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研究成果の概要（和文）： 
腱や靭帯は，コラーゲンからできており，線維束，線維，原線維からなる階層構造をとって

いる．また，線維束は，線維や原線維とそれらの間を満たしているプロテオグリカンなどの線
維間物質で構成されている．本研究では，これら構成要素の引張試験と電子顕微鏡や原子間力
顕微鏡による微細構造観察を行い，線維束，原線維，およびプロテオグリカンの間に生じる力
学的関係を明らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）： 

Tendons and ligaments have such hierarchical structures as collagen fascicles, fibers, and fibrils. The 
fascicles consist of fibers and fibrils embedded in ground substances such as proteoglycans. In this study, 
these specimens were stretched to failure and their microstructure was observed with electron 
microscope and atomic force microscope. I elucidated the mechanical relationships among the fascicles, 
fibrils, and proteoglycans. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体組織は力学的環境の変化に対して，形
態や力学的性質を変化させて適応する．宇宙
飛行士が無重力空間で生活すると骨や筋肉
の量が短期間に著しく減少するが，適度な運
動によりこれを防止できることはよく知ら
れている．また最近では，骨粗鬆症に関連し
て骨の力学的適応の問題が注目を集めてい
る．腱や靱帯についても靱帯再建や損傷治癒
に関連して大きな関心が寄せられるように

なっている．この力学的適応制御のメカニズ
ムの解明は，生体組織の生理的機能とその維
持，制御の機構を明らかにするうえで非常に
重要である． 
 従来，力学的適応の研究は，おもに実験動
物の関節をギプスで固定したり，トレッドミ
ルで運動させることによって行われてきた．
しかし，固定や運動によって腱や靭帯に作用
する負荷の大きさは計測されておらず，本当
に腱や靭帯に作用した荷重が増減したのか，
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また荷重がどれだけ増減したのかについて
はまったく不明であった．そこで，我々は，
ウサギの膝蓋腱に作用している負荷を外科
的手術により定量的に増減させる実験を行
い，膝蓋腱の力学的性質の変化を調べた．こ
のように，すでにマクロなレベルでの適応現
象については，かなり詳細なデータを蓄積し
ていた． 
ミクロなレベルでの研究については，ウサ

ギの膝蓋腱から直径 300µm 程度のコラーゲ
ン線維束を摘出して，引張試験を行ない，力
学的性質を調べている．さらに，微分干渉顕
微鏡を用いてコラーゲン線維束の微細構造
を観察しながら引張試験を行うことができ
る力学試験装置を開発して，マウス尾腱より
摘出した直径 100µm 程度の線維束の微細構
造と力学的性質の関係について検討した．こ
れらの研究を通して，腱や靱帯を構成する微
細構成要素であるコラーゲン原線維とそれ
らの間を満たしているプロテオグリカンな
どの線維間物質が，腱や靱帯の力学的性質を
決定する重要な要因であることがわかって
きた． 
 
２．研究の目的 
 腱や靭帯は直径 100～500μmのコラーゲン
線維束，直径1μm程度の線維，直径50～500nm
の原線維の順に小さくなり，最終的に直径
1.5nm，長さ 300nm のトロポコラーゲンと呼
ばれるコラーゲン分子に至る．また，線維束
は多数の線維や原線維とそれらの間を満た
しているプロテオグリカンなどの線維間物
質で構成されている．このため，腱や靭帯の
力学的反応を把握するには，これらマイク
ロ・ナノレベルでの構造と力学的性質の関係
を明らかにすることが重要である． 
そこで，本研究では，ラットやマウスの

腱・靭帯を微細構成要素に分解して，それら
構成要素の力学的性質と構成要素同士の力
学的相互作用について検討した．とくに，直
径 50～500nm程度のコラーゲン原線維と線維
間物質に注目して，力学的環境の変化に対す
る生体組織の適応制御のメカニズムを解明
することを目指した． 
 
３．研究の方法 
(1) 線維束の力学的性質に及ぼすコンドロ
イチナーゼ ABC の影響：本実験では，コン
ドロイチナーゼ ABC によりプロテオグリカ
ンを取り除いた線維束の引張試験を行い，線
維束の力学的性質と微細構造の関係につい
て検討した． 
①試料の作成：実験には DD-y マウス（雄，

4週齢，体重 20.9～22.0g）を用いた．尾腱よ
り長さ約 35mmのコラーゲン線維束を摘出し，
1unit/mlのコンドロイチナーゼABC溶液で満
たした試験管に線維束を入れ，恒温槽で 37℃

に保持した．浸漬時間は 6, 12, 24, 168時間と
した．浸漬終了後，付着しているコンドロイ
チナーゼ ABC の影響を停止させるために，
直ちに生理食塩水を満たした容器に線維束
を入れて洗浄した．その後，引張試験を行い，
線維束の力学的性質を求めた． 
②引張試験：試験には光学顕微鏡のステー
ジ上で利用できる小型の引張試験装置を用
いた．ステージの一端にロードセル
（LTS-100GA，共和電業）を，他端にリニア
アクチュエーター（CM420-3C，オリエンタ
ルモーター）を固定し，両機器に，チャック
となるアクリル板を取り付けた．このチャッ
ク間に試料をシアノアクリレート系接着剤
で固定し，スライドガラスとカバーガラスの
間に生理食塩水と共に挟み込んだ．次に，プ
リロード 0.003 Nをかけた．その後，試料の
直径をビデオディメンジョンアナライザー
（PERCEPT SCOPE C3160，浜松ホトニクス）
を用いて計測し，得られた値を円近似して断
面積を求めた．引張試験は，光学顕微鏡の観
察像を CCD カメラ（PV10，オリンパス）を
用いてビデオテープに記録しながら，引張速
度 0.1mm/secで試料が破断するまで行った． 
(2) 成長過程にあるマウス尾腱より摘出し
たコラーゲン原線維の力学的性質：本実験で
は，週齢の異なるマウスを用いて，尾腱より
摘出した原線維の引張試験を行い，成長が原
線維の力学的性質に及ぼす影響について検
討した． 
①試料の作成：実験には 4，9，15週齢の雄
の DD-y マウス（体重 25，40，45g）を用い
た．尾腱より長さ約 35mmのコラーゲン線維
束を摘出した．次に，線維束を蒸留水と共に
試験管に入れ，試験管ミキサーで攪拌した．
原線維が分離し，綿状になった試料をスライ
ドガラス上に取り出し展開した． 
②引張試験：引張試験は倒立顕微鏡（IX71，
オリンパス）のステージ上で行った．原線維
は光学顕微鏡の明視野観察では観察するこ
とができないため，暗視野観察下で実験を行
った．スライドガラス上に展開した試料から，
マイクロマニピュレータ（ MM-89，
MMO-202N，ナリシゲ）に取り付けたマイク
ロ針を用いて，原線維単体を取り上げた（Fig. 
1）．この原線維の他端をもう一本のマイクロ
針の先端に吸着させ，マニピュレータを操作
して，原線維の両端をマイクロ針に巻きつけ
た． 
原線維を生理食塩水中に 3分間浸漬した後，
一方の針は静止させたままで，もう一方の針
は原線維が破断するまでマニピュレータを
用いて移動させた（Fig. 1）．顕微鏡画像を
CCDカメラ（CS230，オリンパス）を用いて
ビデオテープに録画し，原線維の長さとマイ
クロ針のたわみ量を画像解析装置（XL-20，
オリンパス）を用いて計測した． 



原線維に作用する荷重はマイクロ針のた
わみから求めた．実験に使用したマイクロ針
の原線維取り付け部を電子天秤（UMX2，メ
トラートレド）上に設置したアクリルパイプ
に押し当てた．この時の針のたわみをビデオ
マイクロスコープ（PV10-CB，オリンパス）
で計測し，荷重を電子天秤の表示値より読み
取った．得られた荷重とたわみの関係から，
原線維に作用した荷重を求めた． 
引張試験後，マイクロ針を原線維が付いた

状態で，アルミニウム製の円柱形載物台に導
電性接着剤（ドータイト）で固定した．これ
らを真空蒸着装置（JFC-1600，日本電子）に
入れ，白金コーティングを施した．作成した
試料を走査型電子顕微鏡（1710S，テクネッ
クス工房）で観察し，針に付着した破断後の
原線維の直径を測定した．この直径から，円
近似により断面積を求めた．得られた荷重と
断面積より，原線維に作用した応力を算出し
た．一方，破断ひずみは，録画した画像より
原線維の長さの変化を計測し，算出した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

４．研究成果 
(1) 線維束の力学的性質に及ぼすコンドロ
イチナーゼ ABC の影響：線維束をコンドロ
イチナーゼ ABC 溶液に浸漬すると，プロテ
オグリカンが除去されて，線維同士の結びつ
きが弱くなり，線維の走向に大きな乱れが観
察された（Fig. 2）．ただし，プリロードを作
用させると，バラバラになっていた線維が平
行に並んで，線維束全体の外観は浸漬前と同
様になり，浸漬前後で線維束の直径はほぼ同
様であった． 
線維束の引張強度と接線弾性係数は，コン
ドロイチナーゼ ABC 溶液浸漬により有意に
減少し，浸漬時間が長くなるほど減少する割
合は大きくなった（Fig. 3）．一方，破断ひず
みは浸漬時間が長くなると減少する傾向が
見られたが，有意差はなかった．これらの結
果から，プロテオグリカンが線維束の長軸方
向の力学的性質に大きな影響を及ぼしてい
ることが明らかになった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1  Schematic diagram of tensile test for  
fibrils. 
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Fig. 2  Light microscopic images of the  
fascicles immersed in a chondroitinase  
ABC solution. 
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(2) 成長過程にあるマウス尾腱より摘出し
たコラーゲン原線維の力学的性質：各週齢に
おける原線維の引張強度と直径の関係を Fig. 
4 に示す．引張強度を目的変数とし，直径と
週齢を説明変数として重回帰分析を行なう
と，直径の p値は 0.00004，週齢の p値は 0.03
となった．このことから，直径が大きくなる
と引張強度が有意に小さくなり，週齢が大き
くなると引張強度が有意に大きくなること
が明らかになった．ただし，直径の影響に比
べて週齢の影響はかなり小さいことがわか
った．一方，破断ひずみにおいては，有意な
変化は現われなかった（Fig. 5）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 得られた成果の位置づけと今後の展
望：本研究により，腱や靭帯を構成するコラ
ーゲン線維束，原線維，およびプロテオグリ
カンの間に生じる力学的相互作用の基本原
理の一部を明らかにすることができた． 
生体の力学的適応反応は成長，老化，疾病
などに大きく関与しているので，得られた成
果は，骨折や骨粗鬆症，腱・靭帯の損傷，高
血圧や動脈硬化などの様々な疾患の治療に
結びつくと考えられる．さらには，近年注目
を集めている再生医工学（ティッシュエンジ
ニアリング）において，幹細胞などの自家細
胞から人工の組織や器官を生体外で再構築
する際に，細胞を育成するための足場となる
材料開発において重要な指針を与えるもの
と期待される． 
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Fig. 3  Stress-strain curves of the fascicles 
immersed in a chondroitinase ABC solution. 

Fig. 4  Relationships between the tensile strength 
and diameter of fibrils. 

Fig. 5  Relationships between the strain at failure  
and diameter of fibrils. 
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