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研究成果の概要（和文）：　脂肪組織由来幹細胞（ASCs）を付加した移植脂肪は良好な生着率が報告されてい
る。本研究はASCsを凝集塊にしたものを移植脂肪に付加することによって、移植脂肪の生着率のさらなる向上を
目指した。
　自己凝集化誘導技術（CAT）を用いて9格子構造を有するメッシュ状細胞凝集塊の作製に成功した。また、細胞
の形態により成長因子の産生量が異なることを確認した。ASCを脂肪と共培養することにより脂肪塊の維持が確
認できたが、ASC凝集塊の有用性は示せなかった。

研究成果の概要（英文）：Fat grafting with Adipose tissue-derived stem cells (ASCs) have been 
reported to have a good engraftment rate. In this study, we aimed to further improve the engraftment
 rate of transplanted fat by adding cell aggregates of ASCs to the transplanted fat.
We created cell aggregates to create spherical cell aggregates (spheroids) of different sizes, 
fiber-like cell aggregates, and mesh-like cell aggregates. We succeeded in fabricating mesh-like 
cell aggregates with 9-lattice structures using the guided self-aggregation technique (CAT).
In addition, it was confirmed that the amount of growth factor produced differs depending on the 
cell morphology. By co-cultivating ASC with fat, we were able to confirm the maintenance of the fat 
mass, but we could not demonstrate the usefulness of the ASC aggregate.

研究分野： 形成再建外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　自己凝集化誘導技術（CAT）を用いてメッシュ状の細胞凝集塊の作製に成功した。細胞がメッシュ状の凝集塊
の形態をとることにより細胞生着率の向上が期待できる。これは、脂肪以外の移植医療でも有用な可能性があ
る。細胞生着率が向上すれば細胞移植医療でさらなる効果が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍切除や外傷に伴う軟部組織欠損、先天性疾患による陥凹変形に対し組織増大術を必要と

する患者は非常に多い。脂肪移植(注入)術は遊離皮弁術などと比較し侵襲の少ない簡便な方法だ
が、脂肪のみでは生着率が十分ではないため、複数回の手術が必要になる。近年、脂肪組織由来
間葉系幹細胞（ASC）を付加した脂肪細胞を移植することによりその生着率の改善が報告されて
いる。一方、細胞は三次元的な球状塊（スフェロイド）を形成することにより、細胞本来の機能
を発揮しやすくなると言われており多数の報告がされている。そこで ASC の細胞塊（ASC 塊）
を付加した脂肪移植術を行うことにより移植脂肪の生着率向上、脂肪再生の促進が可能となる
のではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 脂肪生着・脂肪新生に関与する ASC の機能を十分に発揮させることができる ASC 塊を開発
し、その ASC 塊を付加することによって、脂肪移植の生着率向上、脂肪新生促進を目的とした。 
 
３．研究の方法 
ASC は Wistar ラット皮下脂肪から分離した細胞を用いた。 

 
(1) ASC スフェロイド、ASC ファイバーの作製 
(ⅰ)ASC スフェロイドの作製 
 細胞低吸着処理プレート PrimeSurface®を用いて ASC スフェロイドを作製し、細胞数によるス
フェアの違いを検討した。 
 
(ⅱ)ASC ファイバー(線形凝集塊)、ASC メッシュ(網目状凝集塊)の作製 
 接着細胞の自己凝集化技術（Cell self-Aggregation inductionTechnology: CAT）を用いて、細
胞の自発的な凝集化を誘導しメッシュ状の凝集塊の作製を行った。 
 まず単格子状の凝集塊を作製するのに適した条件を検討したのち、多格子メッシュの作
製を行った。 
 
(ⅲ)ASC メッシュの生着評価 
 メッシュ状細胞凝集塊の生態組織への生着性を調べるため、培養による in vitro 評価を行っ
た。ラットの皮下に正方形のシリコン板（2 cm×2 cm, 厚さ 1 mm）を 4 週間埋植しシリコ
ンを被覆化した真皮組織を生体真皮由来組織とし, これに赤色蛍光色素を用いて細胞を標
識した 9 格子構造を有するメッシュ状細胞凝集塊を貼付して約 1 週間培養した. 
 
(2)細胞の形態による growth factor 産生量の比較検討 
 ASC 単層培養と ASC-S（1 万、5 万、10 万、20 万 cells/sphere）を培養し培養上清中の
VEGF,HGF,bFGF の産生量を ELISA 法で測定した。 
 
(3)脂肪と共培養した際の growth factor 産生量の比較検討 
 脂肪のみ、脂肪とASC、脂肪とASC-Sをそれぞれ培養し(2)と同様に培養上清中のVEGF,HGF,bFGF
の産生量を ELISA 法で測定した。 
 
(4)脂肪移植評価 
脂肪のみ(脂肪 300μL＋培地のみ 200μL)、脂肪と ASC(脂肪 300μL＋ASC 懸濁液 200μL)、脂

肪と ASC-S(脂肪 300μL＋ASC-S 液 200μL)をヌードマウスに移植して移植直後、2週間後、4週
間後に CTを撮影し体積変化を評価した。 
ASC は脂肪 1mL あたり 300 万 cells の濃度とした。また、ASC-S は 2万 cells/sphere を用いた。 

 
４．研究成果 
(1) ASC スフェロイド、ASC ファイバーの作製 
(ⅰ)ASC スフェロイドの作製 
96well PrimeSurface®に ASC を播種することにより 1 万

cells、5 万 cells、10 万 cels、20 万 cells のスフェロイドを
作製した。細胞数が少なければ凝集が不十分になる傾向があっ
たまた細胞数が多すぎると一度は凝集した細胞でも数日経過
するとばらばらに崩れてしまった。(図１) 
 
 
 



(ⅱ) ASC メッシュの作製 
 CAT ポリマーを培養皿に塗布し
て細胞の接着領域を規定する CAT
技術により、ASC メッシュの作製
を行った。 
まず、メッシュを構成する基礎

となる単格子形状の作製条件の
検討を行い、細胞単層は CAT 誘
導表面の線幅が 4 mm 以下では
剥離すると同時に格子形状を保
ちつつ凝集化を生じて格子状の
凝集塊を形成することがわかっ
た。(図 2) 
 この結果をもとに、線幅が 2 
mmの溝が縦横 4本ずつ直行した
9 格子構造を有するメッシュ状
のチャンバーを作製し細胞を播
種して培養し、播種 1 日後に 9 格
子を有するメッシュ状細胞凝集
塊が作製できた。(図 3) 
 

(ⅲ)ASC メッシュの生着評価 
(in vitro 評価) 

 生体真皮由来組織に貼付したメッシュ

状の細胞凝集塊は、貼付から約 30 分で培

養液をその直上から添加しても剥離する

ことなく組織表面に維持されていたこと

から接着していると判断した。さらに 7日

間培養を続けてもメッシュ状凝集塊の形

状は肉眼的にほとんど変形することなく

維持されていた。そこで, 蛍光顕微鏡観察

を行い細胞レベルでの組織表面の変化を

調べた結果、培養 1日後にはメッシュ状細

胞凝集塊の間隙(格子内)に赤色蛍光を発

する凝集塊由来の細胞の点在が認められ、7日後にはそれらの細胞は格子内の組織表面を完全に

被覆化していることが分かった。(図 4) 

 

(2)ASC と ASC-S の growth factor 産生量の比較検討 

 単層培養(ML)、1万・5万・10万・20 万 cells のスフェロイドをそれぞれ培養し day 

2、day4 に培地を採取して growth factor 産生量を測定した。 

 VEGF は単層培養でもスフェロイドでも産生されていた。また、HGF は 1 万 cells のスフェロ

イドで長期的に産生されていた。ｂFGF は単層培養ではほとんど産生されていなかった。1 万

cells のスフェロイドで産生量が多かった。(図 5) 

 

 

 

 

 

 

 



(3)脂肪と共培養した際のgrowth factor産生量の比較検討 

 脂肪のみ(control)、脂肪＋ASC(ASC)、脂肪＋ASC-S(ASC-

S)をそれぞれ培養し、day2,5 に上清を採取した。ASC-S は 2

万 cells/sphere とした。 

 培養 5 日目の状態で ASC で脂肪塊の形態が最も維持され

ていた。(図 6) 

VEGF は ASC で多く産生されていた。HGF も早期から ASC で産生が多く、時間が経過するとと

もに ASC-S でも産生量は増えた。VEGF、HGF は control では早期はほとんど産生されていなかっ

た。ｂFGF は ASC ではあまり産生されていなかった。(図 7) 

 

(4)脂肪移植実験 

 脂肪移植後の体積をＣＴで測定したが、体積変化に有意差はなかった。また、実際には血腫や

しょう液腫形成があり、体積評価のみで脂肪生着率の評価が困難で移植方法の検討が必要と考

えられた。 

 

 本研究では、ASC を懸濁液の状態で脂肪に付加するのではなく、スフェロイドにして脂肪に付

加することで脂肪の生着率の向上を目指した。スフェロイドの優位性は示せなかったが、ASC 付

加の有効性は示唆された。 
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