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研究成果の概要（和文）： 
Ex vivo において TGF-beta1 を加えた培地で培養した滑膜由来幹細胞を成羊前十字靱帯（ACL）
再建モデルの移植腱周囲に投与（細胞療法）し、それが in vivo で移植腱のマトリクス再構築
現象へ与える効果を明らかにした。 
（方法）研究には成羊雌サフォーク種 50 頭を用いた。右膝に対して ACL 再建を行い、10 頭ず
つ以下の 5群に分けた。I群では何も投与しなかった。II 群では、移植腱に fibrin を投与した。
III 群では、左膝から採取した滑膜細胞を 2 週間培養して、5x107 個の滑膜由来幹細胞を含む
fibrin sheet を作 製し移 植腱に 投与 した。 IV 群では 、上述 の fibrin sheet に
TGF-beta1(10ng/ml)を投与し、その 24 時間後に移植腱に投与した。V群では、TGF-beta1 20ng
を fibrin と混合し移植腱に投与した。各群とも術後 12 週に各 10 頭を屠殺して、7頭を力学的
評価に、3頭を組織学的観察に供した。 
（結果）1)膝前後動揺性と断面積：5 群間に有意差はなかった。2)最大破断荷重と線形剛性：
IV 群と V 群は、I 群、II 群、および III 群に比べて有意に高値を示した(p<0.05)。IV 群と V
群の間に有意差はなかった。3)組織所見：IおよびII群では移植腱に無細胞領域が観察された。
III 群、IV 群および V群では細胞が腱深層まで浸潤しており、正常に近い膠原線維の配向を示
した。 
（考察）本研究は TGF-beta1 処理培養自家滑膜由来幹細胞が移植腱の力学的劣化を抑制するこ
とを明らかにした。この結果は、「成長因子を Ex vivo で与えた細胞」を用いる細胞療法が、他
の関節構成体に有害な効果を与えない移植腱の力学的劣化抑制方法として有望である可能性を
示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Background: It is well known that the structural properties of a tendon autograft 
deteriorate during the remodeling phase after anterior cruciate ligament (ACL) 
reconstruction. 
Hypothesis: A local application of autologous synovium-derived cells cultured in 
TGF-beta1-supplemented medium may inhibit the deterioration of structural properties 
of the tendon graft after ACL reconstruction. 
Study Design: Controlled laboratory study 
Methods: Fifty-two mature sheep were used in this study. In each animal, the right 
knee underwent ACL reconstruction using the semitendinosus tendon autograft. Then, 
the animals were divided into 5 groups of 10 sheep each. No additional treatments 
were applied in Group 1, while fibrin sealant was applied around the graft in Group 
2. In Group 3, autologous synovium-derived cells cultured in standard medium were 
applied around the graft with fibrin sealant, while autologous synovium-derived cells 
cultured in TGF-beta1-supplemented medium were applied with fibrin sealant in Group 
4. In Group 5, fibrin sealant containing 20-ng TGF-beta1 was applied around the graft. 
Each animal was sacrificed at 12 weeks after the surgery. In each group, 7 and 3 sheep 
were used for biomechanical and histological evaluations, respectively. The 
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remaining two sheep were used to confirm whether the applied cells infiltrated into 
the graft at 1 week after surgery. 
Results: Confocal microscope observations showed that the applied cells that were 
labeled before implantation infiltrated into the superficial portion of the graft 
at 1 week. Biomechanically, the maximum load and the stiffness of Groups 4 and 5 were 
significantly greater than those of Groups 1, 2, and 3. Histologically, necrotic 
lesions were observed in the core portion of the midsubstance in Groups 1 and 2. In 
Groups 3, 4, and 5, we could not find any necrotic lesions in the midsubstance. 
Conclusions: A local application of autologous synovium-derived cells cultured in 
TGF-beta1-supplemented medium, or fibrin sealant containing TGF-beta1, 
significantly inhibit the natural deterioration of the structural properties of the 
tendon graft after ACL reconstruction. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、腱・靱帯組織の修復を促進することを
目的として種々の生物学的手法を応用し、マ
トリクス再構築を人為的に制御することを
企図した治療手法の開発が試みられている
が、いまだに有効な治療手法の確立に至って
いない。研究者らはこれまでの研究で、腱・
靱帯に対する in situ 凍結解凍処理法を独自
に考案し、腱移植の本質である内在性線維芽
細胞を選択的に壊死させた理想化自家腱移
植モデルを開発し、これを用いて移植腱の構
造的および力学的特性が劣化する分子機序
を明らかにしてきた。この成果を踏まえて、
研究者らは力学的特性の自然劣化を人為的
に制御する研究に着手し、まず TGF-beta1、
などの各種液性因子の局所投与が家兎自家
腱移植モデルのマトリクス再構築へ与える
効果を検討した結果、TGF-beta1 投与がマト
リクスの力学的劣化を最も顕著に抑制する
ことを明らかにした。しかし、TGF-beta1 の
関節内直接投与は関節の変性を進行させる
可能性があるため、その安全な投与方法の開
発が急務であった。そこで研究者は平成 17
年度科学研究費（基盤 C）の補助を受け、家
兎 in situ 凍結処理靱帯モデルに対して
TGF-beta1 で賦活化した滑膜由来幹細胞移植
を行い、本移植法がその細胞浸潤を促進し力
学的劣化を抑制することを明らかにした。し

かし、臨床応用を目指すこの新規治療理論を
完成させるためには、家兎を用いた実験のみ
では不十分である。靱帯再建術の研究分野で
は、人体への応用を企図した最終動物実験に
は羊または山羊を用いるのが一般的である。
そこで今回、成羊を用い臨床的に行なわれて
いる前十字靱帯(ACL)再建術を模倣するモデ
ルを開発し、次に家兎 in situ 凍結処理靱帯
モデルで成功している TGF-beta1 で賦活化し
た滑膜由来幹細胞移植がこのモデルに与え
る効果を解明するという着想が得られた。 
 
２．研究の目的 
成羊を用い、臨床的に行なわれている前十字
靱帯再建術を模倣するモデルを開発し、その
自然経過を生体力学的に明らかにする。Ex 
vivoにおいてTGF-beta1を加えた培地で培養
した滑膜由来幹細胞を上記のモデルの移植
腱周囲に投与し、それが in vivo で移植腱の
マトリクス再構築現象へ与える効果を生体
力学的、および分子生物学的に明らかにし、
上述の生体力学および構造学的特性の経時
的変化と比較対照する。 
 
３．研究の方法 
Ex vivo において TGF-beta1 を加えた培地で
培養した滑膜由来幹細胞を上記のモデルの
移植腱周囲に投与し、それが in vivo で移植



 
 

腱のマトリクス再構築現象へ与える効果を
生体力学的、超微細構造学的および分子生物
学的に明らかにし、生体力学および構造学的
特性の経時的変化と比較対照した。 
本動物実験は、北海道大学大学院医学研究科
動物実験委員会の承認の下に，同研究科動物
実験規約に則って行われた。雌成熟サフォー
ク種 52 頭を用いた。右膝に対して後述する
ACL 再建を行い、10 頭ずつ以下の 5 群に分け
た。1 群では何も投与しなかった。2群では、
移植腱に fibrin を投与した。3群では、左膝
から採取した滑膜由来細胞を fibrin に包埋
し投与した。4群では、TGF-beta 処理培養自
家滑膜細胞を投与した。5群では、TGF-beta1
を fibrin と混合し移植腱に投与した。各群
とも術後 12 週に各 10 頭を屠殺して、7 頭を
力学的評価に、3 頭を組織学的観察（HE 染色）
に供した。残りの 2 頭には、培養細胞をラベ
ル後 3群と同じ処置を行い、術後１週でその
細胞浸潤を観察した。 
 
４．研究成果 
1) ACL の長さは、1 群が 19.1±2.9mm、2 群
が 19.6±1.1mm、3 群が 20.2±1.3mm、4 群が
20.0±1.3mm および 5 群が 20.3±1.0mm であ
った。断面積は、1 群が 26.7±9.4mm2、2 群
が 32.0±6.1mm2、3 群が 26.5±8.5mm2、4 群
が 27.7±6.1mm2 および 5 群が 26.5±5.6mm2

であった。ACL の長さおよび断面積において、
各群間に有意差は認められなかった。 
2) 膝屈曲 60度における膝前後動揺性に関し
ては、1群が 9.3±2.2mm、2群が 8.1±1.0mm、
3 群が 7.7±3.1mm、4 群が 6.8±1.7mm、およ
び 5 群が 8.5±0.8mm と各群間に有意差は認
められなかった。90 度においては 4 群が 1 群
より有意に低値であった。 
3) 引っ張り試験における破断様式は全例実
質部断裂であった。最大破断荷重に関しては、
1 群は 301±146N、2 群は 211±141N 、3 群は
216±175N、4 群は 493±181N および 5 群は
572±152N であり、4群および 5群は 1群、2
群および 3 群と比べて有意に高値を示した 
(p<0.05)。線形剛性に関しても、4 群および
5 群は 1 群、2 群および 3 群と比べて有意に
高値を示した (p<0.05)。破断伸びに関して
は、各群間に有意差は認められなかった。 
4) 組織学的所見では、1群および 2 群では移
植腱中央部に無細胞領域が観察された。3群、
4 群および 5 群では細胞が腱深層まで浸潤し
ており、正常に近い膠原線維の配向を示した。 
本研究は TGF-beta1 処理培養自家滑膜由来幹
細胞が移植腱の力学的劣化を抑制すること
を明らかにした。この結果は、「成長因子を
Ex vivoで与えた細胞」を用いる細胞療法が、
他の関節構成体に有害な効果を与えない移
植腱の力学的劣化抑制方法として有望であ
る可能性を示した。 
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