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研究成果の概要（和文）：老化細胞除去薬ABT-263による変形性膝関節症（OA）患者由来滑膜間葉系幹細胞
（MSCs）の高品質化を試みた。ABT-263処理により老化細胞数は減少し、コロニー形成能や軟骨分化能が向上し
た。しかし、一時的な増殖能の低下が見られ、より低ストレスな方法として、細胞サイズと自家蛍光に基づく分
取による高品質化について検討した。結果としては、小サイズ、低自家蛍光の細胞を選択的に分取することで、
コロニー形成能や軟骨分化能を大きく向上させることが可能であり、drug-freeでの高品質化に成功した。現
在、本法により高品質化した滑膜MSCの機能およびOA治療効果について詳細な検討を実施中である。

研究成果の概要（英文）：We attempted to improve quality of synovial mesenchymal stem cells (MSCs) 
derived from patients with knee osteoarthritis (OA) by using ABT-263, a senolytic drug. Our results 
showed that ABT-263 treatment reduced the number of senescent cells and improved their ability to 
form colonies and differentiate into chondrocytes. However, a temporary decrease in proliferative 
capacity was observed, so we investigated a drug-free method to sort cells based on their size and 
autofluorescence. MSCs with small size and low autofluorescence showed greater colony formation and 
chondrogenic differentiation ability than before sorting. We succeeded in a drug-free method to 
improve synovial MSC quality and are currently engaged in a study to evaluate the biological 
function and therapeutic efficacy of synovial MSCs purified by this method for OA.

研究分野：再生医療、整形外科

キーワード： 細胞老化　変形性膝関節症　滑膜　間葉系幹細胞　軟骨

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢性疾患である変形性膝関節症（OA）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せず、対症療法
が行われている。超高齢化を迎えた本邦では、OA治療法の開発は社会的に喫緊の課題である。本研究の成果は、
これまでの滑膜間葉系幹細胞（MSCs）注射によるOA治療効果を老化生物学的観点から向上させることで、より患
者満足度の高いOA治療法の開発につながると考えられる。また、薬剤を用いない新たなMSCs純化方法により、老
化細胞を除去し、MSCsを若返らせる技術を開発できたことから、膝関節を含め様々な分野でのMSCsを用いた再生
医療の質の向上につな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 

(1) 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、自己

滑膜間葉系幹細胞（滑膜 MSCs）の関節内注射が OA により失われた軟骨を再生可能なことを明

らかにした。 

 

(2)しかし、OA 患者由来の滑膜 MSCs には老化細胞が多量に含まれており、本来の OA 治療効果を

発揮できていない可能性がある。研究代表者はこれまでに ABT-263（抗アポトーシスタンパク質

である Bcl-2 阻害剤）が滑膜 MSCs 中に含まれる老化細胞を除去可能である可能性を独自に見出

した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、老化細胞除去薬である ABT-263 を用いて、OA 患者由来の滑膜 MSCs から質の悪い老

化細胞のみを除去することで高品質化を試みるとともに、さらなる OA 治療効果を得られるのか

どうかを検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) OA 患者から滑膜 MSCs を分離して、ABT-263 処理・未処理で老化関連β-ガラクトシダーゼ活

性(SA-β-gal)、コロニー形成能や表面抗原、脂肪・骨・軟骨分化能などを比較した。 

 

(2) OA 患者から滑膜 MSCs を分離して、セルソーターを用いて細胞サイズを反映する前方散乱光

（FSC）と自家蛍光を反映する FITC を元に、Large, Medium, Small に分類し、老化関連β-ガラ

クトシダーゼ活性(SA-β-gal)、コロニー形成能、軟骨分化能などを比較した。 

 

(3) OA において重要となる関節軟骨の老化についての基礎検討として酸化ストレスと炎症スト

レスが軟骨細胞に与える影響についても評価した。ラット軟骨細胞を H2O2 と IL-1β+TNF-α

（IL/TNF）で処理し、老化表現型について in vitro, in vivo にて評価した。 

 

４．研究成果 

(1) ABT-263 処理群では、SA-β-gal 陽性細胞率が有意に低下し、アポトーシスが誘導された（図

１）。ABT-263 処理により、コロニー形成能が亢進し、表面抗原解析では CD34 発現が有意に低下

していた。ABT-263 処理細胞は高い軟骨・脂肪分化能を示したが、骨分化能には両群で差を認め

なかった（図 2）。軟骨ペレットにおいて、老化細胞関連マーカー（p16, p21）や SASP 因子（MMP-

【図 1】ABT-263 処理後の老化細胞の割合 



13, IL-6）の発現は、ABT-263 処理群で有意に低下した。以上より、ABT-263 処理によって OA 由

来滑膜 MSC に混在する老化細胞は選択的に除去され、コロニー形成能や多分化能が改善され、

ABT-263 は効果的な OA 治療法の開発に有用であると考えられた。しかしながら、ABT-263 処理中

に細胞増殖への悪影響が認められ、より細胞への影響が少ない方法の確立が望まれた。 

(2) 上記成果から、より細胞へのダメージが少ない方法として、細胞サイズ・自家蛍光に基づく

細胞分取を実施した。Small, Medium, Large の順に SA-β-gal 活性は低くなり、コロニー形成

能、軟骨分化能は高くなった（図３）。以上の結果から、OA 患者由来の滑膜 MSCs のより細胞に

優しい drug-free での高品質化に成功した。現在、本法により高品質化した細胞の OA 治療効果

について詳細な検討をラット OA モデルにて評価・解析を行う予定である。 

 

 

(3) どちらのストレスも SA-β-gal の発現を有意に亢進させた。H2O2 処理群では、細胞の大型

化、細胞増殖の停止、γ-H2AX および p21 発現の上昇、GAG 産生能の低下が認められた。一方

IL/TNF 処理群では、p16 や SASP 因子（MMP-13, ADAMTS-5, MCP-1 など）の発現増加と GAG 分解

の促進が認められた（図４）。in vivo 実験において H2O2 注射群では、軟骨変性や SASP にほと

んど変化は見られなかった。IL/TNF 注射群では、軟骨変性が進行し、p16 や SASP 因子陽性の軟

【図 2】ABT-263 処理後の軟骨分化能 

【図３】ソーティング後の細胞機能 



骨細胞の割合が増加した。以上の結果から、酸化ストレスと炎症ストレスが軟骨細胞老化に及ぼ

す影響は大きく異なることが示された。OA 進行において特に重要な SASP の誘導については、酸

化ストレスより炎症ストレスが支配的なドライバーであると考えられた。 

 

【図４】In vitro での評価 (A) SA-β-gal 染色、(B) 老化マーカー発現 
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