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研究成果の概要（和文）：脂肪組織は、骨髄の約1000倍の幹細胞を含むことから、体性幹細胞のソースとして注目され
ている。本研究ではマウス皮下脂肪より獲得した脂肪由来幹細胞(ASC)を培養し、スフェロイドを作製して、その構造
と骨芽細胞分化誘導能について２次元的、および３次元的に解析を行った。また、ASCスフェロイドにおける、多分化
能のマーカー遺伝子発現をin situ hybridizationにて解析した。さらに、単球/マクロファージ系は、移植後の局所に
おいて、骨リモデリング開始に寄与すると考えられているため、ASCスフェロイドと単球の共培養を行い、単球とASCス
フェロイドの直接的相互作用を解析した（現在論文投稿中）。

研究成果の概要（英文）：Among potential cell-based therapies, adipose-derived stem cells (ASCs) have 
thought as a promising source of stem cells for tissue regeneration because it contains approximately 
1000-fold more stem cells than the bone marrow.
In the present study, we analyzed the structures and expression of marker genes for multipotency, 
including Oct3/4, Nanog, and Sox2 of murine-derived ASC macrospheroids by in situ hybridization. The 
microstructures of the ASC macrospheroids were observed by transmission electron microscopy, and cell 
proliferation in the spheroids was analyzed by enzyme-linked immunoassay for bromodeoxyuridine as well as 
the growth and osteogenic potential of these macrospheroids in three-dimensional environment and 
following induction of calcification by co-culture with monocytes.
These results suggested that ASC macrospheroids presented high capacity for dynamic three-dimensional 
growth, and it might be promoted its osteogenic potential by monocytes.(Preparing for publication)
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１．研究開始当初の背景 
 
顎口腔領域の臨床において、骨造成の際、

骨だけの移植では、被覆する粘膜の不足のた
め、移植骨の露出やその状態に付随して起こ
る、感染などの可能性があるため、骨移植と
同時に粘膜の造成や減張が必要になること
も多い。しかし、粘膜の減張にも限界がある
ことや、従来行われてきた、骨移植や粘膜移
植などの自家組織移植の手術侵襲が大きい
ことから、それらに代わる再生療法として、
採取の低侵襲な自己組織幹細胞を用いた、新
しいコンセプトに基づく移植材開発に期待
が寄せられている。 
幹細胞は、年齢に関わらず体内の様々な組

織に含まれているが、なかでも、脂肪組織は
皮下の浅層に豊富に存在するため、自家骨や
骨髄に比べ、採取が非常に低侵襲である上に、
組織の中に含まれる幹細胞の数が骨髄に比
較しておよそ 1000 倍であることから、自己
体性幹細胞のソースとして近年注目されて
いる。 
美容外科などの臨床では既に、腹部などの

皮下から痩身目的で吸引された大量の脂肪
組織を、幹細胞を抽出することなくそのまま
移植することで、豊胸などに利用されている
が、顎口腔領域の移植材として、少量の脂肪
組織から骨や粘膜など、元来の組織の由来を
超えた方向への分化を起こして利用するた
めには、脂肪組織を採取してそのまま用いる
のではなく、組織の中に潜在する多分化能を
持つ幹細胞を選別し、さらに培養して用いる
必要がある。その選別方法や培養方法、分化
誘導の方法などを、目的に応じて確立してゆ
く必要があると考えられる。 
また、monocyte は、移植床などの創傷部

に血管より遊走してきて、局所においてマク
ロファージ系貪食細胞（破骨細胞）に分化し、
骨のリモデリング開始のシグナル伝達に寄
与すると考えられている。そのため、
monocyte との共培養によって、ASC スフェ
ロイドの骨芽細胞分化能が変化する可能性
が考えられた。このように、自己細胞を組み
合わせることで、より効率的で、しかも少量
の自己の細胞を利用した低侵襲な組織移植
材の開発が可能になると考えた。 

 
 

２．研究の目的 
 

ASC をインビトロでマクロサイズのスフ
ェロイドにしてから移植に用いることで、
single cell のまま用いる方法に比較して、立
体培養によって獲得した細胞間接着と立体
構造を生かしたダイナミックな分化誘導を
起こすことが可能となると考えられた。また、
スフェロイドの豊富な細胞容量と増殖能を
利用して、移植後短時間に細胞で場を満たす
ことができると考えられた。これにより、ス
キャフォールドフリーで用いることのでき

る自己の移植材開発に繋げることができる
と考えた。 
本研究では ASC スフェロイドの構造解析

を行い、内部で壊死に至っている部分がない
かを確認した。また、操作性の良い大きなス
フェロイドとなった後も間葉系幹細胞の特
性である多分化能を維持しているかを確認
する目的で、遺伝子発現解析を行い、ASC ス
フェロイドの立体培養と分化誘導、そして
ASCスフェロイドとmonocyteとの共培養に
よる、相互作用の解析を行った。 
これらの解析は、ASC スフェロイドの骨芽

細胞分化の可能性と、従来の自己組織移植に
代わる新しい組織再生療法の担い手の一選
択肢としての可能性について、模索を行うこ
とが目的である。 
 
 
３．研究の方法 
 

8週齢の Imprinting Control Region (ICR) 
Female マウスの腹部より皮下脂肪組織を採
取し、37℃でコラゲナーゼ処理を行った後、
幹細胞を分離・獲得し、培養して重層の細胞
シートを形成した。そのシートをピンセット
で操作できる程度の大きさのスフェロイド
に成形した後、β-TCP ディスク、および
Hydroxyapatite ディスク上に置いて培養を
行った。また、スフェロイドの構造を解析し、
多分化能を有するかどうかを検討する目的
で、in situ hybridization を行い、多分化能
のマーカー遺伝子である Oct3/4、Nanog、
Sox2 mRNA の発現を確認した。 
さらに、スフェロイド内部での細胞増殖を

確認する目的で、BrdU の免疫染色を行い、
スフェロイドの立体構造と、構成する細胞お
よび細胞が産生する細胞外基質の特徴を透
過電子顕微鏡で確認した。 
そして、ASCスフェロイドを、8週齢の ICR 

Female マウスより採取した、monocyte と共
培養することで、ASC の骨芽細胞分化能に対
する作用を解析した。また、表面抗原によっ
て分取した ASC の骨芽細胞分化能を、骨芽
細胞分化誘導および遺伝子発現解析によっ
て比較検討した（論文１）。 

 
本研究は東京医科歯科大学動物実験委員

会の承認を得て行った。 
 
 
４．研究成果 
 
 β-TCP ディスク上に置いた ASC スフェロ
イドは数日でディスク内に侵入し、ディスク
内部での放射状の成長とともに ALP 陽性を
示した。また、BrdU による免疫染色の結果、
直径 1mm 以上の目視できるほど大きく成長
したスフェロイド内部にも細胞分裂が確認
され、組織学的にスフェロイド内部に壊死は
認めなかった。 



スフェロイドは、大きな核を持ち幹細胞の
特徴を有する表層の細胞と、立体構造の維持
に必要な、コラーゲンなどの細胞外基質を大
量に分泌する内部細胞で構成されており、多
分化能のマーカー遺伝子の発現は、表層細胞
でより強く確認された。胚葉をこえた様々な
分化誘導の報告のある脂肪由来幹細胞を立
体化することで、豊富な細胞外基質の分泌と
三次元的な細胞接着を持つことが明らかと
なり、これを立体的な細胞接着を維持したま
ま分化誘導することで、生体の構造に近い組
織再生が実現する可能性が示唆された。 
また、monocyte と ASC スフェロイドとの

共培養により ASC スフェロイドの石灰化促
進が認められた。このことより、monocyte
によって ASC の骨芽細胞分化能が亢進した
可能性が示唆された（現在論文投稿中）。 
脂肪組織から採取される ASC には数種の

細胞種が含まれており、培養していくうちに
それぞれが異なる細胞形態を呈していくこ
とがわかった。そこで、細胞表面抗原 CD90
および CD105 によって分取した脂肪由来幹
細胞の、骨代謝系統シグナリング、wnt など
の細胞増殖関連シグナリング、および細胞接
着などに関連する遺伝子発現を DNA マイク
ロアレイでスクリーニングしたところ、同じ
脂肪組織に含有される ASC においても、細
胞表面抗原の違いによって、分化や増殖に関
する特性や potential が異なる可能性が示唆
された。また、それらの分取細胞をそれぞれ
分化誘導培地で培養し、骨芽細胞分化能を比
較検討したところ、ALP活性や石灰化nodule
の形成においても、マイクロアレイの結果と
同様、表面抗原によって違いがあると考えら
れた（論文１）。 
今後はこれらの結果をもとに、さらに研究

を進め、より効率的で、生体の骨リモデリン
グに近い自己組織移植材開発に繋げていき
たと考えている。 
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