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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・顎骨組織の再生のために、脱分化
脂肪細胞集塊Cluster of DFATs/ECM complex (C-DFAT)を用いた新規骨再生療法の開発を目的としている。本研
究の結果として天井培養によって得られたラットDFAT(rDFAT)を用いて、rDFAT自身が産生する細胞外基質(ECM)
を利用したC-DFATの形成を確認した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was development of new bone regenerative therapy 
for lost bone tissues due to periodontal and oral disease by using Cluster of DFATs/ECM complex 
(C-DFAT).I confirmed the formation of C-DFAT which used extracelluar matrix (ECM) which rDFAT 
produced as a result of this study using rat DFAT(rDFAT) provided by ceiling culture.

研究分野：歯周病学

キーワード： DFAT　C-DFAT　骨再生　歯周病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　組織幹細胞は加齢とともに減少していくことが知られており、組織内に存在する数も非常に少なくなる。中高
年者や高齢者のQOLの維持・増進を考えた時、予知性の高い新規顎骨組織再生療法の開発は歯の保存や、理想的
なインプラント治療の提供につながり、社会的見地からも極めて重要な課題である。そこで本研究の目的は、
C-DFATの樹立、さらに顎顔面領域における歯周組織欠損、抜歯窩、顎骨再建などの骨欠損部に対して、scaffold
を用いずにC-DFATを細胞移植することで、安全・効率的かつ予知性の高い理想的な骨再生療法の基盤確立を目指
すことであった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
歯周病やその他口腔内疾患により失われた顎骨組織再生やインプラント治療時の顎骨骨増生

のために、自家骨・異種骨・人工骨などの様々な骨移植材が用いられている。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

の骨補填材の必要性(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、理想的な骨組織再生を目的として 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。もちろん、細胞移植の臨床応用を考えると、人工足場材の存在が

不可欠となるが、人工足場材の細胞保持能、吸収性等の観点から、移植細胞数や細胞機能を制限

するという問題点が残っており、現在のところ、これらの問題を打開できるような理想的な人工

足場材は存在しない。そこで今回本研究で着目したのが、脱分化脂肪細胞集塊 Cluster of 

DFATs/ECM complex (C-DFAT)による細胞移植療法である。細胞は I型コラーゲンを主とする細

胞外基質（ECM）を産生している。この細胞自身が産生する ECM を利用し細胞集塊を形成するこ

とで、人工足場材を必要としない細胞移植が実現すると考えている。近年、ラット骨髄由来未分

化間葉系幹細胞（MSC）と ECM を利用して間葉系幹細胞集塊を形成し、ラット頭蓋骨欠損部に移

植すると骨形成を促進する（Cytotherapy 2015;17:860-873）という報告がある。しかし、骨髄

由来間葉系幹細胞(BM-MSC)の採取は患者の多大な

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。一方で、脂肪

組織は脂肪吸引技術の進歩により容易に入手可能

である。DFAT は成熟脂肪細胞から天井培養(図 1)

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、高い増殖能と脂肪・軟

骨・骨・筋などへの多分化能を有しており(J Cell 

Physiol.2008;215:210-22)、BM-MSC や間質・血管

系画分(stromal-vascular fraction, SVF)から分

離される脂肪由来幹細胞(ADSC)と比較し、高純度

の細胞が入手可能で、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。よって本

研究では安全かつ効率よく細胞採取が可能で、幅

広いニーズに対応できる C-DFAT による細胞移植

療法は顎顔面領域における骨再生療法の新時代を

切り開くのではないかと期待した。 
 
２．研究の目的 
組織幹細胞は加齢とともに減少していくことが知られており、組織内に存在する数も非常に少

なくなる。中高年者や高齢者の QOL の維持・増進を考えた時、予知性の高い新規顎骨組織再生療

法の開発は歯の保存や、理想的なインプラント治療の提供につながり、社会的見地からも極めて

重要な課題である。DFAT は細胞の純度、増殖能、分化能、また入手の容易さ(患者侵襲の軽減)

から高齢者からも調整可能であるなどの多くの利点を有しており、細胞移植療法のソースとし

て有用であるが、細胞移植する際の scaffold として移植細胞数や細胞機能を制限しない理想的

な scaffold が存在しないのが実状である。そこで本研究では C-DFAT を樹立し、scaffold を用

いずに細胞移植することで DFAT 自身の細胞機能や trophic 効果を十分発揮できる環境を提供で

きると考えた。本研究の目的は、C-DFAT の樹立、さらに顎顔面領域における歯周組織欠損、抜

歯窩、顎骨再建などの骨欠損部に対して、scaffold を用いずに C-DFAT を細胞移植することで、

安全・効率的かつ予知性の高い理想的な骨再生療法の基盤確立を目指すことであった。 
 
３．研究の方法 
本研究は鹿児島大学動物実験委員会(D17027)の承認のうえ、実施された。 

(1)rat DFAT(rDFAT)の分離培養(Matsumoto らの方法に準じる)1) 

①Wistar 系ラットの鼠径部より脂肪組織採取 



②0.1% Collagenase I を用いて、37℃, 1 時間 gentle shaking 

③Filtrate 後、135g で 3分間遠心 

④維持培地にて 1週間天井培養 

⑤フラスコを反転し、継続して培養→rDFAT 

(2) 脱分化脂肪細胞集塊(C-DFAT)の樹立(Kittaka らの方法を参考)2) 
①rDFAT を 24well plate に播種し、50μg/ml のアスコルビン酸含有増殖培地(DMEM +  

FBS20%)にて 7日間培養 

 ②マイクロピペットチップにて rDFAT と ECM の細胞シートを剥離 

 ③rDFAT/ECM 複合体をさらに維持培地もしくは骨分化培地にて培養することで C-DFAT を形成

(図 2) 
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４．研究成果 
（1）rDFAT 分離・培養 
ラットの脂肪細胞を天上培養することにより、線維芽細胞様の細胞構造を持つ rDFAT を獲得し
た。 
（2）rDFAT の BMP-9 および FK-506 共刺激下における ALP 染色, ALP 活性 
rDFAT において、BMP-9 と FK-506 共刺激群は単独刺激群と比較して著しく ALP 染色の亢進を認
めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 

（3）rC-DFAT の樹立  

天井培養によって得られた rDFAT を用いて、rDFAT 自身が産生する細胞外基質(ECM)を利用した

脱分化脂肪細胞集塊 Cluster of DFATs/ECM complex (C-DFAT)を形成した。 
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