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研究成果の概要： 
この研究では新しい生理的再建を目指して、サイトカインのBMPを用いた骨靭帯結合部の再
生とそれを用いた新しい靭帯再建術の開発を目的とした。 
家兎アキレス腱にBMP入りポリマー埋植実験を行ったが、安定した骨化が得られなかった。
直接BMP注入法に変更することによって安定した骨化が得られた。組織学的には4週では内
軟骨性骨化に類似した骨形成が見られ腱・非石灰化軟骨・石灰化軟骨・骨の4層構造が確認
された。この再構築されたenthesisを用いて臨床応用を可能とするための前十字靭帯再建モ
デルを作成した。半腱様筋腱に対してアキレス腱と同様にナイロン結紮後rhBMP-2を2箇所
15、30ugずつ注入したところ、6週の15ugで良好な骨形成があり、移植材料として最適な大
きさであった。これを用いた前十字靭帯再建モデルを試行している。 
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１．研究開始当初の背景 
正常な tendon bone junction に は

enthesis と呼ばれる構造が存在し、力学的

負荷を円滑に伝達する役割を担っている。

すなわち tendon の collagen fibers が

Sharpy 線維として軟骨から骨の中へと連

続する。その組織構造として、4 層構造が

特徴的である。すなわち、Zone 1：tendon

終末、Zone 2：非石灰化 fibrocartilage

層、Zone 3：石灰化 fibrocartilage、Zone 

4：皮質骨という連続である。この 4層構造

により局所的ストレスの集中を防ぎ、円滑

な load transmission に重要な役割を果た
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している。その発生過程は腱付着部におけ

る内軟骨性骨化によって完成するといわれ

ている。しかし現在行われている腱や靱帯

の骨との境界部での断裂修復および再建法

ではこの組織構造の再生修復ではなく

fibrous scar tissue によるものであり、

正常な 4層構造を有する tendon と boneの

insertion site を再構築することができず、

生理的な力学的強度回復が得られない。こ

のことから膝十字靭帯再建手術後の骨孔拡

大、再建靭帯の骨への固定力不足などの問

題となっている。 

２．研究の目的 
正常なenthesisの特徴的な4層構造の再

生によって生理的力学的特性を有する

enthesis 構造を再生回復させる技術を開

発し、将来の腱、靭帯と骨との移行部修復

に臨床利用を発展させるのが本研究の目的

である。Enthesisの４層構造の再生には腱、

靭帯とコラーゲン繊維を腱、靭帯と共有し

連続するする線維軟骨および骨の形成が必

須である。その目的に骨形成因子（BMP、未

分化間葉系細胞から軟骨細胞への分化促進

作用がある）を用いる。我々は予備的実験

で腱実質部に腱組織とコラーゲン線維を共

有する線維軟骨,骨の作成を試み成功して

い る 。 こ の 技 術 に よ っ て

Bone-cartilage-tendon-構造を腱内に誘導

し、その誘導骨を enthesis 再生が必要な部

位の骨と癒合させることで enthesis の再

生を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1)rhBMPによるアキレス腱内での異所性骨

化モデルの作成と最適化 

ウサギ（日本白色家兎3.2～4.0kg）のアキ 

レス腱に対してポリマー3mgにrhBMP（10ug） 

を混合したコンポジットを埋植する。１週 

ごとにレントゲン撮影を行い、移植後1,2, 

3,4週ごとに屠殺し、アキレス腱を採取して 

レントゲン撮影と組織学的評価を行う。 

軟X線装置（ソフロン）,骨密度測定器（ア 

ロカ）を用いてBMPによる異所性骨形成を 

1,2,3,4週で撮影、測定し骨形成を評価する。 

H-E, toluidine blue, von kossa 染色を行 

い、骨形成形態の把握と異所性骨化と靱帯 

線維との関係を評価する。 

次にアキレス腱に直接rhBMPを注入するモ
デルを作成し同上の評価を行った。 

(2)再生 enthesis モデルの作成及び臨床応

用に向けての機能評価 

あらかじめ腱内にrhBMPを埋入した4週間後、

ウサギ脛骨近位に骨孔を作成、切断した骨

化部断端を埋入し、ワイヤーで固定する。

コントロールとして腱のみを骨孔を通し同

様の固定を行う。この骨孔作成モデルを4週

間後に屠殺、レントゲン、CT、組織学的評

価、力学試験を行った。 

(3) 骨靱帯結合部の自家移植材の作成技術
の確立 
臨床に直結した動物実験モデルとして、前

十字靭帯再建術で有用とされている膝蓋腱

（bone-tendon-bone；BTB）を模写した再
生BTBの作成を行う。白色家兎のアキレス
腱に対してrhBMP-2を2箇所に注入した。注
入するBMPの量を0,15,30,60μg、注入後経
時的に3,4,6週でレントゲン撮影を行った。
レントゲンで良好な骨形成が見られた時期

に屍殺し組織切片を作成した。白色家兎の

半腱様筋に同様な操作を行い、アキレス腱

と同じく骨形成がなされるかを検討した。 
 

４．研究成果 

(1)BMPを用いて正常4層構造を有する

tendon bone junctionの再構築 
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家兎アキレス腱にBMP入りポリマー埋植

実験を行ったが、安定した骨化が得られ

なかった。技術的に手技が不安定である

と考え、より簡素化したBMP注入法に変更

することによって

安定した骨化が得

られた。2週後の軟X

線では腱内に点状 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

の骨化巣が出現し、4週にかけて徐々に範

囲が拡大した。 

骨密度計測では2週から経時的に骨密度

の増加が見られた。

 
組織学的には1週目で細胞数増加が認め

られ、2週で腱線維内に卵形細胞が出現し

、toluidine blue染色で異染性を示した

。3週目で卵形細胞周囲の一部にvon Kossa

染色陽性領域が広く分布し、4週では内軟

骨性骨化に類似した骨形成が見られた。 

 

偏光顕微鏡にて腱と骨に線維の連続性が

見られ、腱・非石灰化軟骨・石灰化軟骨

・骨の4層構造が確認された。 

 
(2)再構築enthesisの機能的評価と臨床

に直結した動物実験モデルでの有用性 
家兎脛骨近位部に骨孔を作成し、再構築
された enthesis を移植した。コントロー
ル群では腱のみを骨孔に通した。 
4週後の CTで、コントロール群では骨孔
内に骨新生がなかったのに対し、
enthesis移植群では骨孔が移植骨で充填
されていた。 
 
 

組織学的評価では、enthesis 移植群で移
植骨と母床骨の骨癒合が認められ、
enthesis の 4 層構造は維持されていた。 
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また力学試験ではコントロール群に対し
enthesis移植群で引っ張り強度が有意に
高値を示し、力学的特性回復が見られた。 
     
(3)骨靱帯結合部の自家移植材の作成技術
の確立 

 
予定された部分に骨化させるためのナイロ
ン糸 4針結紮をしなければ 2箇所の骨が１
塊になることがたびたび観察された。よっ
て骨化予定部分にナイロン糸で結紮し、そ
の間に BMPを注入、20分静置した後ナイ
ロンを解いて閉創した。BMP注入後 3週
から骨化が見られ 6週で十分な骨化が確認

できた。30ug群において
最適な骨形成か確認された。 
一箇所につき 30ug注入し
待機期間を 6週として、前
十字靭帯再建術を計画した。
しかしながら、実際の手術
中においてアキレス腱に作
成した Bone-Tendon-Bone
自家移植材料はウサギ膝前

十字靭帯よりも相当太く、問題であった。
臨床現場ではアキレス腱より半腱様筋を用
いる靭帯再建術が一般的であるために、半
腱様筋腱に対してアキレス腱と同様にナイ
ロン結紮後 rhBMP-2を 2箇所 15、30ug
ずつ注入したところ、6週の 15ugで良好
な骨形成があり、移植材料として最適な大
きさであった。 
よって以後の実験に半腱様筋腱に rhBMP
を注入、再生Bone-Tendon-Boneを作成し、
これを用いた前十字靭帯再建術を試行して

いる。 
 
半腱腱様筋腱で
も腱内骨形成が 
見られる 
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