
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６８９

基盤研究(B)（一般）

2016～2014

無細胞化技術と生体組織滅菌技術による自己組織化する前十字靭帯再建デバイスの開発

Development of a tissue with in vivo regeneration capability for reconstruction 
of anterior cruciate ligament using decellularization and tissue-sterilization 
technologies

２０３３９６９１研究者番号：

岩崎　清隆（Iwasaki, Kiyotaka）

早稲田大学・理工学術院・教授

研究期間：

２６２８２１２５

平成 年 月 日現在２９   ６ ２６

円    12,700,000

研究成果の概要（和文）：スポーツ等で損傷する膝の前十字靭帯の治療では、患者自身の健常な腱を採取して再
建に用いている。本研究では、新しい再建組織として腱特有の構造を有するブタ腱を対象とし、脱細胞化処理す
る手法と滅菌する手法を確立した。異種の動物であるヒツジの膝前十字靭帯再建実験で3ヶ月間機能することを
確認し、脱細胞化組織の中枢部まで生体内でヒツジの自己細胞が浸潤し、微小血管が構築されることを明らかに
した。また脱細胞化ブタ由来組織の破断荷重は、ヒツジ自家アキレス腱と同程度に維持されることが明らかとな
った。本研究で、患者自身の腱の採取を必要とせずに治療が可能となる医療機器を開発する道を拓くデータを取
得することができた。

研究成果の概要（英文）：In the treatment of knee anterior cruciate ligament (ACL) ruptured in sports
 and so on, patient’s own tendon is harvested and used. In this study, as a new tissue substitute, 
porcine tendon was used, and decellularization and sterilization technologies of tissues were 
established. Experiments of reconstruction of ovine knee ACL using decellularized and sterilized 
porcine tendons revealed that the decellularized tissues were functioned 3 months. The tissues were 
repopulated in vivo with ovine autologous cells and vessels were formed. Ultimate tensile loads 
after 3 months implantation were comparable between decellularized porcine tissues and autologous 
Achilles tendons. This study opened a new way to develop a novel medical device to treat ACL without
 need of harvesting patient’s own tendon.

研究分野：人工臓器学、組織工学
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１．研究開始当初の背景 
スポーツ等で断裂する膝の前十字靭帯は、
大腿骨と脛骨を固定している組織であり、再
建治療が必要となる。膝前十字靭帯再建術は、
国内でおよそ 19,000 件/年、米国で 300,000
件/年程度行われている確立した治療である。
医療機器として合成繊維を用いた人工靭帯
があるものの、治療復帰後に 5年で約半数で
断裂するという課題があり、現状ではほとん
どの症例で健常な患者の腱を腿部等から採
取して使用する侵襲の高い治療が行われて
いる。複数の靭帯を損傷した場合には、患者
自身の健常な腱にも限りがあるため、治療が
十分にできない状況も生じる。このような状
況の中で、患者の腱の採取を必要としない、
生体組織特有の粘弾性と強度を有する人工
靭帯の開発が望まれている。研究代表者は、
ヒトと組織の大きさが同等の動物由来組織
から拒絶反応の原因となる細胞成分を完全
除去した各組織固有の微細構造を維持した
組織を応用し、再建後に生体内で自己細胞が
入り込み自己治癒能力で自己組織化が期待
できる再生促進型移植組織の開発研究を推
進している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、 
(1) ブタ腱を対象として、無細胞化処理及び
強度保持を実現する乾燥・滅菌時の組織
保護条件を確立 

(2) 腱の使用環境を踏まえた生体組織特有の
粘弾性特性評価手法を確立 

(3) 整形外科の下肢領域のデバイス開発で米
国FDAで推奨されている膝関節に人間に
似た負荷が作用するヒツジで、前十字靭
帯を再建した無細胞化腱への細胞浸潤・
炎症と組織強度を３ヶ月の移植実験で解
明すること 
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 無細胞化処理及び強度保持を実現する
乾燥・滅菌時の組織保護条件の確立 
 ① 動物腱の無細胞化処理 
ブタ腱の強度保持を実現する無細胞化処
理条件と凍結乾燥・滅菌時の前処理条件の確
立に関して、研究を推進した。具体的には、
長さ約 12cm、扁平様の断面の長軸径が約 8mm
短軸径が約 5mm のブタ腱を対象とし、デオキ
シコール酸溶液を拍動循環させつつマイク
ロ波を照射する脱細胞化処理を行い、その後、
核酸分解酵素を組織に浸透させて処理を行
い無細胞化腱を作製した（図１）。無細胞化
処理後のDNA残存量をPicoGreen dsDNA Assay 
Kit を用いて測定した。 
 ② 脱細胞化腱の滅菌処理 
  ブタ腱を無細胞化処理後に、水との結合に
着目して開発した組織前処理法を用い、凍結
乾燥およびエチレンオキサイド滅菌処理し
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 腱の使用環境を踏まえた生体組織特有
の粘弾性特性評価手法を確立 
 生体組織の力学的特性に関して精度の高
いデータを取得するため、均一でない生体組
織の断面積を正確に測定して引張試験を行
うシステムを開発した。引張試験装置に取り
付けた組織に対して周方向からレーザで組
織までの距離を測定し、厚さを測定するシス
テムを構築した。また、ヒツジ膝前十字靭帯
再建後の組織の力学的特性を検証するため、
膝関節固定治具を開発した。具体的には、並
進 3自由度、膝関節屈曲方向の回転、骨の軸
周りの回転の計5自由度を有する治具を開発
した。 
 
(3) 無細胞化腱を用いたヒツジ膝前十字靭
帯再建実験 
本研究は、早稲田大学動物実験審査委員会
の承認を得て行った。ブタ腱を無細胞化処理
および滅菌処理し、ヒツジの膝前十字靭帯再
建実験を行った。ブタ伸筋腱は 2つ折りにし
て再建した。3 ヶ後に摘出した組織について
再建後に生体内で無細胞化組織にヒツジの
自家細胞が浸潤しているかを組織染色を行
い検証した。また、開発した組織固定治具を
用いて力学的特性試験を行い、ヒツジの自家
アキレス腱を用いた再建術によるデータと
比較評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 無細胞化処理条件の確立 
無細胞化処理後の DNA 残存量は、一般的な
脱細胞化の指標である50ng/mgと比較して顕

(a) 未処理ブタ腱組織（黒い粒が細胞核） 

(b) 脱細胞化処理したブタ腱組織（細胞
核が除去されている） 

図 1 脱細胞化処理したブタ腱組織の組織染色像 



著に除去でき、ブタ由来の腱でも無細胞化で
きることを実証できた。研究代表者が有する
組織を無細胞化する技術を用い、残存 DNA の
量という点からは安全な無細胞化腱を作製
することができた。 
 
(2) 滅菌条件の確立 
組織前処理法を用いて凍結乾燥および滅
菌処理した無細胞化ブタ腱について、粘弾性
特性の1つの指標である応力緩和率は未処理
組織と同等に保持できることがわかった。 
 
(3) 生体腱組織の力学的評価法の開発 
断面積が一様でない生体組織について，引
張試験装置にチャックした状態で組織断面
積をレーザを用いて計測可能なシステムを
開発できた。ガイドレールの真円度を 0.02
としたシステムを開発し、測定を 1°間隔で
計 360 回（360°）行い、扇形の面積を積算
して組織の断面積を計測するシステムを構
築できた。本システムの計測誤差は 1%であり、
これまでにない高い精度を有する生体組織
の断面積測定システムを開発できた。開発し
た計測システムを用い、脱細胞化および滅菌
処理したブタ腱の応力緩和率，繰り返し一定
荷重負荷時のエネルギー散逸，破断応力を定
量的に評価する試験法を確立した．本試験法
を用いて，無細胞化条件，凍結乾燥における
組織保護条件が組織の力学的特性に及ぼす
影響を定量的に比較し，ブタ腱について最適
な処理条件を選定することができた． 
 
(4) 無細胞化組織を用いたヒツジ膝前十字
靭帯再建実験による生体内での細胞浸潤評
価 
ヒツジは手術当日に立ち上がり、3 ヶ月間
問題なく歩行等を行うことを確認できた。摘
出した組織の外観は良好であり、炎症の所見
は認められなかった。摘出した再建組織につ
いてヘマトキシリン・エオジン染色を行い、
細胞核の有無を確認したところ、ヒツジの自
己細胞が体内で組織の中枢まで浸潤してい
ることが明らかとなった。本研究から、異種
動物由来無細胞化組織が機能し、体内で細胞
が浸潤することを、ヒツジを用いた大動物実
験で初めて明らかにすることができた。また、
微小血管が脱細胞化組織内に体内で構築さ
れており、自己細胞の浸潤により生体内で組
織が構築され自己組織化していく特徴を有
することを本実験で明らかにできた。 
 
(5) 無細胞化組織を用いたヒツジ膝前十字
靭帯再建実験による組織強度の評価 
無細胞化腱を用いて膝前十字靭帯再建後
の組織を大腿骨および脛骨とともに摘出し、
開発した膝関節固定治具を用いて破断強度
を検証した結果、無細胞化腱の破断強度は、
ヒツジ自家腱を用いて再建した3ヶ月後の組
織と同等に保持できることが明らかになっ
た。ヒトと近い膝関節運動を有し、歩行等に

より負荷が作用するヒツジを用いた実験に
おいて自家腱と遜色ない強度を保持できる
ことが明らかとなったことから、本脱細胞化
腱の開発をさらに進めていくことにより、患
者自身の健常な腱を他の部位から採取する
必要がなく、複数の靭帯を断裂した場合にも
治療が可能となる道を拓くデータを取得す
ることができた。 
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工靱帯，選手救う，滅菌対策，ヒントは虫
（働く） 
(3) 2016 年 1 月 18 日，日本経済新聞 朝刊
15 ページ，早大，前十字靱帯の再建にウシ
の腱使い成功（Science＆Tech フラッシュ） 
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