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1  

1  要旨  

スポーツ活動は、若年者における健全な心身発育や高齢者における

健康増進などの意義を有しているが、時にはスポーツ活動によって心

身発育が阻害される場合がある。スポーツ障害の一つであるスポーツ

関連性 Enthesopathy は、若年者における筋腱骨付着部（Enthesis）

で好発し、その主な発症要因は Overuse であると認識されている。し

かし臨床現場において、Overuse を改善する対症療法を施しても、再

燃する競技者が多い現状にある。また運動中の機械的ストレスを増加

させる要因は、運動量の増加に加え、動作時における骨格筋の筋収縮

タイプの優位性変化も影響する可能性が高い。これらのことから

Overuse がスポーツ関連性 Enthesopathy の発症に影響を及ぼしてい

るだけでなく、Overuse にならざるを得なかった根本の要因が存在す

る 可 能 性 が 高 い と 考 え た 。 そ こ で 本 研 究 は 、 ス ポ ー ツ 関 連 性

Enthesopathy 発症メカニズムの一端を解明することを目的に、動作

中の運動量と筋収縮タイプの優位性に着目し検証を行なった。病態解

明を目的としているため、小動物を用いた実験的基礎研究を実施した。 

結果として、運動量の増加に伴う機械的ストレスは骨形成の促進や

Enthesopathy 様の病理学的変化を誘導しないことが示唆された。一

方、運動時における筋収縮タイプを遠心性収縮優位とした場合、運動

量が少なくとも Enthesopathy 様の病理学的変化（線維軟骨領域の構

造変化、炎症 /変性反応の促進）を誘導し、Overuse が加わることでよ

り病理学的変化が顕著となることが示唆された。また病理学的構造変

化を誘導する分子経路としては、 TGFβ スーパーファミリー経路

（ TGFβ -Smad 経路、BMP-Smad 経路）が関与していることが示唆さ

れ、これらの変化は 2 週間と短期的な運動であっても遠心性収縮優位
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な動作により誘導されることが示された。  

以上のことから、スポーツ関連性 Enthesopathy の発症には、運動量

の増加に伴う機械的ストレスよりも、筋収縮タイプ特異的に増加する

機械的ストレスが影響していることが示唆された。この結果は、スポ

ーツ関連性 Enthesopathy に対する治療介入コンセプトのパラダイム

シフトを引き起こす可能性を秘めており、対症療法による Overuse の

改善よりも、身体の誤用（Misuse）に伴う遠心性収縮優位な動作の改

善が重要であることを強調する報告となった。  
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3  略語一覧  

本論文において、以下の略語を用いた（ローマ字順）  
ALP or AP ：Alkaline phosphatase アルカリフォスファターゼ

Alp1 ：Alkaline phosphatase 1 アルカリフォスファターゼ 1

AC ：Attenuation coefficien 減衰係数

ACN ：Acetonitrile アセトニトリル
BMP4 / Bmp2,4 ：Bone morphogenetic proteins 2,4 ⾻形成タンパク質 2,4
BMPR1A ：Bone morphogenetic proteins receptor type 1A ⾻形成タンパク質 1A受容体
BV / TV ：Bone volume / Tissue volume ⾻体積 / ⾻組織体積 ; ⾻体積⽐
CC ：Concentric contraction 求⼼性収縮
CFC ：Calcified fibrocartilage ⽯灰化線維軟⾻
Col1a1 ：Collagen typeⅠalpha 1 chain Ⅰ 型コラーゲンα１鎖
Col2a1 ：Collagen type Ⅱ alpha 1 chain Ⅱ 型コラーゲンα１鎖
Col3a1 ：Collagen type Ⅲ alpha 1 chain Ⅲ 型コラーゲンα１鎖
ColⅡ ：Collagen type Ⅱ Ⅱ 型コラーゲン
Col X ：Collagen type X Ⅹ 型コラーゲン
CSA ：Cross sectional area 横断⾯積
Ct.Ar / Tt.Ar ：Cortical area / Total area ⽪質⾻⾯積 / 全断⾯積；⽪質⾻体積⽐
Ct.Th ：Cortical thickness ⽪質⾻幅
DAB ：3, 3'-diaminobenzidine 3,3'-ジアミノベンジジン
EC ：Eccentric contraction 遠⼼性収縮
EDTA ：Ethylenediaminetetraacetic acid エチレンジアミン四酢酸
FC ：Fibrocartilage 線維軟⾻
Gapdh ：Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ
HE ：Hematoxylin-eosin ヘマトキシリン-エオジン
Hprt1 ：Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 ヒポキサンチン-グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ 1
IC ：Isometric contraction 等尺性収縮
IHC ：Immunohistochemical 免疫組織化学
IHH ：Indian hedgehog インディアンヘッジホッグ
IL-6 / Il-6 ：Interleukin-6 インターロイキン-6
IPA ：Ingenuity pathway analysis system インジェニュイティ パスウェイ解析
LC-MS/MS ：Liquid chromatograph - mass spectrometry 液体クロマトグラフィータンデム型質量分析
LMD ：Laser microdissection レーザーマイクロダイセクション
Micro-CT ：Micro-computed tomography マイクロコンピューター断層撮影
MMP-13 ：Matrix metalloproteinase-13 マトリックスメタロプロテアーゼ-13
MS ：Mass spectrometry 質量分析
OSD ：Osgood-schlatter disease オスグッド-シュラッター病
OSX ：Osterix オステリックス
PBS ：Phosphate buffered saline リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔
PCR ：Polymerase chain reaction ポリメラーゼ連鎖反応
PFA ：Paraformaldehyde パラホルムアルデヒド
pSmad1/5/9 ：phospho-Smad1/5/9 リン酸化 Smad1/5/9
pSmad2/3 ：phospho-Smad2/3 リン酸化 Smad2/3
Runx2 / Runx2 ：Runt-related transcription factor 2 ラント関連転写因⼦2
SB ：Subchondral bone 軟⾻下⾻
SCX ：basic helix-loop-helix transcription factors scleraxis 塩基性ヘリックス-ループ-ヘリックス型転写因⼦Scleraxis
SD ：Standard deviation 標準偏差
SOF ：Safranin-O fast green サフラニン-O ファストグリーン
SOX9 / Sox9 ：SRY-box transcription factor 9 SRY-ボックス転写因⼦ 9
TB ：Toluidine-blue トルイジンブルー
Tb.N ：Trabecular number ⾻梁数
Tb.Sp ：Trabecular separation ⾻梁間隙
Tb.Th ：Trabecular thickness ⾻梁幅
TFA ：Trifluoroacetic acid トリフルオロ酢酸
TGFβ1 / Tgfb1 ：Transforming growth factor-beta 1 トランスフォーミング増殖因⼦β
TGFΒR1 ：Transforming growth factor-beta receptor type 1 トランスフォーミング増殖因⼦β1型受容体
TNF-α / Tnf-α ：Tumor necrosis factor-alpha 腫瘍壊死因⼦-α
TRAP ：Tartrate resistant acid phosphatase 酒⽯酸耐性酸フォスファターゼ
UFC ：Uncalcified fibrocartilage ⾮⽯灰化線維軟⾻
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4  序論  

4.1  スポーツ障害に対する社会的背景  

スポーツは活力に満ちた社会の形成や、個人の心身発達に必要

不可欠な活動であり、若年者における健全な心身発育や高齢者に

おける健康増進など、幅広い年代において様々な意義を有してい

る。 2000 年以降からスポーツに関する政策が次々に公表され、

2012 年の「第 1 期スポーツ振興基本計画」1 )では、若年層の体力

低下改善策並びに成人層のスポーツ実施率向上政策（週 1 回のス

ポーツ実施率 50％を目指す）が提案された。また 2017 年には

「第 2 期スポーツ振興基本計画」 2 )としてライフステージに応じ

たスポーツ活動の推進とその環境整備を行うことを推進する方

策が提案された（週 1 回のスポーツ実施率 65％、週３回のスポ

ーツ実施率 30%を目指す）。これら政策やコロナ禍の影響により

国民の健康思考が高まったことで、近年はスポーツ人口が増加傾

向を辿っている 3 )。中でもアクティブスポーツ人口の割合（週 2

回以上、 1 回 30 分以上、運動強度「ややきつい以上」の運動を

行うもの）は 2020 年に 22.1%と過去最高の値となっており 3 )、

スポーツ活動は現代社会において必要不可欠な文化となってい

る。  

しかし、時にはスポーツ活動が若年者における心身発育の弊害

になることもある。その大きな要因は傷害である。発育期に当た

る若年期（特に小学生 -中学生）は、骨組織中に軟骨成分が多く骨

格が未熟であるため、傷害による後遺症が残りやすく、その後の

健康的な日常生活に支障をきたすことがある 4 , 5 )。  

スポーツ傷害は、打撲や捻挫・骨折など一度の外力によって生
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じる「スポーツ外傷」と、スポーツ特有の動作を反復させること

によって生じる「スポーツ障害」に分類される 6 )。医学的処置を

必要とする前者に対し、後者は「応急処置や医学的処置、事故報

告を要さないもの」として定義され 7 )、多くのスポーツ障害は過

剰使用（ Overuse）に起因する怪我であると認識されていること

から、過小評価されやすく、適切な処置が行われないことが多い

7 )。そのため予防医学分野においては、スポーツ外傷よりも注目

度が低く、適切な発症予防戦略が確立していない現状にある。ス

ポーツ障害によって苦しむ若年者を減らし、本国のスポーツ文化

を発展させるためにも、詳細な発症要因の解明並びに適切な治療

方法の確立が急務である。  

 

4.2  スポーツ障害と  Enthesis 

軟組織の骨付着部は Enthesis と呼ばれており、靭帯・腱・関

節包の骨付着部領域を示す 8 )。同部は軟組織で発生した引張応力

を効率的に骨に伝達させる作用を有す。しかし軟組織と硬組織の

異なる組織性質の移行部でもあることから、身体の中でも特に機

械的ストレスが集中する領域である。スポーツ障害の多くは腱骨

付着部で好発し 9 )、靭帯や関節包付着部での障害は稀である。本

論文は、Overuse に起因するスポーツ障害に関して記述するため、

以下より腱骨付着部に焦点を絞り記載する。  

Enthesis は、線維性 Enthesis と、線維軟骨性 Enthesis の２

種類に分類することができる。前者は、腱と骨の境界面にある高

密度の線維性結合組織の存在が特徴であり、長骨の骨幹部に付着

する腱によく見受けられる 1 0 )。付着領域は広い表面積を有し、
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腱が骨もしくは骨膜に直接挿入されている 11 )。三角筋上腕骨付

着部や大内転筋大腿骨付着部などが当てはまる 1 2 )。一方後者は、

腱と骨の境界面に線維軟骨（ Fibrocartilage；FC）を有するのが

特徴であり、腱の角度変化が大きい骨格筋かつ骨端や骨頭部に付

着する腱に多く見受けられる 1 0 )。付着領域の表面積は狭く、腱

実質部から非石灰化線維軟骨層（ Uncalcified fibrocartilage；

UFC）、石灰化線維軟骨層（ Calcified fibrocartilage；CFC）、骨・

軟骨下骨層（ Subchondral bone； SB）へと階層的構造を呈して

いる特徴があり、Tidemark 呼ばれる好塩基性の線状領域によっ

て CFC と UFC が分画されている（図 1） 8 )。棘上筋付着部やア

キ レ ス 腱 付 着 部 、 膝 蓋 腱 付 着 部 が 当 て は ま る 。 線 維 軟 骨 性

Enthesis は線維性 Enthesis よりも一般的であり、過剰使用しや

すい骨格筋の付着部であることから、損傷を受けやすい 1 0 , 11 )。実

際、三角筋 Enthesis での障害は非常に少なく、 Rotator cuff の

一部である棘上筋腱 Enthesis や、アキレス腱 Enthesis におけ

る障害の方がスポーツ障害では一般的である。そのためスポーツ

障害の治療を行うためには線維軟骨性 Enthesis の特徴を考慮す

る必要性がある。本論文全体を通し線維軟骨性 Enthesis に着目

しているため、以下より「線維軟骨性」の単語を割愛し記述する。  

Enthesis は２種類の FC を有することで階層構造を呈し、同

部に集中する機械的ストレスを緩衝している 1 3 )。しかしながら、

Enthesis に付与される機械的ストレス量と、同部が有している

緩衝能力のバランスが何かしらの要因によって破綻した場合、病

理学的変化（ FC の増加や骨棘形成、血管新生、炎症因子の増加）

1 0 , 1 4 – 1 8 )が生じる。これらの病理学的変化が生じた状態のことを
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Enthesopathy と呼び、スポーツ関連性疾患としては Osgood-

Schlatter 病（ Osgood-Schlatter disease；OSD）やアキレス腱骨

付着部症、テニス肘（上腕骨外側上顆炎）などが含まれる。  

 

4.3  スポーツ関連性 Enthesopathy 

スポーツ関連性 Enthesopathy の発症要因としては、内因性因

子（成長期における骨軟骨の脆弱化、マルアライメント、筋力不

均衡、柔軟性の低下や筋力低下等）と外因性因子（急な練習強度

の増加や不適切な練習メニュー、競技用品、環境、技術の不足、

指導者の 知識不足 ） が相互に 関 連 し て い る と報告されて い る

9 , 1 9 , 2 0 )。中でも最重視されている要因としては、高強度かつ高負

荷な運動とされる Overuse である 9 , 2 1 , 2 2 )。この Overuse に対し

医療機関で推奨される治療法としては、運動の制限や安静、対象

筋のストレッチ、アイシングなど、対症療法が主である 2 3 , 2 4 )。し

かし実際の臨床現場において、上記治療を施しても症状の寛解は

あるものの、スポーツ再開と同時に再燃し、一定期間スポーツ活

動を休止せざるを得ない状況となることが多い。これはスポーツ

活動者を治療対象とした前向き研究においても報告されており、

Popovich ら（ 2000）は Overuse によるランニング障害に対し休

息による改善効果はないことを示唆した 2 5 )。そもそも、個々人

が所属するチームごとに練習量の差はあるものの、同チーム内で

あれば全員が同量の練習を行うはずであるため、練習内容や練習

量など環境要因に大きな問題がある場合はチーム内の全員が罹

患する可能性が高い。しかし Fahlstrom ら（ 2002）も報告して

いるように、スポーツ障害の症状とトレーニング量やプレー歴に



 
 

10  

は相関が少ないため 2 6 )、多くの場合罹患者はチーム全員ではな

く、限局的となる。これらを考慮すると、高強度かつ高負荷な

Overuse がスポーツ関連性 Enthesopathy の発症に影響を及ぼし

ている可能性よりも、Overuse にならざるを得なかった根本の要

因が存在する可能性が高い。しかしこれまでに、スポーツ関連性

Enthesopathy の発症要因に関して報告された研究は数少なく、

その詳細は明確化されていない。  

Overuse は一般的に、過剰な運動量に伴う機械的ストレスが増

加した状態として認識されることが多い。しかし、運動時に生じ

る機械的ストレスを増加させる要因は運動量だけなく、骨格筋の

収縮タイプにも依存している可能性がある。スポーツ医学分野で

は骨格筋の収縮タイプを以下の 3 つに大別している（図 2）：  求

心性収縮（ Concentric contraction；CC）、等尺性収縮（ Isometric 

contraction；IC）、遠心性収縮（ Eccentric contraction；EC） 2 7 , 2 8 )。

CC は、骨格筋の収縮方向と同方向に関節運動が生じるため、筋

腱組織内での剪断応力が小さいのが特徴である。さらに強制的な

外力が加わらないため、筋肥大を起こしにくく、腱への張力も小

さいのが特徴である。一方 EC は骨格筋の収縮方向とは反対方向

に関節運動が生じるため（外力が骨格筋の張力を上回るため）、

筋腱組織内で生じる剪断応力が大きくなる。この大きな負荷によ

り筋腱組織の損傷が誘発され、結果として筋肥大や炎症反応、遅

発性筋痛などを生じる 2 8 , 2 9 )。 IC は骨格筋が収縮しているが関節

運動は生じていない状態のため、腱組織への剪断応力は CC より

も大きくなるが、 EC よりは小さくなる特徴がある。すなわち、

筋 -腱複合体に付与される機械的ストレスは、同じ運動量であっ
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ても、筋収縮タイプの優位性により変動する可能性がある。これ

は筋 -腱と直列関係にある Enthesis FC 領域、並びに Enthesis 

SB 領域にも影響を及ぼす可能性は高いと考えられることから、

スポーツ関連性 Enthesopathy の発症には、動作時における筋収

縮タイプの優位性も関与している可能性が考えられる。  

しかし現状として、動作時における筋収縮タイプの優位性と

Enthesopathy の発症に相関があることを示唆した研究はほとん

どなく、我々が知る限りは１つのみである。Watanabe ら（ 2018）

はスポーツ関連性 Enthesopathy の一種である OSD 罹患者を集

め、サッカーにおけるキックモーションの動作解析を実施した

3 0 )。結果として軸足 OSD 罹患者の多くは、骨盤後傾かつ上半身

質量中心の後方化が生じていたことを明らかにした。骨盤の後傾

や上半身質量中心の後方化は膝関節伸展モーメントを増加させ、

大腿直筋や外側広筋の過剰な筋活動を誘発する 3 1 )。すなわち軸

足 OSD 罹患者は身体の誤用（ Misuse）により大腿四頭筋の EC

優位なキックモーションが原因で発症した可能性が考えられる。

しかし、発症と筋収縮タイプの関係性を基礎研究として検証した

ものはこれまでに存在せず、現在は仮説のままで終わっている。 

 

4.4  研究目的と解決方法  

若年期にスポーツ障害を罹患することは、その後の心身発育及

び Quality of Life に多大な影響を及ぼす可能性が高い 3 2 )。 2021

年には東京オリンピック・パラリンピックも開催され、若年者の

スポーツ活動が非常に注目を浴びている。若年スポーツ活動者の

生 活 を よ り 良 い も の に す る た め に も 、 ス ポ ー ツ 関 連 性
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Enthesopathy の詳細な発症要因解明及び発症予防・治療方法の

確立が必要不可欠である。  

以上のことから本研究では、運動量と動作時における筋収縮タ

イプの優位性に着目し、スポーツ関連性 Enthesopathy 発症メカ

ニズムの一端を解明することとした。仮説としては、単純に運動

量を増加させた Overuse 実施群に比べ、 Misuse を模倣した  EC

優位な運動実施群の方が、骨及び Enthesis FC 領域に付与され

る機械的ストレスが増加し、スポーツ関連性 Enthesopathy 様の

病理学的変化が生じると考えた。そしてこの仮説を根拠のある結

果として明示するため、以下の３つの検証を行うこととした。  

①運動量の変化と、異なる走行条件における筋収縮タイプの変

化がマウス上腕骨に及ぼす影響を検証する。  

②運 動 量 の 変 化 と 、 筋 収 縮 タ イ プ の 変 化 が マ ウ ス 棘 上 筋

Enthesis に及ぼす病理学的影響を検証する。  

③運動量の変化と、筋収縮タイプの変化に伴い生じると予測さ

れる、マウス棘上筋 Enthesis の病理的構造変化に影響を及ぼ

す分子経路を検証する。  

なお本研究に使用した介入方法は、電気刺激によって筋収縮タ

イプを変化させる実験系ではなく、スポーツ活動を反映し、特定

の期間にわたり周期的に活発な運動を模倣できるトレッドミル

モデルを用いることで仮説を検証した。また本研究は病態発症機

序の解明に向けた基礎研究であるため、対象は小動物とした。実

験に供する動物種に関しては、齧歯類の中でも走行実験に適して

いるマウスを用いることとした。系統としては、比較的容易に飼

育が可能な ICR マウスを用いることとした。 ICR マウスは傾斜
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付き (25 度 )最大走行速度を計測した研究にて、Sedentary 群にお

いて最大約 30m/min3 3 )で走行可能であることが示されており、

対象として用いられていた C57BL/6 マウスよりも最大走行速度

が速いことが証明されている。C57BL/6 マウスはマウスの中で

も、最も運動に適してない系統であると報告されている研究もあ

ることから 3 4 , 3 5 )、スポーツ動作を模倣する運動介入実験におい

て C57BL/6 マウスを使用することは適していないことが考えら

れる。以上の理由から、汎用的に使用され、かつ運動介入実験に

も適していると予測される ICR マウスを本実験にて使用するこ

ととした。スポーツ障害罹患者の多くは、骨・軟骨組織が脆弱な

若年期において発症している。そのため本研究で介入を行う対象

マウスも、すべて性成熟前である 4 週齢から 8 週齢までとした。 

検証事項全体における実験群名称は以下のように統一した。単

純に運動量を増加させ高強度かつ高負荷な運動を模倣した群は

Overuse 群、運動量は少ないものの身体の誤用によって EC 優位

となる運動を模倣した群は Misuse 群、運動量を増加させ、かつ

EC 優位となる運動を模倣した群は Misuse+Overuse 群として定

義した。   
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図 1：  Enthesis の構造および細胞特徴  

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2：  筋収縮タイプの模式図  

   

線維軟骨性Enthesisにおける特徴的な4層構造と各領域における細胞形状を示した。棘上筋腱(Supraspinatus 
Tendon)における腱細胞(Tenocyte)は紡錘状の細胞形状を呈す。UFC領域におけるFC細胞は丸状の細胞形状を
呈し、核が大きく軟骨小腔が少ない特徴がある。CFC領域におけるFC細胞は丸状の細胞形状を呈し、核が小
さく軟骨小腔が多い特徴がある。SB領域における細胞は楕円体状の細胞形状を呈し、骨小腔を周囲に有す
る特徴がある。全体像のScale bar: 100µm、細胞像のScale bar: 25µm。

CCは骨格筋の収縮方向と関節運動が同じ方向に生じる収縮タイプである。ICは骨格筋が収縮しながらも関
節運動が生じていない収縮タイプである。ECは骨格筋の収縮方向と関節運動が反対の方向に生じる収縮タ
イプである。これらの各収縮タイプが生じている場合、骨格筋や腱に生じる機械的ストレスは以下の順番で

大きくなる：CC < IC < EC
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5  検証Ⅰ：運動量の変化と異なる走行条件における筋収縮タイ

プの変化がマウス上腕骨に及ぼす影響  

5.1  目的と仮説  

運動は骨代謝活性を促進する役割があり、成熟期や高齢期にお

ける適度な運動が骨密度の増加を誘導する。すなわち適切な運動

は骨成長の促進・骨萎縮予防・骨粗鬆症の改善につながる 3 6 , 3 7 )。

しかしながら、運動強度が過剰となった場合は、骨の過形成や変

形を伴う骨形成が促進されてしまう。例えばプロテニスプレイヤ

ーは、非利き手と比べ利き手における上腕骨周径が過度に増加す

る 3 8 )。また若年期における過剰な負荷は骨端症やスポーツ関連

性 Enthesopathy などのスポーツ障害の発症要因とされている

9 , 2 1 , 2 2 )。そのため運動に伴う機械的ストレスは、適切な骨形成の

促進と過形成の両端を担う重要な要因である。運動中の機械的ス

トレスを決定づける要因としては、序論にも述べた通り運動量と

筋収縮タイプが関連しているが、筋収縮タイプの変化と骨形成の

関連性を証明した研究は非常に少ない。小動物を対象とした研究

では Hamann N ら（ 2012）は EC 優位な刺激が大腿骨の骨形成

を促進していることを検証した 3 9 )。またヒトを対象とした研究

では、ジャンプ運動や高負荷運動、並びに EC 運動によって骨に

付与される strain の変化を起因とした代謝活性変化や骨成長因

子のクロストークによって骨密度が向上すると報告されている

4 0 – 4 3 )。すなわち CC 運動よりも EC 運動の方が、より骨幹部の骨

密度増加を誘導できることが示唆されている。しかし収縮タイプ

の変化と骨形成を関連づけて記載している論文の多くは下肢を

対象とすることが多く、上肢を対象とし、さらに骨頭部や腱骨付
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着部などの細かい領域に焦点を絞っている研究は散見されずそ

の詳細は不明であった。  

以上のことから、検証１では、運動量と動作中の筋収縮タイプ

の変化が成長期マウス上腕骨形成にいかなる影響を与えるのか、

骨形態学的解析並びに組織学的解析によって検証することとし

た。  

5.2  方法  

5.2.1  倫理的配慮  

本検証内容は、埼玉県立大学研究倫理審査委員会の承認を得て、

動物実験ガイドラインに準じて実施した（承認番号 2019-3）。な

お、使用動物数は可能な限り最小限に設定した。  

 

5.2.2  研究デザインと運動介入プロトコル  

Slc：ICR マウス（ 3 週齢 /雄）20 匹を Japan SLC Inc.（ Shizuoka、 

Japan）から購入した。 1 週間の環境適応後、 4 週間の運動介入

を実施した。すべてのマウスは、12 時間の明暗サイクルで 23±1°C

のプラスチックケージに個別に収容した。運動介入には小動物用

トレッドミル TM-R-N1（ Osaka Micro System, Osaka, Japan）

を使用し、以下の 4 群に分類した：Control（ Sedentary：図 3A）

群、 Overuse（高速平地走行：図 3B）群、 Misuse（低速下り坂

走行：図 3C）群、 Misuse+Overuse（高速下り坂走行：図 3D）

群。下り坂走行により対象筋の EC を模倣できると報告した先行

研究に基づき 2 9 , 4 4 , 4 5 )、トレッドミルの傾斜角度を利用して筋収

縮タイプを変更した。対象関節は肩関節とし、解析領域は上腕骨

骨頭部及び棘上筋 Enthesis、上腕骨骨幹部とした。EC は、 CC
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及び IC の約 1.2-2 倍以上の関節トルクと力を発生すると報告さ

れている 4 6 , 4 7 )。そのため Overuse 群と Misuse+Overuse 群を単

純に比較してしまうと、全身負荷量が明らかに異なることから、

収縮タイプの影響か、全身負荷量の影響かの判別がつかなくなる。

そのため Misuse 群を設定し、 Overuse 群及び Misuse+Overuse

群の走行速度を Misuse 群の 1.5 倍となるように設定することで

全身負荷量の影響を排除した（図 3E）。介入頻度は 1 日 1 時間、

週 5 日、 4 週間とした。  

 

5.2.3  標本採取  

4 週間の運動介入終了直後にマウスの体重を測定した。その後

イソフルランを用いた深麻酔下（導入麻酔：4%、持続麻酔：2%）

で熟練者による頚椎脱臼により安楽死させた。運動の種類が対象

筋に及ぼす影響を確認するため、左棘上筋全体の湿重量を測定し

た。また骨の形態変化を確認するため左上腕骨を採取した。続い

て組織学的解析のため、右棘上筋 -腱 -Enthesis 複合体を採取した。 

 

5.2.4  骨形態学的解析  

採 取 し た 左 上 腕 骨 を 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 4 ％

paraformaldehyde（ PFA） /  phosphate buffered saline（ PBS）

溶液で固定処理 を 実施後 、 Micro-computed tomography Sky 

scan 127 （ Micro-CT：BRUKER, MA, USA）による測定を行っ

た。測定条件は以下のように設定した：X 線 60kV/165 µA、検出

器の分解能  2452×1640、ピクセルサイズ  5 µm、回転角度  0.5°/

秒。続いて専用の視覚化アプリケーション（ CTvox： BRUKER, 
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MA, USA）を使用して、測定データを 3 次元データに変換した。

その後の分析は分析アプリケーション（ CT Analyzer：BRUKER, 

MA, USA）を使用した。  

解析に関しては以下の設定で実施した。上腕骨骨頭部に対する

閾値は 60-200 に設定した。閾値は動物間で変更せず統一した。

成長板より上部の SB 領域全体（成長板を除く）を分析領域とし

た。関心領域は、上腕骨骨頭部全体が矢状断面画像に含まれるよ

う設定した。分析項目は以下の４項目とした：骨体積比（ Bone 

volume/Tissue volume；BV/TV）、骨梁数（ Trabecular number；

Tb.N ）、 骨 梁 厚 （ Trabecular thickness； Tb.Th ）、 骨 梁 間 隙

（ Trabecular separation；Tb.Sp）。さらに、 Enthesis FC 領域

（ CFC を含む）に対する分析では、SB と区別するため、閾値を

60-100 に設定した。関心領域は矢状断面画像における Enthesis 

FC 領域に設定した。棘上筋腱付着範囲（ 400µm）を分析領域と

して設定し、その体積を算出した。  

上腕骨骨幹部に対する解析は、上腕骨外科頸下端から 2mm 下

方部を分析した。上腕骨骨幹部領域は皮質骨であるため、閾値は

100-200 に設定した。分析項目は以下の 4 項目とした：総断面積

（ Total area；Tt.Ar）、皮質骨面積（ Cortical area；Ct.Ar）、皮

質骨面積 /総断面積（ Ct.Ar/Tt.Ar）、皮質骨厚（ Cortical thickness；

Ct.Th）。Ct.Th は分析部位によって異なるため、撮影画像におけ

る皮質骨周囲の最も厚い部分、最も薄い部分、最も厚い部分の反

対側の３点を測定し、その平均値を算出して比較した。  
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5.2.5  組織学的解析  

採 取 し た 右 棘 上 筋 - 腱 -Enthesis 複 合 体 に 対 し て は 4％

PFA/PBS 溶 液 で 固 定 処 理 を 実 施 し た 。 続 い て 、 10 ％

Ethylenediaminetetraacetic acid（ EDTA）溶液を用いて脱灰処

理を実施した。その後パラフィンに置換し、パラフィン包埋ブロ

ック製造装置（ TissueTechTEC™Plus： Sakura Seiki,  Tokyo, 

Japan）を使用してパラフィンブロックを調製した。ミクロトー

ム REM-710（ Yamato Kohki Industrial,  Saitama, Japan）を使

用し、5 µm の厚さに薄切した。作成した切片に対して Tartarate 

resistant acid phosphatase （ TRAP） /  Alkaline phosphatase

（ ALP）染色キット（ FUJIFILM Wako Pure Chemical,  Osaka, 

Japan）を用いて TRAP 陽性細胞及び ALP 活性化を評価した。

関節軟骨領域及び Enthesis FC 領域の組織画像を分析するため

に、巨視的観察を行った。染色手順の詳細は補足資料１の 13.1.4

に記した。  

さらに、免疫組織化学（ Immunohistochemical； IHC）染色を

上腕骨骨頭部の切片に対して実施した。前骨芽細胞分化マーカー

である Osterix（ OSX） を標識化 す る ため、 Anti-OSX rabbit 

polyclonal antibody（希釈倍率 1/300, bs-1110R, Bioss,  MA, USA）

を使用し、上腕骨荷重関節面における SB 領域、並びに Enthesis 

SB 領域での骨芽細胞動態を評価した。解析には画像解析ソフト

ウェア Fiji4 8 )を使用し、単位面積あたりにおける OSX 陽性細胞

面積を算出した。なお IHC 染色の基本手順及び使用した一次抗

体に関しては補足資料 2 の 13.2.1 と 13.2.3 に記した。  
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5.2.6  統計的解析  

す べ て の 解 析 は R version 3.4.3 （ The R Foundation for 

Statistical Computing, Vienna, Austria）を用いた。正規性検定

は Shapiro-Wilk test を実施した。すべての解析において正規性

が認められた為、一元配置分散分析を実施した。事後検定には

Tukey HSD を用いた。有意水準は 5%未満とし、すべての結果は

平均値 ±標準偏差（ Standard deviation；SD）で示した。なお算

出した実測値は補足データ一覧に記述した。  

 

 
図 3：  介入群の設定と運動介入走行速度  

 

5.3  結果  

骨形態学的解析結果は上腕骨骨頭部及び上腕骨骨幹部に対す

る結果を示した。また組織学的解析結果は、上腕骨骨頭部の解析

結果を示した。  

 

A: Control (Sedentary)群。ケージ内において行動を自由とした。B: Overuse (高速平地走行)群。トレッドミル
の傾斜角度を0°に設定し走行させた。C: Misuse (低速下り坂走行)群。D: Misuse＋Overuse (高速下坂走行)
群。トレッドミルの傾斜角度を-16°に設定し、先行研究に基づき走行中棘上筋のEC活動を誘発させた。E:
運動介入走行速度の経時的変化。点線はMisuse群の速度変化を示している。実線はOveruse群及びMisuse＋
Overuse群の速度変化を示している。収縮タイプによる負荷量を考慮し、Overuse群とMisuse＋Overuse群は、
Misuse群よりも1.5倍速い速度で実施した。
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5.3.1  体重及び筋質重量比較結果  

運動介入後の体重、棘上筋湿重量及び体重で正規化した筋湿質

量の比較結果を示した（表 1）。体重に関しては Control 群と

Misuse+Overuse 群間でのみ有意差が確認された（ p<.05）。さら

に棘上筋湿重量は、 Control 群と Misuse 及び Misuse+Overuse

群間で、また Overuse 群と Misuse 及び Misuse+Overuse 群間

で有意差が確認された（ p<.05）。体重で正規化した筋湿重量も同

様の結果を示した（ p<.05）。  

5.3.2  上腕骨骨頭部及び Enthesis FC 領域の骨形態学的

解析結果  

Micro-CT によって撮影された上腕骨骨頭画像を示した（図

4A）。BV/TV と Tb.Th は、Control 群と Misuse+Overuse 群間で

のみ有意な増加が確認された（ p<.05,図 4B,C）。すべての群間で

Tb.N に有意差は確認されなかった（ p=.093,図 4D）。また、Tb.Sp

に関しては Control 群と Misuse+Overuse 群間、 Overuse 群と

Misuse+Overuse 群間で有意な低下が確認された（ p<.05,図 4E）。

Enthesis FC 領域体積に関しては、 Control 群と Misuse 及び

Misuse+Overuse 群間で、また Overuse 群と Misuse+Overuse 群

間で有意な増加が確認された（ p<.01,図 4F）。撮影画像を観察し

た結果、上腕骨骨頭部における SB 領域（白矢頭）で、Control 群

と比較し全運動介入群で拡大傾向にあることを示した（ Overuse 

< Misuse < Misuse+Overuse）。  

 

5.3.3  上腕骨骨幹部の骨形態学的解析結果  

Micro-CT によって撮影された上腕骨幹頭部画像を示した（図
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5A）。Tt.Ar はすべての群間で有意差が確認されなかった（ p=.537,

図 5B）。Ct.Ar は Control 及び Overuse 群と Misuse+Overuse 群

間で有意な増加 が 確認された （ p<.01,図 5C）。 Ct.Ar/Tt.A は

Control 群と Misuse+Overuse 群間でのみ有意な増加が確認され

た（ p<.01,図 5D）。さらに Ct.Th は Control 及び Overuse 群と

Misuse+Overuse 群間で有意な増加が確認された（ p<.05,図 5E）。 

 

5.3.4  上腕骨骨頭部の組織学的解析結果  

上腕骨骨頭部に対して TRAP/ALP 染色を行い、巨視的観察を

実施した。関節軟骨領域では、TRAP 陽性細胞はすべての群間で

著明な変化を示さなかった。また Control 群では ALP 陽性細胞

はほとんど確認されなかったが、Overuse 群では関節軟骨領域で

観察された。Misuse 群と Misuse+Overuse 群では、関節軟骨領

域だけでなく SB 領域にも ALP 陽性細胞が確認された。ALP 活

性化が増加するにつれて、SB 領域の拡大も観察された（図 6A）。

続いて Enthesis FC 領域においても TRAP 陽性細胞はすべての

群間で著明な変化を示さなかった。また ALP 陽性細胞に関して

は、 SB 領域ではほとんど確認されなかったが、 Enthesis FC 領

域における CFC 領域で顕著に観察された。巨視的な群間比較と

しては、 Control 群と Overuse 群間における ALP 活性化はさほ

ど観察されなかったが、 Misuse 群と Misuse+Overuse 群は他群

よりも活性化が生じていた（図 6B）。  

続いて上腕骨骨頭部に対して OSX を標識化するために IHC 染

色を実施した（図 7A,B）。関節軟骨の SB 領域における OSX 陽

性面積比率は Control 群と Misuse 及び Misuse+Overuse 群間
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（ p<.001）で、また Overuse 群と Misuse 及び Misuse+Overuse

群間で有意差が確認された（ p<.01,図 7C）。Enthesis SB 領域に

お け る OSX 陽 性 面 積 比 率 は Control 群 と Misuse 及 び

Misuse+Overuse 群間（ p<.001）で、また Overuse 群と Misuse

及び Misuse+Overuse群間で有意差が確認された（ p<.01,図 7D）。 

表 1：  体重および筋質重量比較結果  
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図 4：  上腕骨骨頭部及び Enthesis 部に対する骨形態学的解析結果  

 

A: 各群における上腕骨骨頭部のMicro-CT画像。Scale bar; 1mm。白矢頭; 上腕骨骨頭部における関節面直下の
SB領域。B: 上腕骨骨頭部におけるBV/TV比較結果。C: 上腕骨骨頭部におけるTb.Th比較結果。D: 上腕骨骨
頭部におけるTb.N比較結果。E: 上腕骨骨頭部におけるTb.Sp比較結果。F: Enthesis FC領域の体積比較結果。
B-F: すべてのデータは平均値±SDで示した。 *: p<.05, **: p<.01。
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図 5：  上腕骨骨幹部に対する骨形態学的解析結果  

 

 

 

図 6：  上腕骨骨頭部に対する TRAP/ALP 二重染色画像  
A: 関節軟骨領域に対するTRAP/ALP二重染色画像。B: 腱骨付着部領域におけるTRAP/ALP二重染色画像。
A,B: 黒矢頭; TRAP陽性細胞。白矢頭; ALP陽性細胞。 Scale bar; 100µm。

A: 各群における上腕骨骨幹部のMicro-CT画像。Scale bar; 1mm。B: 上腕骨骨幹部におけるTt.Ar比較結果。C: 
上腕骨骨幹部におけるCt.Ar比較結果。D: 上腕骨骨幹部におけるCt.Ar/Tt.Ar比較結果。E: 上腕骨骨幹部にお
けるCt.Th比較結果。B-F: すべてのデータは平均値±SDで示した。 *: p<.05, **: p<.01, n.s.: p>.05。
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図 7：  上腕骨骨頭領域における Osterix 標識免疫組織化学染色  

 

 

5.4  考察  

検証Ⅰでは、動作時における筋収縮タイプの優位性と運動量の

影響がマウス上腕骨形成にいかなる影響を及ぼすのか検証した。

結果より、上腕骨全体の形態変化は Overuse 群と Misuse 群間で

著明な変化は確認されなかったため、筋収縮タイプの優位性変化

が上腕骨全体の形成に影響を与えると結論付けることはできな

かった。しかし部位特異的な変化として、関節面直下の SB 領域

並びに Enthesis FC 領域では ALP 活性と OSX 発現が増加傾向

を示し、形態変化が生じていることが巨視的観察より明らかにさ

A: Sigle IHC染色を実施し得られた関節軟骨直下のSB領域組織画像。一次抗体: OSX。B: Sigle IHC染色を実
施し得られた腱骨付着部直下のSB領域組織画像。一次抗体: OSX。A,B: 黒矢頭; OSX陽性細胞。Scale bar: 50 
µm。C: 関節軟骨直下のSB領域におけるOSX陽性領域比較。D: 腱骨付着部直下のSB領域におけるOSX陽性
領域比較。C,D: すべてのデータは平均値±SDで示した。 **: p<.01, ***: p<.001。
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れた。また EC 優位な運動により筋肥大も確認されたことから、

筋収縮タイプの影響は骨全体の形成には大きく影響を及ぼさな

いものの、部位特異的な影響を及ぼしていた可能性が考えられる。 

本検証では EC 優位な動作を模倣するために、多くの研究で使

用されている下り坂走行を用いることで再現した。四足動物にお

いて前肢は荷重関節であり、下り坂走行の場合は身体重心が進行

方向へ移動する際に重力に抗して姿勢制御を行うため、前肢によ

り多くの床反力が加わると同時に総制動力の約 84%を前肢が担

うとされている 4 9 )。また肩関節の屈筋である棘上筋は、前肢の

接地から離地までの間に抗重力筋のように作用し、屈曲モーメン

トと筋活動の増加を引き起こす 5 0 )。齧歯類を用いた先行研究で

は、下り坂走行中に棘上筋は EC を誘発していることが報告され

ており 4 4 , 5 1 )、 EC による筋 CSA の増加や腱の炎症反応が示され

ている 5 2 , 5 3 )。本検証では筋湿重量のみしか検証していないもの

の、湿重量の増加は骨格筋の肥大化を示唆している可能性が高い

ため、本研究で用いたトレッドミルモデルは、 EC を再現するの

に適したモデルであったと推察される。  

骨は付与される機械的ストレスが増加すると、骨芽細胞及び骨

細胞から骨モデリングに関与するサイトカインが分泌される 5 4 )。

同時に、骨髄における血流量が増加することで、骨芽細胞及び骨

細胞の活性化が促進され骨形成が誘発される 5 5 )。  Murray ら

（ 2001）は、馬の高強度運動により、高負荷部位の SB 厚が増加

し、骨モデリングの促進並びに骨吸収が減少することを示した

5 6 )。また Li ら（ 2017）はラットの運動強度を下り坂に設定する

ことで増加させ、脛骨 SB 厚の拡大及び骨密度の増加が生じるこ
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とを示した 5 7 )。骨幹部の皮質骨に関しても同様に、付与される

機械的ストレスの増加と長軸方向へ刺激が加わることで皮質骨

厚が変化する。そのためジャンプ運動など圧縮ストレスが増加す

る運動後は皮質骨形成が促進されている 5 8 , 5 9 )。今回の研究結果

から骨全体 的 な 形 態 変 化 は 大きく確認されなかったもの の 、

Misuse+Overuse 群は SB 及び骨幹部領域において Control や

Overuse 群よりも増加傾向を示した。これは活動量の増加かつ下

り坂走行によって上肢に付与される床反力が増加したことで骨

芽細胞や骨細胞の活性化が促進され骨形態変化へとつながった

可能性が考えられる。  

また Enthesis FC 領域の形態変化が生じた可能性を示唆した

が、これは仮説を一部示唆する結果となった。序論にも述べた通

り、OSD や Sever 病などの Enthesis 領域で生じる障害は一般的

に Overuse で生じると報告されているが 2 4 )、必ずしも過剰な運

動を実施しているものが発症するわけではない。臨床研究レベル

では運動中の Misuse が OSD の発症に関与している可能性があ

ることが示されたが 3 0 )、我々の知る限り運動中の筋収縮タイプ

の変化と骨形成並びに Enthesis FC 領域の形態変化に関連性が

あることを証明した基礎研究は未だ報告されていない。本検証に

より、初めて基礎研究レベルで筋収縮タイプと Enthesis の形態

変化の関与が示唆された。よって次なる研究としては、Enthesis

領域に焦点を当て、筋収縮タイプの変化に伴う機械的ストレスが

Enthesis FC 領域に如何なる影響を及ぼすか詳細に検証するこ

とが必要不可欠であると考えた。  
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6  検証Ⅱ：運動量の変化と筋収縮タイプの変化がマウス棘上筋

Enthesis に及ぼす病理学的影響  

6.1  背景と目的  

Enthesis FC 領域は筋収縮に伴う機械的ストレスの有無によ

って形態変化することが知られている。Thomopoulos ら（ 2007）

は、棘上筋をボツリヌス毒素によって麻痺させ収縮力を低下させ

ると、Enthesis FC 領域と SB 領域が正常に発達しないことを報

告している 6 0 )。さらに Shaw ら（ 2008）は、胎児アキレス腱

Enthesis の発生段階において、線維芽細胞が筋収縮に伴う機械

的ストレスに起因して FC 細胞に変化し、正常な Enthesis 構造

を形成することを明らかにした 6 1 )。Enthesis に関する研究の多

くは、筋収縮の有無すなわち機械的ストレスの有無と Enthesis

における FC 領域の構造変化の関係性に注目しており、機械的要

因が FC 領域の形成に重要であることを報告している。しかし、

運動量や骨格筋の収縮タイプの変化により機械的ストレスを増

大させたモデルでの検証はほとんど報告されていない。そのため、

機 械 的 ス ト レ ス の 増 加 が 起 因 で あ る ス ポ ー ツ 関 連 性

Enthesopathy の発症機序に関しては未だ不明なことが多い。検

証Ⅰにて Enthesis FC 領域の形態変化に、骨格筋収縮タイプの

変 化 が 関与し て い る可能性 を示唆し たことから、 検 証 Ⅱでは

Enthesis に焦点を当て、組織学的解析、骨形態学的解析、分子

生物学的解析により Enthesopathy様の病理学的変化が生じるか

どうかを検証することとした。  
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6.2  方法  

6.2.1  倫理的配慮  

本検証内容は、埼玉県立大学研究倫理審査委員会の承認を得て、

動物実験ガイドラインに準じて実施した（承認番号 2019-3）。な

お、使用動物数は可能な限り最小限に設定した。  

 

6.2.2  研究デザインと運動介入プロトコル  

Slc： ICR マウス（ 3 週齢 /雄） 20 匹を Japan SLC Inc.から購

入した。介入方法は検証Ⅰと同様とし、以下の 4 群に分類した：

Control（ Sedentary：図 8A）群、 Overuse（高速平地走行：図

8B）群、Misuse（低速下り坂走行：図 8C）群、Misuse+Overuse

（高速下り坂走行：図 8D）群。運動強度は検証１よりもやや増

加させ、介入頻度は検証１と同様に実施した。（図 8E）。  

 

6.2.3  標本採取  

4 週間の運動介入終了直後に、検証Ⅰ同様の方法で安楽死させ

た。左肩関節からは左棘上筋・左棘上筋腱・左上腕骨を採取し、

組織学的解析・分子生物学的解析・骨形態学的解析を実施した。

右肩関節からは筋 -腱 -Enthesis 複合体を採取し、組織学的解析を

実施した  

 

6.2.4  組織学的解析  

採取した左棘上筋は、余分な水分を除去したのちに、ヘキサン・

イソペンタン混合溶液（ 1：1）に浸潤させ、 -100℃で急速凍結し

た。Leica CM3050S cryostat（ Leica Microsystems AG, Wetzlar,  
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Germany）を用いて組織を 16µm で薄切した。切片に対しては

Hematoxylin-Eosin（ HE）染色を実施し、平均筋横断面積（ Cross-

sectional area；CSA）を算出し比較した。解析には Hybrid Cell  

Count BZ-H3C（ KYENCE, Osaka, Japan）を用いた。  

続いて、採取した右筋 -腱 -Enthesis 複合体は 4%PFA/PBS 溶液

にて固定処理実施後、10%EDTA 溶液を用いて脱灰処理を実施し

た。その後検証Ⅰ同様にパラフィンブロックを作成し、切片を作

成した。なお、Enthesis 領域が明瞭に観察される 300µm の範囲

を 5 µm で薄切し、解析時に形状や角度の影響を受けないよう

100µm 間隔の 3 切片をスライドガラス上に配置した。作成した

切片に対しては脱パラフィン処理後、HE 染色並びに Toluidine-

Blue（ TB： pH7.0 に調整）染色により Enthesis FC 領域を明確

化した。先行研究 6 2 )にて報告されている細胞形状の特徴をもと

に、FC 領域及び UFC、CFC 領域を同定し、各領域の面積を算出

した。UFC と CFC 領域の各面積は、 Tidemark を基準にして分

画した。また UFC と CFC 領域における変化率も算出した（ UFC

変化率 =UFC/FC×100［％］,  CFC 変化率＝CFC/FC×100［％］）。

解析には画像解析ソフトウェア Fiji4 8 )を用いた。なお、HE およ

び TB 染色手順に関しては補足資料 1 の 13.1.1 と 13.1.2 に記し

た。  

Enthesis における石灰化領域の標識を行うため、脱パラフィ

ン処理を実施した切片に対し ALP 染色を実施した。Enthesis FC

領域全体に対する ALP 陽性面積比率を算出し比較を行なった。

画像解析は Hybrid Cell  Count BZ-H3C を使用した。なお ALP

染色手順に関しては補足資料 1 の 13.1.4 に記した。  
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6.2.5  免疫組織学的解析  

IHC 染色を Enthesis FC 及び SB 領域に対して実施した。

Enthesis FC 領域に対しては、軟骨標識のため Anti-collagen 

type Ⅱ（ ColⅡ） rabbit polyclonal antibody（希釈倍率 1/200, 

ab34712, Abcam, MA, USA）を、炎症  /  変性  /  石灰化関連因子

標識のため Anti-tumor necrosis factor-alpha（ TNF-α） rabbit 

polyclonal antibody（希釈倍率 1/200, bs-2081R, Bioss, MA, 

USA）、Anti-interleukin-6（ IL-6）rabbit polyclonal antibody（希

釈 倍 率 1/100, ab6672, Abcam, MA, USA ）、 Anti-matrix 

metalloproteinase-13（ MMP-13）rabbit polyclonal antibody（希

釈倍率 1/200, bs-0575R, Bioss, MA, USA）、 Anti-collagen type 

X（ ColX）rabbit polyclonal antibody（希釈倍率 1/150, ab58632, 

Abcam, MA, USA ） を 一 次 抗 体 に 用 い て 標 識 化 し た 。 ま た

Enthesis SB 領域に お け る 骨芽細胞分 化 関 連 因 子標識の ため

Anti-OSX rabbit polyclonal antibody（希釈倍率 1/300, bs-1110R, 

Bioss, MA, USA）及び Anti-runt-related transcription factor 2

（ Runx2） mouse monoclonal antibody（希釈倍率 1/200, D130-

3, Medical & Biological Laboratories,  Tokyo, Japan） を一次抗

体に使用した。解析には画像解析ソフトウェア Fiji4 8 を使用した。

TNF-a、IL-6、MMP-13、ColX に対しては単位面積あたりにおけ

る各陽性細胞比率を、OSX、Runx2 に対しては単位面積あたりに

おける各陽性面積比率を算出した。なお IHC 染色の基本手順及

び使用した一次抗体に関しては補足資料 2 の 13.2.1 と 13.2.3 に

記した。  
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6.2.6  骨形態学的解析  

採取した左上腕骨を生理食塩水で洗浄し、4％PFA/PBS 溶液で

固定処理実施後、Micro-CT Sky scan 1272 による測定を行った。

測定条件及び基本的な解析手順は検証Ⅰと同様とした。なお検証

Ⅰでは上腕骨骨頭部全体を解析対象としていたが、検証Ⅱでは

Enthesis FC 領域及び FC 直下の SB 領域のみを解析対象として

いるため、条件をやや変更した。変更点は以下に記載した。FC 領

域の体積は矢状断面画像において関心領域を設定し（ 400µm 以

内）、Enthesis SB 領域を含まないよう算出した。SB 領域の解析

は、 FC 直下の SB 領域から成長板までの任意の範囲に関心領域

（ 400×500×500µm）を設定し、BV/TV、Tb.N、Tb.Th、Tb.Sp を

算出した。組性の違いに注意するため関心領域の設定は減衰係数

（ Attenuation coefficient；AC）値に基づいて色付けされた画像

に対し実施した。上腕骨骨頭部の体積は、成長板より上部の上腕

骨骨頭総体積（成長板を除く）として算出した。FC 体積は、動

物個体の大きさに影響される可能性があるため、上腕骨骨頭部体

積で正規化した。  

 

6.2.7  分子生物学的解析  

左棘 上 筋 腱 に お け る mRNA の 発現を 、 Real-time reverse 

transcription polymerase chain reaction（ Real-time PCR）を

用いて評価した。StepOnePlus system（ Applied Biosystems, CA, 

USA ） と TaqMan Gene Expression Assays probe （ Applied 

Biosystems, CA, USA） を 用 い て 実施し た。 Primer は Tnf-a

（ Mm00443258_m1）、 Il-6（ Mm00446190_m1）、Transforming 
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growth factor-beta 1（ Tgfb1；Mm01178820_m1）を使用した。

Reference gene に は Glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase（ Gapdh；Mm99999915_g1）を使用し、2 -ΔΔCt 法

を用いることで標的遺伝子の相対発現量を算出した。なお分子生

物学的解析の詳細な手順と使用した Primer に関しては補足資料

3 の 13.3 に記した。  

 

6.2.8  統計学的解析  

すべての解析は R version 3.4.3 を用いて検証Ⅰ同様に実施し

た。有意水準は 5%未満とし、すべての結果は平均値 ±SD で示し、

算出した実測値は補足データ一覧に記述した。  

 

 
図 8：  介入群の設定と運動介入プロトコル  

 

  

A: Control (Sedentary)群。ケージ内において行動を自由とした。B: Overuse (高速平地走行)群。トレッドミル
の傾斜角度を0°に設定し走行させた。C: Misuse (低速下り坂走行)群。D: Misuse＋Overuse (高速下坂走行)
群。トレッドミルの傾斜角度を-16°に設定し、先行研究に基づき走行中棘上筋のEC活動を誘発させた。E:
運動介入走行速度の経時的変化。点線はMisuse群の速度変化を示している。実線はOveruse群及びMisuse＋
Overuse群の速度変化を示している。収縮タイプによる負荷量を考慮し、Overuse群とMisuse＋Overuse群は、
Misuse群よりも1.5倍速い速度で実施した。
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6.3  結果  

6.3.1  棘上筋に対する組織学的解析結果  

棘上筋に対して HE 染色を行い、筋 CSA を算出した（図 9A）。

結果として Control 群と Overuse 群間では有意な増加を示さな

かった（ p=.998）。一方で Misuse 及び Misuse+Overuse 群は

Control 及び Overuse 群と比較して有意に増加した（ p<.01,図

9B）。なお、 Misuse 群と Misuse+Overuse 群間に有意差は確認

されなかった（ p=.368）。  

 

6.3.2  Enthesis 線維軟骨領域に対する組織学的解析結果  

HE、TB、IHC（ ColⅡ）染色を行い、Enthesis FC 領域の組織

学的構造変化を調べた（図 10A）。まず FC 全体の領域に関して、

Control 群と Overuse 群間では有意な増加 を示さなかった が

（ p=.117）、その他群間では有意差が確認された（ p<.05,図 10B）。

続いて UFC 領域に関して、全群間で有意差が確認された（ p<.05,

図 10C）。一方 CFC 領域に関しては、 Control 群と Misuse 群間

で（ p<.05）、また Control 及び Overuse 群と Misuse+Overuse

群間で有意な増加が確認された（ p<.01,図 10D）。最後に CFC 領

域と UFC 領域の変化率を算出し比較したところ、全群間で CFC

領域よりも UFC 領域が有意に増加することが示唆された（ p<.05,

図 10E）。  

HE 染色した Enthesis 周囲組織像を巨視的観察した結果、

Misuse 群及び Misuse+Overuse 群では肩峰下滑液包の肥厚が観

察された。しかし Control 群と Overuse 群間では著明な変化は

観察されなかった。Misuse+Overuse 群では、肩峰下滑液包内に
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血管新生が生じており、肩峰下滑液包炎様の病理学的変化が観察

された（図 11）。  

 

6.3.3  Enthesis 線維軟骨領域における炎症・変性関連因子

の免疫組織化学染色結果  

Enthesis FC 領域における炎症／変性関連因子の発現を確認

するため TNF-α、IL-6、MMP-13 を標識する IHC 染色を実施し、

単位面積当たりにおける陽性細胞比率を算出した（図 12A）。FC

領域における TNF-α 陽性細胞比率は、 Control 群と Overuse 群

間では有意な変化を示さなかった（ p=.086）。一方 Control 及び

Overuse 群と比較し Misuse 群は優位な増加を示し（ p<.001）、

Misuse+Overuse 群は他の全群に比べ有意に増加した（ p<.05,図

12B）。続いて FC 領域における IL-6 陽性細胞比率は TNF-α と同

様の傾向を示し、Control 群と Overuse 群間では有意な変化を示

さなかった（ p=.133）。一方 Control 及び Overuse 群と比較して

Misuse 群は優位な増加を示し（ p<.001）、Misuse+Overuse 群は

他の全群に比べ有意に増加した（ p<.05,図 12C）。最後に FC 領

域における MMP-13 陽性細胞比率に関してだが、こちらも TNF-

α や IL-6 と同様に Control 群と Overuse 群間では有意な変化を

示さなかった（ p=.083）。一方 Control 及び Overuse 群と比較し

て Misuse 群は有意な増加を示し（ p<.001）、Misuse+Overuse 群

は他の全群に比べ有意に増加した（ p<.001,図 12D）。  
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6.3.4  Enthesis 線維軟骨領域における石灰化関連因子の

免疫組織化学染色結果  

Enthesis FC 領域における石灰化関連因子の発現を確認する

ため ColX を標識する IHC 染色及び ALP 染色を実施し、単位面

積当たりにおける陽性細胞比率及び陽性面積比率を算出した（図

13A）。FC 領域における ColX 陽性細胞比率は、すべて群間で有

意差が確認された（ p<.01,図 13B）。続いて FC 領域における ALP

陽性面積比率は、Control 群と Overuse 群間では有意な増加を示

さなかった（ p=.188）。一方 Control 及び Overuse 群と比較して

Misuse 群は優位な増加を示し（ p<.001）、Misuse+Overuse 群は

他の全群に比べ有意に増加した（ p<.001,図 13C）。  

 

6.3.5  Enthesis 軟骨下骨領域における骨芽細胞分化関連

因子の免疫組織化学染色結果  

Enthesis SB 領域における骨芽細胞分化関連因子の発現を確

認するため OSX 及び Runx2 を標識する IHC 染色を実施し、単

位面積当たりに お け る陽性面積比率を算出し た （図 14A）。

Enthesis SB 領域における OSX 陽性面積比率は、 Control 群と

Overuse 群間で有意差は確認されなかった（ p=.376）。一方で

Misuse 及び Misuse+Overuse 群は Control 群や Overuse 群より

も有意に増加していた（ p<.001,図 14B）。続いて SB 領域におけ

る Runx2 陽性面積比率は、 Control 群と Overuse 群間で有意差

は確認されなかった（ p=.211）。一方 Misuse 群は Control 群や

Overuse 群よりも有意に増加し  （ p<.01）、 Misuse+Overuse 群

は他の全群よりも有意に増加していた（ p<.05,図 14C）。  
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6.3.6  Enthesis 線維軟骨及び軟骨下骨領域における骨形

態学的解析結果  

Micro-CT で撮影した上腕骨骨頭及び Enthesis FC 領域を示し

た（図 15A）。Control 群と Misuse+Overuse 群間でのみ上腕骨

頭骨体積に有意な変化が確認された（ p<.05,図 15B）。また FC 領

域の体積を上腕骨骨頭の体積で正規化した場合、Control 群に比

べ Misuse 及び Misuse+Overuse 群で有意な増加を示し（ p<.05）、

さらに Overuse 群に比べ Misuse+Overuse 群は有意な増加を示

した（ p<.05,図 15C）。正規化した FC 領域の体積変化は CFC 領

域の組織学的形態変化と同様の傾向を示した。続いて Enthesis 

SB 領域における各測定項目では以下のような結果が得られた。

BV/TV は Control 群に比べ Misuse 及び Misuse+Overuse 群で

有 意 に 増 加 し た （ p<.01 ）。 ま た Overuse 群 に 比 べ

Misuse+Overuse 群は有意に増加を示した（ p<.001,図 15D）。

Tb.Th は Control 群に比べ Misuse 及び Misuse+Overuse 群で有

意に増加した（ p<.05）。また Overuse 群に比べ Misuse+Overuse

群は有意に増加を示した（ p<.01,図 15E）。Tb.N は全群間で有意

差は確認されなかった（ p=.170,図 15F）。Tb.Sp は Control 及び

Overuse 群 と 比 較 し Misuse+Overuse 群 で 有 意 に 減 少 し た

（ p<.05,図 15G）。  

 

6.3.7  棘上筋腱に対する分子生物学的解析結果  

棘上筋腱における分子生物学的変動を調査するため、標的遺伝

子 の mRNA 相対 発現量 を比較し た。まず Tnf-α に 関 し て は

Control 群に対し Misuse 及び Misuse+Overuse 群で有意に増加
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した（ p<.05,図 16A）。一方 Il-6 に関しては全群間で有意差が確

認されなかった（ p=.206,図 16B）。Tgfb1 に関しては Tnf-α 同様

に Control 群に対し Misuse 及び Misuse+Overuse 群で有意に増

加した（ p<.05,図 16C）。  

 

 

 

 

 
図 9：  棘上筋に対する筋横断面積の比較結果  

 

A: 棘上筋に対するHE染色画像。 Scale bar; 100µm 。B: 棘上筋のCSA比較結果。すべてのデータは平均値
±SDで示した。 **: p<.01, ***: p<.001。
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図 10：  Enthesis  線維軟骨領域の組織学的形態変化  

A: HE、TBおよびSingle IHC (ColⅡ)染色画像。黒線: FC領域を示した。Scale bar; 300µm。B: FC領域全体の面
積比較。C: UFC領域の面積比較。D: CFC領域の面積比較。E: UFCとCFCの面積変化率比較。すべてのデー
タは平均値±SDで示した。 *, p<.05; **, p<.01; ***, p<.001。
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図 11：  肩峰下滑液包の組織学的変化  

 

 

図 12：  Enthesis 線維軟骨領域における炎症及び変性関連因子の発現比較  

肩峰下滑液包に対するHE染色像。黒枠は肩峰と棘上筋腱の間に存在する肩峰下滑液包の拡大像を示した。
黒矢頭: 血管新生像。上段 Scale bar; 300μm、下段 Scale bar; 50μm。

A: Single IHC染色を実施し得られたEnthesis FC領域の組織画像。一次抗体: TNF-α，IL-6，MMP-13。黒線: 関
心領域 (Tidemarkを基準にCFCおよびUFC領域に分割)。Scale bar; 50µm。B: FC領域全体におけるTNF-α発現
量比較結果。C: FC領域全体におけるIL-6発現量比較結果。D: FC領域全体におけるMMP-13発現量比較結果。
B-D: すべてのデータは平均値±SDで示した。 *, p<.05; **, p<.01; ***, p<.001。
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図 13：  Enthesis 線維軟骨領域における石灰化関連因子の発現比較  

 

A: Single IHC染色およびALP染色を実施し得られたEnthesis FC領域の組織画像。一次抗体: ColX。黒線: 関心
領域(Tidemarkを基準にCFCおよびUFC領域に分割)。上段Scale bar; 50µm、下段Scale bar; 100µm。 B: FC領域
全体におけるColX発現量比較結果。C: FC領域全体におけるALP発現量比較結果。B-C: すべてのデータは平
均値±SDで示した。 *, p<.05; **, p<.01; ***, p<.001。
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図 14：  Enthesis 軟骨下骨領域における骨芽細胞分化関連因子の発現比較  

 

A: Single IHC染色を実施し得られたEnthesis SB領域の組織画像。一次抗体: OSX、Runx2。Scale bar; 50µm。
B: Enthesis SB領域におけるOSX陽性面積比較結果。C: Enthesis SB領域におけるRunx2陽性面積比較結果。B-
C: すべてのデータは平均値±SDで示した。 *, p<.05; **, p<.01; ***, p<.001。
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図 15：  Enthesis 線維軟骨領域および軟骨下骨領域における骨形態変化  

 

 

 

 

図 16：  棘上筋腱における mRNA 相対発現量の比較結果  

A: Micro-CTで撮影した上腕骨骨頭とEnthesis FC領域および SB領域を示した。白矢印: Enthesis FC領域。HH: 
上腕骨骨頭。B:上腕骨骨頭全体の体積比較結果。C:上腕骨骨頭体積で正規化したFC体積の比較結果。D:
Enthesis SB領域におけるBV/TV比較結果。E: Enthesis SB領域におけるTb.Th比較結果。F: Enthesis SB領域にお
けるTb.N比較結果。G: Enthesis SB領域におけるTb.Sp比較結果。B-G: すべてのデータは平均値±SDで示した。
*, p<.05; **, p<.01; ***, p<.001。

A: Tnf-αを標的遺伝子としたmRNA相対発現量の比較結果。B: Il-6を標的遺伝子としたmRNA相対発現量の比
較結果。C: Tgfb1を標的遺伝子としたmRNA相対発現量の比較結果。A-C: Reference geneにはGapdhを用いた。
すべてのデータは平均値±SDで示した。 *, p<.05; n.s., not significant p>.05。
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6.4  考察  

本検証結果より、 EC 優位な運動は運動量に関わらず筋肉の

CSA を増加させトレーニング効果を示す一方で、Enthesis FC 領

域においてスポーツ関連性 Enthesopathy様の病理学的変化を誘

発した。そしてこの病理学的変化は、 EC 優位な運動と Overuse

の両方が組み合わされた場合により顕著な変化を示した（図 17）。 

本検証では下り坂走行群において筋 CSA が増加し、腱におけ

る炎症関連因子や成長・サイトカイン関連因子の mRNA 発現量

も増加していることが明らかになった。そのため検証Ⅰの結果も

踏まえると、下り坂走行は棘上筋の EC 優位な運動を確実に模倣

していることが改めて検証された。  

EC は、外部負荷が筋張力を超えた状態で筋が収縮するため、

筋及び腱組織に過剰な引張応力が生じる。過剰な引張応力は、腱

の粘弾性 によって吸収されるだけでなく、直列に配置された

Enthesis FC 領域にも影響を与えることが推察される。本研究で

は、 EC によって棘上筋の肥大化が誘発され、骨格筋が発揮する

最大筋張力と筋 CSA との間には正の相関関係が報告されている

ことから 6 3 )、 EC 優位な運動群では Enthesis にかかる局所的な

応力が特異的に増加した可能性が考えられる。さらに、棘上筋腱

は上腕骨骨頭に対し Wrap-Around 構造を呈しているため 6 4 )、筋

収縮が生じると牽引応力とともに Enthesis FC 領域付近に圧縮

応力が発生する 6 5 , 6 6 )。したがって、EC 優位な運動は引張応力と

圧縮応力の両方を増加させることによって、 Enthesis 構造の形

態変化並びに病理学的変化を誘導した可能性がある。  

FC 細胞は力機械的ストレス環境に耐える様に、細胞形態や細
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胞外基質を変化する特徴を有している 6 4 )。例えば FC 領域の中

でも、素性の違いにより CFC と UFC で応力への感受性が異な

っている。先行研究では 10%の公称応力を加えた場合、 CFC は

2％しか変化しなかったのに対し，UFC は 9.7％も変化したこと

を報告している 6 7。すなわち、UFC 領域の弾性率は CFC 領域の

弾性率よりも大きく、変化が生じやすい領域であることが示唆さ

れていた。本検証結果からも UFC 領域の変化率は CFC 領域の

1.6-3.5 倍となっており、先行研究同様に UFC 領域の変化量が

CFC 領域の変化量よりも大きいことを示していた。UFC 領域の

素性 と し て は 大部分 をアグリカンなどの プ ロテオグリカンや

Collagen typeⅡが占めており 11 , 6 4 )、圧縮応力に対して感受性が

高い組織となっている。そのため EC 運動かつ Wrap-Around 構

造の影響から Enthesis 内側面で圧縮応力が増加したことで、変

化率の高い UFC 領域の拡大が認められた可能性が高い。また、

過剰な機械的ストレスが Enthesis に付与された場合、微細損傷

が生じ炎症反応が誘発される 6 8 , 6 9 )。Enthesis FC 領域で生じた

炎症反応やその周囲で生じた血管新生は Enthesopathy様の病理

学的変化を誘発することはすでに脊椎関節炎関連研究において

証明されている 6 9 , 7 0 )。本研究においても Enthesis FC 領域では

炎症性因子が EC 優位な運動群において増加しており、また肩峰

下滑液包において肥厚と血管新生が確認され、肩峰下滑液包炎が

誘発されていた。これらの変化が生じた結果として、変性反応や

石灰化反応などの Enthesopathy様病理学的変化が誘発された可

能性が考えられる。  

過去の研究では、運動量の増加だけでは、Enthesis SB 領域に
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大きな変化が生じないことが示されてきた 7 1 , 7 2 )。しかし近年は

骨格筋の収縮力が麻痺などにより弱化した場合 Enthesis SB 領

域が脆弱になることや 7 3 )、日常的な筋収縮量をわずかに増加さ

せるだけでも、 Enthesis 領域の面積が増加することなどが報告

され 7 4 )、多くの研究者の認識が変わりつつある。今回の研究に

おいても、 Micro-CT 及び IHC 染色（ OSX, Runx2）結果から、

EC 優位な運動が Enthesis FC 領域だけでなく、 Enthesis SB 領

域にも影響を与えていることが明らかになった。これは検証Ⅰの

結果と合わせると、上腕骨全体的な骨形成に対しては筋収縮タイ

プ特異的な影響は生じないものの、筋収縮の影響が直接的に加わ

る Enthesis 領域においては筋収縮タイプ特異的な変化が生じる

ことが明らかとなった。  

本研究により、 Enthesopathy 様の病理学的変化が生じる理由

には、運動量の増加よりも筋収縮タイプ特異的な機械的ストレス

が関与していることが新たな知見として得られた。しかし本研究

だけでは、まだ Enthesopathy 様の病理学的変化が生じた詳細な

要因が明らかとなっていない。その理由としては、検証Ⅱでは現

象を明らかにすることが主な目的であったため、その際に関わる

生物学的要因まで着目をしていなかったからである。より詳細な

発症要因を解明するためにも、次なる研究では Enthesis 領域に

お い て 如 何 な る 分 子 的 変 動 が 生 じ て い た の か を 追 求 し 、

Enthesopathy 様の病理学的変化を誘導するシグナル伝達経路を

特定する必要性があると考えた。  
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図 17：  スポーツ関連性 Enthesopathy の発症要因を示した模式図  

  

単純な過剰運動に伴う機械的ストレスの増加は、スポーツ関連関連性Enthesopathyの発症に大きく影響しない。
一方、EC優位な運動に伴う機械的ストレスの増加は、スポーツ関連関連性Enthesopathy様の病理学的変化を
示し、過剰運動が加わるとより顕著な病理学的変化を示す。
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7  検証Ⅲ：マウス棘上筋 Enthesis の病理的構造変化に影響を及

ぼす分子経路の検証  

7.1  背景と目的  

Enthesis FC 領域の形成には、機械的要因に加え、生物学的要

因として様々な分子経路の活性化も重要視されている 8 )。例えば

胚発生の段階では、腱細胞の発生とマトリクスの組織化に必要な

basic helix-loop-helix transcription factors scleraxis（ Scx）と、

軟骨形成に必要な  SRY-box transcription factor 9（ Sox9）が、

長骨形成の鋳型となる一次軟骨を形成する 7 5 , 7 6 )。その後 TGFβ

や Bone morphogenetic proteins（ BMP）のシグナル伝達により

軟骨分化が促進され、骨隆起が形成される 7 7 , 7 8 )。特に、BMP4 は、

三角筋上腕骨付着部の骨隆起形成時に、軟骨細胞の運命を導くこ

とに関係していると言われている 7 9 )。さらには Enthesis FC 領

域において Indian hedgehog（ IHH）シグナル伝達が介されるこ

とにより軟骨細胞の分化が促進され石灰化が促進されることも

報告されている 8 0 )。これらの TGFβ、 BMP、 IHH シグナル伝達

は、Enthesis FC 領域の発生過程において軟骨形成と石灰化の誘

導に重要な役割を果たしているが、病的変化が生じる場合にも活

性化されている。例えば、X-linked hypophosphatemia モデルマ

ウスでは、 BMP 及び IHH シグナルが Enthesis FC 領域で活性

化することで、Enthesopathy 様の形態変化を誘発する 8 1 )。また、

マウス足関節を背屈固定させることでアキレス腱 Enthesis への

機械的ストレスを増大させたモデルでも、 Enthesopathy 様の形

態変化が生じ、TGFβ シグナル伝達が関与していたことが報告さ

れている 1 8 )。さらに別疾患である変形性膝関節症では、関節軟
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骨や滑膜で TGFβ や BMP 関連因子が増加し、これらのシグナル

伝達経路が骨棘形成に大きく関与していたことが報告されてい

る 8 2 , 8 3 )。また IHH が病的な靭帯骨化で高発現していたことも報

告されている 8 4 )。しかし、スポーツ関連性 Enthesopathy のよう

に運動に起因して FC 領域の形態変化が生じた場合、如何なるシ

グナル伝達経路が活性化されるか報告した研究は存在しない。  

検証Ⅱによってスポーツ関連性 Enthesopathy の発症に EC 優

位な運動が関与していることが明らかになったが、如何なる分子

経路が活性化していたのかは不明であった。そのため検証Ⅲの目

的は、スポーツ関連性 Enthesopathy 様の形態変化に寄与する分

子経路を特定することとした。  

 

7.2  方法  

7.2.1  倫理的配慮  

本検証内容は、埼玉県立大学研究倫理審査委員会の承認を得て、

動物実験ガイドラインに準じて実施した（承認番号 2020-10）。

なお、使用動物数は可能な限り最小限に設定した。  

 

7.2.2  研究デザインと運動介入プロトコル  

基本的な介入方法に関しては検証Ⅱと同様とした。Slc：ICR マ

ウス（ 3 週齢 /雄） 88 匹を Japan SLC Inc.から購入した。 1 週間

の環境適応後、2 週間（ 2W：n=44）及び 4 週間（ 4W：n=44）の

介入を実施した。運動介入には小動物用トレッドミルを使用し、

以下の 4 群に分類した（図 18A）： Control（ Sedentary）群、

Overuse（高速平地走行）群、 Misuse（低速下り坂走行）群、
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Misuse+Overuse（高速下り坂走行）群。対象関節は肩関節とし、

解析対象としては棘上筋、棘上筋腱、上腕骨骨頭部及び棘上筋 -

腱 -Enthesis 複合体とした。解析項目内容の内訳は図 18B に記載

した。運動強度は検証Ⅱと同様とした（図 18C）。介入頻度は 1

日 1 時間、週 5 日、 2W 及び 4W 実施した。  

 

7.2.3  標本採取  

2W 及び 4W の運動介入終了直後に、検証ⅠⅡ同様の方法で安

楽死させた。プロテオミクス解析、組織学的解析、分子生物学的

解析、骨形態学的解析のため左棘上筋、左棘上筋腱、左 Enthesis 

FC 領域、左上腕骨頭及び右棘上筋 -腱 -Enthesis 複合体を採取し

た。  

 

7.2.4  プロテオミクス解析  

Enthesis FC 領域において発現しているタンパク質を網羅的

に 解析す る ため、レーザー マ イクロダイセクション（ Laser 

microdissection； LMD）および液体クロマトグラフィータンデ

ム型質量分析（ Liquid chromatograph - mass spectrometry；LC-

MS/MS）を用いたプロテオミクス解析を実施した。2W 介入群に

おける右棘上筋 -腱 -Enthesis 複合体を採取後、4％PFA/PBS 溶液

にて固定処理後、10％EDTA にて脱灰処理を実施した。その後パ

ラフィンブロックに包埋し、 Enthesis 線維軟骨の全領域を回収

するために、 10µm にて 40 枚 /１個体の切片を作成した。切片を

Director slide（ AMR, Tokyo,  Japan）にのせ、脱パラフィン処

理後、 FC 領域を明確化するために TB 染色を実施した。染色し



 
 

52  

た切片から LMD7000 （ Leica Microsystems, Tokyo, Japan）に

て FC 領域のみを回収した。レーザーの設定に関しては以下の通

りである：Power 40、Aperture 25、Speed 20、Line spacing 8。

タンパク質の抽出には Qproteome FFPE kit（ QIAGEN, Hilden, 

Germany）を使用した（図 19A）8 5 )。抽出方法を簡潔に述べると、

β-mercaptoethanol を加えた Extraction Buffer EXB によってタ

ンパク質を抽出し（補足資料 4 の 13.4.1）、 4µl の 0.25µg/µ l  

trypsin in 25mM NH4HCO3 をサンプルに加えた。 37℃で一晩イ

ンキュベートした後、20µ l の 5% trifluoroacetic acid（ TFA）を

加えてトリプシン消化を停止させた（補足資料 4 の 13.4.2）。最

後に、サンプルを C-TIP T300（ AMR, Tokyo, Japan）を用いて

脱塩濃縮し、真空下で乾燥させたのち、 20µ l の TFA_A［H2O：

Acetonitrile（ ACN）：TFA = 98：2：0.1］に溶出した（補足資料

4 の 13.4.3）。サンプルは解析まで -80℃で保管した。なお、１個

体から得られるタンパク質の収量は極めて少ないため、2-3 個体

分の切片を１つにまとめることで収量を増加させた。そのため解

析には 1 群あたり 2-3 サンプルを使用した。準備したサンプルは

Nano-advanceUHPLC （ Bruker, MA, USA ） と Q-Exactive 

Orbitrap Mass Spectrometer（ Thermo Fisher Scientific,  MA, 

USA）に Advance Captive Spray ionization source（ Bruker, MA, 

USA）を組み合わせた装置にて分析した（図 19B）。詳細には、

サ ン プ ル を ト ラ ッ プ カ ラ ム  L-column ODS 5µm （ Chemical 

Evaluation and Research Institute Japan, Tokyo, Japan）にロ

ードし、移動相 A （ H2O：Formic acid = 100：0.1）で洗浄と濃

縮・脱塩を行った。その後、分析カラム  Zaplous α-Pep C18 nano 
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HPLC column（ AMR, Tokyo, Japan）を介して、5-45％の移動相

B（ ACN =100）を 500nl/min の流速で 20 分かけて溶出させた。

質量分析（ Mass spectrometry；  MS）の条件は以下の通りであ

る： electrospray voltage 1.8kv、 no sheath and auxiliary gas 

flow 、 ion transfer tube temperature 150℃、 ion selection 

threshold 1000 counts。MS/MS は、ダイナミック・エクスクル

ージョンにより、各 MS スキャンの上位 10 個のイオンに対して

行われた。すべて の MS/MS スペクトル デ ー タ は 、 Proteome 

discoverer 2.4（ Thermo Fisher Scientific,  MA, USA）を用いて

同定し、検索エンジンとしては MASCOT version 2.5.1（ Matrix 

Science, London, UK）を使用した。検索は Swiss-Prot データベ

ースにおけるマウスエントリに対して実施した。ペプチド質量の

許容範囲は 10 ppm、フラグメント質量の許容範囲は 0.02 Da と

した。トリプシンの特異性を適用し、最大 2 回のミス切断を許容

し た 。 ペ プ チ ド の 修 飾 に つ い て は 、 methionine oxidation 、

cysteine carbamidomethylation 、 N-formylation 、  including 

formyl（ K）、 formyl（ R）、 formyl（ N-terminus）を考慮した。

結果は各サンプルについて 1 回の LC-MS/MS 分析から得られた。

全組織サンプルのタンパク質発現を比較するため、ラベルフリー

法を用いた。なお、得られたデータに含まれるペプチドの存在量

である半定量値（ Abundance）をその後の分析に採用した。血液

成分並びにケラチン成分を手動で除外した上で、全サンプル（ 2-

3 サンプル /group）で共通して発現していたタンパク質を、統計

解析ソフト R にて Venn 図を作成することで抽出した。それらの

分子の群間変動は半定量値を元に log2 fold change（ log2FC）変
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換することで比較した（図 19C）。  

log2FC 変換した値は Ingenuity Pathway Analysis system 

（ IPA： Qiagen, Hilden, Germany）にアップロードし、全群間

に対する Upstream regulator analysis を実施した（図 19C）。

Upstream regulator analysis は、データセットの発現変動を誘

発する miRNA や転写因子などを含む上流調節分子を探索し、

それらの活性化状態を予測するプログラムである（ z-score>2.0

はターゲット分子が Activated されていることを示し、 z-score 

<2.0 はターゲット分子が Inhibited されていることを示す）。比

較結果より得られた上位 15 個の Activated/Inhibited 分子を列

挙した。  

 

7.2.5  組織学的解析  

2W 及び 4W の左棘上筋並びに右棘上筋 -腱 -Enthesis 複合体に

対する基本的な解析方法は検証Ⅱと同様に実施した（図 19D）。

簡潔に述べると、採取した棘上筋をヘキサン・イソペンタン混合

溶液（ 1： 1）にて急速凍結した後、 Leica CM3050S cryostat を

用いて組織を 10µm で薄切した。切片に対しては HE 染色を実施

し、筋 CSA を算出し比較した。解析には Hybrid Cell  Count BZ-

H3C（ KYENCE, Osaka, Japan）を用いた。  

右棘上筋 -腱 -Enthesis 複合体に対しては 4%PFA/PBS 溶液に

て固定処理実施後、10%EDTA 溶液を用いて脱灰処理を実施した。

その後パラフィンブロックを作成し、ミクロトーム REM-710 を

用いて 5 µm で連続切片を作成した。組織切片を脱パラフィン処

理後、TB 染色及び Safranin-O fast green（ SOF）染色を使用す
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ることで Enthesis FC 領域を明確化した。 SOF によって赤色に

染色された領域かつ細胞形状に基づいて FC 領域を同定し、画像

解析ソフトウェア Fiji4 8 )を用いて面積を算出した。また Enthesis 

CFC 領域の標識を行うため脱パラフィン処理を実施した切片に

対し ALP 染色を実施した。Enthesis FC 領域全体に対する ALP

陽性面積を算出し比較を 行 なった。画像解析は Hybrid Cell  

Count BZ-H3C ソフトウェアを使用した。なお、染色の手順に関

しては補足資料 1 の 13.1.3 と 13.1.4 に記した。  

 

7.2.6  免疫組織学的解析  

2W 及び 4W 介入群に対する IHC 染色には、一次抗体として

Anti-TGFβ  receptor type 1（ TGFΒR1） mouse monoclonal 

antibody（希釈倍率 1/100, sc-518086, Santa Cruz 

Biotechnology, CA, USA）、 Anti-BMP receptor type 1A

（ BMPR1A） mouse monoclonal antibody（希釈倍率 1/100, 

MABS419, Merck Millipore, MA, USA）、 Anti-phospho-

Smad2/3（ pSmad2/3） rabbit polyclonal antibody（希釈倍率

1/200, AF3367, Affinity Biosciences, OH, USA）、 Anti-

phospho-Smad1/5/9（ pSmad1/5/9） rabbit polyclonal antibody

（希釈倍率 1/100, 13820S, Cell  Signaling Technology, MA, 

USA）、 Anti-TGFβ1 mouse monoclonal antibody（希釈倍率

1/200, GTX34272, GeneTex, LA, USA）、 Anti-BMP4 rabbit 

polyclonal antibody（希釈倍率 1/200, bs-1374R, Bioss,  MA, 

USA）、 anti-Sox9 mouse monoclonal antibody（希釈倍率

1/400, 14-9765-82, invitrogen, CA, USA）、 Anti-Runx2 mouse 
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monoclonal antibody（希釈倍率 1/200, D130-3, Medical & 

Biological Laboratories,  CA, USA）を使用し標識化した（図

19D）。TGFβR1 と pSmad2/3、 BMPR1A と pSmad1/5/9 の共局

在細胞を検出するために、 2 種類の ABC キット

（ VECTASTAIN Elite ABC kit Peroxidase, VECTASTAIN 

ABC-AP kit： Vector Laboratories,  CA, USA）及び Mouse on 

Mouse Immunodetection kit（ Vector Laboratories,  CA, 

USA）を用いて、 avidin-biotin-peroxidase /  alkaline 

phosphatase（ AP）複合法による Double IHC 染色を実施し

た。その他の因子（ TGFβ1, BMP4, Sox9, Runx2）について

は、 avidin-biotin-peroxidase 複合法による Single IHC 染色を

行った。 IHC 染色画像については、 FC 領域における単位面積

当たりの陽性細胞比率、 SB 領域における単位面積当たりの陽性

面積比率を算出した。解析には画像解析ソフトウェア Fiji4 8 )を

使用した。なお、 IHC 染色の染色手順および使用した一次抗体

に関しては補足資料 2 の 13.2 に記した。  

 

7.2.7  分子生物学的解析  

2W 及び 4W 介入群における左 Enthesis FC 領域及び左棘上筋

腱における mRNA 発現を、 Real-time PCR により評価した（図

19E）。StepOnePlus system と TaqMan Gene Expression Assay 

plobe を用いて実施した。Primer は Tgfb1（ Mm01178820_m1）、

Bmp2 （ Mm013401780_m1 ）、 Bmp4 （ Mm00432087_m1 ）、

Collagen type II alpha 1 chain（ Col2a1；Mm01309565_m1）、

Alkaline phosphatase 1 （ Alp1 ； Mm00475834_m1 ）、 Sox9
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（ Mm00448840_m1）、Runx2（ Mm00501584_m1）、Collagen type 

I alpha 1 chain（ Col1a1；Mm00801666_g1）、Collagen type Ⅲ  

alpha 1 chain（ Col3a1；Mm00802331_m1）を使用した。検証Ⅲ

では異なる組織間の比較も実施するため、 Reference gene は介

入群間、及び Enthesis FC 領域と腱の異なる組織間で発現量の

変 動 が 少 な い Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1

（ Hprt1；Mm00446968）に変更した。2 -ΔΔCt 法を用いることで

標的遺伝子の相対発現量を算出した。分子生物学的解析の詳細な

手順と使用した Primer に関しては補足資料 3 の 13.3 に記した。  

 

7.2.8  骨及び腱の形態学的解析  

2W 及び 4W 介入群から採取した左棘上筋腱 -上腕骨複合体を

生理的食塩水で洗浄し、 4％ PFA/PBS 溶液で固定処理実施後、

Micro-CT Sky scan 1272 による撮影を実施した（図 19F）。検証

Ⅲでは上腕骨骨頭部のみならず腱の CSA も算出するため撮影条

件を以下の通りに変更した： X 線  60kVp/166µA、検出器の解像

度  1632x1092、ピクセルサイズ 4µm、回転角度 0.4°/秒、フィル

ター  アルミニウム 0.25mm。上腕骨骨頭部及び Enthesis FC 領

域に対する解析方法及び解析項目は検証Ⅱと同様とした。なお、

左棘上筋腱の CSA は部位（中間部もしくは挿入部）によって異

なるため、中間部における最も細い領域を測定領域とした。  

 

7.2.9  統計学的解析  

すべての解析は R version 3.4.3 を用いて検証Ⅰ・Ⅱ同様に実

施し、2W 及び 4W それぞれに対し一元配置分散分析を実施した。
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なお、分子生物学的解析において Enthesis FC 領域と腱での

Col2a1 発現量比較に関しては、 2W および 4W それぞれに対し、

正規性検定実施後に対応のない T 検定を実施した。全てのデー

タにおける有意水準は 5%未満とし、結果は平均値 ±SD で示した。

算出した実測値は補足データ一覧に記述した。  
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図 18：  実験デザインおよび運動介入プロトコル  

A: 介入群設定と介入期間を記述した。Slc:ICRマウス88匹を2つのtimepoint(2Wおよび4W: それぞれn=44)、お
よび4つの群に分別した。Control (Sedentary)群、 Overuse (高速平地走行)群、Misuse (低速下り坂走行)群、
Misuse＋Overuse (高速下り坂走行)群。1週間の環境適応後2Wおよび4Wの運動介入を行った。介入頻度は週5
日、介入時間は1日1時間とした。B: 各マウスから採取する組織と分析する項目を記載した。 C:介入速度の段
階的な変化について記載した。成長に合わせて運動強度を高めるために速度を段階的に変化させた。Overuse
群とMisuse群の運動強度を同じにするために、Overuse群の介入速度はMisuse群の介入速度の1.5倍に設定した。



 
 

60  

 
図 19：  実験方法の概略  

 

7.3  結果  

7.3.1  棘上筋 -腱複合体の組織学及び形態学的解析結果  

2W 及び 4W 介入群から採取した左棘上筋に対し HE 染色を行

い、 CSA を算出した（図 20A）。 2W 及び 4W で Control 群は

Overuse 群と比較して有意差は確認されず（ p=.932, p=.878）、

Misuse 群及び Misuse+Overuse 群では Control 群及び Overuse

群と比較して有意に増加していた（ p<.01,図 20B）。左棘上筋腱

の CSA に関しては、 2W 及び 4W ともに Control 群と比較して

Overuse 群では有意差は確認されなかった（ p=.423, p=.839,図

20C）。一方 Control 群に比べて Misuse 群と Misuse+Overuse 群

で有意に増加し（ p<.05）、Overuse 群に比べて Misuse+Overuse

群で有意に増加した（ p<.01）。  

A: プロテオミクス解析のためのサンプル調製過程を示した。10μmで切片を作成し、レーザーマイクロダイセ
クションによりEnthesis FC領域を採取した。その後、タンパク質の抽出とトリプシン処理を行った。B: サン
プルをLC-MS/MSにかけ、 Enthesis FC領域に発現しているタンパク質の質量分析を実施した。C: Proteome 
Discovererを用いてタンパク質を同定し、IPAによってActivatedまたはInhibitedと予測された因子を同定した。
D: 棘上筋とEnthesis FC領域に対する組織学的分析過程を示した。E: Enthesis FC領域と棘上筋腱に対するReal-
time PCRによる分子生物学的解析過程を示した。F: 棘上筋腱-骨複合体に対するMicro-CTを用いた形態学的解
析過程を示した。
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7.3.2  Enthesis 線維軟骨領域の組織学的解析変化  

SOF 及び ALP 染色を実施し Enthesis FC 領域の組織学的構造

変化を調査した（図 21A）。 2W、 4W 介入群ともに、Overuse 群

は Control 群と比較して有意差がなかった（ p=.933, p=.126）。

また 2W、 4W 介入群ともに Control 群と Overuse 群間を除く全

群間で有意差が確認された（ p<.001,図 21B）。  

続いて Enthesis FC 領域における ALP 陽性面積比率は、 2W、

4W 介入群ともに Overuse 群は Control 群と比較して有意差は

確認されなかった（ p=.706, p=.086）。また 2W、 4W 介入群とも

に Control 群と Overuse 群間、Misuse 群と Misuse+Overuse 群

間を除く全群間で有意差が確認された（ p<.05,図 21C）。  

 

7.3.3  Enthesis 線維軟骨領域及び軟骨下骨領域の骨形態

学的解析結果  

Micro-CT を用いて骨形態学的解析を実施した。 2W と 4W 介

入群における上腕骨骨頭部及び Enthesis FC 領域の矢状断面画

像を示した（図 22A）。2W では全群間で上腕骨骨頭体積に有意な

差は 確認されなかった が （ p=.152 ）、 4W では Control 群と

Misuse+Overuse 群間でのみ有意差が確認された（ p<.05,図 22B）。

上腕骨骨頭体積で正規化された FC 体積の変化に関しては、 2W

において Control 及び Overuse 群と Misuse+Overuse 群間で有

意差が確認された（ p<.05）。 4W においては Control 群に比べ

Misuse 及び Misuse+Overuse 群間で（ p<.05）、また Overuse 群

に比べ Misuse+Overuse 群間で有意差が確認された（ p<.05,図

22C）。続いて Enthesis FC 直下から成長板までの SB 領域にお
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ける各解析項目では以下のような結果が得られた。まず BV/TV

は 、 2W に お い て Control 群 と 比 較 し Misuse 及 び  

Misuse+Overuse 群で有意に増加した（ p<.001）。そして 4W に

おいては Control 群と比較し Misuse 及び Misuse+Overuse 群で

（ p<.05）、また Overuse 群と比較して Misuse+Overuse 群で有

意に増加した（ p<.05,図 22D）。Tb.Th に関しては、2W において

Control 群 と 比 較 し Misuse+Overuse 群 で 有 意 に 増 加 し た

（ p<.05）。そして 4W においては  Control 及び Overuse 群と比

較して Misuse+Overuse 群で（ p<.05）、 Overuse 群と比較して

Misuse 群で有意に増加した（ p<.05,図 22E）。Tb.N に関しては、

2W と 4W において全群間で有意差は確認されなかった（ p=.180, 

p=.938,図 22F）。Tb.Sp に関しては、Control群と比較して Misuse

及び Misuse+Overuse 群で（ p<.01）、 Overusel 群と比較して

Misuse 及び Misuse+Overuse 群で有意に減少した（ p<.05）。そ

し て 4W に お い て は 、 Control 群 と 比 較 し て Misuse 及 び

Misuse+Overuse 群 で （ p<.05 ）、 Overuse 群 と 比 較 し て

Misuse+Overuse 群で有意に減少した（ p<.01,図 22G）。  

 

7.3.4  Enthesis 線維軟骨領域に対するプロテオミクス解

析結果  

プロテオミクス解析は形態変化が開始された 2W のサンプル

を解析した。Control 群では 118 個、 Overuse 群では 101 個、

Misuse 群では 219 個、 Misuse+Overuse 群では 181 個のタンパ

ク質が同定された。これらのすべてのサンプルで共通して発現し

ていたタンパク質は 74 個であった（図 23）。これら 74 個のタン
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パク質のペプチド存在量から得られた半定量値を log2FC 換算し、

群間比較に用いた（図 24）。比較結果を IPA にアップロードし

Upstream regulator 解 析 を 実 施 し た 。 Activated ま た は

Inhibited と予測された上位 15 因子（ z score>2、  z score<-2）

を列挙し た。まず、 Contro 群と Overuse 群を比較す る と 、

Activated と予測された因子は 1 つだけであり、 Inhibited と予

測された因子はなかった（表 2）。Control 群と Misuse 群を比較

すると、 44 個の因子が Activated と予測され、 10 個の因子が

Inhibited と予測された（表 3）。Control 群と Misuse+Overuse

群を比較すると、 58 個の因子が Activated と予測され、 15 個の

因子が Inhibited と予測された（表 4）。Overuse 群と Misuse 群

を比較すると、31 個の因子が Activated、5 個の因子が Inhibited

と予測された（表 5）。Overuse 群と Misuse+Overuse 群を比較

すると、57 個の因子が Activated、15 個の因子が Inhibited と予

測された（表 6）。最後に、Misuse 群と Misuse+Overuse 群を比

較すると、49 個の因子が Activated、15 個の因子が Inhibited さ

れると予測された（表 7）。Activated と予測された上位 15 因子

の中には、TGFβ スーパーファミリー関連因子が多く含まれてい

たことから、軟骨細胞の系統分化、増殖、成熟、アポトーシス、

石灰化に関わる TGFβ /BMP シグナル伝達における Smad を介し

た canonical 経路を標的とした。  
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7.3.5  Enthesis 線維軟骨領域及び軟骨下骨領域に対する

免疫組織化学染色結果  

プロテオミクス解析並びに IPA によって特定した TGFβ /BMP-

Smad シグナル伝達経路の活性化を確認するため、 Enthesis FC

領域に対し Double IHC 染色を行い、陽性共局在細胞比率の算出

を実施した。  

 まずは 2 及び 4W介入群に対し、TGFβR1 と pSmad2/3、BMPR1A

と pSmad1/5/9 をそれぞれ二重で標識化した（図 25A）。2W 及び

4W における TGFβR1 と Smad2/3 の陽性共局在細胞比率は、

Control 群 と Overuse 群 間 で は 有 意 差 は 確 認 さ れ な か っ た

（ p=.070, p=.244）。しかし、 Control 群と Overuse 群間を除く

その他のすべての群間で有意差が認められた（ p<.01, 図 25B）。

続いて 2W 及び 4W における BMPR1A と Smad1/5/9 の陽性共局

在細胞比率は、TGFβR1 と Smad2/3同様に、Control群と Overuse

群間では有意差は確認されなかった（ p=.228, p=.779）。しかし、

Control 群と Overuse 群間を除くその他のすべての群間で有意

差が認められた（ p<.01, 図 25C）。また、 TGFβ-Smad 経路の代

表的な活性化転写因子である pSmad2/3 と、 BMP-Smad 経路の

代表的な活性化転写因子である pSmad1/5/9 の発現量をそれぞれ

算出し、 Enthesis FC 領域内における発現比率として検証した

(pSmad1/5/9 /  pSmad2/3)。結果として、比率は全群で 1.0 を超

えていなかったため、タンパク質レベルでは TGFβ-Smad 経路の

活性化が BMP-Smad 経路の活性化よりも優勢であった。しかし

ながら pSmad1/5/9 が、EC 優位な運動群で Control 及び Overuse

群よりも有意に増加していた（ p<.001）ことから、EC 優位な運
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動を行うことで BMP-Smad 経路の活性化が促進されることが示

唆された（図 25D）。  

  次に、 2W と 4W の Enthesis SB 領域に対し TGFβ1 と BMP4

を標識化した（図 26A）。結果として、2W と 4W の Enthesis SB

領域における TGFβ1 の陽性面積比率は、 Control 群と Overuse

群間では有意差は認められなかった（ p=.898, p=.711）。しかしな

がら 2W では Control 群と Overuse 群間、並びに Misuse 群と

Misuse+Overuse 群間を除いた他の全群間で有意差が認められ

（ p<.05）、4W では、Control 群と Overuse 群間を除く他の全群

間で有意差が確認された（ p<.001, 図 26B）。続いて BMP4 に関

して、 TGFβ1 同様に、 2W と 4W の Enthesis SB 領域における

BMP4 陽性面積比率は、Control 群と Overuse 群間では有意差は

確認されなかった（ p=.540,  p=.869）。しかしながら 2W では

Control 群と Overuse 群間、並びに Overuse 群と Misuse 群間を

除く他の全群間で有意差が確認され（ p<.01）、 4W では Control

群と Misuse 群間、Control 群と Misuse+Overuse 群間、Overuse

群と Misuse+Overuse 群間でのみ有意差が確認された（ p<.05, 

図 26C）。  

また、 TGFβ1 の活性化が Enthesis SB 領域特異的な変化か否

かを検証するため、上腕骨骨幹部領域に対しても TGFβ1 を標識

化した（図 27A）。結果として上腕骨骨幹部領域では、 2W 及び

4W ともに 、有意な群間差を認めなかったことから（ p=.965, 

p=.300, 図 27B）、TGFβ1 の活性化は Enthesis SB 領域特異的な

反応であることがわかった。  

 最後に TGFβ-Smad シグナル伝達経路の下流に位置する Sox9
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と、BMP-Smad シグナル伝達経路の下流に位置する Runx2 の発

現を Enthesis FC 領域で標識化し、比較検討を行なった（図 28A）。

まず Sox9 陽性細胞比率に関して、 2W 及び 4W の Control 群と

Overuse 群間では有意差は確認されなかった（ p=.057, p=.477）。

しかし Control 群と Overuse 群間、Misuse 群と Misuse+Overuse

群間を除いた他の全群間で有意差が確認された  （ p<.001）。 4W

では Control 群と Overuse 群間を除いた他の全群間で有意差が

確認された  （ p<.05, 図 28B）。続いて Runx2 陽性細胞比率に関

しては、Sox9 同様に 2W 及び 4W における Control 群と Overuse

群間では有意差は確認されなかった（ p=.875, p=.989）。しかし

Control 群と Overuse 群間、 Misuse 群と Misuse+Overuse 群間

を除く他の全群間で 2W 及び 4W ともに有意差が認められた

（ p<.01, 図 28C）。最後に陽性細胞の局在を観察した結果、 2W

では Sox9 が FC 領域全体に認められたが、4W では CFC 領域に

は陽性細胞が認められず、 UFC 領域から腱の方向へ発現領域が

拡大していた。また、 Runx2 に関しては 2W 及び 4W ともに

Tidemark から UFC 領域の近位部に局在していた（図 28A）。  

 

7.3.6  Enthesis 線維軟骨領域及び棘上筋腱に対する分子

生物学的解析結果  

Enthesis FC 領域と棘上筋腱の分子生物学的変化を調査する

ため、Tgfb1、Bmp2、Bmp4、Alp1、Col2a1、Sox9、Runx2、Col1a1、

Col3a1 の相対発現量を比較した（図 29A,B）。まず Enthesis FC

領域における TGFβ 及び BMP シグナル伝達経路の活性化を調べ

るため、 2W 及び 4W における TGFβ 及び BMP 標的遺伝子の



 
 

67  

mRNA 発現を確認した（図 29A）。結果として、 Enthesis FC 領

域では、 TGFβ シグナル伝達経路の標的遺伝子である Tgfb1、

Col2a1、 Sox9 の発現量は EC 優位の運動群で増加する傾向にあ

った。特に Misuse+Overuse 群では 2W 並びに 4W において

Control や Overuse 群と比較して有意に増加していた  （ p<.05）。

BMP シグナル伝達経路の標的遺伝子である Bmp2、Bmp4、Alp1、

Runx2 の発現量も EC 優位な運動群で増加し、2W では  Control

群や Overuse 群に比べ Misuse+Overuse 群で有意に増加してい

た（ p<.05）。また 4W では Bmp2, Alp1, Runx2 が Control 群と

比較し Misuse+Overuse 群で有意に増加した（ p<.05）。Runx2 の

み Overuse 群と Misuse+Overuse 群間で有意差が確認された

（ p<.05）。また Bmp4 のみ全群間で有意差が確認されなかった

（ p=.609）。  

次に棘上筋腱における Tgfb1、Col1a1、Col3a1 の mRNA 相対

発現量を比較した（図 29B）。結果として Tgfb1 に関しては、2W

における Control 群と Overuse 群間に有意差を認めず（ p=.113）、

EC 優位な運動群は Control 群や Overuse 群よりも有意に増加し

て い た （ p<.001 ）。 ま た 4W に お い て は Control 群 と

Misuse+Overuse 群間でのみ有意差が確認された（ p<.01）。続い

て Col1a1 に 関 し て は 、 2W に お け る Control 群 と

Misuse+Overuse 群間、並びに Overuse 群と Misuse+Overuse 群

間、 Misuse 群と Misuse+Overuse 群間でのみ有意な減少が確認

された（ p<.05）。 4W では全群間で有意差は認められなかった

（ p=.209）。続いて Col3a1 に関して、2W では全群間で有意差は

認められず（ p=.739）、 4W では Control 群と Misuse+Overuse
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群間、並びに Overuse 群と Misuse+Overuse 群間でのみ有意な

減少が確認された（ p<.05）。  

Enthesis FC 領域における mRNA レベルでの TGFβ /BMP 比を

算出したところ、2W の Bmp2/Tgfb1 比率は Misuse+Overuse 群

で 1.93±0.457 であり、Control 群よりも有意に高かった（ p<.05）。

また 2W の Bmp4/Tgfb1 比率に関しても Misuse+Overuse 群で

1.78±0.378 であり Control 群よりも有意に高かった（ p<.05）。

4W での Bmp2/Tgfb1 と Bmp4/Tgfb1 比率に関しては全群間で有

意差が確認されなかった（ p=.982, p=258, 図 29C）。  

棘上筋腱における mRNA レベルでの Col3a1/Col1a1 比率を算

出したところ、2W の Col3a1/Col1a1 比率は Misuse+Overuse 群

で 2.60±0.591 であり、他群よりも有意に高かった（ p<.01）。ま

た 4W の Col3a1/Col1a1 比 率 は Misuse 群 で 1.57±0.20 、

Misuse+Overuse 群で 1.71±0.229 であり、 Control 群に比べ

Misuse 群及び Misuse+Overuse 群間で（ p<.01）、また Overuse

群に比べ Misuse+Overuse 群間で有意差が確認された（ p<.05, 

図 29D）。  

最後に今回のサンプル採取方法の妥当性を検証するため、軟骨

の主要な細胞外基質である Col2a1 の発現を、2W 及び 4WControl

群の FC 領域及び棘上筋腱で検証した。結果として棘上筋腱では

Col2a1 は有意に発現していないことが確認された（ p<.001, 図

29E）。よって採取した FC 領域と棘上筋腱は確実に分離されてい

ることが証明された。  
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図 20：  棘上筋 -腱複合体の組織および形態学的変化  

 

 

 

図 21：  Enthesis  線維軟骨領域における組織学的構造変化  

 

A: 棘上筋および棘上筋腱の横断画像を示した。棘上筋組織像に対してはHE染色を実施した。腱の横断画像は
Micro-CTを用いて撮影した。筋組織像Scale bar; 100µm、腱横断画像Scale bar; 1mm。B: 棘上筋のCSA比較結果。
C: 棘上筋腱のCSA比較結果。B-C:すべてのデータは平均値±SDで示した。 *, p<.05; **, p<.01; ***, p<.001。

A: SOF染色画像およびALP染色画像を示した。Scale bar; 100µm。B: Enthesis FC領域の比較結果。C: Enthesis 
FC領域におけるALP陽性面積比率の比較結果。B-C:すべてのデータは平均値±SDで示した。 *, p<.05; **, 
p<.01; ***, p<.001。
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図 22：  Enthesis 線維軟骨領域及び軟骨下骨領域における骨形態学的変化  

 

 

図 23：  各群で同定されたタンパク質数の Venn 図比較  

 

A:Micro-CTで撮影された上腕骨骨頭部とEnthesis FC領域の矢状断面像を示した。AC値に基づきカラーマッピ
ングした。白矢印: Enthesis FC領域。HH:上腕骨骨頭。Scale bar: 1mm。B:上腕骨骨頭部体積の比較結果。C:上
腕骨骨頭部体積で正規化されたFC体積の比較結果。D: Enthesis SB領域のBV/TV比較結果。E : Enthesis SB領域
のTb.Th比較結果。 F: Enthesis SB領域のTb.N比較結果。 G: Enthesis SB領域のTb.Sp比較結果。 B-G:すべての
データは平均値±SDで示した。 *, p<.05; **, p<.01; ***, p<.001。

Control群では118個、Overuse群では101個、Misuse群では219個、Misuse+Overuse群では181個のタンパク質が
同定された。74個のタンパク質がすべてのサンプルで共通して発現していた。
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図 24-1：  74 個のタンパク質の log2 fo ld change による群間比較  
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図 24-2：  74 個のタンパク質の log2 fo ld change による群間比較  
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表 2：  IPA の upstream regulator 解析によって Activated/Inhibited と

予測された上位 15 因子： Control  vs  Overuse 

 

 

 

 

表 3：  IPA の upstream regulator 解析によって Activated/Inhibited と
予測された上位 15 因子： Control  vs  Misuse 

 

  

Upstream Regulator Molecule Type Predicted Activation State Activation z-score p-value of overlap Target Molecules in Dataset

CSF2 cytokine Activated 2 0.000257 Chil3/Chil4,LDHA,MPO,TPI1

Upstream Regulator Molecule Type Predicted Activation State Activation z-score p-value of overlap Target Molecules in Dataset

CCR2 G-protein coupled receptor Activated 3.742 5.57E-21
BGN,Chil3/Chil4,COL12A1,COL6A1,COL6A2,DCN,FB
N1,FN1,HSPG2,OGN,PRELP,SPARC,TGFBI,THBS1,V

CAN

TGFB1 growth factor Activated 3.546 1.09E-13

Acan,ALB,ANXA2,BGN,CKM,COL12A1,COL2A1,COL
6A1,COL6A2,COMP,CST3,DCN,EEF1A1,ENO3,FBN1,
FN1,GSN,HSPA5,HSPG2,LDHA,PKM,SERPINA3,SER

PINH1,SPARC,TGFBI,THBS1,VCAN,VIM

HIF1A transcription regulator Activated 3.091 0.000000106 BGN,FN1,GAPDH,H2AC20,HSPA5,LDHA,PKM,PPIA,
THBS1,TPI1,VIM

NFE2L2 transcription regulator Activated 2.784 0.0000828 FN1,LMNA,PDIA3,PPIB,SERPINA3,TKT,TPI1,VCP

IGF1 growth factor Activated 2.677 2.26E-09 Acan,BGN,COL2A1,DCN,FN1,GAPDH,HAPLN1,HSPA
5,LDHA,PKM,TF,TGFBI,THBS1,VIM

OSM cytokine Activated 2.661 0.00000101 ALB,ANXA1,ANXA2,CKM,COL2A1,COL6A1,FN1,HS
PA5,S100A9,SERPINA3,VIM

IL15 cytokine Activated 2.626 0.000000951 ANXA1,ENO3,GAPDH,HSPA8,LDHA,OGN,PDIA3,PK
M,TKT,TPI1

CCN2 growth factor Activated 2.606 2.95E-08 Acan,COL10A1,COL2A1,DCN,FN1,HAPLN1,SPARC

CEBPA transcription regulator Activated 2.596 0.00000892 ALB,ANXA1,COL10A1,GAPDH,HSPA5,MPO,S100A9,
THBS1,VCAN

BMP2 growth factor Activated 2.561 0.00000472 Acan,ALPL,COL10A1,COL2A1,FN1,SPARC,VCAN

EGF growth factor Activated 2.519 8.52E-08 DCN,EEF1A1,FN1,LDHA,PPIB,S100A9,SERPINA3,SP
ARC,TF,THBS1,VCAN,VIM

Tgf beta group Activated 2.51 8.06E-11 BGN,COL10A1,COL12A1,COL6A2,DCN,FN1,HSPG2,S
PARC,TGFBI,THBS1,VIM,VTN

IL10RA transmembrane receptor Activated 2.449 0.000372 DCN,FBN1,FN1,HSPA8,OGN,SPARC

TGFBR1 kinase Activated 2.433 0.000000263 Acan,BGN,FMOD,FN1,TGFBI,VIM

CSF1 cytokine Activated 2.428 6.34E-09
Chil3/Chil4,FN1,GOT2,HSPA5,LDHA,MPO,PKM,SPA

RC,THBS1,TPI1
estrogen receptor group Inhibited -2.63 0.0000109 ANXA1,COL12A1,COL6A1,COL6A2,FN1,SPARC,VIM

BDNF growth factor Inhibited -2.449 0.00000591 ANXA2,ANXA5,HSPA5,S100A9,SERPINH1,SPARC,T
HBS1,VIM

PRKAA2 kinase Inhibited -2.387 0.00000306 ALB,FN1,HSPA5,LDHA,P4HB,VIM
PSMB11 peptidase Inhibited -2.236 0.0000367 CHAD,COL6A1,COL6A2,THBS1,VCAN
RICTOR other Inhibited -2.236 0.00163 ATP5F1A,ATP5F1B,RPL30,RPSA,Uba52

CLPP peptidase Inhibited -2.236 0.00000161 ATP5F1A,ATP5F1B,GAPDH,MDH2,TKT
TSC2 other Inhibited -2.219 0.000124 ANXA1,ANXA2,GSN,HSPA5,PRELP

Alpha catenin group Inhibited -2.201 0.0000339 BGN,COL6A1,COL6A2,S100A9,VIM
ARHGAP31 other Inhibited -2 0.00000299 COL6A1,COL6A2,FN1,SPARC

CUL3 enzyme Inhibited -2 0.0000221 Acan,COL2A1,HAPLN1,S100A9
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表 4：  IPA の upstream regulator 解析によって Activated/Inhibited と
予測された上位 15 因子： Control  vs  Misuse+Overuse 

 
  

Upstream Regulator Molecule Type Predicted Activation State Activation z-score p-value of overlap Target Molecules in Dataset

CCR2 G-protein coupled receptor Activated 4 4.27E-24
BGN,Chil3/Chil4,COL12A1,COL1A1,COL1A2,COL6A1
,COL6A2,DCN,FBN1,FN1,HSPG2,OGN,PRELP,SPAR

C,TGFBI,THBS1,VCAN

TGFB1 growth factor Activated 3.817 1.53E-14

Acan,ALB,ANXA2,BGN,CKM,COL12A1,COL1A1,COL
1A2,COL2A1,COL6A1,COL6A2,COMP,CST3,DCN,EE
F1A1,ENO3,FBN1,FN1,GSN,HSPA5,HSPG2,LDHA,PK
M,SERPINA3,SERPINH1,SPARC,TGFBI,THBS1,VCA

N,VIM

PRL cytokine Activated 3.107 4.09E-13 ACTB,ANXA2,ANXA5,COL1A1,COL1A2,CST3,DCN,F
N1,MFGE8,P4HB,RPSA,SERPINA3,SPARC,VIM

HIF1A transcription regulator Activated 3.091 0.000000225 BGN,FN1,GAPDH,H2AC20,HSPA5,LDHA,PKM,PPIA,
THBS1,TPI1,VIM

OSM cytokine Activated 2.979 3.21E-08 ALB,ANXA1,ANXA2,CKM,COL1A1,COL1A2,COL2A1
,COL6A1,FN1,HSPA5,S100A9,SERPINA3,VIM

NFE2L2 transcription regulator Activated 2.952 0.0000204 COL1A1,FN1,LMNA,PDIA3,PPIB,SERPINA3,TKT,TPI
1,VCP

Tgf beta group Activated 2.878 6.25E-13 BGN,COL10A1,COL12A1,COL1A1,COL1A2,COL6A2,
DCN,FN1,HSPG2,SPARC,TGFBI,THBS1,VIM,VTN

TGFBR1 kinase Activated 2.804 4.13E-10 Acan,BGN,COL1A1,COL1A2,FMOD,FN1,TGFBI,VIM

CCN2 growth factor Activated 2.785 1.74E-09 Acan,COL10A1,COL1A1,COL2A1,DCN,FN1,HAPLN1,S
PARC

SP1 transcription regulator Activated 2.734 0.0000157 ALPL,ATP5F1B,COL1A1,COL1A2,COL2A1,FN1,HSPA
5,PKM,SPARC,VIM

IL15 cytokine Activated 2.626 0.00000186 ANXA1,ENO3,GAPDH,HSPA8,LDHA,OGN,PDIA3,PK
M,TKT,TPI1

CEBPA transcription regulator Activated 2.596 0.000000235 ALB,ANXA1,COL10A1,COL1A1,COL1A2,GAPDH,HSP
A5,MPO,S100A9,THBS1,VCAN

ZEB1 transcription regulator Activated 2.592 3.76E-10 COL1A1,COL1A2,FN1,RPL30,TF,TGFBI,THBS1,VIM

BMP2 growth factor Activated 2.575 2.5E-09 Acan,ALPL,COL10A1,COL1A1,COL1A2,COL2A1,FN1,
MATN1,SPARC,VCAN

Insulin group Activated 2.573 2.18E-12
ACTB,ALB,COL1A1,COL1A2,COL6A1,FN1,HSPA5,H
SPA8,LDHA,MDH2,P4HB,PKM,PPIA,PPIB,TGFBI,TH

BS1

PSMB11 peptidase Inhibited -2.646 0.000000155 CHAD,COL1A1,COL1A2,COL6A1,COL6A2,THBS1,VC
AN

estrogen receptor group Inhibited -2.63 0.0000174 ANXA1,COL12A1,COL6A1,COL6A2,FN1,SPARC,VIM
Alpha catenin group Inhibited -2.602 0.000000138 BGN,COL1A1,COL1A2,COL6A1,COL6A2,S100A9,VIM

BDNF growth factor Inhibited -2.449 0.0000101 ANXA2,ANXA5,HSPA5,S100A9,SERPINH1,SPARC,T
HBS1,VIM

CUL3 enzyme Inhibited -2.449 2.24E-08 Acan,COL2A1,COL9A1,HAPLN1,MATN1,S100A9
PRKAA2 kinase Inhibited -2.387 0.00000465 ALB,FN1,HSPA5,LDHA,P4HB,VIM

FAS transmembrane receptor Inhibited -2.236 0.00141 ANXA2,BGN,COL1A1,COL1A2,COL6A1,FBN1
RICTOR other Inhibited -2.236 0.00223 ATP5F1A,ATP5F1B,RPL30,RPSA,Uba52

CLPP peptidase Inhibited -2.236 0.00000229 ATP5F1A,ATP5F1B,GAPDH,MDH2,TKT
CR1L other Inhibited -2.236 7.13E-08 BGN,COL1A1,COL1A2,COL6A1,FBN1

MYOCD transcription regulator Inhibited -2.219 0.00000968 COL1A1,COL1A2,COL2A1,FN1,VCAN
TSC2 other Inhibited -2.219 0.000174 ANXA1,ANXA2,GSN,HSPA5,PRELP

NR4A1 ligand-dependent nuclear receptor Inhibited -2.061 0.000000372 ATP5F1A,ATP5F1B,COL1A1,COL1A2,COL6A1,COL6
A2,ENO3,MDH2,PDIA3

PRKG1 kinase Inhibited -2 0.00000351 COL1A1,FN1,MPO,THBS1
ARHGAP31 other Inhibited -2 0.00000398 COL6A1,COL6A2,FN1,SPARC
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表 5：  IPA の upstream regulator 解析によって Activated/Inhibited と
予測された上位 15 因子： Overuse vs  Misuse 

  

Upstream Regulator Molecule Type Predicted Activation State Activation z-score p-value of overlap Target Molecules in Dataset

CCR2 G-protein coupled receptor Activated 3.606 4.17E-19 BGN,COL6A1,COL6A2,DCN,FBN1,FN1,HSPG2,OGN,
PRELP,SPARC,TGFBI,THBS1,VCAN

TGFB1 growth factor Activated 3.105 2E-10
Acan,ALB,BGN,COL6A1,COL6A2,COMP,DCN,EEF1A
1,FBN1,FN1,GSN,HSPA5,HSPG2,PKM,SERPINA3,SE

RPINH1,SPARC,TGFBI,THBS1,VCAN,VIM

HIF1A transcription regulator Activated 2.928 7.32E-08 BGN,FN1,GAPDH,H2AC20,HSPA5,PKM,PPIA,THBS1,
TPI1,VIM

NFE2L2 transcription regulator Activated 2.784 0.0000113 FN1,LMNA,PDIA3,PPIB,SERPINA3,TKT,TPI1,VCP

Tgf beta group Activated 2.652 1.29E-09 BGN,COL6A2,DCN,FN1,HSPG2,SPARC,TGFBI,THBS
1,VIM,VTN

OSM cytokine Activated 2.511 0.000316 ALB,ANXA1,COL6A1,FN1,HSPA5,SERPINA3,VIM
TGFBR1 kinase Activated 2.433 5.13E-08 Acan,BGN,FMOD,FN1,TGFBI,VIM

AR ligand-dependent nuclear receptor Activated 2.425 0.000272 GSN,HSPA5,SERPINA3,TF,THBS1,VCAN,VIM
TCR complex Activated 2.425 0.0000251 HSPA5,MDH2,P4HB,RPL30,RPSA,SERPINA3,TPI1

PRL cytokine Activated 2.421 9.53E-10 ACTB,ANXA5,DCN,FN1,MFGE8,P4HB,RPSA,SERPIN
A3,SPARC,VIM

IL6 cytokine Activated 2.412 0.00000151 ALB,ANXA1,BGN,COMP,DCN,FN1,HSPA5,SERPINA
3,TF,THBS1,VIM

TGFB2 growth factor Activated 2.39 0.000000302 COL6A2,FMOD,FN1,HSPG2,THBS1,VCAN

IGF1 growth factor Activated 2.363 8.02E-09 Acan,BGN,DCN,FN1,GAPDH,HAPLN1,HSPA5,PKM,T
F,TGFBI,THBS1,VIM

IL10RA transmembrane receptor Activated 2.236 0.000778 DCN,FBN1,FN1,OGN,SPARC
IL15 cytokine Activated 2.224 0.0000749 ANXA1,GAPDH,OGN,PDIA3,PKM,TKT,TPI1

estrogen receptor group Inhibited -2.433 0.0000243 ANXA1,COL6A1,COL6A2,FN1,SPARC,VIM
PSMB11 peptidase Inhibited -2.236 0.0000098 CHAD,COL6A1,COL6A2,THBS1,VCAN

BDNF growth factor Inhibited -2.236 0.0000992 ANXA5,HSPA5,SERPINH1,SPARC,THBS1,VIM
PRKAA2 kinase Inhibited -2.177 0.0000138 ALB,FN1,HSPA5,P4HB,VIM

ARHGAP31 other Inhibited -2 0.00000101 COL6A1,COL6A2,FN1,SPARC
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表 6：  IPA の upstream regulator 解析によって Activated/Inhibited と
予測された上位 15 因子： Overuse vs  Misuse+Overuse 

 

  

Upstream Regulator Molecule Type Predicted Activation State Activation z-score p-value of overlap Target Molecules in Dataset

CCR2 G-protein coupled receptor Activated 4 4.27E-24
BGN,Chil3/Chil4,COL12A1,COL1A1,COL1A2,COL6A1
,COL6A2,DCN,FBN1,FN1,HSPG2,OGN,PRELP,SPAR

C,TGFBI,THBS1,VCAN

TGFB1 growth factor Activated 3.817 1.53E-14

Acan,ALB,ANXA2,BGN,CKM,COL12A1,COL1A1,COL
1A2,COL2A1,COL6A1,COL6A2,COMP,CST3,DCN,EE
F1A1,ENO3,FBN1,FN1,GSN,HSPA5,HSPG2,LDHA,PK
M,SERPINA3,SERPINH1,SPARC,TGFBI,THBS1,VCA

N,VIM

PRL cytokine Activated 3.107 4.09E-13 ACTB,ANXA2,ANXA5,COL1A1,COL1A2,CST3,DCN,F
N1,MFGE8,P4HB,RPSA,SERPINA3,SPARC,VIM

HIF1A transcription regulator Activated 3.091 0.000000225 BGN,FN1,GAPDH,H2AC20,HSPA5,LDHA,PKM,PPIA,
THBS1,TPI1,VIM

OSM cytokine Activated 2.979 3.21E-08 ALB,ANXA1,ANXA2,CKM,COL1A1,COL1A2,COL2A1
,COL6A1,FN1,HSPA5,S100A9,SERPINA3,VIM

NFE2L2 transcription regulator Activated 2.952 0.0000204 COL1A1,FN1,LMNA,PDIA3,PPIB,SERPINA3,TKT,TPI
1,VCP

Tgf beta group Activated 2.878 6.25E-13 BGN,COL10A1,COL12A1,COL1A1,COL1A2,COL6A2,
DCN,FN1,HSPG2,SPARC,TGFBI,THBS1,VIM,VTN

TGFBR1 kinase Activated 2.804 4.13E-10 Acan,BGN,COL1A1,COL1A2,FMOD,FN1,TGFBI,VIM

CCN2 growth factor Activated 2.785 1.74E-09 Acan,COL10A1,COL1A1,COL2A1,DCN,FN1,HAPLN1,S
PARC

SP1 transcription regulator Activated 2.734 0.0000157 ALPL,ATP5F1B,COL1A1,COL1A2,COL2A1,FN1,HSPA
5,PKM,SPARC,VIM

IL15 cytokine Activated 2.626 0.00000186 ANXA1,ENO3,GAPDH,HSPA8,LDHA,OGN,PDIA3,PK
M,TKT,TPI1

CEBPA transcription regulator Activated 2.596 0.000000235 ALB,ANXA1,COL10A1,COL1A1,COL1A2,GAPDH,HSP
A5,MPO,S100A9,THBS1,VCAN

ZEB1 transcription regulator Activated 2.592 3.76E-10 COL1A1,COL1A2,FN1,RPL30,TF,TGFBI,THBS1,VIM

BMP2 growth factor Activated 2.575 2.5E-09 Acan,ALPL,COL10A1,COL1A1,COL1A2,COL2A1,FN1,
MATN1,SPARC,VCAN

Insulin group Activated 2.573 2.18E-12
ACTB,ALB,COL1A1,COL1A2,COL6A1,FN1,HSPA5,H
SPA8,LDHA,MDH2,P4HB,PKM,PPIA,PPIB,TGFBI,TH

BS1

PSMB11 peptidase Inhibited -2.646 0.000000155 CHAD,COL1A1,COL1A2,COL6A1,COL6A2,THBS1,VC
AN

estrogen receptor group Inhibited -2.63 0.0000174 ANXA1,COL12A1,COL6A1,COL6A2,FN1,SPARC,VIM
Alpha catenin group Inhibited -2.602 0.000000138 BGN,COL1A1,COL1A2,COL6A1,COL6A2,S100A9,VIM

BDNF growth factor Inhibited -2.449 0.0000101 ANXA2,ANXA5,HSPA5,S100A9,SERPINH1,SPARC,T
HBS1,VIM

CUL3 enzyme Inhibited -2.449 2.24E-08 Acan,COL2A1,COL9A1,HAPLN1,MATN1,S100A9
PRKAA2 kinase Inhibited -2.387 0.00000465 ALB,FN1,HSPA5,LDHA,P4HB,VIM

FAS transmembrane receptor Inhibited -2.236 0.00141 ANXA2,BGN,COL1A1,COL1A2,COL6A1,FBN1
RICTOR other Inhibited -2.236 0.00223 ATP5F1A,ATP5F1B,RPL30,RPSA,Uba52

CLPP peptidase Inhibited -2.236 0.00000229 ATP5F1A,ATP5F1B,GAPDH,MDH2,TKT
CR1L other Inhibited -2.236 7.13E-08 BGN,COL1A1,COL1A2,COL6A1,FBN1

MYOCD transcription regulator Inhibited -2.219 0.00000968 COL1A1,COL1A2,COL2A1,FN1,VCAN
TSC2 other Inhibited -2.219 0.000174 ANXA1,ANXA2,GSN,HSPA5,PRELP

NR4A1 ligand-dependent nuclear receptor Inhibited -2.061 0.000000372 ATP5F1A,ATP5F1B,COL1A1,COL1A2,COL6A1,COL6
A2,ENO3,MDH2,PDIA3

PRKG1 kinase Inhibited -2 0.00000351 COL1A1,FN1,MPO,THBS1
ARHGAP31 other Inhibited -2 0.00000398 COL6A1,COL6A2,FN1,SPARC
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表 7：  IPA の upstream regulator 解析によって Activated/Inhibited と
予測された上位 15 因子： Misuse vs  Misuse+Overuse 

 

 

Upstream Regulator Molecule Type Predicted Activation State Activation z-score p-value of overlap Target Molecules in Dataset

CCR2 G-protein coupled receptor Activated 3.873 1.77E-22
BGN,Chil3/Chil4,COL12A1,COL1A1,COL1A2,COL6A1
,COL6A2,DCN,FBN1,FN1,HSPG2,OGN,PRELP,SPAR

C,TGFBI,THBS1

TGFB1 growth factor Activated 3.695 5.09E-14

Acan,ALB,ANXA2,BGN,CKM,COL12A1,COL1A1,COL
1A2,COL2A1,COL6A1,COL6A2,COMP,CST3,DCN,EE
F1A1,ENO3,FBN1,FN1,GSN,HSPA5,HSPG2,LDHA,PK
M,SERPINA3,SERPINH1,SPARC,TGFBI,THBS1,VIM

PRL cytokine Activated 3.107 2.72E-13 ACTB,ANXA2,ANXA5,COL1A1,COL1A2,CST3,DCN,F
N1,MFGE8,P4HB,RPSA,SERPINA3,SPARC,VIM

HIF1A transcription regulator Activated 3.091 0.000000168 BGN,FN1,GAPDH,H2AC20,HSPA5,LDHA,PKM,PPIA,
THBS1,TPI1,VIM

OSM cytokine Activated 2.979 2.27E-08 ALB,ANXA1,ANXA2,CKM,COL1A1,COL1A2,COL2A1
,COL6A1,FN1,HSPA5,S100A9,SERPINA3,VIM

NFE2L2 transcription regulator Activated 2.952 0.0000163 COL1A1,FN1,LMNA,PDIA3,PPIB,SERPINA3,TKT,TPI
1,VCP

Tgf beta group Activated 2.878 4.16E-13 BGN,COL10A1,COL12A1,COL1A1,COL1A2,COL6A2,
DCN,FN1,HSPG2,SPARC,TGFBI,THBS1,VIM,VTN

TGFBR1 kinase Activated 2.804 3.29E-10 Acan,BGN,COL1A1,COL1A2,FMOD,FN1,TGFBI,VIM

CCN2 growth factor Activated 2.785 1.39E-09 Acan,COL10A1,COL1A1,COL2A1,DCN,FN1,HAPLN1,S
PARC

BMP2 growth factor Activated 2.744 0.000000483 Acan,ALPL,COL10A1,COL1A1,COL1A2,COL2A1,FN1,
SPARC

SP1 transcription regulator Activated 2.734 0.0000122 ALPL,ATP5F1B,COL1A1,COL1A2,COL2A1,FN1,HSPA
5,PKM,SPARC,VIM

IL15 cytokine Activated 2.626 0.00000143 ANXA1,ENO3,GAPDH,HSPA8,LDHA,OGN,PDIA3,PK
M,TKT,TPI1

ZEB1 transcription regulator Activated 2.592 3E-10 COL1A1,COL1A2,FN1,RPL30,TF,TGFBI,THBS1,VIM

Insulin group Activated 2.573 1.37E-12
ACTB,ALB,COL1A1,COL1A2,COL6A1,FN1,HSPA5,H
SPA8,LDHA,MDH2,P4HB,PKM,PPIA,PPIB,TGFBI,TH

BS1

IGF1 growth factor Activated 2.483 3.77E-11
Acan,BGN,COL1A1,COL1A2,COL2A1,DCN,FN1,GAPD
H,HAPLN1,HSPA5,LDHA,PKM,TF,TGFBI,THBS1,VIM

estrogen receptor group Inhibited -2.63 0.0000145 ANXA1,COL12A1,COL6A1,COL6A2,FN1,SPARC,VIM
Alpha catenin group Inhibited -2.602 0.000000114 BGN,COL1A1,COL1A2,COL6A1,COL6A2,S100A9,VIM

PSMB11 peptidase Inhibited -2.449 0.00000262 CHAD,COL1A1,COL1A2,COL6A1,COL6A2,THBS1

BDNF growth factor Inhibited -2.449 0.0000082 ANXA2,ANXA5,HSPA5,S100A9,SERPINH1,SPARC,T
HBS1,VIM

PRKAA2 kinase Inhibited -2.387 0.00000395 ALB,FN1,HSPA5,LDHA,P4HB,VIM
FAS transmembrane receptor Inhibited -2.236 0.00122 ANXA2,BGN,COL1A1,COL1A2,COL6A1,FBN1

RICTOR other Inhibited -2.236 0.00197 ATP5F1A,ATP5F1B,RPL30,RPSA,Uba52
CLPP peptidase Inhibited -2.236 0.00000199 ATP5F1A,ATP5F1B,GAPDH,MDH2,TKT
CUL3 enzyme Inhibited -2.236 0.000000784 Acan,COL2A1,COL9A1,HAPLN1,S100A9
CR1L other Inhibited -2.236 6.19E-08 BGN,COL1A1,COL1A2,COL6A1,FBN1
TSC2 other Inhibited -2.219 0.000152 ANXA1,ANXA2,GSN,HSPA5,PRELP

PTP4A1 phosphatase Inhibited -2.157 4.08E-09 ANXA5,COL6A1,COL6A2,EEF1A1,PKM,SPARC,TKT,
VIM

NR4A1 ligand-dependent nuclear receptor Inhibited -2.061 0.000000292 ATP5F1A,ATP5F1B,COL1A1,COL1A2,COL6A1,COL6
A2,ENO3,MDH2,PDIA3

PRKG1 kinase Inhibited -2 0.00000314 COL1A1,FN1,MPO,THBS1
ARHGAP31 other Inhibited -2 0.00000356 COL6A1,COL6A2,FN1,SPARC
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図 25：  Enthesis  線維軟骨領域における TGFβ /BMP シグナル伝達経路の

二重免疫組織化学染色結果  

 

 

図 26：  Enthesis  軟骨下骨領域における TGFβ1 及び BMP4 の免疫組織化
学染色結果  

A: Double IHCを実施し得られたEnthesis FC領域の組織画像。一次抗体: TGFβR1、pSmad2/3、 BMPR1A,、
pSmad1/5/9。 DAB(茶色)発色: TGFβR1、BMPR1A。AP(赤)発色: pSmad2/3、pSmad1/5/9。黒矢頭: 陽性共局在細
胞を示した。Scale bar: 50µm。B: TGFβR1 / pSmad2/3陽性共局在細胞比率の比較結果。C: BMPR1A/pSmad1/5/9 
陽性共局在細胞比率の比較結果。D: pSmad1/5/9 / pSmad2/3比率の比較結果。B-D:すべてのデータは平均値
±SDで示した。 *, p<.05; **, p<.01; ***, p<.001。

A: Sigle IHC染色を実施し得られたEnthesis SB領域の組織画像。一次抗体: TGFβ1、BMP4。 DAB(茶色)発色: 
TGFβ1、BMP4。Scale bar: 50µm。B: 単位面積あたりにおけるTGFβ1陽性面積比率の比較結果。C:単位面積あ
たりにおけるBMP4陽性面積比率の比較結果。B-C:すべてのデータは平均値±SDで示した。 *, p<.05; **, p<.01; 
***, p<.001。



 
 

79  

 

図 27：  上腕骨骨幹部領域における TGFβ1 の免疫組織化学染色結果  

 

 

 

 

 

図 28：  Enthesis  線維軟骨領域における Sox9 及び Runx2 の免疫組織化
学染色結果  

 

A: Single IHC染色を実施し得られた上腕骨骨幹部(HD)領域の組織画像。一次抗体: TGFβ1。 DAB(茶色)発色: 
TGFβ1。Scale bar: 50µm。B: 単位面積あたりにおけるTGFβ1陽性面積比率の比較結果。データは平均値±SD
で示した。 *, p<.05; **, p<.01; ***, p<.001。

A: Single IHC染色を実施し得られたEnthesis FC領域の組織画像。一次抗体: Sox9、Runx2。 DAB(茶色)発色: 

Sox9、Runx2 。Scale bar: 50µm。B: 単位面積あたりにおけるSox9陽性細胞比率の比較結果。C:単位面積あた

りにおけるRunx2陽性細胞比率の比較結果。B-C:すべてのデータは平均値±SDで示した。 *, p<.05; **, p<.01; 

***, p<.001。
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図 29： Enthesis 線維軟骨領域及び棘上筋腱における mRNA 発現比較結果  

 

7.4  考察  

検証Ⅲにより、改めて EC 優位の運動が成長期マウス棘上筋及

び腱組織の肥大化と Enthesis FC 領域の過形成に関与している

ことが明らかになった。さらに、プロテオーム解析、 IHC 解析、

分子生物学的解析により、 TGFβ スーパーファミリー  （ TGFβ-

Smad 及び BMP-Smad 経路） 伝達経路の活性化が、スポーツ関

連性 Enthesopathy様の病的構造変化に対する標的経路となり得

ることが明らかとなった。  

A: Enthesis FC領域におけるTGFβ及びBMPシグナル伝達経路標的遺伝子のmRNA相対発現量を比較した。
Primer: Tgfb1、Bmp2、Bmp4、Alp1、Col2a1、Sox9、Runx2。B: 棘上筋腱における遺伝子のmRNA相対発現量
を比較した。 Primer: Tgfb1、Col1a1、Con3a1。C: Enthesis FC領域におけるBmp2及びBmp4のTgfb1に対する相
対発現比率比較結果。 D: 棘上筋腱におけるCol3a1とCol1a1相対発現比率比較結果。E: Enthesis FC領域及び棘
上筋腱におけるCol2a1の相対発現比較結果。A-E: Reference geneはHprt1を用いて正規化した。2-ΔΔCt法を用い
て相対発現量を算出した。すべてのデータは平均値±SDで示した。 *, p<.05; **, p<.01; ***, p<.001。
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まずは棘上筋 -腱複合体に関して、これは検証Ⅱのデータ同様

に EC 優位な動作条件において形態変化が誘発された。今回使用

した下り坂走行によって EC を誘発するモデルはすでに多くの研

究において使用されており、 EC 優位な動作に伴い筋 CSA 並び

に腱 CSA が拡大することは証明されている 4 4 , 5 3 )。EC は収縮タ

イプの中でも筋腱組織内で生じる機械的ストレスが非常に高く、

骨格筋及び腱の肥大化を誘発する 2 8 )。しかし今回の研究では腱

の機械的特性を検証していないため、棘上筋腱損傷後の肥大変化

のように組成が乏しい状態で機械的ストレスに抵抗するための

見かけ上の肥大化を図ったのか 4 4 )、もしくは単純に腱組織が強

化された のかは不明である。しかし 本 検 証では 、 腱 に お け る

Col1a1 mRNA が EC 優位な運動群で減少し Tgfb1 の増加並びに

Col3a1 が Col1a1 より優勢となっていた。これは先行研究にて下

り坂走行を 26.8m/min で 1 時間と高強度走行をさせたラットの

mRNA 解析結果（ Col1 発現が Sedentary 群よりも減少し、Col3

発 現 が Sedentary 群 よ り も 増 加 ） に 類 似 し て お り 8 6 ) 、

Tendinopathy のような腱障害が誘発された状態にあったと推察

される。しかし本検証は組織採取のタイミングが運動直後であっ

たため、 Collagen が分解への移行段階であった可能性も考えら

れる。Collagen の合成は激しい運動後 24 時間以降でピークを迎

え、 24 時間以内は分解が優勢であると報告されている 8 7 )。その

ため採取するタイミングが 24 時間以降であれば、異なる結果が

生じていた可能性がある。  

また本検証においても検証Ⅱ同様に FC領域の形態変化が生じ

た。そしてこの形態変化に関連する分子経路としては TGFβ スー
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パーファミリーの TGFβ-Smad 経路と BMP-Smad 経路の活性化

が関与しており、 EC 優位な運動に Overuse が加わると BMP-

Smad 経路の活性化が増加することが証明された。TGFβ は、発

生や細胞外基質のリモデリング機序、また細胞の増殖や分化、組

織修復など、多くの生物学的プロセスに関与する多機能サイトカ

インであり、骨・軟骨・腱などに広く発現する因子である 8 8 – 9 0 )。

軟骨組織内では、細胞外基質タンパク質の産生を促進し、軟骨細

胞の最終分化を防ぐ役割を有する 9 1 )。腱組織内では、圧縮応力

と一致して Enthesis FC 領域の新生に影響を与える因子である

7 9 , 8 0 )。一方で、腱の微小損傷の修復に関与したり、腱細胞を誘導

する因子であったりと、発現する組織部位によって機能が変化す

る因子である 8 1 , 8 2 )。最近の研究では、SB 領域での TGFβ の過剰

発現が、Enthesopathy 様の病態変化を引き起こすことや 1 8 )、骨

棘形成における軟骨内骨化機構の初期段階で TGFβ が発現して

いること 8 3 )、また膝関節における滑膜での TGFβ の過剰発現が

膝 OA の誘導因子であることなどが明らかになっている 8 2 )。し

たがって、TGFβ は発現部位だけでなく、発現量にも依存する因

子であると考えられる。また、骨破壊に伴って骨表面から放出さ

れる TGFβ は、 Ca（ 2+）の発現を減弱させることで筋力低下を

誘導することが示されており 9 6 )、隣接組織間のクロストークを

直接もしくは間接的に担う因子であることが示唆されている。

BMP は、骨格形成や血管リモデリングなど、胚発生の様々な側

面を含み、骨軟骨形成に重要な役割を果たしている 9 7 )。例えば

SB 領域では、骨芽細胞の分化促進や骨形成に関与している 9 8 )。

また、軟骨領域においては、軟骨新生や軟骨の保護・再生、軟骨
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細胞の最終分化の促進などに関与している 9 9 )。したがって、骨

形成や石灰化の促進 1 0 0 )、さらには軟骨内骨化にも重要な役割を

果たしている 1 0 1 )。そして BMP シグナルの調節不全は、進行性

骨化性線維異形成症の誘発など、骨代謝異常を引き起こすことが

明らかになっている 1 0 2 )。  

本研究では、 EC 優位の運動群において、 2W 及び 4W の腱 -

Enthesis FC 領域で Tgfb1 mRNA が増加する傾向にあり、組織

学的解析により、FC 領域、特に腱に近い UFC 領域で TGFβ-Smad

シグナルが活性化していることが確認された。また、TGFβ の下

流因子で軟骨形成に必須な Sox9 と軟骨基質成分である Col2a1

が、分子生物学的解析と IHC 解析により活性化されていた。こ

れは 2W と短期的な運動であっても、 FC 領域に EC 特異的な圧

縮応力の増加の結果、生物学的反応として TGFβ シグナルが活性

化され、軟骨合成が促進されたのではないかと考えられる。また、

EC により微小損傷を受けた腱において TGFβ が増加したことで、

Enthesis UFC 領域にクロストークが生じた可能性も推察できる。

TGFβ と同様に、BMP シグナルも EC 優位の運動群では FC 領域

で増加していた。特に組織学的解析では、活性化しているのは

Tidemark 周辺であり、 BMP の下流で石灰化を誘導する Runx2

も Tidemark から UFC 領域にかけて増加していた。分子生物学

的解析では、骨隆起形成に関与する Bmp2 と Bmp4 が EC 優位

の運動で顕著に増加し、その mRNA レベルは Tgfb1 の 2 倍近く

であった。Tidemark はミネラル化が乏しい UFC 領域と、ミネ

ラル化が促進される CFC 領域を分画する線状の領域である 1 0 )。

したがって、 Tidemark 周辺で BMP-Smad シグナルが活性化さ



 
 

84  

れたことにより、 EC 特異的に増加した機械的ストレスに反応し

て、石灰化の促進が引き起こされたのではないかと考えられる。

これは石灰化促進因子である Alp の mRNA 発現が増加している

ことや、組織学的に ALP 陽性領域が増加していることからも推

察される。BMP シグナルは、石灰化を誘導する IHH シグナルと

のクロストークが示唆されている 9 0 , 9 1 )。しかし本検証において

は、IHH 関連因子がプロテオーム解析や IPA の上位 15 因子に含

まれていなかったため、検討していない。先行研究では ALP や

Runx2 も IHH シグナルの影響を受けることが示されているため、

今後は追加検証する必要性が十分にある。またいくつかの先行研

究では、Enthesis SB 領域で TGFβ が過剰活性した場合、間葉系

幹細胞の誘導と血管新生が促進され 1 0 5 )、間接的に破骨細胞の過

剰発現や骨髄腔の拡大を誘導することで Bone marrow lesions

のような病態を引き起こすことが示されている 1 0 6 )。またこの変

化に伴い CFC 領域に血管が侵入することで CFC 領域の増加と

骨棘形成が誘導されることが明らかになっている 1 8 )。しかし本

研究の組織像や骨形態像では、 2W および 4W ともに血管侵入像

や骨髄腔の拡大は認められず、むしろ骨形成が促進されていた。

したがって、骨髄からのこれら因子のシグナル伝達や血管侵入が

本 検 証 結果を 引き起こし た と は 考えにくい。検 証 Ⅱ に お い て

UFC 領域が CFC 領域よりも高い割合で増加し、比率変化が生じ

ていたことから（図 10E）、スポーツ関連性 Enthesopathy 様の

形態変化は骨髄からの影響よりも、筋及び腱からの影響で生じる

ことが明らかとなった。  
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8  総合的考察  

本検証Ⅰ -Ⅲ全体を通し、スポーツ関連性 Enthesopathy 様の

病態変化には、単純な運動量の増加は影響を及ぼさず、動作中に

おける筋収縮タイプの優位性によって変化することが明らかと

なった。またこの病理学的変化のうち形態変化に関しては TGFβ

スーパーファミリーにおける TGFβ-Smad 経路及び BMP-Smad

経路が大きく関与していることが新たに明らかとなった。  

Enthesis の形態変化が生じる過程としては、一般的に軟骨内

骨化によって生じると考えられてきた 1 4 , 2 2 , 1 0 7 )。軟骨内骨化とは、

軟骨細胞の増殖が生じたのち、細胞の肥大化およびアポトーシス

が亢進し、同時に血管新生が誘導されることで軟骨内から骨形成

が生じていく 2 2 , 1 0 8 )。この過程は特にリウマチ性疾患など、過剰

な炎症並びに骨破壊が進み骨髄などから血管新生が生じやすい

病態、また成長板など直下に骨髄が存在する場合に表現される。

一方で、 Enthesopathy 様の病態は軟骨内骨化と類似しているも

のの、そのメカニズムは異なるとの報告も近年注目されている

8 0 , 1 0 9 ‒ 1 1 2 )。これら報告の多くは Enthesopathy が必ず誘発する X

連鎖低リン酸血症（ XLH）モデルマウスの研究や発生段階を観察

する研究で中心に検証されている。Enthesis 領域における細胞

増殖、さらにはプロテオグリカンや Col2 の腱方向への増加、ALP

活性の増加、BMP や IHH シグナルの活性化によって定義できる

病態とされている 1 1 0 )。そもそもの Enthesis における形態変化は

一般的に想定される軟骨内骨化産物 (血管新生や骨形成 )による

ものではなく、CFC の増加、すなわち石灰化の促進が要因である

と報告している研究もある 1 0 9 )。Enthesis における軟骨前駆細胞



 
 

86  

(Scx+/Sox9+)が分化する際、 FC 領域における細胞は Col1+細胞

から Col1+細胞 /Col2+細胞へ、最後に Col2+/ColX+細胞へと変化

する 8 0 , 1 1 3 )。そして ColX に加え ALP の活性化が同時に生じこと

で石灰化が促進される 8 0 )。ALP 活性は CFC 領域から Tidemark

周 囲 で 活 性 化 し 、 UFC 領 域 へ 広 が っ て い く 。 す な わ ち

Enthesopathy 様の形態変化が生じる場合、UFC の腱方向への合

成と、 CFC 領域並びに Tidemark 周囲の石灰化が同時に進行す

ることで生じると考えられる。本研究においても、 Misuse およ

び Misuse+Overuse 群にて線維軟骨領域の体積増加、 SOF 染色

性の増加、Col2a1 遺伝子の増加、ColX・ALP 活性化並びに Alp

遺伝子の増加、 BMP シグナル伝達経路の活性化が生じていた。

一方で骨破壊や血管侵入、細胞のクラスター化は確認されなかっ

た。すなわち、本研究結果で生じた Enthesopathy 様の形態変化

は軟骨内骨化が生じていたというよりも、 FC 領域における石灰

化の促進による形態変化が生じたと考察することができる。  

本論文全体における結果として最も注目すべき点は、高速平地

走行を行う Overuse 群と低速下り坂走行を行う Misuse 群間の

多くの項目で有意差が確認されたことにある。EC が発揮する関

節トルクは、CC や IC が発揮するトルクの約 1.2〜 2 倍と報告さ

れている 3 4 , 3 5 )。そのため本研究では、運動強度を設定する際に、

Misuse 群の走行速度を Overuse 群の約 66％に設定した。その

結果介入期間中の総走行距離は、Overuse 群と Misuse+Overuse

群が 27km（平均 22.5m/min）、Misuse 群が 18km（平均 15m/min）

となった。予測最大酸素消費量（％VO2max）を実際には計測で

きていないものの、齧歯類である Wister 系ラットを用いた先行
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研究に基づき算出した結果、各群の％VO2max は Overuse 群で

約 64％、 Misuse 群で約 64％、 Misuse+Overuse 群で約 80％で

あった 11 4 )。これまで認識されていたように、全身的身体活動量

がスポーツ関連性 Enthesopathy の発症に寄与するのであれば、

Overuse 群と Misuse 群間で有意差が生じることはなく、どちら

も病理学的変化を生じる可能性があった。しかし検証Ⅱ、Ⅲの結

果より同じ負荷量として設定した Overuse 群及び Misuse 群間

で多くの項目で有意差が確認され、 Misuse 群は Enthesopathy

様の病理学的変化を誘発していた。すなわち、スポーツ関連性

Enthesopathy の発症に運動量は大きく影響を及ぼす因子ではな

く、動作時における筋収縮タイプの優位性が発症に影響を及ぼす

要因であることが示唆された。  

この基礎研究結果は臨床的にも非常に有益な結果である。これ

まで OSD は大腿四頭筋の Overuse が発症要因であるとされてき

たが、同時期における Sinding-Larsen-Johansson 病や有痛性膝

蓋骨分離も同様に大腿四頭筋の Overuse が発症要因であると報

告されている。また好発時期は異なるが、ジャンパー膝も同様で

ある 11 5 )。他の疾患ではシンスプリント（過労性脛骨骨膜炎）や

有痛性外脛骨障害は後脛骨筋の Overuse によって発症すると報

告されている 1 8 , 1 0 4 )。しかし病態として異なるこれら疾患が対象

筋の Overuse だけで生じるとされ、さらに治療方法も同じであ

ることに対しては多くの臨床家が疑問を抱いてきた。本研究結果

か ら Misuse+Overuse 群 で 最 も 増 悪 し て い る た め 、 発 症 に

Overuse が関わることは否定できないが、根本の問題としては

EC 優位となってしまう身体のマルアライメントや動作パターン
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など、 Misuse の存在が多くあると推察される。動物実験では上

記疾患モデルが存在しないため検証が困難である。しかし本研究

によって示した内容はスポーツ関連性 Enthesopathy に対する治

療介入が対症療法による Overuse の改善だけでは無く、根源と

なりうる Misuse の探索と改善が最も重要であることを強調する

新規的なデータとなった。これは今後の治療介入コンセプトのパ

ラダイムシフトへと繋がる貴重な報告である。  
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9  研究限界と今後の展望  

本検証全体にはいくつかの研究限界があった。最も重大な問題

は腱 -Enthesis に対する力学強度の検証ができなかった点にある。

EC 運動は骨格筋や腱組織を肥大化させるが、多くの場合肥大化

した腱の素性は乏しく、力学的強度が弱化している 4 4 )。また

Enthesis においても Enthesopathy のような形態及び変性変化

が生じた場合は同部の強度が落ちることが予測される。そのため

これまで明らかにしてきた組織及び形態学的変化が機能として

如何なる変化を誘発しているかは不明である。実験プロトコルの

確立を早急に行い、今後データを追加する必要がある。また本検

証結果によって生じた病理学的変化は、 Enthesopathy の初期段

階であり後期までは至っていない問題がある。スポーツ関連性

Enthesopathy の発症初期段階は、炎症反応や疼痛の出現が主で

あり大きな形態変化は誘発されないが、後期になると骨棘形成が

生じ、最終的には骨剥離へと至る 2 4 )。我々の結果は、 CFC 領域

の増加や FC 領域の炎症・変性因子の増加などの病理学的変化が

認められ、Enthesis SB 領域にも変化は認められたが、骨棘形成

や骨剥離は認められなかった。その理由としては、今回対象とし

た筋肉の大きさが関係している可能性が考えられる。棘上筋は他

の筋肉に比べ EC の再現性が非常に高いが、体積や収縮力が小さ

いため、病理学的・構造的変化は大きな筋肉の Enthesis で観察

される変化よりも小さくなる可能性が高い。しかしながら大腿四

頭筋はマウスの重心や四足歩行の影響を受け、運動条件を変化さ

せるだけでは EC の再現性が悪く、これらの筋肉を標的にするの

は不適切であると考えている。電気刺激を用いて EC を誘導する
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ことも可能であるが、麻酔下で行わなければならないため運動に

よる周期的な負荷を再現することができない問題がある。したが

って、今回生じた病理学的変化は動物種や骨格筋のサイズによっ

て制限されている可能性があり、すべての動物種並びに部位が異

なる Enthesopathy に適用できるかどうかは現時点では提言でき

ない。またもう一つの理由として、介入期間の影響も考えられる。

本論文では、スポーツ関連性 Enthesopathy の好発期である若年

期での変化を検証するため、対象マウスも若年期だけの介入を実

施した（マウス性成熟期間：4-8 週齢）。介入期間をより長くする

ことで骨棘形成までの変化を誘発することが可能であったかも

しれないが、性成熟期以降の影響も加わるため介入期間の限界が

あった。そのため本検証内容は骨軟骨組織が脆弱な若年期には適

応可能であるが、性成熟期以降の Enthesopathy に適応できるか

は不明である。今後解析対象の週齢を性成熟期以降にし、同様の

変化が生じるかどうかを検証する必要性がある。また本検証内容

は、分子経路の特定の際に Smad を介する canonical 形 路 を検証

し た が 、 本来 TGFβ および BMP は Smad を 介 さ な い non-

canonical 経 路 (代 表 例 ： p38 mitogen-activated protein kinase 

経 路 )も 存 在 す る 。本 検 証 で は 後 者 の 経 路 を 検 証 し て い な い た め 、

EC 優 位 な 運 動 に よ り canonical 経 路 の み が 活 性 化 し た の か 、 も

し く は non-canonical 経 路 も 活 性 化 し て い た の か は 明 ら か で な

い 。今 後 両 ⽅ の 経 路 を 解 析 す る こ と で EC 優 位 な 運 動 が ど ち ら の

経 路 を 活 性 化 し や す い の か 明 ら か に す る こ と も 必 要 で あ る と 考

え て い る 。  

本研究を臨床応用するためには、まだ検証すべき点がいくつか
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存在する。まず Misuse を改善することが必要であると述べたが、

治療方法として EC 優位な運動から通常（ CC 優位な）運動に変

更した場合、 Enthesis では如何なる変化が生じるのかはまだ不

明である。仮説としては Enthesis に付与される機械的ストレス

が減少するため、 BMP-Smad 経路の活性化が減弱し、石灰化誘

導が抑制されるため形態変化は誘発されないと考えている。この

仮説に関しては現在検証中であるため、今後発表をしていく予定

である。また本研究は全て若年期を対象としているため性成熟期

以降の検証は行っていない。Enthesopathy は若年期で好発する

ものの、時には青年期や老齢期で発症するものも存在する。その

ため本研究同様の結果が、青年期にも当てはまるのかどうかを検

証する必要性がある。全ての年代で同様の結果が得られた場合は

動作時の筋収縮タイプは悪化因子として強調できる可能性があ

る。しかし年代ごとに異なる結果が得られた場合は、骨の成熟度

や組織の脆弱性によって変化する可能性が示唆できる。現状マウ

ス性成熟期以降かつ骨成長が停滞し始める 8-12 週齢に対し、同

様のプロトコルで検証中である。一部明らかとなった結果として

は若年期マウス (4-8 週齢 )の Enthesis 形態変化に比べ、性成熟期

以降 (8-12 週 )の Enthesis 形態変化の方が変化率は少なく、むし

ろ腱組織に EC の影響が及んでいる可能性を示唆している。さら

に詳細な検証を加えることで、年代別の Enthesopathy 発症要因

解明、さらには Tendinopathy(腱炎 )の病態理解にも発展できる

可能性がある。上記の動物実験研究により一定の見解が得られた

場合は、その後臨床研究も並行して進めていく必要性があると考

えている。スポーツ障害の疾患別に罹患者の動作特徴を抽出し、
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生じている Misuse および骨形状の観点から発症要因の特定を行

なっていく。また介入研究も今後実施することで、治療方法の確

立を検討している。例えば OSD に対する治療として、これまで

は安静や対象筋肉のストレッチなど対症療法が主であったが、大

腿四頭筋の Misuse を誘導する上位要因に骨盤の後傾、すなわち

腰椎の前弯不足や、脊柱起立筋などの腰部周囲筋の筋力低下が生

じている可能性が考えられる。これらに対し治療介入を行うこと

で Misuse が改善され、症状の根本的な緩和を図ることができる

と仮説を立てている。動物実験にて同様の検討を行い、病理学的

な変化が誘導されないことを検証した上で実施していく予定で

ある。  

以 上 の よ う に 、詳 細 な Enthesopathy 発 症 要 因 の 解 明 並 び に 治

療 ⽅ 法 の 確 ⽴ に ⾄ る ま で は 、さ ら に 研 究 を 重 ね る 必 要 が あ る 。し

か し な が ら 、本 検 証 内 容 に よ っ て 明 ら か に さ れ た 事 実 は ス ポ ー ツ

関 連 性 Enthesopathy 発 症 メ カ ニ ズ ム の 解 明 に つ な が る ⼤ き な ⼀

歩 と な っ た 。今 後 研 究 を よ り 発 展 さ せ 、ス ポ ー ツ 障 害 に 苦 し む 若

年 者 の 助 け と な れ る よ う 尽 ⼒ し て い く 。  
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10  結語  

 本 論 ⽂ は 、ス ポ ー ツ 関 連 性 Enthesopathy 発 症 要 因 の 解 明 に 向

け 、マ ウ ス を ⽤ い た 基 礎 実 験 を ⾏ な っ た 。動 作 時 に お け る 運 動 量

の 増 加 と 筋 収 縮 タ イ プ の 優 位 性 変 化 が 、 マ ウ ス 上 腕 ⾻ と 棘 上 筋 -

腱 -Enthesis 複 合 体 に 如 何 な る 変 化 を 誘 発 す る の か に つ い て 検 証

し た 。 検 証 の 結 果 、 以 下 の 結 論 を 導 き 出 し た 。  

(1)  マ ウ ス 上 腕 ⾻ 全 体 の ⾻ 形 成 に 対 し て は 、 運 動 量 の 増 加 も 、

筋 収 縮 タ イ プ の 優 位 性 も ⼤ き く 関 与 し な い 。  

(2)  単 純 な 運 動 量 の 増 加（ Overuse）に 伴 う 機 械 的 ス ト レ ス の 増

加 は 、Enthesopathy 様 の 病 的 変 化 を 誘 導 し な い 。ま た 筋 腱

組 織 に 対 し て 軽 微 な 肥 ⼤ 化 を 促 進 す る も の の 、 有 意 差 が ⽣

じ る ほ ど で は な い 。  

(3)  EC 優 位 な 運 動 に 伴 う 機 械 的 ス ト レ ス の 増 加 は 、

Enthesopathy 様の病理学的変化を誘導し、さらに Overuse

が加わることでより顕著な変化を誘導する。また筋腱組織

の肥大化を誘導する。  

(4)  Enthesopathy 様病理学的変化のうち、構造変化を誘導する

分子経路に TGFβスーパーファミリー (TGFβ-Smad, BMPs-

Smad 経路 )の活性化が関与している可能性がある。  

これまでス ポ ー ツ 関 連 性 Enthesopathy の主な 発 症 要 因 は

Overuse であり、運動量の増加が問題であると提言されてきた。

しかし本研究により、単純な運動量の増加は  Enthesopathy 様の

病理学的変化を誘導する要因ではないことが示唆され、新たに動

作時における EC 優位な運動が Enthesopathy の誘発因子となり

得ることを証明した。  
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13  補足資料  

13.1  補足資料 1 

13.1.1  Hematoxylin & Eosin（ HE）染色   

13.1.2  Toluidine-Blue（ TB）染色  

 
 

13.1.3  Safranin-O fast green（ SOF）染色  

 

キシレン 5min キシレン 5min
キシレン 5min キシレン 5min
キシレン 5min キシレン 5min
100% エタノール 3min 100% エタノール 3min
90% エタノール 3min 90% エタノール 3min
80% エタノール 3min 80% エタノール 3min
70% エタノール 3min 70% エタノール 3min

流⽔ 1min 流⽔ 1min
ヘマトキシリン溶液 10min
流⽔ 1min
エオジン溶液 10min 流水 1min

80%  エタノール 3min 80%  エタノール 3min
90% エタノール 3min 90% エタノール 3min
100% エタノール 3min 100% エタノール 3min

キシレン 3min キシレン 3min
キシレン 3min キシレン 3min

封⼊

Toluidine-Blue (TB) 染⾊

脱パラフィン

TB染⾊

脱⽔

透徹

封⼊

0.05%トルイジンブルー
(pH7.0 )溶液

10min

脱パラフィン

透徹

HE染⾊

脱⽔

Hematoxylin & Eosin (HE) 染⾊

キシレン 5min
キシレン 5min
キシレン 5min
100% エタノール 3min
90% エタノール 3min
80% エタノール 3min
70% エタノール 3min

流⽔ 1min
ヘマトキシリン溶液 10min
流⽔ 3min
0.1%ファストグリーン溶液 5min
1%酢酸溶液 15sec
5%サフラニン-O溶液 5min
流⽔ 10sec

100%  エタノール 5min
100% エタノール 5min
100% エタノール 5min

乾燥 37℃インキュベーター 1min

キシレン 3min
キシレン 3min

Safranin-O fast green (SFO) 染⾊

脱パラフィン

SFO染⾊

脱⽔

透徹

封⼊
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13.1.4  Tartrate resistant acid phosphatase /  

Alkaline phosphatase（ TRAP/ALP）染色  

 

な お ALP染 色 の み 実 施 す る 場 合 は 、 TRAP染 色 過 程 並 び に

0.1mol/L AMPD-HCL溶液はスキップした。  

  

キシレン 5min
キシレン 5min
キシレン 5min
100% エタノール 3min
90% エタノール 3min
80% エタノール 3min
70% エタノール 3min

流⽔ 1min
洗浄(DW) 3min
TRAP混合染⾊液　※1 30min
洗浄(DW) 3min

0.1mol/L AMPD-HCL溶液 10min
ALP基質液 90min

洗浄(DW) 3min
核染色試薬 5sec
洗浄(DW) 3min

乾燥 37℃インキュベーター 5min

キシレン 3min
キシレン 3min

※1: TRAP混合染⾊液 (酒⽯酸溶液(x10):酸性ホスファターゼ基
        質液A:酸性ホスファターゼ基質液B=10:90:1)

Tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) /
Alkaline phosphatase (ALP)  染色

脱パラフィン

透徹

封⼊

TRAP染⾊

ALP染色

対比染色
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13.2  補足資料 2 

13.2.1   Single 免疫組織化学（ IHC）染色手順  

 

キシレン 5min キシレン 5min
キシレン 5min キシレン 5min
キシレン 5min キシレン 5min
100% エタノール 3min 100% エタノール 3min
90% エタノール 3min 90% エタノール 3min
80% エタノール 3min 80% エタノール 3min
70% エタノール 3min 70% エタノール 3min

洗浄 (PBS) 3min x2 洗浄 (PBS) 3min x2
Proteinase K溶液 15min Proteinase K溶液 15min

洗浄 (PBS) 3min x2 洗浄 (PBS) 3min x2
BLOXALL blocking solution 10min BLOXALL blocking solution 10min

洗浄 (PBS) 3min x2 洗浄 (PBS) 3min x2
M.O.M. Mouse IgG
Blocking Reagent 1 h 5%Normal Goat Selum 30min

洗浄 (PBS) 3min x2
M.O.M. Diluent 5min
一次抗体溶液 Over Night 

洗浄 (PBS) 3min x2 洗浄 (PBS) 3min x2
M.O.M. Biotinylated Anti
Mouse IgG Reagent 10min ビオチン化二次抗体溶液 30min

洗浄 (PBS) 3min x2 洗浄 (PBS) 3min x2
ABC-HRP法 30min ABC-HRP法 30min

洗浄 (PBS) 3min x2 洗浄 (PBS) 3min x2
DAB溶液 1min DAB溶液 1min

洗浄 (PBS) 3min x2 洗浄 (PBS) 3min x2
25%ヘマトキシリン溶液 10min 25%ヘマトキシリン溶液 10min

キシレン 3min キシレン 3min
キシレン 3min キシレン 3min

対⽐染⾊ 対⽐染⾊

透徹 透徹

封⼊ 封⼊

二次抗体反応 ⼆次抗体反応

増感反応 増感反応

発⾊(茶) 発⾊(茶)

ブロッキング ブロッキング

一次抗体反応 ⼀次抗体反応 一次抗体溶液 Over Night

脱パラフィン 脱パラフィン

抗原賦活化処理 抗原賦活化処理

内因性HRP抑制 内因性HRP抑制

Single Immunohistochemistry (IHC) 染色 Mouse Single Immunohistochemistry (IHC) 染色 Rabbit
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13.2.2   Double 免疫組織化学（ IHC）染色手順  

 

キシレン 5min

キシレン 5min

キシレン 5min

100% エタノール 3min

90% エタノール 3min

80% エタノール 3min

70% エタノール 3min

洗浄 (PBS) 3min x2

Proteinase K溶液 15min

洗浄 (PBS) 3min x2

BLOXALL blocking solution 10min

洗浄 (PBS) 3min x2

5%Normal Goat Selum 30min

⼀次抗体反応 一次抗体溶液 Over Night 

洗浄 (PBS) 3min x2

ビオチン化二次抗体溶液 30min

洗浄 (PBS) 3min x2

ABC-HRP法 30min

洗浄 (PBS) 3min x2

DAB溶液 1min

洗浄 (PBS) 3min x2

M.O.M. Mouse IgG

Blocking Reagent
1 h

洗浄 (PBS) 3min x2

M.O.M. Diluent 5min

一次抗体溶液 Over Night 

洗浄 (PBS) 3min x2

M.O.M. Biotinylated Anti Mouse IgG Reagent 10min

洗浄 (PBS) 3min x2

ABC-AP法 30min

洗浄 (PBS) 3min x2

AP substrate kit Vector Red 10min

洗浄 (PBS) 3min x2

25%ヘマトキシリン溶液 10min

キシレン 3min

キシレン 3min

発⾊(⾚)

対⽐染⾊

透徹

封⼊

発⾊(茶)

2因⼦⽬

ブロッキング

一次抗体反応

二次抗体反応

増感反応

抗原賦活化処理

内因性HRP/AP
抑制

1因⼦⽬

ブロッキング

⼆次抗体反応

増感反応

Double Immunohistochemistry (IHC) 染色

脱パラフィン
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13.2.3   使用した一次抗体  

 

  

名称 Host Clonality 希釈倍率 会社 製品コード

Osterix (OSX) Rabbit Polyclonal 1/300 Bioss Antibodies bs-1110R

名称 Host Clonality 希釈倍率 会社 製品コード

Collagen type Ⅱ (Col Ⅱ) Rabbit Polyclonal 1/200 Abcam ab34712

Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) Rabbit Polyclonal 1/200 Bioss Antibodies bs-2081R

Interleukin-6 (IL-6) Rabbit Polyclonal 1/100 Abcam ab6672

Matrix metalloproteinase-13 (MMP-13) Rabbit Polyclonal 1/200 Bioss Antibodies bs-0575R

Collagen type X (Col X) Rabbit Polyclonal 1/150 Abcam ab58632
Osterix (OSX) Rabbit Polyclonal 1/300 Bioss Antibodies bs-1110R

Runt related transcription factor 2 (Runx2) Mouse Monoclonal 1/200 Medical & Biological Laboratories D130-3

名称 Host Clonality 希釈倍率 会社 製品コード

phospho Smad 2/3 (pSmad2/3) Rabbit Polyclonal 1/200 Affinity Biosciences AF3367

phospho Smad 1/5/9 (pSmad1/5/9) Rabbit Polyclonal 1/100 Cell Signaling Technology 13820S

Bone morphogenetic protein 4 (BMP4) Rabbit Polyclonal 1/200 Bioss Antibodies bs-1374R

Transforming growth factor beta  1 (TGFβ1) Mouse Monoclonal 1/200 GeneTex GTX34272

Transforming growth factor beta receptor 1 (TGFβR1) Mouse Monoclonal 1/100 Santa Cruz Biotechnology sc-518086

Bone morphogenetic protein receptor type1 A (BMPR1A) Mouse Monoclonal 1/100 Merck Millipore MABS419
SRY-box transcription factor 9 (Sox9) Mouse Monoclonal 1/400 invitrogen 14-9765-82
Runt related transcription factor 2 (Runx2) Mouse Monoclonal 1/200 Medical & Biological Laboratories D130-3

検証Ⅲ

検証Ⅱ

検証Ⅰ
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13.3   補足資料 3 

13.3.1   ISOGEN による RNA 抽出並びに RNA 精製手順  

1.  サ ン プ ル を 採 取 後 RNAlaterT M  Stabilization Solution

（ Invitrogen, CA, USA）に浸潤し -20℃で 1 週間保存した。 

2.  実体顕微鏡下で Microsurgery knife を用いて棘上筋・棘

上筋腱・ Enthesis FC 領域を採取した。なお、 FC 領域は

骨髄が含まれないように注意しながら削り出した。  

3.  2µ l チューブに各サンプル、 ISOGEN（ NIPPON GENE, 

Tokyo, Japan ） 400µ l 、 ジ ル コ ニ ア ビ ー ズ を 加 え 、

TissueLyser にセットした。  

4.  組織を 50Hz で 5 分間破砕し、氷上で 1 分間冷却した後、

さらに 50Hz で 5 分間破砕した。  

5.  ジルコニアビーズを除去後、室温にて 5 分間静置した。  

6.  200µ l のクロロホルムを添加し、 30 秒間激しく攪拌した。 

7.  4℃環境下で 15 分間、 12000g で遠心操作した。  

8.  上 層 に あ る 水 層 を 新 し い チ ュ ー ブ に 移 動 後 、 3µ l の

Ethachinmate（ NIPPON GENE, Tokyo, Japan）と水層の

0.8 倍量の 2-propanol を添加し転倒混和した。その後 4℃

環境下で一晩静置した。  

9.  4℃環境下で 15 分間、 12000g で遠心操作した。  

10.  沈澱しているペレット以外の上清を除去した。  

11.  沈澱ペレットに 1ml の 70%エタノールを添加し混和後、

4℃環境下で 5 分間、 12000g で遠心操作した。  

12.  ペレット以外の上清を除去し、室温で 10 分間乾燥させた  

13.  ペレットに対し UltraPure DEPC Treated Water（ Thermo 
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Fisher Scientific,  MA, USA）を 15µ l 添加することで RNA

を溶出した。  

14.  RNA 溶 出 液 に 対 し 混 入 ゲ ノ ム DNA を 除 去 す る た め

DNase（ TaKaRa Biotechnology, Shiga, Japan）処理を実

施した。反応液は以下のように調整した。  

 
15.  反応液を RNA 溶出液に添加し 37℃インキュベーター内で

30 分間静置した。  

16.  混入ゲノム DNA の除去及び RNA 精製を行うため、 RNA

溶出液と DNaseⅠ混合液に RNAClean XP（ Beckman 

Coulter,  CA, USA）を 36µ l 添加した。30 秒間の攪拌後室

温にて 5 分間静置することで DNA 断片を磁性ビーズに結

合させた。  

17.  磁気プレート上に移動し 10 分間静置した。その後アスピ

レーターにて上清を除去した。  

18.  磁気プレート上で 70%エタノール 200µ l を添加後 30 秒間

静置し再度上清を除去した。 70%エタノール洗浄を合計 3

回実施した。洗浄後は室温にて 10 分間乾燥させた  

19.  磁 気 プ レ ー ト か ら 降 ろ し 、 UltraPure DEPC Treated 

Water を添加し撹拌した。  

20.  磁気プレート上で再度静置し、精製された RNA サンプル

を含む上清を新しいチューブに移動した。  

15µl

2µl

1µl

0.5µl

1.5µl

20µl

DNaseⅠ反応液

RNA溶出液

10 X DNase I Buffer

Recombinant DnaseⅠ(Rnase-free)

Rnase Inhibitor

UltraPure DEPC Treated Water

Total
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13.3.2  High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit を

用いた cDNA 合成手順  

1.  High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit（ Applied 

Biosystems, CA, USA）を解凍し、溶液を撹拌後、反応液

を以下のように調整した。  

 

2.  Thermal Cycler Palm-Cycler を使用し以下のプログラム

で cDNA の合成を行なった。  

 

3.  合成した cDNA は直ちに -80℃で保存し、解析時には再解

凍・再撹拌して使用した。  

4.  逆転写反応によって得られた cDNA を鋳型と し 、 Real 

time PCR を用いて標的遺伝子の mRNA 相対発量を比較

した。  

5.  Real time PCR は StepOnePlus system （ Applied 

Biosystems, CA, USA ） と TaqMan Gene Expression 

Assays probe（ Applied Biosystems, CA, USA）を用いて

実施した。なお反応溶液に関しては以下の通りに調整した。 

2.0µl

0.8µl

2.0µl

1.0µl

3.2µl

10µl

20µl

UltraPure DEPC Treated Water

RNA抽出液

Total

High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit 反応液

10 X RTBuffer

25 X dNTP Mix (100mM)

10 X RT Random Primer

MultiScribe Reverse Transcriptase

Step1 25℃ 10min
Step2 37℃ 120min

Step3 85℃ 5min

Step4 4℃ ∞

Thermal Cycling Condition
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6.  調整した溶液を 96-well プレートに添加し、室温にて遠心

操 作 し た 。 気 泡 が 取 り 除 か れ た こ と を 確 認 し 、

StepOnePlus system に設置した。  

7.  PCR は Fast mode（ 95℃で 20 秒、60℃で 20 秒サイクル）

にて合計 45cycle 実施した。  

8.  解析方法は 2 -ΔΔCT 法を用いて Reference gene に対する標

的遺伝子の相対的発現量を群間比較した。  

 

 

13.3.3   使用した Primer 

  

10µl

7µl

1µl

1µl

1µl

20µlTotal

Real-Time PCR 反応液

TaqMan Fast Advansed Master Mix

UltraPure DEPC Treated Water

Reference gene primer

Targed gene primer

Sample cDNA

遺伝子名 製品番号 VIC/FAM

Tumor necrosis factor-alpha (Tnfα) Mm00443258-m1 FAM

Interleukin-6 (Il-6) Mm00446190-m1 FAM

Transforming growth factor-beta 1 (Tgfβ1) Mm01178820-m1 FAM

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Gapdh) Mm99999915-g1 VIC-PL

遺伝子名 製品番号 VIC/FAM

Transforming growth factor-beta 1(Tgfβ1) Mm01178820_m1 FAM

Bone morphogenetic protein-2 (Bmp2) Mm01340178_m1 FAM
Bone morphogenetic protein-4 (Bmp4) Mm00432087_m1 FAM

Collagen type II alpha 1 chain (Col2a1) Mm01309565_m1 FAM

Alkaline phosphatase 1 (Alp1) Mm00475834_m1 FAM

SRY-box transcription factor 9 (Sox9) Mm00448840_m1 FAM

Runt-related transcription factor 2 (Runx2) Mm00501584_m1 FAM

Collagen type I alpha 1 chain (Col1a1) Mm00801666_g1 FAM

Collagen type III alpha 1 chain (Col3a1) Mm00802331_m1 FAM

Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 (Hprt1) Mm00446968_m1 VIC-PL

検証Ⅱ

検証Ⅲ
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13.4   補足資料 4 

13.4.1   Qproteome FFPEkit を用いたタンパク質抽出過程  

1.  10µm にて 40 枚 /１個体の切片を作成した。  

2.  切片を Director slide（ AMR, Tokyo, Japan）にのせ、脱

パラフィン処理後、 FC 領域を明確化するために TB 染色

を実施した。  

3.  染色した切片から LMD7000（ Leica Microsystems, Tokyo, 

Japan）にて FC 領域のみを 0.5µ l チューブに回収した。

 

4.  回 収 し た サ ン プ ル に Extraction Buffer EXB と β-

mercaptoethanol 混合液（ 94： 6）を 50µ l 添加し混和し

た。  

5.  氷上で 5 分間冷却し、泡立たないよう再度混和した。  

6.  サンプルが入ったチューブを 100℃で 20 分間インキュベ

ートした。  

7.  サ ン プ ル が 入 っ た チ ュ ー ブ を Thermomixer を 用 い て

80℃で 2 時間、 750rpm でインキュベートした。  

8.  サンプルが入ったチューブ 4℃で 1 分間インキュベートし

た。  

9.  4℃環境下で 15 分間 14000g の遠心操作を実施し、抽出し
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たタンパク質が含まれている上澄を 1.5ml チューブに移

し替えた。  

10.  抽出し た タンパク質溶液を Pierce Micro BCA Protein 

Assay Kit（ Thermo Fisher Scientific,  MA, USA）を用い

てタンパク質濃度を測定した。  

11.  200µ l の methanol を抽出タンパク質溶液に添加し 10 秒

間混和した。その後 10 秒間 9000g で遠心操作した。  

12.  50µ l のクロロホルムを抽出タンパク質溶液に添加し 10 秒

間混和した。その後 10 秒間 9000g で遠心操作した。  

13.  150µ l の HLPC-grade の H2O を抽出タンパク質溶液に添

加し 10 秒間混和した。その後 1 分間 9000g で遠心操作し

た。  

14.  遠心操作により 3 層（上層：水層、中間層：タンパク質、

下層：有機層）に分離させたのち、上層のみ除去した。  

15.  150µ l の methanol を添加し 10 秒間混和した。その後 2

分間 9000g で 2 回遠心操作した。  

16.  沈澱したペレット以外の上澄みを全て除去した。  

17.  沈澱したペレットを 1ml のエタノールで洗浄し、その後 2

分間 9000g で遠心操作した。その後 2 回に分けてエタノ

ールを全て除去した。  
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13.4.2   タンパク質消化過程  

1.  沈澱したペレットを 10µ l の 1% RapiGest SF （ Nihon 

Waters, Tokyo, Japan） in 25mM NH4HCO3 で溶解した。 

2.  10µ l の 50mM Dithiothreitol（ DTT：Merck, Tokyo, Japan）

in 25mM NH4HCO3 を添加し、Thermomixer を用いて 37℃

で 1 時間、 950rpm で攪拌した。  

3.  10µ l の 100mM iodoacetamide（ IAA：Sigma-Aldrich, MO, 

USA） in 25mM NH4HCO3 を添加し Thermomixer を用い

て 37℃で 1 時間、 950rpm で再度攪拌した。なお 10 分ご

とにチューブを個別で混和した。  

4.  90µl の 25mM NH4HCO3 を添加した。  

5.  4µ l の 0.25µg/µ l  trypsin（ Promega, WI, USA） in 25mM 

NH4HCO3 を添加した。  

6.  37℃環境下で一晩インキュベートした。  

7.  20µl の 5%（ v/v）trifluoroacetic acid（ TFA：Sigma-Aldrich, 

MO, USA）を添加して trypsin による消化を停止した。  

8.  Thermomixer を用いて 37℃で 1 時間、 950rpm で再度攪

拌した。  

9.  24℃環境下で 30 分間 13000rpm の遠心操作を実施した。  

10.  Trypsin処理をされたペプチドを含む上澄みを新しいチュ

ーブに移し替え Speedvac evaporator を用いて真空乾燥

させた。  
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13.4.3   C-TIP を用いた脱塩濃縮過程  

1.  真 空 乾 燥 さ せ た サ ン プ ル に 対 し 、 TFA_A ［ H2O ：

Acetonitrile（ ACN）：TFA = 98：2：0.1］溶液を添加し、

超音波洗浄機によってサンプルを溶出させた。  

2.  C-TIP T300（ AMR, Tokyo, Japan）を 2ml チューブの蓋

に突き刺し、そこに試薬［H2O：ACN：Acetic acid（ AA）

= 20： 80： 0.5］を 10µ l 添加した。  

3.  24℃環境下で 15 秒間 1500g の遠心処理を実施し、試薬 A

をフィルターに通した。  

4.  続いて C-TIP に試薬 B（ H2O： ACN： AA = 96： 4： 0.5）

を 10µ l 添加した。  

5.  24℃環境下で 15 秒間 1500g の遠心処理を実施し、試薬 B

をフィルターに通した（フィルター中の溶液を試薬 A か

ら試薬 B に置換することでペプチドを吸着可能な状態に

した）。  

6.  C-TIP にサンプル溶液を 10µ l 添加し、24℃環境下で 15 秒

間 1500g の遠心処理を実施した。この作業を数回繰り返

した。  

7.  洗浄のため試薬 B を C-TIP に添加し、24℃環境下で 15 秒

間 1500g の遠心処理を実施した。  

8.  C-TIP が突き刺さっているチューブの蓋を TPX 製 1.5ml

チューブ（ Hitech, Tokyo, Japan）にはめこみ、サンプル

を溶出するために試薬 A を再度 C-TIP に 10µ l 添加した。 

9.  24℃環境下で 15 秒間 1500g の遠心処理を実施し、サンプ

ルを溶出した。 8.9 の作業を 2 回繰り返した。  



 
 

127  

10.  C-TIP が刺さっているチューブの蓋を外し、TPX 製 1.5ml

チューブにサンプルが溜まっている状態にした。  

11.  Speedvac evaporator を用いて真空乾燥させた  

12.  乾燥したサンプルに TFA_A［H2O：Acetonitrile（ ACN）：

TFA = 98：2：0.1］溶液を添加し超音波洗浄機によってサ

ンプルを溶出させた。  

13.  最後にオートサンプラー用の小瓶にサンプル溶液を移し

替え、 LC-MS/MS 解析に回した。  
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14  データ一覧  

 

 

図4 B C D E F
Control 32.578±2.798 0.074±0.007 3.953±0.177 0.176±0.017 0.029±0.003
Overuse 33.884±1.580 0.084±0.004 3.996±0.238 0.169±0.008 0.031±0.002
Misuse 36.733±2.183 0.085±0.009 4.203±0.336 0.147±0.013 0.034±0.002

Misuse+Overue 37.008±1.899 0.093±0.008 4.403±0.63 0.145±0.012 0.037±0.002

図5 B C D E
Control 1.705±0.060 0.679±0.055 38.417±4.640 0.156±0.007
Overuse 1.716±0.075 0.711±0.045 41.424±1.632 0.170±0.008
Misuse 1.759±0.044 0,743±0.045 42.305±3.060 0.174±0.007

Misuse+Overue 1.750±0.053 0.817±0.039 46.731±1.862 0.186±0.009

図7 C D
Control 0.918±0.465 1.173±0.300
Overuse  1.101±0.489 1.296±0.353
Misuse 2.151±0.544 1.932±0.328

Misuse+Overue 2.483±0.685 2.153±0.277

検証１
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図9 B
Control 1584.8±211.4
Overuse 1661.7±158.9
Misuse 1913.0±99.1

Misuse+Overue 1953.9±144.9

図10 B C D E (UFC rate) E (CFC rate)
Control 0.107±0.008 0.040±0.005 0.066±0.004 37.98±2.31 62.02±2.31
Overuse 0.117±0.010 0.047±0.004 0.068±0.006 40.76±1.72 59.24±1.72
Misuse 0.128±0.008 0.055±0.004 0.072±0.005 43.45±1.61 56.55±1.61

Misuse+Overue 0.139±0.014 0.063±0.007 0.077±0.008 45.20±0.95 54.80±0.95

図12 B C D
Control 39.12±3.28 38.04±4.03 38.53±1.74
Overuse 41.36±2.70 42.24±2.87 40.30±1.28
Misuse 46.42±1.65 50.25±2.13 43.51±2.89

Misuse+Overue 48.98±1.86 53.94±2.04 37.15±2.55

図13 B C
Control 50.95±5.95 12.93±4.42
Overuse 61.03±3.71 16.80±2.95
Misuse 66.71±3.16 29.07±5.65

Misuse+Overue 73.49±4.40 35.27±6.39

図14 B C
Control 1.12±0.22 2.48±048
Overuse 1.29±0.29 2.89±0.55
Misuse 1.74±0.21 3.72±0.67

Misuse+Overue 1.94±0.14 4.41±0.57

図15 B C D E F G
Control 2.797± 0.120 0.0103±0.0006 10.651±0.764 0.025±0.002 3.931±0.223 0.173±0.008
Overuse 2.819±0.102 0.0108±0.0006 11.641±0.814 0.027±0.003 3.815±0.264 0.172±0.008
Misuse 2.985±0.135 0.0118±0.0006 13.100±0.953 0.029±0.002 4.038±0.264 0.163±0.008

Misuse+Overue 2.966±0.144 0.0127±0.0010 14.191±0.778 0.003±0.002 4.063±0.402 0.154±0.007

図16 A B C
Control 1.00±0.36 1.00±0.64 1.00±0.42
Overuse 1.06±0.47 1.21±0.78 1.21±0.31
Misuse 1.85±1.08 1.22±0.64 2.19±0.85

Misuse+Overue 4.10±1.09 2.28±0.78 3.09±0.61

検証2



 
 

130  

 

図20 B C
2W Control 1212.2±87.3 0.58±0.06
2W Overuse 1233.0±72.6  0.64±0.06
2W Misuse 1394.3±102.9 0.74±0.06

2W Misuse+Overue 1519.2±155.1 0.82±0.06
4W Control 1635.3±126.9 0.72±0.04
4W Overuse 1672.9±145.9 0.76±0.06
4W Misuse 1859.1±132.8 0.87±0.08

4W Misuse+Overue 1938.7±125.3 1.00±0.10

図21 B C
2W Control 0.093±0.004 9.76±2.13
2W Overuse 0.094±0.004 10.80±3.32
2W Misuse 0.101±0,006 15.49±2.02

2W Misuse+Overue 0.109±0.006 18.28±2.63
4W Control 0.107±0.005 11.29±2.27
4W Overuse 0.111±0.008 13.23±2.67
4W Misuse 0.124±0.005 21.88±2.70

4W Misuse+Overue 0.137±0.006 23.78±3.10

図22 B C D E F G
2W Control 2.251±0.084 0.0066±0.0005 12.04±1.52 0.029±0.002 3.830±0.161 0.174±0.008
2W Overuse 2.290±0.114 0.0068±0.0007 14.39±1.17 0.031±0.002 3.836±0.253 0.168±0.011
2W Misuse 2.345±0.076 0.0078±0.0009 16.61±1.29 0.033±0.004 4.113±0.341 0.149±0.009

2W Misuse+Overue 2.391±0.068 0.0085±0.0010 16.95±1.29 0.036±0.004 4.149±0.225 0.149±0.007
4W Control 2.594±0.098 0.0090±0.0009 14.63±0.92 0.034±0.003 4.403±0.228 0,168±0.008
4W Overuse 2.654±0.067 0.0096±0.0008 15.59±0.84 0.034±0.003 4.444±0.361 0.163±0.010
4W Misuse 2.721±0.101 0.0109±0.0007 18.02±1.93 0.040±0.003 4.499±0.520 0,148±0.007

4W Misuse+Overue 2.779±0.052 0.0117±0.0009 19.11±1.77 0.042±0.002 4.552±0.245 0,140±0.009

図25 B C D
2W Control 24.90±2.46 5.08±2.30 0.21±0.09
2W Overuse 27.62±3.14 6.66±2.12 0.25±0.08
2W Misuse 32.6±2.71 12.7±2.42 0.39±0.09

2W Misuse+Overue 36.06±2.43 18.83±1.74 0.52±0.06
4W Control 24.42±1.86 4.11±1.55 0.17±0.07
4W Overuse 26.31±2.23 4.88±2.52 0.19±0.09
4W Misuse 31.43±3.02 11.95±2.31 0.38±0.07

4W Misuse+Overue 34.69±3.23 16.27±2.05 0.48±0.08

図26 B C
2W Control 6.16±1.02 3.01±0.78
2W Overuse 6.48±0.95 3.53±1.05
2W Misuse 8.60±1.33 4.50±1.12

2W Misuse+Overue 9.60±1.62 5.82±1.06
4W Control 8.02±1.23 4.79±0.72
4W Overuse 8.55±1.23 5.08±1.15
4W Misuse 10.96±1.57 6.06±1.01

4W Misuse+Overue 14.02±1.37 6.80±1.27

図27 B
2W Control 6.48±0.90
2W Overuse 6.63±0.95
2W Misuse 6.40±0.95

2W Misuse+Overue 6.52±0.93
4W Control 6.46±0.68
4W Overuse 6.75±1.18
4W Misuse 6.81±0.82

4W Misuse+Overue 7.20±1.27

検証3



 
 

131  

 

  

図28 B C
2W Control 36.09±2.38 15.39±2.42
2W Overuse 39.32±2.91 16.30±3.15
2W Misuse 47.4±3.26 20.9±3.43

2W Misuse+Overue 48.84±4.10 22.57±3.70
4W Control 21.04±2.93 12.66±2.82
4W Overuse 22.68±2.51 13.02±3.15
4W Misuse 28.92±3.57 17.05±2.90

4W Misuse+Overue 32.02±2.92 18.30±3.42

図29 A Tgfb1 Bmp2 Bmp4 Col2a1 Alp1 Sox9 Runx2

2W Control 1.00±0.27 1.00±0.24 1.00±0.29 1.00±0.44 1.00±0.18 1.00±0.34 1.00±0.39
2W Overuse 1.05±0.28 1.36±0.53 1.13±0.37 1.56±0.72 0.95±0.28 1.25±0.60 0.99±0.34
2W Misuse 1.36±0.18 1.82±0.44 1.62±0.35 2.98±1.11 1.46±0.48 1.61±0.48 1.26±0.28

2W Misuse+Overue 1.81±0.19 3.52±1.07 2.89±0.76 3.48±1.27 1.87±0.57 2.57±1.10 2.43±0.83
4W Control 1.00±0.28 1.00±0.38 1.00±0.29 1.00±0.25 1.00±0.47 1.00±0.39 1.00±0.42
4W Overuse 1.18±0.22 1.24±0.42 1.32±0.54 1.49±0.43 1.82±0.37 1.15±0.34 1.30±0.21
4W Misuse 1.53±0.31 1.57±0.39 1.40±0.60 2.27±0.49 2.11±0.58 1.73±0.22 1.65±0.32

4W Misuse+Overue 2.05±0.41 2.03±0.72 1.59±0.85 2.38±0.57 2.81±0.85 2.52±0.97 2.25±0.62

図29 B Tgfb1 Col1a1 Col3a1

2W Control 1.00±0.20 1.00±0.17 1.00±0.21
2W Overuse 1.60±0.38 0.87±0.25 1.00±0.21
2W Misuse 5.08±2.33 0.70±0.14 1.08±0.12

2W Misuse+Overue 7.12±1.54 0.45±0.14 1.11±0.22
4W Control 1.00±0.09 1.00±0.20 1.00±0.16
4W Overuse 1.24±0.28 0.82±0.19 0.95±0.29
4W Misuse 1.37±0.28 0.79±0.20 1.22±0.28

4W Misuse+Overue 1.62±0.24 0.87±0.06 1.44±0.19

図29 C/D Bmp2/Tgfb1 Bmp4/Tgfb1 Col3a1/Col1a1

2W Control  1.09±0.42 1.05±0.30 1.03±0.25
2W Overuse 1.27±0.40 1.06±0.24 1.23±0.39
2W Misuse 1.33±0.21 1.18±0.14 1.62±0.41

2W Misuse+Overue 1.93±0.46 1.62±0.50 2.60±0.59
4W Control 1.07±0.43 1.40±0.29 1.02±0.19
4W Overuse 1.05±0.37 1.13±0.40 1.19±0.34
4W Misuse 1.03±0.16 0.89±0.24 1.57±0.20

4W Misuse+Overue 1.00±0.29 0.75±0.29 1.71±0.23

図29 E Col2a1

2W FC 1.00±0.44
4W FC 1.00±0.56

2W Tendon 0.008±0.004
2W Tendon 0.002±0.001

検証3
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