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1 緒言 

1－1 再生医療と組織工学 

 

組織工学は、「組織機能の再生、維持、修復を目的とする生物学的代替品の開発

に、工学と生物学を応用する学際的な研究分野」1)、また、「細胞とバイオマテリアルを

組み合わせて、失われた組織の代替を目指す工学」²⁾ と定義されている。 

組織工学とは、組織の機能を再生するための「細胞」、その細胞を培養し組織を維

持させるための「足場材料」、細胞の増殖・分化を制御する「サイトカイン」の 3 つの要

素を組み合わせて、生体外で組織再生を行うための技術である(図 1－1)。 

｢細胞｣は、細胞による再生能を引き出し移植した細胞そのものから臓器構築を促す。 

「足場材料」は、組織再生をする空間を確保するとともに再生組織の形状を保ちな

がら損傷組織の再生を助ける働きがある。移植した細胞を欠損部位にとどまらせて望

み通りの機能性組織の再生を誘導するために細胞の接着、増殖、細胞外基質産生を

促進して細胞の分化の制御、生体適合性などいくつかの性質が必要である。 

「サイトカイン」は、細胞から分泌されるタンパク質であり、細胞間相互作用に関与す

る生理活性物質の総称で標的細胞にシグナルを伝達し細胞の増殖、細胞死、機能発

現など多様な細胞応答を引き起こすとされている。 

 

 

 

図 1－1 組織工学の 3つの要素 

  

足場材料

細胞 サイトカイン
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1－2 靭帯(Ligament) 

 

1－2－1 靭帯の役割 

 

靭帯は、骨と骨をつないで離れないように関節を形成している、強靭な短い線維性

の結合組織であり、関節の安定性を保つ働きだけではなく、必要な動作を制御する役

割も持つ。また、靭帯は身体の至るところに存在している。 

 その中でも膝関節靭帯には、4 つの靭帯が存在する。関節外には内反方向に膝の

左右のずれを防ぐ内側側副靭帯（medial collateral ligament：MCL）、また、外反方向

のずれを防ぐ外側側副靭帯（lateral collateral ligament：LCL）が存在する。さらに、関

節内には前十字靭帯（anterior cruciate ligament：ACL）と後十字靭帯（posterior 

cruciate ligament)：PCL）があり、下腿と大腿骨の前後のずれを防ぎ膝の安定性を保っ

ている（図 1－2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1－2 膝関節概略図 

 

1－2－2 前十字靭帯 ( ACL : anterior cruciate ligament ) 

 

 膝関節の内側にあり、大腿骨と脛骨を結び、前外側線維束（AM 束）と、後内側線維

束（PL束）の 2つに分けられ、脛骨のねじれを防いで、膝の安定性に重要な役割を果

たしている 3、4)。また、膝靭帯の中で最も弾性を有する組織である。 
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 ACL は主にコラーゲン（I、III、V 型）やエラスチンなどの細胞外マトリックス（ECM）と、

靭帯線維と平行に配向した紡錘型の線維芽様の靱帯細胞（靭帯細胞）から構成され

ている 5)。その長さは約 30〜40 mm、中央部の幅は 10 mmであり、靭帯の長軸方向に

走行するコラーゲン線維の集合体である（図 1－3）。 

 ACL はそれ特有のクリンプ構造と呼ばれる波状構造を持ち、組織への局所的な負

荷を緩和し、変形を容易にする働きを持つことが知られている。 

また、ヒト ACLにおいては、長径約 30 mmのうち、約 6 %の伸張（2 mm程度）によ

り損傷を受け 6）、730～1730N の荷重負荷がかかると破断し、その破断弾性率は 65～

111 MPa であると報告されている 7）。 

前十字靭帯は、膝関節の内側にあるので血管が乏しく、自然治癒能力が低い。この

ことより、一度断裂してしまうと再生はほとんど見込めない。そのため、代替物を用いた

研究が盛んに行われている。 

 

 

図 1－3 ヒト膝関節内 ACL8) 

左図：膝関節正面図、右図：関節断面図 

 

 

 

1－2－3 靭帯再建方法と現状 

  

 米国だけでも毎年約 30 万件以上の靱帯再建手術が行われており、靭帯再建は自

家移植が主な方法となっている 9)。しかしながら、自家移植にはドナー部位の罹患率

の上昇や強度の低下が起こってしまう 10)。 
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現在、最も一般的な治療方法として、骨付き膝蓋腱（bone-patellar tendon-bone :  

以下 BTB）、半腱様筋（semitendinosus : 以下 ST）、薄筋（gracilis : 以下 G）といった

患者自身の組織を移植する自家移植が主流である。再建方法として BTB を使用した

BTB 法と、ST および G を使用した ST/G 法がある。BTB 法は骨性部分を持っている

ため、骨孔内での治癒が早く、また骨-靭帯結合部を持っているので再建靭帯にかか

る力が局所に集中することを避けることができる。ST/G 法は BTB 法と比較して脛骨

の前方移動量や膝関節伸展筋力の手術成績は比較的良好であるという報告がある５－

７）。 

 

1－3 人工靱帯 

 

1－3－1 これまでの人工靱帯 

 

当初、非分解性の高分子ポリマーからなる人工靱帯が作られてきた。具体的には、

ポリエステルの線維をメッシュ状にした Leeds-keioモデル 11)やポリエチレンテレフタレ

ートの線維を筒状にした LARSデバイス 12)といったものがある。初期強度は十分に高

かったものの、異物反応、慢性的滑膜炎や摩耗くずの発生などの欠点があった。そ

れらを解決するために材料の改良やコーティング技術を組合わせたり、組織工学を

取り入れている 13)。組織工学的人工靱帯において、細胞を効率よく働かせるために

足場の形状は重要である。靱帯構造を模倣したモデル、多孔性を持たせることで細

胞が接着、輸送がしやすくさせるモデル等の様々な形状のモデルが作られてきた。

本研究室では、靱帯細胞を配向したコラーゲン、エラスチンファイバーに播種し、強

度を担う生分解性ポリマーのポリジオキサノンの糸に巻き付けるというモデル（図 1－

4）を開発している 14)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1－4 先行研究の人工靱帯モデル 14) 
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1－2－5 編組構造 

 

編組とは編むことでおもにワイヤーや銅線に使われ力学特性を向上することができ

る。繊維を編むということは服、電線、建築物、航空機などにさえ使われている。典型

的な繊維は軸方向にそって共有結合で原子が並び、垂直方向には分子間力でつな

がっている。そのため軸方向への引張はとても強く、垂直方向への力に対しては変形

しやすいという性質がある。その性質を制御するために編組構造は用いられ様々な分

野で応用されてきた。ACL においてもそうで、編組構造を用いることで靱帯特有の応

力－ひずみ曲線 J カーブを描くとされている 15-18)。生分解性の高分子ポリマーを用い

た編組構造を持つ組織工学的人工靱帯な開発例もある（図 1－5）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1－5 高分子ポリマーに編組構造を持たせた足場 19) 

 

1－3 細胞外基質(ECM：Extra Cellular Matrix) 

 

多細胞生物において細胞と細胞の間、または細胞集団の隙間を埋め、細胞同士の

接着や外圧に対するための強度をもった物質の総称である。ECMは主に線維状タン

パク質とプロテオグリカンで構成される。細胞にとって物理的な足場となるだけでなく

組織形態、分化、ホメオスタシスに必要とされる重要な生化学的・生物力学的な合図

を出す働きがあると言われている。 

ECMの独自性は組織の発達段階で形成され、動的かつ相互的な生化学的・生物

力学的な細胞同士のひいてはタンパク質などの微小環境との相互作用が影響してい

る。ECM との細胞接着はインテグリンなどの ECM受容体を介して行われる。 
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1－3－1 コラーゲン ( Collagen ) 

 

 生体内のタンパク質の中で最も多く、全タンパク質の 30％を占めている。結合組織

の主要な構成成分として全身に広く分布し、線維状の分子構造を形成している。コラ

ーゲンを構成しているアミノ酸の組成は、約 1/3 がグリシン、約 1/4 がプロリンとヒドロキ

シプロリンで構成されており、アミノ酸配列は G-X-Y（G:グリシン、X には P:プロリン、Y

には Hyp：ヒドロキシプロリンが多い）とグリシンが 3塩基ごとに規則正しく配列するため、

一本のコラーゲンペプチド鎖( α鎖 )は左巻きの螺旋を形成している。さらに、これらの

ペプチド鎖 3本が互いに集合し、コラーゲン分子は、右巻きの螺旋構造を有している。

この構造がコラーゲンに特徴な引張強度をもたらしている８)。 

 前十字靱帯においてはⅠ型コラーゲンとⅢ型コラーゲンが豊富に含まれ構成成分の

50％を占めるとされている。 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

図 1－6 コラーゲン線維構造 
 

 

 

  

□□〉yG三三~ y G二 vG三〉

八賣／^？
コラーゲン3重螺旋構造
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1－5 本研究の目的 

本研究の最終的な目的はヒト前十字靱帯の再生で、移植後に自家組織へと徐々に

置換していく組織工学的人工靭帯の開発である。 

先行研究において、前十字靱帯の主な細胞外基質であるコラーゲン、エラスチンの

ファイバーシートに靱帯細胞を播種し、それを生分解性で生体適合性の高いポリジオ

キサノンに巻き付けるというモデルを作製した。 

このモデルは力学特性において、軸部分のポリジオキサノンが初期強度を担保する。

ポリジオキサノンが加水分解されていき、そこにエラスチン、コラーゲンシート上の細胞

による基質産生でポリジオキサノンが分解されたところにコラーゲンが産生されて、コラ

ーゲン線維へと置き換わっていくというモデルである。 

しかし、このモデルはポリジオキサノンの分解よる強度への影響が大きく、分解され

て空隙が生じるという問題があった。そこでコラーゲンでモデル軸を作るためにコラー

ゲン糸の開発が本研究室で行われてきた。しかし、研究室での前実験においてコラー

ゲン糸 10 本分の引張試験の応力ひずみ曲線から最大応力から応力がゼロになるま

でにひずみが大きくなっているため、糸 10 本が同時に切れていない、つまり糸 1 本 1

本に均等に力が加わっていないという問題点があげられた（図 1－7）。 

 

 

図 1－7 コラーゲン糸の応力ひずみ曲線 

A；1本の応力ひずみ曲線、B、10本の応力ひずみ曲線、 

 

これらを解決するために、靱帯の主成分であるコラーゲンで軸を作製し、力学的特

性を制御し、モデル内部に空間を持たせて細胞の接着、遊走がしやすいとされる編組

構造を持たせた組織工学的人工靱帯モデル軸の検討を行った。 
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２ 方法 

2－1 足場材料の作製 

 

2－1－1 水溶性コラーゲンの抽出 

 

三重県松阪食肉流通センターから頂いたブタ大動脈から外膜以外の部分を除去し

た。5% クエン酸溶液に 1 mg / mL となるようにペプシン ( 富士フイルム和光純薬 ) 

を添加した酵素溶液を作製し、外膜を入れて 2週間溶解させた。酵素溶液にて溶解し

た部分をろ過し、エーテル ( ジエチルエーテル ; 富士フイルム和光純薬 ) 処理を

行った。エーテル層を遠心分離で除去し、1.7M NaCl ( 関東化学株式会社 ) を加え、

生じた沈殿を透析チューブに入れ、外液の塩濃度が 0 になるまで透析を行った。チュ

ーブから取り出した液を凍結乾燥させて水溶性コラーゲンを得た。 

 

2－1－2 コラーゲン単糸・束の作製 

 

抽出したコラーゲンを HCl ( 0.005 N ; 関東化学株式会社 ) に溶解させ、遠心分離

によって気泡の除去を行った。コラーゲン溶液をシリンジ ( TERUMO )で吸引し、シリ

ンジポンプにてポリエチレンチューブを通して線維化緩衝液  20% PEG/Buffer 

( 37 ℃ ; pH 7.5 ; 135 mM NaCl ; 関東化学株式会社, 30 mM Tris ; 関東化学株式会

社, 30 mM Na₂HPO₄ ; 富士フイルム和光純薬) 中に押し出した。その後、緩衝液

37 ℃で1時間十分に重合させた。99 %エタノール ( 日本アルコール販売株式会社 ) 

で 2 時間脱水させた後、一晩荷重乾燥させた。EDC ( 1-エチル-3-（3-ジメチルアミノ

プロピル）カルボジイミド塩酸塩 ； ペプチド研究所 ) にて室温で 24時間架橋および

24 時間脱イオン水で洗浄した後、荷重乾燥させコラーゲン単糸を作製した。束におい

ては、フレームにて糸を回収し、単糸と同様に処理することで得た（図 2－1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2－1 コラーゲン単糸作製の概略図 

‘~ ’ `巳II= ~ 匡］

シリンジにて押し出し

buffer solution 
』ner l 35m¥JI NuCI, 30m¥JI 
'lu,HPO,) 

| 疇Ir~ + 「 7 疇;f~疇 I
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2－1－3 編組コラーゲン軸の作製 

 

編組構造を持たせることでの力学特性への影響を調査するために束と編組を作製

した。また、本数の違いの影響を見るために 3 本、9 本、90 本のサンプルを作製した。

具体的には①3 本：3 本束、編組（三つ編み）、②9 本：9 本束（9 Bundles:9B）、 三つ

編み 3 束（3 Braid-Bundles:3BBs）、 三つ編みを三つ編みにした(Braid-Braid:BB)、 

③90 本:90 本束、前架橋 90 本編組（EDC で 30 本束を架橋してから編組構造を持た

せた架橋後三つ編み）、後架橋 90本編組（30本束編組させてから架橋したもの）を作

製した。 

3 本束については、編み目(Stitch)の数の違いで力学特性にどのような影響を及ぼ

すのかを調査するために 1cm あたり 5 つの編み目を作った 5stitch、1cm あたり 10 の

編み目を作った 10stitch、30の編み目を作った 30stitch という編組糸を作製した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2－2 編組コラーゲン糸の顕微鏡画像 

A：コラーゲン糸の編み方の図、B：三つ編みコラーゲンの顕微鏡画像、C:3本束コラー

ゲンの顕微鏡画像、D-H：概略図及び顕微鏡画像、D:9 本束、E:三つ編み 3 束、F：三

つ編み三つ編み、G:90本束、H:30本三つ編み 
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2－2 靭帯細胞の単離 

三重大学医学部倫理委員会により承認を受け、三重大学医学部付属病院整形外

科より提供を受けたヒト前十字靱帯(human anterior cruciate ligament:ACL)を使用した。

ACLからの細胞単離を移植片培養法にて行った。PBSで軽く洗浄したのち 2-3mm程

度の大きさに切り分けた。切り分けた ACL 切片を細胞培養シャーレ上に置き、

37℃/5%CO2 インキュベータ内で１時間静置した。その後細胞が剥がれないよう、慎重

に 10%FBS/DMEM を添加し、培養を開始した。3 日に 1 度培地交換を行い、組織か

ら細胞が十分に遊出したことが確認できたらトリプシン処理により細胞を剥がして継代

培養を行った（図 2－4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2－4 ヒト前十字靱帯から単離した靱帯細胞の顕微鏡画像 

2－3 編組コラーゲン軸上での細胞培養 

   

モデル軸上で細胞培養したものを組織工学的モデル軸として評価した。90 本のモ

デル軸をV字に掘られたシリコンの型に置き、10％FBS/DMEM培地に浸漬させ 30分

37℃でインキュベートした。培地を取り除き、ACL 細胞 50×10⁴cells を播種し、1 時間

37℃でインキュベートした。翌日、培地交換を行い 3日間培養した（図 2－5）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 2－5 培養型の概略 

~ \ 
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2－4 力学的試験 

2－4－1 コラーゲン糸の引張試験 

 

 コラーゲン糸を 2cm に切り、0.5cm 四方のアクリル板にはさみ、接着剤で固定し 1 日

静置させた。十分にアクリル板が接着したことを確認した後に、リン酸緩衝生理食塩水

（PBS）で 3 時間膨潤させた。顕微鏡にてモデル軸の画像を撮影し、ImageJ にて直径

を測定し断面積を計算した。それから、引張破断試験器にセットして自然長を測定し、

完全に破断するまで引張試験を行った。引張速度は 500μm/sec の速さで完全に破断

するまで行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2－3 引張試験機 

 

2－4－2 編組コラーゲン糸の繰り返し引張 

 

 9 本のコラーゲン糸から作られたサンプル（9Bs、3BBs、BB）は繰り返し負荷に対する

影響を調査するために図 2－3 の引張試験機を用いて繰り返し引張を行い。その後、

サンプルを破断させ、引張強度を測定した。条件は 100μm/sec の速さで 5 秒間引張り、

5秒間で戻る 10秒のサイクルで 50回引張させた。 
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2－4－3 組織工学的モデル軸の力学評価 

  

モデル軸を４ｃｍ程度に切り、両端１ｃｍをアクリル板ではさみ、接着剤で固定し 1 日

静置させた。十分にアクリル板が接着したことを確認した後に、リン酸緩衝生理食塩水

（PBS）で 3 時間膨潤させた。顕微鏡にてモデル軸の画像を撮影し、ImageJ にて直径

を測定し断面積を計算した。それから、引張破断試験器にセットして自然長を測定し、

完全に破断するまで引張試験を行った。破断強度が小さい場合は図 2－3 を使用し、

引張速度は 500μm/sec の速さで完全に破断するまで行った。破断強度が大きいもしく

は自然長が長い場合は図 2－5 を用いて破断試験を行った。エクセルの 1 セルあたり

約 28μm の速さで完全に破断するまで行った。今回は 90 本からなるモデル軸で図 2

－3を使用し、それ以外のサンプルは図 2－5の引張試験機を用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2－5 引張試験機 
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2－5 構造観察 

2－5－1  H&E染色 

  

3日間培養したモデル軸を 10％ホルマリン/PBSで固定し、70％エタノール、99％エ

タノールで脱水した。その後、キシレンに浸透、パラフィン置換し 80℃のオーブンで 1

時間静置し、包埋皿にサンプルをおきパラフィン包埋し、－20℃で保存した。このサン

プルをミクロトームにて 7μｍの切片を作製した。切片化したサンプルをキシレンに浸し

脱パラフィンさせて、99％エタノール、95％エタノール、脱イオン水で洗浄した。へマト

キシリンに浸して核染色し、脱イオン水で洗浄、エオシンで組織を染め顕微鏡にて観

察した。 

 

2－5－2 免疫蛍光染色 

 

3日間培養したモデル軸を 10％ホルマリン/PBSで固定し、脱イオン水で洗浄させ

た。トリプシン溶液に浸漬させて 37℃でインキュベーションすることで抗原賦活化処理

を行った。PBSで洗浄し、ブロッキング液に浸した。その後、PBSで洗浄し DAPI溶液

で核を蛍光染色した。スライドガラスにサンプルをのせ、封入液を被せて、カバーガラ

スを上から押しつけて封入した。その後、共焦点レ－ザー顕微鏡で観察し

Linearunmixingにより細胞核とコラーゲン軸の蛍光を区別し観察した。 

 

2－5－3 走査型電子顕微鏡による構造評価 

   

3日間培養したモデル軸を 10％ホルマリン/PBSで固定し、PBSで洗浄し、50％、

70％、80％、90％、95％、99％エタノールで脱水させて、50％ｔ-ブチルアルコール/エ

タノール溶液に浸漬し 37℃インキュベートし 100％ｔ-ブチルアルコール溶液に入れ替

えて再びインキュベートした。7℃の冷蔵庫で凍結し、凍結乾燥を行った。イオンスパッ

ター装置で金コーティングした後に、走査型電子顕微鏡（SEM）にて観察した。 
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2－6 遺伝子発現調査 

 

3日間培養したモデル軸を乳鉢に入れ、液体窒素を加えて凍結した状態で乳棒を

用いてホモジナイズした後に、Nucleospin Filterにて不純物を取り除き、Ncleospin 

RNA Collumn に RNAを吸着させ、洗浄した後に RNase-free H₂Oに溶出させ RNA

を回収した。 

靭帯関連遺伝子(type 3 collagen、Tenomodulin)、軟骨関連遺伝子(sox9)、骨関連

遺伝子(type I collagen、Runx2)の発現量を Real-Time PCRにて解析した。 

 

 

Table. 2-2 ターゲット遺伝子の用途 

Name 用途 

GAPDH ハウスキーピング。 

Type 1 collagen 骨分化マーカー。骨組織の主要タンパク質。 

type Ⅲ collagen 靭帯マーカー。靭帯組織の主要タンパク質。 

Tenomodulin 靭帯マーカー。靭帯、腱の成熟に関与。 

SOX-9 軟骨分化マーカー。軟骨細胞に多い転写因子。 

Runx2 骨分化マーカー。骨芽細胞に多い転写因子。 

 

 

Table. 2-3 ターゲット遺伝子のプライマー配列 

Name Primer sequence (5’-3’) 

GAPDH 21) Forward：GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 

Reverse：GTCATTGATGGCAACAATATCCACT 

type Ⅰ collagen 22) Forward：AAGGGACACAGAGGTTTCAG 

Reverse：TAGCACCATCATTTCCACGA 

type Ⅲ collagen 23) Forward：TCAGGGTGTCAAGGGTGAA 

Reverse：CAGGGTTTCCATCTCTTCCA 

Tenomodulin24) Forward：CCATGCTGGATGAGAGAGGTT 

Reverse：TTGGTAGCAGTATGGATATGGGT 

SOX-925) Forward：CAG GTG CTC AAA GGC TAC 

Reverse：CGC TCT CGT TCA GAA GTC 

Runx226) Forward：TGAGCTGAGAGGACATATGGCC 

Reverse：TAGACACCAAACTCCACAGCCC 
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解析方法には ΔΔCT法を用いて、各領域の静置培養の値を 1 として相対発現量を

算出した。 

 

ΔΔCT法 

①ΔCTの算出 

ΔCT＝CT値（ターゲット遺伝子）―CT値（GAPDH） 

②ΔΔCTの算出 

ΔΔCT＝ΔCT（各サンプル）―ΔCT（リファレンス（＝正常群）） 

③相対発現量の算出 

［遺伝子の相対発現量］ ＝2 –ΔΔCT 

 

2－7 統計分析 

 

解析ソフト（StatView）を使用し、Tukey-Kramer法により統計的有意差検定を行っ

た。p<0.05で統計的な有意差ありとした。有意差ありと判定した結果のグラフには、 

※：p<0.05 と表記した。 
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3結果 

 

３－１ 編組による力学特性の変化 

  

3－1－1 コラーゲン単糸の力学特性 

 

コラーゲン単糸の引張試験から力学特性を調査した。本研究で用いたコラーゲン単糸

の力学特性を以下に示す。 

 

表 3－1 コラーゲン単糸の力学特性 

直径（μm） 125.1±42.4 

破断強度（ｍN） 87.8±47.5 

弾性率（MPa） 28.3±10.4 

伸長率（％） 24.7±5.3 

  

3－1－2 3本モデル軸における編組糸の力学特性 

  

3本束と編組の引張試験による力学試験結果を以下に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－1 コラーゲン糸 3本の直径（n=12） 
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図 3－2 コラーゲン糸 3本の破断強度（n=12） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－3 コラーゲン糸 3本の弾性率（n=12） 
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図 3－3 コラーゲン糸 3本の伸長率（n=12） 

 

 直径は 3 本束で 284.1±126.2 μm、編組で 208.9±47.6 μm となった（図 3－1）。破断

強度では 3 本束 170.3±54.8 mN で編組では 173.67±78.68mN（図 3－2）、弾性率は

3本束で 12.25±4.25MPaで編組では 17±11.02 MPaであり（図 3－3）、伸長率は 3本

束で 29.84±8.38 %、編組で 34.98±15.06 ％を示した（図 3－4）。弾性率と伸長率にお

いて編組構造を持たせることで高くなった。 

 

3－1－2 stitchによる力学特性への影響調査 

 

stitch数の違う 5stitch、10stitch、30stitchの３つのサンプルで引張試験での力学

特性の結果を以下に示す。 
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図 3－4 stitch数が異なるモデル軸の直径（n=3,※：ｐ＜0.05） 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－5 stitch数が異なるモデル軸の破断強度（n=3,※：ｐ＜0.05） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－6 stitch数が異なるモデル軸の弾性率（n=3） 

 

 

 

  

21.3

18.0
16.3

0

5

10

15

20

25

30

0 5 10 15 20 25 30 35

弾
性
率

(M
P

a)

stitch数

弾性率（MPa）

※ 

! t 
T
●
_-

I' T
 
.

• 
-



23 

三重大学大学院  工学研究科  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－7 ステッチ数が異なるモデル軸の伸長率（n=3） 

 

 

 5stitch、10stitch、30stitchのそれぞれの直径は 255.23±22.93 μm、295.84±31.87 

μm、192.45±18.15 μmで、5stitchが 30stitch よりも有意に高くなった。破断強度は

319.5±29.5 mN、353.0±47.82 mN、214.5±34.5 mNであり、5stitchが 30stitch よりも有

意に高くなった。弾性率は 21.25±5.25 MPa、18±2.08 MPa、16.25±1.45 MPa、そして

伸長率は 21.25±5.25％、22.43±0.84％、35.13±1.04％を示した。弾性率では stitchの

数が多くなるほど低くなり、伸長率では stitchの数が多くなるほど高くなった。 
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3－1－3 編組コラーゲン糸の繰り返し引張試験 

 

 9本束（9Bundles:9Bs）、三つ編み 3本束(3Braid-Bundles:3BBs)、三つ編み三つ編

み(Braid-Braid:BB)の 3つのモデル軸で 50回繰り返し負荷をかけた後の力学的引張

試験の結果を以下に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－8 繰り返し引張前後のモデル軸の直径（ｎ=4-6, ※：ｐ＜0.05） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－9 繰り返し引張前後のモデル軸の破断強度（ｎ=4-6, ※：ｐ＜0.05） 
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図 3－10 繰り返し引張前後のモデル軸の弾性率（ｎ=4-6） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－11 繰り返し引張前後のモデル軸の伸長率（ｎ=4-6） 

 

繰り返し引張前において 9Bs、3BBs、BB のそれぞれの直径は 416.44±69.52μm、

267.27±32.9μm、307.22±30.82μm となり 9Bsは 3BBs よりも有意に大きかった。破断強

度は 627.83±11.70mN、448.00±41.03mN、565.33±64.11mNで 9Bsが３BBｓより有意に

高い値を示した。弾性率は 13.1±5.27MPa、22.82±7.67MPa、20.3±5.16MPa、そして伸

長率は 30.49±6.44％、31.23±5.18％、33.12±6.82％であった。 
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繰り返し引張後においての 9Bs、3BBs、BB のそれぞれの直径は 314.89±41.23μm、

305.33±25.74μm 、 307.22±30.82μm 、 破 断 強 度 は 583.67±111.68mN 、

516.00±107.20mN、536.14±69.95mN、弾性率は 22.45±6.97MPa、21.03±2.79MPa、

30.19±11.76MPa、そして伸長率は 25.07±4.31％、29.65±6.81％、27.40±4.67％を示

した。 
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3－2 組織工学的人工靭帯モデル軸の評価 

  

3－2－1 力学評価 

 

 90本束と、前架橋編組と後架橋編組の力学試験結果を以下に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－12 コラーゲンモデル軸の弾性率（n=4） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－13 コラーゲンモデル軸の破断強度（n=4） 
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図 3－14 コラーゲンモデル軸の弾性率（n=4,※：ｐ＜0.05） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－15 コラーゲンモデル軸の弾性率（n=4,※：ｐ＜0.05） 

 

 90 本束、前架橋、後架橋それぞれの断面積は、6.36±0.77mm²、8.62±2.22mm²、

5.65±0.28mm²で、破断強度は 5.08±0.68N、4.05±1.64N、3.63±0.46N、弾性率は

29.48±3.53MPa 、 9.70±3.27MPa 、 7.7±1.59MPa 、 伸 長 率 は 24.76±1.90 ％ 、

40.44±15.07％、66.51±5.27％となった。 

 編組構造を持つ前架橋と後架橋で弾性率が低くなった。伸長率は後架橋が最も高く

なった。 
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3－2－2 染色による構造観察および細胞接着確認 

 

構造観察及び細胞接着確認のために H&E 染色、免疫蛍光染色を束コラーゲン軸

と編組コラーゲン軸で行った。免疫蛍光染色では細胞核とコラーゲン糸の自家蛍光を

分けるために Linearunmixingを行った結果を以下に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－15 コラーゲンモデル軸の画像 

 束コラーゲン軸（A、C）と編組コラーゲン軸（B、D）の染色画像 

A、B：H&E染色、黒紫色が細胞核で赤色が組織を示す。C、D：免疫蛍光染色画像、

赤色が細胞核で緑色がコラーゲン糸の自家蛍光を示す。 

 

H&E 染色においては切片作製の際に編組構造を残した状態で切片を作製するこ

とが困難であったが比較的に構造が残っている染色画像を用いた。 

H&E 染色画像から編組軸モデルでは糸の重なりのある部分が観察できた。糸内部

細胞はほとんど確認できなかった。SEM においては、どちらの軸においても表面に細

胞核らしき丸い粒を確認した。さらに、免疫蛍光染色においても細胞核を確認した。 

 

図 3－15 コラーゲンモデル軸の弾性率 
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3－2－2 走査型電子顕微鏡による構造観察および細胞接着確認 

 

SEMによって表面構造の観察画像を以下に示した。 

 

 

 

図 3－16 コラーゲン軸モデルの SEM画像 

A,：束コラーゲン軸の表面画像、B:編組コラーゲン軸の表面画像、C:束コラーゲ

ン軸の断面図、D:編組コラーゲン軸の断面図。 

 

 A、Bの画像から核と思われる粒を軸表面で確認した。C、Dの画像から 90本束

の場合はコラーゲン単糸の観察が出来たが、編組ではコラーゲン単糸一本一本の

区別が困難であった。 
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3－2－4 遺伝子発現評価 

 

束と編組で遺伝子発現確認を行った結果を以下に示す。確認した遺伝子はコントロ

ー ル と し て GAPDH 、 靱 帯 関 連 遺 伝 子 で あ る Type 3 collagen(Col3) 、

Tenomodulin(tnmd)、骨関連遺伝子である Type 1 collagen(Col1)、Runx2 と軟骨関連

遺伝子である Sox9を用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－17 コラーゲンモデル軸の靱帯関連遺伝子の遺伝子発現(n=1) 

 A：type 3 collagen、 B:Tenomodulin 

 

 

図 3－18 コラーゲンモデル軸の骨関連遺伝子の遺伝子発現(n=1) 

A: type 1 collagen、 B:Runx2 
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図 3－19 コラーゲンモデル軸の軟骨関連遺伝子の遺伝子発現(n=1) 

 

 

 

 編組の遺伝子発現は束と比べて Type 1 collagenでは 0.11倍、靱帯関連遺伝子であ

る Type 3 collagenでは 3.42倍、Tenomodulinでは 0.05倍、骨関連遺伝子である Sox9

では 0.70倍で Runx2では 0.98を示した。 
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４ 考察  

4－1 編組構造による力学特性の違いについて 

 

 4－1－1 編組構造による弾性率への影響 

 

今回の 3本束と三つ編みの弾性率では三つ編みで高い値を示し、一般的な編組

の力学特性とは異なっていた。一般に言われている編組の特性を確認するために材

料の違う糸で引張試験を行った。図 4－1は 3本の PDS糸の弾性率の結果である。3

本束で 704.00±45.72MPa、三つ編みで 514.29±131.76MPa となった。３本束と三つ編

みで比較したとき三つ編みの方が３本束よりも弾性率が低くなったため、本研究での

編組の仕方は一般的な編組の力学特性を示し、編組の作り方は成功していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4－1 3本の PDS糸の弾性率 

  

伸長率を確認すると三つ編みで高い値を示しており、編組した効果で糸の遊びが

力の加わり方を緩やかにし、高くなったと考えられるため編組が機能していないという

ことではない。一方で、直径を見ると 3本束で高い値をとっている。弾性率は糸の断面

積が大きくなるほど低くなる。したがって、直径の大きい 3本束は弾性率が抑えられた

ために三つ編みの弾性率が 3本束よりも上回った。本来であれば全く同じ直径の糸を

3本束ねたものと三つ編みにしたものでは糸同士が最も密な状態でいると同じ直径に

なる。しかし、直径は両端付近と中央付近で測っており、今回の測定においてはサン
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プルをアクリル板にはさみ、接着剤で固定し、アクリル板ごと引張させることで測定して

いる。直径を測定するために顕微鏡で観察するときはアクリル板で固定した後に行う。

そのため 3本束では糸がアクリル板に沿うように並んでしまい直径を多く見積もってし

まったためと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4－2 3本束内の位置関係と見積もられる直径 

A:最密構造での見積もられる直径、B:平面に並んだ糸から見積もられる直径、C：3

本束の顕微鏡画像、D：三つ編みの顕微鏡画像 スケールバー：250μm 

 

囚 厨



35 

三重大学大学院  工学研究科  

4－1－2 stitchの数の違いによる力学特性の変化について 

  

Stitch数が違う編組糸の引張試験を行うことで力学特性の制御が出来るかを試み

た。弾性率において最も編み目の数が少ない 5stitchで弾性率が最高となり、編み目

の多い 30stitchで最低となった。伸長率では 30stitchで最も高い値となり、5stittchで

低くなった。このように stitchが増えるほど弾性率が抑制され、伸長率が上昇した。そ

のため stitchの数を変えることで力学特性を制御出来ることが示唆された。 

さらに伸長率のグラフに近似直線を描くと R²が高く伸長率と stitch数は比例関係

にあり近似曲線の傾きから stitch数を１つ増やすと伸長率を 0.6％上昇させられること

が予測できる。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4－3 ステッチ数が異なるモデル軸の伸長率と近似曲線 

  

 

Amitｒawalによると、編組角度は編組構造の引張特性の制御に重要な役割を果た

す。編組角の増加により、編組縫合糸の応力-ひずみ曲線の勾配が減少した。編組角

が大きいと高い伸びと低い弾性率を示す 27）。 つまり stitch数が多ければ多いほど応

力-ひずみ曲線の勾配は減少し、弾性率は低くなるとされているため、今回用いている

コラーゲン糸も同様に編組角と編組直径を変えることで意図的に力学特性を変化させ

られる。 
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 前十字靱帯の応力ひずみ曲線は 3領域にわかれていて、まずクリンプと呼ばれる靱

帯特有の周期的な波形構造(図 4－3)が伸ばされる小さな応力で大きなひずみが出

来る 28)領域、次にクリンプが伸びきるとコラーゲン線維束に直接力がかかる領域、最

後に線維が破断し応力がさがっていく領域があるとされている１２)。したがって、靱帯モ

デルの力学特性を意図的に変化させる必要がある。Stitch数を変えることで力学特性

を変化させられるため、編組構造が人工靱帯モデルの軸として有効であることが示唆

された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4－3 ヒト前十字靱帯の H&E染色画像 

スケールバー：250μm 
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4－1－3 編組糸に編組構造を持たせたことによる力学特性の変化について 

   

 BB と 3BBsの 2つのサンプルを作り引張試験を行うことで編組を重ねることによる力

学的特性の変化を調べた。今回の繰り返し引張前のサンプル同士での弾性率と伸長

率の差がほとんどなかったことから、2つのことが考えられる。１つめは、編組を 1カ所

でも取り入れれば力学特性に十分に影響を及ぼせる。２つめは、編組を重ねるほど弾

性率に対する効果が増すが、何らかの影響で編組の効果が薄れる、もしくは失ってし

まったということである。編み糸は図 4－2の Dの画像からわかるように凹凸が出来る。

凹凸のある 3本の糸を編んでいるため糸同士で引っ掛かってしまい、編組の効果が

薄れてしまったと考えた。また、図 4－3でもわかるように編組することで出来る凹凸が

小さくなっていることからも同じことが言える。繰り返し引張後の破断試験の結果から弾

性率で 3BBs より BBで高い値を示した。このことからも stitchが不均一で力の加わり

方が均一でなくなり弾性率が繰り返し引張前では 3BBs と BBで同程度となり、繰り返

し引張後では stitchが均一に近づくことで BBが 3BBs よりも高くなったと思われる。た

だし、繰り返し引張前後どちらにおいても弾性率以外のパラメータにおいて 9Bs と

3BBsの比較と 9本束と三つ編み三つ編みの比較での増減の傾向が同じであるた

め、編組を一部に取り入れれば効果が得られるので編組を重ねることによる影響に対

する効果を調べるためにさらなる調査が必要である。 

 

図 4－4 編組糸の顕微鏡画像 

 A:三つ編み三つ編みの顕微鏡写真、B:三つ編み 3本束の顕微鏡写真、スケールバ

ー：250μm 
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4－1－4 繰り返し引張負荷による力学特性の変化について 

 

繰り返し引張負荷を与え続けると、負荷に耐えられなくなったコラーゲン線維が損傷

し弾性率が低下する 29）。今回の引張負荷では弾性率が有意に下がったサンプルがな

かったためどれも繰り返し負荷に耐えうることが示唆された。その中でも表 4－1から

3BBsが直径、破断強度、伸長率において最も繰り返し前後での差が小さいことから

繰り返し負荷に最も耐える可能性を示唆した。今回は負荷がかかっていない 0回目と

50回での比較を行っているため、詳細に調査するためにある程度繰り返し負荷をかけ

たあとのサンプルと数百回、数千回と繰り返し負荷をかけた後のサンプルで試験を行

っていく必要がある。 

 

 

 

表４－１ 繰り返し引張前後での各パラメータの差 

Δ 9Bs 3BBs BB 

直径(μm) 101.56  38.07  50.84  

破断強度(mN) 44.17  68.00  29.19  

弾性率(MPa) 9.35  1.80  9.89  

伸長率(%) 5.42  1.58  5.72  
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4－1－5 コラーゲンモデル軸の力学特性について 

 

 図 3－14から 90本束と編組させたサンプルどちらも弾性率が有意にさがっているこ

とからスケールアップをしても編組による効果を受けることを示した。しかしながら、今

回の 3本束と三つ編み、9Bs と 3BBs と BB との比較、さらには PDSを用いた比較、

全てにおいて弾性率を下げていたが有意ではなかった。有意な差がなかったのは別

の要因があると考えられる。90本のモデル軸での構造観察において、図 3－16の

SEMの画像から束の中の線維の構造に少し違いが見られた。束と比べて編組ではコ

ラーゲン単糸一本一本のはっきりとした区別が難しい。この違いは９０本モデルの作り

方で差が現れたと考えられる。まず、束モデル軸は束にしてから架橋し編組モデル軸

は架橋してから編組している。架橋のタイミングが違うため 30本束が糸同士で架橋し

合ったと考えられるまた、図 4－5Aのフレームにコラーゲン糸を巻き付けた後に、フレ

ームを伸ばすことで糸に荷重をかけながら乾燥させる。これは糸それぞれが均一に伸

ばされるため巻き取り回数が違っても糸への荷重は同じである。その後 EDC架橋をさ

せ、再び荷重乾燥を行う。これは図 4－5Bのように両端をクリップではさみつるしなが

ら乾燥させることで荷重乾燥を行っている。クリップの重さに荷重が依存しているため

同じ方法でも 90本束にかかる力と 30本束にかかる力は同じであるが糸 1本に対して

かかる負荷は 3倍になっている。そのため、30本束がより伸ばされて、糸同士が融合

したような構造になっていたと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4－5 コラーゲン束荷重乾燥に用いる方法 

 A:巻き取り後の乾燥方法、赤丸：延長部位、B:EDC架橋後の乾燥方法 
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4－2 コラーゲンモデル軸への細胞接着について 

 

 SEM と免疫蛍光染色を用いて軸への細胞接着確認を行った。3次元足場において

多孔性であることは細胞接着、遊走においては有効であるとされている 30)。編組はモ

デル軸内部に空間を生み出すことが出来るため多孔質であると言える。そのため、今

回においても編組モデル軸が束モデル軸よりも細胞を多く確認できると考えた。しかし

ながら、H&E染色、SEM画像、免疫蛍光染色結果のいずれにおいても束モデル軸と

同等もしくは、少ない様子が観察された。一般的に 3次元足場へ細胞を接着させるこ

とは難しいとされ、スポンジやゲル、細胞シートと組合わせて細胞を播種している 31)。

本研究においては専用の V字シリコン型を用いて細胞のディッシュへの付着を防ぐ

方法で行ったがさらなる改善が必要であると思われる。そのため、播種方法の改善が

必要である。細胞の接着させる機会を増やすために 1度播種してモデルを裏返しても

う一度播種する、細胞包埋ゲルを塗布する等の例が考えられる。 

 また、観察方法の改善も必要である。モデル軸を切片にして染色することが出来な

かったために、今回は SEMで細胞接着確認を行った。モデル軸を切片にするときに

組織が抜け落ちてしまっていた。したがって、固定から包埋までの過程でパラフィンが

十分に浸透していないことが考えられるため各手順での最適な時間を検討していく。

SEM と免疫蛍光染色においては内部に焦点を当てた観察が難しいため編組では観

察できなかった細胞が存在していると考えられるため、内部での細胞接着確認や基質

産生を観察するためにもパラフィン切片の検討、改良を行っていく必要がある。 
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4－3 編組による遺伝子発現変化について 

 

  束モデル軸と編組モデル軸での遺伝子発現調査で靱帯関連遺伝子である Type 

3Collagenが上昇し Tenomoduinが減少した。骨関連遺伝子である Type 1 collagen、

Runx2軟骨関連遺伝子である sox9が抑制された。このことから編組することで靱帯化

を促進することが示唆された。外部からの刺激がないこの二つのサンプルでの遺伝子

発現の変化を考えると、細胞が接着する足場と関連しているのではないかと考えた。

SEMの画像より、90本束と 30本三つ編みでは（局所的な密度）コラーゲン線維同士

の距離が違っている。束モデル軸では 1本 1本の糸が独立していて細胞も個々に接

着している。一方、編組モデル軸では 30本束内のコラーゲン単糸が局所的に密集し

ている様子であったので、細胞認識部位が近くに集まっている可能性がある。細胞-

ECM間の接着機構はインテグリンと呼ばれる接着受容体が関与している接着である
32)。 細胞が ECM と結合することでインテグリンが活性化し、細胞の下部には接着斑

（focal adhesion）と呼ばれる構造ができる。接着班が形成されると、プロテインキナーゼ

である FAK（focal adhesion kinase）が自己リン酸化により活性化され、シグナル伝達が

開始される。最ボイがそのため、細胞が接着する際に、細胞認識部位が密集していれ

ばその分刺激を受けたと考えられる。細胞と 1本のコラーゲン糸だけを認識して接着

した束モデル軸と 30本の糸を面として認識した編組モデル軸でインテグリン結合箇

所の数が変わったために遺伝子発現に変化が見られた。 

 

 

 今後の展望としては、編組コラーゲン軸に細胞包埋コラーゲンゲルを塗布し、靱帯

部にはコラーゲン配向ファイバーを巻き、骨挿入部には骨分化誘導するとされている

エラスチンランダムファイバーを巻いたモデルを作製し、ねじれ刺激、繰り返し負荷に

対する影響を調査していく必要がある。 

 

  



42 

三重大学大学院  工学研究科  

 

5 結論 

 

本研究では、以下のような結論を得た。 

 

１． 編組構造を持たせることでコラーゲンモデル軸の力学特性を制御出来ることが示

唆された。 

 

2． 繰り返し引張に対して、編組構造を持たせたコラーゲンモデル軸が耐えられる可

能性を示した 

 

3． コラーゲンモデル軸上への細胞接着が確認でき、遺伝子発現に影響を及ぼした。 

 

 

以上のことから、コラーゲン糸に編組構造を持たせることで、任意に力学特性を制御

出来るモデル軸の作製に成功し、このモデル軸は組織工学的人工靱帯の材料として

有効であると考えられる。 
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