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研究成果の概要（和文）：脱分化脂肪細胞(DFAT)は成熟脂肪細胞を天井培養という方法で培養することにより得
られる間葉系幹細胞(MSC)に類似した多能性細胞である。本研究では、変形性膝関節症の治療に適合した臨床グ
レードの凍結DFATの製造法を確立し、最終製品の規格を決定した。またこの製造法に従い試験製造を行い、臨床
グレードDFATを高い品質で再現性良く製造できることを確認した。さらにモノヨード酢酸で変形性膝関節症を誘
発したラットに対して、DFATを関節内投与した結果、変形性膝関節症による疼痛や軟骨の変性を抑制する効果が
明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Dedifferentiated fat cells (DFATs) are mesenchymal stem cell (MSC)-like 
multipotent cells that are obtained through the cultivation of mature adipocytes using the ceiling 
culture method. In this study, we established a manufacturing method for clinical-grade 
cryopreserved DFATs suitable for the treatment of osteoarthritis and determined the specifications 
of the final product. According to this manufacturing method, we conducted trial production and 
confirmed the reproducible and high-quality production of clinical grade DFATs. Furthermore, we 
investigated the therapeutic effect of intra-articular DFAT administration in a rat model of 
osteoarthritis induced by monoiodoacetic acid, revealing its ability to suppress pain and cartilage 
degradation associated with osteoarthritis.

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
本研究では、変形性膝関節症の治療に使用する臨床グレードDFATの製造法が確立された。この製造法は、約10mL
の吸引脂肪組織から製造できるため、組織採取による患者の負担が少なくて済む。また最終製品を凍結製剤とし
たことにより、長期保存が可能で、一度の組織採取から複数回の治療ができるといった利点がある。変形性膝関
節症患者に対するDFATによる細胞治療は、先行するMSCよりも安全かつ費用面で優れており、広く普及する可能
性がある。本研究成果はとくに高齢変形性膝関節症患者の健康寿命の延伸に貢献することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
変形性膝関節症(Knee osteoarthritis: OA)は、膝関節の軟骨が変性消失し、関節痛や運動障
害を引き起こす疾患である。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 ADL や QOL を改善させるが、軟骨変性の進行を抑えたり、軟骨を再生させる効果は
ない。近年より積極的な治療法として細胞治療が注目されている。軟骨欠損に対し、培養軟骨細
胞や間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cell: 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。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。実際に骨髄 MSC や脂肪組織
由来 MSC(Adipose-derived stem cell: ASC)を関節内注射する臨床試験が行われ、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。一方、一回のみの細胞
投与では長期間効果を維持することができず、また OA 患者から調製した 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、患者を選ばず安定した性能を示し、簡便・安価に大量調製することにより繰り返し投与
可能な細胞ソースの確立が望まれる。 
脱分化脂肪細胞 (Dedifferentiated fat cell: DFAT)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 MSC に類似した多能性細胞である。DFAT は約 1g の脂肪組
織から患者年齢や基礎疾患に影響されず均質な MSC 様細胞を大量調製できるといった特長があ
り、低侵襲性で実用的な治療用細胞として期待できる。DFAT は骨髄 MSC や ASC と非常に類似し
たサイトカイン発現プロファイルを示し、これらの細胞と同等の免疫制御作用、抗炎症作用を有
することが明らかになっている。また我々はラット OA モデルに対して DFAT を関節内投与する
ことにより軟骨変性を抑制できることや、その軟骨変性抑制機序として DFAT が滑膜線維芽細胞
からのアグリカン分解酵素(Adamts4）の発現を抑制することなどを明らかにしている。このよう
に、OA 患者に対して DFAT による細胞治療は、既存の細胞治療よりも優れた治療法となることが
示唆される。我々は、すでに重症下肢虚血を対象とした DFAT 細胞治療の臨床試験を行っており、
アイソレータを用いた臨床グレードのヒト DFAT 製造法を確立している。一方、DFAT による細胞
治療を OA に適用するためには、より効率的に大量調製を行い、複数回治療を可能にしたり、解
凍後直接関節に注射できるなど、OA 治療用に最適化された DFAT 製造法を確立する必要がある。
またこの OA 治療用 DFAT を用いて、OA モデル動物への移植実験による非臨床試験を行い、安全
性や有効性を検証する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、DFAT が、MSC が抱える「品質のばらつき」といった問題をクリアし、安全、安
価で実用性の高い OA 治療用の自家細胞治療薬となりうるか明確にすることを目的とした。具体
的には、我々がすでに確立している臨床グレード DFAT 製造法を OA 治療用にブラッシュアップ
して、反復投与可能な凍結製品として規格を決定し、特性試験や安定性試験を行い、その品質を
検証した。また DFAT の OA に対する治療効果を明確にするために、OA モデル動物に対する DFAT
移植実験を行い、軟骨変性に対する効果のみならず疼痛に対する治療効果の有無を評価した。こ
れらの研究を通じて、OAに対する自家 DFAT 関節内注射による細胞治療の妥当性を検証した。 
 
３．研究の方法 
(1)OA 治療用臨床グレード DFAT 製造法の確立 
ヒト吸引脂肪組織(約 10mL)を原料とし、成熟脂肪細胞を単離後、脱分化培養容器（特許出願
PCT/JP2016/082413)や、ゼノフリー培地（特許出願 2020-052876)等を用いて、OA 治療用臨床グ
レード DFAT を製造した。同時に最終製品を凍結保存するための凍結保護液や、凍結保存用バッ
グの性能比較を行い、OA 治療用に最適なものを選択した。これらの検討により、OA 治療用 DFAT
製造法の確立を試みた。つぎにこの製造法に従い試験製造を行い、製品の品質安定性や安全性を
確認し、最終製品の規格を検討した。また最終製品の凍結融解後の特性試験（有核細胞回収率、
生細胞生存率、プラスチック付着能、付着後増殖能、CFU-F 形成能、細胞表面マーカーによる純
度試験など）を行い、融解後の安定性を検討した。 
 
(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・内側半月板切除 OAモデルを用いた移植 DFAT の局在解析 
Wister ラットに膝前十宇靭帯・内側半月板切除による OA モデルを作成後、PKH26 にて蛍光標



識した DFAT(5x106細胞)を関節内移植し、その局在を共焦点レーザー顕微鏡を用い経時的に解析
した。また滑膜組織を酵素処理後、フローサイトメトリー解析を行い、蛍光標識した DFAT の定
量評価を行った。 
・ラットモノヨード酢酸誘発 OA モデルに対する DFAT 移植実験 
DFAT の治療効果を正確に評価できるラットモノヨード酢酸誘発 OA モデルを作出するため、
各種至適条件の検討を行った。Wisterラットに各種濃度のモノヨード酢酸 (0.2〜2.0 mg/50μl)
を関節内注射し、1週間毎に両側圧力差痛覚測定装置を用いたインキャパシタンステストにより
両後肢の荷重を測定し、経時的な疼痛評価を行った。また注射後 28、56 日目に膝関節の組織学
的解析を行い、軟骨変性の程度を OARSI score にて評価した。次に本 OAモデルに対する DFAT 移
植の治療効果を評価する移植実験を行った。Wistar ラットを DFAT 群と Control 群に分け、モノ
ヨード酢酸(1.0mg/50μl)を右膝関節内注射し OAを誘導した。DFAT 群は右膝に DFAT(5.0×106個
/50μl)を、左膝に PBS(50μl)を関節内投与し、Control 群は両膝に PBS(50μl)を関節内投与し
た。投与後 1週間毎にインキャパシタンステストを行い、疼痛評価を行った。また投与後 42 日
目に膝関節の組織学的解析を行い、軟骨変性の程度を OARSI score にて評価した。 
 
４．研究成果 
(1) OA 治療用臨床グレード DFAT 製造法の確立 
ヒト吸引脂肪組織（約10mL）を原料とし、成熟脂肪細胞を単離後、我々が開発した脱分化培
養容器やゼノフリー培地を用いてOA治療用臨床グレードDFATの製造を計4例実施した。その結果、
国際幹細胞学会が定めた間葉系幹細胞の基準(CD73陽性、CD90陽性、CD105陽性、CD31陰性、CD45
陰性、HLA-DR陰性)を満たし、現法より効率よく短期間で臨床グレードDFATが調製できることを
確認した。また最終製品を凍結保存するための凍結保護液を選択し、凍結解凍後のDFATの有核細
胞回収率、細胞生存率、プラスチック付着能、付着後増殖能などの検討を行った。その結果、細
胞生存率が80%以上で新鮮細胞懸濁液と同等のプラスチック付着能及び付着後増殖能を有する凍
結保護液の組成や凍結条件を設定することができた。さらにOA治療用凍結製品として最適な凍
結保存用バッグを決定し、80%以上の高い生存率が保持される凍結保存法や最終製品の至適細胞
濃度を決定した。また中間製品を用いた特性解析を行った結果、天井培養後にDFATを特定するの
に最適な細胞表面マーカーの 組み合わせ(CD73陽性、CD90陽性、CD34陰性)を決定するに至った。
そして健常ボランティア脂肪組織を原料とした試験製造における工程内管理試験や規格試験の
結果を元に最終製品の規格を決定するに至った。またこの製造法に従い試験製造を行い、臨床グ
レードDFATを高い品質で再現性良く製造できることを確認した。そしてOA治療用臨床グレード
DFATの製造作業手順および品質管理手順を確定した。次に試験製造にて作製した最終製品(凍結
細胞懸濁液)の一部を融解し、特性試験や安定性試験を実施した。その結果、凍結融解後の細胞
も、生細胞率、プラスチック接着能、接着後増殖能、細胞表面抗原マーカーにより規定される細
胞純度が保持されていることが確認された。 
 

 
図.OA 治療用 DFAT 製造法の概略 

 
 
(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・内側半月板切除 OAモデルを用いた移植 DFAT の局在解析 
Wister ラット膝前十宇靭帯・内側半月板切除による OAモデルに対し、蛍光標識した同種 DFAT
を関節内移植し、その局在を経時的に解析した。その結果、移植された細胞は主に滑膜組織に分
布することや、酵素処理後フローサイトメーターにて移植細胞数を定量評価できることを確認
した。 
・ラットモノヨード酢酸誘発 OA モデルに対する DFAT 移植実験 
DFAT の治療効果を正確に評価できるラットモノヨード酢酸誘発 OA モデルを作出するための
各種至適条件の検討を行った。Wister ラットに各種濃度のモノヨード酢酸を関節内に注射し、



経時的にインキャパシタンステストによる疼痛の評価及び軟骨変性の組織学的評価を行った。
その結果、モノヨード酢酸の投与量依存的に軟骨変性が再現性良く誘導されることを確認した。
そして細胞移植の有効性評価に適したモノヨード酢酸投与量(1 mg/50μl)と評価ポイント(42日
後）を決定するに至った。 
次にラットモノヨード酢酸誘発 OA モデルに対する DFAT 関節内投与による治療効果を検討し
た。Wister ラットにモノヨード酢酸 1mg を右膝関節内に注射し、翌日 DFAT 投与群として同種
DFAT、または Control 群として PBS を関節内投与した。1週間毎に両側圧力差痛覚測定装置を用
いた疼痛レベルの評価を行い、注射後 42 日に膝関節軟骨の組織学的評価を行った。その結果、
DFAT 投与群は Control 群に比べ投与側の後肢荷重が高くなり、疼痛が軽減される所見が認めら
れた。また組織学的評価では、DFAT 投与群は Control 群に比べ軟骨変性が抑制される傾向を認
めた。以上の検討により、ラットモノヨード酢酸誘発 OA モデルにおいて DFAT 関節内投与は軟骨
変性および疼痛を抑制することが明らかとなった。 
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