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研究成果の概要（和文）：　成熟脂肪細胞を起源に持つ脱分化脂肪細胞（DFAT細胞）は，多分化能を有するなど
軟骨細胞調達への優れた細胞資源と考えられている．しかし，同細胞を効率的に軟骨分化誘導させる手法はほと
んど明らかになっていない．本研究では、DFAT細胞の効率的な軟骨分化誘導法の開発を目指し， Bone 
morphogenetic protein（BMP）含有軟骨分化培地が同細胞の軟骨分化に及ぼす影響について検討を行った． 
BMP-4はDFAT細胞の軟骨分化を調節する因子であることが明らかとなった．軟骨分化誘導培地へのBMP-4の添加
は，DFAT由来の軟骨細胞を調達するための有望な基盤技術となる可能性がある．

研究成果の概要（英文）：Human dedifferentiated fat (hDFAT) cells are thought to be a promising cell 
source for cartilage regeneration therapy. Nevertheless, the responses of hDFAT cells to bone 
morphogenetic proteins (BMPs) are still unclear. Recombinant BMP-4 (100 ng/mL) increased the 
expression of SOX9, SOX6, and aggrecan mRNAs in monolayer cells compared with that in cells treated 
with BMP-2 or BMP-7 on day 3. Chondrogenically differentiated hDFAT cells induced by CM containing 
BMP-4 showed higher expression of eight genes in monolayer cultures and nine genes in pellet 
cultures compared with those in control medium on day 14. Dorsomorphin attenuated the effects of 
BMP-4. These results showed that BMP-4 had the potential to modulate the early chondrogenesis of 
hDFAT cells under both monolayer and pellet cell culture conditions.

研究分野：口腔外科学

キーワード： 脱分化脂肪細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
一般に、軟骨組織は自己修復能に乏しく、

いったん障害を受けると自然回復は望めな

い。それゆえに、軟骨再生医療は、皮膚や角

膜などとともに再生医療のなかでも比較的

臨床応用が進んでいる分野である。顎顔面領

域においては降鼻術後のシリコンインプラ

ント抜去例や鞍鼻などに対して、患者の軟骨

組織から軟骨細胞を増殖培養させた後、移植

して皮下再生軟骨を得るという方法が報告

されている。しかし、自己の軟骨細胞を旺盛

に培養させるには成長因子のカクテルが必

要で、細胞治療において、骨髄間葉系幹細胞

（BMSCs）を使用するには疼痛を伴う骨髄

穿刺が必要であると言った問題点がある。さ

らに BMSCs は heterogeneous な細胞集団

であり、臨床応用における安全性を考慮した

場合、より純度の高い幹細胞が必要である。 
脱分化脂肪細胞（ dedifferentiated fat 

cells：DFAT cells）はすべての年齢層から少

ない侵襲で採取可能で、天井培養法（図 1）
を用いて作製されるため、非常に純度の高い

（homogeneous な）細胞集団である。また

高い増殖性、骨、軟骨、脂肪などの組織に分

化する多能性を有し、再生医療用ドナー細胞

として期待されている。  

 
図 1.天井培養法による DFAT cells の作製方

法 
 
申請者らは DFAT cells を用いた骨組織再

生の研究を行っており、ウサギ DFAT cells
を 3次元環境下で骨芽細胞分化誘導培地を用

いて培養することによって、わずか 1 週間で

カルシウム発現量が増加することを報告し

た。また、 BMSCs と DFAT cells の骨芽細

胞分化能を比較したところ DFATs は骨芽細

胞分化のプロセスが早く、非常に分化能が高

い細胞であることが示唆された。 
また、軟骨再生医療の適応を、重度な軟骨

損傷を伴う形態異常などへ拡大していくた

めには、力学的強度と適切な三次元形状を有

する再生軟骨の開発が必要となる。我々はポ

リ乳酸のような生体高分子を紡糸し、織るこ

とで任意の 3 次元形状へと整形する特殊技術

を保持している。 

 
２．研究の目的 
 DFAT cells を用いたオーダーメイド顎骨

再生治療を臨床応用まで引き上げるには、基

礎的研究（35%）から、トランスレーショナ

ル研究(30％)、臨床研究(35％)までが必要と

考えられる。今回の期間内では、基礎研究に

初期のトランスレーショナル研究を加えた、

（１）頬脂肪体より獲得した DFAT cells の

in vitro 軟骨再生の確立、（２）同細胞と 3 次

元担体を用いた顎口腔組織再生法の最適化、

（３）動物を用いた予備的検討を到達目標と

する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト頬脂肪体由来 DFAT cells の獲得 
ヒト DFAT cells の獲得は、研究分担者が以

前にウサギ皮下脂肪から DFAT cells を作製

した方法（J Oral Tissue Engin 2011; 8: 
151-161. J Oral Tissue Engin 2008; 6: 
127-134.）と同様に行う。本学附属病院にお

ける口腔外科手術時に頬脂肪体より採取さ

れた脂肪組織を細切し、コラゲナーゼ溶液中

処理する。得られた成熟脂肪細胞を通常培地

（DMEM + 20%FBS）で完全に満たされた

25 cm2フラスコに播種し、脂肪細胞がフラス

コ内側の天井表面に接着するようフラスコ

の接着面を上方にして、培養する（天井培養

法、図 1）。7 日後、培地を除去し、細胞がフ

ラスコ底面に位置するようにフラスコを反

対にし、通常培養を開始する。上記のプロセ

スを経て作製された細胞が DFAT cells であ

る。 
 
(2) DFAT 細胞の軟骨分化誘導 
得られた DFAT 細胞の軟骨分化誘導は、下

記の培地を用いて細胞を最長 14 日間刺激し

て行った：1．コントロール培地、2．軟骨分

化誘導培地、3．2 の培地に 10 あるいは 100 
ng/mL の BMP-2、BMP-4，BMP-7 のそれぞ

れを添加した培地、細胞は、単層培養法とペ

レット培養法の 2種類の環境下で培養を行っ

た。軟骨分化マーカーの遺伝子発現挙動につ

いては、定量 PCR 法を用いて調査した。 
 
(3)αリン酸三カルシウム / コラーゲン

（ɑ-TCP/CS）複合体の作製 
ɑ-TCP/CS はコラーゲン溶液に 150 mg/ml

になるよう α-TCP を混合し、それをマイナス

80 度で凍結乾燥を行い、その後 140 度で真

空熱架橋を行い、作製した。ɑ-TCP/CS は走

査型電子顕微鏡（SEM）エックス線回折

（XRD）ならびにフーリエ変換赤外分光

（FTIR）を用いて行った。 
 
 



 
（4）先天性顎裂モデルの作製 

異所性軟骨形成または、骨再生への応用の

ために先天性顎裂モデルの作製を行った。8
週齢 F344 ラット雄に先天性顎裂モデルを作

製する。下顎の下縁を覆って皮膚に切開を施

す。下顎の中央の空間は下顎骨接合と呼ばれ

る。 
 
４．研究成果 
（1）ヒト頬脂肪体由来 DFAT cells の獲得 
培養５日目のフラスコに定着した細胞の

顕微鏡写真を図 2 に示した。ASCs と DFATs
に特徴的な細胞の所見が観察された。すなわ

ち、ASCs においては線維芽細胞様の形態を

した細胞の散在、DFATs においては脂肪滴の

縮小、細胞質の伸展、および紡錘形の線維芽

細胞様の形態などが認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2.天井培養法により作製された ASC(上)と
DFAT cells（下）脂肪滴（赤矢印）DFAT cells
（青矢印） 
 
(2) DFAT 細胞の軟骨分化誘導 

各 BMP を含有する軟骨分化培地（CM）

に曝された単層DFAT細胞の遺伝子発現挙動

を比較した結果、BMP-4(100 ng/mL)含有軟

骨誘導培地が最も早く SOX9、SOX6、アグ

リカン（ACN）それぞれの発現を上昇させる

ことが明らかとなった。 

 
 

 
図 3. 各 BMP を含有する軟骨分化培地に曝

された単層 DFAT 細胞の遺伝子発現挙動 
 
また、単層培養で免疫染色においても ACN、

タイプⅡコラーゲンの発現が上昇した（図 4）。 

図 4.免疫染色による CM に曝された単層

DFAT 細胞のタンパク発現挙動 
 
 BMP-4 含有軟骨培地で 14 日間培養された

DFAT 細胞は、単層培養法とペレット培養法

の両培養法のいずれの培養環境下において

も共に、コントロール培地で培養された細胞

に比べ、アグリカン、Ⅱ型コラーゲンを含む

複数の軟骨分化マーカーの発現が上昇して

いた。SOX5 の発現は、単層培養下ではコン

トロール培地で刺激された細胞より低下し、

一方、ペレット培養下では上昇が認められる

など相反する結果となった。 
以上の結果より、BMP-4 は DFAT 細胞の

軟骨分化を調節する因子であることが明ら

かとなった。更なる詳細な検討が必要である

が、軟骨分化誘導培地への BMP-4 の添加は、

DFAT 由来の軟骨細胞を調達するための有望

な基盤技術となる可能性があることが示唆

された。 
 
(3) ɑ-TCP/CS 複合体の作製 
 また、当初の研究目的では、ポリ乳酸のよ

うな生体高分子を紡糸し、織ることで任意の

3 次元形状へと整形する足場材料を用いる予

定であったが、材料が疎水性のため細胞播種

が困難であり、コラーゲンを主体とする材料



へと変更した。コラーゲン線維の中に ɑ-TCP
が存在していることが図 5 よりわかる。 
 この足場材料に、足場内を陰圧にすること

で DFAT を播種し BMP-4 含有軟骨培地で 2
週間培養しアルシアンブルー染色を施した

ところ青く染色されたため培養軟骨に変化

したことが明らかとなった。 

 
図 5. ɑ-TCP/CS 複合体の SEM 画像（アスタ

リスクは αTCP） 
 
（4）先天性顎裂モデルの作製 
 ラット雄に先天性顎裂モデルを作製する

ことに成功し、現在移植実験を行っている。 
 

 
図 6. ラット先天性顎裂モデル（左）とラト

ックによる骨増生評価 
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