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要旨 

 

腱症に対する脂肪幹細胞(ASCs)の治癒促進効果およびそのメカニズムを解明す

るため、マウスコラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデルへの ASCs 移植実験を行

った。誘導２週間後、４週間後に、コントロール群では軟骨様・骨様変性を示

したが、ASC 群ではコラーゲン線維が回復し、異所性骨化が有意に減少した。

ASCs は移植 2 日後に腱実質腱鞘側、１週間後に周囲結合組織に存在したが、

３週間後には消失した。誘導 9 日後 の ASC 群では IL-1β、GLUT1 と CA9 の

発現が有意に減少し、VEGF と CD31 陽性血管数は有意に増加した。ASCs は

アキレス腱症の異所性骨化を抑制し、パラクライン作用による早期の炎症抑制

および血管新生促進により腱修復を促すことが示唆された。 
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序文 

 

アキレス腱のオーバーユースによる慢性障害は病変部位により腱付着部アキ

レス腱症(insertional Achilles tendinopathy)と非付着部アキレス腱症(non-

insertional Achilles tendinopathy)に分類される[1]。 

腱実質部に生じる非付着部アキレス腱症(以下アキレス腱症)は主にランニン

グ競技のアスリートに起こり、疼痛や腫脹による機能障害や二次的損傷により

早期引退に陥ることがある。また、一般患者にも発症するが、特に高齢者で罹

患率が高く、歩行時の運動性低下や疼痛により ADL 低下をまねく。パラテノ

ンに炎症を起こすアキレス腱周囲炎に対して、アキレス腱症は腱の変性および

退行性変化が主な病態である。腱変性の要因には外的要因と内的要因がある。

外的要因としては腱への過負荷があげられ、腱は外傷や慢性の負荷により微小

断裂が起こり、その修復過程において腱の良好な修復が阻害され変性が生じる

と考えられている。一方、内的要因としては加齢、性別、体重や脂質異常症、

糖代謝疾患などがある[2][3]。腱組織は細胞や血管に乏しく代謝活性が低いた

め、健全に治癒することが難しい[4][5]。 

 アキレス腱症の病理組織学的所見は炎症ではなく変性が中心である。特徴的
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な所見としては、コラーゲン線維の破壊、細胞数増加、血管新生、軟骨変性や

異所性骨化などの退行性変化があげられる。腱の変性は疼痛とも関連し、高度

な変性により腱の力学強度が低下し、二次的損傷をきたすことが多い。 

 アキレス腱症の病態はいまだ不明な点が多く、理由のひとつとして臨床的

には終末的な慢性期の病理組織しか得られないことがあげられる。病態解析に

は早期の腱症の病態を理解することは重要であるが、非侵襲的に組織を得るこ

とはできない。病態の進行を経時的あるいは空間的に捉えるために、動物モデ

ルの開発がすすめられてきた。アキレス腱症の動物モデル作製法はおもに物理

学的誘導と化学的誘導の二種類がある。物理学的誘導モデルはおもにトレッド

ミルランニングを用いて腱のオーバーユース障害を引き起こすもので、ヒトで

の発生機序と類似しているが、再現性が乏しく急性期の反応を捉えることが難

しいという問題点がある[6]。これに対して化学誘導モデルは主にコラゲナーゼ

により腱組織のコラーゲン線維の微細断裂を引き起こすことで、慢性期には物

理学的誘導モデルと同等の所見を得られる。コラゲナーゼによる微細断裂はヒ

トでの発生機序とは異なるものの、モデル作製の操作が簡便で再現性が高く、

急性期には炎症性細胞浸潤などの炎症反応を観察することが可能である[7]。 
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慢性期の腱症は病理学的には炎症反応ではなく変性所見が中心であるため、

腱症は非炎症性疾患として捉えられてきた。しかしながら、近年の分子生物学

的研究手法の発展により腱症発生の過程で炎症反応の制御が退行性変化や慢性

化に影響することが指摘されている。炎症性サイトカインであるインターロイ

キン 1-β (interleukin-1β: IL-1β)や腫瘍壊死因子(tumor necrosis factor-α: TNF-

α)は内在性の腱細胞や細胞外マトリックス、炎症性細胞に作用することが示唆

されている。とくに IL-1β は腱細胞においてマトリックスメタプロテアーゼ

(matrix-metalloproteinases: MMPs)の発現を促進し、またⅠ型コラーゲンの産

生を減少させる[8]。さらに IL-1β は腱組織から単離した腱先駆/幹細胞

(Tendon progenitor/ stem cells: TPSCs)の腱分化能を抑制する一方で軟骨・骨

分化能を促進し[9]、腱組織の軟骨様変性は軟骨内骨化を経過して異所性骨化に

至る機序が報告されている。 

また炎症反応のほかに腱症の退行性変化を促進する機序として低酸素状態の

関連が示唆されおり、とくに腱症で生じる軟骨様変性や異所性骨化と関連す

る。In vitro において、低酸素状態では腱細胞において低酸素誘導因子

(hypoxia-induced factor-1α: HIF-1α)経路が活性化され、腱細胞のアポトーシス
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を引き起こす[10]。 腱は損傷後早期に解糖系および乳酸産生を増加させる。

損傷後の腱における乳酸産生の抑制はコラーゲン線維配向性を改善し、軟骨基

質産生や異所性骨化の発現を抑制することが報告されている[11]。また HIF-1

αにより血管内皮増殖因子が誘導され、腱実質への血管新生が促進される。 

血管新生はアキレス腱症で特徴的な退行性変化である。血管新生に伴って知

覚神経線維が進入することで腱の構造を弱め、神経線維からの疼痛伝達物質が

過剰に産生されることにより鋭敏な疼痛の要因となる[12]。しかしながら損傷

組織の栄養供給を促進するために血管新生は不可欠であり、その意義について

は議論が分かれている[13]。 腱症における血管新生のメカニズムや経時的変

化を理解することは新たな治療法を確立していくうえで有益であると考えられ

る。 

腱症に対する新たな治療ストラテジーとして間葉系幹細胞(mesenchymal 

stem cells: MSCs)を用いた再生医療や細胞治療の応用が注目されており、動物

モデルでの検討が多数報告されている[14] [15]。MSCs は自己複製能を有し、

骨細胞・軟骨細胞・脂肪細胞などに分化する体性幹細胞である。障害組織への

集積性があり、分化可塑性や細胞接触、液性因子の分泌を介して組織修復・再
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生能を発揮する。細胞工学や細胞治療に用いる MSCs の細胞源として脂肪由来

幹細胞(Adipose-derived stem cells: ASCs)は候補のひとつとなっている。ASCs

は基礎研究や実用化がもっとも進んでいる骨髄由来間葉系幹細胞と比較して採

取時の侵襲性が低く、細胞の供給量が多いことから臨床応用上の利点が多いと

考えられている。また ASCs は炎症サイトカインや成長因子の分泌により様々

な組織の治癒を促進することが報告されている[16][17]。 腱損傷動物モデルに

おいて、ASCs 投与による腱の物理的性質の向上や健常なコラーゲン線維再構

成が示され[18][19]、また ASC の腱細胞への分化や炎症性細胞に対する制御機

能などが報告されている[20][21]。 しかしながらこれまでに腱症で生じる異所

性骨化に対する ASCs の抑制効果は一件のみしか報告されておらず[18]、異所

性骨化を含めた退行性変化に対して ASCs が有効性を示すかどうかはいまだ十

分に示されていない。また、ASCs のアキレス腱症に対する有効性発現機序と

してこれまでに組織腱細胞への直接分化や炎症制御機能が示されているが、そ

れに随伴する異所性骨化を抑制する機序や、in vivo における ASCs による IL-1

βや低酸素状態の制御に関しては明らかになっていない。さらに、腱障害に対

して、ASCs は血管新生を介して治癒を促進するという報告があるが[19]、慢
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性的な血管数の増加との違いは議論されていない。 

我々は、腱症モデルにおいて、ASCs が細胞間接触や液性因子によって炎症

や低酸素状態を制御することで、TPSCs の健全な分化の環境を整備し、コラー

ゲン線維の回復や退行性変化の抑制効果を発揮するとの仮説を立てた。 

 本研究の目的は、コラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデルを用いて ASCs のア

キレス腱症で生じる異所性骨化に対する抑制効果を検討し、アキレス腱症に対

する ASCs の治癒促進メカニズムを明らかにすることである。 
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方法 

 

１． コラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデル作製および評価 

1-1 コラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデル作製 

本研究は東京大学の動物実験委員会により承認されている（医-Ｐ15-019）。コ

ラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデルを確立するために、マウスアキレス腱に対

してコラゲナーゼ注入を行った。アキレス腱症モデル C57BL6J マウス(♂)６週

齢(日本生物化学センター, Japan)にイソフルラン吸入麻酔を行い、下肢の毛を除

毛し、アルコールで清拭した。左側アキレス腱に 1%コラゲナーゼ溶液 in 

PBS(Wako, Japan)を経皮的に 30G 針で 20 µl 注入し、右側には PBS 溶液を注入

した。注入量については、マウスアキレス腱に経皮的に注入可能な容量が限られ

ており、注射器で測定可能な最低容量が 20 µl であったことから注入量を 20 µl

に決定した。モデル作製から２週間後、４週間後、８週間後で組織を回収した。 
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1-2 コラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデルの評価 

 アキレス腱及びその周囲組織に対して、HE 染色にて組織学的評価を行い、ア

キレス腱症に特徴的な退行性変化であるコラーゲン線維の配向性の乱れや消失、

細胞数増加や軟骨細胞に類似した円形細胞の増加、軟骨基質産生、血管新生の有

無[7]を検討した。 

また異所性骨化の有無を評価するために µCT(Inspexio; 島津サイエンス東日

本株式会社, Japan)で 75kV, 140mA の条件下で撮影した。 
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２．コラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデルへの ASCs 移植 

2-1 EGFP マウスからの ASCs の採取・培養 

投与した ASCs を追跡可能とするために、6 週齢 EGFP(Enhanced-green 

fluorescence protein)マウス(理化学研究所 C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)C14-Y01-

FM131Osb)を用いた。ASCs の採取は過去の報告を参考にして行った[22]。マウ

ス鼠径部から得られた脂肪組織をハサミで細切し、0.1%コラゲナーゼ(Wako 

Pure Chemical Industries (Osaka, Japan))溶液に投入して 30 分攪拌し、セルス

トレーナー(70 µm, pore size, BD Falcon, Japan)に通して、間質血管細胞群

(stromal vascular fraction: SVF)を得た。これを 250G で 5 分間遠心分離して培

養液に懸濁した。1.0×106 cell を 100 mm2 ディッシュに播種し、37℃ 5％CO2 下

で 培 養 液 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F- 12 

(DMEM/F12; (Sigma-Aldrich Co., USA) supplemented with 10% Fetal Bovine 

Serum and 1% Penicillin/Streptomycin (Sigma-Aldrich ))で培養した。90％コン

フルエントに達した後、10%トリプシン/EDTA in PBS 溶液(Sigma-Aldrich)で

細胞を剥離し、再播種した。２回目の passage で得られた細胞を移植に使用し

た。 
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２-2 コラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデルへの ASCs 移植  

コラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデルに対し、ASCs 懸濁液を移植した。細胞

濃度は文献より[18]107cell/ml に調整した。作製したコラゲナーゼ誘導アキレス

腱症モデルをランダムに２群に分けて移植実験を行い、治療群を ASC 群、非治

療群をコントロール群とした。コラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデルを作製し

てから１週後に、24G 針で左側アキレス腱部に細胞懸濁液を経皮的に 20 µl 注入

した(ASC group)。コントロール群には PBS のみ注入した(Control group)。モ

デル作製から 9 日後、2 週後、4 週後（移植から２日後、１週後、３週後）に各

タイムポイント各群で６匹の組織を回収した。4℃で 4%パラホルムアルデヒド

で 24 時間固定し、PBS に浸漬して保存した。 

 

2-3 µCT による異所性骨化の評価 

４週後に回収した組織を µCT (Inspexio; 島津サイエンス東日本株式会社, 

Japan)で 75kV, 140mA の条件下で撮影した。異所性骨化の部位に対して画像解

析を行い、体積を測定した。  
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2-4 Histology 

固定した組織をパラフィン包埋し、5 µm の厚さで薄切して切片を作製した。

キシレンでパラフィンを除去し、エタノールにてキシレン除去および水和した

後にヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を行った。また２週後の切片ではト

ルイジンブルー染色、４週後の組織ではアリザリンレッド染色を行った。標本は

透過型正立顕微鏡(Olympus)で観察した。 

 

2-5 Semiquantitative Bonar Histopathological Scale Analysis 

染色した切片について、Bonar histopathological scale を一部改変したスケーリ

ングで半定量的評価を行った[23]。スケールは項目ごとに、グレード 0、1、2、

3 で 評 価 し た ： (1)Fiber structure (2)Rounding of the nuclei (3)Ground 

substance(4)Vascularity および(5)Total score により解析した。 

  0 1 2 3 

(1) Fiber structure Continuous,long fiber Slightly 

fragmented fiber 

Moderately 

fragmented fiber 

Severely 

fragmented fiber 

(2) Rounding of the nuclei Long spindle-shape cells Slightly rounded Moderately rounded Severely rounded 

(3) Ground substance 

(Toluidin Blue staining) 

No stainable 

ground substance 

Stainable mucin 

between fibers but 

bundle still discrete 

Stainable mucin between 

fibers with loss clear 

demacration of bundles 

Abundant mucin throughout 

with inconspicuous 

collagen staining 

(4) Vascularity <10% 10-20% 20-30% >30% 
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2-6 Immunohistochemical staining 

脱パラフィン後、PBS で洗浄し、抗原賦活化をプロテイナーゼ K にて行い、

内在性ペルオキシダーゼ活性ブロッキングは過酸化水素３％ in メタノールに

て行い、非特異的エピトープのブロッキングに５％FBS in PBS を使用した。PBS

で洗浄し、一次抗体 (GFP(1:2000; Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, 

USA), IL-1β(1:200 Abcam, Cambridge, USA), glucose transporter 1 

(GLUT1)(1:200; Abcam), Carbonic Anhydrase 9(CA9)(1:1000; Abcam), 

Vascular Endothelial Growth Factor(VEGF)(1:100; Abcam), CD31(1:20; 

Abcam)) を 4℃で overnight で反応させた。ビオチン標識二次抗体(1:100)を室

温で 30 分、Vectastain Elite ABC を室温で 30 分反応させ、 DAB (Vector 

Laboratories (CA, USA))にて染色した。対比染色にはヘマトキシリン溶液を使

用した。 

顕微鏡下に 200 倍視野で観察し、各切片の３か所をランダムに選択して DAB

面積を Image J (National Institutes of Health, Bethesda, Md.)[24]を用いて解析

した。免疫染色の定量化には ImageJ の color deconvolution のプラグインを使用

した。自動的に DAB のみを検出した画像に対して勾配範囲を指定し、同一染色
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内では勾配範囲は固定して Area(%)を算出した。 

 

2-7 統計解析 

データの統計解析は Bonar scale に対して Mann-Whitney U test を行った。 

µCT の石灰化領域および免疫組織化学染色に対する定量評価に対しては

Student's t-test を行った。p < 0.05 を統計学的に有意差ありとした。 
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結果 

 

１．コラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデルの確立 

 通常の腱の組織学的所見では緊密なコラーゲン線維の走行が見られ、紡錘形

の細胞が細胞密度は小さく線維に平行に存在する。コラゲナーゼの注入による

マウス腱症モデルを確立するために、モデルの作製後に組織学的評価および

µCT の撮影を行った。液体注入自体の侵襲性の有無を確認するために対照群で

PBS のみを注射したところ、２週間後、４週間後、８週間後で緊密なコラーゲ

ン線維の走行、紡錘形の細胞が線維に平行に存在し、通常の腱組織と同等の所

見が得られた(図 1A-C)。コラゲナーゼを投与して２週(n=7)、４週(n=7)およ

び８週後(n=3)で組織学的評価を行った。２週後のすべての組織で細胞数増加

とコラーゲン線維の消失、軟骨様基質をみとめた(図 1D)。4 週後と８週後では

すべての組織でコラーゲン線維の消失、細胞数増加、線維走行の乱れ、円形細

胞や軟骨様基質、異所性骨化、血管新生をみとめた(図 1E, F)。 
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µCT では４週後で n=6/7 で異所性骨化の発現をみとめた(発症率 85.7%)(図

1G-J)。以上の病理学的所見および画像評価により、コラゲナーゼ誘導腱症モ

デルは妥当であり、十分な再現性を保持すると判断した。 

 

 

 

 

 

 

  



17 

 

 

 

 

 

    

     

  

2w 4w 8w 

A B C 

normal 2w 4w 8w 

G H I J 

2w 4w 8w 

D E F 

図１：アキレス腱症モデルの組織学的評価および µCT (それぞれ代表例) 

(A-F)HE 染色(A,B,C)PBS のみ注射した組織。(D,E,F)1%コラゲナーゼ投与

した組織。(G-I) µCT。矢印：異所性骨化 

(A-C) Scale bar = 500 µm, (D-F) Scale bar = 1 mm 
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２．コラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデルへの ASCs 移植 

2-1 ASCs はアキレス腱症における退行性変化を減少させる 

 アキレス腱症モデルにおける腱及び周囲組織の経時的変化を確かめるために、

HE 染色、トルイジンブルー染色、アリザリンレッド染色により組織学的評価を

行った。回収時期については、モデル作製の検討において、µCT で４週以降で

異所性骨化を確認したため、最終期間を４週後とし、中間の２週間、移植直後の

急性期として９日後を設けた。HE 染色において、コントロール群ではすべての

観察時点で細胞数増加、誘導２週間後および 4 週間後にコラーゲン線維配向性

の消失が見られた(図２A,G,B,C)。2 週間後には軟骨様細胞および軟骨様基質、

４週間後には骨様組織をみとめた(図２H,I)。一方、ASC 群では誘導 2 週間後、

4 週間後においてコントロール群で見られたこれらの退行性変化が抑制されて

いた。例えば、ASC 群では誘導 9 日後にコントロール群と同様に細胞数増加を

みとめたものの(図２D,J)、2 週間後、4 週間後においてはコラーゲン線維が回復

していた(図２E,F)。 また誘導２週間後のトルイジンブルー染色では、ASC 群

ではコントロール群と比較してメタクロマジー陽性の軟骨基質沈着が減少した

(図２K)。さらに誘導４週間後のアリザリンレッド染色では、ASCs 群ではコン
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トロール群と比較してカルシウム沈着量が減少した(図２L)。 HE 染色した切片

は４つの基準により腱組織評価を行い、半定量化してスコアを求めた。ASC 群

は 2 週間後、4 週間後においてコントロール群と比較して total score が有意に

低値を示した(図２M)。 
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図２：組織学的評価 

(A-F) 低倍率下の ASC 群とコントロール群の腱組織の HE 染色。(G,I)誘導

9 日後における HE 染色。(H,K)誘導 2 週間後におけるトルイジンブルー染

色。(I,L)誘導 4 週間後におけるアリザリンレッド染色。(M)改変 Bonar scale 

スコア。 

(A-F) Scale bar = 500 µm, (G-L) Scale bar = 50 µm,  

(M)*p<0.05 (each group n=6), 中央値(－) 
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2-2 ASCs は腱症における異所性骨化の発現を減少させる 

 つぎに、誘導 4 週間後に回収した組織を µCT にて撮影し、ASCs による異所

性骨化の抑制効果を評価した。結果として、コントロール群、ASC 群の両群で、

異所性骨化の発現をみとめた(図３A, B)。 しかし、異所性骨化領域を定量評価

したところ、ASC 群ではコントロール群と比較して石灰化物の体積は有意に減

少した(図３C)。 
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図３：µCT による評価 

(A)誘導４週間後のコントロール群。(B)誘導４週間後の ASC 群。 

(C) 石灰化領域の体積。(*p < 0.05) (each group: n=6) 

(mm3) 
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2-3 移植細胞の追跡 

 移植した ASCs を、抗 GFP 抗体を用いた免疫組織化学染色により追跡した。

移植 2 日後(誘導 9 日後)では GFP 陽性細胞は腱鞘側腱実質にみとめ、移植 7 日

後(誘導 2 週間後)では腱周囲結合組織にみとめた(図４A, B)。しかし、GFP 陽

性細胞は移植 3 週間後(誘導 4 週間後)にはみとめられなかった(図４C)。これら

の所見より、GFP 由来 ASCs は腱細胞への直接分化ではなくパラクライン作用

により腱修復に作用したことが示唆された。 
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図４：抗 GFP 抗体を用いた免疫組織化学染色による移植 ASCs の追跡 

(A) 移植 2 日後(誘導 9 日後)。(B)移植７日後(誘導２週間後)。T: tendon, C: 

connective tissue(矢頭：GFP 陽性細胞) (C)移植２１日後(誘導４週後) 

(A,B) Scale bars = 50 µm (C)Scale bar=500 µm 

C 
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2-4 アキレス腱症誘導後早期の炎症反応の評価 

 誘導 9 日後に両群で細胞数増加をみとめたことから、アキレス腱症誘導後早

期における炎症反応を評価するために、炎症性サイトカインである IL-1β に対

する免疫組織化学染色を行った。結果、ASC 群ではコントロール群と比較して

IL-1β の発現が有意に減少していたことから(図５A, B, C)、ASCs の移植は急性

期における IL-1β 発現を抑制させることが示された。 
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図５：免疫組織化学染色によるアキレス腱症誘導後早期の炎症反応 

(A,B)IL-1β に対する免疫染色。(C) IL-1β 発現領域の定量化。 

Scale bars = 50 µm, *p < 0.05 (each group n=3) 

 

A Ｂ 
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2-5 アキレス腱症誘導後早期の低酸素状態および血管新生の評価 

 腱症誘導後早期の低酸素状態や血管新生に対する ASCs の影響を検討するた

めに、低酸素マーカーとして GLUT1 と CA9、また血管新生の指標として VEGF

と CD31 に対する免疫化学染色を誘導９日後、２週間後で行った。誘導 9 日後

の GLUT1 と CA9 の発現は ASC 群でコントロール群と比較して有意に減少し

た(図６A–H, Q, R)。 これに対し、９日後の VEGF の発現と CD31 陽性血管数

は ASC 群で有意に増加した(図６I–P, S, T)。これらの所見により ASCs は腱修

復早期において低酸素状態の制御と血管新生の促進の役割を果たすことが示唆

された。 
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図６：免疫組織化学染色による低酸素状態および血管新生の経時的変化 

(A-D)誘導 9 日後、２週間後の GLUT1 発現。(E-H) 誘導 9 日後、２週間

後の CA9 発現。(I-L) 誘導 9 日後、２週間後の VEGF 発現。(M-P) 誘導 9

日後、２週間後の CD31 陽性血管数。(Q-T)  GLUT1, CA9, VEGF 陽性領

域および CD31 陽性血管数。 

Scale bars = 50 µm, *p < 0.05 (each group n=3) 
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考察 

 

本研究では ASCs の投与はコラゲナーゼ誘導マウスアキレス腱症において修

復を促進し、異所性骨化の発現を減少させることを示した。また ASCs は損傷後

早期の IL-1β の発現抑制や低酸素状態の改善、血管新生の促進により腱修復に

働くことが示唆された。 

細胞治療で用いられる MSCs として骨髄由来細胞（BMSCs）や ASCs がある。

過去の報告が多い BMSCs と比較して、ASCs は採取時の侵襲性の低さや採取可

能な細胞数が多いことから、細胞治療の細胞リソースとして今後臨床応用への

利用可能性が高いと考え、ASCs を選択した。ASCs と同様に採取が容易で得ら

れる細胞数が多い細胞源として線維芽細胞があげられる。線維芽細胞は MSCs

の分化が進んだ細胞と考えられているが、近年になり MSCs との類似性が示唆

されている。MSCs に特徴的な表面マーカーや多分化能は線維芽細胞にも共通

していることが明らかになっている。また、MSCs の特徴である液性因子による

免疫制御や血管新生作用についても、MSCs には劣るものの、一部の線維芽細胞

では同様の働きを持つという報告がある[25]。しかしながら線維芽細胞の分化

の程度や採取方法により機能は異なるため、単純に MSCs と線維芽細胞を比較
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することは困難である[26]。本研究では ASCs 投与のみを検討したが、今後 ASCs

と線維芽細胞など異なる種類の細胞移植との比較が必要であると考えられる。 

本研究の予備実験として C57BL6J マウスより SVF を採取・培養し、P2 で得

られた細胞の特性としてフローサイトメーターで ASC に特異的な表面マーカー

を評価すると、平均的な所見では血球系マーカーCD45、CD34、CD146 すべて

陰性の細胞が 99.5%、間葉系幹細胞マーカーはそれぞれ CD90 陽性が 94.5%、

CD105 陽性が 77.8%であった。腱切断損傷モデルに対する先行研究[27]では P5

の ASCs を用いて、CD90 陽性が 90%、CD105 陽性が 95%であり、本研究で用

いた P2 の細胞は継代数の多いものに比較して CD105(+)のポピュレーション

はやや小さい結果であったものの、ASCs を豊富に含む細胞群と考えられた。今

後 ASCs の機能を維持するために適切な継代数や培養法や最適化の検討が必要

であると考えられる。 

 本研究において、コラゲナーゼ誘導アキレス腱症モデルでは、２週間後には軟

骨基質が産生され、４週間後のアキレス腱は異所性骨化を生じるが、ASCs はこ

れらの発現を減少させることを示した。しかしながら誘導後早期ではコントロ

ール群と ASC 群でともに細胞数増加像が得られた。炎症存在下の腱組織では炎
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症性細胞の浸潤に加えて腱先駆/幹細胞(Tendon progenitor/stem cells: TPSCs)

が増殖する[28][29]。 TPSCs は腱の治癒で重要な役割を果たすが、炎症存在下

で腱特異的遺伝子の発現が抑制され、軟骨細胞に特異的な遺伝子の発現が亢進

することが報告されている[30]。軟骨様細胞に分化した TPSCs は基質を産生し、

最終的に軟骨内骨化を生じ異所性骨化に至る[31]。これらの既存の報告と合わ

せ、ASCs の投与は腱修復早期の TPSCs に何らかの影響を与えたことが示唆さ

れる。 

局所投与された ASCs は損傷部で産生されるケモカインにより炎症部位に遊

走する[32]。ASCs はインテグリン β1,α4 や CD106、CD166 などの接着分子を

もつことから[33]、細胞外マトリックスへの結合や cell-cell-contact により組織

中に存在することが考えられる。本研究では移植１週間後の所見で紡錘形の

GFP 陽性細胞がみられ、ECM への結合が示唆された。ASCs を追跡した結果、

移植２日後（誘導 9 日後）では ASCs は腱鞘から腱周囲結合組織に存在してい

た。また移植 1 週間後（誘導２週間後）には ASCs は腱周囲結合組織に存在し、

移植 3 週間後（誘導４週間後）には消失していた。過去の同様の研究ではラベリ

ングした幹細胞は数週間後には消失したと報告されており、本研究はこれらと
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一致している[29][34]。移植された ASCs は長期の観察では最終的に組織中の細

胞として分化・生存しないことが多くの研究で報告されているが、ASCs の培養

上清や ASCs により産生されるエクソソームの投与が細胞移植と同様の効果を

発揮するという報告があることから[35]、ASCs は比較的短期の生存期間におい

ても腱治癒効果を発揮できると考えられる。インターフェロンγなどで刺激さ

れた ASCs の培養上清やエクソソームは炎症抑制や血管新生を促進することが

報告されている[36]。細胞移植に対して臨床的なハードルが低い培養上清やエ

クソソームの投与は多くの研究が試みられており、腱症に対する細胞投与との

比較は今後の課題であると考えられる。 

腱症誘導早期において IL-1β の発現はコントロール群と比較して ASC 群で有

意に減少した。IL-1β は腱細胞で物理的ストレスにより分泌され、MMP 産生を

促進し、またコラーゲン線維の産生を減弱する[5][37]。 過去の研究では動物モ

デルにおいて IL-1β のアンタゴニストは腱炎の進行を抑制することが報告され

ている[38]。また IL-1β を受容した腱細胞はさらに自らも IL-1β を産生しポジテ

ィブフィードバックが起きることが明らかとなっている[39]。 IL-1βの産生に

寄与する細胞として炎症性の M1 マクロファージがあり、動物モデルにより M1
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マクロファージは腱の健全な治癒を妨げることが示唆されている[40][41]。一方、

ASCs は炎症下で Prostaglandin E2(PGE2)や Indoleamine２,３-dioxygenase 

(IDO)を分泌し、マクロファージ(M0)を抗炎症性 M2 マクロファージへ誘導す

ることにより、組織修復を促進する[42]。M2 マクロファージが分泌する IL-10

はマクロファージや T 細胞に作用し、炎症性メディエーターの産生を抑制する

[43]。糖尿病モデルマウス由来の M1 マクロファージを ASCs 由来のエクソソ

ームで刺激すると活性化 M1 の指標である inducible nitric oxide synthase 

(iNOS)や TNFα の遺伝子発現が抑制されたと報告されている[44]。腱損傷モ

デルにおいても、ASCs 移植により M2 マクロファージが誘導されたことや、抗

炎症性サイトカイン IL-10 が増加したことが報告されている。これらの知見か

ら、ASCs は M2 マクロファージを誘導することにより M1 マクロファージによ

る IL-1β 産生を減少させることが考えられた。 本研究で見られた ASCs による

IL-1β発現抑制が、炎症性マクロファージの抑制を介するものなのか、あるいは

腱細胞の制御によるものなのかを明らかにするためには、今後さらなる研究が

必要である。 

腱組織の退行性変化を引き起こす機序として前項の IL-1βに加えて低酸素状
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態の関連が示唆されている。腱断裂モデルでみられるアキレス腱の異所性石灰

化は軟骨分化を介した内軟骨骨化によって引き起こされるが、低酸素状態は間

葉系細胞の軟骨分化を促進することが過去の研究で示されている[44][45]。 ま

た、マウスアキレス腱切断モデルによる異所性骨化において HIF-1α、Sox-9、

Runx2、 TGF-β3、bone morphogenetic protein (BMP)が発現上昇することが報

告されており、低酸素状態は嫌気的解糖系を生じて腱の代謝に影響することが

示唆される[46]。さらに、 IL-β による TPSCs の腱細胞分化能抑制では乳酸産

生が促進され、間接的に嫌気的解糖系を阻害することにより腱分化能が回復し

たことが示されている[9]。このように、嫌気的解糖系を引き起こす低酸素状態

は間葉系幹細胞の軟骨分化を促進することから、著者は低酸素状態が腱の退行

性変化に寄与すると推測した。本研究ではまず低酸素マーカーとして一般的な

HIF-1αの免疫組織化学染色を検討したが、陽性反応を検出できなかった。しか

しながら HIF-1αは染色性が低く観察が難しいことが抗体の販売会社である

abcam 社のデータシートに記載されていたため、同じく低酸素マーカーである

GLUT1 および CA9 に着目した。GLUT1 は赤血球や脳血管内皮細胞で通常時

に発現するが、低酸素下で HIF-1α に付随し、腫瘍細胞で過剰発現する[47]。  
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CA9 は膜貫通型タンパク質であり、ごくわずかな胃粘膜上皮細胞の細胞膜での

み通常時に発現し、HIF-1α に誘導されて腫瘍で過剰発現する[48]。本研究にお

いては、誘導 9 日後の ASC 群ではコントロール群と比較して、これらの低酸素

マーカーの発現が有意に減少したことから、ASCs は腱修復早期において低酸素

状態を改善することで、腱修復を促進したことが示唆される。 

損傷組織では血液供給が低下するため組織修復において血管新生は不可欠で

ある[49]。一方で、慢性化した腱炎組織において血管侵入が退行性変化として捉

えられることから、腱症における血管新生の意義については議論が分かれてい

る[50]。本研究では誘導 4 週後の血管数が、コントロール群において ASC 群に

比べて有意に高値となった。しかしながら、誘導 9 日後ではコントロール群と

比較して ASC 群で VEGF の発現が有意に増加し、CD31 陽性を示す血管数は

ASC 群で有意に高値を示した。2 週間後において VEGF の発現は両群では差が

なかったものの、コントール群では 9 日後から 2 週後にかけて増加傾向である

のに対し ASC 群では減少傾向であった。一般的に VEGF は低酸素によって誘導

されるため低酸素マーカーのひとつとされるが、タンパクレベルでは GLUT1 や

CA9 に遅れて発現するという報告がある [51][52]。 また VEGF の発現は低酸
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素のほかに線維芽細胞増殖因子(Fibroblast growth factor: FGF)などの増殖因子

によっても誘導される[53]。ASCs は炎症下で血管新生因子となる VEGF、FGF、

肝 細 胞増 殖 因子 (Hepatocyte Growth Factor: HGF) 、血 小 板由来 増 殖因 子

(Platelet-derived growth factor :PDGF)などの増殖因子を分泌する[33][54] 。

ASCs は腱症誘導後早期に複数の増殖因子を分泌することにより、あるいは腱細

胞や TPSCs の VEGF 発現を誘導することによって血管新生を促進した可能性

がある。腱と同様に血管の乏しい組織である軟骨の再生において、早期の一時的

な血管侵入が組織再生に重要であるという報告があり[55] 、腱症発症後で生じ

る血管新生のタイミングが腱修復あるいは退行性変化に影響する可能性がある。 

本研究ではアキレス腱症の経時的変化を示したものの、別個体の組織をそれ

ぞれの時期で回収したため断続的観察であった。炎症反応の時期や炎症に伴う

環境変化により移植された ASCs の局在は変化すると考えられ  連続的な経時

的変化をとらえることが望ましく、これらは有効な ASCs の移植タイミング(急

性期, 亜急性期, 慢性期)を検討するのに必要である[56][57]。今後、腱症を誘導

した組織のサイトカインや増殖因子発現、移植 ASC 動態の生体イメージングが

可能となれば、アキレス腱症の病態解明や細胞療法への応用に役立つと考えら
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れる。 

本研究は腱症に対する治療法としての ASCs 投与の臨床応用に寄与すること

が期待される。アキレス腱症に対する現行の治療は急性症状に対する消炎処置、

変性病変に対する運動療法や物理療法など保存療法が主体で、4 ～6 カ月間継続

して保存療法に抵抗性を示す難治例に対しては手術療法も行われる。保存療法

は対症療法が主であり有効性が実証されているとは言い難く、手術療法は治療

成績は良いとされるものの侵襲性や一部で異所性骨化が生じることが問題であ

る。自己多血小板血漿療法（platelet rich plasma；PRP）などの新たな治療がわ

が国でも行われるようになり有効性が期待されているが、いまだエビデンスに

乏しい現状がある。ASCs の腱修復に対する効果が PRP よりも優位であるかど

うかは検討が必要であると考えられる。 

ASCs による細胞治療は口腔領域における歯根膜再生に応用できる可能性が

ある。口腔領域では難治性骨髄炎や抜歯後疼痛、顎関節症や慢性歯周炎などの炎

症性疾患および創傷治癒不全が臨床的に多くみられるが、これらに対する病態

の解明やエビデンスに基づく治療法の開発はいまだに不十分な現状にある。

MSCs を用いた細胞治療は様々な疾患への応用を目指し広く研究されているが、
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口腔領域における慢性炎症性疾患に対しても ASCs の有効性が期待される。歯

牙を支える歯周組織には歯槽骨、歯肉、歯根膜がある。歯根膜は歯周靭帯ともよ

ばれる歯牙と歯槽骨をむすぶ線維性結合組織で、歯根膜の細胞には腱や靭帯で

特異的な膜タンパク質であるテノモジュリンが発現する[58]。歯根膜は歯周病

原細菌が引き起こす炎症に加えて過度な咬合力が微細損傷を引き起こすことに

より損傷し、慢性歯周炎やアンキローシス（歯牙の骨製癒着）が生じることから、

歯根膜炎と腱症は病態的に類似性がある可能性が示唆される。現行の歯根膜炎

の治療は、歯周病原細菌に対する原因療法として抗菌薬投与や歯周ポケットの

デブリードメント（Scaling and Root Planning: SRP）、咬合力コントロールとし

て就寝時・スポーツ時のマウスピース装着があげられるが、進行度によっては治

療に苦慮する症例は多く、新たな治療法の開発が求められている。歯根膜炎に対

する ASCs を用いた細胞治療は、歯周組織修復に対する新たな早期治療となる

可能性が示唆される。 

ASCs は様々な炎症性疾患や虚血性疾患に効果が示されており、ASCs の腱症

に対する効果の機序解明により他の組織への移植においても共通する ASCs の

病態での細胞動態や液性因子を明らかにすることが可能となり、今後の細胞治
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療の発展に貢献すると考えられる。 

結論として、ASCs は腱症における異所性骨化を抑制し、組織修復に有効性を

示す。また ASCs は早期に炎症性サイトカインの発現を抑制し、血管新生を促進

して酸素環境を改善することにより腱修復を促進することが示唆された。 
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