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研究成果の概要（和文）：脂肪由来幹細胞は体内のあらゆる種類の脂肪組織に含まれているが、内臓脂肪に比較
して、皮下脂肪組織により多くの幹細胞が含まれていることが報告されている。顎・口腔領域では、頬粘膜下の
頬脂肪体が容易に採取できるが、脂肪由来幹細胞の骨再生への応用に関しては、まだその方法が確立されていな
い。脂肪由来幹細胞を立体培養し、三次元的な分化誘導を行うことで、より大きな組織再生が可能になると考え
られる。本研究より、脂肪由来幹細胞・骨膜由来細胞の立体培養と三次元的分化誘導が可能であることが示され
た。また、共培養やLIPUS刺激により、これらの細胞の骨芽細胞分化誘導が促進されることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Fat tissue in whole body contains adipose-derived stem cells (ASCs) and 
particularly subcutaneous fat tissue holds more stem cells than visceral fat. ASCs from buccal fat 
pad which can be harvested from oral cavity is one of the candidates for regenerative medicine. 
However, the protocol for using ASCs for bone regeneration of extraction socket hasn't been 
established yet. Three dimensional culture and differentiation will make a big impact on 
regenerative therapy with ASCs and other stem cells. In the present study, we isolated ASCs from 
murine buccal fat pad, periosteum-derived cells (PDCs) from murine calvarias periosteum, and 
gingiva-derived cells (GSCs) from murine palatal gingival tissue together with bone marrow cells 
from murine femur as a control. Our results suggested that ASCs, PDCs, and GSCs will differentiate 
into osteoblastic cells three dimensionally, and it can be enhanced by co-culture or LIPUS 
stimulation.

研究分野： インプラント・口腔再生医学分野

キーワード： 脂肪由来幹細胞　骨膜由来幹細胞　歯肉由来幹細胞　立体培養
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研究成果の学術的意義や社会的意義
皮下脂肪は全身的に浅層に存在し、摘出が容易で低侵襲であること、美容外科などの領域では簡便な方法で大量
に吸引し、捨てられる組織でもあることなどから、再生療法への利用が期待されている。脂肪由来幹細胞は多分
化能を持ち、様々な細胞への分化誘導が可能であるが、口腔内の抜歯窩再生においては骨膜や歯肉粘膜の再生も
必須となる。そこで、本研究では、脂肪由来幹細胞の立体培養・三次元分化誘導とともに、口腔内の各種組織由
来の幹細胞の特性とその分化誘導に関しても検討を行った。これらの成果により、自然な抜歯窩の治癒を促進す
る新しい形の再生療法が可能となると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

脂肪由来幹細胞は体内の皮下脂肪、内臓脂肪など、あらゆる種類の脂肪組織に含まれている
が、内臓脂肪に比較して、皮下脂肪組織により多くの幹細胞が含まれていることが報告されてい
る。皮下脂肪は全身的に浅層に存在し、摘出が容易で低侵襲であること、美容外科などの領域で
は簡便な方法で大量に吸引し、捨てられる組織でもあることなどから、再生療法への利用が期待
されている。顎・口腔領域では、頬粘膜下の頬脂肪体が容易に採取できる。脂肪由来幹細胞は、
線維芽細胞様の細胞形態を呈しているが、骨芽細胞に分化誘導できることを、以前の研究で報告
した。既に頬脂肪体を採取して粘膜被覆等に使用することは臨床上で試みられているが、脂肪由
来幹細胞の骨再生への応用に関しては、まだその方法が確立されていない。 
 
２．研究の目的 

脂肪由来幹細胞を立体培養し、三次元的な分化誘導を行うことで、より大きな組織再生が可
能になると考えられる。脂肪由来幹細胞は多分化能を持ち、様々な細胞への分化誘導が可能であ
るが、口腔内の抜歯窩再生においては骨膜や歯肉粘膜の再生も必須となる。そこで、本研究では、
脂肪由来幹細胞の立体培養・三次元分化誘導とともに、口腔内の各種組織由来の幹細胞の特性と
その分化誘導に関しても検討を行った。 
 
３．研究の方法 

使用した細胞種は、脂肪由来幹細胞、骨膜由来細胞、歯肉由来細胞とコントロールとして使
用した骨髄細胞と骨芽細胞で、脂肪由来幹細胞は 4週齢雌、8週齢雌、リタイアマウス（雌）よ
り採取し、骨膜由来細胞は 4週齢雌マウスより採取した。歯肉由来細胞は 6週齢雌マウス口蓋歯
肉より単離した。骨髄細胞は、4 週齢雌、6 週齢雌、8 週齢雌、リタイアマウス（雌）より採取
し、骨芽細胞は新生仔マウス頭蓋骨より採取した。それぞれの細胞に関して、立体培養、三次元
的分化誘導、共培養、LIPUS 刺激などによる効果を検討した。また、bFGF の効果を検討した。 
 
４．研究成果 

著しい骨吸収や骨欠損をもつ顎骨・歯槽骨では、歯科補綴治療に困難である。したがって、
顎骨・歯槽骨の骨再生による獲得は効果的な歯科補綴治療をもたらすと考えられる。そこで、そ
の骨再生における有効なソースとして口腔内組織由来細胞を用い、骨芽細胞分化誘導に関して
研究した。 

脂肪由来幹細胞・骨膜由来細胞・歯肉由来細胞に関して、平面培養あるいは立体培養におい
て、骨芽細胞分化誘導が可能であることが示された。また、共培養や LIPUS 刺激により、これら
の細胞の骨芽細胞分化誘導が促進されることも明らかにした。 
 
脂肪由来幹細胞 
 

脂肪組織が含有する幹細胞の濃度は、骨髄が含有するそれと比較すると 100 倍ほどを示す報
告がある。そこで、口腔内において比較的獲得が容易である頬脂肪体が、将来的に幹細胞のソー
スである候補として研究を展開するため、本研究では小動物の皮下脂肪組織由来幹細胞に関し
て分化誘導の可能性を実験した。 

マウス脂肪由来幹細胞(ASC)に BMP2 をコードするアデノウイルスベクターAdenoX-bmp2 を感
染させ、細胞増殖および骨芽細胞分化に関して比較検討を行ったところ、ASC の細胞増殖は BMSC
と比較して高く、特に CD90 および CD105 が陽性である ASC では BMP2 の遺伝子導入によって著
しい石灰化結節の形成がみられた。以上から、CD90(+)/CD105(+)である ASC は、骨芽細胞への分
化誘導において強い骨芽細胞分化能を示してきた。そして本研究では、CD11b(+)をもつ単球と共
存培養をすることによって、培養 ASC のアルカリフォスファターゼの発現および石灰化沈着が
促進することが確認された。 
 
 
骨膜由来細胞 
 

骨膜細胞の骨再生能を明らかにするため、マウス頭蓋骨骨膜のコラーゲン 3 次元培養による
骨芽細胞分化を観察したところ、石灰化結節の形成が亢進した。また、大腿骨骨髄腔に、コラー
ゲンゲルをキャリアーに用いて CD90(+)骨膜細胞を注入したところ、骨再生が促進した。以上か
ら、骨膜細胞のコラーゲン 3 次元培養による増殖促進と足場としての有効性、および CD90(+)骨
膜細胞は増殖能および骨形成能が示唆された。つぎに骨折などの治癒促進の目的で用いられて
いる低出力超音波パルス(LIPUS)を、培養骨膜由来細胞に照射すると、培養骨膜由来細胞が骨芽
細胞、脂肪細胞、および軟骨細胞への分化能を確認した。とくに LIPUS 照射によって、骨芽細胞
分化では骨膜由来細胞の ALP 活性および石灰化結節形成の促進と骨芽細胞分化マーカー遺伝子
発現の上昇が顕著に認められ、LIPUS が骨膜由来細胞の増殖および骨芽細胞分化を促進した。 
 
 
歯肉由来細胞 



 
ヒト口腔内組織より安全で容易に獲得可能であるソースとして、歯肉組織は最適であると認

識されている。一方で、歯肉組織由来細胞の効果的な骨芽細胞分化に関して明らかとなっていな
かった。そこで、小動物の歯肉組織を用いて実験を行った。 

マウス歯肉由来細胞を単離してその幹細胞としての特性を調べた結果、骨芽細胞、脂肪細胞、
軟骨細胞に分化する能力を保持していた。歯肉由来培養細胞は高い増殖能を示し、骨芽細胞への
分化誘導ではアルカリフォスファターゼ陽性細胞と石灰化結節が多く出現し、骨芽細胞分化マ
ーカーの遺伝子発現が顕著であった。以上から、歯肉由来間葉系幹細胞が、細胞分化能、特に骨
芽細胞分化能を保持する細胞ソースであることが示唆された。 
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