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第一・章　緒論

　206個一これは人体を構成する骨の数である。頭蓋骨23個、脊柱骨26個、

胸骨1個、肋骨24個、耳小骨6個、上肢骨64個、下腿骨62個、合計で206個とな

る。この206個の骨によって形成される骨格は、骨格筋の働きによって関節を

屈曲させるなどの動きが可能となる。ここで骨格筋と骨とを連結させ、骨格筋

が発生する張力を骨へと伝達する役割を果たすのが腱である。腱は柔軟性と共

に張力に対する高い耐性を持つ組織であり、この特性は腱の特異的な構造と腱

を構成するコラーゲンに起因する。

　図1に示したように、腱の一番外側には疎性結合組織である腱肇組織

（paratenon）、そのすぐ内側に外腱周回（epitenon）が存在する。腱肇組織と

外腱周膜の間には骨液が存在して両者が融合するのを防いでいる1）。腱の一次

線維束は門門骨膜（endotenon）によって分けられており、神経や血管は外腱周

膜と内腱周膜を通っている。一次線維束は更に周回（peritenon）によって囲ま

れた二次線維束に分けることができる。この二次線維束が腱線維束構造の最小

単位である12）。また、線維芽細胞の一種である腱細胞は発達したコラーゲン線

維束によって圧迫され、鳥の翼の様な薄い細胞質の突起を持っている3）。

　コラーゲンは生体タンパク質の約1／3を占め、広く全組織に存在する細胞外

マトリックスである。腱では、コラーゲンが互いに平行に走行して腱線維束を

形成している。6c㎡の直径の腱が4，000～8，000　kgの重さのものを支持するこ

とができるのは1）、腱の主要構成成分であるコラーゲンが上記の様な特殊な構

造をしているためである。他の組織には見られない腱の特異的な構造、換言す

れば、コラーゲンの特異的な配列はどのようにして形成されるのであろうか。

　1953年にワトソンとクリックによりDNAの分子構造モデルが提唱されて以来、

遺伝子の研究は飛躍的に進歩した。特に近年になってからの飛躍はめざましい
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ものがある。DNAクローニングやPCR、　in　situ　hybridization、ジーンターゲッ

ティングといった新たな研究手法が次々と開発され、器官形成に関与する様々

な遺伝子も次々と明らかになってきている。また、1990年からはアメリカでヒ

トゲノムプロジェクトが開始され、ヒトゲノムの全塩基配列が明らかにされつ

つある。

　では、腱を形成するコラーゲンの立体的な配列も遺伝子によって全てプログ

ラムされたものなのだろうか。腱の役割はすでに述べたように骨格筋から発生

する張力を骨へと伝達することである。腱に加わる運動負荷がその形態形成に

関与している可能性はないのだろうか。

　柔軟性と同時に張力に対する高い耐性を有する腱の形態形成機序を解明する

ことにより、同様の特性を持った生体材料を作り出す手がかりが得られるであ

ろう。そこで本研究では、腱の形態形成機序の解明を目的とし、腱の形態と運

動負荷、すなわち伸展負荷との関連について検討した。
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第二章　腱の形態と構成成分の生化学的特性の成長に伴う変化

1．序文

　腱の主要な構成成分はコラーゲンである。コラーゲン線維が集まってコラー

ゲン線維束を形成し、互いに平行に走行して綱状となり、骨格筋から発生する

張力を骨へと伝達する。出生後すぐに立ち上がり歩き出す哺乳類では出生時に

はこの機能がすでに備わっており、成長して運動量が増加するに伴って機能も

向上すると考えられる。

　本章では、腱の形態やその構成成分の種類、性質が成長に伴ってどのように

変化するのか、特に主要構成成分であるコラーゲンの立体構造と生化学的特性

に注目して腱の生体内での成長に伴う変化を調べた。
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2．材料および方法

2－1．供試材料

　出生直後（1日）、28日、60日、98日、154日および182日齢のランドレー

ス種ブタを放血して屠畜した後、深趾屈筋腱を採取し、腱妾組織を切除した。

試料は使用時まで液体窒素中で保存した。光学顕微鏡観察には3－5mm角に細

切した深趾屈筋腱をOCTコンパウンド（Tissue－Tek、　Miles）に包埋してクリオ

スタット（Minotome、　Damon）で厚さ10μmに薄切したものを、走査電子顕微

鏡観察には3－5mm角に細切したものを用いた。なお、試料を採取した日齢は、

体重が各々1．5kg、7kg、45　kg、80　kg、105　kgとなった時の日齢である。

2－2．ヘマトキシリン・エオシン（HE）染色

　薄切した切片を10％ホルマリン水溶液中で5分間固定した後、蒸留水で3

分間洗浄した。Mayerのヘマトキシリン液に5分間浸漬し、流水で20分間洗浄

した後、1％エオシン液に1分間浸漬して染色した。蒸留水で1分間洗浄しエ

タノール系列で脱水、弁色を行った。キシレンに1分間浸し、カナダバルサム

で封入した後光学顕微鏡（BHB、オリンパス）で観察、撮影した。

2－3．　トルイジンブルー染色

　薄切した切片を10％ホルマリン水溶液中で5分間固定し、蒸留水で2分間

洗浄した後、0．05％トルイジンブルー溶液に！0分間浸漬して染色した。蒸留

水で1分間洗浄した後、エタノール系列で脱水、弁色を行った。キシレンに1

分間浸した後カナダバルサムで封入し、光学顕微鏡で観察、撮影した。

一5一
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2－4．　弓単’1生線維染色

　薄切した切片を蒸留水で洗浄後、Working　Elastic　Stainl容液（ヘマトキシリ

ン溶液20m1、　Ferric　Chloride溶液3ml、　Weigert　Iodine溶液8mlおよび蒸留

水5mlを染色直前に混合して使用）で30分間染色した。蒸留水で洗浄後、

Working　Ferric　Chloride溶液（Ferric　Chloride溶液3mlと37　m1の蒸留水を混

合して使用）で透徹を行った。ヨウ素を95％エタノール溶液で除去し、蒸留

水で洗浄後、Van　Gieson溶液（0．05％Acid　fuchsinを含む95％飽和picric酸溶

液）で30秒間染色した。エタノール（95％および100％）で脱色・脱水した後、

キシレンで透徹を行い、カナダバルサムで封入した。HE染色の場合と同様に撮

影した。本染色法で使用した試薬は全てSigma社のElastic　Stain　Kitのものを使

用した。

2－5．間接蛍光抗体染色

　薄切した切片を10％ホルマリンを含むPBSで5分間固定し、　PBSで10分間

洗浄した・これを1％Tri　ton　X一　100を含むPBSに5分間浸漬した後、0．05％

Tween－20を含むPBS（T－PBS）で5分間洗浄した。非特異的反応を防止するた

めブロッキング溶液（3％casein、1％BSAを含むT－PBS）中に室温で30分間

浸漬した。ブロッキング液で稀釈した一次抗体を切片に滴下し、乾燥しないよ

う湿箱に入れ、37℃で1時間半反応させた。T－PBSで10分間、3回洗浄した切

片は、二次抗体（FITC　conj　ugated　anti－rabbit　IgG、　Cappel）と37℃で30分間

反応させた。染色した切片はT－PBSで洗浄し、　Parma　Flour（Lipshaw、　USA）

で封入した後、蛍光顕微鏡（BHT－RFK、オリンパス）で観察、撮影した。使用

した一次抗体とその稀釈倍率は以下のとおりであった。

一6一
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　　　　　　　一次抗体

Anti－Porcine　Type　I　Collagen　（Rabbit）

Anti　一　Bovine　Type　III　Collagen　（Rabbit）

Anti　一　Bovine　Type　IV　Collagen　（Rabbit）

Anti　一　Bovine　Type　V　Collagen　（Rabbit）

Anti　一　Bovine　Type　VI　Collagen　（Rabbit）

稀釈倍率

×100

×100

×200

×100

×200

2・6．走査電子顕微鏡用試料の作製

　細切した深趾屈筋腱を2．5％グルタルアルデヒド（0．1Mナトリウムリン

酸バッファー、pH　7．4）により4℃で一晩浸漬固定した。蒸留水で6時間洗浄

した後・10％NaOH中に室温で7日間浸漬して細胞成分を溶解除去した4）。蒸

留水で2日間洗浄した後、1％タンニン酸水溶液中に室温で2時間浸漬して導

電染色し、蒸留水で5時間洗浄した。次に1％オスミウム酸水溶液中に1時間

浸漬した後固定した。エタノール系列で脱水し、100％エタノールからt一ブ

チルアルコールに置換した後、凍結乾燥した。乾燥した試料は試料台に接着し

て金被覆し・走査電子顕微鏡（JSM－T20、日本電子）で加速電圧19　kVで観

察、撮影した。

2－7．コラーゲンの抽出および分画

　液体窒素中で凍結粉砕しPBSで洗浄した試料に、約100倍量（w／v）の0．5

N酢酸を加え、4℃で24時間撹搾抽出した。遠心分離（10，000rpm、’ Q0分）

後の上清を酢酸可溶性画分として採取し、残渣は0．5N酢酸に懸濁させた。

　この酢酸可溶性画分にコラーゲンの1／20量のペプシンを加えて25℃で24時

間撹拝し、最終濃度が0．7MとなるようにNaClを加えて塩析を行った。遠心分

離（12，000rpm、30分）後、沈殿をO．1　N酢酸に再溶解し、これを酢酸可溶性

一7一
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画分中の1型およびIII型コラーゲン溶液とした。上清には最終濃度が2．5　Mと

なるようにNaClを加えて塩析を行い、遠心分離（12，000　rpm、30分）後の沈

殿を0．1N酢酸に再溶解して酢酸可溶性画分中のV型コラーゲン溶液とした。

　酢酸可溶性画分をPBSに対して透析した後、4倍量の20　units／mlコラゲナー

ゼ溶液（0・1mg／m1コラゲナーゼ、0．01　M　CaC12、2mM　Nエチルマレイミド、

5mMベンズアミジン、1mMフェニルメタンスルポニルフルオリド、0．5　M

NaCl・0・05　M　Tris－HCI、　pH　7．4）を加え、25℃で24時間振とうした。この溶

液に30％（W／V）の硫安を加えて撹温し、硫安が完全に溶解した後一晩静置し、

遠心分離（12，000rpm、30分）した。得られた沈殿を酢酸可溶性画分中のVI

型コラーゲンとした。

　酢酸抽出残渣の懸濁液に1／20量のペプシンを加え、25℃で24時間振とうし

た後遠心分離（12，000rpm、30分）した。上澄液は酢酸可溶性前盛と同様の操

作を行って酢酸不溶性三分中の1およびIII型コラーゲン、　V型コラーゲン溶

液を得た。沈殿には20倍量のコラゲナーゼ溶液を添加し、25℃で24時間振と

うした後、遠心分離（12，000rpm、30分）した。上澄液に酢酸可溶性面分と同

様の操作を行って酢酸不溶性画分中のVI型コラーゲンを得た。

2－8．タンパク質の定量

　上記の操作で採取した0．5N酢酸抽出液と残渣について、　biuret法5＞を用い

てタンパク質含量を測定した。

2・9．コラーゲンの定量

　2－7で得られた酢酸可溶性画分、不溶性応分、および各タイプ別コラーゲン

溶液について、Bergman＆Loxley法6）に従ってヒドロキシプロリン（Hyp）含

量を測定し、コラーゲン量を算出した。
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2－10．ウロン酸の定量

　2－8と同様の試料について、Disheのカルバゾール法7）のBitterとMui　rによ

る改良法8）に従ってウロン酸含量を測定した。ウロン酸濃度10Pt、g／ml時の

波長530nmにおける吸光度は0．214であった。

2－11．SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS・PAGE）

　深趾屈筋腱の0．5N酢酸抽出液と残渣の懸濁液に、尿素、β一メルカプトエ

タノール・SDSの最終濃度が各々3．6　M、1％、2％になるように添加し、グリ

セロールを適量加えて100℃で3分間処理し、SDS－PAGE用サンプルとした。

SDS－PAGEはLaemmliの方法9）に従って行った。分離ゲルには3．6　M尿素を

含む5％ゲルを用い、濃縮ゲルには4％ゲルを用いた。泳動後のゲルをクマシー

ブリリアントブルー（CBB）で染色し、酢酸とメタノールの混合液で脱色した。

また、上記と同様に泳動したゲルをトルイジンブルーで染色し、酢酸とメタノー

ルの混合液で脱色した。

2・12．ウエスタン・プロッティング

　SDS－PAGEで分画したタンパク質をプロッター（TRANSBLOT　SD，BIO－RAD）

を用いてニトロセルロース膜に転写した。転写後の膜を0．5％NP40を含む

PBSで3時間洗浄し、非特異的反応を防止するため37℃で1時間ブロッキング

を行った。その後、ブロッキング液で稀釈した一次抗体と37℃で1時間反応さ

せ、反応終了後のニトロセルロース膜はT－PBSで10分間ずつ5回洗浄した。二

次抗体（ブロッキング液で1，000倍に稀釈したペルオキシダーゼ標識抗ウサギ

IgG）と37℃で1時間反応させた後、　T－PBSで10分間ずつ4回洗浄したニトロ

セルロース膜は、発色液（0．02％過酸化水素と少量の3、3’一ジアミノベンジジ

ン四塩酸塩を含む50mM　Tris－HCI、　pH　7．4）中に浸して室温で発色させ、面
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留水で洗浄した後乾燥した。なお、一一次抗体の稀釈率は以下のとおりであった。

　　　　一次抗体

Anti－Porcine　Type　1　collagen　（Rabbit）

Anti－Mouse　Type　III　collagen　（Rabbit）

Anti－Bovine　Type　V　collagen　（Rabbit）

Anti－Bovine　Type　VI　collagen　（Rabbit）

稀釈倍率

×200

×500

×200

×100

2－13．抽出コラーゲンの線維形成能

　深趾屈筋腱の0．5N酢酸抽出液を0．1　N酢酸に対して透析し、遠心分離

（12，000rpm、30分、4℃）後、上澄液をPBSに対して透析した。遠心分離

（12，000rpm、30分）して得られた上澄液を線維形成用の未処理サンプルと

した。

　同様の酢酸抽出液にコラーゲンの1／20量のペプシンを加え、25℃で24時間

三拝した後、終濃度が0．7MとなるようにNaCIを添加して一晩静置した。遠心

分離（12，000rpm、30分）後、沈殿を0．1　N酢酸に再溶解し、4℃で24時間

撹拝した後PBSに対して透析した。遠心分離（12，000　rpm、30分）して得られ

た上澄液を線維形成用のペプシン処理サンプルとした。

　サンプルのHyp濃度を未処理のものは5μg／mlに、ペプシン処理したものは

20pt．g／mlに調製した後、37℃で恒温保持した際の波長313nmにおける吸光

度の経時変化を測定した10’11）。

　また、線維形成曲線（下図）から次の値を求めた。

　　1）最大濁度（△Mx）

　　2）核形成に要する時間（Tn）

　　3）線維形成に要する時間（Ta）
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4）最大濁度の半分に達するまでに要する時間［T（1／2）］

5）線維形成活性［最大濁度／T（1／2）］

∈
⊆

m
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酬
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山
U
亡
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』
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O
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」
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　AMx
　　　　　　　　／「一一一’一ny一一一一一一

　　　　　　　／f’

T　（1／2）

7

Tn Ta Time　（min．）

　マイクロチューブ内で37℃に恒温保持して線維形成させた2－13と同条件の

サンプルを遠心分離（12，000rpm、30分）し、得られた沈殿のコラーゲン含

量を測定した。これを線維形成に関わるコラーゲンとし、2－11および2－12と同

様にSDS－PAGEとウェスタン・プロッティングを行った。

2－14．線維形成したコラーゲンの走査電子顕微鏡試料作製

　Hyp濃度10μg／mlに調製した未処理サンプル2　m1を試験管に入れ、37℃で

保持して線維形成させた。線維形成したサンプルを10％ホルマリン溶液で1

時間固定した後、蒸留水で6時間洗浄し、2．5％グルタルアルデヒド（0．1Mリ

ン酸バッファー、pH　7．4）を用い4℃で24時間固定した。固定したサンプルは

蒸留水で6時間洗浄した後、2％オスミウム酸水溶液中に浸し導電染色と後固
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定を行った。エタノール系列で脱水し、100％アルコールからt一ブチルアルコー

ルに置換した後凍結乾燥し、サンプルは金属試料台に接着して金被覆した。サ

ンプルは走査電子顕微鏡（JSM－T20、日本電子）で観察、撮影した。
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3．結果

3－1　HE染色像

　HE染色像では成長に伴って腱細胞の密度が減少し、腱周膜で囲まれた腱線

維束がより緻密になるのが観察された（図2）。1日齢では横断面と縦断面の

両方で腱線維間や線維内に細胞が多数存在していたが（図2A、　C）、98日齢

および154日齢ではまばらになっていた（図2B、　D）。また、日齢に関係な

く内腱周膜や血管には線維内よりも細胞が多く存在するのが観察されたが、成

長に伴って密度は減少していた。エオシンで赤染された腱線維は互いに平行に

屈曲しながら長軸方向に走行しており、1日齢では個々の腱線維が識別できな

いが加齢に伴って一本一本の腱線維が明確になった。腱線維は1日齢では小さ

く高頻度で屈曲しているのに対し154日齢では1日齢に比べて腱線維が大きく

波打っている様子が観察された（図2C、　D）。また、内腱油膜は1日齢ではエ

オシンによってほとんど赤染されなかったのに対して、成長に伴い赤染される

様になり、一次線維束を囲む像が観察された（図2B、　D）。また、添乳膜で囲

まれた二次線維束、内腱周膜で囲まれた一次線維束は成長に伴い肥大した。

3－2　トルイジンブルー染色像

　　トルイジンブルー染色像ではHE染色像と同様に成長に伴って腱細胞の密度

が減少し、腱線維束よりも内腱周膜と腱周膜に細胞が多く存在するのが観察さ

れた（図3）。1日齢では腱線維以外でメタクロマジーを示して紫色に染色さ

れている部分があり、腱線維もわずかながら紫色を帯びているのが観察された

（図3A・C）。60日齢では内腱周膜の内部がわずかに病弱クロマジーを示し

ていた（図3B）が、182日齢ではメタクロマジーを示す部位は観察されなかっ

た（図3D）。
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図2　ブタ深欝屈筋腱のHE染色像

AとBは1日齢と98日齢の横断面、CとDは1日齢と154日齢の縦断面の

HE染色像を示す。加齢に伴って腱細胞の密度が減少しているのが観察

される。倍率はいずれも85倍。
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　図3　ブタ深趾屈筋腱のトルイジンブルー染色像

AとBは・日齢と60日齢の横断面、CとDaま・日齢と182日齢の縦断面の

トルイジンブルー染色像を示す。加齢に伴って腱細胞の密度が減少し

ており・Cでは腱線維以外の部分に老頭クロマジーが観察される。倍

率はいずれも85倍。　　　　　　　　　　一’
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3－3　自家蛍光像と弾性線維染色像

弾性雛であるエラスチンは自家蛍光を持っており12）、この波長特性のな

い自家蛍光桝期膜や内論点、腱周膜、立雛間で見られた（図4A、B）。

腱雛間に存在する弾性雛の局在力・ら腱雛が成長に伴って太くなるの力湖

確に観察された・また・弾性雛絶息でもこれらの部位に茶色に染色された

弾性線維が存在しているのが観察された（図4C）。

　3－4　蛍光抗体染色像

　　抗1型コラーゲン抗体による免麟色撫ま、・日興では内壁膜と鯛膜

・腱雛全体が同繊の馳反応を示した（図5A、D）。一方、、82日齢の横

断面では外隔膜と内鵬膜・鯛膜が強レ暢性反応を示し（図5B、C）、縦

断面では腱雛全体が陽性反応を示したカミ、一本の騰練の中でも陽性反応

が強い部分と弱い部分があった（図5E）．また腱細胞も卵粉応を示し細胞突

起が腱線維束を分割・取り囲んでいる像が鰹された（図5B）。

　　抗III型コラーゲン抗体による立腐色像では、蘭面では外照準と内腱

周膜および糊膜が強く染色されていた（図6A、B、C）．騰練の周膜1こ

近い部分（内醐膜・醐膜）もやや強レ暢性反応を示しており、騰練と周

膜との境界が不明瞭な部分が観察された．また腱細胞も陽性反応を示し、1型

コラーゲン同様に腱雛東中に細く伸びたX田胞薙が鱒された（図6A、C）。

縦断面では騰練全体と腱細胞カミ陽性反応を示しており（図6D、E）、局在

は抗1型コラーゲン抗体によるものと類似していた。

抗Iv型コラーゲン抗体による免紅色像で1ま、腱雛束の内部は陽性反応

を示さず・内腱周忌と糊膜に存在する血管、神経のみが陽性反応を示し、陽

性反応の出現頻度は成長に伴い減少した（図7）．囎や神経は成長に伴レ疸

径が太くなっており・血管壁も厚くなるの力撫された（図7A、B）。
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図4　ブタ深趾屈筋腱弾性線維の自家蛍光像と

　　　　　　　　弾性線維染色像

r

Aは1日齢・Bは182日蔭の縦断面の自家蛍光像を、Cは60日齢の弾性

線維染色像を示す。自家蛍光像では腱線維間に黄色に見える弾性線維

が観察され、腱線維が成長に伴って大きく波打ち、太くなっているの

が明確に観察される・弾性線維染色像でも腱線維問に茶色に見える弾

性線維（矢尻）が観察される。倍率はAとBが200倍、Cは85倍。
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図5　ブタ深履屈筋腱の抗1型コラーゲン抗体による

　　　　　　　　　　　免疫染色像

Aは1日齢、BとCは182日齢の横断面、　DとEはそれぞれ1日齢と182日

齢の縦断面の抗1型コラーゲン抗体による免疫染色像を示す。内腱周膜

と腱周膜、腱線維そして腱細胞が陽性反応を示しているのが観察さ

れる。倍率はAとDが220倍、他はいずれも110倍。
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図6　ブタ深趾屈筋腱の抗III型コラーゲン抗体による
　　　　　　　　　　　　免疫染色像

A、B、　Cは各々1日齢、98日蔭および182日陰の横断面、　DとEは98日齢と

182日齢の縦断面の抗III型コラーゲン抗体による免疫染色像を示す。横断

面では外腱周膜と内腱周膜、腱周膜そして腱細胞が陽性反応を示し、縦断

面では腱線維全体と腱細胞が陽性反応を示しているのが観察された。倍率

はいずれも110倍。
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図7　ブタ深趾屈筋腱の抗IV型コラーゲン抗体による

　　　　　　　　　　免疫染色像

AとBは1日齢と98日齢の横断面、CとDは1日齢と98日齢の縦断面の

抗IV型コラーゲン抗体による免疫染色像を示す。内灘周膜や腱周膜

に存在する血管、神経が陽性反応を示しているのが観察される。倍率

はいずれも110倍。

一20一

，「唱

』　勒i 。，@難・　x、　ew



一iL．．．．．．．

　　抗v型コラーゲン抗体による免麟色像では、蘭面では外腱周膜が強v、

陽性反応を示しており（図8A）、内網膜と糊膜も強い陽版応を示した

（図8B）・腱雛勅部の反応はssいものであったが、血鯛膜や内欄膜1こ

近い周辺部は強い陽甑応を示し・腱雛束と周膜（外網膜、内題膜）との

境界は不嚇であった・一方・腱細胞の染色性は弱く、細胞突起も明確には観

察されなかった・糖面の・日齢では、騰糸練全体が陽甑応を示しており、

蘭面と同様に・82日齢では内網膜と糊膜が特に強く絶されていた。ま

た・抗V型コラーゲン抗体による触絶島1ま、抗1、III型コラーゲン抗体

によるものと類似していた。

抗VI型コラーゲン抗体による免二色像で1ま、抗III、V型コラーゲン抗

体と同様に外鯛膜と内鯛膜・鯛膜が強V暢性反応を示したが、腱雛東

内部の陽甑応は弱く鍵細胞はほとんと・陽甑応を示さなかった（図9）。

以上のタイプ別コラーゲンの局在およびその染色強度はIII型コラーゲン以

外は成長に伴って変化せず・III型コラーゲンも局在は変化しなかった。

3－5　SEM像

細胞消化法により間質コラザンだけになった腱の走醜子壷雛では、

欽雛束が二次雛束の集合体であり、二次雛束が細いコラーゲン細線維

束や扁平なシート状の細雛勅ら成る腱蹴こよって取り囲まれている様子

が鰹された（図・・B・1・B）・二次線維束は腱細胞が存在していたと思われ

る空隙により更に小さな雛束に分画されており、この空隙は182日齢で特に

はっきりと鱒された（図1・C、図・・C）．コラーゲン細雛は成長に伴って

より密に雛束を形成するようになり、二次線維束は成長に伴って太くなって

いた・欽線維束を取り囲納腱周膜で1ま、血管腔や神糊膜が鱒された

（図10B、図11B）。　　　　　　　　　　　　　・
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図8　ブタ翌翌屈筋腱の抗V型コラーゲン抗体による

　　　　　　　　　　　免疫染色像

AとBは182日齢の横断面、CとDは1日齢と182日露の縦断面の抗V型

コラーゲン抗体による免疫染色像を示す。横断面では外憂周膜や内腱

周膜、腱周膜が、縦断面では腱線維束全体が陽性反応を示しているの

が観察された。倍率はいずれも110倍。　　　t
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図9　ブタ深趾屈筋腱の抗VI型コラーゲン抗体による
　　　　　　　　　　　　免疫染色像

Aは98日齢の横断面、BとCおよびDはそれぞれ1日齢、154日齢、182

日齢の縦断面の抗VI型コラーゲン抗体による免疫染色像を示す。外

融解膜と内腱周膜、および腱周膜が陽性反応を示しているのが観察さ

れる。倍率はいずれも110倍。
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　　　　図10　ブタ深淵屈筋腱横断面のSEM像

A、B、　Cはそれぞれ1日齢、28日齢、182日齢の横断面を示す。二次

線維束では多数のコラーゲン細線維が密に詰まって太い線維束を形成

している。Bでは内腱駆馳に存在する血管や神経周膜（矢尻）が、　Cで

は腱細胞の跡が観察される。倍率はいずれも1，400倍。
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　　図11　ブタ深趾屈筋腱横断面コラーゲン細線維の

　　　　　　　　　　　　SEM像

A、B、　Cはそれぞれ1日齢、28日齢、182日齢の横断面を示す。加齢に

伴いコラーゲン細線維の細線維束へのバンドリングが堅固になってい

るのが観察される。倍率はいずれも9，800倍。
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　横断面の高倍率像では、28日齢、182日齢で細線維束を形成する一本一本の

コラーゲン細線維の断面が観察されたが（図11B、　C）、1日齢では切断面が屈

折していたために断面がはっきりせず、コラーゲン細線維はほぐれた状態で観

察された（図11A）。また、28日齢では線維束のものよりも細いコラーゲン細線

維のランダムネットワークからなる環状構造物が内腱周膜で観察された。

　縦断面では、束状のコラーゲン細線維が長軸方向に走行していたが（図12）

1日齢ではコラーゲン細線維束が高頻度で屈曲しているために試料作製時に数

カ所で寸断され、連続した細線維束としては観察されなかった（図12A）。一一

方、182日齢ではコラーゲン細線維束の屈曲が少ないため、一つの連続した線

維束として長軸方向に走行する様子が観察された（図12B）。

　縦断面の高倍率像でも、コラーゲン細線維が波打って互いに平行に長軸方向

に走行する様子が観察されたが、すべてのコラーゲン細線維が同じ方向に走行

するわけではなく、互いに絡み合っているものも観察された（図13）。1日齢、

98日齢では一本一本のコラーゲン細線維が観察されたが（図13A、　B）、182

日齢ではいくつかのコラーゲン細線維が融合しているかのような部分が観察さ

れた（図13C）。また、一本一本のコラーゲン細線維は成長に伴い太くなって

おり、1日齢では約52nmであったのが182日齢では約102nmになっているのが

観察された（図13）。

3－6．タンパク質含量

　腱の総タンパク質含量は酢酸可溶性画分と不溶性画分のタンパク質含量を合

計して算出した。単位湿重量の腱に含まれるタンパク質量は成長に伴い直線的

に増加した（図14）。1日齢ではタンパク質含量は湿重量の1割程度であった

が、182日齢では約9割をタンパク質が占めていた。
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図12　ブタ深趾屈筋腱縦断面のSEM像

“

Aは1日齢、Bは182日齢の縦断面を示す。コラーーゲン細線維は長軸方

向に走行しており、1日齢ではコラーゲン細線維束が高頻度で屈曲し

ているのに対し、182日齢ではより大きく波打？ている様子が観察

される。倍率はいずれも980倍。
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くなっているのが観察される。倍率はいずれも9，800倍。
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　3－7　コラーゲン含量

　　腱の総コラーゲ冶量は醸可溶面分と不瀦画分のHyp含量を合計して

総Hyp量として算出した・単位湿韓の腱に含まれるHyp含量はタンパク質含量

と同様に成長に伴って直線的に増力口し（図・4）、その増加曲線はタンパク質の

ものとほぼ一致していた。

　　酢酸による抽出性に着目すると・可溶化されるコラーゲン量は成長に伴い直

線的に増加したが・不溶性のコラーゲン量は98日齢まではほとんど増加せず、

その後は成長に伴って急速に増加した（図15）。

　　また・タイプ別のコラーゲン含量に着目すると、醸可瀦画分中に含まれ

るコラーゲンはほとんどが1型およびIII型コラーゲンであり、V型コラーゲ

ンは2％未満であった・VI型コラーゲンail・1日齢で4．6％含まれていたが、その

他の三二では1％未満であった（図16）。

一方・轍不灘画分では・いずれの日誌でもVI型コラーゲンがもっとも

多く・約5・％を占めていた・1型およびIII型コラーゲンは1日掛ではわずカ、

15％で・もっとも多い・54日齢でも35％であった．V型コラーゲンは1日齢で

もっとも多く・1型およびIII型コラーゲンよりも多V・27％であったが、他の

日齢では1型およびIII型コラーゲンよりも少なかった（図16）。

3－8　ウロン酸含量

腱の総ウロン酸含量は雌直後が最も高く、28日齢までに講に減少し、

その後は日齢により若干の増減はあったが低含量のままであった（図17）。

3－9　SDS－PAGE像

酢醐溶性画分の敢泳動像では・全ての日豊で1型コラーゲンのα鎖、β

鎖とγ鎖およびそれ以上のバンド糊察され、α鎖の下により低分子量のバン
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単位湿重量の深趾屈筋腱に含まれるウロン酸含量を示す。
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ドが多く観察された。酢酸不溶性画分の電気泳動像でも全ての日齢で1型コラー

ゲンのα鎖、β鎖とγ鎖およびそれ以上のバンドが観察された（図18）。泳動

したサンプル中のコラーゲン濃度は一定になるように調製したが、酢酸可溶性

画分においても不溶性画分においても成長に伴ってCBBによって染色される1

型コラーゲンα鎖のバンドが薄くなっていた（図18）。

3－10　トルイジンブルー染色像

　可溶性画分ではバンドはかすかに青く染色されているのみではっきりとはし

ていないが、成長に伴って徐々に薄くなっていた。不溶性画面では分子量約10

万と18万の位置にメタクロマジーを示して紫色を帯びているバンドが観察され

た（図19）。これらのバンドも成長に伴って徐々に薄くなり、182日齢ではほ

とんど観察されなかった。

3－11　イムノブロット像

　1日齢と182日齢の深趾屈筋腱についてSDS－PAGEを行い、転写したニトロ

セルロース膜を免疫染色した結果を図20に示した。可溶性蝕分では、1型コラー

ゲンは1日齢と182日齢の両方でα鎖とβ鎖がはっきりと観察されたが、γ鎖

およびそれ以上のバンドはほとんど観察されなかった。V型コラーゲンとVI

型コラーゲンは1日齢では観察されたが、182日齢では観察されなかった（図

20）　o

　不溶性画分では、1日齢と182日齢の両方で1、III、V、VI型コラーゲン

が観察された。1型コラーゲンはα鎖、β鎖と共にγ鎖も観察された。III、V、

VI型コラーゲンはいつれも182日齢では1日齢に比べてバンドが薄くなってお

り、成長に伴って減少していた（図20）。
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図18　ブタ深趾屈筋腱の酢酸可溶性画引および

　　　　　　不溶性画分のSDS－PAGE像

泳動サンプル中のコラーゲン濃度は一定になるように調製し、分離ゲルに

は5％ゲルを使用した。ゲルの下の数字は日齢を示す。
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図19　ブタ深趾屈筋三酢酸可溶性画図および不溶性画分の

　　　　　　　　　トルイジンブルー染色像

5％ゲルで分離した後・トルイジンブノレーで染色した．不溶性三分でラ｝撮

約10万と18万の位置にメタクロマジーを示し、成長に伴って薄くなってい

るバンドを観察できるが可溶性三分でははっきりしない。ゲルの下の数字

はそれぞれ日齢を示す。
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図20　ブタ深趾屈筋腱の酢酸可溶性画分および不溶性画分の

　　　　　　　　　ウェスタン・プロッティング像

1日齢および182日齢の酢酸可溶性画分と不溶性画分を5％ゲルで分離した後、

ニトロセルロース膜に転写し、抗1、III、　V、　VI型コラーゲン抗体で免疫染色

を行った。
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3－12　線維形成能

ペフンン処理をしないコラーゲンでは・1日齢と28日齢の雛形成曲線は

類似しており・駄濁度はそれぞれ・・126、・．122であった。98日齢と154日

齢のものも類似しており・急速に濁度が上昇し短時間で最大濁度に到達し、最

大濁度はそれぞれ…2・…128であった．182日齢の酢酸抽出コラーゲン1ま

ゆっくりとした濁度上昇を示した心馳の日日よりも最大1零度が高く。．181で

あった（図21）。

　　最大1蜀度に関しては182日齢の・．181だけが特に高く、他の日齢で1ま

0●125前後でほぼ淀であった・核形成および襯形成に要する時間は98日齢

で最も短く・！82日齢で最も長かった（図22）．雛形成活性は98日齢が特

に高く・1蹴28職182日齢の6－7倍であった（図23）．

　　一方・醸抽出後にペプシン処理をした場合、・日齢のコラーゲンはゆっく

りとした～二度上昇を示し・最大灘は他の日直よりも高く。．56、であった．28

日脚と98日齢の線維形成曲線は類似しており、最大濁度はそれぞれ。．379と

O’372であった・154日齢と・82日齢1ま雛形成曲線は類似しているものの、

最大濁度は著しく異なり・154日齢で1ま・．・46と他の馬齢と比較してもっとも

低く・182日齢では・．25・であった（図2、）。

ペプシン処理をした場合の最大濁度に関しては、・日野でもっとも高く154

日齢で著しく低かった力弓長に伴って低くなる傾向が見られた（図2、）．核

形成および雛形成に要する時間も1日齢でもっとも長く、成長に伴って短く

なる傾向が見られた（図22）・雛形成1青性は・騰28日齢、98日蜘ま

ほぼ淀であっ燃154日齢で増カロし、182日齢でやや低下した（図23）．

3”13　線維形成に関わるコラーゲン

最大1蜀度到達後に遠騰により沈殿した試料のHyp量が元の試料のHyp量
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ブタ深趾屈筋腱酢酸可溶性コラーゲンの核形成
　　　および線維形成に要する時間

ブタ深思属筋腱酢酸可溶性コラーゲンおよび酢酸抽出物をペプシン処理

したコラーゲンの線維形成曲線から算出した核形成（Tn）および線維形

成に要する時間（Ta）の成長に伴う変化を示す。
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　図23　ブタ深趾屈筋腱酢酸可溶性コラーゲンの
　　　　　　　　　　　線維形成活性

ブタ深趾屈筋腱酢酸可溶性コラーゲンおよび酢酸抽出物をペプシ
ン処理したコラーゲンの線維形成曲線から算出した線維形成活性
（最大濁度を最大濁度の半分に到達するのに要する時間で割った

もの）の成長に伴う変化を示す。
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に占める割合を雛形成に関わるコラーゲン量とした．ペプシン処理をしなかっ

たコラーゲンの場合・1日齢ではわずか24％で、その後割合は上昇し98日齢、

154日齢で57％に達したが182日齢では再び37％に減少した（図24）．ペプシ

ン処理をしたコラーゲンでも処理をしなかったコラーゲンの場合と同様に1日

齢ではわずか27％であったが・その後28日齢、98日齢で55％、52％に達し

た・更に・154日齢では69％に達し・182日齢ではやや減少したが66％であっ

た（図24）。

3－14線維形成したコラーゲンのSDS．PAGE像

SDS”　PAGEのCBB染色像ではいずれの日出でもα鎖、噸γ鎖およびγ鎖

以上のバンドが観察され燃バンドノeターンに変化は見られなかった（図25）．

抗1型コラーゲン抗体による免麟色像はCBB染色像に非常に類似しており、

全ての日齢でα鎖とβ鎖が醸された・陽性を示すγ鎖Vま、28騰98日齢

で特にはっきりと確認できたが・182日齢ではほとんど陽性反応を示さなかっ

た（図25）・また・SDS－PAGE像では全ての日溜でバンドの濃さはほとんど同

じであっ燃抗1型コラーゲン抗体による免疫染色像では成長に伴ってα鎖

が徐々に濃くなっていた・β鎖は1日齢と28日齢で非常に薄く、98日齢で濃

くなりその後濃いまま変化は見られなかった。

3－15　SEM像

　　1日齢では細いコラーゲン細雛束が特定の方向性を持たずにランダムなネッ

トワークを形成していたが・何回かのコラーゲン細雛がより集まって同一の

方向に走行している部分もあった（図26A）．98日齢でもコラーゲン雛に方

向性はなかったが・1日齢より多くの本数のコラーゲン細雛が集まって細v、

細線道束を形成していた（図26B）・154日齢では98日齢よりも太いコラーゲ
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図24　コラv一一一・・ゲンの再線維化率

ブタ深趾屈筋腱酢酸可溶性コラーゲンおよび酢酸抽出後ペプシ
ン処理をしたコラーゲンを37℃で恒温保持した時に再線維化し

たコラーゲン量の割合を示す。
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図25

コラーゲン濃度を一定になるように調製して再線維化させた後、遠心分離し、

沈殿したものを5％ゲルを用いて電気泳動した。泳動後ニトロセルロース膜に

転写し、抗1型コラーゲン抗体で免疫染色した。数字はそれぞれのサンプルの

日齢を示す。
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図26　再線維化したブタ深趾屈筋腱酢酸可溶性

　　　　　　　コラーゲンのSEM像

コラーゲン濃度を一定になるように調製し、恒温保持して再線維化さ

せたコラーゲンをSEMで観察した。　AとDは1日齢、　BとEは98日齢、

CとFは154日齢。倍率はA、B、　Cが830倍、　D、　E、　Fが5，800倍。

一48一

鞍



t
eJV”

i
l
i
i
L
．

1

1
1
1i
’

1i’

1
・

．震1
“
’
．
ξ
．
」
」

’
～
躍
曙

　
　
　
　
伽

リ
　
ヒ
　
　
　
　

ゆ

く
コ　

　
ノ
ロ

、
　
　
書
鬼

　
　
　
“
r
、
識

．曳［報層

裕窪．轡

’」． ﾝ　‘



ン細線維束が観察された（図26C）。

　高倍率像では、どの日齢においても一本で存在しているコラーゲン細線維は

ほとんどなく、大部分が数本のコラーゲン細線維が縄のように撚り合わさって

一本のコラーゲン線維の様に存在していた（図26D、　E、　F）。154日齢で観察

された太いコラーゲン細線維束も、この縄状に撚り合わされたコラーゲン細線

維束が更に集合したものであった（図26F）。わずかに観察される単独で存在

しているコラーゲン細線維を比較すると、成長に伴う太さの変化は観察されな

かったが・コラーゲン細線維の繕りは成長に伴って強くなっていた。

　また・線維形成したペプシン処理コラーゲンはネットワークの強度が低く、

SEM観察のためのサンプルを作成することができなかった。
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藻

4　考察

　　細胞消化法で問質コラーゲンのみとなった腱は、処理をする前の形状をほ

とんど変化させることなく維持していた。また、SEM像は腱線維としてコラ＿

ゲン細線維が密に詰まって長軸方向に平行に走行している様子を明らかにした。

これらのことから・腱はコラーゲン細線維がその形状を維持しているだけでは

なく・平行に走行したコラーゲン細線維束が集まって成立している器官、即ち

コラーゲン細線維束の集合体そのものであると考えられた。また、コラーゲン

細線維束が互いに平行に集まって二二になっていることが、腱に筋よりも高い

引っ張り強さを付与していると判断された。更に、コラーゲン線維は波状構造

を有しており、1日齢では高頻度で屈曲し、成長に伴って緩やかに波打つよう

になるのが光学顕微鏡像、SEM像の両方で観察された。この波状構造は骨格筋

から骨へとスムーズに力を伝達するのに寄与していると考えられた。つまりコ

ラーゲン線維が直線状に伸びてから力が伝わるため、急激な力の伝達が起きな

いのであろう。

　　組織に弾性を与えるエラスチン含量はウシの項靭帯で80％、大動脈で30か

ら40％12）・肺実質で25から30％13）、真皮では2から5％12・14・15）と報告されてい

る。これに対して腱のエラスチン含量は約2％にしか過ぎず、上記の組織と比

較すると弾性の低い組織である13）。腱ではエラスチンが外心周膜や内昌昌膜に

存在しており・光学顕微鏡で観察されたコラーゲン線維の波状構造はこのエラ

スチンの収縮力によるものである12）。腱を引っ張るとコラーゲン線維の波状構

造が伸び、腱が伸び切った時にはコラーゲン線維の引っ張り強さが作用して腱

が必要以上に伸びることはなく、収縮時にはエラスチンの弾性が作用して腱は

変形後、元の形態に戻ることができるのだろう。

　腱に存在するエラスチンの役割は腱に弾性を与えるだけではない。腱では
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全てのコラーゲン細線維が平行に走行しているわけではなく、互いに交差した

　り絡み合っているコラーゲン細線維も存在する16）。これは、腱が単に縦軸方向

への力を受けるだけではなく横軸方向への力や回転する力も受けるためである。

したがって、腱では縦軸方向への力に対応するため多くのコラーゲン細線維束

が長軸に平行に走行しており、それ以外の横軸方向や回転する力に対応するた

めに平走するコラーゲン細線維束を覆い束ねるような細線維が存在していると

考えられる。これらの縄状のコラーゲン細線塩気はエラスチンによっても束ね

られ、互いに連結されてより太い二二となり、さらに張力に対する耐性が高め

られているのであろう。また、エラスチンには細胞接着を促進する作用がある4）。

HE染色像で細胞が多く観察された部位、すなわち腱細胞縦列部や内腱周膜には

エラスチンが存在しており、腱においてエラスチンが細胞接着にも寄与してい

ることが窺われた。

　　腱にかかる張力は成長に伴う体重や運動量の増加に伴って増加するが、こ

れに対応するための幾つかの変化が観察された。HE染色像や弾性線維の自家蛍

光像では一本一本のコラーゲン線維が成長に伴い太くなっており、SEM像では

コラーゲン細線維の直径が1日齢の約52nmから182日劇の約102　nmへと増

加するのが観察された。外腱周膜で囲まれた二次線維束は個々のコラーゲン細

線維の直径増加に伴って高密度化しており、それと同時に二次線維束も太くなっ

ていた。細胞密度は成長に伴って減少していたが、コラーゲンは増加していた。

これはコラーゲンが腱の張力に対する耐性を高めるのに重要な役割を果たすた

め・腱細胞が張力の増加に対応してコラーゲンを合成し、腱の特殊化が進んだ

結果と考えられる。

　腱を構成するコラーゲンをタイプ別に見ると、1型コラーゲンは腱全体に存

在して主要なコラーゲン細線維を形成しており、それを補うようにしてIII、V、

VI型コラーゲンが存在していた（図27）。特にIII型コラーゲンはヒトの皮膚
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や腱で1型コラーゲンと共会合してヘテロタイプのコラーゲン細線維を形成す

ることが知られている18）。抗III型コラーゲン抗体による免疫染色像において、

わずかではあるが線維東内部や外腱周膜、内腱周膜が陽性反応を示すなど1型

コラーゲンの局在と類似した局在を示したことから、ブタの深趾屈筋腱におい

てもヘテロタイプの細線維を形成している1型コラーゲンとIII型コラーゲン

が存在するものと思われた。

　　V型コラーゲンはコラーゲン細線維の太さを制限する機能を持っており、

生体内でもV型コラーゲンの濃度が高い部分には多くの細い細線維が存在す

ることが知られている19）。したがって、SEM像で観察されたコラーゲン細線維

束周囲の細いコラーゲン細線維は、主に1型コラーゲンとV型コラーゲンから

構i成されているヘテロのコラーゲン細線維と考えられる。また、V型コラ＿ゲ

ンはエラスチンとの親和性が高い20）ことから、免疫染色で観察されたコラーゲ

ン線維束周辺部に存在するV型コラーゲンと外腱周膜、内腱周膜に存在するエ

ラスチンが結合することによりコラーゲン細線維束は互いに連結されていると

推察された。

　　生体内でビーズ状フィラメントを構成するVI型コラーゲンは、皮膚ではコ

ラーゲン細線維束周囲や脂肪細胞、神経細胞および毛細血管の各基底膜周囲に

局在する。心臓においても栄養血管や心筋細胞の基底膜周囲に局在し21）、関節

軟骨や椎間板組織では軟骨細胞周囲での局在が報告されている22）。この様に

VI型コラーゲンは運動による機械的ストレスの強い臓器に豊富に存在し、その

構成細胞や基底膜周囲に局在する傾向が強いことから間葉系細胞をECM成分へ

結合する作用があると推定されている23）。HE染色像において細胞が多く観察

された部位、すなわち外腱周膜、内腱周膜は免疫染色像でVI型コラーゲン抗

体が強く陽性反応を示した部位でもあり、腱においてもVI型コラーゲン分子

は腱細胞を腱線維束へ接着する役割を果たしていると考えられる。また、VI型
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コラーゲンはN末端とC末端に1型コラーゲンに結合するvon　Willebrand因

子のAドメインに類似した構造を持っており、VI型コラーゲンも1型コラーゲ

ンに結合することが実証されている24・25）。このため、VI型コラーゲンはコラー

ゲン細線維束周囲の周膜（外腱周膜、内腱周膜、二二膜）の構成コラーゲンと

して1型コラーゲンに結合することによってコラー・ゲン細線維束の機械的スト

レスに対する耐性を高めていると考えられた。

　　ネットワーク形成コラーゲンとして知られるIV型コラーゲンは、通常、異

なる組織の境界部に存在する基底膜を構成している。腱ではIV型コラーゲン

は血管や神経管に存在していたが腱線維東内部では陽性反応を示さず、腱には

血管や神経以外には基底膜が存在しないことが明らかになった。免疫染色像か

らは陽性反応を示す環状構造物が血管なのか、あるいは神経なのかを識別する

ことはできなかったが、血管と思われる環状構造物は成長に伴って直径が大き

くなり血管壁も厚くなっていた。

　　腱にはコラーゲン以外にデコリン、フィプロモジュリンなどのプロテオグ

リカンが存在することが報告されている26・27・28）。この二種類のプロテオグリカ

ンは1型コラーゲンと結合して線維形成を調整して細いコラーゲン細線維を形

成させる29）こと、トルイジンブルー染色像において成長に伴い腱線維やそれ以

外の部分でメタクロマジーを示す部位が減少したこと、そしてSEM像で腱のコ

ラーゲン細線維が成長に伴い太くなったことから以下のことが推測された。す

なわち・トルイジンブルー染色像においてメタクロマジーを示したのはデコリ

ンあるいはフィプロモジュリンが存在する部位であり、1日齢ではこれらのプ

ロテオグリカンがコラーゲンと結合しているため細いコラーゲン細線維が形成

されるが・プロテオグリカンが成長に伴って減少するのに伴い太いコラーゲン

細線維が形成されるとというものである。プロテオグリカンは成長に伴って減

少したが、ある程度の含量は維持されていた。この成長後も腱に存在するブロ
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テオグリカンは・1型コラーゲンと結合してコラーゲン細線維束周囲で観察さ

れる細いコラーゲン細線維を形成しているのではないだろうか。つまり、腱線

維束周囲に観察された細いコラーゲン細線維は、1型とV型コラーゲンによる

ヘテロタイプのものと、1型コラーゲンにプロテオグリカンが結合したものの

二種類が存在していると考えられる。疎性結合組織である三訂、特に内湯二二

にはトルイジンブルー染色像から密性組織である腱線維束よりもプロテオグリ

カンが多く存在していることが推測され、コラーゲンも1型コラーゲンが主で

ある腱線維とは異なり、III、　V、　VI型コラーゲンが多く存在していた（図27）。

これらのコラーゲンは周膜ではヘテロのコラーゲン細線維ではなく、それぞれ

ホモタイプのコラーゲン細線維を形成しているのかもしれない。

　　腱の形態について上記の考察をまとめると以下のようになる。腱線維束で

は1型コラーゲンが主にコラーゲン細線維束を構i成しており、IIIおよびV型

コラーゲンは1型コラーゲンとヘテロのコラーゲン細線維を形成している。特

に1型とV型コラーゲンとのヘテロのコラーゲン細線維は、主に1型コラーゲ

ンからなるコラーゲン細線維束周辺部に存在して腱の横軸方向や回転方向への

力に対応したり、エラスチンへの親和性を高めている。また、VI型コラーゲン

も1型コラーゲンや腱細胞に結合し、腱の機械的ストレスに対する耐性を高め

るのに寄与している。これらの腱線維束はエラスチンによって束ねられ互いに

連結され、さらに太い綱状の構造をとるようになる。そして、デコリンやフィ

プロモジュリンといったプロテオグリカンは腱のコラーゲン細線維の太さを調

整する役割を果たしている。一方、腱線維束を取り巻く外腱三二、内記周忌や

腱周膜は腱線維束よりもIII、　V、　VI型コラーゲンが多く、特に外記周膜と内

下下膜にはプロテオグリカンが多く存在している。このような腱の基本的な構

造やタイプ別コラーゲンの局在は、成長に伴って変化することはない。

　次に、腱を形成するコラーゲンやプロテオグリカンの量的な変化について
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検討すると・まず、タンパク質含量とコラーゲン含量は成長に伴って同じよう

な傾向を示した。腱のコラーゲンは酢酸で容易に抽出されたが、可溶性コラー

ゲン量がタンパク質含量と同様の増加曲線を示したのに対し、不溶性コラーゲ

ンは98日齢まではほぼ一定で98日齢以降に増加した。腱も真皮と同様に加齢に

伴ってコラーゲン分子間の架橋結合が増加し10）、コラーゲンの溶解性が低下す

るが、架橋結合量は出生直後から98日齢まではほぼ一定で、その後増加したと

考えられる。この架橋結合の量的変化について体重の変化と合わせて考察する

と・コラーゲン含量と体重がほぼ同様の増加曲線を示したことから、成長期の

ブタにおいては腱コラーゲン量の増加と体重の増加との間に密接な関係がある

ことが示唆される。すなわち、増加する体重に対応するためには、先ずコラー

ゲンが量的に増加し、その後、分子間架橋が増加していくと考えられる。これ

は腱においてはコラーゲンの分子間架橋といった質的変化よりも量的変化が優

先して生じていることを意味する。データは示さなかったが、5歳齢のブタの

腱のコラーゲン含量は182日齢とほぼ同じであり、182日齢でほぼプラトーに

達していた・しかし、酢酸に対する可溶性については、5歳齢ではほぼ100％の

コラーゲンが不溶性であった。182日齢と5歳齢の間のどの時期に大部分のコラー

ゲンが不溶化したのかはわからなかったが、質的変化に先駆けて量的変化が生

じ、半年という比較的短い期間でその変化は終了するが、質的変化は量的変化

が終了した後も継続していたと考えられる。

　コラーゲンの質的変化に関しては、可溶性および不溶性山分の電気泳動像で

サンプル中のコラーゲン濃度を一定にしたにもかかわらず、成長に伴ってバン

ドが薄くなる現象が観察された。免疫染色像からはコラーゲン量が減少してい

ないことが推測されるため、成長に伴ってクマシーブリリアントブルー（CBB）

による染色性が低下したと考えられる。CBBは主として塩基性（特にアルギニ

ン）や芳香族アミノ酸残基に吸着される。幾つかの界面活性剤や塩基性バッファー
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などの化学薬品とタンパク質問相互作用、あるいは化学薬品と色素間の相互作

用によって吸着阻害が生じることから、成長に伴って吸着阻害が生じる様な化

学的変化が腱コラーゲンに生じたと考えられる。

　　コラーゲン含量が成長に伴って増加するのと対照的に、ウロン酸含量、すな

わちプロテオグリカン含量は出生直後に著しく高く、その後激減して低含量の

まま推移し・凍結切片および電気泳動のトルイジンブルー染色で観察された三

子クロマジーの減少に一致していた。腱に多く存在するプロテオグリカンであ

るデコリンとフィプロモジュリン26・30・　31）は共に小型のプロテオグリカンとして

分類されコアタンパク質の構造が類似しており、ともに生体内において1およ

びII型コラーゲンと結合することが報告されている32・・33・・3・4）。腱の中ではデコ

リンとフィプロモジュリンは1型コラーゲンと結合して1型コラーゲン細線維

の周囲を覆っていると思われる。これらのプロテオグリカンが減少し、抽出作

用を受けやすくなることもコラーゲンの可溶性が低下しないことの一因と考え

られる。

　また・デコリンはコアタンパク質を介してコラーゲンと高い親和力で結合し、

コラーゲン線維の形成を調節して細いコラーゲン線維を形成させる35）。実際、

SEM像では出生直後のコラーゲン細線維は細く、その後成長に伴い太くなって

いた。このデコリンが出生直後に多く存在し、その後激減するということは、

デコリンが腱のコラーゲン線維形成の初期段階において何らかの調節機能を果

たしていることが考えられる。今回の実験において行ったSDS－PAGEのトルイ

ジンブルー染色では、不溶性画分でメタクロマジーを示して成長に伴って減少

する物質が存在した。これらの物質はデコリン、あるいはフィプロモジュリン

である可能性が高く、バンドは分子量約10万と18万の位置に観察されデコリン

とフィプロモジュリンの約10万と15万から30万に相当していたが、抗ウシデ

コリン抗血清は種特異性が高くブタのデコリンとは反応しないために、デコリ
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ンやフィプロモジュリンの存在を確認することはできなかった。

　　コラーゲンの酢酸可溶性をタイプ別に見ると、酢酸で可溶化したのはほとん

どが線維性コラーゲンである1型およびIII型コラーゲン画分であったが、

SDS．PAGEのCBB染色像と免疫染色像からIII型コラーゲンは日齢に関係なくほ

とんど可溶化しなかったため、酢酸で可溶化したものはほとんどが1型コラ＿

ゲンであると判断された・V型コラーゲンやVI型コラーゲンもわずかに可溶

化したが成長に伴い不溶化した。このことはSDS－PAGEのCBB染色像と免疫染

色像とも一致していた。一方、不溶性画分では成長に伴う明確な変化を観察す

ることができなかったが、可溶性画分とは存在するタイプ別コラーゲンの割合

が大きく異なり、可溶性画分で大部分を占めていた1型およびIII型コラーゲ

ン町分は15～35％に過ぎず、もっとも割合が高かったのはVI型コラーゲンで

あった・また・V型コラーゲンも不溶性画分において、全体に占める割合がよ

り高かった・間接蛍光抗体染色の結果から、腱線維には主に1型コラーゲンが

局在しており・その他III、V、　VI型コラーゲンも少し含まれていることが明

らかとなった。また、III、　V、　VI型コラーゲンは腱線維よりも外腱三二、内腱

周膜、腱周膜に多く局在していることも明らかとなった。これら、腱線維に含

まれるタイプ別コラーゲンとその他（外腱周膜、内腱周膜、腱周膜）に含まれ

るタイプ別コラーゲン、そして可溶性画分中のタイプ別コラーゲンと不溶性高

分中のタイプ別コラーゲンとの間には密接な関係があるように思われる。つま

り、腱線維中には主に1型コラーゲンが含まれており、同様に可溶性三分に含

まれるコラーゲンの大部分も1型コラーゲンである。一方、外腱周忌、内腱二

丁、腱周膜にはIII、　V、　VI型コラーゲンが腱線維よりも多く局在しており、同

様に不溶性画分にはIII、　V、　VI型コラーゲンが高い割合で含まれている。こ

れらのことから、酢酸によって可溶化されるのは主に腱線維の部分であり、外

一周膜・内四周膜、腱周膜に含まれるコラーゲンは腱線維と比較して可溶化さ
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れにくいということが考えられる。この原因についてはSEM像で観察されたコ

ラーゲン細線維の構造、すなわち、腱線維はコラーゲン細線維が束状になって

平行に走行しており、一方、外腱周膜、内腱周膜、腱周膜といった周回はコラー

ゲン細線維がシート状になっていることと何らかの関係があるのではないだろ

うか。

　酢酸で抽出されたコラーゲン溶液を中性pH下で37℃に保持すると、ペプシ

ン処理をしたコラーゲンにおいても処理をしなかったコラーゲンにおいても全

ての日齢で濁度が上昇してコラーゲン細線維を形成した。In　vi・troにおける線

維形成は三つの段階に分けることができる11）。第一段階では中間生成物、すな

わち核が形成され、第二段階ではコラーゲン細線維の長軸方向への成長が生じ

る。そして第三段階ではコラーゲン細線維の側面方向への会合が生じ、この段

階が濁度を著しく増加させる段階である。線維形成活性は最大濁度を最大濁度

の半分に達するのに要した時間で割った値である。すなわち、最大濁度が高い

ほど・また急激に濁度が上昇するほど線維形成活性は高いということになる。

酢酸で抽出しただけのコラーゲンでは、線維形成活性の高い98日齢で急激に

濁度が上昇しており、この間に、急速にフィラメント状コラーゲンの側面会合

が生じたと考えられる。実際に線維形成したコラーゲン線維をSEMで観察する

と・1日齢ではランダムなコラーゲン細線維のネットワークしか形成されてい

なかったが、154日齢では多数のコラーゲン細線維が集まって太いコラーゲン

細線維束を形成していた。また、98日齢でも数本のコラーゲン細線維が集まっ

てコラーゲン細線維束を形成しているのが観察された。さらに、SEMの高倍率

像では単独で存在しているコラーゲン細線維はほとんどなく、大部分が数本の

コラーゲン細線維が縄状に繕れ合わさってコラーゲン線維束を形成していた。

これらの細線維束は線維形成過程においてコラーゲン細線維が側面会合したこ

とを裏付けるものである。
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　　ペプシン処理の有無にかかわらず、線維形成に要する時間と線維形成活性の

変化および再線維化コラーゲン量の変化の曲線は全くの逆パターンを示し、線

維形成に要する時間が短かければ線維形成活性が高く、再線維化するコラーゲ

ン量も多くなる傾向を示した。また、ペプシン処理により核形成に要する時間

および線維形成に要する時間は増加したが、再線維化するコラーゲン量はほぼ

同じかやや高かった。これらのことから、ペプシン処理は核と線維形成のため

により長い時間を必要とするが、最終的に再線維化するコラーゲンの量に影響

を与えないことが示唆された。しかし、再線維化コラーゲンのSEM用試料を作

成する際に、ペプシン処理をしたものは立体的なコラーゲンネットワークの強

度が低く観察用試料を作成できなかったことから、ペプシン処理は再線維化し

たコラーゲンネットワークの強度を低下させると考えられる。これは、ペプシ

ン処理により非三重らせん部、すなわちテロペプチドが切断されたためであろ

う。

　ペプシン処理をしたコラーゲンの最大濁度は成長に伴って低くなる傾向が見

られたが、154日齢では著しく低かった。供試材料として用いたブタは全て雌

であり、一般的には150日齢で初回発情を示して性成熟に達する。154日齢は

性成熟を迎える時期に当たり、コラーゲンの特性は性成熟に伴うホルモンの量

的変化の影響を受けたと考えられる。コラーゲンの特性が変化したために154

日齢で最大濁度が著しく低くなったのではないだろうか。

　再線維化量に関しては、最も多く再線維化したものでもペプシン処理をした

場合の69％で、ラット真皮コラーゲンが高いもので約90％も再線維化する】・）

のと比べてかなり低かった。これは各組織の生体内（加伽。）におけるコラー

ゲンの特性が試験管内（加碗ro）の再線維形成に反映されることを示唆してい

るのかもしれない。実際、in　vivoにおいて不溶性コラーゲンが増加する時期

とin　vi・troにおけるコラーゲン細線維が側面会合しやすい時期が一致しており、
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in　vi・troの線維形成活性にはin　vivoのコラーゲンの特性がある程度反映されて

いた。一方で再線維化したコラーゲン細線維の太さは生体内で観察されたよう

に成長に伴って変化することはなかった。また、数本のコラーゲン細線維が縄

状に撚り合わさって一本の細線維束を形成してる様子が観察されたが、これは

生体内では観察されなかった。さらに、182日齢のSEM像で観察された太いコ

ラーゲン細線維束は生体内で観察される細線維束に近いものであったが、全て

の細線維束は一定の方向に走行しているわけではなく、また、細線維束が波打っ

て屈曲している様子も観察されなかった。

　この様にin　vi　voおよびifl　vi　troで観察されるコラーゲン線維にいくつかの

相違点が存在する要因については、それらの要因が抽出過程で失われたためな

のか、あるいはin　vi・troの再線維化の過程では作用しないためなのかは不明で

あった・しかし、原因と考えられるものとして張力の影響が挙げられる。腱は

骨と骨格筋とを連結させ、運動によって発生する張力を骨に伝達するために極

度に特異な形態を形成した器官である。言い換えれば、腱の正常な発達のため

には張力という物理的な要因が必要不可欠であり、再線維化の過程では張力の

影響は全く受けなかったため、コラーゲン細線維が生体内とは異なった形態を

示したのではないだろうか。しかし、実際に張力がin　vi・troにおいてどの程度

コラーゲン線維束の形成過程に影響を及ぼすのかは不明である。
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第三章　腱細胞に対する伸展負荷の影響

1序文
　第二章から、腱はコラーゲン細線維がその形状を維持しているだけでなく、

平行に走行したコラーゲン細線維束が集まって成立している器官、すなわちコ

ラーゲンの集合体そのものであることが明らかとなった。また、腱の基本的な

形態が出生時にすでに完成されていることも明らかとなった。従って、腱の形

態形成と張力（伸展負荷）という物理的要因との関係について調べるには、in

yivoの研究だけでは限界がある。

　線維芽細胞の一種である腱細胞は組織中で伸展負荷を受けながら腱の立体構

造を支持するコラーゲンを合成、分泌している。腱細胞による細胞外マトリッ

クスの合成、分泌に伸展負荷がどのような影響を与えているのかを明らかにす

るため、また、腱細胞を用いた腱の培養モデル作成の足がかりとして、腱細胞

に直接伸展負荷を加えて培養を行った。
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2．材料および方法

2－1腱線維芽細胞の調製

　　出生直後のブタ（ランドレース種）から深趾屈筋腱を採取し、腱肇組織を除

去した後・ペニシリン100U／mlとストレプトマイシン1　mg／mlを含み、カル

シウムとマグネシウムイオンを含まないリン酸緩衝溶液（CMF－PBS）で洗浄した。

組織を1mm角程度に細切し、0．1％コラゲナーゼと0．25％トリプシンを含む

Dulbecco’s　Modified　Eagle’s　Medium（DMEM）中で撹拝しながら37℃で酵素処理

し、線維芽細胞を得た。この線維芽細胞を培養用ディッシュに播種し、4日後

に継代したものを実験に供した。培養液には10％fetal　bovine　serum（FBS）を含

むDMEMを用い、以降の実験を行う際には10％FBSを含むDMEMに0．2　mMア

スコルビン酸リン酸、ペニシリン100U／mlとストレプトマイシン1　mg／mlを

添加したものに交換した。培地交換は2、3日毎に行った。培養iは湿度100％、

37℃・95％Air、5％CO2に調節したインキュベーター（NAPCO）内で行った。

2－2増殖曲線

　腱線維芽細胞を伸展培養用ディッシュ（FLEX－1、　FLEXCELL）に5．0×

104／穴の密度で播種し、一晩静置した後FLEXERCELL　STRAIN　UNIT　SYSTEM

（FLX・SYSTEM、　FLEXCELL）にセットした。最大伸展率が15％となるように

設定し、5秒間隔で張力が加わるようにして伸展培養を行った。細胞は経時的

にトリプシン処理でディッシュから剥離し、細胞数を計測した。FLEXERCELL

STRAIN　UNIT　SYSTEMを用いた伸展培養の原理を図28に示した。

2－3トルイジンブルー染色

　Poly－L－1ysine（Sigma）でコーティングした伸展培養用ディッシュに2－2と
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図28　FLEXERCELL　SRAIN　UNIT　SYSTEMの原理

Aは伸展負荷がかかっていない状態の伸展培養用ディッシュの横断面を示し、Bはディッ

シュをはめこんだパットの内部が陰圧になることによって底部のシリコンゴムが吸引さ

れ、培養面に伸展負荷がかかっている状態を示す。CはBを上から見た図で、赤い矢印は
伸展負荷がかかる方向を示す。

一65一



睡

『7凸

同様にして細胞を擁し・伸麟養に供した。7日間犠した細胞を1。％ホノレ

マリンで5分間固定し、蒸留水で2分間洗浄した後、0．05％トルイジンブルー

溶液に10分間浸漬した・翻水で・分間洗浄し、アルコール系列で脱水．絶

した後・カナダバルサムで封入し、光学顕微鏡で観察、撮影した。

2－4　間接蛍光抗体染色法

鰻培養は2－3と同様に行い・染色は第二章2－5と同様にして行った．なお、

使用した一次抗体とその希釈率は以下の通りであった。

　　　　一次抗体

Anti－Porcine　Type　1　Collagen

Anti－Bovine　Type　III　Collagen

Anti－Bovine　Type　IV　Collagen

Anti’Bovine　Type　V　Collagen

Anti－Bovine　Type　VI　Collagen

Anti－Bovine　Fibronectin

Anti－Mouse　Laminin

希釈率

×300

×200

×200

×200

×500

×500

×200
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3結果

3－1増殖曲線

　　ブタ深趾間筋腱細胞は、伸展培養した場合には通常培養と比べて増殖速度

が低下した（図29）。また、培養二週間後の通常培養では細胞数がディッシュ

当たり約4・5×・・5と擁時の9倍になっていたのに対し、伸展犠では約2×

105と4倍にしか増加せず、通常培養の半数以下であった。

3・2トルイジンブルー染色像

　　通常犠1・潤目には細胞はコンフルエントに達し激石状のやや丸みを帯

びた形態の細胞が多く観察され、細胞突起の伸びる方向は特に一定ではなかっ

た（図3・A）・一方・膿培養1・朋の糸田胞は伸展方向と平行に長い細胞突起

を伸ばし・細長い紡錘形を呈してレ・た（図3・B）。また、通常犠と伸麟養

のいずれの場合も、細胞質はやや赤紫に、核は青紫に染色されてメタクロマジー

を示した（図30C、　D）。

3－3免疫染色像

　　抗1型コラーゲン抗体による免麟色像で1ま、通常培養と膿犠のいず

れの場合も7EI　Eには核周辺の細胞質が弓蜜く染色されたが、通常に培養した細

胞で特に反応が強く・細胞突起の先端近くまで染色されているものも醸され

た（図31A・B）・一方・伸麟養した糸田胞では細胞突起の先端はほとんど染

色されていなかった（図31B）。いずれの培養条件でも細胞外にコラーゲンの

不ットワークは観察されなかったが、培養10日目になると細胞外にコラーゲン

不ットワークが観察されるようになった（図31C、　D）。通常培養ではランダ

ムなコラーゲンネットワークしか観察されなかったが、伸展培養では伸展方向
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図29　ブタ培養深趾屈筋腱細胞の増殖曲線

通常培養（Contrl）および伸展培養（Flexercell）したブタ

深趾屈筋腱細胞の増殖曲線を示す。
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　　　　図30　培養腱細胞のトルイジンブルー染色像

ブタの深趾屈筋腱細胞を通常培養（A、C）および伸展培養（B、　D）

10日目にトルイジンブルーによって染色した。倍率はAとBが100倍、

CとDが200倍。
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図31　培養腱細胞の抗1型コラーゲン抗体による免疫染色像

ブタの深趾屈筋腱細胞を通常培養7日目（A）および10日目（C）、

伸展培養7日目（B）および10日目（D）に間接蛍光抗体法により染

色した。倍率はいずれも250倍。
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と平行な一定の方向性を持ったコラーゲンネットワークが観察された。

　　抗V型コラーゲン抗体による免疫染色像では、通常培養7日目の腱細胞は

一部の細胞質内部がドット状に染色されているのみであったが、細胞外にはラ

ンダムなコラーゲンネットワークが発達していた（図32A）。一方、伸展培養

7日目の腱細胞は通常培養と同様に一部の細胞質内部にドット状の染色が観察

されたが・細胞外のコラーゲンネットワークはほとんど発達しておらず、部分

的に線維状のコラーゲンが観察されるのみであった（図32B）。培養10日目に

なると・細胞質内部がやや強く染色されるようになり、細胞外にコラーゲンネッ

トワークも観察されるようになったが、通常培養7日目でネットワークが全体

的に発達していたのと比較すると部分的なものであった（図32C）。

　　抗VI型コラーゲン抗体による免疫染色像では、通常培養5日目の腱細胞は

核周辺の細胞質が弱く染色されており、細胞外にランダムなコラーゲンネット

ワークが発達していた（図33A）。伸展培養5日目の腱細胞も核周辺の細胞質

が染色されており、通常培養の細胞と比較すると染色強度はやや強く、伸展方

向と平行に伸びた細胞突起も弱く染色されていたが、細胞外にコラーゲンネッ

トワークは観察されなかった（図33B）。伸展培養7日目になると細胞外にコラー

ゲンネットワークが観察されるようになるものの、部分的なものであった（図

33C）　o

　抗フィブロネクチン抗体による免疫染色像では、通常培養5日目ですでに細

胞外にランダムなフィブロネクチンネットワークが発達していたため、下層に

ある細胞はほとんど観察されなかった（図34A）。伸展培養5日目でも細胞外

にフィブロネクチンネットワークが観察され、通常培養と比較すると発達の度

合いは低いものの伸展方向と並走するように発達していた（図34B）。また、

核周辺の細胞質が強く染色されており、細胞突起が弱く染色されている細胞も

観察された。伸展培養7日目になると、フィブロネクチンネットワークは更に
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図32　培養腱細胞の抗V型コラーゲン抗体による免疫染色像

ブタの深二三筋腱細胞を、通常培養7日目（A）、伸展培養7日目

（B）と10日目（C）に間接蛍光抗体法により染色した。倍率はいず

れも250倍。
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図33　培養腱細胞の抗VI型コラーゲン抗体による免疫染色像

ブタの深心切筋腱細胞を、通常培養5日目（A）、伸展培養5日目

（B）と7日目（C）に間接蛍光抗体法により染色した。倍率はいずれ

も250倍。
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図34　培養腱細胞の抗フィブロネクチン抗体による免疫染色像

ブタの深駒留筋腱細胞を通常培養5日目（A）、伸展培養5日目（B）

と7日目（C）に間接蛍光抗体法により染色した。倍率はいずれも

250倍。
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発達していたが、細胞はほとんど染色されていなかった（図34C）。

　抗うミニン抗体による免疫染色像では、通常培養と伸展培養のいずれの細

胞も核周辺の細胞質が染色されていた（図35A、　B）。一部の細胞突起も弱く

染色されており、伸展培養7日目の腱細胞では、伸展方向と平行に細胞が配列

している様子も観察された（図35B）。しかし、他の抗コラーゲン抗体や抗フィ

ブロネクチン抗体による染色像とは異なり、通常培養と伸展培養のいずれの場

合も細胞外にネットワークは観察されず（図35A、　B）、培養10日目でも細胞

外のネットワークは観察されなかった（結果は示していない）。
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図35　培養腱細胞の抗うミニン抗体による免疫染色像

ブタの深趾屈筋腱細胞を通常培養7日目（A）、伸展培養7日目（B）

に間接蛍光抗体法により染色した。倍率はいずれも250倍。

一76一

，，聾鞭



4　考察

　腱細胞に直接伸展負荷を加えて培養した場合、細胞の増殖性は抑制され、

コンフルエント到達時の細胞数が減少するという結果が得られた。この傾向は

今回結果を示さなかったウシ胎仔やラット（8週齢、Wistar系）深趾屈筋腱細

胞でも同様であり、由来する動物の種類や加齢の程度が異なっても腱細胞一般

に共通する傾向と考えられる。腱細胞以外の細胞でも培養時の伸展負荷による

増殖速度やDNA合成量が変化することが報告されている36）。骨芽細胞37）や大

動脈の平滑筋細胞38）では伸展培養によって細胞分裂が促進されるが、歯周靭帯

由来の細胞では細胞増殖率に影響は見られない39）。一方で肺由来の線維芽細胞

のように、肺上皮と混合して伸展培養した場合には細胞増殖率に影響は見られ

ないが、線維芽細胞のみを伸展培養した場合には増殖率が低下する細胞も存在

する40）。培養細胞の増殖率に対する伸展負荷の影響は細胞の種類やその由来す

る組織、負荷の程度によって異なり、また、同一組織内に存在する他の種類の

細胞との相互作用も絡んでより複雑なものになっているが、今回の結果から、

腱細胞は伸展負荷により増殖率が抑制される細胞であると判断された。　「骨格

筋が発生する張力を骨へと伝達する」という腱の持つ機能から、腱細胞は静止

状態、すなわち通常の培養時よりも運動負荷が加わっている状態、つまり伸展

培養時がより生体内に近い環境である。このような環境下における腱細胞は増

殖を抑制された定常状態にあると考えられる。

　細胞外マトリックスの合成に関しては、第二章の結果から、腱には1型コ

ラーゲンを初めとする数種類のコラーゲンの局在が明らかになっており、また、

腱細胞は細胞外マトリックスを合成する線維芽細胞の一種である。実際、免疫

染色像から培養腱細胞が1、V、　VI型コラーゲン、そしてフィブロネクチン、

ラミニンを合成していることが明らかである。しかし、培養時に伸展負荷を加
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えた場合には、細胞増殖率と同様に細胞外マトリックスの合成も抑制されてい

ると考えられる。細胞外の1型コラーゲンネットワークは、通常培養と伸展培

養のいずれの場合も培養10日目に観察されるようになったが、7日目の細胞の

染色強度は通常培養の細胞の方が強かった。また、V型およびVI型コラーゲ

ンの細胞外ネットワークは伸展培養では、通常培養と比較して数日遅れて観察

された。フィブロネクチンは細胞の接着伸展という生理機能を持ち、コラーゲ

ンネットワーク形成の足場として形成されるため17）、通常培養と伸展培養のい

ずれの場合にも比較的早い時期から細胞外にネットワークを形成していたが、

通常培養でより発達していた。伸展負荷により腱細胞の細胞外マトリックス合

成能は抑制されたが、腱細胞により合成される細胞外マトリックスの種類は本

実験で調べた範囲では変化していなかった。

　細胞外で形成された細胞外マトリックスのネットワークは、通常培養では

ランダムなものであったが、伸展培養では伸展方向と平行に走行していた。腱

組織におけるコラーゲン線維束は互いに集まって牽引される長軸方向に平行に

走っていることが腱縦断面のH：．E染色像やSEM像で観察された。従って、細胞

外に分泌され伸展負荷を受けた細胞外マトリックスの構造はより生体内に近い

ものであることは明らかである。

　　また、伸展負荷による細胞の形態変化は細胞突起において特徴的であった。

通常培養の腱細胞の細胞突起はランダムな方向に伸びていたが、伸展培養の腱

細胞の細胞突起は非常に細く、伸展方向と平行に長く伸びていた。これは細胞

が伸展負荷に対応してシリコン表面あるいは隣接する細胞に接着するために発

達したものと考えられる。生体内での腱細胞は、密に詰まったコラーゲン線維

束の間に薄く広がった翼状の細胞突起を伸ばしており、腱細胞の形態は周囲の

コラーゲン線維束の立体的な影響によるものが大きい3）。伸展培養した腱細胞

の形態は細胞突起を伸展方向と平行に伸ばした紡錘形をしており、通常に培養
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した細胞の形態とは異なっていた。しかし、翼状の細胞突起は観察されず、生

体内での形態に近いものでもなかった。増殖率や細胞外マトリックス合成とは

異なり、細胞の形態が伸展負荷によって生体内に近いものとなるには細胞周囲

に三次元的にコラーゲン線維束が存在する必要があると考えられる。

　培養細胞に直接負荷を加えると、増殖率や細胞外マトリックス合成能は抑

制され、細胞の形態も変化する。また、伸展負荷は細胞だけではなく合成・分

泌された細胞外マトリックスネットワークの構造にも影響を与えることが明ら

かとなった。これらの細胞外マトリックスネットワークの構造はより生体内に

近いものであり、腱の形態形成においては伸展負荷が重要な役割を果たしてい

ると考えられた。
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第四章腱細胞と細胞外マトリックxeこ対するイ帳負荷の影響

1．序文

第三章では・培養細胞に直接鮪を加えると舗・分泌された細胞外マトリッ

クスネットワーク備造が伸展賄の影響を受けてより生体内に近いものとな

ることが明らかとなり・腱の形態形成におv・ては伸展賄が重要な役割を果た

している可能性が示唆された。

本章では・腱の形態形成における鰻負荷の影響について更に詳しく調べる

ため・腱細胞と細胞外マトリックスを用V・た三次元犠を行い、これを腱の培

養モデルとして・より生体内に近い条f牛下での鰻鮪の影響について伸展負

荷を加えなかった場合およびin　viv・との比較、検討を行った。

，灘冨
繋kX？．



2．材料および方法

2－1　腱線維芽細胞の調製

　ラット（8週齢・Wistar系）の深趾屈筋腱を採取し、第三章2－1と同様に腱細

胞の調製を行った。

2－2　コラーゲンゲル内培養

　コラーゲンゲル内培養はYangらの方法40）を基にして行った。コラーゲン溶

液・5膿縮DMEMおよび醐成雛液（・．23　N炭酸水素ナトリウムと。．12　N

水酸化ナトリウム水溶液）を氷冷しなカ・’ら、7：2：1の割合で混合し、これに

調製した腱雛芽細胞を5×・・4／mlの害拾で懸濁した．懸蜀液を伸展犠用ディッ

シュに1．5ml滴下し、直ちにインキュベーター内でゲル化させた。ゲル化終了

後培養液を加えた。

ゲル内培養に用いたコラーゲンは、ブタアキレス腱をペプシン処理した後、

中性および酸性下での塩析を繰り返し、1型アテロコラーゲンのみを含むもの

を使用した。

2－3　　’ii申展培養

伸展培養は第三章2－2と同様にして行った。

2－4　間接蛍光抗体染色法

　上記の腱細胞を培養したコラーゲンゲルをPBSで洗浄した後、4％パラホル

ムアルデヒドで5分間室温で固定し、PBSで洗浄した。このコラーゲンゲルを

第二章2－5と同様にして免麟色を行った．なお、使用した一次抗体とその希

釈率は以下の通りであった。

一81一

鍵灘羅羅購灘灘灘灘羅灘難懸灘騨灘灘灘灘難灘灘灘灘’灘蓼覇畿



　　　一次抗体

Anti－Rat　type　1　collagen

Anti－Mouse　type　III　collagen

Anti－Mouse　type　IV　collagen

Anti－Mouse　type　V　collagen

Anti－Bovine　type　VI　collagen

Anti－Bovine　fibronectin

希釈率

×200

×200

×200

×200

×500

×500

2－5　走査電子顕微鏡試料の作成

腱細胞をゲル内駿したコラーゲンゲノレを2．5％グルタルアルデヒドを含む

0・1Mナトリウムリン醸徽（pH　7．4）に4℃で・晩浸漬して前固定し、　PBS

で瀞した後・第二章2－6と同様にして試料を作成、鱒した。
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3　結果

3－1　免疫染色像

　抗1型コラーゲン抗体による免疫染色像では、通常培養と伸展培養いずれの

場合も培養10日目の腱細胞は核周辺の細胞質が強く染色されており、細胞突

起はかすかに染色されているのみであった（図36A、　B）。培養14日目になる

と通常培養の腱細胞は、核周辺の細胞質がより強く染色されるようになったが、

細胞突起はほとんど染色されなかった（図36C）。一方、伸展培養14日目の腱

細胞は細胞質だけではなく、細く長く伸びた細胞突起の先端近くまで染色され

るようになった（図36D）。

　抗III型コラーゲン抗体による免疫染色像では、通常培養した腱細胞は染色

されず、伸展培養した腱細胞のみが染色された（図37）。培養10日目では、

核周辺の細胞質中にやや強く反応する部位が観察されたが、細胞突起はかすか

に染色されているのみであった（図37A）。培養14日目になると細胞質全体が

同程度に染色されるようになったが、細胞突起はかすかに染色されたままであっ

た（図37B）。

　抗IV型コラーゲン抗体による免疫染色像では、通常培養した腱細胞の核周

辺の細胞質が部分的に強く染色され、細胞突起は不明瞭であった（図38A）。

一方、伸展培養した腱細胞は通常培養した細胞よりも反応は弱いものの細胞質

と同様に細く伸びた細胞突起も染色されていた（図38B）。

　抗V型コラーゲン抗体によっても抗III型と同様に通常培養した腱細胞は染

色されず、伸展培養した細胞のみが染色された（図39）。培養14日目の細胞

は細胞質だけでなく細胞突起も明瞭に染色されており（図39A）、培養21日目

になると細胞質と細胞突起がより強く染色されるようになった（図39B）。な

お、培養10日目の腱細胞は染色されず、14日目以降に染色されるようになつ
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図36腱細胞を培養したコラーゲンゲルの抗1型コラーゲン抗体
　　　　　　　　　　　による免疫染色像

ラット深類聚筋腱細胞を培養したコラーゲンゲルを、通常培養10日目

（A）と14日目（C）、伸展培養10日目（B）と14日目（D）に間接蛍光

抗体法により染色した。倍率はいずれも250倍。
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図37腱細胞を培養したコラーゲンゲルの抗III型コラーゲン抗体
　　　　　　　　　　　による免疫染色像

ラット深趾屈筋腱細胞を培養したコラーゲンゲルを、伸展培養10日目

（A）と14日目（B）に間接蛍光抗体法により染色した。倍率はいずれも

250倍。
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図38腱細胞を培養したコラー・ゲンゲルの抗IV型コラーゲン抗体
　　　　　　　　　　　による免疫染色像

ラット深趾屈筋腱細胞を培養したコラーゲンゲルを、通常培養10日目

（A）、伸展培養10日目（B）に間接蛍光抗体法により染色した。倍率は

いずれも250倍。
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図39腱細胞を培養したコラーゲンゲルの抗V型コラーゲン抗体
　　　　　　　　　　による免疫染色像

ラット野曝屈筋腱細胞を培養したコラーゲンゲルを、伸展培養14日目

（A）と21日目（B）に間接蛍光抗体法により染色した。倍率はいずれも

250倍。
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た。

　抗VI型コラーゲン抗体によっては、通常培養および伸展培養したいずれの

腱細胞も染色された（図40）。通常培養10日目の腱細胞は、細胞質全体がほ

ぼ均一に染色されていたが細胞突起は弱く染色されているのみであった（図

40A）。伸展培養10日目の腱：細胞は、細胞膜近くの細胞質が特に強く染色され

て細胞の形態が明瞭であったが、通常培養と同様に細胞突起は弱く染色されて

いるのみであった（図40B）。

　抗フィブロネクチン抗体染色においては、通常培養および伸展培養したコラー

ゲンゲル内に細胞外に分泌されたフィブロネクチンのネットワークが観察され

た（図41）。通常培養10日目のコラーゲンゲルではフィブロネクチンネット

ワークの他に腱細胞が弱く染色されており（図41A）、14日目になると細胞お

よび細胞周囲のフィブロネクチンがより強く染色されるようになった（図41C）。

伸展培養10日目でもコラーゲンゲル内の腱細胞と細胞から伸びる線維状のフィ

ブロネクチンが観察されたが（図41B）、培養14日目になっても特に染色強度

が変化することはなかった。

3－2　走査電子顕微鏡像

　伸展負荷を加える前のコラーゲンゲルの横断面では、ゲル全体にランダムな

コラーゲンネットワークが観察された（図42A）。伸展培養3日目のゲルの横

断面でも同様にランダムなコラーゲンネットワークが観察され（図42B）、伸

展培養による構造的な変化は特に観察されなかった。しかし、培養7日目にな

ると伸展培養用シャーレと接着していた側のコラーゲンネットワークに変化が

見られ、接着面からゲル表面へと斜めにコラーゲン細線維が走行しているよう

な像が観察された（図42C）。このような構造は、接着面からゲルの約半分の

厚さのところまで観察され、表面に近い残り半分のゲルのコラーゲンネットワー

一88一

綴　　t 騰灘雛懸緬撚　螺織．　騰難

　　　　　　　　　灘灘． ，1、錨



難

　　欝穫．

聡鐙解櫛
　　、」』」『．．，■：一・ゑ亀ゴ1

綴層

図40襟細胞を培養したコラーゲンゲルの抗VI型コラーゲン抗体
　　　　　　　　　　による免疫染色像

ラット深趾屈筋腱細胞を培養したコラーゲンゲルを、通常培養10日目

（A）、伸展培養14日目（B）に間接蛍光抗体法により染色した。倍率は

いずれも250倍。
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図41腱細胞を培養したコラーゲンゲルの抗フィブロネクチン抗体

　　　　　　　　　　による免疫染色像

ラット深趾屈筋腱細胞を培養したコラーゲンゲルを、通常培養10日目

（A）と14日目（C）、伸展培養10日目（B）に間接蛍光抗体法により染

色した。矢印は腱細胞を示す。倍率はいずれも250倍。
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腱細胞を培養したコラーゲンゲル横断面のSEM像

伸展培養前（A）、3日目（B）、7日目（C）、10日目（D）、14日目（E）、FはEの拡大

図、Gは通常培養14日目のコラーゲンゲルの横断面のSEM像を示す。倍率

はA～EとGが125倍、Fは875倍。
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クに変化は見られなかった。培養10日目のコラーゲンゲルでも、培養7日目と

同様に接着面からゲル表面へと斜めに走行するコラーゲン細線維が観察された

　（図42D）・培養14日目になると、7日目、10日目ではゲルの厚さの半分程

度のところまでしか観察されなかったコラーゲン細線維の構造変化がゲルの表

面近くにまで及ぶようになった。接着面に近い部分では、7日目、10日目と同

様に接着面から表面へとコラーゲンゲルが走行しており、特に表面に近い部分

ではコラーゲン細線維が表面とほぼ平行に走行していた（図42E、　F）。一方、

通常培養したコラーゲンゲルの横断面ではネットワークが密になったものの、

培養14日目になっても伸展培養したゲルで観察されたような構造的な変化は

観察されなかった（図42G）。また、コラーゲンゲルの厚さは通常培養、伸展

培養のいずれの場合も培養日数が経過するにしたがって徐々に薄くなっていき、

培養14日目には伸展負荷を加える前の約半分の厚さになっていた。

　コラーゲンゲルの横断面の高倍率像では、伸展負荷を加えるる前はコラーゲ

ン細線維がランダムなネットワークを形成しており、数本のコラーゲン細線維

が集合した細線維束や非常に細い細線維が観察された（図43A）。通常培養14

日目になるとコラーゲンのネットワークはランダムなままであったが、全体的

に密になっており、太いコラーゲン細線維や細線維束のネットワークの隙間を

埋めるように細い細線維がランダムに走行していた（図43B）。一方、伸展培

養したゲルでは、培養7日目になると太いコラーゲン細線維や細線維束が伸展

方向と平行に走行するようになり、細いコラーゲン細線維がランダムにその周

囲を覆っていた（図43C）。伸展培養14日目になると、ゲル表面下ではほとん

どのコラーゲン細線維および細線維束が伸展方向と平行に走行するようになっ

た（図43D）。

　これらのコラーゲンゲルの表面を観察すると、伸展培養3日目におけるコラー

ゲンはランダムなネットワークを形成しているのみであったが、培養7日目に

一93一



　　　　　　望　考凱

　図43　腱細胞を培養したゲル横断面コラーゲン細線維のSEM像

伸展培養前（A）、通常培養14日目（B）、伸展培養7日目（C）と14日目（D）のコラ

ーゲンゲルの横断面のSEM像を示す。倍率はいずれも8，750倍。
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は数本のコラーゲン細線維束が伸展方向と平行に走行するようになった（図

44A、　B）。培養10日目になると、ゲル表面のコラーゲン細線維は大部分が伸

展方向と平行に走行し、隣接するコラーゲン細線維と融合するように薄いシー

ト状となり、その隙間からは直下に存在するランダムなコラーゲンネットワー

クが観察された（図44C）。更に；培養14日目になると、伸展方向と平行に走行

するコラーゲンのシートはより密になり、直下のコラーゲンネットワークが見

えにくくなった（図44D）。一方、通常培養14日目のコラーゲンゲル表面では

コラーゲンのランダムなネットワークのみが観察された（図44E）。

　更に高倍率で観察すると、伸展負荷を加える前のゲル表面には様々な太さの

コラーゲン細線維や細線維束がランダムなネットワークを形成しており、細線

維間の間隙からゲル内部を走行する細線維も見られた（図45A）。通常培養14

日目のゲル表面には、伸展培養前のゲルと同様に様々な太さのコラーゲン細線

維や細線親玉によるランダムなネットワークが形成されていたが、太い細線維

東間を埋めるように細い細線維が密にネットワークを形成しており、ゲル内部

のコラーゲン細線維はほとんど見えなくなっていた（図45B）。伸展培養14日

目のゲル表面には、数本のコラーゲン細線維が集まった細線維束が伸展方向と

平行に走行しており、細い細線維が細線維束表面を覆ったり、線維東間の間隙

を埋めるようにして存在しているのが観察された（図45C）。

　ゲル表面の細胞は、周囲のコラーゲンの様に培養条件による影響を受けてお

らず、紡錘形や星状など様々な形態をしていた。細胞の表面は滑らかで、小さ

な細胞突起の先端からコラーゲン細線維や細線月月が伸びているかのように見

えた（図46）。
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図46　コラーゲンゲル表面の細胞のSEM像

伸展培養10日目（A）と14日目（B）、通常培養10日目（C、D）のコラーゲンゲル

の表面の細胞のSEM像を示す。倍率はA、　B、　Dが2，500倍、　Cが1，875倍。
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4　考察

　コラーゲンゲル内で培養された腱細胞は、通常培養と伸展培養をした場合で

は免疫染色像の染色パターンが異なるだけではなく、コラーゲンの合成能に違

いが見られた。抗1、IV、　VI型コラーゲン抗体によっては、局在や染色強度

に差はみられたものの、通常培養した細胞と伸展培養した細胞のいずれもが染

色されていた。しかし、抗III、　V型コラーゲン抗体によっては伸展培養した細

胞のみが染色され、通常培養した細胞は染色されなかった。細胞をコラーゲン

ゲル内で培養するということは生体内により近い環境を供給するということで

ある。生体内において、腱細胞を取り囲む腱線維束は運動による伸展負荷を受

ける。すなわち、コラーゲンゲル内で伸展培養を行うということは、通常のコ

ラーゲンゲル内培養よりも更に生体内に近い環境を腱細胞に供給するというこ

とになる。今回観察されたコラーゲン合成能の違いは、伸展培養を行うことで

細胞がより生体内に近い環境におかれたためであると考えられる。第二章の腱

組織の免疫染色像からは、腱線維内に1型およびVI型コラーゲン以外にIII型

およびV型コラーゲンの存在が確認されている。伸展培養した細胞がIII型お

よびV型コラーゲンを合成しているということは、コラーゲンゲル内での伸展

培養がより生体内に近い環境であることを裏付けるものである。

　しかし、細胞内で合成されたコラーゲンが細胞外に分泌された形跡は観察さ

れず、細胞外に分泌された細胞外マトリックスはフィブロネクチンのみであっ

た。フィブロネクチンは細胞接着因子であり、フィブロネクチンを介して細胞

とコラーゲンが接着する17）。すなわち、フィブロネクチンは細胞がコラーゲン

ゲル内で安定に存在するために合成・分泌されたと考えられる。フィブロネク

チン以外の細胞外マトリックスであるコラーゲンが細胞内で合成されていたに

も関わらず細胞外に分泌されなかった原因としては、細胞周囲にすでにコラー
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ゲンが存在しているということが挙げられる。すでに述べたようにコラーゲン

ゲルの内部の細胞はコラーゲンに取り囲まれており、生体内に近い環境におか

れている。つまり合成したコラーゲンを細胞外に分泌する必要がない。第三章

の結果から、単層培養した腱細胞が数種類のコラーゲンを合成しており、細胞

外に分泌されたコラーゲンはネットワークを形成することが明らかとなった。

単層培養では細胞の周囲にコラーゲンは存在しない。細胞は自身が存在する環

境をより生体内に近づけるために細胞外マトリックスを合成し、細胞外に分泌

するものと考えられる。すなわち、周囲の細胞外マトリックスの有無が、合成

されたコラーゲンが細胞外に分泌されるかどうかに大きく影響している。また、

コラーゲンの合成能については伸展負荷の影響が見られたが、合成したコラー

ゲンを細胞外に分泌するかどうかという点では伸展負荷の影響はないものと考

えられた。

　次に、細胞を取り囲むコラーゲンが伸展負荷によってどのような影響を受け

るかについてはSEM像からいくつかの知見が得られた。横断面のSEM像から、

伸展負荷によりゲルを構成するコラーゲンネットワークの構造が変化すること

が明らかとなった。コラーゲンは培養用ディッシュとの接着面から表面に向かっ

て約45～60。の角度で斜めに走行しており、培養7日目および10日目ではネッ

トワークの構造がゲルの中層まで変化していた。コラーゲンが斜めに走行して

いたのは、伸展負荷のかかる方向が斜めであったためと考えられる。第三章で

示した模式図からもわかるように、Flexercellはシリコン製のディッシュの底

を下方に引っ張ることにより培養面に伸展負荷を加えるもので、水平方向に引っ

張るものではない。このため、コラーゲンゲルのように厚みのあるものには斜

めの方向に伸展負荷が加わることになり、コラーゲンも斜めに走行するように

なったと考えられる。また、コラーゲンゲルという厚みのあるものに伸展負荷

が加わる場合、先ず直接伸展負荷が加わる部分、すなわちディッシュとの接着
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面に近い方から徐々に構造が変化し、徐々に離れた部分に向かって変化が進行

したと推測される。

　ゲル表面のSEM像からも伸展負荷によるコラーゲンネットワークの構造変化

が観察された。表面のコラーゲン細線維は伸展方向と平行に走行するようにな

り、横断面と比較すると変化がより明確であった。横断面では培養7日目にコ

ラーゲンの構造に明確な変化が現れたが、表面のコラーゲンに構造変化が現れ

るのは横断面と比較するとやや遅く、明確な変化は培養10日目に観察された。

これは伸展負荷がディッシュとの接着面から伝わるため、接着面から離れたゲ

ル表面には時間をおいて影響が現れるためであろう。

　培養14日目になると接着面に近い部分や表面だけでなく、表面に近い部分

のコラーゲンネットワークの構造も変化し、ゲル全体に伸展負荷の影響が見ら

れるようになった。特に表面直下のコラーゲンネットワークはほぼ全部のコラー

ゲン細線維が伸展方向と平行に走行するようになっており、腱周膜で囲まれた

二次線維束のような構造は見られないものの、腱組織の縦断面と類似した構造

であった。これは、コラーゲンに対する伸展負荷が腱の形態形成過程において

重要な役割を果たしている可能性を示唆するものである。

　また、細胞については、今回SEMで観察したのはゲル表面の細胞のみである

が、ゲルを形成するコラーゲンが伸展負荷によって大きく構造を変化させたの

に対し、細胞の形状には伸展負荷の影響があまり見られなかった。第三章で観

察されたように、単層で伸展培養をした腱細胞は伸展方向と平行に長い細胞突

起を伸ばし、細長い紡錘形を呈するなど、伸展負荷の影響を受けていることが

明らかであった。単層培養では細胞が直接培養ディッシュに接着しているため

伸展負荷が細胞に直接加わるが、ゲル内培養では伸展負荷が細胞周囲のコラー

ゲンを介して加わることになる。すなわち、コラーゲンが緩衝材としての役割

を果たすため、細胞に伸展負荷が伝わりにくくなるものと理解される。このた
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め・ゲル表面の細胞に実際に加わる伸展負荷は単層培養の場合と比較すると小

さく、影響が出にくかったと考えられる。

　線維芽細胞をコラーゲンゲル内で培養すると7日目にはもとの組織での形態

を示すようになり、腱の細胞は紡錘形となってお互い平行に位置するようにな

るという報告がある42）。今回の実験でも、免疫染色像からゲル内部の腱細胞の

多くが長い細胞突起を持つ紡錘形をしているのが観察されたが、報告にあるよ

うな位置関係は認められなかった。これは、細胞密度、すなわちゲル内での細

胞間の距離に原因があると考えられる。細胞がゲル内において規則性をもって

配列するには、細胞間の情報伝達が必要であり、実際、生体内において腱細胞

間にはギャップジャンクションが存在している43）。培養細胞においてもプロコ

ラーゲンの発現が細胞密度によって変化する41）ことが報告されており、腱細胞

間で情報伝達が行われていることは明らかである。今回の実験では、ゲル内で

細胞間の距離が離れすぎていて情報伝達がうまくできなかったために細胞の位

置関係に規則性が見られなかったものと考えられる。

　また、生体内での腱細胞はコラーゲン線維束の間に薄く広がった翼状の細胞

突起が特徴的であり、ゲル内で観察された紡錘形の細胞は厳密には生体内での

形状をしているとは言い難い。腱細胞が生体内で観察されるような翼状の細胞

突起を持つには、周囲に密なコラーゲン線維束が存在することが必要である。

しかし、伸展負荷を加えたゲルのコラーゲンは培養日数が経過するのに伴って

伸展方向と平行に走行するようになったが、生体内で観察されたような太いコ

ラーゲン線維束は形成されなかった。このため、腱細胞は翼状の細胞突起を持

たない紡錘形となったと考えられる。

　伸展負荷の影響があまり観察されなかった腱細胞だが、伸展負荷に対するゲ

ルの耐性を高める重要な役割を果たしていた。細胞を含まないコラーゲンゲル

に対して同様の伸展負荷を加えると、培養3日目にはゲルの表面にクレーター
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状の大きな穴が幾つも形成され、培養日数が経過するに連れて大きくなっていっ

たが、細胞を含むゲルではこのようなクレーターは観察されなかった。これは、

SEM像でゲル表面の細胞が無数の小さな細胞突起を伸ばし、細胞突起の先端か

らコラーゲン細線維が伸びていたことからもわかる様に、細胞が無数のコラー

ゲン細線維をつなぎあわせる役割をしているためである。細胞が存在すること

によってコラーゲンは伸展負荷に対応し、ネットワーク構造を変化させること

ができるのである。生体内においても腱細胞は腱線維束の間や周膜に存在して

おり、腱線維束同士を繋ぎ止めて、腱の運動負荷に対する耐性を高める役割を

果たしていることが推測された。

　ランダムなコラーゲンネットワークから成るゲルに伸展負荷を加えると、コ

ラーゲン線維が腱と類似した構造に変化することから、伸展負荷が腱の形態形

成、特に腱線維束を構成するコラーゲンの構造に重要な役割を果たしている可

能性が示唆された。その一方で、コラーゲンを合成する腱細胞の形態は、伸展

負荷により大きな変化は受けず、生体内で観察されるものとは異なっていた。

腱細胞が生体内と同様の形態を示すには、周囲を取り囲むコラーゲン線維束の

立体構造や細胞間の情報伝達といった伸展負荷以外の要因が必要なのであろう。
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第五章　総括

　本研究では、腱の形態形成機序の解明を目的として、in　vivoでは成長に伴

う腱の構i造や構成成分の生化学的特性の変化について、in　vi・troでは培養モデ

ルを用いて腱の形態形成に及ぼす伸展負荷の影響について検討した。

　腱の主要構成成分であるコラーゲンは、腱に含まれるタンパク質の80％以上

を占め、成長に伴って増加した。コラーゲン細線維は骨から骨格筋（あるいは

骨格筋から骨）へと互いに平行に走行してコラーゲン細線維束を形成していた。

このコラーゲンの配列によって特徴付けられる腱の構造は出生時にはすでに獲

得されており、成長に伴って一本一本のコラーゲン細線維が太くなったり、波

打ち構造が大きくなるなどの変化が観察されたが、基本的な立体構造は変化し

なかった。

　また・腱には1、III、　IV、　V、　VI型コラーゲンが含まれており、外腱周膜、

内明円膜および腱周膜には1、III、　V、　VI型コラーゲンが、腱線維には1、　III、

V型コラーゲンが、そして腱細胞には1、III型コラーゲンが局在していた。こ

のタイプ別コラーゲンの局在は立体構造と同様、成長に伴う変化を示さなかっ

た。

　一方、コラーゲンの酢酸抽出性や線維形成能などの生化学的な特性は成長に

伴って変化し、出生後にfη伽。で観察される変化は腱の立体的な構造変化で

はなく、腱の構成成分であるコラーゲンの量的および質的な変化であった。

　生体において、腱は骨格筋が発生する張力を骨へと伝達するという役割を担っ

ている。腱は運動による伸展負荷を受ける器官であり、腱の形態形成には伸展

負荷が関係していると考えられるが、in　vivoでは伸展負荷による立体構造の変

化は観察されなかった。

　線維芽細胞の一種である腱細胞はin　vivoで伸展負荷を受けながら腱の立体
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構造を維持するコラーゲンを合成、分泌している。腱細胞による細胞外マトリッ

クスの合成・分泌に伸展負荷がどのような影響を与えているのかを明らかにす

るため・腱細胞に直接伸展負荷を加えて培養を行った。腱細胞は通常に培養し

た場合も伸展負荷を加えて培養した場合も、コラーゲンやコラーゲンネットワ＿

ク形成の足場となるフィブロネクチンを合成していた。腱細胞により合成、分

泌された細胞外マトリックスは細胞外にネットワークを構築していたが、通常

に培養した場合にはネットワークがランダムであったのに対し、伸展培養した

場合には伸展方向と平行に走行していた。このことから、腱細胞によって合成、

分泌された細胞外マトリックスが腱に特異的な構造を構築するには、伸展負荷

が必要であることが示唆された。

　次に・腱細胞だけではなく腱細胞を取り囲むマトリックスに対する伸展負荷

の影響について調べるため、腱細胞を含むコラーゲンゲルに伸展負荷を加えて

培養したものを腱の培養モデルとした。腱細胞のコラーゲン合成能は伸展負荷

を加えると通常に培養したものとは異なり、in　vivoで観察されたタイプのコラー

ゲンを合成していた。しかし、コラーゲンゲル中の腱細胞は伸展負荷の有無に

関わらず細胞外に合成したコラーゲンを分泌せず、単層培養時とは異なる挙動

を示した。

　伸展負荷を加えられたコラーゲンゲルは培養日数の経過に伴ってその構造を

著しく変化させた。伸展負荷を加える前のゲルはランダムなコラーゲンネット

ワークで構成されていたが、培養2週間後には伸展負荷が加わる方向と平行に

走行するようになった。これは腱のコラーゲン線維束の構造と非常に類似して

おり・伸展負荷が腱の形態形成に重要な役割を果たしていることが示唆された。

　以上のin　vivoおよび加碗roの結果から、腱の形態形成について次のよう

な仮説が導かれた。腱の形態形成は三つの段階に分けることができる。先ず最

初に骨格筋から発生する張力を骨へと伝達するという機能を果たすため、伸展
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負荷という物理的要因によって腱の基本的な構造が形成される「形態的変化」

が生じる・次に、腱の機能を発現するために必要な基本的構造が構築された後、

運動や体重増加による負荷の増加に対応するため「量的変化」が生じ、腱のコ

ラーゲン含量が増加する。続いて、「量的変化」と一部平行してコラーゲンの

分子間架橋などの「質的変化」が生じる。以上の三段階を経て腱の形態が形成

されると推測された。

　腱の基本的構造の形成段階に伸展負荷が必要であることが示唆されたが、腱

細胞を含むコラーゲンゲルが伸展負荷を受けることによって形成されたコラー

ゲンネットワーク、つまり培養モデルのコラーゲン線維束の構造は腱の線維束

の構造と完全には一致しなかった。1η伽。で見られた太い線維束や線維束の波

打ち構造は培養モデルでは観察されず、腱細胞の形状も異なっており、腱の形

態形成過程には伸展負荷以外にも多くの要因が複雑に関連していると考えられ

た。

　培養モデルにおいて腱線維束と類似した構造が構築されたことにより、今後、

腱の生体材料としての応用範囲が更に広がることが期待される。
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