 TPA増高処置 

各膝関節におけるTPAおよびmMPTAについては過去の報告に準じて行った(Kowaleski MP, 

2011; Dismukes DI, 2007)。全てのイヌにドロペリドール(0.25 mg/kg, IM)と塩酸ブプレノルフィ

ン(0.02 mg/kg, IM)を前処置として投与した。プロポフォール(7 mg/kg, IV)で麻酔導入し、気管

内挿管を行い、麻酔維持はイソフルレンと酸素で行った。実験手術に先立ち麻酔下で全てのイ

ヌに塩酸ブプレノルフィン(5 μg/kg)と塩酸ブピバカイン(1mg/kg)で硬膜外鎮痛を行った。 

両側後肢を無菌的に準備し、まず左側脛骨内側面を露出させた。第 3章の結果を踏まえ、

TPLO ソーブレード(Depuy Synthes Inc., West Chester, PA, USA.)を用いて、脛骨近位の形状を変

化させた。骨切りは内側と外側の顆間隆起の中点をTPLO ソーブレードの中心に設定して（脛

骨機能軸を変化させないために）行った。骨切りした近位脛骨骨片の内外側方向への変位を防

止する目的でTPLOジグ(Depuy Synthes Inc., West Chester, PA, USA.)を使用した。2.4mmの

Kirschner ワイヤーをジグピンとして関節面から 5mm遠位のMCLの尾側に、関節面と脛骨の

前面に平行になるように、そして膝蓋腱に対して垂直になるように刺入した。そして 2.4mm

のKirschner ワイヤーをジグアームのジグピンホールを通して近位のジグピンに平行になるよ

うに設置した。ソーブレードは近位のジグピンに平行で、脛骨の正中矢状断面に対して垂直に

なるように設置した(Slocum B, 1993)。ブレードの頭側縁は脛骨稜に対して垂直に、尾側縁は脛

骨尾側の皮質骨に対して垂直になるように設置し骨切りを行った(Fig. 5-1)。本研究において関

節面への影響を最小限にしてTPAを変化させることを目的として脛骨近位の骨切りを行った。 

骨切り後、TPAが 40°になるように脛骨高平部側の骨片を回転させた(Fig. 5-1)。Tallatら(2006)

によると 34°よりも大きい TPA は過度に高いと報告されているが、Moeller ら(2006)によると
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TPAは矯正骨切り後に変化すると報告されており、34°を目標に固定を行うと術後にTPAが減

少し、eTPAではなくなってしまう可能性がある。そのため本検討では術後 TPAの目標を 40°

と設定した。回転量(R)について、以下の公式により算出した。 

  (A) 

骨切り部は第 2章の結果を踏まえ、現在用いられているインプラントで固定強度の優れてい

る2.7 mm TPLOロッキングプレート(Depuy Synthes Inc., West Chester, PA, USA.)そしてロッキン

グヘッドスクリュー(Depuy Synthes Inc., West Chester, PA, USA.)を用いて固定を行った(Fig. 5-1)。

右側脛骨も左側と同様に骨切りを行い、TPAを変化させずに固定を実施した。以降、左側脛骨

を eTPA 群、右側脛骨を control 群と定義した。単純 X 線検査を実施し変形後の TPA および

mMPTAの計測を行った(Fig. 5-2)。 

術後の鎮痛管理として塩酸メデトミジン(骨切り直後の 4日間は 0.01mg/kg, IV, q12hで投与)

と塩酸ブプレノルフィン(骨切り直後の 3日間は 0.02mg/kg, IV, q12h、次の 11日間は 0.02mg/kg, 

IM, q12hで投与)の投与を行った。全てのイヌにおいてセフメタゾールナトリウム(25mg/kg, IV 

q12h)の投与を 14日間行った。 

 

5-2-3運動負荷の適用 

術後 3ヵ月から 12ヵ月目までトレッドミルを用いて運動負荷を適用した。プロトコールは

以下の通りである。; 1週間に5日間、1日2回20分間、時速7 kmで実施した (Slater MR., 1995)。 

 

5-2-4最大床反力体重比の評価 

床反力計(AMTI Net force; Advanced Mechanical Technology, Inc., Watertown, MA, USA)の解析に

よって、術前および術後 2ヵ月毎の奇数月に負重機能の評価を行った。各肢のPVFを 10回計

測し、その平均値を各検体の体重で除して 100 を掛けた PVF/BW を負重機能の指標として評

価した。平均歩行速度は以下の通りである。；平均速度は秒速 1.2-1.8 mであった。 
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5-2-5関節液の採取および解析（単核細胞数および Interleukin-1β濃度の評価） 

術前および術後2ヵ月毎の奇数月に鎮静下(塩酸メデトミジン 5μg/kg iv + 酒石酸ブトルファ

ノール 0.2mg/kg iv)にて膝関節より関節液を採取した。膝関節頭側面の十分な剃毛を行い、グ

ルコン酸クロルヘキシジン塩(4 w/v %)、イソプロパノールにて消毒を実施した。21G注射針を

用いて各膝関節の膝蓋靱帯の右または左側方向から針を刺入後、関節液の採取を実施した。 

採取した膝関節液は直ちに塗抹標本を作製し、残りは直ちに 10 分間 4°C、6000G で遠心分

離し、検討に供するまで-80°Cの冷凍庫内にて凍結保存を行った。 

本章ではイヌにおいて関節軟骨の反応および滑膜の炎症の評価する際に用いられる関節マ

ーカーである Interleukin-1β (IL-1β, Carter SD, 1999; Venn G, 1993)、およびOAの指標となる単核

細胞数を経時的に計測した。関節液塗沫を 400倍において 5視野確認し、細胞の種類・数の平

均をとり評価した。判定はPedersenら(1978)の方法に従った。 

関節液中の IL-1β濃度の測定関節液中 IL-1βの測定は、Dog IL-1β ELISA Kit (E44-800, Bethyl 

Laboratories, Inc., TX, USA)を用いて行った。測定に際しては同一のサンプルをDuplicateで測定

に供し、後にその平均を取った。 

 

5-2-6免疫組織染色 

術後 12 ヵ月目に全てのイヌに対してバルビツレートを静脈内投与することにより安楽死を

実施した。安楽死後全頭でCrCLおよび 7頭中 6頭でCaCL全体を採取し、検体は 4% パラホ

ルムアルデヒドで固定を実施し、薄切面が長軸方向になるようにパラフィン包埋を行った。そ

の後HE染色を実施した。全ての検体でCOL I, COL II, COL IIIそして SOX9の免疫染色を第 4

章と同様の手技を用いて実施した。 

 

5-2-7細胞密度と形態、免疫組織学的評価 

100 倍で無作為に選択した少なくとも 3 視野において、HE 染色では細胞密度と細胞の形態
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を、COL II, COL IIIそしてSOX9の免疫染色では陽性細胞数の評価を行った。観察は 1人の観

察者によって行われた。測定者内誤差を最小限にするために細胞の計測は 2回行い、その平均

値を算出した。実際の評価法については第 4章と同様の手技を用いて実施した。 

 

5-2-8統計処理 

control 群と eTPA 群の比較、および球形細胞および紡錘形細胞の比較には two-sample t-test

そしてWelch’s t-testをそれぞれ、パラメトリックそしてノンパラメトリックのデータに用いた。

control 群と eTPA 群間における関節液中の細胞数および IL-1β の濃度の差異に関しては two 

samples t test、welch’s t testを用いた。p<0.05をもって有意な差であると判定した。結果はmean 

± SDで表記した。 

 

5-3結果 

5-3-1供試動物 

今回検討に供したイヌの実験開始時の月齢は 12.3 ± 0.8ヵ月齢、体重は 10.5 ± 1.1 kg、性別は

全て未避妊雌であった。術前のTPAは eTPA 群で31.3 ± 1.6°、control 群で 30.8 ± 2.1°であった。

術前のmMPTAはeTPA 群 で94.1 ± 1.7°、control 群で92.8 ± 2.1°であった。術前のTPA、mMPTA

は eTPA 群と control 群の間で有意な差は認められなかった(p=0.67, p=0.24, respectively)。 

 

5-3-2術後のTPAおよびmMPTA 

術後のTPAは control 群で 31.4 ± 2.3°、eTPA 群では 41.4 ± 2.3°であり、control 群に比較して

eTPA 群で有意に高値を示した(Fig. 5-3A)。一方術後のmMPTAは control 群で 93.1 ± 1.9°、eTPA 

群では 94.2 ± 2.1°であり、control 群と eTPA 群で有意な差は認められなかった(Fig. 5-3B)。ま

た全ての個体において術後 3ヵ月までに骨切りラインの消失が見られた(Fig. 5-4)。 

 

5-3-3負重機能の評価 
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術前のPVF/BWは control 群と eTPA 群において有意な差は認められなかった(Fig. 5-5)。さ

らにその後のPVF /BWでは control 群と eTPA 群との間に有意な差は認められなかった。また

PVF測定時の平均速度は秒速 1.6±0.3 mであった。 

 

5-3-4関節液中の単核細胞数の計測および Interleukin-1β濃度の測定 

観察期間中、eTPA 群における関節液中の単核細胞数は control 群と比較して有意な差が認

められなかった。さらに観察期間中の全ての標本における単核細胞数は正常範囲内であった

(Fig. 5-6, A-C)。さらに eTPA 群における IL-1β濃度は control 群と比較して有意な差は認められ

なかった (Fig. 5-7)。 

 

5-3-5前十字靱帯の肉眼所見 

7頭中 6頭のCrCL採取時に eTPA 群、control 群ともに触診上頭尾側方向の不安定性は認め

られず、肉眼上CrCLの断裂所見は認められなかった(Fig. 5-8A)。しかしながら 7頭中 1頭で

術後 12 ヵ月目に左側後肢跛行が認められた。触診上前後方向への不安定性が認められ、安楽

死実施後に膝関節切開を行ったところ、CrCL の断裂所見が認められた。一方対側肢において

そのような所見は認められなかった(Fig. 5-8B)。この個体は断裂後の二次的な反応が認められ

ることが予測されたため、本検討からは除外した。 

 

5-3-6組織学的解析 

control 群において靱帯の線維束は数多くの紡錘形細胞と少数の球形細胞の配列が観察され

た(Fig.5-9A)。一方、eTPA 群においては靱帯細胞の数が減少し、球形細胞の割合が増加してお

り、線維束がやや不明瞭であった(Fig.5-9B)。 

細胞密度は control 群において 697.2 ± 237.0 cells/mm2であり、eTPA 群では 525.1 ± 183.8 

cells/mm2 であった。細胞密度は control 群に比較して eTPA 群において有意に低値を示した

(Fig.5-9C)。球形細胞の割合は control 群において 1.6 ± 2.3%、eTPA 群では 18.9 ± 17.5%であっ
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た。球形細胞の割合は control 群に比較して eTPA 群において有意に高値を示した(Fig.5-9D)。 

 

5-3-7免疫染色 

COL I免疫染色は control 群では靱帯線維束において広範囲にCOL I陽性の領域が認められ

た。その一方で靱帯細胞の細胞質内にCOL Iの発現はほとんど認められなかった(Fig. 5-10A)。

control 群に比較して、eTPA 群ではCOL I陽性領域の減少が認められた。一方で多くの靱帯細

胞の細胞質においてCOL Iの発現が認められた(Fig. 5-10B)。control 群 (平均のCOL I陽性ピク

セルの割合: 81.1 ± 10.1%)に比較して、eTPA 群(58.9 ± 16.9%)でECMでの染色陽性のピクセル

の割合が有意に低値を示した(Fig. 5-10C)。 

COL II免疫染色では control 群の靱帯で、ほとんどの靱帯細胞にCOL IIの発現が認められな

い一方で(Fig. 5-11A)、eTPA 群では多くの細胞にCOL IIの発現が認められた(Fig. 5-11B)。control 

群に比較して eTPA 群においてCOL II陽性細胞の割合が有意に高値を示した。: control 群では

13.8 ± 20.1%であり、eTPA 群では 51.3 ± 24.1%であった(Fig. 5-11C)。紡錘形細胞におけるCOL 

II陽性細胞の割合は control 群 (12.7 ± 19.2%)に比較して eTPA 群 (40.9 ± 20.2%)で有意に高値

を示した(Fig. 5-9D)。球形細胞でも同様にCOL II陽性細胞の割合は control 群 (54.7 ± 37.5%)に

比較して eTPA 群 (88.5 ± 10.9%)で有意に高値を示した(Fig. 5-11D)。 

COL III免疫染色では control 群で、少数のCOL III陽性細胞が認められるのみであるのに対

して(Fig. 5-12A)、eTPA 群では多数の靱帯細胞で発現が認められた。さらにCOL III陽性領域

が靱帯線維束中に認められ、COL III陽性反応が靱帯線維束で見られる領域も認められたが、

その領域の靭帯線維束は不明瞭であった(Fig. 5-12B)。control 群に比較して eTPA 群でCOL III

陽性細胞の割合が有意に高値を示した。control 群では 7.5 ± 5.5%であり、eTPA 群では 37.5 ± 

10.9%であった(Fig. 5-12C)。紡錘形細胞における COL III 陽性細胞の割合は control 群 (7.2 ± 

4.8%)に比較して eTPA 群 (31.9 ± 10.3%)で有意に高値を示した(Fig. 5-12D)。球形細胞でも同様

にCOL III陽性細胞の割合は control 群 (43.3 ±30.6%)に比較して eTPA 群 (85.5 ± 7.3%)で有意

に高値を示した(Fig. 5-12D)。 



101 

 

SOX9 免疫染色では control 群の靱帯に少数の SOX9 陽性領域が認められるのみであったが

(Fig. 5-13A)、eTPA 群では多くの細胞にSOX9陽性反応が認められた(Fig. 5-13B)。control 群に

比較して eTPA 群でSOX9陽性細胞の割合が有意に高値を示した。: control 群では 8.1 ± 9.3%

であり、eTPA 群では 45.9 ± 10.9%であった(Fig. 5-13C)。紡錘形細胞におけるSOX9陽性細胞

の割合は control 群(7.7 ± 9.0%)に比較して eTPA 群(33.3 ± 11.0%)で有意に高値を示した(Fig. 

5-13D)。球形細胞でも同様にSOX9陽性細胞の割合は control 群(41.6 ± 31.5%)に比較して eTPA 

群(88.1 ± 8.9%)で有意に高値を示した(Fig. 5-11D)。さらに haloを有する細胞を形態別に分類す

ると、control 群では紡錘形細胞の 7.9± 8.9%が、球形細胞の 47.9± 32.4%が haloを有しており、

またeTPA 群では紡錘形細胞の34.1± 10.5%が、球形細胞の88.1± 10.1%がhaloを有していた(Fig. 

5-13E)。control 群とCrCLR 群との間でhaloを有する紡錘形細胞の割合が有意に高値を示した。

また haloを有する細胞でSOX9陽性の割合は、control 群の紡錘形細胞では 92.6 ± 14.0%、球形

細胞では 83.3 ± 32.6%であった。CrCLR 群の紡錘形細胞では 97.3 ± 3.9%、球形細胞では 98.4 ± 

2.7%であった。 

 

5-3-8後十字靱帯の解析 

COL I免疫染色ではcontrol 群とeTPA 群ではECMの免疫反応陽性領域に差が認められなか

った。: control 群の陽性ピクセルの割合: 39.5 ± 17.3% vs eTPA 群の陽性ピクセルの割合: 40.8 ± 

25.9% (Fig. 5-14A, B)。CaCLでのCOL IIの発現に関してもcontrol 群 (陽性細胞の割合の平均: 2.5 

± 0.5%, Fig. 5-14C)とeTPA 群 (3.3 ± 1.2%, Fig. 5-14D) 間の有意差は認められなかった。CaCLで

のCOL IIIの発現に関してもcontrol 群 (3.2 ± 2.5%, Fig. 5-14E)とeTPA 群 (3.9 ± 2.0%, Fig. 5-14F) 

間の有意差は認められなかった。CaCL内のSOX9発現に関してもcontrol 群 (6.0±4.1%, Fig. 

5-14G)とeTPA 群 (3.5±1.5%, Fig. 5-14H) 間に有意差は認められなかった。 

 

5-4考察 

Slocumら(1993)は TPAの増加が CrCLへの負荷を増加させ、CrCLRの原因になると提唱し
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ている。Duerr ら(2007)はまたeTPAを有するイヌではTPAが30°未満のイヌに比較してCrCLR

を発症する年齢が有意に低値を示し、このことより eTPAを有するイヌではTPAが 30°未満の

イヌに比較して早期に CrCLR を生じるリスクが高いことが示唆されると報告している。さら

に Read ら(1982)は脛骨近位の変形により、膝関節の力学的環境が変化したイヌ 5 頭のうち 4

頭でCrCLRが認められたと報告している。本検討において eTPA 群のCrCLにおいて、control 

群に比較して靭帯変性を示唆する所見が認められ、また 1例のみではあるが eTPA 群の膝関節

において大きな外傷歴の認められないCrCLの断裂所見が認められた。したがって脛骨の近位

形態、特に eTPAはCrCLの変性性変化を進行させ、CrCLR発症の一因となる可能性が示唆さ

れた。 

第 3章の検討で本検討と同様の骨切りを実施することで TPAを増加させたところ、CrCLに

生じる張力負荷が有意に増加することを確認した。また今回の検討ではPVF/BWを経時的に観

察しており、eTPA 群と control 群との間で差が認められないことを確認している上で、左側の

CrCLのみで変性が確認された。さらにこの eTPA 群における変性性変化はCaCLには認められ

ず、CrCLのみで認められた。また CaCL では本検討で評価したマーカーについて統計学的に

有意な差は認められなかった。Furumatsuら(2013)は軟骨細胞に周期的な張力負荷を適用したと

ころ SOX9の発現が増加したと報告している。SOX9は軟骨細胞への分化や軟骨形成にとって

欠かせない最初の転写因子であることが示されている(Bi W, 1999)。さらに第 4章でも確認され

た haloを有する靱帯細胞が eTPAを有する CrCLでも確認された。したがって eTPAを有する

膝関節では体重負荷時のCrTTが増大することによってCrCLに対する張力が増加し、さらに靱

帯細胞が活性化することでSOX9発現を増加させ、それに伴い軟骨基質であるCOL II合成の増

加、軟骨化生が促進されたことが示唆された。また軟骨化生を生じた靱帯は強度が低下するこ

とが知られており(Comerford EJ, 2006，Vasseur PB, 1985，Narama I, 1996)、eTPAを有する膝関節で

はこのような機序を介してCrCLの軟骨化生を促すことによる続発性の靱帯損傷のリスク因子

となることが示唆された。 

今回の検討において、eTPA 群のCrCLで control 群に比較してCOL IのECMにおける陽性
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反応の低下が認められ、さらに靱帯細胞の細胞質における発現の増加が認められた。Breshears

ら(2010)は培養したイヌの靱帯細胞に対して単一方向への張力負荷を適用したところ、高い負

荷を加えた場合には、タンパク分解酵素であるマトリックスメタロプロテアーゼ(Matrix 

Metalloproteinase: MMP)3の発現が増加し、またCOL Iの発現が増加したと報告している。さら

にCOL Iは靭帯における張力負荷を受ける主要な線維束となっている(Waggett AD, 1996)。した

がって eTPA を有する膝関節のCrCLでは、張力負荷が増加することにより細胞外基質の分解

が増加することで、細胞外基質における COL I が減少し、張力負荷に対応するために COL I

発現が増加する可能性が示唆された。さらにCOL Iの発現が増加するにつれて未成熟なコラー

ゲン架橋構造が増加することが知られており(Comerford EJ, 2004)、靱帯細胞におけるCOL Iの

発現が増加することでさらに靭帯の強度低下が進行する可能性が推察された。したがってこれ

らの知見から eTPAを有する膝関節のCrCLではCOL Iのターンオーバーの増加により未熟な

コラーゲン架橋構造の増加し、靱帯線維束の力学的強度の低下につながる可能性が示唆された。 

今回の検討で COL IIIの発現が control 群に比較して eTPA 群で顕著に増加していた。通常

COL IIIの含有量は正常なCrCLにおいては低く(Waggett AD, 1996)、石灰化されていない線維

軟骨の領域において主に存在することが確認されている(Kumagai J, 1994)。さらに control 群に

比較してCrCLR 群でCOL III免疫反応陽性の領域の増加が、とくに線維束の不明瞭な領域に

おいてが認められた。COL IIIは創傷治癒の初期段階で発現が増加し、やがてCOL Iと置換さ

れることが知られている(William IF, 1984)。したがってそのような領域では線維束の微細な断

裂が背景に存在し、COL IIIの陽性領域が散在して確認されたと推察された。以上より eTPAを

有する膝関節のCrCLにおいて線維軟骨化生が進行することでCOL IIIの割合が増加し、COL I

に比較してCOL IIIは細く、脆弱な線維束を含む無秩序なコラーゲンネットワークを構成する

ため(Riley GP, 1994)、靭帯の張力に対する強度が低下し、生理的な負荷によっても断裂しやす

くなる可能性があると推察された。 

本検討では control 群に比較して、eTPA 群における関節液で IL-1β濃度および単核細胞数の

増加が認められなかった。IL-1β は軟骨基質を分解する酵素の合成および分泌により、関節軟
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骨基質であるプロテオグリカンおよび COL II の枯渇、Tissue inhibitor of metalloproteinases 

(TIMPS)の産生および軟骨細胞による軟骨基質、コラーゲンおよびプロテオグリカン合成を阻

害する(Lavigne P, 2002)。Bleedornら(2009)は片側にCrCLRを生じたイヌ 5頭で不安定性の認め

られない対側肢におけるX線写真と関節鏡検査を行い滑膜と CrCLの評価を実施したところ、

ある程度の滑膜炎の徴候が認められ、CrCL に軽度の部分的な断裂所見が見られたと報告して

いる 。筆者らはこの所見から OA に伴う滑膜炎は CrCL の完全断裂や膝関節の不安定性に先

行する可能性を提示している。また関節の角状変形も二次性のOAを引き起こすことが知られ

ている(Johnson JM, 1993)。本検討で行ったTPA増高処置で生じた通常とは異なる関節面の力学

的環境により二次性の OA を引き起こし、CrCLの変性性変化に先行する可能性が考えられる

が、本検討において関節炎の存在を示す IL-1β濃度および単核細胞の増加が認められなかった

ことから、先行するOAによる変性性変化である可能性は否定されると考えられた。 

本検討における制限点として CrCLR は大型犬においてより罹患しやすい疾患であるが、本

邦において実験動物として利用できる犬種がビーグルのみであることがあげられる。また検体

数が小規模であることも明らかな制限点として挙げられる。; しかしながらこれは最大限利用

できる個体数であり、また有意な違いが得られているため、検討は適切に行われていると考え

られる。本検討で行った TPA 増加処置により、靭帯や腱の付着部の位置が変更され、そのこ

とが結果に影響を及ぼしている可能性が考えられた。 

 

5-5小括 

eTPAを有する膝関節でCaCLには、組織学的異常所見が認められずCrCLのみにECMの構

成の変化、特にCOL Iの組織含有量の低下が認められた。その一方で eTPAにおいてSOX9の

発現が増加し、軟骨基質であるCOL IIやCOL IIIの発現が増加した。さらに eTPAモデルの膝

関節において OA を示唆する所見は認められなかった。以上の結果より本検討に用いられた

TPA増高処置では関節のOAは発生しておらず、eTPAモデルにおいて認められた CrCLの変

性性変化は骨関節炎による影響ではなく、eTPA による力学的環境の変化が CrCL の強度を低
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下させた可能性が示唆され、eTPAはCCLDのリスクファクターの一つである可能性が考えら

れた。 
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Fig. 5-1 The appearance of TPA increasing procedure. The cranial blade edge is positioned perpendicular 

to the tibial crest, the caudal edge is placed perpendicular to the tibial caudal cortex, and the osteotomy is 

performed. After the osteotomy, the tibial plateau segment is rotated until the TPA is 40°. The osteotomy 

is stabilized with a 2.7-mm locking TPLO plate.  
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Fig. 5-2 Representative postoperative radiography. Left panels: right limbs in the control group. Right 

panels: left limbs in the excessive tibial plateau angle (eTPA) group. 
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Fig. 5-3A Postoperative joint alignment. The TPA is significantly higher in the eTPA group than in the 

control group. * P < 0.05 by the two-sample t-test. Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n =7 n =7 
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Fig. 5-3B Postoperative joint alignment. There is no difference in the mMPTA between the control and 

the eTPA groups. Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n =7 n =7 
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Fig. 5-4 Representative radiography performed 3 months postoperatively. Left panels: right limbs in the 

control group. Right panels: left limbs in the eTPA group. The osteotomy lines were absent 3 months 

postoperatively in all hind limbs. 
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Fig. 5-5 Changes in the ground reaction force / body weight (GRF/BW) over time. There is no significant 

difference in the GRF/BW between the control and eTPA group before surgery and throughout the 

observation period. Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n =7 in each group 
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Fig. 5-6A Changes in the number of the mononuclear cells (/high per field) over time. There is no 

significant difference in the number of the mononuclear cells between the control and eTPA group before 

surgery and throughout the observation period. Each columns and bars represent the mean ±SD. 
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Fig. 5-6B The microscopic finding of the synovial fluid in the eTPA group. There is neither increase of the 

mononuclear cells (arrow) nor decrease of mucin (). Bar = 20 μm.  
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Fig. 5-6C The microscopic finding of the synovial fluid in the control group. There is neither increase of 

the mononuclear cells (arrow) nor decrease of mucin (). Bar = 20 μm. 
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Fig. 5-7 Changes in the concentration of the IL-1β (ng/ml) over time.There is no significant difference in 

the concentration of the IL-1β between the control and eTPA group before surgery and throughout the 

observation period. Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n =7 in each group 
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Fig. 5-8A Macroscopic intraoperative examination of the cranial cruciate ligaments (CrCLs). In 6 of 7 

dogs, there is no macroscopic injury in the CrCLs. 
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Fig. 5-8B Macroscopic intraoperative examination of the cranial cruciate ligaments (CrCLs). One dog 

exhibited lameness of the left hind limb within 12 months postoperatively. The macroscopic CrCL injury 

is confirmed by joint incision after euthanasia. There is no macroscopic CrCL injury in the right stifle of 

this dog. 
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Fig. 5-9A Cell density and percentage of round cells in CrCL specimens. In control CrCL specimens, the 

cell density is high, and many spindle cells (arrows) are observed. Haematoxylin and eosin (HE) staining. 

Bar = 20 μm. 
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Fig. 5-9B Cell density and percentage of round cells in CrCL specimens. However, in eTPA specimens, 

the cell density is low, and both spindle cells (arrow) and round cells (arrowhead) are observed. 

Haematoxylin and eosin (HE) staining. Bar = 20 μm. 
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Fig. 5-9C Cell density and percentage of round cells in CrCL specimens. Cell density in the control and 

eTPA groups. Each columns and bars represent the mean ±SD.  

  

n =6 n =6 
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Fig. 5-9D Cell density and percentage of round cells in CrCL specimens. Percentage of round cells in the 

control and eTPA groups. * P < 0.05 by the two-sample t-test. Each columns and bars represent the mean 

±SD. 

  

n =6 
n =6 
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Fig. 5-10A Immunostaining for collagen I (COL I) expression. Representative control group specimen. 

Extensive COL I-positive areas are seen in the ligament fibres of a control CrCL. The COL I expression 

is low in the cytoplasm of the ligament cells. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-10B Immunostaining for collagen I (COL I) expression. Representative eTPA group specimen. 

COL I positive areas are comparatively fewer in the ligament fibres, and many of the ligament cells 

express COL I in the cytoplasm (arrows). Bar = 50 μm. 
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Fig.5-10C Immunostaining for collagen I (COL I) expression. Percentage of COL I-positive pixels. The 

ECM stains stronger in the control group than in the eTPA group. * P < 0.05 by the two-sample t-test. 

Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n =6 n =6 
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Fig. 5-11A Immunostaining for COL II expression. Representative control group specimen. Only a few 

spindle COL II-positive cells (arrows) are observed. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-11B Immunostaining for COL II expression. Representative eTPA group specimen. Many COL 

IIpositive cells, spindle cells (arrows), and round cells (arrowheads) are observed. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-11C Immunostaining for COL II expression. Comparison of the percentage of COL II-positive 

cells between the control and CrCLR groups. Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n =6 n =6 



128 

 

 

Fig. 5-11D Immunostaining for COL II expression. Comparison of the percentage of positive cells 

between spindle and round cells in each group. * P < 0.05 by the two-sample t-test. Each columns and 

bars represent the mean ±SD. 

  

n =6 n =6 
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Fig. 5-12A Immunostaining for COL III expression. Representative control group specimen. Few COL 

IIIpositive cells (arrows) are observed; bar = 50 μm. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-12B Immunostaining for COL III expression. Representative eTPA group specimen. Numerous 

spindle (arrows) and especially round (arrowheads) COL III-positive cells are observed. Some COL III 

positive areas (asterisk) are seen in the ligament fibres of the eTPA group. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-12C Immunostaining for COL III expression. Comparison of the percentage of COL III-positive 

cells between the control and eTPA groups. * P < 0.05 by the two-sample t-test. Each columns and bars 

represent the mean ±SD. 

  

n =6 n =6 



132 

 

 

Fig. 5-12D Immunostaining for COL III expression. Comparison of the percentage of COL III-positive 

cells between spindle and round cells in each group. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each columns and bars 

represent the mean ±SD. 

  

n =6 n =6 
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Fig. 5-13A Immunostaining for SOX9 expression. Representative control group specimen. Very few 

spindle SOX9-positive cells (arrows) are observed. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-13B Immunostaining for SOX9 expression. Representative eTPA group specimen. Numerous 

spindle (arrow) and round (arrowheads) SOX9-positive cells are observed. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-13C Immunostaining for SOX9 expression. Comparison of the percentage of SOX9-positive cells 

between the control and eTPA groups. Each columns and bars represent the mean ±SD. 

  

n =6 n =6 
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Fig. 5-13D Immunostaining for SOX9 expression. Comparison of the percentage of SOX9-positive cells 

between spindle and round cells in each group. * P < 0.05 by the two-sample t-test. Each columns and 

bars represent the mean ±SD. 

  

n =6 n =6 
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Fig. 5-13E Immunostaining for SOX9 expression. Percentage of spindle or round cells with perinulear 

halo in control and eTPA groups. † P < 0.05 by Welch’s t-test. Each columns and bars represent the mean 

±SD. 
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Fig. 5-14A Immunostaining in the caudal cruciate ligament (CaCL). COL I immunostaining in the 

control group specimens. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-14B Immunostaining in the caudal cruciate ligament (CaCL). COL I immunostaining in the eTPA 

group specimens. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-14C Immunostaining in the caudal cruciate ligament (CaCL). COL II immunostaining in the 

control group specimens. Bar = 50 μm. 
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Fig.5-14D Immunostaining in the caudal cruciate ligament (CaCL). COL II immunostaining in the eTPA 

group specimens. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-14E Immunostaining in the caudal cruciate ligament (CaCL). COL III immunostaining in the 

control group specimens. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-14F Immunostaining in the caudal cruciate ligament (CaCL). COL III immunostaining in the 

eTPA group specimens. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-14G Immunostaining in the caudal cruciate ligament (CaCL). SOX9 Immunostaining in the 

control group specimens. Bar = 50 μm. 
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Fig. 5-14H Immunostaining in the caudal cruciate ligament (CaCL). SOX9 Immunostaining in the eTPA 

group specimens. Bar = 50 μm. 
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第6章 総括および総合考察 

 

イヌの CrCLR は小動物整形外科領域において後肢跛行を呈する、最もよく遭遇する疾患の

1 つであり、CrCL における慢性変性性変化に続発して生じることが知られている(Duval JM, 

1999)。変性した靱帯において、靱帯細胞の密度低下や線維束の配列の変化、紡錘形の靱帯細

胞の減少と卵形や球形の靱帯細胞の増加といった靱帯細胞の表現型の変化などの組織学的変

化が生じると報告されている(Hayashi K, 2003)。さらには組織学的な変性性変化の一つとして

CrCLのECM構成の変化(Muir P, 2005)、特に軟骨様組織への変化が認められる(Comerfold EJ, 

2006)。このようなECMの変化や軟骨化生は力学的特性の失宜により靱帯断裂に至る可能性を

増加させると考えられている(Hasegawa H, 2013)。 

CrCL 変性の進行については年齢や犬種、性ホルモンや肥満、大腿骨や脛骨の形態的特徴な

ど様々な要因が提唱されている(Comerfold EJ, 2011)。中でも過度に高い TPA である eTPA 

(TPA≧35°)は通常のTPAに比較して、後肢負重時の体重負荷をより多くCrTTに変換すること

でCrCLに生じる張力を増加させることが予測され、CCLDのリスクファクターの一つである

と認識されている(Duerr FM, 2007; Read RA, 1982)。我々の知る限り、これまで eTPAとCrCL

における変性性変化との関連性を検討した報告はなされていない。さらにCrCLの変性性変化

を検証するためにはモデル動物が有用であると考えられるが、このようなモデル動物による検

証を行った報告も存在しない。eTPA を有する膝関節の CrCL では変性性変化が促進されると

仮定し、さらには近位脛骨骨切りによりTPAを増加させるとCrCLにおける変性性変化が促進

されると仮定して研究を行った。 

近位脛骨骨切りを行うことでTPAを変化させる手技にTPLOがある(Slocum B, 1993)。この

TPLOでは現在様々な種類のプレートが使用可能であるが、近位脛骨骨切りを行い目標とする

TPA を維持するために適切なプレートは明らかにされていない。そこで我々は第 2 章で TPA

を変化させるためのプレートの固定能力に関して評価を行った。本学動物医療センターにて

TPLOを行ったCrCLR罹患症例を、Slocumプレートを用いてTPLOを行った群(SP 群) 、LCP
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を用いた群(LCP 群)、2 枚の DCPを用いた群(DCP 群)の 3群に分類した。そして各々の TPA

およびmMPTAを、術後直後、術後 1、2、3ヵ月で計測した。SP 群では術後直後に比較して

術後 1、2、3ヵ月でTPAが有意に高値を示した。LCP 群では術後TPAに変化は見られなかっ

た。DCP 群では術後直後に比較して術後 2、3ヵ月で有意に高値を示した。さらに観察期間中

これら 3群でmMPTAに有意な変化は認められなかった。SPおよびDCPに比較して LCPは

術後のTPAの維持に極めて優れた能力を有することが明らかとなり、DCPはLCPに比較して

術後の TPA の維持と言う観点からは劣っていることが明らかとなった。この結果から我々は

モデル動物の作成にあたり、LCPを使用することに決定した。 

生体でモデル動物を作成するに当たり脛骨近位骨切りにより人為的に TPA を増高させた

eTPAモデル動物におけるCrCL、MCLおよびLCLへの影響が不明であった。そこで我々は第

3 章で ex vivo モデルを用い後肢負重時の張力を再現することでそれらへの影響の評価を試み

た。eTPAモデル動物と健常犬の CrCL、MCLおよび LCLの張力を算出することで TPA増高

処置に伴うこれらの靱帯への影響を評価することを目的にして検討を行った。他の目的で安楽

死された健常ビーグル犬の 16膝関節を以下の 2群に分けて検討を行った。;  (1) TPAを変化さ

せなかった群(normal 群: TPA=31.2°)と(2) 脛骨近位骨切りにより TPA を増加させた群(eTPA 

群: TPA= 41.1°)。生体関節力学機能試験ロボットシステムを用いて、それぞれの群に対して、

骨軸方向に体重の30%および60%である30Nおよび60Nの荷重を適用した際のCrMB、CaLB、

MCL、および LCL の張力を算出した。Normal 群に比較して eTPA 群で CrMB に生じる張力

が有意に高値を示し、CaLBに生じる張力が増加する傾向にあった。一方でMCLおよび LCL

に生じる張力は増加しなかった。eTPAはMCLとLCLにおける張力は増加させないが、CrCL

に生じる張力を増加させることが明らかとなった。近位脛骨骨切りにより TPA 増高処置を適

用することでCrMBにおける張力が有意に増加すること、そしてCaLBの張力が増加する傾向

にあることを確認した。eTPAでは通常の TPAに比較して CrTTが増加することで CrCLに生

じる張力が増加することが予測されるが、本検討ではそのことを確認することが出来た。さら

に今回行ったMCLおよびLCLに過剰な負荷を与えることなく、CrCLに生じる張力のみを増
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加させることが可能であると明らかになったため、実際にモデル動物作成のための手技として

用いることが可能であると判断した。 

第 4章で我々は eTPAモデル動物の CrCLの変性を評価する上で重要な ECM構成の変化、

とくに軟骨基質への変化の検証を、CrCLR罹患犬から手術時に得られた変性CrCLで行い、健

常CrCLと比較を行った。また軟骨基質産生において極めて重要な転写因子である SOX9の存

在をイヌで検証した報告がないため、その評価も行った。CrCLR に罹患症例から得られた変

性 CrCL(CrCLR 群)と健常ビーグル犬から得られた健常 CrCL(control 群)の組織学的評価およ

びCOL I、COL II、 COL III、そしてSOX9の免疫組織化学的な評価を行った。CrCLR群の変

性 CrCL では control 群に比較して、細胞密度の減少と球形細胞の割合の増加が認められた。

CrCLR 群の変性CrCLでは線維束におけるCOL I免疫染色陽性の領域は減少し、一方でCOL I

を細胞質に発現している細胞は増加していた。COL II、 COL III、そしてSOX9陽性の細胞数

は control 群の健常CrCLに比較してCrCLR 群の変性CrCLで有意に増加していた。また変性

CrCLにおいて紡錘形細胞において核周囲の haloを有する細胞が有意に増加しており、haloを

有する細胞のほとんどがSOX9を発現していた。さらにこれらの定量的数値と臨床症状発現期

間との間に明らかな相関性は認められなかった。このことからこれらの変化におけるCrCL断

裂の影響は軽微であり、断裂前から存在していた可能性が示唆された。 

今回の検討では変性CrCLで軟骨分化にとって極めて重要な転写因子であるSOX9が増加し

ていることが確認された。SOX9が軟骨細胞への分化や軟骨形成にとって欠かせない最初の転

写因子であることが示されており(Bi W, 1999; Furumatsu T, 2010)、腱や靱帯では線維細胞から軟

骨細胞へと形質転換を直接誘導する作用が知られている(Takimoto A, 2012, Murray MM, 1999; 

Murray MM, 2000)。また本検討ではSOX9は haloを有する細胞で多く観察された。haloを有す

る細胞は活性化され、分化能を有する線維細胞であり (Narama I, 1996)、変性CrCLでは何らか

の外的要因により増加したSOX9の作用でCOL IIなどの軟骨基質産生を促進している可能性

が考えられた。さらに本検討では変性CrCLにおいて主要な軟骨基質であるCOL II、 COL III

の増加が見られ、軟骨化生が生じていることが確認された。軟骨化生は健常CrCLでも見られ
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る生理的な反応であることが知られており(Comerford EJ, 2006)、臨床症状発現期間との相関性

が認められなかったことから、断裂により生じていた可能性の否定は出来ないが、これらの変

化が断裂前には既に存在していた可能性が示唆された。 

第 2 章から第 4 章までの結果を踏まえて eTPA のモデル動物を作成し、CrCL および CaCL

における変性性変化の評価を行った。未避妊雌の健常ビーグル犬 7頭に対して近位脛骨骨切り

を行い、左側脛骨はTPAを 40°を目標に増加させ(eTPA 群)、右側脛骨はTPAを変化させずに

固定を行った(control 群)。術後 3ヵ月目から運動負荷を適用した。12ヵ月目に安楽死を実施し

てCrCLおよびCaCLを採取し、組織学的評価およびCOL I、COL II、 COL III、そしてSOX9

の免疫組織化学的な評価を行った。さらに術前および術後 2ヵ月毎の奇数月に床反力計を用い

てPVFの評価および関節液の採取を行い、単核球数および IL-1β濃度の評価を行った。観察期

間中 eTPA 群と control 群との間で PVF に有意な差は認められなかった。CrCL および CaCL

採取時、7頭中 6頭では eTPA 群、control 群ともに肉眼上断裂所見は認められなかった。しか

しながら 1頭で eTPA 群のCrCLに断裂所見が認められた。一方その個体の対側肢では肉眼上

の変化は認められなかった。eTPA 群では control 群に比較して細胞密度が有意に減少し、球

形細胞の割合が有意に高値を示した。さらにcontrol 群に比較してeTPA群でCOL II、 COL III、

そして SOX9 の陽性細胞の割合が有意に高値を示した。さらに COL I 陽性反応を示す領域が

eTPA 群で有意に減少した。さらに CaCLではこれらの結果に有意な差は認められなかった。

また関節液中の単核細胞数および IL-1β濃度にも有意な差は認められなかった。 

本検討で確認された eTPAを有する膝関節で観察された変性性変化は、第 4章で確認された

CrCLR罹患症例から得られた変性CrCLで確認された変性性変化と極めて類似しており、さら

にこの eTPA 群における変性性変化は CaCL には認められず、CrCL のみで認められた。また

CaCLでは本検討で評価したマーカーについて統計学的に有意な差は認められなかった。細胞

への張力を適用するとSOX9の発現が増加することが知られている(Furumatsu T, 2013)。第 3章

の結果を踏まえ、また近位脛骨骨切り後に両群とも同程度の運動負荷が加えられていることが

PVF 値で確認されていることから、eTPA を有する膝関節の CrCL に生じる張力が増加するこ
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とで線維細胞でのSOX9の発現が増加し、軟骨基質であるCOL IIの発現が増加した可能性が

示唆された。軟骨化生を生じた靱帯は断裂しやすくなると考えられており (Waggett AD, 1996; 

Vasseur PB, 1985)、これらの変化を生じた靱帯では強度が低下している可能性が示唆された。

さらにCrCLR罹患症例のCrCLと同様に、張力を受ける主要な線維束を構成するCOL I(Frank C, 

1985)の靱帯線維束における発現が有意に減少し、靱帯細胞における発現が増加していた。CrCL

の COL I のターンオーバーは張力負荷により増加することが報告されており(Breshears LA, 

2010)、ターンオーバーの増加はCOL Iの未熟な架橋構造の形成によるCrCLの強度低下につな

がることが知られている(Comerford EJ, 2004)。そのため eTPAを有する膝関節ではCrCLの張

力負荷が増加することでCOL Iのターンオーバーに変化が生じ、CrCLの強度低下が生じる可

能性が示唆された。さらにCrCLR罹患症例と同様に eTPAを有する膝関節のCrCLでは、COL 

IIIの発現が増加していることが確認された。COL IIIは創傷治癒の初期段階で発現が増加し、

やがてCOL Iと置換される(William IF, 1984)。またCOL IIIはCOL Iに比較して脆弱であること

が知られており(Riley GP, 1994)、eTPAを有する膝関節では、CrCLでの張力の増加が靱帯線維

束の微細な損傷を生じ、COL IIIの発現が増加したことで CrCLの強度が低下する可能性が示

唆された。 

第5章では eTPAを有する膝関節のCrCLにおいて、CrCLR罹患症例から得られた変性CrCL

で確認された変性性変化と極めて類似しており、第 4章で変性CrCLに確認された変性性変化

は、断裂による影響を少なからず受けている可能性があるものの、断裂前より存在していた可

能性が示唆された。以上の知見より eTPA を有する膝関節では CrTT が増大することにより

CrCLにおける ECMの構成の変化および軟骨化生を促進し、CrCLRを生じる危険性が、二次

性のCrCLRに至る要因の一つである可能性が示唆された。 
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略語一覧 

 

AB: Alcian Blue 

ACL: Anterior Cruciate Ligament 

CaCL: Caudal Cruciate Ligament 

CaLB: Caudolateral Band 

CCLD: Cranial Cruciate Ligament Disease 

Collagen I: COL I 

Collagen II: COL II 

Collagen III: COL III 

CrCa: Cranial-Caudal 

CrCL: Cranial Cruciate Ligament 

CrCLR: Cranial Cruciate Ligament Rupture 

CrMB: Craniomedial Band 

CrTT: Cranial Tibial Thrust 

DCP: Dynamic Compression Plate 

ECM: Extracellular Matrix 

FE: Flexion-Extension 

eTPA: Excessive Tibial Plateau Angle 

HE: Haematoxylin-Eosin 

HSD: Honest Significant Difference 

IE: Internal-External 

IL-1β: Interleukin-1β 

LCL: Lateral Collateral Ligament 

LCP: Locking Compression Plate 
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LSM: Least Square Mean 

MCL: Medial Collateral Ligament 

ML: Medial-Lateral 

MMP: Matrix Metalloproteinase 

mMPTA: mechanical Medial Proximal Tibial Angle 

MSC: Mesenchymal Stem Cell 

PBS: Phosphate Buffered Saline 

PD: Proximal-Distal 

PMMA: Polymethyl Methacrylate 

PVF: Peak Vertical Force 

SD: Standard Deviation 

SOX9: sry-type HMG box9 

SP: Slocum Plate 

TIMPS: Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 

TPA: Tibial Plateau Angle 

TPLO: Tibial Plateau Leveling Osteotomy 

UFS: Universal Force/moment Sensor 

VV: Varus-Valgus 

6-DOF: 6 Degrees of Freedom 


