
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 3 月 31 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要（和文）：SVFは ASC と比べ、すぐに回収でき、また、細胞培養を介さない点で

非常に有利である。本研究では SVF の気管再生における促進効果を確認した。また、SVF は幹

細胞のマーカーである CD90，CD105，CD29を発現し ASC と同様に多分化能を有することを確認

した。本結果は、SVF が再生医療において臨床応用可能である移植細胞群であることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Freshly isolated adipose-derived stromal vascular fraction cells 
(SVF) have further advantages over ASC in that they are more readily collected and do  
not require any culturing prior to use. The study was to identify the enhancement of the  
regeneration process in the trachea obtained through the use of SVF.SVF show high levels  
of expression of the stem cell-associated markers CD90, CD105, and CD29, and possess  
pluripotency like ASC. Our results show that SVF have potential clinical applications  
as implantable stem cells for use in the regenerative medicine. 
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１．研究開始当初の背景 

組織の再生において効率的に再生を促進

するためには生体からいかに血管新生を誘

導するかが重要であると多くの研究者が報

告している。われわれは、血管新生を促す細

胞として末梢脂肪組織由来の幹細胞に注目

した。その理由として脂肪組織由来幹細胞

(Adipose Derived Stem Cells:ASC)は骨髄由

来の幹細胞と比較して同等の多分化能を有

し、採取自体が容易に行え、しかも採取でき

る幹細胞数が多いからである。いずれの点も

細胞移植において倫理的に問題の尐ない自

家移植に最適の条件である。さらに、ASCを

採取する過程で得られる stromal vascular 
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fraction(SVF)といわれる細胞群にも幹細胞

が含まれ、ASCと違い細胞培養を介さない点

で、ASCよりもさらに自家移植に有利である

細胞群の報告もされはじめている。気管では

ASCと SVFが血管新生のほか上皮層の形成を

形態学的、機能的に正常に誘導することが予

想されるが、ASC,SVFが気管の血管新生、上

皮層の形成に及ぼす影響を調べた報告はな

い。 

 

２．研究の目的 

本研究では、気管において効率的に再生を

促進することを目的として、ASC,SVF の多分

化能の確認とその有効性 in vitro で基礎的

な知見を得る．臨床応用を行う場合、培養を

必要としない SVFは非常に有益であり、手術

時における細胞回収を想定し、短時間で、効

率的に安全に幹細胞群を含む SVF を精製す

る方法を開発する。  

 

３．研究の方法 

(1) ラットから脂肪組織を採取する。コ

ラゲナーゼによる酵素分散法にて脂肪組

織を分解後、遠心し上精の成熟脂肪細胞を

除去、沈殿画分をセルストレーナーで濾過

して得られた細胞が stromal vascular 

fraction(SVF)といわれる細胞群であり、

この細胞群を 3世代の継代培養を経て脂肪

組織由来幹細胞(ASC)を得られる。 

(2)SVFの多分化能の確認 

SVF の多分化能を確認するため、ASC を

分化させることが可能であった誘導培地

を用い骨細胞、軟骨細胞、神経細胞、脂肪

細胞等に誘導分化させる。骨細胞誘導を行

う場合は、成長因子、調整因子として 

dexamethasone 、 glycerol phosphate 、

ascorbic acid を使用し、軟骨細胞誘導を

行う場合は、Insulin、TGF-beta1 を使用。

神 経 細 胞 誘 導 を 行 う 場 合 は 、

beta-mercaptoethanol を使用。脂肪細胞誘

導を行う場合は Insulin、dexamethasone、

IBMXを使用する。  

(3）移植用再生組織の作製 

気道の再生組織の枠組みとしては、生

体適合性のあるポリプロピレンメッシュ

にコラーゲンを付加した材料を用い、蛍光

標識細胞を播種する。 

(4）障害モデルの作製と再生組織の移植 

実験動物として SVF を得るため脂肪組

織を採取したラットを用い、頸部外切開の

後に高周波メスで組織を切除・凝固するこ

とによって気管の障害モデルを作製する。

欠損部には移植用再生組織を移植する。移

植細胞は自家移植となる。 

(5）障害モデルの気管上皮層形成の評価  

障害モデルに対して、自家移植した細胞

によって組織修復過程における気管の再

生、特に上皮の再生について、どのような

影響を受けているかを免疫組織学的に形

態的に評価する。 

(6)手術室における SVF回収方法の開発 

 効率よく、安全衛生的に手術室で頸部手術

を行う患者から SVF を回収し、短時間内に

SVF の調整を行う。SVF の回収において酵素

分散法を使用する。 

(7)回収された SVF の性質確認 

ヒト由来の SVF の多分化能を確認するた

め、(2)と同様の手順で分化誘導を行う。間

葉系幹細胞のマーカーとされている ＣＤ

９０、ＣＤ１０５、ＣＤ２９、の３種でフロ

ーサイトメトリーによる細胞集団の同定と

細胞表面マーカー陽性細胞数測定する。また、

それぞれのマーカーの発現率を調べる。 

(8)ヒト由来 SVFの移植実験 

 ヌードラット頸部皮膚を高周波メスで切

除し、頸部皮膚欠損モデルを作成し、皮膚欠



 

 

損部へ SVFを移植し、創傷治癒効果を確認す

る。 

(9)SVFの効率的回収 

SVF の広く臨床応用を可能にするため、

日常の手術で使われる器械類で細胞回収過

程のおおよそを行うことができるようにす

る。 

 

４．研究成果 

(1)SVF の多分化能の確認(図 1)  

脂肪組織から SVF を回収後、軟骨誘導培地

（DMEM、6.25μg/ml  insulin、10 ng/ml、

TGF-β1）を用い軟骨細胞への分化が確認で

きた。神経細胞誘導培地（DMEM、20%FBS 、

1mM β-mercaptoethanol）を用い神経細胞へ

の分化が確認できた。脂肪細胞誘導培地

（ DMEM、 1% FBS、 10μM insulin 、 1μM  

dexamethasone、 

0.5mM isobutyl-methylxanthine）を用い脂

肪細胞への分化が確認できた。 

 

(2)障害モデルを作製し SVF を含む再生

組織を移植  

実験動物として SVF を得るため脂肪組織を採

取したラットを用い、頸部外切開の後に高周

波メスで組織を切除・凝固することによって

気管の障害モデルを作製した。気道の再生組

織の枠組みとしては、生体適合性のあるポリ

プロピレンメッシュにコラーゲンを付加した

材料を用い、SVF を播種した。欠損部にこの再

生組織を移植した。移植 1、2週間後再生気管

を摘出。組織学的(図 2)・免疫組織学的に形態

的に再生気管の評価を行った。SVFを含む場合、

移植 1 週間後、その表面にはコントロールと

比較して上皮化が促進しており、移植２週間

後には円柱状の線毛細胞や杯細胞への分化が

みられ、正常気管の構造である偽多列線毛上

皮層が認められたが、コントロールではこの

ような像は認められなかった。 

 

 

(3) 手術時における SVF回収方法の開発 

頸部手術を行う患者から脂肪組織を回収し

酵素分散法を用い短時間内に SVFの調整を行

うことが可能であった（図 3）。 

(4)ヒトより回収した SVFの多分化能 

ヒトより調整した SVF を軟骨誘導培地（DMEM、

6.25μg/ml  insulin、10 ng/ml、TGF-β1）

を用い軟骨細胞への分化が確認できた。脂肪

細胞誘導培地（DMEM、1% FBS、10μM insulin、

1μM  dexamethasone、 

0.5mM isobutyl-methylxanthine）を用い脂

肪細胞への分化が確認できた(図 3)。 

さらに、フローサイトメトリーで調整した

SVFの間葉系幹細胞マーカの発現率を調べた

結果、CD29 は 66.9%、CD90 は 83.3%、CD105

は 65.6％の発現率を示し、この細胞群は多

分化能を有することが確認された(図 4)。 

 



 

 

 

(5)ヒトより回収した SVF の創傷治癒効果 

ヌードラットの頸部皮膚欠損モデルに調

整した SVFを移植した結果、組織学的に線維

芽細胞の遊走が促進され創傷治癒が進んで

おり、ヒト由来 SVF も組織再生効果が確認さ

れた。 

(6) SVF の効率的回収 

 ヒト脂肪組織より SVF を回収する場合、酵

素分散法を使用し、反応温度を高めにするこ

とで、細胞回収時間を短縮することが可能で

あった。 

(7) 以上の結果から、本手法により回収され

た SVFは多分化能を有していることが確認さ

れた。また、in vivo でラット SVF の移植実

験を行った場合、気管上皮の再生を促進させ

ていた。さらにヒト脂肪組織より調整した

SVF をヌードラットの頸部皮膚欠損モデルに

移植実験を行った結果、創傷治癒が進んでお

り、ヒト由来 SVFを自家移植した場合、気管

再生に大きく寄与できる結果と考えられた。

細胞回収においても回収時間を短縮でき、手

術時の細胞回収効率をあげ臨床応用に有効

であると考えられた。 
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