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研究成果の概要：再建靱帯組織由来線維芽細胞に対する低出力超音波パルス（以下 LIPUS

と略す）照射は、出力強度依存的にコラーゲンの量を増加させるのみならず、靱帯型の架橋パ

ターンを変えることなく、生理的架橋の量を増加させること、さらには、コラーゲン基質の成

熟速度を促進することが明らかになった。従って、LIPUS 刺激は、術後療法の短縮を計るため

の手段の一つとして、臨床応用可能と考える。  

 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,900,000 570,000 2,470,000 

2008 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・整形外科学 

キーワード： 再建 ACL, LIPUS, 成熟促進, コラーゲン 

 
 
１． 研究開始当初の背景  
 

しかし、自家腱組織を用いた膝ACL再建術後

の早期スポーツ復帰の問題点として、リモデ

リング過程が長期に亘ることや、再建靱帯(以

下rACL)の力学的強度が健常な靱帯組織には

及ばないといった指摘がなされている。また、

これまでに、rACLの成熟の促進を目的とした

膝前十字靱帯(以下ACL)再建術は、スポーツ

外傷に対する観血的治療で最も頻度が高いも

のである。我々は、これまでに自家腱組織を

用いて靱帯再建を行った場合、移植組織はリ

モデリングされ、腱組織から靱帯様組織へ成

熟していくことを明らかにしてきた。 



成長因子の関節内投与や遺伝子導入が試みら

れているが、臨床応用に際しては、リコンビ

ナント蛋白や遺伝子の生体に及ぼす作用の安

全性が問題となることに加え、コストが高く

手技が煩雑であるなどの欠点がある。 

 

 

２． 研究の目的 
 

我々は、これまでに、コラーゲン産生細胞

に対して至適な力学的刺激を行うことによ

り、組織特異的な架橋パターンを早期に誘導

し、架橋の形成量も最大限高めることが可能

であることを見いだしている。特に、骨折治

癒促進装置として臨床応用がなされている

低出力超音波パルス（図 1）刺激（Low 

intensity pulsed ultrasound : LIPUS，セ

ーフス®，帝人）は、コラーゲンの成熟促進

に対して優れた効果を有することを、骨芽細

胞を用いた研究から明らかにしてきた。 

そこで、本研究の目的は、rACL の成熟化の

促進を早期に、かつ最大限誘導する安全な手

法として、すでに臨床応用がなされている

LIPUS 刺激が、有用か否かを細胞レベルで明

らかにし、将来的に臨床応用可能であるかを

検証することにある。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. 低出力超音波パルス 

 
 
 
３． 研究の方法 
 
 組織学的な検索に加え、新たにコラーゲン

基質の組織特異的な分化マーカーとしての

架橋パターン、その決定に関わるリジン水酸

化酵素の発現を解析し、同時にコラーゲンの

強度を規定する架橋の形成度を網羅的に解

析する。 

 

(1) 自家腱を用いた再建靱帯からの線維芽細

胞の単離培養 

 対象は、自家腱組織を用いて、ACL 再建術

を施行し、術後 1 年における IKDC 評価が A

であった 11 症例から、second look 時に生検

を行い、outgrowth 法により再建靱帯由来細

胞を調整した。 

 

(2) 再建靱帯由来線維芽細胞に対する LIPUS

の効果 

 採取した細胞は、6well の培養皿に播種し

コンフルエントに達した後に、臨床で用いら

れている出力条件（出力強度 30mW/cm2，また

は、120 mW/cm2，周波数 1.5 MHz，繰り返し

周波数 1.0 kHz，バースト幅 200msec）で 20

分間/日、連日照射を行い、28 日間培養し、

経時的に細胞層を回収し、以下の定量を行っ

た。 

① コラーゲン含有量 

 

② 架橋形成量 

・未熟架橋（リジノノルロイシン架橋）： 

  dihydroxyl-ysinonorleucine（DHLNL）, 

  hydroxy-lysinonorleucine（HLNL）, 

  lysinonorleucine（LNL） 

・成熟架橋（ピリジニウム架橋）： 

  pyridinoline（PYD）， 

deoxypyridinoline（DPD） 

・架橋パターン： 

(DHLNL+HLNL/LNL, リジン水酸化度) 

・成熟指数(成熟架橋/未熟架橋)   

    

③ 成熟速度解析 

一部の細胞に対して LIPUS刺激の際にトリ

チウムーリジンを添加し、リジンが未熟架橋

から成熟架橋に移行することを Metabolic 

labeling 法で確認し、成熟速度を算出した。 

 

（3）組織学的検索 

光学顕微鏡（HE 染色）、透過・走査電子顕

微鏡を用いて、培養皿上の細胞基質層を観察

し、コラーゲンの線維径の分布パターンなど



(2)国内外における位置づけ・今後の展望 を解析して、組織学的にも基質の成熟過程を

観察した。  我々はこれまでに、自家腱組織を用いたヒ

ト再建 ACL の術後 1年の時期における生検組

織のコラーゲン分析を行った結果、移植腱は

ACL 固有の架橋パターンを有する組織ヘリモ

デリングされるものの十分な力学的強度は

獲得できない可能性が高いことを報告し、早

期スポーツ復帰への危険性を指摘してきた。 

 
 
 
 
４．研究成果 
 

(1)研究成果 

 解析の結果、細胞数は各群間で差は認めら

れなかった。コラーゲン含有量は LIPUS 群で

有意に高値を示し、この増加は 14 日目まで

は、出力強度に依存的であった。生理的架橋

の数を規定するリジルオキシダーゼの発現

量は、出力強度依存性に増加しており、これ

と一致するように未熟および成熟架橋の量

は有意に高値を示した（図 2）。成熟速度は、

LIPUS の出力強度依存性に成熟化が促進され、

成熟時間は短縮した。 

  

今回の検討から、LIPUS 刺激は、再建靱帯

の成熟化を促進する可能性があることから、

術後療法の短縮を図る手段の一つとして、臨

床応用も考えられる（図 3）。 

  

 

  
 
 
 

 組織特異的なコラーゲン架橋パターンの

形成に関わる酵素の発現は、各群で継続的な

発現が認められ、靱帯に特異的な架橋パター

ンの相対的な増加が認められた。また、非生

理的な架橋であるペントシジンは各群にお

いて観察されなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
図 3 ヒト再建靱帯のリモデリング過程  
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   図 2. 未熟架橋と成熟架橋の形成量 
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 これらのことから、再建靱帯由来細胞に対

する LIPUS 照射は、出力強度依存性にコラー

ゲンの量を増加させるのみならず、靱帯型の

架橋パターンを変えることなく生理的架橋

の量を増加させること、さらには成熟速度を

加速することが明らかとなった。 
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