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研究成果の概要（和文）：現在、変形性関節症(OA)に対して間葉系幹細胞(MSC)の関節内注射が行われ、一定の
有効性が確認されている。脱分化脂肪細胞(DFAT)は少量の成熟脂肪細胞から調製できるMSCに類似した多能性細
胞である。本研究は、OAに対するDFAT細胞治療の可能性を検討した。その結果、DFATは炎症性サイトカイン刺激
により免疫制御、抗炎症、軟骨保護に作用する遺伝子の発現が増加することや、滑膜線維芽細胞からの軟骨基質
分解酵素の発現を抑制することを明らかにした。またOAモデル動物に対してDFAT関節内注射を行うと、軟骨変性
を抑制できることを明らかにした。本研究によりOAに対するDFAT細胞治療の有効性が示された。

研究成果の概要（英文）：Intra-articular injection of mesenchymal stem cells is known to have a 
therapeutic potential for osteoarthritis (OA) of the knee. Mature adipocyte-derived dedifferentiated
 fat (DFAT) cells are multipotent cells that have a characteristic similar to mesenchymal stem cells
 (MSCs). In this study, we investigated the possibility of cell therapy using DFAT cells for OA. We 
found that DFAT cells expressed several immunomodulatory, anti-inflammatory, and cartilage-related 
genes in response to inflammatory cytokines. DFAT cells also suppressed the expression of a 
cartilage matrix-degradation enzyme gene from synovial fibroblasts. We demonstrated that 
intra-articular injection of DFAT cells inhibit cartilage degeneration in the animal model of OA. 
Our results indicated the effectiveness of DFAT cell-based therapy for treating OA.

研究分野：再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DFATは少量の脂肪組織から均質なMSC用細胞を大量製造できるユニークな技術である。OA患者からも安定的に調
製できるため、既存のMSCなどの治療用細胞に比べ、安全性、コスト面で優位性が高いと考えられる。本研究は
OAに対するDFAT細胞治療の有効性と推定される作用機序を初めて明らかにした。OAに対して行われている人工関
節置換術は優れた治療法であるが、若年、中年OAでは推奨されず、またその侵襲性の高さから手術に踏み切れな
い患者も多く存在する。DFATを用いた細胞治療は、このようなOA患者に対する有効な治療戦略となる可能性があ
る。本研究成果は高齢化社会における健康寿命延伸に寄与するものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

変形性膝関節症(knee osteoarthritis: OA)は、日本には 850 万人の患者がいると推定され、

中高年者の日常生活動作(ADL)や生活の質(QOL)の障害を起こす最大の原因となっている。OA の

治療は主に薬物療法や運動療法といった対症療法が行われ、65 歳以上の患者では人工関節置換

術の適応となる。これらの治療法は軟骨を再生させたり、変性の進行を抑制する効果はない。近

年より積極的な治療法として培養軟骨細胞や間葉系幹細胞(mesenchymal stem cells: MSC)を用

いた軟骨再生医療が行われ、その有効性が実証されている[1]。MSC はその軟骨分化能に加え、

免疫制御能や抗炎症作用を有することから、より進行した病態である OA に対しても治療効果が

期待されている。実際、骨髄 MSC や脂肪組織由来 MSC(adipose-derived stem cells: ASC)の関

節内投与による臨床研究が行われ、人工関節置換術までの期間を延長できるなど一定の有効性

と安全性が確認されている[2]。一方、OA 患者から採取調製された MSC は健常者に比べその性能

が低下していることが指摘されている。したがって OAに対する細胞治療を普及させるためには、

より品質が安定した細胞ソースの確立が望まれる。 

研究代表者らは、成熟脂肪細胞を天井培養法という方法で培養することによって得られる細

胞群（脱分化脂肪細胞 dedifferentiated fat cells: DFAT）が、MSC に類似した高い増殖能と

多分化能を獲得することを明らかにした[3]。DFAT はドナー年齢や基礎疾患に影響されず、少量

の脂肪組織から均質な MSC 様細胞が調製できることから、DFAT は OA の新たな治療用細胞として

期待できる。また研究代表者らは、人工膝関節置換術を受けた患者の膝関節周囲に存在する膝蓋

下脂肪体(intrapatellar fat pad: IFP)からもDFATが安定的に調製できることを確認している。

関節滑膜に由来する MSC や IFP に由来する ASC は軟骨分化能が高いことが報告されていること

から、IFP に由来する DFAT も軟骨分化指向性が高く、OA 治療用細胞として優れた特性を有して

いることが予想される。 

 

２．研究の目的 

本研究は、OA 治療用細胞としての DFAT の特性を明らかにするために、ヒト DFAT の OA の病

態生理に係わる作用を in vitro で検討した。また OAモデル動物に対する DFAT 関節内投与実験

を行い、その治療効果を検討した。これらの研究を通じて、OAに対する DFAT による細胞治療の

有用性を明らかにした。 

 

３．研究の方法 

(1) 0A の病態生理に対するヒト DFAT の作用メカニズム解析 

① OA 患者から調製した DFAT の形質解析 

日本大学医学部附属板橋病院にて人工膝関節置換術を受ける患者を対象に、皮下脂肪組織

(subcutaneous fat tissue: SC)、膝蓋下脂肪体(intrapatellar fat pad: IFP)の提供を受けた。

皮下脂肪組織から皮下脂肪由来 DFAT(SC-DFAT)および脂肪由来幹細胞(ASC)を調製し、膝蓋下脂

肪体から、膝蓋下脂肪体由来 DFAT(IFP-DFAT)を調製し、その形質や多分化能を比較検討した。

またそれぞれの細胞を炎症性サイトカインである TNFや IFNで刺激し、免疫制御、抗炎症、鎮

痛などに作用するサイトカイン群の発現変化をリアルタイム RT-PCR 法を用いて比較解析した。 

② 滑膜線維芽細胞との共培養実験 

OA 患者または健常者に由来する滑膜線維芽細胞を TNF刺激し、発現亢進する炎症性サイト

カインの遺伝子発現変化を評価した。また OA 患者から調製した SC-DFAT、IFP-DFAT と TNF刺

激した滑膜線維芽細胞とのトランスウェルを用いた間接的共培養を行い、滑膜線維芽細胞から



の炎症性サイトカインや細胞外マトリックス分解酵素などの発現をリアルタイム RT-PCR 法にて

定量評価した。 

 

(2) 変形性膝関節症モデルを用いた DFAT の治療効果 

動物実験は日本大学動物実験委員会の承認(承認番号:第 AP17M001 号、 第 P17M034 号)を

得て行った。 膝前十字靱帯切離と内側半月板切除によるラット OA モデルを作成し、経時的に膝

関節軟骨の変形の程度を評価した。この OAモデル作成 1週間後に膝関節内にラット皮下脂肪由

来 DFAT(1x106cells)(DFAT 群)または PBS(Control 群)を１週間毎に計 4回関節内投与した（各群

n=10）。OA 作製 5 週間後に、両群の膝関節軟骨の変性の程度を肉眼的および組織学的に評価し

た。軟骨変性の程度は Mankin’s score および OARSI score を用いて定量評価した。 

 

４．研究成果 

(1) 0A の病態生理に対するヒト DFAT の作用メカニズム解析 

①OA患者から調製した DFAT の形質解析 

OA 患者から調製した SC-DFAT、IFP-DFAT、ASC は共に CD73、CD90、CD105 陽性で脂肪、骨、軟

骨への多分化能を有し、MSC の最小基準を満たすことが明らかになった。また軟骨分化能の比較

を行った結果、ペレット培養にて分化誘導した軟骨様細胞塊の組織学的検討では、軟骨特異的プ

ロテオグリカンである Aggrecan の発現程度は IFP-DFAT で高い傾向にあり、また硝子軟骨の細

胞外マトリックスの主成分である II 型コラーゲン遺伝子(COL2A1)の発現は、SD-DFAT に比べて

IFP-DFAT で有意に高かった。以上の結果より、IFP-DFAT は高い軟骨分化指向性を示すことが明

らかになった。上記細胞(SC-DFAT、IFP-DFAT、ASC)を TNFや IFNで刺激し、各種遺伝子発現変

化を比較検討した結果、これらの炎症性サイトカイン刺激により、各細胞共に PTGS2、TNFAIP6、

BMP2 といった免疫制御、抗炎症、軟骨保護に働く遺伝子の発現が増加することが明らかになっ

た。IFP-DFAT と SC-DFAT との比較では、IFP-DFAT では PRG4 の基礎発現が高く、SC-DFAT では

BMP6 の基礎発現が高いことが明らかになった。DFAT 間でも脂肪細胞の採取部位によって軟骨関

連遺伝子の基礎発現に差異があることが明らかになった。 

②滑膜線維芽細胞との共培養実験 

OA 患者由来滑膜線維芽細胞、健常者由来滑膜線維芽細胞ともに TNF刺激により IL-6, IL-8, 

MMP9, ADAMTS4 などの炎症性サイトカインやマトリックス分解酵素遺伝子の発現が亢進するこ

とが明らかとなった。SC-DFAT、IFP-DFAT との共培養実験では、両細胞ともに滑膜線維芽細胞か

らの軟骨基質分解酵素 ADAMTS4 の発現を有意に抑制する効果が示された。一方、滑膜線維芽細胞

からの IL-6 などの炎症性サイトカインの発現に関しては、SC-DFAT、IFP-DFAT ともに共培養に

よる明らかな抑制効果が認められなかった。以上の結果より、DFAT は滑膜線維芽細胞に作用し

軟骨変性抑制作用を示すことが示唆された。 

 

(2) 変形性膝関節症モデルを用いた DFAT の治療効果 

膝前十字靱帯切離と内側半月板切除によるラット OAモデルを作成し、経時的に膝関節軟骨の

変形の程度を評価した。その結果、モデル作製 5 週間後より肉眼的、組織学的に硝子軟骨の変

性・消失が認められ、13週間以上にわたって変性が持続することを確認した。この OA モデル作

成 1 週間後に膝関節内にラット DFAT(DFAT 群)または PBS(Control 群)を１週間毎に計４回関節

内投与し、5週間後に両群の膝関節軟骨の変性の程度を肉眼的および組織学的に評価した。その

結果、Control 群に比べ DFAT 群では、大腿骨および脛骨の関節軟骨の変性が抑制される傾向が



認められ、軟骨変性評価スコアである Mankin’s score および OARSI score の有意な低下を認

めた。以上の結果よりラット OA モデルに対する DFAT 関節内投与は軟骨変性を抑制する効果が

あることが示された。これらの実験データを元に DFAT の OA 治療効果およびその作用機序に関

する特許出願を行った。 
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