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研究成果の概要（和文）：１：本研究では腱と靱帯の成熟メカニズムを解析した。動物のアキレス腱は運動負荷
で電子顕微鏡下でコラーゲン線維の増大を確認しているが、物理的な強度試験では明らかな強度の差を認めなか
った。これは腱・骨移行部、そして筋・腱移行部での強度のばらつきが原因と考えられる。

２：前十字靭帯断裂の手術に用いられる移植腱のコラーゲン解析を行い、腱と骨の付着部を促進するチタンウェ
ブを用いることで、組織的に良好な生着を認めた。強固な移植腱の固定を得ることで腱の実質部への物理刺激が
伝わり、コラーゲンの成熟が断裂前の腱のコラーゲン成熟パターンにより近くなることを示した。

研究成果の概要（英文）：The research focused on the maturation process of tendons and ligaments. 
Mechanical stress applied to the animal Achilles tendon has revealed increased collagen thickness. 
However, this did not directly translate to increased tensile strength. This may be explained by the
 location of tension experienced by the tendon which have different mechanical properties depending 
on its function, as demonstrated by the tendon-bone junction and the tendon-muscle junction. 

Increased bone-tendon adhesion by the use of a titanium web in anterior cruciate ligament 
reconstruction, leads to increased strength histologically. Biochemical analysis also confirmed that
 collagen maturation is improved in these transplanted tendons. Furthermore, the mature collagen 
cross-links pattern is similar to those of the native tendon. Rigid fixation of the transplanted 
tendon to bone enables adequate force transmission to the tendon, to promote early maturation. 

研究分野：腱・靱帯
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腱・靱帯の損傷や断裂は日常生活やスポーツに支障をきたし、保存療法や手術療法を用いても正常な成熟・修復
が困難である。本研究は腱・靱帯の主成分であるコラーゲンの成熟が腱と骨の生着強度に関与することを示し
た。腱が骨に強固に癒合することで、移植腱に物理刺激が伝わり、腱の成熟に影響することが示唆された。本研
究は腱・靱帯の成熟・修復に重要な遺伝子とコラーゲン架橋の関係性を明らかにし、今後の保存療法や手術方
法、そしてリハビリテーションの改善に貢献するものと考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
腱・靱帯における研究はその原因遺伝子が不明であったことから他の筋骨格系
組織より解析が遅れていた。腱・靱帯においては発生に重要な Scleraxis (Scx)
報告されているが、近年発見された Mohawk(Mkx)遺伝子が発生後期から生後
においても発現が継続することから、腱・靱帯の成熟、修復における Mkx の
機能が注目されている。本申請者は、システム発生・再生医学分野にて Mkx
の機能解析を行い Mkx の分化制御、恒常性の維持、運動応答性について報告
してきた。 
 
Mkxノックアウトマウスによる遺伝子解析 
Mkx-/-マウスでは全身の腱の菲薄化と脆弱化が認められ、この原因として腱・
靱帯の主な腱構成成分であるⅠ型コラーゲンをコードする遺伝子 Col1a1, 
Col1a2 や decorin, fibromodulin(Fmod)等のプロテオグリカンの低下に伴う
ものであると考えられている。 
 
Mkxは腱分化を制御する 
ヒト骨髄由来間葉系幹細胞を用いた BMP-12(EGF7)による腱への分化誘導実
験やマウス間葉系幹細胞において Mkx の過剰発現により腱細胞様の紡錘形へ
と形態が変化することが確認された。更に Col1a1や Tenomodulin(Tnmd)等の
腱関連遺伝子の上昇もみられ、Mkxは間葉系幹細胞の腱への分化誘導に重要で
あることが示された。そして腱細胞には間葉系幹細胞様の分化能を有する細胞
集団が存在することが確認されている。我々の作製した Mkx ノックアウトラ
ット由来の腱細胞を用い、骨・軟骨・脂肪の分化誘導実験を行ったところ、
Mkx-/-腱細胞では野生型由来の細胞よりも骨、軟骨分化が促進されていた。そ
して Mkx を過剰発現させると脂肪分化が抑制された。以上のことから我々は
Mkxが骨、軟骨、脂肪分化を抑制し、腱分化を促すということを示した。 
 
運動応答性遺伝子Mkxと腱の成熟 
生後の腱の成熟にはメカニカルストレスが重要であると考え、in vivo と in 
vitro で負荷実験を行った。マウスのトレッドミル運動と腱細胞伸展により
Mkx、Col1a1、Tnmd、Fmod 等の腱関連遺伝子の上昇を認めた。しかし、過
度の運動・伸展負荷においてはこれらのマーカーが低下したため、腱の恒常性
の維持には適度なストレスが必要であると考えられた。電子顕微鏡像では野生
型マウスでは運動負荷により腱線維径の増大と密度の増加が認められるのに対
しMkx-/-では運動応答性が認められなかった。そこで本研究の目的は運動によ
る腱線維変化の評価と、メカノトランスダクションの機構を明らかにすること
である。 
 
 
２．研究の目的 
 
腱・靱帯は生体内において強い力学的負荷を受け、その要求に応じた遺伝子と
機能を発現する。しかし、これらの組織は血流が乏しく、損傷により瘢痕化や
石灰化をきたすことも稀ではない。こうした問題点を解決するためには腱・靱
帯の正常な修復過程を分子レベルで明らかにする必要がある。 
 これまで、本研究者は腱・靱帯特異的遺伝子 Mkx が運動応答性遺伝子であ
り、腱の成熟に重要であることを報告してきた。 
本研究では腱線維のコラーゲンを評価し、腱の成熟過程を解析する事で腱の正
常な成熟・修復を促すことを目的とする。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
 

 



トレッドミル運動よるコラーゲン線維径の増加を認めた腱の力学的評価 
以前我々が報告したMkx、Col1a1、Fmodなどの腱関連遺伝子が上昇する条件
でマウストレッドミル運動を行い、力学試験を行った（Kayama T et al. Mol 
Cell Biol. 2016）。WTとMkx-/-マウスを用い、運動後にアキレス腱を急速凍
結し、評価する。引っぱり強度試験で野生型、Mkxノックアウトマウスにおい
て運動あり・なしのでそれぞれ強度の変化を評価した。 
 
コラーゲン架橋解析 
プロテオグリカンの増加が成熟したコラーゲン架橋の増加につながるか検討し
た。そして成熟架橋の増加が力学的強度に影響するのかを評価する。コラーゲ
ン架橋分析は当講座で開発された高速液体クロマトグラフィー法(HPLC)で測
定した（Saito M et al. Osteoporos Int. 2006）。 以下を測定し、運動応答に
よるコラーゲン架橋の変化を評価した： 
 コラーゲン含有量 (Hydroxyproline) 
 未熟架橋形成 (Lysinonorleucine): DHLNL, HLNL, LNL 
 成熟架橋形成 (Pyridinoline) : PYD, DPD 
 架橋パターン  
 コラーゲン成熟指数 
 
ミニブタの前十字靭帯損傷モデルを用いて腱と骨の結合組織の再現を目指した。
チタンウェブを用いることで腱・骨付着部の強度を獲得し、移植腱のコラーゲ
ン成熟度を評価した。コントロール移植腱、チタンウェブを用いた移植腱、そ
して Native な膝蓋腱を比較した。 
 
 
４．研究成果 
 
 
トレッドミル運動よる腱の力学的評価の比較 
 
マウスのアキレス腱をトレッドミル運動後採取し、力学試験をアキレス腱が断
裂するまで行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
その結果野生型のマウスのアキレス腱は Mkx ノックアウトマウスと比較して断
裂までの最大荷重量が多かった。コントロール群とトレッドミル群ではトレッ
ドミル群のマウスの方が最大荷重量は大きかったが、統計学的な優位差を認め
なかった。図のようにアキレス腱中心部で断裂を認める腱もあったが、筋腱移
行部、腱骨移行部での断裂も見られたため、ばらつきが大きくなったものと考
えられる。 
 
コラーゲン架橋解析 

群 検体数 最大荷重 （N） 

WT Control 18 5.1 ± 2.3 

WT Treadmill 20 5.5 ± 2.7 

Mkx -/- Control 14 3.0 ± 1.1 

Mkx -/- Treadmill 16 3.1 ± 1.1 



 
 

ミニブタに移植した移植腱・チタンウェブではチタンウェブ内に腱線維が確認
され、良好な生着を示唆している。 
 
 

 
 

移植後１５週のコラーゲン架橋解析ではチタンウェブ内の腱組織のみならず、
チタンウェブ外の腱組織でもコラーゲン架橋の増加と成熟を認めた。これらは
チタンウェブを介して骨と良好な癒合を得る事により、腱の実質へのメカニカ
ル刺激が伝達しやすくなったものと考える。さらに、コラーゲン解析でも、よ
り正常な腱のコラーゲン成熟パターンに近くなることが確認された。これらの
ことから移植腱の腱・骨付着部の強化は移植腱実質へのメカニカルシグナルの
伝達により成熟を促し、生体内の腱組織に近い組織となることが示唆された。
腱・骨の固定強度をあげることで移植腱による損傷靱帯の早期修復に有効な方
法であることが示唆された（Ryu K, Kayama T et al.BMC Musculoskel Dis. 2020）。 
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