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【目的】 

近年、脂肪幹細胞を用いた再生治療が注目されているが、その一種である Adipose-derived 

regenerative cells（ADRC）は、コラゲナーゼ消化により脂肪組織から得られる非培養性の異種

または混合細胞集団である。ADRC は、下肢の慢性潰瘍、虚血性心筋症、四肢虚血などの治療に

おいても使用されており、さらに変形性関節症（OA）の治療でも ADRCの関節内投与の有効性が

報告されているが、変形性関節症の抑制効果やそのメカニズムについては明らかになっていない。 

一方で、近年、滑膜におけるマクロファージの OA発症・抑制機序への関与が注目されている。マ

クロファージは、組織損傷や炎症を促進する炎症性サイトカインを放出する M1 マクロファージ

と、組織のリモデリングを促進し炎症を抑制する抗炎症性サイトカインを放出して創傷治癒に関

わるM2マクロファージに分類される。滑膜マクロファージの偏極は、OAを早期に予防・治療す

るのに適した治療標的とされ、いくつかの in vitroの研究では、多血小板血漿（PRP）や間葉系幹

細胞による M2 マクロファージの促進が報告されている。しかし、脂肪由来間質血管細胞群

（Stromal Vascular Fraction：SVF）や ADRCがマクロファージの極性化に及ぼす影響を評価し

た研究はほとんどない。したがって、本研究の目的は、ADRC の関節内移植による OA 進行に対

する治療効果を評価し、ADRC の OA 治療効果のメカニズムである可能性のあるマクロファージ

偏極化に対する効果を解明することとした。 

 

【対象と方法】 

ADRCの採取 

変形性膝関節症の治療のためにADRCの関節内注射を受けた患者から同意のもと余った細胞分画

を実験に使用した。全身麻酔下で脂肪吸引を行い、採取された脂肪組織から血液と脂肪の破片を

除去しコラゲナーゼ処理を経て ADRCを精製した。 

 

[in vivo] 

OAモデルの作成 

12週齢の BALB/cヌードマウスの右膝内側半月板を不安定化させ OAを誘導した。同時に ADRC

を 2.0 × 104 cells/6 μL/膝で移植し、対照群には PBS 6 μLを注射した。術後 4週および 8週で膝

関節を採取した。 

 

組織学的解析 

マウスの膝関節を矢状面で 6µmの厚さの切片とし、ヘマトキシリンエオジン染色、サフラニン O

ファストグリーン二重染色を行った。組織学的な OA の程度は OARSI cartilage OA 

histopathology-grading system で評価を行った。免疫組織染色では、膝関節軟骨で MMP-13、

ADAMTS-5、IL-6、Type 2 collagen、IL-1β、膝関節内滑膜で iNOS（M1マクロファージマーカ

ー）、CD206（M2マクロファージマーカー）、膝関節全体でヒト核抗原の発現を評価した。 

 



[in vitro] 

マクロファージの調製および共培養 

マウスのマクロファージ細胞株を入手し培養した。ADRC のマクロファージ極性へのパラクライ

ン効果を確認するために、トランスウェル共培養システムを使用してマクロファージ細胞と

ADRCを 2日間共培養した。コントロール群、IFN-γ + LPSで刺激を行ったM1偏極群、M1偏

極刺激の上に ADRC との共培養を行った M1 偏極＋ADRC 群、ADRC との共培養のみ行った

ADRC群、IL-4で刺激を行ったM2偏極群の 5グループに分けられた。 

 

蛍光免疫染色 

マクロファージ極性を視覚化するために、各グループで iNOS（M1マクロファージマーカー）お

よび CD206（M2マクロファージマーカー）の多重蛍光免疫染色を行い評価した。 

 

統計学的解析 

統計学的解析は GraphPad Prism 9を使用した。得られたデータは、Kolmogorov–Smirnov検定

を用いて分布の正規性を検証され、データが正規分布している場合、one-way ANOVA が実施さ

れ、post-hoc の比較試験として Tukey–Kramer 検定が使用された。データが正規分布でない場

合、Kruskal–Wallis検定を用い、post-hoc の比較試験として Bonferroni–Dunn検定を用いた。

有意水準は p < 0.05とした。 

 

【結果】 

OAの進行 

ADRC 群の大腿骨内顆と脛骨内顆の OARSI スコアは、手術後 4 週間および 8 週間において、

control群よりも有意に低かった。 

 

OA関連マーカー 

手術後 4週間および 8週間において、ADRC群では Type 2 collagen陽性細胞数の割合が有意に

高く、一方でMMP-13、ADAMTS-5、IL-6、および IL-1β陽性の軟骨細胞数の割合が control群

と比較し有意に低かった。 

 

移植された ADRCの運命 

ヒト核抗原は移植後1週間で主に膝蓋上嚢および膝蓋下脂肪体の滑膜組織に発現を認められたが、

移植後 4週間では発現を認めなかった。 

 

滑膜評価 

滑膜の炎症を表す細胞層は control群において ADRC群よりも 4週、8週ともに有意に厚く、IL-

1β陽性細胞数の割合も 4週、8週ともに control群において ADRC群よりも有意に高かった。滑



膜における iNOS陽性細胞数の割合は control群において ADRC群よりも高く、CD206陽性細胞

数の割合は ADRC群において control群よりも高かった。 

 

共培養：蛍光免疫染色 

M1偏極+ADRC群において iNOS陽性細胞数の割合はM1偏極群よりも低い傾向があったが差は

有意ではなかった。ADRC 群の CD206 陽性細胞数の割合は control 群、M1 偏極群、M1 偏極

+ADRC群より有意に高かった。M1偏極 + ADRC群の CD206陽性細胞数の割合は、M1偏極群

よりも高い傾向があったが、差は有意ではなかった。 

 

【考察】 

本研究の主な発見は、ヒト ADRCの関節内移植により OAモデルマウスにおける OAの進行が抑

制されること、またそのメカニズムとして、移植された ADRCが関節の滑膜に移動し、滑膜マク

ロファージに作用し M2 マクロファージの極性化を誘導することで軟骨を分解する酵素や炎症性

サイトカインの産生を抑制する役割を果たす可能性があることである。 

近年、OA治療における脂肪由来間質血管細胞群（SVF）移植の利点を調査する臨床研究が増加し

ているが、自家脂肪由来 SVF移植が OAの進行に及ぼす影響に関する基礎研究はまだ少ない。過

去に、未培養の脂肪由来 SVFの関節内移植は、前十字靭帯切断（ACLT）ウサギモデルで OAの

進行を抑制し、ACLTウサギから採取した軟骨細胞を SVFと物理的な接触がない条件で共培養す

ると、軟骨細胞の生存率が高く、軟骨合成酵素の発現が増加し、軟骨分解酵素の発現が低下したと

報告されている。これらの結果や本研究の結果から、SVF からの可溶性因子が軟骨細胞に対して

保護効果を発揮し、OA症状の改善に寄与できる可能性が示唆された。 

本研究では、移植された細胞が関節内滑膜に取り込まれていることが考えられ、CD206陽性のM2

様マクロファージの数が増加し、iNOS 陽性の M1 様マクロファージが減少したことが滑膜で観

察された。つまり、ADRCの移植によるマクロファージ偏極化を介した免疫調整が、ADRCを移

植されたマウスの OA抑制に寄与した可能性がある。また、本研究の共培養の結果からは、ADRC

とのトランスウェル共培養により、M2マーカーである CD206に陽性のマクロファージの割合が

有意に増加したが、M1誘導の条件では有意な変化は認められなかった。この結果から、ADRCは

マクロファージの表現型の変化を M2様の表現型に向けて促進できる可能性があり、ADRC から

の可溶性因子がマクロファージの表現型の変化を促進していることが示唆された。 

 

【結論】 

ヒト ADRCの関節内移植は、マウス OAモデルにおいて OAの進行を抑制した。これは ADRCか

ら分泌される可溶性因子による滑膜のマクロファージの極性の調整が関与している可能性が示唆

された。 
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【目的】

近年、脂肪幹細胞を用いた再生治療が注目されているが、その一種である Ad ipose -d er ive d

re genera ti ve ce ll s(AD R C )は、コラゲナーゼ消化により脂肪組織から得られる非培養性の混合細胞集

団で、変形性関節症（O A )の治療でも、ADRC の関節内投与の有効性が、報告されているが、変形性関

節症の抑制効果やそのメカニズムについては明らかになっていない。

マクロファージは、組織損傷や炎症を促進する Ml マクロファージと、組織のリモデリングを促進する M2

マクロファージに分類される。しかし、 ADR C がマクロファージの極性化に及ぼす影響を評価した研究は

見当たらない。

以上から、本研究の目的は、ADRC の関節内移植による OA 進行に対する治療効果を評価し、その作用

機序として可能性のあるマクロファージ偏極化に対する効果を解明することとした。

【対象と方法】

ADRC の採取

変形性膝関節症の治療のために採取された ADRC について、その余剰の細胞を患者同意の上、提供を

受け本実験に使用した。

[i n vivo ] 

OA モデルの作成

12 週齢の B ALB/c ヌードマウスの右膝内側半月板を不安定化させ OA を誘導した。同時に ADRC を

2.0 x 10 4ce ll s/6 μL/膝で移植し、対照群には PB S 6 μL を注射した。術後 4週および 8週で膝関節を採

取した。

組織学的解析

組織学的な O A の程度は OARSI car ti lage OA histopathology-g rad ing system にて評価した。免疫

組織染色では、 MMP-1 3、ADAMTS- 5、IL-6 、Typ e 2 co ll agen、IL・16 、iNOS(Ml マクロファージマー

カー）、CD206(M2 マクロファージマーカー）、ヒト核抗原に対する杭体を用いた。



[i n vit ro] 

マクロファージの調製および共培養

パラクライン効果を確認するために、トランスウェル共培養システムを使用した。コントロール群、 IFN・ y + 

LPS で刺激を行った Ml 偏極群、 Ml 偏極刺激の上に ADRC との共培養を行った Ml 偏極＋ADRC

群、 ADRC との共培養のみ行った ADRC 群、 IL-4 で剌激した M2 偏極群の 5 群を実施した。

蛍光免疫染色

マクロファージ極性を評価するため各グループでiNO S(Ml マクロファージマーカー）および CD206(M2

マクロファージマーカー）の多重蛍光免疫染色を行い評価した。

統計学的解析

データが正規分布している場合、 one-wa y ANOVA を実施、pos t-ho cの比較試験として

Wall is検定を用い、

post-hoc の比較試験として Bon ferro ni-Dunn 検定を用いた。

【結果】

OA の進行

ADRC 群の大腿骨内顆と腔骨内顆の OARSI スコアは con trol 群よりも有意に低かった。

OA 関連マーカー

ADRC 群では T ype 2 colla gen 陽性細胞割合が有意に高く、一方で MMP- 13、ADAMTS -5、IL-6 、お

よび IL・1 8 陽性の軟骨細胞数の割合が co ntro l 群と比較し有意に低かった。

ADRC 生着部位

ヒト核抗原は移植後 1週間で主に膝蓋上嚢および膝蓋下脂肪体の滑膜組織に発現を認められたが、移

植後 4 週間では発現を認めなかった。

滑膜評価

滑膜の炎症を表す細胞層は con trol 群において ADR C 群よりも有意に厚く、 IL- 16 陽性細胞数の割

合も con tro l 群において ADRC 群よりも有意に高かった。滑膜におけるiN OS 陽性細胞数の割合は

con tro l 群において ADRC 群よりも高く、 CD2 06 陽性細胞割合は ADRC 群において con tro l 群よりも

高かった。



共培養蛍光免疫染色

Ml 偏極＋ADRC 群においてiNOS 陽性細胞数の割合は Ml 偏極群よりも低い傾向があったが有意で

はなかった。 ADRC 群の CD206 陽性細胞数の割合は co ntrol 群、 Ml 偏極群、 Ml 偏極 ＋ADRC

群より有意に高かった。Ml 偏極 ＋AD RC 群の CD206 陽性細胞数の割合は、 Ml 偏極群よりも高い

傾向があったが有意ではなかった。

【考察】

本研究の主な発見は、ヒト ADRC の関節内移植により OA モデルマウスにおける OA の進行が抑制さ

れること、またそのメカニズムとして、移植された ADR C が関節の滑膜に移動し、滑膜マクロファージを

M2 偏極化することで軟骨を分解する酵素や炎症性サイトカインの産生を抑制する役割を果たす可能性

があることである。

過去の報告や本研究の結果から、 SVF からの因子が軟骨細胞に対して保護効果を発揮し、 OA 症状を

改善する可能性が示唆された。本研究では、共培養にて、 M2 様マクロファージ数の増加と Ml 様マクロ

ファージの減少が観察されたことから、 ADRC からの可溶性因子がマクロファージ偏極化を介して OA

抑制に寄与した可能性がある。

【結論】

ヒト ADR C の関節内移植は、マウス OA モデルにおいて OA の進行を抑制した。これは ADR C か

ら分泌される可溶性因子による滑膜のマクロファージの極性の調整が関与している可能性が示唆され

た。

ADRC の OA への効果の機序について、重要な知見を得たものとして、価値ある業績と認める。よって、本

研究者は博士（医学）の学位を得る資格があると認める。




