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研究成果の概要（和文）：関節リウマチに対する新たな局所的治療として、脂肪由来幹細胞の膝関節注射の効果
を検証した。リウマチモデルのマウスに対して実施した脂肪由来幹細胞の膝関節注射では、治療後の膝組織を観
察すると関節炎の改善が認められた。さらに、マウス由来の脂肪由来幹細胞を、関節炎の主な原因となる滑膜細
胞に対して、シャーレ内にて共培養すると滑膜細胞の増殖能および遊走能は抑制された。すなわち、滑膜細胞由
来の関節炎を、脂肪由来幹細胞は制御できる可能性を示した。脂肪由来幹細胞はスフェロイド化すると抗炎症作
用サイトカインのTSG-6を多く発現することもPCR法にて示した。ADSCスフェロイドは関節炎治療において有用な
手段となる。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effectiveness of adipose-derived stem cell (ADSC) for 
rheumatoid arthritis (RA) mice model. Intra-articular injection of ADSC demonstrated suppression of 
inflammation in the RA mice knees. The co-culture of mice ADSC and inflammatory synovial cells also 
showed therapeutic effects on inflammation. The adding of ADSC suppressed cell-proliferation and 
migration of synovial cells. The spheroid ADSC expressed higher level of TSG-6, anti-inflammatory 
cytokine, than the ADSC single cells. ADSC, especially ADSC spheroid, can be useful to treat the 
arthritis.

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
関節リウマチは滑膜増殖を病変の主座とする全身性の関節炎であり、本邦においては約70万人の患者数が存在す
るといわれる。治療は薬物の全身投与が主なものであるが、副作用が比較的少ないと考えられる局所投与による
治療が望まれている。しかし有効な方法は未だ確立していない。そこで我々は、今回精製脂肪由来幹細胞の関節
内投与における関節炎抑制効果を検討することとした。本研究の手法での関節炎治療効果が証明されれば、簡便
に採取する事が可能な脂肪由来幹細胞の局所投与は、有効で安全な関節炎治療法への基礎となる可能性がある。
本研究で示した、脂肪由来幹細胞の局所投与による関節炎抑制効果はその臨床応用への根拠となりえる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 関節リウマチ患者は本邦に約７０万人程度存在するとされているが、その治療方法は薬物
の全身投与が基本的なものである。副作用の観点や、患者因子により治療薬全身投与が難しい症
例も存在する。関節リウマチに対する効果的な局所的治療（関節注射など）の開発が重要である
ものの、局所的治療で十分な治療効果のある方法は確立されていなかった。 
(2) 脂肪由来幹細胞は、整形外科領域以外では、特に再生医療領域で有効な治療効果が報告さ
れていた。その治療効果の主体は間葉系幹細胞の働きとされる疾患障害部位の微細環境を整え、
組織修復や抗炎症作用を促進させるからであると考えられてきた。しかし脂肪由来幹細胞を関
節リウマチの治療として応用された研究は渉猟し得る限りなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) 我々は、脂肪由来幹細胞の抗炎症作用に特に注目した。関節内滑膜炎が病態の中心である
関節リウマチに対しても脂肪由来幹細胞は好ましい治療効果をもたらすと仮説を立てた。脂肪
由来幹細胞の全身的投与に関しては、細胞の血管内注射に伴う作用に関して、副作用・倫理的な
観点から臨床応用に関して疑問点があり、採用しなかった、より臨床応用に近く、より需要のあ
る脂肪由来幹細胞の局所投与における炎症抑制効果をみることを研究の第 1 の目的とした。 
(2) 関節リウマチは、関節内での滑膜炎が持続することで破骨細胞などを惹起させ軟骨の破壊
も進行させる。変形性関節症が最も罹患数が多い関節破壊を伴う疾患であるが、関節リウマチで
も同様に関節軟骨は損傷される。脂肪由来幹細胞の過去に報告されてきた組織修復能は、関節面、
すなわち関節軟骨の破壊も修復する効果を併せ持つ可能性がある。そのため、関節リウマチに対
する治療効果の検証に、抗炎症作用のみならず関節軟骨の状態も評価することを第２の目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物実験モデルとして、過去に関節リウマチ疾患として確立されている SKG マウスを用い
た。遺伝子ミュータントマウスであり、ラミナリンなどの外部刺激を加えると自己免疫が惹起さ
れて、関節リウマチに酷似した病態を再現することが可能である。このマウスを用いて、脂肪由
来幹細胞を同種マウスから作成し、膝関節内に注射し２週間後の膝関節を組織学的に評価する
ことで治療効果をみた。組織学的評価としては HE 染色、safranin-O 染色、F4/80 染色、CD4 染
色を実施した。関節内投与としては、通常の脂肪由来幹細胞の細胞懸濁液、脂肪由来幹細胞を３
次元培養した細胞塊であるスフェロイド、比較のためのコントロール(細胞なし)の３種類を用
いた。これらで比較し、治療効果を評価した。 
(2) 細胞実験として、脂肪由来幹細胞を動物実験同様、細胞懸濁液 orスフェロイドに区別して
評価した。関節リウマチの炎症の原因である滑膜細胞に対する治療的効果を検証するために、脂
肪由来幹細胞を炎症を惹起させた滑膜細胞と共培養し、滑膜細胞の遊走能および増殖能を評価
した。遊走能は transwell membrane が付属したチャンバーを用意し、微細孔を超えて郵送して
くる細胞数をカウントした。増殖能は CCK-8 キットを用いて吸光度で増殖能として評価した。さ
らに、細胞の遺伝子発現を評価するために RT-PCR を行い、脂肪由来幹細胞の遺伝子発現、及び
脂肪由来幹細胞の治療効果を検証するため、脂肪由来幹細胞で治療した炎症刺激後マクロファ
ージの炎症性サイトカインの発現を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 炎症を惹起させた SKG マウスは、過去の報告通り、四肢関節の腫脹及び発赤を認めた。外
観上の腫脹をスコアリングした関節炎スコアを採点し、一定の炎症を超えたマウスを動物実験
に使用した。(下図 A,B 炎症前マウス。C,D 炎症惹起後マウス。E 関節炎スコア) 

 
 
(2) 炎症を惹起させたマウスに脂肪由来幹細胞を両膝の関節内に注射し(1×104cells/膝 or 
スフェロイド 1000 個/膝)、2 週間後に犠牲死させ膝組織を回収し、その組織を HE 染色及び



Safranin-O染色で評価。HE染色は滑膜炎スコアを定量的評価し、Safranin-O染色はMankin score
を定量的評価した。(下図 A,G 無刺激マウス、B,H 炎症惹起マウス C,I 炎症後・無治療マウス 
D,J 脂肪由来幹細胞(細胞懸濁液)治療後マウス E,K 脂肪由来幹細胞(スフェロイド)治療後マウ
ス F 滑膜炎スコア L Mankin score) 炎症惹起後マウス膝組織は炎症性細胞の増生が認められ
たが、脂肪由来幹細胞で治療すると細胞懸濁液もしくはスフェロイドどちらであっても HE 染色
では炎症性細胞の消退を認め、Safranin-O 染色では染色性が改善した。 

 
 
(3) 同様に、脂肪由来幹細胞で治療した膝組織を F4/80 および CD4 で免疫染色を実施した。
F4/80 陽性細胞の数は脂肪由来幹細胞で治療した後、減少していた。脂肪由来幹細胞による炎症
性細胞(マクロファージおよび T細胞)の関節内遊走の抑制が示唆された。(下図 A,B F4/80 免疫
染色 炎症刺激後に F4/80 陽性細胞を認める C,D 脂肪由来幹細胞治療後には陽性細胞が減少 
F,G CD4 免疫染色 炎症刺激後に CD4 陽性細胞を認める H,I 脂肪由来幹細胞治療後には陽性細
胞が減少 E 定量評価にて統計学的有意差をもって陽性細胞が減少した) 
 

 
 

(4) 滑膜細胞の遊走能および増殖能に対する、脂肪由来幹細胞の治療的効果の評価を行った。
さらに脂肪由来幹細胞の形状(細胞懸濁液 or スフェロイド)別のアポトーシスの比較を実施した。
脂肪由来幹細胞を共培養することで、炎症惹起させた滑膜細胞の遊走能は細胞懸濁液およびス



フェロイドでもコントロールに比べ有意に抑制された。細胞懸濁液とスフェロイドでの差はな
かった(下図 A)。滑膜細胞の増殖能も、脂肪由来幹細胞で共培養することで、コントロールに比
べ有意に抑制された(下図 B)。脂肪由来幹細胞のアポトーシスは、細胞懸濁液の状態よりスフェ
ロイドの状態では有意に抑制されていた(下図 C)。 

 
 
(5) 脂肪由来幹細胞の発現遺伝子、および炎症刺激後のマクロファージと脂肪由来幹細胞を共
培養させた後のマクロファージ由来の炎症性サイトカインを RT-PCR で評価。脂肪由来幹細胞由
来遺伝子は、抗炎症性サイトカインである TSG-6 が多く発現しており、特にスフェロイドでは細
胞修復に関与する TGF-βが多く発現していた(下図 A)。マクロファージを炎症刺激させた後に
脂肪由来幹細胞を共培養させると、マクロファージ由来の炎症性サイトカイン(TNF-α,IL-6)は
有意に治療前に比べ減少していた。かつ無治療の場合は減少を認めず、脂肪由来幹細胞の治療効
果が示された(下図 B,C)。 
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