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研究成果の概要（和文）：① 胎生期から出生後にかけての器官形成期におけるラット正常靭帯
付着部の免疫組織学的検索より、靭帯付着部構造は、胎生期にⅠ型コラーゲンを産生する靭帯

細胞とⅡ型コラーゲンを産生する骨端軟骨細胞に完全に二極化するが、出生後、境界部では双

方の細胞が繊維方向に規則的に配列し、Sox9の発現とともに靭帯細胞の一部は軟骨細胞様に、
軟骨細胞の一部は靭帯細胞様に変化しているようであった。② 骨孔を無くし、骨皮質のみを研
磨し移植腱を直接圧着固定させるように靭帯再建術を変更すると、付着部は繊維性固着様式で

はあるが、錨着繊維の方向が力学的方向と一致するようになった。③ 靭帯細胞と軟骨細胞の双
方に分化能力のある骨髄由来間葉系幹細胞と、①で Key factorの一つと考えられた Sox 9を、
②で確立した靭帯再建術にそれぞれ導入すると、一部の個体で正常靭帯付着部によく似たⅡ型

コラーゲンの層を介した軟骨性付着部構造を呈した。 
 
研究成果の概要（英文）：① On immunohistological search of the rat, although ligament 
insertion site is completely bipolarized into the ligament cell which produces type I collagen 
at a viviparous period and the epiphysial cartilage cell which produces type II collagen, 
both cells re-arrange regularly to a fibrous direction after birth. In the boundary part, it 
seemed that a part of ligament cell transmuted into the cartilage cell and a part of cartilage 
cell transmuted into the ligament cell, with revelation of Sox9. ② A direction of the 
anchor fiber came to agree with the mechanical axis of the grafted tendon when we 
changed the operation method from the conventional bone-tunnel method to our original 
method without bone-tunnel, although the tendon-bone junction was a fibrous union. ③ 
The cartilaginous bone-tendon junction through the layer of type II collagen which 
resembled to a normal bone-tendon junction was found by some individuals, when the bone 
marrow-derived mesenchymal stem cell which has multipotency and/or Sox 9 which is 
considered to be one of the key-factors by the experiment-1 were introduced into the our 
reconstruction model which established by the experiment-2. 
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１．研究開始当初の背景 
	 脛骨／大腿骨に骨孔を穿ち、遊離腱を移植
する膝前・後十字靭帯再建術は、過去２０年
間の基礎／臨床研究により、短期的には安定
した成績が納められるようになったが、骨孔
内に引き込まれた腱組織は、術後１０年の
MRIを見ても骨へ改変される事無く、そのま
まの状態で骨孔内に存在しており、正常の骨
—靭帯移行部を再現する事はない。この問題
を解決しなければ、長期的には不安定性の再
発を招き変形性膝関節症をはじめとする合
併症を続発させる可能性が高い。 
	 正常の骨ー靭帯移行部は、力学的ストレス
を十分に分散できるように、靭帯線維が幅広
く広がりつつ骨表面に付着している。組織学
的には、靭帯側から、 non mineralized 
fibrocartilage, mineralized fibrocartilage, 
mineralized bone, Boneと行った具合に徐々
に剛性の高い組織へと移行し巧妙に応力の
集中を防いでいる。 
	 一方、本術式における骨ー移植腱間の錨着
は、これまでに、骨内部分の腱周囲と骨孔壁
の間で、最終的に Sharpey like fiberと呼ば
れる線維を介して接着し、正常な骨靭帯移行
部とは全く異なる位置で異なる組織構造に
成熟する事（Rodeo SA et al. JBJS, 1993）
が知られている。近年、この部位に種々のサ
イトカインを投与し、移植腱の骨への錨着を
改変し得たとする実験報告（Rodeo SA et al. 
Am J Sports Med 1999,Yamazaki S. et 
al.Arthroscopy 2005）も散見されるが、いず
れも、線維性癒合が多少早まったり強固にな
ったに過ぎず、そもそも腱と骨の固着位置が
骨孔壁である事にはなんら変わりはない。現
状の骨孔法にこだわる限り、靭帯線維が骨表
面に幅広く広がりながら組織学的に異なる
４つの層構造を介して徐々に骨へと移行し
ていく正常の骨ー靭帯移行部を再現する事
は不可能と云わざる終えない。 
	 以上より、我々は、靭帯再建術において正
常の骨ー靭帯移行部を再現するためには、ま
ず、骨孔を無くし、骨表面で移植腱を固定し
て、骨ー移植腱間の接着様式が少なくとも正
常の骨ー靭帯移行部と同等の力学的環境下
におかれる必要があると考える。また、接着
後の組織変化を改変する何らかの生物学的
アプローチも必要となると考えられる。 
 
２．研究の目的 
1）胎生期発生過程から生後器官形成期にお
ける骨―靭帯移行部の組織学的検証 

	 妊娠ラットを用いて、胎生期の軟骨原基か
ら ACL/PCLが独立していく過程を妊娠週数
ごと、出生後週数ごとに免疫組織学的に観察
する。その上で、骨―靭帯移行部の成立する
前後の組織を集中的に観察し、Key factorの
候補を選別する。 
2）骨孔法によらない骨ー移植腱固定法の確
立と組織学的検証 
	 骨孔をあけずに、靭帯付着部の皮質骨のみ
を除去し、そこへ移植腱を独自の multiple 
pullout 法にて間隙ができないように密に圧
迫固定する。この方法での骨―移植腱移行部
の組織変化を経時的に免疫組織学的に観察
する。 
3）１で候補に挙げた生物活性物質を２で確
立した手術法に導入し、骨―移植腱移行部を
変化を免疫組織学的に観察する。 
 
３．研究の方法 
1）胎生期発生過程から生後器官形成期にお
ける骨―靭帯移行部の組織学的検証 
 
1. 妊娠週数の明らかな雌 Wistar 系を用い
て、期間形成期（妊娠７−１５日）およ
び妊娠末期（妊娠２０日）までに各 1匹
／３−４日ずつ安楽死させ、開腹して胎
生ラットを摘出する。 

2. ラット後足の形成が確認できる週数以
降は各３匹ずつ摘出し、ホルマリン固定
とする。また、出生後 8週まで各 3匹／
週ずつ安楽死させる。 

3. 組織切片を作成し、通常染色法：H.E, サ
フラニン O, トルイジンブルーと、特殊
染色：BMP−2/ Noggin/ TGF-β1,2,3/ 
Coll.1, 2, 3, 10/ S-100 proteinで観察す
る。 

 
2）骨孔法によらない骨ー移植腱固定法の確
立と組織学的検証 
 
1. 両膝前十字靭帯再建術 右膝：脛骨の靭帯

付着部中央に移植腱の直径で皮質骨の
みを研磨除去。周囲の靭帯残存組織は可
及的に残す。そこに、同側より採取した
半腱様筋腱を２つ折りとして、数本の糸
で独自の方法で pullout固定とする。大
腿骨は通常の骨孔法として十分な緊張
をかけて皮質骨上にボタン固定とする。
 左膝；大腿骨の靭帯付着部中央に移植腱
の直径で皮質骨のみを研磨除去。周囲の
靭帯残存組織は可及的に残す。そこに、



 

 

同側より採取した半腱様筋腱を２つ折
りとして、数本の糸で独自の方法で
pullout 固定とする。脛骨は通常の骨孔
法として十分な緊張をかけて皮質骨上
にボタン固定とする。術後は固定せずに
ケージ内飼育とする 

2. 術後２、４、８週、３、６、12, 18, ｶ月
で屠殺（各３羽ずつ）し、両膝を凍結保
存 

3. 組織学的観察で観察： 通常染色法：H.E, 
サフラニン O, トルイジンブルー 特殊
染色：FGF, IGF, BMP, TGF-β／VEGF, 
CD 34, ／ S-100 protein, CD44, ／
Coll.2, Coll.1, Coll.3, Coll.10 

 
3）実験１で絞り込んだ生物活性物質を実験
２で確立した手術法に導入（移植腱と骨の間
にボルフィールを担体としてサンドイッチ
する）し、骨―移植腱移行部を変化を免疫組
織学的に観察する。 
	 
４．研究成果	 
(1)	 実験 1：胎生期では、紡錘形細胞の凝集と
その不規則な配列を認めるのみで、生後に、
線維芽細胞とその細胞外基質が規則的な配
列を認めたが、生後 2週までは靭帯は骨端核
に直接接着する形で 4 層構造の構築は認めな
かった。3 週以降、骨端核での骨化の収束と
同時に、I	 型コラーゲンで構成される線維の
骨内への錨着が生じ、靭帯側では軟骨細胞
様の卵形細胞が線維方向に高度に配列し 4層
構構 	 造を構築し始めた。骨端核の内軟骨性
骨化機序が靭帯線維を取り込んでいく過程
で、付着部近傍の肥大軟骨細胞はその形質
を維持しつつ、同時に靭帯側では紡錘	 形か
ら卵形へと細胞の形質転換と再配列	 が生じ、
4 層構造が構築されるようであった。この
間、全域で	 Sox-9の発現が観察された。この
2 相的な接着機序には Sox-9 の発現と肥大軟
骨細胞〜靭帯細胞の双方に分化可能な細胞
が重要な役割を演じていると考えられた。	 

	 
(2)	 実験 2：骨孔をあけずに、靱帯付着部の	 
皮質骨のみを除去し、そこへ移植腱を圧迫
固定した場合、骨孔法の側壁で生じる線維
性錨着が、固定底部で移植腱の線維方向に
一致して生じ、より後方部では一部ではあ
るが軟骨性錨着が認められた。正常の 4層構

造こそ構築できなかったものの従来の骨孔
法よりも、錨着線維の方向と移植腱の方向が
一致している事、一部で軟骨性錨着も見ら
れる事は大きな利点であると思われた。	 

	 
(3)	 実験	 3：実験 2の靭帯再建モデルに、コ	 
ラーゲンスポンジを担体として Sox-9の導入
を試みた。その結果、導入前よりも軟骨性
の接着部位が増加はしたが、限定的でやは
り正常の 4層構造を構築する事はできなかっ
た。Sox-9	 には一定の効果は	 見られたが、
おそらく、その場に存在する骨髄由来細胞
だけでは不十分で、肥大軟骨細胞〜靭帯細胞
の双方に分化可能な細胞を人為的に導入す
る必要があると思われた。	 

	 
(4)	 実験	 4：実験 2 の靭帯再建モデルにコラ
ーゲンスポンジを担体として事前に培養増
殖した骨髄由来間葉系幹細胞を導入した。そ
の結果、4 週ですでに前方部分では軟骨細胞
とⅡ型コラーゲンを介した付着構造が見ら
れるようになった。（ただい 2／7）8 週では、
後方部分では 5／7、前方から後方まで軟骨細
胞とⅡ型コラーゲンを介した接着を見せる
個体も認められた。	 
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