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第一章 はじめに 

Ⅰ 膝関節内側側副靭帯 

Ⅰ-1 臨床的背景 

膝関節内側側副靭帯(MCL)は、膝関節の中で最も損傷を受けやすい靭帯のひとつであ

る[1-4]。MCL は膝関節内側に存在する外反安定性に関する一次抑制支持組織であり、

外反ストレスに対して 78％の抑制力を有している[1]。MCL 損傷は膝関節を軽度屈曲し

た状態で、外反または外旋ストレスを受けると発生することが多く、スキーやアイスホ

ッケー、サッカーなどの競技で多く、MCL 単独損傷または複合靭帯損傷として発生する

[5-7]。1950 年より、MCL 損傷に対して靭帯修復術とその後のギプス固定が行われてき

た[8-10]。しかし、この方法では膝関節の屈曲拘縮と可動域制限が残存し、その成績は

不良であった。1980 年代になり、MCL 損傷は、早期運動療法を基本とした保存的治療で

十分良好な治療成績が得られることが示されてきた。Indelicato らは MCL 損傷に対し

て早期機能的リハビリテーションを用いた保存療法で、良好な成績を得られたと報告し

ている[11]。また、Reider らは、MCL 単独損傷に対する保存療法 5 年での良好な成績を

報告している[12]。これらの良好な臨床成績から、MCL 単独損傷では保存的治療が有効

であると一般的に受け入れられている。 

しかし、Kannus らは MCL 完全断裂では、不安定性が遷延し、二次性に前十字靭帯機

能不全や筋力低下、変形性関節症を引き起こす頻度が高く、保存治療の成績は不良であ

ると報告している[13]。また、MCL 損傷が前十字靭帯など他の靭帯損傷と合併した場合

には、関節不安定性はより複合化・著明化し、その治療方法についてはいまだ一定の見

解を得ていない[14,15]。 

 

Ⅰ-2 MCL 損傷動物モデル 

これまでに多くの動物 MCL 損傷モデルを用いた研究・報告がされてきた。Hart らは

ラット MCL 損傷モデルを用いて、保存療法と靭帯修復術を比較し、MCL 単独損傷では靭

帯の弛みや最大破断強度は有意差がなかったと報告している[16]。Weiss らも家兎 MCL

損傷モデルを用い、保存療法と靭帯修復術とを比較し、MCL 損傷後 6週、12 週で保存療

法と靭帯修復術とで力学的強度に有意差は認められなかったと報告している[17]。また、

Woo らもイヌ MCL 損傷モデルで、保存的加療と靭帯修復術を比較し、その力学的強度に

差は認めなかったと報告している[18]。これらの報告は、MCL には良好な治癒能力が存
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在し、新鮮 MCL 単独損傷に対しては保存療法が行われているひとつの理由となっている。 

 しかし、正常靭帯と比較したとき、保存療法であっても修復術であっても、その力学

的強度は正常靭帯に比較し低下している。Hart らのラットモデルでは治癒靭帯の最大

破断荷重は正常の約 40％にとどまる[16]。Weiss らの報告では 6 週で約 30％、12 週で

約 50％であり[17]、Woo らは 12 週で約 50％、48 週でも 70%にとどまると報告しており

[18]、正常靭帯には及ばない。また、Anderson らは MCL 瘢痕部の最大破断荷重は正常

の 50％にとどまり、線形剛性、破断吸収エネルギーも正常靭帯に比べ低値となると報

告している[19]。Thornton らはその粘弾性特性は正常の 10－20％の回復にとどまり、

クリープ特性は正常靭帯の 2倍となるとしている[20]。 

 

Ⅱ 損傷靭帯の治癒過程 

靭帯損傷後に生じるその治癒過程は、１）炎症期 ２）増殖期 ３）成熟期の 3 つの

過程に分けられる[21, 22]。炎症期には損傷部位に出血し、血腫が形成される。この時

期には主に血小板などから種々の成長因子や、ヒスタミン･プロスタグランディン･ブラ

ディキニンといった血管作動物質が放出される。増殖期には損傷部分に新生血管が侵入

し、細胞浸潤がおこる。主に線維芽細胞によって瘢痕組織が形成されるが、膠原線維は

不規則な配列を示し、また、血管や脂肪細胞、線維芽細胞、炎症細胞などによって膠原

線維には多くの間隙が存在する。成熟期になると膠原線維は徐々に規則正しい配列へと

再構築され、またその基質は成熟し、時間とともに正常靭帯組織に近づく。 

 

Ⅱ-1 靭帯損傷後の神経・血管系の再支配 

靭帯治癒過程と並行して神経・血管系には劇的な変化が生じる[23, 24]。損傷 MCL の

血流量は損傷後 2週間で著明に増加し、この増加は損傷後 6 週間まで継続する[23]。MCL

損傷部における神経線維の侵入は、損傷後 2週間で瘢痕周囲に増加し、6週間後では瘢

痕組織に侵入し増加する[24]。損傷後 16 週では血流量は依然増加しているが、それま

でに比較して減尐し、正常 MCL 血流量に近づく[23]。神経系でも同様に 14 週目では神

経線維は減尐する。これらは神経・血管系が靭帯治癒に関して、何らかの役割をはたす

ことを示唆している[24]。 

 

Ⅱ-2 神経切断モデル 

MCL の治癒は支配神経の切断によって有意に抑制される[25]。大腿神経切断モデルで
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は MCL損傷後 6週間で、MCL瘢痕部の血流量は減尐し、その力学的強度も低下する[25]。

また MCL 瘢痕における治癒関連物質のｍRNA レベルは変化し、特に血管新生抑制因子で

ある thrombospondin(TSP) が増加している[26]。これらは神経性因子がおもに血管新

生を制御することで、靭帯治癒過程において一定の役割を果たすと考えられる。 

 

Ⅱ-3 成長因子 

成長因子は細胞増殖や細胞遊走、基質産生など多くの効果を有する物質である[21, 

27, 28]。個々の成長因子は靭帯治癒過程で異なった細胞に異なった作用を及ぼすが、

自己分泌、傍分泌のフィードバックを介して、他の成長因子の発現を制御している[21, 

27]。これまでの研究において PDGF（platelet-derived growth factor）[29, 30]、IGF

（insulin-like growth factor）[29]、TGF（transforming growth factor）-β1,-β

2[30, 31]、GDF（growth and differentiation factor）-5 [32]が、単独あるいは頻回

投与で靭帯治癒を促進する効果を持つ成長因子として示されている。しかし、靭帯治癒

においてどの因子がもっとも鍵となるのか、どの成長因子が最大の効果を発揮するのか、

どの組み合わせが相乗効果を産み出すのかは今だ明らかではない。 

 

Ⅱ-3-i 神経成長因子（nerve growth factor: NGF） 

NGF は末梢神経系で神経線維の成長を促す因子として発見された[33]。その後の研究

により、NGFはより広域な生物学的機能を発現することが示されてきた[33]。最近では、

NGF は創傷治癒を促進することが示されている。NGF の局所投与により、正常マウスだ

けでなく、糖尿病マウスでも皮膚潰瘍の治癒は促進される。また、糖尿病マウスでは神

経の再生が促進されると報告されている[34, 35]。NGF はまた、ラット皮膚損傷モデル

でコラーゲン合成と創傷治癒を促進すると報告されている[36]。ヒトでの臨床研究でも

NGF の局所投与により虚血性潰瘍や神経性潰瘍の治癒が促進されると報告されている

[37-39]。 

 

Ⅲ 前十字靭帯損傷膝における内側側副靭帯の役割と変化 

靭帯損傷によって、残存する関節支持機構の力学的、生理学的環境は大きく変化する。

膝関節前十字靭帯（ACL）は脛骨前方安定性に対する一次抑制支持組織であり、内側側

副靭帯はその二次抑制支持機構である[40,41]。ACL 損傷後に膝関節内側側副靭帯（MCL）

は、脛骨前方移動に対して抑制的に働き、そこにかかる荷重は正常膝 MCL の約 2 倍とな
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る[40]。ACL 損傷膝では残存する関節支持組織に慢性的に非生理的荷重が加わることに

より、残存する関節周囲組織に二次的に損傷が起こる危険性が増大する[42]。しかし、

前十字靭帯損傷膝での MCL の変化については、いまだ明らかではない。 

 

Ⅲ-1 ACL 損傷膝における非損傷 MCL の生理学的・力学的適応 

家兎 ACL 損傷モデルでは、非損傷 MCL には生理学的・力学的適応が生じる[43]。ACL

損傷後 6 週間で、非損傷 MCL に有意な血流の増加と血管増生を引き起こす[43]。また、

ACL 損傷後 48 週で MCL 破断荷重は正常膝 MCL と比べて有意に減尐する。これらから ACL

損傷膝で見られる血流の増加と血管増生は、非損傷 MCL の力学的特性の悪化と関連する

と報告されている[43]。これら非損傷 MCL の変化は ACL 損傷による関節不安定性を増加

させ、関節の変性変化を促進する可能性がある。 

 

Ⅲ-2 ACL 損傷膝での非損傷 MCL を還流する血流量は神経支配により影響される 

家兎膝 ACL 損傷モデルでの MCL の血流増加は、膝関節を支配する伏在神経を切断する

ことで、その増加は抑制される[44]。また同様に、家兎 ACL 損傷膝において、膝関節の

支配神経である大腿神経の切断により、MCL の血流量の増加は抑制される[45]。ACL 損

傷膝では、非損傷 MCL の血流量を制御する血管作動性薬剤であるフェニレフリンやアセ

チルコリンの効果が低下していることが報告されている[46]。これら ACL 損傷膝の非損

傷 MCL で認められる血流制御の異常反応により、関節を還流する血流は生理的な恒常性

が失われることとなる。 

 

Ⅳ 本研究の構成 

以上より、本研究は靭帯損傷モデルを用いて、以下の 2 つの実験を行った。 

①  MCL 損傷モデルを用いて、NGF が靭帯治癒を促進する成長因子として有用かどうか

を検討すること。 

②  ACL 損傷モデルを用い、その後に生じる非損傷 MCL の生理学的・力学的な適応が、

ACL 再建により変化するかどうか検討すること。 
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第二章 神経成長因子投与は靭帯治癒を促進するか 

～ラット MCL 損傷モデルを用いて～ 

 

Ⅰ はじめに 

本研究は、ラット MCL 損傷モデルを用いて、NGF を投与することにより靭帯治癒が促

進されるかを検討した。検討項目は、靭帯治癒過程で、靭帯瘢痕部に神経線維の侵入が

増加し、血管新生が促進され血流が増加するかどうか、また、治癒 MCL の力学的強度が

改善するかどうかとした。 

 

Ⅱ 対象と方法 

 

Ⅱ-1 実験デザイン 

Sprague-Dawley 系雄ラット 60 匹（Charles River、体重 342±32 g）を 2 群に分けて

実験を行った。それぞれの右膝関節 MCL を尖刀を用いて切断し、MCL 損傷モデルを作成

した。瘢痕部が明瞭となり、後の組織学的評価に利用できるように、MCL の鋭的切断モ

デルを用いた。30 匹には NGF 溶液を充填した mini-osmotic ポンプを（NGF 群）、残りの

30 匹には担体のみ（リン酸緩衝生理食塩水、PBS 群）を充填した mini-osmotic ポンプ

を移植した。 

MCL 切断後 7 日、14 日、42 日の時点で、各群の 10 匹のラットを、laser speckle 

perfusion imaging (LSPI) [47] を用いて、in vivo での MCL 血流量の測定を行った。

2 群以外に 10 匹のラットを靭帯非損傷群の正常コントロール群として用いた（コント

ロール群）。生体内血流量測定の後、各群で免疫組織化学染色を行い、神経線維の密度、

血管数と血管断面積、血管抑制因子の産生を評価した。また、MCL の力学的特性を測定

した（図 1）。 

 

Ⅱ-2 MCL 損傷モデルの作成と NGF 投与 

ハロセンを用いた全身麻酔下に手術を施行した。清潔操作のもと、関節裂隙高位で右

膝 MCL を尖刀で切断した [29, 48, 49]。同時に mini-osmotic pump（Alzet model 2001、

流量 1.0 µℓ/時間、7 日間連続投与）を腹壁に移植し、それに連続したシリコンチュー

ブ・カテーテルを皮下トンネルを通して、ポンプから靭帯損傷部へ誘導し、MCL 損傷部

近傍の筋膜に 6-0 ナイロンを用いて縫合した（図 2）。 
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図 1 実験デザイン 

 

図 2 MCL 切断モデルの作成と mini-osmotic pump の移植。ラット下腹壁に pump を移植

し、MCL 切断部へシリコンカテーテルを誘導した。
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 ラット NGF(β-NGF、Sigma、St. Louis、MO)を 0.2 M PBS に溶解し、最終濃度が 59.5 

µg/mℓとなるよう調整した。NGF 群ではそれぞれのポンプに 192 µℓの NGF 溶液を充填し

た。ポンプ移植直後から NGF が投与されるよう、あらかじめポンプを 0.9%生理食塩水

に浸しておいた。この方法で、靭帯損傷後より 7 日間かけて全量 10 µg の NGF を、MCL

損傷部に投与することとなる[50]。PBS 群では同量の PBS を投与することとした。 

筋膜と皮膚はナイロンで縫合し、手術後にペニシリン Gを皮下注射し、創部には抗生

剤入りスプレーを用い、感染を防止した。術後の疼痛に対し、鎮痛剤としてブトルファ

ノールの皮下注射を行った。本研究はカナダ実験動物取り扱い規定に従い、カルガリー

大学動物実験委員会の承認を得て施行した。 

 

Ⅱ-3 生体内血流測定 

生体内血流は、LSPI を用いて測定した[47]。LSPI は 635 nm レーザー光源と光ケーブ

ルからなり、LSPI 先端には CCD カメラが付属している。LSPI カメラからの情報は、直

接モニタとコンピューターに投影され、リアル画像とデジタル画像を同時に取得できる。

LSPI はデジタル画像で指定された対象領域の平均血流を Perfusion Unit（PU）として

算出することができる（図 3）。 

ハロセンを用いた全身麻酔の後、膝関節内側の皮膚と筋膜を切開し、注意深く展開し

た。MCL を同定し、顕微鏡下に注意深く MCL 表面を露出した。露出した MCL は 37 ℃の

生理食塩水にて湿潤に保った。LSPI は MCL の 15 cm 上方に設置し、MCL 全長が含まれる

よう調整した。露出時間は 15 msec とし、血流測定は 5秒ごとに１分間施行し、その平

均値を血流量とした。LSPI で測定した血流は perfusion unit (PU)として算出した。最

後の撮像が終了した後、ラットは大量ペントバルビツレートにて屠殺した。MCL は直ち

に免疫組織学的評価および力学試験のために採取した。 
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    A LSPI モニタ画面         B 靭帯瘢痕部の同定 

 

図 3 LSPI による生体内血流測定 

A LSPI のモニタ画面。左にリアル画像、右にデジタル画像が描出される。B 上段；CCD

カメラによるラット MCL リアル画像。赤線で囲まれた部分が MCL の瘢痕部分である。下段；

デジタル画像から対象領域を選択し、その領域の平均血流を Perfusion Unit (PU)として算

出した。 
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Ⅱ-4 免疫組織化学染色 

生体血流測定終了後、直ちに MCL を採取し、4%パラフォルムアルデハイドにて固定し

た。固定した組織は 30％スクロース緩衝液で冷却保護した後、凍結組織包埋剤に包埋

した。クライオスタットで 10-14 µm 厚の縦断切片を作成し、ゼラチンコートスライド

に 3つの連続切片として薄切標本を作製した。それぞれの標本に、pan-neuronal marker 

protein gene product 9.5 (PGP9.5)、endothelial marker von Willebrand Factor (vWF)、

angiogenesis inhibitor thrombospondin (TSP-2) に対する抗体を用いて免疫組織化学

染色を行った。 

標本は一次抗体として、それぞれ PGP 9.5 (mouse monoclonal anti-human PGP 9.5、 

1:100、Biogenesis、Kingston、NJ)、vWF (mouse monoclonal anti-human vWF、1:100、Serotec 

Inc.、 Oxford、 England)、 TSP-2 (goat polyclonal anti-TSP-2、 1:50、 Santa Cruz 

Biotechnology Inc.、Santa Cruz、CA)で反応させた後、二次抗体としてそれぞれ goat 

anti-mouse Cy3  または rabbit anti-goat Cy3（ 1:500、 Jackson Immuno Research 

Laboratories Inc.、WestGrove、PA）で反応させた。最後に FluoroSave mounting media

（Calbiocham、LaJolla、CA）を用い封入した。標本は Leitz DMRB 蛍光光学顕微鏡（Leica、 

Allendale、NJ）にて 200 倍拡大にて観察した。 

 

Ⅱ-5 半定量的解析 

過去の報告に基づいて、半定量的解析を行った[35, 51, 52]。それぞれの靭帯から無

作為に 25 の切片を選択した。それぞれの切片から 2 つの隣り合わない領域を選択し、

各靭帯で合計 50 領域を評価した。それぞれの領域の画像はデジタル画像として（Sony 

3CCD color video camera）、画像ソフト （Northern Eclipse ver. 6.0 : Empix Imaging 

Inc., Mississauga、ON、Canada) をもちいて取り込んだ。 

定量化のために、取り込んだ画像は Image J ソフト（NIH、Bethesda、MD）をもちい

て、対象と背景を分離した。神経線維もしくは神経軸索の形態は、均一に染色された、

線状のもしくは分枝した形態を示すものとし、最短の長さが 5 µm 以上のものとした。

神経線維の密度は、対象とする領域のうち、PGP 9.5 で染色された神経線維の形態を示

す面積の割合とした。血管もしくは血管の形態は vWF に染色された血管上皮細胞で取り

囲まれる円形のもしくは卵形の空間とした。血管構造は血管の数量と、対象領域を占め

る血管形態の面積の割合として評価した。加えて、対象領域における TSP 2 陽性細胞に

よって占められる領域を血管新生の抑制部分として評価した。 
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Ⅱ-6 力学試験 

ラットは屠殺後に、力学試験のために股関節から切断し、すぐに冷凍保存とした。力

学試験に先だって、4 ℃で一晩解凍し力学試験に備えた。MCL 力学試験は EnduraTec 

mechanical testing system (Bose、Framingham、MA)にて行った。力学試験のプロトコ

ールは、過去の家兎モデルのものを参考に施行した[25, 53]。 

大 腿 部 ・ 下 腿 部 よ り す べ て の 筋 肉 を 取 り 除 い た 後 、 下 腿 骨 を PMMA 

(polymethylmethacrylate)を用いて、上方のクランプに設置した。上方クランプは

actuator に取り付け、MCL が actuator の軸と一致するように設置した。標本の自重を

清算し、この時点での荷重を 0 とした。大腿骨を約 60 度の膝屈曲位で下方のクランプ

にセメント固定し、この時点での長さを 0 とした。標本の設置から力学試験が終了する

まで、標本は加湿装置で、温度 37 ℃ 湿度 99%に保った。 

まず関節全体の基準点を得るために、標本に 0.015 mm/s で 2 N の圧迫と 1 N の牽引

を 2 サイクル施行した後、0 mm に保持し、それぞれの個体の基準点とした。ここで、

関節包、十字靭帯、外側側副靭帯を慎重に切除し、MCL のみ残存するようにした。MCL

に再度 2 N の圧迫と 1 N の牽引を 2 サイクル施行し、0.01 N の牽引で保持し、これを

`ligament zero`とした。靭帯に徐々に牽引をかけていき、0.1 N の牽引で保持し、設

置されたデジタルカメラで前方および側方より各 3度撮影し、靭帯の計測を行った。画

像は Image J Software を用いて処理し、MCL の長さ、幅、厚みをそれぞれ計測した。

MCL の断面積は、幅に厚みを乗じて長方形として計算した。 

クリープは、物体に持続応力が作用すると、時間の経過とともに歪みが増大する現象であ

る。靭帯ではその線維方向にそって持続的な負荷をかけることでその長さが増大し、その変

化は靭帯の力学特性を表す。クリープ特性の評価には正常ラット MCL の破断荷重の約 5%

である 1.5 N を用いて施行した。これは正常な日常生活で繰り返しかかる荷重に相当す

ると考えられる[53]。繰り返す応力に対するクリープとして動的クリープを、持続的な

応力に対するクリープとして静的クリープを測定した。動的クリープは 0.01 N から 1.5 

N までの荷重を 1 Hz で 30 サイクル施行して測定した。その後、1.5 N で 20 分間静的な

荷重をかけ、静的クリープを測定した。20 分間の静的荷重を行った後、MCL を 0.03 Hz

で 0.01 N 荷重まで弛めて`ligament zero`まで復帰させた。 

最後に、破断試験を行い、8 mm/min の速さで靭帯が破断するまで牽引した。破断荷

重と破断形態を記録した。最大破断応力を計算した。また、荷重―伸び曲線の、最大の

伸びの 25%から 75%の部分を用いて線形剛性を計算した（図 4）。 
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Ⅱ-7 統計 

血流測定と力学試験はそれぞれの時点での NGF 群と PBS 群で、Student`s t-test を

用いて検定を行った。各時点における対象群と正常コントロール群との比較には、分散

分析を行い、Scheffe`s post hoc test を用いて検定を行った。免疫組織学的標本の検

討には、Mann-WhiteneyU test を用いて検定した。P<0.05 未満を統計学的有意差ありと

判断した（SPSS for Windows v.13）。 

 

 

 

 

図 4 力学試験プロトコール 
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Ⅲ 結果 

すべてのラットは実験期間中、生存した。各群間において、平均体重に有意差はなか

った。術肢やポンプ挿入部に感染兆候は認めなかった。 

 

Ⅲ-1 血流測定 

NGF 群と PBS 群ともに、生体内 MCL 血流量は、正常コントロール群と比較して増加し

ていた。NGF 群と PBS 群では各時点において有意差は認めなかった（図 5）。 

 

Ⅲ-2 神経線維の侵入 

NGF 群と PBS 群とも靭帯損傷部における PGP 9.5 陽性神経線維の面積割合は、正常コ

ントロール群の MCL 靭帯よりも増加していた。損傷部における神経線維の形態は不整で、

波状に入り組んだ不整な特徴を有していた。靭帯損傷後 42 日の時点でも神経線維は不

整な形態を示した。PGP 9.5 陽性神経線維の面積割合は、PBS 群と比較して NGF群 14 日、

42 日で有意に増加していた（14 日；NGF 群:0.52±0.09％、PBS 群:0.28±0.05%、p<0.05、

42 日；NGF 群:0.93±0.07％、PBS 群:0.71±0.07%、p<0.01）（図 6）。 

 

Ⅲ-3 血管数と血管断面積 

血管数は NGF 群で PBS 群と比較して 14 日と 42 日で有意に増加していた（14 日；NGF

群:1.79±0.09、PBS 群:1.52±0.10、p<0.05、42 日；NGF 群:2.38±0.18、PBS 群:1.66

±0.11、p<0.05）。vWF 陽性血管の面積割合は NGF 群で PBS 群に比較して 7 日で有意に

増加していた（NGF 群:1.54±0.14%、PBS 群:1.24±0.13%、p<0.05）。14 日、42 日の時

点では有意差は認めなかった（図 7）。 

血管抑制因子 TSP-2 の発現は損傷部の血管周囲にみられた。TSP-2 発現様式は両群間

で同様であったが、TSP-2 発現面積割合は 14 日の時点で、NGF 群で PBS 群に比べて低下

していた（NGF 群:0.27±0.05%、PBS 群:0.52±0.09%、p<0.01）。7日と 42 日では両群

間に有意差は認めなかった（図 8）。 
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図 5 生体 MCL 血流測定。NGF 群と PBS 群に有意差は認めなかった。 
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図 6 PGP 9.5 免疫組織化学染色。A: 左列；NGF 群 右列；PBS 群。上段より 7日、14 日、

42 日。Scale bar=50 µm。B: PGP 9.5 陽性神経組織の面積割合。14 日と 42 日で NGF 群で

有意に増加していた(*p<0.05, **p<0.01)。 

図 6-A 

PGP 9.5  免疫組織

化学染色 

NGF  7d PBS  7d 

NGF 14d PBS 14d 

NGF 42d PBS 42d 

 

 

図 6-B PGP 9.5 陽性神経組織面積割合 
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図 7 vWF 免疫組織化学染色。A: 左列；NGF 群 右列；PBS 群。上段より 7日、14 日、42

日。Scale bar=50 µm。B：vWF 陽性血管数。PBS 群に比べ NGF 群 14 日、42 日で増加してい

た(p<0.05)。C：vWF 陽性血管面積。PBS 群に比べ NGF 群 7 日で増加していた(*p<0.05)。 

図 7-A 

vWF 免疫組織化

学染色 

NGF  7d PBS  7d 

NGF 14d PBS 14d 

NGF 42d PBS 42d 

 

 

図 7B vWF 陽性血管数 図 7C vWF 陽性血管面積 
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図 8 TSP-2 免疫組織化学染色。A: 左列；NGF 群 右列；PBS 群。上段より 7日、14 日、

42 日。Scale bar=50 μm。B: TSP-2 陽性面積割合。PBS 群に比べ NGF 群 14 日で減尐して

いた(**p<0.01)。 

図 8-A 

TSP-2 免疫組織

化学染色 

NGF  7d PBS  7d 

NGF 14d PBS 14d 

NGF 42d PBS 42d 

 

 

図 8B TSP-2 陽性面積割合 
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Ⅲ-4 力学特性 

損傷 MCL の断面積は 7日で NGF 群で PBS 群に比較して高値であった（NGF 群:3.4±0.9 

mm2、PBS 群:2.5±0.4 mm2、p<0.05）。７日以降、断面積は進行性に縮小した。14 日、42

日では断面積に有意差は認めなかった（図 9）。 

破断試験において、損傷 MCL は両群すべてで靭帯実質部で破断した。しかし、正常非

損傷靭帯は 7 膝中 6 膝で大腿骨成長板で破断した（図 10）。 

NGF 群は PBS 群に比べ、42 日で損傷 MCL の破断荷重は 40%増加していた（NGF 群:35.4

±10.8 N、PBS 群:24.9±5.2 N、p<0.05）。最大引張強度は 55％増加していた（NGF 群:26.4

±7.9 MPa、PBS 群:16.9±5.8 MPa、p<0.05）。また、線形剛性は 6 週で 30%増加してい

た（NGF 群:19.6±2.6 N/mm、PBS 群:14.9±2.6 N/mm、p<0.01）。7 日と 14 日では力学

特性に有意差を認めなかった（図 11 A - C）。 

クリープはどの時点においても有意差を認めなかった（図 11 D - F）。 

 

図 9  MCL 断面積。NGF 群７日で PBS 群に比べ高値であった(*p<0.05)。 

 

図 10 正常 MCL 非損傷群の力学試験。7例中 6例で大腿骨成長軟骨部で破断した。 
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図 11-A 破断荷重      図 11-B 最大引張強度 

     図 11-C 線形剛性       図 11-D 動的クリープ 

図 11-E 静的クリープ   図 11-F 総クリープ 

 

図 11 力学特性。A：破断荷重、B：最大引張強度、C：線形剛性はそれぞれ NGF 群 42 日で

高値であった（*p<0.05 , **p<0.01）。クリープ（D - F）は有意差を認めなかった。 
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Ⅳ 考察 

本実験は、NGF 投与により MCL 損傷部では神経線維の増加、血管数・血管面積の増加、

血管抑制因子の発現の減尐が起きることを明らかにした。NGF はまた、ラット損傷 MCL

の力学特性を改善した。これらは NGF によって靭帯損傷部に誘導される神経線維や血管

新生が、損傷靭帯の力学的特性を改善することを反映していると考えられた。 

 

Ⅳ-1 NGF は神経線維の発芽と軸索の伸長を促進する 

NGF は神経線維を発芽させるとともに、その割合を増加させ、結果的にその組織での

末梢神経終末を増加させる[33]。糖尿病マウスの皮膚損傷に NGF を投与すると、神経の

再生が促進され、皮膚の創傷治癒が促進すると報告されている[35]。靭帯治癒過程にお

ける神経再分布の意義は明らかではない。家兎損傷 MCL の治癒過程で、神経線維は増加

し、つづいて靭帯瘢痕周囲より内部に侵入していく[24]。同様に、ラットのアキレス腱

断裂部の治癒過程でも、その時期と部位とによって、異なった神経ペプチドを有する神

経線維が発現・消退することが報告されている[51]。本研究では、NGF 投与によってラ

ット損傷 MCL の神経線維が増加していた。このことは靭帯治癒の促進に貢献する可能性

を示唆している。 

 

Ⅳ-2 NGF は神経ペプチドの産生とその放出を促進する 

NGF は感覚神経の substance P（SP）や calcitonin gene-related peptide（CGRP）

の神経内での合成を促進する[33]。これらの神経ペプチドは神経線維から放出され、線

維芽細胞や血管内皮細胞に影響を及ぼす[54，55]。これは、NGF が靭帯の治癒に間接的

にも影響していることが考えられる。 

 

Ⅳ-3 NGF は血管新生を促進する 

創傷治癒過程で血管新生と血流の増加は重要である。家兎の MCL は ACL と比較して、

損傷後著明に血流は増加し、これは MCL が ACL より治癒能力が優れていることと強く関

連している[23]。NGF は内皮細胞に対して増殖・分裂能力をもっており、これによって

血管新生を促進する[56, 57]。また、神経由来 vascular endothelial growth factor

（VEGF）が血管新生を促進することが明らかとなっており、ラット胎生期には、皮膚の

感覚神経の分布が動脈の分布・配置を決定する[58, 59]。また、神経を切断すると、そ

の支配領域の血流と血流量は減尐する[25]。 
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TSP-1 と TSP-2 はともに血管新生抑制作用を持ち[60, 61]、TSP-2 不全マウスでは、

血管新生が増加し、皮膚の創傷治癒が促進される[52]。また、家兎損傷 MCL では靭帯損

傷後 2 週間で血管新生抑制因子 TSP-1 mRNA が増加する[26]。本研究では NGF 投与によ

って靭帯損傷部の TSP-2 発現が抑制され、また、血管数・血管面積が増加していた。こ

れは NGF 投与により生じる血管の増加が、NGF それ自身による直接的な血管新生促進作

用のほかに、神経由来 VEGF を介するもの、血管抑制因子 TSP を介するものが存在する

と考えられる。 

また、TSP は神経系に対しても重要な役割も持つ[62, 63]。マウスの坐骨神経損傷モ

デルでは、神経軸索の再生に先行して TSP の発現が増加し、そして軸索が侵入すると

TSP の発現は減尐する[63]。本研究では NGF 投与により靭帯損傷後の時間経過とともに

神経線維が増加する一方、TSP-2 発現は NGF 投与により抑制されていた。これらから、

TSP の発現は、血管系および神経系両方に作用し靭帯治癒を促進する可能性が考えられ

た。NGF は直接的・間接的に血管新生を促進し、靭帯治癒を促進すると考えられた。 

 

Ⅳ-4 NGF は靭帯治癒を促進する 

本研究では NGF 投与によって、靭帯損傷後 7日で瘢痕部の血管断面積の割合は増加し

ていた。これは NGF によって血管新生が促進されたことが示唆される。損傷後 14 日で

は力学的特性には有意差が認められなかったが、血管数の増加と神経線維の増加が認め

られた。42 日では神経線維と血管の増加の更なる増加を認め、力学的特性は有意に改

善した。これは靭帯瘢痕部の成熟過程を示すと考えられた。NGF は皮膚損傷では線維芽

細胞に直接作用し、創傷治癒を促進するが、この作用が靭帯損傷ではどのように作用す

るかは明らかではない。本研究では NGF によって新生血管と神経線維の増加を促進する

ことで、創傷治癒の環境を適正に整え、靭帯治癒過程を促進することが示唆された。創

傷治癒では血管新生は重要な役割を果たすが、神経ペプチドが血管新生を促進するとい

った神経系由来の要因や、その他の機序の解明のためには、さらなる研究が必要である。 

 

Ⅳ-5 NGF は靭帯力学特性を改善したが、クリープには影響を与えなかった 

治癒靭帯強度は NGF によって有意に改善したが、クリープには効果が認められなかっ

た。クリープの増加は、NGF 群と PBS 群のすべての治癒靭帯に認められた。靭帯のクリ

ープはさまざまな要因によって変化する[53, 64]。そのうち含有水分量は影響を与える

因子のひとつであり、血流量によって大きく影響される[53, 64]。本実験ではすべての
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損傷靭帯で血流量は増加しており、NGF による影響は見られなかった。本研究でのクリ

ープの増加は損傷によって増加した血流量の結果として水分含有量が増加したことを

反映しているのかもしれない。 

 

Ⅳ-6 他の靭帯治癒を促進させる成長因子との比較 

先行研究ではラットや家兎の MCL 損傷モデルを用いて成長因子の効果を検討してい

る。ラット MCL 損傷モデルで、PDGF を投与することで、靭帯損傷後 12 日で破断荷重は

73%増加し、線形剛性は 94%増加、破断エネルギーは 101%増加したと報告されている[29]。

家兎 MCL 損傷モデルでは、低用量および高用量の PDGF-BB は破断荷重をそれぞれ 43%と

56%、線形剛性を 38%と 9%増加させた[30]。しかし、組織学的には細胞数や血管増生、

線維の配列は PDGF-BB 投与群とコントロール群で違いはなかったと報告されている。別

の研究では家兎 MCL モデルで靭帯損傷後 6 週間で、TGF-β2 投与により線形剛性が 29%

増加したと報告している[31]。GDF-5 はラット MCL 損傷モデルで、靭帯損傷後 3週間で

破断強度を 40%増加させ、線形剛性を 60%増加させたと報告されている[32]。本研究で

は、NGF の投与により破断荷重を 40%、引張強度を 55%、線形剛性を 30%増加させた。 

これらから、NGF はたとえば前十字靭帯のような比較的神経線維や血管に乏しい靭帯

の治癒を改善する薬剤として発展するおおいなる可能性を有すると考えられる。 

 

Ⅳ-7 本研究の限界 

本研究にはいくつかの限界がある。NGF がどのぐらいの期間、靭帯損傷部位に存在す

るか、また NGF がポンプを移植してからどのぐらいの期間、生物学的活性を有している

かの確認は本研究では行っていない。しかし、ラットを用いた先行研究では、本研究と

同様に osmotic  mini-pump を用いて、NGF を皮下持続投与すると、ポンプ移植後数日

以内に、血清中の NGF 量は安定して、用量依存性に検出されたと報告している[65]。ま

たポンプ移植後 14 日で、ポンプ内に残存した NGF は生物学的活性を保持していたと報

告されている[65]。これらから、osmotic pump は NGF 持続的局所投与に有用な投与方

法であると考えられる。 

 

靭帯治癒過程での内因性 NGF の有用性やその役割はいまだ不明である。肥満細胞、マ

クロファージ、線維芽細胞、血管内皮細胞、そして Schwann 細胞など多くの細胞が NGF

合成能を有する[33]。NGF は感覚神経や交感神経などの標的組織で産生され、神経軸索
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に存在する受容器に結合し、神経の機能や表現型を維持するように作用する[33]。 

NGF は炎症部位で侵害線維の閾値を下げ、活動を増加させる[33]。マウスでは、NGF

は皮膚損傷後 1 日で最高濃度に到達し、その後徐々に減尐するが、損傷後 14 日でも非

損傷正常皮膚での濃度よりも高濃度であったと報告されている[34]。内因性 NGF の薬物

動態やその発生・制御（持続性かあるいは周期性か、など）はいまだ明らかではない。

それゆえ本実験で行った NGF の持続投与は生理学的なものとは異なる可能性がある。し

かし、持続的 NGF 投与により皮膚損傷や骨折の治癒が促進されたと報告されている

[34-39, 50]。段階的なあるいは周期的な NGF 投与によって靭帯治癒がより改善するか

など更なる検討が必要である。 

 

ラットでは長管骨の成長板は生涯の長期にわたって開存している[66]。このため、大

腿骨―MCL－脛骨複合体の引張試験中に生じる大腿骨成長板での破断は、力学試験での

データに影響を与える[48, 49]。本実験では正常非損傷コントロール群では、高頻度で

大腿骨成長板で破断が生じた。そのため、正常非損傷コントロール群の大腿骨―MCL-

脛骨複合体のデータは正常靭帯実質部の強度を反映しておらず、NGF 投与により正常靭

帯の力学強度が得られたかどうかは明らかではない。しかし、実験群ではすべての靭帯

はその実質部で破断した。したがってNGF投与群とPBS群を比較した本実験の結果から、

ラット MCL では NGF 投与によって破断荷重、引張強度、線形剛性が改善したと考えられ

る。 

 

Ⅴ 小括 

NGFはラットMCL治癒過程で神経線維の侵入と血管新生を促進した。NGFはまたラットMCL

の力学的特性を改善した。NGF 投与は靭帯損傷に対する治療として有用であると考えられる。 
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第三章  ACL 損傷後に生じる非損傷 MCL の生理学的・ 

力学的適応は、ACL 再建によって抑制されるか 

～家兎 ACL 損傷モデルを用いて～ 

 

Ⅰ はじめに 

本研究は家兎を用いて、ACL 切断膝で生じる MCL の生理学的・力学的適応が、ACL 再

建により変化するかどうか、また、ACL 再建時期によりその変化は影響を受けるのかど

うかを検討することとした。検討項目は MCL の血流量の変化と、血管作動性物質に対す

る反応、また、MCL の力学的強度とした。 

 

Ⅱ 対象と方法 

Ⅱ-1 実験デザイン 

生後 12 ヶ月の家兎（New Zealand White rabbit）24 羽（体重 4.5-6.0 kg）を使用

して実験を行った。6羽はコントロール群とし、右膝には sham operation を行い（Sham

群）、左脚を非手術正常コントロール群（Normal 群）とした。残りの 18 羽は片脚の ACL

を切断し、ACL 再建を行わない ACL 不全群（ACL-X、n=6）、ACL 切断後直ちに mersiline 

tape を用いて ACL 再建術を行った ACL 損傷直後再建群（ACL-IR、n=6）、ACL 切断後 3 週

間で ACL 再建術を施行した ACL 遅延再建群（ACL-DR、n=6）の 3 群に割り振った。すべ

ての群で、初回手術後 8 週間の時点で評価を行った(図 12)。本研究はカナダ実験動物

取り扱い規定に従い、カルガリー大学動物実験委員会の承認を得て施行した。 

 

Ⅱ-2 ACL 切断モデルの作成[25, 43-46] 

家兎は静脈麻酔注射ののち、ハロセン全身麻酔下に実験を行った。全身麻酔下に膝関

節屈曲 90 度で脛骨前方引き出しテストを行い、ACL 不全の状態ではないことを確認し

た。膝関節は前外側切開にて展開し、膝蓋骨を内側にスライドさせて関節内を展開した。

ACL をプローべで同定・確認し、尖刃をもちいて中央部で切断した（図 13）。ここで再

度脛骨前方引き出しテストを行い、ACL が切断されたことを確認した。関節包と皮膚は

ナイロンで縫合し、手術後にペニシリン G を皮下注射し、創部には抗生剤入りスプレー

を用い、感染を防止した。術後の疼痛に対し、鎮痛剤としてブトルファノールの皮下注

射を行った。 
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Ⅱ-3 ACL 再建術[67] 

ACL 再建術は初回手術の直後または 3週間後に施行した。全身麻酔下に ACL 損傷直後

再建群は ACL 切断直後に再建術を行った。ACL 遅延再建群では、初回手術時の皮切を用

いて再建術を行った。膝関節を展開し、ACL が切断されていることを確認した。脛骨と

大腿骨の骨孔は 2.7 mm ドリルを用いて、ACL の解剖学的付着部に作成した。骨孔長を

計測し、移植靭帯長を決定した。移植靭帯として merisilene tape(Johnson and Johnson, 

Somerville, NJ)を用いた。大腿骨と脛骨にそれぞれ 1.6 mm の骨孔を作成し、移植靭帯

の固定に用いた。移植靭帯は脛骨側から大腿骨側へ引き抜き、最初に大腿骨側を Mitek 

bone anchor (DePuy Yarmaloy, Calgary, Alberta)で固定した（図 13）。膝関節 90 度

屈曲位で移植靭帯に徒手的に緊張をかけ、移植靭帯に徒手的に緊張をかけ、脛骨側も

bone anchor で固定した。前方引き出しテストを行い、脛骨前方移動が制動されている

ことを徒手的に確認した。 

 

Ⅱ-4 生体内血流測定[45-47] 

初回手術後 8 週間で、非損傷 MCL の生体内血流測定を、LSPI を用いて行った。LSPI

によって測定した血流は、対象領域の平均血流を Perfusion Unit（PU）として算出し

た。 

全身麻酔の後、膝関節内側の皮膚と筋膜を切開し MCL を展開、顕微鏡下に注意深く露

出した。露出した MCL は 37 ℃生理食塩水にて湿潤に保った。血流測定は 5 秒ごとに 1

分間施行し、その平均値をそれぞれの個体の非損傷 MCL の基準血流値とした（図 14）。 
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図 12 実験デザイン 

 

 

図 13 手術写真 

 

図 13 手術写真 左; Sham 手術 矢印は正常 ACL。 中; ACL 切断 矢印は切断された

ACL。右；ACL 再建術 矢印は再建 ACL。矢頭は bone anchor の縫合糸。



30 

 

 

図 14 LSPIによるMCL血流測定。CCDカメラのリアル映像から靭帯部分を同定し(赤線部分)、

LSPI デジタル画像から、その領域の平均血流を PU（perfusion unit）として算出した。 

 

Ⅱ-5 MCL 血流に対する薬剤効果[45, 46] 

コリン作動性血管拡張薬アセチルコリン（Ach;Sigma-Aldrich、St.Louis、MO）とア

ドレナリン性血管収縮薬フェニレフリン（Phe; Sigma-Aldrich、St.Louis、MO）が MCL

の血流に与える効果を、LSPI を用いて検討した。それぞれの薬剤をマイクロピペット

を用いて MCL に局所的に 100 µℓボーラス投与し、薬剤投与後 10 秒ごとに 10 分間 LSPI

を用いて測定した。血流量は基準血流量からの変化量のパーセント率を算出した。Ach

は 10-11から 10-3 mol/L の濃度を 、Phe は 10-13から 10-5 mol/L の濃度を投与した。それ

ぞれの測定終了後、MCL は 37 ℃の生理食塩水で洗浄した。血流量が基準値に復帰した

ことを確認した後、次の薬剤の投与・測定を行った[45, 46]。薬剤の順番はランダムに

行った。最後の撮像が終了した後、家兎は大量ペントバルビツレートで屠殺した。膝関

節は直ちに力学試験のために採取した。 

 

Ⅱ-6 力学試験[20, 25, 43, 53, 64] 

膝関節複合体は、膝関節 70 度屈曲位にて内・外側側副靭帯、前・後十字靭帯、内・

外側半月を温存したまま MTS（material testing machine）に設置した。標本の設置か

ら力学試験終了するまで、標本は加湿装置で、温度 37 ℃・湿度 99%に保った。 

まず、関節全体の基準点を得るために、1 mm/s で 5 N の圧迫と 2 N の牽引を 2 サイ

クル施行した後、0 mm に保持し、それぞれの個体の基準点とした。ここで、十字靭帯、

外側側副靭帯、半月を慎重に切除し、MCL のみ残した。再度 5N の圧迫と 2 N の牽引を 2

サイクル施行し、0.01 N の牽引で保持した。これを`ligament zero`とした。MCL 長は

デジタル計測器を用いて計測した。MCL 断面積は 5 N 牽引下で、断面積計測器[68]を用

いて計測した。 
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クリープの測定は 0.1 N から 4.1 MPa まで 1 Hz・30 サイクル施行し、その後 4.1 MPa

で 20 分間静止荷重を負荷した。20 分間の静止荷重のち、`ligament zero`まで回復さ

せた。その後 20 mm/min で破断するまで牽引した。クリープのひずみは MCL の長さの変

化を初期 MCL 長で除したものとした。破断圧力は破断荷重を断面積で除した値とした。 

 

Ⅱ-7 統計 

統計学的検討には、分散分析を行い、Tukey post hoc test を用いて検定を行った。

P<0.05 未満を統計学的有意差ありと判断した（SPSS for Windows v.13）。 
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Ⅲ 結果 

すべての家兎は実験期間中、生存した。各グループ間において、平均体重に有意差は

なかった。術肢に感染兆候は認めなかった。 

 

Ⅲ-1 生体内 MCL 血流量 

MCL の平均血流量は Normal 群で 9.6±1.6 PU、Sham 群で 9.3±2.0 PU であり、2 群間

に有意差は認めなかった。ACL-X 群では、MCL の血流量は 23.2±7.1 PU と Normal 群、

Sham 群に比べて有意に増加していた。ACL-IR 群では 7.8±3.3 PU と Normal 群、Sham

群と比べ有意な増加はなかった。ACL-DR 群では 15.9±3.0 PU と Normal 群、Sham 群よ

りも増加していたが、ACL-X 群より有意に低値であった(図 15)。 

 

 

        図 15-A LSPI 画像          図 15-B 生体内 MCL 血流量 

 

図 15  A: LSPI 画像。上段より Normal 群、Sham 群、ACL-X 群、ACL-IR 群、ACL-DR 群。赤

線内が MCL 部分であり、その領域の血流量を PU（perfusion unit）として算出した。 B: 

生体内 MCL 血流量。ACL-X 群では MCL 血流量は増加していた。ACL-IR 群では Sham 群と比べ

て同等であった。ACL-DRはSham群より増加していたが、ACL-X群より低値であった。（*p<0.05 

to Sham, #p<0.05 to ACL-X） 
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Ⅲ-2 薬剤効果 

Ach の投与により MCL 血流量は、Normal 群と Sham 群で増加した（Normal 群：22- 34%、

Sham 群：24- 28%）。両群間に有意差は認めなかった。ACL-X 群では MCL 血流は Ach に反

応せず、3.5- 9.7%の増加にとどまり、増加率は Normal 群、Sham 群に比べ全ての濃度

で有意に低下していた。ACL-IR 群では Ach に反応して血流量は 13- 27%増加し、ACL-X

群と比べて 10-9 - 10-3 M の濃度で有意に増加していた。また、Normal 群、Sham 群と有

意差は認めなかった。ACL-DR 群では Ach への反応は 10-9 - 10-7 M の濃度で Normal 群、

Sham 群に比べ有意に低下していたが、10-5 - 10-3 M では Normal 群、Sham 群との間に有

意差は認めなかった(図 16-A)。 

Phe 投与により MCL 血流量は、Normal 群で 13- 20%減尐し、Sham 群で 10- 21%減尐し

た。両群間に有意差は認めなかった。ACL-X 群では血流量は 3- 6%の減尐にとどまり、

すべての濃度で減尐率は Normal 群、Sham 群に比べ有意に低下していた。ACL-IR 群では

7- 19%減尐し、ACL-X 群と比べて 10-11 -10-5 M の濃度で有意に減尐していた。Normal 群、

Sham群との間に有意差は認めなかった。AL-DR群では血流量は7 -12%減尐したが、Normal

群、Sham 群と比べて 10-11 M、10-7 M で減尐率は有意に低下していた（図 16-B）。 

       図 16-A アセチルコリンに対する MCL 血流変化 
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      図 16-B フェニレフリンに対する MCL 血流変化 

 

図 16  A: アセチルコリン、B: フェニレフリン投与による MCL 血流の変化。。ACL-IR 群

では ACL-X 群に比べて薬剤に対してより反応した。ACL-DR 群では ACL-X 群よりも反応は見

られたが、Sham 群と比べて反応性は低下していた（* p<0.05 to Sham, # p<0.05 to 

ACL-X）。 

 

Ⅲ-3 力学試験 

MCL 断面積は Normal 群で 3.66±0.70 mm2、Sham 群で 4.38±0.54 mm2であり両群間に

有意差を認めなかった。ACL-X 群では 8.15±1.39 mm2であり、Normal 群、Sham 群に比

べて有意に増加していた。ACL-IR では 5.38±0.94 mm2、ACL-DR では 5.09±0.76 mm2で

あり、ACL-X 群に比べて両者とも有意に小さかった（図 17-A）。 

動的クリープは Normal 群で 0.17±0.06%、Sham 群で 0.20±0.05%であり両群間に有

意差を認めなかった。ACL-X 群では 0.49±0.15%であり、Normal 群、Sham 群に比べ有意

に増加していた。ACL-IRでは0.31±0.08% でありACL-X群に比べ有意に減尐していた。

Normal 群、Sham 群とは有意差を認めなかった。ACL-DR では 0.38±0.08%であり、Normal

群、Sham 群よりも有意に増加していた。（図 17-B） 



35 

 

静的クリープは Normal 群で 0.66±0.12%、Sham 群で 0.73±0.07%であり有意差を認

めなかった。ACL-X 群では 1.49±0.33%であり、Normal 群、Sham 群に比べ有意に増加し

ていた。ACL-IR では 1.40±0.33%、ACL-DR では 1.40±0.20%であり、両群とも Normal

群、Sham 群に比べ有意に増加していた（図 17-C）。 

総クリープは Normal 群で 0.82±0.17%、Sham 群で 0.93±0.10%であり両群間に有意

差を認めなかった。ACL-X 群では 1.98±0.45%であり、Normal 群、Sham 群に比べ有意に

増加していた。ACL-IR では 1.71±0.39%、ACL-DR では 1.78±0.25%であり、両群とも

Normal 群、Sham 群に比べ有意に増加していた（図 17-D）。 

破断圧力は Normal 群で 98±21 MPa、Sham 群で 82±12 MPa であり両群間に有意差を

認めなかった。ACL-X 群では 43±13 MPa であり、Normal 群、Sham 群と比べ有意に低下

していた。ACL-IR では 75±13 MPa、ACL-DR では 66±17 MPa であり、ACL-X 群に比べ有

意に高値であった（図 17ーE）。 

結果のサマリーを表 1に示す。 

 

図 17-A MCL 断面積 

 

図 17-A   MCL 断面積。ACL-IR 群、ACL-DR 群ともに ACL-X 群に比べ小さかった（* p<0.05 

to Sham, # p<0.05 to ACL-X）。 
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図 17-B 動的クリープ 

図 17-C 静的クリープ 

図 17-D 総クリープ 

 

図 17-B - D クリープ特性。B: 動的クリープは ACL-IR 群では ACL-X 群に比べ小さかった。

ACL-DR 群では Sham 群よりも大きかった。C: 静的クリープ、D: 総クリープとも ACL-X 群、

ACL-IR 群、ACL-DR 群で Sham 群よりも大きかった。（* p<0.05 to Sham, # p<0.05 to 

ACL-X）。 
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図 17-E 破断圧力 

 

図 17-E 破断圧力。ACL-IR群、ACL-DR群はACL-X群に比べ大きかった。（* p<0.05 to Sham, 

# p<0.05 to ACL-X）。 

 

 

表 1 結果のサマリー 
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Ⅳ 考察 

本研究では、ACL 損傷直後再建術では ACL 切断膝で見られた MCL の血流増加は抑制さ

れ、MCL 血流の薬剤反応性は保たれていたが、正常レベルの反応は保持されなかった。

力学特性は静的クリープと総クリープは正常よりも増加していたが、動的クリープと破

断圧力は正常レベルに保たれていた。ACL 遅延再建では MCL 血流および薬剤反応性とも

ある程度は維持していたが、ACL 損傷直後再建ほどの効果は認められなかった。力学特

性は ACL 切断膝より破断圧力は高値であったが、クリープは正常より悪化していた。 

ACL 不全膝では非損傷 MCL は前方不安定性に対して大きな役割を果たす[40]。ACL 損

傷膝では非損傷 MCL にかかる荷重は、正常膝でのそれの約 2倍となり、この非生理的荷

重は関節傍組織に二次的な損傷を引き起こす[42]。家兎 ACL 不全膝では非損傷 MCL の応

力緩和は低下しており、また、MCL の血流の増加と血管増生が認められる[43]。 

MCL のクリープは含有水分量と密接に関連しており[53,64,71]、靭帯組織での血流量

の増加は、その力学特性の低下と関連している[43,69,71]。一方、血流の減尐や途絶は

組織の壊死や靭帯の損傷と関連する[70]。そのため、靭帯血流量を適切に維持すること

はその機能を維持するために非常に重要であると考えられる。すなわち MCL の血流を適

切に維持することは、膝関節の安定性を維持する上で重要と考えられる。 

本研究では過去の報告と同様、ACL 損傷膝で非損傷 MCL の血流は正常に比べて増加し

ていた[43-46]。この血流の増加は ACL 切断直後再建群では抑制されていた。これは ACL

再建術により脛骨前方不安定性が抑制され、非損傷 MCL にかかる荷重が減尐したためと

考えられる。一方、ACL 遅延再建群では、非損傷 MCL の血流は ACL 不全膝よりも減尐し

ていたが、正常膝や ACL 切断直後再建膝よりも増加していた。家兎 ACL 切断モデルでは

ACL 切断後 3 週間で、膝関節半月や関節軟骨に形態的変化と分子レベルでの変化が生じ

る[76]。これは非損傷 MCL にも ACL 切断後 3週間で同様に不可逆的変化が生じている可

能性があり、一度非可逆的変化が生じると、関節安定性を再獲得したとしても靭帯機能

の回復は困難であると考えられる。 

臨床的に、ACL 損傷後再建術を施行しないと、変形性関節症変化が高率に認められる

[72, 73]。また ACL 再建により関節安定性を早期に回復すると半月や関節軟骨の損傷の

リスクは抑制される[74, 75]。一方、ACL 再建を施行し、関節安定性が改善しても膝関

節の変形性変化は進行し[77-79]、また、ACL 再建手技が進歩・改善し解剖学的再建が

行われても、早期から関節軟骨の損傷が認められると報告されている[80]。これは、解

剖学的 ACL 再建術が施行されても、力学的には正常 ACL とは異なるため[81]、膝関節に
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慢性的な不安定性が生じ、そのため非損傷 MCL に二次的な損傷を生じる可能性がある。

また ACL 再建手術に伴って生じる関節内および関節傍組織の炎症によって、関節周囲の

血管透過性が増加し、MCL の力学特性が悪化し、更なる関節不安定性を引き起こす可能

性がある。 

関節安定性が失われると、靭帯・関節傍組織に存在する血管には剪断応力が働き、こ

れによって血管内皮細胞の機能は影響を受ける[46]。血管内皮細胞の機能不全が生じる

と、血管作動薬剤に対する反応は低下する[46]。この変化は関節の力学的環境が変化し

たことに対する靭帯組織の適応の一側面であり、変形性関節症性変化の早期の兆候のひ

とつと考えられる[46]。ACL 不全膝では血管作動薬に対する反応は低下しており、ACL

切断直後再建膝では ACL 不全膝よりも薬剤反応性は良好であったが、正常よりも低下し

ていた。また、ACL 遅延再建群では薬剤反応性はより失われており、高濃度薬剤でのみ

その反応は維持されていた。これは靭帯再建により剪断応力が減尐し、血管機能がより

維持されるためと考えられたが、MCL 血流の増加と同様に、靭帯再建による関節安定性

が正常とは異なること、再建術による影響などが考えられた。 

関節不安定性が生じると、非損傷 MCL の血流量は増加し、その力学強度を悪化させ、

さらなる関節の不安定性を引き起こす。また、血管内皮細胞の機能不全により、血管作

動性物質に対する反応は低下し、靭帯血流は維持されず、さらに靭帯の力学的特性の悪

化が生じる。この負のフィードバックは、二次的な関節の変化を引き起こし、変形性関

節症へと発展すると考えられる。本研究では、関節安定性を早期に獲得しても、薬剤に

対する反応と力学的特性は正常とは異なっており、更なる変形性関節症性変化に連続す

る可能性が示唆された。この変化を抑制するためには、ACL 再建術の改善・改良のみな

らず、関節傍組織の血流を含めた新たなアプローチを考慮する必要があると考えられた。

また、関節不安定性に引き続いて生じる血流増加や血管機能不全が、遅延靭帯再建によ

りどの程度改善が見込めるのか、あるいは靭帯断裂後どのくらいまでに関節安定性を再

獲得すれば変形性変化を最小限に食いとどめられるのか、さらなる検討が必要である。 
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Ⅴ 小括 

家兎 ACL 不全膝の非損傷 MCL では、ACL 切断直後再建では血流増加は抑制されたが、

薬剤に対する異常反応は完全には抑制されなかった。力学特性は破断圧力は維持された

が、クリープは悪化しており、血流変化との関連が考えられた。ACL 遅延再建術は血流

変化および力学的特性を、ACL 損傷直後再建ほどは維持しえなかった。ACL 損傷直後再

建は MCL の血管機能不全の悪化を抑制し、力学的特性の悪化を抑制したが、正常レベル

に保持はできなかった。 
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第四章 総合考察 

靭帯損傷後の瘢痕には、初期には神経・血管が増加し、その後、時間経過とともに減尐し

ていく。これらは靭帯治癒過程において重要な役割を果たすものと考え、これらに人為

的操作を加え、靭帯治癒を促進させることができるのではないかと考えた。NGF は神経

線維の成長とともに、血管新生も促進する成長因子であり、これまで靭帯組織に対する

作用は明らかではなかった。本研究では MCL 損傷部に NGF を投与すると、神経線維の進

入と血管新生が増加した。また、損傷靭帯の力学特性が改善した。すなわち、靭帯損傷

部への NGF の局所投与は靭帯治癒を促進した。これは損傷靭帯に侵入する神経・血管を

制御することにより、靭帯治癒を促進することが可能であり、今後 ACL のような神経・

血管支配に乏しい靭帯の治癒促進に応用できる可能性がある。 

靭帯組織は関節の力学的恒常性を保つが、靭帯損傷によりそれが破綻すると、関節傍

組織にはさまざまな変化が生じる。ACL 損傷後に非損傷 MCL にかかる荷重は増加し、そ

れに伴って力学的・生理学的に変化する。この変化は靭帯損傷直後再建では抑制されて

おり、より早期の関節安定性の再獲得は、関節傍組織に生じる変化を抑制し、変形性変

化の進行を抑制できる可能性がある。 

しかし、損傷直後に ACL 再建を施行しても MCL の生理的・力学的特徴は正常とは異な

っていた。これは靭帯再建による関節安定性の再獲得のみでは関節傍組織に生じる変化

が制御できないことを示唆している。また、MCL 血流の血管作動物質に対する反応の低

下は、血管内皮細胞に生じた変化と考えられ、この変化を抑制することは関節の安定性

を維持する上で重要であることが示唆された。この MCL の生理的・力学的変化が靭帯再

建により最終的に正常レベルに回復するのか、変形性関節症変化の進展と関連するのか

どうか更なる検討が必要である。また、ACL 損傷膝で生じる MCL 損傷（変化・適応）が

NGF 投与によって治癒するのかどうかも、今後検討すべき課題である。さらに、ACL 損

傷膝で MCL の血流を制御することにより、関節安定性の悪化を抑制できるかどうか、新

たなアプローチ・治療戦略の開発が必要であると考えられた。 
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結論 

NGF を MCL 損傷部に投与すると、神経線維の進入と血管新生が増加し、損傷靭帯の力

学特性が改善する。即ち、靭帯損傷部への NGF 局所投与は靭帯治癒を促進し、臨床上有

効な新たな治療法になりうる。 

 ACL 損傷後に生じる MCL の血流増加・血管作動性薬剤への反応の低下や力学的特性の

悪化は、ACL 損傷直後の再建でその変化を抑制しうるが、しかし、ACL 再建を施行して

も MCL の生理的・力学的特性は正常レベルには保持できない。ACL 損傷膝では関節周囲

の靱帯組織などの変化を防止する上でさらなる治療上の工夫が必要である。
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