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研究成果の概要（和文）：ヒト新鮮・凍結保存ADRCの増殖能・多分化能・細胞表面マーカーの評価においては、
新鮮・凍結保存ADRCにおいて同等の増殖能・多分化能を示すことが確認された。さらに、免疫不全ラットを用い
た難治性骨折モデルへのADRCの局所投与では、血管新生ならびに骨形成を促進し、画像および組織学的評価にお
いて骨癒合を促進することが確認され、ADRCが実臨床の難治性骨折や偽関節への有望な治療戦略となりうること
が示唆されている。さらに、凍結群は新鮮群とほぼ同等の骨折治癒効果を示しており、ADRCは凍結保存下でも骨
折修復効果を維持できることが確認された。

研究成果の概要（英文）：In this study, therapeutic potential of adiposederived regenerative cells 
(ADRCs) for unhealing fracture was investigated in vitro and in vivo experiment. In the in vitro 
experiment, frozen and fresh ADRCs showed similar potential for proliferation and 
multi-differentiation. In the in vivo experiment using immunodeficient rat unhealing fracture model,
 transplantation of ADRCs exhibited enhanced fracture healing via angiogenesis and osteogenesis in 
the radiological and histological assessment. Furthermore, fresh and frozen ADRCs showed similar 
potential healing as well. Therapeutic potential of fresh and frozen ADRCs for nonunion fracture was
 confirmed. 

研究分野：整形外科、再生医療
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脂肪由来再生幹細胞（Adiposederived regenerative cells; ADRCs）の再生医療としての臨床での使用が普及し
ているが、その機序に関してはいまだに不明な点が多い。本研究では難治性骨折モデルにおけるその有用性が細
胞自身の分化およびパラクライン効果が関与していることが証明された。さらに凍結細胞での治癒能も新鮮細胞
と同様に確認されたことにより、臨床での凍結細胞使用の有用性を示唆するものであり、患者が自身の細胞を凍
結することで複数回治療を受けれるという恩恵につながる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 骨折は様々な原因で起こり、患者の日常生活動作や生活の質を著しく障害する。閉鎖性骨折
のうち約 5-10%、開放骨折のうち約 17%が正常に治癒しない難治性骨折に陥るとされており、こ
れらは治療に難渋することも少なくない。従って、骨折治癒をより改善・促進させるような治療
法の開発が望まれていた。 
(2) 幹細胞治療が骨折治療の新たな strategy として注目される中、脂肪組織は、骨髄と比較し
低侵襲性でより多くの幹細胞を採取可能であることから、幹細胞の新たな供給源として期待さ
れていた (①)。脂肪幹細胞を含む間質血管細胞群（Stromal Vascular Fraction；SVF）は、よ
り容易に採取可能であり、その有用性が様々な分野で報告されていたが(②、③)、骨折治癒に及
ぼす影響ついての報告は少なく、その詳細はいまだ不明であった。 
(3) 凍結保存(Cryopreservation)は SVF 治療が実臨床での応用を拡大するためのセルバンキン
グとして有効と考えられていた。しかし、骨折治療において不可欠となる骨分化能や血管新生能
をベースとした治療効果が、凍結検体においても維持できるかは不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
(1) ラット難治性骨折モデルを用いて SVF の骨折治癒促進効果を検討すること 
(2)  新鮮(Freshly isolated) SVF と凍結 SVF の骨折治癒促進効果を比較すること。 
 
 
３．研究の方法 
(1) In Vivo 
生後 9週齢のヌードラットの大腿骨に難治性骨折モデル(④)を作成し、30 匹×3群に分け骨折
部に各製剤を投与した (F-SVF 群：ヒト新鮮 SVF, C-SVF 群：ヒト凍結 SVF, control 群：リン酸
緩衝生理食塩水)。 画像評価は、術後 8週の Xpとの micro-CT により骨癒合率と callus area
を評価した. 組織学的評価は 術後 4, 8 週の H&E 染色と Safranin-O 染色にて行い、過去の報告
(⑤)に基づいた骨折治癒スケール (4 点満点) も評価した。力学的評価として、術後８週の大腿
骨の３点曲げ試験を行い、ultimate stress (N)、extrinsic stiffness (N/mm)、failure energy 
(Nmm)を評価し、健側比を計測した。免疫学的評価として、術後 2 週に isolectinB4 と
osteocalcin(OC)の蛍光免疫染色による骨折部の血管新生と骨形成の定量評価（isolectinB4,OC
の陽性細胞数）を行った。結果を 3群で比較した(chi-squared test or one-way analysis of 
variance)。 
 
(2) In Vitro 
 Human由来のF-SVF とC-SVFを培養後、acLDLとlectinによる蛍光免疫染色とMatrigel culture
を用いた tube formation による血管新生能評価、ALP 染色と Alizarin red 染色を用いた骨分
化能評価を行った。結果を２群間で比較した (Mann–Whitney U test)。  
 
 
４．研究成果 
(1) 画像評価 
術後 8週の F-SVF 群、C-SVF 群の Xp による骨癒合率は 60% (6/10), 50.0% (5/10)と、コントロ
ール群（0%, 0/10）よりも有意に高かった。また、callus area も術後４、８週において両群と
もに、コントロール群よりも大きかった。F-SVF, C-SVF の２群間には有意差はなかった。  

 

 図１  画像評価 -骨癒合率と callus area の比較- 
 
(2) 組織学的評価  
HE 染色と、Safranin-O 染色による組織評価では、F-SVF 群、C-SVF 群は術後 4週で軟骨細胞浸潤
と仮骨形成を呈し、8週で骨癒合を認めたが、control 群では骨折部への軟骨細胞浸潤は乏しく、
8週で偽関節に至った. 骨折治癒スケールも、F-SVF 群と C-SVF 群（は control 群よりも有意に
高かった. また、F-SVF 群と C-SVF 群の両群にはいずれも有意差はなかった。 
 



 
図２ 組織学的評価 -HE 染色と Safranin-O 染色の比較- 
 
 (3) 力学的評価  
Ultimate stress, extrinsic stiffness, failure energy の健側比はいずれも、F-SVF、C-SVF
の両群共に control 群よりも有意に高く、F-SVF 群と C-SVF 群の両群にはいずれも有意差はなか
った。(ultimate stress: F-SVF, 0.79 ± 0.29; C-SVF, 0.71 ± 0.26; control, 0.29 ± 
0.21. extrinsic stiffness: F-SVF,0.88 ± 0.25; C-SVF, 0.94 ± 0.36; control, 0.15 ± 
0.14. failure energy: F-SVF, 0.71 ± 0.34; C-SVF, 0.65 ± 0.36; control, 
0.34 ± 0.13.) 
 
(4) 免疫学的評価 
ラット由来の isolectinB4 陽性の血管内皮細胞、OC陽性骨芽細胞の発現が、F-SVF、C-SVF 群で
control 群よりも有意に増加しており、内因性血管新生、骨形成が促進されていた。また、F-SVF
と C-SVF の両群で human 由来の CD31 陽性細胞や OCの発現も確認された。 

 
 

 
図３ 免疫学的評価  
(a)(b)(c) isolectionB4、osteocalcin を用いた蛍光免疫染色によるラット由来の内因性血管



新生と骨形成能の評価  
(d) Human-CD31、osteocalcin を用いた蛍光免疫染色 
 
(5) 血管新生能、骨分化能（in vitro） 
F-SVF 群、C-SVF 群の両群共に良好な acLDL 取り込み能とレクチン結合能を示し、両群間に血管
新生能に有意差は認めなかった。また、tube formation による定量的血管新生評価においても
両群で有意差は認めなかった。骨分化能は、両群共に、ALP 染色と Alizarin-red 染色で濃染し、
定量的 ALP 活性や石灰化は両群間に有意差はなかった。 
 

 
図 4 血管分化能、骨分化能の評価 (in vitro) 
(a) (b) 蛍光免疫染色による acLDL (red) と lectin (green)の double positive cell の比較  
(c) (d) Matrigel culture による tube formation の比較  
(e)(f)(g) ALP 染色による ALP 活性、Alizarin red 染色による石灰化評価  
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