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論文の内容の要旨

（園的）

　膝前十字靱帯は，膝の安定に重要であるにも関わらず，特にスポーツなどにおいて頻繁に損傷する組織で

ある。しかしその自己修復能は非常に乏しいので自己腱，靱帯を犠牲とした再建術が行われているが，保存

療法により治癒するとの報告もあり断裂部の修復に関わる細胞の存在が示唆されている。

　前十字靱帯損傷における修復において骨髄由来の未分化細胞や滑膜細胞などの関与が推定されているが，

癩痕を形成した損傷靱帯組織にどのような性質を持った細胞が存在しているのかは不明である。そこで本研

究は，断裂した前十字靱帯にどのような性質を持った細胞集団が存在するのかを明らかにすることを目的と

した。

（対象と方法）

　細胞の準備1前十字靱帯損傷患者（18－23才）5人より事前に承諾を得て靱帯再建時に鏡視下で断裂し

た前十字靱帯断端部組織を採取した。対照として人工膝関節置換術時に採取した正常靱帯を用いた。採取し

た組織は，phosphateb雌er　s疵鵬（PBS）で洗浄し細かく刻み，細胞培養プレートに静置後，遊走してきた

細胞を培養し実験に用いた。

　フローサイトメトリーを用いた細胞表面マーカーの解析：断裂した前十字靱帯由来細胞について13種類

の細胞表面マーカー（CD34，CD73，CD105など）の発現についてフローサイトメトリーを用いて解析した。

　各種細胞への分化誘導及びその評価：骨への分化を調べるために，ascorbate，β一g王ycemphosph就e，

dex獅ethas㎝eを含むDMEM／lO％FBSで培養し，荻＆1hephosphatase染色やAdza㎡狐redS染色を行っ

た。また，軟骨への分化は，TGトβ3等を含む無血清DMEMで高密度ペレット培養した。またS砥独iΩ

○染色を行ってプロテオグリカンの形成を観察した。軟骨細胞の分化マーカーである2型，10型コラー

ゲン，アグリカン，Sox9の遺伝子発現を調べた。さらに脂肪細胞への分化は，コンフルエントな状態で

dex鰍ethaso舵，isob晦丑鵬thy叔a紬豆ne，insωi廻を含むDMEMh1ghg亙㏄ose／lO％FBSで培養しOi1RedO
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染色を行った。脂肪細胞特異的な分化マーカーであるLPL＆P2，PP蛆γの遺伝子発現を調べた。

（結果）

　断裂した前十字靱帯由来細胞および正常の前十字靱帯由来細胞は共に，線維芽細胞様で紡錘形の形態で

あった。

　フローサイトメトリーを用いた細胞表面マーカーの解析では，断裂したおよび正常の前十字靱帯由来細胞

は共に，CD29，CD44，CD73，CDgO，CD！05を強発現し，CD55，CDl06は弱発現であった。また，造血系，

血球系細胞等の細胞表面マーカーであるCD31，CD3雀，CD45，CD140aは陰性であった。

　断裂した前十字靱帯由来細胞では，骨誘導培地では結節を形成し，a玉k象玉i鵬phosphぬseと虹z＆㎡肘ed　S

染色共に強陽性であった。軟骨へ誘導した組織染色では，軟骨細胞特有の形態形成を観察し，S泣a曲O染

色も陽性であった。脂肪誘導培地では，脂肪滴をもつ細胞が多数観察できO豆玉Red　O染色でも陽性であった。

また各々の分化マーカーである遺伝子の発現も確認することができた。一方，正常前十字靱帯由来細胞では，

ほぼ全て陰性または弱陽性であった。

（考察）

　本研究は，断裂したおよび正常前十字靱帯由来細胞群が，多分化能を持つ間葉系幹細胞で報告されている

細胞表面マーカーの発現パターンと類似し，断裂した靱帯由来細胞でのみ高効率に骨芽細胞，軟骨細胞，脂

肪細胞への多分化能をもつことを発見した。断裂した前十字靱帯由来細胞群は，損傷による刺激によって誘

導された骨髄由来問葉系幹細胞であるのか，滑膜由来であるのか，正常前十字靱帯組織中に存在している細

胞であるのかの起源を特定することはできない。しかし，靱帯損傷部に多分化能を持つ細胞が存在すること

を発見したことで，Sc雄o丑d（足場），成長因子，物理的刺激等の適切な環境を整え靱帯再生を誘導できれば，

再建靱帯の修復促進や損傷靱帯の一次修復が可能になると考えられる。

審査の結果の要旨

　本研究によってヒト前十字靱帯由来の細胞群には，骨髄由来間葉系幹細胞のように骨芽細胞，軟骨細胞，

脂肪細胞へ分化することができる多分化能を有する細胞が存在することが明らかになった。著者が述べるよ

うに将来的にこの細胞を使ってヒト靱帯の再生や損傷の修復が促進できれば整形外科領域の大きな進歩につ

ながる意味ある研究と考える。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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