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研究成果の概要（和文）：脂肪由来幹細胞は皮下脂肪組織から容易に採取可能で，小侵襲かつ大量に培養できる
という利点があるため，臨床応用を目指して様々な研究が行われている．本研究では，セルシート技術を用いて
大量の脂肪由来幹細胞を家兎変形性膝関節症モデルに移植することで，軟骨変性に与える影響について検討し
た。
実験結果から，シート移植により軟骨変性が軽減され，さらに，コラゲナーゼやアグリカナーゼ（組織を破壊す
る酵素のこと）の発現が有意に抑制されていた．つまり，移植した脂肪由来幹細胞が軟骨基質保護作用を持つ液
性因子を分泌し，変形性膝関節症の進行を予防したと考えられる．

研究成果の概要（英文）：Adipose-derived stem cells (ADSCs) can easily be isolated from subcutaneous 
adipose tissue and cultured in large quantities with a minimally invasive procedure. So, our study 
team has investigated them in various fields such as bones, cartilages, peripheral nerves, menisci 
and ligaments. The purpose of this study was to determine whether intra-articularly injected ADSC 
sheets inhibited articular cartilage degeneration during osteoarthritis(OA) development in a rabbit 
anterior cruciate ligament transection (ACLT) model.
Our study showed that the OA progression was milder in the ADSC sheets group. Furthermore, 
collagenases (MMP-1, MMP-13) and aggrecanase (ADAMTS-4) were less expressive in the same group. So, 
we suggested that the ADSCs inhibited progression of articular cartilage degeneration by secreting 
liquid factors having chondro-protective effects. To the best of our knowledge, our study is the 
first to prove the role of ADSC sheets in the treatment of OA.

研究分野： 股・膝関節外科
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  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
変形性関節症は進行する軟骨変性を特徴

とし、高齢者の膝や股関節等の下肢荷重関節
に好発する。関節軟骨には血管が存在せず、
細胞成分に乏しいため、自然治癒は期待でき
ない。我が国では高齢化社会を迎え、変形性
膝関節症(膝 OA)の患者は増加の一途であり、
健康寿命や医療経済に大きな影響を与えて
いる。膝 OA に対する手術加療は、いくつか
の有効な方法が確立しているが、今後は医療
経済上、効果的な予防や修復促進による重症
化の阻止が求められる。近年は、幹細胞を用
いた再生医療がその目的のため注目されて
いる。脂肪組織には間葉系の脂肪由来幹細胞
（adipose-derived stem cells：ADSCs）が含ま
れるが、ADSCs は皮下脂肪組織から容易に採
取可能で、他の幹細胞と比較して倫理的問題
が少なく、小侵襲かつ大量に培養できるとい
う利点がある 1) 2)。そのため、我々の研究チ
ームではかねてより、骨、神経、半月板、靱
帯といった分野において、ADSCs の臨床応用
を目指して研究を行ってきた 3) 4) 5) 6)。膝 OA
に対する ADSCs の効果については、動物の
膝 OA モデルに対して、ADSCs を関節内投与
することで軟骨変性の改善を認めたとする
少数の報告があるが、そのメカニズムについ
てはほとんど言及されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では膝 OA の軟骨損傷に対し、
ADSCs を用いた予防・修復の可能性を検討す
ることを目的とした。単に幹細胞の器官細胞
への分化による効果を期待するだけでなく、
ADSCs がもつ軟骨基質保護作用（paracrine 
effect）に着目し、その効果を増強させること
で、予防・修復の効率を増幅できないかと考
えた。具体的には、我々の研究室より報告し
た ADSCs のシート化技術 7)を用いることで
細胞の生存率をあげ、幹細胞性や分化能を維
持したまま大量の細胞を移植できるのでは
ないかと考えた。そして ADSCs 移植がより
効率よく効果を発揮できる環境や条件を見
出すことで、臨床応用に向けての効率化を図
ることを最終目的とした。 
 
３．研究の方法 
 24 匹の日本白色家兎の両膝に、前十字靭帯
切離術を施行して膝 OA モデルを作成した。
軟骨変性は術後 4 週以降にみられることが過
去の報告からわかっている 8)。 
同時に家兎の肩甲間部から採取した脂肪

より自家 ADSCs を培養し、over confluent 状
態にする。アスコルビン酸を添加し、さらに
１週間培養することで ADSCs のコラーゲン
分泌が増強され、ADSCsシートが完成する 7)。
完成したシートはスクレイパーでシャーレ
より容易に剥離可能で、PBS で洗浄した後、
各種移植に利用できる。シートの強度につい
てまだ詳細な評価は出来ていないが、5 ml の
シリンジでシートを吸引し、14 ゲージ針を用

いて膝関節内へ注射移植した後も、シートの
原型は保たれたままであったことを確認し
ている（図 1）。 

図 1 左：ADSCs シート 右：14 ゲージ針で関節内注射 
 
OA 変化が起こりはじめる術後 4 週から 1

週おきに関節内注射を行った。右膝には
ADSCs シートを（ADSC sheets 群）、左膝には
液体窒素処理により ADSCs を死滅させたシ
ートを注射した（コントロール群）。術後 6
週・8 週・10 週・12 週の時点で 6 匹ずつ家兎
を安楽死させ、摘出した大腿骨顆部を肉眼的
（India ink 染色、Macroscopic OA score9)）、組
織学的（Safranin O 染色、OARSI OA score10)）、
免疫組織化学的（MMP-1・13，ADAMTS-4）、
そして DiI labeling で比較検討した。 
 
４．研究成果 
1) 肉眼的評価 
摘出した大腿骨顆部の軟骨変性（図 2 白矢

印）から、Macroscopic OA score を判定した（図
3）。術後6週のMacroscopic OA scoreは、ADSC 
sheets 群が 2.2 点、コントロール群が 3.7 点、
術後 8 週では、ADSC sheets 群が 2.5 点、コン
トロール群が 4.2 点、術後 10 週では、ADSC 
sheets 群が 3.2 点、コントロール群が 5.0 点で
あり、いずれも ADSC sheets 群で有意に軟骨
変性が抑制されていた。術後 12 週でも ADSC 
sheets 群が 5.3 点、コントロール群が 6.0 点と、
ADSC sheets 群で優れている傾向にはあった
が、有意差は認めなかった。 

図 2 大腿骨顆部（India ink 染色） 

図 3 Macroscopic OA score 



2) 組織学的評価 
軟骨変性部の切片より、OARSI OA score の

判定を行った（図 4）。術後 6 週の OARSI OA 
score は、ADSC sheets 群が 11.5 点、コントロ
ール群が 19.2 点、術後 8 週では ADSC sheets
群が 12.2 点、コントロール群が 22.7 点、術
後 10 週では ADSC sheets 群が 16.8 点、コン
トロール群が 27.0 点、術後 12 週では ADSC 
sheets 群が 24.7 点、コントロール群が 31.0 点
であり、いずれも ADSC sheets 群で有意に低
値を示していた。 

図 4 OARSI OA score 
 
3) 免疫組織化学的評価 

軟骨変性部の切片に免疫染色を行い、陽性
細胞数の評価を行った。MMP-1 陽性細胞の割
合は、ADSC sheets 群が 36.4%、コントロール
群が 61.6%（図 5）、MMP-13 陽性細胞の割合
は、ADSC sheets 群が 17.4%、コントロール群
が 39.6%（図 6）、ADAMTS-4 陽性細胞の割合
は、ADSC sheets 群が 31.3%、コントロール群
が 57.1%であり（図 7）、いずれも ADSC sheets
群で有意に発現が抑制されていた。 

図 5 MMP-1 

図 6 MMP-13 

図 7 ADAMTS-4 

 
4) DiI labeling 

DiI labeling による細胞動態解析では、
ADSC sheets 群で関節内の滑膜や後方の関節
包へ生着したADSCsを認めた（図8 白矢印）。 

図 8 DiI labeling 

 
＜考察＞ 
過去の報告によると、セルシートは 1 型コ

ラーゲンからなる biological scaffold を持つこ
とで、細胞同士の接着を保ち、細胞外基質を
損傷することなく移植することが可能とさ
れている 11) 12)。それに伴い、細胞の生存率が
上がり 13)、大量の細胞を移植することができ
14)、幹細胞性や分化能を維持することが可能
15)と言われている。 

ADSCs の OA に対する効果については、家
兎 1) 16)、豚 17)、ラット 18)等の膝 OA モデルに
対して、関節内投与を行うことで軟骨変性を
抑制したとの報告があるが、そのメカニズム
については議論の分かれるところである。 
本研究では、ADSC sheets 群で OA 変化の

進行が抑制されていた。さらに、同群でコラ
ゲナーゼ（MMP-1・MMP-13）やアグリカナ
ーゼ（ADAMTS-4）の発現が有意に抑制され
ていた。以上より、ADSCs シート移植により
大量の ADSCs が関節内の滑膜や靱帯に生着
し、軟骨基質保護作用を持つ液性因子を分泌
することで、軟骨変性の進行を抑制したと考
えられる。 
 
＜今後の展望＞ 
本研究では、ADSCs による膝 OA の“予防”

について示すことが出来たが、“治療”にま
では至らなかった。膝 OA の治療のためには、
ADSCs が軟骨に分化し関節面に生着する必



要があると考えるが、そのためには何らかの
サポートが必要と考える。具体的には軟骨へ
の分化誘導をかけた後に、シート化技術を併
用すれば、さらに良い成績が得られるのでは
ないかと考えている。 
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