
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７７０１

基盤研究(B)

2014～2012

脱分化脂肪細胞ＤＦＡＴを用いた歯周・顎骨組織欠損に対する新規再生治療法の基盤開発

The development of new regenerative therapy for periodontal-bone tissue defects by 
using de-differentiated fat cells

９０２１８２９８研究者番号：

野口　和行（Kazuyuki, Noguchi）

鹿児島大学・医歯学総合研究科・教授

研究期間：

２４３９０４４４

平成 年 月 日現在２７   ６   ８

円    14,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、口腔内疾患により失われた歯周・骨組織の新規再生療法として脱分化脂肪
細胞(de-differentiation fat cells: DFAT)を用いた細胞移植療法の基盤確立を目的としている。ラット頭蓋骨欠損モ
デルを用い検討した結果、乳酸・グリコール酸共重合体/ハイドロキシアパタイト複合体(PLGA/HA)を足場として用いた
骨分化培地刺激ラットDFATの骨欠損への移植は骨再生に有効であることが示唆され、またin vitroにおいてBone morph
ogenetic protein (BMP)-9とFK506の共刺激が強力にラットDFATの骨芽細胞分化を促進する知見を得た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was established that the molecular biologic base of new 
cell-transplant therapy for lost of periodontal and bone tissues by using de-differentated fat cells 
(DFAT). Within the limits of the present study, we demonstrated that the poly lactic-co-glycolic 
acid/hydroxylapatite (PLGA/ HA) composite is a promising scaffold with an appropriate stiffness and 
resorption rate, and that its combination with osteo-differentiated rat DFAT may be effective for bone 
formation in rat calvarial defects model. Furthermore, in vitro study demonstrated that the combination 
of bone morphogenetic protein (BMP)-9 and FK506 effectively induces osteoblastic differentiation of rDFAT 
cells.

研究分野：歯周病学

キーワード： 脱分化脂肪細胞　歯周組織　骨　再生　DFAT
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１．研究開始当初の背景 
 歯周病により破壊される歯周組織は歯槽骨、
セメント質、歯根膜といった複数の異なる組
織によって構成される。また歯周病などの歯
科疾患により歯が失われると、歯槽骨は次第
に吸収し、口腔機能回復に様々な制約が生じ
る場合が多い。このような失われた歯周組織
の再生や顎骨の造成を行う治療法としては、
様々な骨移植剤(自家骨・合成骨・異種骨)や
Signaling molecules(b-FGF, enamel matrix 
derivative, etc..)を作用させるなどの手法
がとられている(図 1)。 

しかしながら①適応症が狭い②満足のいく
予知性が得られない③自家骨採取における
患者の苦痛④非吸収性の骨補填剤の必要性
(それによる体内への残存)など様々な問題
が残されており、さらなる適応症の拡大と、
効率的で理想的な歯周組織・顎骨組織の再生
を目的として Tissue engineering の３要素
の観点から、A:成長因子 B:細胞移植
C:Scaffold について様々な研究が行われ、特
に iPS 細胞の登場以来、細胞移植療法に注目
が集まっている。本領域における細胞移植の
ソースとしては骨髄由来間葉系幹細胞
(BM-MSC)を用いたヒトでの臨床試験が実施
されているが、間葉系幹細胞の採取には患者
に多大な侵襲を伴い、採取される幹細胞数も
限定され、複数回の採取が困難などの欠点が
ある。また iPS 細胞は、基礎研究段階であり
分化のコントロールの手法は未だ確立して
おらず、口腔領域への応用には時間を要する
と考えられる。そこで申請者は脂肪細胞に注
目した。脂肪組織は脂肪吸引技術の進歩によ
り容易に入手可能であり、脂肪組織由来間葉
系 細 胞 と し て 、 間 質 ・ 血 管 系 画 分
(stromal-vascular fraction, SVF)から分離
した脂肪由来幹細胞(ADSC)が一般的である。
しかしSVFは前駆脂肪細胞以外に血管内皮細
胞，血球系細胞などが混在しており、ヘテロ
な細胞群である可能性は否定できない。そこ
で脱分化脂肪細胞(DFAT)に着目した。DFAT は
成熟脂肪細胞から天井培養と呼ばれる方法
で体外培養することにより生じる線維芽細
胞様の細胞群で、高い増殖能と多分化能を有
しており(J Cell Physiol.215:210-22,2008) 
BM-MSC や ADSC に比べ、純度の高い細胞が入
手可能で、組織採取量が微量ですむことから、
高齢者からも調整可能である (図 2)。 
 
 

口腔内で検討されている細胞移植のソース
としては MSC,ADSC,歯根膜由来幹細胞などが
あるが、DFAT は入手の容易さ(患者負担の軽
減)、細胞の純度、増殖能、脱分化による様々
な組織への適応の可能性など多くの利点を
有している。 
２．研究の目的 
 現在の歯周病やその他疾患により失われた
歯周組織の再生療法や、インプラント治療時
の顎骨の骨造成には、適応症の限界、異種動
物由来の生物材料の必要性、自家骨採取量の
制限または採取時の患者苦痛が不可避であ
るなど、様々な問題が残されており、広範囲
の歯周組織または顎骨欠損に対し、安全で効
率的な再生療法の開発が求められている。こ
れらの問題点を解決する新規治療法として
倫理的問題を克服し、かつ現実的な自家細胞
移植療法が渇望されている。本研究では、こ
のような細胞移植療法のソースとして非常
に有望な、脂肪組織に由来する脱分化脂肪細
胞(De-differentiated fat cells: DFAT)に
着目し、歯周組織および顎骨再生への DFAT
を用いた細胞移植療法の基盤を確立するこ
とを目的としている。 
３．研究の方法 
 本研究は鹿児島大学動物実験委員会
(MD12025, D13005, D14022), 遺伝子組換
え安全委員会(機関承認: 第 24036)および鹿
児島大学医歯学総合研究科遺伝子解析研究
倫理委員会(第 119 号)の承認のうえ、実施さ
れた。 
(1)DFAT の分離培養 
 ①ラット DFAT(rDFAT): Wistar 系ラットの
鼠径部より採取した脂肪を酵素処理し, 脂
肪細胞を採取後, 天井培養にて分離培養し
た。 
 ②GFP 発現ラット由来 DFAT の分離培養 
SD-Tg ラットの鼠径部より脂肪組織を採取し、
①に準じて GFP 発現 DFAT(GFP-rDFAT)を分離
培養した。 
 ③ヒト DFAT(hDFAT) 
口腔外科手術時に採取した頬脂肪組織を酵
素処理し, 脂肪細胞を採取後, 天井培養に
て分離培養した。 
(2)遺伝子発現解析 
 DFATを様々な条件下にて培養後、total RNA
を抽出し、RT-PCR 法または Real-Time PCR 法
を用いて各種遺伝子発現を解析した。 
(3)骨芽細胞様分化解析 
 DFAT を様々な条件下にて培養後、ALP 活性
および ALP 染色を行った。ALP 活性について
はタンパク定量後、総タンパク量にて補正を
行った。石灰化物形成は alizarin Red S 染
色にて評価した。また smad1/5/8 のリン酸化



は wetsern blot 法にて解析した。 
(4)DFAT の表面マーカー解析 
CD11, CD29, CD45 および CD73 について、そ
れぞれの抗体を用い Tali imaging cytometer
によりその発現を解析した。 
(5)ラット頭蓋骨欠損を用いたDFATの骨形性
能の評価 
麻酔下にて, トレフィンバー（直径 5mm）を
用いてラット頭蓋骨左右に5mmの骨欠損を外
科的に作製し、骨欠損を以下の 4つの実験群
(a-d)に分け処置を行った。 
a:Control 群(Scaffold 無し), b:PLGA/HA 群
(Scaffoldのみ:GC研究用scaffold ブロック 
HAP+), c: PLGA/HA + rDFAT, d: PLGA/HA + 骨
分化刺激 rDFAT(OD), 8 週後に屠殺し,通法に
従いパラフィン切片作成後, HE 染色を行い, 
骨形成について組織学的観察・解析を行った。 
４．研究成果 
(1)DFAT の各種 BMP 受容体の遺伝子発現 
① rDFAT 
 
 
 
 
 
 
②hDFAT 
 
 
 
 
 
 
 rDFATおよびhDFATいずれも主要なBMP受容
体 (ALK1, 2, 3, 6, BMPRII, ActRIIA, 
ActRIIB)の遺伝子発現が確認された。 
(2)rDFAT の マーカー発現および骨・脂肪細
胞への分化確認 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
rDFAT において、PPARγ, Runx2/Cbfa1, Sox9
の遺伝子発現が認められた。また脂肪分化・
骨分化培地にて培養したところ、脂肪滴およ
び石灰化物の形成を認め、脂肪細胞および骨
芽細胞への分化が確認された。 

(3)rDFAT の BMP-2, BMP-9 および FK506 共刺
激下における骨関連遺伝子,ALP 活性および
石灰化物形成の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BMP-9 と FK506 共刺激群は他群と比較して著
しい runx2, Osterix, Bone sialoprotein 
(BSP)遺伝子の発現促進が認められた。 
(ODM:骨分化培地) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BMP-9 と FK506 共刺激群は単独刺激群と比較
して著しく ALP 活性が上昇し、1μg/ml の
FK506 でピークが認められた。また単独刺激
(BMP-2, BMP-9)と比較して BMP-9 と FK506 共
刺激群は著しい石灰化物形成の促進が認め
られた。 
(4) rDFATのBMP-9刺激下におけるsmad1/5/8
のリン酸化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



BMP-9 単独と比較してBMP-9+FK506刺激では
smad1/5/8 のリン酸化の促進が認められた。 
(5)BMP-9 刺激 rDFAT に対する Noggin の影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BMP-2, BMP-9 ならびにそれぞれの FK506共刺
激群ではNogginの遺伝子発現は上昇したが、
BMP-9+FK506 共刺激群では Noggin による ALP
活性の抑制は認められなかった。 
(6) rDFAT の表面マーカー解析 
CD11:1%, CD29:0%, CD4:2%5 および CD73:94% 
の発現が認められた。 
(7)BMP-9刺激rDFATにおけるMAPkinaseの影
響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BMP-9+FK506 共刺激により上昇した ALP 活性
は SB2035810(p38 抑制剤)により抑制が認め
られた。 
(8)GFP-rDFAT の分離,骨分化能確認 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GFP-rDFAT を分離培養し、蛍光顕微鏡下で観
察したところGFPの発現を確認し、またrDFAT
同様に BMP-9+FK506 共刺激による ALPの上昇
を確認した。 
 

(9)ラット頭蓋骨欠損における rDFAT の滑稽
性能評価 
①術後 8週における各群の組織像(HE 染色) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②組織形態計測 
         計測項目 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       計測結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



術後 8週で PLGA/HA の分解吸収は顕著に進ん
でおり、PLGA/HA を使用した 3 群は Control
群より有意に再生組織の厚みが大きかった。
PLGA/HA+rDFAT(OD)群における骨欠損の閉鎖
率(83.16±13.87%)は全群間で最大であり、
Control 群(40.61±29.62%)より有意に高か
った。骨欠損における新生骨面積は PLGA/HA
群 (42.10 ± 9.16%) が Control 群および
PLGA/HA+rDFAT 群より有意に大きい値を示し
た。 
 
(10)まとめ 
本研究において多分化能を持つ組織幹細胞
としてのDFATについて以下の点が示された。 
① 骨分化刺激 DFAT の骨欠損移植における
骨再生の有用性がラット頭蓋骨欠損モデ
ルにより示唆された。 
② DFAT の骨分化刺激因子として BMP-9 と
FK506 の共刺激の有効性が示唆された。 
 
 しかしながら主に動物(ラット)を用いた
骨に対する評価が主であり、今後ヒト由来
DFAT や、複雑な組織構造を持つ歯周組織欠損
についての DFAT の有効性など様々な検討課
題は残されており、今後もより詳細に解析し
ていかなければならない。 
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