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研究成果の概要（和文）： 

ラットの脂肪組織由来幹細胞を分離し、培地に加える添加剤の濃度、種類を検討したり、低出力

超音波パルス照射を行うなどして骨芽細胞への分化を最も誘導する培養条件を明らかにした。そ

して脂肪組織由来幹細胞を多孔性β-TCPブロックに播種し、骨芽細胞への分化誘導至適条件下

で培養して作製した細胞-基材複合体をラットの背部皮下に移植し、組織学的に観察したところ

これまでの培養条件よりは骨の形成量はやや増加したものの、骨髄由来幹細胞を用いて作製した

複合体と比較すると、その量はわずかであった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Adipose-derived mesenchymal stem cells were cultured in various osteogenic induction 
conditions, and the best culture condition was revealed. They were seeded in porous 
β-TCP blocks, and incubated in the best osteogenic induction condition. 
Adipose-derived stem cells/β-TCP block composites were implanted subcutaneously 
and harvested for histological analysis. Amount of newly formed bone in 
adipose-derived stem cells/β-TCP block composites increased slightly more than ever 
before, however it was less than that in bone marrow-derived stem cells/β-TCP block 
composites.  
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１．研究開始当初の背景 

顎顔面口腔外科領域では、腫瘍などの病変を
外科的に切除した後に広範囲にわたる骨欠
損が生じることが多く、その場合には顎骨再
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建が必要となる。顎骨再建には腸骨、腓骨な
どの自家骨移植が主流であるが、自家骨移植
は拒絶反応がないという利点があるものの、
採取部位と採取量が制限され、しかも正常組
織に著しい侵襲を加えるため患者の負担が
大きいという欠点がある。そのため、自家骨
の代替材料として組織工学的手法により作
製した骨芽細胞-基材複合体を用いることが
できれば、採取部位と採取量の制限はなくな
り、手術侵襲も大幅に軽減できる。しかし、
現在歯科口腔外科領域では国内外いずれに
おいても、骨芽細胞-基材複合体は歯周病の 

治療やインプラント治療の際の上顎洞挙上
必要症例などの小さな歯槽骨欠損部に臨床
応用されているものの、大きな顎骨欠損部に
移植可能な細胞-基材複合体はいまだ開発さ
れていない。 

 そこで広範囲にわたる顎骨欠損部に臨床
応用することを想定し、その基礎研究として、
生体内で経時的に吸収される生体親和性・骨
伝導能に優れた多孔性β-リン酸三カルシウ
ム（β-TCP）ブロックを足場に用い、そこに
ラット大腿骨から採取した骨髄細胞を播種、
培養し、骨芽細胞-基材複合体を作製し、ラッ
ト背部皮下に移植するモデルを用いて骨が
形成されていく過程における骨芽細胞と破
骨細胞の分布について組織学的に検索した。
その結果、骨芽細胞に分化誘導した骨髄細胞
と多孔性β-TCP ブロックとの複合体は異所
性に活発な骨形成能をもち、移植後 12 週目
の新生骨では骨のリモデリングも生じてい
ることが示された。また、破骨細胞はβ-TCP 

の表面に多数存在していた。そのため、本複
合体による骨形成には骨芽細胞に分化した
骨髄由来幹細胞と破骨細胞が関与している
と考えられた。 

 ただ、臨床応用する場合には骨髄細胞はお
もに腸骨から採取しなければならず、骨を採
取するよりは侵襲は少ないとはいえ、ある程
度の侵襲を加えることになる。一方、脂肪組
織のなかにも未分化な間葉系幹細胞が含ま
れており、培養条件によってさまざまな細胞
に分化させることができ、骨芽細胞にも分化
させることができるという報告がある。口腔
内には頬脂肪体という容易に脂肪を採取で
きる組織があるので、脂肪組織から間葉系幹
細胞を分離してそれを骨芽細胞に分化させ
ることができれば、わずかな侵襲で容易に骨
芽細胞-基材複合体を作製することができる。 

そこで、脂肪組織由来間葉系幹細胞を用い
て骨芽細胞-β-TCP ブロック複合体を作製
し、ラット背部皮下に移植して組織学的に検
索したところ、骨の形成は認められたが、骨
髄由来間葉系幹細胞を用いた複合体と比較
するとその量はわずかであった。脂肪組織由
来幹細胞の骨芽細胞への分化誘導の至適条
件や適した基材は、骨髄細胞由来幹細胞のそ

れとは異なる可能性がある。さらに、未分化
幹細胞の骨芽細胞への分化誘導能をもつ骨
形成たんぱく（BMP-2, BMP-7）、骨芽細胞
の増殖促進能をもつ線維芽細胞増殖因子
（b-FGF）の添加や、骨折部の骨癒合を促進
するといわれている低出力超音波パルスの
培養細胞への照射により、脂肪組織由来幹細
胞-基材複合体の骨形成をさらに促進できる
可能性がある。 

  

２．研究の目的 

 脂肪組織由来幹細胞の骨芽細胞への分化
誘導に用いる試薬の量や培養期間などの培
養条件を詳細に検討し、移植した時に骨髄由
来幹細胞を用いたときと同程度、もしくはそ
れ以上に骨が形成される脂肪組織由来幹細
胞-基材複合体を作製する方法を明らかにす
る。また、培養条件だけでなく用いる基材に
ついても検討し、骨を形成する上で脂肪組織
由来幹細胞に最も適した基材を明らかにす
る。また、骨形成たんぱくや線維芽細胞増殖
因子を添加したり、低出力超音波パルス照射 

をおこなうことにより、脂肪組織由来幹細胞
の骨芽細胞への分化、そして細胞-基材複合体
の骨形成がさらに促進されることを確認し、
どの因子が最も骨形成を促進するのかを明
らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）脂肪組織から間葉系幹細胞を採取し、
骨芽細胞へ分化誘導するための至適条件を
検索するラットの腹部脂肪組織から間葉系
幹細胞を採取し、基本培地にデキサメタゾン、
βグリセロリン酸、アスコルビン酸を添加し
て骨芽細胞への分化を誘導しながら培養す
る。このとき、添加剤の濃度、培養期間を変
えていくつかの培養条件を設定する。骨芽細
胞への分化はアルカリホスファターゼ（ALP）
活性の測定、ALP 染色、アリザリンレッド染
色、フォンコッサ染色で確認し、骨芽細胞へ
の分化を最も誘導する培養条件を検索する。
このとき、ラットの大腿骨骨髄から採取した
間葉系幹細胞も同じ条件で培養し、骨芽細胞
への分化の程度を比較する。 
（２）細胞の足場、基材となる生体材料に、
（１）で見出した至適条件で骨芽細胞に分化
誘導した脂肪組織由来幹細胞を播種し、細胞
-基材複合体を作製する。経過時的に吸収さ
れ、生体親和性、骨伝導能に優れた多孔性β
-TCP ブロックを基材として使用し、気孔率
の異なるβ-TCP ブロックを数種類用いる。 
（３）（２）で作製した細胞-基材複合体をラ
ットの背部皮下に移植して骨形成能を比較
する 
実験群１：脂肪組織由来の間葉系幹細胞を骨
芽細胞へ分化誘導して作製した細胞-基材複
合体 



実験群２：骨髄組織由来の間葉系幹細胞を骨
芽細胞へ分化誘導して作製した細胞-基材複
合体 
コントロール群：多孔性β-TCP ブロック単
体 
これを、それぞれラット背部皮下に移植す

る。 
→移植後経時的に屠殺し、移植部を採取して
標本を作製し、ヘマトキシリン-エオジン染
色、アルカリフォスファターゼ染色、酒石酸
抵抗性酸フォスファターゼ染色をおこない、
組織学的に観察して骨形成の程度や骨芽細
胞、破骨細胞の分布を比較する。 
（４）（１）で見出した至適条件下で、未分
化幹細胞の骨芽細胞への分化誘導能をもつ
骨形成たんぱく（BMP-2, BMP-7）や骨芽細胞
の増殖促進能をもつ線維芽細胞増殖因子
（b-FGF）を添加、あるいは骨折部の骨癒合
を促進するといわれている低出力超音波パ
ルス照射をおこなって作製した細胞-基材複
合体をラット背部皮下に移植し、骨形成の程
度を確認する。 
骨形成たんぱくや線維芽細胞増殖因子を

添加して作製した細胞-基材複合体と添加せ
ずに作製した複合体、または培養中に低出力
超音波パルス照射をおこなった複合体とお
こなわなかった複合体をそれぞれラット背
部皮下に移植し、経時的に屠殺して移植部を
採取して標本を作製し、組織学的に観察して
骨形成の程度を比較する。さらに、添加剤の
投与量やパルス照射の出力を変えて骨形成
の程度を比較する。 

 
４．研究成果 

 ラットの腹部脂肪組織から間葉系幹細胞を

採取し基本培地に添加するデキサメタゾン、

βグリセロリン酸、アスコルビン酸の濃度や

培養期間を変えて骨芽細胞への分化を最も誘

導する培養条件を明らかにした。脂肪組織由

来幹細胞をβ-TCPブロックに播種して明らか

になった至適条件下で骨芽細胞に分化誘導し

て作製した細胞-β-TCP複合体をラット背部

皮下に移植して組織学的に観察したところ、

これまでの培養条件で作製した複合体よりも

骨の形成量は増加したものの、骨髄由来幹細

胞を用いて作製した複合体と比較するとその

量は著しく少なかった。そこで至適濃度のデ

キサメタゾン、βグリセロリン酸、アスコル

ビン酸を加えた培地に、未分化幹細胞の骨芽

細胞への分化誘導能をもつ骨形成たんぱくや

骨芽細胞の増殖促進能をもつ線維芽細胞増殖

因子を添加、ないし骨折部の骨癒合を促進す

るといわれている低出力超音波パルス照射を

おこない、骨芽細胞への分化を最も誘導する

培養条件を明らかにした。 

さらに脂肪組織由来幹細胞を多孔性β

-TCPブロックに播種し、明らかにした骨芽細

胞への分化誘導至適条件下で培養して作製し

た細胞-基材複合体をラットの背部皮下に移

植し、組織学的に観察したところ、これまで

の培養条件よりは骨の形成量はやや増加した

ものの、骨髄由来幹細胞を用いて作製した複

合体と比較するとその量はわずかであった。 

 

 
 脂肪組織由来間葉系幹細胞は骨髄由来間
葉系幹細胞と比較して採取は容易だが、培養
条件をさまざまに工夫しても骨髄由来幹細
胞のような骨形成を促すことは難しかった。
ヒト脂肪組織由来幹細胞を用いて作製した
細胞－基材複合体を用いた報告ではもっと
多量の新生骨が形成されているので、今後は
動物種を変更したり、ヒト脂肪組織由来幹細
胞を用いて今回の培養条件で細胞－基材複
合体を作製し、骨形成量を比較したい。 
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