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冷凍保存同種骨移植 に おける靭帯お よび

靭帯付着部の 再生に関する実験的研究

金沢大学医学部整形外科学講座 (主任 : 富田勝郎教授)

北 岡 克 彦

冷凍保存同種骨ほ採取時 に 靭帯お よ び敬帯付着部を 温存す る こ と に よ り
, 実際の 移植 の 際に は宿主の 靭帯を こ れ に 縫合

する こ と が で きる ･ こ れ ほ 冷凍保存同種骨移植 の 大きな利点 の 一

つ と され て い るが
, 移植 され た椒帯お よび 敬帯付着部 の 移植

後 の 変化に つ い て の 報告ほ な い ･ 本実験 の 目的は
J 冷凍保存同種骨に お け る靭帯お よ び 敬帯付着部 の 再生過程 を形腰学的

, 機

能的に 明 らか に す る こ と で ある ･ 家兎の 膝か ら清潔操作 に て膝蓋敬帯 を つ けた 脛骨骨片を採取 し
,

-

8 0 ℃に て 2 週間以上 保存

した もの を移植材料と した ･ 移植ほ 家兎42 羽 に 対 し∫ まず膝蓋較帯を脛骨付着部で 切離 し, 移植骨と 同形の 骨欠損部を作成 し

た ･
つ ぎに 移植骨を骨欠損部に 固定 し

･ 宿主の 敬帯を移植骨の 勒帯に 縫合 した . さ ら に ワ イ ヤ ー

を 用 い て 補強 して
, 外固定は

お こ な わず に
,
ゲ ー ジ内に て飼育 した ･ 移植 乱 4 , 6 ･ 9 ･ 1 乙l 軋 24 で各 4 羽 に つ い て 大腿動脈か ら硫酸 バ リ ウ ム を 注入 した の

ち ･ Ⅹ線撮影 に て 移植敬帯お よび蘭帯付着部の 血管像 の 経時的変化 を観察 した , さ ら に 光顕用 切片 を作製 し , へ マ ト キ シ リ

ン ･ エ オ ジ ン 染色 お よび ト ル イ ジ ン ブル ー 染色を行 い 一 光学お よ び偏光顕微鏡 に よ り組織学的に 観察 した . また 移植後 6 , 1 2 ,

2 4 週の 各 6 羽 に つ い て , 膝蓋骨 ′ 膝蓋敬帯, 腰 骨複合体を採取 し, 万 能試験機に て 引 っ 張り試験を行 っ た , さ らに 破 断後 の 標

本を組織学的 に 観察 した ･ 微小血管造影に よ る観察 で は
, 移植後 6 週 で は 膝蓋下脂肪体 お よ び 宿主 の 敬帯か ら移植敬帯 に 向

か っ て 血管 の 進入 が 認め られ た ･ 移植後12 遇 に な ると 敬帯付着部 に お い て も血 管の 進入 が 認め られ , 正 常の 靭帯付着部 に 比 較

する と 明 らか に 血 管の 豊富な状態 を呈 して い た ･ しか し移植後24 週に な る と付着部の 血管 ほわ ずか に 認め られ る の み で膝菱和

帯全体 と して 正常 と類似 した血 管形態を示 した ･ 組織学的観察 で は , 移植後 4 週に お い て 執帯縫合部及び移植靭帯周囲に 著明

な線維芽細胞 の 増生 を認め たが , 移植靭帯内の 新生膠原線維ほ ほ と ん ど認め られ な か っ た ･ 移植後 6 週で は移植靭帯 へ の 新生

膠原線維の 進 入が 認め られ た ･ 靭帯付着部に お い ても ー 部
, 靭帯側に 細胞の 進入 を認 めた が軟骨層で は 移植後 4 過 と同 様に 生

細胞は認め られ なか っ た ･ 移植後 9 か ら1 2 週で は移植鞍帯ほ , 規則的 な膠原線維配列 が認め られ
,
敬帯付着部 でほ 非石 灰 化軟

骨層の 線維軟骨細胞の 著明な増生が認め られ た ･ 移植後18 か ら24 週 で ほ ▲ 移植敬帯 は さ らに 正 常靭帯組織 に 類似 した 形態を 示

し- 靭帯 付着部で ほ 石 灰化軟骨層 の 敬帯側に お い て 新生石 灰化軟骨層 が出現 し, ほ ぼ 正 常な 4 層構造 へ の 再生が 認め られ た .

偏光顧徽鏡を用 い た 観察では , 移植後 6 週 で は縫合部を中心 に 膠原線維の 線椎配列は乱れ て い る が
, 付着部の 形態ほ ほ ぼ正 常

に 保たれ て い た ･ 移植後12 週で ほ
･ 付着部の 膠原線維の 配列は不 規則と な り , 移植後24 週で ほ 敬帯付着部に お い て 再 び骨内に

入 り込む 膠原線維が認め られ , 移植敬帯お よび 靭帯付着部とも に 正 常に 近い 線維配列 へ の 再 生 が 観察 さ れ た . 力学 的試験 で

は , 移植後 6 週 で 移植骨 の 敬帯付着部の 最大引 っ 張 り強度の 健側比は平均98 ･ 4 ±1 1 ･ 6 % で あり , 1 2遇 で は51 . 7 ±8 . 0 % ,
2 4 週 で

は91 ･ 3 士8 ･ 8 % で あ っ た ･ 統計学的に ほ 移植後 6 過と 移植後12 週 , 移植後1 2 過 と移植後2 4 週 の あい だ に 有意差が認 め られ た

( p < 0 ･0 0 1) ･ 破断後 の 組織学的観察に おい て ほ , 移植後 6 週で は線維芽細胞の 進入 を認め た 軌帯層で 破断 し, 移植後12 週 で ほ 線
維軟骨細胞の 増生を認 めた 非右 肘ヒ軟骨層 で 破断 して い た ･ さ らに 移植後24 週で ほ 正常 と 同様 に 石 灰 化軟骨層 で 破断 し て い

た ･ 以上 本研究に よ り , 冷凍保存同種骨を用い た 関節再建 に お い て , 宿主 の 敬帯を冷凍保存同種骨の 敬帯に 再縫合 した 場合に

は
▲ そ の 移植靭帯 お よ び付着部ほきわ めて 正 常に 類似 した 形態学的, 機能的構造に 再生 され る こ と が 明 らか に な っ た . こ れ に

よ り臨床的に も冷凍保存同種骨の 靭帯付着部は 正常 と同様な靭帯付着部と して 再生す る こ とで
,
よ り機能的な再建術を行え る

もの と 考え られ た .

K e y w o r d s all o g aft , bi o m e c h a nic s , his t ol o g y , 1ig a m e n トb o n e J u n C ti o n , r e g e n e r atio n

近 乳 悪性骨腫瘍の 外科的治療は化学療法の 発達な どに よ り

患肢温存手術が横棒的に 行わ れ る よ う に な り
1)2)

, また , 関節外

科の 分野で は 人工 関節の ゆ るみ に 対 して 再置換の 症例が増加 し

てき て い る 瑚 ･
こ れ らの 症例 に 共通する問題点は

, 関節近傍 に

生 じた 大きな骨欠損で あり
,
これ を い か に 再建する か が重要 で

あ る ･ 従来 ,
こ の よ うな症例に 対 して ほ 特製の 腫瘍用人工関節

平成 5 年1 2月 7 日受付 , 平成 5 年1 2月2 8 日受理
A b b r e via ti o n s : T G F -

β, t r a n Sf o r mi n g g r o w t h f a c t o r - β

で 骨, 関節を 置換する方法 が多く行わ れ て きた が ,
こ の 方法で

は 関節機能に 大きな役割を ほた す敬帯が人 工 物に 生者する こ と

は 期待 で きない
5)
･ そ の た め

, 人 工 物 の み で再建 さ れ た 関節の

機能ほ十分と は い えず , また 人工物 そ の も の に 支持性を求め る

た めに 長期的に はゆ るみ や 金属疲労 に よ る破損な どの 合併症が

問題とな っ て い る . そ こ で こ の 問題 を解決す るた め に 注 目 され
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たの が 同 種骨移植 で あり , 骨銀行の 整備 され た欧米を中心 に 広

く 臨床に 使用 さ れ て い る
6 卜 8)

. そ の な か で も冷凍保存同種骨 に

おい て は , 冷凍処理 に よ り抗原性が低下す る こ とや , 骨誘導蛋

白が温存 され る こ と に よ り骨誘導能 を有す る こ と , また 力学的

に も正 常に ほ ぼ 等 しい 強度を もつ と い う こ と が 基礎的実験に よ

り示 され て お り
9ト 11)

,
冷凍保存同種骨 ほ非常 に 有用 な 移植材料

で ある とい え る .
こ の 冷凍保存同種骨 を用 い た 再建 で は人 工物

に よ る再建と ほ 異な り , 移植骨は最終的 に ほ 吸 収, 置換 され ,

移植床 の 力学的特性 に 応 じて リ モ デ リ ン グ され る と い わ れ て い

る
-2)

. さ ら に 冷凍保存同種骨は採取時に ,
これ に 付着す る敬帯

を温存す る こ と に よ り宿主 の 敬帯を容易 に 縫着できる とい う利

点を有す るが ,
こ の 移植靭帯お よ び靭帯付着部が移植骨と同様

に 再生す ると すれ ば ,
よ り長期的な関節機能 の 獲得が期待で き

ると考 え られ る .

一

般 に 硬 い 骨と 線維性構成物である靭帯 の 接点は力学的弱点

と思われ や すい が , 生体では 勒帯, 非石 灰 化線維軟骨 ,
石 灰化

線維軟骨 , 骨 とい う 4 層 か らな る特殊 な構造 に よ っ て む しろ強

化 され て お り ,
こ の 靭帯付着部の 形態的特殊性が関節の 恒常性

に 関与 して い ると 考え られ て い る
糊

. した が っ て冷凍保存同種

骨に よ っ て 再建 され た 関節が い か に 正常 に 近 い 関節機能 を獲得

で きる か に つ い て は l 冷凍保存同種骨自体の 生者過程や力学的

強度に 関 して の 知見以外に も , 同種 骨に 付着す る靭帯お よ び敬

帯付着部の 移植後の 変化に つ い て も十分な検討が必要で あると

思わ れ る . 今 日 , 靭帯付着部は独立 した解剖学的構造の
-

単位

と して 理解 され , そ の 研究は種 々 の 分野で 注目 され て い るが
,

冷凍保存同種骨 の 靭帯付着部 の 移植後の 再生に 関す る実験報告

は皆無で あり , 今後 , 冷凍保存同種骨を さ らに 臨床応用 して い

【D o n o r】

P at ell a

P a t ell a lig a m e n t

【R e ci p ie n t】

F r o z e n aIl o g r a ft

F i g ･ 1 . S c h e m a of th e tr a n s pl a n t a ti o n of th e f r o z e n a1l o g r a-
f ts ･ F r o m d o n o r r a b bit s , tib i al b o n e f r a g m e n ts a s s o cia t e d

W ith 5 m m of th e p a t ell a r lig a m e n t w e r e c oll e c t e d . T h e n ,

th e p r e p a r e d g r af t s a r e st o r e d a s e ptic all y a t
-

80 ℃ f o r at

l e a s t 2 w e e k s b ef o r e tr a n s pl a n ta ti o n . I n f o r ty-t W O r e Ci pi e n t
r a b bit s , th e p a t ell a r li g a m e n t s a r e s e v e r e d a n d b o n e

d ef e c t s si m il a r i n s h a p e t o th a t of th e g r af r e d b o n e a r e

P r e p a r e d . T h e f r o z e n a1l o g r af t s a r e t h a w e d a n d fi x e d t o

th e b o n e d ef e c t s . T h e p a t ell a r li g a m e n ts of th e h o st sid e

a r e s u t u r e d t o th e li g a m e n t s of th e g r af t e d b o n e sid e , a n d

th e n th e fi x a ti o n is s tr e n gt h e n e d b y t e n si o n b a n d wi ri n g .

9 7

く上 で 解 明すべ き重要な課題と考 え られ る .

以 上 よ り冷凍保存同種骨移植に おけ る敬帯お よび 靭帯付着部

の 移植後の 形態学的, 機能的変化を 明 らか に す るに する 目的で

以下 の 実験 を行 っ た .

( b )

F i g . 2 . P h o t o g r a p h of th e m e c h a ni c al te s ti n g . S ix r a b b it s

e a c h a r e s a c rific e d at 6 , 1 2 , a n d 2 4 w e e k s af t e r t r a n s pl a n-
t ati o n

,
a n d th e p a t elIa , P at e u a r li g a m e n t a n d tib ial c o m ple x

a r e s u bj e c t e d t o a t e n sile s tr e n g th t e st w ith a u n i v e r s al

t e s t in g m a c hi n e ( a) , T h e p a t eIl a r lig a m e n t is p ull e d a t a n

a n gl e 90 d e g r e e s a,g ai n s t th e ti bi a s o th at r u pt u r e o c c u r in

th e li g a m e n t-b o n e j u n c tio n (b) .



9 8

I . 実験動物

対象お よび 方法

北 岡

1 . 実験方法

1 . 移植材料の 作成

42 羽 の ドナ
ー の 家兎に 対 して ,

ベ ン トバ ル ビ タ ー ル (大 日 本

体重 3k g 前後の 雌性 の 日本白色家兎を実験動物 と して 用 い 製薬, 大阪) l m l/ k g を 静琵 して全身麻酔を行い , 清潔操作下に

た . ドナ
ー

と レ シ ピ エ ン ト の 家兎は同系列で ある こ と を 避ける 膝関節を展開 し , 膝蓋靭帯 の 脛骨付着部よ り 5 m m の 膝蓋敬帯

ため に 2 つ ゐ異な る 業者 か ら搬入 したもの を使用 した . を 付けた 長 さ 25 m m , 幅 8 m m , 厚 さ 4 m m の 骨 片を 採取 し

Fig . 3 . P h o t o m i c r o g r a p h of th e n o r m al r a b b it p a t ell a r lig a m e n t a n d lig a m e n t-b o n e j u n c ti o n . I n th e lig a m e n t (P L) , C Oll a g e n fi b e r s

a r e a r r a n g e d r e g ul a rly a n d t h e fib r o c a rtil a g e z o n e is p r e s e n t b e t w e e n th e lig a m e n t a n d b o n e (T B ) ( a) (h e m a t o x yli n- e O Si n s t ai n ,
× 2 5) ( b) (h e m a t o x yli n- e O Si n st ai n . ×4 0) . T h e fib r o c a rtil a g e z o n e i s di v id e d i n t o th e n o n- m i n e r aliz e d c a r til a g e z o n e ( N C ) a n d

mi n e r aliz e d c a r til a g e z o n e (C ) ( c) (h e m at o x ylin -

e O Si n s t a_i n ,
× 40 ) . T h e m i n e r ali z e d c a rtil a g e z o n e is s t ai n ed cl e a rly wi th t ol uid i n e

b l u e (d) (t o王uid i n e bl u e s t ai n , × 4 0) .

( a) ( b )

F i g ･ 4 ･ P h o to mi c r o g r a p h of th e n o r m al r a b bit p a t ell a r li g a m e n t a n d lig a m e n t- b o n e j u n c ti o n u si n g p ol a ri z e d lig h t mi c r o s c o p y . 'I n
th e li g a r n e n t (P T) , r e g ul a r a r r a n g e m e n t of c oll a g e n fib e r s c a n b e s e e n . I n th e li g a m e n tTb o n e j u n c ti o n , S OT C aIl e d S h a r p y fib e r s
e n t e ri n g th e b o n e ( T B ) c a n b e cl e a rly o b s e r v e d ( a) (h e m a t o x yli n- e O Si n st ai n , × 2 0) , (b) (h e m a t o x yli n- e O S inl S ta i n , ×4 0) .



冷凍保存同種骨移植 に お ける靭帯
,
靭帯付着部の 再 生

Fig ■ 5 ･ M i c r o a n gi o g r a m of th e n o r m al r a b bit p a t ell a r

li g a m e n t a n d li g a m e n トb o n e j u ll C ti o n . T h e p a t ell a r

li g a m e n t ( P T) m ar
i nly r e c ei v e s v e s s el s f r o m t h e i nf r a p a t elト

a r p a d . T h e r e i s a z o n e v oid o f c o n tr a s t fi11 e d v e s s el s

Cl o s e t o th e li g a m e n tTb o n e j u n c tio n ( a r r o w ) . E n d o s te a l
tibi al v e s s el s d o n o t a n a st o m o s e w ith e n d oli g a m e n t o u s

V e S S el s . ; F , f e m u r , T , tib i a .

( a)
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た . 採取 した 靭帯付き の 骨片ほ 生:哩食塩水 に て 十分洗浄 し, 血

液成分を で き る限 り除去 し た 後 , 滅 菌済 み 片面給水 ド レ ー プ

( メ デ イ ス ポ) ( 日 本 メ デイ コ
, 名古屋) で 3 重 に 包 み , 冷凍庫

U L T R A L O W
, M D F- 38 2 A T ( 三 洋電機, 鳥取) に て

-

8 0 ℃ で 2

週間以上保存 し , 移植材料と した .

2 . 移植方法

42 羽 の レ シ ピ エ ン ト の 家兎に 対 して ,
ベ ン トパ ル ビ タ ー

ル 麻

酔下 に , 後肢を 剃毛
,
消毒後 ,

正 中縦切開 で 膝関節 を展開 し

た . 膝蓋執帯を脛骨付着部よ り 5 m 皿 の 部位 で 切離 し, 脛骨結

節 に 移植骨と同形の 骨欠損部を作成 した . あ らか じめ用 意 した

移植材料 を 生理 食塩水 に 浸 し て 急 速解凍 し , 骨 欠 損部 に

3 ×2 ･0 × 1 5 m m の 指骨 用微小螺子(瑞穂医科工業, 東京) に て 固

定 した . 移植材料の 敬帯ほ レ シ ピ エ ン ト 側の 膝蓋靭帯と 4-0 ナ

イ ロ ン 糸( ケ イ セ イ 医科工 業1 東京) に て縫合 し, 縫合部の 初期

固定 の た め に 脛骨 , 膝蓋靭帯, 膝 蓋骨全体を 0 .5 5 m m の ワ イ

ヤ
ー

を用 い て テ ン シ ョ ン バ ン ド ･ ワ イ ヤ リ ン グ法を行 っ て 補強

した . ワ イ ヤ
ー

は膝関節最大屈曲位に て 締結 し, 膝関節運動時

に ほ鞍帯に ある極度の 張力がか か る よ う に 操作 した (図1 ) . 滅

菌 生理 食塩水で洗浄後 , 創 を 縫合 し , 移植後 ほ 外固定 は行わ

ず
,
ケ

ー

ジ内に て 飼育 した .

Ⅲ . 観察方法

1 . 微小血管造影に よ る冷凍保存同種骨の 敬帯およ び 靭帯付

着部 の 血 管像 の 観察

移植後 4 , 6 , 9 , 12 , 甘 2 4 週の 各 4 羽に 対 して ベ ン ト パ ル ビ

タ
ー

ル 麻酔後 に 凰径部を展開し大腿動静脈を確認後 巨 股関節 で

鹿肢 を離断 し, 約40 ℃ に 加 温した 生理 食塩水 に50 単位/ m l の 割

合 で ヘ パ リ ン ( ノ ボ ･ ヘ パ リ ン 注 10 0 0) ( ノ ボ ･ ノ ル デ ィ ス ク

A/ S 杜 一
コ ペ ン ハ ーゲ ン ,

デ ン マ ー ク) を加 え
,
大腿動脈よ り

注 入 した . さ ら に 大腿静脈か ら の 流出液 が透明 に な っ た 時点 で

約40 ℃ に 加温 した造影剤(25 % 硫酸 バ リ ウ ム + 2 % ゼ ラ チ ン)

を手圧に て 15 0 m l 注入 した . そ の 後患肢 を大腿中央部お よ び下

腿中央部で切断 して10 % ホ ル マ リ ン で 固定 し
,
こ の 標本を プ ラ

( b ) ( c )
F ig ･ 6 ･ M a c r o s c o pi c fin di n g s of th e g r a ft e d Iig a m e n t a n d lig a m e n トb o n e j u n c ti o n ･ A t 6 w e e k s af t er tr a n s pl a n t a ti o n (a) , th e
S u tu r e d a r e a ( a r r o w ) r e s e m bl e d a s c a r tis s u e . A t 1 2 w e e k s af t e r tr a n s pl a n t a ti o n (b), th e s u t u r e d a r e a ( a r r o w ) i s al m o s t
u n d e t e c t a bl e a n d a t 2 4 w e e k s af te r tr a n s pl a n t a ti o n ( c) th e g r af t e d lig a m e n t is r e g e n e r a t e d t o a n al m o s t n o r m al lig a m e n t .



1 0 0

ソ ク ･ リ ク ロ 急速 脱灰 法 で 脱灰 し , 膝関節全体を矢状面 で 約

4 m m の 厚 さ の 標本 を 作成 し た .
こ の 標本 を コ ダ ッ ク エ ッ ク

ス ー オ マ ッ ト T L フ ィ ル ム (イ
ー

ス ト マ ン コ ダ ッ ク ,
ニ

ュ

ヨ
ー

ク
,
ア メ リ カ) を 使用し てⅩ 線撮影 を行 い , 移植 した 冷凍

保存同種骨の 靭帯お よ び 靭帯付着部の 血管像の 経時的変化を観

察 した . さ ら に 反対側の 健常な膝蓋勒帯に 対 して 同様の 標本を

作成 し対照 と して 観察 した .

2 . 冷凍保存同種骨の 阻織学的観察

Ⅹ線撮影後 の 標本を パ ラ フ ィ ン 包唾 し , 矢 状面 に て ミ ク ロ

ト
ー

ム を 用い て 厚 さ 2 〟m の 切片を 作成 し, へ マ ト キ シ リ ン ･

ェ オ ジ ン 染色 ,
ト ル イ ジ ン ブ ル ー 染色を行 っ た .

こ の 標本 を光

学顕微鏡に よ り移植骨 と これ に 付着する移植靭帯お よ び敬帯付

( a )

着部に つ い て 経時的変化を観察 し, 偏光顕微鏡に よ り移植扱帯

実質部 の 膠原線維配列お よ び靭帯付着部 に おけ る膠原線維の 骨

へ の 進 入形態 に つ い て 観察 した . ま た反対側の 健常な膝蓑靭帯

に 対 して 同様 の 標本を作成 し対照と して観察 した .

3 . 冷凍保存同種骨の 敬帯付着部の 力学的強度試験

移植後 6 , 1 乙 25 週の 各 6 羽 に 対 して ,
まず 肉眼的 に 敬帯縫合

部 ∴阻帯実質部 , 靭帯付着部 の 変化 を反対側と比較観察 した .

そ の 後 , 膝蓋骨, 膝蓋扱帯 , 脛骨を 連続 させ て 採取 し, 試験日

ま で - 8 0 度で 冷凍保存 した . な お反対側も同様 に 採取 , 保存 し

対照 と して 使用 した . 試験 日 に 室温 に て 自然解凍後 上
陸蓋靭帯

以外の 軟部組織を切除 し, 膝蓋骨 ,
膝蓋靭帯 , 脛骨 複合体を作

成 した . 膝蓋骨 , 脛骨を そ れ ぞれ 内径11 m m の ス テ ン レ ス 管 の

( b ) ( c )

F i g . 7 . M i c r o a n gi o g r a m o王 th e g r af t e d li g a m e n t a n d lig a m e n t
- b o n e j u n c ti o n ･ E a rly g r af t r e v a s c ul a riz a ti o n i s s e e n at 6 w e e k s ( a) ･

A t 1 2 w e e k s
, g r af t s a r e e x te n si v ely v a s c ul a ri z ed (b ) , a n d thi s i n c r e a s e d v a s c ul a rity di m i n is h e s a t 2 4 w e e k s ( c) ･ A r r o w s s h o w

th e Ii g a rn e n t
-b o n e j u n c ti o n s .

( a) ( b)

F i g . 8 . P h o t o m i c r o g r a p h of th e g r a ft e d li g a m e n t a n d li g a m e n t-b o n e j u n c ti o n at 4 w e e k s af t e r t r a n s pl a n t a ti o n r e v e a li n g a m a r k e d

g r o w th of fi b r o bl a s t s ( a r r o w s) i n th e s u t u r e d a r e a of th e li g a m e n t a n d
'
a r o u n d t h e g r a ft e d lig a m e n t ( G L ) ( a) (h e m a t o x yli n - e O Si n

st ai n
･
× 3 0) ･ F e w o r n o n e w l y f o r m e d c oll a 甲

n fib e r s a r e f o u n d i n th e g r af t e d lig a m e n t ･ a n d th e r e a r e n o vi d bl e c ell岳i n th e

li g a r n e n t
- b o n e j u n c tio n (b) (h e m at o x yli n

-

e O Si n s t ai n , × 3 0) ･ H L , h o s t lig a m e n t , G B , g r af t e d b o n e ･



冷凍保存同種骨移植 に お け る 靭帯
, 靭帯付着部 の 再 生

に レ ジ ン ( タ フ ロ ン リ ベ
ー

ス ) ( 三 木化学工 業 , 京都) に て 固定

し, ス テ ン レ ス 管 を万 能試験故 (島津オ
ー ト グ ラ フ) ( 島津製作

軌 京都) の 負荷装置の つ ま み具 に 固 定 して 20 m m / mi n の 速度

で 引 っ 張 り破断試験を行 っ た ∴ 試験片の 引 っ 張る方向に 関 して

は破断が靭帯付着部で お こ る よ う に 膝蓋靭帯が脛骨 に 対 して90

度と した (国2 ) . 負荷され た荷重 と試験片の 変位 ほ負荷装置に

接続 され た 計測記録装置に よ っ て記録 し , 応力
ー ひずみ 曲線に

最大引 っ 張 り強度 を求め , 反対側 との 比に よ っ て経時的変化を

検討 し た . ま た , 各 週 の 平均値 お よ び 標準偏差 を求 め ,

S t u d e n t t一検定を 用 い て各週間の 有意差検定 を行 っ た . さ ら に

敬帯付着部で の 破断が どの 層 で お こ っ て い るか を検討す るた め

に
, 破断 後の 標本か ら 2 と 同 様 の 操作 に て 光顧 用 切片を作成

( a)

1 01

し
,

へ マ ト キ シ リ ン ･ エ オ ジ ン 染色 ,
ト ル イ ジ ン ブ ル

ー

染色を

行 い
,
破断部位を観織学的に 観察 し た .

成 績

Ⅰ . 正 常な膝蓋靭帯 , 膝蓋勒帯脛骨付着部の組織像および血

管像

正常な膝蓋靭帯を靭帯実質部か ら脛骨付着部 へ と 光顧的に 観

察す ると , 靭帯実質部で は 膠原線維は密に 連な り規則正 しい 配

列を呈 して お り , 脛骨付着部で ほ 靭帯の 表層 ほ 骨膜 へ と移行 し

て い るが
, 深層 で ほ 長軸方向の 膠原線維ほ そ の ま ま 骨に 入 り込

む い わゆ る S h a r p y 線経と な り , 骨と 強固に 連結 して い る . 高

倍率 で観察する と靭帯部で は膠原線椎束の 間に 線維芽細胞が認

( b)

F i g . 9 . P h o t o mi c r o g r a p h of th e g r af t e d li g a m e n t a n d li g a m e n tT b o n e j u n c ti o n a t 6 w e e k s af t e r tr a n s pl a n t a ti o n . N e w ly f o r m e d

C Oll a g e n fib e r s e n t e r th e g r af t e d lig a m e n t ( G L ) f r o m th e s u t u r e d a r e a a n d it s s u r r o u n di n g a r e a ( a) ( h e m at o x yli n, e O Si n st ai n ,
× 3 0) . A f e w fib r o b l a s ts ( a r r o w s) e n t e r th e li g a m e n トb o n e j u n c ti o n , b u t i n th e c a r til a g e z o n e (C Z ) n o c h a n g e s a r e s e e n a s

C O m p a r e d t o th e f in di n g s o b t ai n e d a t 4 w e e k s (b ) (h e m a t o x yli n- e O Si n st ai n , × 4 0) . H L , h o s t lig a m e n t .

( b) ( c)
F ig ･ 1 0 ･ P h o t o mi c r o g r a ph of th e g r a f te d li g a m e n t a n d li g a m e n t-b o n e j u n c ti o n a t

･

1 2 w e e k s af t e r tr a n s pl a n t a ti o n . It s h o w s r e g ul a r

a r r a n g e m e n t of c oll a g e n fib e r s i n th e s u t u r e d a r e a a n d g r冬ft e d li g a m e n t ( a) (h e r n a t o x yli n - e O Si n
.
$t ai n , ×4Q) . I n th e

lig a m e n t- b o n e j u n c ti o n , a g r O W th o f vi a br e fib r o c a r til a g e c ells is s e e n f r o m th e lig a m e n t z o n e t o th e n o n - mi n e r ali z e d c a r til a g e
Z O n e ( N C ) ･ l n th e mi n e r aliz e d c a r til a g e z o n e ( C) al s o a g r o w th ~ of c a r til a g e c e11 s i s o b s e r v e d p a r ti ally (b) ( h e m at o x yli n- e O Si n
St ai n , × 40) , ( c) (t ol u idi n e bl u e s t ai n , × 4 0) . B , b o n e z o n e .
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め られ
, 付着部付近 に な る とそ れ らの 膠原線維束の 間に 平行に

軟骨細胞が見 られ る よ う に な り , 徐 々 に その 数は 増加 し非石灰

化軟骨層と な る . 軟骨細胞 が数を増すに つ れ て 膠原線維束は ま

ば らと な り , 軟骨気質 に 石灰 化が 見 られ る よ うに な り石 灰化軟

骨層 に 移行す る . 非石 灰 化軟骨層と 石 灰化軟骨層の 間に ほ 石 灰

化前線 (tid e m a r k) が み られ る . さ ら に 進む と徐 々 に 層状骨組

織に 移行 し骨層と な る . した が っ て 靭帯付着部ほ , 靭帯層 , 非

石 灰化軟骨層
,
石 灰 化軟骨層 , 骨層 ,

と い う 4 層構造か ら成 っ

て い る (図 3 ) .

偏光顕微鏡を用い た 観察で ほ靭帯実質部で ほ膠原線維の 規則

正 しい 配列が , また 靭帯付着部に お い て は , 膠原線維が骨の 表

層か ら深部 へ と 入 り 込 ん で い る 状態 が 明 瞭 に 観察 さ れ る (図

4 ) .

微小血管造影で ほ 靭帯実質部は主 に 膝蓋下滑膜脂肪体か らの

血 管に よ り栄養 され て い る .

一 方 , 敬 帯付着部 は 血 管 に 乏 し

く , 膝蓋下滑膜脂肪体か ら膝蓋敬帯 に 入 る血管 の 一 部が 執帯側

か ら進入 する の が認め られ る程度である . ま た骨側か らも脛骨

骨髄内か らの 血 管が 靭帯付着部に 進 入 して い る が , 両者 の 交通

ほ認 め られ な い ( 図5 ) .

Ⅰ . 肉眼的観察に よ る執帯お よび靭帯付着部の経時的変化

移植後 6 週で は 靭帯縫合部は療痕様の 結合を 示 し, 宿 主 の 扱

帯と移植敬帯の 境界ほ明瞭で , 移植敬帯の 色調は 正常 に 比 べ 光

沢が み られ な か っ た . 移植後12 週で は縫合部ほ敬帯様敵織 に よ

り移植後 6 週に 比べ 不 明瞭とな り, 宿主 と移植敬帯の 間に 扱帯

様組織 に よ る連続性 が認め られ た . 移植後24 週に な る と , 縫合

部は 糸に よ っ て 確認で きる の み で 光沢ほ正 常に 比べ やや 少な い

もの の 敬帯組織に 再生 して い た (図 6) . 尚 上 敷帯付着部 に 閲 し

て は
, 肉眼的に 経時的変化を 明 らか に す る こ と ほ で きな か っ

た .

Ⅲ . 微′ト血 管造影 に よ る靭帯お よ び靭帯付着部の 血 管像の経

時的変化

微小血管造影 で は , 移植後 4 か ら 6 週 に お い て 膝蓋下滑蹟脂

肪体お よ び宿 主 の 靭帯か ら移植靭帯に 向か っ て 血 管 の 進入 が 認

め られ た が
,
扱帯 付着部付近 ま で ほ 到達 して い なか っ た . そ の

後 t 徐 々 に 移植靭帯の 血 管 は増加 し , 移植後12 週 で ほ靭帯付着

部 に お い て も靭帯側か ら血 管 の 進入 が 認め られ , 正 常 の 膝蓋靭

帯付着部に 比較 して 血管 の 豊富 な状態を 呈 した . しか しそ の 後

は徐 々 に 靭帯付着部の 血管 ほ減少 し , 移植後24 週 に な る と敬帯

側か ら の 血 管進入 は わずか に 認 め られ るの み で膝蓋敬帯全体と

して正 常と 類似 した 血管形態を 示 した (図 7) .

Ⅳ . 組織学的観察に よ る移植骨お よび靭帯 , 靭帯付着部 の 経

時的変化

1 . 移植骨の 経時的変化

移植後 4 週 で は 移植骨は ほ と ん ど壊死 骨 で あ りい わ ゆ る空虚

な骨小腔 ( e m p t y l a c u n a e) の 状態 で ある が , 母床 と の 接合部で

ほ 一 部 で す で に 新生骨に よ る置換が認め られ た . こ の 移植骨の

置換は骨接合部か ら遠位 へ と徐 々 に 進行 して
,
移植後1 2週 で ほ

執帯付着部 の 骨層 に も新生骨が認め られ た . さ らに 移植後24 週

で ほ移植骨 はほ ぼ 全 体が 新生骨 に 置換され て い た .

2 . 叛帯 お よび 敬帯付着部の 経時的変化

1 ) へ マ ト キ シ リ ン
･ エ オ ジ ン 染 色

,
ト レイ ジ ン ブ ル ー 染色

に よ る観察

移植後 4 週 の 組織像で ほ , 靭帯縫合部 お よび 移植靭帯周 掛こ

ほ 著明な線維芽細胞 の 増生を認め た . 移植椒帯お よ び 敬帯付着

部は一見, 正常 な膠原線維束 お よ び 軟骨 を介 し た 4 層 構造を

保 っ て い る よ う に み え るが そ の 中に は 生細胞ほ認めず , 移植骨

で い う空虚 な骨小陛 の よ うな 状態を 呈 して い た . ( 図 8) .

移植後6 週 で ほ靭帯縫合部お よ び 移植靭帯周 囲 の 線維芽細胞

の 増生ほ少 な く な り , 敬帯縫合部お よ び 周 囲か らの 移植靭帯 へ

( c )

F i g . 1 1 . P h o t o m i c r o gr a p h of th e g r aft e d li g a m e n t a n d

lig a m e n トb o n e j u n c ti o n at 2 4 w e e k s af t e r tr a n s pl a n t atio n ･

T h e g r af t ed li g a m e n t is r e g e n e r a t e d t o al m o s t n o r m al

lig a m e n t s ( a) (h e m a t o x yli n - e O Si n s t ai n , × 4 0) . I n th e

lig a m e n トb o n e j u n c ti o n , th e n o n
-

m i n e r aliz e d a n d m i n e r ali z e d

c a rtil a g e z o n e s ( N C , C ) a r e r e pl a c e d w ith n e w I y f o r m e d

vi a b le c e u s . ･ A r r o w s sh o w a n e w l y f o r m e d mi n e r ali z ed

c a r tiIa g e z o n e (b) (h e m a t o x yli n- e O Si n lS t ai n , ×-4 0); (c)

(t ol u idi n e bl u e s t ai n . × 40) . B ; b o n e z o n e .



冷凍保存同種骨移植に おけ る靭帯, 靭帯付着部の 再 生

の 新生膠原線維 の 進入 が 認め られ た . 敬帯付着部 に おい て も ー

部 , 敬帯層に 線維芽細胞の 進入 を 認め た が , 軟骨層で は 移植後

4 週 の 阻織像と同 じく変化ほ み られ な か っ た . ( 図 9 ) .

移植後 9 か ら12 週 で ほ縫合部 お よび 移植靭帯に お い て , 規則

( c )

F ig . 1 2 . M i c r o p h o t o g r a p h of th e g r af t e d lig a m e n t a n d

li g a m e n t-b o n e j u n c ti o n u si n g p ol a ri z e d lig h t . A t 6 w e e k s

af t e r t r a n s pl a n t a ti o n a r r a n g e m e n t of t h e lig a m e n t is n o t

r e g ul a r b u t i n th e li g a m e n tLb o n e j u n c ti o n , S h a p y fib e r s c a n
b e s e e n ( a)

＼

( h e m a t o x yli n- e O Si n s t ai n , × 4 0) . A t 1 2 w e e k s

n o r m al fi n d i n g s o f th e p a t e11 ar li g a m e n t a n d lig a m e n t- b o n e

j u n c ti o n a r e s h o w n . I n th e lig a m e n t a n d th e lig a m e n tL b o欄
n e j u n c ti o n , ir r e g ul a r a r r a n g e m e n t of c oll a g e n fib e r s is

S e e n (b) (h e m a t o x yli n- e O Si n st a i n , × 2 0) . A t 24 w e e k s
aft e r tr a n s pl a n t a ti o n in t h e li g a m e n t-b o n e j u n c tio n , S h a r p y
fib e r s e n t e ri n g i n t o th e b o n e c a n b e cl e a rly o b s e r v e d a g ai n

( c) (h e m a t o x yli n- e O Si n s t ai n , × 4 0) , G L , g r af t e d li g a m e n t ,
G B

, g r af t e d b o n e .
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的な膠原線維配列が認め られ , 鞍帯付着部 では 紐帯層か ら非 石

灰 化軟骨層に かけ て線維軟骨細胞の 増生 が認め られ た . また 石

灰 化軟骨層に お い て も ー 部 に 線 維軟骨細胞 の 再生 が み られ た

( 図10) .

移植後1 8 か ら24 週で は , 移植靭帯ほ移植後 9 か ら12週 に 比 べ

さ らに 規則正 しく密に 配列 した膠原線椎束が認め られ ,
ほ と ん

ど正 常靭帯覿織に 近い 形態を呈 して い た . 轍帯付着部 で ほ , 移

植後 9 か ら12 週で み られた 非石灰 化軟骨層 の 軟骨細胞の 増生 は

少なく な り
,
正常 に 近い 非石灰 化軟骨層形成が認め られ た . さ

ら に こ の 非石 灰化軟骨層に つ づ い て 石灰 化 を伴 っ た軟骨細胞層

の 形成が見られ , こ の 層と 非石灰 化軟骨層と の 間に は新 たに 石

灰化前線が認め られ た ( 図11) .

2 ) 偏光顕微鏡に よる敬帯お よび 靭帯付着部の 観察

偏光顕微鏡を 用 い た 観察 で は , 移植後 6 週 で は縫合部 を中心

に 膠原線維の 配列は乱れ て い る が
, 付着部 の 形態はほ ぼ 正常に

保た れ , 膠原線椎が骨内 に 入 り 込む S h a r p y 線絶が 観察さ れ

た . 移植後12 週 で は執帯縫合部の 線維配列はや や規則正 しい 配

列に 回復 した が
, 付着部の 膠原線椎の 配列 ほ不 規則 で S h a r p y

線維は認め られ な か っ た . 移植後24 週に お い て 紐帯付着部に お

い て 再 び骨内に 入 り込む S h a r p y 線維が 認め られ , 移植靭帯 お

よ び靭帯付着部ともに 正 常に 近い 線維配列 へ の 再生が観察さ れ

た ( 図12) .

5 . 引 っ 張 り試験忙 よ る靭帯付着部 の 力学的強度

甑帯の 破断ほ 健側お よび 移植側とも肉眼的に は す べ て 敬帯付

着部 に て 起 こ っ て い た . 健側の 靭帯付着部の 最大引 っ 張 り強度

ほ平均 8 .8 士1 .1 k gf で あ り, 6 週 , 1 2 週 , 2 4 週の 各群で有意差 を

認 めな か っ た . 移植 6 週に お ける執帯付着部の 最大引 っ 張 り強

度 の 健側比 は 平均 98 .4 ±1 1 .6 % で あ り , 移植 後1 2 週 で は

51 て土8 .0 %
, 移植後24 週で は 9l .3 土8 .8 % で あ っ た . 統計学的に

は 移植後 6 過 と移植後12 週 1 移植後12 過と移植後24 週の 引 っ 張

0
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W e e k s aft e r tr a n s pl a nt ati o n

F ig . 1 3 . C h a r唱 e S i n m ･a Xi m al s tr e n gth of th e lig a m e n トb o n e

j u n c ti o n . M e a n s ±s t a n d a r d d e vi a ti o n s a r e s h o w n . T h e

d iff e r e n c e i n t h e r atio b e t w e e n 6 a n d 1 2 w e e k a n d th at

b e t w e e n th e 1 2 a n d 2 4 w e e k w e r e s t ati s tic all y si g nifi c a nt

(tqt e st , P < 0 .0 0 1) .
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り強度に 有意差が認め られ (p < 0 .0 01) , 移植後 6 過と 移植後24

週 の 引 っ 張 り強度で は 有意差が認め られ な か っ た (図1 3) .

力学試験後の 破断部位 の 鼠織像 に つ い て は ▲ 健側で は 各群 と

も に 石灰 化軟骨層か ら骨層に か けて破断が生 じてい た . 移植後

6 週 で は線維芽細胞 の 進入 を 認めた 靭帯層か ら非石 灰化軟骨層

に か けて破断 して お り , 移植後12 週 でほ 線椎軟骨細胞の 増生を

認め た非石 灰化軟骨層 か ら石 灰 化軟骨層 に か け て 破断 して い

た . さ らに 移植後24 週 で は正 常と 同様 に 石 灰化軟骨層か ら骨層

に か けて 破断 して い た ( 図14) .

考 案

骨移植 の 歴史ほ古く17 世紀半ばに は異種骨移植が な され た と

い う 記録もあ り , 現在 に 至 る まで数多く の 基礎的 , 臨床的研究

が な され てきた . 現時点 で ほ 骨移植 の 材料と して ほ 骨形成能や

移植免疫性な どの 点か ら自家骨移植が最も優れ てい る
14)
が

, 自

家骨 で ほ実際に ほ採取 でき る骨量に は 制限があり , さ らに 採骨

に 伴 う手術侵襲ある い は採骨に よ る骨欠損と い う欠点が挙げ ら

れ る .

そ こ で自家骨の 欠点 を補 うもの と して , 移植骨量が十分に あ

りか つ 骨欠損部と同形 の 骨を 得る こ とが で きる同種骨が注目 さ

れ
- 現在 の と こ ろ , 冷 凍処理に よ る 同種保存骨 が臨床 に 最も使

用 され て い る
折 11)

. 同種骨の 冷凍保存に 関 して ほ
,
歴史 的 に ほ

194 2 年 , I n cl a n
- 5)
が
,
ク エ ン 酸を 添加 した 血液や リ ン ゲ ル 液 に

浸 した 同種骨を 3 ～ 5 ℃ の 冷蔵庫 に 保存 して用 い た の が 始ま り

で ある . 次 い で1 9 4 8 年 , B u sh
16)
が

-

2 5 ℃の 冷凍庫に保存 した 方

が 冷蔵庫 に 比 べ る と 長期間保存可能 で あ り, 免疫反応も弱く優

れ て い る と報告 し , 冷凍に よ る 同種骨保存 が注 目 され る よう に

な っ た . 現在で ほ t
よ り保存期間が延長できる - 8 0 ℃ の 冷凍庫

に よ る保存が 一 般的で ある . 冷凍保存同種骨 ほ冷凍処 理 に よ り

抗原性が低下 し , さ らに 他 の 処理 骨 と比較する と t 骨誘導蛋白

が温存 され るた め 骨癒合に も有利であ る. ま た , 骨 の み で なく

関節軟骨 を 含 ん だ 骨 端 を保存す る場合 に は グ リ セ ロ ー ル

( gly c e r ol) や ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (di m e th yl s ulp h o xid e ,

D M S O ) な どの 処理 を 行 っ た上 で 冷凍保存す る こ と で 関節軟骨

の 保存が 可 能 で あ ると され て い る
17】

. さ らに 冷凍保存同種骨 の

靭帯の 付着部が宿主の 靭帯 の 縫着 に 利用できる こ とか ら関節近

傍の 大きな骨欠損 の 再建に も非常に有用 で あり , 現時点に お け

る最良の 同種骨と考え られ て い る .

靭帯 の 骨付着部に 関 して ほ , 1 9 7 0 年 C o o p e r ら
13)
は , イ ヌ の 膝

蓋靭帯お よび 内側側副敬帯 の 骨 へ の 付着部 を光学顕微鏡を用い

て 詳細 に 観察 し , 靭帯 ･ 線稚軟骨 ･

石 灰化線維軟骨 ･ 骨と い う

4 層 か らな る特殊構造を明らか に して い る . こ の 4 層構造は靭

帯に 突然加え られ た 外力を広範囲の 骨に 拡散 し吸収 させ る緩衝

帯と して の 役割を 担 っ て い る と考え られ て い る
柑}

. ま た1 9 7 9 年

Ni e p el
19 )
は 靭帯付着部 の 豊富 で 特殊 な神経支配や存在 を報告

し , こ の ような 靭帯の 骨 へ の 付着部の 形態学的特殊性が関節 の

( b) ( d)

F ig ･ 1 4 ･ P h o t o mi c r o g r a ph of th e lig a m e n t
- b o n e j u n c ti o n aft e r m e c h a ni c al t e s ti n g . O n th e c o n tr oI sid e , r u p t u r e i s o c c u r e d b e t w e e n

th e m i n e r aliz e d c a rtil a g e z o n e ( C) a n d t h e b o n e z o n e (B ) ( a) (h e m a t o x yli n - e O Si n s t ai n , ×1 0 0) . A t 6 w e e k s , r u pt u r e O C C u r S
b e t w e e n th e li g a rn e n t Z O n e (L ) a n d th e n o n - r n i n e r ali z e d c a r til a g e z o n e ( N C ) (b) (h e m at o x yli n - e O Si n s t ai n , × 4 0) . A t 1 2 w e ek s ,
ru p t u r e O C C u r S b et w e e n th e n o n

-

mi n e r aliz e d c a r til a g e z o n e a n d th e mi n e r aliz e d c a r til a g e z o n e ( c) (h e m a t o x ylinT e O Si n s t ai n ,
×1 0 0) ･ A t 2 4 w e e k s , r u pt u r e O C C u r S b e t w e e n th e mi n e r ali z e d c a rtil a g e z o n e a n d t h e b o n e z o n e (d) (h o m a t o x ylin T e O Si n s t ai n ,
×1 0 0) .



冷凍保存同種骨移植に お け る靭帯 , 靭帯付着部の 再生

恒常性 に 関与 し て い る と 考 え ,
こ の 部 位 を

` `

付 着 部
"

( e n t h e si s) と名付けて い る .

"

付着部
"

は軟骨魁織と硬観織の 接

点であ り敬帯 の 張力と い う力学的ス ト レ ス が直接加わ る と い う

特殊な部位 であるた め に , 種 々 の 病理 学的変化が起 こ りや すい

生物学的活性 の 高 い 部位で ある . 今日 ,

"

付着部
"

は 独立 した

解剖学的構造の
-

単位 と して 理 解 され ,
そ の 研究は

``

付着部
' '

に 発生す る疾患
"

付着部炎
"

( e n th e s o p a th y) と 関連 して 注 目

され る分野である .
こ の よ うな背景か ら近年 , 前十字靭帯再建

術を は じめ と して 敵帯再建の 分野 では , 靭帯の 再生 だけで は な

く 靭帯付着部 の 紅織学的再生 に つ い て も研究 さ れ 始 め て い

る
20)2 1)

"

付着部
"

と い う概念か ら , 冷凍保存同種骨の 敬帯付着部に

つ い て 考 え てみ ると , 冷凍保存同種骨 の 靭帯付着部を利用する

こと が 扱帯再建 に お い て 必ず しも有利 で あるか に つ い て ほ疑問

であ る . なぜ な らば冷凍保存同種骨の 扱帯付着部が移植後 どの

よ うに 変化す る か に つ い て は現在ま で 全く 解明 され て い な い か

らで あ る . も し冷凍保存同種骨 の 敬帯付着部が最終的に 正常の

靭帯付着部に 見られ る よ うな線維軟骨を介 した機能的な再建靭

帯付着部 と して 再生 しな い とすれ ば ,
そ こ ほ 繰り返 され る ス ト

レ ス に 対す る力学的弱点 とな り, こ の 部位 で の 靭帯 の 断裂も危

供され る . 本実験は 実際 に 臨床で
一 般 に 行わ れ て い る冷凍保存

同種骨移植 の モ デ ル を家 兎と 用 い て作成 し, 冷凍保存 同種骨の

靭帯お よ び靭帯付着部が どの よ う な組織学的 , 機能的再生をす

るの か を 明 らか に す る こ と を目 的と した も の であ り , 今後 , さ

らに 冷凍保存 同種骨移植を臨床応用 して い くう え で 重要な基礎

的実験 で ある と考 え られ る .

今回 の よ う な冷凍保存同種骨 に 付着する靭帯 と宿主 の 靭帯を

縫合す ると い う実験 モ デ ル で の 移植靭帯の 再生に 関 して は , 現

在ま で に 報告は み られ な い が , 同種碇移植の 分野に おけ る実験

的研究 で は ,
L i u
22}
,
W eb s t e r ら

23)
は 同種移植隙が組織学的に 正

常な膠原線維 へ と 再生す るに は12 週か ら24 週の 期間を要する と

報告 し て い る . 今回 の 実験 の 結果で は移植敬帯ほ微小血管造影

に よ り移植後 4 週 で 新生血 管の 進入 が 認め られ , 移植後12 か ら

24 週に て 正常 の 血 管像と類似 した 形態 が認 め られ た . また 組織

学的観察 で ほ移植後 6 週で 靭帯縫合部お よ び周 囲 か ら の 移植敬

帯 へ の 新生膠原線椎の 進入 が認め られ , 移植後1 2 か ら24 週の 組

織像で縫合部 お よび 移植執帯は , 正 常と 同様に 規則的な膠原線

維配列を 呈 する扱帯組織 へ と再生 して い た . したが っ て 冷凍保

存同種骨移植に おけ る移植敬帯 の 再生に 関 して は 同種腱移植 で

の 報告 と同 じく街織学的 およ び 血管形態的に 正常 に 近い 再 生が

ほ ぼ 同 じ時期に お こ る こ と が確認 され た と い え る .

ま た
, 冷凍保存同種骨移植に おけ る靭帯付着部の 再生に 関 し

て は
, 紅織学的観察 で ほ移植後4 か ら 6 週で は 靭帯付着部に お

い て 靭帯 ,
非石 灰化軟骨, 石 灰 化軟骨 , 骨 とい う 4 層構造は 温

存 され る が生細胞は認め られ な か っ た . 移植後 9 か ら12 週 で ,

線椎軟骨細胞 の 増生と い う形 で 非石 灰 化軟骨層 の 再生 が始 ま

り
, 移植後18 か ら24 週で , 非石 灰化軟骨層は正 常に 近い 形態と

なり
,
さ らに 石 灰化基質を有す る軟骨細胞の 出現 に よ る新生石

灰化軟骨層の 再生が認め られ た . こ の 結果は冷凍保存同種骨の

靭帯付着部が経過 と ともに 再び正 常 に 近い 解剖学的構造すなわ

ち 4 層構造に再生す る過程を 示 した も の と考え られ る . さら に

微小血 管造影で は t 移植後1 2 週に お い て敬帯付着部 に 新生血管

が認め られ
,
移植後24 週 では 正常 の 靭帯 お よび 靭帯付着部の 血

管像と類似 した 形態 を示 し, 血 管形態か らも冷凍保存同種骨の
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靭帯付着部の 再生が確認され た .

冷凍保存同種骨 の 敬帯付着部に 再 生 した 軟骨細胞 の 由来に 関

して は
,
級帯付着部は移植初期に は敬帯側お よ び骨側とも壊死

の 状態 で あり , 付着部 に 新た㌢こ出現 した軟骨細胞が ドナ ー 由来

の 細胞 とは考 え られ な い . 艇織学的に 付着部の 再生が靭帯層 ,

非石灰 化軟骨層 ,
石灰化軟骨層の 順 に 靭帯側 よ り進行 した こ

と , さ らに
,
付着部の 再生が敏小血管造影で認め られ た 付着部

へ の 血管進入 お よび 血管形態 の 変化に 関連 して 起こ っ て い る こ

とか ら, こ の 歌骨組胸 は宿主 の 敬帯側また ほ周 囲組織か ら血管

進入 に 伴 っ て 靭帯付着部に 進入 した 未分化間実弟細胞が靭帯付

着部 とい う環境に よ っ て 軟骨細胞に 化成 したもの と考え られ る

近年 , 間葉系細胞 , 軟骨細胞, 骨芽細胞 の 増殖, 分化に ある

種 の 成長因子や基質蛋白が重要な役割を果 た して い る こ と が明

らか に な っ て きて お り
, 特 に 間英系細胞か ら軟骨細胞 へ の 分化

を 促進す る蛋白と して ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ増殖因子 ベ ー タ

(tr a n sf o r m i n g g r o w t h f a c t o r -β, T G トβ) が 非常 に 注目 され て い

る
24)

. こ の T G F-β は 骨基質に も豊富 に 含ま れ , 骨折 の 場合 に ほ

骨基質が骨折断端 に て 露出され る こ と で 基質よ り遊離 し, 骨折

治癒過程に おけ る軟骨形成に 関与 して い ると い われ て い る . 冷

凍保存同種骨に お い て は , 骨誘導蛋白が温 存 され る こ と はすで

に 証 明 され て い る こ とか ら , T G トβ な どの 蛋 白も温存 され る

もの と思われ
,
移植骨由来の T G トβ な どの 誘導蛋白が敬帯付

着部に おける 軟骨再生を促進 し た 可 能性 が考え ら れ る . さ ら

に
, 本実験で は , 軟骨細胞が靭帯付着師 こ出現 した 移植後12 か

ら24週 で は , 敬帯付着部の 骨層ほ徐 々 に 新生骨に 置換され て き

てい た こと か ら
,
こ の 新生骨 に お い て新 た に 存在 した T G F-β

な どの 誘導蛋白の 関与も充分に 考え られ る .

また , 執帯付着部の 軟骨再生に は , 移植後の 力学的環境も関

与 して い るも の と 思わ れ る . 大谷
20〉
は イ ヌ を用 い た前十字敬帯

再建術の 実験 に お い て , 骨孔と移植靭帯 と の 間に 軟骨を介した

扱帯付着部が再 生するた め に ほ 生理 的な張力が扱帯と骨 との 間

に 伝わ る こ と が極め て 重要な要因 に な っ て い る こ と を報告し て

い る . すな わ ち , 靭帯に 適切な 張力が加わ ると , 骨
･ 敬帯付着

部に ほ軟骨と い う緩衝帯が 必要に な る もの と考 え られ る . 本実

験に お い て も, 靭帯付着部は ワ イ ヤ
ー で 補強 され て い るも の

の
, 膝の 運動と と もに 張力が かか る よ うに 操作 して あり , こ の

張力もま た靭帯付着部再生の 促進に 関与して い たもの と考え ら

れ た . こ の よう に 級帯付着部に おけ る 軟骨再生に は , 再生を 促

す誘導物質や力学的要素が関与して い る と推察され る が実際に

何 が どの 程度関与 して い る かに つ い て は 今後 さら に 研究する必

要が ある.

一 般に 移植靭帯や移植骨は再 生過程に お い て . い っ た ん はそ

の 力学 的強度が低下する こ と が知 られ て い る . こ れ は再生初期

に お い て は , 壊死 に 陥 っ た 膠原線維ある い は 壌死 骨梁に 新生血

管が進 入 し∴阻織 の 吸収が お こ る こ と に よ り膠原線維あるい は

骨梁の 構造に 破綻 が生 じるた め で あ り, そ の 後は新生膠原線維

あるい は新生骨の 置換と適切な力学的刺激が加わ る こ と で 徐 々

に 移植勒帯 およ び移植骨の 力学的強度は増加 して い く と報告 さ

れ て い る
一 柳

. 本実験で は , 移植骨 の 靭帯付着部の 強度 は移植後

6 週で ほ ほ ぼ健側に 等 しく , 移植後12 週に お い て 約50 % に 低下

し
,
さ らに 移植後24週に お い て 再び ほ ぼ正 常 の 強度 に 回復 し

た . すな わ ち ,

一 般的な 移植靭帯や移植骨に 認め られ る再生初

期 の 力学的強度 の 低下 とそ の 後の 強度 の 回 復と い う変化と同様

の 変化が冷凍保存同種骨の 敬帯付着部に お い て もみ られ る こ と
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が 確認され た も の と い え る .

こ の 経時的な強度 の 変化ほ偏光顕微鏡の 所見 で 認め られ た靭

帯付着部に お ける膠原線維の 形態の 変化に 関連す るもの と考 え

られ る .
つ ま り移植骨 の 敬帯付着部は , 移植後 6 週で ほ 正常 な

膠原線維の 形態 を維持 して い る ため に 正常 に 近い 強度を有 し,

移植後12 週で は組織再生の 進行 とと もに 膠原線維配列の 破綻 が

生 じたた め に 強度が 低下 し , 移植後24 週で は正 常な膠原線維 の

形態が再生 した ため に 強度が 回復 した もの と考え られ る . さ ら

に
,
G o m e z

2 5 )
は適切な 力学的ス ト レ ス が敬帯再生に 有利 に 働く

こ と を動物実験 に て 報告 して い る こ とよ り . 本実験モ デ ル で は

椒帯付着部に ス ト レ ス が加わ る よう に 操作 して あ り, こ の ス ト

レ ス が靭帯付着部 の 組織学的お よび 力学的再生に 関与 したも の

と 思わ れ る .

ま た ∴移植後 6 , 1 2 週 に お ける正 常と の 範織学的な破断部位

の 速い に 関 して ほ , 移植後 6 週 , 1 2 週で はそ れ ぞれ敬帯層 と非

石灰化軟骨層 と の 境界 一 非石灰化軟骨層と石 灰化軟骨層 と の 境

界で破断を生 じ, どち ら も再生 して い る層 と再生 して い な い 層

と の 境界 で あ っ た . す なわ ち , こ の 境界は再生が起 こ り始め て

い る部位であ り, こ の 部位が最も力学的に 弱く な る ため と考 え

られ る . こ れ に つ い て は
,
た と えば 特発性大腿骨頭壊死症 で み

られ る骨頭の 陥没を例 に と っ ても説明され る . すな わ ち ,
こ の

陥没は壊死骨 の 吸 収 と再構築が起き る修復期に お い て壊死域 と

修復域 の 境界部 で破綻が生 じて発生する こ とか ら ∴組織 の 再生

ま た は修復期 に お い て は壊死と再生域と の 間が 力学的弱点 と な

る もの とい え る
2 6)

. さ ら に 移植後24 週 で は 再生が 完成す る こ と

で 正常靭帯付着部 と同 じ部位 で の 破断が生 じ
,
力学的 に も正 常

に 近 い 付着部 が再生 され る こ と が本実験 よ り確認 された と い え

る .

以上 本研究 に よ り , 冷凍保存同種骨を用 い た 関節再建 に お い

て
, 靭帯を移植骨側の 敬帯に再縫合 した場合, そ の 移植骨側の

敬帯お よび執帯付着部ほきわめ て 正 常に類似 した形態学的 ,
椴

能的構造に 再生 され る こ と が 明らか に な っ た . こ れ に よ り臨床

的に も冷凍保存同種骨 の 敬帯付着部は傲能的敬帯付着部 と して

再生す る こ と が期待でき ▲ 冷凍保存同種骨移植 の 大きな利点を

確認 し得た と い え る .

結 論

1 . 冷凍保存同種骨 に 付着す る敬帯お よび 靭帯付着部 の 移植

後の 変化を 明 らか に す る 目的で , 日 本白色家兎成熟雌42 羽を 用

い て冷凍保存同種骨移植を行い , 微小血管造影に よ る血 管像 ,

阻織像 , さ らに 靭帯付着部の 力学的強度 に つ い て経時的 に 観察

した .

2 . 傲小血 管造影に よ る所見 で ほ ▲ 移植後4 週 で 移植敬帯に

新生血管の 進入 が 認め られ , 移植後12 週で は 靭帯付着部ほ 正 常

に 比べ 血 管の 皇宮な状態となり , 移植後24 遇で ほ正 常の 血 管像

と類似 した形態を示 した .

3 . 覿織学的観察に お い て j 移植敬帯ほ移植後12 週か ら24 週

に お い て
,
ほ ぼ正 常な 靭帯組織に類似 した 形態を 示 した . 敬帯

付着部に つ い て も移植後12 か ら24週 に おい て , 正常に 類似 した

4 層構造に再生す る こ と が確認 された .

4 . 靭帯付着部の 力学試験で は ! 移植後12 週 に お い て 付着部

の 強度ほ 正常 の 約50 % に 低下 した が , 移植後24 週 に お い て 正常

の 約90 晃に 回復 した .

5 . 本研究に よ り, 臨床 に も冷凍保存同種骨 の 執帯付着部は

機能的靭帯付着部と し で再生す る こ と が 期待 でき , 冷凍保存同

種骨移植の 大きな利点 を確認 し待た と い え る .
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