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研究成果の概要（和文）：日本白色家兎の膝OAモデルで、自家末梢血から生成した多血小板血漿(PRP)を用い脂
肪由来間葉系幹細胞adipose-derived stem cells (ADSC)の軟骨形成細胞へ分化誘導を評価した。その結果、
ADSCの軟骨分化を示唆する遺伝子発現（Collagen Ⅱ, Sox 9 and Aggrecan）を有する軟骨形成細胞への分化を
確認した。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the Induction of differentiation of ADSC into chondrogenic 
cells using PRP generated from autologous peripheral blood in a knee OA model of a Japanese white 
rabbit. As a result, chondrogenic cells with gene expression (Collagen II, Sox 9 and aggrecan) was 
confirmed; that suggested differentiation into chondrogenic cells.

研究分野： 整形外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性膝関節症に対しては現在有効と考えられる手術加療がいくつか確立しているものの、医療経済の観点から
も、今後は予防や修復促進による重症化の阻止が急務である。本研究では脂肪由来幹細胞を用いた再生医療の観
点から軟骨修復の方法を模索した。
本研究ではin vitroでの研究に留まっているが、今後のin vivoでの研究による評価で軟骨再生の可能性が示唆
されれば、変形性関節症の治療に貢献できると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

変形性関節症は、高齢者の膝・股関節などの下肢荷重関節に好発する進行性の関節軟骨変性を

特徴とする。関節軟骨には栄養血管が存在せず、細胞成分に乏しいため、自然治癒は期待出来な

い。我が国では超高齢化社会を迎え、変形性膝関節症(膝 OA)の患者は増加の一途を辿っており、

健康寿命や医療経済にも大きな影響を与えている。膝 OA に対しては現在有効と考えられる手

術加療がいくつか確立しているものの、医療経済の観点からも、今後は効果的な予防や修復促進

による重症化の阻止が急務である。近年、再生医療分野においては、幹細胞を用いた治療が注目

を集めている。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

れている。ADSCs は皮下脂肪組織から採取できるため比較的低侵襲で倫理的な問題が少なく、

容易・かつ多量に採取可能で、優れた増殖能と多分化能を持つという利点を有しており、我々の

研究チームでは以前から、骨、神経、半月板、靱帯等の分野で、その臨床応用を目指した研究を

行ってきた。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

の関節内投与により軟骨変性の改善を認めた報告もあるが、その具体的な機序についてはほと

んど言及されていない。 申請者の研究室では、これまでに、機序が単なる ADSCs の軟骨細胞へ

の分化によるものではなく、ADSCs が分泌する成長因子に伴う軟骨基質保護作用(paracrine 

effect)が大きく関与していることを報告してきた。予備実験として行った DiI labeling による

ADSCs の細胞動態解析では、幹細胞の関節内の滑膜及び後方の関節包への生着は確認できたも

のの、軟骨分化を認めず、それどころか経時的な細胞数の減少を認めた。これは、ADSCs が軟

骨に分化し、関節面に生着するには何らかの追加要素が必要であることを示唆している。Phuc 

Van Pham らの報告(Stem Cell Res Ther 2012)ではマウス研究において 15v/v％多血小板血漿(PRP：

Platelet-rich plasma)を含む培地で 1 週間培養を行った ADSCs では、通常の 10％FBS を含む培地

での培養に比較し、細胞増殖の促進、軟骨形成に必要な col-Ⅱ、Sox9、及びアグリカンの遺伝子

発現の増加、軟骨再生の阻害作用を持つVEGFの分泌の下方調節を認めた。PRPを用いてADSCs

を軟骨形成能を持つ軟骨形成細胞へ分化誘導し、申請者の研究室で開発した技術でシート化し

た「軟骨形成細胞シート」を用いた膝 OA の関節軟骨再生の可能性が考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、日本白色家兎の膝 OA モデルで、末梢血から生成した PRP を用い ADSCs を軟骨

細胞へ分化誘導を行う。その後シート化技術を用いて軟骨細胞をシート化した軟骨形成細胞シ

ートを関節内に移植し、変性した関節軟骨がどの程度再生されるのか検討する。軟骨形成細胞へ

と分化させた ADSCs のシートが生着するにあたり、周囲へ分泌される各種液性因子を評価し、

関節軟骨再生の機序を解明することを目的とした。 

 



 

 

 

３．研究の方法 

 日本白色家兎の肩甲間部より採取した皮下脂肪組

織(右図左)より得られた ADSCs を培養する。また

末梢血を 20ml 採取し(右図右)、250×g で 10 分間の

遠心分離を行い、その血漿分画について、さらに

1000×g で遠心分離を行い、下層に 20%CaCl2 を加え

たものを活性化 PRP と定義し(1)、使用した。第 3 継

代目の ADSCs の培養培地に PRP を 15v/v%の濃度で

含有させた培地で 1 週間培養し、over confluent 状態

とし、アスコルビン酸(Ascorbate-2-phosphate)を添加

する。さらに 1 週間培養を行い、ADSCs のコラーゲ

ン分泌が増強させることで PRP を添加した ADSCs

シートを作成する(右図下)。通常の ADSCs のみ、

ADSCs シート、PRP 培地培養 ADSCs、PRP 培地培

養 ADSCs シートの 4 群について、遺伝子学的な発

現について quantitative Real-time PCR を用いて評価を行った。今回、軟骨細胞の増殖や軟骨形成

に必要と報告されている collagen type 2, Sox 9, Aggrecan についての発現量の評価を行った。 

 

４．研究成果 

通常の ADSCs のみ(ADSC 群)、ADSCs シート(ADSC sheet 群)、PRP 培地培養 ADSCs(ADSC+PRP

群)、PRP 培地培養 ADSCs シート(PRP -ADSC sheet 群)の 4 群について、各群 5 検体について

quantitative real-time PCR 法を用いて遺伝子発現量を評価し、比較検討を行った。評価方法として

は Kenneth らの報告に従い、2-ΔΔCt 法を用いて評価を行った。 

Collagen type 2 では ADSC 群に比較して ADSC sheet 群では 1.87±0.42 倍、ADSC+PRP 群では

5.65±4.34 倍、PRP-ADSC sheet 群では 7.24±3.46 倍の発現を認めていた。 

Sox 9 については ADSC 群に比較して ADSC sheet 群では 6.07±5.60 倍、ADSC+PRP 群では 9.27

±5.15 倍、PRP-ADSC sheet 群では 8.77±8.65 倍の発現を認めていた。 

Aggrecan では、ADSC 群に比較して ADSC sheet 群では 3.36±1.76 倍、ADSC+PRP 群では 6.47±

5.43 倍、PRP-ADSC sheet 群では 5.99±3.99 倍の発現を認めていた。 

Collagen type 2, Sox 9, Aggrecan のいずれの群においても、ADSCs 単独群よりも発現量の上昇傾

向にあるものの、いずれの群間においても、有意な差を認めるには至っていない。(p>0.05) 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 quantitative real-time PCR の結果  

 

<考察> 

ADSCs の OA に対する効果については、日本家兎、豚、ラットなどの膝 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 2-5)、そのメカニズムに関しては未

だ議論の分かれるところで、明確な解明には至っていない。 

過去の報告によると、PRP には数多くの成長因子が含まれており、PRP 単独での治療効果も報告

があるが、その要因としてはこの成長因子が高濃度で含有されていることが一因とされている。

6.7)。他の報告では ADSCs は培養培地に VEGF-A の発現増加・分泌し、軟骨細胞の増殖を阻害

するのみならず、プロテオグリカン合成などを低下させることで、アポトーシスを増加させ、そ

の結果として移植を行った ADSC の欠損部に軟骨組織が成長して入り込む様子が認められなか

ったと報告されている 8)。 

PRP と ADSCs の併用による治療効果の報告も散見されるが、本研究においては、ADSCs の in 

vitro での軟骨細胞への分化について評価を行っている。本研究において、いずれの遺伝子発現

でも過去の報告 9)と同様に PRP を使用したことにより発現増加を認めているが、サンプル数の

少なさからか、有意な差にまでは至っていない。 

しかし、現段階で得られた傾向としては、15v/v%PRP培地での培養により得られた遺伝子発現は

アスコルビン酸を加え、シート化を行っても下がらず、軟骨形成に必要な細胞特性は維持したま

まであり、シートの特性である、多量の細胞担持の可能性を加味すれば、関節内注射によりその

治療効果は期待できる。 

＜今後の展望＞ 

本研究では現在のところ in vitro での研究に留まっているが、今後、PRP-ADSC sheet 群での

VEGF-A の分泌低下が生じるかの確認のための ELISA 法や、コラゲナーゼ(MMP-1.MMP-13)、ア

グリカナーゼ(ADAMTS-4)の発現を in vitro で調査したのち、in vivo では実際に 4 群について、

前十字靭帯(ACL：anterior cruciate ligament)切離術を施した外傷性膝 OA モデルに対して 6.8.10.12

週モデルを作成し、実際に軟骨変性に対して与える変化を Macroscopic な評価(India ink 染色：

OARSI score 評価)、組織学的評価(Safranin O 染色)、免疫組織化学染色(MMP-1.MMP-13.ADAMTS-

4)での評価を行う予定としており、実際の治療効果について評価を行う。また、DiI labeling を行

うことで、実際の注射された細胞群の動態を確認することで、その生着に関しても評価を行う。 

今後の in vivo での研究による評価で軟骨再生の可能性が示唆されれば、変形性関節症の治療に



 

 

貢献できると考える。 
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