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研究成果の概要（和文）：薬剤により滑膜から関節液中へと間葉系幹細胞（MSCs）を動員することが出来れば、
MSCsを移植せずに関節の再生医療が可能となる。本研究ではスクリーニングに適した新規の遊走モデルの開発、
および滑膜MSCs動員因子の探索を目的とした。トランスウェルインサート上でヒト滑膜MSCsをマトリゲル＋Ⅰ型
コラーゲン混合ゲルに包埋し、生体内の環境を再現可能なモデルを開発した。本モデルにて、PDGF-BBは強い滑
膜MSCs動員効果を示した。PDGF-BBをラット膝関節に注射すると、関節液中のMSCsの数が有意に増加し、PBSを注
射した膝由来の細胞と比較して高い増殖能、コロニー形成能、軟骨分化能を示した。

研究成果の概要（英文）：Drugs that can induce mesenchymal stem cell (MSC) mobilization from synovium
 into synovial fluid will enable regenerative medicine in joints without use of exogenous MSCs. The 
purpose of this study was to develop a novel synovial MSC migration model suitable for screening and
 to explore synovial MSCs mobilization factors. Human synovial MSCs embedded in a mixture of 
Matrigel and type 1 collagen hydrogel were placed on a culture insert to develop a model that can 
recapitulated the in vivo environment. In this model, platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB) 
strongly induced synovial MSC migration. Injection of PDGF-BB into rat knees increased 
colony-forming cells in the synovial fluid. These cells had a higher capacity for proliferation, 
colony formation, and chondrogenesis.

研究分野：整形外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性膝関節症（OA）に対する治療法の開発は、有症状者数が多いにも関わらず根本的な治療法が存在しないた
め、現在社会的に喫緊の課題である。本研究では、滑膜MSCsによる内在性再生メカニズムの増強に焦点を当て、
①新規モデルにて滑膜MSCs動員因子のスクリーニングが可能であること、②薬液の関節内注射という低コスト・
低侵襲な操作により生体内で滑膜MSCsを関節液中に動員可能であることを初めて示した。本研究の成果は、これ
までのOA創薬研究には存在しなかった新たな治療アプローチを提唱するものであり、本研究の発展は極めて汎用
性の高いOA治療薬の開発に繋が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（OA）に対する治療法の開発は、有症状者数が多いにも関わらず根本的な治
療法が存在しないため、現在社会的に喫緊の課題となっている。これまでに申請者らは、OA治
療法の開発を目指し、滑膜間葉系幹細胞（滑膜 MSCs）を用いた研究を世界に先駆けて実施して
きた。その過程で、「滑膜 MSCs が関節内組織の損傷・炎症に応答して関節液中へ遊走し、損傷
組織に接着・生着することで自然修復に寄与する」という内在性再生メカニズムの存在が示唆さ
れた。また、このメカニズムを in vitro で検証可能な浮遊滑膜 MSCs 遊走モデルの開発に成功
し、滑膜 MSCs の遊走促進を介した OA 構造改善薬の開発が期待された。しかし、本モデルは
多くの組織・培地を必要とし、再現性も低いという問題があるため、薬剤スクリーニングに対応
可能な、より小規模で標準化された新たな滑膜 MSCs 遊走モデルの開発が必要であった。 

 

２．研究の目的 

 したがって本研究では、OA の構造改善薬シーズの探索を目指した新規滑膜 MSCs 遊走モデ
ルの開発、および薬剤スクリーニングへの応用を目的とした。また、スクリーニングにて同定し
た滑膜 MSCs動員因子候補の効果を in vivo にて検証することとした。 

 

３．研究の方法 

（１）新規滑膜 MSCs遊走モデルの開発 

 人工膝関節置換術を受ける OA 患者から滑膜 MSCs を採取・培養した。トランスウェルイン
サート上でヒト滑膜 MSCs をマトリゲル＋Ⅰ型コラーゲン混合ゲルに包埋することで滑膜組織
を模倣した。下部ウェルにポジティブコントロールとして 10%FBSを含む培地を入れ培養した。
経時的に遊走した細胞数を評価した。また、OA環境を再現するために、滑膜 MSCsを IL-1β あ
るいは TNF-αで前処理した条件でも遊走細胞数を評価した。 

 

（２）滑膜MSCs 動員因子の探索 

 下部ウェルに、様々なMSCsにおいて chemoattractantとして報告のある因子（BMP-2, HGF, 

IGF-1, PDGF-BB, SDF-1α, TGF-β3）を含む培地を入れ培養した。48時間後に遊走細胞数を評
価した。最も多くの MSCs を動員した因子について、受容体発現解析や阻害実験を実施した。 

 

（３）滑膜MSCs 動員因子の効果検証 

 上記の最も多くのMSCs を動員した因子を、ラットの膝関節に注射した。反対側の膝には PBS

を注射した。48 時間後に関節液を採取・培養し、コロニーを形成した細胞の数を比較した。ま
た、関節液中のコロニー形成細胞を継代し、MSCs としての特性を比較した。 

 
４．研究成果 
（１）新規滑膜 MSCs遊走モデルの開発 

 滑膜 MSCs を含むハイドロゲルを 8µm pore トランスウェルインサート上で固化すると、均
質な細胞分布を有する組織となった（図１）。FBSをポジティブコントロールとして遊走アッセ
イを実施すると、48時間まで遊走が継続した（図２）。また、炎症性サイトカインにより OA環
境を再現した条件では、遊走細胞数が有意に増加した（図３）。以上より、本モデルは細胞外基
質、濃度勾配、炎症応答性の観点から、生体に近い環境を再現できていると考えられた。 

【図１】ハイドロゲルのHE染色像。滑膜MSCs

が均質に分布している様子が確認できる。 

【図２】FBS に対する遊走細胞数の経時的変化。0.5%FBS

と比較すると、10%FBSでは経時的に遊走細胞が増加した。 

【図３】滑膜 MSCs の炎症応答性解析。OA の

病態において主要な役割を果たす IL-1β あるい

は TNF-αでの前処理により遊走細胞数は有意に

増加した。 



 

（２）滑膜MSCs 動員因子の探索 

 Controlと比較して、10%FBS, IGF-1, PDGF-BB では有意に遊走細胞数が増加した（図４）。
IGF-1は 10%FBSと比較すると弱い動員効果を示したが、PDGF-BB は 10%FBSおよび他の因
子と比較して強い滑膜 MSCs 動員効果を示した。ヒト滑膜 MSCs は PDGF の受容体である
PDGFRα,β を共に発現しており、PDGFR阻害剤である Crenolanibの濃度依存的に PDGF-BB

の動員効果は阻害された（図５）。以上より、滑膜基質中に存在する MSCsを基質外に動員させ
るのに十分な効果を有しているのは PDGF-BB であり、その効果にはヒト滑膜 MSCs 上に発現
している PDGF受容体が関与していると考えられた。 

 

（３）滑膜MSCs 動員因子の効果検証 

 ラットの膝関節に PDGF-BBあるいは PBS を注射し、48時間後に関節液を回収した。PDGF-

BBにより関節液中の colony-forming cellsは約 5倍に増加した（図６）。一方で、滑膜炎スコア
には差は認められなかった。PBS および PDGF-BB 注射膝の関節液から採取したコロニー形成
細胞の性状を比較したところ、共に MSCマーカーである CD44, CD90, CD105 の発現が認めら
れたが、PDGF-BBにより関節液中に動員された細胞は高い増殖能、コロニー形成能、軟骨・脂
肪分化能を有していた（図７）。以上より、PDGF-BB は滑膜炎を起こすことなく関節液中の
MSCs の数・質を向上させることが可能であった。ヒト OA 滑膜においては PDGFR+ cells の
多い血管周囲から分離した MSCs は高い増殖能・軟骨分化能を示すことから、PDGF-BB によ
り動員された MSCsは血管周囲由来であると考えられた。これまで関節液中の MSCs数を増や
す方法は物理的・高侵襲な報告しかなかったが、本研究では薬理的・低侵襲な方法を初めて開発
することに成功した。 

 

【図４】滑膜MSCs動員因子の探索。PDGF-BBは

10%FBSや他の因子と比較して、強力な滑膜MSCs

動員効果を有していることが明らかとなった。 

【図５】PDGF 受容体の発現とその阻害効果。フローサ

イトメトリー解析にて、PDGFRα,βの発現が認められた。

また、PDGFR阻害剤の濃度依存的に、PDGF-BBにより

遊走される細胞数が減少した。 

【図６】関節液中のコロニー形成細胞のクリスタ

ルバイオレット染色像とカウント結果。PDGF-BB

の関節内注射により、関節液中のコロニー形成細

胞の数が約 5倍に増加した。 

【図７】関節液中コロニー形成細胞の増殖能と軟

骨分化能。PDGF-BBにより関節液中に動員され

た細胞は、PBS を注射した膝由来の細胞と比較

して有意に高い増殖能を示した。また、軟骨ペレ

ットはサフラニン O に濃染され、有意に湿重量

が増加した。 
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