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研究成果の概要（和文）：代表研究者はこれまでの研究で、損傷を受けた前十字靱帯には自己修復能を有する細
胞が存在すること、および移植腱へこの細胞を遊走させることにより、腱の物性劣化を抑制させ得ることを発見
した。しかし、この細胞の本体およびこの腱の再構築過程ついては未だ不明であった。本研究は、①被損傷前十
字靱帯組織に出現する細胞およびその機能を明らかにした。②この細胞が移植腱へ遊走した後の機能を明らかに
した。さらに③この細胞が高発現する機能分子が移植腱基質の再構築過程に与える効果を明らかにした。以上の
結果から、被損傷靱帯組織から遊走した細胞が移植腱基質の再構築過程を制御する機序を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The preserved remnant tissue was histologically distinct from the graft at 4
 weeks, while the tissue partially adhered to the graft surface at 12 weeks. The ACL remnant tissue 
significantly accelerated revascularization in the grafted tendon at 4 weeks and significantly 
increased the number of mechanoreceptors at 4 and 12 weeks. In addition, remnant preservation 
significantly improved anterior translation and knee joint stiffness at 12 weeks. However, there 
were no significant differences in the structural properties between the 2 groups at 4 and 12 weeks 
after surgery.
Preservation of the ACL remnant tissue in ACL reconstruction enhanced cell proliferation, 
revascularization, and regeneration of proprioceptive organs in the reconstructed ACL and reduced 
anterior translation. However, remnant preservation did not improve the structural properties of the
 graft.

研究分野： 生体医工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は生体力学と分子生物学を融合させた研究方法を用い、被損傷靱帯に出現する再生能を持った幹細胞様細
胞の本体と機能および移植腱へ遊走後の機能を明らかにするもので、生体支持組織の機能的適応制御機構の解明
と制御に貢献する点において高い学術性がある。本研究は生体支持組織の機能的適応制御機構の統合的解明と制
御に貢献するという学術的意義がある。また本研究の結果は新しい安全な機能的細胞源、およびそれを用いた
腱・靱帯組織再構築現象の人為的制御に関する新しい原理を与えることから、生体軟組織の再生医学・組織工学
の発展に貢献し、また移植腱に対する安全な細胞療法の開発に貢献する意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
関節外科領域で最も高頻度に行われる膝十字靱帯再建治療においては、移植自家腱マトリクス
の力学的特性が外来性浸潤細胞による再構築現象（リモデリング）によって劣化し、その後の
回復は１年以上の長期を要する。これは治療上の重大問題であるのみならず、生体医工学およ
び組織工学領域における最大の課題の一つである。 
（１）代表研究者は、平成 21～23 年度科研費補助金（基盤 C）の補助を受けて、再構築現象
による移植腱の力学的特性劣化を人為的に制御するための基礎研究に着手した。まず、この種
の研究のために必須であった国際標準を満たす自家腱移植靱帯再建大動物（成羊）モデルを本
邦で初めて確立し、またその移植腱・靱帯の力学的特性計測システムを確立した（Kondo E et 
al. Am J Sports Med 2012）。次に、これを用いて TGF-βを投与して培養した自家線維芽細胞
を移植腱周囲へ投与すると、この細胞は移植腱の力学的特性劣化を抑制することを明らかにし
た（Kondo E et al. Am J Sports Med 2011）。しかし、この細胞では将来の癌化等の危惧を否
定できなかった。したがって同様の機能を有する安全な細胞源の研究が必要であった。 
（２）そこで代表研究者は、過去の研究において発見した、①損傷を受けた前十字靱帯には
TGF-β依存性自己修復能を有する幹細胞様細胞が存在する（Kondo E et al. Am J Sports Med 
2005）、および②移植自家腱には TGF-βの自然発現があること（Uchida N et al. J Biomech 
2005）、という事実に着目した。そして被損傷前十字靱帯組織（臨床的に遺残組織として存在）
で移植自家腱を被覆する（in situ 細胞療法）ことにより、前者の細胞を移植腱内へ遊走せしめ、
移植腱の再構築を促進できるのではないかと考えた。 
（３）そこで平成 24～26 年度科研費補助金（基盤 C）の補助を受けてこの仮説を証明する予
備研究を行い、上記の成羊モデルにおいて、被損傷前十字靱帯組織で移植腱を被覆すると組織
から移植腱への細胞遊走が起こること、またそれによって移植腱の力学的特性が有意に増強さ
れることを発見した。この準備の下で、代表研究者は本研究においてこの研究をさらに発展さ
せるために本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
腱・靱帯組織の再構築現象（リモデリング）の機序解明と制御は生体医工学および組織工学領
域における最重要課題の一つである。代表研究者はこれまでの研究で、損傷を受けた前十字靱
帯には TGF-β依存性自己修復能を有する幹細胞様細胞が存在すること（Kondo E et al. Am J 
Sports Med 2005）、および自家移植腱へこの細胞を遊走させることにより、腱マトリクス（基
質）の物性（力学的特性）劣化を抑制させ得ることを発見した（Kondo E et al. Am J Sports Med 
2011）。しかし、この細胞の本体およびこの腱基質再構築過程の制御機構における分子機序に
ついては未だ不明である。そこで企画した本研究の目的は、まず①被損傷前十字靱帯組織に出
現する幹細胞様細胞の本体およびその機能を生体力学的および分子生物学的に明らかにし、次
いで②この細胞が移植腱へ遊走した後の機能を、同様に生体力学的および分子生物学的に明ら
かにする。さらに③この細胞が高発現する機能分子が移植腱基質の再構築過程に与える効果を
明らかにする。以上の結果から、被損傷靱帯組織から遊走した幹細胞様細胞が移植腱基質の再
構築過程を制御する分子機序を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 前十字靱帯（ACL）損傷（家兎）モデルにおいて、ACL 損傷後０、６および 12 週において
この組織に出現する幹細胞様細胞を分離し、正常組織と比べて特異的に高発現している遺伝子
を、マイクロアレイを用いて網羅的に解析する。そこで高発現する幹細胞マーカーおよび主要
な機能分子について RT-PCR、Western blot、および免疫染色等を用いて遺伝子およびタンパク
レベルで確認する。さらにその機能分子が靱帯基質の力学的特性に与える効果を生体力学的に
明らかにすることにより、この細胞の本体とその機能を明らかにする。 
(2) ACL 再建（成羊）モデルにおいて、(1)の幹細胞様細胞を被損傷靱帯から関節内移植腱へ遊
走させた群と、その処置を行わなかった群を作製する。その後１、４および 12週の各時期にお
いて各群の移植腱から細胞を分離し、両群の対比において前者に特異的に高発現している遺伝
子を、マイクロアレイを用いて網羅的に解析する。成羊(サフォーク種)6 頭を用い、独自に開
発した成羊 ACL 再建モデルにおいて幹細胞様細胞を被損傷靱帯から関節内移植腱へ遊走させた
群（被覆群）と、その処置を行わなかった群を作製する（非被覆群）。各群とも術後 12週に屠
殺して生体力学的、組織学的および遺伝子解析に供する。遺伝子の網羅的解析は、組織から細
胞を分離し、isolation kit を用いて全 mRNA を抽出し、その安定性と質 Bioanalyzer を用いて
調べた後、逆転写によって fluorescence-labelled cDNA を作製する。NCBI database を基に、
約 8000 個の DNA を基板上に配置にした oligonucleotide マイクロアレイを作製し、各時期に発
現している遺伝子を網羅的に解析する。そこで明らかになった主要な機能分子および幹細胞マ
ーカーの発現について、RT-PCR、Western blot、および免疫染色等を用いて遺伝子およびタン
パクレベルで明らかにすることにより、この細胞の遊走後の機能の変化を継時的に明らかにす
る。 
(3) (2)の遊走群における移植腱における力学的特性の改善およびメカノ受容器の再生の促進
を定量的に計測する。この結果と(2)で特定された機能分子の発現との相関を解析する。また、
その分子の阻害がこの相関に与える効果を解析することにより、被損傷靱帯から遊走した幹細



胞様細胞が移植腱の再構築過程および神経再生を促進する現象の分子機序を明らかにする。 
 
４．研究成果 
I. 家兎前十字靱帯（ACL）損傷モデルの解析 
(1) 膝前方移動距離：対照群、0週群、6週群、12週群および 24週群の膝前方移動距離は、膝

屈曲 30°でそれぞれ平均 1.1 mm、1.6 mm、2.0 mm、2.0 mm、および 2.1 mm であり、損傷
群は対照群に比べ有意の高値を示した。膝屈曲 60°および 90°における結果は、30°にお
けるそれと同様であった。 

(2) ACL の長さおよび断面積：対照群、0週群、6週群、12週群および 24週群の ACL の長さは、
それぞれ 10.4 mm、11.5 mm、11.5 mm、11.6 mm および 11.7 mm であった。損傷群は対照群
に比べ有意の高値を示した。断面積のそれは、6.4 mm2、6.1 mm2、5.8 mm2、5.8 mm2 およ
び 5.2 mm2 であり、各群間に有意差は認めなかった。 

(3) 破断様式と構造特性：破断様式は、対照群ではすべて裂離骨折であったのに対し、損傷群
では全例が実質部断裂であった。対照群、0週群、6週群、12週群および 24週群の線形剛
性は、136 N/mm、43 N/mm、65 N/mm、73 N/mm および 69 N/mm であり、いずれの群も対照
群に比べて有意に低値であった。12週群は 0週群に比べ有意に高値であった。最大破断荷
重のそれは、362 N、103 N、146 N、175 N および 148 N であり、いずれの群も対照群に比
べて有意に低値であった。12 週群は 0週群に比べ有意に高値であった。 

(4) 組織所見：HE染色による損傷群の組織学的観察では、実質部内に広範に肉芽様組織形成を
認め、コラ−ゲン線維の配列は正常群に比べて不規則であった。 

(5) 損傷が広範囲に存在しているが、連続性は保たれている家兎 ACL 損傷モデルを作製した。
これは、損傷後の治癒経過に関して生体力学的に高い再現性を有していたが、本組織に出
現する幹細胞様細胞を分離し、正常組織と比べて特異的に高発現している遺伝子を、マイ
クロアレイを用いて網羅的に解析することができなかった。そこで被損傷組織に存在する
自家滑膜由来細胞を用いて次の研究を行った。 

 
II. 液性因子処理培養滑膜由来細胞投与が ACL 再建モデルに与える効果 
(1) TGF-beta1 を加えて培養した自家滑膜由来細胞が in situ 凍結解凍処理 ACL に与える効果

を明らかにした。家兎を使用し、I 群では TGF-beta1（10 ng/ml）を投与した滑膜由来細胞
を Fibrin に包埋し in situ 凍結処理 ACL に投与した。II 群では TGF は投与せずにＩ群と
同様の処置を行った。III 群では Fibrin のみを投与した。各動物は術後 12 週に屠殺し各
評価を行った。Ｉ群では左膝の被損傷組織から滑膜由来細胞を採取し２週間培養を行った。
その細胞を含む fibrin sheet を作製後 TGF-beta1 を投与し、右膝の凍結解凍処理 ACL に縫
着した。 

(2) 組織学的所見：I 群では線維芽細胞様細胞が ACL 深層まで浸潤していた。TEM による観察で
はＩ群は、他の群に比べて大径の線維が多く観察された。 

(3) I 群の弾性率は正常群との間に有意差を認めなかったが、II群と III 群のそれは正常群よ
り有意に低値であった。引張強度も同様の傾向を認めた。 

(4) 本研究は、培養自家滑膜由来細胞投与が凍結処理 ACL への細胞浸潤を促進し、力学的劣化
を抑制することを明らかにした。この結果は被損傷組織に存在する自家滑膜由来細胞が移
植腱の力学的劣化を抑制する方法として有望である可能性を示した。 

 
III. 被損傷靱帯組織にて移植腱を被覆した成羊 ACL 再建モデルの解析 
(1) 移植腱の形状評価：移植腱の断裂はいずれの観察時期においても認められなかった。非被

覆群においては移植腱の中央部は薄い滑膜様組織で被覆されていた。一方、被覆群におい
て移植腱は厚い線維性組織で被覆されていた。被覆群の脛骨側遺残組織は正常に近い
Enthesis 構造を認めた。移植腱長に関しては両群間で有意差はなかったが、断面積は術後
12 週において被覆群（平均 40.1 mm2）が非被覆群（31.2 mm2）より有意に高値であった
(p=0.0478)。 

(2) 組織学的評価：機械的刺激受容器に関して、術後 4週では非被覆群でそれらは認められな
かったが、被覆群では平均 4 個(Ruffini 小体 1 個、Pacini 小体 2 個、Golgi 腱器官 1 個)
が観察された。術後 12週では、非被覆群で術後 4週と同様、それらは認められなかったが、
被覆群では平均 14.7±4.9 個(Ruffini 小体 5±2個、Pacini 小体 2.7±0.6 個、Golgi 腱器
官 6.3±3 個)が観察された。被覆群の移植腱実質部は滑膜に覆われた厚い線維組織に被覆
され、遺残組織と移植腱に連続性が認められた。移植腱中央部は両群とも規則的な膠原繊
維の配向を示したが、無細胞領域も観察された。 

(3) 移植腱の細胞数、血管数評価：移植腱内に侵入した細胞数計測のため、各標本において光
学顕微鏡の 20倍視野で 1x1 mm のグリッドを移植腱の大腿骨側、中央部および脛骨側に設
定した。術後 4週における細胞数は非被覆群(296.3±78.3 /mm2)と比較して被覆群(467.0
±44.0 /mm2)が有意に多かった(p=0.032)が、12 週では両群間に有意差は認めなかった。
血管数計測では、各標本において光学顕微鏡の 20 倍視野で 200x200 micrometer のグリッ
ドを使用した。4週における血管数は、非被覆群(6.5±0.7)と比較して被覆群(16.7±1.5)
が有意に多かったが、12週では両群間に有意差はなかった。 



(4) 力学的評価：術後 12週における脛骨前後方向移動
距 離 は い ず れ の 角 度 に お い て も 被 覆 群
(30°,60°,90°：平均 8.5 mm,9.3 mm,8.3 mm)が
非被覆群(8.5 mm,9.3 mm,8.3 mm)に比べて有意に
低値を示した(p<0.02)。移植腱の断面積は、被覆
群(40.5 mm2)が非被覆群(26.7 mm2)に比べ有意に
高値を示した(p=0.01)。引張試験における破断様
式は、全例実質部断裂であった。右図は、荷重―
伸び曲線を示す。最大破断荷重および線形剛性は、
被覆群(平均 394 N,96 N/mm)が非被覆群(301 N, 92 
N/mm)に比べ高い傾向を示したが、有意差はなかっ
た。 

(5) 遺伝子解析：正常群との比較により、被覆群において特異的に高発現する以下の遺伝子群
を明らかにした。(1) 20 倍以上発現遺伝子:COL1A1, ADAM12(筋肉・脂肪の両組織形成に関
わる膜タンパク質)、periostin (インテグリンリガンド)(2) 10 倍以上発現遺伝子: MMP2, 
COL21A1, COL14A1, COL5A1。 (3) 5 倍以上発現遺伝子: COL1A2, COL3A1, COL6A3, 
COL4A1,ADAMTS1, COL4A2, COL5A2, MMP16。 

(6) 移植腱へ遊走させたこの細胞には、無処置の移植腱の細胞よりも COL1A1, ADAM12, 
periostin, MMP2, COL21A1, COL14A1, COL5A 等の分子が遺伝子レベルで高発現していた。
今後、これらの発現時期と移植腱の力学的特性の改善および再生メカノ受容器数の増加と
の相関を解析する。またその発現の阻害はこの改善・再生を阻害するか検討する。これら
から被損傷靱帯から遊走した幹細胞様細胞が移植腱の再構築過程および神経再生を促進す
る現象の分子機序を明らかにする。 
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