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① 平成 26 年度私立大学戦略的研究基盤形成支援事業 

研究成果公開シンポジウム・プログラム 

 

② 平成 27 年度私立大学戦略的研究基盤形成支援事業 

研究成果公開シンポジウム・プログラム 

 

③ 平成 28 年度私立大学戦略的研究基盤形成支援事業 

研究成果公開シンポジウム・プログラム 

 

④ 平成 29 年度私立大学戦略的研究基盤形成支援事業 

研究成果公開シンポジウム・プログラム 

 

⑤ 平成 30 年度私立大学戦略的研究基盤形成支援事業 

研究成果公開シンポジウム・プログラム 
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文部科学省私立大学戦略的研究基盤形成支援事業 

（研究拠点を形成する研究） 

 

 

「脱分化脂肪細胞を用いた細胞治療の臨床応用に向けた橋渡し研究」 

 

平成 26 年度 研究成果公開シンポジウム 

 

 

 

 

 

日時：平成 27 年 1 月 31 日(土) 9:00〜14:00  

場所：日本大学医学部リサーチセンター ４Ｆホール  
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プログラム 

 

9:00〜9:30 基調講演 

司会：日本大学医学部生体機能医学系生化学分野 槇島 誠 

「脱分化脂肪細胞を用いた細胞治療の臨床応用に向けた橋渡し研究」                                                        

日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 松本 太郎 

 

9:30〜12:00 成果発表 

司会： 日本大学大学院総合科学研究科生命科学 福田 昇 

                                          日本大学生産工学部応用分子化学科 野呂 知加子 

①「ヒト脱分化脂肪細胞および間葉系幹細胞における骨分化・再生能の比較検討」 

日本大学医学部整形外科学系整形外科学分野 澤田 浩克 

②「ラット難治性骨折モデルにおける脱分化脂肪細胞と副甲状腺ホルモン投与による治療効果」 

日本大学医学部整形外科学系整形外科学分野 木下 豪紀 

③「ラット椎間板変性モデルに対する脱分化脂肪細胞移植による椎間板再生」 

日本大学医学部整形外科学系整形外科学分野 中山 渕志 

④「吸引脂肪組織を利用した脱分化脂肪細胞の調製法と機能解析」 

日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 風間 智彦 

⑤「外傷性脊髄損傷モデルマウスの運動機能回復に及ぼす脱分化脂肪細胞移植の影響」 

日本大学生物資源科学部総合臨床獣医学研究室 山田 宏美 

⑥「腎症に対する DFAT 細胞移植の効果と機序の検討」 

日本大学医学部内科学系腎臓高血圧内分泌内科学分野 丸山 高史 

⑦「脱分化脂肪細胞を用いた iPS 細胞への誘導検討」 

日本大学医学部外科学系小児外科学分野 橋本 真 

⑧「ビタミン D シグナルによる成熟脂肪細胞の脱分化抑制」 

日本大学医学部生体機能医学系生化学分野 石澤 通康 

⑨「脱分化脂肪細胞（DFAT 細胞）応用した歯周組織再生の臨床応用に向けて」 

日本大学歯学部歯科補綴学第Ⅱ講座 秋田 大輔 

⑩「脱分化脂肪細胞（DFAT）における血管新生効果の検討」 

日本大学医学部小児科学系小児科学分野 渡辺 拓史 

⑪「新規持続性腹圧性尿失禁モデルと脱分化脂肪細胞移植による排尿機能改善の効果」 

日本大学医学部泌尿器科学系泌尿器科学分野 村田 保貴 

 

————————————————— 昼食・休憩 （12:00〜13:00） ————————————————— 

 

13:00〜14:00 教育講演 

司会：日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 松本 太郎 

「成熟脂肪細胞に由来する多能性細胞 DFAT の発明と展望」                                                        

日本大学生物資源科学部動物生体機構学研究室 加野 浩一郎 
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基調講演 

 

脱分化脂肪細胞を用いた細胞治療の臨床応用に向けた橋渡し研究 

 

松本 太郎 

 

日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

両生類や魚類では、切断肢の再生に成熟体細胞の脱分化現象が寄与することが知られている。近年、細胞の運

命を生体内で追跡できる遺伝子改変技術が開発されたことにより、マウスなどの哺乳類においても、組織障害に伴

い脱分化した成熟体細胞が傷害組織の修復や再生に寄与することが明らかになっている。我々の研究グループで

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, Dedifferentiated fat cell：DFAT）が、高い増殖能と骨髄間葉系幹細胞(MSCs)と同等の多分化能を獲得

することを明らかにした(Matsumoto T, Kano K et al. J Cell Physiol. 215:210, 2008) 。 DFATはiPS細胞に比べ分化

度が高い細胞であるため、増殖能は有限で万能性はないが、高い効率で調製が可能であり、がん化する可能性も

低い。またMSCに比べ均質性が高く、ドナー年齢や基礎疾患を問わず調製できることから、実用性の高い治療用ド

ナー細胞となりうると考えている。DFATはMSCと同様に種々の液性因子の分泌を介して、組織修復作用、血管新

生作用、免疫制御作用などを示す。このような多能性を利用して、難治性末梢動脈疾患(PAD)に対する血管新生

細胞治療や難治性潰瘍に対する組織修復を期待した細胞治療などへの臨床応用を目指している。平成２６年度よ

り採択された私立大学戦略的研究基盤形成支援事業「脱分化脂肪細胞を用いた細胞治療の臨床応用に向けた橋

渡し研究」では、我々が今まで蓄積してきた研究成果を発展させ、DFATを用いた細胞治療のFirst in Man臨床研究

実施を目標としている。具体的には、①治療用細胞としてのDFATの特性解析、②臨床応用に適合した細胞調整法

の確立と移植安全性の検証、③DFATを用いた細胞治療の開発および前臨床試験を３本の柱として、研究を行って

いる。本研究プロジェクトにより、DFATの治療用細胞としての適性や多能性の分子メカニズムが明らかになると共

に、DFAT細胞治療の臨床研究開始に向けた多くの知見が得られる予定である。また、重度熱傷、難治性腹圧性

尿失禁、難治性骨折など種々の難治性疾患に対する細胞治療や、臍帯血造血幹細胞移植時の生着率向上・急性

GVHD予防を目的とした細胞治療など、DFATを用いた新たな細胞治療の実現性が明確になることが期待される。

本講演では、本プロジェクトの概要と現在までの進捗状況、期待される研究成果につき概説する。 

 

 

 

 

 

 

  

127



成果発表① 

 

ヒト脱分化脂肪細胞および間葉系幹細胞における骨分化・再生能の比較検討 

 

○澤田 浩克 1)、 風間 智彦 2)、 新井 嘉則 3)、 本田 雅規 3)、 加野 浩一郎 4)、 徳橋 泰明 1)、 松本 太郎 2) 

 

1)日本大学医学部整形外科学系整形外科学分野、2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野、 

3)日本大学歯学部解剖学教室 II 講座、4)日本大学生物資源科学部動物生体機構学研究室 

 

【目的】脂肪細胞から調製される脱分化脂肪細胞 dedifferentiated fat cell (DFAT)は、MSC、ASC に類似した多分化

能を有する細胞であり、骨再生能や骨密度増加作用を有することが報告されている。また骨髄中にも脂肪細胞が

存在し、皮下脂肪組織と同様に DFAT を調製することが可能である。しかし DFAT が BM-MSC や ASC と同等の骨

分化能・再生能を有するか明らかになっていない。また皮下脂肪由来 DFAT（SC-DFAT）と骨髄脂肪由来 DFAT

（BM-DFAT）の骨分化能に差異があるか明確ではない。同一ヒト由来の BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC を

調製し、これらの細胞の骨分化能を in vitro で明らかにすること。さらに免疫不全(SCID)マウス大腿骨骨折モデル

の骨折部位にこれらの細胞を移植し、骨再生能の差異を in vivo で明らかにすること。 

【方法】人工膝関節置換術を受ける患者より事前の同意を得た上で、ヒト BM-DFAT、SC-DFAT、BM-MSC、ASC を

調製した。これらの細胞を骨分化誘導培地にて 3 週間培養した後、Alizarin Red S 染色を行い、カルシウムの沈着

を顕微鏡で観察した。 

また SCIDマウスに大腿骨横骨折を作成し、同一ドナーから調製した BM-DFAT、SC-DFAT、ASC、BM-MSC（各 1 x 

105/個）をペプチドハイドロゲル 50 μl と混合後、骨折部に移植した（各群 n=10）。ペプチドハイドロゲルのみを移植

した群を Control 群とした (n =10)。移植４週間後に大腿骨を摘出し、MicroCT による骨構造解析を行い、各群の骨

密度や仮骨量を評価した。 

【結果】骨分化誘導実験では、BM-DFAT, BM-MSC は SC-DFAT, ASC に比べ高い骨分化能を示した。SCID マウス

大腿骨骨折モデルに対する移植実験では、骨密度は Control 群に比べ、BM-MSC 群、BM-DFAT 群で有意（p < 

0.05）に高値であり、仮骨内と皮質骨 CT 値もこれらの群で高い傾向を認めた。骨折部の仮骨量は細胞移植群で少

ない傾向を示し、BM-MSC 群は Control 群より有意（p < 0.05）に低値を示した。 

【考察】BM-MSC 群、BM-DFAT 群は骨折後、早期に骨リモデリングが起こり、骨折治癒が促進されることが示唆さ

れた。BM-DFAT は BM-MSC と同等の高い骨再生能を有することが明らかとなり、骨折治癒促進を目的とした細胞

治療のセルソースとして有望である可能性が示唆された。 
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成果発表② 

 

ラット難治性骨折モデルにおける脱分化脂肪細胞と 

副甲状腺ホルモン投与による治療効果 

 

○木下 豪紀 1)、風間 智彦 2）、新井 嘉則 3)、長岡 正宏 1)、徳橋 泰明 1)、加野 浩一郎 4）、松本 太郎 2） 

 

1)日本大学医学部整形外科学系整形外科学分野、2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生･移植医学分野、 

3)日本大学歯学部、4)日本大学生物資源科学部応用生物科学科 

 

 

【目的】ラット骨欠損型偽関節モデルを作成し、人工骨基質(β-TCP/collagen 複合体)に播種した脱分化脂肪細胞

(DFAT)を骨欠損部に移植し、さらに副甲状腺ホルモン(PTH)全身投与を併用することにより、骨折治癒が促進され

るかについて検討した。 

【方法】 SD ラットに脛骨骨幹部に 4mm の骨欠損を作製し、①人工骨基質のみ移植する群(Control 群)、②

GFP-DFAT (1 x 106)を播種した人工骨基質を移植する群(DFAT 群)、③人工骨基質を移植後、rhPTH 30 mg/kg を

週 3 回、8 週間皮下注射する群（PTH 群）、④ GFP-DFAT を播種した人工骨基質を移植後、③と同様に PTH を注

射する群（DFAT+PTH 群）に分け検討した（各群 n=11）。8 週間後、脛骨を摘出し、m CT を用いた骨構造解析や組

織学的検討を行った。 

【結果】 Control 群に比べ、DFAT 群、PTH 群はいずれも骨癒合や皮質骨新生を促進する傾向があり、特に

DFAT+PTH 群は高い治癒効果が認められた。欠損部の%Bone area および radiographic score は、Control 群に比

べ DFAT+PTH 群は有意(P < 0.05)に高値を示した。組織学的に骨欠損部における DFAT の生着が確認できた。 

【結論】ラット偽関節モデルに対して、DFAT 移植と PTH 間歇投与を併用した結果、高い偽関節治癒効果が認めら

れた。難治性骨折に対して DFAT 細胞治療と PTH 間歇投与の併用は、新たな治療戦略になりうる可能性がある。  
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成果発表③ 

 

ラット椎間板変性モデルに対する脱分化脂肪細胞移植による椎間板再生 

 

○中山 渕志 1)、 風間 智彦 2)、 加野 浩一郎 3)、 徳橋 泰明 1)、 松本 太郎 2) 

 

1)日本大学医学部整形外科学系整形外科学分野、2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野、 

3)日本大学生物資源科学部動物生体機構学研究室 

 

 

【目的】Matsumoto らは脱分化脂肪細胞（Dedifferenciated fat cell: DFAT）が高い増殖能と間葉系幹細胞

（Mesenchymal stem cell: MSC）に類似した多分化能を有していることを明らかにした。今回、人工的に椎間

板変性を生じさせたラットの椎間板に DFAT を移植し、椎間板高の定量及び変性した椎間板組織の再生能が

促進されるかについて検討を行った。 

【方法】体重約 300g の雄性 Sprague-Dawley(SD)ラットに対し、X 線透視装置を用いて椎間板高を測定した後、

椎間板組織 Co11/Co12 及び Co13/Co14 を 21G 針にて透視装置下に経皮的椎間板穿刺を行い、椎間板変

性モデルを作製した。穿刺 1 週間後に Co11/Co12 及び Co13/Co14 に DFAT（5x104/ 50m l Phosphate 

buffered saline(PBS), DFAT 群, n=13）または同量の PBS (Control 群, n=13)を注射した。移植後、経時的に X

線撮影を行い、椎間板傷害前に対する傷害後の椎間板高の比率(%DHI)を算出し、両群を比較した。また、移

植 4 週間後、8 週間後に尾椎の切片標本を作成し、Hematoxylin＆Eosin(HE)染色、髄核細胞の特異的表面

マーカーである CD24 に対する免疫染色にて組織学的評価を行った。また移植した DFAT の局在、髄核細胞

への分化の有無を検討するため、SD ラット Co11/12 および Co13/14 に対し椎間板穿刺処理を行い、1 週間

後に Green fluorescent protein(GFP)ラベルした DFAT（5x104/ 50m l PBS)を傷害椎間板内に注射した。移植

4、8 週後に尾椎を摘出し、凍結切片を作成した。切片は抗 GFP 抗体および抗 CD24 抗体を用いた蛍光免疫

染色を行い、組織学的所見により椎間板細胞の再生能や増殖能について評価した。 

【結果】PBS 投与群と比較して DFAT 投与群は X 線学的には椎間板高の減少が抑えられた。また、病理組織

学的には両群とも髄核構造は消失し、結合組織に置き換わっている所見が認められた。DFAT 投与群の一部

では椎間板辺縁に、髄核様細胞集団が認められた。GFP 標識 DFAT を傷害椎間板に移植した結果、移植 4

週後および 8 週後の検体において、椎間板辺縁に出現した髄核様組織には、CD24、GFP 二重陽性を示す細

胞が多数認められた。 

【考察および結論】変性椎間板に対する DFAT を用いた細胞移植治療は、椎間板高の変性が抑制され、

DFAT の一部は髄核細胞への形質転換を生じさせることが明らかになった。これらの結果により、DFAT を用

いた細胞移植治療は、椎間板再生の有効な治療となる可能性が示唆された。 
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成果発表④ 

 

吸引脂肪組織を利用した脱分化脂肪細胞の調製法と機能解析 

 

○風間 智彦 1)、 副島 一孝 2)、 加野 浩一郎 3)、 松本 太郎 1) 

 

1)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野、2)日本大学医学部形成外科学系形成外科学分野、 

3)日本大学生物資源科学部動物生体機構学研究室 

 

 

【目的】我々はヒトを含む哺乳類の脂肪組織から単一画分として採取した成熟脂肪細胞を、天井培養法を用いて脱

分化を誘導することによって脱分化脂肪細胞（DFAT）を樹立したことを報告した。本研究では、吸引脂肪組織から

DFAT の調製を試み、切除脂肪組織を用いた従来の調製法ならびに調整されたそれぞれのＤＦＡＴの機能を比較解

析した。 

【方法】当大学病院形成外科にて手術を受ける患者より吸引脂肪（約 10 ml）と切除脂肪(約１ｇ)の提供を受け、走査

電子顕微鏡にてそれぞれの組織構造を比較した。吸引脂肪から酵素処理を行わずに成熟脂肪細胞を単離し、天

井培養にて DFAT の調製を試みた。そして、切除脂肪から酵素処理により成熟脂肪細胞を単離する従来法と

DFAT の調製効率を比較した。それぞれの組織から調製した DFAT は、ＦＡＣＳを用いて細胞表面抗原解析を行うと

ともに、脂肪、骨、軟骨への分化特性を比較した。 

【結果】吸引脂肪組織は切除脂肪組織と比較して血管や結合組織が少なく、脂肪細胞間の接着が疎であった。吸

引脂肪では酵素処理を行わずにフィルトレーションのみで成熟脂肪細胞の単離が可能であり、切除脂肪を酵素処

理する従来法と同等の効率で DFAT を調製することが可能であった。吸引脂肪組織由来 DFAT は、切除脂肪組織

由来 DFAT と同様に間葉系幹細胞（MSC）の minimal criteria に一致した細胞表面抗原発現プロファイルを示し、脂

肪、骨、軟骨系列への多分化能を有することを明らかにした。 

【結論】少量の吸引脂肪から酵素処理を行わず DFAT を調製できることが明らかになった。今後、吸引脂肪組織を

細胞源とするより簡便で安全性の高い DFAT 調製方法の確立への進展が期待される。 
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成果発表⑤ 

 

外傷性脊髄損傷モデルマウスの運動機能回復に及ぼす脱分化脂肪細胞移植の影響 

 

○山田 宏美 1)、伊藤 大介 1)、沖 嘉尚 2)、北川 勝人 1)、松本 太郎 3)、亘 敏広 4)、加野 浩一郎 2) 

 

1)日本大学生物資源科学部総合臨床獣医学研究室、2）日本大学生物資源科学部生体機構学研究室、 

3）日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野、4)日本大学生物資源科学部獣医内科学研究室 

 

【目的】 我々は、成熟脂肪細胞に由来する脱分化脂肪（dedifferentiated fat；DFAT）細胞を脊髄損傷モデルラット

に移植すると、運動機能が回復することを報告した。しかし、DFAT 細胞の移植が脊髄損傷モデルにおける運動機

能の回復を促進するメカニズムについては不明である。本研究では、脊髄損傷モデルマウスに移植した DFAT 細胞

が運動機能回復に及ぼす影響を明らかにすることを目的として、移植後における再髄鞘化とグリア瘢痕の縮小に着

目して検討した。 

【方法】 成体雌マウス（n=22）の第 10 胸髄を椎弓切除により露出した後に、Infinite Horizon インパクター

（60-kilodyne）を用いて脊髄を圧迫挫滅し脊髄損傷モデルとした。脊髄損傷モデルマウスを損傷 8 日後に無作為に

DFAT 細胞区と対照区に分類し、DFAT 細胞区には Green Fluorescent Protein（GFP）トランスジェニックマウス由来

の DFAT-GFP 細胞（1×105 cells/2μl）を損傷中心部に注入した。対照区には同様に培養液（2μl）のみを注入した。

後肢の運動機能の評価は、損傷 8、9、11、14、17、22、29 および 36 日後に行った。損傷 36 日後に脊髄を採取し組

織標本を作製し、ルクソールファスト青（LFB）染色、免疫組織化学、ならびに HE 染色による組織学的分析を行った。

組織学的分析において、再髄鞘化のため、LFB 染色、および免疫組織化学による抗ミエリン塩基性タンパク質

（MBP）抗体陽性の髄鞘面積比（髄鞘面積/脊髄面積）をそれぞれ定量化した。また、グリア瘢痕の縮小の評価のた

め、HE 染色によるグリア瘢痕面積比(グリア瘢痕面積/脊髄面積)を定量化した。定量化した各面積比は DFAT 細胞

区と対照区で比較検討した後に、運動機能回復との相関性を分析した。 

【結果】 DFAT 細胞区の脊髄損傷モデルマウスは、対照区と比較して後肢の運動機能が有意に改善した。損傷 36

日後における LFB および MBP 陽性の髄鞘面積比は、いずれも対照区に比べて DFAT 細胞区で有意に高かった。

運動機能と LFB および MBP 陽性の髄鞘面積比における相関性を調べると、いずれも有意な正の相関を示し、それ

ぞれの相関係数は 0.8106 および 0.7937 とほぼ一致した。また、損傷 36 日後におけるグリア瘢痕面積比は、対照

区に比べて DFAT 細胞区で有意に低かった。運動機能とグリア瘢痕面積比における相関を調べると、有意な負の

相関を示し、相関係数は－0.6414 であった。損傷 36 日後の運動機能と髄鞘面積比およびグリア瘢痕面積比の各

相関係数を比較すると、再髄鞘化の指標である LFB および MBP の髄鞘面積比の相関係数はグリア瘢痕の縮小の

指標であるグリア瘢痕面積比に比べていずれも高い値を示した。さらに、損傷 36 日後の脊髄損傷部位において、

移植した DFAT 細胞が観察された。損傷した脊髄内の DFAT 細胞は、神経幹前駆細胞と成熟オリゴデンドロサイト

のマーカーを発現していた。さらに、DFAT 細胞はリング状の形態で MBP を発現するとともに、ニューロンマーカー

陽性の細胞を被鞘する形態を示した。また、損傷脊髄内の DFAT 細胞はニューロン、アストロサイト、および神経栄

養因子のマーカーを発現することも示された。 

【結論】 脊髄損傷モデルマウスに移植された成熟脂肪細胞由来の DFAT 細胞は、脊髄損傷部位におけるグリア瘢

痕の縮小とともに、主に再髄鞘化に寄与することにより運動機能の回復を促進することが明らかとなった。また、脊

髄損傷モデルマウスに移植した DFAT 細胞は、神経系細胞へ分化転換する直接作用と、神経栄養因子を放出する

間接作用の両方の作用をもつことが示唆された。 
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成果発表⑥ 

 

腎症に対する DFAT 細胞移植の効果と機序の検討 

 

○丸山 高史 1)、福田 昇 1) 3)、渡辺 めぐみ 1)、阿部 雅紀 1)、上野 高浩 1)、松本 太郎 2)、遠藤 守人 5)、 

岡田 一義 1)、松本 紘一 1)、相馬 正義 1) 3)、河内 裕 6) 

 

1)日本大学医学部内科学系腎臓高血圧内分泌内科学分野、2)日本大学医学部機能形態学系 細胞再生・移植医学分野 

3)日本大学大学院総合科学研究科生命科学、4)日本大学医学部内科学系総合内科学分野  

5)八戸大学人間健康学部人間健康学科、6)新潟大学医歯学総合研究科附属 腎研究施設 分子病態学分野 

 

 

【目的】皮下脂肪を脱分化させた DFATは本学で開発され、間葉系幹細胞(MSC)と同等の多分化能を有し細胞移植

治療の移植細胞源として期待されている。最近 MSC 移植に GVHD 等への免疫抑制作用が知られている。今回、

DFAT 移植の免疫性腎炎モデルである MoAb1-22-3 誘発腎炎と非免疫性腎症であるアドリアマイシン腎症ラットに

DFAT 移植を行い、腎障害に対する効果を検討した。【方法】雌性 Wistar ラットに蛍光ラベル DFAT を移植して 1 週

間後に体内分布を検討した。MoAb1-22-3 誘発腎炎及びアドリアマイシン腎症ラットに腎動脈と尾静脈から 106 個/

頭の DFAT を投与しその効果を検討した。【結果】DFAT 移植 1 週間後に腎動脈投与では DFAT は糸球体に、尾静

脈投与では肺に存在していた。DFAT 移植 1 ヵ月後に MoAb1-22-3 抗体による尿蛋白量、血清 BUN、Cr 値、GIS、

TIS が有意に改善、特に DFAT 全身投与する尾静脈移植でより改善していた。DFAT 移植後脾臓内の T reg の割合

は有意な変化を観なかった。DFAT 全身移植にて腎内 TSG-6 および TNF-α mRNA 発現は有意に上昇していた。

また MoAb1-22-3 誘発腎炎において腎内の増加した IL-6 と IL-12βを有意に抑制した。DFAT 全身投与群におい

て移植１日後の血清中 TSG-6 濃度はコントロール群より有意に上昇していた。in vitro では DFAT に TNF-αを添

付 1 日後、培養上清中 TSG-6 濃度は有意に上昇した。線維芽細胞でも上昇したが、添付前後共に DFAT が有意

に高値であった。DFAT と SHR-SP のメサンギウム細胞をトランスウエルで両者を培養した場合、TSG-6 の細胞内

発現は単独培養よりも有意に亢進していた。一方アドリアマイシン腎症において移植による効果は認められなかっ

た。【結論】MoAb1-22-3 誘発腎炎への DFAT 細胞移植治療は特に全身投与群で有効であり、移植群で体内の

TSG-6 の発現が亢進していたこと、一方アドリアマイシン腎症では移植効果がなかったことや前述の in vitro の結

果より間葉系幹細胞の性質を有する DFAT の TSG-6 を中心とした全身の免疫調整作用が腎不全改善の機序とし

て考えられた。 
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成果発表⑦ 

 

脱分化脂肪細胞を用いた iPS 細胞への誘導検討 

 

○橋本 真 1)、小沼 憲祥 1)、後藤 俊平 1)、益子 貴行 1)、大橋 研介 1)、越永 従道 1)、加野 浩一郎 2)、松本 太郎 3) 

 

1)日本大学医学部外科学系小児外科学分野、2）日本大学生物資源学部応用生物科学科、 

3）日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【背景】iPS細胞の樹立は、ヒトES細胞の研究を急速に進めるだけでなく、体細胞からの脱分化が可能であることを

示した。我々は手術で破棄される成熟脂肪細胞を用いて脱分化脂肪細胞（DFAT: dedifferentiated fat cell）を開発

した。DFAT は間葉系幹細胞の表面マーカーとほぼ一致したプロファイルを持ち、多分化能を持つことから前駆脂

肪細胞として研究を行っている。そこで、今回はヒト DFAT から iPS 細胞への誘導を試みた。 

【目的】ヒト DFAT に KLF4, c-Myc, Oct3/4, Sox2 を遺伝子導入することで iPS 細胞への誘導を行い、体細胞（線維

芽細胞）と誘導効率を比較し、DFAT の有用性を検討する。 

【方法】ヒト DFAT は、手術で破棄された脂肪から作製し、線維芽細胞である HDF 株、BJ 株を対照とした。初期化因

子の導入は、Dynavec 社のセンダイウイルスを用いた。誘導効率は、ALP 染色で比較検討し、樹立した iPS 細胞に

対して未分化マーカーの確認を行った。 

【結果】ヒト DFAT を用いて iPS 細胞を誘導することが可能であった。さらに ALP 染色より、ヒト DFAT では遺伝子導

入後 11日目からコロニーが出現し、17日目の平均コロニー数は、ヒトDFATで 211個(誘導効率 211/３×10⁴≒0.7%)、

HDF で 93 個(誘導効率 93/３×10⁴≒0.3％)であった。また、ヒト DFAT から誘導した iPS 細胞は未分化マーカーであ

る Nanog, Oct3/4, SSEA-4, TRA-1-60 が強陽性であった。 

【結論】ヒト DFAT では，ＨＤＦ株やＢＪ株と比較し，iPS 細胞樹立までの期間が短かく、誘導効率が高いことが示唆さ

れた。 
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成果発表⑧ 

 

ビタミン D シグナルによる成熟脂肪細胞の脱分化抑制 

 

○石澤 通康 1)、水島 優介 1, 2)、風間 智彦 3)、松本 太郎 3)、池田 和正 2)、槇島 誠 1) 

 

1)日本大学医学部生体機能医学系生化学分野、2）日本大学生物資源科学部生命科学専攻、 

3）日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【目的】 リガンド依存性転写因子であるビタミン D 受容体(Vitamin D receptor ; VDR)は、生体内カルシウム恒常性

維持に重要な活性型ビタミン D の受容体であり、核内受容体スーパーファミリーの一種である。核内受容体の中に

は iPS 細胞へのリプログラミングにおいて、山中因子の代わりにはたらく分子も報告されている。近年、活性型ビタ

ミン D が前駆脂肪細胞の分化を促進することや、VDR 欠損マウスでは脂肪蓄積が少ないという特徴が見られるな

ど、ビタミン D-VDR シグナルの脂肪細胞分化への影響が示唆されている。脂肪組織より成熟脂肪細胞（mature 

adipocyte; MA）を単離、天井培養することで多分化能を有する脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell ; DFAT)が

作製できる。しかし、胚性幹細胞や iPS 細胞に比べ、DFAT の脱分化メカニズムには不明な点が多い。本研究では、

DFAT の脱分化過程におけるビタミン D-VDR シグナルの影響を検討した。 

【方法】 C57BL/6J 野生型マウスの皮下脂肪より MA を単離し、天井培養することで DFAT を作製した。天井培養の

際に 100nM になるように活性型ビタミン D3(1,25D3)を添加し、7 日後の脱分化過程の細胞数の測定と、RNA 抽出を

行った。脱分化後のDFATにも同様に活性型ビタミンDを処理し、生細胞数測定（MTT assay）、RNA抽出を行った。

次に、野生型マウス及び VDR 欠損マウスの MA を単離し、DFAT を作製した。天井培養一週間後の細胞より RNA

を抽出した。抽出した RNA より RT-PCR 法にて脂肪分化マーカー、山中因子、未分化マーカーの発現評価を行っ

た。 

【結果】1,25D3 添加培地では、DFAT に脱分化する細胞数が少なかった。天井培養 1 週間後の細胞において、脂肪

細胞のマーカー分子である peroxisome proliferator activated receptor γ2 (Pparγ2)、CCAAT-enhancer-binding 

protein α (C/ebpα)、C/ebpβの mRNA レベルは、MA に比べて減少が認められた。1,25D3 添加培地ではこれら

脂肪細胞マーカー分子の発現減少が軽微であった。VDR 欠損マウスにおいても、天井培養 1 週間後で、野生型マ

ウスと同様に脂肪分化マーカーの発現レベルが減少したが、播種する成熟脂肪細胞における脂肪分化マーカーの

発現レベルは野生型よりも低かった。山中因子及び Nanog は、脱分化過程で発現減少し、活性型ビタミン D によっ

てその減少が軽減した。VDR 欠損マウスでは、各遺伝子の発現変動がそれぞれ異なった。培養から 2 週間が過ぎ

ると、DFAT はフラスコを反転して通常培養が可能な DFAT になる。DFAT に対して 100nM 1,25D3 を処理し、生細胞

数への影響を検討したところ、細胞増殖の抑制が示唆された。また、脂肪分化マーカー分子は、1,25D3 処理によっ

て軽微な発現増加が認められた。 

【結論】本研究より、VDR は MA の DFAT への脱分化過程を抑制すること、山中因子は脱分化に必要な因子ではな

いことが示唆された。本研究成果は DFAT を応用した再生医療や、細胞の脱分化メカニズム解明において有用な

情報となりうる。 
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成果発表⑨ 

 

脱分化脂肪細胞（DFAT 細胞）応用した歯周組織再生の臨床応用に向けて 

 

○秋田 大輔 1)、加野 浩一郎 2)、田村 瑛子 3)、真下 貴之 4)、鶴町 仁奈 3)、新井 嘉則 4)、山中 克之 5)、金子 正 5)、 

塩野目 桃子 6)、月村 直樹 1)、松本 太郎 7)、磯川 桂太郎 8)、石上 友彦 1)、本田 雅規 8) 

 

1)日本大学歯学部歯科補綴学第Ⅱ講座、2)日本大学生物資源科学部動物生体機構学研究室、 

3)日本大学歯学部歯科矯正学講座、4)日本大学歯学部、5)株式会社ジーシー研究所・生体材料開発グループ、 

6)日本大学歯学部小児歯科講座、7)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野、 

8)日本大学歯学部解剖学第Ⅱ講座 

 

【目的】近年、歯周炎や外傷など種々の原因で破壊された歯周組織の再生に生体材料と組み合わせた間葉系幹

細胞移植治療が有望視されている。歯周組織再生の移植細胞源として有用と考えられている骨髄や歯根膜由来

の幹細胞は細胞の採取に制限が伴うため、口腔領域から低侵襲に採取可能で、in vitro で必要な細胞数が調整可

能な細胞源が模索されている。脂肪組織中の成熟脂肪細胞分画から調整される脱分化脂肪細胞（DFAT 細胞）は、

高い増殖能と多分化能を示すことから、ラットに作製した歯周組織欠損を応用し、DFAT 細胞の歯周組織再生能を

検討した。 

【方法】 F344 ラット皮下脂肪組織を酵素処理した後に成熟脂肪細胞分画を採取し、天井培養することで DFAT 細

胞を調整した。ラット左側下顎臼歯部頬側に歯周組織欠損（縦 2 ㍉×横 3 ㍉×深さ 1 ㍉）を外科的に作製し、DFAT

細胞を PLGA に播種した実験群と PLGA のみを移植した対照群に対して、micro-CT 撮影による欠損部の硬組織再

生過程を検討した。また移植 5 週後の下顎骨を摘出し、第 1 臼歯中央根および遠心根部の歯周組織再生能を組織

学的に評価した。さらに、蛍光標識させた DFAT 細胞を乳酸-グリコール酸共重合体（PLGA）ブロックに播種して歯

周組織欠損部に移植し、移植 5 週後における再生組織中の細胞局在部位を解析した。 

【結果】micro-CT による経日的観察から、移植を行った両群には、歯根吸収や骨性癒着することなく、欠損部の硬

組織形成が認められた。定量解析の結果、移植 5 週後の実験群の硬組織再生量は対照群よりも有意に高い傾向

を示した。組織学的解析から、両群において担体基質の残存と新生骨組織およびセメント質様組織の形成に加え

て、再生した硬組織へのコラーゲン線維の埋入が認められた。実験群における第 1 臼歯中央根および遠心根の新

生セメント質様組織上には、対照群よりも太く発達した線維束が観察された。また蛍光標識された DFAT 細胞は歯

根膜組織中に多数散在しているほか、一部の細胞は新生セメント質と新生骨中に認められた。 

【結論】 DFAT 細胞と PLGA ブロックの複合体は、歯槽骨、セメント質様組織および歯根膜様組織の再生を促進す

ることから歯周組織再生に有用であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

ラット皮下脂肪由来 DFAT細胞 PLGAブロック SEM像 DFAT細胞移植後の歯周組織像 
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成果発表⑩ 

 

脱分化脂肪細胞（DFAT）における血管新生効果の検討 

 

渡邉 拓史 1)、萩倉一博 2)、高橋昌里 1)、松本太郎 2) 

 

1)日本大学医学部小児科学系小児科学分野 

2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

治療的血管新生において、現在は骨髄単核球細胞や間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell: MSC）など

の移植による細胞治療の可能性が期待され、臨床研究も開始されている。一方で、MSC とほぼ同じ細胞

プロファイルを持つ脱分化脂肪細胞（dedifferentiated fat cell: DFAT）の血管新生メカニズムにおいて、血

管内皮細胞にどのような作用を与えるかについては十分に解明されていない。本研究では、green 

fluorescent protein（GFP）標識 DFAT または GFP 標識脂肪組織由来幹細胞（adipose-derived stem cell: 

ASC）を血管内皮細胞と共培養する事により、細胞間相互作用による血管内皮細胞の遊走能や増殖能、

管腔形成能の変化を比較検討した。さらに血管内皮細胞との共培養により、DFAT が血管構成細胞の１

つであるペリサイトへ分化する可能性について ASC と比較して検討した。その結果、DFAT は血管内皮細

胞に作用し、その細胞増殖能、遊走能、管腔形成能を促進する事が明らかになった。また、血管内皮細

胞との直接的および間接的共培養によりペリサイトへ分化する可能性が示唆された。一方、ASC は血管

内皮細胞に対し DFAT と同等の細胞増殖能・管腔形成能を示すが、細胞遊走能は低い事が明らかになっ

た。また、ASC のペリサイトへの分化能は、DFAT に比べ高くない事が示唆された。この結果より DFAT は

治療的血管新生における有用な治療用細胞ソースとなりうる可能性があることが示された。今後、ASC と

DFAT の in vivo における血管新生効果を直接比較する前臨床試験を行い、両者の治療用細胞としての

有用性を評価する必要がある。 
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成果発表⑪ 

 

新規持続性腹圧性尿失禁モデルと脱分化脂肪細胞移植による排尿機能改善の効果  

 

○村田 保貴 1)、大日方 大亮 1)、井門 祐一郎 1)、髙橋 悟 1)、松本 太郎 2) 

 

1)日本大学医学部泌尿器科学系泌尿器科学分野、2）日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【目的】ラット腟拡張(VD)モデルは腹圧性尿失禁の一般的なモデルであるが、可逆的であり短期間で回復するため、

長期的な評価は困難である。近年両側卵巣摘除(OVX)によるラット閉経モデルを作製すると、長期的な腹圧性尿失

禁が発症することが報告されている。今回 VD に OVX を併用することで、早期から評価可能な、長期的評価の出来

る腹圧性尿失禁動物モデルを作成し、それを用いて括約筋障害に対する脱分化脂肪細胞(DFAT)の移植効果を検

討した。 

【方法】実験動物は 200g 雌 SD ラットを用いた。VD は 10Fr 尿道カテーテルを膣内に挿入し、3ml 固定で 3 時間留

置した。OVX は下腹正中切開し、両側卵巣を摘出した。VD、OVX 併用群(VD+OVX 群, n=12)、VD 単独施行群(VD

群, n=12)、OVX 単独施行群(OVX 群, n=12)、非処置群(Control 群, n=12)を作成した。傷害 2, 4, 6 週間後に各群４

匹ずつ、膀胱内圧カテーテルにて Leak point pressure (LPP)を測定した後、膀胱尿道を摘出し組織学的に評価した。

また、その動物モデルを用いて、DFAT 移植群(n=7)、細胞 Control として Fibroblast 群(n=7)に分け、VD+OVX 処置

後尿道に各細胞を移植し、6 週間後に LPP を測定した後、膀胱尿道を摘出し組織学的に評価した。 

【結果】VD 群は、Control 群に比べ２週目に LPP 低下を示したが、4, 6 週目には改善した。VD+OVX 群は 2 週目よ

り低下を認め、4､6 週目においても他群に比べ有意に低値を示した。また、6 週間後における尿道周囲組織の菲薄

化は VD+OVX 群で最も顕著であった。DFAT 移植群は Fibroblast 群に比し、LPP で有意な改善を認め、同様に尿

道周囲組織の菲薄化が改善された。 

【結論】VD+OVX モデルは早期より傷害を認め、6 週間の LPP の低下と組織傷害が維持された。早期より評価可能

な、より長期的評価ができる腹圧性尿失禁モデルであることが示唆された。この動物モデルに対し DFAT 移植より、

LPP と尿道組織修復の改善効果を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

138



教育講演 

 

成熟脂肪細胞に由来する多能性細胞DFATの発明と展望 

 

加野 浩一郎 

 

日本大学生物資源科学部動物生体機構学研究室 

 

 

 イモリなどの有尾両生類では，四肢や尾を失うと損傷を受けた部位の分化細胞が脱分化し、分化転換することに

よって組織（器官）を再生することが知られている。一方、哺乳類では、有尾両生類のように終末分化した細胞が脱

分化し、分化転換することはないと考えられている。したがって、哺乳類では損傷部位の幹細胞や前駆細胞が組織

を修復すると考えられている。哺乳類における損傷部位の修復は「治癒」であり、損傷前と同一の組織を再生する

ことはない。有尾両生類のように完全に再生する組織は、肝臓や骨格筋などに限定されており、有尾両生類のよう

な再生機構はもたないと考えられている。この再生能力の違いは明らかではないが、多能性をもつ幹細胞および

前駆細胞の量的な違いに起因すると推察されている。哺乳類の幹細胞は、組織を構成する細胞の新陳代謝を担っ

ている。成体では、細胞の新陳代謝がゆっくりと起こるので、組織中に含まれる幹細胞の数は少なく、また幹細胞

の増殖速度は前駆細胞に比べると著しく遅いことが知られている。したがって、哺乳類では組織が大きく損傷する

と再生に必要な幹細胞および前駆細胞が不足することになる。一方、有尾両生類では損傷部位の分化細胞が脱

分化して，増殖および多能能をもつ再生芽細胞となって集まり、再生芽を形成する。これは付加形成と呼ばれ、有

尾両生類では分化細胞が脱分化することによって幹細胞や前駆細胞を大量に供給する仕組みをもつ。もし、哺乳

類の終末分化した細胞においても、有尾両生類のように脱分化を誘導し、多能性細胞へと分化転換させることがで

きれば革新的な医療技術になると考えられる。 

 我々は、終末分化した成熟脂肪細胞を体外培養し、自発的に脱分化させることによって、種々の分化細胞に分化

転換する脱分化脂肪細胞（Dedifferentiated Fat cell; DFAT）を樹立した。このことは、哺乳類の終末分化した細胞に

おいても自発的に脱分化し、種々の細胞に分化転換する能力をもつことを強く示唆している。間葉系幹細胞を用い

た再生医療は、成体の組織に僅かに存在する幹細胞を採取し、それらの幹細胞を培養して増やして移植するのが

基本構想である。それに対して、我々は分化細胞を自発的に脱分化誘導し、間葉系幹細胞に類似した多能性細胞

を簡便かつ大量に作製し、損傷部位に移植しようとする独自の構想に基づいた研究開発が本プロジェクトにおいて

推進されている。本講演では、DFAT 細胞の発明における着想から樹立に至るまでを紹介することによって、DFAT

細胞の独自性の基盤となっている「脱分化と分化転換」について理解を深めてもらうとともに、今後の展望について

概説し、議論したいと考えている。 
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ɪɬɧɹ ˝ŧʯˁƫǂķŴˍʧĢȯĚ�Òųˋ ʼ˚ķŴßŮˈˊ˙ʰ˚gǃÒʴʮ˚ʨɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ
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ÝĜŷǥʞɓ

ɓ

µƫǂƕġķŴˌˁ˔ˌƫǂ˩̘̕ˠˌȮŷɓ

ɓ

�ŀɓ �ȏ ɜɖʧęĔɓ �ȣ ɝ̢ʧʦȨnɓ ƅV� ɝ̢ɓ

ɓ

ɜɖąĔ����ȵťŦ¯�ƇƘƓʧɝɖąĔ��ťŦ¯�ȤÑŧI�Z�Ɠʧɓ

ɞɖąĔ��[�ȤĪǃ¿Ø�ƥƫǂFť̞ƕġ[�IȨɓ

ɓ

ȯǚƥµƫǂɕʆʀʌʀʇɾʃʒʆɼʅɓʌʍʀʆɓɾʀʅʅɓɥɳɸɩɖɓˍʧǒȊʴɎ̞ȋɎ̞³Ŏƞ̞ǄƿƝˋIZʼ˚˂ʸˇˊʶʧƭƷˌ

FťT˝ɐ˔˚WĜˌʮ˚˸̜̅˫ȄƝ˝IĹʼ˚ʹˈʳ˘ʧƫǂFťƕġ[ŴˌĖāˈʻˆĻžʺ˛ˆʯ˚ʨ

ɳɸɩ ˝ö6Ȥ!�ȑˋ¡?ƕġʻʧƫǂʳ˘IĹʺ˛˚�į{�Ɲˋ˗˙ö6ƭƷˌFťT˝ɐ˔˚âĺˍʼ

ˇˋģǲʺ˛ˆʯ˚ʴʧƫǂ˝ýȘʺʾʽˋ¡?§áˋȬĉȯŭ˔˚ʹˈʴȧǬˈˊ˚ˁ˔ʧ$˘ʳˌè#ˋƫ

ǂ˝Ưjʺʾˆƕġʼ˚ăʴWŠŹˇʮ˚ʨs�ɈˌǄƿƭƷʳ˘]ȾʻˁÝřǄƿƫǂ˝���ɊĺˇǆI

Zʺʾ˚ʹˈˋ˗˄ˆÇ˘˛˚ ɪɬɧɹ̡ɿʀɿʄʁʁʀʋʀʇʍʄɼʍʀɿɓʁɼʍɓɾʀʅʅ̢ˍʧɳɸɩ ˌï˅ɐʯ�įǃˈ�IZÒʲ˗ˎ�į

{�ƝˌIĹľÒʴ5˜˄ˆʯ˚ʨĔƇƘˇˍʧɪɬɧɹ ˋ˗˚ƫǂƕġķŴˌˁ˔ˋʧƫǂ�Ɋè#̡̐ˢ˫̛˩

̘̕ˠ̢̟Ėāˌģǲˈʿˌǵ)˝Ǣ˄ˁʨɓ

ɓ ɩʒʍʈɿʀʑɓɜʲ˗ˎ̩ɕɭɫ̙̋˳˭ˠ˰ˢˤ̜˳ɖ�Ɋè#̟̇˴˝ŧʯˁʨɩʒʍʈɿʀʑɓɜˍʧǥɂˋɴɘɴɘɿʄʀʍʃʒʅɓɼʆʄʇʈɓ

ʀʍʃʒʅɓʂʋʈʎʉ ˌǶǜʴŧʯ˘˛ʧȌ¹ˌĬȿǖ˝ďʼ˚ʨɩʒʍʈɿʀʑɓɞ ˍʧɩʒʍʈɿʀʑɓɜ ˌǥɂˋ˯̗̟ˮ̜ʴ˯̟˼ˡ̜

ˬʺ˛ˆʯ˚ʨɩʒʍʈɿʀʑ ˍ ɶɨɸ ˇǏőÄʧɓ ɶɨɸ ˇĽĿʻ�Ɋˋ'ŧʻˁʨɪɬɧɹ Üœń̡ɝʑɜɛɠɾʀʅʅʌɚʆʅ̢	ˋǏő

ʻˁ ɩʒʍʈɿʀʑ ˝VʱˆóƄʺʾˁÄʧɝɛ̱ɡɛʋʉʆ ˌøéʧˢ̜˩̖̟̌˸E̡ɞɢʙʧɩɵɝŔ¹̢̫̠ˇ ɢ ąȯ�Ɋ

̡ɪɳɫɳ̣ɜɛɔŚǡņ ɬɨɸ̣ɜɔɶɸ̢ʻʧɩʒʍʈɿʀʑɓɜ ʲ˗ˎ ɩʒʍʈɿʀʑɓɞ ˌƫǂ/ïǃT̡Ğĝǔ ɮʈʀɾʃʀʌʍɞɞɞɟɝ̢ʧƫ

ǂˌ�įľÒɕɱʄɡɢɖʧˠ̏˾̟˱˳ˌďŗɕɹʎʇʀʅ ĺɖˋ˅ʯˆģǲʻˁʨɓ

ɓ !ƀ°ɇËȫǯ�ʲ˗ˎĞĝǔˋ˗˙ʧɩʒʍʈɿʀʑɓ ɜ ʲ˗ˎ ɞ �ˋƫǂʴóƄʻˆʯ˚ʹˈʴƉǷʺ˛ˁʨ�Ɋ ɟ

ąžˇˍʧ�į	ˌƫǂˋŷšʼ˚ɱʄɡɢˍˉ˃˘ˌɩʒʍʈɿʀʑˌ�j˕ȸÒˇʮ˙ɹʎʇʀʅˍȷÒˇʮ˄ˁʹˈʳ˘ʧ

ƫǂʴɩʒʍʈɿʀʑ�ˇ�įʻˆʯ˚ʹˈʧˠ̏˾̟˱˳ˍȆʹ˄ˆʯˊʯʹˈʴĈ˘ʳˋˊ˄ˁʨ�Ɋɢąžˋˊ˚ˈʧ

è#�ˌƫǂþʴŇ£ʻˆʲ˙ʧƫǂˌè#ʳ˘ˌȾǆʴƌtʺ˛ˁʨʹˌšȀˍɩʒʍʈɿʀʑɓɞ˗˙˕ ɜˇɇǛˇʮ

˄ˁʨɓ

ɓ ��ˌƯĜ˗˙ʧɩʒʍʈɿʀʑɓɜ ʲ˗ˎ ɞ ˍ ɪɬɧɹ ˌƫǂƕġķŴĉˌè#ˋˊ˙Ç˚ʹˈʴ˜ʳ˄ˁʨè#ˋƯj

ʺʾ˚ƫǂþʧè#ʳ˘ˌƫǂˌȾǆƝˋ˅ʯˆʧ�Äʺ˘ˋģǲ˝Ǣʰʨ˒ˁ�ˌè#ˋ˅ʯˆ˕kĦˋģǲ˝

Ǣʰʨ� � � � � � � � � � � � � �   
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ÝĜŷǥʟɓ

ɓ

ÝřǄƿƫǂˌ�ʵʺˌȝʯˋ˗˚̆˾ ɪɬɧɹ ƫǂˌŜÒˌģǲɓ

ɓ

ɑūɓ �� ɜɖʧɓ ʦƒũɓ �Ȏ ɝɖʧɓ ęĔɓ �ȣ ɞɖʧɓ VȨɓ Ł�ȣ ɟɖʧɓ �đɓ �ȼ ɡɖʧɓ Ɗ­ɓ ğ�ȣ ɠɖɓɡɖʧɓ

ņĲɓ D& ɜɖɓɡɖʧɓ Ĕũɓ ȽǮ ɢɖɓ

ɓ

ɜɖąĔ��ĭ�ȤĭƓƆĬ�ǼºʧɝɖąĔ��ĭ�ȤĭƓǩƴ�ƜʛǼºʧɓ

ɞɖąĔ��[�ȤĪǃ¿Ø�ƥƫǂFť̞ƕġ[�IȨʧɟɖąĔ��ťśȃŋƓ�ȤÑŧťśƓ�Ɠɓ

ɠɖąĔ��ĭ�ȤǰP�ƜʛǼºʧɡɖąĔ��ĭ�ȤƵjĭ�ƇƘáʧɢɖ×ƅ�ȵ��ĭ�ȤfǊǰP�Ǽºɓ

ɓ

ɓ

ʬžŹʭǄƿƭƷʳ˘]Ⱦˇʵ˚ÝřǄƿƫǂ˝���Ɋʼ˚ʹˈˇɁ ƔIǦˋˆš˜˛˚ǆIZǄƿ

ƫǂˍɐʯ�įǃˈ�IZǃ˝ďʼ˚ʹˈʴ�oʺ˛ˆʯ˚ʨÆĘʧÝřǄƿƫǂˌ�ʵʺˍƧ ɡɛ�

ɜɛɛʗʆ ˈƌʺ˛ˆʯˁʴʧȑ´ʧɟɛʗʆ ĒŊˌ�ʵʺˌǄƿƫǂˌ��˕ƉǷʺ˛ˁʨʻʳʻˊʴ˘ʧÝř

Ǆƿƫǂˌ�ʵʺˈǆIZǄƿƫǂˏˌǆIZˋ˅ʯˆģǲʻˁ�oˍʹ˛˒ˇˋˊʯʨʿʹˇʧĔƇƘˇ

ˍʧǄƿƫǂˌ�ʵʺˋƄžʻˁǆIZǄƿƫǂˌŜÒ˝ģǲʼ˚ʹˈ˝žŹˋ��ˌƇƘ˝ǱŬʻˁʨɓ

ʬĖāʲ˗ˎăĺʭ̆˾ɄǄƿ#˝˯̗ˮ̟̀˶ōńˇȥƩGţÄʧȞĴƟ�ȤˋłșʻˁƫǂŬI˝zc

Äʧ˵̙˳˾̟̟̀̚ˋˆ ɟɛʗʆ ĒŊˈ ɟɛ�ɜɛɛʗʆ ˌ�ʵʺˌƫǂŬIˋIdʻʧɧɿʄʉʈʋʀɿɚɮʈʀɾʃʌʍ ĝǔ

ˋˆʧǄƿƫǂ��ˌƫǂʴm˒˛ˆʯˊʯʹˈ˝ƉǷʻˁʨīˋʧ��ʵʺˋIdʻˁƫǂŬI˝���

Ɋʼ˚ˈʧƶƲǕƫǂĦƫǂʴǯ�ˇʵˁˌˇʧʿˌŜÒ˝ǰěʼ˚ˁ˔ˋȠ��ŷšʧƫǂǥɂæ`ʧ

ƫǂpĐʧɎǕƫǂʲ˗ˎǄƿƫǂˏˌIZǃˋ˅ʯˆģǲʻˁʨɓ

ʬƯĜʲ˗ˎƻ�ʭɟɛʗʆ ĒŊˌÝřǄƿƫǂŬIʳ˘HšʻˁǆIZǄƿƫǂˍʧɟɛ�ɜɛɛʗʆ ˌÝř

ǄƿƫǂŬIʳ˘HšʻˁǆIZǄƿƫǂˋıȍʻˆʧɩɪɜɟɡ ȸÒƫǂˌRjˍƧ ɝ 2ɐʳ˄ˁʨ˒ˁʧ

kƫǂˍɎǕƫǂǸ¡ˋʲʯˆǸ¡ ɞ ʲ˗ˎ ɠ ąžˋ ɟɛ�ɜɛɛʗʆ ˌÝřǄƿƫǂŬIʳ˘Hšʻˁǆ

IZǄƿƫǂˋıȍʻˆʧďÖˋɐʯˠ̙˧̘̈˥˳̈˟˸̟˶ľÒ˝ƌʻʧɢ ąžˋʲʯˆďÖˋ�ʯ˧̙

˱ˣ̒ĴƄȩ˝Ƿ˔ˁʨɓ

ʬƯǻʭĔƇƘ˗˙ʧɟɛʗʆ ĒŊˌÝřǄƿƫǂŬIʳ˘˕ǆIZǄƿƫǂʴşÇˇʵ˚�ʴƉǷʺ˛ˁʨ

˒ˁʧÝřǄƿƫǂˌ�ʵʺ˝Idʻʧɟɛʗʆ ĒŊˌÝřǄƿƫǂŬIʳ˘ǆIZǄƿƫǂ˝şÇʼ˚�

ˇʧÆĘ˗˙˕ďÖˋĆʶɎǕƫǂˏIZʼ˚ǆIZǄƿƫǂ˝şÇˇʵ˚�ʴĈ˘ʳˈˊ˄ˁʨɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ
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ÝĜŷǥʠɓ

ɓ

ÎǎǄƿŪĘǆIZǄƿƫǂˌÎƞIZǃˌģǲɓ

ɓ

Ȟ«ɓ �� ɜɖʧɓ ʦɉȯɓ ČÀ ɝɖʧɓ VȨɓ Ł�ȣ ɞɖʧɓ ³«ɓ ơÐ ɜɖʧɓ ęĔɓ �ȣ ɝɖɓ

ɓ

ɜɖąĔ��[�ȤEƓ�ƥÊŤyEƓ�IȨʧɝɖ ąĔ��[�ȤĪǃ¿Ø�ƥƫǂFť̞ƕġ[�IȨʧɓ
ɞɖąĔ��ťśȃŋƓ�ȤÑŧťśƓ�Ɠɓ

ɓ

ɓ

ʬžŹʭ̉˸ˌÎǎǄƿƭƷʧbˎź�ǄƿƭƷʳ˘Ǆƿƫǂ˝]ȾʻʧǆIZǄƿƫǂ̡ɿʀɿʄʁʁʀʋʀʇʍʄɼʍʀɿɓ ʁɼʍɓ

ɾʀʅʅɓ ɥɓ ɪɬɧɹ ̢˝ǺǪʻˁʨÎǎǄƿŪĘ ɪɬɧɹɕɶʀʋʄɾɼʋɿʄɼʅɓ ɪɬɧɹɥɓ ɶɩ̤ɪɬɧɹɖ ʧʲ˗ˎź�ǄƿŪĘ

ɪɬɧɹɕɸʎɽɾʎʍɼʇʀʈʎʌɓ ɪɬɧɹɓ ɥɓ ɸɩ̤ɪɬɧɹɖˌIZðlÒ˝ ʄʇɓ ʏʄʍʋʈ ˇıȍģǲʻˁʨʬăĺʭǺÿʻˁ ɶɩ̤ɪɬɧɹʧ

bˎ ɸɩ̤ɪɬɧɹ ˗˙ʧ̧̥ǄƿʧɎʧȋɎʧ³ŎƞˏˌIZǸ¡�ɍʧ̨̥Ăť>̗˻˾ÎƞƫǂˈˌſóŹʧȯó

ŹC�Ɋ˝Ǣʯ̘ˠ̙˸ˢ̒ ɷɹɘɶɩɷ ĺˇˌǵ)ʧ̩̥Ăť>̗˻˾ÎƞƫǂˈˌſóŹC�Ɋ˝ǢʯʧÎƞIZ

̟̐˧̟ˌ=ŰǠ<ĝǔˇˌǵ)ʧ˝Ǣ˄ˁʨʬƯĜʭ̧̥ɶɩ̤ɪɬɧɹʧɸɩ̤ɪɬɧɹ ˍʯʽ˛˕ǄƿʧɎʧȋɎʧ³

ŎƞˏˌIZǸ¡˝Ƿ˔ˁʨ̨̥ɶɩ̤ɪɬɧɹ ˍ ɸɩ̤ɪɬɧɹ ˗˙ʧɭɧɹɧɟ ˌŷšʴďÖˋɐʳ˄ˁɕɶ̯ɛəɛɜɖʨ

ɸɵɻɤʧɶɶɧɷʖˇˍ ɸɩ̤ɪɬɧɹ ˍ ɶɩ̤ɪɬɧɹ ˗˙ɐŷš˝Ƿ˔ˁ̡ʉ̯ɛəɛɠ̢ʨ̩̥ÎƞŜůŹǟŸȄˍ ɶɩ̤

ɪɬɧɹ ˇ˗˙ŷšʴ½ʳ˄ˁʨ˒ˁʧɶɩ̤ɪɬɧɹ ˇˍǒÃŹêXʴ�ʶǯ�ʺ˛ˁʨʬƻ�ʭÎǎǄƿˋŪĘʼ˚

ɪɬɧɹʴÎƞƫǂˏIZðlÒʴʮ˚ʹˈʴĈ˘ʳˈˊ˄ˁʨɪɬɧɹˍɳɸɩˋCȓˌ�IZǃ˝ďʼ˚ˈˈ˕ˋò

dȤ!ˋŜůŹˊIZðlÒ˝ƌʼʹˈʴƌtʺ˛ˁʨɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ

ɓ
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ÝĜŷǥʡɓ

ɓ

ǆIZǄƿƫǂ̡ɪɬɧɹ̢ˌǑ¶ŧƫǂǪȔˈƫǂķŴˏˌÑŧɓ

ɓ

ʦ«9ɓ ČǤ ɜɖʧɓ ɉȯɓ ČÀ ɜɖʧɓ ǿfɓ Łƚ ɜɖʧɓ Ȭ¬ɓ ÓƦ ɜɖʧɓ Ǘũɓ ĊƎ ɝɖʧɓ Ìĩɓ ļĈ ɝɖʧɓ ęĔɓ �ȣ ɜɖɓ

ɓ

ɜ̢ąĔ��[�ȤĪǃ¿Ø�ƥƫǂFť̞ƕġ[�IȨʧɝɖąĔ��[�Ȥÿ¿�Ɠ�ƥÿ¿�Ɠ�IȨɓ

ɓ

ɓ

Þʩˍʧɰɸɹ��ŷĂŦĤSH̛̊ˬ̗̒ɸɹɧɷɹ�Ĥˌ�Ťˈʻˆʧ̆˾Ǆƿƫǂʳ˘ǆIZǄƿƫǂɪɬɧɹˌ

ɭʈʈɿɓɳɼʇʎʁɼɾʍʎʋʄʇʂɓɶʋɼɾʍʄɾʀ̡ɭɳɶ̢ǪȔăĺ˝Ȯŷʻˁʨɪɬɧɹ ˍ ɳɸɩ̡ȯǚƥµƫǂ̢kĦʧƭƷ˝ĥÝʼ˚ƫ

ǂˌľÒˋÏǬˊIĹśȄ˝WĜŹˋIĹʼ˚ʹˈˇ�˛ˁƭƷˌǒ±ķŶ̡æŕų̢˝-ʼˈkĉˋ#˝ĥÝ

ʼ˚ĦʩˊƭƷˋIZʼ˚ƫǂˇʧFť[ŴŧˌƫǂãǣˈʻˆĻžʺ˛ˆʯ˚ʨš�˒ˇˋʧąĔ��[�Ȥ

̘˰̟˺˵̜˸̟ˋʮ˚˵̛̙̊˵˻˱̜ˬ˵̜˸̟ˌ ɭɳɶ ǪȔĄǴȟÑˏˌÿ5˝Ǣʯʧ�ƋƇƘˇƉƙʻˁ

ăĺ˝Fť[ŴĂĺ̞ǜ�ĺúĬÝƙˋˈ˕ˊʰǮM̞˨ˢ˿̗ˢ̜ƝˋŌìʻˁ˕ˌˋúǓİȹˇʮ˚ʨŜˋ˯˳

˾˹ˣ̜ʧɭɳɶ ǪȔ¯ƖˌƢŮZˈrȄƟţˌʻ˖ʼʺ˝žŹˋʧčȟ�Ɋė�˝ÿʱ˚ˈˈ˕ˋʧɭɳɶ ǪȔã

ǣ̞rȄƟţãǣʧɸɵɶ ˌȮŷˈƉƙʧʿʻˆOǑ¶Ƕɍŧˌ ɪɬɧɹ ˌ ɭɳɶ ǪȔ˝Ǣ˄ˆʯ˚ʨ˒ˁʧrȄƟţ

ˌˁ˔ˌ̟̐˧̟ȮŷʧÔƼˌź�ǄƿƭƷ˗˙"*ǫŹʧŗǘŹˋǄƿƭƷ˝Ƣ+ˋòdʼ˚ʹˈʴˇʵ˚

ɪɬɧɹ òdŧ˩˻˾˖�ȁʻˁƫǂǺǪ˱˳˼̒ˌȮŷ˕kĉˋǢ˄ˆʯ˚ʨʹʰʻˁ�)ˇ�@ˊħŌZʺ˛ˁ

ƫǂǪQˌǪȔ(ưăĺ˝Ȯŷʼ˚ʹˈˇʧ˫̘́˻˫ǮĨˌŲȵˇ˕ŜKˊǴ5åȃƝ˝ʲʹˊʰʹˈˊʶʧ�V

)3ˌɐʯƫǂķŴǪrʴô(ˇʵ˚gǃÒʴƻʱ˘˛˚ʨȑ´ʧ}E�ˋʲʯˆFť[ŴƝǪrˌǑ¶Ñŧ

Zʴľŷˋȗ˞ˇʯ˚ʴʧÞʩˍąĔ|ďˌ8˛ˁFťƫǂķŴãǣ˝ŧʯˁĂʻʯƫǂ[ǜrʘ˰̟̇˳˝ô

Ġʻʧ̜̌˺̟̕�ĤˌǴƙ˝žðʻˆš�Ō5	ˇʮ˚ʨĔƇƘŷǥ�ˋʲʯˆˍʧ�ǳ ɭɳɶ ǪȔãǣ˂ʸˇ

ˍˊʶ ɪɬɧɹ ˌƫǂķŴˏˌÑŧˌ̏˼̜˱̙̕ˋ˅ʯˆǾǻʺʾˆʯˁ˂ʵˁʯʨɓ
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ÝĜŷǥʢɓ

ɓ

ǆIZǄƿƫǂ˝ƫǂŋˈʻˁ ʄɶɸɓ ƫǂǸ¡ˌģǲɓ

ɓ

ɓ ɓ ĩĔɓƂ ɜɖʧɓ ¢ĸɓÛƏ ɜɖʧɓ Äǝɓ.³ ɜɖʧɓ ɉȯɓ ČÀ ɝɖʧɓ VȨɓŁ�ȣ ɞɖʧɓ ż�ɓȂǢ ɜɖʧɓ �ĩɓƇ� ɜɖʧɓ

ȇĳɓÆț ɜɖʧɓ ʦęĔɓ�ȣ ɝɖɓ

ɓ

ɜɖąĔ��[�Ȥ�Ɠ�ƥ¢>�Ɠ�IȨʧɝ̢ąĔ��[�ȤĪǃ¿Ø�ƥƫǂFť̞ƕġ[�IȨʧɓ

ɞ̢ąĔ��ťśȃŋ�ȤÑŧťśƓ�Ɠʧɓ

ɓ

ɓ

ʬžŹʭÞʩˍÝřǄƿƫǂˋŪĘʼ˚ǆIZǄƿƫǂɕɪɬɧɹɖʴɳɸɩˋɈ ʻˁ¿Ȅˈ�IZǃ˝ďʼ˚ʹˈ˝

Ĉ˘ʳˋʻʧƫǂķŴŧ˷̟˳ˈʻˆƇƘȮŷ˝Ǣ˄ˆʵˁʨ�zʧ̆˾ ɪɬɧɹ ʳ˘JĐZ{�¡?ˋ˗˙ ʄɶɸ ƫǂ

ˌǸ¡˝Ƕ˓ˁʨʿʻˆʿˌǸ¡WŠ˖¿Ȅ˝ƶƲǕƫǂˈıȍģǲʻˁʨʬăĺʭ̆˾ź�ǄƿŪĘ ɪɬɧɹʧ̆˾

źǍƶƲǕƫǂɕɮɪɬʧɨɰɖˋ˵̜˹ˢˣˢ̙˳˝ŧʯˆɱɲɬɟɗɓɾɘɳʒɾɗɓɵɾʍɞɚɟɗɓɸʈʑɝ˝¡?ʻʧɧɲɶȸÒ˯̛̟́þ

˝ƮĉŹˋǱŉʻˁʨ˒ˁ¿Ýʺ˛ˁ˯̛̟́˝ ɳɫɬ ̈ˡ̟˹̟�ˇƱ��ɊʻʧĒIZ ɫɸ ƫǂ̟̐˧̟ˌŷš

˝=Űĝǔʲ˗ˎ ɷɹɘɶɩɷ ĺˋˆģǲʻˁʨʬƯĜʭɪɬɧɹ ˇˍ ɮɪɬʧɨɰ ˋıːJĐZ{�¡?ÄĆĐ˗˙ ɧɲɶ

ȸÒ˯̛̟́ˌHšʴǷ˔˘˛˚7lˋʮ˄ˁʨȠ��¡? ɜ̭ąÄˌ ɧɲɶ ȸÒ³�˯̛̟́þˍʧɪɬɧɹɓ ɝɜɜəɛ

̡Ǹ¡WŠ ɛəɢɔ̢ˇʮ˙ʧɮɪɬɓɤɞəɛ̡ɛəɞɔ̢ʧɨɰɓɣɝəɣ̡ɛəɞɔ̢ˋıː ɝ 2��ɐ3˝ƌʻˁʨɪɬɧɹ ŪĘ ʄɶɸ ˯̛̟́ˍ

=Űĝǔˇˍ ɴɼʇʈʂɗɓɵɾʍɞɚɟɗɓɸɸɫɧɘɞɗɓɹɷɧɘɜɘɡɛ ½ȸÒ˝ƌʻʧɷɹɘɶɩɷ ĺˋˆģǲʻˁĒIZ ɫɸ ƫǂ̟̐˧

̟ɝɠ{�	 ɜɤ{�ˌŷšʴǷ˔˘˛ˁʨʬƻ�ʭɪɬɧɹˍƶƲǕƫǂˋıːʧ˗˙WŠ˗ʶ ʄɶɸƫǂ˝ǺǪˇʵ˚

ƫǂ˷̟˳ˇʮ˚gǃÒʴƌtʺ˛ˁʨɓ

ɓ
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ÝĜŷǥʣɓ

ɓ

=ŰÒǉŕˋ ʼ˚ ɪɬɧɹ ƫǂƕġˋ˗˚ ɹɸɭɘɡ ˝�ʻˁ=ŰäM%ŧɓ

ɓ

ʦ
«ɓɐh ɜɖʧɓ Ɛũɓć ɜɖɓɞɖʧɓ ęĔɓ�ȣ ɝɖɓ ʧɓ ňȐɓ˔ʷ˓ ɝɖʧɓ ȳȤɓȽƦ ɜɖʧɓ �ȨɓɐŁ ɜɖʧɓ Ȟǝɓ�� ɠɖʧɓ

¬ũɓ�ƺ ɜɖʧɓ ęĔɓƨ� ɜɖʧɓ ƀɋɓĬƺ ɜɖɓɟɖʧɓ ĶEɓǨ ɡɖɓ

ɓ

ɜɖąĔ��[�ȤEƓ�ƥǉǐɐǡ�EIĹEƓ�IȨʧɝɖąĔ��[�ȤĪǃ¿Ø�ƥƫǂFť̞ƕġ[�IȨɓ

ɞɖąĔ����ȵƵjƓ�ƇƘƓťqƓ�ʧɟɖąĔ��[�ȤEƓ�ƥƵjEƓ�IȨɓɓ

ɠɖAà���ȯ4»�Ȥ�ȯ4»�ƓʧɡɖĂŐ��[ĭ�ƵjƇƘƓȴ©ǉƇƘĄǴI�ŲØ�IȨɓ

ɓ

ɓ

ʬžŹʭĔ�ˇȮŷʺ˛ȯǚƥµƫǂˈkƝˌ�IZǃ˝ï˅ ɪɬɧɹ ˝ÙÒǉȻ�̔˽̙̗˻˾ˋƕġʻˆWĜ˝

ģǲʻˁʨɓ ɓ ʬăĺʭʆɧɽɜɘɝɝɘɞ Ǹŷǉŕʲ˗ˎˠ˿̘ˠ̐ˢ˱̜ǉųˋ ɪɬɧɹ ˝ƕġʧɜ ̝ĎÄˋWĜ˝ǵ)ʻˁʨ

ƕġˍ��ƕġˇʧʿˌƮȈˍǉXǅaˍ¥ɀǅʳ˘Ǣ˄ˁʨʬƯĜʭɪɬɧɹ˝ǉXǅʳ˘ǉˋſóƕġʻˁ�jʧ

ƕġ ɜȖȯÄˌɪɬɧɹˍǉƤŢ#ˌ	ˋ��˝ƉǷʻˁʴʧ¥ɀǅʳ˘@Ȋå�ʻˁ�jʧɪɬɧɹˍǉǐˋˍL

ȜʾʽʧĮˉʴǀˋ˾̗˻̊ʺ˛ˆʯˆ�ǐyˋˍ��˝ƉǷHĘˊʳ˄ˁʨʆɧɽɜɘɝɝɘɞ Ǹŷǉŕˍ ɪɬɧɹ ˝ǉ

ˏſóƕġʼ˚˗˙¥ɀǅʳ˘ƕġʻˁăʴ˗˙úvʻˁʨʿˌȺǡņ	 ɹɸɭɘɡ Ŕ¹ˍďÖˋ�ćʻʧǉE

ɹɸɭɘɡ ʲ˗ˎ ɹɴɬɘʔˌɓ ʆɷɴɧ ŷšˍďÖˋ�ćʧɯɲɘɡ ˈ ɯɲɘɜɝʕˍäMʺ˛ˆʯˁʨǈǐEˌ ɹɓʋʀʂ ˌRjˍ

ďÖˊ�Z˝ǯˊʳ˄ˁʨʄʇɓʏʄʍʋʈ ˇ ɪɬɧɹ ˋ ɹɴɬɘʔ˝Ņ�ʻˁ�j�Ɋ�ņ	 ɹɸɭɘɡ Ŕ¹ˍďÖˋ�ćʻˁʨ

ɪɬɧɹˈɸɮɷɘɸɶˌ̓˰̜˪ˣ̒ƫǂ˝˾̗̜˳ˣˤ̙ˇC�Ɋʻˁ�jʧɹɸɭɘɡˌƫǂEŷšˍ]Ş�Ɋ˗˙�

ȗʻˆ�Ɋ�ņ	Ŕ¹˕�ćʻˆʯˁʨɪɬɧɹ ˌ ɹɸɭɘɡ ˌŷš˝ɓ ʌʄɷɴɧ ˇ̃˻˫˹ˣ̜ʻˁ�jʧǉŕúvWĜ

ʴǯ˘˛ˊʶˊ˄ˁʨ˒ˁ ɳʈɧɽɜɘɝɝɘɞ Ǹŷǉŕˋ ɪɬɧɹ ˌƫǂƕġ˝ǒ�ƕġˇ¥ɀǅʳ˘Ǣ˄ˁ�jʧúv

WĜˍ��ƕġˈkƝˇʮ˄ˁʨˠ˿̘ˠ̐ˢ˱̜ǉųˇˍʧƕġWĜˍǯ˘˛ˊʳ˄ˁʨɓ

ʬƯǻʭɪɬɧɹ ƕġˋ˗˚ǉŕúvˌĪ·ˌ�˅ˋ ɹɸɭɘɡ ˝	Îˈʻˁ@Ȋˌ=ŰǺÿ%ŧʴƻʱ˘˛ʧɧɴɩɧ

Ȱȕǉŕ˖̙̟̊˳ǉŕˊˉ
Ä�ǓˌűÔ˝�˔ʧǒ±=Űů²ʴȰ,ʼ˚ʹˈʴ�ʯƗʩˌǉŕˋǑ¶Ñ

ŧHĘ˚gǃÒʴƌʺ˛ˁʨɓ
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ÝĜŷǥʤɓ

ɓ

ǆIZǄƿƫǂɕɪɬɧɹɖˌǡƟ�ƫǂIZɓ

ɓ

ʦǙ0ɓ �^ ɜɖʧɓ ňȡɓ ëh ɝɖʧɓ Äǝɓ .³ ɞɖʧɓ ¢ĸɓ ÛƏ ɞɖʧɓ ęĔɓ �ȣ ɜɖɓ

ɓ

ɜɖąĔ��[�ȤĪǃ¿Ø�ƥƫǂFť̞ƕġ[�IȨʧɝɖąĔ��[�Ȥ¢>Ɠ�ƥ¢>Ɠ�IȨʧɓ

ɞɖąĔ��[�Ȥ�Ɠ�ƥ¢>�Ɠ�IȨɓ

ɓ

ɓ

ʬžŹʭɺɼʌɾʎʅɼʋɓʌʉʋʈʎʍʄʇʂ ʳ˘�˒˚ǡƟĂťȚƖˋʲʯˆʧ�ƫǂɕʉʀʋʄɾʒʍʀɖ˖ǡƟ³Ŏƞɕʏɼʌɾʎʅɼʋɓʌʆʈʈʍʃɓ

ʆʎʌɾʅʀɓɾʀʅʅɖˊˉˌpźƫǂɕʆʎʋɼʅɓɾʀʅʅɖˍʧǡƟǊˌ��Z˖Ë¢ǡƟƳˌĥƠˋȧǬˊÂR˝ʻˆʯ˚ʨÝř

ǄƿƫǂˌǆIZˋ˗˄ˆÇ˘˛˚ƫǂɪɬɧɹɕɪʀɿʄʁʁʀʋʀʇʍʄɼʍʀɿɓɬɼʍɓɩʀʅʅɖˍʧɳɸɩʧɧɸɩˈkƝˌ�IZǃ˝ďʼ

˚ʨ̐ˣ˳Ǟǡƽˏˌɪɬɧɹƕġˇˍʧɪɬɧɹʳ˘ǡƟĂť{�ʴIĹʺ˛ǡƟĂťʴ-ȗʼ˚ˈCˋʧƕġʻˁ

ɪɬɧɹʴĂťǡƟˌǡƟ�ˋóƄʻʧʔɘʌʆʈʈʍʃɓʆʎʌɾʅʀɓɾʀʅʅɓɼɾʍʄʇɕɧɸɳɧɖ˝ŷšʻˆʯ˚ʹˈ˝ƉǷʻˁʨʿʹˇ�

zʧɪɬɧɹ ˌǡƟEźƫǂˏˌșȅǃbˎǡƟ�ƫǂˏˌIZǃˋ˅ʯˆ ʄʇɓʏʄʍʋʈ ˇģǲʻˁʨɓ ʬăĺʭɓ ɜəɓ

ʍʋɼʇʌʐʀʅʅ ˈ ɞɪɓʂʀʅɓɼʌʌɼʒ ˋ˗˚ ɪɬɧɹ bˎǡƟEźƫǂˌșȅǃˌģǲɓ ɝəɓ =Űĝǔˈ ʊɶɩɷ ˋ˗˚ ɴɭɝɕ�ƫ

ǂŜůŹ̟̐˧̟ɖbˎ ɧɸɳɧ ˌŷšǰěɓ ɞəɓɹɭɬɘʕNŒʲ˗ˎ ɸɳɧɪɝɚɞ Ȳ�ˋʲʸ˚ ɪɬɧɹ ˌ ɴɭɝ ŷšǰ

ěɓ ʬƯĜʭɓ ɜəɓɪɬɧɹ ˌǡƟEźƫǂˏˌșȅʴ ʍʋɼʇʌʐʀʅʅ bˎ ɞɪɓʂʀʅɓɼʌʌɼʒ ˇƉǷʺ˛ˁʨɝəɓǡƟEźƫǂˈC

�Ɋʻˁ ɪɬɧɹ ˍʧɴɭɝ ˌŷš�ȗʴƉǷʺ˛ˁʨɞəɓɪɬɧɹ ˌ ɴɭɝ ŷšˍ ɹɭɬɘʕNŒˇ-ȗʻ ɸɳɧɪɝɚɞ Ȳ�

ˇäMʺ˛ˁʨɓ ʬƯǻʭǆIZǄƿƫǂɕɪɬɧɹɖˍǡƟEźƫǂˏșȅʻʧɹɭɬɘʕˋ˗˄ˆǡƟpźƫǂˏIZ

ʻʧĂťǡƟˌÝřZˋȰ�ʼ˚gǃÒʴƌtʺ˛ˁʨɓ

ɓ
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ÝĜŷǥʥɓ

ɓ

ƬēIZʻˁ#ƫǂˌǒŷŹˊǆIZʲ˗ˎ�ǃÒşÇĪĥˌǰĈɓ

ɓ ̱̉˸_ǂɆƣªƫǂˌǆIZʲ˗ˎ�ǃÒşÇ̱ɓ

ɓ

ʦĵɓx¤ʧɓ VȨɓŁ�ȣɓ

ąĔ��ťśȃŋƓ�ȤÑŧťśƓ�Ɠɓ

ɓ

Þʩˍʧź�ǄƿƭƷʳ˘]ȾʻˁǄƿƫǂˋ�ĘȠ��˝¡?ʼ˚ʹˈˊʶʧǒŷŹˋǆIZǸ¡ʼ˚ʹˈˋ

˗˄ˆʧ��ˊ�įʲ˗ˎ�IZǃT˝˕˅ǆIZǄƿƫǂ̡ɪɬɧɹ̢˝dÇʼ˚ăĺ˝Ȯŷʻˁʨ˒ˁʧ_®ʳ˘

]Ⱦʻˁ_ǂɆƣªƫǂʳ˘ ɪɬɧɹ ˈɈ ʻˁŜÒ˝˕˅_ǂɆƣªƫǂŪĘˌ�ǃÒOɌƫǂ̡ɪɬɵɭ̢ˌ%

Hˋ˕ÝUʻˆʯ˚ʨʻʳʻʧʿ˛˘ˌƬēIZʻˁ#ƫǂʴǒŷŹˋǆIZʻʧ�ǃÒşÇʼ˚ˌʳˋ˅ʯˆˍ

Ĉ˘ʳˇˍˊʯʨĔƇƘˇˍʧǄƿƫǂʲ˗ˎ_ǂɆƣªƫǂˌǆIZʲ˗ˎ�ǃÒşÇĪĥˌ�ƛ˝Ĉ˘ʳ

ˋʼ˚žŹˇǢˊ˄ˁʨɓ

ɓ ÞʩˍǆIZOÄˋʲʸ˚̉˸Ǆƿƫǂ̡ɧɩ̢ʲ˗ˎ̉˸_ǂɆƣªƫǂ̡ɭɩ̢˝̐ˢ˫̛ˠ̚ˢǰěʻʧʿ˛˘

ˌ˽̟˸˝ ɴɩɨɯɓɭʀʇʀɓɫʑʉʋʀʌʌʄʈʇɓɵʆʇʄɽʎʌ ˋBȮʻˆʯ˚̡ɭɸɫɜɣɣɠɟ̢ʨ�ɍʚˇˍʧůˊ˚Īǃ˝˕˅ ɧɩ ʲ˗

ˎɭɩʴǆIZOÄˋʲʯˆʧʿ˛ˀ˛ŜÍŹˊȠ��ŷš̛̊̈˟ˢ̙˝˕˅ˌʳ˝Ĉ˘ʳˋʼ˚žŹˇǢˊ˄

ˁʨɓ ɧɩʧɭɩʧɪɬɧɹ ʲ˗ˎ ɪɬɵɭ ˌȠ��ŷš˽̟˸˝ȹªŹ˫̗˳˸̘̜ˬʲ˗ˎ�ÝIIě˝ŧʯˆYíŹ

ˋǰěʻˁƯĜʧɧɩ ʲ˗ˎ ɭɩ ˍůˊ˚Ƞ��ŷš̛̊̈˟ˢ̙˝ƌʻˁʴʧɪɬɧɹ ʲ˗ˎ ɪɬɵɭ ˍɈ ʻˁʨ˅

ʯˇʧǆIZOÄˋʲʯˆďÖˋŷš�Xʼ˚Ƞ��ƹ˝ɬɼʅʌʀɓɪʄʌɾʈʏʀʋʒɓɷɼʍʀ˝ŧʯˆçHʻʧɪɧɺɯɪˋ˗˄ˆ

Īǃǰě˝Ǣˊ˄ˁʨʿˌƯĜʧɧɩ ˍǄƿȦ�ǽʧɭɩ ˍ_ǂNŒ̙̜̍̔ˌIĹˊˉƫǂĪǃˋŜůŹˊȠ

��ƹˌŷšʴŇ£ʻʧƫǂ�įʧƫǂóƄʲ˗ˎS6ķŶˊˉˋȰȕʼ˚Ƞ��ƹʴCȓʻˆ�Vʼ˚ʹˈʴ

Ĉ˘ʳˈˊ˄ˁʨ��ˌƯĜʳ˘ʧɧɩʲ˗ˎɭɩˍ#��Ɋʼ˚ʹˈˋ˗˄ˆɈ ʻˁȠ��ŷš̛̊̈˟ˢ̙˝˕

˅ǆIZƫǂˋˊ˚ʹˈʴĈ˘ʳˈˊ˄ˁʨ�ɍʛˇˍʧɭɩ ʴ#��ɊȚƖˌˉˌ˸ˢ̜̑ˬˇǆIZʻʧ�ǃÒ

şÇʼ˚ʳ˝Ĉ˘ʳˋʼ˚žŹˇ̐ˢ˫̛ˠ̚ˢǰě˝Ǣˊ˄ˁʨɓȹªŹ˫̗˳˸̘̜ˬʲ˗ˎ�ÝIIěˌƯĜʧ

Ƞ��ŷš̛̊̈˟ˢ̙ˍ_ǂɆƣªƫǂªʲ˗ˎ]ȾſÄˌ ɭɩ ˌȯˇˍĮˉȝʯʴ˓˘˛ˊʳ˄ˁʴʧ]Ⱦ

ſÄʳ˘�Ɋ ɜ ąÄˋǛʻʶ�ZʻʧʿˌÄʧÅʩˋ�Ɋ ɢ ąÄˌȠ��ŷš̛̊̈˟ˢ̙ˏˈ�Zʻˁʨ]Ⱦſ

Äʲ˗ˎ�Ɋ ɜ ąÄˌ ɭɩ ȯˋʲʯˆďÖˋŷš�Xʼ˚Ƞ��ƹ˝çHʻʧĪǃǰěʻˁƯĜʧƫǂóƄ˒ˁ

ˍƫǂ¿ØˋȰȕʼ˚Ƞ��ƹʴ�VʻʧƫǂpĐˈťįǌŷȜˋȰȕʼ˚Ƞ��ƹʴŇ£ʻˁʨ��ˌƯĜ

ʳ˘ʧɭɩˍ�ɊŻ¸ɂˌóƄʴȆʹ˚�ɊɜąÄˋǆIZʼ˚ʹˈʴĈ˘ʳˈˊ˄ˁʨ#ƫǂʴ�ɊŻˌ¸ɂˋ

óƄʼ˚ˈʧʿˌNŒˋ˗˄ˆˠ˫˺̜̈˟ˢ̟̄ʴ¿Ýʺ˛ʧʿ˛ˋ˗˄ˆƫǂ¿Øʴ�Zʼ˚ʹˈʴƅ˘˛ˆʯ

˚ʨ˒ˁʧÞʩˍˠ˫˺̜̈˟ˢ̟̄ˌ¿ÝʴƫǂˌȠ��ŷš˝ſóŹˋMÉʼ˚ʹˈ˝Ĉ˘ʳˋʻˆʯ˚ʨ�
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文部科学省私立大学戦略的研究基盤形成支援事業 

（研究拠点を形成する研究） 

 

 

 

 

「脱分化脂肪細胞を用いた細胞治療の臨床応用に向けた橋渡し研究」 

 

平成 28 年度 研究成果公開シンポジウム 

 

 

 

 

 

 

 

日時：平成 29 年 3 月 11 日 (土) 10:00〜15:00  

場所：日本大学医学部図書館 3F 大学院ゼミナール室 1  
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プログラム 

 

１．	 開会の挨拶 （10:00〜10:05） 

 

２．	 成果発表 午前の部 (10:05〜12:00) 発表 10 分・討論 5 分  

  座長：槙嶋 誠 （日本大学医学部生体機能医学系生化学分野） 

 

①ヒト吸引脂肪組織からの脱分化脂肪細胞の調製 

風間智彦、山元智衣、風間美奈子、長岡悠紀、谷口浩章、萩倉一博、加野浩一郎、相川佳之、松本太郎 

 

②脱分化脂肪細胞(DFAT)の臨床用製造と細胞治療への応用 

山元智衣、風間智彦、風間美奈子、長岡悠紀、大野聡子、萩倉一博、李 予昕、松本太郎 

 

③同一ドナー由来 DFAT および ASC における血管新生因子の比較検討 

長岡悠紀、風間智彦、中村隆広、松本太郎 

 

  座長： 野呂 知加子 （日本大学生産工学部応用分子化学科） 

 

④DFAT 細胞による移植治療のための細胞キャリアの開発 

三浦大輝、風間智彦、萩倉一博、松本太郎、野呂知加子 

 

⑤ヒト頬脂肪体由来脱分化脂肪細胞調整時の酵素濃度の検討 

鶴町仁奈、秋田大輔、加野浩一郎、松本太郎、鳥海 拓、風間智彦、外木守雄、沖 嘉尚、齊藤瑛子、清水典佳 

本田雅規 

 

⑥脱分化脂肪細胞(DFAT)移植による免疫性腎炎の改善効果 

丸山高史、福田 昇、松本太郎、東 龍英、深澤みゆき、遠藤守人、岡田一義、河内 裕、阿部雅紀 

  

３．	 休憩 (12:00〜13:00) 

 

４．	 成果発表 午後の部 (13:00〜14:00) 発表 10 分・討論 5 分 

  座長： 加野 浩一郎 （日本大学生物資源科学部応用生物科学科） 

 

⑦成熟脂肪細胞の脱分化による性質変化に対するビタミン D シグナルの影響 

石澤通康、風間智彦、松本太郎、槇島 誠 

 

⑧培養表皮移植時の脱分化脂肪細胞(DFAT)投与による基底膜構築促進 

副島一孝、樫村 勉、風間智彦、松本太郎、仲沢弘明 

 

⑨下肢虚血モデルに対する脱分化脂肪細胞(DFAT)自家移植の有効性の検討 

河野通成、河内秀臣、前田英明、田中正史、山元智衣、松本太郎 

 

⑩脱分化脂肪細胞（DFAT）に由来するエクソソームの解析と椎間板髄核細胞に対する作用 

冨塚孔明、風間智彦、徳橋泰明、松本太郎 

 

５．	 特別講演 (14:00〜15:00) 

  座長： 松本 太郎 （日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野） 

 

細胞ファイバ技術が拓く３次元組織形成と細胞治療への展開 

東京大学生産技術研究所 教授 竹内 昌治 先生 

 

 ６.    閉会の挨拶 (15:00〜15:05) 
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成果発表① 

 

ヒト吸引脂肪組織からの脱分化脂肪細胞の調製 

 

○風間智彦 1)、 山元智衣 1)、 風間美奈子 1)、 長岡悠紀 1)、 谷口浩章 1)、萩倉一博 1)、 加野浩一郎 2)、  

 相川佳之 3)、 松本太郎 1 

  
1)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学、 2)日本大学生物資源科学部動物生体機構学研究室 
3)湘南美容外科クリニック 

 

 

【目的】我々は成熟脂肪細胞に由来する脱分化脂肪細胞（DFAT）が脂肪組織由来幹細胞(ASC)に類似した多能性

を示すことを報告してきた。今回、ヒト吸引脂肪サンプルを用いて DFAT を調製し、調製に必要な至適組織量、細胞

純度、造腫瘍性の有無などについて検討を行った。【方法および結果】美容目的に採取された吸引脂肪組織(約 50 

ml)から、適量を分注し DFAT 調製を試みた。その結果、２ml の脂肪組織から平均 5 x 105 個の成熟脂肪細胞が単

離され、培養４週間で 1 x 108 の DFAT が調製できることが明らかになった。調製された DFAT の FACS 解析では、

P0〜P3 まで ASC 陽性マーカー(CD73, CD90, CD105)の陽性率は 90%以上である一方、陰性マーカー(CD31, CD45, 

HLA-DR)の陽性率は 0.1%未満であった。これら陰性マーカーの陽性率は、同一サンプルから調製した ASC に比べ

て有意に低かった。In vitro 分化誘導実験にて、調製された DFAT は、脂肪、骨、軟骨への多分化能を示すことを確

認した。また軟寒天コロニー形成試験や NOG マウス造腫瘍試験を行った結果、DFAT は造腫瘍性を認めなかった。

【結論】約 2ml の吸引脂肪組織から高純度の DFAT を大量調製できることが明らかになった。調製された DFAT は

造腫瘍性を認めず、ASC 同様安全に移植できることが示唆された。DFAT は低侵襲性で安全性が高い細胞治療を

可能とする細胞ソースとして期待できる. 
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成果発表② 

 

脱分化脂肪細胞(DFAT)の臨床用製造と細胞治療への応用 

 

○山元智衣、 風間智彦、 風間美奈子、 長岡悠紀、 李 予昕、 萩倉一博、 大野聡子、 松本太郎 

 

日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

DFAT は間葉系幹細胞（MSC）同様、組織を構成する細胞の活性に必要な液性因子を効果的に分泌することで、組

織修復作用、血管新生作用、免疫制御作用を有する細胞である。また高い増殖能を有し MSC と比べ均一性が高く、

わずかな脂肪組織から大量の細胞を調整できることから、実用性の高い再生医療用細胞になり得ると期待できる。

特に血管新生に関しては様々な確証が得られており、各種動物モデルを用いた実験では DFAT 移植により、虚血

肢に成熟した血管の増加が確認されている。これらのことより DFAT を用いた重症下肢虚血に対する血管新生細

胞治療への臨床応用を目指し、基礎研究によって確立した方法を臨床用に改良および品質管理方法を検討してい

る。 

再生医療に関しては、平成 26 年 11 月より施行された「再生医療等の安全性の確保等に関する法律」（再生医療等

安全性確保法）により、提供計画の段階から国への届出が義務付けられている。再生医療に用いる細胞を培養す

る場合、特定細胞加工物の製造許可申請を行い、細胞培養加工施設ごとに厚生労働省の許可を受けなければな

らない。 

我々は、再生医療安全性確保法に基づく培養施設として、Cell Processing Facility（CPF）の整備および CPF 内に設

置されたセルプロセッシング・アイソレーターを用いた離床用ヒト DFAT 作成方法の開発を行い、施設に関しては今

年度、「日本大学医学部リサーチセンターCPF」として厚生労働省より再生医療用細胞の特定細胞培養加工施設

の許可認定を受け、施設番号を付与された。 また、セルプロセッシング・アイソレーターを用いてヒト DFAT の大量

培養が可能であることを確認した。 

今後、上記 CPF においてセルプロセッシング・アイソレーターを利用した、再生医療安全性確保法下での臨床用

DFAT の製造技術の確立、標準化を行い、早期の臨床応用を目指したい。 
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成果発表③ 

 

同一ドナー由来 DFAT および ASC における血管新生因子の比較検討 

 
○長岡悠紀 1)、 風間智彦 1)、 中村隆広 2)、 松本太郎 1) 

 
1)日本大学医学部機能形態医学系細胞再生・移植医学分野、 2)日本大学医学部小児科学系小児科学分野 

	 	  
 
【目的】脂肪組織から調製される脱分化細胞（dedifferentiated fat cell: DFAT）は,高い増殖能と間葉系幹細胞

（Mesenchymal stem cell：MSC）や脂肪由来幹細胞（adipose-derived stem cell: ASC）と同等の多分化能を示すこと

が報告されている。また、血管新生サイトカインを分泌するため、血管新生治療の有望な細胞源として考えられて

いる。今回は同一ヒト由来の DFAT、ASC を調製し、これらの細胞の血管新生サイトカインについて比較を行った。

そしてこれらの細胞の継代数およびドナー年齢が影響するかについて検討した。 

【方法】1、種々のドナー年齢（6 ヶ月～74 歳）のヒト皮下脂肪組織（n=5）から DFAT,ASC を調製し、その培養上清を

継代 2、4、6、8 代目に採取した。各培養上清における vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A), hepatocyte 

growth factor (HGF), stromal cell-derived factor-1 (SDF-1), matrix metalloproteinase-3 (MMP-3), leptin の濃度を

ELISA 法を用いて測定した。2、免疫不全（SCID）マウス下肢虚血モデルに同一ドナー由来 DFAT, ASC を移植し、

血流改善効果をレーザードップラー血流計にて測定した。 

【結果】1、HGF の分泌量が ASC に比べ DFAT で高い傾向が認められ、そのほかのサイトカインについても ASC と

同等の分泌量が確認された。Leptin の分泌量は高齢者で高い傾向が認められた。また、サイトカイン分泌量は継

代 8 代目まで低下しないことが確認された。2、DFAT は ASC と同等の血流改善効果が認められた。 

【結論】DFAT は ASC と同様の血管新生療法の効果を持ち、高齢者においても自家移植による治療効果が期待で

きることが示唆された。 
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成果発表④ 

 

DFAT 細胞による移植治療のための細胞キャリアの開発 

 

○三浦大輝 1), 2)、 風間智彦 2)、 萩倉一博 2)、 松本太郎 2)、 野呂知加子 1), 2), 3) 

 
1)日本大学大学院生産工学研究科、 3)日本大学生産工学部応用分子化学科、 
2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

 間葉系幹細胞(mesenchymal stem cell :MSC) は、自身が骨・軟骨・平滑筋・脂肪等に分化するだけでなく、組織

の再生力を高める効果のあるタンパク質等を分泌することから、細胞再生移植医療の材料として注目されている。

MSC を損傷部位付近に導入移植し、細胞から分泌される増殖因子等により損傷組織の再生力を高める手法はす

でに検討されているが、細胞を散逸させずに導入局所に長時間留めることが重要となるため、何らかの担体に細

胞を結合させて移植する方が効率的である。哺乳類の脂肪組織から単離した成熟脂肪細胞を天井培養法で脱分

化させることによって得られる DFAT（dedifferentiated fat cell）は、MSC の持つ高い増殖能と多分化性および増殖

因子等の分泌活性が備わっている。本研究では、DFAT による細胞移植治療のために、細胞キャリア材料の検討

とその評価を行った。 

 Cytodex 1 および３(GE ヘルスケアサイエンス)培養担体デキストランビーズを用いた。Cytodex 1 は、表面に

N-N-diethyl amino ethyl group の試薬が用いられ、軽度の正電荷を有する。Cytodex 3 は、Cytodex 1 の表面にコラ

ーゲンがコーティングされている。Cytodex は PBS で膨潤後、 PBS で洗浄し培養に使用した。DFAT 懸濁液

（2x105cells/ml）中に膨潤した Cytodex を加えて接着させた後、20～60rpm の撹拌、インキュベータ内（37℃、CO2 濃

度５％）で 7 日間培養（DMEM＋10%牛血清 FBS＋1%PS）し、Cytodex 1 および Cytodex 3 の細胞保持能力（核染色

Hoechest33342）、細胞の増殖活性(Ki67)、アポトーシスの有無(Tunel 法)について検討した。 

 位相差顕微鏡観察および核染色により、Cytodex 1 および 3 上に細胞が接着していることが確認された。培養 5

日目では、増殖中の細胞に発現する Ki67 はどちらの Cytodex の場合も陽性であり Tunel は陰性であったことから、

細胞が Cytodex 上で増殖していること、アポトーシスは起こっていないことが明らかになった。培養 7 日目になると、

担体上の細胞数が減少しており、細胞の担体からの離脱が示唆された。この現象は Cytodex 3 よりも 1 で顕著であ

った。以上の結果より、Cytodex 1 および 3 は DFAT の細胞移植治療時の担体になり得ることがわかった。 

 次に、Cytodex 上の細胞のサイトカイン遺伝子発現について、検討を行った。2 時間、1 日、2 日、4 日間培養した

キャリア接着培養細胞をキャリアごと回収し、RNA を抽出した。この RNA を鋳型に cDNA を合成し、qPCR にて 5 種

類の血管新生因子（HGF,VEGF,PDGF-B,TGF-β,hbFGF）遺伝子発現を測定した。その結果 4 種類（VEGF、HGF、

hbFGF、TGF-β）の遺伝子発現が認められたが、PDGF-Bは本実験における培養環境と PCRのサイクル数では観

測されなかった。これらの結果は、通常培養時における Hunam-DFAT の結果と同様の傾向であった。移植下組織

中など低酸素下では、これらのサイトカインの産生が増強することが知られているので、低酸素培養下での検討が

さらに必要である。 

 一方、生体適合性と生分解性があり、GMP グレードで製造されているＰＬＧＡ（DL-乳酸-グリコール酸共重合体）

ポリマープレート上で、ＤＦＡＴ細胞が接着、増殖することを確認した。蛍光核染色色素(NucRed® Live 647 

ReadyProbes® Reagent, ThermoFisher)で処理し蛍光顕微鏡画像からセルカウントをしたところ、培養日数増加によ

り細胞数が増加した。さらに、プレートをゼラチンやポリリジンでコーティング処理すると、より細胞が接着しやすくな

ることが分かった。 
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成果発表⑤ 

 

ヒト頬脂肪体由来脱分化脂肪細胞調整時の酵素濃度の検討 

 

鶴町仁奈 1)、 ○秋田大輔 2)、 加野浩一郎 3)、 松本太郎 4)、 鳥海 拓 5)、 風間智彦 4)、 外木守雄 6)、  

沖 嘉尚 3)、 齊藤瑛子 1)、 清水典佳 1)、 本田雅規 7) 

 
1)日本大学歯学部歯科矯正学講座、 2)日本大学歯学部歯科補綴学第Ⅱ講座、  
3)日本大学生物資源科学部動物資源科学科、 4)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野， 
5)日本大学歯学部解剖学第Ⅱ講座、 6)日本大学歯学部口腔外科講座、 7)愛知学院大学歯学部口腔解剖学講 

 

 

【目的】脂肪組織から単離できる成熟脂肪細胞を天井培養することで非対称分裂にて現われる脱分化脂肪（DFAT）

細胞は、高い増殖能と多分化能を有することが報告されている。従来、成熟脂肪細胞の大きさは約 100μm 前後と

定義づけられていたが、我々は頬脂肪体由来の 40μm 未満の成熟脂肪細胞画分から DFAT 細胞を調整する事で、

従来よりも有意に早く骨芽細胞へ分化する事を報告した。しかしながら、この小さな成熟脂肪細胞を調整する際の

適切な酵素条件に関する報告はこれまでにない。そこで、本研究では、コラゲナーゼ濃度による差異が脱分化脂

肪細胞の調整に及ぼす影響について検討することを目的に以下の研究を計画した。 

【材料および方法】日本大学歯学部付属歯科病院口腔外科を受診した健常な男女 10 名からヒト頬脂肪体を摘出し、

0.01%、0.02%、0.1%、0.5%コラゲナーゼ溶液に分けて酵素処理後、遠沈管上部に浮遊した脂肪細胞数と直径を測定

した。その後、単離された成熟脂肪細胞を天井培養し、DFAT 細胞を調整した。１週間後フラスコを反転し、その 3

日後に継代した際の細胞数を測定した。さらに 0.1%と 0.02%で酵素処理して調整したＤＦＡＴ細胞の遺伝子発現、細

胞表面抗原、細胞周期、骨芽細胞および脂肪細胞への分化能について検討し、特性を比較した。 

【結果および考察】0.02%コラゲナーゼ濃度で酵素処理したグループが他のグループと比較して 2.5 倍以上の脂肪細

胞数が計測され、その多くは直径 30μm 以下であった。また、第一継代の DFAT 細胞数は 0.02%で酵素処理したグ

ループが最も多かった。さらに、002%と 0.1%の濃度で調整したＤＦＡＴ細胞の遺伝子発現、細胞表面抗原、細胞周期

および脂肪細胞への分化能に有意な差はみられなかったが、骨芽細胞誘導におけるアルカリホスファターゼ活性

は 0.02%で調整したグループが高い傾向を示した。 

【結論】本研究より、0.02%の酵素処理したグループが小さな成熟脂肪細胞を多く獲得できるだけでなく、0.1%で調整

した DFAＴ細胞と差異がなかったことから、至適酵素濃度は 0.02%であることが示唆された。一連の結果からＤＦＡＴ

細胞を口腔領域に臨床応用する際の具体的な酵素処理条件が確立された。 
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成果発表⑥ 

 

脱分化脂肪細胞(DFAT)移植による免疫性腎炎の改善効果 

 

○丸山高史 1)、 福田 昇 1) 3)、 松本太郎 2)、 東 龍英 1)、 深澤みゆき 1)、 遠藤守人 4)、 岡田一義 1)、  

  河内 裕 5)、 阿部雅紀 1) 

 
1)日本大学医学部内科学系腎臓高血圧内分泌内科学分野、 2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野、 
3)日本大学大学院総合科学研究科生命科学、 4)八戸大学人間健康学部人間健康学科、 
5)新潟大学医歯学総合研究科附属腎研究施設分子病態学分野 

 

 

【目的】本学で開発され間葉系幹細胞と同等の多分化能を持つ DFAT を 3 種類の腎障害モデル動物に移植してそ

の効果を検討した。 

【方法】各腎障害モデルに DFAT を移植、1 ヵ月後に腎障害の改善効果を評価した。移植は他家移植で行い、移植

経路は DFAT を腎動脈から腎に直接移植する群と、尾静脈から全身投与する 2 群を設けた。 

【結果】①抗体を用いて腎症を発症させる MoAb1-22-3 誘発腎炎では、腎動脈群より尾静脈投与群の方がより腎

症が改善した。移植により血清中 TSG-6 濃度は有意に上昇し、腎内 TSG-6、TNF-α の mRNA 発現は有意に上

昇、IL-6 と IL-12β は抑制されていた。脾臓内の T reg は有意な変化は無かった。さらに以下の追加実験を行った。

in vitro で DFAT に TNF-α を添付すると培養上清中 TSG-6 濃度は有意に上昇した。DFAT と SHR-SP のメサン

ギウム細胞をトランスウエルで共培養した場合、TSG-6 の細胞内発現は亢進していた。そこで TSG-6 の発現を 

siRNA でノックダウンした DFAT を腎炎ラットに細胞移植したが、前述した腎炎の改善効果が消失した。また

MoAb1-22-3 誘発腎炎に DFAT の細胞移植を自家移植で尾静脈から行った場合、効果は他家移植と同等であった。

②免疫反応を腎症の本態としない抗癌剤によるアドリアマイシン腎症では DFAT 細胞移植による腎症改善効果は

観られなかった。③ANCA 関連腎炎モデルである SCG マウスに DFAT 細胞移植した場合、血中の TSG-6 の上昇、

生存率の改善、尿蛋白改善効果が認められた。 

【結論】DFAT の細胞移植は TSG-6 を中心とした免疫調整作用で ANACA 関連腎炎など自己免疫性腎炎に臨床応

用出来る可能性がある。 
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成果発表⑦ 

 

成熟脂肪細胞の脱分化による性質変化に対するビタミン D シグナルの影響 

 

○石澤通康 1）、 風間智彦 2）、 松本太郎 2）、 槇島 誠 1） 

 
1)日本大学医学部生体機能医学系生化学分野、 2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

[背景] 

リガンド依存性転写因子であるビタミン D 受容体(Vitamin D receptor ; VDR)は、血中カルシウム濃度の維持や骨代

謝活性化など、生体内カルシウム恒常性維持に重要な活性型ビタミン D の受容体であり、核内受容体スーパーフ

ァミリーの一種である。近年、活性型ビタミン D が前駆脂肪細胞の分化を促進することや、VDR 欠損マウスでは脂

肪蓄積が少ないという特徴が見られるなど、ビタミン D-VDR シグナルの脂肪細胞分化への影響が示唆されていた

ことから、本研究では成熟脂肪細胞が脱分化過程において性質変化する際のビタミン D シグナルの影響を検討し

た。 

[方法と結果]  

天井培養 1 週間後の成熟脂肪細胞において、脂肪細胞のマーカー分子である peroxisome proliferator activated 

receptor γ2 (Pparγ2)、CCAAT-enhancer-binding protein α (C/ebpα)、C/ebpβの mRNA レベルが減少した。

活性型ビタミン D 添加培地ではこれら脂肪細胞マーカー分子の発現減少が軽減された。VDR 欠損マウスにおいて

も、天井培養 1 週間後で、野生型マウスと同様に脂肪分化マーカーの発現レベルが減少したが、脂肪分化マーカ

ーの発現レベルは野生型よりも低かった。 

ブタの成熟脂肪細胞の脱分化過程で発現増加する Fibronectin 1 (Fn1), Platelet-derived growth factor α (Pdgf

α), Pdgfβ, Integrin α5 (Itgα5)は、マウス成熟脂肪細胞の脱分化過程でも発現増加するが、活性型ビタミン D 添

加により、更に発現が増加した。 

[結語と展望] 

ビタミン D シグナルは脱分化過程において発現低下する分子の発現を軽減するだけでなく、発現増加する分子の

発現を促進した。ビタミンDシグナルは脱分化脂肪細胞の性質に影響することが予想されるため、今後は脱分化脂

肪細胞の再分化能への検討を加えていく。 
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成果発表⑧ 

 

培養表皮移植時の脱分化脂肪細胞(DFAT)投与による基底膜構築促進 

 

○副島一孝 1)、樫村 勉 1)、風間智彦 2)、松本太郎 2)、仲沢弘明 1) 

 
1)日本大学医学部形成外科学系形成外科学分野、 2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【目的】自家培養表皮(JACE®, J-TEC 社製)は本邦ではじめて認可された再生医療製品であり、広範囲重傷熱傷

の治療に対して保険適応となっている。全層皮膚欠損創である III 度熱傷創への自家培養表皮移植に際しては予

め凍結保存同種真皮あるいは人工真皮による真皮再構築が前提となるが、現状では再建真皮上への自家培養表

皮の長期生着率不良が課題である。そこで、全層皮膚欠損創の再建真皮上への自家培養表皮移植生着への

DFAT の効果ついて検討を行った。 

【方法】 LWD 系 SPF ブタより全層皮膚、皮下脂肪を採取して Green 型培養表皮および DFAT 細胞を調整した。同

一個体ブタの背部に III 度熱傷創を模して脂肪露出全層皮膚欠損創を作成し、予め凍結保存した同種皮膚あるい

は人工真皮(Pelnac、グンゼ)により真皮再建を行い、対照群(未治療)と DFAT 治療群（ 0.5X105cell/cm2）を作成し

た。その 10 日後に再建真皮上に自家培養表皮を移植した。培養表皮移植後 14 日目に開創して評価を行った。 

【結果】肉眼的所見、光顕所見では 2 群間に明らかな差は無かった。表皮真皮接着層の TEM 像で、DFAT 群で基

底膜(BM)構築と anchoring fibril(AF)形成が促進されていた。免疫染色像では collagen IV は全群陽性、laminin は対

照群で弱発現 DFAT 群で強発現であった。 

【結論】DFAT 群では、培養表皮移植後の表皮真皮接着層に laminin の発現促進が見られ、BM、AF の形成促進が

認められた。DFAT が培養表皮生着促進に有用であることが示唆された。 
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成果発表⑨ 

 

下肢虚血モデルに対する脱分化脂肪細胞(DFAT)自家移植の有効性の検討 

 

○河野通成 1)、 河内秀臣１)、 前田英明１)、 田中正史１)、 山元智衣２) 、 松本太郎２) 

 
1)日本大学医学部外科学系心臓血管外科学分野、 2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 
 

【背景】脱分化脂肪細胞 DFAT は成熟脂肪細胞を脱分化させて得られる細胞で、高い自己増殖能と間葉系幹細胞

様の高い分化能を有することが報告されている。本研究では下肢虚血モデルに対する DFAT 自家移植での虚血改

善および血管再生能を検討し、さらに凍結・解凍後の DFAT 自家移植での有効性を検討した。 

【方法】１．ブタ下肢虚血モデルに対する DFAT 自家移植での虚血改善および血管再生能を TcPO2、血管密度測定

で評価。２．ウサギ下肢虚血モデルに対する DFAT 自家移植、凍結・解凍後 DFAT 自家移植での虚血改善および

血管再生能を TcPO2 で評価。 

【結果】１．DFAT 肢は Control 肢と比較し、移植 1、2 週後で有意に TcPO2 が回復した。虚血筋組織の免疫組織学

的検討では平滑筋αアクチン陽性を示す成熟度の高い微小血管が DFAT 肢で有意に増加した。 ２．DFAT 肢は

Control 肢と比較し有意に TcPO2 が回復した。また凍結・解凍後 DFAT 自家移植も Control 肢と比較し有意に

TcPO2 が回復した。 

【結論】DFAT の自家移植は移植後早期の虚血改善の効果を示す傾向が明らかになり、凍結・解凍後 DFAT 自家

移植も同様の傾向が明らかとなった。 DFAT は高齢者や骨髄炎合併症例からも低侵襲性に調製できるため、難治

性末梢血管病に対する細胞治療の細胞源として期待できる。DFATの臨床応用によって下肢切断を余儀なくされた

ような患者に対して DFAT 移植により救肢できる可能性が示された。 
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成果発表⑩ 

 

脱分化脂肪細胞（DFAT）に由来するエクソソームの解析と 

椎間板髄核細胞に対する作用 

 

○冨塚孔明 1) 2) 風間智彦 2) 徳橋泰明 1)  松本太郎 2) 

 
1)日本大学医学部整形外科、 2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【目的】われわれは成熟脂肪細胞を天井培養することによって得られる脱分化脂肪細胞（dedifferentiated fat cell : 

DFAT）が間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cell: MSC）と同等の多能性を有することを報告してきた。近年、細胞

が分泌する細胞外小胞であるエクソソームが細胞間コミュニケーションに重要な役割を果たすことが報告されてい

る。今回われわれは DFAT の培養上清からエクソソームを抽出し、エクソソームが内包する miRNA の網羅的解析と、

エクソソームが椎間板髄核細胞に及ぼす作用について検討した。 

【方法】同一ドナーに由来するヒト皮下脂肪組織から DFAT と ASC を調製した。それぞれ 2 日間培養後、培養上清

を回収し、濃縮試薬を用いてエクソソームを分離・濃縮した。分離したエクソソームから total RNA を抽出し、miRNA

マイクロアレイ法を用いて網羅的な miRNA 遺伝子発現解析を行った。また DFAT 及び ASC 由来エクソソームを

PKH67 で蛍光標識後、培養ウサギ NP cell へ添加し、細胞内への取り込みを蛍光顕微鏡にて観察した。DFAT 及び

ASC 由来エクソソームを培養 NP cell へ添加し、NP cell の細胞増殖能に及ぼす影響を経時的に評価した。さらにエ

クソソーム添加による NP cell の軟骨関連遺伝子の発現変化をリアルタイム RT-PCR 法にて評価した。 

【結果】miRNA マイクロアレイによる網羅的解析の結果、DFAT 由来エクソソームと ASC 由来エクソソームは近似し

た miRNA 発現プロファイルを示した。NP cell に対し作用を及ぼすことが報告されている miRNA が 7 つ検出され、

この中で細胞外基質産生促進作用が報告されている miR-93-5p が抽出された。DFAT、ASC 由来エクソソームは

どちらも NP cell への取り込みが認められた。細胞増殖アッセイの結果、DFAT 由来エクソソーム群では培養液を添

加したコントロール群と比較し、NP cell の増殖能が有意に増加した。リアルタイム RT-PCR 法による遺伝子発現解

析では、DFAT および ASC 由来のエクソソームを添加することにより NP cell における Versican、Collagen type I、

Sox9 の遺伝子発現が有意に増加した。 

【結論】DFAT 由来エクソソームには ASC と類似した多くの miRNA が内包され、椎間板髄核細胞に取り込まれ、細

胞増殖能を促進させ軟骨関連遺伝子の発現を増加させることが明らかになった。DFAT 由来エクソソームは椎間板

変性症に対する治療効果が期待できる。 
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特別講演 

 

細胞ファイバ技術が拓く３次元組織形成と細胞治療への展開 

 

竹内 昌治 先生 

 

東京大学生産技術研究所 

 

 

微小な流路を用いて作製したハイドロゲルのファイバ内に、細胞を 3 次元的に培養する方法について紹介する。フ

ァイバはコアシェル型の形態を所持しており、コアは細胞や細胞外マトリックス、シェルはアルギン酸カルシウムか

ら構成される。コア直径は 100 ミクロン程度であり、内部の 3 次元組織に養分を拡散によって供給できるため、中心

壊死することなく、長期間の培養することができる。これにより、血管、神経、筋肉などのファイバ状の組織を細長く

形成できたり、それら異種組織が結合された構造体もできるようになってきた。また、ファイバを編んだり巻いたりす

ることにより高次の組織を形成できることが分かった。さらに、膵島細胞などをファイバに内包すれば、糖尿病治療

に有効な低侵襲の移植片として使えることも分かってきた。講演では、これら細胞ファイバの最近の成果について

概説するとともにその応用可能性を議論する。 

 

References: 

1. Nobuhito Mori et al.: Skin integrated with perfusable vascular channels on a chip, Biomaterials, vol. 116, pp. 48–

56, 2017     

2. Hiroaki Onoe et al.: Differentiation Induction of Mouse Neural Stem Cells in Hydrogel Tubular 

Microenvironments with Controlled Tube Dimensions, Advanced Healthcare Materials, vol. 5(9), pp. 1104–1111, 

2016  

3. Amy Y. Hsiao et al.: 3D Tissue Formation of Unilocular Adipocytes in Hydrogel Microfibers, Advanced 

Healthcare Materials, vol. 5(5), pp. 548–556, 2016 

4. Keiko Sugai et al.: Neural Stem/Progenitor Cell-Laden Microfibers Promote Transplant Survival in a Mouse 

Transected Spinal Cord Injury Model, Journal of Neuroscience Research, vol. 93(12), pp. 1826–1838, 2015 

5. Shigenori Miura et al.: Fluid shear triggers microvilli formation via mechanosensitive activation of TRPV6, Nature 

Communications, vol. 6, 8871, 2015 

6. Amy Hsiao et al.: Smooth Muscle-like Tissue Constructs with Circumferentially Oriented Cells Formed by the 

Cell Fiber Technology, Plos ONE, doi: 10.1371/journal.pone.0119010, 2015 

7. M. Negishi-Kato et al.: Millimeter-sized neural building blockssho for 3D heterogeneous neural network 

assembly, Advanced Healthcare Materials, vol. 2(12), pp. 1564–1570, 2013 

8. Yuya Morimoto et al.: Three-Dimensional Neuron-Muscle Constructs with Neuromuscular Junctions, 

Biomaterials, vo. 34(37), pp. 9413–9419, 2013 

9. Hiroaki Onoe et al.: Metre-long Cellular Microfibres Exhibit Tissue Morphologies and Functions, Nature 

Materials, vol.12, pp. 584–590, 2013 
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プログラム 

 

１． 開会の挨拶 （10:00〜10:05） 

 

２． 成果発表 午前の部 (10:05〜12:00) 発表 10 分・討論 5 分  

  座長： 野呂 知加子 （日本大学生産工学部応用分子化学科） 

 

①椎間板変性症に対する脱分化脂肪細胞（DFAT）移植の治療効果 

中山渕志、宮方啓行、小山公行、風間智彦、徳橋泰明、松本太郎 

 

②DFAT(dedifferentiated fat cell) derived exosome の免疫抑制能 

小野賀功、小沼憲祥、金澤剛二、土方浩平、日高綾乃、後藤俊平、越永従道、松本太郎 

 

③免疫異常に起因する進行性腎障害に対する脱分化脂肪細胞を用いた細胞治療の開発 

丸山高史、宇都宮慧、深澤みゆき、常見明子、遠藤守人、松本太郎、福田昇、阿部雅紀 

 

  座長： 槇島 誠 （日本大学医学部生体機能医学系生化学分野） 

 

④脱分化脂肪細胞 DFAT における造腫瘍性に関する安全性評価 

風間智彦、長岡悠紀、山元智衣、萩倉一博、加野浩一郎、相川佳之、松本太郎 

 

⑤DFAT の血管新生効果と壁細胞分化についての検討 

萩倉一博、渡邉拓史、後藤俊平、石川三友紀、長岡悠紀、山元智衣、風間智彦、松本太郎 

 

⑥脱分化脂肪細胞(DFAT)の臨床用製造と細胞治療への応用 

山元智衣、李予昕、風間智彦、長岡悠紀、萩倉一博、大野聡子、松本太郎 

  

３． 休憩 (12:00〜13:00) 

 

４． 成果発表 午後の部 (13:00〜14:00) 発表 10 分・討論 5 分 

  座長： 福田 昇 （日本大学医学部内科学系腎臓高血圧内分泌内科学分野） 

 

⑦胎児付属物由来幹細胞から分泌する Exosome の免疫抑制能の検討 

金澤剛二、小野賀功、谷川俊太郎、大熊啓嗣、下澤克宜、平井麻衣子、小沼憲祥、谷ケ崎博、松本太郎、髙橋 昌里 

 

⑧脱分化脂肪細胞(DFAT)の自家培養表皮生着促進効果に関する検討 

副島一孝、樫村 勉、風間智彦、松本太郎、仲沢弘明 

 

⑨脱分化脂肪細胞を用いた変形性膝関節症に対する細胞治療 

遠藤則行、風間智彦、徳橋泰明、松本太郎 

 

⑩脱分化脂肪細胞による血流不全組織の救済効果に関する検討 

樫村勉、副島一孝、風間智彦、仲沢弘明、松本太郎 

 

５． 特別講演 (14:00〜15:00) 

  座長： 松本 太郎 （日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野） 

 

臍帯由来間葉系細胞の特長と臨床応用 

東京大学医科学研究所附属病院 セルプロセッシング･輸血部 

准教授  長村(井上) 登紀子 先生 

 

 ６.    閉会の挨拶 
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成果発表① 

 

椎間板変性症に対する脱分化脂肪細胞（DFAT）移植の治療効果 

 

○中山渕志 1)、 宮方啓行 1)、 小山公行 1)、 風間智彦 2)、 徳橋泰明 1)、 松本太郎 2) 

  
1)日本大学医学部外科学系整形外科学分野、 2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【目的】我々は皮下脂肪組織から単離した成熟脂肪細胞から調整される脱分化脂肪細胞(Dedifferenciated fat cell: 

DFAT)が高い増殖能と間葉系幹細胞（Mesenchymal stem sell; MSC）と同等の多分化能を示すことを報告している。

今回、人工的に椎間板変性を生じさせたラットの椎間板に DFAT を移植し、椎間板高の定量及び変性した椎間板

の再生効果を示すかについての検討を行った。 

【方法】体重約 300g、約 12 週齢の雄性 Sprague-Dawley(SD)ラットに対して、急性炎症モデルとして、尾椎椎間板を

21G 針にて経皮的椎間板穿刺を行い、慢性炎症モデルとして、受動喫煙ボックス内で１日 20 本のタバコを 8 週間

吸わせることで、椎間板変性モデルを作製した。椎間板穿刺モデルに対しては穿刺 1 週間後に DFAT（5 x 104 / 50 

l Phosphate buffered saline (PBS), DFAT 群)または同量の PBS（50 l, PBS 群）を移植した。移植後、X 線透視装

置下に椎間板高の測定を行い、椎間板高の変化% Disc height index (%DHI)を算出した。また、移植 4 週および 8 週

間後に尾椎の切片標本を作製し、collagenase 染色、HE 染色、CD24 染色及び Green fluorescent protein (GFP)トラ

ンスジェニックラットを用いた GFP と CD24 に対する蛍光二重免疫染色を行い椎間板細胞の再生能や増殖能につ

いて評価した。 

受動喫煙モデルに対しては、DFAT 群には DFAT 1×106/0.5ml PBS を二週間おきに計 4 回尾静脈より投与し、PBS

群には同量の PBS を投与し、Control 群は PBS と DFAT の投与は行わなかった。移植後、DMMB 法によるプロテ

オグリカン定量を行った。また、移植 8 週間後に尾椎の切片標本を作製し、HE 染色、Alcian blue 染色、Elastica von 

Gieson (EVG)染色を行い、椎間板変性症に対する再生効果について評価した。 

【結果】椎間板穿刺モデルにおいて PBS 移植群と比較して DFAT 移植群は%DHI が有意に高値となり、椎間板高の

狭小化が抑制され、椎間板間隙の高さが保持される傾向が認められた。受動喫煙モデルにおいてプロテオグリカ

ン量を比較したところ、DFAT 群は PBS 群に比べプロテオグリカン量の減少が抑制される傾向にあることが示され

た。病理組織学的検討では、椎間板穿刺モデルでは DFAT 移植群の一部に、椎間板辺縁に不定形の腔胞をもつ

分葉状の髄核様細胞集団が認められ、GFP と CD24 に対して二重陽性を示す細胞が多数認められた。受動喫煙モ

デルにおいては、DFAT 群は PBS 群に比較し髄核構造が保たれる傾向であった。 

【結論】DFAT は椎間板変性症に対する新たな細胞治療用細胞ソースとして有望であり、椎間板再生の有効な治療

となる可能性が示唆された。また、今後そのメカニズムの解明が椎間板再生治療への新たなる可能性を示唆する

ものと思われる。  
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成果発表② 

 

DFAT(dedifferentiated fat cell) derived exosome の免疫抑制能 

 

○小野賀功 1, 2)、 小沼憲祥 2)、 金澤剛二 3)、 土方浩平 2)、 日高綾乃 2)、 後藤俊平 2)、 越永従道 2)、 松本太郎 1) 

 
1)日本大学医学部機能形態学系細胞再生移植医学分野、 2)日本大学医学部小児外科、 
3)日本大学医学部小児科 

 

【背景】細胞間情報伝達に細胞外小胞(extracellular vesicles : exosome)が間葉系幹細胞(MSC)から放出され、内部

の miRNA を標的細胞に運搬することで、組織障害の修復や免疫抑制能を発揮し治療効果をもたらす報告がされて

いる。例えば、MSC exosome が末梢血の T リンパ球に対して Th1 から Th2 への変換を起こし、Th17 を抑制し、制

御性 T 細胞(Treg)を誘導する報告がされている。Th17 優位のリンパ球分画が病因とされる炎症性腸疾患(特に

Crohn 病)において間葉系幹細胞由来の exosome の治療応用が期待されている。我々は成熟脂肪細胞を脱分化

培養することで得られる細胞(脱分化脂肪細胞 : DFAT)が MSC に酷似した機能を持つことを示してきた。DFAT は

MSC に比較して侵襲性が低く採取でき、細胞の均一性が高いために用いやすい。今回 DFAT から放出される

exosome の持つ免疫制御能について検討したので報告する。 

【方法】まずは DFAT 及び ASC から分泌される exosome の存在を電子顕微鏡、Western blot で証明した。DFAT、

ASC derived exosomeに内包するmiRNAの網羅的解析を行いTリンパ球分化に関わるmiRNAの存在を確認した。 

次に exosome のヒト末梢血リンパ球への取り込み、共培養において DFAT、ASC derived  exosome にリンパ球増

殖抑制能があることをフローサイトメトリーで示した. さらに臍帯血 naïve T 細胞に T リンパ球サブセットの分化誘導

をかけ DFAT、ASC derived  exosome が、リンパ球の Treg への分化誘導を促進し、Th17 への分化誘導を抑制す

ることを示した。 

【結論】DFAT、ASC derived  exosome が炎症性腸疾患に対し治療効果を示す可能性を示唆するものである。 
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成果発表③ 

 

免疫異常に起因する進行性腎障害に対する脱分化脂肪細胞を用いた細胞治療の開発 

 
○丸山高史 1)、 宇都宮慧 1)、 深澤みゆき 1)、 常見明子 1)、 遠藤守人 2)、 松本太郎 3)、 福田昇 1)、 阿部雅紀 1) 

 
1)日本大学医学部内科学系腎臓高血圧内分泌内科学分野、 2)八戸学院大学健康医療学部人間健康学科、 
3)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【目的】本学で開発された成熟脂肪細胞の脱分化によって得られる脱分化脂肪細胞(Dedifferentiated Fat Cell ; 

DFAT)は間葉系幹細胞と同等の多分化能を有する。我々は免疫異常に起因した進行性腎障害モデルである単ク

ローン抗体 1-22-3 誘発腎炎ラットに対する DFAT 細胞移植の治療効果について報告してきた。この疾患モデルは

ラット特有のモデルである。この技術を臨床応用化するにあたり今回我々はヒトにも存在して免疫異常を病因とす

る、また進行性腎障害を呈し予後不良疾患である ANCA 関連腎炎のモデル動物に対して DFATの細胞移植を行い、

効果およびその機序について検証した。【方法】SCG/ThpNkc マウスは急性進行性糸球体腎炎である ANCA 関連

腎炎を発症する事が報告されている。８週齢の SCG/ThpNkc マウスに DFAT を静脈投与、細胞移植を施行して 1

ヵ月後に移植の効果判定および作用機序解明のため、尿や血液および腎臓・脾臓・肝臓・心臓・肺・腫大リンパ節

の各種臓器を採取し、尿蛋白量や血清尿素窒素、血清クレアチニン値や ANCA 抗体値の測定、また腎の組織評価

や腎臓・肺の real-time PCR を行い TSG-6 や IL-1、IL-6、TNF-αの測定、また FACS 解析を行い Treg と Th-17

を測定した。【結果】DFAT 移植群は無治療群と比較して、生存率が上昇した。DFAT 移植群では無治療群と比較し

て、尿蛋白量と血清 ANCA 値が減少し、血液中の TSG-6 濃度の有意な上昇を認めた。【結論】DFA 細胞移植はモ

デルマウスにおいて ANCA 関連腎炎を改善させた。その機序の一つに TSG-6 の発現増加による免疫調整作用が

考えられた。DFAT 細胞移植を ANCA 関連腎炎の治療法として臨床応用出来る可能性が示唆された。 
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成果発表④ 

 

脱分化脂肪細胞 DFAT における造腫瘍性に関する安全性評価 

 

○風間智彦 1)、 長岡悠紀 1)、 山元智衣 1)、 萩倉一博 1)、 加野浩一郎 2)、 相川佳之 3)、 松本太郎 1) 

 
1)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野、 
2)日本大学生物資源科学部応用生物科学科動物生体機構学研究室、 
3)湘南美容クリニック 

 

 

【背景】再生医療・幹細胞技術の産業化においては、臨床応用に向けて効果・安全性をともに担保した有用な幹細

胞の供給が待たれている。ヒト細胞加工製品の安全性指標としては、特に腫瘍原性に関する安全性評価が重要で

あり、造腫瘍性否定試験の実施が求められている。我々は成熟脂肪細胞を天井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細胞（Mesenchymal stem cell: MSC）と同等の

多分化能を示すことを報告してきた。DFAT は臨床応用における低コストかつ高品質な多分化性をもった細胞とし

て利用でき、MSC 同様、様々な疾患に適応拡大可能である。本研究の目的として、DFAT の臨床応用に向けた重

要課題である造腫瘍性について評価した。【方法】３例のドナーより調製したヒト DFAT の染色体核型解析およびテ

ロメラーゼ活性測定を行なった。また、成熟脂肪細胞から DFAT への脱分化過程におけるゲノムコピー数の変化を

CGH マイクロアレイにて解析するとともに、既知の癌関連遺伝子（計 92 遺伝子）のプロモーター領域 CpG アイラン

ドにおける DNA メチル化修飾を MassARRAY 法にて解析した。また、DFAT の造腫瘍性試験を行うにあたり、足場

非依存性増殖能をみるため、軟寒天コロニー形成試験と NOG マウス皮下移植試験を実施した。【結果】検討したす

べての細胞で、正常ヒト染色体数の 46 であり、明らかな染色体構造の異常はなく、テロメラーゼ活性の亢進がない

ことを明らかにした。CGH マイクロアレイ解析の結果、DFAT のゲノムコピー数のプロファイルは成熟脂肪細胞とほ

ぼ一致していた。DNA メチル化解析の結果、脱分化に伴う特徴的なメチル化変動は、検討した癌関連遺伝子群の

中では全く確認されなかった。また、軟寒天コロニー形成試験結果において、足場非依存性増殖能を有さないこと

を示し、NOG マウス皮下移植試験においても腫瘍性変化は認めなかった。【結論】脱分化培養による明らかな染色

体異常やゲノムコピー数の変化、テロメラーゼ活性亢進、癌関連遺伝子の DNA メチル化変化は認められなかった。

また、軟寒天コロニー試験ならびに NOG マウス皮下移植試験より造腫瘍性を認めず、安全に移植できることが示

唆された。DFAT は低侵襲性で安全性が高い細胞治療を可能とする細胞源として期待できると考える。 
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成果発表⑤ 

 

DFAT の血管新生効果と壁細胞分化についての検討 

 

○萩倉一博、 渡邉拓史、 後藤俊平、 石川三友紀、 長岡悠紀、 山元智衣、 風間智彦、 松本太郎 

 

日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【背景】 我々は、コラゲナーゼ処理した脂肪組織を天井培養することにより得られる細胞を DFAT (Dedifferentiated 

fat cells)と呼び、これらの細胞は MSC（Mesenchymal stem cell）と同様に多分化能を有することを報告した。また

DFAT をマウス下肢虚血モデルへ移植すると、虚血部位の血流が改善することを報告した。DFAT の血管新生効果

について、DFAT を低酸素培養すると VEGF, HGF などの血管新生因子を分泌することは報告しているが、DFAT と

血管内皮細胞の相互作用については不明な部分が多い。今回我々は、DFAT と血管内皮細胞を共培養することで、

DFAT の血管新生能および血管構成細胞への分化能について検討した。 

【方法】1.マウス成熟脂肪細胞の天井培養を行い、DFAT を作成する。 2.血管内皮細胞と DFAT との共培養により

血管内皮細胞の遊走能・増殖能・管腔形成能の変化を評価する。 3.血管内皮細胞と DFAT との共培養により

DFAT における壁細胞マーカーの発現を qPCR、免疫染色で評価する。 4.TGF-β刺激および SMAD2/3 阻害にお

ける DFAT の血管壁細胞マーカーの発現を qPCR、免疫染色で評価する。 

【結果】 血管内皮細胞はマウス DFAT の存在下で遊走能・増殖能が亢進した。またコラーゲンゲル内で血管内皮

細胞と DFAT を３次元培養すると、DFAT は血管内皮細胞の管腔形成能を亢進させ、管腔周囲に遊走・接着した。

また内皮細胞との共培養により DFAT の壁細胞マーカーNG2 の発現が亢進した。DFAT の NG2 発現は TGF-β刺

激で促進し SMAD2/3 阻害薬で抑制された。 

【結論】DFAT は血管内皮細胞の遊走能・増殖能・管腔形成能を促進した。また DFAT は血管構成細胞である壁細

胞へ分化する可能性が示唆された。 
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成果発表⑥ 

 

脱分化脂肪細胞(DFAT)の臨床用製造と細胞治療への応用 

 

○山元智衣、 李予昕、 風間智彦、 長岡悠紀、 萩倉一博、 大野聡子、 松本太郎 

 

日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

脱分化脂肪細胞（DFAT）は間葉系幹細胞（MSC）同様、組織を構成する細胞の活性に必要な液性因子を効果的に

分泌することで、組織修復作用、血管新生作用、免疫制御作用を有する細胞である。また高い増殖能を有し MSC

と比べ均一性が高く、わずかな脂肪組織から大量の細胞を調整できることから、実用性の高い再生医療用細胞に

なり得ると期待できる。特に血管新生に関しては様々な確証が得られており、各種動物モデルを用いた実験では

DFAT 移植により、虚血肢に成熟した血管の増加が確認されている。これらのことより DFAT を用いた重症下肢虚

血に対する血管新生細胞治療への臨床応用を目指し、基礎研究によって確立した方法を臨床用に改良および品

質管理方法を検討している。 

再生医療に関しては、平成 26 年 11 月より施行された「再生医療等の安全性の確保等に関する法律」（再生医療等

安全性確保法）により、臨床に用いる場合は厚生労働省へ再生医療等提供計画書の届出が義務付けられている。

さらに再生医療に用いる細胞を培養する場合、特定細胞加工物の製造許可申請を行い、細胞培養加工施設ごと

に厚生労働省の許可を受ける必要があり、2017 年に「日本大学医学部リサーチセンターCPF」として厚生労働省よ

り再生医療用細胞の特定細胞培養加工施設の許可認定を受け、施設番号を付与された。 

我々は、再生医療安全性確保法に基づく培養施設として、日本大学医学部リサーチセンターCPF 内に設置された

セルプロセッシング・アイソレーターを用いた臨床用ヒト DFAT 作成方法の開発を行い、ボランティアから採取した脂

肪組織を用いたヒト DFAT の大量培養が可能であることを確認した。 

今後、上記 CPF においてセルプロセッシング・アイソレーターを利用した、再生医療安全性確保法下での臨床用

DFAT の製造技術の確立、標準化を行い、再生医療等提供計画の届出を経て早期の臨床応用を目指したい。 
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成果発表⑦ 

 

胎児付属物由来幹細胞から分泌する Exosome の免疫抑制能の検討 

 

○金澤剛二 1)、 小野賀功 2)、 谷川俊太郎 1)、 大熊啓嗣 1)、 下澤克宜 1)、 平井麻衣子 1)、 小沼憲祥 2)、 

谷ケ崎博 1)、 松本太郎 3)、 髙橋昌里 1) 

 
1)日本大学医学部小児科学系小児科学分野、 2)日本大学医学部外科学系小児外科学分野、 
3)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【目的】間葉系幹細胞（MSC）が細胞外小胞（Exosome）を分泌し、含有するマイクロ RNA（miRNA）を標的細胞へ運

搬することで、組織修復や免疫抑制能をもたらすことが明らかにされているが、胎児付属物由来 MSC から分泌さ

れる Exosome が免疫抑制能をもつかは明らかでない。本研究では胎児付属物より羊膜間質由来 MSC（AM-MSC）

および臍帯 Wharton’s Jelly 由来 MSC（WJ-MSC）から分泌された Exosome を抽出して、それらの T 細胞増殖抑制

能や制御性 T 細胞（Treg）の分化に関わる効果を検討した。【方法】AM-MSC、WJ-MSC から Exosome を抽出し、

透過電子顕微鏡による形態観察とウェスタンブロット法によるExosome特異的マーカー（CD63）の検出を行った。ま

た、それぞれの Exosome（AM-MSC Exo、WJ-MSC Exo）から RNA を抽出し、含有する miRNA の発現を miRNA マ

イクロアレイにて解析した。AM-MSC Exo、WJ-MSC Exo を CFSE 標識したヒト末梢血単核球に添加し、抗 CD3/28

抗体と IL-2 含有培地にて 4 日間培養後、T 細胞増殖能をフローサイトメーターで評価した。次に AM-MSC Exo、

WJ-MSC Exo をヒト臍帯血 CD4 陽性 T 細胞に添加し、抗 CD3/28 抗体と IL-2 含有培地にて 4 日間培養後、ナイ

ーブ T 細胞から Treg 細胞へ分化した割合を定量評価した。【結果】AM-MSC、WJ-MSC 培養上清の抽出液中には、

高純度の Exosome の存在を確認することができた。また AM-MSC、WJ-MSC 由来 Exosome 中には多くの miRNA

が存在し、T リンパ球の増殖抑制や Treg 細胞の分化に関わると報告される複数の miRNA の発現が認められた。

AM-MSC Exo、WJ-MSC Exo は、濃度依存性にヒト T リンパ球の増殖を抑制した。AM-MSC、WJ-MSC との共培養、

または AM-MSC-Exo、WJ-MSC-Exo 添加は、ヒト臍帯血ナイーブ T 細胞から Treg 細胞への分化を促進した。【結

論】AM-MSC や WJ-MSC から分泌された Exosome には免疫制御に関わる複数の miRNA を含有し、T 細胞に効率

良く取り込まれ、T 細胞増殖抑制作用やナイーブ T 細胞から Treg 細胞の分化促進作用を示すことが明らかとなっ

た。 
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成果発表⑧ 

 

脱分化脂肪細胞(DFAT)の自家培養表皮生着促進効果に関する検討 

 

○副島一孝 1)、 樫村 勉 1)、 風間智彦 2)、 松本太郎 2)、 仲沢弘明 1) 

 
1)日本大学医学部形成外科学系形成外科学分野、 2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【目的】自家培養表皮(JACE®, J-TEC 社製)は本邦ではじめて認可された再生医療製品であり、体表面積の 30%以

上を占める広範囲重傷熱傷の治療に対して保険適応となっている。熱傷創への自家培養表皮移植に際しては予

め凍結保存同種真皮あるいは人工真皮による真皮再構築が前提となるが、現状では再建真皮上への自家培養表

皮の長期生着率不良が課題である。そこで、全層皮膚欠損創の再建真皮上への自家培養表皮移植生着への

DFAT の効果ついて検討を行った。 

【方法】 LWD 系 SPF ブタより全層皮膚、皮下脂肪を採取して Green 型培養表皮および DFAT 細胞を調整した。同

一個体ブタの背部に III 度熱傷創を模して脂肪露出全層皮膚欠損創を作成し、人工真皮(Pelnac、グンゼ)により真

皮再建を行い、対照群(未治療)と DFAT 治療群（ 0.5X105cell/cm2）を作成した。その 10 日後に再建真皮上に自家

培養表皮を移植した。培養表皮移植後 14 日目に開創して評価を行った。 

【結果】肉眼的所見、光顕所見では 2 群間に明らかな差は無かった。表皮真皮接着層の TEM 像で、DFAT 治療群

で基底膜(BM)構築と anchoring fibril(AF)形成が促進されていた。免疫染色像では collagen IV は全群陽性、laminin

は対照群で弱発現 DFAT 群で強発現を認めた。 

【結論】DFAT 治療群では、培養表皮移植後の表皮真皮接着層に laminin の発現促進が見られ、BM、AF の形成促

進が認められた。DFAT が培養表皮生着促進に有用であることが示唆された。 
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成果発表⑩ 

 

脱分化脂肪細胞による血流不全組織の救済効果に関する検討 

 

○樫村勉 1)、 副島一孝 1)、 風間智彦 2)、 仲沢弘明 1)、 松本太郎 2) 

 
1)日本大学医学部形成外科学系形成外科学分野、2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【目的】近年、骨髄や脂肪を細胞ソースとした多分化能を有する間葉系幹細胞が同定され、血流不全に起因する病

態への治療が模索されている。その中で、幹細胞の血管新生作用による皮弁の生着域拡大に関する研究が行わ

れており、一定の効果が得られることが報告されている。われわれはブタの皮下脂肪組織を体外で脱分化させるこ

とにより、高い増殖能と間葉系幹細胞と類似した性質を示す細胞群（脱分化脂肪細胞 dedifferentiated fat cells, 

DFAT）を調製する培養法を確立した。今回、DFAT をラット背部の乱走型皮弁に投与し皮弁生着域を拡大しうるか

検討したため報告する。 

【対象・方法】ラットの皮下脂肪を天井培養することで各実験群の DFAT を単離培養した。ラットの背部に乱走型皮

弁(2×9cm)を挙上し以下の実験を行った。１）自家 DFAT 投与実験：対照群(未治療)（n=10）と DFAT 投与群：

(DFAT(1×106cells/0.1ml)を作製した。自家 DFAT 投与群は SD 系ラットより調整した DFAT を SD 系ラットの皮弁に

移植した。皮弁基部より 2cm に投与する基部自家 DFAT 投与群（n=10）と皮弁中央に投与する中央自家 DFAT 投

与群(n=10)の 2 群を作製した。２)他家 DFAT 投与実験：Wistar 系ラットより調整した DFAT を SD 系ラットの皮弁に

移植した。他家 DFAT 投与群も同様に、基部他家投与群（n=10）と中央他家投与群(n=10)の 2 群を作製した。３）糖

尿病ラット（SDT Fatty ラット）の皮弁の実験：SDT Fatty ラットの背部に同様に皮弁を作成し、DM 対照群（n=10）と

SD 系ラットより調整した DFAT を投与する DM 基部投与群（n=10）を作成した。術後 14 日目に生着域を測定し組織

を採取し、組織学的検討を行った。 

【結果】術後 14 日目に皮弁の生着域と壊死部分の境界は明瞭であった。皮弁の平均生着率は対照群：53.8±

6.4％、中央自家投与群：50.6±6.4％、基部自家投与群：65.8±2.4％、中央他家投与群：53.5±4.9％、基部他家投

与群：62.8±5.9％、DM 対照群 34 .5±9.2％、DM 基部投与群 48.9±10.8％、であった。皮弁基部投与群で皮弁生着

域は、対照群と比較して有意に拡大した。組織学的検討では、DFAT 投与群で皮弁内の血管の増加を認めた。 

【考察】いずれの実験群でも、皮弁基部へのDFATの投与により一定の生着域の拡大効果が得られた。これらの生

着域拡大効果は、DFAT の血管新生作用によるものと考えられた。自家 DFAT の投与では待機的な皮弁手術や難

治性潰瘍治療、他家 DFATの投与では外傷や緊急手術、糖尿病ラットへのDFAT投与では糖尿病性潰瘍など幅広

い領域での臨床応用の有用性が示唆された。 
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特別講演 

 

臍帯由来間葉系細胞の特長と臨床応用 

 

長村(井上) 登紀子 先生 

 

東京大学医科学研究所附属病院 セルプロセッシング･輸血部 

 

 

間葉系細胞(Mesenchymal stromal cells: MSC)のソースとして、臍帯血、臍帯、胎盤や羊膜等の周産期付属物はド

ナーへの身体的負担なく採取でき、同種ソースとして期待されている。臍帯由来MSCは、母児の安全性を確認でき

るまで臍帯組織ごと凍結でき、初期培養コストを抑えられること、胎児組織由来であることから増殖率が高く、短期

間で多くのMSCが回収できること、骨髄や脂肪由来MSCと異なり炎症性サイトカイン(インターフェロンγ)存在下で

も HLA-Class II が殆ど誘導されないことから抗原性が低いと考えられることなど種々の特長がある。また、臍帯由

来 MSC の同種抗原刺激による活性化 T 細胞の抑制作用や組織修復能を利用して、造血幹細胞移植後の重症急

性移植片対宿主病（GVHD）や新生児脳症等を対象として、アカデミア発の再生医療等製品化に取り組んできた。 

重症急性 GVHD は、造血幹細胞移植後のドナーリンパ球による同種免疫反応とそれらによる組織障害である。既

に、テムセルHS注®など、骨髄由来MSC製品が市販されているが、国内ドナーの製品として高品質・安全かつより

安価に、提供できるかが鍵となる。一方、新生児脳症は、脳性麻痺に進展する可能性が高い疾患であり、頭蓋内

出血、低酸素性虚血性脳症などが原因となり、発症初期にはサイトカインストームを含む炎症が生じ、さらに脳神

経細胞障害の拡大、グリア細胞の増加へとつながる。これまでの基礎的検討において、脳障害時の反応性グリオ

ーシスの抑制、局所ニューロンの修復に対して、臍帯由来 MSC が効果を発揮することを見出している。

First-in-Human として、Phase I 医師主導治験を実施する予定である。 

細胞調製においては、臍帯組織の凍結、無血清培地(ロート製薬株式会社製造)での培養や回収細胞の凍結に至

る全工程での無血清化を初めて達成した。その過程での細胞調製工程の改良や今後の産業化に向けた取り組み

ついても紹介したい。 
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文部科学省私立大学戦略的研究基盤形成支援事業 

（研究拠点を形成する研究） 

 

 

 

 

「脱分化脂肪細胞を用いた細胞治療の臨床応用に向けた橋渡し研究」 

 

平成 30 年度 研究成果公開シンポジウム 

 

 

 

 

 

 

 

日時：平成 31 年 3 月 16 日 (土) 10:00〜15:00  

場所：日本大学医学部リサーチセンター4 階  
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プログラム 

１． 開会の挨拶 （10:00〜10:05） 
 
２． 成果発表 午前の部 (10:05〜12:00) 発表 10 分・討論 5 分  

  座長： 福田昇 （日本大学総合科学研究所） 
 

①脱分化脂肪細胞を用いた細胞治療の臨床応用に向けた橋渡し研究 

松本太郎 
 
②脱分化脂肪細胞 (DFAT) の口腔領域における有用性の検討 

秋田大輔、風間智彦、月村直樹、新井嘉則、岩崎仁奈、加野浩一郎、松本太郎 
 
③マウス皮膚欠損治癒過程における成熟脂肪細胞の形質変換に関する検討 

石川三友紀、萩倉一博、風間智彦、李予昕、松本太郎 
 
④乳癌微小環境における脂肪細胞の形質変換についての検討 

土方浩平、植草省太、加藤礼保納、日髙綾乃、小沼憲祥、越永従道、松本太郎 

 

  座長： 松本太郎 （日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野） 
 

⑤Thy1-22-3 抗体腎炎に対する DFAT 細胞療法の効果 

丸山高史、福田昇、宇都宮慧、阿部雅紀、松本太郎 

 
⑥Induction kidney organoid from disease-specific iPS cells 

Lan Chen、Noboru Fukuda、Akiko Tsunemi、Sho Tanaka、Asako Oguni、Kosuke Saito、Kyoko Fujiwara、Masanori Abe、Taro Matsumoto 
 
⑦補体 C3 は腎尿細管上皮間葉化（EMT）により腎内 RAS を活性化し塩分感受性高血圧を起こす。 

ゲノム編集技術による C3 ノックアウト SHR での検討 

根岸英理子、福田昇、片川まゆみ、阿部雅紀 

 

3.     休憩 (12:00〜13:00) 

 

4.    成果発表 午後の部 (13:00〜14:00) 発表 10 分・討論 5 分 

座長： 加野浩一郎 （日本大学生物資源科学部動物生体機構学研究室） 

 

⑧DFAT の血管新生効果および壁細胞分化 

渡邉拓史、石川三友紀、長岡悠紀、山元智衣、風間智彦、萩倉一博、松本太郎 
 

⑨ビタミン D シグナルの脂肪細胞脱分化過程における部分的関与の可能性と細胞治療法への応用 

石澤通康、風間智彦、萩倉一博、松本太郎、槇島誠 
 
⑩脱分化脂肪細胞に由来する肝細胞は中心静脈周辺領域の肝細胞の特性をもつ 

萩原玲子、沖嘉尚、加野浩一郎 
 
⑪皮膚再生医療における脱分化脂肪細胞 (DFAT) の効果に関する検討 

副島一孝、樫村勉、風間智彦、仲沢弘明、松本太郎 

 

5.    特別講演 (14:00〜15:00) 

      座長： 野呂知加子 （日本大学大学院生産工学研究科） 

 

細胞認識性バイオマテリアルによる医療の革新 

－カドヘリンマトリックス工学・糖鎖マトリックス工学の再生医療への応用－ 

国際科学振興財団・再生医工学バイオマテリアル研究所（東京工業大学名誉教授）      赤池 敏宏 先生 

 

 6.    閉会の挨拶 (15:00〜15:05)  
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成果発表① 

 

脱分化脂肪細胞を用いた細胞治療の臨床応用に向けた橋渡し研究 

 

松本太郎 

 

日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

我々の研究グループでは、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, Dedifferentiated fat cell：DFAT）が、高い増殖能と骨髄間葉系幹細胞(MSCs)と

同等の多分化能を獲得することを明らかにした。 DFAT は MSC に比べ均質性が高く、ドナー年齢や基礎疾患を問

わず調製できることから、実用性の高い治療用ドナー細胞となりうると考えている。DFAT は虚血組織において種々

の血管新生因子をバランスよく分泌すると共に、ペリサイトなどの血管構成細胞への分化能を有することから、血

管新生を目的とした治療用細胞としての実用化が期待できる。 

私立大学戦略的研究基盤形成支援事業「脱分化脂肪細胞を用いた細胞治療の臨床応用に向けた橋渡し研究」

では、我々が今まで蓄積してきた研究成果を発展させ、DFAT を用いた細胞治療の First-in-Human 臨床研究実施

を目標としている。具体的には、①治療用細胞としての DFAT の特性解析、②臨床応用に適合した細胞調製法の

確立と移植安全性の検証、③DFAT を用いた細胞治療の開発および前臨床試験を３本の柱として研究を行ってき

た。これまでに臨床グレードの DFAT を調製するために必要な細胞加工施設（日本大学医学部リサーチセンター

CPF）の整備を行い、生物由来原料基準に適合した調製培地や、脂肪細胞を容易に効率良く脱分化させる脱分化

培養フラスコを設計・開発を行ってきた（PCT 出願済）。また軟寒天コロニー形成試験や免疫不全(NOG)マウス皮下

移植による造腫瘍性試験を実施し、DFAT の移植安全性を確認した。さらに健常ボランティアなどからヒト吸引脂肪

組織の提供を受け、臨床グレードのDFATを調製し、品質をチェックする実験を繰り返し、細胞製造および品質管理

に関するプロトコールおよび作業手順書を作成した。現在、重症下肢虚血(CLI)患者を対象に自家 DFAT を用いた

血管再生細胞治療の臨床研究実施に向け、PMDA レギュラトリーサイエンス戦略相談を実施し、臨床研究に用い

る DFAT の品質や安全性を治験水準に高める作業を行っている。そして再生医療等提供計画書を作成し、特定再

生医療等委員会への承認および厚生労働省への届け出を行う予定である。 

本講演では、DFAT を用いた細胞治療開発に関するこれまでの取り組みについて紹介する。 

「重症下肢虚血に対する自家 DFAT による血管再生細胞治療」 FIH 臨床研究の概要 
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成果発表② 

 

脱分化脂肪細胞 (DFAT) の口腔領域における有用性の検討 

 

○秋田大輔 1)、 風間智彦 2)、 月村直樹 1)、 新井嘉則 3)、 岩崎仁奈 4)、 加野浩一郎 5)、 松本太郎 2) 

 

1)日本大学歯学部歯科補綴学第Ⅱ講座、 2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野、 
3)日本大学歯学部歯科放射線学講座、 4)日本大学歯学部歯科矯正学講座、 5)日本大学生物資源科学部動物資源科学科 

 

【目的】歯科領域では，口腔内器官に生じた欠損に対して人工材料を補填することで機能の回復を図る治療が古

来よりおこなわれてきた。しかしながら近年，疾病などで損傷をうけた器官・組織に対して機能回復を目指す再生医

療が飛躍的に発展し，歯科領域においても口腔機能の向上に対してその有用性が着目されているが，どの組織も

採取に制限があるため，口腔内における現実的な細胞源は明らかになっていない。成熟脂肪細胞を天井培養する

ことによって得られる脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell: DFAT)は，頬脂肪体からも調整可能なため，歯科領

域においても組織再生に有用な細胞源であると考えられる。そのため我々は DFAT の口腔領域における有用性を

検討した。 

【方法】 

①F344 ラット左側下顎臼歯部頬側に歯周組織欠損（縦 2 ㍉×横 3 ㍉×深さ 1 ㍉）を外科的に作製後，DFAT を

PLGA（乳酸・グリコール酸共重合体）に播種した複合体を欠損部に移植し，第 1 臼歯中央根および遠心根部の歯

周組織再生能を組織学的に評価した。 

②F344 ラット下顎骨下縁に作製した骨欠損に対して，何もせず縫合したコントロール群，DFAT・RCP（リコンビナン

トペプチド）複合体を移植した細胞移植群を継時的にマイクロ CT 撮影し，硬組織再生能を比較検討した。 

③日本大学歯学部付属歯科病院口腔外科を受診した健常な男女 10 名からヒト頬脂肪体を摘出して調整したＤＦＡ

Ｔ細胞の骨芽細胞への分化能について検討し，特性を解析した。 

【結果】 

①micro-CT による定量解析の結果，移植 5 週後の細胞移植群の硬組織再生量は対照群よりも有意に高い傾向を

示した。組織学的解析から，両群において担体基質の残存と新生骨組織およびセメント質様組織の形成に加えて，

再生した硬組織へのコラーゲン線維の埋入が認められた。また蛍光標識されたDFAT細胞は歯根膜組織中に多数

散在しているほか，一部の細胞は新生セメント質と新生骨中に認められた。 

②micro-CT による定量解析の結果，細胞移植群はコントロール群と比べて高い硬組織増加量を認めた。組織学

的解析から，欠損内に骨様硬組織と血管様構造物の再生が認められた。 

③ヒト頬脂肪体由来の脂肪細胞には 40 ㎛未満の成熟脂肪細胞が多量に存在し，DFAT を調整した際に骨芽細胞

分化誘導後 7 日後にはカルシウムの沈着を認めた。 

【結論】一連の結果からＤＦＡＴ細胞が口腔領域における再生医療に有用な細胞源であることが示唆された。 
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成果発表③ 

マウス皮膚欠損治癒過程における成熟脂肪細胞の形質変換に関する検討

○石川三友紀、 萩倉一博、 風間智彦、 李予昕、 松本太郎

日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

【背景】近年、Genetic- lineage tracing により、生体内の一部の成熟細胞が脱分化し組織再生に関わることが示さ

れている。一方、成熟脂肪細胞が組織再生に関与しているかは明らかになっていない。今回、成熟脂肪細胞の運

命追跡が可能な遺伝子改変マウスに皮膚全層欠損を作製し、治癒過程における成熟脂肪細胞の形質変換および

組織再生への関与を検討した。 

【方法】tamoxifen 投与により adiponectin 発現細胞特異的に tdTomato (tdT )を発現するマウス（Adipoq- 

CreERT2/ tdT マウス） を実験に用いた。このマウスに tamoxifen を投与後、後背部に皮膚全層欠損創を作製した。

経時的に欠損部の組織標本を作製し、免疫組織学的に tdT +細胞の解析を行った。また肉芽組織中の細胞を酵素

処理により単離し、同様に tdT+ 細胞の形質解析を行った。 

【結果】皮膚欠損１週後には、欠損部の脂肪組織周囲に perilipin- で線維芽細胞様形態を示す tdT+ fibroblast- like 

cell (FLC )の出現を認め、欠損2週間後をピークに肉芽組織内でも確認された。tdT+FLCの一部は脂肪前駆細胞マ

ーカーDlk1 や MSC マーカーPDGFRa、Sca-1 を発現しており、また、ペリサイトマーカーNG2、細胞増殖マーカー

Ki-67 発現細胞も確認された。 

【結論】皮膚欠損後の治癒過程で成熟脂肪細胞に由来する線維芽細胞様細胞が出現し、その一部は肉芽組織内

で間葉系幹細胞、前駆脂肪細胞、ペリサイトなどの形質を獲得していることが示唆された。 
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成果発表④ 

 

乳癌微小環境における脂肪細胞の形質変換についての検討 

 

○土方浩平 1）, 2）、 植草省太 2）、 加藤礼保納 1）, 2）、 日髙綾乃 1）, 2）、 小沼憲祥 2）、 越永従道 2）、 松本太郎 1） 

 
1）日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野、 2）日本大学医学部外科学系小児外科学分野 

 

 

【目的】癌組織の周囲には線維芽細胞やマクロファージなどの間質細胞が存在し、癌細胞との相互作用により癌微

小環境を形成し、癌の浸潤や転移に影響を与えていることが明らかにされている。乳癌組織周囲には脂肪細胞が

豊富に存在していることから、乳癌により形成される癌微小環境において脂肪細胞の関与が示唆される。一方、乳

癌組織周囲の脂肪細胞の挙動や形質変化についてはこれまでに明らかにされていない。本研究では脂肪細胞の

運命追跡ができる遺伝子改変マウスを用いて、脂肪組織近傍に乳癌細胞を移植し、その増殖過程における脂肪細

胞の挙動や形質変化の有無について検討する。 

【方法】タモキシフェン投与によりアディポネクチン発現細胞特異的に赤色蛍光（tdTomato）を発現するマウス

（Adipoq-CreERT2/tdT マウス、雌性）を成熟脂肪細胞特異的レポーターマウスとして実験に用いた。タモキシフェン

（1mg）を 5 日間連続で腹腔内投与し、成熟脂肪細胞に tdTomato を発現させた。その後、マウス乳癌細胞株 E0771

を背部皮下（細胞数 1×106 個）や乳腺周囲脂肪体（細胞数 1×105 個）に移植し、2 週間後に腫瘍組織を摘出し、

凍結切片標本を作製した。蛍光光学顕微鏡、共焦点レーザー顕微鏡を用いて腫瘍組織内の tdTomato 陽性細胞

の局在を検討するとともに、前駆脂肪細胞、ペリサイト、血管内皮細胞、間葉系幹細胞、癌関連線維芽細胞（CAF）

などに対する蛍光免疫染色を行い、観察および定量し、腫瘍組織内における tdTomato陽性細胞との関連を検討し

た。 

【結果】移植 2 週間後の乳癌組織内に成熟脂肪細胞マーカーの Perilipin A 陰性で tdTomato 陽性を示す線維芽細

胞様細胞（Adipocyte-derived fibroblast-like cells: AFC）の存在が認められた。AFC の一部は体性幹細胞マーカー

の Sca-1（背部皮下腫瘍 21％、乳腺周囲脂肪体腫瘍 15％）、PDGFRα（背部皮下腫瘍 0％、乳腺周囲脂肪体腫

瘍 5％）、ペリサイトマーカーの NG2（背部皮下腫瘍 0％、乳腺組織腫瘍 18％）を発現していた。一方、CAF マーカ

ーのα-SMA、Fibronectin、FSP-1、血管内皮マーカーの CD31 を発現する AFC は検出されなかった。 

【考察】乳癌細胞移植により形成された乳癌組織内には成熟脂肪細胞に由来する線維芽細胞様細胞（AFC）が出

現することが明らかになった。AFC の一部は体性幹細胞やペリサイトの形質を発現することが示唆された。乳癌進

展過程において周囲の成熟脂肪細胞が形質変換して、体性幹細胞やペリサイトの形質を獲得し、腫瘍内の血管新

生などに関与することが示唆された。 
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成果発表⑤ 

 

Thy1-22-3 抗体腎炎に対する DFAT 細胞療法の効果 

 

○丸山高史 1)、 福田昇 1), 2), 3)、 宇都宮慧 1)、 阿部雅紀 1)、 松本太郎 3) 

 
1)日本大学医学部腎臓高血圧内分泌内科学、 2）日本大学総合科学研究所、 
3）日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

【目的】本学で開発された脱分化脂肪細胞(DFAT)は高い増殖能と間葉系幹細胞と同等の多分化能を有し、調整法

も簡便で細胞移植治療の移植細胞源として期待出来る。今回、進行性腎障害モデルである単クーロン抗体

(mAb)1-22-3 誘発腎炎およびアドリアマイシン腎症ラットへの DFAT 細胞移植効果を検討した。【方法】蛍光ラベル

した DFAT を 7 週齢雌性の Wistar ラットに移植して 1 週間後に体内分布を検討した。次に同種ラットで mAb1-22-3

誘発腎炎を事前に作成、腎炎作成１ヵ月後にDFATを他家移植、移植 1カ月後に効果を評価した。アドリアマイシン

腎症についても同様に効果を検討した。移植細胞数は 106 個/頭で、経路は腎動脈又は尾静脈からの 2 種類を設

定した。【成績】移植 1 週間後には腎動脈から移植された DFAT は糸球体に、尾静脈から移植された DFAT は肺

に存在していた。アドリアマイシン腎症では尿蛋白排泄量、血清 BUN、Cre 値、腎組織において DFAT 細胞移植の

効果は認められなかった。mAb1-22-3 誘発腎炎では移植の効果が確認され、特に尾静脈から全身投与した群で

より大きな効果が見られた。腎組織内での TSG-6 および TNF-α mRNA 発現は、腎炎群より移植群が有意に上昇

して IL-6 と IL-12βは抑制されていた。血清 TSG-6 濃度は移植群の方が有意に上昇していた。一方 TSG-6 siRNA

により DFAT の TSG-6 の発現をノックダウンして移植を行った場合、移植による尿蛋白抑制効果や組織改善効果

が消失した。DFAT の自家移植では腎症改善効果は同等だった。他の結果として FACS 解析において脾臓内の T 

reg の割合を測定したが各群とも有意差は得られなかった。in vitro では培養 DFAT に TNF-αを添付すると線維芽

細胞より培養上清中 TSG-6 濃度は上昇した。又 DFAT と SHR-SP のメサンギウム細胞をトランスウエルで培養し

た場合、単独培養よりも TSG-6 の細胞内発現や培養上清中濃度は上昇していた。【結論】以上の結果から DFAT

の細胞移植の腎症改善の機序として、間葉系幹細胞の性質を有する DFAT の TSG-6 を中心とした全身の免疫調

整作用が考えられた。今後 ANCA 関連腎炎やループス腎炎など予後不良の免疫性腎炎に臨床応用出来る可能性

が示唆された。 
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成果発表⑥ 

 

Induction kidney organoid from disease-specific iPS cells 

 

○Lan Chen1)、 Noboru Fukuda1), 2)、 Akiko Tsunemi2) 、 Sho Tanaka2)、 Asako Oguni3)、 Kosuke Saito3)、  

Kyoko Fujiwara3)、 Masanori Abe2)、 Taro Matsumoto1) 

 
1)Division of Cell Transplantation and Regeneration, Department of Functional Morphology, Nihon University School of Medicine, 
2)Division of Nephrology Hypertension Endocrinology, Department of Medicine, Nihon University School of Medicine, 
3)Department of General Medicine, Nihon University School of Medicine, 

 

Objective: Kidney organoids generated from human iPS cells contain nephrons with a collecting duct network, renal 

interstitial and endothelial cells. They showed highest congruence with human fetal kidney. Nephrogenic diabetes 

insipidus (NDI) is characterized by defective urine concentration mechanisms in the kidney, which are mainly 

caused by loss-of-function mutations in the vasopressin type 2 receptor in collective duct. In polycystic kidney 

disease (PKD), increased renal GSK3β expression corresponds with the rise in cAMP levels is associated with 

abnormal response of collecting duct cells to AVP, mediating fluid secretion and cyst expansion. To analyze 

functions of collecting duct cells differentiated from the disease-specific iPS cells derived from NDI and PKD 

patients. To develop in vitro vasopressin stimulating test, we will establish the disease-specific iPS cells from 

peripheral blood mononuclear and differentiate the disease-specific iPS cells to collecting duct cells on which we 

will perform the vasopressin stimulating test. 

Methods: iPSC was adapted into matrigel and differenced in MEF-conditioned KSR medium, containing bFGF. To 

make kidney organoids, duration of CHIR99021 determines the ratio of collecting duct/nephron in the organoid. 

Cells were cultured with refreshing the FGF9 medium. To eliminate undifferentiated iPS contamination, cells were 

incubated with rBC2LCN-PE23. 

Results: We succeed in making kidney organoid from iPS cells, confirmed collecting duct cells exist by marker 

confirmation of E-cadherin，Vasopressin type 2 receptor and aquaporin 2 for collecting duct cells. But there were 

undifferentiated iPS cells exist in the kidney organoid by marker confirmation of Nanog, OCT4, rBC2LCN-FITC for 

iPS cells.  

Conclusion: We succeed in inducing kidney organoid and acquiring colleting duct cells from IPS cells, but there were 

undifferentiated IPS cells contamination, next step we will try to eliminate these undifferentiated iPS cells by 

rBC2LCN-PE23 which is designed for undifferentiated iPS cells elimination. 
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成果発表⑦ 

 

補体 C3 は腎尿細管上皮間葉化（EMT）により腎内 RAS を活性化し塩分感受性高血圧を起こす。

ゲノム編集技術による C3 ノックアウト SHR での検討 

 

根岸英理子 1)、 ○福田昇 1), 2), 3)、 片川まゆみ 3)、 阿部雅紀 1) 

 
1)日本大学医学部腎臓高血圧内分泌内科学、 2）日本大学総合科学研究所、 
3）日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

【目的】最近、補体 C3 に間葉系幹細胞、間葉系細胞の脱分化性を保つ作用が認められている。我々は SHR の間

葉組織では補体 C3 が高発現している事、また補体 C3 は EMT により組織 RA 系を活性化し高血圧に関与している

事を報告した。今回、SHR よりジンクフィンガーヌクレアーゼ(ZFN)法により C3 ノックアウト(KO) SHR を確立し、血圧、

表現形、血管腎臓の組織、遺伝子発現を in vivo および in vitro で検討した。【方法】C3 遺伝子に対する ZFN mRNA

を SHR/Izm 受精卵にインジェクションし、C3 KO SHR/Izm を系統樹立した。WKY、SHR、C3 KO SHR を正塩および

高塩食とし、血圧を Tail cuff 法およびテレメトリー法でモニタリングした。生直後、8、20 週齢の大動脈、心臓、腎臓

を取り出し組織学的評価、SMemb、レニン、KLF-5、E-カドヘリン発現を評価した。In vitro で WKY、SHR 及び C3 KO 

SHR 由来腎メサンジウム細胞(MC)の増殖能、合成型形質マーカーオステオポンチン発現を評価した。【成績】C3 

KO SHR の SBP は、SHR より約 20 mmHg 低く、Tail cuff 法およびテレメトリー法とも塩分負荷で観られた SHR お血

圧の上昇が C3 KO SHR では抑制されていた。生直後の腎髄質 SMemb 発現は SHR で亢進し、C3 KO SHR で抑制

されていた。SHR の腎髄質でレニン、KLF-5 発現が亢進し、C3 KO SHR では低下していた。また SHR の腎髄質で

は E-カドヘリン発現が低下し、EMT が起こっていたが、C3 KO SHR では抑制されていた。SHR 由来メサンジウム細

胞の細胞増殖は WKY に比し亢進し、C3 KO SHR の MC では増殖が抑制されていた。In vitro では SHR 由来腎メ

サンジウム細胞では増殖が亢進し、オステオポンチン mRNA 発現は亢進していたが、C3 KO SHR 由来メサンジウ

ム細胞では抑制されていた。【結論】補体 C3 は SHR で間葉系組織を合成型形質に変換し、また EMT により腎内

RA 系を亢進し、塩分感受性高血圧に関与している事が示され、SHR の高血圧の発症、病態の一義的因子である

と考えられた。 
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成果発表⑧ 

 

DFAT の血管新生効果および壁細胞分化 

 

○渡邉拓史 1)、 石川三友紀 2)、 長岡悠紀 2)、 山元智衣 2)、 風間智彦 2)、 萩倉一博 2)、 松本太郎 2) 

 
1)日本大学医学部小児科学小児科学分野、 2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【目的】成熟脂肪細胞を天井培養することにより得られる細胞を DFAT (Dedifferentiated fat cells)と呼び、MSC

（Mesenchymal stem cell）と同様の多分化能を有する可能性があることが知られている。以前の我々の検討において、

マウス下肢虚血モデルへの DFAT 移植により局所の血流が改善することが示された。しかし DFAT の血管新生効果につ

いては、まだ機序が不明な部分が多い。今回我々は、DFAT の共培養による血管内皮細胞に与える作用と DFAT の前

駆脂肪細胞を経た血管構成細胞への分化能について検討した。 

【方法】1. マウス成熟脂肪細胞の天井培養を行い、DFAT を調製する。 2. 血管内皮細胞と DFAT との共培養により血

管内皮細胞の遊走能・増殖能・管腔形成能の変化を評価する。 3. 血管内皮細胞と DFAT との共培養により DFAT にお

ける壁細胞マーカーの発現を qPCR、免疫染色で評価する。4. TGFβ１刺激および阻害による DFAT の壁細胞マーカー

の発現の変化 qPCR、免疫染色で評価する。 

【結果】血管内皮細胞はマウス DFAT の存在下で遊走能・増殖能が亢進した。またコラーゲンゲル内で血管内皮細胞と

DFATを３次元培養すると、DFAT は血管内皮細胞の管腔形成能を亢進させ、管腔周囲に遊走・接着した。また内皮細胞

との共培養により DFAT の壁細胞マーカーの発現が亢進した。さらに TGFβ１刺激により DFAT の壁細胞マーカーの発

現は亢進し、阻害により低下した。 

【結論】DFAT は血管内皮細胞の遊走能・増殖能・管腔形成能を亢進させ、血管新生を促進すること加え、血管構成細胞

である壁細胞へ分化する可能性が示された。さらに壁細胞分化には TGFβ1 を介するシグナルが重要であることが示唆

された。 
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成果発表⑨ 

ビタミン D シグナルの脂肪細胞脱分化過程における部分的関与の可能性と細胞治療法への応用 

○石澤通康 1)、 風間智彦 2)、 萩倉一博 2)、 松本太郎 2)、 槇島誠 1)

1)日本大学医学部生体機能医学系生化学分野、 2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野

【目的】リガンド依存性転写因子であるビタミン D 受容体(Vitamin D receptor ; VDR)は、血中カルシウム濃度の維持

や骨代謝活性化、骨細胞の分化誘導など、生体内カルシウム恒常性維持に重要な活性型ビタミン D の受容体であ

り、核内受容体スーパーファミリーの一種である。また、活性型ビタミン D が前駆脂肪細胞の分化を促進することや、

VDR 欠損マウスでは脂肪蓄積が少ないという特徴が見られるなど、ビタミン D-VDR シグナルの脂肪細胞分化への

影響が報告されている。本研究では成熟脂肪細胞の脱分化過程における遺伝子変化に対してビタミン D シグナル

の影響を検討した。更に、ヒト脱分化脂肪細胞（hDFAT）を効率的に再分化誘導可能な組織選択的活性を有する薬

剤開発を目的とした。 

【方法と結果】①天井培養 1 週間後の成熟脂肪細胞において、脂肪細胞のマーカー分子である peroxisome 

proliferator activated receptor γ2 (Pparγ2)、CCAAT-enhancer-binding protein α (C/ebpα)、C/ebpβの

mRNA レベルが減少した。活性型ビタミンD 添加培地ではこれら脂肪細胞マーカー分子の発現減少が軽減された。

VDR 欠損マウスにおいても、天井培養 1 週間後で、野生型マウスと同様に脂肪分化マーカーの発現レベルが減少

したが、脂肪分化マーカーの発現レベルは野生型よりも低かった。ブタの成熟脂肪細胞の脱分化過程で発現増加

するFibronectin 1 やその受容体である Integrin α5 は、マウス成熟脂肪細胞の脱分化過程でも発現増加するが、

活性型ビタミン D 添加により、更に発現が増加した。②hDFAT の骨芽細胞への再分化誘導時に活性型ビタミン D

或いは各種組織由来細胞株において選択的活性を有するビタミン D 誘導体を添加したところ、いずれの化合物に

おいても再分化誘導 7 日後のアルカリフォスファターゼ活性の増強が認められた。 

【結論】①活性型ビタミン D 及び VDR はマウス脂肪細胞の脱分化過程において発現変化する遺伝子群に部分的に

関与した。他の薬剤、培養材料（フラスコのコーティングなど）と組み合わせることで、脱分化効率の制御が期待で

きる。②活性型ビタミン D 及び組織選択的 VDR アゴニストであるビタミン D 誘導体は、hDFAT の骨芽細胞への再

分化効率を増強した。損傷部位への DFAT の注入治療法等において、これら VDR アゴニストを細胞と同時に注入

することで、損傷部位の治癒効果の増強が期待できる。 
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成果発表⑩ 

 

脱分化脂肪細胞に由来する肝細胞は中心静脈周辺領域の肝細胞の特性をもつ 

 

○萩原玲子、 沖嘉尚、 加野浩一郎 

 

日本大学生物資源科学部動物生体機構学研究室 

 

【目的】我々は、種々の動物の脂肪組織から単離した成熟脂肪細胞を体外培養すると、自発的に脱分化し、線維

芽細胞様の脱分化脂肪細胞（DFAT）になることを明らかにしている。平成 29 年度研究成果報告会において、肝

幹細胞および肝細胞の遺伝子発現プロファイルの網羅的解析によって抽出した遺伝子を DFATに導入すると、Alb

および Tat遺伝子を発現する肝細胞様細胞へ分化することを報告した。一方、肝細胞は肝小葉内の領域（門脈周

辺 zone1、中心静脈周辺 zone3、それらの中間 zone2）によって異なる機能をもつことが知られているが、

DFATに由来する肝細胞が zone1〜3のいずれの特性をもつのかについては明らかではない。本研究では、DFAT由

来の肝細胞（DFAT-Hep）における zone特異的な機能を明らかにする目的で行った。 

【材料および方法】抽出した遺伝子を導入した DFATをコラーゲンコートディッシュに播種し、0.1 μM デキサメ

タゾン、10 mM ニコチンアミドを含む DMEM/F12培地で肝分化誘導した。分化誘導前および分化誘導 14日後に細

胞形態を観察したのち、定法にしたがって細胞の全 RNA を抽出した。リアルタイム RT-PCR 法を用いて、肝細胞

特異的遺伝子および zone 特異的遺伝子の発現状況を調べた。また、肝細胞特異的機能の発現については、免疫

蛍光染色法および PAS染色法を用いて調べた。 

【結果】肝細胞特異的遺伝子および機能の発現を調べた結果、Afp、 Tdo2遺伝子の発現や、アルブミンおよびグ

リコーゲンの合成が認められた。zone 特異的遺伝子の発現を調べた結果、zone3 特異的遺伝子である Cyp1a2、

Cyp2e1、Cyp2a4、Cyp7a1および Lgr5の発現が認められた。 

【結論】DFAT由来の肝細胞は zone3の特性をもつことが示唆された。また、zone3 の肝細胞は高い薬物代謝能を

もつことから、DFAT-Hepは創薬研究への応用展開が期待される。 
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成果発表⑪ 

 

皮膚再生医療における脱分化脂肪細胞 (DFAT) の効果に関する検討 

 

○副島一孝 1)、 樫村勉 1)、 風間智彦 2)、 仲沢弘明 1)、 松本太郎 2) 

 
1)日本大学医学部形成外科学系形成外科学分野、2)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 

 

 

【目的】再生医療技術を応用した皮膚再建法として人工真皮と培養表皮がある。人工真皮はブタやウシの皮膚より

抽出したコラーゲンをスポンジ状に加工したものを真皮構築の scaffold として利用するものであり、本邦でも市販さ

れ臨床に供されている。真皮欠損創に移植すると、宿主よりの細胞・毛細血管が侵入して真皮様組織を構築するも

のであるが、真皮構築に 2-3 週間を要する点が問題とされている。培養表皮については自家培養表皮(JACE®, 

J-TEC 社製)が本邦ではじめて認可された再生医療製品である。体表面積の 30%以上を占める広範囲重傷熱傷の

治療に対して保険適応となっているが、自家培養表皮移植後の基底膜構築遅延による移植皮膚の長期脆弱性が

問題とされている。われわれは、上記の問題点解決のために脱分化脂肪細胞(DFAT)を導入し、その有用性の検

討を行ってきたので、今までに得られた知見を報告する。 

【方法】①人工真皮に関する検討：DFAT は SD 系ラットの腹腔内脂肪より単離・培養した。同種同系ラット背部に全

層皮膚欠損創を作製し、人工真皮(Pelnac 標準タイプ、グンゼ社製)を移植するモデルを作製した。人工真皮移植に

際して、以下の 4 群を作成した。I 群:対照群(未治療)、II 群：DFAT(0.5X105cell)治療群、III 群：bFGF 治療群(bFGF 製

剤 科研製薬社製 30 μg/cm2)。人工真皮移植後２，７日目に標本作製し組織学的に検討した。②培養表皮に関す

る検討：LWD 系 SPF ブタより全層皮膚、皮下脂肪を採取して Green 型培養表皮および DFAT 細胞を調整した。同

一個体ブタの背部に III 度熱傷創を模して脂肪露出全層皮膚欠損創を作成し、人工真皮(Pelnac、グンゼ)により真

皮再建を行い、対照群(未治療)と DFAT 治療群（ 0.5X105cell/cm2）を作成した。その 10 日後に再建真皮上に自家

培養表皮を移植した。培養表皮移植後 14 日目に開創して評価を行った。 

【結果】①人工真皮に関する検討：移植後 2 日目には IV 群のみで人工真皮下層に新生血管の侵入が観察された。

7 日目には II, III,IV 群で真皮様組織構築の促進が観られたが、その効果は IV 群で最も著明であった。②培養表皮

に関する検討：表皮真皮接着層の免疫染色像では主要な基底膜構成タンパクである collagen IV、laminin が DFAT

治療群で有意に発現が増強し、TEM 像で、DFAT 治療群で基底膜(BM)構築と anchoring fibril(AF)形成が促進され

ていた。 

【結論】人工真皮移植に際して DFAT および bFGF による治療を行うと真皮様組織の構築促進効果が認められたが、

それらを併用することにより促進効果は著明となり、人工真皮内への血管侵入も著明に促進され、真皮構築期間

の著明な短縮に寄与することが明らかとなった。培養表皮移植に際しては、DFAT が基底膜構成タンパクの発現促

進に寄与し培養表皮生着促進に有用であることが示唆された。 
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特別講演 

細胞認識性バイオマテリアルによる医療の革新 

－カドヘリンマトリックス工学・糖鎖マトリックス工学の再生医療への応用－ 

赤池 敏宏 先生 

国際科学振興財団・再生医工学バイオマテリアル研究所（東京工業大学名誉教授） 

我々は 35 年前に肝実質細胞特異的認識機能を有し

簡単にポリスチレンなどの疎水性表面に単分子コート

できる合成糖鎖高分子 PVLA の設計開発に成功した。

（Markromol. Chem., Rapid Commun. 7, 645-650, 1986）

肝実質細胞を選択的に接着しその分化機能を促進維

持する新しいマトリックスとしてデビューし、一部は商

品化された。PVLA は、肝細胞に特異的に認識される

高分子ミセルでありガラクトース残基を有する PVLA

のみが、肝臓細胞上のアシアロ糖タンパク質レセプター

(AS-R)に特異的に認識された。この特異性は 10-9 程度

の結合定数を示すなど、アビジン-ビオチン間の相互作

用にも匹敵する強固な認識であった。PVLA は肝実質細

胞とのみ特異的相互作用を示し、他のどの細胞にもこれ

ほど強い相互作用を示すことはなく、むしろ非常に低い

接着力を示すか皆無である場合が多い。PVLA ミセルを

尾静脈を介してラット血中に投与すると数時間以内に肝

臓の細胞に集積し、興味深いことに一万を超える分子量

を持つ高分子でありながら肝臓から体外へ胆汁酸排泄

された。（J.Controlled Release.28(1994)223-233） 一方、

１０年ほど前から上図に示すように同じように疎水性表

面に対して安定なコーティングが可能な両親媒性タンパク質として E-カドヘリンの細胞外ドメインをキメラ化した固

定型 E-cad-Fc を新しいタイプの細胞認識性バイオマテリアルとして開発し、ES 細胞を筆頭に E カドヘリン発現細

胞の新しい培養方法として応用を試みた。( PLoS ONE, 1, e15, 2006 他多数) E-cad-Fc はＥ－カドヘリン分子の細

胞外ドメインと抗体 IgG（Immunoglobulin G）のFc領域を融合化したキメラタンパク質である。E-カドヘリン分子を介し

た細胞―細胞間接着機構を細胞―基質間接着機構に置き換える画期的モデル分子となった。未処理ポリスチレン

の表面のような疎水性表面上にはその水溶液から安定かつ容易に固定化ができる。固定化された E-cad-Fc キメ

ラタンパク質マトリックス上でマウス ES 細胞は単一細胞レベルで分散しながら未分化維持増殖できる全く新しい画

期的な培養システムである。この単一細胞レベルでの ES/iPS 細胞の新規培養システムは、サイトカインなど液性

因子の作用に不均一性を生じないため、すべての細胞においては直接的に均一なシグナルの刺激を与え、それま

でのコロニー形成型培養法の決定的欠点を解決できた。E-cad-Fc キメラタンパク質の画期的な利点は一つの人

工タンパク質分子でありながら生き物（細胞）と人工物（シャーレ）に同時に安定に接着できる機能を持ち、Ｅ－カド

ヘリン分子の生理活性発現を達成できることである。これにより今までに不可能であった単一細胞レベルの

ES/iPS 細胞の培養システムを実現できることとなった。もちろん、未分化な ES/iPS 細胞から肝細胞や神経細胞へ

の分化誘導に関する研究も精力的に行い報告している。さらに上記の PVLA と E-cad-Fc を組み合わせて共固定

すると iPS 細胞を未分化で増殖させ、固定 PVLA 分子が分化初期の AS-R への刺激を加えることで、iPS 細胞から

肝細胞への分化が加速促進された。我々は細胞を特異的に認識し固定できる様々なナノバイオマテリアルの設計

を通じて安全性の高い標的（臓器・細胞）指向性の治療システムの開発に向けて、共同研究によりマラリアはもちろ

ん、各種臓器の感染症・線維症・ガンへの治療・応用を目指したい。
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