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研究成果の概要（和文）：（目的）自家移植腱マトリクスを内在性線維芽細胞・基質複合体で被覆することにより腱マ
トリクス再構築に与える効果を明らかにすること。（方法）成羊40頭を2群に分けた。I群は前十字靱帯を切除し、自家
半腱様筋腱を移植した。II群では内在性線維芽細胞・基質複合体で移植腱を被覆した。術後4および12週にて屠殺し、
力学的・組織学的評価を行った。（結果と考察）膝安定性は、II群がI群に比べて有意に低値を示した。断面積はII群
が有意に高値であった。固有知覚受容器および血管数は、II群がI群より有意に高値を示した。本研究は、内在性線維
芽細胞・基質複合体による被覆が移植腱の再構築過程を促進させる可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the effects of the remnant tissue 
preservation in ACL reconstruction. Forty mature sheep were randomly divided into 2 groups of 10 animals 
each. In each animal, the right knee underwent ACL reconstruction using semitendinosus tendon autograft. 
In Group I, the remnant tissue was completely resected before reconstruction. In Group II, the graft was 
covered with the remnant tissue. In each group, 10 sheep were used for biomechanical and histological 
evaluations, at 4 and 12 weeks after surgery. The cross-sectional area of the graft was significantly 
thicker in Group II than in Group I. The anterior laxity was significantly lower in Group II than in 
Group I. Mechanoreceptors and proprioceptive fibres were found in all graft of Group II. The present 
study demonstrated that preservation of the remnant tissues may accelerate the remodeling process of the 
collagen matrix.

研究分野： 移植・再生医療

キーワード： 四肢機能再建学
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１．研究開始当初の背景 
近年、腱マトリクスの力学的劣化を阻止し

ようとする臨床的研究が国内外で散見され
る。しかし、有効な戦略はいまだ開発されて
いない。代表研究者らは、臨床で問題となっ
ている自家移植腱の力学的劣化現象の本質
が、内在性線維芽細胞壊死後に浸潤する外来
性細胞が起こすマトリクス再構築現象であ
ることを、その分子機序と共に明らかにして
きた。そこで移植腱マトリクスを内在性線維
芽細胞・基質複合体で被覆することによって
移植腱マトリクス内に内在性線維芽細胞を
浸潤させ、この細胞にマトリクス再構築を行
わせることができれば、マトリクスの力学的
劣化を制御できることを着想した。 
 
２．研究の目的 
(1)すでに開発した羊自家腱移植モデル(Am J 
Sports Med 2011)を基盤とし、自家腱を内在
性線維芽細胞・基質複合体によって完全に被
覆されるように移植できる動物実験モデル
(羊)を新たに開発する。 
(2) 内在性線維芽細胞・基質複合体で被覆さ
れた移植腱マトリクスに起こる再構築現象
を、非被覆下におけるそれと比較しつつ、生
体力学的および分子生物学的に明らかにす
る。 
(3) サイトカインの投与が、上記の内在性線
維芽細胞による移植腱マトリクス再構築過
程に与える効果を、生体力学的および分子生
物学的に明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究計画 
雌成羊サフォーク種 40頭を用い 20頭ずつ以
下の 2 群に分けた。I 群では膝前十字靱帯
(ACL)を切除し、後述する自家半腱様筋腱を
用いた ACL 再建を行った。II 群では、ACL を
中央部にて完全に切離後、両端付着部の靱帯
組織(内在性線維芽細胞・基質複合体)を温存
して半腱様筋腱を移植し、内在性線維芽細
胞・基質複合体にて被覆した。各群とも 10
頭ずつ術後 4 週および 12 週に屠殺して、生
体力学的評価および組織学的評価に供した。 
更に成羊 7頭を用い、前述の方法に従って半
腱様筋腱を移植し、内在性線維芽細胞・基質
複合体にて被覆した後、20 microgram の rh 
TGF-beta1 をフィブリンとともに投与し、12
週で前述の I群と比較した。 
(2) 羊 ACL 再建モデルの作製 
手術は、静脈麻酔薬（ケタミン塩酸塩注射液
20mg/kg）で導入後、吸入麻酔薬（ハロセン）
による全身麻酔下で行った。各動物の右半腱
様筋腱を採取し、これを 2束にして脛骨側に
ポリエステル糸を縫合後、大腿骨側は
EndoButton-CL (Smith & Nephew Endoscopy)
を設置し移植腱とした。ACL 再建術は以下の
方法で行った。外側傍膝蓋切開で膝関節を展
開し、まず脛骨 ACL 付着部中心から inside 
out 法で K-wire を刺入後、直径 6mm のドリル

を用いて骨孔を作製した。次に大腿骨 ACL 付
着部中心から inside out 法で直径 4.5mm ド
リルを用いて骨孔作製後、直径 6mm ドリルを
用いて長さ 10mm の骨孔を作製した。作製し
た移植腱を骨孔を通して移植し、大腿骨側を
EndoButton で固定した後、膝関節を 60 度と
して脛骨側に Double Spike Plate(Smith & 
Nephew Endoscopy)を設置した。移植腱は、
専用の張力計を用いて初期張力40Nで固定し
た。両群とも術後は膝固定や免荷を行わず、
1週間の経過観察の後、放牧飼育とした。 
(3) 組織学的評価 
各群、術後 4 週および 12 週で 3 頭ずつ屠殺
し、大腿骨-移植腱-脛骨複合体を摘出した。
移植腱中心部を長軸方向に 4μm 厚で標本作
製し、組織学的（HE 染色、S-100 染色）に評
価した。光学顕微鏡 (BIOREVO BZ-9000, 
KEYENCE, Japan)を用いて機械的刺激受容器
(Pacini 小体、Ruffini 小体、Golgi 腱器官)
をそれぞれ計測して定量化した。 
(4) 生体力学的評価 
各群、術後 4 週および 12 週で 7 頭ずつ屠殺
し、力学的に評価した。まず膝関節を摘出し、
膝屈曲 30 度、60 度、および 90 度における
+/-50N 負荷時の大腿骨に対する脛骨前後方
向移動距離を計測した。次に標本を大腿骨-
移植腱-脛骨複合体として、断面積は CCD 
camera および Video dimension analyzer
（HTV-C1170, Hamamatsu Photonics, Japan）
を用いて非接触測定した。引張試験は、
preconditioning 後、Tensilon 万能試験機 
(RTC-1210, ORIENTEC, Japan)を用いて 50 
mm/min の速度で複合体を破断させ、最大破断
荷重、線形剛性、引張強度を計測した。 
(5) 統計学的解析 
各群間の比較には t検定を用い、有意水準は
5%とした。 
 
４．研究成果 
(1) 組織学的評価 
機械的刺激受容器に関して、術後 4 週では I
群でそれらは認められなかったが、II 群では
平均 4個が観察され、群間に有意差を認めた
(p<0.05)。術後 12 週では、I群で術後 4週と
同様、それらは認められなかったが、II群で
は平均 12 個が観察され、群間に有意差を認
めた。 

図１．Ruffini 小体、Pacini 小体、Golgi 腱
器官 
II 群の移植腱実質部は滑膜に覆われた厚い
線維組織に被覆され、遺残組織と移植腱に連
続性が認めた。移植腱中央部は両群とも規則
的な膠原繊維の配向を示したが、無細胞領域
も観察された。移植腱内の血管数は 4週にお
いて II 群が I群より有意な高値を示した。 



 
 
 
 
 
 
図 2. HE 染色：I群     II 群 
(2) 力学的評価 
術後 12 週における脛骨前後方向移動距離は
い ず れ の 角 度 に お い て も II 群
(30°,60°,90°：平均 5.7 mm,5.4 mm, 4.8 
mm)が I 群(8.5 mm,9.3 mm, 8.3 mm)に比べて
有意に低値を示した(p<0.02)。 Initial 
stiffnessは II群が I群より有意に高値
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.60 度における荷重-伸び曲線 

図 4.脛骨前後方向移動距離 
 
移植腱の断面積は、II 群(40.5mm2)が I 群
(26.7mm2) に 比 べ 有 意 に 高 値 を 示 し た
(p=0.01)。 

図 5. ACL の長さ     断面積 
 
引張試験における破断様式は、全例実質部損
傷であった。術後 4週における力学的パラメ
ーターに関しては両群に差がなかった。 

図 6. 4 週における構造特性 

最大破断荷重および線形剛性は、II 群(平均
394N,96N/mm)が I 群(301N, 92N/mm)に比べ高
い傾向を示したが、有意差はなかった。TGF
投与群は I群に比べ有意に最大破断荷重、線
形剛性(572N,152N/mm)が高値であった。 

図 7. 12 週における構造特性 
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