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研究成果の概要（和文）：半月板変性断裂に対し半月板修復術と滑膜採取を行い、2週後に関節液を採取した。
対象は7例（男性6名、女性1名）で年齢48±9歳である。関節液の抗体アレイを行った。関節液を2週間培養後、
コロニー形成数をカウントした。各蛋白濃度とコロニー数との相関関係を解析し、r=0.70以上の相関を示し、か
つp=0.05未満となる蛋白として、calcitonin gene-related peptide (CGRP)とhepatocyte growth factor (HGF)
 が同定された。Migration assayで、CGRPとHGFは用量依存性、相加性に遊走細胞数を増加させた。

研究成果の概要（英文）：Subjects were 7 patients with degenerative meniscus injury who underwent 
meniscal repair and synovial MSC transplantation. Synovial fluid (Pre) was aspirated from knees 
before harvest of synovium and meniscus repair. After 2 weeks, synovial fluid (Post) was aspirated 
again before transplantation of synovial MSCs. The synovial fluid was plated and cultured for 2 
weeks to count the colony formation. The other half was used for antibody array analysis, and the 
correlation coefficients between the signal intensity and colony number were measured in 503 
factors.
Greater numbers of colonies from synovial fluid (Post) were demonstrated. Of the 503 factors, 
calcitonin gene-related peptide (CGRP) and hepatocyte growth factor (HGF) had high correlation 
coefficients between colony number and expression level. Both CGRP and HGF promoted migration of 
synovial fluid MSCs.

研究分野： 再生医療

キーワード： 再生医療

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちはこれまで、膝関節内組織損傷後や半月板手術後に関節液中のコロニー形成細胞数が増加すること、及び
これらの細胞は滑膜由来の間葉系幹細胞に類似することを報告した。これらは関節内の組織損傷や手術の刺激に
より関節液中の蛋白濃度が変化し、滑膜から間葉系幹細胞が動員される機序の存在を示唆する。
膝の手術後、内在性のCGRPとHGFのシグナルは独立に作用し、滑膜から関節液中に間葉系幹細胞を動員すること
が本研究から示唆される。これを立証するためにはin vivoモデルを用いて各蛋白が滑膜から関節液中に間葉系
幹細胞を動員するか更に検討する必要がある。

※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 
半月板は膝関節内にある三日月状の線維軟骨であり、クッションの機能を有する。加齢等に伴う
変性半月板断裂は外傷性のものとは異なり、縫合手術単独では十分な治療効果を認めないこと
が報告され、半月板部分切除が行われてきたが、部分切除も関節への接触圧を増やすため、最終
的に変形性膝関節症を引き起こす（Herrlin SV et al. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc, 
2013）。 
申請者の所属研究室では、これまで膝関節滑膜由来の未分化な間葉系幹細胞(滑膜幹細胞)を動物
モデルの軟骨・半月板欠損部に移植するとそれらが再生することを報告し(Koga H et al. Cell 
Tissue Res, 2008; Horie M et al. Stem Cells, 2009) 、2008 年以降、難治性の軟骨欠損や半月
板損傷に対し、自己血清で 2 週間培養した滑膜幹細胞を関節鏡視下で移植する臨床研究と治験
を行ってきた。多くの症例で自覚症状および画像所見上改善を認め、本法が根治的かつ極めて有
効な治療法となる可能性が示されている (Sekiya I et al. Clin Orthop Relat Res, 2015; Sekiya 
I, Watanabe N et al. Cell Transplantation, 2019) 。 
これと並行して、当教室ではこれまで、膝関節内組織損傷後や半月板手術後に関節液中の細胞数
が増加すること、及びこれらの細胞は滑膜由来の間葉系幹細胞の特性を有することを報告して
きた(Matsukura Y et al. Clin Orthop Relat Res, 2014)。また、申請者は、変性半月板断裂膝の
関節液の中間葉系幹細胞は術後に増加するが、外傷性半月板損傷患者の関節液中間葉系幹細胞
と比較すると細胞数の増加が少ないが、一方で細胞数には個体間で差があることを報告した。 
これらの結果は、関節内の組織損傷や手術の刺激により、何らかの因子の増減を起こし、それを
介して、滑膜から間葉系幹細胞が動員される機序の存在を示唆するが、この機序は明らかになっ
ていない。本研究の核心を成す学術的問いはこの機序に関与する因子を同定することであり、そ
れにより、関節液中の幹細胞の動員を促す新たな治療薬の開発を目指す。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、変性半月板断裂に対する修復術の前後で採取した関節液に含まれる細胞数と
蛋白濃度を比較することによって、関節液に存在する間葉系幹細胞の遊走を促進する因子を同
定し、間葉系幹細胞が増加する機序を解明することである。 
 これまでにも関節液中の因子を網羅的に探索した先行研究(Brophy RH et al. Am J Sports 
Med, 2017)はあるが、変性半月板断裂患者の関節液と、外傷性半月板損傷患者あるいは健常者
の関節液とを比較し、変性半月板断裂患者で上昇している因子を報告するにとどまる。それに対
し本研究は、医師主導治験の参加者という厳密な適格基準を満たす病態の同一個体にから採取
した半月板手術前後の関節液を比較し、量的に変化する因子を見つけ出す独自戦略であり、探索
結果に影響を与える個体差、性差、年齢などによる生理的変化を除外できる点で優れている。ま
た、培養後のコロニー数から元の関節液中の滑膜幹細胞の数を測定する手法を用いて、細胞数と
因子濃度の相関の強弱を確認することにより、根拠に基づいた候補因子の絞り込みが可能であ
る点にオリジナリティがある。さらに、今回、開発する in vitro 遊走能アッセイを用いて候補因
子の検証ができれば、半月板再生機序の解明、ひいては早期変形性膝関節症の治療薬開発が可能
となる。 
 
 
 
３．研究の方法 
 術前後の関節液中に含まれる細胞を培養し、コロニー形成能を測定する。また、術後関節液中
の蛋白の抗体アレイを行い、培養後細胞数（コロニー数）と相関の高い蛋白を解析する。上記 2
つの実験結果を総合し、コロニー数と相関の高い因子を同定する（図 2）。 
 次に、同定した因子を用いて migration assay を行い（図 3）、患者の関節液中間葉系幹細胞
の遊走能が、同定した因子によって上昇するかを検証する。具体的には、因子の濃度依存性に関
節液中の間葉系幹細胞がチャンバーのメンブレン孔を抜けて能動的に遊走するかを確認する。
アッセイの条件検討・最適化は令和 2年度から実施する。 
 
 
 
４．研究成果 
半月板変性断裂に対し半月板修復術と滑膜採取を行い、2週後に関節液を採取した。対象は 7例
（男性 6 名、女性 1名）で年齢 48±9歳である。採取した関節液の半 
分を用いて抗体アレイを行い、507 種類の蛋白の濃度を測定した。また関節液の半分をディッシ
ュ上に播種し、2週間培養後、コロニー形成数をカウントした。各 
蛋白濃度とコロニー数との相関関係を解析し、r=0.70 以上の相関を示し、かつ p=0.05 未満とな



る蛋白を同定した。その蛋白について migration assay を行い、径 8 
μmの孔を通過してチャンバー間を遊走した細胞数をカウントした。 
条件を満たす蛋白は 3種あり、入手可能なものは calcitonin gene-related peptide (CGRP)と
hepatocyte growth factor (HGF) であった。Migration assay で、 
CGRP と HGF は用量依存性に遊走細胞数を増加させ、negative control と比較し 10-8M の CGRP と
10 ng/ml の HGF では遊走細胞数が有意に多かった（p<0.05）。さらに 
CGRP と HGF は相加的に遊走細胞数を増加させた。 
膝の手術後、内在性の CGRP と HGF のシグナルは独立に作用し、滑膜から関節液中に間葉系幹細
胞を動員することが本研究から示唆される。 
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Mesenchymal Stem Cells in Synovial Fluid Increase in Knees with Degenerative Meniscus 
Injury after Arthroscopic Procedures through the Endogenous Effects of CGRP and HGF 
Stem Cell Reviews and Reports, 2020 に掲載。 
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