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研究成果の概要（和文）： われわれは骨髄由来間葉系幹細胞に代わるドナー細胞として、より低侵襲で多数の
細胞を採取できる脂肪由来脱分化脂肪（DFAT）細胞に着目して、これまで研究した。今回、活性化多血小板血漿
（aPRP）と組み合わせた細胞増殖率、骨芽細胞分化能、骨再生能力を評価した。aPRPを添加することで増殖率は
上昇し、骨芽細胞分化を促進した。また、ラット頭蓋骨骨欠損モデルで骨再生能も上昇した。今回の結果より、
DFATsにaPRPを併用することで有効な骨の再生が可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Bone regeneration using mesenchymal stem cells has several limitations. We　
investigated　adipose-derived dedifferentiated fat (DFAT) cells as an alternative, and evaluated 
their cell proliferation rate, osteoblast differentiation, and bone regeneration ability in 
combination with activated platelet-rich plasma (aPRP).Alizarin red staining was positive 21 days 
after the start of induction, with significantly higher Runt-related transcription factor 2 (Runx2) 
and osteocalcin (OCN) expression levels than those in the controls. A 9 mm critical defect was 
largely closed (60.6%) after four weeks of gelatin sponge implantation with DFAT and aPRP. 
Therefore, materials combining DFAT cells and aPRP may be an effective approach for bone
regeneration. Further research is needed to explore the long-term effects of these materials.

研究分野：再生歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 PRPを成長因子と足場材料として用い、臨床に即したDFATs自家移植モデル（イヌ）においても評価し，臨床応
用に向けたトランスレーショナルリサーチを行う点が本研究における独創的な点である。
 もし、これらの課題を克服し、顎骨組織再生治療が実現すれば、次世代に残された課題と言われる広域顎骨組
織欠損治療にむけた新たな基盤技術を提供することが可能となり、患者のQOLを大きく向上させる可能性を持
つ。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 欠損補綴、顎顔面補綴においてはインプラントによる形態、機能回復が拡大傾向にある。この
ような状況の中で治療経過を大きく左右する要素として喪失した骨、軟組織をいかにインプラ
ント治療に適した環境に改善するかという点に着目されており、現在の骨補填材に代わり、今後
は細胞を用いた再生医療による安全で確実な骨増生が望まれている。再生医療に用いる再生組
織をあらかじめ工業的に大量生産して、必要時にいつでも利用可能にするには、培養系を用いた
in vitro組織再生が望ましい。しかし、細胞治療において、骨髄間葉系幹細胞（BMSCs）を使用
するには疼痛を伴う骨髄穿刺が必要であると言った問題点がある。さらに  BMSCs は
heterogeneousな細胞集団であり、臨床応用における安全性を考慮した場合、より純度の高い幹
細胞が必要である。 
脱分化脂肪細胞（dedifferentiated fat cells：DFATs）はすべての年齢層から少ない侵襲で採
取可能で、天井培養法を用いて作製されるため、非常に純度の高い（homogeneousな）細胞集
団である。また高い増殖性、骨、軟骨、脂肪などの組織に分化する多能性を有し、再生医療用ド
ナー細胞として期待されている。  

PRPは自己血液から生成されるため、免疫拒絶などの問題が起こりにくいと考えられている。
さらに、PRP は塩化カルシウムとトロンビンを用いることでゲル状に固まる特性をもっている
ことから幹細胞の足場材料としても有効である。BMSCs と PRP がイヌを用いた動物実験およ
び臨床応用としてインプラントのための歯槽骨再生に有効であることは報告されている。また、
最近、ラット頭蓋骨骨欠損モデルにおいて脂肪幹細胞（ASCs）と PRPの組み合わせが骨再生に
対して骨増生的な影響を与えることが明らかとなった。しかし、DFATsと PRPの組み合わせが
骨再生に対してどのように影響を与えるかを調べた研究は国内外で見当たらない。 
 
２．研究の目的 
口蓋裂などの先天異常や、炎症、腫瘍あるいは外傷などで顎顔面に骨欠損が生じると、審美的、
機能的にも著しい支障をきたす。従来、欠損部への骨再生のためのドナー細胞として骨髄由来間
葉系幹細胞（BMSCs）が関与する研究が行われてきたが、細胞採取時の侵襲度や採取量に制限
が指摘されてきた。そこで、われわれは BMSCsに代わるドナー細胞として、より低侵襲で多数
の細胞を採取できる脂肪由来脱分化脂肪（DFAT）細胞に着目して、これまで研究した。今回、
活性化多血小板血漿（aPRP）と組み合わせた細胞増殖率、骨芽細胞分化能、骨再生能力を評価
した。 
 
３．研究の方法 

 F344 系ラット（雄 8週齢）の鼠径部から脂肪組織を採取してラット DFATs（rDFATs）を作製
した。術後 4 週後に同ラットから心臓採血して aPRP を作製し、全血と aPRP との血球数を測定
した。次に、aPRP 添加培地（3 %、5 %、7 %、10 %：各質量%濃度）で rDFATs を培養し、各々を
WST-8 で細胞の増殖率を 5日間測定した。さらに、①通常培地（DMEM+10 %FBS、1 %PS）、②骨芽
細胞分化培地(対照群；以下 ODM：BMP-2、Dexamethasone、β-glycerophosphate、L-ascorbic 
acid+10 %FBS、 1 %PS)、③骨芽細胞分化培地（ODM+10 %FBS）+aPRP（実験群；3 %、5 %、7 %、
10 %：各質量%濃度）で rDFATs を培養し、誘導開始後 3、7、21 日で real time RT-PCR による骨
芽細胞マーカー（Runx2 およびオステオカルシン(OCN)）の遺伝子発現を検索し、さらに 21日後
に Alizarin red 染色で Ca産生能を評価した（n = 4）。また、動物実験でラット頭蓋骨にトレフ
ィンバーで直径 9㎜の臨界骨欠損モデルを作製し、１）no implant 群 2)ゼラチンスポンジ（GS）
群 3)rDFATs+GS 群 4)rDFATs+aPRP+GS 群(各 n = 4)を移
植し、4 週間後に頭蓋骨の再生能を micro-CT および
Hematoxylin-eosin（HE）染色によって評価した。 
 
４．研究成果 
調製した rDFAT で実施したフローサイトメトリーの結
果は、CD90（+）、CD105（+）、CD44（±）、および CD45（-）
であった。 間葉系幹細胞の CD マーカーは、CD44、90、
105 が陽性、CD45 が陰性の CD マーカーとほぼ同じであっ
た（図 1）。 
WST-8 による細胞増殖率は、aPRP を添加することで大
幅に増加した。Alizarin red 染色は誘導開始の 21 日後
にすべての実験群で陽性であったが、Runx2 と OCN の発
現レベルは対照群よりも7%aPRP添加条件が最も高かった
（図 2、3、4）。 
 
                     図 1. rDFAT の間葉系幹細胞の CDマーカー発現 



                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. WST-8 による細胞増殖率 

 

 
 
図 3. Alizarin red 染色による骨芽細胞分化 
 

 
 
  図 4.PRP 濃度の変化による骨芽細胞分化マーカー発現挙動 
 
4 週間後の micro-CT とラトックシステムを用いた骨体積および骨密度測定では rDFATs+GS と
rDFATs+aPRP+GS とを比較した場合、rDFATs+aPRP+GS は、9 mm の骨欠損はほぼ閉鎖され（BV/TV：
60.6％）、骨体積密度を測定すると 2群間では有意に高かった。さらに HE 染色の結果から成熟し
た骨様組織を認めた（図 5、6）。 
 



 

 
 
図 5. micro-CT とラトックシステムを用いた骨体積および骨密度測定結果 

 

 
 
 
 
図 6.病理組織解析による骨再生の観察 

 
今回、DFATs を使用し、細胞増殖率と骨分化および骨形成能の評価をした。aPRP を添加するこ
とで増殖率は上昇し、骨芽細胞分化・骨再生を促進した。今回の結果より、DFATs に aPRP を併
用することで有効な骨の再生が可能であることが示唆された。 
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