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研究成果の概要（和文）：脂肪由来幹細胞シートを用いた新しい半月板縫合術についてウサギ内側半月板を用い
て研究をおこなった。脂肪由来幹細胞シートを併用してもウサギ内側半月板を組織学的に治癒することは困難で
あった。一方、半月板亜全摘後に脂肪由来幹細胞シートを半月板欠損部に留置することで、対照群と比較して有
意に大きい半月板様組織が再生した。脂肪由来幹細胞シートが滑膜組織が侵入する足場となりうる可能性を見出
した。

研究成果の概要（英文）：A new meniscal repair using a adipose derived stem cell sheet was 
investigated using a rabbit medial meniscus.It was difficult to cure the medial meniscus of the 
rabbit histologically even when adipose derived stem cell sheet was used in combination. On the 
other hand, by placing the adipose-derived stem cell sheet in the meniscal defect site after 
subtotal meniscectomy, the meniscal-like tissue significantly larger than the control group was 
regenerated. We found that adipose-derived stem cell sheet could become a scaffold for synovial 
tissue invasion.

研究分野： 整形外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
膝半月板損傷によって衝撃吸収機能が失

われると、膝関節軟骨は変性し、非可逆的な

関節症性変化を来たす。そのため、半月板損

傷に対しては、半月板温存手術（半月板縫合

術）が治療の第一選択となるが、半月板は血

流に乏しい組織であり自己修復能が低いた

め、縫合術の適応はかなり制限されている。

それでも半月板縫合術後の再断裂率は 30－

40％と非常に高い。半月板の治癒能力を促進

することができれば臨床的意義は非常に大

きく、半月板縫合術の成功率の上昇及び適応

拡大につながり、ひいては今後の膝関節治療

を大きく変えるものとなり得ると考えてい

る。このような背景から、申請者は当教室オ

リジナルの脂肪由来幹細胞シートを用いて、

損傷した半月板の治癒能力促進し、新しい半

月板縫合術の確立を目指し、本研究を行うこ

ととした。 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、脂肪由来幹細胞シートを

用いて新しい半月板縫合術を確立すること

である。 
３．研究の方法 
本研究ではウサギ後肢内側半月板を用い

て、半月板縦断裂モデルを作成し、断裂部に

脂肪由来幹細胞シートを挟み込んで半月板

縫合術を行い、脂肪由来幹細胞の分化・誘導

促進能を評価する。 

＜脂肪由来幹細胞による半月板治癒促進効

果の検討＞ 

内側半月板断裂に対して、半月板縫合術時に

脂肪由来幹細胞シートを挟み込む群と縫合

術のみを行う群を作製し、術後 2，4，8，12

週の時点において半月板の治癒について、2

群間で比較・評価を行う。 

＜本研究に付随する脂肪由来幹細胞に関す

る基礎研究＞ 

 半月板において脂肪由来幹細胞が、（１）

どのように分化しているのか？（分化するの

か？）（２）成長因子などの誘導に関して分

子生物学的な手法を用いて検討する。 

平成 27 年度 

初年度は、脂肪組織の抽出・培養及び脂

肪由来幹細胞シートの作成手技を確立する。

すでに、脂肪組織の抽出に関しては手技が

確立しているため、培養と脂肪由来幹細胞

シートの作成について、共同研究者で脂肪

由来幹細胞シートを世界に先駆けて報告し

た方向先生の元で技術を習得する必要があ

る。脂肪由来幹細胞シートの安定供給が可

能になったら、ウサギ半月板断裂モデルに

対し、脂肪由来幹細胞シートを挟んで縫合

術を施行し、治療群として飼育する。コン

トロール群についてはすでにモデルが確立

し、手技的にも安定しているため、適時作

成する。 

（１） 脂肪由来幹細胞シートの作製 

治療群に移植する脂肪由来幹細胞シー

トは同個体の脂肪組織から抽出する。

ウサギの背部より脂肪組織を 15g 採取

し、0.12%コラゲナーゼⅠで酵素処理す

ることで間質血管細胞群を分離する。

得られた間質血管細胞群を通常培地で

培養し、100mm2 ディッシュあたり

1×10６になるようにカウントし、培養

する。細胞が confluent となったとこ

ろで、アスコルビン酸を加えた培地で

培養を行い脂肪由来幹細胞シートを作

成する。 

（２） 半月板縫合モデルの作製 

成熟した雌日本白色家兎（体重

2.5-3kg）80 羽を実験に用いる。ウサギ

の内側半月板血管野から無血管野に及

ぶ 15mm の縦断裂を作成し、半月板損

傷のウサギを得る。脂肪由来幹細胞シ

ートを断裂部に挟み込んで縫合術を行

う治療群と何も挟まずに縫合術を行う

コントロール群をそれぞれ 40 羽作成

する。縫合術には 5－0 ナイロン糸を使

用して、縦断裂に対して、垂直縫合を 4



回行う（図 2）。術後はケージ内で自

由に飼育し、術後 2，4，8，12 週で各

群 10 羽を解剖し、半月板を採取する。 

平成 28 年度 

初年度で作成技術を得た脂肪由来幹細胞

シートを用いて、治療群の作製を継続する。

また、引き続き、採取した半月板の評価も

随時行う。 

評価方法 

（１） 肉眼的評価：採取した半月板を肉

眼的に 3 段階で評価する。（Ruiz-Iban 

M et al. Arthroscopy 2011） 

（２） 病理組織学的評価 

H-E染色およびサフラニン-O染色を行

い、断裂部分の細胞組成やプロテオグ

リカン含有の有無を観察する。また、

組織学的評価を半定量化するために

Ishida score（Ishida K et al. Tissue 

Eng 2007）を用いて半月板の質的評価

を行う。 

免疫組織学的評価 

コラーゲンタイプⅠ、Ⅱの免疫染色を行い、

修復部のコラーゲン組成を正常半月板組織

と比較検討する。 

 
４．研究成果 

 ウサギ内側半月板縦断裂（長さ 15mm）モデ

ルで実験を開始したが、半月板が治癒するモ

デルを得ることができなかったので、縦断裂

のモデルの改良（長さ 10mm）や半月板縫合方

法の改良および縫合糸の変更などを行った

が、半月板治癒モデルを確立することができ

なかった。原因としては術後の後療法などが

考えられた。一方で、脂肪由来幹細胞シート

には半月板再生の足場になりうる可能性を

見いだすことができた。そのため、ウサギ内

側半月板亜全摘モデルでの半月板再生能力

についての研究を追加している。その結果、

半月板亜全摘術後に脂肪由来幹細胞シート

を膝関節内に留置することで、再生した半月

板の面積が対照群と比較して有意に大きい

結果を得ることができた（半月板再生面積 

移植群 42.5±7.7、対照群 31.7±10.1、P＝

0.014、横径 移植群 1.9±0.4、対照群 1.2

±0.5、P＝0.003）。組織学的には半月板を再

生することはできなかったが、滑膜組織の侵

入誘導および足場として脂肪由来幹細胞シ

ートが有効であった可能性が示唆された。現

在、研究成果をまとめており、今後本研究成

果について第 43 回日本整形外科スポーツ医

学会学術集会および第 32 回日本整形外科学

会基礎学術集会で発表予定である。 
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