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研究成果の概要（和文）：ウサギ皮下脂肪を採取し、天井培養法を用いて脱分化脂肪細胞（DFAT cells）を獲得した。
DFAT cellsをチタンファイバーメッシュ（TFM）内に播種し、骨分化誘導培地にて14日間培養した。走査型電子顕微鏡
による観察にてDFAT cellsはTFM内で増殖し、またTFM周囲に石灰化基質の析出が認められた。DFAT cells/TFM複合体に
含まれるオステオカルシン、カルシウム含量は培養開始から14日目において有意に増加した。以上のことからDFAT cel
lsはTFM内で骨芽細胞へ分化したことが示唆された。DFAT cellsとTFMの組み合わせは骨組織工学における有用な選択肢
となる。

研究成果の概要（英文）：We isolated dedifferentiated fat (DFAT) cells using the ceiling culture method fro
m rabbit subcutaneous fat. DFAT cells were seeded into titanium fiber mesh (TFM) and cultured in an osteog
enic medium for 14 days. In scanning electron microscopic analysis, the number of DFAT cells increased, an
d a calcified matrix was observed around the fibers of TFM. The osteocalcin and calcium content in the TFM
 were significantly higher on day 14 compared to other time points. It was suggested that DFAT cells diffe
rentiated into osteoblasts in TFM. The combination of DFAT cells and TFM may be a useful option for bone t
issue engineering.
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１．研究開始当初の背景 
 
神経の自家移植は末梢神経損傷（PNI）の

修復に対する gold standardになっているが，

この方法は提供者の神経機能低下，供給量の

制限など深刻な問題点を有している．そこで

近年，脂肪由来幹細胞や骨髄幹細胞などの幹

細胞と人工材料の組み合わせによる人工神

経管を用いた方法が自家移植の代替法とし

て注目されている（Tse KH et al. J Biomed 

Mater Res A. 2010.）． 

脱分化脂肪細胞（ dedifferentiated fat 

cells：DFAT cells）はすべての年齢層から少

ない侵襲で採取でき，非常に純度の高い細胞

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．

Ohtaら（Ohta Y et al. Cell Transplant. 

2008.）は DFAT cellsが分化誘導を施さなく

とも神経系マーカーを発現していることを

明らかにした．さらに，ラット脊髄損傷モデ

ルに DFAT cells を移植し，後肢の運動機能

が回復したことから中枢神経系における

DFAT cells移植の有用性を報告している．し

かし，末梢神経系に対する効果は解明されて

いない． 

 

２．研究の目的 

 

当初は末梢神経再生における DFAT cells

の有用性を検討しようと考えていたが，様々

な組織の細胞に分化可能な DFAT cells の骨

組織再生における可能性を検討することと

した．チタンファイバーメッシュをスキャフ

ォールドとして DFAT cells の骨組織工学に

おける有用性を評価することが本研究の目

的である． 

 

３．研究の方法 
 
ウサギ DFAT cellsの樹立：ウサギ皮下脂

肪（約 1 g）を採取し，細切後，コラゲナー

ゼ溶液中で 37 ℃，振盪下で 1時間処理する．

得られた成熟脂肪細胞を通常培地（DMEM + 

20%FBS）で完全に満たされた 25 cm2フラ

スコに播種し，脂肪滴を含む浮遊した脂肪細

胞がフラスコ内側の天井表面に接着するよ

うフラスコの接着面を上方にして，37 ℃，

5％CO2 の環境下で培養する（天井培養法，

図 1）．7 日後，培地を除去し，細胞がフラ

スコ底面に位置するようにフラスコを反対

にし，通常培養を開始する．上記のプロセス

を経て獲得された細胞がDFAT cellsである． 

 

図 1：DFAT cellsの樹立（天井培養法） 

 

in vitro における骨芽細胞分化能の評価：獲

得した DFAT cells をチタンファイバーメッ

シュ（TFM，図 2）に播種し，骨分化誘導培

地（DMEM + 10%FBS，デキサメタゾン，β-

グリセロリン酸，Lアスコルビン酸 2-リン酸）

中で 14日間培養する． 

図 2：チタンファイバーメッシュ 

（Cytotechnology. 2013; 65: 15-22.） 



細胞増殖能の評価として DNA の定量を行い，

骨芽細胞分化の評価としてオステオカルシ

ン（OCN），カルシウムの定量を行う．また

DFAT cells/TFM複合体内部の観察を走査型

電子顕微鏡（SEM）を用いて行った． 

 

４．研究成果 

  

ウサギDFAT cells/TFM複合体に含まれる

DNA 量は培養開始から 7 日目において有意

に増加した．また骨芽細胞分化マーカーであ

る OCN，カルシウムは培養開始から 14日目

において他の時期と比較して有意にその発

現量が増加した．SEMによる解析ではDFAT 

cellsは TFM中のチタン繊維に接着し，増殖

する様子が確認された．さらに増殖した

DFAT cells はその周囲に石灰化基質を析出

することが明らかとなった（図 3）． 

 

 
図 3：TFM中の DFAT cells 

黄色矢頭：石灰化基質 

（Cytotechnology. 2013; 65: 15-22.） 

 

以上の結果からウサギDFAT cellsはTFM内

で接着，増殖し，骨芽細胞へ分化した結果，

カルシウムの沈着を伴う石灰化基質を析出

したことが示唆された． 

 DFAT cells は脂肪の浮力を利用した天井

培養法にて獲得されるため非常に純度が高

い細胞集団であり，移植における安全性が高

いと考えられている．また今回使用したTFM

は生体親和性が高く，また強度も高い生体材

料であり骨組織工学におけるスキャフォー

ルドとして有用である．上記の様な優れた特

徴を有するDFAT cellsとTFMを組み合わせ，

複合体における骨芽細胞分化能を検討した

本研究は骨組織工学における一つの選択肢

を提供することとなり，その意義は大きいと

考える．今後は in vivoにおける DFAT cells

と TFMの有用性を検討していきたい． 
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