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要旨 

本研究では、腱修復におけるフィブリン利用の可能性を探求した。第一に、

力学的検査においては、80 mg/mlフィブリノーゲンから生成されたフィブリン

ゲルが高い破断強度・伸張剛性・圧縮剛性を示すことを明らかにした。第二

に、細胞生物学的検査では、40 mg/mlフィブリノーゲンから生成されたフィブ

リンが細胞の形態・遊走能おいて、優れていることを明らかにした。第三に、

腱縫合において、peripheral sutureとフィブリンによる接着を比較したところ、

潤滑剤の有無にかかわらずフィブリン接着群は、1000サイクルの腱滑走試験後

の破断強度が低く、腱修復部の間隙距離が長かった。Peripheral sutureの代替と

してのフィブリン使用は推奨されないことを明らかにした。 
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第１章	 序論 

	  

手指の切創は救急外来で遭遇する上肢外傷のうち、最もよくみられるもので

あり[1]、アメリカでは10万人あたり221人に発症し[2]、多くはナイフやガラス

による受傷である[3]。2 cm以下の創でも腱の損傷を伴うことがあるとされてい

る[3]。 

屈筋腱が損傷した際には、指の屈筋腱は腱鞘内にあり、非常に狭い空間を滑

走しなければならない。また、遠位指節間（distal interphalangeal, DIP）関節・

近位指節間（proximal interphalangeal, PIP）関節・中手指節間（metacarpo-

phalangeal, MP）関節・手関節と多くの関節をまたぐ複雑な構造をしているた

め、腱修復後には周囲組織との癒着が問題になる。そのなかでも特にZone II

（図1）の腱断裂は、深指伸筋（flexor digitorum profundus, FDP）腱と浅指伸筋

（flexor digitorum superficialis, FDS）腱の2腱が交差する部位にあたり（図2）、

再断裂や癒着形成などの合併症が特に多く成績不良なため、手外科の父Bunnel

により、誰も立ち入ることのできない”No man’s land”と名付けられた[4]。 

断裂した腱の縫合後の治癒過程においては、腱周囲の線維芽細胞・炎症細

胞・血管新生によるextrinsic healingと、腱紐を介した腱内部からの血流・細胞

と腱鞘内、腱周囲の滑液によって誘導されるintrinsic healingの両者がかかわ

り、extrinsic healingは周囲組織との癒着を来すことが知られている。一方

intrinsic healingは周囲組織との癒着を伴わないが、それ単独では初期強度が十

分ではないことが明らかになっている。 

1960年代前半までは、intrinsic healingの存在が知られておらず、腱自体に治

癒力がないとされており、extrinsic healingにより腱は周囲組織と一塊となり治

癒すると考えられていた。そのため、Zone IIにおいては屈筋腱の一次縫合を行
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うことは禁忌とされ、いったんシリコンチューブなどをスペーサーとして留置

し、後に長掌筋腱など他部位からの遊離腱腱移植を行う二期的手術を行うこと

が一般的であった。しかしながら、1970年代にintrinsic healingの存在が明らか

になり[5-8]、受傷時に屈筋腱を一期的に縫合し、早期から運動を開始すること

で癒着を予防する治療法が開発された。 

関節の滑らかな可動のためには腱のスムーズな滑走が必要であるため、腱断

裂の縫合にあたっては、術後の縫合部と周囲組織との癒着をいかにして軽減す

るかが治療成績向上の鍵である。腱縫合直後から関節を動かして持続的に腱を

滑走させれば周囲組織との癒着は生じにくいが、腱の再断裂の危険性が高ま

る。一方で再断裂の危険性を減らし、腱の治癒に重きを置いて関節の運動を制

限すると、癒着のために腱治癒後のリハビリテーションだけでは必要な自動関

節可動域の再獲得が困難となり、癒着剥離の追加手術が必要になり得る。 

このような理由で、現代においても屈筋腱断裂は安定して良好な治療成績を

得るのが困難な外傷の１つであるが、縫合材料の開発 [9-11]、縫合法の進歩 

[12,13] 、より安全で効率的な術後リハビリテーションプロトコールの開発

[14,15] など、アウトカム改善のために多角的なアプローチが行われている

[16,17]。 
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図1（[18]より引用）：屈筋腱のZone分類。臨床的に重要なのはZone IIであり、遠位手掌皮線

から中節部中央までにあたる。Zone IIにおいては、腱鞘内をFDP腱と2本のFDS腱が走り、

chiasma of CamperにおいてFDP腱がFDS腱を貫いている。構造が複雑であり、癒着を生じやす

い。 

 

 

 

図2（[19]より引用）：腱鞘の近位では、FDS腱は2束に分かれており、近位ではFDP腱の掌側

を覆っているが次第に側方へ移動し、中節骨への停止部においては、FDP腱の背側に位置す

る。2束のFDS腱はCamper’s chiasmaで一旦合わさったのちに再び2束に分かれ、中節骨に停止す

る。 



 

 

8 

近年、これらの諸問題を解決するアプローチの1つとして、組織工学（細胞

移植）の腱修復への応用に関する研究、滑走抵抗が低くする潤滑剤の開発、腱

修復部の周囲組織との癒着防止剤の開発がトピックとなっている。なかでも腱

縫合の際に細胞を移植する組織工学の手法は、in vitro・in vivoの実験系でとも

に良好な結果が報告されており、腱内治癒機転を増進することで、早期運動療

法の治療成績の向上が期待される[20-23]。細胞移植において、対象組織・使用

用途により、最適な足場や細胞の種類は異なる。腱修復における細胞移植の足

場として、縫合糸[24]、多血小板血漿塊 [25]、コラーゲンゲル [26]やフィブリ

ンゲル[27]などの細胞外マトリックス、高分子ポリマーなどが候補にあがって

いる。腱修復への細胞移植では、足場としてコラーゲンゲルを用いた研究が盛

んであったが、近年、足場としてフィブリンを用いた方がより腱修復が促進さ

れることを示唆する結果が報告された[28]。フィブリンは生成する際のフィブ

リノーゲン・トロンビンの濃度により接着力・細胞への影響が変化するが、接

着力において最適な組成と、細胞への影響に関して最適な組成が異なる場合が

あり、細胞移植の対象組織や目的により、接着力と細胞への影響のどちらをよ

り重視するかのバランスは異なる。腱において、フィブリン組成の接着力への

影響は明らかになっていない。また、腱への分化能が高い骨髄由来間質細胞の

遊走能に対してのフィブリン組成による影響は明らかになっていない。接着

剤・細胞移植の足場としての両方の視点からのバランスを考慮したフィブリノ

ーゲン・トロンビン濃度組成の探索がのぞまれる。本研究では、腱修復におけ
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る細胞移植の足場としてのフィブリンの有用性を、接着剤としての生体力学的

視点、細胞培養環境としての細胞生物学的視点から検討した（研究1）。 

通常、屈筋腱縫合は主となるcore suture、腱の破断強度を補強し、間隙形成を

抑えるperipheral sutureの2種類の縫合がなされる（図3A、図3B）。細胞移植の足

場として用いるフィブリンは接着力も有するため、副次的に腱修復部の強度を

高める可能性がある。フィブリンを接着剤として用いることで、peripheral 

sutureが不要となり手術時間の短縮と腱表面に露出する糸が少なくなることで

滑走抵抗を減ずる可能性がある。これらを検証するため、フィブリン、

peripheral sutureの滑走抵抗を比較した（研究２）。 
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図3A（[19]より引用）：Core suture 

 

 

 

図 3B（[19]より引用）：Peripheral suture 
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第２章	 研究１ 腱修復モデルにおけるフィブリンの生体力学的・

細胞生物学的指標への影響 

2-1. 背景 

屈筋腱断裂の治療成績は周囲組織との癒着に伴う拘縮・再断裂率の高さから

未だ良好とは言えない。治療向上を目的として、術後早期から特殊なプロトコ

ールの運動療法を行うことで癒着の予防をはかる早期運動療法が一般的となっ

ている。早期から腱を滑走させるため、周囲組織からの腱外治癒機転ではな

く、腱内の細胞・血流に依存した腱内治癒機転が主に働く。腱内には存在する

細胞が少なく、血流が乏しいことから、腱内治癒機転のみでは腱修復が遅い。

そのため、縫合部に多分化能を有した細胞を足場とともに細胞移植の研究が試

みられている。移植する細胞の候補として骨髄由来間質細胞、脂肪由来間質細

胞、筋由来間質細胞などがあるが、この中で骨髄から得られる骨髄由来間質細

胞は、腱細胞や線維芽細胞に分化しやすく[29,30]、腱修復に有用な可能性が高

いとされている[31,32]。骨髄由来間質細胞を足場とともに腱縫合部に挟み込ん

だ場合、足場無し、足場のみで細胞を含まない修復腱と比較し、2週後・4週後

における腱治癒が促進することが明らかにされている[23]。その他に、腱縫合

部に足場を挿入しない場合と比較し、ゼラチンやフィブリンを挿入した方が腱

治癒が促進したとの報告がある[33,23,22]。腱以外の組織において、細胞移植の

足場として、フィブリンが注目されている[25,34-36]。しかしながら、研究結果

は報告により一貫しておらず、フィブリンは他の足場と比較して細胞の生存

能・増殖能・分化能が優れていたとの報告[34,36]がある一方で、細胞の生存能
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を低下させたとの報告もある [25,34,36]。Ozasaらは、in vitro腱修復モデルにお

いて、筋由来間質細胞の足場として、フィブリンとコラーゲンを比較した。組

織培養2週後、4週後の生体力学的検査や組織学的検査ではフィブリンを足場と

した群が腱治癒をより促進するという結果であった[28]。しかしながら、フィ

ブリンが直接的に接着剤として腱修復の強度に貢献するかどうかは明らかには

されなかった。フィブリンは組織修復糊としても用いられるが、その接着力は

フィブリノーゲンとトロンビンの濃度に依存することが皮膚や腸管縫合の分野

などで明らかにされており[37-40]、Ozasaらの研究で用いられた濃度は、フィ

ブリノーゲン5 mg/ml、トロンビン25 NIH U/mlであった。フィブリンを接着剤

として用いる場合、破断強度が高くなるフィブリノーゲン・トロンビン濃度の

組み合わせは接着対象の組織によって異なる可能性があるが、腱における接着

剤として最適なフィブリノーゲン・トロンビン濃度は検討されていない。一方

で、足場としての細胞の生存能・形態などもフィブリノーゲン・トロンビン濃

度の影響を受ける[41]。腱修復部に接着剤として用いる際に至適なフィブリノ

ーゲン・トロンビン濃度の組み合わせと、細胞移植の足場として用いる際に至

適なフィブリノーゲン・トロンビン濃度の組み合わせは異なる可能性があり、

両方の視点からバランスをとり、最も適したフィブリノーゲン・トロンビン組

成を決める必要がある。 

本研究の目的は、イヌ腱修復モデルを用い、腱修復において、フィブリンを

生成するフィブリノーゲン・トロンビン濃度の組み合わせを生体力学的・細胞

生物学的視点から決定することとした。  
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2-2. 方法 

2-2-1 生体力学的検査：対象 

Mayo Clinicの Institutional Animal Care and Use Committee（IACUC）で承認さ

れた他の実験で安楽死となった 2歳の雄犬 10匹（混血）から、10本の前足を

採取し、そこから深指屈筋（FDP）腱 40本（第 2-5趾、Zone II）を得た。腱は

ランダムに後述する 5群に割り当てた。ランダム化は、個体差・趾の違いを考

慮し、同一個体が同じ群に 2本割り当てられることがないようにし、また、各

群において、第 2-5趾からの FDP腱の数が均等（2本ずつ）になるように行っ

た。過去の報告、本研究と同様の方法・材料（後述）で行ったパイロット研究

の結果（図 4）を参考に、表１に示す 5つの濃度の組み合わせのフィブリノー

ゲン・トロンビンからフィブリンを作成した[27,39] 。  
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図 4：パイロット研究における平均破断強度 
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表１ 各群におけるフィブリノーゲン・トロンビン濃度の組み合わせと実験に用いた標本数 

 標本数 

（本） 

フィブリノーゲン 

（mg/ml） 

トロンビン 

（NIH U/ml） 

コントロール群 8 5 25 

LL群 8 40 250 

LH群 8 40 500 

HL群 8 80 250 

HH群 8 80 500 
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ウシフィブリノーゲン （Sigma-Aldrich, St. Louis, MO） 6 µl とウシトロンビ

ン溶液 （Sigma-Aldrich, St. Louis, MO） 2 µlを上述した濃度に調整した後に混

合してフィブリンを作成した。  

 

2-2-2	 生体力学的検査：腱修復モデル	 (図 5) 

実験は過去に報告されている腱修復モデルを使用し、フィブリンは腱縫合部

に注入した [42]。各腱を 30 mmの長さにした後、 中央で切離し腱断裂を作成

した。切離した腱断端の間にピペットを 2つ用いて各種濃度のフィブリノーゲ

ン・トロンビンを注入しフィブリンゲルを生成、攝子を 2つ用いて断裂部の腱

長軸方向に 5秒間の圧迫を加えた。3分間待ってゲル化が完了した後、生体力

学的検査を行った。今回、各フィブリノーゲン・トロンビン濃度の組み合わせ

からなるフィブリンの接着力の比較が目的であるため、生体力学的検査の際に

は腱修復の際に通常行う縫合（core suture、peripheral suture）は行っていない。

臨床に応用する際には細胞・足場の移植と併せ、縫合も行うことが想定され

る。 

 

2-2-3	 生体力学的検査：破断強度・破断ストレス・伸張剛性 

前もって腱の両断端から 5 mmの位置に 6-0 polypropylene （Prolene, Ethicon, 

Somerville, NJ）でループを作成し（図 5）、カスタムデザインマイクロテスター

のフックにかけて修復腱を実験装置に設置した。このデバイスは圧トランスデ

ューサー （GSO-50, Transducer Techniques Inc., Temecula, CA）、直線電位計
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（TR-50, Novotechnik, Southborough, MA）、腱断端のループをひっかけるフック

の付いたステップモーター駆動台で構成されている。縫合部のフィブリンゲル

が接着しないようにプラットフォームに溝を作成した（図 5）。修復腱は、縫合

部が完全に離開するまで、0.1 mm/sで牽引した。力と変位は 100 Hzのサンプル

レートで記録した。 破断強度を腱断裂部の断面積で補正して得られる破断ス

トレスも解析した。力－変位曲線から破断強度を得、直線部分から伸張剛性を

算出した。剛性は外力に対する、変形のしづらさを示す指標であり、縫合腱の

伸張剛性が高いということは、縫合部が断裂しにくいことを意味する。試験後

に断裂部を 5 mmにスライスし、デジタルカメラで撮像し、ImageJ software 

（National Institute of Health, Bethesda, MD） を用いて腱断面積を算出した。 

 

2-2-4	 生体力学的検査：圧縮剛性  

細胞外基質の特性が細胞の形態や機能に影響を与えることが知られており、間

質の剛性が細胞の分化・合成に影響を与えると報告されている [43,44]。フィブ

リンにおいても、間質の剛性が細胞の形態・遊走能に影響する可能性があり、

フィブリンゲルの圧縮剛性を調べるために、電気機械試験システム

（ElectroForce 3200, BOSE, Eden Prairie, MN）を用いて indentation testを行った

（図 6）。直径 3 mmの平面圧子チップを用いた。上述した 5種類の濃度の組み

合わせからなるフィブリンを 96ウェルディッシュ （Costar 3595, Corning 

Incorporated, Corning, NY）に高さ 5 mmまで流し込んだ（各群 5ウェル）。組成

が同じフィブリンでも、ウェルに流し込む際にはフィブリノーゲン・トロンビ
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ンを別々に用意・混合して各々作成した。Indentation testは 5 mm/minで圧子を

下げていき、フィブリンの表面から 2 mmの深さまで進めた。力、変位を 20 

Hzのサンプルレートで記録した。圧縮剛性は、力-変位曲線の直線部から算出

した。 
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図 5：生体力学的検査：実験に使用した腱縫合モデルとプラットフォーム。腱断端のループを

デバイスのフックにかけ、0.1 mm/sで牽引した。 
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図 6：Indentation test：5 mm/minで圧子を下げていき、フィブリンゲルの表面から 2 mmの深さ

まで進めた。 
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2-2-5	 細胞生物学的検査：対象 

Mayo ClinicにおけるIACUC（institutional animal care and use committee）に承

認された他の研究で安楽死した混血イヌの検体を使用した。清潔野で上腕骨を

採取し、生理食塩水を流して骨髄液を採取した。骨髄液を室温、1,500 rpmで5

分間遠心分離した後、上澄み液を除去しペレットの形で細胞を収集した。ペレ

ットは、再度培養液 Minimum Essential Medium（MEM）（GIBCO, Grand Island, 

NY）, Earl’s salts （GIBCO, Grand Island, NY）, 10% fetal bovine serum 

（GIBCO, Grand Island, NY）, 1% antibiotics （Antibiotic-Antimycotic, GIBCO, 

Grand Island, NY）内で撹拌後、MEM 10 mlを浸した100 mm 培養ディッシュ内

で培養した。培養容器は37ºC 、CO2 5% 、空気 95%、湿度 100％に保たれ

た。培養液は3日ごとに交換した。骨髄由来間質細胞は70%－80%コンフルーエ

ントとなった時点で0.25% trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid （EDTA） 

（GIBCO, Grand Island, NY）で浮遊させて、継代した。第3継代の1.3 x 105個の

骨髄由来間質細胞を、以下に示した、フィブリノーゲン・トロンビンの各種濃

度の組み合わせから生成したフィブリンに移植した[27,39] （表１）。  

 

2-2-6	 細胞生物学的検査：生存能・遊走能 

40 µlに調整したウシフィブリノーゲン（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）に遠心

分離でペレット状にした骨髄由来間質細胞を加え、12 µlのウシトロンビン溶液

（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）を加え、フィブリンゲルを各群で3つずつ作成

した。ゲル化が完成するまで、37ºCで30分培養した。フィブリンゲルをMEM, 
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Earle’s salts, 10% fetal bovine serum, 1% antibioticsを入れた24ウェルプレートに入

れ、37ºCに保温し、湿度 100%、CO2 5%、空気 95%の培養器内で1日、3日、7

日間培養した。培養液は2日おきに交換した。  

培養開始後1日、3日、7日で、生存細胞・死細胞を染色するために、製品プ

ロトコールに従い、calcein AM and ethidium homodimer-1 fluorescent dye 

（EthD） solution （Live/Dead ® viability/ cytotoxicity kit for mammalian cells, Life 

Technologies, Grand Island, NY） で染色した（図7）[45]。染色された検体は、

レーザー走査型共焦点顕微鏡 （LSM780, Zeiss, Germany） を用いて、生存細胞

数・死細胞数のカウントや、形態の評価を行った。各群で10x－fieldsの3視野を

ランダムに選んで記録した（10x－fields は0.73 mm2に相当）。細胞数のカウン

トおよび各フィブリンゲルの面積計測にはImageJ softwareを使用した。1 mm2 

あたりの生存細胞数を算出し、フィブリンゲルの面積を乗じてフィブリンゲル

１つあたりの生存細胞数とした。また、各フィブリンゲルに含まれる細胞全体

の数（生存細胞数＋死細胞数）に対する死細胞の比を1日、3 日、7日の各時点

で算出した。  

遊走能はscratch assayで評価した。各群フィブリンゲルを3つずつ作成し、間

隙の作成にはp-200ピペットチップ （幅700-900 µm） を用いた（図8A、B） 

[46]。フィブリンゲル内での細胞培養開始12時間・24時間後、以降は1日ごとに

7日目まで顕微鏡下に間隙への細胞の遊走を評価した。   
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図 7：レーザー走査型共焦点顕微鏡による細胞形態および生存能の計測：生存能の計測には

Live/Dead ® viability/ cytotoxicity kitによる染色を用いた。 
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図 8：（A）Scratch assayによる細胞の遊走能の評価	  

 

 

図 8：（B）時間経過とともに scratchで生じた間隙を細胞が遊走し、橋渡しする。 
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2-2-7	 統計解析 

正規性の検定を行い、正規性があればパラメトリックな手法（Studentの t検

定、ANOVA）、正規性が棄却された変数を含む場合にはノンパラメトリックな

手法（Mann-Whitney検定、Kruskal-Wallis検定）を用いた。Post hoc analysisに

は Bonferroni法を用いた。カテゴリカル変数間の関連性の解析にはχ2検定を用

い、期待値が 5未満のセルが全体の 20％を上回る場合には Fisherの正確確率検

定を行うこととした。有意水準は 0.05未満とした。 
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2-3 結果 

HL群とHH群の破断強度はコントロール群よりも有意に高く、それぞれ164.2 

mN（SD112.7）、178.8 mN（SD76.1）、36.1 mN（SD29.8）であった（各々

P=0.041、P=0.018）（図9、表2）。全ての検体は接着部で破断した。縫合部の断

面積は各群で有意差がなく（平均7.8 mm2）、 破断強度を断面積で調整した破

断ストレスは破断強度と同じく、HL群とHH群がコントロール群よりも有意に

高かった（図10、表2）。HH群の伸張剛性はコントロール群の伸張剛性よりも

有意に高く、各々19.6（SD10.5）Pa/mm、7.0（SD5.0）Pa/mmであった

（P=0.017） （図11、表2）。 

Indentation testの結果から、他群と比較しHL群とHH群の圧縮剛性が高く 

（P<0.01）、コントロール群と比較し、LL群の圧縮剛性が高いことが示された 

（P<0.01）（図12、表2）。 
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図9：修復腱の平均破断強度  

エラーバーは標準偏差を示す。ANOVA （P=0.008）, * P=0.041, ** P=0.018 
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図10：修復腱の平均破断ストレス 

エラーバーは標準偏差を示す。ANOVA （P=0.008）, * P=0.030, ** P=0.029 
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図11：修復腱の平均伸張剛性 

エラーバーは標準偏差を示す。ANOVA （P=0.007）, * P=0.038 
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図12：フィブリンゲルの平均圧縮剛性 

エラーバーは標準偏差を示す。ANOVA （P<0.001）, * P<0.01。他群と比較しHL群とHH群で圧

縮剛性が高く （P<0.01）、LL群はコントロール群よりも高値を示した（P<0.01）。  
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表 2：生体力学試験の結果 

腱	 フィブリンゲル	

 平均破断強度（mN） 平均破断ストレス 

（Pa） 

平均伸張剛性（Pa/mm） 平均圧縮剛性（Pa/mm） 

コントロール群 36.1 （29.9） 6.8 （7.1） 7.0 （5.0） 0.0004 （0.0002） 

LL群 122.1 （119.7） 12.4 （8.7） 10.1 （6.9） 0.0151 ‡ （0.0081） 

LH群 75.7 （54.9） 9.4 （6.7） 7.5 （4.6） 0.0066 （0.0025） 

HL群 164.3* （112.7） 20.7§ （13.5） 18.8 （11.9） 0.0396 ‡ （0.0114） 

HH群 178.8** （76.1） 20.7§ （7.0） 19.6 † （10.5） 0.0273 ‡ （0.0117） 

ANOVA P=0.008  P=0.008  P=0.007  P<0.001  

（）内は standard deviation 

* P=0.041, ** P=0.018, § P=0.030, † P=0.017, ‡P<0.05 （コントロールとの比較）. 
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骨髄由来間質細胞のフィブリンゲル内培養開始3日後、7日後の形態学的評価

では、円形と紡錘形の2種類の形態が観察された（図13）。骨髄由来間質細胞は

HL群・HH群では異常な円形を呈しており、コントロール群・LL群・LH群では

突起を有する紡錘形を呈していた。各フィブリンゲルにおける平均生存細胞数

は1日、3日、7日のどの時点でも群間に有意な差はみられなかった（図14A）。

全体の細胞数に対する死細胞の比は、各群とも0.3未満であり、1日、3日、7日

のどの時点においても、各群間に有意な差はなかった（図14B）。Scratch assay

による遊走能の評価では、12時間時点でコントロール群・LL群においてscratch

で作成された間隙が細胞で埋められており、24時間時点ではLH群においても間

隙が細胞で埋められているのが観察された。HL群・HH群ともに24時間時点に

おいては、細胞の間隙への遊走がみられなかった（図15）。培養開始7日目まで

連日観察したところ、HL群は7日目に細胞の間隙への遊走がみられたが、HH群

では細胞の間隙内への遊走はみられなかった。 
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図13：レーザー走査型共焦点顕微鏡による細胞形態（3日、7日後）：骨髄由来間質細胞を各種組

成のフィブリノーゲン、トロンビンから作成したフィブリンゲル内で培養した。フィブリノー

ゲンが低濃度の群（コントロール群、LL群、LH群）では、3日後、7日後とも骨髄由来間質細

胞は突起を有する紡錘形を呈していたが、フィブリノーゲンが高濃度の群（HL群、HH群）で

は、3日後、7日後とも細胞は円形を呈していた。 
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図 14A：平均生存細胞数、図 14B：死細胞	/	全体細胞数 

（A）平均生存細胞数。どの時点（1日後、3日後、7日後）においても各群間に有意差はなか

った。各群で 10x－fieldsの 3視野をランダムに選選び、静止画を撮像した後に ImageJ software

を使用して細胞数をカウントした（10x－fields は 0.73 mm2に相当）。1 mm2 あたりの生存細胞

数を算出し、フィブリンゲルの面積を乗じてフィブリンゲル１つあたりの生存細胞数とした。

エラーバーは標準偏差を示す。 

（B） 死細胞/全体の細胞数。どの時点（1日後、3日後、7日後）においても各群間に有意差

はなかった。各群で 10x－fieldsの 3視野をランダムに選び、静止画を撮像した後に ImageJ 

softwareを使用して細胞数をカウントした。エラーバーは標準偏差を示す。  
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図15：Scratch assay Scratch assayによる遊走能の評価。コントロール群・LL群は12時間時点で

間隙が埋まっており、LH群は24時間時点で間隙が埋まっていた。フィブリノーゲン高濃度群

（HL群・HH群）では24時間時点で間隙が埋まっていなかった。HL群の左矢印はフィブリン線

維、HH群の＊はウェルの底面についた汚れ。白線は200 µmを示す。
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2-4. 考察	

腱修復に組織工学を応用するにあたり、Ozasaらは細胞移植の足場としてコ

ラーゲンゲルを用いるよりもフィブリンゲルを用いた方が組織培養における腱

治癒が促進されたと報告した[28]。本研究では、過去の研究で用いられている

低濃度のフィブリノーゲン・トロンビンから生成されたフィブリンだけではな

く、フィブリン糊として使用されるような高濃度のフィブリノーゲン・トロン

ビンからなるフィブリンについて生体力学的側面と、細胞生物学的側面から評

価した。 

HL群と HH群の破断強度はコントロール群よりも有意に高く、 高濃度のフ

ィブリノーゲンから生成されたフィブリンでは、接着力が高いことが示され

た。トロンビン濃度は本研究で行った 250 NIH U/mlと 500 NIH U/mlの比較で

は平均破断強度、平均破断ストレスに影響を与えなかった。この結果は、ラッ

ト皮膚モデルの研究と同様の結果であり、ラット皮膚モデルの研究で最も破断

強度が強かったのはフィブリノーゲン 39 mg/mL、トロンビン 200 U/mLからフ

ィブリンを生成した群であった[37]。本試験を行うにあたって、パイロット研

究の結果から、フィブリンで接着した修復腱の破断強度は高い場合で 1 N前後

であると予想していた。早期運動療法に必要な強度は 62.7 Nであるが[47]、

Shore-arc active flexionに必要な強度は 3 N、place and active holdに必要な強度は

3.6 N、DIP関節・PIP関節各々の独立他動運動に必要な負荷は 0.1-1 Nとされて

おり[48] 、臨床応用する際には腱縫合も併せて行うことを想定していることか

ら、1 Nの強度でも得られれば有用であると考えていた。縫合した core suture

が accidentalに断裂した場合でも、peripheral sutureにフィブリンの接着力が加

算されれば縫合部の完全断裂を防ぐことができる可能性がある。また、生体内

では周囲組織・細胞からの血管新生を含めた腱外治癒機転、炎症性サイトカイ

ンの作用などがあることにより、初期強度として低くとも、フィブリン使用に

より加算された強度の分が数日ー数週かけてさらに増大する可能性はある。本

試験においては、最も平均破断強度が高かった HH群でも 178.8 mNと実験前
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の予想よりもかなり低い値を呈し、上述した効果は期待できないと考えられ

る。臨床においては、細胞移植は core suture、peripheral sutureと併用すること

が想定されるため、初期強度は縫合糸による修復にゆだね、フィブリンは細胞

の足場としての効果に期待し使用することとなる。 

次に、フィブリンゲルを生成するフィブリノーゲン・トロンビンの濃度が細

胞の生存能・遊走能・形態に与える影響を検討した。これらは細胞移植時の組

織治癒に関連する重要な指標であることが報告されている[49]。細胞の遊走は

組織形成に重要であり、遊走能の高さが腱の治癒促進につながりうる[50]。本

研究において、コントロール群、低濃度フィブリノーゲン群では細胞遊走能が

高く、高濃度フィブリノーゲン群では細胞遊走能が限定的であった。トロンビ

ン濃度はフィブリノーゲン 40 mg/ml、フィブリノーゲン 80mg/mlの条件におい

ては細胞遊走能に影響を与えなかった。 

細胞の形態評価においては、低濃度フィブリノーゲン群では、骨髄由来間質

細胞が線維芽細胞や腱細胞と同様[51,52]の突起を有する紡錘形を呈し、高濃度

フィブリノーゲン群では、円形を呈した[53]。Hoらの研究では、フィブリノー

ゲン濃度 50 mg/mlから生成されたフィブリン内では間葉系間質細胞が円形を呈

した一方で、フィブリノーゲン濃度 17 mg/mlから生成された細胞は突起を有す

る星型を呈した。また、トロンビン濃度の細胞形態への影響はなかった [54]。

Kimらは、高濃度のフィブリノーゲン（127-256 mg/ml）から作成されたフィブ

リンゲル内では、間葉系間質細胞が円形を呈したと報告している[41]。線維芽

細胞は、16－18時間ごとに足場への接着を緩めて丸まり、その後再び広がって

紡錘形になることが観察されている[49]。円形になったり、広がったりのサイ

クルは細胞外基質の種類や濃度と関連しているとされ、細胞の生存・増殖にと

って重要とされる[49,55]。 

Hoらは、走査電子顕微鏡を用いて、フィブリノーゲンの濃度が低いとフィ

ブリンの微細構造がより均一で、孔が大きかったと報告している[54]。コラー

ゲンスポンジに 10 mg/ml、40 mg/ml、80 mg/mlのフィブリノーゲンを浸した後
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にトロンビンを加えて比較した Kimらの実験においては、フィブリノーゲンの

濃度が高くなるほど網目構造が強固であった。フィブリノーゲンが 80 mg/mlの

群と 40 mg/ml以下の群において、80 mg/mlの群で有意に孔が小さく、水分保

持力が低いという結果がみられた[56]。Karpらはフィブリノーゲン 35-55 mg/ml

の条件下でトロンビン 1.75 NIH U/mlと 220 NIH U/mlから生成したフィブリン

を走査電子顕微鏡で比較し、トロンビン 220 NIH U/mlの群でフィブリンの微細

構造が厚く、孔が小さいことを明らかにした[57]。以上より、フィブリノーゲ

ンが高値であることは、本研究の結果から圧縮剛性が高いこととつながり、細

胞の遊走能に影響しうる。それだけではなく、高い濃度のフィブリノーゲンか

ら生成されたフィブリンは微細構造における孔が小さいことから、細胞突起を

伸ばすことが物理的に阻害されている可能性がある。トロンビンの濃度がフィ

ブリンの微細構造に影響するとの報告があるが、細胞形態には影響しないとの

報告もある。本研究のフィブリノーゲン・トロンビンの濃度の組み合わせから

は細胞形態へのトロンビン濃度の影響はみられなかった。 

本研究において、HH群においてはフィブリンへの移植 3日後に大部分の細

胞が円形を呈する中で一部に紡錘形細胞がみられた。高濃度のフィブリノーゲ

ンからなるフィブリンは、微細構造が不均一になるとされる[54]。ほとんどの

細胞が円形を呈するなかで、細胞突起を伸張可能なサイズの孔が局所的に生じ

た可能性がある。 

フィブリンを生成するフィブリノーゲン・トロンビン濃度の組成による酸素

透過性、栄養分透過性の違いを比較した研究はないが、Karpらは、孔が大きい

ほど栄養分や蛋白分解因子が透過しやすく、細胞が侵入しやすいかもしれない

と考察している[57]。骨新生を目的とした足場研究の論文においては、孔が大

きいほど栄養・酸素の透過は良いが、生体力学的特性は劣り、そのバランスを

とる必要があるとの記載がある[58,59]。以上を本研究にあてはめると、フィブ

リンを生成する際のフィブリノーゲン濃度が低いほど孔が大きくなるとのこと

から、栄養・酸素の透過の観点からはコントロール群、LL・LH群、HL・HH
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群の順に不利になる可能性があるが、コントロール群においては伸張剛性（粘

性）が極端に低いことから操作が非常に困難である。以上から腱修復への細胞

移植の足場としては低フィブリノーゲン群（LL群、LH群）が最適な可能性が

ある。 

製品説明書に記載された凝血塊の生成を目的としたフィブリノーゲンの濃度

は 10 mg/mlである。先行研究ではこれに 25 NIH U/mlのトロンビンを添加して

フィブリンが作成されており[60]、本研究ではこの組成の群をコントロール群

として組み入れた。一方で、硬膜縫合後や大腸縫合後の漏れ防止用の sealantと

して商品化されているフィブリンの組成は、TISSEEL（Baxter, Deerfield, IL）が

フィブリノーゲン 57-106 mg/ml、トロンビン 400-625 U/ml、EVICEL Fibrin 

Sealant（Johnson & Johnson Medical Device, New Brunswick, NJ）がフィブリノー

ゲン 55-85mg/ml、トロンビン 800-1200 U/mlとフィブリノーゲン・トロンビン

濃度とも高値になっている。本研究で得られた、足場としてのフィブリンに最

適なフィブリノーゲン 40 mg/mlは、sealantとして商品化されているフィブリノ

ーゲンの濃度より低く、実験用試薬の製品説明書に記載されている凝血塊生成

に必要なフィブリノーゲンの濃度 10 mg/mlよりも高い。 

本研究では、フィブリンゲル内の平均生存細胞数は各群・各時点において差

がなかった。Zuritaらは、フィブリノーゲンとトロンビンの 4つの組み合わせ

でフィブリンを作成し、それを足場として骨髄由来間質細胞を 7日間培養し、

細胞のアポトーシスと増殖能を評価した。アポトーシスの評価には TUNEL

（TdT-mediateddUTPnickendlabeling）染色法、細胞の増殖の評価には Ki-67によ

る免疫組織化学検査を行った。フィブリノーゲン 20 mg/mlとトロンビン 87 

NIH U/mlの組み合わせで生成したフィブリンを足場とした場合に骨髄由来間質

細胞の生存能が最も高いという結果であった（比較したフィブリノーゲンは 5 

mg/ml、10 mg/ml、20 mg/ml、100 mg/mlであり、40 mg/mlを含まない）。いず

れの群・時点においても、死細胞数/全体の細胞数の比は 0.3以下であり、過去

の報告で示された死細胞/全体の細胞数 0.35以下と同様であった[36,45]。



 

 

40 

Gugerellらは、高濃度のトロンビンから生成されたフィブリンは、ヒト角化細

胞のアポトーシスを誘導すると報告している[45]。トロンビン 713 NIH U/ml濃

度群では、死細胞の割合が 3.5 NIH U/ml群より有意に高く、713 NIH U/ml濃度

群と 439 NIH U/ml濃度群には有意差がなかった。申請者は本研究にトロンビン

1000 NIH U/ml濃度群を含めなかったが、Gugerellの研究結果を考慮すると、ト

ロンビン濃度が 435 NIH U/mlよりも高い群では、死細胞の割合が増えるため好

ましくないと考えられる[45]。  

本研究は、腱修復に骨髄由来間質細胞を移植する際の足場としてのフィブリ

ンを生成する際のフィブリノーゲン濃度に関して、①既報に多い 5 mg/ml、②

硬膜や大腸縫合後の sealant用に商品化されているフィブリンを組成しているフ

ィブリノーゲン 55-106 mg/mlを代表した濃度である 80 mg/ml、③パイロット試

験で破断強度が高かったフィブリノーゲン 40mg/mlの 3群を実験に組み込ん

だ。今回調べなかったフィブリノーゲン 5 mg/mlと 40 mg/mlの間に最適濃度が

ある可能性に関して否定はできない。Kimらは、足場の孔のサイズ、水分保持

力に関して、フィブリノーゲン 80 mg/mlの群と比較し、40 mg/ml以下の群に

おいて有意に大きかったと報告した[41]。Hoらは、フィブリノーゲン濃度 50 

mg/mlから生成されたフィブリン内では間葉系間質細胞が円形を呈した一方

で、フィブリノーゲン濃度 17 mg/mlから生成された細胞は突起を有する星型を

呈していたと報告した[54]。Zuritaらは、フィブリノーゲン 20 mg/mlとトロン

ビン 87 NIH U/mlの組み合わせで生成したフィブリンを足場とした場合に骨髄

由来間質細胞の生存能が最も高いと報告した[25]。しかしながら、Zuritaらの研

究においてフィブリン組成のために比較したフィブリノーゲンは 5 mg/ml、10 

mg/ml、20 mg/ml、100 mg/mlであり、20 mg/mlと 100 mg/mlの間が大きいこと

から、20 mg/mlが至適であるとは断言できない。これらの知見と本試験の結果

を併せると、細胞の足場として至適なフィブリノーゲン濃度は 20 mg/mlから

40 mg/mlの間にあると推察される。 
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過去の論文で言及されているように、コントロール群は、剛性（粘性）が極

端に低いことから広がったり薄くなりやすく、より高い濃度のフィブリノーゲ

ン・トロンビンから生成されたフィブリンと比して、取り扱いが容易ではない

[25]。 

本研究の生体力学試験には前足の第 2-5趾を使用した。第 5趾は第 2-4趾に

比して断面積が小さいことがあるため、試験対象から第 5趾を除外することが

ある。しかしながら、入手が容易でない場合、検体の数が少なくなってしま

う。本研究ではランダム化の際に第 5趾を各群同数（2本ずつ）含むように調

整することで特定の群において第 5趾の影響が強く出ないようにした。 

本研究にはいくつかの限界がある。第１に、イヌの腱を使用した実験である

ことがあげられる。本研究の結果がヒト腱を用いたものと異なる可能性が否定

できない。第 2に、この研究は in vitroの研究であり、in vivoの環境では、周

囲組織・細胞からの腱外治癒機転、血管新生・炎症性サイトカイン・細胞から

放出された成長因子が細胞生存能・遊走能・形態に影響しうるため、本研究と

は違った結果となる可能性がある。生体内にフィブリンのみを移植した場合、

元来腱内や腱周囲組織に存在する細胞の浸潤、放出されたMMPs （Matrix 

Metalloprotainases）による分解と足場の腫脹により時間と共にフィブリン内の

孔は大きくなり、より水分を保持するように変化するとされる[61]。一方で、

フィブリンやコラーゲンと共に細胞を移植した場合、TGF（Transforming 

growth factor）-βによる足場の収縮作用により、フィブリン内の孔は小さくな

ると報告されており[61]、これらの生体反応は無視することのできない知見で

ある。本研究の結果を踏まえて、将来的には in vivoで細胞移植の足場としての

フィブリン組成の影響を明らかにすべきと考える。 

本研究で明らかになったことは、イヌ腱修復モデルにおいて、高い濃度のフ

ィブリノーゲンから生成したフィブリンが高い破断強度、破断ストレス、伸張

剛性、圧縮剛性を有するものの臨床上要求される強度に遠く及ばないことこ

と、フィブリノーゲン 40 mg/ml未満から生成されたフィブリン内で培養した群
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は細胞形態が紡錘形で突起を有していたが、80 mg/mlの群では円形を呈してお

り、トロンビンの濃度は細胞形態に影響なかった点、scratch assayにおいて 80 

ml/mlフィブリノーゲンから生成されたフィブリンの群では細胞の遊走が抑制

され、40 ml/mlフィブリノーゲンから生成されたフィブリンの群では細胞の遊

走が抑制されず、トロンビン濃度は遊走能に影響を与えなかった点があげられ

る。 

本研究において、破断強度や破断ストレス、伸張剛性は群間に有意差を認

め、フィブリノーゲン高濃度の群で高かった。一方で、細胞生存能、遊走能は

低濃度のフィブリノーゲンの群で優れていた。フィブリンによる破断強度は早

期運動療法に必要な強度よりもかなり低いものであったことから[47]、フィブ

リンゲルの接着剤としての効果に関しては、腱縫合においては過大視するべき

ではない。以上から、腱修復における足場としては、細胞生存能、遊走能に影

響を及ぼしうる低濃度のフィブリノーゲンを優先して選択すべきであると考え

た。コントロール群の濃度のフィブリノーゲン・トロンビンから生成されたフ

ィブリンはハンドリングが容易ではないことから、40 mg/ml の低濃度フィブリ

ノーゲンから生成されたフィブリンゲルが最も適していると結論付けた（表

3）。本研究の結果から、生体力学的特性と細胞への影響の両者を考慮すると、

接着力は腱の早期運動療法に必要な強度よりもはるかに低いことから、細胞へ

の影響の方が優先され、操作性も高い 40 mg/mlのフィブリノーゲンから生成さ

れたフィブリンが、腱縫合時の細胞移植の足場としては最も適していると思わ

れる。  



 

 

43 

表 3	 結果のまとめ 

 

 

生体力学的特性	 細胞に対する影響	 扱いやすさ	

C × ○ × 

LL × ○ ○ 

LH × ○ ○ 

HL ○ × ○ 

HH ○ × ○ 
 

○：優れている、ｘ：劣っている 
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第3章	 	 研究２	 フィブリンを用いた腱修復に潤滑剤を添加した

場合の滑走抵抗への影響 

3-1 背景 

屈筋腱断裂の治療において、core sutureによる修復のみでは縫合部にわずかで

はあるが段差や腱実質の露出が生じることが多く、早期運動療法中に間隙形成

や腱断裂を生じたり、癒着を形成することにつながる。Core suture にPeripheral 

sutureを追加することで、腱縫合部の段差を最小限にし、腱上膜で覆うことに

より腱実質の露出を防ぐことが可能となる。また、peripheral sutureにより腱縫

合部の破断強度が10％高くなることが報告されている[62]。そのため、屈筋腱

縫合においては、core sutureに加えてperipheral sutureを行うことが一般的である

[62]。しかしながら、peripheral sutureの腱表面に露出した糸そのものが摩擦の原

因となりうる点、peripheral sutureの手技が煩雑で手術時間が長くなる点などか

ら、改良の余地があると考えられている。腱縫合の成績を向上させる可能性が

ある治療法の候補として、peripheral sutureによる追加処置の代わりに、フィブ

リン糊に代表される組織糊による接着を補助的に追加する方法があげられる。 

近年、Xuらにより、core sutureにperipheral sutureを行ったものとcore sutureに

加えて断裂部へのフィブリン注入を行ったものを比較した研究が報告された

[63]。破断強度に関しては両群に有意な差がみられなかったが、core sutureに加

えてフィブリンを注入した群のほうが、滑走抵抗が有意に高いという結果であ

った。しかしながら、Xuらの実験では、滑走抵抗を有意に低下させる潤滑剤が

使用されていなかった[64-67]。 
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本研究では、新鮮凍結屍体の腱修復モデルの修復補助にフィブリンを用い、

さらに潤滑剤を加えた場合の滑走抵抗への影響を調査することとした。Core 

sutureにフィブリン注入を追加し、腱周囲に潤滑剤を加えた群では、潤滑剤を

加えなかった群よりも滑走抵抗が低く、破断強度、2 mm間隙形成強度は引けを

取らないという仮説を立てた。 

 

3-2	 方法 

3-2-1	 対象 

Mayo Clinicにおける Institutional Review Board Biospecimens Subcommittee（審

査番号 14-004470）の承認を得た後に研究を開始した。研究は、「人を対象とす

る医学系研究に関する倫理指針」に従って実施した。 

12体の新鮮凍結屍体の上肢から、各々示指・中指・環指・小指を採取し、合

計48指を実験に用いた。 

指をランダムに6グループに分けた（図16） 

 

グループ1：core suture 

グループ2：core suture + lubricant coating 

グループ3：core suture + fibrin gel 

グループ4：core suture + fibrin gel + lubricant coating 

グループ5：core suture + peripheral suture 

グループ6：core suture + peripheral suture + lubricant coating 
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図 16：各グループのシェーマ 

グループ 1：core suture 

グループ 2：core suture + lubricant coating 

グループ 3：core suture + fibrin gel 

グループ 4：core suture + fibrin gel + lubricant coating 

グループ 5：core suture + peripheral suture 

グループ 6：core suture + peripheral suture + lubricant coating 
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3-2-2	 腱の滑走抵抗試験システム（図18） 

各指をMP関節で離断し、屈筋腱は手関節高位で切離した。A2靱帯性腱鞘の

遠位においた横切開から深指屈筋腱に到達した。深指屈筋腱は腱の緊張を保つ

ために遠位方向に4.9 N（500 g）の重鎮で牽引した。PIP関節・DIP関節最大他

動屈曲位と最大他動伸展位の各々で、FDP腱のA2靱帯性腱鞘の遠位に、ピオク

タニンでマーキングをした（図17A、B）。この2か所のマーキングは腱の滑走

距離を示している。腱の滑走時に、縫合部が靱帯性腱鞘内を通過するように、

深指屈筋腱につけた2つのマーキングのうち、近位のマーキングの12 mm遠位で

深指屈筋腱をいったん切離した（図17C）。この切離部はA2靱帯性腱鞘の遠位

であり、靱帯性腱鞘を切開しなくても腱縫合が可能であった。腱縫合に用いる

縫合糸は、数週で強度が低下する吸収糸ではなく、非吸収糸を用いるのが一般

的である。Core sutureはmodified Pennington法が破断強度・1.5 mm間隙形成強

度・2 mm間隙形成強度のいずれにおいても最も高く、さらに滑走抵抗の増大が

みられないため最善の方法であると考えられ[68,64]、全ての深指屈筋腱に対

し、3-0ポリエステル糸（Ethibond, Arthrex, Naples、46 FL）を用いたmodified 

Pennington suture （図19A）によるcore sutureを行った[68]。縫合部のノット

は、滑走抵抗を最小限にするために腱縫合部内に置き、4回結紮した。腱縫合

は手技の一貫性を担保するために、整形外科歴9年の同一術者によってなされ

た。 
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図 17A：DIP、PIP関節他動屈曲位で A2靱帯性腱鞘の遠位にマーキング。 

 

	 	 	 	 	  

図 17B：DIP、PIP関節他動伸展位で A2靱帯性腱鞘の遠位にマーキング（緑線） 

。 

 

図17C：末節骨を切除。近位のマーキング（緑線）から遠位12 mmのところでFDPを切離し縫合
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した（黒線）。 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

 

図18：修復した腱の滑走抵抗試験システムの実験装置 
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図 19A：Modified Pennington suture 

図 19B：Running locking suture 
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3-2-3	 Peripheral suture 

Peripheral sutureに関しては Linらの開発した running locking sutureの破断強度

が最も高く、滑走抵抗が低く最善であると考えられる[69,70]。グループ 5と 6

に対しては、peripheral sutureとして 6-0 Prolene （Prolene, Ethicon,  Somerville, 

NJ）を用いた running locking sutureを行った（図 19B） [69]。running locking 

sutureは腱断端から 3 mmのところまでバイトを取り、各々2 mm間隔とした。

Peripheral sutureの断端は 4回結紮とした。全ての core sutureと peripheral suture

の緊張は縫合部が接触する程度とし、強く縫合しすぎて縫合部の腱がたわむこ

とのないよう注意して縫合した。 

 

3-2-4	 フィブリンゲル 

Core sutureを完全に結紮する前に、10 µL ヒトフィブリノーゲン （67-106 

mg/mL） と6 µL ヒトトロンビン溶液 （400－625 U/ml）からフィブリン

（TISSEEL, Baxter, Chicago, IL） を生成した。2つのピペットを用いて同時に注

入し、フィブリン生成直後にcore sutureの締結を完成させた。 

 

3-2-5	 潤滑剤によるコーティング 

生体における内在性の腱の潤滑剤としてはヒアルロン酸、ルブリシン、リン

脂質があげられる[71-73]。長掌筋腱移植モデルを用いた滑走抵抗試験におい

て、生理食塩水、ヒアルロン酸、1-ethy1-3-（3-dimethylaminopropyl）

carbodiimide hydrochloride（EDC）と 0.25% N-hydroxysuccinimide （NHS）を用

いてカルボダイアマイド化したヒアルロン酸の潤滑剤としての効能を 100サイ

クルの屈曲・伸展運動において比較したところ、カルボダイアマイド化したヒ

アルロン酸を潤滑剤として用いた群はどの時点においても滑走抵抗が最も低か

った[74]。しかしながら、カルボダイアマイド化したヒアルロン酸を潤滑剤と
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して使用した場合でも、サイクル数が 20回を超えると、腱の滑走抵抗は増加

し始めることが明らかとなった。そこで、ヒアルロン酸の担体でありクロスリ

ンカーとなり得るゼラチン添加の有用性が調査された[64]。長掌筋腱移植モデ

ルを用いて、生理食塩水のみ、ゼラチンのみ、カルボダイアマイド化したヒア

ルロン酸、カルボダイアマイド化したゼラチン、カルボダイアマイド化したヒ

アルロン酸＋ゼラチンの 5群で潤滑剤としての有効性を比較した。1000回の滑

走抵抗試験において、カルボダイアマイド化したヒアルロン酸＋ゼラチンが最

も低い滑走抵抗を示し、500回滑走試験後の走査電子顕微鏡を用いた検査でも

腱表面が最も滑らかに保たれていた。その後、長掌筋腱移植モデルを用い、生

理食塩水、カルボダイアマイド化したヒアルロン酸＋ゼラチン、カルボダイア

マイド化したゼラチン＋ルブリシン、カルボダイアマイド化したヒアルロン酸

＋ゼラチン＋ルブリシンの潤滑剤としての有効性を比較した。1000サイクルの

滑走抵抗試験において、カルボダイアマイド化したヒアルロン酸＋ゼラチンを

潤滑剤として用いた群が最も滑走抵抗が低かった[75]	。本研究と同様の実験系

である腱鞘内腱である FDP腱縫合モデルでも同様の比較研究がなされ、潤滑剤

として生理食塩水、カルボダイアマイド化したゼラチン＋ルブリシン、カルボ

ダイアマイド化したヒアルロン酸＋ゼラチン、カルボダイアマイド化したヒア

ルロン酸＋ゼラチン＋ルブリシンを用い、1000サイクルを通じてカルボダイア

マイド化したヒアルロン酸＋ゼラチン＋ルブリシンを潤滑剤として用いた群が

最も滑走抵抗が低いという結果であった[76]。以上の結果を参考に、潤滑剤に

はカルボダイアマイド化したヒアルロン酸＋ゼラチン＋ルブリシンを使用する

こととし、1% ヒアルロン酸ナトリウム（95%; Acros, Geel, Belgium）, 10%ゼラ

チン（from porcine skin; Sigma Chemical, St. Louis, Missouri）, 0.25% EDC

（Sigma）、0.25%NHS（Sigma）, 0.1 M NaCl （pH 6.0）、0.9% リン酸緩衝生理

食塩水から作成した[65-67,77]。EDCと NHS、ヒアルロン酸を混合したものを

ダブルバレルシリンジの一方に注入し、ゼラチンをもう一方のシリンジに注入

した。これらを同時に腱の周囲に注入して腱をコーティングし、ラバーシート
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で包んだ状態で 10分間放置した。指の屈曲・伸展運動を他動的に 5回繰り返

し、靱帯性腱鞘を通過しなかった余剰ゲルを除去した。 

3-2-6	 滑走抵抗の計測 

内山らが開発した方法を用い、腱と靱帯性腱鞘間の滑走抵抗を計測した（図

18）[78,79]。基節骨・中節骨・A2靱帯性腱鞘・FDS腱を温存し、その他の腱

鞘、骨などの軟部組織は切除した。PIP関節はKirschner鋼線により伸展位で固定

した。カスタムデザインの装置に各検体を掌側が天井を向くように設置した。

FDS腱の近位断端に結び付けた糸を2 N（200 g）の分銅で牽引した。この重さ

は、腱にかかっている緊張を調べた過去の報告を参考にして決定した[80,47]。 

カスタムデザインの実験装置は、回転式エンコーダー付きステッパモータ

ー、ロードセル（MLP-25, Transducer Techniques, Temecula, CA）、歪みゲージ付

きカスタムメイドリングロードトランスデューサーを組み合わせて作成した

（図18）。FDP腱の近位と遠位端にロードトランスデューサーを取り付けた。遠

位のリング状トランスデューサーには指の他動運動を再現するために、過去の

研究結果に基づき、4.9 Nの分銅を取り付けた[80,47]。FDP腱の近位端は

mechanical actuatorに設置されているトランスデューサ―に接続した。 過去の

研究の経験に基づき、近位・遠位のトランスデューサーケーブルを水平から

各々仰角30度、20度で牽引し、滑走抵抗の計測が可能なものを接続した[81,82]

（図18）。FDP腱はアクチュエーターにより2 mm/sの速さで近位、遠位に交互に

移動した。腱の滑走はFDPにつけた2つのマーカーの範囲に限定して実験を行う
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こととした。近位への移動でロッキングがみられた際には、その時点で移動の

方向を遠位に切り替えた。FDP腱の近位端と遠位端に加わる力、腱の位相はサ

ンプル数10 Hzで記録した。高分子材料、特にゲルは水中では膨潤し、生体力学

的強度が著しく低下する。本研究は生体内に埋植する材料の試験であることか

ら、滑走抵抗試験は、空気中ではなく、生理食塩水中で行うこととした。実験

中、試験検体は生理食塩水を満たした容器に浸し、湿潤環境を保った。各サイ

クルの滑走抵抗の計算は、過去の報告に準じて行った[79] .平均滑走抵抗は屈曲

運動・伸展運動の各々で計算した。腱切断前にも滑走抵抗を計測した。第1サ

イクルの滑走抵抗を記録後、500サイクルまでは50サイクル毎に、1000サイク

ルまでは100サイクル毎に記録した。 

 

3-2-7	 修復腱の強度 

滑走抵抗試験に引き続き、servo-hydraulic testing machine（858 MiniBionix II, 

MTS, Minneapolis, MN）を用いて破断強度を計測した。修復腱を破断するまで

20 mm/minで牽引した。修復腱の間隙を計測するために Differential Variable 

Reluctance Transducer（DVRT, Microstrain, Williston, VT）を、修復部をまたいで

設置した。破断強度、位相、腱修復部の間隙距離は DVRTトランスデューサー

を用い、20 Hzのサンプルレートで記録した。試験を通して、生理食塩水スプ

レーで腱を湿潤に保った。最大破断強度と 2 mm間隙形成強度が記録された。

修復部の断裂形態、つまり、縫合部がほどけたのか、糸が腱から引き抜けたの

かなどを各ケースで記録した。2 mm間隙形成強度の解析にあたり、1000サイ
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クルの滑走抵抗試験が終了した時点で 2-3mm間隙がみられたケースは解析から

除外した。 

3-2-8	 統計解析 

過去の報告において、ヒト FDP腱の平均滑走抵抗は断裂前と 3-0 Ethibondを

用いた修復後で各々0.29 N と 1.12 N、standard deviationは各々0.13 N and 0.46 N

であった[83]。この数値を指標に、80%の検出力、有意水準 0.05で 0.22 N 

（MCID, minimum clinically important differenceを 0.25 Nとし、20%減じた値）

の滑走抵抗の差を検出するためにはサンプルサイズが各々の群で 8必要である

ことを算出した。 

	 破断張力、破断剛性、伸張剛性、2 mm 間隙形成強度の解析においては、,正

規性検定を行い、正規性があればパラメトリックな手法（Studentのt検定、

ANOVA）で、正規性が棄却された変数を含む場合にはノンパラメトリックな

手法（Mann-Whitney検定、Kruskal-Wallis検定）を行った。Post hoc analysisには

Tukey-Kramer post hoc testを用いた。有意水準は0.05未満とした。カテゴリカル

データ同士の関連性の解析にはχ2検定を用い、期待値が5未満のセルが全体の

20％を上回る場合にはFisherの正確確率検定を行った。有意水準は0.05未満とし

た。用いた統計ソフトウェアはSPSS version 18（IBM Corp.、Armonk、NY、

USA）である。 
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3-3	 結果 

サイクル 1において、グループ 4とグループ 6の最大滑走抵抗力はグループ

1より有意に低かった（P=0.01、P=0.028)）（図 20）。 

滑走抵抗試験終了後の各群の腱修復部の間隙を表に示した（表 4）。 グルー

プ 1～グループ 4は 1-3 mmの間隙を呈したが、グループ 5とグループ 6は間隙

を生じていなかった。  

腱修復部での引っ掛かり（いったん滑走が止まり、より強い緊張をかけるこ

とで滑走が再開）、ロッキング（腱鞘の下で腱の滑走が止まり、より強い緊張

をかけても滑走は再開しなかった）を生じた検体の数を表 5に示した。グルー

プ 1とグループ 2は引っ掛かりもしくはロッキングを 87.5%に生じ、グループ

3やグループ 4では 37.5%、グループ 5やグループ 6では 25% に生じた 

（P=0.016）（表 5）。 

Peripheral sutureを行ったグループ 5、グループ 6はともに破断強度が他のグ

ループよりも高かった（P<0.001）（図 21）。 

Core suture + peripheral suture + lubricant coatingグループの破断剛性は core 

suture + fibrin gelグループよりも有意に高かった（P=0.029）（図 22）。 

2 mm間隙形成強度は、グループ 6はグループ 1、グループ 3、グループ 4と

比し有意に高く（P=0002、P＝0.017、P=0.042）、グループ 5はグループ１に比

し有意に高かった（P=0.032）(図 23)。 
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図 20：各群における最大滑走抵抗力：サイクル 1において、グループ 4とグループ 6の最大滑

走抵抗力はグループ 1より有意に低かった。 
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表 4： 滑走抵抗試験後にみられた腱修復部間隙距離 

 

 間隙なし 1 mm 2 mm 3 mm 

Group 1 7 1 0 0 

Group 2 5 2 1 0 

Group 3 6 1 0 1 

Group 4 4 2 2 0 

Group 5 8 0 0 0 

Group 6 8 0 0 0 

 

Group 1: core suture,  

Group 2: core suture + lubricant coating,  

Group 3: core suture + fibrin gel,  

Group 4: core suture + fibrin gel + lubricant coating,  

Group 5: core suture + peripheral suture,  

Group 6: core suture + peripheral suture + lubricant coating 
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表 5： 弾発現象やロッキングを生じた腱の数  

 検体数 検査中のばね現象、	 	

ロッキングの出現 

ばね現象、	 	 	

ロッキングを	 	

呈した割合 

Group 1 8 7 87.5 

Group 2 8 7 87.5 

Group 3 8 3 37.5 

Group 4 8 3 37.5 

Group 5 8 2 25 

Group 6 8 2 25 

 

Group 1: core suture,  

Group 2: core suture + lubricant coating,  

Group 3: core suture + fibrin gel,  

Group 4: core suture + fibrin gel + lubricant coating,  

Group 5: core suture + peripheral suture,  

Group 6: core suture + peripheral suture + lubricant coating 
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図 21：破断強度の群間比較：Peripheral sutureを行ったグループ 5・グループ 6はその他のグル

ープよりも有意に破断強度が高かった （P<0.001） 。エラーバーは標準偏差を示す。 
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図 22：各グループの伸張剛性：グループ 6の伸張剛性はグループ 3より有意に高かった

（P=0.029）。エラーバーは標準偏差を示す。 
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図 23：各グループの 2 mm間隙形成強度：グループ 6はグループ 1、グループ 3、グループ 4

と比し有意に高く（P=0002、P＝0.017、P=0.042）、グループ 5はグループ１に比し有意に高か

った（P=0.032）。エラーバーは標準偏差を示す。 
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3-5	 考察 

本研究において、申請者は core sutureにフィブリンゲルもしくは peripheral 

sutureによる補助的な補強を加えた時、そしてそれらに潤滑剤を加えた時と加

えなかった時の滑走抵抗を比較した。Xuらによる過去の報告では、腱修復時

に、core sutureの補強として peripheral suture の代わりにフィブリン糊を用い、

それらを比較した。結果として、フィブリン糊で補強した群のほうが滑走抵抗

は大きかった[63]。Xuらは、フィブリン糊を使用すれば、腱縫合はより早く簡

便になるが、滑走抵抗が増加するため推奨できないと結論づけている。申請者

はフィブリンゲルで修復腱を補強した後、さらに近年注目されている潤滑剤を

添加することで、滑走抵抗を減少することができるとの仮説を立てた。しかし

ながら、実験の結果から仮説は支持されなかった。  

腱鞘の下を滑走する際の修復腱の弾発現象やロッキングは、間隙形成や修復

腱の断裂につながる。そのため、腱縫合モデルにおいては、腱移植モデルとは

異なり、最大滑走抵抗の方が平均滑走抵抗よりもより重要と考えられる。その

ため、本研究では平均滑走抵抗ではなく、最大滑走抵抗で解析を行った。過去

のイヌの腱（非断裂モデル）を使用した研究において、cd-gelatin + lubricinを用

いた腱の滑走抵抗は生理食塩水、lubricinや cd-gelatinを単独で用いた場合の平

均滑走抵抗より有意に低かった。その研究はまた、腱滑走 1000サイクルの

後、cd-gelatin + lubricin群の平均滑走抵抗が潤滑剤使用前と比較し 18.7% 減少

しており、一方で潤滑剤の代わりに生理食塩水を用いたコントロール群では、

平均滑走抵抗が 400%以上増加していた[65]。本研究では、ヒト腱修復モデルに

おいて、グループ 1とグループ 2、グループ 3とグループ 4、グループ 5とグ

ループ 6間の最大滑走抵抗には有意な差がみられなかった。この結果から、潤

滑剤の腱修復における最大滑走抵抗への影響は限定的である可能性があり、こ

れは重要な知見といえる。グループ 1 とグループ 4、グループ 6間において、

滑走試験１サイクル後の最大滑走抵抗に有意差がみられたにもかかわらず、グ
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ループ 1 とグループ 3、グループ 5間には最大滑走試験サイクル１後の滑走抵

抗に有意差がみらないことから、多少の影響はある可能性は否定できない。考

えられる理由としては、潤滑剤が縫合部以外における腱表面の摩擦を低減する

ため平均すると滑走抵抗を低下させるが、最も bulkyな縫合部は靱帯性腱鞘を

通過する際にかなりの摩擦がかかっていると考えられ、滑走抵抗の初回の時点

で表面の潤滑剤が縫合部の腱表面からはがれてしまっている、もしくは縫合部

における滑走抵抗が高すぎるために相対的に潤滑剤の影響が非常に低くなって

いるものと推察される。Taguchiらは、cd-HA-gelatin、cd-gelatin lubricin、cd-

HA-gelatin lubricinを使用した腱は、生理食塩水のコントロールを潤滑剤の代わ

りに用いた群よりも 1000サイクル腱滑走後の最大滑走抵抗の増加が少なかっ

たと報告している[76]。この結果は本研究の結果と一致しないが、Taguchiらの

実験では腱を断裂・縫合していない実験系で最大滑走抵抗を算出しているとこ

ろが本研究と異なる。実臨床では、縫合した腱の最大滑走抵抗が問題となるた

め、本研究の実験系がより臨床に即しているといえる。また、Moriyaらの論文

で述べられている通り、最大滑走抵抗には peripheral sutureの縫合法が影響する

ことが明らかになっており、結果に影響している可能性がある[70]。 

Peripheral sutureの代わりにフィブリンを用いた群では、腱の辺縁にはみ出た

フィブリン片が、腱滑走の際に腱鞘に接着しひっかかる現象が観察され、この

現象がグループ 3やグループ 4で低い最大滑走抵抗につながらなかった可能性

がある。 

この研究では、peripheral sutureを行った群とフィブリンゲル使用群の間には

最大滑走抵抗に有意な差がなかった。過去の報告では平均滑走抵抗において、

フィブリンゲル使用群が peripheral suture群よりも高いと報告しているが[63]、

本研究は、平均滑走抵抗ではなく、腱修復モデルにより適した最大滑走抵抗で

比較している点が異なるが、core sutureと peripheral sutureの縫合法の違いが結

果の違いに影響している可能性がある。 
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これまでに、peripheral sutureを行わずに core sutureに潤滑剤を使用した場合

の滑走抵抗を評価した研究はない。Core sutureに潤滑剤を使用することで、

peripheral sutureを行った群よりも滑走抵抗が低くなれば peripheral sutureを省略

できる可能性があった（グループ 2とグループ 5の比較）。しかしながら、本

研究から、グループ 2はグループ 5よりも 1000サイクルを通して最大滑走抵

抗が高いという結果が示され、潤滑剤の使用した場合においても、peripheral 

sutureを省略することはできないことが明らかになった。 

本研究の限界は、in vitro実験という点であり、生体内と結果が異なる可能性

は否定できない。本研究では、過去の生体力学試験から得られた知見、既報の

実験系を基に FDP、FDSにかける張力（分銅）を一定に決めたが、生体内で実

際に腱にかかる張力は一定とは限らない。また、本研究では滑走部は生理食塩

水に浸した状態で実験を行なったが、湿潤の程度・温度などが実際の生体内の

状況を模倣できていない可能性がある。最後に、フィブリン組成が異なれば、

滑走抵抗や接着力が変わる可能性がある点があげられる。  

本研究で明らかになったこととして、フィブリンを peripheral sutureの代わり

に接着剤として使用した場合に、潤滑剤を加えても最大滑走抵抗は低くならな

いことがあげられる。本研究の primary outcomeではないが、副次的に明らかに

なったこととして、潤滑剤は平均滑走抵抗を改善することが既報から明らかに

されているが、腱縫合においてより重要とされる最大滑走抵抗は改善しない

点、core sutureに潤滑剤を使用しても peripheral sutureを省略できるほど最大滑

走抵抗が改善しない(グループ 2とグループ 5の比較)点があげられる。 

結論として、peripheral sutureやフィブリンで補強した修復腱の最大滑走抵抗

は、潤滑剤の影響を受けないことが分かった。また、破断強度は peripheral 

sutureを用いたほうがフィブリンゲルで代用する場合よりも強かった。この 2

つの結果から、腱の修復において、最大滑走抵抗が大きく、破断強度が低くな
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ることから、peripheral sutureの代わりにフィブリンゲルを用いることは推奨で

きない。 
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第4章	 	 本研究の総括と今後の展望 

未だ十分とは言い難い屈筋腱断裂の治療成績を向上させるために、core 

suture・peripheral sutureにおける縫合法・糸の開発・比較、リハビリテーション

プロトコールの改良などが行われ、少しずつではあるが治療成績は向上しつつ

ある。近年、治療成績のさらなる向上を目的として、早期運動療法との併用が

可能な細胞移植の腱修復への応用に関する研究、滑走抵抗が低くなるような潤

滑剤の開発、腱修復部の周囲組織との癒着を防止する癒着防止剤の開発がトピ

ックとなっている。 

細胞移植において、対象組織・使用用途により、最適な足場や細胞の種類は

異なる。腱修復部に細胞移植を行うにあたり、以前はコラーゲンゲルを足場と

して用いた研究が盛んであったが、近年、フィブリンの方がより腱修復が促進

される可能性が示唆された[28]。フィブリンは生成する際のフィブリノーゲ

ン・トロンビンの濃度により接着力・細胞への影響が変化する。一般に対象組

織における強度・接着力の観点から最適な濃度の組み合わせと、細胞への影響

に関して最適な濃度の組み合わせが異なる場合があり、対象組織や細胞移植の

目的により、接着力と細胞への影響のどちらをより重視するかバランスをとっ

て判断する必要がある。修復腱において、フィブリンを生成する際のフィブリ

ノーゲン・トロンビン濃度の組み合わせによる接着力の違いは明らかになって

いなかった。また、腱への分化能が高いことから修復腱への細胞移植研究で中

心となって実験に用いられている骨髄由来間質細胞において、フィブリン組成

による遊走能への影響の違いは明らかになっていなかった。研究１ではイヌ腱
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修復モデルにおいて、高濃度のフィブリノーゲンから生成されたフィブリンが

高い破断強度、破断ストレス、伸張剛性、圧縮剛性を有するものの臨床上要求

される強度に遠く及ばないことが明らかになった。また、細胞形態に関しては

フィブリノーゲン40 mg/ml以下のフィブリン内で培養した際に突起を有する紡

錘形を呈するものの、フィブリノーゲン80 mg/mlから生成された群では円形を

呈しており、scratch assayにおいて80 mg/mlのフィブリノーゲンから生成された

フィブリンの群では細胞の遊走が抑制され、5 mg/ml、40 mg/mlのフィブリノー

ゲンから生成されたフィブリンの群では細胞の遊走が抑制されず、トロンビン

濃度は遊走能に影響を与えないことがわかった。生体力学的特性と細胞への影

響の両視点から考慮すると、接着力は腱の早期運動療法に必要な強度よりもは

るかに低かったことから、細胞への影響の方が優先され、操作性に問題のない

40 mg/mlのフィブリノーゲンから生成されたフィブリンが、腱縫合時の細胞移

植の足場としては最も適していると結論付けた。第2章の考察に記載したよう

に、既報と本研究の結果から、細胞にとって至適なフィブリンを生成する際の

フィブリノーゲン濃度は20 mg/mlと40 mg/mlの間の値にあると推察される。 

	 細胞移植の足場として用いるフィブリンは接着力を有しており、腱修復部の

破断強度を高める可能性があった。手術時間を延長し、腱表面への糸の露出の

ために滑走抵抗増加の原因となっているperipheral sutureの代替としてフィブリ

ンの接着力を利用できないか検討するために、研究２が行われた。その結果、

peripheral sutureの代わりにフィブリンを接着剤として使用すると、潤滑剤を加

えても最大滑走抵抗はperipheral suture群よりも低くはならない点が明らかとな
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った。一方で破断強度はperipheral sutureを用いたほうがフィブリンで代用する

場合よりも強かった。この2つの結果から、peripheral sutureの代わりにフィブリ

ンゲルを用いることは推奨できないことが結論付けられた。 

	 今後の展望として、細胞移植の足場として用いるのに最適なフィブリンを生

成する際のフィブリノーゲン・トロンビン濃度の組み合わせの探索をin vivoで

行うことがあげられる。フィブリン組成毎に遺伝子発現、修復部の組織切片、

破断強度をはじめとした生体力学的指標を継時的に評価し、将来的にはin vivo

研究から得られた最適な組成のフィブリンを用いて、ヒトの腱断裂の治療にお

いて細胞移植が臨床応用されることを期待したい。潤滑剤に関しては、現時点

で最も有効とされるカルボダイアマイド化したヒアルロン酸＋ゼラチン＋ルブ

リシンはその材料であるEDCが細胞障害性を有する可能性が指摘され、FDA

（U.S. Food and Drug Administration）から認可が下りていない。現在、人体への

安全性にも配慮したEDCの代替となる材料や方法の探索がなされている。癒着

防止剤に関しては、2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine (MPC)ハイドロゲル

などの高分子ポリマーが有用であることが動物実験で明らかにされたが[84]、

その他多くの癒着防止剤と同様に癒着防止効果と腱治癒抑制のトレードオフの

問題は未だ解決されていない。今後、癒着を防止しつつ腱治癒を抑制しない癒

着防止剤の開発がのぞまれ、さらには癒着防止剤に成長因子の添加や細胞移植

を行うなどの組織工学の手法の併用にも期待したい。 
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