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学位論文内容の要旨 

博士の専攻分野の名称  博士（歯学） 氏 名 橋本 圭司 

学 位 論 文 題 名 

Histological observation on the initial stage of vascular invasion into the secondary 

ossification of murine femoral epiphyseal cartilage 

（ マウス大腿骨骨端軟骨二次骨化における初期血管侵入の組織学的解析 ）

キーワード（５つ） 二次骨化，血管侵入，血管内皮細胞，endomucin，破骨細胞

長管骨の発生および形態形成は、軟骨原器に生じた一次骨化と二次骨化により進

行する。一次骨化は軟骨原器中央部から軟骨内部に、また、二次骨化は軟骨原器の

骨端軟骨に血管が侵入することによって開始し、その後、血管とともに伴走した骨

芽細胞前駆細胞が骨芽細胞に分化し骨形成を誘導してゆく。一次骨化においては、

血管内皮細胞が細い指状の細胞突起を伸長させ、MMP-9 などの基質分解酵素によっ

て軟骨侵入すること、また、血管侵入部位の軟骨細胞は肥大化し周囲の軟骨基質が

石灰化しつつあることが報告されている。ところが、二次骨化においては、血管侵

入が一次骨化と同様のメカニズムで誘導されているか詳細な報告がなされていな

い。近年、骨組織において CD31/endomucin 陽性を示す骨特異的血管が骨芽細胞の

活性および骨形成に作用すること、また、CD31/endomucin陽性血管内皮細胞の多く

はEphB4陽性静脈系の血管であることが明らかにされている。そこで、本研究では、

二次骨化において、骨端軟骨に侵入する CD31/endomucin 陽性血管内皮細胞、なら

びに、血管侵入に付随する細胞群について、組織学的に明らかにすることを目的と

した。 

生後 1、3、5、7、10、12、14 日齢野生型マウスを、麻酔下にて安楽死させ、大

腿骨を摘出後、4％パラホルムアルデヒド溶液で固定した。左大腿骨は、EDTA 脱灰

の後、通法にてパラフィン包埋し、厚さ 5μmの矢状断パラフィン切片を作製した。

これらの切片を用いて、HE染色、組織非特異型アルカリホスファターゼ（TNALPase）、

cathepsin K、MMP-9 免疫組織化学、ならびに、酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ

（TRAP）酵素組織化学を行った。一方、右大腿骨は、未脱灰の状態でエポキシ樹脂

に包埋し、準超薄切片を用いた von Kossa染色、および、超薄切片を用いた透過型

電子顕微鏡解析に供した。 

その結果、生後 1～3 日齢のマウス大腿骨遠位端の骨端軟骨は、関節面の上前面

中央部にわずかな窪みを形成し、そこには endomucin陽性を示す小血管が集積して



 

 

   

いた。軟骨基質分解に関与すると考えられる MMP-9陽性反応は、endomucin陽性血

管が集積していた部位の軟骨表面および軟骨膜にわずかにしか認められなかった。

さらに、endomucin陽性血管が局在する領域には TNALPase陽性細胞が局所的に集積

しており、その部位には、軟骨基質は石灰化されていないにも関わらず、少数の TRAP

陽性破骨細胞が観察された。準超薄切片観察および透過型電子顕微鏡観察を行った

ところ、生後 1日齢では、血管が関節軟骨に接していたが、それら血管は血管周囲

細胞を伴っておらず、血管内皮細胞の基底側の細胞壁は平滑であり、軟骨基質に向

かって細胞突起を伸長させていなかった。このような血管内皮細胞の周囲には静止

層の軟骨細胞が局在しており、その周囲軟骨基質にコラーゲン細線維の網目状構造

が観察されたことから、軟骨基質の分解は生じていないと推測された。 

生後 5日齢になると、軟組織塊の endomucin陽性血管が細胞突起を伸ばしながら

穿通するように軟骨侵入をおこなうのではなく、endomucin 陽性血管を含有する軟

組織塊として軟骨に侵入しはじめていた。その軟組織塊が侵入する先端において

MMP-9陽性反応を観察したが、侵入端以外の部位には MMP-9陽性反応を認めなかっ

た。また、軟骨に侵入する組織塊には、TNALPase弱陽性骨芽細胞系細胞のほか TRAP

陽性破骨細胞も局在していたが、これらの破骨細胞は cathepsin K陽性を示さなか

った。準超薄切片観察および透過型電子顕微鏡観察を行うと、軟骨基質内部に侵入

する一塊の細胞群が観察されたが、侵入端には多数の血管が局在した。しかしなが

ら、これらの血管内皮細胞は細胞突起を軟骨基質に穿下性に伸ばすことはなかった。

一方で、血管内皮細胞は血管腔の形を維持しながら、血管壁全体として軟骨基質に

接していた。その部位を拡大観察すると、血管壁周囲一層でコラーゲン線維の網目

状構造が消失していたことから、軟骨基質の分解が推測された。これらの血管周囲

に存在する軟骨細胞は肥大化しておらず、また、石灰化軟骨基質も観察されなかっ

た。 

生後 7～10日齢では、軟組織塊が骨端軟骨中央部に達すると、様々な方向に拡大

してゆき、MMP-9 陽性反応は拡大する軟組織塊の辺縁部に認められた。生後 12,14

日齢になると血管侵入部位に骨形成が生じていた。 

今回のマウス大腿骨遠位端部を用いた解析では、長管骨の二次骨化における骨端

軟骨の血管侵入は一次骨化における骨・軟骨移行部における血管侵入とは異なり、

血管内皮細胞が細胞突起を軟骨基質に穿下性に貫くのではなく、血管を含む軟組織

塊として軟骨に侵入していた。また、軟組織塊の先端部には血管内皮細胞が局在し

たが、血管腔構造を維持し、血管壁全体として軟骨基質を分解することが示唆され

た。 
 


