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研究成果の概要（和文）：成熟脂肪細胞に由来する脱分化脂肪細胞(DFAT)の放射線傷害後の骨髄

微小環境の再構築能や、ヒト臍帯血造血幹細胞生着に対する作用を検討した。放射線照射によ

り骨髄を傷害した C57BL/6 マウスに DFAT を静脈内投与したところ、骨髄造血細胞の回復が有意

に促進した。また放射線照射を行った免疫不全(NOD-SCID)マウスにヒト臍帯血造血幹細胞と

DFAT を同時移植したところ、移植４週、１２週後の骨髄および末梢血中のヒト CD45 陽性血液

細胞数は有意に増加した。以上の結果より、DFAT 移植は放射線照射後の骨髄造血細胞の回復を

促進し、ヒト臍帯血移植における生着率を増加させることが明らかになった。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We examined that the effect of mature adipocyte-derived 
dedifferentiated fat (DFAT) cell transplantation on reconstruction of damaged bone marrow 
microenvironment and engraftment after human umbilical cord blood transplantation in mice. 
The results showed that intravenous transplantation of DFAT cells promoted recovery of 
bone marrow hematopoiesis in C56BL/6 mice after radiation-induced myeloablation. 
Co-transplantation of DFAT cells with human umbilical cord blood hematopoietic stem cells 
in irradiated immunodeficient (NOD-SCID) mice resulted in an increase number of human 
CD45-positive hematopoietic cells in bone marrow and peripheral blood at 4 and 12 weeks 
after the transplantation. These results indicate that DFAT cell transplantation promotes 
recovery of hematopoiesis in irradiated mice and promote engraftment of human 
hematopoietic cells after umbilical cord blood transplantation.    
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１． 研究開始当初の背景 
臍帯血移植はドナーへの負担がなく、症例数

が急速に増加している。臍帯血移植の問題点

は、移植細胞数が限られており、生着不全率
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が全体の 15%と高いことである。いったん生

着不全が完成するとその治療は困難であり、

予後は不良である。生着率を上げるために臍

帯血幹細胞の体外増幅法が試みられている

が、安全性、効率性、コスト面での問題点が

あり、未だ実用化に至っていない。造血幹細

胞とともに骨髄造血を支える骨髄間質の機

能は、骨髄微小環境とよばれ、間葉系幹細胞

に由来するストローマ細胞が重要な役割を

担っている。ドナー由来の HLA が一致したス

トローマ細胞が造血幹細胞の増殖と分化を

促進することが知られているが、ヒトにおい

てはドナー由来のストローマ細胞は経静脈

的な投与法では骨髄に生着することはなく

(Li Y et al. Exp Hematol 28:950-960, 2000)、

ホスト由来のストローマ細胞とドナー由来

の造血幹細胞との相互作用が生着に決定的

な役割を果たしていることが明らかにされ

ている（Trok-Storb B et al. Ann NY Acad Sci 

872:164-170, 1999）。実際に、抗がん剤や放

射線照射などの先行治療やウイルス感染に

よる骨髄微小環境 の障害や、再生不良性貧

血、骨髄線維症などの疾患では、骨髄微小環

境の障害が元々存在することが、生着不全が

高率に起こる原因であると考えられている。

このような病態に対して、ホスト由来の細胞

から正常な骨髄微小環境 を移植前に構築す

ることができれば、生着不全の発生を予防で

きることが予想される。骨髄微小環境を再構

築する細胞としては、ホスト由来の骨髄間葉

系幹細胞(MSC)が期待されるが、 (1) 多くの

病態においてホスト骨髄 MSCも障害を受けて

いる。(2) 腫瘍細胞混入の危険性がある。と

いった問題があり、他の細胞ソースが望まれ

る。 

我々は、ヒトの脂肪組織から単離した成熟

脂肪細胞を天井培養という方法で体外培養

することにより得られる細胞群（脱分化脂肪

細胞, Dedifferenciated fat cells, DFAT）

が、骨髄 MSC に類似した高い増殖能と多分化

能 を 獲 得 す る こ と を 明 ら か に し た

（ Matsumoto T et al. J Cell Physiol 

215:210-222, 2008）。DFAT は、少量の脂肪組

織より簡便に大量調製ができるため、小児や

免疫不全を伴うような重篤な病態の患者か

らも採取、調製することが可能である。我々

は今までに、DFAT から臍帯血 CD34 陽性細胞

の生存、増殖を促進するストローマ細胞（骨

芽細胞ニッチ）へ分化誘導できること、低酸

素条件下で培養することにより、SDF-1, PlGF

などの造血幹細胞のホーミングに重要な液

性因子を豊富に発現分泌することなどを明

らかにしてきた。この結果は、DFAT が骨髄微

小環境を構築し、造血幹細胞の生着促進細胞

として機能することを示唆している。 

 
２． 研究の目的 
成熟脂肪細胞から調製した DFAT の造血幹細

胞生着に対する作用や、骨髄微小環境の再構

築能を検討し、造血幹細胞移植における生着

促進細胞としての適性を明らかにする。そし

て臍帯血移植における生着不全や GVHD 予防

を目的とした新しい細胞治療法の確立を目

指す。 
 

 
３． 研究の方法 
(1)骨髄ストローマ細胞に対する放射線照射
の影響についての検討 
ヒト臍帯血造血幹細胞を増殖維持すること
ができるマウスストローマ細胞(HESS5)に
種々の線量(0,1,10,20Gy)の放射線照射を行
い、発現するサイトカインの変化や、ヒト臍
帯血 CD34 陽性細胞との共培養による造血幹
細胞増殖維持能を評価した。また HESS5 に
種々の線量(0,1,10,20Gy)の放射線照射を行
った後、その培養上清を採取し、マイクロケ
モタキシスチャンバーを用いて、この培養上
清の臍帯血単核球に対する細胞遊走能を検
討した。さらに C57BL/6 マウスに対して種々
の線量(0,1,10Gy)の放射線照射を行い、48 時
間後に骨髄を採取した。そして骨髄中のスト
ローマ細胞の細胞数および SDF-1の発現を免
疫組織学的に、非照射コントロールマウスと
比較検討した。 
(2)造血幹細胞の生着を促進させる移植細胞
のスクリーニング 
造血幹細胞の生着を促進させる移植用細胞
をスクリーニングする目的で、ヒト DFAT、ヒ
ト皮膚線維芽細胞およびヒト脂肪組織由来
幹細胞(ASC)を培養し、培養上清中の造血幹
細胞増殖維持に関与する液性因子の濃度を
ELISA 法にて測定した。また同様に免疫抑制
能(GVHD 予防作用)を評価するため、上記 3種
類の細胞とマウス脾臓リンパ球との共培養
を行い、レクチン刺激による Tリンパ球増殖
に対する効果を検討した。 

(3) 放射線照射による骨髄傷害マウスに対
する脱分化脂肪細胞移植の効果 
C57BL/6J マウスに放射線照射（700cGy）を行
い骨髄傷害を誘導後、マウス DFAT(DFAT 群、
5x105,n=18)または生理食塩水（コントロール
群, n=12）を 3 日間、尾静脈より投与した。
移植後、経時的に末梢血および骨髄中の血液
細胞を採取し、造血細胞の回復の程度をフロ
ーサイトメーターを用いて比較した。 

(4) 脱分化脂肪細胞の臍帯血造血幹細胞生
着率に及ぼす効果 
免疫不全（NOD-SCID）マウスに放射線照射



（300cGy）を行った後、マウス DFAT(DFAT群、
5x105,n=6)または生理食塩水（コントロール
群, n=6）と共にヒト臍帯血造血幹細胞（Lin- 

CD34+、 1x104）を経静脈的に移植した。移植
後、経時的に末梢血および骨髄中の血液細胞
を採取し、FACS 解析を行い、ヒト由来血液細
胞の生着率を比較した。 

 
 
４． 研究成果 
(1)骨髄ストローマ細胞に対する放射線照射
の影響についての検討 
マウスストローマ細胞(HESS5)に種々の線量
の放射線照射を行い、発現するサイトカイン
の変化などを評価した。その結果、骨髄破壊
的処置に使用する線量である 10-20Gyの線量
を照射した場合、造血幹細胞のホーミング因
子である SDF-1 の発現・分泌が有意に低下す
ることを mRNA レベルおよび蛋白レベルで明
らかにした。次に放射線照射した HESS5 培養
上清の臍帯血単核球に対する細胞遊走能を
検討した。その結果、10-20Gy の放射線照射
を行った HESS5 培養上清では、放射線照射を
行わない HESS5培養上清に比べて有意に臍帯
血単核球の遊走能が低下した。つぎに放射線
照射したマウスから骨髄を摘出し、ストロー
マ細胞の解析を行った。その結果、10Gy の放
射線照射により、非照射に比べ、ストローマ
細胞の細胞数が 1/10 以下に減少し、また
SDF-1 の発現が有意に低下することを明らか
にした。これらの検討により放射線による骨
髄破壊的処置により、造血微小環境からの
SDF-1 分泌が低下し、造血幹細胞のホーミン
グが抑制されることが生着不全の主因であ
ることが示唆された。 
(2)造血幹細胞の生着を促進させる移植細胞
のスクリーニング 
DFAT,ASC,皮膚線維芽細胞の培養上清中の各
種サイトカインの測定を行った結果、DFAT は
他の細胞に比べて明らかに SDF-1を高分泌し
ていることが明らかになった。また DFAT は
皮膚線維芽細胞より有意に高く、ASC とほぼ
同程度のリンパ球増殖抑制効果があること
が明らかになった。これらの結果より、DFAT
が造血細胞維持作用や GVHD 抑制作用を期待
できることが明らかとなった。 

(3) 放射線照射による骨髄傷害マウスに対
するDFAT移植の効果 
放射線照射によるマウス骨髄傷害モデルに
対し、DFAT または生理食塩水を静脈内へ投与
し、造血機能の回復を比較検討した。その結
果、細胞投与 21 日後の骨髄造血幹細胞（Lin- 

c-kit+ Sca-1+）数はコントロール群に比べ
DFAT群で有意に増加した。またDFAT群では、
骨髄中のヒト B 細胞（CD45+ CD19+）数、単球
(CD45+ CD11b+)数、骨髄球(CD45+ CD13+)数が
有意に増加した。以上の結果より、DFAT 移植

は、放射線照射後の骨髄造血細胞の回復を促
進することが明らかになった。 

(4) DFATの臍帯血造血幹細胞生着率に及ぼ
す効果 
NOD-SCIDマウスにマウスDFATまたは生理食塩
水と共にヒト臍帯血造血幹細胞を経静脈的に
移植し、臍帯血細胞の生着率を比較した。そ
の結果、移植4週、12週後の末梢血中および骨
髄中のヒトCD45+細胞は、コントロール群に比
べDFAT群で有意に増加した。以上の結果より
、DFAT移植は、ヒト臍帯血移植における生着
率を増加させることが明らかとなった。 
これらの検討により、臍帯血とDFATの同時移
植は、臍帯血移植における生着不全を予防す
る有効な治療法となりうる可能性が示唆され
た。 
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