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研究成果の概要（和文）：独自の方法(特開2016-077411、特願2017-215184)を用いて、一軸配向化高靱性コラー
ゲン線維束を合成し、それを3次元化して合成腱マトリクスを作製した。また比較対照として、既に確立した方
法を用いて天然腱マトリクスおよび完全緻密性コラーゲンを作製した。それらを家兎の関節外における生理的負
荷環境に移植し、再構築過程を生体力学的および組織学的に比較した。一軸配向化高靱性合成コラーゲンゲル線
維束では線維方向に細胞配向性が観察された。一部は経時的に吸収され、腱組織への置換が観察されたことより
生体内再構築が生じたことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have developed uniaxially aligned artificial collagen gel fibers with a 
cell invasion pathway using our continuous molding technology. Uniaxially aligned artificial 
collagen gel fibers was implanted in a slit prepared in the centre of the rabbit patellar tendon. 
After 12 weeks after implantation, the artificial tendon was absorbed and replaced to collagen 
tissue with cellularity. Fibroblasts were sparsely scattered between the collagen fibers.

研究分野：膝関節外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、世界初の生体材料である一軸配向化合成コラーゲン線維束の生体内再構築過程を解明する独創的研究
であり、生体医工学領域の重要課題である「腱・靱帯組織の機能的適応制御機構」の一端を解明しようとする学
術的な研究である。本研究結果は、今後「生体内で合目的なリモデリングを受け得る合成腱マトリクス」という
世界に類を見ない医用生体材料を開発するための重要な基礎情報を与えることに大きな社会的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
一軸配向コラーゲンゲル線維束を主成分とする腱・靱帯マトリク
スの生体内再構築現象を制御する機序の解明は、生体医工学領域
における生体結合組織の機能的適応制御機序(Wolff)を解明するた
めの重要な課題であり、国内外で多くの研究が行われてきた。研
究代表者らは、独自に開発した in situ 凍結解凍処理腱組織(理想
化自家腱移植モデル)を用いて、移植された腱マトリクスの適応制
御機序を様々な角度から研究し、米国整形外科基礎学会の NIR 
Awardを 2回受賞(2008 年、2009年)するなど、この領域におい
て世界をリードしてきた。しかし、天然の腱における一軸配向コ
ラーゲンゲル線維束は階層化されおり、また様々な高分子も含む
ため、その再構築現象の本質を解明するためには単純な一軸配向
コラーゲンゲル線維束の生体内再構築現象と比較する必要があっ
た。しかし、そのような生体材料が存在しないために、世界の腱
マトリクスの生体内適応制御機序に関する研究には行き詰まりが
見られていた。 
世界の生体材料学領域において、一軸配向コラーゲンゲル線維を合成しようとする試みは以前
より存在した。しかし、ほぼ無配向な線維しか成型されない湿式紡糸が長年に渡り踏襲されてお
り(Shepherd. JBMR-A 2013)、最新の電気化学的手法(Younesi et al. Adv Funct Mater 2014)を
用いても配向の程度や破断強度は低く、線維径の制御も困難であった。 
そこで研究代表者らは科研費補助金の支援を受けて、後述する世界初の「一軸配向化高靱性合成
コラーゲンゲル線維束(図 1)」を開発して 2 件の特許を申請し(特開 2016-077411、特願 2017-
215184)、またその学術的成果を報告してきた(JBMR-A 2015, JBMR-B 2018)。この線維束の破
断応力は平均 54.5MPaであり、天然の腱・靱帯のそれと近似する。 
本研究では、その一軸配向化高靱性コラーゲンゲル線維および天然腱マトリクス(比較対照)を異
なる生物学的および物理的環境に移植して、それらの生体内再構築現象および影響因子の効果
の差を世界に先駆けて明らかにする。さらにその結果は生体医工学領域の最重要課題の一つで
ある「腱・靱帯マトリクスの生体内再構築現象に関する機能的適応制御機序の解明」に貢献する。 
 
２．研究の目的 
生体内の異なる生物学的および物理的環境における、線維径の異なる一軸配向化合成コラーゲ
ン線維束(合成腱マトリクス)の再構築現象を、凍結解凍処理腱(天然腱マトリクス)のそれと比較
することにより、その適応制御機序を解明することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 高靱性一軸配向化合成コラーゲン線維束の作製 
280 mM の塩化ナトリウムを含むリン酸ナトリウム buffer に
溶解したブタ由来アテロコラーゲン(2.5%)を、38℃の中性リ
ン酸 buffer の中の stainless cylinder (長さ 52 mm, 径 2.0 
mm)を通して 2.5 mm/s の速度で剪断力を与えながら持続的に
射出し(図 2)、EDC を用いた架橋後に乾燥させた。次に再度湿
潤化させて一軸配向化合成コラーゲン線維束(線維径 200μm
および 800μm)を作製し、それらを 3 次元化して合成コラー
ゲン束(直径 2 mm)を作製した。 
(2) 凍結解凍処理膝蓋腱(天然腱マトリクス)の作製方法 
液体窒素を用いて膝蓋腱を凍結解凍処理し、内在性線維芽細
胞を選択的に壊死させて理想化自家腱移植モデル(無細胞腱マトリクス)を作製した。 
(3) 移植実験 
実験には家兎 30 羽を用いた。研究代表者らが過去の論文で報告している
手術モデル(図 3)を用いて右膝蓋腱の中央 1/3 を採取し、生理的環境下に
おいて内径比率の異なる 2 種類の階層化した配向化合成コラーゲン束を
移植した。左膝では凍結解凍処理膝蓋腱を移植して比較対照とした。術後
3、6、12 週で屠殺し、5羽を生体力学的評価へ 5羽を組織学的評価に供す
る。 
生体力学的および組織学的評価 
膝蓋骨―腱―脛骨複合体を摘出し、万能試験機に組み込んだ生体軟組織材
料試験システムを用いて 37℃生理食塩水中での引張試験を行った。更に
Micro tensile tester(図 4)を用いてコラーゲン fascicle の引張試験を



行った。LD 曲線および SS 曲線から引張強度、弾性率、破
断歪みを算出した。 
組織学的および超微組織学的観察 
HE、トルイジンブルー、および III 型コラーゲン免疫染色
薄切片を光学顕微鏡にて観察した。またコラーゲン線維配
向の変化を SEM で観察した。更に、配向軸と垂直に超薄切
片を作製し、ウラニル・クエン酸鉛染色を行って TEM によ
り Fibril 横断面の超微細構造を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)高靱性一軸配向化合成コラーゲン線維束の作製 
先行研究にて、線維配向性、連続形成性および形状・サイズ可変性を有する独自の配向コラーゲ
ン線維の作製に成功したが、線維間の間隙が少なく細胞浸潤しないことが問題であった。そこで
細胞浸潤し得る一軸配向化合成コラーゲン線維束を作製した(図 5)。280 mM の塩化ナトリウム
を含むリン酸ナトリウム buffer に溶解したブタ由来アテロコラーゲン(2.5%)を、38℃の中性リ
ン酸 buffer の中の stainless cylinder (長さ 52 mm, 径 2.0 mm)を通して 2.5 mm/s の速度で剪
断力を与えながら持続的に射出し、EDC を用いた架橋後に乾燥させた。次に直径 300 micrometer
の紐状コラーゲンゲル４本にてねじり紐を作製し、内径 2 mm のシリコンゴムチューブに包埋し
再度湿潤化させた。最後に-80℃ディープフリーザーに静置し、一方向性凍結法(Yunoki et al. 
Materials Letters 2006)を応用し、細胞浸潤チャネルを付与した。凍結乾燥および熱架橋を行
い３次元化一軸配向化合成コラーゲン線維束を作製した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SEM による横断面の観察では、人工腱全体に Macro および Micropore が形成されていた(図 6)。
内部構造は、fascicle（直径数 10µm～数 100µmの扁平構造体）および fiber（数μmの柱状構造
体）構造が観察された。 

湿潤状態における引っ張り試験では、Tensile strength 0.3-0.5MPa、Young’s modulus 2-3MPa
であった(図７)。 

(2) 完全緻密性コラーゲンの作製 



細胞侵入性などの評価のため対照として凍結乾燥工程を用いない完全緻密性コラーゲンを作製
した。SEM による矢状面での観察では、気孔構造が見られない緻密構造が観察されたが、横断面
の観察では一部空隙を持つ層構造が観察された。そのため対照のコラーゲン作製方法を調整（GA
を加えて固定化、EtOH で脱水、t-BuOH 凍結乾燥法で乾燥）し、SEM にて緻密体であることを確
認した(図 8)。 

(3) 移植実験 
日本白色家兎を用いた膝蓋腱中央欠損モデルを用いて合成腱マトリクスの埋植実験を行った。
全身麻酔後、膝に縦切開を加え右膝蓋腱の中央 1/3 を採取し、高靱性一軸配向化合成コラーゲン
線維束を移植した。左膝には完全緻密性コラーゲンを移植して比較対照とした。術後３、６，１
２週における組織学的観察では、HE染色にて fascicle 間に紡錘形の核を有する線維芽細胞様細
胞が多数観察され、線維方向に配向性が観察された(図 9)。一方、完全緻密性コラーゲンにおい
てはコラーゲン内に細胞は観察されなかった(図 10)。両合成コラーゲンともに経時的に吸収さ
れ、腱組織への置換が観察された。 

 
術後 6週および 12週における引張試験では弾性率は、緻密性コラーゲンが合成コラーゲンより
有意に高値であったが、引張強度に有意差はなかった(図 11)。いずれのコラーゲンも経時的に
力学的強度が高くなる傾向を認めた。両コラーゲンの弾性率および引張強度ともに天然腱マト
リクスより有意に低値であった。そのため、今後は GAG や Proteoglycan を階層化したハイブリ
ッド一軸配向コラーゲンゲル線維束の開発が必要である。 
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