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い症例や，末梢病変を主因とした治療適応のない症

例が多数存在する。このような治療法のないCLI患

者に対し，遺伝子治療や細胞治療による血管再生治

療は下肢大切断を回避する最終手段と考えられてい

る。Matsumotoら 1）は，脂肪組織から単離した成熟

脂肪細胞を「天井培養」という方法で培養すること

により得られる脱分化脂肪細胞（Dedifferentiated 

fat cell: DFAT）が，高い増殖能と間葉系幹細胞

1．はじめに

近年，生活習慣病の増加や高齢化に伴い末梢動脈

疾患（Peripheral artery disease: PAD）の患者数が増

加している。PADは重篤化すると重症下肢虚血

（Critical limbs ischemia: CLI）に陥り，下肢切断に

至る例も稀ではない。CLI治療の第一選択は血管内

治療やバイパス手術などの外科的血行再建術であ

る。しかし，全身状態不良のため手術に耐えられな
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要旨

脱分化脂肪細胞 (DFAT)は成熟脂肪細胞を天井培養することにより調製される間葉系幹細胞
(MSC)に類似した細胞である。DFATはMSCと同様にMHCクラス II分子を発現していないことか
ら，自家移植のみならず，他家移植でもその治療効果が期待できる。本研究では，ウサギ下肢虚血

モデルに自家DFATまたは他家DFATを虚血筋肉内に移植し，その生着性や血流改善効果を比較検
討した。その結果，自家，他家DFATは共に移植後6週間まで虚血筋肉組織に検出された。自家
DFATは他家DFATに比べ，側副血行路二次分枝の数や，平滑筋細胞を伴う成熟度の高い微小血管
の数を有意に増加させた。以上より，側副血行路発達作用や，新生血管の成熟化作用は，他家

DFATに比べ自家DFATで優れていることが示唆された。
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（Mesenchymal stem cell: MSC）に類似した多分化

能を有することを明らかにした（図1）。

DFATは，ドナー年齢に影響されず少量の脂肪組

織から大量に調製することが可能であり，新たな血

管再生治療用細胞として期待されている。現在，日

本大学医学部附属板橋病院にてCLIに対する自家

DFAT移植による血管再生治療のFirst-in-Human 試

験を実施している（図2）。DFATはMSCと同様に

MHCクラス II分子であるHLA-DRの発現を欠き，

免疫原性が低いと考えられることから，自家移植用

のみならず，他家移植用細胞としてもその治療効果

が期待できる。一方，虚血筋肉内投与における自家

DFATと他家DFATの生着性や血流改善効果の差異

はこれまでに明らかになっていない。

本研究では，ウサギ下肢虚血モデルに対して自家

DFATと他家DFATを虚血筋肉内に移植し，その生

着性や血管への分化能，血流改善効果を比較検討し

た。

図 1　脱分化脂肪細胞（DFAT）の調製法

図 2　重症下肢虚血（CLI）に対する自家DFAT移植による血管再生治療
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家または他家DFATを腓腹筋内に注射した。移植後

2週，4週，6週目に腓腹筋を摘出し，抗GFP抗体お

よび血管内皮細胞マーカー Isolectin B4（IB4）を用

いて免疫組織学的検討を行い，GFP陽性細胞の局在

および形質解析を行った（図3）。

DFAT移植による血管再生効果の比較実験では，

同様に右大腿動静脈を結紮切離したウサギの下肢虚

血モデルに対して，虚血作製1週間後に自家DFAT

（1×106 cells, 自家群 , n=6）または他家DFAT（1×

106 cells, 他家群 , n=6）を下肢全体に筋肉内注射し

た。移植4週間後に患側と健側の経皮的酸素分圧

（TcPO2）の測定を行い，両群の血流改善効果を比

較検討した（図4）。

2．対象及び方法

実験動物は，日本白色家ウサギ（雄性 , 2.5 kg）を

用いた。実験は日本大学動物実験委員会および日本

大学遺伝子組換え実験安全委員会の承認を得て実施

した（承認番号 : AP17M032, AP18MED042, 2016医

8）。DFATの調製は，ウサギ皮下脂肪組織から既報 1）

に従い調製した。下肢虚血モデルは，大腿深動脈分

岐の約1cm中枢で総大腿動静脈を結紮切離し，末

梢側は膝窩動脈，伏在動脈の分岐部より約1cm末

梢で静脈も含めて結紮切離することで作製した。

DFATの局在・形質解析実験では，右大腿動静脈

を結紮切離したウサギの下肢虚血モデルに対して，

レンチウィルスベクターを用いてGFP標識した自

図 3　虚血筋組織へ移植したDFATの局在・形質に関する比較実験

図 4　DFAT移植による血管再生効果の比較実験
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図 5. 血管造影による側副血行路１次分枝、２次分枝の定量方法 

 

 
 

図 6. GFP陽性 DFATの虚血筋肉組織内の局在 
(破線は虚血により萎縮した筋繊維を示す, Scale bar: 100μm) 
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より自家，他家移植を問わず4週間以上にわたり細

胞の生着が認められ，その一部は血管内皮細胞の形

質を獲得していることが示された。

次にウサギ下肢虚血モデルを作製し，自家DFAT

または他家DFAT移植による血管新生効果を比較検

討した。移植4週間後のTcPO2の実測値は，自家群

69.5 ± 23.5 mmHg，他家群48.5 ± 15.2 mmHg，健

側との比では，自家群79.4 ± 26.2%，他家群76.8 ± 

22.2%といずれも自家群のTcPO2値の方が高い傾向

にあったが，両群間に有意差は認めなかった。血管

また下肢血管造影を行い，両群の側副血行路の発

達程度を一次分枝数，二次分枝数に分けて定量評価

した（図5）。さらに腓腹筋を摘出し組織切片を作成

後，血管平滑筋マーカーである抗平滑筋αアクチ

ン（ASMA）抗体と IB4を用いて免疫組織学的検討

を行い，両群の IB4陽性血管数と IB4，ASMA二重

陽性血管数を定量評価した。定量結果はmean ± 

SDで示した。TcPO2，側副血行路数，血管密度の2

群間比較は，Mann-Whitney’ s U testを用いて統計

学的処理を行い，p < 0.05を有意水準とした。

3．結　果

GFP標識した自家または他家DFATを腓腹筋内に

投与し，2週間ごとに腓腹筋の凍結組織切片を作成

し，抗GFP抗体を用いた蛍光免疫染色を行い，

DFATの局在・形質解析を行った。その結果，GFP

陽性細胞は筋繊維の間質に分布し，特に虚血が強く

筋繊維の萎縮が強い部位に集積する傾向が認められ

た（図6）。

自家群，他家群ともに移植後4週目までGFP陽性

細胞の生着が認められた（図7）。移植後6週目でも

微量ながらGFP陽性細胞が検出され，その数は自

家群で多い傾向にあった。

GFP陽性細胞の集積が認められた部位では，GFP

陽性で血管内皮マーカー IB4陽性を示す細胞の存在

が認められた（図8）。

以上の結果より，虚血筋肉組織へのDFAT移植に

図 5　血管造影による側副血行路1次分枝，2次分枝の定量方法
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マーカー IB4陽性血管数を定量した結果，自家群で

212.0 ± 58.6個，他家群で197.5 ± 98.5個であり，

両群間に有意差は認められなかった。一方，IB4と

ASMA二重陽性の血管数を定量した結果，自家群で

33.0 ± 7.5個，他家群で22.0 ± 3.0個であり，自家

群で有意（p < 0.05）に血管密度が増加していた。以

上の結果より，DFAT自家移植は，他家移植に比べ

造影検査による側副血行路発達の評価を行った結

果，一次分枝数は自家群で16.0 ± 2.0本，他家群で

14.5 ± 1.1本と両群間に有意差を認めなかったが，

二次分枝数は自家群で17 ± 1.2本，他家群で14 ± 

0.9本と自家群の方が有意（p < 0.05）に分枝数の増

加を認めた。次に腓腹筋を摘出して切片標本を作成

し，両群の血管密度の比較を行った。血管内皮細胞

3 

 
図 7. 移植した GFP標識 DFATの局在変化 

（Scale bar: 100μm） 
 

 
図 8. 移植した GFP標識 DFATの形質変化 

（矢頭：GFP+IB4+細胞, Scale bar:上段 200 μm, 下段 100 μm） 
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図 7　移植したGFP標識DFATの局在変化
（Scale bar: 100μm）

図 8　移植したGFP標識DFATの形質変化
（矢頭：GFP＋IB4＋細胞 , Scale bar:上段200 μm, 下段100 μm）
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teinase（TIMP）を分泌することにより，動脈新生

が誘導される。我々は以前の研究にて，これらのサ

イトカインのうち，VEGF-A，MCP-1，TIMP-1，

TIMP-2がDFATで高発現していることを報告して

いる 6, 7）。したがって，移植したDFATによる側副

血行路の発達促進機序は，DFATから分泌されるこ

れらのサイトカインのパラクライン作用によると推

測される。そして本研究において自家DFATが他家

DFATより側副血行路の発達が良好であった理由と

して，自家DFATの方がホスト免疫細胞の影響を受

けずに，細胞間相互作用がより円滑に行われること

が一因と考えられる。

5．結　語　

自家DFAT，他家DFATは共に移植後6週目まで

は虚血筋肉組織に検出され，その一部は血管内皮細

胞の形質を獲得していることが明らかとなった。ま

た自家DFATは他家DFATに比べ，側副血行路二次

分枝の形成および平滑筋細胞を伴う成熟度の高い微

小血管の新生を有意に促進することが明らかとなっ

た。これらの結果より，DFAT自家移植は側副血行

路発達促進などを介した高い治療効果が期待できる

と考えられる。
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た血管内皮細胞からMonocyte chemotactic protein-1

（MCP-1） やGranulocyte-macrophage colony-stimu-

lating factor（GM-CSF）が分泌され，単球・マクロ

ファージを側副血行路周辺に動員する。これらの動

員された免疫細胞は，血管新生因子であるVascular 

endothelial growth factor-A（VEGF-A），Fibroblast 

growth factor-2（FGF-2）などを分泌するとともに，

細胞外基質のリモデリング因子であるMatrix metal-

loproteinase（MMP），Tissue inhibitor of metallopro-



─      ─37

松本太郎　他

 5） Fung E, Helisch A. Macrophages in collateral arterio-
genesis. Front Physiol 2012: 3:353.

 6） Watanabe H, Goto S, Kato R, Komiyama S, Nagaoka 
Y, Kazama T, et al. The neovascularization effect of 
dedifferentiated fat cells. Sci Rep 2020; 10(1):921.

 7） Kikuta S, Tanaka N, Kazama T, Kazama M, Kano K, 
Ryu J, et al. Osteogenic effects of dedifferentiated fat 
cell transplantation in rabbit models of bone defect 
and ovariectomy-induced osteoporosis. Tissue Eng 
Part A. 2013; 19(15-16):1792-1802.


