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研究成果の概要（和文）：GFP マウスの成熟脂肪細胞由来する神経系細胞を移植し、体内での分

化および組織化の状況を調べるに有効な DFAT-GFP を樹立した。DFAT-GFP を体外および体内で

神経系細胞へ分化誘導すると、神経細胞特異的な形態に変化するとともに、Nestin、NSE、βⅢ

tubulin、NF、S100、GFAP および CNPase などの神経細胞特異的遺伝子およびタンパク質を発現

した。以上のことから、脂肪細胞から神経系細胞を作出できることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：When mature adipocytes were isolated from adipose tissue and grown 
in ceiling culture, transformation into fibroblast-like cells without lipid droplets occurred. 
These fibroblast-like cells, termed de-differentiated fat (DFAT) cells, could proliferate and 
could also redifferentiate into mature adipocytes. DFAT cells expressed neural markers such as 
nestin, NSE, βIII tubulin, NF, S100, GFAP and CNPase. Allografting of DFAT cells into spinal 
cord injury (SCI)-induced rodents led to significant recovery from hindlimb dysfunction. 
Grafted cells were detected at the injection site, and some of these cells expressed βIII tubulin. 
These results indicate that DFAT cells can transdifferentiate into neural cells, and contribute to 
the promotion of functional recovery. These findings also suggest that mature adipocytes could 
become a new source for cell replacement therapy to treat central nervous system disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
 体細胞の多能性に関する研究は、胚盤胞の
内部細胞塊に由来する胚性幹（ES）細胞や骨
髄液中に存在する間葉系幹細胞を含む細胞
群（MSCs）を用いて活発に行なわれている。

それら幹細胞は、種々の分化誘導培地で分化
誘導すると多種多様な細胞に分化すること
から、細胞生物学および発生生物学分野の研
究材料として重要であるだけでなく、バイオ
テクノロジーや再生医療への応用が期待さ
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れている。しかし、ES 細胞の樹立および維持
は現在においても著しく煩雑でコストも高
く、またマウス以外の動物種においては樹立
することは著しく困難である。また、ES 細胞
は受精卵に由来することから、その作出およ
び利用には倫理的な問題を始めとした未解
決な諸問題が山積している。一方、骨髄液か
ら採取される MSCs は種および年齢を問わず
採取および維持が ES 細胞に比べて格段に容
易であり、自家移植できるなど ES 細胞が抱
える問題点の多くをクリアーしている。しか
し、骨髄液は多種多様な細胞群から構成され
ており、その中に含まれる幹細胞の割合は
0.01％程度とごく僅かである。MSCs を他細胞
群の混入なしに単離するにはフローサイト
メトリーなど高額な精密機器が必要であり、
移植するに必要とされる細胞数を確保する
のは困難である。 
 我々は、成熟脂肪細胞を脱分化誘導するこ
とによって、種々の細胞に分化する脱分化脂
肪細胞（DFAT）を作出することに成功してい
る。DFAT は、脂肪細胞に再分化するだけでな
く、骨、軟骨、骨格筋、平滑筋、心筋および
腱細胞など中胚葉系の細胞に分化すること
を見出している。このことは、体表部にある
皮下脂肪組織中に豊富に存在する脂肪細胞
から種々の分化細胞を大量に調整すること
が可能であることを示しており、再生医療を
始めとした多種多様な応用が考えられる。し
かし、脂肪細胞由来の DFAT が外胚葉由来の
神経系細胞に分化転換するかについては不
明である。もし,DFAT が神経系細胞に分化転
換可能であれば、すなわち脂肪細胞から神経
系細胞を大量に調整可能な培養系が確立で
きれば、多方面において極めて有用であると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、中胚葉由来の成熟脂肪細胞を
脱分化誘導することによって樹立した多能
性前駆細胞“DFAT”が胚葉を越えて、外胚葉
由来である神経系細胞に分化転換するかを
明らにする目的で行なった。さらに、脊髄損
傷部位に DFAT 由来の神経系細胞を移植する
ことによって、それらが移植部位において生
着および分化するかを調べた。 
 
３．研究の方法 
 成熟脂肪細胞を天井培養することによっ
て脱分化誘導し、多能性前駆細胞 DFAT の樹
立を試みた。樹立した DFAT を神経系細胞に
分化転換誘導し、神経系細胞に分化転換する
かを細胞生物学および分子生物学的手法を
用いて調べた。さらに、DFAT 由来の神経系細
胞を脊髄損傷部位に移植し、その後の動態に
ついて免疫組織化学および生理学的に検討
した。 

４．研究成果 

（１）移植後に追跡可能なDFAT-GFPの樹立 

 成熟脂肪細胞由来するDFATから分化誘導し

た神経系細胞を移植し、体内での分化および

組織化の状況を調べるに有効なDFATを樹立す

ることを目的として、GFPマウス成熟脂肪細胞

からDFATの樹立を試みるとともに、移植後に

おけるDFAT-GFPが追跡できるかを検討した。

皮下脂肪組織を酵素処理およびフィルトレー

ションして採取した脂肪細胞画分をFACS解析

した結果、すべてが成熟脂肪細胞であった。

単離した成熟脂肪細胞を天井培養すると、細

胞質内に小さな脂肪滴を複数有する多胞性脂

肪細胞あるいは線維芽様細胞へと形態変化し

、活発に増殖した（図１）。 

    図１.天井培養によるDFATの作製 

 

次いで、脂肪細胞由来のDFAT-GFPが脂肪細胞

に再分化するかについて調べた。その結果、

分化誘導７日後、ほとんどの脱分化脂肪細胞

（DFAT-GFP）が成熟脂肪細胞へと再分化した

。DFAT-GFPの発光、増殖および分化能力は継

代を繰り返しても維持された。以上の結果か

ら、DFAT-GFPは均一な増殖および分化能力を

もつ前駆細胞株であることが示された。また

、DFAT-GFPは移植4週間後においてもGFPの発

光が維持されたことから、DFAT-GFP由来の神

経系細胞の体内における分化および組織化の

解明に有効なツールになると考えられる（図

２）。 

  図２.脂肪細胞から神経系細胞をつくる 
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（２）DFAT-GFPの神経系細胞への分化転換  
 （１）で樹立した GFP マウス成熟脂肪細胞
由来の DFAT-GFP が胚葉を越えて神経系細胞
へ分化転換するかを明らかにする目的で行
なった。その結果、DFAT-GFP は分化誘導 4 時
間後に神経細胞特異的な形態に変化した。さ
らに、Nestin、NSE、βⅢtubulin、NF、S100
および CNPase などの神経細胞特異的遺伝子
およびタンパク質を発現することが明らか
となった。また、DFAT-GFP 由来の神経系細胞
が神経系細胞特異的な機能を有するかを調
べるための長期培養系の開発を試みた。サブ
コンフルエントに到達した DFAT-GFP の培地
をβメルカプトエタノールおよび 10％FBS 添
加した DMEM の分化誘導培地で 24 時間培養し
たのち、B27 添加した DMEM（無結成培地）に
培地交換して６日間培養した。その結果、培
養６日後においても神経細胞様の形態が維
持され、また増殖する細胞も観察された（図
３）。以上の結果から、成熟脂肪細胞に由来
する DFAT-GFP は神経系細胞へ分化転換する
ことが世界で初めて示された。 
 

  図３.神経分化誘導後における DFAT の形態変化 

 

（３）DFAT-GFP における移植条件の検討 

 in vivo 外傷性脊髄損傷モデルマウスを用

いた種々の幹細胞あるいは前駆細胞の移植

実験において、移植細胞の状態がその後の組

織形成に及ぼす影響については殆ど明らか

にされていない。そこで、DFAT 由来の神経系

細胞の移植条件を調べるための予備検討と

して、我々がすでに確立している脂肪細胞分

化誘導培養系において DFAT を種々の分化段 
階で移植し、脂肪組織形成の状況を詳細に調

べた。コンフルエント期（C 期）は血管新生

因子の bFGF、VEGF-A および Ang-1 を発現し

たが、脂肪細胞分化マーカーである PPARg2

および GLUT4 の発現は認められなかった。分

化初期（ED 期）では PPARg2 および GLUT4 の

発現が示され、上記の血管新生因子に加えて

Ang-2 の一過的な発現増加が認められた。分

化後期（LD 期）では PPARg2 および GLUT4 の

発現は増加したが、血管新生因子の発現はほ

とんど認められなかった。ついでこれらの

DFAT-GFP をマウス胸部皮下に移植し、その後

の動態について組織学的に調べた。C 期では

線維芽細胞のみが観察され、血管の発達はほ

とんど認められなかった。一方、ED 期では移

植塊内において血管新生が顕著に認められ、

発達した白色脂肪組織を形成した。LD 期では、

移植塊内において血管の発達は全く認めら

れず、移植細胞のほとんどが分化状態を維持

できずにネクローシスを起こした。以上の結

果から、ED 期の DFAT-GFP を移植した時のみ

脂肪組織を形成することから、前駆脂肪細胞

の分化程度が移植後の脂肪組織形成に影響

することが示された（表１）。現在、以上の

成果を基に DFAT 由来の神経系細胞の至適移

植条件について検討している。 

 

表１.DFAT-GFP 移植による脂肪組織形成 

 
（４）脊髄損傷モデル動物への DFAT の移植  
 成熟脂肪細胞から樹立した DFAT に由来す
る神経系細胞を脊髄損傷モデルへ移植する
ことによって、それら神経系細胞が移植部位
において生着および分化するかを明らかに
する目的で行なった。マウスおよびラット皮
下脂肪組織から成熟脂肪細胞を単離し、天井
培養により脱分化を誘導後、DFAT を作製した。
まず、得られた DFAT の神経細胞分化能につ
いて in vitro で検討した。次いで、重錘落
下法により作製した外傷性脊髄損傷モデル
動物に DFAT の移植注入を行なうことによっ
て 、 後 肢 運 動 機 能 を Basso Beattie 
Breshnahan(BBB)スコアで経時的に評価した。
さらに移植細胞の生着および分化について
脊髄切片を用いて免疫組織染色を行なった。
その結果、DFAT を神経系細胞へと分化誘導す
ると、神経細胞で観察される細長い突起およ
び丸い細胞体を有する形態へと変化するだ
けでなく、神経細胞特異的な遺伝子およびタ
ンパク質を発現した。また、脊髄損傷モデル
動物に脱分化脂肪細胞の移植を行ったとこ
ろ、BBB スコアの改善および損傷部位での移
植細胞の生着や神経細胞への分化が認めら
れた。以上の結果は、神経再生療における新
規の移植ドナー細胞として成熟脂肪細胞が
有用であること、また今後ヒトでの応用も期
待できることが示唆された。 
 

C  期
ED期
LD期

脂肪組織形成した個体数
  0（0  %）
17（89%）
  3（29%）

移植した個体数
11
20
14

A B C 
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