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要約 

 

 イヌの前十字靭帯断裂(CrCLR)は、後肢跛行を呈する疾患の 1つであると認識されている。

CrCLR 罹患膝関節では後肢への負重時に生じる脛骨への軸方向荷重は、Tibial Plateau Angle 

(TPA) により変換される脛骨前方推進力(CrTT)を制動することができず、二次的な骨関節炎の

進行と半月板損傷生じる危険性がある。ヒトにおける前十字靱帯断裂は外傷に伴って急性に生

じるのに対し、イヌの CrCLR の多くは前十字靱帯(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。CrCL では細胞外基質(ECM)構成の変化、軟骨化生などの組織学

的変化が生じると報告されており、最終的には二次的な損傷へ至ると認識されている。過度に

高いTPAであるExcessive TPA (eTPA; TPA≧35°)は通常のTPAに比較して、後肢負重時の体重

負荷のCrTTが増加することでCrCLに生じる張力を増加させること、CrCLRのリスクファク

ターの一つであると認識されている。しかしこれまで eTPAとCrCLの変性性変化との関連性

を検討した報告はない。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

るとの仮説を立てて研究を行った。 

本研究の目的は eTPAによるCrCLの変性性変化への影響を検証することである。第 2章で

は eTPAのモデル動物作成時に脛骨近位骨切り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 に罹患し脛骨近位骨切り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り

人為的に TPAを変化させた eTPAモデル動物における CrCL、内側(MCL)および外側側副靱帯

(LCL)への影響が不明であるため、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 罹患犬から得られた断裂

CrCLで行い、健常CrCLと比較を行った。また軟骨基質産生で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、その評価も行った。第 5章では健
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常ビーグル犬に対して脛骨近位骨切り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 CrCLの変性性変化との関連

性を検証した。 

 

第 2章 

近位脛骨骨切りを行うことで TPAを変化させる手技に脛骨高平部水平化骨切り術(TPLO)が

ある。TPLOでは現在様々な種類のプレートが使用可能であるが、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 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。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) 、TPLO Locking Compression Plate を用いた群(LCP 群)、2 枚の

Dynamic Compression Plateを用いた群(DCP 群)の 3群に分類した。そして各々のTPAおよび機

能的内側近位脛骨角(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。 

 

第 3章 

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
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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前内側帯(CrMB)、

後外側帯(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。本検討で行ったTPA増高処置は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加させることが可能であると明らかになったため、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 

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SOX9

の評価も行った。CrCLRに罹患症例から得られた断裂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 I 型(COL I)、II型(COL II)、 III型コラー

ゲン(COL III)、そして SOX9 の免疫組織化学的な評価を行った。CrCLR 群の断裂 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 群の断

裂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 群の断裂CrCLで有意

に増加していた。また断裂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、そのほとんどが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。本検討では変性CrCLで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
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初の転写因子であることが示されており、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。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、断裂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。さらに本検討では断裂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

る生理的な反応であることが知られており、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 5章 

eTPAのモデル動物を作成し、CrCLおよび後十字靱帯(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。さらに各々の群で術前および術後の垂直床反力(PVF)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、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 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COLII、 COLIII、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。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 罹患症例の変性 CrCL
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で確認された変性性変化と極めて類似しており、この変化はCaCLでは観察されなかった。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。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とで線維細胞でのSOX9の発現が増加し、軟

骨基質であるCOLII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、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。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、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。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。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。COLIII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。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、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。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。 


