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研究成果の概要（和文）：今回我々は、次世代走査型電子顕微鏡(FIB/SEMトモグラフィー)を用いて、正常腱骨付着部
と術後腱骨間治癒の違いを超微形態レベルで検討し、術後腱骨間に正常腱骨付着部を再生させる知見を得ることを目的
とした。
結果、正常腱骨付着部の構築には、SOX9/SCXを発現し、突起を持った軟骨細胞様細胞群が、重要な役割を担っているこ
とが示唆された。術後腱骨間に正常腱骨付着部の組織構築を再生させていくのであれば、これらを更に検証していく必
要がある。同時に、２つの組織の違いを検証していくことは、腱縫合/移植術の治療戦略を考えて行く上で重要な知見
に成り得る為、今後更なる付着部形成過程の評価を行っていく必要がある。

研究成果の概要（英文）：To obtain a successful outcome after tendon repair, repaired tendon requires to 
be anchored biologically to the bone. However, the histological structure at the repaired tendon-bone 
interface is totally different from that of the normal tendon insertion. This morphological alteration 
could influence the biological instability after the surgical repair.In this study, we compared the 
postnatal development at the normal tendon-bone insertion with the repaired supraspinatus tendon-bone 
insertion in terms of 3D ultrastructure using FIB/SEM tomography, a new scanning electron microscopical 
method.
Our results identified the difference of the postnatal development of the normal tendon-bone insertion 
and tendon-bone healing after surgery, additionally, could help better understand the pathophysiology of 
the tendon-bone insertion. In terms of the clinical perspective, it would contribute to the clue to 
regenerate the normal insertion at the repaired tendon-bone interface after tendon repair.

研究分野： 整形外科

キーワード： 腱骨付着部　腱骨間治癒　FIB/SEM tomography　三次元再構築　腱板損傷

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 

膝関節に存在する前十字靭帯や肩関節にお
ける腱板組織は、それぞれ関節の動揺性を制
御するのに重要な靭帯/腱であり、これらの損
傷は、患者のスポーツ活動や日常生活に支障
をきたし、主要な整形外科外傷疾患としてそ
の患者数は年々増加傾向にある。さらにこの
損傷に対する治療として問題となるのが、そ
れ自体の自然治癒力が、他の靭帯と比較して
非常に低いということであり、現在では、損
傷した腱/靭帯を縫合、あるいは自家移植腱を
用いて再建するといった手術療法が主な治療
法となっている。 

 
手術後に縫合した腱断端/移植腱と骨の間

には、当然のことながら、スポーツ活動や日
常生活にも耐え得るだけの充分な力学的強度
が必要とされる訳であるが、実際には、術後
腱骨間の力学的強度は、正常靭帯付着部と比
較し非常に低く、その接着面の組織構造は、
正常付着部の組織構造とは全く異なり、腱表
面の線維性錨着によってその力学的強度を保
っているに過ぎない（図１）。実際に我々は、
ウサギの靭帯再建モデルを使って、靭帯再建
後の骨－移植腱間の治癒過程を免疫組織学的
に検証したが、結果、手術後の骨－移植腱間
は、正常靭帯付着部とは全く異なる形でしか
接着し得ないことを示している。 

それに対し、正常腱骨付着部は、力学的ス
トレスを十分に分散できるように、腱線維が
幅広く広がりつつ骨表面に付着し、組織学的
には腱側から徐々に剛性の高い組織へと移行
することによって、巧妙に応力の集中を防い
でいる（図２）。我々は、ラットを用いて、こ
のような組織構築は、出生後約１か月で完成
されることを確認しているが、腱が、母床で
ある骨とどのような反応を起こしながら形成
されているのか、依然として不明な点が多く
残されている。 
 

腱や靭帯は、その性質から考えると、上記
に示した特徴的な組織構造が、腱や靭帯の力
学的役割にどう貢献しているのか注目される
ところである。Kusswetter らは、腱骨間に存
在する線維軟骨細胞周囲に、コラーゲン線維
が８の字のように走行することにより、線維
軟骨細胞自体が靭帯の張力に対する緩衝的役
割を担っているのではないかと考察している。
しかしながら実際のところ、そのような構築
が観察されている訳ではなく、従来の形態観
察法では、このような線維軟骨とコラーゲン
配列のダイナミックな関係を超微形態レベル
の解像度で観察するのは実現不可能であった。 
今回用いている FIB/SEM トモグラフィー

は、従来の電子顕微鏡と異なり、重金属でブ
ロック染色した試料を樹脂包埋し、その樹脂
ブロックの切削断面の組成コントラスト情報
を画像化することで、透過型電子顕微鏡画像
に匹敵する分解能をもって、組織/細胞の超微

形態観察を可能とする技術である。本法は通
常の透過型電子顕微鏡観察と異なり、1-2mm
四方の広範囲領域を高分解能観察することが
できる。さらにガリウムイオンビーム(FIB)
により 20nm 程度の精密切削が可能である。
これは通常の超薄切片よりも薄く、未脱灰硬
組織ばかりでなく、金属やダイアモンドさえ
切削することができる。これらを組み合わせ
ること(Slice＆view. 図３)により、安定した連
続切削画像を得ることができ、また、その再
構築により三次元超微形態観察を可能とし、
信頼できる形態計測・定量化が実現できる。
これは、骨・靭帯付着部に存在する線維軟骨、
周囲に存在するコラーゲン配列との超微形態
の解剖学的構造観察を実現するものであり、
隣接する細胞丸ごとの細胞間にある接触・接
着様式を直接観察することができる、これま
でにない画期的な方法である。その結果に基
づいた解剖学的見地から、正常骨・靭帯付着
部の力学的な役割というものを深く検討する
ことを可能にしている。 

 
理想的な腱/靭帯縫合や再建術とは、正常と

同様の組織学的な構造を持ち、且つ正常腱/
靭帯と遜色のない力学的強度を持った腱骨複
合体を再構築することであるとすれば、本研
究において正常腱骨付着部が、どのように形
成されているのか、線維芽細胞、軟骨細胞と
間質のコラーゲン線維に注目して、電子顕微
鏡レベルの超微形態をダイナミックに検証す
ることは、腱骨複合体を人為的に再建させる
という意味において、基盤的な知見になるも
のと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



２．研究の目的 
 

次世代走査型電子顕微鏡(FIB/SEM トモグ
ラフィー)を用いて、 
 
１） 腱骨付着部の正常組織構造 
２） 腱縫合後の腱骨間治癒過程 
３） 出生直後からの腱骨付着部形成過程 
 
を、超微形態レベルで比較検討し、正常腱骨
付着部形成過程と、腱縫合後の術後腱骨間治
癒過程との違いをより明らかにし、今まで得
ることの出来なかった術後腱骨間に対して正
常腱骨付着部を再生させる知見を得ることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
１） 腱骨付着部の正常組織構造 
検体として、Sprague-Dawleyラットの棘上

筋腱付着部を用いた。検体を脱灰/包埋後、棘
上筋腱付着部の骨側に存在する軟骨領域から
腱領域にかけて、FIB/SEM トモグラフィーに
よる Slice and viewを行った。その後、取り
込んだ画像を元に３次元再構築を行い、各領
域における細胞形態の違いと周囲の細胞外線
維との関係を比較検討した（図４）。 
 
２） 腱縫合後の腱骨間治癒過程 
Sprague-Dawleyラットを用いて、棘上筋腱

を用いた腱板縫合モデルを作製した。モデル
作製後２，４週後に屠殺し、各週における力
学的評価、光学顕微鏡による組織学的な評価
とともに、FIB/SEM トモグラフィーを用いた
超微形態レベルにおける組織評価を行った
（図５）。 
 
３） 出生直後からの腱骨付着部形成過程 
 出生直後の Sprague-Dawley ラットを用い
て、出生後１週から４週まで１週おきに屠殺
し、各週において光学顕微鏡による組織変化、
軟骨や腱分化の標識として SOX9、Screlaxis
抗体を用いた免疫染色とともに、FIB/SEM ト
モグラフィーを用いた超微形態レベルにおけ
る組織評価を行った（図６）。 

 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
４．研究成果 
 
１） 腱骨付着部の正常組織構造 

FIB/SEM トモグラフィーを用いて、超微形
態レベルにおける、各領域の細胞形態と周囲
のコラーゲン線維束間の相互関係を形態学的
に検討した結果、従来から言われている４層
構造の線維軟骨層領域には、軟骨細胞と線維
芽細胞のちょうど中間の形態をした細胞の存
在を認め、それは腱実質部領域に認めた細胞
と同じく、発達したコラーゲン線維束間に柱
状に配列していた（図７）。更に、腱実質部と
腱骨付着部領域に存在する細胞突起は、隣接
するコラーゲン線維束に対して一定の方向性
と極性を持っていた。細胞の形態と付着部領
域における分布をみてみると、腱側に存在す
る細胞の形態分布と軟骨側に存在する細胞の
形態分布は一定した境界を持っているのでは
なく、その分布はなだらかに移行していた（図
８）。 

 
 



 
 
２） 腱縫合後の腱骨間治癒過程 
 力学的評価では、最大破断強度、線形剛性
ともに、週数を経るに従い有意に増加してい
たが、術後４週においても依然として、正常
付着部の力学的強度に比べ低い値を示してい
た（図９）。光学顕微鏡による術後腱骨間の組
織変化では、２週において、腱骨間には血管
線維性組織が介在し、コラーゲンの生成や配
列は未熟なものだった。4 週になると、細胞
の配列やコラーゲンの生成が、より成熟され
ていたが、正常付着部とは全く違う組織構築
であった（図１０）。しかしながら、FIB/SEM
トモグラフィーでは、光学顕微鏡レベルの解
像度では観察することが出来なかった骨と介
在組織の境界面に、介在部の線維性組織から
骨にかけてまたぐように配列している細胞を
認め、この細胞が腱骨間錨着の力学的補填の
一因となっている可能性が示唆された（図１
１）。 

過去の報告と同様、超微形態レベルの解像
度においても、正常付着部と術後早期におけ
る腱骨間は全く異なる組織構築を呈しており、
力学的評価と照らし合わせると、この組織構
築の相違が力学的強度に反映しているものと
思われる。今後、腱骨付着部の力学的強度を
増強/加速化していくのであれば、増殖因子等
を用いて、介在する細胞と錨着線維の生成を
活性化するのは、合理的な方法と思われる。
しかしながら、全く異なる組織構築であるこ
とから、このような方法を用いる事により、
正常付着部と同様の組織構築を再現出来るか
どうかは大きく疑問が残るところである。結
果として正常付着部と同様の力学的強度を獲
得するのは難しく、腱骨間の再生には、全く
違ったアプローチが必要かもしれない。 
 

 

 

 

 
 
３） 出生直後からの腱骨付着部形成過程 

光学顕微鏡による出生後の組織変化では、
出生後１週において、腱は骨化前段階である
骨端核から直接生える様な形で存在し、染色
性からも明瞭に区別することが出来た。腱付
着部では、未熟なコラーゲン線維束間に柱状
に配列した、軟骨様の細胞を認めた。出生後
週数が経ち、骨端核の骨化と腱側に存在する 
コラーゲン線維束が成熟するのに伴い、軟骨
との境界付近において、コラーゲン線維束間
に存在する細胞の核は扁平なものへと変化し
ているようであったが、細胞突起を含めた細
胞自体の形態を観察することは出来なかった
（図１２）。SOX9 と SCX の発現をみた免疫染
色においては、出生後付着部に存在する細胞
群は SOX9、SCX共にその発現を認めていまし
たが、週数を経るにしたがいその発現は SCX
の方から減弱していた（図１３）。FIB/SEMト
モグラフィーを用いた超微形態レベルにおけ
る細胞形態では、出生後１週において付着部
に存在する細胞は軟骨様の形態をしていたが、
骨端核に存在する軟骨細胞群とは異なり、細
胞突起を無秩序に伸ばしているのが観察され
た。しかしながら週数を経ていくに従い、そ
の突起の数は減少していくと同時に、突起の
長さは長くなり、一定の方向性を持ってコラ
ーゲン線維束間にその突起を伸ばしている細
胞が多く観察された（図１４）。 



この結果から、正常腱骨付着部の構築には、
SOX9/SCXを発現し、且つ、どのような力学的
環境にも対応出来る様に無秩序な方向性を持
つ細胞突起を有した軟骨細胞様細胞群が付着
部領域に存在することが、重要な役割を担っ
ていると考えられる。今後、腱縫合術後の腱
骨間に正常腱骨付着部の組織構築を再生させ
ていくのであれば、このような知見を検証し
ていく必要がある。同時に、正常付着部形成
と術後腱骨間治癒を１つ１つ丁寧に読み解い
ていくことは、腱板縫合をはじめとした腱縫
合/移植術の治療戦略を考えて行く上で重要
な知見に成り得ると考えており、今後も様々
なアプローチから更なる付着部形成過程の評
価を行っていく必要がある。 
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