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研究成果の概要（和文）：断裂した腱の断端から分泌される腱ゲルは、張力が印加されることでコラーゲン線維組織が
再生される。本研究では、腱ゲルの再生を促進させる適切な張力印加モードと、張力を腱ゲルに加える最適なタイミン
グの評価を引張試験と構造解析で行った。赤外線分光解析は、3日間または5日間生体内で保持した腱ゲルから得えられ
た特徴的なピークが10日目のそれでは消失したことを明らかにした。この結果は、腱ゲルに張力を加えるべき最適なタ
イミングは10日目であることを示している。通常の引張試験では、腱ゲルは細い紐状に伸長し、形成されたコラーゲン
線維の最大直径はマウスの正常なアキレス腱のそれよりも約45倍太くなった。

研究成果の概要（英文）：　Tendon gel secreted from a parent tendon is regenerated by applying the 
tension. However, the detailed condition of tensile stimulus to promote regeneration of tendon gel has 
never been clarified yet. In this study, evaluations of an appropriate tensile mode and of the optimum 
timing of applying the tension to tendon gel were conducted by tensile tests and structural analyses. An 
infrared spectroscopy revealed that characteristic peaks that appeared in tendon gel on day 3 and day 5 
disappeared in tendon gel on day 10. Disappearance of the peaks means maturity of tendon gel and it show 
us the optimum timing that the tension should be applied to tendon gel. The effect of tensile load on 
tendon gel preserved for 10 days was investigated by various tensile tests. In normal tensile test, 
tendon gel was elongated into a thin cord of collagen fibres, and the maximum diameter of a collagen 
fibre was approximately 45 times large than that of the normal Achilles tendon of mice.

研究分野： ナノ材料計測科学

キーワード： 生体材料　再生医療　コラーゲン線維　人工腱　人工靭帯　リガメントゲル　材料工学　新素材応用
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１．研究開始当初の背景 
  現在、日本は高齢化社会を迎えている。ま
た、都市化、生活の利便化の影響を受けて、
運動不足に陥りやすい生活環境にあり、現代
社会では身体を動かす機会が減っている。そ
れに伴い中高年者の積極的なスポーツへの
参加が公的にも推奨されている。スポーツは、
体を動かすという人間の本源的な欲求にこ
たえるとともに、爽快感、達成感、他者との
連帯感等の精神的充足や楽しさ、喜びをもた
らし、さらには、体力の向上や、精神的なス
トレスの発散、生活習慣病の予防など、心身
の両面にわたる健康の保持増進に資するも
のである。しかしその一方で、激しい運動は
中高年者にとって心臓への負担が大きく、不
整脈や運動後の血圧の低下など、危険な状況
に陥る事が多々見受けられる。そればかりで
なく、骨折や関節・筋肉・腱などにも障害を
起こし痛みなどを起こすようになってしま
う。また、これによる障害の慢性化が新たな
問題として浮上している。そこでけがの心配
なく元気で活力のある日常生活を送るため
に、簡便で確実な修復方法が要求されている。
特にアキレス腱の損傷・断裂に関しては、修
復方法の研究があまり進んでいない現状に
ある。現在あるアキレス腱の修復方法は保存
方法と手術方法がほとんどであり、どの方法
にも半年間ほどの治療期間がかかってしま
う。これにより社会復帰が遅れるなどの悪影
響が生じている。もし簡便な修復方法が確立
されれば、経済活動の活発化や医療費の削減
に繋げることが期待できると同時に、中高年
がスポーツにより生きがいを持つことがで
き、quality of life の向上に繋げることが
できると考えられる。 
２．研究の目的 
  アキレス腱の断裂や靭帯損傷の修復に対
する研究はあまり進んでいない。正常な腱で
は主成分の膠原線維(コラーゲン線維)は全
て一方向に配向した組織を呈しているが、一
度断裂や損傷を受けた腱・靭帯がどのような
機序によってコラーゲン線維の合成・縦列化
が進み、断裂した腱が再生するのかは不明で
あった。近年、断裂したマウスのアキレス腱
から採取した分泌物(tendon gel)に数日間継
続的に引張応力をかけることで、応力印加方
向にコラーゲン線維束が太く配向する現象
が見出され、人工腱形成のための基礎的知見
が得られた(1)。そこで本研究は、応力場が
tendon gel組織に与える影響を定量的に評価
することでコラーゲン線維の応力誘起自己
組織化現象の発生機序の解析を目的とした。 
３．研究の方法 
  (1) 試料作製 
 試料作製には腱の断端から分泌された
tendon gel を 2枚のフィルムに挟むフィルム
モデル法[2]で行った。フィルム間にできる試
料の厚さが 20µm と薄いので薄切なしで光学
顕微鏡によりその場観察を可能とする。以下
に作製手順を示す。 

 
1． マウスアキレス腱のうち内側頭の腱

(MH)を眼科手術用ハサミで切断(図
1(a)) 

2． フッ素系樹脂フィルム(Aflex, 旭硝子
社製)3×4mm の上に、切断端を医療用
針付き 10-0 ナイロン縫合糸で結紮固
定 

3． 生体内で 10 日以降まで温存し、試料を
取り出した(図 1(b))  
 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 引張試験 

本研究室で独自に開発したナノ材料試験
機を用いて引張試験を行った。ナノ材料試験
機は、モーター及びピエゾ素子により可働ス
テージを前後させ引張及び圧縮試験を行う
ことが出来、その際の荷重はロードセルにて
検出出来る機構になっている(荷重分解能
10-5N)[3]。Tendon gel 試料をナノ材料試験シ
ステムの両ステージ間に固定した(図 2)。引
張試験は、図 3に示したナノ材料試験システ
ムを用いて荷重－変位曲線の計測及びその
場観察を行った。引張速度は約 20µm/s であ
る。今回使用した試料は生体内で 3 日目、5
日目、10 日以上で温存する期間を変えた試料
を使用した。 
 

(3) フーリエ変換赤外分光光度計(FT-IR)に

よる構造解析 
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(b)応力印加用試料 

10 日以降に摘出 

図 1 フィルムモデル法により作製した 

tendon gel 試料 

(a)フィルムモデル法による試料作製過程 
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引張試験で使用した試料を FT-IR(Jasco 
IRT5000、FT/IR4200typeA) を用いて構造解
析を行った。測定条件は透過測定モード、ア
パーチャ径 50×50µm、積算回数 40 である。 
 
(4) 原子間力顕微鏡(AFM)による表面観察 
AFM(Veeco Dimension3100)を用いて、引

張試験で使用した試料、正常なアキレス腱の
表面観察を行った。観察時は試料表面にエタ
ノールを滴下して乾燥させたものを使用し
た。観察条件はタッピングモードで行い、カ
ンチレバーは NCHV－10V を使用した。 
 
４．研究成果 
(1) FT-IR による構造解析と AFM による表面

観察 
10 日目以降まで成熟した tendon gel に張

力を印加することで、コラーゲン線維が配向
することが確認された。張力印加時にコラー
ゲン線維がどのようにして配向を始めるの
か張力印加初期組織をAFMで観察した。図4、
に成熟期間が 5 日目の試料の引張試験後の
AFM 像を示した。3日目、5日目の試料は張力
を印加してもコラーゲン線維の配向を確認
することが出来なかった。コラーゲン線維の

配向組織は 10 日以上生体内で成熟させたも
ののみで観察されることが報告されている[1]。
これは tendon gel 内でのコラーゲン分子の
形成に 10 日間程要するためであり、成熟期
間が 3 日目、5 日目の試料ではコラーゲン分
子が完成されていないため分子間の架橋と
線維組織の配向がおこらなかったと考えら
れる。また、1500cm-1～1300cm-1 の領域(図 5
赤い点線で囲った部分)で 3、5日目の引張前
後でピーク形状の違いが確認された。これは
3、5日目の試料では、プロコラーゲンペプチ
ターゼが接合しているが、成熟期間が 10 日
目以降ではそれが分裂しコラーゲン分子が
完成したためにピーク形状に違いを生じた
と考えられる。 
図6(a)～(d)に成熟期間が10日目の試料の

応力印加前後、正常なアキレス腱の AFM 像を
示す。応力印加は引張試験で得られたデータ
を基に組織変化の初期過程を調べることを
目的として決定した。図 6(b)は約 0.5MPa の
応力、図 6(c)はやや大きめの約 2.5MPa の応
力を印加した試料を観察したものである。図
6(a)より応力印加なしの場合、コラーゲン線
維の配向は確認できず、凹凸のある形状であ
ることが分かった。一方、図 6(b)、(c)では
応力印加方向にコラーゲン線維が配向し周
期的な横紋がある線維組織が観察できた。こ
れは、コラーゲン線維が成長していく過程に
おいてコラーゲン分子同士がアルドール縮
合型架橋でコラーゲン線維が形成され、次に
コラーゲン線維間でシッフ塩基型架橋が起
こったためと考えられる[5]。 
張力の印加によってコラーゲン分子間に

架橋(アルドール縮合型架橋)が起こるとそ
の反応により飽和脂肪族アルデヒド基(CHO
基)が生じる。その変化が図 5の IR スペクト
ルの赤矢印で示した所にピークとして表れ
ている。また、架橋反応が進むと今度はコラ
ーゲン線維間の架橋(シッフ塩基型架橋)が
生じるが、この変化は図 5 の IR スペクトル
上の黒矢印で示した所にピークの変化とし
て表れていると考えられる。図 5 から OH 基
に由来するスペクトルのピーク位置(図 5 破
線)が応力印加前では 3289 cm-1、応力印加後
では 3294cm-1、正常な腱線維では 3323cm-1と
高波数値としてシフトする傾向が得られた。
3300cm-1 付近のピークは、個々のコラーゲン
線維にある OH 基に起因するピークである。
このピーク位置の変化はコラーゲン分子が
集まり線維を形成していく過程、もしくは、
線維化したコラーゲンが束になって腱が修
復される過程で OH 基の隣接位構造が変化し
たことに起因している可能性がある。正常な
腱線維が形成されるとCHO基のピークが消失
しているが、これは線維間の架橋(シッフ塩
基型架橋)が優位になったことで CHO 基が消
失したためと考えられる。図 6(b)、(c)で観
察されるコラーゲン線維の直径はそれぞれ
54±20nm、61±12nm であった。コラーゲン分
子の直径は約 1.5nm であることから(b)、(c)

図 2 ナノ材料実験機 

図 3 ナノ材料試験システム 



のコラーゲン線維の直径はそれぞれコラー
ゲン分子 36±13 本、41±8本分相当であると

考えられる。図 6(d)の正常なアキレス腱では、
周期的な横紋があるコラーゲン線維の配向
組織が観察された。コラーゲン線維の直径は
247±35nm であった。比較的小さな張力でも
継続的に印加することによって架橋が進み、
より太い直径のコラーゲン線維が形成され
るものと考えられる。 
 
(2) Tendon gel への引張応力印加と形成組織

との関係 
成熟した tendon gel 試料に、リンガー液

内に浸漬した状態で、ワイヤまたは結紮糸
をつなぎ、張力印加試料を作製した。張力
印加条件は、（i）マニピュレーターを用い
て 10MPa を最大値とする引張応力を単調増
加的に印加する（引張速度：約 20µm/s）、
（ii）アクチュエーター（「TD-102」、テク
ノハンズ株式会社）を用いて約 0.5MPa のほ
ぼ一定の引張応力（約 0.5mm のひずみ）を
360 回／hのサイクルで 10 日間にわたって
繰り返し印加する、および（iii）デジタル
フォースゲージを用いて約 0.5MPa のほぼ
一定の引張応力（約 0.5mm のひずみ）を 10
日間にわたって静的に印加する。試験後、
それぞれの条件下で印加した荷重とコラー
ゲン線維束の直径との関係を評価した。 
 3 日目に採取した試料は、張力を印加し
てもほとんど伸びることなく固定ピンから
脱落した。5 日目に採取した試料は、張力
を印加すると形状が少し細長く変化して紐
状組織となったが、コラーゲン線維の配向
は観察されなかった。 

 一方、10 日目に採取した試料は、図 7に
示したように、応力の単調増加にともなっ
て紐状に伸び、本実験条件の範囲内では試
料は破断することなく伸長した。このとき

 
図 5 IR スペクトル 

3 日目引張前 3 日目引張後 

5日目引張前 5 日目引張

10 日目引張 10 日目引張

腱繊維 

図 7 10 日目の tendon gel の単純引

張試験 (a)引張前、(b)引張過

程 1、(c)引張過程 2 
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図 4 5 日目試料の引張後 

(a)張力印加無 (b)張力印加(約 0.5MPa) 

(c)張力印加(約 2.5MPa) (d)アキレス腱 

図 6 コラーゲン線維の AFM 像 
矢印の方向が張力印加方向 



の加重－変位曲線は、ノコギリの歯状に上
下しながら応力値が上昇していく様子を示
していた。これは、引張変形に伴う局所的
な試料の破断、および金属材料の加工硬化
に相当する組織的変化を伴う硬化に起因し
ていると考えられる。組織的変化とは、す
なわち、張力印加によるコラーゲン線維同
士の架橋反応の促進と、引張方向へ配向し
ながら組織が太く成長する変化により、
tendon gel 試料の機械的強度が増すことで
ある。本実験で使用した tendon gel の最大
応力は約 9.5MPa と求められた。10MPa 程度
の張力を継続的に印加することで急速に架
橋が進み、コラーゲン線維が配向しながら
太く成長するものと考えられる。 
 紐状に伸びた（図 7の(c)）組織を光学顕
微鏡で観察した結果、光学顕微鏡レベルで
も周期的な横紋が観察され、コラーゲン線
維束が太く形成されているものと考えられ
る。観察像から推定されるコラーゲン線維
束の直径は約 10µmであった。これは通常の
マウスのアキレス腱を形成する線維束のお
よそ 45 倍の太さに相当する。 
試料に印加する応力とコラーゲン線維束

の直径との関係を調べた。コラーゲン線維
束の直径は、印加する応力の増加に伴って
コラーゲン線維同士が架橋を始めるため、
即座に太くなる。組織の表面を原子間力顕
微鏡（AFM；Veeco Co., Ltd, NY, Dimension 
3100，カンチレバー：NCHV-10V，測定モー
ド：タッピングモード）を用いて観察した
ところ、応力が約 0.2MPa、約 2.5MPa、約
10MPa のときに、コラーゲン繊維束の直径
はそれぞれ 54±20nm、61±12nm、約 10µm
である。なお、マウスのアキレス腱では、
コラーゲン繊維束の直径は 247±35nm であ
る。この結果はすなわち、tendon gel に印
加する張力によって任意にコラーゲン線維
束の直径（つまりtendon gelの機械的特性）
を制御できることを示している。また、約
10MPa など、比較的大きな引張応力を印加
することにより、すでに完成されているマ
ウスのアキレス腱よりも太いコラーゲン線
維束を形成することができる。上述したよ
うに、tendon gel に対して張力を単調増加
的に負荷するとコラーゲン線維は太くなる
がゲル組織全体が紐状になる。そこで、前
述したような条件により定荷重を繰り返し
印加する試験（サイクル試験）と、同じく
定荷重を連続的に印加する試験（クリープ
試験）において、tendon gel にコラーゲン
線維束がどの程度形成されるかを調べた。 
 張力印加前後では形態を含めてほとんど
変化がないようにみえる。しかしながら、
試験後の組織表面を AFM で観察したところ、
張力印加方向にコラーゲン線維が強く配向
していることが分かる。コラーゲン線維の
直径は、約 99.0±55.4nm であった。 
 一方、クリープ試験後の試料は、目視で
はやはり形態を含めてほとんど変化がない

ようにみえた。しかしながら、原子間力顕
微鏡を用いた表面観察では、サイクル試験
と比べてコラーゲン線維がより太くかつ広
い範囲で配向していることが確認された。
コラーゲン線維の直径は、約 208.3±
75.5nm で あ っ た (p<0.01, one-way 
analysis of variance(ANOVA))。 
以上の結果をまとめると、繰り返し張力

印加（サイクル試験）でも一定張力印加（ク
リープ試験）でもコラーゲン線維が配向し
た組織が得られるが、張力を一定期間連続
的に印加した方がコラーゲン線維の成長が
より進行していたことが明らかとなった。
本実験により、腱・靭帯再生においてはク
リープ試験による張力印加がより適した方
法といえるだろう。 
 
(3) まとめ 
本研究では、tendon gel に対して引張試験

時の生体組織の変化の観察とFT-IRによる構
造解析、AFM による表面観察を行った。Tendon 
gelでは生体内での10日間の成熟によってプ
ロコラーゲンからコラーゲンペプチドが分
裂しコラーゲン分子が完成する。その後、張
力の印加によって即座にアルドール縮合型
架橋が始まりコラーゲン線維が太く成長し
適切な太さの線維束が形成される過程でシ
ッフ塩基型架橋が優位となって腱が再生さ
れるモデルを今回の AFM 観察と IR 測定によ
って明らかにした。サイクル試験でもクリ
ープ試験でもコラーゲン線維が配向した組
織が得られたが、張力を一定期間連続的に
印加した方がコラーゲン線維の成長はより
進むことを明らかにした。本研究により、
tendon gelに対して張力を任意に制御して印
加することにより、コラーゲン線維束の太さ
を制御できる可能性を得た。 
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