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研究成果の概要（和文）：ヒトの手術などでの残余脂肪を得て（倫理委員会許可済み）、脂肪組

織幹細胞の培養を進めた。表面抗原CDマーカー検索しCD34(+)により脂肪組織幹細胞であるこ

とを確認し、骨、軟骨、脂肪への多分化能を確認した。 
 脂肪組織幹細胞の骨分化誘導を行い、得られた骨芽細胞をシャーレ内で連通性ポアーを有す

るハニカムコラーゲンスポンジに播種し、ヌードマウス背部皮下に埋入し、８週後コラーゲン

スポンジ部分を摘出し、軟Ｘ線写真、ならびに光学顕微鏡、電子顕微鏡により組織学的評価を

進めた。特にハニカムポアー内への骨量と骨の進入状況を検討した。 
 
研究成果の概要（英文）：Human adipose-derived stem cells (ASCs) have the capacity to 

regenerate and the potential to differentiate into multiple lineages of mesenchymal cells, 

bone, cartilage, and fat cells. The ASC-loaded honeycomb collagen scaffolds cultured for 

14 days were subcutaneously transplanted into nude mice, and excised after 8 weeks. Bone 

formation in vivo was examined using HE stain, von Kossa stain, and osteocalcin 

immunostain. These results suggest that this carrier is a suitable scaffold for ASCs and 

will be useful as a three-dimensional bone tissue engineering scaffold in vitro and in 

vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療の中で、ES細胞をはじめとする幹

細胞から分化誘導の応用が大いに期待され、

特にES細胞が分化万能の細胞としていかなる

臓器や細胞にも導けることを期待されている

ものの、いまだ倫理的な問題や限られた施設

や条件下での使用となっていることも含め、

汎用性に問題を残している。一方、最近身体

を構成する主要な組織細胞にも多分化能を有

す体性幹細胞、組織幹細胞の存在が明らかに

されつつある。今回対象としている脂肪組織

中の幹細胞は、多分化能が確認され、将来の

臨床応用が大いに期待されている。また、脂

肪組織は、特に形成再建外科領域では、極め

て低侵襲、あるいは手術などの余剰組織とし

て採取できるため、その将来の臨床応用を想

定しても極めて理想的である。本法が、骨、

軟骨、脂肪などへ再生応用する医療の本流と

して発展させるためには、あらかじめ基礎的

に十分検討されることにより、前臨床検討や

臨床応用が実現されていくものと考えられる。 

 2001年Zukが脂肪組織にいわゆる”組織幹細

胞”があり、骨・軟骨・脂肪などへの多分化能

を持つことを示した。具体的には、脂肪組織

をコラーゲナーゼ処理後、遠心分離し、沈下

層に含まれる脂肪組織幹細胞を分離培養し、

骨、軟骨、脂肪の分化誘導培地で培養した結

果、骨、軟骨、脂肪を導けることを明らかに

した(Zuk PA et al. Tissue Eng 7:211-28, 

2001.)。 

 この方法により分離培養されたいわゆる

“脂肪組織幹細胞”が多分化能を持つことが

明らかにされたが、その分化した細胞が臨床

応用に対応できるだけの十分量を得ること

ができるかは世界的にも未だ明らかにされ

ていない。これを解決するためには、適切に

分化誘導された細胞が、十分量の細胞数まで

増生すること、サイトカインの動員によりさ

らに増幅できること、目的とする３次元形状

を形成し保つことができること、が臨床応用

へのカギである。今回の研究は、脂肪組織幹

細胞からの３次元形状骨を導く再生医療に

おける実際の応用に繋がる重要なテーマで

ある。 

本研究により、培養の安定性、誘導細胞数、

細胞増幅、３次元形状安定についての成果の

積み重ねていくことにより、臨床応用への展

開を示すことができると考える。国内外で、

脂肪組織から多分化能をもつ幹細胞から骨

の誘導の検討がされているものの、未だ実臨

床で必要とする３次元形状骨を導く再生医

療の系が確立されておらず、本研究にて前臨

床検討として明らかにすることを目指して

いる。 

 
２．研究の目的 
 近年、再建外科では個体自体に供与部

（Donor）を不要とする理想的手法として再生

医学が注目され、幹細胞、サイトカイン、遺

伝子導入、細胞培養の種々の先進的アプロー

チにより様々な条件を設定して実験的に検討

されている。 

 本研究では、ヒトの脂肪組織から多分化能

を有する幹細胞を分離培養し、誘導により得

られた骨芽細胞をアテロハニカムコラーゲン

スポンジに播種し、再建に有用な用量、目指

した３次元形状骨を得ることを検討すること

を目的とした。 

 
３．研究の方法 
A:脂肪組織採取と幹細胞の分離培養： 

 (1) 脂肪組織幹細胞の培養：説明と同意を得

て、ヒトの本来廃棄する余剰分の皮下脂肪組

織（成熟白色脂肪細胞）から成熟白色脂肪組

織を採取する。これをリン酸緩衝生理食塩水

で洗浄後、剪刀で細切し、PBS 中で 0.2%コラ

ーゲナーゼにより 37 度、１時間処理する。こ

れを 100 ミクロンのメッシュで濾過し、細胞

浮遊液を遠心沈殿（500rpm×5min.）し、沈下

層を採取する。これをあらかじめ準備した10%

仔牛血清(10%FBS)と DMEM 培養液が入ったシ



ャーレ内に入れ培養を進める。10－14 日でシ

ャーレ底への接着を確認後、培養液を半量廃

棄し、シャーレがコンフルエントになる４日

ごとに培地交換し単層培養を進める。この段

階で、細胞増殖曲線を出しておく。 

(2) 多分化能を有する脂肪組織幹細胞の確

認：上記の方法により採取された細胞を FACS

により表面抗原 CDマーカー検索し CD34(+)に

より脂肪組織幹細胞であることを確認する。

さらに、骨分化培地（10%FBS 添加 DMEM に 0.1

μ M dexamethasone, 50 μ M 

ascorbate-2-phosphate, 10mM β

-glycerophosphate 付加）適用後の von Kossa

染色、ALP 活性を、軟骨分化培地（1%FBS 添

加 DMEM に 6.25μg/ml insulin, 10ng/ml TGF

β1,50nM ascorbate-2-phosphate 添加）適用

後の Alcian blue 染色で、脂肪分化培地

（ 10%FBS 添 加 DMEM に 0.5mM 

isobutyl-methylxanthine (IBMX),1 μ M 

insulin 200μM indomethacin 添加）適用後

の oil red O 染色で、それぞれ脂肪組織幹細

胞の骨・軟骨・脂肪への多分化能を確認する。 

B:骨分化誘導とハニカムコラーゲンスポンジ

への播種、埋入後の３次元形状骨の評価： 

 得られた脂肪組織幹細胞を、24well マルチ

プレートに 8x104 個播種し、コントロール培

地（10%FBS 添加 DMEM）を用いてコンフルエン

トになってから(1)コントロール培地と(2)骨

分化培地（10%FBS 添加 DMEM に 0.1μM 

dexamethasone, 50 μ M 

ascorbate-2-phosphate, 10mM β

-glycerophosphate 付加）で培養し比較検討

する。なお、各培地には、contamination を

防ぐ目的で 50U/ml ペニシリン、50mg/ml スト

レプトマイシンを添加しておく。２週後、von 

Kossa 染色、osteocalcin 免疫染色と培養液の

Alkaline Phosphatase(ALP)活性を検査する。 

 得られた骨芽細胞をシャーレ内で１００ミ

クロンの連通性ポアーを有するハニカムコラ

ーゲンスポンジに播種し、ヌードマウス背部

皮下に埋入する。８週後、コラーゲンスポン

ジ部分を摘出し、軟Ｘ線写真、ならびに光学

顕微鏡、電子顕微鏡により組織学的評価を行

う。特にハニカムポアー内への骨量と骨の進

入状況を検討する。一部個体は生化学的にALP

活性で骨量を検討する。 

 

４．研究成果 

脂肪組織から幹細胞を単離培養し、骨の３

次元形状骨を得る系で、幹細胞から骨芽細胞

を導く段階に、サイトカイン（bFGF, TGF-
β1, BMP-2）を各培養液中に付加し、骨芽細

胞の増生ならびに誘導された骨量と骨の性状

を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ASCs を骨誘導培地とコントロール培地で１

４日間培養した結果、上記のように骨誘導培

地での ASCs は光顕における細胞が、

vonKossa 染色陽性、ALP 染色陽性として骨

への誘導を明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
検討項目として、軟Ｘ線写真、ならびに光学

顕微鏡、電子顕微鏡により組織学的評価を行

った。特にハニカムポアー内への骨量と骨の

進入状況を認めた。一部個体は生化学的に

ALP 活性で骨量を検討した。 

３次元骨の切片においても、vonKossa 染色陽

性、Osteocalcin 免疫染色陽性で、３次元骨

の誘導が示された。 
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