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凡例 

 

CFI（collagen fibril index）：単位面積当たりのコラーゲン細線維の 

占める割合 

FIB（focused ion beam）：収束イオンビーム 

GAG（glycosaminoglycan）：グリコサミノグリカン 

HAADF（high-angle annular dark field）：高角散乱環状暗視野 

LAP（large aggregating proteoglycan）：巨大集合型プロテオグリカン 

PG（proteoglycan）：プロテオグリカン 

SBF（serial block-face）：ブロック表面連続スライス 

Scx（scleaxis）：スケレアキシス 

SDFT（superficial digital flexor tendon）：浅趾屈筋腱 

SEM（scanning electron microscope）：走査型電子顕微鏡 

SLRP（small leucine-rich proteoglycan）：スモールロイシンリッチ 

プロテオグリカン 

STEM（scanning transmission electron microscope）：走査型透過電子顕微鏡 

TEM（transmission electron microscope）：透過型電子顕微鏡 
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緒言  

 

腱は、筋と骨をつなぐ運動器官であり、筋で生じた力を骨に伝達し関

節の動きを可能にする [8,47,63]。腱は間葉の胚葉肢芽より分化した壁

側板部の腱細胞から発生する [100]。また、腱前駆細胞のマーカーであ

るスケレアキシス（ Scx）は、マウスの胚では、発生を開始してから E10.5

で趾端に見られる [40]。そして E14.5 までには腱前駆細胞の腱として

の整列がほぼ完了する [40,41]。腱の発生には筋が必須であり、ニワト

リおよびマウスでの実験において、胚に筋が存在しなければ Scx の発

現が徐々に低下していくこと、つまり腱前駆細胞の減少が明らかにな

っている [93]。この減少は特に後肢の腱で顕著であることが知られてい

る [7,24,49,93]。出生後、腱は伸張し直径の増大が見られるが、腱の成

長について詳細なメカニズムの統一的な見解が存在していない [92]。  

筋の終端は腱と同様もしくは異なる走行のコラーゲン線維を介して

筋を直接骨につなぎとめている [93]。腱は関節を超えて骨に付着するこ

とがあり、腱が滑車として機能して関節を屈伸することを可能にして

いる [63]。腱は筋より硬く、引っ張り強度が高く、また耐加重性が高く

変形を最小限に抑えることができる [8]。これらの腱の性質により、筋

の収縮力を腱の伸張のためにロスすることなく骨に伝えることができ

る [8]。その結果、腱の剛性と単位面積当たりの力とひずみの関係を定

義する値の縦弾性係数が増加する [8]。  

上記のように腱は筋と骨をつなぎ、筋と結合する部位を筋腱接合部

と呼び、一方で骨と接着する部位を腱骨付着部と呼ぶ [63,90]。一般的

な動物の腱は筋腱接合部から腱骨付着部にかけて、扁平から円筒形、扇

形、リボン形と様々に形状を変化させていくことが報告されている [47]。 

腱は基本的に血流が乏しく白色の光沢が見られる [5]。腱への酸素と

栄養は筋および骨膜からの血管と、腱鞘に存在する血管網から供給さ

れ、これらのうち腱鞘の血管網が主たる供給源である [8,103]。  
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腱を構成する約 60%は水分で、それ以外の約 40%の乾燥固形成分は

細胞成分と細胞外マトリクスである [47,63,90]。細胞外マトリクスは腱

を構成する重要な成分で、乾燥質量の約 65～ 80%はコラーゲンであり、

そのほとんどは I 型コラーゲンであるという報告や、腱の約 85%は水

分と I 型コラーゲンであるという報告もある [47,63]。  

コラーゲンは腱の他に、骨、軟骨、皮膚などの組織の主要な力学的耐

性を担っているとされる [45]。現在、脊椎動物および高等無脊椎動物で

I 型から XXVIII 型の 28 種類のコラーゲンが知られている [67,72]。コ

ラーゲンは線維性タンパク質のひとつであり、生体内では多数の分子

が会合してコラーゲン細線維を形成している [67,72]。生体内でもっと

も多く存在している I 型コラーゲンは、線維を形成し、細胞周囲の環境

を形成する細胞外マトリクスの主成分である [67,72]。コラーゲン細線

維は他の細胞外マトリクス成分と相互に作用し、精密なマトリクス構

造を維持しながら細胞が接着する足場を提供している [67,72]。線維形

成コラーゲンは 3 本のα鎖と呼ばれるポリペプチドが水素結合によっ

て結合され、三重螺旋構造を形成している [9]。線維形成コラーゲンに

は、I、II、III、V、XI、XXIV、および XXVII 型コラーゲンが知られて

いる [9,67,72]。コラーゲンの三重螺旋ドメインは 1000 アミノ酸残基よ

り少し長く、各α鎖はグリシン -X-Y（X, Y は任意のアミノ酸）を繰り

返す特徴的な構造であり、X にはプロリン、Y には 4-ヒドロキシプロ

リンが結合することが多い [31,45]。電子顕微鏡で明瞭に観察できるコ

ラーゲン細線維は集まってコラーゲン線維に、コラーゲン線維は集ま

ってコラーゲン線維束に、コラーゲン線維束は集まって一次線維束を

形成するといったように、腱を構成するコラーゲンは複雑な階層構造

を形成する [47,63]。  

腱の張力に対応する構造として、クリンプが挙げられる。腱のコラー

ゲンは腱の長軸に対して平行に配列し、コラーゲン細線維のクリンプ

によって張力に対応している [21]。クリンプは光学顕微鏡で観察できる
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コラーゲン線維のジグザグ状のうねりで、電子顕微鏡を用いて 3 次元

的に観察すると螺旋状になっており、腱に張力がかかるとクリンプを

伸ばし対応する [5,46,63]。クリンプの角度は腱の種類によって異なる

ことも知られている [85]。  

腱に存在する細胞外マトリクスを構成する成分としてコラーゲンの

他にはエラスチン、無機物、糖タンパク質、グリコサミノグリカン (GAG)、

コアプロテインに GAG 鎖が付着したプロテオグリカン（PG）が挙げ

られる [63]。  

エラスチンは腱の乾燥重量の約 1～ 2 %を占める [32]。エラスチンは

細胞接着、細胞遊走、細胞シグナルの伝達の他に腱に弾性を与えると考

えられている [25,48]。無機物にはカルシウム、マンガン、銅などが分

類される [25]。  

GAG 鎖は、ヘキソサミン（グルコサミンもしくはガラクトサミン）

とウロン酸（グルクロン酸もしくはイズロン酸）またはガラクトースの

どちらかを含む反復二糖の繰り返し構造で構成される長鎖多糖である

[12]。硫酸化の程度によって、コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸、

ケラタン硫酸、ヘパリン、ヘパラン硫酸に分類され、唯一ヒアルロン酸

は硫酸化しない GAG 鎖として知られている [30,78]。コンドロイチン

硫酸はグルクロン酸と N-アセチルガラクトサミン、デルマタン硫酸は

イズロン酸と N-アセチルガラクトサミン、ケラタン硫酸はガラクトー

スと N-アセチルガラクトサミン、ヘパリンはイズロン酸とグルコサミ

ン、ヘパラン硫酸はグルクロン酸とグルコサミン、ヒアルロン酸はグル

クロン酸と N-アセチルグルコサミンで構成される [12]。  

PG にはバーシカン、アグリカン、パールカン、ビグリカン、ケラト

カン、デコリン、フィブロモジュリン、ルミカンなどが知られている

[42]。マトリクス型 PG は巨大集合型プロテオグリカン（LAP）とスモ

ールロイシンリッチプロテオグリカン（ SLRP）がある [43]。 SLRP は

様々な組織に存在し、主に腱や骨、角膜などの細胞外マトリクスのコラ
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ーゲンの形成に関連すると言われている [13,43]。腱でもっとも一般的

な SLRP はデコリンであり、腱に存在する PG の約 80%を占める [22,79]。

デコリンのコラーゲン細線維への付着はコラーゲン細線維の形成を調

節することが知られている [22,62]。 Zhang らは、デコリンをノックア

ウトしたマウスは不規則で直径の大きな輪郭のコラーゲン細線維を形

成することを明らかにしている [106]。さらに、デコリンをノックアウ

トしたマウスの腱は強度が低下することも明らかにしている [106]。他

の研究も、デコリンは腱の強度に影響を与えていることを示唆してい

る [75,76]。一般的にデコリンはデルマタン硫酸もしくはコンドロイチ

ン硫酸の GAG 鎖を持つ [10,44]。この側鎖は隣接するコラーゲン細線

維を囲みコラーゲン細線維同士を束ねており、3 次元的に「リングメッ

シュ」構造を構成している [99]。  

腱には主に腱細胞と腱由来の幹細胞の 2 つの細胞が存在し、腱細胞

は腱の総細胞数の 95%以上を占める [56,96]。腱細胞は特殊化した線維

芽細胞でコラーゲンを産生し、コラーゲン線維の長軸方向に整列して

いる [46,63]。コラーゲン線維に付着した腱細胞は腱の機械的負荷の変

化を認識する。腱細胞に機械的負荷がかかると、細胞骨格の変形、細胞

とマトリクスの相互作用が起こることが知られている [28,96]。これら

の機械的負荷に対する応答が腱の恒常性を維持するために不可欠であ

ることが知られているが、根本的なメカニズムは解明されていない [96]。 

腱が断裂した際に外科的に修復したとしても、本来の構造や機能を

完全には回復しないと言われている [1]。また、重症例に対して腱の移

植を行った場合でも、 35～ 95%の症例で再度断裂する可能性があると

いう報告もある [28]。これらは、腱の修復に瘢痕化が伴うことが原因で

あると考えられている [28]。このメカニズムは瘢痕化することにより、

腱のコラーゲン細線維の整列がくずれ、腱の強度が低下するためと言

われている [28]。腱細胞は組織にかかる張力を認識し細胞骨格の変形を

起こすことは知られているが、瘢痕化した組織でも同様に細胞骨格の
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変形を引き起こすことが知られている [28,96]。  

ウシの後肢の浅趾屈筋腱（ SDFT）は踵骨付近で浅趾屈筋から移行し、

中足骨の底側を通り、中足趾節関節の近くで第三趾と第四趾に向け分

岐し、第三趾と第四趾の中節骨底側面をつなぐ約 60cm の長い腱であ

る [90]。ウシは歩行時に第三趾（指）と第四趾（指）で接地する。その

際に第三趾（指）と第四趾（指）を開くように荷重がかかり、地面から

離れる際に荷重が解放される。このように第三趾（指）と第四趾（指）

が歩行時に開閉することによって血液循環を促すポンプ作用があると

考えられている。つまり、SDFT の分岐部には、筋側、第三趾、第四趾

からの張力のほかに、第三趾と第四趾を開く力も加わると考えられる。

これまで、腱のコラーゲン細線維などの超微形態を観察した報告はあ

るものの、腱分岐部を観察した報告は、我々の知る限りない。筋側と第

三趾と第四趾の 3 方向から張力のかかるウシ SDFT の分岐部の超微形

態の解析を行うことで、複数方向からの張力に対する腱組織の正常な

変化を理解できると考えた。  

そこで本論文はウシ SDFT のコラーゲン細線維、コラーゲン線維、

腱細胞、GAG 鎖の形態を観察し、腱分岐部の超微形態を明らかにし、

ウシ SDFT の力学的特徴を考察した。第Ⅰ章ではウシ SDFT の全域を

筋腱接合部、中足骨中央部、腱骨付着部付近の 3 つの部位に分け、肉

眼的観察、光学顕微鏡観察、透過型電子顕微鏡（TEM）観察を行い、各

部位の構造特性を比較した。第Ⅱ章では第Ⅰ章での 3 つの部位の GAG

鎖の形態を TEM 観察し、各部位の力学的特性を GAG 鎖の形態を基に

考察した。第Ⅰ章、第Ⅱ章での解析方法は、ウマの浅指屈筋腱で行われ

た研究の解析方法である [97,98]。  

第Ⅲ章では中足骨中央部と腱骨付着部付近の中間に存在する、腱分

岐部のコラーゲン線維の走行と腱細胞の形態を Array tomography 法

で 3 次元構築した。第Ⅳ章では第Ⅲ章で観察された交差して走行する

コラーゲン細線維の走行と交差して走行するコラーゲン細線維に付着
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する GAG 鎖を走査型透過電子顕微鏡（ STEM）  tomography 法で 3

次元構築した。   
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第Ⅰ章 ウシ浅趾屈筋腱の各部位の力学的特性 

 

1．序文  

 

腱は筋と骨をつなぐ運動器官で、筋で生じた力を骨に伝達し関節の

動きを可能にする [47]。腱細胞は特殊化した線維芽細胞であり、コラ

ーゲン細線維を産生し、産生したコラーゲン細線維と平行に整列して

いる [50,63]。そして、腱細胞は細胞質突起を伸ばし隣接する腱細胞の

細胞質突起と結合し、複数のコラーゲン細線維を束ね、コラーゲン線

維を規定する [46,63,86]。腱細胞はその形状から、翼細胞（winged 

cell）とも呼ばれる [59]。腱細胞が産生する細胞外マトリクス成分

は、線維成分と非線維成分に分けられる。線維成分にはコラーゲン、

エラスチンが含まれる。腱を構成する基本構成単位のコラーゲン細線

維は電子顕微鏡で明瞭に観察でき、腱の長軸方向に規則正しく配列

し、複雑な階層構造を形成している組織である [21,47,83]。このコラ

ーゲン細線維の直径は張力と関連があると考えられている [35,97]。非

線維成分は、水分、プロテオグリカン（PG）、グリコサミノグリカン

（GAG）、その他少量の無機分子で構成され、腱の重量の約 70%を占

める [23]。  

ウシ浅趾屈筋腱（ SDFT）は後肢の浅趾屈筋から中節骨をつなぐ腱で

ある。SDFT は踵骨隆起を覆うように踵骨腱帽を形成し、中足骨の底側

表面に沿って進み、中足趾節関節の近くで第三趾と第四趾に分かれ、最

終的に中節骨の底側面に付着する [33]。  

これまで有蹄類の浅指（趾）屈筋腱のコラーゲン細線維の直径分布

に関しての研究はウマの前肢の浅指屈筋腱を用いて多く行われてき

た。Parry らはウマの前肢の浅指屈筋腱を用いて加齢によるコラーゲ

ン細線維の直径分布の変化を明らかにした [65]。Watanabe らは、ウ

マの前肢の浅指屈筋腱を 3 つの部位に分けそれぞれの部位のコラーゲ
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ン細線維の直径分布を基に力学的特性を明らかにした [97]。これらの

報告は、腱のコラーゲン細線維の直径を含む微細構造は、腱の全長で

均一ではないことを示唆している。ウシの後肢の SDFT も同様に微細

構造は均一ではないと考えられる。  

本章では、ウシの後肢の SDFT のコラーゲン細線維直径分布を含

む、断面形状と直径、腱細胞の数、コラーゲン細線維の直径、密度、

水分を解析して正常な後肢の SDFT の基本構造の解明を目的とした。  
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2．材料と方法  

 

1）動物  

腱などの運動器疾患以外の主訴で本学獣医病理学ユニットに搬入さ

れ、譲渡されたホルスタイン種の雌ウシ 4 頭（ 3 歳 2 ヶ月齢、3 歳 5 ヶ

月齢、 3 歳 6 ヶ月齢、 6 歳 5 ヶ月齢）の右後肢を用いた。  

 

2）採材方法  

採材は酪農学園大学実験動物委員会の定める酪農学園大学動物実験

指針に基づいて行った。ウシをキシラジン（セラクタール；バイエル薬

品、東京）（ 0.2 mg/kg、 i .m.）で鎮静後、ペントバルビタール（ソムノ

ペンチル；共立製薬、東京）（ 20 mg/kg、i .v.）で麻酔導入し、スキサメ

トニウム（スキサメトニウム注；アステラス製薬、東京）（ 0.2 mg/kg、

i .v.）で呼吸停止し、安楽殺を行った。その後、右後肢の SDFT 全体を

直ちに採取した。その後、SDFT 全体の外観を観察し、周囲の脂肪と腱

周膜を除去した。次に、SDFT を筋腱接合部、中足骨中央部、腱骨付着

部付近の 3 つの領域に区分した。腱の長軸に対して垂直方向に厚さ約

1 cm の試料をスライス状に採取し、 3.0%グルタールアルデヒド／ 0.1 

M リン酸緩衝液（ pH 7.4）に浸漬した。水分含有量測定用として上記

の 3 つの部位から同様の試料を採取し、直ちに測定を行った。  

 

3）肉眼観察  

横断面積測定  

浸漬固定した試料をデジタルカメラで撮影し、画像解析ソフト

Image J（ version 1.45s；National Institutes of Health、

Bethesda、MD、アメリカ）で横断面積を測定した。   
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4）光学顕微鏡および透過型電子顕微鏡（TEM）観察  

浸漬固定した各部位の中心部から 0.5 × 0.5 × 5 mm のサイズに細切

し、再度 3.0%グルタールアルデヒド／ 0.1 M リン酸緩衝液（ pH 7.4）

に一晩 4℃で浸漬した。 0.1 M リン酸緩衝液で洗浄後、 1.0%四酸化オ

スミウム溶液に室温 60 分で後固定した。蒸留水で洗浄後、定法に従

いエタノール系列で脱水し、QY-1 による置換を行い、エポキシ樹脂

（Quetol  812；日新 EM、東京）に包埋し、 60℃で熱重合した。重合

後ガラスナイフを装着したウルトラミクロトーム（ JUM-7；日本電

子、東京）を用いて厚さ約 1 µm の準超薄切片を、ダイヤモンドナイ

フ（ ultra 45°；DiATOME、Nidau、スイス）を装着して厚さ約 100 

nm の超薄切片を作製した。  

超薄切片は 200 メッシュの銅グリッド（F-200；日新 EM）に回収

した。観察視野のコラーゲン細線維のコントラストを高めるために、

グリッドを 0.2%タンニン酸／ 10%エタノール水溶液にて 15 分媒染し

た。さらに 1%酢酸ウラン液で 5 分、クエン酸鉛液で 10 秒電子染色し

た。観察は TEM（ JEM-1220；日本電子）を用いた。  

 

腱細胞数測定  

準超薄切片を 1%トルイジンブルー液で染色し、光学顕微鏡

（BX53；OLYMPUS、東京）で観察および顕微鏡用デジタルカメラ

（DP26；OLYMPUS）で撮像した。 50 µm 四方（ 2.5 × 103  µm2）当

たりの腱細胞数は、得られた像から Image J を用いて測定した。  

 

コラーゲン細線維直径測定  

電子顕微鏡観察下で 10 箇所をランダムに選び、各像より 100 本の

コラーゲン細線維を測定した（ 1,000 本／ 1 検体）。直径 100 nm 以下

の細いコラーゲン細線維の割合と、直径 200 nm 以上の太いコラーゲ

ン細線維の割合を算出した。コラーゲン細線維の直径分布を階級幅 20 
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nm のヒストグラムを作製した。また、直径の四分位数を算出し、最

小値、第 1 四分位数、第 2 四分位数、第 3 四分位数、最大値の五数要

約の形で表した。第 2 四分位数は中央値を意味する。  

 

CFI 測定  

腱の張力に対する強度にコラーゲン細線維が与える影響を定量的に

表すため、単位面積当たりのコラーゲン細線維の占める割合（CFI）

を用いた。CFI は単位面積当たりのコラーゲン細線維の占める割合を

示す [77]。CFI は TEM 観察下で 3 箇所をランダムに選び、各像の

500 nm 四方（ 2.5 × 105  nm2）当たりのコラーゲン細線維の面積を

Image J を用いて測定した。  

 

5）水分含有量測定  

各部位の水分含有量は採材後直ちに、加熱乾燥型水分計（ML-50；

A＆D、東京）で測定した。  

 

6）統計分析  

数値データは、平均値  ±  標準偏差で表記した。腱細胞数はノンパ

ラメトリック Steel  Dwass 法で、他の形態測定結果は、一元配置分散

分析によって検証した。Tukey 多重比較を適用して部位間の差異を決

定した。すべて検定は統計ソフト（R、Version 3.31；R Foundation 

for Statistical  Computing、Vienna、オーストリア）で行い、統計的

有意性は p < 0.05 で判定した。   
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3．結果  

 

1）肉眼観察  

腱周囲の結合組織や脂肪を除去し、 SDFT 全体を観察した（図 1a）。

次に、各部位の横断面形状を観察したところ、筋腱接合部は楕円状、中

足骨中央部でコンマ型、腱骨付着部付近で中空構造であった（図 1b-d）。

SDFT の横断面積は筋腱接合部で 129.9 ± 8.85 mm2、中足骨中央部で

98.2 ± 11.97 mm2、腱骨付着部付近で 144.7 ± 18.83 mm2 であり、筋

腱接合部の横断面積は中足骨中央部のそれより有意に高く、中足骨中

央部の横断面積は腱骨付着部付近のそれより有意に低かった（ p < 

0.05）。  

 

2）光学顕微鏡観察  

腱細胞は一様に分布していた（図 2）。矢印で示した腱細胞の核は細

胞質の大半を占めていた。各腱細胞は矢頭で示した細胞質突起を様々

な方向に伸ばしていた。 2.5 × 103  µm2 当たりの腱細胞数は、筋腱接合

部では 5.2 ± 0.39 個、中足骨中央部では 6.3 ± 0.26 個、腱骨付着部付

近では 10.0 ± 0.25 個と近位から遠位に向かうにつれて増加することが

明らかとなった（表 1）。 3 部位のそれぞれで p < 0.0001 で有意差が確

認された。  

 

3）TEM 観察  

コラーゲン細線維直径測定  

各部位の TEM 像では、コラーゲン細線維を明瞭に観察することがで

きた。各部位とも太いコラーゲン細線維の間に細いコラーゲン細線維

が存在し隙間を埋めているようであった（図 3）。  

3 つの部位のコラーゲン細線維の直径分布は図 4 に示した。コラー

ゲン細線維の直径は筋腱接合部で 0～ 320 nm、中足骨中央部では 0～
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280 nm、腱骨付着部付近では 0～ 300 nm の範囲に分布していた（図 4、

表 1）。各部位のコラーゲン細線維直径のピークは、筋腱接合部で 60～

80 nm、残りの 2 部位は 40～ 60 nm の範囲に存在していた（図 4）。直

径 100 nm 以下のコラーゲン細線維の割合は、筋腱接合部では 34.2%

だったが、腱骨付着部付近で 67.0%まで増加した。一方で 200 nm 以上

のコラーゲン細線維の割合は筋腱接合部では 23.3%だったが、腱骨付

着部付近では 8.4%に減少した。各部位のコラーゲン細線維直径の最小

値、第 1 四分位数から第 3 四分位数、最大値を算出し、表 1 にまとめ

た。筋腱接合部と腱骨付着部付近の第 1 四分位数と第 2 四分位数（中

央値）の間に有意な差が見られた（ p < 0.05）。  

 

CFI 測定  

コラーゲン細線維密度の指標である CFI を平均  ± 標準偏差で示し

た。筋腱接合部では 81.8 ± 3.12%で、中足骨中央部では 75.3 ± 1.70%

で、腱骨付着部付近では 73.1 ± 3.90%と筋腱接合部から腱骨付着部付

近へ CFI の減少が見られた。筋腱接合部は腱骨付着部付近より有意に

CFI が高かった（表 1）（ p < 0.05）。  

 

4）水分含有量  

水分含有量は、筋腱接合部で 57.8 ± 2.98%、中足骨中央部で 63.1 ± 

0.30%、腱骨付着部付近で 65.9 ± 2.36%で近位から遠位に向かうにつ

れて増加していた（表 1）。筋腱接合部は、腱骨付着部付近より有意に

水分含有量が少なかった（ p < 0.05）。   
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図 1 ウシ浅趾屈筋腱（ SDFT）の肉眼観察像。  

a.  全体像。Bar = 10 cm 

b.  筋腱接合部。楕円形を呈する。Bar = 1 cm 

c.  中足骨中央部。コンマ型を呈する。Bar = 1 cm 

d.  腱骨付着部付近。深趾屈筋腱を通すため、中空構造を呈する。  

Bar = 1 cm  



16 
 

 

図 2 筋腱接合部（ a）、中足骨中央部（ b）、腱骨付着部付近（ c）の腱

細胞の光学顕微鏡観察像。細胞質に明瞭な核（矢印）を有し、細

胞質突起（矢頭）を有する腱細胞が観察できる。Bars = 20 µm 
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図 3 筋腱接合部（ a）、中足骨中央部（ b）、腱骨付着部付近（ c）のコ

ラーゲン細線維の横断面の透過型電子顕微鏡（ TEM）像。各部位

とも太いコラーゲン細線維の間に細いコラーゲン細線維が隙間を

埋めるように存在している。Bars = 200 nm 
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図 4 筋腱接合部（ a）、中足骨中央部（ b）、腱骨付着部付近（ c）のコ

ラーゲン細線維直径分布を示したヒストグラム。各部位には異な

る直径のコラーゲン細線維が存在する。筋腱接合部は直径 200 

nm 以上のコラーゲン細線維が多く存在し、腱骨付着部付近では

100 nm 以下のコラーゲン細線維が多く存在する。中足骨中央部

は両者の中間のような分布を示す。  
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4．考察  

 

Kannus は、一般的な動物の腱は筋腱接合部から腱骨付着部にかけて、

扁平から円筒形、扇形、リボン形と様々に形状を変化させていくことを

報告している [47]。また、Watanabe らは、ウマの前肢の浅指屈筋腱の

各部位の横断面形状は、筋腱接合部から腱骨付着部で並走する深指屈

筋腱や中手骨との関係によって変化することを明らかにしている [97]。

今回の結果では、ウシ SDFT の横断面形状は筋腱接合部で楕円形、中

足骨中央部でコンマ型、腱骨付着部付近で中空構造と変化していた。筋

腱接合部は浅趾屈筋の形状を反映して楕円形を呈しており、中足骨中

央部は、背側に深趾屈筋腱が走行するためコンマ型を呈しており、腱骨

付着部付近の形状は中空構造を呈していた。深趾屈筋腱の走行は、腱骨

付着部付近で SDFT の背側から底側に変化するため、腱骨付着部付近

では、横断面形状の丸い深趾屈筋腱の形状を反映した丸い中空構造を

呈している。このような形状の違いは、腱の各部分にかかる負荷が異な

ること、周囲の解剖学的形状を反映することに起因すると言われてい

る [57]。よって、各部位の横断面形状は周囲の解剖学的特徴を反映して

いると考えられる。  

筋腱接合部と腱骨付着部付近の横断面積は中足骨中央部の横断面積

より大きかった。各部位の横断面形状は周囲の解剖学的特徴を反映し

ているため、筋腱接合部は浅趾屈筋からの移行部であり、浅趾屈筋の遠

位側の横断面積に近似すると考えられえる。中足骨中央部では背側に

並走する深趾屈筋腱が存在するためコンマ型となり、横断面積が減少

すると考えられる。そして、腱骨付着部付近は基節骨に付着し、筋の収

縮力を効率よく骨に伝達するため、横断面積が大きくなっていると考

えられる。  

各部位のコラーゲン細線維の直径分布は、筋腱接合部から腱骨付着

部付近にかけて、100 nm 以下のコラーゲン細線維の割合は増加してお
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り、反対に 200 nm 以上のコラーゲン細線維は減少していた。四分位数

の結果は第 1 四分位数と第 2 四分位数で有意に筋腱接合部が太いこと

を示し、筋腱接合部に太い線維が多く、腱骨付着部付近に細いコラーゲ

ン細線維が多く存在することが明らかとなった。  

Stauber らと Dowling らは、コラーゲン細線維は腱の張力に抵抗す

る重要な基本構成単位であり、コラーゲン細線維の直径分布は腱の機

械的特性に関連すると報告している [23,87]。さらに Parry らは、成熟

した異なる直径のコラーゲン細線維は直径約 100 nm 以下の「細い」コ

ラーゲン細線維と直径約 200 nm 以上の「太い」コラーゲン細線維に分

けられると報告している [64,65]。Smith らは、「太い」コラーゲン細線

維は張力に対応するのに適した構造であることを、「細い」コラーゲン

細線維は屈曲、横方向からの圧縮に対応するのに適した構造であるこ

とを明らかにしている [84]。これらのことから、太いコラーゲン細線維

を多く含む筋腱接合部は張力に対応するのに適した剛性を有する構造

であること、反対に細いコラーゲン細線維を多く含む腱骨付着部付近

は横方向や圧縮方向の力に対応するのに適した弾性を有する構造であ

ることが明らかになった。中足骨中央部は筋腱接合部と腱骨付着部付

近の両者の中間で移行部のような構造であることが明らかとなった。  

一方でウマの浅指屈筋腱のコラーゲン細線維の直径分布の部位差は

今回のウシ SDFT の結果と異なる。Watanabe らは、ウマの浅指屈筋腱

の筋腱接合部は細いコラーゲン細線維が多く分布し、弾性を持つこと、

腱骨付着部は太いコラーゲン細線維が多く分布し、剛性を持つことを

明らかにしている [97]。  

この違いは、前肢の浅指屈筋腱と後肢の SDFT の違いに起因すると

考えた。前肢の浅指屈筋腱の作用は手根関節、指関節を曲げることであ

り、後肢の SDFT の作用は足根関節を伸ばし、趾関節を屈することで

ある。このように前肢の浅指屈筋腱と後肢の SDFT で解剖学的作用が

異なる。さらにウシの後肢 SDFT は踵骨隆起で踵骨腱帽という構造を
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とり、左右への滑りを防いでいると考えられる。筋腱接合部には浅趾屈

筋からの張力と足根関節を伸ばす作用により、腱の長軸方向に張力が

かかっていると考えられる。よって、筋腱接合部には太いコラーゲン細

線維が多く存在していたと示唆される。腱骨付着部付近は中足趾節関

節の底側に存在しており、腱骨付着部付近には関節の動きに伴い、屈曲

の力がかかっていると考えられる。よって腱骨付着部付近には細いコ

ラーゲン細線維が多く存在していたと示唆された。以上のことから、各

部位間でコラーゲン細線維直径の分布範囲に大きな変化はなかったが、

ヒストグラムのピークに差が見られた。コラーゲン細線維直径の分布

の違いはそれぞれの部位の解剖学的特徴を反映していると考察する。  

CFI は筋腱接合部から腱骨付着部付近へ向かうにつれ減少をしてい

た。CFI は単位面積当たりのコラーゲン細線維が占める割合、つまり、

コラーゲン細線維の密度を示す値である [77]。Woo は CFI と腱の張力

に対する強度に相関があることを報告している [101,102]。つまり CFI

の高い筋腱接合部は腱骨付着部付近より張力に対して強度が高いこと

を意味する。これは、コラーゲン細線維直径の結果をより強固なものに

するものであることが明らかとなった。  

単位面積当たりの腱細胞数は筋腱接合部から腱骨付着部付近に向か

うにつれて、増加していた。腱細胞は細胞外マトリクスを産生する

[50,63]。この細胞外マトリクスには線維成分と非線維成分に分けられ

る。線維成分はコラーゲンやエラスチンが含まれる [47,63]。非線維成

分は水分、GAG が含まれる [15,47]。これらを産生する腱細胞の数が多

いほど、産生される細胞外マトリクスの量は多いと考えられる。ウシ

SDFT では、腱細胞数が少ない筋腱接合部では水分含有量は少なく、腱

細胞数が多い腱骨付着部付近では水分含有量は多いという結果であり、

細胞外マトリクスの量は腱細胞数と関連があることを示唆した。  

Rumain らはヒツジの腱を用いて、CFI の低下と水分含有量の増加に

は関係性があることを明らかにしている [77]。CFI が低いということ
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は、間質が多いために細胞外マトリクスの非線維成分の水分が多く存

在することを意味する。さらに Kannus は、腱の水分は GAG 鎖を含む

コラーゲン細線維を取り囲む小分子と結合することを明らかにしてい

る [47]。この報告は、我々の CFI と水分含有量の関係、腱細胞数と水

分含有量の関係を説明することができる。加えて、GAG 鎖と結合した

水分は水和ゲルを構成し、腱にかかる圧縮力への抵抗性を高めること

も明らかにしている [47]。よって CFI が低く、腱細胞数と水分含有量

の多い腱骨付着部付近は GAG によって水分を保持して、圧縮の力に抵

抗していることが明らかとなった。   
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5．小括  

 

本章では、ウシ SDFT の各部位の横断面形状、横断面積を肉眼観察

で、単位面積当たりの腱細胞数を光学顕微鏡観察で、コラーゲン細線維

の直径、CFI を TEM 観察で、また各部位の水分含有量を測定し、各部

位の形態学的特徴を比較し、各部位の力学的特性を考察した。  

横断面形状は各部位で異なる形状であった。横断面積は筋腱接合部

と腱骨付着部付近で大きかった。横断面形状、横断面積はどちらも各部

位の周囲の構造を反映していた。単位面積当たりの腱細胞数は筋腱接

合部から腱骨付着部付近に向かうにつれて増加していた。コラーゲン

細線維直径は筋腱接合部から腱骨付着部付近にかけて細いコラーゲン

細線維が増加し、反対に太いコラーゲン細線維が減少していた。CFI は

筋腱接合部から腱骨付着部付近に向かうにつれて減少していた。水分

含有量は筋腱接合部から腱骨付着部付近に向かうにつれて増加してい

た。単位面積当たりの腱細胞数、CFI、水分含有量の結果は関連がある

ことも明らかとなった。横断面積を除く全ての測定項目も中足骨中央

部は両者の移行部であることを示唆する結果であった。  

以上のことから、筋腱接合部は張力に対応する構造であり、腱骨付着

部付近は屈曲の力に対応する構造であることが示唆された。よって、ウ

シ SDFT は部位ごとに形態学的特徴が異なり、力学的特性も異なるこ

とが明らかとなった。   



25 
 

第Ⅱ章 ウシ浅趾屈筋腱の各部位のグリコサミノグリカン鎖の 

超微形態  

 

1．序文  

 

腱細胞が産生する細胞外マトリクス成分は、線維成分と非線維成分

に分類される。線維成分の基本構成単位はコラーゲン細線維であり、

張力の負荷に耐える構造をなしている。第Ⅰ章では、ウシ浅趾屈筋腱

（ SDFT）は各部位によって、コラーゲン細線維直径の分布が異な

り、力学的特性が異なることを形態学的に明らかにした。さらに部位

によっても水分含有量が異なることを明らかにした。非線維成分は水

分、プロテオグリカン（PG）、グリコサミノグリカン（GAG）、その

他少量の無機分子で構成される [15,63]。その中でも第Ⅰ章では非線維

成分に含まれる水分含有量を明らかにしている。本章ではコラーゲン

細線維の直径分布に影響を与えると言われている GAG に着目をし

た。  

PG は、基本的にコアプロテインの特定部位に 1 つ以上の GAG 鎖が

共有結合で高度に糖付加された糖タンパク質である [44,105]。マトリ

クス型 PG のひとつのスモールロイシンリッチプロテオグリカン

（ SLRP）のうち、成熟した腱の SLRP はデコリン、フィブロモジュ

リン、ルミカンなどが存在し、これらはコラーゲン細線維の直径変化

に関連があると言われている [19,74,82,88]。腱に存在する SLRP の中

で最も多いのがデコリンであり、腱の総 SLRP の約 80%を占める

[22,79]。いくつかの研究によると、デコリンのコアプロテインは 67 

nm 間隔に存在するコラーゲン細線維に存在する D-バンドに非共有結

合で結合すると明らかになっている [70,81,94,103]。Hedbom らは、

デコリンとフィブロモジュリンはどちらもコラーゲン細線維の D-バン

ドに付着するが、D-バンドの異なる部位に付着し相互に干渉しないこ
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とを明らかにしている [34]。Robinson らは、デコリンノックアウトマ

ウスの膝蓋腱を用い、デコリン非存在下ではコラーゲン細線維の直径

は増加するが、コラーゲン細線維密度は低下することを明らかにした

[74]。成熟した腱に存在するデコリンの GAG 鎖はデルマタン硫酸で

あり、GAG 鎖は隣接するコラーゲン細線維の D-バンド同士をつなぐ

ように配置している [80,82]。  

Kuwaba らは、創傷皮膚ではデコリンの GAG 鎖が長くなり、コラ

ーゲン細線維間距離が伸張して、創傷治癒過程のコラーゲン細線維の

配列を整えていると報告している [55]。これは、GAG 鎖の長さはコラ

ーゲン細線維間の距離を反映することを意味する。Watanabe らは、

ウマの浅指屈筋腱の筋腱接合部では、張力によってコラーゲン細線維

がずれることで、GAG 鎖がコラーゲン細線維に対して斜めに付着す

ることを明らかにした [14]。これは、GAG 鎖の角度は張力によるコラ

ーゲン細線維同士の「ずれ」の程度を反映することを意味する。  

第Ⅰ章では、ウシ SDFT は各部位によってかかる張力が異なり、コ

ラーゲン細線維の密度が異なることを明らかにしている。この事実よ

り、各部位の GAG 鎖も各部位にかかる張力に対応し、コラーゲン細

線維の形態を反映して各部位で長さおよび角度に違いが見られると考

えた。  

本章では、ウシの後肢の SDFT の各部位の GAG 鎖の形態を解析

し、第Ⅰ章で明らかにした各部位の力学的特性との関係を考察するこ

とを目的とした。   
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2．材料と方法  

 

1）動物  

腱などの運動器疾患以外の主訴で本学獣医病理学ユニットに搬入さ

れ、譲渡されたホルスタイン種の雌ウシ 3 頭（ 3 歳 2 ヶ月齢、 3 歳 5

ヶ月齢、 3 歳 6 ヶ月齢）の右後肢を用いた。これらは第Ⅰ章で用いた

ウシと同じである。  

 

2）採材方法  

第Ⅰ章の採材の際に右後肢の SDFT の筋腱接合部、中足骨中央部、

腱骨付着部付近を同時に採材した。  

 

3）透過型電子顕微鏡（TEM）観察  

GAG 鎖を観察するために TEM 観察を行った。GAG 鎖を特異的に

染色するため、キュプロメロニックブルーを用い、キュプロメロニッ

クブルー染色液（ 0.05%[w/v]キュプロメロニックブルー（生化学工

業、東京）、 0.1 M 塩化マグネシウム、 3.0%グルタールアルデヒド／

25 mM 酢酸ナトリウム緩衝液 [pH 5.8]）に浸漬した。固定および染色

は Watanabe らの方法に従った [99]。浸漬固定していた試料を細切

し、キュプロメロニックブルー染色液に浸漬し、 5 日間 4℃で固定お

よび染色を行った。固定、染色した試料を 0.1 M 塩化マグネシウム／

25 mM 酢酸ナトリウム緩衝液で洗浄後、 34 mM タングステン酸ナト

リウム水溶液に 1 時間室温で浸漬した後、 34 mM タングステン酸ナ

トリウム／ 50%エタノールで洗浄および脱水を行った。その後、定法

に従いエタノール系列で脱水し、QY-1 による置換を行い、エポキシ

樹脂（Quetol  812；日新 EM、東京）に包埋し、 60℃で熱重合した。

重合後ウルトラミクロトーム（ JUM-7；日本電子、東京）にダイヤモ
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ンドナイフ（ ultra 45°；DiATOME、Nidau、スイス）を装着し、厚

さ約 100 nm の超薄切片を作製した。  

超薄切片は 200 メッシュの銅グリッド（F-200；日新 EM）に回収

した。 1%酢酸ウラン液で 10 分、クエン酸鉛液で 5 分電子染色した。

観察は TEM（HT7700；日立ハイテクノロジーズ、東京）を用いた。  

電子顕微鏡観察下で 3 箇所のコラーゲン細線維の横断像をランダム

に選び、各像より隣接するコラーゲン細線維間を結ぶように存在する

5 本の GAG 鎖の長さを測定した（図 5a）。電子顕微鏡観察下で 3 箇所

のコラーゲン細線維の縦断像をランダムに選び、各像より隣接するコ

ラーゲン細線維間に連続して存在する 5 本の GAG 鎖から GAG 鎖の角

度を測定した（図 5b）。  

GAG 鎖の長さ、角度の測定には全て Image J（ version 1.45s；

National Institutes of Health、Bethesda、MD、アメリカ）を用い

て測定した。  

 

4）統計分析  

数値データは、平均値  ±  標準偏差で表記した。結果は、一元配置

分散分析によって検証した。平均の Tukey 多重比較を適用して部位間

の差異を決定した。すべて検定は統計ソフト（R、Version 3.31；R 

Foundation for Statistical  Computing、Vienna、オーストリア）で

行い、統計的有意性は p < 0.05 で判定した。   
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図 5 グリコサミノグリカン（GAG）鎖の長さと角度の測定方法。

GAG 鎖を黒い直線で、コラーゲン細線維を青い構造物で、コラー

ゲン細線維の D-バンドを黄色い線で示している。  

a.  GAG 鎖の長さの測定方法。コラーゲン細線維の横断像より測定を

行う。破線間の赤い両矢印の長さを測定した。  

b.  GAG 鎖の角度の測定方法。コラーゲン細線維の縦断像より計測を

行う。コラーゲン細線維と GAG 鎖の間の角度のうち、赤い実線で

示した 0°以上 90°未満の角度を GAG 鎖の角度として採用した。  
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3．結果  

 

キュプロメロニックブルー染色を用いて、GAG 鎖を可視化した

（図 6、 7）。コラーゲン細線維の横断像では、コラーゲン細線維同士

を結ぶように存在する GAG 鎖が観察された。GAG 鎖は直線状に存在

しており、隣接するコラーゲン細線維を結んでいた。一部の GAG 鎖

は隣接するコラーゲン細線維を最短距離で結んでいた。一方でコラー

ゲン細線維に沿って巻き付くように存在する GAG 鎖が観察された。

巻き付くように存在する GAG 鎖は 1 つの GAG 鎖ではなく、数本でコ

ラーゲン細線維に巻き付いていた（図 6）。コラーゲン細線維の横断像

で隣り合うコラーゲン細線維を結ぶように存在する GAG 鎖の長さを

測定した。GAG 鎖の長さは筋腱接合部では 19.5 ± 1.09 nm、中足骨

中央部で 30.3 ± 3.69 nm、腱骨付着部付近では 39.5 ± 6.29 nm であ

り、筋腱接合部から腱骨付着部付近に向かうにつれて増加していた

（表 2）。GAG 鎖の長さは、筋腱接合部は腱骨付着部付近より有意に

短かった（ p < 0.05）。  

コラーゲン細線維の縦断像では、ほとんどの GAG 鎖はコラーゲン

細線維の D-バンドの部分に一定間隔で存在していた（図 7）。コラー

ゲン細線維の縦断像から GAG 鎖とコラーゲン細線維との角度を測定

した。GAG 鎖の角度は筋腱接合部で 49.9 ± 1.64°、中足骨中央部で

63.5 ± 1.75°、腱骨付着部付近で 75.3 ± 1.78°であり、筋腱接合部から

腱骨付着部付近に向かうにつれてコラーゲン細線維に対して垂直に近

くなるように配置していた（図 7、表 2）。GAG 鎖の角度は 3 つの部

位すべてに有意な差が見られた（ p < 0.05）。  

  



31 
 

 

図 6 筋腱接合部（ a）、中足骨中央部（ b）、腱骨付着部付近（ c）のコ

ラーゲン細線維の横断像およびグリコサミノグリカン（GAG）鎖

のキュプロメロニックブルー染色を行った透過型電子顕微鏡

（TEM）像。コラーゲン細線維間を結ぶ GAG 鎖（矢頭）やコラ

ーゲン細線維に巻き付くような GAG 鎖（矢印）が観察される。

Bars = 200 nm 
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図 7 筋腱接合部（ a）、中足骨中央部（ b）、腱骨付着部付近（ c）のコ

ラーゲン細線維の縦断像およびグリコサミノグリカン（GAG）鎖

のキュプロメロニックブルー染色を行った透過型電子顕微鏡

（TEM）像。コラーゲン細線維に等間隔で付着する GAG 鎖（矢

頭）が観察される。Bars = 200 nm 
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表 2 浅趾屈筋腱（ SDFT）の各部位のグリコサミノグリカン（GAG）

鎖の形態学的比較  

a , b , cは p < 0.05 で異符号間に有意な差を示す。  

A , B , Cは p < 0.0001 で異符号間に有意な差を示す。   
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4．考察  

 

ウシ SDFT の各部位の GAG 鎖の長さは、筋腱接合部から腱骨付着

部付近に向かうにつれて増加することが明らかとなった。Kuwaba ら

は、皮膚の創傷治癒過程において、コラーゲン細線維間距離の増加が

見られ、それに伴い GAG 鎖は長くなることを報告している [55]。つ

まり、GAG 鎖の長さの増加とコラーゲン細線維間距離には正の相関

関係があると考えられる。コラーゲン細線維間距離の増加はコラーゲ

ン細線維密度の低下につながり、単位面積当たりのコラーゲン細線維

の占める割合（CFI）の低下となる。第Ⅰ章で明らかとなった CFI の

高い筋腱接合部で GAG 鎖の長さは短く、反対に CFI の低い腱骨付着

部付近で GAG 鎖の長さは長くなっていたことから、本章での形態学

的な結果は Kuwaba らの報告に沿った結果であった。  

第Ⅰ章で明らかにした各部位の水分含有量と、本章で明らかにした

GAG 鎖の長さにも関連があると考えられる。Kannus は、GAG 鎖は

水分と結合して水和ゲルを形成し、腱にかかる圧縮力への抵抗性を高

めると明らかにしている [47]。よって、水分含有量の多い腱骨付着部

付近は長い GAG 鎖が存在し、多くの水和ゲルを形成し圧縮に耐える

部位であることがより強固に明らかとなった。そして中足骨中央部で

の GAG 鎖の長さは筋腱接合部と腱骨付着部付近の中間の長さであ

り、第Ⅰ章で明らかにしたコラーゲン細線維直径、CFI の結果とあわ

せ、中足骨中央部は筋腱接合部と腱骨付着部付近の移行部のような部

位であることが明らかとなった。  

GAG 鎖はコラーゲン細線維の D-バンド同士をつないでいた。これま

でに、GAG 鎖はコラーゲン細線維の D-バンドに PG のコアプロテイン

を介して配置されると知られている [69,73,82]。今回コラーゲン細線維

の D-バンドの部位に付着する GAG 鎖が観察されたことは過去の報告
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に沿ったものであった [69,73,82]。そして GAG 鎖は、筋腱接合部でコ

ラーゲン細線維に対し斜めに付着し、腱骨付着部付近ではコラーゲン

細線維に対して垂直に近い角度で付着していた。中足骨中央部では両

者の中間の角度でコラーゲン細線維に付着していた。  

GAG 鎖の作用については様々な報告がある。Redaell i らは、GAG 鎖

は隣接するコラーゲン細線維に力を伝達すると報告している [70]。一方

で Fessel らと Snedeker らは、GAG 鎖はコラーゲン細線維の機械的架

橋ではなく、コラーゲン細線維の滑りを良くするために存在している

と報告している [27,73]。さらに Fessel らは、コンドロイチナーゼによ

り GAG 鎖を消化した後の引っ張り試験で、腱の張力への抵抗に GAG

鎖は関与しないと報告している [27]。  

張力の多くかかる筋腱接合部は、他の部位と比較して GAG 鎖が短か

った。GAG 鎖はコラーゲン細線維同士の力の伝達を行い、張力のかか

る筋腱接合部での力の伝達のロスを少なくするために GAG 鎖が短く

なっていると考えられる。一方で、各部位の GAG 鎖はコラーゲン細線

維の滑りを良くするためにコラーゲン細線維間を埋めているとも考え

られる。しかし、GAG 鎖はコラーゲン細線維の滑りを良くするために

存在しているという考察では、各部位の GAG 鎖の角度に差が見られる

ことを説明できない。Watanabe らは、ウマの浅指屈筋腱の筋腱接合部

に存在する GAG 鎖は筋腱接合部が受ける張力を反映して、コラーゲン

細線維に対して斜めに配置することを明らかにしている [98]。この報告

によって、張力が多くかかりコラーゲン細線維の「ずれ」が大きい筋腱

接合部では、GAG 鎖の角度が大きかったと説明できる。よって、今回

の結果は、Redaell i らと、Fessel らおよび Snedeker らの両者の報告
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を支持できる結果となった。  

ウシ SDFT の筋腱接合部には太いコラーゲン細線維が多く存在し、

張力のかかる部位であることを第Ⅰ章で明らかにしている。よって、

筋腱接合部で GAG 鎖の角度が小さかったことは、筋腱接合部にかか

る張力により、コラーゲン細線維の「ずれ」が大きかったためである

と考えられる。反対に、腱骨付着部付近には多くの細いコラーゲン細

線維が存在し、圧縮の力がかかることを第Ⅰ章で明らかにしている。

この部位では、張力によるコラーゲン細線維の「ずれ」が少ないた

め、コラーゲン細線維に対して垂直に近く GAG 鎖の角度は大きかっ

たと考えられる。そして、中足骨中央部での GAG 鎖の角度は筋腱接

合部と腱骨付着部付近の中間の長さであり、第Ⅰ章で明らかにしたコ

ラーゲン細線維直径、CFI の結果とあわせ、中足骨中央部は筋腱接合

部と腱骨付着部付近の移行部のような部位であることが明らかとなっ

た。   
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5．小括  

 

本章では、ウシ SDFT の各部位のコラーゲン細線維の D-バンドに

付着する GAG 鎖の長さと角度を観察するために、GAG 鎖をキュプロ

メロニックブルーで染色し TEM で観察した。  

GAG 鎖の長さは筋腱接合部で短く、腱骨付着部付近に向かうにつ

れて長くなっていた。GAG 鎖の角度は筋腱接合部でコラーゲン細線

維に対して斜めに配置していた。腱骨付着部付近に向かうにつれてコ

ラーゲン細線維に対して垂直に近い角度で配置していた。中足骨中央

部は GAG 鎖の長さも角度も筋腱接合部と腱骨付着部付近の移行部の

ような部位であると明らかとなった。  

GAG 鎖の長さ、角度は第Ⅰ章で明らかにした各部位の力学的特性

を裏付けるものとなった。このことから、ウシ SDFT の各部位の

GAG 鎖の長さ、角度を測定することで、その部位のコラーゲン細線

維の直径や CFI などから得られる力学的特性を支持できる可能性を示

唆した。   
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第Ⅲ章 ウシ浅趾屈筋腱分岐部の力学的特性 

 

1．序文  

 

腱を構成する基本構成単位のコラーゲン細線維は腱の長軸に対して

平行に配列し、電子顕微鏡で明瞭に観察できる [5,21]。コラーゲン細線

維は集まってコラーゲン線維に、コラーゲン線維は集まってコラーゲ

ン線維束に、コラーゲン線維束は集まって一次線維束を形成するとい

ったように、複雑な階層構造を形成する [5,21]。  

クリンプ構造は光学顕微鏡で観察できるコラーゲン線維のジグザグ

状のうねりで、電子顕微鏡を用いて 3 次元的に観察すると螺旋状にな

っている [5,46,63]。腱の張力に対して始めにコラーゲン線維のクリン

プを伸ばして対応すると言われている [29,68]。 Frantzl らはラットの

尾腱に張力をかけた際に D-バンドの伸長を観察し、コラーゲン分子の

3 重螺旋構造の伸びや「ずれ」によって張力に対応することを報告して

いる [29]。これは、コラーゲン細線維の伸びや「ずれ」によって張力に

対応することを意味する。また、コラーゲン細線維の直径も張力と関連

がある。太いコラーゲン細線維が多く分布するほど張力に対する強度

が増加し、細いコラーゲン細線維が多いほど弾性を持つことが明らか

になっている [35,97]。コラーゲン細線維の張力に対応する構造として

第Ⅰ章ではコラーゲン細線維の直径について議論した。コラーゲン細

線維を産生する腱細胞は特殊化した線維芽細胞であり、腱の長軸と平

行に整列している [47,50]。腱細胞は細胞質突起を持ち、ギャップ結合

と固定結合で隣接細胞の細胞質突起と接着して複数のコラーゲン細線

維を囲み、コラーゲン線維を規定する [46,63,86]。  

第Ⅰ章、第Ⅱ章でウシ浅趾屈筋腱（ SDFT）の微細構造は部位によっ

て異なり、各部位の解剖学的特徴を反映することを明らかにした。

SDFT は中足趾節関節の付近で第三趾と第四趾に対しての分岐を持つ
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ことが肉眼的に確認できる [33,90]。ウシ SDFT のコラーゲン細線維の

直径分布は分岐部より筋側の中足骨中央部と骨側の腱骨付着部付近で

異なり、力学的特性が部位により異なる。つまり、ウシ SDFT のコラ

ーゲン細線維の直径分布は分岐部を挟み、中足骨中央部と腱骨付着部

付近で変化していることを意味する。  

コラーゲン線維の走行を制御するものとして腱細胞が考えられる。

複数の腱細胞はコラーゲン線維の長軸に沿って配列する [6]。Kalson

らはマウスの尾腱の腱細胞は連続したカーテン状の細胞質突起を持

ち、コラーゲン線維を明確に規定していることを明らかにしている

[46]。これは、腱細胞の細胞質突起で規定されるコラーゲン線維の走

行が腱細胞の配列に従うことを意味している。Floolen らの in vitro

での研究では、腱細胞は機械的負荷や組織の方向性を認識して自身の

形状を変化させることを明らかにしている [28]。つまり、張力による

腱細胞の形状変化はコラーゲン線維の走行を変えることを示唆してい

る。よって、筋側と第三趾および第四趾の 3 方向からの張力がかかる

腱分岐部はウシの後肢の SDFT の他の部位と比較して、腱細胞の形状

とコラーゲン線維の走行に変化が起こる特殊な部位であると予想され

る。  

腱分岐部のコラーゲン細線維の直径および走行に関する報告は、

我々が知る限りない。そこで本章は、長軸に対し平行に束ねられていた

腱分岐部のコラーゲン線維の走行および腱細胞がどのように変化する

のかということに着目した。  

これまで、腱のコラーゲン細線維の走行や配置の理解については

種々の顕微鏡を用いて考察されてきた。Rigozzi らは腱のコラーゲン

細線維を透過型電子顕微鏡（TEM）と原子間力顕微鏡で観察し、GAG

鎖の有無と張力の関係性を考察している [73]。Bae らはラットのアキ

レス腱を TEM で観察し、腱細胞やコラーゲン細線維の配置を確認し

ている [3]。Raspanti らは無細胞環境でコラーゲンを再構成させたも
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のを走査型電子顕微鏡（ SEM）で観察している [69]。これらはあくま

でも組織の特定の断面、もしくは表面の構造を観察しており、 3 次元

構造を考察する際には得られた 2 次元像から立体構造を想像し議論を

していた。さらに、実際に 3 次元構造を確認するには電子顕微鏡の撮

像技術や、大容量データ処理を必要とする画像解析のソフト面、ハー

ド面などの理由で限界があった。  

近年、電子顕微鏡技術だけでなく画像解析処理技術の向上により、

TEM 観察用に樹脂包埋した標本の連続断層 SEM 像を 3 次元構築する

手法が生物試料でも可能となった。電子顕微鏡を用いて 3 次元構築す

る方法は以下のものが知られている。①収束イオンビーム（FIB）で

樹脂ブロック表面を切削しながらブロック表面を撮像し、連続像を取

得する FIB/SEM 法 [61]  ②ミクロトームを SEM 内に組み込み、樹脂

ブロック表面の切削と撮像を繰り返して連続像を取得する連続スライ

ス（ SBF） /SEM 法 [18]  ③連続超薄切片をスライドグラスやカバーガ

ラス、シリコンウェーハなどの基板に回収し、 SEM で撮像し、連続

像を取得する Array tomography 法 [39,71] ④Array tomography 法は

連続超薄切片を基盤に回収するが、 TEM のグリッドに回収し、TEM

で観察する TEM tomography 法 [104] などがある。  

本章の目的は Array tomography 法でウシ SDFT 分岐部の腱細胞、

コラーゲン線維をそれぞれ 3 次元構築し、分岐部の超微形態的特徴を

明らかにすることである。   
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2．材料と方法  

 

1）動物  

腱などの運動器疾患以外の主訴で本学獣医病理学ユニットに搬入さ

れ、譲渡されたホルスタイン種の雌ウシ 2 頭（ 2 歳 4 ヶ月齢、5 歳 5 ヶ

月齢）の右後肢を用いた。 2 歳 4 ヶ月齢のものは SEM 観察に、 5 歳 5

ヶ月齢のものは TEM 観察に用いた。なお、第Ⅰ章では 4 頭（ 3 歳 2 ヶ

月～ 6 歳 5 ヶ月齢）のウシを用いたが、個体の年齢による差は見られな

かったため、本章では各観察に対して 1 頭のみを用いた。  

 

2）採材方法  

第Ⅰ章、第Ⅱ章と同様に安楽殺を行った。  

腱の分岐部に関する報告は我々の知る限り見当たらないため、肉眼

的に判断し採材を行った（図 8a-b）。 SDFT の分岐部は深指屈筋腱を

通すために中腔構造となっている。中腔構造を開き、底側の分岐部を

採材し、観察対象に応じた固定液でそれぞれ浸漬固定した。肉眼的に

腱のコラーゲンの線維走行方向を確認してトリミングした。これをマ

イクロスライサー（DTK-3000；堂阪イーヱム、京都）で 300～ 500 

µm 厚の切片を作製、実体顕微鏡でコラーゲンの線維走行方向を確認

し、さらにトリミングを行った（図 8c）。  

 

3） SEM 観察  

コラーゲン線維の走行と腱細胞の関係を Array tomography 法で 3

次元構築するために、 SEM 観察を行った。トリミングをした分岐部

をハーフカルノフスキー液（ 2.0%パラホルムアルデヒド＋ 2.5%グル

タールアルデヒド /0.1 M カコジル酸緩衝液 pH 7.4）に一晩 4℃で浸漬

固定した。電子顕微鏡観察下で組織中の膜構造のコントラストを増強

させるために、試料を以下の手順に沿って重金属ブロック染色した
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[91]。 0.1 M カコジル酸緩衝液（ pH 7.4）で 4 分  4 回洗浄し、 2.0%四

酸化オスミウム（ TAAB Laboratories Equipment Ltd.、

Aldermaston、英国） in 0.15% フェロシアン化カリウム（ナカライ

テクス、東京）に 4℃で 1 時間浸漬。蒸留水で 4 分  4 回洗浄し、

0.1% thiocarbohydrazide（ Sigma Aldrich Japan、東京）で室温 20

分浸漬した。蒸留水で 4 分  4 回洗浄し、 2.0%四酸化オスミウムに室

温で 30 分浸漬、蒸留水で 4 分  4 回洗浄し、 1%酢酸ウランに 4℃で一

晩浸漬した。蒸留水で 4 分  4 回洗浄し、Walton’s lead aspartate 液

（ 0.02 M 硝酸鉛（Ⅱ）、 0.03 M アスパラギン酸 [pH 5.5]）に 60℃で

30 分浸漬した [95]。その後、定法に従いエタノール系列で脱水、QY-

1 による置換を行い、アクラフィルム（日新 EM、東京）を用いてエ

ポキシ樹脂（Quetol  812；日新 EM）に包埋した（図 9）。  

樹脂ブロックをウルトラミクロトーム（Leica EM UC7；Leica、

Wetzlar、ドイツ）にセットし、コラーゲンの線維走行方向を確認し

ながら剃刀でトリミングし、ガラスナイフを用いて面出しを行った。

さらにトリミングを行い、約 1 × 1 mm 以下のサイズにした。一般的

に TEM の超薄切片を作製する際に観察部位を決めるために用いるト

ルイジンブルー染色ではコラーゲン線維の走行方向は判断できないの

で、ダイヤモンドナイフ（ ultra 45°；DiATOME、Nidau、スイス）

を用いて約 100 nm 厚の超薄切片を作製し、フォルムバール支持膜を

張った 1 slot のグリッド（ 1 スロット；日新 EM）に回収した。TEM

（HT7700；日立ハイテクノロジーズ、東京）で観察し、切片の大き

さとコラーゲン線維の方向を確認して Array tomography 法の解析部

位を決定し、解析部位が切片の中心になるように 0.5 × 0.5 mm 以下

のサイズになるようにさらにトリミングを行った。  

連続切片作製は Yamaguchi らの方法、Micheva らの方法に従って

作製した [58,104]。連続超薄切片作製はダイヤモンドナイフによる切

片の圧縮を軽減させるために刃先を超音波振動させながら薄切できる
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ダイヤモンドナイフ（ ultra sonic；DiATOME）を用いて連続超薄切

片を作製した。作製した連続切片は SEM 観察時に帯電を防ぐため

に、導電性のあるシリコンウェーハをダイヤモンドのボートにマニュ

ピレーター（M-152；NARISHIGE、東京）で固定し 132 枚の連続超

薄切片を 10 枚のシリコンウェーハに回収した。回収した連続超薄切

片を 1%酢酸ウラン液で 10 分、クエン酸鉛液で 5 分電子染色を行っ

た。観察には SEM（Gemini SEM 300； ZEISS、 Jena、ドイツ）を用

いた。反射電子で得られた像を白黒反転することで、 TEM 像のよう

なコントラストを得ることができるので、反射電子を用いて連続超薄

切片を観察し、 132 枚の連続画像を取得した。取得した連続画像を画

像解析ソフト Fiji（ ImageJ version 1.48r；National Institutes of 

Health、Bethesda、MD、アメリカ）でアライメント後、画像解析ソ

フト Image Pro（ 3D module version 10.0.4；株式会社日本ローパ

ー、東京）でコラーゲン線維と腱細胞を 3 次元構築した。  

 

4）TEM 観察  

走行の異なるコラーゲン線維同士の境目を観察、また分岐部のコラ

ーゲン細線維直径の測定のために、 TEM 観察を行った。 SDFT の長軸

の横断方向で観察を行うため、マイクロスライサーで得た切片をさら

に方向性が判別できるように細切した。細切した分岐部を 3.0%グルタ

ールアルデヒド／ 0.1 M リン酸緩衝液（ pH 7.4）に一晩 4℃で浸漬固定

した。その後第Ⅰ章の TEM 観察の項と同様に、洗浄、四酸化オスミウ

ムによる後固定の後、洗浄、脱水、置換、包埋を行った。重合後ウルト

ラミクロトームで約 100 nm 厚の切片を作製し、200 メッシュの銅グリ

ッド（F-200；日新 EM）に切片を回収した。コラーゲン細線維をよく

観察するために、グリッドを 0.2%タンニン酸／ 10%エタノール水溶液

にて 15 分媒染した。さらに 1%酢酸ウラン液で 5 分、クエン酸鉛液で

10 秒電子染色した。観察は TEM（ JEM-1220；日本電子、東京）を用
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いた。コラーゲン細線維の横断面形状からコラーゲン細線維の走行方

向を判断し、明らかに走行方向が異なる部位をコラーゲン線維の境目

と判断した。コラーゲン線維の境目付近を撮像し、1 つの視野で 100 本

のコラーゲン細線維の直径を短径で測定し、 3 視野で計 300 本のコラ

ーゲン細線維直径を測定した。測定には画像解析ソフト Image J

（ version 1.50i；National Institutes of Health）を使用した。  
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図 8 ウシ浅趾屈筋腱（ SDFT）の分岐部。  

a.  ウシの後肢の SDFT。Bar = 10 cm 

b.  ウシの後肢の SDFT の分岐部。Bar = 1 cm 

c.  マイクロスライサーで約 400 µm にスライスした様子。丸で囲った

部位をさらにトリミングした。Bar = 1 mm  
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図 9 腱の長軸と水平に観察を行うため、トリミングした試料をアクラ

フィルムを用いてエポキシ樹脂に包埋した様子。Bars = 1 cm 

a.  エポキシ樹脂を重合させ、アクラフィルムを剥がしている様子。  

b.  アクラフィルムをエポキシ樹脂より剥がし、ブランクの樹脂に貼り

付けた様子。  

c .  b の樹脂をトリミングした様子。   
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3．結果  

 

1）走査型電子顕微鏡（ SEM）観察  

コラーゲン線維の 3 次元構築  

ウシ SDFT の分岐部の 3 本のコラーゲン線維の一部を Array 

tomography 法で 3 次元構築した（図 10）。それぞれのコラーゲン線

維の走行はコラーゲン細線維の断面を元に判断した。それぞれのコラ

ーゲン線維を構成するコラーゲン細線維の断面像は楕円から縦断を呈

していた（図 11）。それぞれのコラーゲン線維内のコラーゲン細線維

の断面の長径方向は一様ではなく、コラーゲン線維同士が接する箇所

のコラーゲン細線維の断面は異なっていた（図 12）。これは 3 本のコ

ラーゲン細線維の走行は異なり、交差することを意味する。  

 

腱細胞の 3 次元構築  

ウシ SDFT の分岐部の 5 つの腱細胞を Array tomography 法で 3 次

元構築をした（図 13）。腱細胞はコラーゲン線維の長軸に対し紡錘形

を呈し、明瞭な細胞質突起は観察されなかった（図 14）。腱細胞はコ

ラーゲン線維走行の長軸に並んで存在し、長軸方向に隣接する腱細胞

は細胞体同士で接していた（図 13）。 3 次元構築した複数の腱細胞は

3 本の走行の異なるコラーゲン線維を取り囲むように配列していた

（図 15）。  

 

2）透過型電子顕微鏡（TEM）観察  

コラーゲン細線維の直径測定  

2 本の走行の異なるコラーゲン線維が接する部分のコラーゲン細線

維を TEM で観察した。コラーゲン細線維の縦断像が観察され、それら

は 2 つの方向から走行し、交差していた（図 16a）。また、別の像では

コラーゲン細線維断面形状から、走行の異なるコラーゲン細線維が層
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状に重なっている様子が観察され、その 1 つの層は約 300 nm であっ

た（図 16b）。コラーゲン細線維の直径を測定したところ、 0～ 200 nm

の範囲に存在しており、ピークは 20～ 40 nm の範囲で 41.3%のコラー

ゲン細線維が存在し、コラーゲン細線維直径の中央値は 41.2 nm であ

った（図 17）。  
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図 10 走行の異なる 3 本のコラーゲン線維の 3 次元構築像。  

異なる色は異なるコラーゲン線維を示す。Bar = 10 µm 
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図 11 Array tomography 法で得られた走査型電子顕微鏡（ SEM）像。 

Bars = 5 µm 

a.  弱拡大像。破線に囲われたコラーゲン線維を示す。  

b.  強拡大像。 1 つのコラーゲン線維の中に複数の断面のコラーゲン細

線維が観察できる。矢頭：横断像、矢印：縦断像   
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図 12 Array tomography 法で得られた走査型電子顕微鏡（ SEM）像。 

T：腱細胞、 P：細胞質突起  

a.  弱拡大像。赤色と青色の破線に囲われた走行の異なる 2 つのコラー

ゲン線維が観察できる。Bar = 10 µm 

b.  強拡大像。隣り合うコラーゲン線維の境目で走行の異なるコラーゲ

ン細線維が観察される。矢印：コラーゲン細線維の走行方向  

Bar = 5 µm  
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図 13 Array tomography 法で得られた走査型電子顕微鏡（ SEM）像を

連続で重ねたうちの断面。Bars = 10 µm 

a.  一部の断面を示している。 T：腱細胞  

b.  5 つの腱細胞の 3 次元構築像。異なる色は異なる腱細胞を示す。  
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図 14 腱細胞の 3 次元構築像。それぞれの腱細胞が被らず、腱細胞の形

状を観察できるように a と b に分けた。腱細胞は紡錘形を示し、

明瞭な細胞質突起をもっていない。Bars = 10 µm  
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図 15 走行の異なる 3 本のコラーゲン線維（寒色系）とコラーゲン線維

の長軸に沿って配列している 5 つの腱細胞（暖色系）の 3 次元

構築像。Col：コラーゲン線維、 T：腱細胞 Bar = 10 µm 
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図 16 走行 の 異 な るコ ラ ー ゲ ン 線 維の 境 界 部 の 透 過型 電 子 顕 微 鏡

（TEM）像。Bars = 200 nm 

a.  コラーゲン細線維の縦断像が交差している様子。  

b.  コラーゲン細線維の縦断像と横断像が層状に走行している。 1 つの

層は約 300 nm 厚である。   
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図 17 分岐部のコラーゲン細線維直径分布のヒストグラム。  

0～ 200 nm の範囲に存在し、 20～ 40 nm にピークを示す。  
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4．考察  

 

本章では腱分岐部のコラーゲン線維の走行、腱細胞の形状と配列、

コラーゲン細線維の走行を 3 次元構築した。また、腱分岐部のコラー

ゲン細線維の直径を測定した。そして過去に報告されている、腱細

胞、コラーゲン線維および細線維についての 3 次元構造との比較を行

い、腱分岐部の特徴を形態学的に考察した。  

SEM を用いた Array tomography 法により、 3 本のコラーゲン細線

維の走行は異なり、交差することが明らかになった。コラーゲン線維

は腱の長軸に対して配列することで、腱にかかる張力に抵抗している

[16]。腱分岐部のコラーゲン線維の走行方向は交差していたため、腱

分岐部には筋側、第三趾、第四趾からの 3 つの方向から張力がかかっ

ていると考えられる。  

Kalson らはマウスの尾腱を SBF/SEM を用いて 3 次元構築し、コ

ラーゲン線維は束になって螺旋状に走行し、クリンプと呼ばれる構造

を構成すると報告している [46]。つまり、クリンプは複数のコラーゲ

ン線維が同調して同じ向きに走行を変えることを示している。しかし

ながら Array tomography 法の結果は、複数のコラーゲン線維はそれ

ぞれ異なる走行方向であった。つまり、クリンプとは異なるコラーゲ

ン線維の走行の変化である。この結果は、腱分岐部は一般的に知られ

ているコラーゲン線維の走行と異なり、肉眼的な分岐に則したコラー

ゲン線維の特徴的な走行を示す部位であることを示す。  

その特徴的な走行を規定する腱細胞を解析するために、 SEM を用

いた Array tomography 法による腱細胞の 3 次元構築を行った。 3 次

元構築した腱細胞は紡錘形で明瞭な細胞質突起を伸ばしていなかっ

た。Floolen らは、コラーゲンシートに張力をかけながら腱細胞を培

養した際に起こる腱細胞の細胞質突起の形態変化を以下のように報告

している。①一軸方向からの張力がかかる培地では、腱細胞は整列し
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細胞質突起同士の細胞接着装置であるギャップ結合のマーカーのコネ

キシン 43 は細胞質突起に発現する。②多軸方向からの張力がかかる

培地では、腱細胞は無秩序に配置しコネキシン 43 の発現は細胞体に

限局する [28]。これらの結果は、腱細胞は組織にかかる張力を認識す

ること、複数方向からの張力の負荷はコラーゲン線維の走行方向を規

定する細胞質突起同士の接着を減少させることを意味する。腱分岐部

は筋側と第三趾および第四趾からの少なくとも 3 方向からの張力がか

かる。よって腱分岐部は、腱細胞が明瞭な細胞質突起を持たず、コラ

ーゲン線維の走行を厳格に規定しない部位であると考察される。  

Kalson らはマウスの尾腱の腱細胞は連続したカーテン状の細胞質

突起によって、多くのコラーゲン細線維を束ねて、コラーゲン線維を

規定することを報告している [46]。カーテン状の細胞質突起は隙間な

く連続しているため、隣接するコラーゲン線維同士は連絡できないと

考えられる。しかし、腱分岐部の腱細胞は明瞭な細胞質突起を持って

おらず、さらに複数の腱細胞で走行の異なる 3 本のコラーゲン線維を

束ねていた。つまり、腱分岐部の腱細胞は張力の向きを反映して、分

岐部特有の形態を呈し、一般的な腱には認められない交差するコラー

ゲン線維の走行を可能にしていると示唆された。  

走行の異なるコラーゲン線維の境界を詳細に観察するために、TEM

でコラーゲン細線維を観察した。コラーゲン細線維が集まったコラー

ゲン線維は約 300 nm 厚の層状に重なっていた。これは境界部ではコ

ラーゲン線維の走行が異なるとした Array tomography 法の結果を強

く証明した。それぞれのコラーゲン線維の走行が異なる組織としては

皮膚や角膜が知られており、特に角膜は直径の細い均一な太さのコラ

ーゲン細線維でコラーゲン線維を構成しており、コラーゲン線維が層

状に重なっていることが知られている [4,36,60]。この層状の構造は複

数方向からの力に適応するためであり、腱分岐部のコラーゲン線維は

これらに類似している。  
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腱分岐部のコラーゲン細線維の直径分布は、 0～ 200 nm の範囲に存

在し、ピークは 20～ 40 nm の範囲で 41.3%のコラーゲン細線維が存在

していた。我々はこれまでにウシ SDFT の分岐部を挟んで中足骨中央

部と腱骨付着部付近のコラーゲン細線維直径分布を報告している [90]。

中足骨中央部のコラーゲン細線維は直径 0～ 300 nm の範囲に存在し、

ピークは 40～ 60 nm の範囲で約 15%のコラーゲン細線維が存在してい

た。腱骨付着部付近のコラーゲン細線維は直径 0～ 320 nm の範囲に存

在し、40～ 60 nm に約 23%、140～ 180 nm に約 12%のコラーゲン細線

維が存在するピークの二峰性の分布を示した [90]。よって腱分岐部のコ

ラーゲン細線維直径は上記 2 部位と異なり、第Ⅰ章と本章で観察した

部位の中で細いコラーゲン細線維が最も多く分布していることが明ら

かとなった。直径 200 nm 前後の「太い」コラーゲン細線維は張力に対

応し、直径 40 nm 前後の「細い」コラーゲン細線維は屈曲、横方向の

圧縮に耐えるのに適していると言われている [35,84]。よって、細いコ

ラーゲン細線維が多く分布する腱分岐部は、屈曲や横方向の圧縮に対

して対応を示す部位であり、かつ層構造により複数の方向に対しても

柔軟に対応していることが示唆された。解剖学的にウシ SDFT の分岐

部は中足趾節関節の底側に存在し、屈曲の力が多くかかると考えられ、

コラーゲン細線維は腱分岐部の解剖学的特徴を反映していた。  
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5．小括  

 

本章では、これまでの腱の微細構造に関する報告とは異なるコラー

ゲン細線維の走行を示すと考えられるウシ SDFT の分岐部のコラーゲ

ン線維の走行、コラーゲン線維を規定する腱細胞の形状を Array 

tomography 法で 3 次元構築した。  

Array tomography 法で 3 次元構築したウシ SDFT の分岐部では、

コラーゲン線維は交差して走行しており、その周囲には細胞質突起の

少ない腱細胞が存在し、交差するコラーゲン線維を規定していた。腱

のこれまでの報告は、コラーゲン線維の走行は組織中で同方向に走行

するとされている。これは組織に対して一軸方向からの張力がかかる

からである。今回の結果はコラーゲン線維の走行方向はそれぞれ異な

っていた。これは肉眼的に分岐している腱分岐部には筋側、第三趾、

第四趾からの少なくとも 3 方向からの張力がかかるためと考えられ

る。次に、交差して走行するコラーゲン線維同士の境界部のコラーゲ

ン細線維の走行を TEM で観察したところ、交差して走行するコラー

ゲン線維同士の境界部では、走行の異なる細いコラーゲン細線維が層

状に走行していた。  

このことから、ウシ SDFT の分岐部は複数の方向からの張力と、屈

曲や圧縮の力に対応していると示唆した。この結果は、Array 

tomography 法で 3 次元構築することによって明らかにすることがで

きたと考えられる。本章での報告は、分岐部を持たない腱の微細構造

に関する報告とは異なる結果であった。   
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第Ⅳ章 ウシ浅趾屈筋腱分岐部の超微形態の3 次元構築  

 

1．序文  

 

第Ⅲ章では、ウシ浅趾屈筋腱（ SDFT）の分岐部の腱細胞の形状、コ

ラーゲン線維の走行を、走査型電子顕微鏡（ SEM）を用いた Array 

tomography 法で 3 次元構築した。分岐部では、細胞質突起の少ない腱

細胞はコラーゲン線維の走行を交差するように規定していた。また分

岐部は細いコラーゲン細線維が多く存在することを明らかにした。走

行の異なるコラーゲン線維の境界を詳細に観察した透過型電子顕微鏡

（ TEM）像では、コラーゲン細線維の束が層状に交差して走行してい

た（第Ⅲ章  図 16b）。一方でコラーゲン細線維が編みこむように走行す

る像も得られた（第Ⅲ章  図 16a）。TEM を用いた 2 次元での観察では、

走行の異なるコラーゲン線維の境界でのコラーゲン細線維の走行は、

「層状に走行する」のか、「編みこむように走行する」のかを明らかに

することができない。よって、分岐部の走行の異なるコラーゲン線維の

境界でコラーゲン細線維の走行を解明するために腱分岐部のコラーゲ

ン細線維を 3 次元構築する必要があると考えた。  

第Ⅰ章ではコラーゲン細線維の太さについて議論し、第Ⅱ章では互

いに平行に走行するコラーゲン細線維間に存在するグリコサミノグリ

カン（GAG）鎖について議論をしてきた。これまで GAG 鎖については、

コラーゲン細線維の走行が互いに平行である部位でのみ議論をされて

きた。第Ⅲ章ではコラーゲン細線維の走行が互いに平行ではなく、交差

もしくは編みこむ部位を発見した。よって、本章では分岐部で走行の異

なるコラーゲン線維の境界でコラーゲン細線維の走行が互いに平行で

はなく、交差もしくは編みこむ部位の GAG 鎖について議論する必要が

あると考える。  

第Ⅱ章でも記述した通り、GAG 鎖は細胞外マトリクスの一種であり、
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コラーゲン細線維の 67 nm 間隔の D-バンドに付着し、隣接するコラー

ゲン細線維同士を束ねている [14,73,80,82]。腱の GAG 鎖の役割につい

ては、複数言われているが、第Ⅱ章の結果では、ウシ SDFT での GAG

鎖の作用を明らかにすることができなかった。  

第Ⅲ章で用いた Array tomography 法では、Z 軸方向の分解能は作製

した超薄切片の厚さに依存する。Array tomography 法を行った報告で

は、作製した超薄切片の厚さは 50～ 150 nm の間であった [11,51,52]。

この方法を用いて、コラーゲン細線維を横断するような方向で切削を

した場合 50～ 150 nm ごとに観察するため、 67 nm 間隔の D-バンドを

連続して観察できない可能性があり、交差するコラーゲン細線維の 3

次元構築は可能でも、D-バンドに付着する GAG 鎖の 3 次元構築を行う

ことは困難であると考えられる。一方でコラーゲン細線維を縦断する

ように切削をした場合、コラーゲン細線維の直径が超薄切片より細い

場合、 1 枚の切片に 1 本のコラーゲン細線維が含まれる可能性がある。

その場合、連続切片で 1 枚後に含まれるコラーゲン細線維は、その 1

枚 前 の コ ラ ー ゲ ン 細 線 維 と 異 な る 可 能 性 が 高 い 。 よ っ て 、 Array 

tomography 法を用いて交差するコラーゲン細線維と GAG 鎖を同時に

3 次元構築することは困難であると考えられる。  

上記の問題点を補うために、走査型透過電子顕微鏡（ STEM）で TEM

用のグリッドに回収した超薄切片を連続傾斜撮像し、 3 次元構築する

STEM tomography 法に着目した [2,37,38,54]。 STEM tomography 法

の利点として、以下の 2 点が挙げられる。①加速電圧を 200～ 400 kV

で観察することで、厚い切片を観察することができ、さらに高い分解能

を獲得することができる。②高角散乱環状暗視野（HAADF）-STEM 検

出器によって原子番号の違いに依存したコントラストを得られる。こ

の方法は、切片に存在する構造を 3 次元構築するために切片を傾斜し

て撮像する。電子線が透過する切片の厚さは傾斜することにより増加

する。したがって、3 次元構築可能な切片の厚さの限界は 1 µm 程度と
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言われ、組織のごく一部の範囲でしか 3 次元構築することができない

欠点が存在する。しかし、切片の中の構造を数 nm という高い分解能で

観察できる利点が存在する。よって、STEM tomography 法を用いると、

腱分岐部のコラーゲン細線維の走行と GAG 鎖を詳細に 3 次元構築す

ることが可能と考えた。  

本章の目的は、 STEM tomography 法でウシ SDFT 分岐部の交差す

る走行のコラーゲン細線維とその D-バンドに付着する GAG 鎖をそれ

ぞれ 3 次元構築し、分岐部の超微形態的特徴を明らかにすることであ

る。   
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2．材料と方法  

 

1）動物  

腱などの運動器疾患以外の主訴で本学獣医病理学ユニットに搬入さ

れ、譲渡されたホルスタイン種の雌ウシ 1 頭（ 8 ヶ月齢）の右後肢を用

いた。なお、第Ⅰ章で 4 頭（ 3 歳 2 ヶ月～ 6 歳 5 ヶ月齢）のウシを用い

たが、個体の年齢による差は見られなかったため、本章では 1 頭のみ

を用いた。  

 

2）採材方法  

第Ⅲ章と同様に安楽殺、採材を行った。  

 

3） STEM 観察  

第Ⅲ章で観察した、腱分岐部で交差して走行するコラーゲン線維同

士の境界部で交差して走行するコラーゲン細線維の走行とコラーゲン

細線維に付着する GAG 鎖を STEM tomography 法で 3 次元構築する

ために STEM 観察を行った。GAG 鎖を特異的に観察するために、キュ

プロメロニックブルー（生化学工業、東京）を用い、固定および染色は

Thai ら、Watanabe らの方法に従った [91,99]。その後、脱水から包埋

までは第Ⅱ章と同様に行った。観察部位の特定はウルトラミクロトー

ム（Leica EM UC7；Leica、Wetzlar、ドイツ）を用いて第Ⅲ章の SEM

観察の項と同様に行った。切片の中に重なったコラーゲン細線維が複

数本入るように、200 nm 厚の準超薄切片を作製し特殊 3 スリットのグ

リッド（特殊 3 スリット；日新 EM、東京）に回収した。回収した超薄

切片を 1%酢酸ウラン液で 10 分、クエン酸鉛液で 5 分電子染色を行っ

た。観察は STEM（Titan；FEI、Eindhoven、オランダ）を用いた。試

料台を -70°～ 70°の間を 2°間隔で傾斜撮像を行った。観察には 57,000

倍で交差して走行するコラーゲン線維の境界のコラーゲン細線維の走
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行を、115,000 倍でこの部位のコラーゲン細線維に付着する GAG 鎖を

それぞれ HAADF 像で観察した。取得した連続像データを元に解析ソ

フト inspect 3D（ Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、アメリ

カ）を用いて連続断面画像を取得した。連続断面画像からコラーゲン細

線維と GAG 鎖を Image Pro（ 3D module version 10.0.4；株式会社日

本ローパー、東京）を用いて 3 次元構築した。   
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3．結果  

 

第Ⅲ章で明らかにした、走行の異なるコラーゲン線維の境界でコラ

ーゲン細線維同士が交差する部位を STEM で観察した。得られた構築

像の分解能は 0.78 × 0.78 × 0.78 nm／ボクセルであった。コラーゲン

細線維の輪郭は明瞭であり、さらに一定間隔に存在する D-バンドも明

瞭に観察された（図 18）。 STEM tomography 法により得られた連続

画像を用いてコラーゲン細線維を 3 次元構築した。 3 次元構築された

コラーゲン細線維は完全な円柱状ではなく、若干扁平に構築された。

分岐部で走行の異なるコラーゲン線維の境界でのコラーゲン細線維は

複数のコラーゲン細線維が層状に交差するのではなく、 1 本 1 本編み

こんで走行していることを確認した（図 19）。  

次に、交差しているコラーゲン細線維間を拡大し、GAG 鎖に注目し

て STEM で観察した。得られた構築像の分解能は 0.39 × 0.39 × 0.39 

nm／ボクセルであった。 STEM tomography 法でコラーゲン細線維と

GAG 鎖を 3 次元構築した（図 20）。GAG 鎖はコラーゲン細線維に対し

て垂直に配置するものや、不規則に配置するものがあり、コラーゲン細

線維と GAG 鎖の角度に規則性は認められなかった（図 20）。コラーゲ

ン細線維が交差する部位の GAG 鎖は一番近い D-バンド同士をつない

でいた（図 21）。   
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図 18 コラーゲン細線維が交差する部位の走査型透過電子顕微鏡

（ STEM）像。コラーゲン細線維が明瞭に観察され、コラーゲン

細線維に一定間隔で存在する D-バンド（矢頭）が観察される。

Bar = 100 nm  
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図 19 走査型透過電子顕微鏡（ STEM）  tomography 法で得られた連

続画像を用いたコラーゲン細線維（各色）の 3 次元構築像。コ

ラーゲン細線維は編みこんで走行している。Bar = 100 nm 



69 
 

 

図 20 走査型透過電子顕微鏡（ STEM）  tomography 法で得られた連

続画像を用いたコラーゲン細線維（各色）とグリコサミノグリ

カン（GAG）鎖（白色）の 3 次元構築像。GAG 鎖はコラーゲン

細線維に対して垂直に配列するもの（矢頭）、不規則に配列する

もの（矢印）様々存在する。Bar = 100 nm  
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図 21 走査型透過電子顕微鏡（ STEM）  tomography 法で得られた連

続画像を用いたコラーゲン細線維とグリコサミノグリカン

（GAG）鎖の 3 次元構築像。実線で囲った 2 つの GAG 鎖は a

と b どちらも同じものである。コラーゲン細線維の D-バンド

（矢頭）を示すために交差する 2 本のコラーゲン細線維（赤色

と緑色）を a と b に分け 3 次元構築している。GAG 鎖は交差す

る 2 本のコラーゲン細線維の D-バンド同士をつないでいる。  
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4．考察  

 

第Ⅲ章では、走行の異なるコラーゲン線維同士の境界部でのコラー

ゲン細線維の走行を TEM で観察し、複数のコラーゲン細線維が層状

に交差もしくは編みこむ像を 2 次元的に観察したが、本章では STEM 

tomography 法を用いてより詳細に観察、 3 次元構築することができ

た。 3 次元構築することにより、 1 本 1 本編みこんで走行するコラー

ゲン細線維を観察できた。  

STEM tomography 法は 3 次元構築するために、切片を傾斜しなが

ら撮像をしていく [20]。切片の傾斜範囲は 3 次元構築する際の分解能

に大きく影響を及ぼす [26,53]。しかし、試料ホルダーの物理的制限

や、切片を傾けることによって透過する切片の厚さは増加するため、

通常の傾斜範囲は ± 70～ 78°と言われている [17]。それにより、

「missing wedge」と呼ばれる情報の欠落が存在し、情報に制限が生

じる [17]。傾斜を 2 軸で行うことで、「missing wedge」による情報の

欠落を減少させる方法も存在するが、根本的に「missing wedge」を

除去することは不可能である [66]。実際に、本章で 3 次元構築したコ

ラーゲン細線維は Z 軸方向に伸び、若干扁平に構築された。しかし、

正常なコラーゲン細線維の 3 次元構造は円柱状であるとされる。この

像の不一致は「missing wedge」によるものであると考えられる。  

1 nm 以下の分解能により、 67 nm 間隔のコラーゲン細線維の D-バ

ンドとコラーゲン細線維の長軸に沿って厚さ 10～ 30 nm の厚さの

GAG 鎖を逃すことなく 3 次元構築することができた。さらに、コラ

ーゲン細線維の D-バンドと GAG 鎖の解析に支障が生じなかった。よ

って、「missing wedge」の問題がありながらも、 1 nm 以下の高い分

解能で 3 次元構築できる STEM tomography 法でのコラーゲン細線維

と GAG 鎖の 3 次元構築は、非常に有効であると考える。  

Svensson らは FIB/SEM を用いてヒトの膝蓋腱を 30～ 50 nm の厚
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さで連続断層画像を取得してコラーゲン細線維を立体構築し、コラー

ゲン細線維は相互に交差することなく直線状に走行していることを明

らかにしている [89]。腱分岐部のコラーゲン線維が交差する部分の境

界部も同様に、 1 本のコラーゲン細線維自体の走行は直線状であった

が、相互に編みこんで走行していた。腱分岐部は第三趾、第四趾方向

からの走行の異なるコラーゲン線維が集まる部位である。このこと

は、腱分岐部は第Ⅲ章で明らかにしたように交差して走行するコラー

ゲン線維の境界でのコラーゲン線維同士が接する部位ではコラーゲン

細線維を相互に編みこませる。これは異なる方向からかかる張力に対

し、コラーゲン線維同士を離れないようにしていると考える。このよ

うに、腱においてコラーゲン細線維が編みこむ構造を呈する部位は

我々の知る限り他にない。  

さらに、 STEM tomography 法で GAG 鎖を 3 次元構築すると、

GAG 鎖はコラーゲン細線維に対して不規則に配置していた。コラー

ゲン細線維が交差する部位の GAG 鎖は一番近い D-バンド同士をつな

いでいた。Watanabe らはラットのアキレス腱の GAG 鎖を FIB/SEM

を用いて 3 次元構築し、GAG 鎖はコラーゲン細線維の D-バンドに巻

き付き、隣り合うコラーゲン細線維同士は GAG 鎖を介して連結する

ことを報告している [99]。この構造は結果として同一平面上に GAG

鎖がシート状に配列する「リングメッシュ構造」と呼ばれている

[99]。この研究は、GAG 鎖はコラーゲン細線維に対して、垂直に規則

正しく配列することを示している [99]。腱分岐部ではコラーゲン細線

維が交差しているため、全ての D-バンドは同一平面上に揃うことはで

きないので、規則正しい垂直方向の GAG 鎖の配列は困難である。し

かし、腱分岐部においても GAG 鎖は異なる走行のコラーゲン細線維

の最短距離にある D-バンド同士をつなぎとめていた。交差するコラー

ゲン細線維同士であっても、コラーゲン細線維間には GAG 鎖が普遍

的に存在することが本章で初めて明らかとなった。また、GAG 鎖は



73 
 

複数のコラーゲン細線維を平行に束ねる作用ではなく、むしろ近くの

D-バンド同士を近づけあう力を有すると考えられる。  

Redaell i らは、GAG 鎖は隣接するコラーゲン細線維に力を伝達す

ると報告している [70]。一方で Fessel らと Snedeker らは、GAG 鎖

はコラーゲン細線維の機械的架橋ではなく、コラーゲン細線維の滑り

を良くするために存在していると報告している [27,73]。さらに

Fessel らはコンドロイチナーゼにより GAG 鎖を消化後の引っ張り試

験では張力への抵抗に GAG 鎖は関与しないと報告している [27]。上

記の報告は、GAG 鎖はコラーゲン細線維の同一方向への「ずれ」に

対して議論されてきたものであった。コラーゲン細線維が交差する部

位での GAG 鎖の存在意義を以下のように考えた。ウシ SDFT は遠位

部で肉眼的に第三趾、第四趾に分かれて走行しており、少なくとも 3

方向からの力がかかると考えられる。腱分岐部のコラーゲン線維の走

行は平行ではなく、交差して走行することを第Ⅲ章で明らかにしてい

る。本章では交差して走行するコラーゲン線維同士の境界部ではコラ

ーゲン細線維の走行は編みこむように走行していることを明らかにし

た。さらに編みこむように走行するコラーゲン細線維の D-バンドの部

位に GAG 鎖が存在していることも明らかとなった。これまで腱の

GAG 鎖の役割については、コラーゲン細線維同士が平行に走行して

いる部位での実験をもとに議論されてきた。本章では編みこんで走行

しているコラーゲン細線維間にも GAG 鎖の存在を認めたことから、

腱において、GAG 鎖はコラーゲン細線維の走行に関わらず普遍的に

存在すると示唆された。よって、腱分岐部の GAG 鎖は張力によって

異なる向きへずれるコラーゲン細線維同士の滑りを良くしていると考

えられる。  

第Ⅲ章でウシ SDFT の分岐部は、細胞質突起の少ない腱細胞によっ

て交差するコラーゲン線維が規定されていることを明らかにした。本

章では、交差して走行するコラーゲン線維同士の境界部は、細いコラ
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ーゲン細線維は編みこんで走行することによって、走行の異なるコラ

ーゲン線維同士は結び付けられることが明らかとなった。さらに交差

するコラーゲン細線維間に存在する GAG 鎖でコラーゲン細線維同士

の「ずれ」に柔軟に対応する構造であった。よってウシ SDFT の分岐

部は複数の方向からの張力と、屈曲や圧縮の力に対応していると示唆

された。   
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5．小括  

 

本章では第Ⅲ章で明らかとなったウシ SDFT の分岐部で交差して走

行するコラーゲン線維同士の境界部において、交差して走行するコラ

ーゲン細線維の走行とコラーゲン細線維間に存在する GAG 鎖を

STEM tomography 法で 3 次元構築した。  

STEM tomography 法で 3 次元構築した像は、 STEM tomography

法に特有の「missing wedge」によって Z 軸方向に伸びるようであっ

た。しかし、 3 次元構築像ではコラーゲン細線維と GAG 鎖の位置関

係に明らかな異常は見られなかったため、 STEM tomography 法を用

いたコラーゲン細線維と GAG の 3 次元構築は非常に有効であること

が明らかとなった。  

腱分岐部で交差して走行するコラーゲン線維同士の境界部のコラー

ゲン細線維は編みこんで走行していた。この編みこみ構造は、腱分岐

部で交差して走行するコラーゲン線維同士を結び付けていると考えら

れる。  

また、GAG 鎖は走行の異なる 2 本のコラーゲン細線維の D-バンド

同士に付着していた。これは、コラーゲン細線維の走行方向に関わら

ず、GAG 鎖はコラーゲン細線維の D-バンドに普遍的に付着し、張力

によるコラーゲン細線維同士の「ずれ」に柔軟に対応していると考え

られる。   
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総括  

 

本論文は、ウシ浅趾屈筋腱（ SDFT）の全域の形状、腱細胞、コラ

ーゲン細線維、コラーゲン細線維のグリコサミノグリカン（GAG）鎖

の形態を肉眼観察、光学顕微鏡観察および電子顕微鏡観察で形態学的

に解析し、各部位の力学的特徴を明らかにしたものである。  

第Ⅰ章では、各部位の横断面形状および横断面積の肉眼観察、単位

面積当たりの腱細胞数の光学顕微鏡観察、コラーゲン細線維の直径お

よび単位面積当たりのコラーゲン細線維の割合（CFI）の透過型電子

顕微鏡（TEM）観察をそれぞれ行い、各部位の形態学的な特徴を比較

した。また各部位の水分含有量を測定し、各部位の力学的特徴を考察

した。  

横断面形状は各部位で異なる形状であった。また各部位の横断面積

は筋腱接合部と腱骨付着部付近で大きかった。横断面形状と横断面積

はどちらも各部位の周囲の構造を反映していた。コラーゲン細線維直

径分布は筋腱接合部から腱骨付着部付近にかけて細いコラーゲン細線

維が増加していた。単位面積当たりの腱細胞数は筋腱接合部から腱骨

付着部付近に向かうにつれて増加していた。CFI は筋腱接合部から腱

骨付着部付近に向かうにつれて減少していた。水分含有量は筋腱接合

部から腱骨付着部付近に向かうにつれて増加していた。単位面積当た

りの腱細胞数、CFI、水分含有量の結果に相関関係があることが示唆

された。中足骨中央部は横断面積を除く全ての測定項目で両者の移行

部であるような結果を示していた。このことから、筋腱接合部は張力

に対応する構造で、腱骨付着部付近は屈曲の力に対応する構造である

ことを示唆し、ウシ SDFT は部位ごとに力学的特性が異なることが明

らかとなった。  

第Ⅱ章では、ウシ SDFT の各部位のコラーゲン細線維の D-バンド

に付着する GAG 鎖の長さと角度を観察するために、GAG 鎖をキュプ
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ロメロニックブルーで染色し TEM で観察した。  

GAG 鎖の長さは筋腱接合部で短く、腱骨付着部付近に向かうにつ

れて長くなっていた。GAG 鎖の角度は筋腱接合部でコラーゲン細線

維に対して斜めに配置していた。そして腱骨付着部付近に向かうにつ

れてコラーゲン細線維に対して垂直に近い角度で配置していた。中足

骨中央部は GAG 鎖の長さも角度も筋腱接合部と腱骨付着部付近の移

行部のような部位であると明らかとなった。このことは、GAG 鎖の

長さ、角度は第Ⅰ章で明らかにした各部位の力学的特性を裏付けるも

のとなり、ウシ SDFT の各部位の、GAG 鎖の長さ、角度を測定する

ことで、その部位の力学的特徴を考察できる可能性を示唆した。  

第Ⅲ章では、肉眼的に分岐しているウシ SDFT の分岐部のコラーゲ

ン線維の走行、コラーゲン線維を規定する腱細胞の形状を Array 

tomography 法で 3 次元構築した。  

Array tomography 法で 3 次元構築したウシ SDFT の分岐部では、

コラーゲン線維は交差して走行しており、その周囲には細胞質突起の

少ない腱細胞が存在し、交差するコラーゲン線維を規定していた。  

交差して走行するコラーゲン線維同士の境界部のコラーゲン細線維

の走行を TEM で観察したところ、交差して走行するコラーゲン線維

同士の境界部では、走行の異なるコラーゲン細線維が層状に走行して

いた。この部位のコラーゲン細線維は 20～ 40 nm の細いコラーゲン

細線維が多く存在していた。このことは、ウシ SDFT の分岐部は複数

の方向からの張力と、屈曲や圧縮の力に柔軟に対応していると示唆さ

れた。  

第Ⅳ章では、第Ⅲ章で明らかとなったウシ SDFT の分岐部で交差し

て走行するコラーゲン線維同士の境界部において、交差して走行する

コラーゲン細線維の走行とコラーゲン細線維間に存在する GAG 鎖を

走査型透過電子顕微鏡（ STEM）  tomography 法で 3 次元構築した。  
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STEM tomography 法で 3 次元構築した像は、 STEM tomography

法に特有の「missing wedge」によって Z 軸方向に伸びるようであっ

た。しかし、 3 次元構築像ではコラーゲン細線維と GAG 鎖の位置関

係に明らかな異常は見られなかったため、 STEM tomography 法を用

いたコラーゲン細線維と GAG の 3 次元構築は非常に有効であること

が明らかとなった。  

腱分岐部で交差して走行するコラーゲン線維同士の境界部のコラー

ゲン細線維の走行は編みこんで走行していた。このことから、腱分岐

部で交差して走行するコラーゲン線維同士は、編みこんで走行するコ

ラーゲン細線維によって、結び付けられていると考えられる。  

また GAG 鎖は、編みこむように走行するコラーゲン細線維の D-バ

ンドに付着していた。そして、GAG 鎖は走行の異なる 2 本のコラー

ゲン細線維の D-バンド同士に付着していた。これは、コラーゲン細線

維の走行方向に関わらず、GAG 鎖はコラーゲン細線維の D-バンドに

普遍的に付着し、張力によるコラーゲン細線維同士の「ずれ」に柔軟

に対応していると考えられる。  

これまで腱のコラーゲン細線維、GAG 鎖などの超微形態について

の報告は、我々の知る限りコラーゲン細線維が平行に走行している部

位のみであり、腱分岐部の腱細胞、コラーゲン線維、コラーゲン細線

維、GAG 鎖についての解析は新規の報告であると考える。腱分岐部

はコラーゲン線維が交差するように走行し、それぞれが接する境界部

でコラーゲン細線維が編みこむように走行し複数方向からの張力に抵

抗していると明らかになった。また分岐部での GAG 鎖の解析は、コ

ラーゲン細線維の走行に関わらず GAG 鎖は普遍的にコラーゲン細線

維間に存在すること、腱に張力がかかった際のコラーゲン細線維の

「ずれ」に柔軟に対応することを強く肯定する結果であると明らかと

なった。  
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以上のことから、ウシ SDFT は各部位でコラーゲン細線維の直径、

密度が異なり、各部位の力学的特性は異なることが明らかとなった。

加えて、分岐部ではコラーゲン線維および細線維の走行を変化させ、

複数方向からの張力に耐えうる構造を持つことが明らかとなった。  

ウシの蹄には蹄自身の血液循環を促進するために、歩行時の負重に

よる伸縮を繰り返すことによって血液を送り出すポンプ作用があると

されている。このことから、 SDFT はウシの歩行の際に第三趾（指）

と第四趾（指）を開くようにかかる力に趾が裂けないよう柔軟に対応

し、かつ地面から離れる際に第三趾（指）と第四趾（指）を閉じ趾端

に存在する血液を戻す役割の一助となっていると考えられ、特徴のあ

る腱であることが明らかとなった。  
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This study was performed to clarify the mechanical characteristics of each component of the 

bovine superficial digital flexor tendon (SDFT): tenocytes, collagen fibrils, and the morphology of 

glycosaminoglycan (GAG) chains of collagen fibrils, by macroscopic examination, and optical and 

electron microscopy. 

In Chapter 1, the bovine SDFT was divided into the musculotendinous junction, the mid-

metatarsal region, and the vicinity of the tendon–bone interface. The cross-sectional shape, cross-

sectional area, the number of tenocytes per unit area, the collagen fibril diameter, the morphological 

characteristics of the fibrils, the collagen fibril index (CFI), and the water content were compared. 

Then, the mechanical characteristics of each region were considered. Both the cross-sectional shape 

and the cross-sectional area reflected the gross anatomical structure of each region. Collagen fibril 

diameter, the numbers of tenocytes per unit area, and the water content increased from the 

musculotendinous junction to the vicinity of the tendon–bone interface. In contrast, CFI decreased 

from the musculotendinous junction to the vicinity of the tendon–bone interface. These results suggest 

that the number of tenocytes per unit area, CFI, and water content are related. All the parameters 

measured, except the cross-sectional area, had intermediate values in the mid-metatarsal region. The 

data suggest that the musculotendinous junction has a structure corresponding to the local tension and 

that the vicinity of the tendon–bone interface has a structure corresponding to the local bending force. 

Thus, the bovine SDFT has different mechanical characteristics in each of its regions. 

In Chapter 2, the lengths and angles of the GAG chain attached to the D-band of the collagen 

fibrils in each part of the bovine SDFT were measured by staining the GAG chains with cupromeronic 

blue and examining them using transmission electron microscopy. The GAG chains were short at the 

musculotendinous junction and became longer toward the vicinity of the tendon–bone interface. The 

GAG chains were arranged obliquely to the collagen fibrils at the musculotendinous junction, but were 

close to perpendicular to the collagen fibrils nearer the tendon–bone interface. The lengths and angles 
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of the GAG chains in the mid-metatarsal region were intermediate between those at the 

musculotendinous junction and the vicinity of the tendon–bone interface. This finding is consistent 

with the mechanical properties of each region characterized in Chapter 1. Moreover, measurements of 

the lengths and angles of the GAG chains in each region of the bovine SDFT suggest that the 

mechanical characteristics of the regions may be more reliably determined using collagen fibril 

diameter and CFI data. 

In Chapter 3, three-dimensional construction of the collagen fibers at the bifurcation of the 

bovine SDFT and the shape of the tenocytes that define the collagen fibers was performed using the 

array tomography method. The three-dimensional structure showed that collagen fibers intersect 

diagonally and that there are tenocytes with few cytoplasmic processes around them to regulate the 

intersecting collagen fibers at the bifurcation. At the boundary between the collagen fibers that 

intersect diagonally, collagen fibers of differing orientation were arranged in layers. The diameters of 

the collagen fibrils comprising these collagen fibers were 20 to 40 nm. This finding suggests that the 

bifurcation of the bovine SDFT flexibly responds to tension from multiple directions, and bending and 

compression forces. 

In Chapter 4, the three-dimensional structures of the collagen fibrils and GAG chains at the 

intersections of collagen fibers, which were characterized in Chapter 3, were analyzed in more detail 

using scanning transmission electron microscope tomography. The collagen fibrils at the intersection 

of collagen fibers were knitted together, which suggests that the collagen fibrils link intersecting 

collagen fibers at the tendon bifurcation in this way. GAG chains were attached to the D-bands of all 

the collagen fibrils and connected the D-bands of collagen fibrils in differing orientations. Indeed, the 

GAG chains appear to be attached to the D-bands of collagen fibrils, regardless of their orientation, 

allowing them to respond flexibly to the “displacement” between collagen fibrils under tension. To our 

knowledge, the ultra-fine morphological structure of collagen fibrils and GAG chains in tendons have 

only been reported in regions where collagen fibrils are arranged in parallel. Thus, this was the first 

analysis of the tenocytes, collagen fibers, collagen fibrils, and GAG chains at the tendon bifurcation. 

In summary, this study has demonstrated that the regions of the bovine SDFT are 

characterized by differing diameters and densities of collagen fibrils, and differing GAG chain 

morphology. These findings imply that the bovine SDFT has differing mechanical characteristics in 

each region. Moreover, this study has shown that collagen fibers intersect at the tendon bifurcation and 
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that collagen fibrils knit together at the boundaries of collagen fibers. This knitting of the collagen 

fibrils likely contributes to the resistance to tension exerted from multiple directions. Overall, the 

identified structure suggests that the bovine SDFT flexibly responds to the passive forces applied to 

open and close the third and fourth digits during walking. 

 


