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脂肪由来幹細胞だけでなく間質血管細胞群の異種細胞は、変形性関節症における同化作用増強と
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【背景】 

間質血管細胞群 (SVF)および SVFを培養することで得られる脂肪組織由来幹細胞 (ADSC) は、

脂肪組織から比較的大量かつ容易に採取でき、高い組織修復能や分化能を示す事から再生医療に

おいて有用である。ADSC は純粋な脂肪組織由来幹細胞であり、骨髄由来幹細胞（BMSC）と比

べ低侵襲で採取でき、同等の治療効果が得られると報告される。また SVF は基礎研究において

ADSCと同等の効果があると報告される。さらに SVFは脂肪組織を機械的および酵素的に消化す

ることで得られるため、ADSC に比べ培養を行う必要がなく、ワンステップで再生治療への使用

が可能である。臨床研究においては、変形性関節症（OA）に対する SVFの優れた治療効果が報告

されている。 

SVF は、ADSC、マクロファージ（MΦ）、線維芽細胞などの異種細胞から構成されているが、

SVF に含まれる ADSC の割合は、1%～16%と報告される。したがって、SVF のパラクリン効果

には ADSC以外の異種細胞群の機能が関与している可能性が考えられているが、その詳しい作用

機序は不明である。SVF に含まれる異種細胞の中で、MΦは OA 治療のターゲットとして近年注

目されており、MΦは炎症誘発型（M1）と抗炎症型（M2）へ分極する。抗炎症型であるM2 MΦ

は、transforming growth factor (TGF)-β や interleukin (IL)-10などの成長因子、抗炎症性サイ

トカインを分泌し軟骨形成や創傷治癒に重要な役割を果たす。以前の報告では、MΦは SVFの約

20％を占め、その MΦの多くが M2 表現型であるとされる 。したがって、SVF に含まれる M2 

MΦは、軟骨細胞に対する SVFの治療において重要な役割を果たす可能性がある。しかし、SVF

や SVF中のMΦの軟骨細胞に対するパラクリン効果についての報告は少なく、詳細なメカニズム

は不明である。 

そこで本研究の目的は、ウサギ OA モデルにおける SVF および SVF に含まれる異種細胞の治

療効果を、対照群および ADSC含有量を調整した ADSC群と比較することにより調査検討するこ

ととした。 

【対象と方法】 

24週齢の雄New Zealand white rabbits に対し前十字靭帯切除を行い、8週経過したものをウ

サギ OA モデルとした。ウサギ肩甲骨間を切開し脂肪組織を採取、採取した脂肪組織から過去の

報告に従って SVFを単離、SVFを培養することで ADSCを得た。Colony forming unit-fibroblast 

assay を行い、SVFに含まれる ADSCは約 10%と定義した。ウサギから分離した SVFと ADSC

を OA 発症後の膝に自家移植し、対照群（アルブミン）、低用量 ADSC（lADSC；1×104ADSC）

群、高用量 ADSC（hADSC；1×105 ADSC）群、SVF（1×105 SVF）群を作成、OA発症後 8週

および 12週で膝関節を採取した。 

肉眼的評価を Osteoarthritis Research Society International (OARSI) macroscopic scoringに

て、組織学的評価にサフラニン O染色を行い OARSI cartilage histopathology scoringにて関節

軟骨破壊の評価を、HE 染色を行いModified OARSI synovitis scoring にて滑膜炎の評価を行っ

た。免疫組織学的評価を軟骨において Collagen type II(Collagen II), SRY box (SOX)-9, matrix 

metalloproteinase (MMP)-13、滑膜において CD86（M1 MΦマーカー）、CD163（M2 MΦマー



カー）の発現を評価した。RT-PCRでは軟骨における Collagen II、SOX-9, MMP-13、滑膜におけ

る TGF-β, IL-10,MMP-13のmRNA発現量を測定した。 

In vitroでは、1 × 105 cellsの軟骨細胞をチューブ内で遠心して作成したペレットを、SVFま

たは lADSC と分離共培養し 3 週間後ペレットサイズを評価した。さらに培養液中の TGF-βと

IL-10 濃度を ELISA 法で評価した。また SVF に含まれる MΦ分極を F4/80（汎 MΦマーカー）

と CD86 および CD163 による二重蛍光免疫染色を行い評価した。グループ間の統計学的検討は

Tukey’s テストを使用し、p < 0.05 を有意水準とした。 

【結果】 

肉眼的評価では OA 発症後 8 週および 12 週において SVF 群は対照群および lADSC 群と

比較して OAの進行が抑制され OARSIスコアは有意に低かった。SVF、h ADSC群間には有

意差はなかった。組織学的には OA発症後 8週、12週にて SVF群で対照群および lADSC群

と比較して OA の進行および滑膜炎が有意に抑制され Modified OARSI スコアは有意に低か

った。SVF 群と h ADSC 群に有意差は認めなかった。免疫組織学的には SVF 群は OA 発症

後 8週および 12週において対照群、lADSC群と比較して有意な Collagen II、SOX-9の発現

増加を認め、MMP13発現は有意に低下していた。SVF、h ADSC群間で有意差はなかった。

また滑膜組織免疫染色ではOA発症後8週においてSVF群で対照群および lADSC群に比べ、

抗炎症性M2表現型であるCD163が有意に多く発現しており、M1/M2比は有意に低かった。

SVF、h ADSC 群間には有意差は認めなかった。RT-PCRでは、OA 発症後 8 週、12 週にお

いて SVF群で対照群、lADSC群に比べ軟骨における Collagen II、SOX-9の発現増加、MMP-

13 の発現低下、滑膜における TGF-β、IL-10 の発現増加、MMP-13 の発現低下を認めた。

いずれも SVF、h ADSC群間で有意差は認めなかった。 

In vitroでは分離共培養において SVF群は対照群、lADSC群に比べ有意に軟骨ペレットサ

イズは大きく、培養液中の TGF-β、IL-10 濃度は高かった。SVF の二重免疫蛍光染色では、

SVF中のMΦはM1 MΦよりM2 MΦの数が有意に多かった。  

  

【考察】 

本研究では SVF群は OA 発症後 8 週間および 12 週間において肉眼的、組織学的、免疫

組織化学的に対照群および SVF と同量の幹細胞量を含む lADSC 群より有意に OA 進行を抑

制していた。また RT-PCR では軟骨および滑膜において有意に同化因子の増加および異化因

子の低下を認めていた。そしてそれら SVFの治療効果は hADSC群と比較しても同等であっ

た。また滑膜では SVF 群において、対照群および lADSC 群に比べ滑膜炎は有意に改善、

M1/M2 比は有意に減少しており MΦ分極は抗炎症性の M2 が有意であった。SVF に含まれ

る MΦの約 70%は、TGF-βや IL-10 を分泌する抗炎症性 MΦであると報告される。本研究

でも in vitro での二重蛍光免疫免疫染色では SVF 中に抗炎症性 MΦマーカーである CD163

陽性細胞が有意に多く認められ、分離共培養の SVF 群の培養液中では有意に TGF-βおよび

IL-10 の濃度が高く軟骨ペレットサイズも有意に大きかった。したがって SVF に含まれる抗



炎症性MΦは SVFのパラクライン効果に関与している可能性が示唆された。 

SVF治療効果は ADSCの作用のみならず、異種細胞として含まれる抗炎症性MΦが TGF-

βや IL-10 を放出し、滑膜組織の MΦが抗炎症性へ誘導された結果、膝関節内の恒常性が改

善し軟骨保護へと作用し、lADSCより優位かつ hADSCと同等の効果が得られた可能性が考

えられた。 

【結語】 

ウサギ OA モデルに対する SVF の治療効果は、対照群および同量の幹細胞量を含む lADSC よ

りも有意に優れ、hADSCと比べても同等であった。SVF に含まれる異種細胞中の抗炎症性 MΦ

は、成長因子や抗炎症性サイトカインの分泌により膝関節恒常性改善と軟骨保護に寄与した可能

性が考えられた。本研究により SVFの OA加療における作用機序の一端が明らかとなった。 
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【背景と目的） 間質血管細胞群 (SVF)および SVF培養で得られる脂肪組織由来幹細胞

(ADSC)は、脂肪組織から大量かつ容易に採取でき再生医療に有用である。SVFは脂肪組

織の酵素的処理で得られ、ワンステップで再生治療へ使用可能である。臨床研究において、

変形性関節症 (OA)に対する SVFの優れた治療効果が報告される。 SVFは、 ADSC、マ

クロファージ (M<P)、線維芽細胞などの細胞から構成され、 SVFに含まれるADSCの割

合は 1~16％と報告される。したがって、SVFのパラクリン効果にはADSC以外の細胞の

機能が関与する可能性があるがその作用機序は不明である。SVFに含まれるADSC以外の

細胞の内、 M<PはOA治療のターゲットとして注目される。抗炎症性の機能を有する M2M

①は、transforminggrowth factor (TG F)-{3やinterleukin(IL)-10などの成長因子、抗

炎症性サイトカインを分泌し軟骨形成や組織治癒に重要な役割を果たす。M<DはSVFの約

20％を占めそのM<Pの多くがM2であるとされ、M2M<Pは軟骨細胞に対する SVFの治療

に重要な役割を果たす可能性がある。そこで本研究では、ウサギOAモデルにおける SVF

およびSVFに含まれる ADSC以外の細胞の治療効果を、対照群およびADSC含有量を調

整したADSC群と比較検討することとした。

【方法】 24週齢の雄ウサギに前十字靭帯切除を行い、 8週経過したものをウサギ0Aモ

デルとした。肩甲骨間脂肪組織を採取し、 SVFを単離、 SVFを培養することでADSCを

得た。 SVFに含まれる ADSC量は約 10％と定義した。 OA発症後の膝に対照群、低用量

ADSC (lADSC ; 1 X 104ADSC)群、 高用量ADSC(hADSC ; 1 X 105 ADSC)群、 SVF

(1 X 10s SVF)群を自家移植し、 8週および 12週で膝関節を採取した。肉眼的評価、組

織学的評価 (Safranin-0,HE染色）、免疫組織学的評価を軟骨 (CollagenII, SOX-9, 

MMP-13)、滑膜 [CD86 (Ml M <P)、 CD163(M2 M<P)]の発現により評価した。 Real

Time-PCRでは軟骨 (CollagenII、SOX-9,MMP-13)、滑膜 (TGF-{3,IL-10,MMP-13)

発現を評価した。 Invitroでは、軟骨ペレットと SVFおよびlADSCの分離共培養による

ペレットサイズ、培挫液中のTGF-{3と IL-10濃度を ELISA法で評価した。また SVFに

含まれるM<Pを F4/80とCD86およびCD163による二重蛍光免疫染色を行い評価した。

グループ間の統計学的検討は'fukey'sテストを使用、p< 0.05を有意水準とした。

【結果】 本研究ではOA発症後 8および12週において、 SVF群は肉眼的、組織学的、

免疫組織化学的に対照群およびSVFと同量の幹細胞量を含む lADSC群よりも有意に OA

進行を抑制していた。またRT-PCRでは軟骨および滑膜において有意に同化因子の増加お

よび異化因子の低下を認めた。またそれら SVFの治療効果はhADSC群と比較し同等であ

った。滑膜では SVF群において、対照群および lADSC群に比べ滑膜炎は有意に改善、

Ml/M2比は有意に減少しM<D分極は抗炎症性のM2が優位であった。 Invitroの実験にお

いて、分離共培養の培穫液中のTGF-{3およびIL-10の濃度がSVF群で有意に高く、軟骨

ペレットサイズも増大していた。二重蛍光免疫染色ではSVF中に抗炎症性作用を有すると

される CD163陽性のM2M<Pを有意に多く認めた。



【考察及び結論） 本研究ではウサギ OAモデルに対する SVFの治療効果は、対照群およ

び同量の幹細胞量を含むlADSCよりも有意に優れ、hADSCと比べても同等であった。SVF

に含まれる ADSC以外の細胞中の抗炎症性 M<Dは、成長因子や抗炎症性サイトカインの

分泌により膝関節恒常性改善と軟骨保護に寄与したものと考えられた。

本研究は、 OA治療において近年注目される SVFについて、抗炎症性 M<Dなど ADSC

以外の細胞に着目し、従来明らかにされていなかった作用機序の一端をウサギ OAモデル

により明らかとした初めての報告であり、 SVFなどによる細胞治療が将来的に OAにおけ

る治療成績を向上させる可能性を示すものとして価値ある業績であると認める。

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。




