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研究成果の概要（和文）：腱再生に関わるメカニズムを解明するため、8週齢C57BL/6Jマウスのアキレス腱を全
切除した後に再生してくる線維性組織を経時的に観察した。再生組織は術後3ヶ月においても異所性軟骨・石灰
化を伴い、コラーゲン配列の乱れた正常腱とは程遠い組織でありReal time PCRにおいても同様の結果であっ
た。さらにLaser micro dissection(LMD)法で正常腱と再生組織の部位別にRNAを抽出し、RNAシークエンスを行
ったところいくつかの腱再生に関与していると推察される複数のサイトカイン、分子シグナルが同定された。

研究成果の概要（英文）：To identify the mechanism involved in tendon regeneration,  we analyzed 
time-dependent changes in fibrous tissue that regenerated after total excision of the Achilles 
tendon of 8-week-old C57BL / 6J mice. The regenerated tissue was completely different from the 
normal tendon with heterotopic cartilage and calcification in which the collagen arrangement was 
disturbed even 3 months after the operation, and the results were the almost same in the real time 
PCR. Furthermore, we extracted RNAs from multiple regenerated tissues over time using the Laser 
micro dissection (LMD) method and performed RNA sequence, and identified multiple cytokines and 
molecular signals that might be involved in tendon regeneration.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 腱　腱再生　LMD　RNAシークエンス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腱の障害は、若年者のスポーツ外傷から高齢者の変性断裂に至るまで、全年齢層で起こりうる病態であり日常生
活に重大な影響を与えることが知られている。一方、骨や軟骨と比べると、腱の再生に関しての研究は決して盛
んとは言えず、多くは謎に包まれている。本研究において得られた知見は腱再生のメカニズムの解明につながる
可能性があり、この知見を用いた腱障害の新たな薬剤や治療法の開発は腱障害における重大な日常生活の影響を
低減するだけでなく、医療費の軽減にもつながる事が期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

整形外科外来診療において腱障害・断裂に由来する疼痛に遭遇する頻度は高く、スポ
ーツ活動や日常生活での負担に加えて、高齢化に伴う腱の変性も障害・断裂の原因と
なるため、全年齢層で腱障害・断裂が起こりうる。そして腱障害や断裂は、関節の運
動機能障害に加えて強い疼痛を引き起こし、生活の質や医療コストに多大な影響を与
える。しかしながら、腱の発生、維持、再生に関する研究は、骨、軟骨など整形外科
の他の分野と比較しても盛んとは言えず、多くは謎に包まれている。それゆえ、腱の
再生を可能とする本質的な治療技術は未だ確立されていない。 
我々はマウスのアキレス腱を全切除すると経時的に異所性軟骨・石灰化を伴う線維性

組織が再生することを突き止めた。再生組織は正常腱とは程遠い組織であったが、こ
の組織が再生する過程を詳細に解析し正常腱とのプロファイルの比較を行うことで腱
再生のメカニズムに迫ることが出来るのではと考え実験を開始した。 

２．研究の目的 

本研究では 1.で述べたようにアキレス腱全切除後の再生組織と正常腱の経時的な比較

を基にアキレス腱の再生に関わる分子生物学的メカニズムを解明することを目的とす

る。 

３．研究の方法 

 (1) アキレス腱再生組織の経時的な組織学的解析 
まず正常アキレス腱組織と、アキレス腱全切除後の再生組織を 3,5,7 日、
2,4,6,8,12,16,20 週と時系列にサンプリングする。組織切片においては H&E 染色、
Masson trichrome 染色、各マーカーの抗体を用いた免疫組織染色を行う。また、どの
部位にどのような特性の細胞が集簇するかを知るため、間葉系幹細胞マーカー
（CD90、CD105 など）、軟骨細胞マーカー（Sox9 など）、腱細胞マーカー（Scx な
ど）、骨芽細胞マーカー（Runx2, Osx など）、血管内皮細胞マーカー（CD31 など）を
用いた免疫組織染色を重点的に実施し、次項の研究に繋げる。 
 (2) FACS によるアキレス腱再生組織の構成細胞の特性解析 
(1)の解析から、再生過程で経時的にどのような変化が起きているかのアウトラインは
把握でき、およそどのような細胞群が存在するかは分かるが、その細胞群の厳密な特
性まで決定することは難しい。そのため各段階での再生組織から細胞を単離し、(1)の
免疫組織染色で用いた表面抗原抗体によって FACS を行い、ソートした細胞から
mRNA を回収、RNA シークエンスを行ってそれぞれの細胞群の発現遺伝子プロファ
イルを調べ、その特性を厳密に決定する。 
 (3) LMD を用いた微小領域の発現解析 
 (1)(2)の解析によって再生過程で登場する細胞群の特性が明らかになる。次に、こ
れらの細胞がどのような空間的制御を行っているかを知るため、Laser micro 



dissection(LMD)による解析を行う。アキレス腱全切除後の再生組織には一部に腱組
織の再生が見られる一方、脆弱で非特異的な線維組織に混じって軟骨様組織も散在し
ている。これらの細胞群の遺伝子発現プロファイルは(2)の解析から明らかになるであ
ろうが、その周囲の細胞がどのような影響を受ける、といった空間的な情報までは得
られない。そのため LMD を行い、腱再生が成功している部位と、失敗している部位
で集中的に微小領域発現解析を行い、細胞群間でのシグナルのやりとりを解析する。
発現変動の強い遺伝子の中から、特にサイトカインなどの液性因子に注目し、腱再生
促進に利用できるタンパクや阻害剤の候補分子を絞り込んで行く。 
 (4) 培養細胞系を用いた腱再生因子の絞り込み 
(3)で得られた候補分子を培養細胞に投与し、腱再生促進作用の有無を検証する。まず
候補分子について、アゴニストやアンタゴニストも含め、リコンビナントタンパクを
準備するとともに、その作用を修飾するような阻害剤などの化合物を探し、入手す
る。これらをマウス未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2、マウス線維芽細胞、ヒト間葉
系幹細胞などに添加して、細胞の形状変化やマーカーの発現を調べ、腱細胞方向に分
化誘導するかを検討する。 
 (5) アキレス腱再生モデルを用いた腱再生促進因子の検討 
(4)で有望な結果が得られたタンパクや化合物について、アキレス腱再生モデルに局所
投与し、再生組織の変化を検討する。組織学的には再生組織を正常腱組織と比較し、
構成細胞を比較するとともに、血管侵入や軟骨・骨組織の混在する割合を定量化す
る。また mRNA を回収して腱細胞マーカーの発現レベルを確認する。腱自体の成熟度
の判定としては、線維の配向や密度を比較するほか、力学試験機にて破断強度を測定
する。これらの実験の結果腱の再生、治癒を促進する手法が複数得られれば、これら
を組み合わせてさらに効果的な方法の開発に挑戦する。さらにアキレス腱を切断後に
縫合するモデルや、大型動物を用いたモデルでの検証を行い、臨床応用へとつなげて
いく予定である。 

 

４．研究成果 

アキレス腱再生モデルにおける再生腱の経時的な組織学的解析によって再生組織は正

常腱と異なり異所性軟骨組織、骨組織を含みコラーゲン線維の成熟度の低い組織である

ことが分かった。Real time PCR においても腱細胞マーカーである Tnmd や Scx は発現

が乏しく、軟骨細胞マーカーである Sox9 や骨芽細胞マーカーである Runx2 の発現が有

意であった。これらの結果を元に FACS を用いて腱再生に関わる細胞群の特定を試み

たがマーカーの選定に難渋し、一定の結果が得られなかった。しかし LMD で正常腱と



再生組織の部位別に RNA を抽出し RNA シークエンスを行ったところ、腱再生に関与

していると推察される複数のサイトカイン、分子シグナルが同定された。 

 今後の後続研究事業では、アキレス腱再生モデル以外のより生理的な系を探索しつつ、

それらのモデルに今回の実験で得られた知見を用いることで腱再生のメカニズムの解

明に繋げてゆきたいと考えている。 
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