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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞はリンパ球の増殖、活性を抑え、過剰な炎症を制御する作用を有するこ
とから、変形性関節症を始め、幅広い疾患の治療に用いられている。一方、関節内の滑膜には多種多様な線維芽
細胞が存在し、中には関節の炎症を抑制する作用を有するサブセットがいることも想定されてきた。本研究で
は、手術の際に得られるヒト変形性関節症患者の滑膜検体を解析し、滑膜線維芽細胞のサブセットの中に、免疫
細胞の過剰な活動を抑制する作用を有するサブセットを同定した。このサブセットは内皮細胞と共通のマーカー
を発現しており、T細胞の増殖を抑制することが分かった。現在はこのサブセットを人為的に誘導する条件を検
討している。

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells have been used in the treatment of a wide range of 
diseases, including osteoarthritis, due to their ability to suppress the proliferation and activity 
of lymphocytes and to control excessive inflammation. Meanwhile, it has been hypothesized that 
within the synovium of joints, various subsets of fibroblast-like cells exist, some of which have 
the ability to suppress joint inflammation. In this study, analysis of synovial samples obtained 
during surgery from osteoarthritis patients revealed the identification of a subset of synovial 
fibroblasts that possess the ability to suppress excessive activity of immune cells. This subset 
expresses common markers with endothelial cells and was found to inhibit the proliferation of T 
cells.Currently, efforts are underway to investigate the conditions for inducing this subset 
artificially.

研究分野：整形外科学

キーワード： 整形外科学　変形性関節症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
関節の恒常性維持や変形性関節症の病態を握る鍵は滑膜であることが分かっており、また我々のこれまでの研究
によって、間葉系幹細胞を用いた変形性関節症治療の作用点は滑膜であることも明らかとなっている。滑膜がど
のように関節を維持しているかを知る手がかりが明らかとなったことで、間葉系幹細胞を用いた治療を改善させ
る余地が生まれたほか、新たな変形性関節症の治療法開発に繋がる可能性も期待される。

※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 
変形性関節症は軟骨の摩耗などを主体として緩徐に進行していく関節の退行性疾患であり、
高齢女性の大半が罹患する common disease である。痛みによって中高年の生活の質を悪化さ
せるが、病態を制御しうる本質的な治療法はない。我々は関節がどのような仕組みで維持される
かを研究する過程で、過度な力学的負荷が NF-κB の過活性を介して軟骨を変性させるメカニ
ズムを解明してきた（Nat Commun10:1442, 2019, Nat Commun. 7:13336, 2016, Nat Med. 
16:678-86, 2010）。その後の研究で、正常な関節ではこのような軟骨細胞の炎症を抑制する機構
が作動しており、その関節内の炎症調節機構には滑膜に存在する細胞が深く関わっていること、
その破綻が変形性関節症に繋がることを突き止め、現在も解析を続けている。類似のことを示唆
する研究も徐々に増えてきており、線維芽細胞やマクロファージなどのうち、関節内環境を悪化
させる方向に関与するサブセットについては報告が相次ぐ一方で、恒常性維持に貢献するサブ
セットについては不明のままである。本研究では、この滑膜在住の細胞で、炎症を抑制的に制御
する細胞を synovium-resident anti-inflammatory cellと仮称する。 
間葉系幹細胞は脂肪や骨髄など成体の体組織から採取可能な組織幹細胞であり、古くから骨
や軟骨を作り出す細胞源として研究されてきたが、リンパ球の増殖、活性を抑え、過剰な炎症を
制御する作用を有すること、特段の危険性もないことから、移植片対宿主病や脊髄損傷など幅広
い疾患に対して用いられている。変形性関節症に対する関節内投与についても広がりを見せて
おり、申請者らも臨床・非臨床の両面で研究を行ってきた。関節内に投与された間葉系幹細胞は、
軟骨や半月板を再生する「組織修復作用」と関節内の炎症を抑制する「抗炎症作用」の両方で変
形性関節症患者の症状改善に寄与するとされる。しかし我々の臨床研究によって、構造上の改善
がないのに症状が改善する患者が多数いることが分かった(Regen Ther. 14:332-340, 2020)。ま
たラット変形性関節症モデルを用いて行った実験では、間葉系幹細胞の作用点は滑膜であり、滑
膜に生着し、線維芽細胞様に変化する中で滑膜の構造を改変させ、徐々に症状を改善させる治療
であることが明らかになりつつある（投稿準備中）。成人の体組織から培養増幅できる間葉系幹
細胞の起源として、組織内の線維芽細胞の中の未分化性が高い一群が想定されており、投与され
た間葉系幹細胞が組織に内在する線維芽細胞に交じって組織の恒常性維持に関与するのは考え
にくいことではない。しかしながら、間葉系幹細胞の中でどのような性質のものが治療効果が高
いかは不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト手術検体やマウス変形性関節症モデル検体をシングルセル解析によって解
析し、synovium-resident anti-inflammatory cellの正体に迫るとともに、間葉系幹細胞の中で
抗炎症作用の強いサブセットの絞り込みを進める。前者を特徴づけるシグナルを利用すること
で、synovium-resident anti-inflammatory cellの特性を有する細胞製剤の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 以下のサブテーマに分けて研究を遂行した。 
(1) マウス滑膜の synovium-resident anti-inflammatory cell の同定 
(2) ヒト滑膜の synovium-resident anti-inflammatory cell の同定 
(3) ヒト脂肪由来間葉系幹細胞の anti-inflammatory subset の同定 
 
(1) マウス滑膜の synovium-resident anti-inflammatory cell の同定 
正常マウスおよび変形性関節症モデルマウス、高齢マウスの膝関節から滑膜を採取し、酵 
素処理して細胞を単離し、フローサイトメトリーにて PDPN, FAPα, THY1 や CD68, F4/80, 
CX3CR1 などの発現を調べ、線維芽細胞や組織マクロファージの比率を把握した上で bulk RNA シ
ーケンス、シングルセル RNA シーケンスを行い、発現プロファイルを基にサブセットに分けて解
析を行った。 
(2) ヒト滑膜の synovium-resident anti-inflammatory cell の同定 
(1)と同様の解析をヒトでも実施した。関節鏡視下で行う前十字靭帯再建術や半月板縫合術の
ほか、人工膝関節置換術で得られる滑膜切除サンプルを用いて解析を行った。サンプル解析に必
要な倫理申請は事前に通してあり、同意の得られた患者について解析を行った。まず組織学的な
解析と bulk RNA シーケンスは 50 症例で実施し、大まかな傾向を調べた後、典型的な 5 例につ
いてシングルセル RNA シーケンスを実施した。 
(3) ヒト脂肪由来間葉系幹細胞の anti-inflammatory subset の同定 
自家脂肪由来 MSC を用いた治療を行っている共同研究先のクリニックから余剰細胞を提供 



してもらい、シングルセル RNA シーケンスを実施した。多施設研究として倫理委員会の承認は得
ており、細胞の提供は患者の同意を得た上で行った。 
 
４．研究成果 
 マウスの各種モデルの解析では、最も未分化性の高い線維芽細胞はサブライニング領域にわ
ずかに存在しているほか、ライニング層にも抗炎症、軟骨保護作用を有するサイトカインを発現
する線維芽細胞が豊富に存在していた。これらのサブセットは加齢による変化は比較的マイル
ドなものにとどまったが、新たに高齢特有のサブセットが出現した。また変形性関節症モデルを
作成しても特有のサブセットが出現したが、これらの起源をトラジェクトリー解析や RNA ヴェ
ロシティ解析によって調べると、上記２つの未分化性の高いサブセットのいずれかに由来する
ことが分かった。現時点では、高齢や変形性関節症モデルに特有のサブセットがどのように関節
の変化に関わるか、またどれくらいのエフェクトサイズを発揮するかまでは特定できていない
が、上記２つのサブセットが関節の状態に応じた応答を担っていることは間違いなく、既知の関
節保護因子の発現レベルとも照合すると、ライニング層のサブセットが関節の恒常性維持に対
してより直接的に作用していることが推定された。 
 ヒト滑膜の解析については、まず人工膝関節置換術を施行した 50 症例の解析から、これらが
組織学的にも発現解析的にも大きく 2つの群に分けられ、片方は炎症の特性が強く、もう片方は
線維化の特性が目立った。全例 RNA シーケンスを実施したところ、遺伝子発現の傾向からも同様
に炎症群と線維化群に大別され、前者は炎症や免疫細胞に関連した遺伝子が、後者は線維形成や
細胞外基質産生、myofiber などに関連した遺伝子が著明に増加していた。これらは全員人工膝
関節置換術を受けた患者であるが、術前の痛みのスコアをみると線維化群の方が有意に痛みが
少ないことが分かった。炎症群、線維化群それぞれ 2名ずつの滑膜サンプルを用いてシングルセ
ル解析を行ったところ、滑膜線維芽細胞は主に 3つのサブセットに大別されたが、そのうちの 1
つ、血管内皮細胞と共通のマーカーを発現するサブセットの比率が線維化群に多いことが分か
った。この線維芽細胞サブセットを FB-S1 とするが、FB-S1 は線維基質タンパクの遺伝子を豊富
に発現しているほか、WNT シグナル抑制分子の遺伝子も高発現していた。このほかの線維芽細胞
サブセット、FB-S2, FB-S3 はいずれもサイトカインやケモカインの遺伝子を豊富に発現してお
り、マクロファージや樹状細胞との相互作用も強く推定されたが、FB-S1 はそのような連関は推
定されず、免疫細胞を介して炎症を惹起する能力は低いと考えられた。一方で FB-S1 は制御性 T
細胞を有意に誘導することが分かり、免疫制御と線維化の両面から変形性関節症の関節を程良
く落ち着かせることに貢献することが想定された。 
 ヒト脂肪由来間葉系幹細胞についてもシングルセル解析を行った。細胞培養皿上の対数増殖
期にあるヒト脂肪由来間葉系幹細胞、および蛍光ラベルしたのちラット関節内に投与し、3日後
に回収したヒト脂肪由来間葉系幹細胞を解析に供した。サブセットを複数検出したが、細胞培養
皿上のヒト脂肪由来間葉系幹細胞については滑膜線維芽細胞の中で関節環境の改善に貢献しう
るサブセットのマーカーを発現するサブセットは見いだせなかった一方、ラット関節から回収
したヒト脂肪由来間葉系幹細胞についてはそのようなサブセットマーカーを発現する群が検出
された。現在、細胞内シグナルの解析を進めており、関節の恒常性維持と、治療効果の高い細胞
調整法の開発を継続している。 
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