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1. はしがき 

 

 本報告書は、平成 26 年度から文部科学省 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）に採択された研究プロジェクト「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」の 5 年間の研究成果をまとめたものです。私たちの研究グループでは、

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って得られる脱分化脂肪細胞

(Dedifferentiated fat cells: DFAT)という細胞が、間葉系幹細胞(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ました。DFAT は約１ｇの脂肪組織から大量調製が可能であ

るため、低コストで実用性の高い治療用細胞ソースとしてその臨床応用が期待されます。本研究

プロジェクトでは、今まで蓄積してきた研究成果を発展させ、治療用細胞としての DFAT の特性

解析や、臨床応用に適合した細胞調製法の確立、移植安全性の検証などを行い、DFAT 細胞治

療の安全性や妥当性を明確にすることを目的としています。また同時に、種々の疾患モデル動

物に対する DFAT 細胞治療の前臨床試験を行い、その有効性や移植安全性を明らかにし、 終

的に DFAT を用いた First-in-Human 臨床試験の実施を目指しています。このような「DFAT によ

る細胞治療開発」という共通テーマの元、日本大学医学部を中心に歯学部、生物資源科学部、

生産工学部、総合科学研究所など本学のスケールメリットを生かした学部横断的な研究組織に

よる新しい研究が活発に展開されました。また東京大学生産技術研究所、東京女子医科大学な

ど複数の学外研究グループが参画し、多くの研究者が各々の専門分野を活かし精力的に研究

を行った結果、多大な研究成果を挙げることができました。特に DFAT が高い血管新生作用を有

することを明らかにし、重症下肢虚血患者を対象とした細胞治療開発を重点的に行い、アイソレ

ータを用いた臨床グレード細胞製造や品質管理法を確立するなど、臨床研究実施に向け大きく

前進しました。また難治性皮膚疾患や難治性歯周病、椎間板変性症など多くの疾患で、前臨床

試験を行い、DFAT 細胞治療の有効性を明らかにすることができました。今後、これらの成果を

発展させ、多くの人が普遍的に利用できる再生医療を実現させたいと思います。 

 後に本研究プロジェクトを支えていただいた文部科学省、日本私立大学振興・共済事業団、

共同研究者の皆様、研究スタッフの方々、日本大学本部研究推進部、医学部研究事務課、研究

支援部門の皆様、関連研究機関の方々に深くお礼申し上げます。また本プロジェクトの外部評価

委員として、評価を賜りました森聖二郎先生（東京都健康長寿医療センター研究所 研究部長）、

長村登紀子先生（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 准教授）に深

く感謝申し上げます。 

研究代表者 松本 太郎 
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虚血性心疾患に対す

る細胞治療の確率 
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１１ 研究の概要 

（１）研究プロジェクトの目的・意義及び計画の概要

細胞治療を広く普及させるためには、苦痛を伴わず採取でき簡便に大量調製が可能な移

植用細胞の開発が望まれる。我々の研究グループは、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って得られる細胞群（脱分化脂肪細胞: 

Dedifferentiated fat cells, DFAT）が、間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cell, MSC)に類似した

多能性を獲得することを明らかにした。DFATは少量の脂肪組織から均質なMSC様細胞を大

量調製できるため、実用性の高い治療用細胞ソースとして期待できる。本事業では既存の治

療用細胞との比較などを通じて DFAT の治療用細胞としての適性を明らかにし、臨床応用に

適合した DFAT 調製法や品質管理法を確立する。そして下肢虚血モデル動物などを用いて

DFAT 細胞治療の有効性と安全性を検証する。これらのデータを基に DFAT を用いた血管再

生細胞治療の臨床研究の実施を目指す。具体的には、「治療用細胞としての特性解析」、

「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」、「DFAT 細胞治療の開発と

前臨床試験」の各テーマに沿って臨床応用に向けた橋渡し研究を展開する。本事業によって

得られる研究成果は、医療経済的にも優れた普遍的な細胞治療の確立に寄与することが予

想される。 

（２）研究組織

1. 研究代表者の役割

研究代表者は、本プロジェクトで実施する研究の総括及び成果発表、研究グループ間の情

報共有、役割分担、知財戦略等の統括を担った。 

2. 各研究者の役割分担や責任体制の明確さ

臨床研究に向けた橋渡し研究では、研究代表者が医学部の複数の診療科における役割分

担や研究課題を取りまとめ、ヒト脂肪組織の採取から臨床試験まで系統的に実施できる研究

体制を形成した。日本大学医学部では、臨床系教室 11 分野（小児科、循環器内科、腎臓内

分泌内科、総合内科、総合外科、小児外科、整形外科、形成外科、心臓血管外科、泌尿器

科、耳鼻咽喉頭頸部外科）および基礎系教室として生化学分野が研究に参加し、有機的な

研究組織を構築した。また医学部以外の学部と共同で行う学際的研究では、4 名のコアメン

バーである加野、野呂、福田、本田(平成 27 年 4 月より月村に変更)が、それぞれ生物資源科

学部、生産工学部、大学院総合科学研究所、歯学部における研究グループの統括を行っ

た。研究代表者および分担者は全員、一般財団法人公正研究推進協会(APRIN) が提供す

る e ラーニングプログラム(CITI Japan)を受講することにより、研究倫理に関する教育を受け

た。 

3. 研究プロジェクトに参加する研究者の人数

本プロジェクトでは、9 名の基礎研究者と、12 名の臨床医学を専門とする研究者及び 3 名の

学外研究者（合計 24 名）が主な研究者として参加した。さらに大学院生、PD、RA、研究員、

研究協力員、臨時職員を含めると合計 76 名の研究者が参加した。 

4. 大学院生・PD 及び RA の人数・活用状況

計 28 名の大学院生、3 名のポスト・ドクター(PD)、2 名のリサーチ・アシスタント（RA）が本プ

ロジェクトに参加した。

5. 研究チーム間の連携状況

研究代表者の松本と 4 名のコアメンバーとはすでに多くの共同研究を行っており、学部横断

的な研究体制が構築されている。研究代表者と 4 名のコアメンバーは医学部で行われるミー
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ティングにて進捗状況の確認や相互評価を定期的に行った。

6. 研究支援体制

日本大学産官学連携知財センター(NUBIC)より知財コーディネーター（2 名）が本事業を担

当し、知財戦略支援を行った。また日本大学医学部では総合医学研究所、医学研究支援部

門、研究事務課が一体となり本事業を側面より支援した。また臨床研究の立案・実施に関し

ては、日本大学医学部附属板橋病院臨床研究センターの支援を受けた。 

7. 共同研究機関との連携状況

大学研究機関として、東京大学・生産技術研究所、東京女子医科大学・形成外科、名古屋

大学・小児科、北海道大学・地球環境科学研究院、福岡歯科大学・再生医学研究センターと

共同研究を実施した。またバイオ関連企業として、株式会社細胞科学研究所、協和発酵キリ

ン株式会社、日水製薬株式会社、協和発酵キリン株式会社、サンプラテック株式会社、株式

会社ジェイテックコーポレーションと共同研究を実施した。

（３）研究施設・設備等

日本大学医学部総合医学研究所の研究拠点として、医学部創立 70 周年記念館(リサーチセ

ンター) 5,722 m2 を中心に、本研究プロジェクトの実験やデータ解析施設として使用した。本研

究施設は 200 名以上の研究者と大学院生が利用している。また本研究プロジェクトの動物実

験施設として医学研究支援部門ラボラトリーアニマル系実験動物施設および医学研究支援

部門生物化学系感染症ゲノムセンターを利用した。研究設備に関しては、本事業において

FACS Aria セルソーター（稼働時間 634 時間）、超低温槽（稼働時間 38,832 時間）、ロータリー

ミクロトーム（稼働時間 160 時間）、CO2インキュベーター（稼働時間 9,888 時間）、マイクロプレ

ートリーダー（稼働時間 146 時間）、倒立型顕微鏡（稼働時間 800 時間）、CO2 制御チャンバー

（稼働時間 1,200 時間）、全自動セルカウンター（稼働時間 40 時間）、サーマルサイクラー（稼

働時間 1,440 時間）、パラフィン包埋装置（稼働時間 345 時間）、ケミルミイメージングシステム

（稼働時間 250 時間）などを整備し、本研究プロジェクトに役立てた。

（４）研究成果の概要

＜現在までの進捗状況及び達成度＞ 

① 治療用細胞としての特性解析（達成度 90%）

・皮下脂肪組織に由来する DFAT の遺伝子発現プロファイルは、脂肪組織由来幹細胞(ASC)

と高い相同性を示し、脂肪分化指向性が高いことを明らかにした(図書*4, 学会発表*59, 68, 

75)。また脂肪組織の局在部位の相違により、その組織に由来する DFAT の分化指向性が異

なることを明らかにした（学会発表*21, 101, 103, 145, 159, 167）。

・脱分化による多能性獲得に関わる転写因子の候補を同定した(学会発表*127, 128, 149,

150, 151, 152, 展示会等*4, 6, 8)。

・DFAT を血管内皮細胞と共培養することにより血管構成細胞であるペリサイトへ分化させる

分化誘導系を確立した。また TGFとその細胞内シグナル Smad2/3 経路が DFAT のペリサイ

ト分化の主要経路であることを明らかにした（学会発表*29, 50, 54, 78, 80, 92, 103, 139, インタ

ーネット*11）。 

・アクチン細胞骨格動態変化により脂肪分化が誘導される分子機序を明らかにした(学会発

表*162)。

・マイクロ流体デバイスを用いて作成した DFAT コアシェル型細胞ファイバーから収縮能を有

する機能的平滑筋細胞の誘導に成功した (論文*20)。 

・ヒト頬脂肪体には皮下脂肪に比べ小型の脂肪細胞が多く存在し、この脂肪細胞から調製し

た DFAT は高い骨分化能を示すことを明らかにした(論文*14, 学会発表*102, 109, 129, 164, 
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インターネット*8, 9)。

・ビタミン D 受容体の活性化が、成熟脂肪細胞の脱分化に対し抑制的な作用を示すことを明

らかにした（学会発表*70, 73, 107, 115, 140, 156, 161）。 

・ブタ心外膜脂肪から調製した DFAT が高い心筋分化能を有することを明らかにした(論文*8,

学会発表*111, 120, 146, インターネット*5)。 

・ヒト DFAT の細胞純度や品質を評価するのに適した細胞表面マーカーを同定した(インター

ネット*4)。

・ヒト DFAT から iPS 細胞を作成に成功した(学会発表*88, 96, 124, 148)。

・DFAT の生着率向上や終末分化細胞への効率的分化を目的とした細胞キャリアの検討を

行った（学会発表*3, 9, 10, 14, 27, 28, 47, 64, 67, 99, 131）。 

・DFAT から機能性神経細胞への分化誘導に成功した（学会発表*44, 69, 83, 特許*5）。

・ヒト DFAT の遺伝子発現プロファイルに及ぼす継代培養の影響をクラスター解析及び

X-means 解析を用いて検討した。その結果、初代培養〜第 5 継代までは DFAT が安定な状

態にあるが、7〜10 継代では安定性が低下することを明らかにした。

・ヒト膝蓋下脂肪体から単離した成熟脂肪細胞から DFAT の調製に成功した。また膝窩下脂

肪体由来 DFAT から硝子軟骨様細胞凝集体の誘導に成功した(学会発表*21)。 

・ヒト DFAT の免疫制御能や造血細胞維持能を他細胞と比較し、優れた治療効果を示すこと

を明らかにした(学会発表＊71, 108, 123, 125, 136, 142, 165, 166, 図書 6, 7)。 

・ヒト DFAT が ASC と同等の T 細胞増殖抑制作用、調節性 T 細胞誘導促進作用、Th17 細胞

誘導抑制作用を有することを明らかにした(学会発表*32, 36, 53, 65)。 

・ヒト DFAT 由来エクソソーム中に含まれるマイクロ RNA の網羅的解析を行い、ヒト ASC 由来

エクソソームと比べて特徴的に発現するマイクロ RNA を同定した。

・ヒト DFAT 由来エクソソームが椎間板髄核細胞の増殖促進作用を示すことを明らかにした。

・ヒト DFAT 由来エクソソームが、T 細胞増殖抑制、調節性 T 細胞誘導促進、Th17 細胞誘導

抑制作用を有することを明らかにした(学会発表*32, 36, 53, 56, 65)。 

・タモキシフェン誘導下に脂肪細胞の運命追跡ができる遺伝子改変レポーターマウス

(Adipo-Cre-ERT2/tdTomato-ROSA26 マウス）に皮膚全層欠損を作成し、創傷治癒過程にお

ける脂肪細胞の運命追跡を行った。その結果、皮膚欠損後の組織修復過程で脂肪細胞に由

来する線維芽細胞様の形態を示す細胞が出現し、その一部は肉芽組織内で前駆脂肪細胞

やペリサイトの形質を獲得していることを明らかにした(学会発表*5, 40)。 

・上記レポーターマウスの乳腺脂肪体に乳癌細胞を移植し、癌の進展過程における脂肪細

胞の挙動を検討した。その結果、腫瘍組織中に脂肪細胞に由来する線維芽細胞様細胞が出

現し、その一部は間葉系幹細胞やペリサイトの形質を獲得していることを明らかにした。一

方、癌関連線維芽細胞(CAF)の起源にはなっていないことを示した(学会発表*8)。 

・高血圧自然発症ラット(SHR)において、補体 C3 の発現を介して平滑筋細胞の脱分化が起こ

ることを明らかにした(学会発表*13, 23, 24, 25, 37, 87)。 

・DFAT を「反重力培養装置」で培養すると細胞増殖能や、コラーゲンの産生能が促進するこ

とを明らかにした（学会発表*15, 45）。 

・DFAT と神経芽腫細胞の共培養実験により、DFAT が神経芽腫細胞の神経細胞への分化を

促進することを明らかにした（学会発表*4, 16, 55)。 

・遺伝子導入により DFAT から肝細胞を分化誘導させる方法を明らかにした(受賞*1)。

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（達成度 95%）

・臨床グレードの DFAT を調製するために必要なアイソレーターを稼働させ、閉鎖系システム

で DFAT を作成できることを確認した（学会発表*97, 101, 103, 新聞報道*4, 7, 10）。 

・脂肪細胞を容易に効率良く脱分化させるフラスコを設計・開発した（特許*4, 6, 展示会等
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*1）。 

・ヒト DFAT を効率良く増殖させる GMP 準拠培地を開発した（論文*13）。 

・ヒト頬脂肪体から DFAT を効率良く調製する至適酵素濃度を決定した(論文*4, 学会発表

*122, 135, 特許＊1)。 

・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委託実

施し、DFAT に造腫瘍性がないことを確認した(学会発表＊59, 63)。 

・独立行政法人医薬品医療機器総合機構(PMDA)の施設調査を受け、厚生労働省より特定

細胞加工物(DFAT)の製造許可を受けた。 

・ヒト吸引脂肪組織（約 5 mL)から臨床グレードの DFAT を調製し、細胞製造および品質管理

に関するプロトコールを作成した(学会発表＊12, 18, 22, 26, 41, 59, 63, 95, 110, 119, 143)  

・ウサギ下肢虚血モデルに対して自家 DFAT の筋肉内注射を行い、移植部位および主要臓

器に腫瘍形成や異常分化が認められないことを確認した(学会発表 12, 18, 22, 26, 41, 59, 116, 

130, 新聞報道*10, 展示会等＊4, 5)。 

・ブタ下肢虚血モデルに対して自家 DFAT の筋肉内注射を行い、移植部位および主要臓器に

腫瘍形成や異常分化が認められないことを確認した。 

・2 種類の免疫不全ブタ(タクロリムス投与ブタ、IL-2rg ノックアウトブタ)に対し、ヒト DFAT の筋

肉内注射を行い、移植部位および主要臓器に腫瘍形成が認められないことを確認した(学会

発表*7, 17)。 

・健常ボランティアから脂肪吸引を行い、自施設の細胞加工施設(CPF)内にて臨床グレードの

DFAT を調製する臨床研究を実施した。 

 

③ DFAT 細胞治療の開発と前臨床試験（達成度 85%） 

・ヒト DFAT が末梢血単核球や ASC などの細胞に比較して高い血管新生能を示すことを明ら

かにした(論文*17, 学会発表*18, 22, 29, 39, 50, 74, 103, 153, 154, 特許＊3, 新聞報道*5, 6, 

7, 9, 10, 展示会等＊6, 8)。 

・ウサギ下肢虚血モデルに対する自家 DFAT 移植実験を行い、有効性や移植安全性を確認

した(学会発表 12, 18, 22, 26, 41, 59, 74, 90, 116, 130, 新聞報道*5, 6, 7, 9, 10, 展示会等＊4, 

5)。 

・ウサギ下肢虚血モデルに対する DFAT の自家移植は、細胞の凍結・解凍を行っても高い血

管新生効果が期待できることを明らかにした。 

・重症下肢虚血患者を対象とした自家 DFAT 細胞移植による血管再生細胞治療の臨床研究

プロトコルを作成した。 

・マウス脊髄損傷モデルに DFAT 移植すると長期間にわたり運動機能が回復することを示し

た(論文*24, 学会発表*134, 展示会等* 4, 5)。 

・バルーン膣拡張術と両側卵巣摘出を併用したラット持続性腹圧性尿失禁モデルに DFAT を

移植すると、排尿機能が改善することを明らかにした(図書＊9, 展示会等*4, 5, 6, 8) 

・ラット顔面神経切離モデルに DFAT 入りシリコンチューブを用いて架橋すると神経再生が促

進することを明らかにした（論文*3, 23, 学会発表*19, 31, 61,  展示会等*4, 5, 6）。 

・マウス炎症性腸疾患モデルに対する DFAT 細胞移植の治療効果を明らかにした(学会発表

*56，93, 図書*3, 4)。 

・ラット皮膚全層欠損モデルに対する人工真皮移植の際に bFGF と DFAT 移植を併用すると、

真皮再生が促進することを示した(論文*22, 図書*8, 学会発表*46, 51, 58, 60, 66, 72, 78, 105, 

114, 117, 126, 137, 157, 特許*2)。 

・ラット難治性骨折モデルや椎間板変性モデルに対する骨・軟骨再生効果を明らかにした（論

文*5, 9, 学会発表*48, 82, 85, 89, 98, 104, 112, 118, 134, 144, 158, 168）。 

・ラット免疫性腎炎モデルに DFAT を静脈内投与すると尿蛋白や腎機能が改善することを明
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らかにした。またその作用機序が腎臓における抗炎症サイトカイン TSG6 の分泌によることを

明らかにした(論文*21, 図書*2, 5, 学会発表*1, 30, 38, 62, 77, 86, 100, 106, 121, 147, 155)。 

・ラット全層植皮モデルに bFGF 投与と DFAT 移植を併用すると、bFGF 単独投与に比べ移植

皮膚内の血管数が増加することを示した (論文＊19, 図書*10, 学会発表 35, 52, 72, 105, 

126)。 

・ラット皮弁モデルの皮弁基部に DFAT を移植すると皮弁内の血管数が有意に増加し皮弁生

着が促進することを明らかにした(論文＊15, 図書*10, 学会発表 11, 49, 52, 60, 91, 132, 

163)。 

・歯周組織欠損ラットに DFAT を含む乳酸グリコール酸共重合体(PLGA)ブロックの移植を行う

と、歯槽骨、セメント質、歯根膜の再生を促進することを明らかにした（論文＊10, 12, 図書*1, 

学会発表*76, 113, 141, 受賞*3）。 

・ラット下顎骨欠損モデルに DFAT と RCP（リコンビナントペプチド）複合体を移植すると、骨様

硬組織と血管の再生が促進することを明らかにした（論文*1, 学会発表 42) 

・ラット尿管逆流症(VUR)モデルに対する DFAT の治療効果を示した(論文*11, 図書*9)。 

・ラット低酸素性虚血性脳症モデルに対して DFAT 静脈内投与すると海馬のアポトーシス細

胞の減少や運動機能の改善が認められることを明らかにした(論文*6, 学会発表*84) 。 

・マウス急性移植片対宿主病(GVHD)モデルに DFAT を静脈内投与すると、GVHD に伴う体重

減少が抑制され、GVHD の臨床スコアを有意に改善することを明らかにした(論文*7, インタ

ーネット 3)。 

・ラット尾椎椎間板傷害モデルに対して、DFAT を椎間板内注射することにより、椎間板間隙

の狭小化の有意な抑制と、DFATが軟骨様細胞（髄核細胞）に直接分化することを明らかにし

た (論文*9, 学会発表*20, 34, 57, 81, 94, 138, 160, インターネット*1)。 

・ブタ皮膚全層欠損モデルに対して、DFAT を含浸させた人工真皮の移植を行うと、その後の

自家培養表皮移植時に真皮・上皮接合部の基底膜構築が促進されることを明らかにした 

(論文*1, 学会発表*2, 33, 35)。 

・椎間板傷害や受動喫煙によるラット椎間板変性モデルに対し、DFAT を静脈内全身投与す

ることにより椎間板変性が抑制されることを明らかにした(学会発表*20, 48, 82, 89, 104, 112, 

展示会等*8)。 

・コラーゲンゲル充填シリコンチューブ架橋によるラット反回神経再生モデルの作出に成功し

た（学会発表*43）。 

・ラット軟骨欠損モデルに DFAT から分化誘導した軟骨様細胞凝集体を移植すると、軟骨修

復の肉眼的スコア、組織学的スコアが改善することを明らかにした。移植された DFAT由来細

胞凝集体は、移植 2 週間後までは確認できたが 12 週間後には検出が困難になった(論文*3, 

展示会等*5，6，8)。 

・ミニブタ根分岐部欠損モデルに対して病変部に自家 DFAT 移植を行うと、歯周ポケットが改

善することを明らかにした。 

・ラット新生児壊死性腸炎モデルに DFAT を腹腔内投与すると、生存率や肉眼的・組織構造

学的重症度が改善することを明らかにした（特許出願*7, 学会発表*6）。 

 

＜優れた成果が上がった点＞ 

1. DFAT が、末梢血単核球や線維芽細胞といった他の細胞源と比較しても、ドナー年齢や

継代数に影響されず安定した血管新生作用を示すことを明らかにした。また下肢虚血モ

デルを用いた移植実験により DFAT は高い血流改善作用を示し、安全に移植できること

を確認した（論文*16, 17, 図書*4, 7, 学会発表*18, 22, 39, 41, 59, 90, 101, 103, 116, 153, 

154, 新聞報道*10, 展示会等*1, 4, 5, 6, 8）。これらの研究成果により、平成 30 年度より
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国立研究開発法人日本医療研究開発機構(AMED)再生医療実用化研究事業に採択さ

れ、重症下肢虚血に対する自家 DFAT 移植による再生医療の治験実施に向けた支援を

受けることになった。 

2. 企業との連携により、従来法より効率的に DFAT を調製できる調製培地や、天井培養を

簡便・容易にする培養フラスコの開発に成功した。開発した培養フラスコは特許出願お

よび意匠出願を行った（特許出願*4, 6, 学会発表*22, 41, インターネット*2, 7, 展示会

等*１, 4）。 

3. ヒト吸引脂肪組織を用いた検討により、臨床グレードの DFAT をアイソレータを用いた閉

鎖系システムで調製する製造法および品質管理法を確立した(学会発表*12, 18, 22, 26, 

41, 59, 63, インターネット*2, 10, 12, 新聞報道*4, 展示会等*1, 4, 5)。 

4. 重症下肢虚血に対する DFAT を用いた細胞治療の臨床研究開始に向け、日本大学医

学部リサーチセンター細胞加工施設(CPF)に対する PMDA の施設調査を受け、厚生労

働省より特定細胞加工物(DFAT)の製造許可を受けた。また適合基準・除外基準、移植

細胞数、評価法などを定め、臨床研究のプロトコル作成を行った(インターネット*6, 12)。 

5. 脂肪特異的レポーターマウスを用いた実験により、創傷治癒過程やがんの進展過程に

おいて、生体内でも脂肪細胞の脱分化が起こることを明らかにした(学会発表*5, 8, 40)。 

6. 重度熱傷などの皮膚再生を目的とした細胞治療に DFAT が有望であることを種々の検

討により明らかにした(論文*22, 図書*8, 学会発表*2, 35, 46, 49, 51, 52, 60, 66, 72, 78, 

105, 114, 117, 126, 137, 157, 特許*2, 新聞報道*8, 展示会等*4, 5, 6, 8, 受賞*2)。 

7. 難治性歯周病に対する DFAT 細胞治療の有効性・安全性を明らかにすることができた。

また頰脂肪体に由来する DFAT が細胞源として有望であることを明らかにした（論文＊

1，4, 10, 12, 図書*1, 学会発表*42，76, 113, 122, 137, 141, 受賞*3, 特許*1, インターネ

ット 8, 9）。 

8. 変形性脊椎症などの骨軟骨疾患に対する DFAT 細胞移植の治療効果や作用メカニズ

ムを明らかにした(論文*5, 9, 18, 学会発表＊20, 48, 57, 81, 82, 89, 94, 98, 104, 112, 134,

138, 144, 158, 159, 160, 167, 168, インターネット＊1，展示会等*4, 5, 6, 7, 8)。

＜課題となった点＞ 

天井培養による脂肪細胞の多分化能獲得メカニズム解明を目指した検討をいろいろな実

験系を用いて実施したが、本プロジェクト終了時までに鍵となる分子メカニズムの同定には至

らなかった。しかし、検討の過程において、脂肪細胞が細胞増殖能を獲得するフェーズと多

分化能を獲得するフェーズでそれぞれ異なったシグナル経路が活性化することや、天井培養

開始直後に脂肪細胞から数種類の液性因子が異なったタイミングで分泌され、これらのオー

トクライン作用が DNA 複製開始のトリガーとなることが強く推測されるなど、一定の進捗はあ

ったと思われる。今後 DFAT を用いた細胞治療の産業化を目指す上で、脂肪細胞の多分化

能獲得メカニズムの解明や DFAT の多能性を担保するバイオマーカーの同定は、知財強化

に直結する重要な研究成果となるため、今後も精力的に研究を継続していく予定である。

血管再生治療用細胞としてDFATの研究開発を進める上で、同じ脂肪組織から調製できる

ASC との性能比較を行い、DFAT の優位性を示すことが重要であると考えた。そこで本プロジ

ェクトでは、ヒト DFAT の調製と同時に、同一ドナーに由来する ASC を調製し、性能比較を行

った。その結果、in vitro の実験系では、DFAT は ASC に比べ、血管新生因子の分泌能や血

管内皮細胞の管腔形成能が高いという結果が得られたが、下肢虚血モデルマウスを用いた

in vivo 移植実験では、治療効果の優位性を示すことができなかった。今後、虚血部の血流や

血管密度の比較のみならず、側副血行路の発達への影響などより詳細な治療効果の評価を

行い、ASC との違いを明確にする予定である。ASC は糖尿病などの基礎疾患があるとその
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性能が低下することが知られおり、糖尿病モデル動物を用いた実験系で、DFAT と ASC の性

能比較試験を行うことにより、DFAT の優位性を示すことができる可能性があると考える。ま

た重症下肢虚血を対象とした新たな治療法として、HGF プラスミドを用いた遺伝子治療や自

家末梢血 CD34 陽性細胞を用いた細胞治療が実用化段階となっている。このような先行して

いる治療法と DFAT 細胞治療との医療経済学的視点も含めた総合的な性能比較が必要とな

ると思われる。 

 

＜自己評価の実施結果と対応状況＞ 

本プロジェクトでは、「DFAT による細胞治療開発」という共通テーマの元、医学部を中心に

学部横断的な総合医学研究拠点を形成することを目標とした。その結果、医学部、歯学部、

生物資源科学部、生産工学部、総合科学研究所から 76 名に上る研究者が精力的に研究を

実施し、多くの研究成果が得られたことから、その目標はほぼ達成されたと思われる。またプ

ロジェクト開始時より大学院生を中心とした若手研者の育成を念頭においた研究計画を立

て、それを実践した結果、30 名を超える若手研究者の参画が得られ、教育面においても大き

な成果を上げることができた。研究機器に関しては、セルソーター、ロータリーミクロトーム、

CO2 インキュベーター、マイクロプレートリーダー、サーマルサイクラー、倒立型顕微鏡、CO2

制御チャンバー、全自動セルカウンターなど多くの研究機器を整備することができ、これらは

プロジェクト期間中多くの研究者に使用され、本プロジェクトの研究成果に直接つながった。

一部の機器（パラフィン包埋装置、ケミルミイメージングシステム）は、本プロジェクトの 終年

度に既存の機器が経年劣化により使用できなくなったため、急遽整備することになったが、こ

の整備により多くの研究を滞りなく遂行することができた。研究費の分配に関しては、各研究

単位に分担者と定期的にミーティングを行い、必要経費を算出するとともに、発注時にすべて

研究代表者が確認する体制を構築することにより、効率的で研究成果に直結する分配を行う

ことができた。以上の実施内容より、本プロジェクトは日本大学の研究基盤の形成・発展に大

きく寄与し、費用対効果の観点から見ても、十分な成果がえられたと思われる。 

研究テーマ別の進捗度としては、「治療用細胞としての特性解析」では、DFAT の多分化能

獲得メカニズムの解明など一部遅れが生じたが、他の研究はおおむね順調に進捗した。一

方、DFAT 三次元培養による高次組織構築の研究など予定より早く完了した項目もあった。こ

れらの状況から達成度 90%と自己評価した。「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」では、日本大学医学部リサーチセンターCPF に設置されているアイソレータを

用いて GMP 準拠した閉鎖系 DFAT 調製システムを構築し、調製した DFAT の品質管理法を

確立するに至った。また調製過程における遺伝的安定性の検証や、移植安全性試験、造腫

瘍性試験を実施し、DFAT の治療用細胞としての安全性・妥当性を明確にすることができた。

担がんマウスに対する移植実験など一部未実施項目は残ったが、当初達成目標としていた

項目はほぼ達成されたと判断し、達成度 95%と自己評価した。「DFAT 細胞治療の開発と前臨

床試験」では、血管再生、皮膚再生、歯槽骨再生に関する研究はほぼ順調に進捗した。

DFAT を用いた血管再生細胞治療の臨床研究については、臨床研究プロトコルの作成を行っ

たが、特定認定再生医療等委員会への申請には至らなかった。これらの状況から達成度

85%と自己評価した。   

 本事業に直接関連する 5 年間の研究成果として、雑誌論文(24 件)、図書（9 件）、学会発表

（168 回）、公開シンポジウム(5 回)がなされた。また本事業に係わる特許出願（7 件）や新聞・

テレビ報道（10 件）などもなされた。まだ論文化に至っていない研究成果が複数あるため、今

後、順次論文化していく予定である。 
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＜外部（第三者）評価の実施結果と対応状況＞ 

2 名の有識者（評価者 1: 東京都健康長寿医療センター研究所・研究部長 森聖二郎先

生、評価者 2:  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

登紀子先生）に依頼し、3 年目終了時および 5 年目終了時に外部評価を受けた。そのコメント

と評価スコアを以下に示す。評価スコアは、「研究内容」、「進捗状況」、「成果報告状況」、「産

業財産権」、「社会貢献」についてそれぞれ5: 非常に優れている、4: 優れている、3: 普通、2: 

やや劣っている、1: 劣っている、の 5 段階評価とし、その合計点を算出した。 

【評価者１】 中間評価: DFAT を用いた細胞治療の臨床応用というテーマを共有する個々

の研究者が、基礎から臨床にわたるそれぞれの特異分野を生かしながら、チーム全体として

相補的に関わりながら研究を進めており高く評価できる。細胞特性解析、細胞調製法確立、

前臨床試験という 3 本柱の達成度は現時点で計画通りの水準を維持しており、近い将来、ヒ

トへの臨床応用が十分期待できる（評価スコア 21 点／25 点満点）。 終評価：本プロジェク

トでは、DFAT を用いた血管再生細胞治療の実地臨床導入を主たる目的に設定し、その準備

段階として DFAT の「治療用細胞としての特性解析（自己評価での達成度 90%）」、「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（自己評価での達成度 95%）」、「DFAT 細

胞治療の開発と前臨床試験（自己評価での達成度 85%）」という 3 つのテーマに沿って研究が

進められた。各テーマの達成度は高く、さらに本プロジェクトは日本大学の研究基盤の形成・

発展にも大きく寄与しており、費用対効果の観点から見ても十分な成果がえられたと判断で

きる。今後、本プロジェクトでえられた知見をもとに、重症下肢虚血に対するDFATを用いた細

胞治療の臨床研究の早期開始が期待される（評価スコア 24 点／25 点満点）。

 【評価者２】 中間評価： ①研究内容は、動物モデルを作成して有効性を検証し、それを臨

床応用へ進めており、基礎から臨床応用までの工程がしっかりできている。進捗も、ほぼ計

画通りに行われている点は、高く評価される。②同種細胞としての利用の場合には、将来的

には PMDA と薬事戦略相談の上、再生医療等製品として製剤化を目指す必要があると思わ

れる。臨床研究にてヒトでの POC を確立された後に、導出企業を決めて、進まれることが期

待される。なお、健常ドナーの安全性の担保、どのくらいのドナープールが必要なのかの試

算も必要となると考える（評価スコア 23 点／25 点満点）。 終評価：①オール日本大学と関

連外部研究機関および企業との共同研究という大きな体制を率いて研究を牽引されたこと

は、高く評価される。特に臨床系および基盤的な研究科が参画することで、DFAT の特性解

析、細胞調製法の確立と移植安全性の検証（非臨床安全性）および細胞治療と前臨床有効

性の検証が多方面で進められたこと、特許戦略も十分であり、将来への適応拡大に期待さ

れる。②その一方で、AMED 再生医療実用化研究事業「重症下肢虚血に対する脱分化脂肪

細胞（DFAT)を用いた細胞治療の実用化」に採択されたとのことなので、今後はこの臨床研

究達成に集中することも必要と考える。なお、非臨床安全性（薬理）試験は、PMDA との薬事

戦略相談後に決定されたヒトへ投与する 終産物を以て検証する必要があるため、PMDA と

の薬事戦略相談は欠かせない。③前項において、投与細胞数から勘案した全体の細胞製剤

のスケール感を本事業での動物実験等からも推測されるとよいと考える（評価スコア 23 点

／25 点満点）。 

＜研究期間終了後の展望＞ 

DFAT による血管再生細胞治療の臨床研究に関しては、平成 30 年度より採択を受けてい

る AMED 再生医療実用化研究事業の支援を受け、「重症下肢虚血に対する自家 DFAT 移植
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による細胞治療の First-in-Human 臨床研究」の実施を目指していく。これが実現すれば、世

界初の DFAT を用いた血管再生細胞治療の試みとなる予定である。また同時に治験への円

滑な移行を図るため、PMDA 薬事戦略相談を実施し、臨床に用いる DFAT の品質や安全性

の確認、治験プロトコルの策定などを進める。将来的に重症下肢虚血を対象とした臨床研究

にて安全性と有効性が確認されれば、より患者数の多い脳梗塞や難治性皮膚潰瘍などへ適

応を拡大したいと考えている。また歯科領域、獣医科領域の細胞治療開発といった学部横断

的研究に関しては、平成30年度より採択を受けている日本大学理事長特別研究の研究費な

どを用いて、継続発展させていく予定である。本プロジェクトにより整備した機器・備品は継続

してこれらの研究に活用していく。 

＜研究成果の副次的効果＞ 

本プロジェクト研究成果の副次的効果として以下の企業連携、特許申請を行った。 

【企業との連携実績】 

1. 株式会社細胞科学研究所：DFAT 調製用培地の開発を行った(2015-2018 年）。

2. 360ip ジャパン株式会社：DFAT 細胞治療に関するベンチャー創出に向けた研究を行った

（2014. 9-2017. 3 JST 大学発新産業創出プログラム START プロジェクト支援型）。

3. 日水製薬株式会社: DFAT 調製用培地の開発を行った(2018 年-現在)。

4. 一般社団法人体性幹細胞臨床研究会：DFAT 培養上清を用いた再生医療開発を行った

（2016-現在)。

5. 協和発酵キリン株式会社：DFAT 及び MSC の大量調製法の開発を行った(2017 年）。

6. サンプラテック株式会社: DFAT 培養フラスコの委託開発を行った(2016 年-現在)。

7. 株式会社ジェイテック・コーポレーション：DFAT 及び MSC の三次元培養に関する研究を

行った(2015-2016 年)。

【特許申請】 

1. ＊出願番号：PCT/JP2015/068658 特願 2014-149676

発明者：本田雅規, 鶴町仁奈, 秋田大輔, 外木守男, 加野浩一郎, 松本太郎

発明の名称：「脱分化脂肪細胞の取得方法」

出願人：日本大学

出願日：2015 年 6 月 29 日

2. *出願番号：特願 2014-226599

発明者：副島一孝, 松本太郎, 風間智彦

発明の名称：「真皮再建用テンプレート」

出願人：日本大学

出願日：2014 年 11 月７日

3. *出願番号：特願 2015-065598

発明者：松本太郎, 風間智彦, 加野浩一郎

発明の名称：「脱分化脂肪細胞を有効成分とする血管再生療法用組成物」

出願人：日本大学

出願日：2015 年 3 月 27 日

4. *出願番号：PCT/JP2016/082413 特願 2015-218569

発明者：松本太郎, 風間智彦, 萩倉一博

発明の名称：「培養容器」
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出願人：日本大学 

出願日：2015 年 11 月 6 日 

 

5. *出願番号：特願 2017-237231 

発明者：杉谷博士, 中野令, 松本太郎, 加野浩一郎 

発明の名称：「哺乳動物由来脱分化脂肪細胞から神経細胞を製造する方法及び哺乳動

物由来の脱分化脂肪細胞から神経細胞への分化誘導用キット」 

出願人：日本大学 

出願日：2017 年 12 月 11 日 

 

6. *出願番号：意願 2018-015323 

発明者：桑原順一, 松本太郎, 風間智彦 

発明の名称：「培養容器」 

出願人：日本大学・株式会社サンプラテック 

出願日：2018 年 7 月 11 日 

 

7. *出願番号:特願 2018-196820 

発明者：松本太郎, 風間智彦, 佐藤義朗, 見松はるか 

発明の名称：「壊死性腸炎治療用組成物」 

出願人：日本大学・名古屋大学 

出願日：2018 年 10 月 18 日 

 

１２ キーワード 

（１）   再生医学          （２）  細胞治療           （３） 間葉系幹細胞       

（４）   血管新生          （５）  脂肪細胞           （６） 脱分化脂肪細胞       

（７）   創傷治癒          （８） 脂肪組織由来幹細胞     

 

１３ 研究発表の状況 

＜雑誌論文＞ 

【本事業に直接関連するもの】 

1. *Soejima K, Kashimura T, Kazama T, Matsumoto T, Nakazawa H. Effect of mature 

adipocyte-derived fat (DFAT) cells on formation of basement membrane after cultured 

epithelial autograft on artificial dermis. Plast Reconstr Surg 2019 In press （査読有) 

2. *Tateno A, Asano M, Akita D, Toriumi T, Tsurumachi-Iwasaki N, Kazama T, Arai Y, 

Matsumoto T, Kano K, Honda M. Transplantation of dedifferentiated fat cells combined 

with a biodegradable type I collagen-recombinant peptide scaffold for critical-size bone 

defects in rats. J Oral Sci 2019 In press (査読有)  

3. *Shimizu M, Matsumine H, Osaki H, Ueta Y, Tsunoda S, Kamei W, Hashimoto K, Niimi Y, 

Watanabe Y, Miyata M, Sakurai H. Adipose-derived stem cells and the stromal vascular 

fraction in polyglycolic-acid (PGA)-collagen nerve conduits promote rat facial nerve 

regeneration. Wound Repair Regen 26(6): 446-455, 2018 (査読有) 

4. *Tsurumachi N, Akita D, Kano K, Matsumoto T, Toriumi T, Kazama T, Oki Y, Tamura Y, 

Tonogi N, Shimizu N, Honda M. Effect of collagenase concentration to isolate small 

adipocytes from human buccal fat pad. J Oral Sci 60(1): 14-23, 2018 （査読有)  

5. *Shimizu M, Matsumoto T, Kikuta S, Ohtaki M, Kano K, Taniguchi H, Saito S, Nagaoka M, 

Tokuhashi Y. Transplantation of dedifferentiated fat cell-derived micromass pellets 
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contributed to cartilage repair in the rat osteochondral defect model. J Orthop Sci 23(4): 

688-696, 2018 （査読有)

6. *Mikrogeorgiou A, Kondo T, Hattori T, Sugiyama Y, Nakanishi K, Tsuji M, Kazama T, Kano

K, Matsumoto T, Hayakawa M, Sato Y. Dedifferentiated fat cells, as a novel source for cell

therapy to target neonatal hypoxic ischemic encephalopathy. Dev Neurosci 34(1-4):

273-286, 2017 (査読有)

7. *Murai T, Matsumoto T, Ishige M, Kazama T, Kano K, Mugishima H. Effect of

dedifferentiated fat cell transplantation in a mouse model of acute graft-versus-host

disease. J Nihon Univ Med 76(4-5): 187-194, 2017（査読有） 

8. *Toyama K, Kano K, Matsumoto T, Hirayama A. Study of cardiac muscle differentiation

potential in epicardial adipose-derived dedifferentiated fat cells (DFAT). J Nihon Univ

Med 76(4-5): 175-185, 2017（査読有） 

9. *Nakayama E, Matsumoto T, Kazama T, Kano K, Tokuhashi Y. Transplantation of

dedifferentiated fat cells promotes intervertebral disc regeneration in a rat intervertebral

disc degeneration model. Biochem Biophys Res Commun 493(2):1004-1009, 2017（査読

有） 

10. *Suzuki D, Akita D, Tsurumachi N, Kano K, Yamanaka K, Kaneko T, Kawano E, Iguchi S,

Toriumi T, Arai Y, Matsumoto T, Isokawa K, Sato S, Honda M. Transplantation of mature

adipocyte-derived dedifferentiated fat cells into three-wall defects in the rat

periodontium induces tissue regeneration. J Oral Sci 59(4): 611-620, 2017  (査読有) 

11. *Ikado Y, Obinata D, Matsumoto T, Murata Y, Kano K, Fukuda N, Yamaguchi K, Takahashi

S. Transplantation of mature adipocyte-derived dedifferentiated fat cells for treatment of

vesicoureteral reflux in a rat model. Int Urol Nephrol 48(12): 1951-1960, 2016  (査読有) 

12. *Akita D, Kano K, Saito-Tamura Y, Mashimo T, Sato-Shionome M, Tsurumachi N,

Yamanaka K, Kaneko T, Toriumi T, Arai Y, Tsukimura N, Matsumoto T, Ishigami T, Isokawa

K, Honda M. Use of rat mature adipocyte-derived dedifferentiated fat cells as a cell

source for periodontal tissue regeneration. Front Physiol 7: 50, 2016（査読有）

13. *Taniguchi H, Kazama T, Hagikura K, Yamamoto C, Kazama M, Nagaoka Y, Matsumoto T.

An efficient method to obtain dedifferentiated fat cells. J Vis Exp Jul 15;(133), 2016（査

読有） 

14. *Tsurumachi N, Akita D, Kano K, Matsumoto T, Toriumi T, Kazama T, Oki Y, Tamura Y,

Tonogi M, Isokawa K, Shimizu N, Honda M. Small buccal fat pad cells have high osteogenic

differentiation potential. Tissue Eng Part C, 22(3): 250-259, 2016（査読有）

15. *Kashimura T, Soejima K, Asamai T, Kazama T, Matsumoto T, Nakazawa H. The effect of

mature adipocyte-derived dedifferentiated fat (DFAT) cells on a dorsal skin flap model. J

Invest Surg 29(1): 6-12, 2016（査読有） 

16. *Nakamura T, Kazama T, Nagaoka Y, Inamo Y, Mugishima H, Takahashi S, Matsumoto T.

Influence of donor age and passage number on angiogenic activity in human

adipose-derived stem cell-conditioned media. J Stem Cell Res Ther 5: 307, 2015 （査読

有） 

17. *渡邉拓史, 松本太郎, 萩倉一博, 風間智彦, 高橋昌里. 脱分化脂肪細胞(DFAT)にお

ける血管新生効果の検討. 日大医学雑誌 74(5): 238-245, 2015（査読有）

18. *大瀧宗典, 松本太郎, 加野浩一郎, 徳橋泰明. ヒト脱分化脂肪細胞の軟骨分化能の検

討. 日大医学雑誌 74(5): 246-252, 2015（査読有）

19. *Asami T, Soejima K, Kashimura T, Kazama T, Matsumoto T, Morioka K, Nakazawa H.

Effects of combination therapy using basic fibroblast growth factor and mature
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adipocyte-derived dedifferentiated fat (DFAT) cells on skin graft revascularization. J 

Plast Surg Hand Surg 49(4): 229-233, 2015（査読有） 

20. *Hsiao AY, Okitsu T, Onoe H, Kiyosawa M, Teramae H, Iwanaga S, Kazama T, Matsumoto

T, Takeuchi S. Smooth muscle-like tissue constructs with circumferentially oriented cells

formed by the cell fiber technology. PLoS One 10(3): e0119010, 2015 (査読有) 

21. *Maruyama T, Fukuda N, Matsumoto T, Kano K, Endo M, Kazama M, Kazama T, Ikeda J,

Matsuda H, Ueno T, Abe M, Okada K, Soma M, Matsumoto K, Kawachi H. Systematic

implantation of dedifferentiated fat cells ameliorated monoclonal antibody

1-22-3-induced glomerulonephritis by immunosuppression with increasing in

TNF-stimulated gene 6. Stem Cell Res Ther 6(1): 80, 2015 (査読有) 

22. *Soejima K, Kashimura T, Asami T, Kazama T, Matsumoto T, Nakazawa H. Effects of

mature adipocyte-derived dedifferentiated fat (DFAT) cells on generation and

vascularization of dermis like tissue after artificial dermis grafting. J Plast Surg Hand 

Surg 49(1): 25-31, 2015 (査読有) 

23. *Matsumine H, Takeuchi Y, Sakaki R, Kazama T, Kano K, Matsumoto T, Sakurai H, Miyata

M, Yamato M. Adipocyte-derived and dedifferentiated fat cells promoting facial nerve

regeneration in a rat model. Plast Reconstr Surg 134(4): 686-697, 2014 (査読有)

24. *Yamada H, Ito D, Oki Y, Kitagawa M, Matsumoto T, Watari T, Kano K. Transplantation of

mature adipocyte-derived dedifferentiated fat cells promotes locomotor functional

recovery by remyelination and glial scar reduction after spinal cord injury in mice. 

Biochem Biophys Res Commun 454(2): 341-346, 2014 (査読有) 

【その他】 

25. Fujii R, Osaka E, Sato K, Tokuhashi Y. MiR-1 suppresses proliferation of osteosarcoma

cells by up-regulating p21 via PAX3. Cancer Genomics Proteomics 2019 In press  (査読

有)

26. Matsumaru T, Sakamaki K, Oki Y, Kano K. Mice liver after 70% partial hapatoectomy

completes regeneration by restructure of central vein networks. Hematol Commun 2019

In press  (査読有)

27. Matsumine H, Sasaki R, Fujii K, Sakurai H. Intramasseteric schwannoma derived from the

masseteric nerve. Plast Reconstr Surg Glob Open 2019 In press (査読有)

28. Niimi Y, Matsumine H, Fukuda S, Salsbury J, Niimi Y, Herndon D, Prough D, Enkhbaatar P.

Surgical anatomy of ovine facial and hypoglossal nerves for facial nerve reconstruction

and regeneration research: An experimental study in sheep. Microsurgery 2019 In press

(査読有)

29. Uno S, Shimizu T, Tanaka T, Ashiba H, Fujimaki M, Tanaka M, Awazu K, Makishima M.

Application of a waveguide-mode sensor to blood testing for hepatitis B virus, hepatitis C

virus, human immunodeficiency virus and Treponema pallidum infection. Sensors 2019 In

press（査読有）

30. Nanjyo S, Ohgane K, Yoshioka H, Makishima M, Hashimoto Y, Noguchi-Yachide M.

Structure-activity relationship study of estrogen receptor down-regulators with a

diphenylmethane skeleton. Bioorg Med Chem 2019 In press（査読有）

31. Fouache A, Zabaiou N, de Joussineau C, Morel L, Silvente-Poirot S, Namsi A, Lizard G,

Poirot M, Makishima M, Baron S, Lobaccaro JA, Trousson A. Flavonoids differentially

modulate liver X receptors activity. Structure-function relationship analysis. J Steroid

Biochem Mol Biol 2019 In press（査読有）
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32. Chuma M, Makishima M, Imai T, Tochikura N, Suzuki S, Kuwana T, Sawada N, Iwabuchi S,

Sekimoto M, Nakayama T, Sakaue T, Kikuchi N, Yoshida Y, Kinoshita K. Relationship

between hemoglobin levels and vancomycin clearance in patients with sepsis. Eur J Clin

Pharmacol 2019 In press（査読有）

33. Onuki M, Watanabe M, Ishihara N, Suzuki K, Takizawa K, Hirota M, Yamada T, Egawa A,

Shibahara O, Nishii M, Fujihara M, Makishima M, Takahashi D, Furusawa Y, Kakuta H, Hase

K. A partial agonist for retinoid X receptor mitigates experimental colitis. Int Immunol

2019 In press（査読有）

34. Miura W, Nagano N, Kato R, Okahashi A, Yoshikawa K, Ohashi K, Koshinaga T, Morioka I.

Intestinal Failure-associated liver disease and eicosapentaenoic acid/arachidonic acid

ratio. Indian J Pediatr 2019 In press （査読有）

35. Koshinaga T, Takimoto T, Okita H, Tanaka Y, Inoue E, Oue T, Nozaki M, Tsuchiya K,

Haruta M, Kaneko Y, Fukuzawa M. Blastemal predominant type Wilms tumors in Japan:

Japan Children's Cancer Group. Pediatr Int 2019 In press（査読有）

36. Hoshi R, Uehara S, Ono K, Ohashi K, Koshinaga T. Management for H-type anorectal

malformation with rectourethral and rectoscrotal fistula. Pediatr Int 2019 In press（査読

有）

37. Suzuki S, Sotomi Y, Kobayashi T, Hamanaka Y, Nakatani S, Shiojima I, Sakata Y, Hirayama

A, Higuchi Y. Early vessel healing after implantation of biodegradable-polymer and

durable-polymer drug-eluting stent: 3-month angioscopic evaluation of the RESTORE

registry. Int J Cardiovasc Imaging 2019 In press (査読有)

38. Sato K, Takahashi J, Odaka Y, Suda A, Sueda S, Teragawa H, Ishii K, Kiyooka T, Hirayama

A, Sumiyoshi T, Tanabe Y, Kimura K, Kaikita K, Ong P, Sechtem U, Camici PG, Kaski JC,

Crea F, Beltrame JF, Shimokawa H. Japanese Coronary Spasm Association. Clinical

characteristics and long-term prognosis of contemporary patients with vasospastic

angina: Ethnic differences detected in an international comparative study. Int J Cardiol

2019 In press (査読有)

39. Nakamura M, Ako J, Arai H, Hirayama A, Murakami Y, Nohara A, Uno K, Ozaki A,

Harada-Shiba M. Investigation into lipid management in acute coronary syndrome

patients from the EXPLORE-J Study. J Atheroscler Thromb 2019 In press (査読有)

40. Misawa N, Fujii S, Kamiya K, Osaki T, Takaku T, Takahashi Y, Takeuchi S.  Construction

of a biohybrid odorant sensor using biological olfactory receptors embedded into bilayer

lipid membrane on a chip. ACS Sens 2019 In press （査読有)

41. Larramendy F, Yoshida S, Maier D, Fekete Z, Takeuchi S, Paul O. 3D arrays of microcages

by two-photon lithography for spatial organization of living cells. Lab Chip 2019 In press

（査読有)

42. Morimoto Y, Onoe H, Takeuchi S. Biohybrid device with antagonistic skeletal muscle

tissue for measurement of contractile force. Advanced Robotics 2019 In press （査読有)

43. Ikeda K, Takeuchi S. Anchorage-dependent cell expansion in fiber-shaped microcarrier

aggregates. Biotechnol Prog 2019 In press （査読有)

44. Nakai T, Sakurada A, Endo T, Kobayashi H, Masuda S, Makishima M, Esumi M. Caution for

simple sequence repeat number variation in the mitochondrial DNA D-loop to determine

cancer-specific variants. Oncol Lett 17(2): 1883-1888, 2019（査読有）

45. Mori N, Morimoto Y, Takeuchi S. Perfusable and stretchable 3D culture system for

skin-equivalent. Biofabrication 11(1): 011001, 2019 （査読有)

46. Groll J, Burdick J, Cho D, Derby B, Gelinsky M, Heilshorn S, Juengst T, Malda J, Mironov
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bioinks and their distinction from biomaterial inks. Biofabrication 11(1): 013001, 2019 （査

読有)  

47. Kato S, Wada Y, Katayama M, Noro C, Yoshimune K, Hiaki T, Matsumoto M.  Promotion 

of cyanobacteria growth induced by fine bubble injection. Bull Soc Sea Water Sci Jpn 73, 

30 -34. 2019 (査読有)  

48. Inagaki Y, Tokunaga T, Yanai M, Wu D, Huang J, Nagase H, Fukuda N, Ozaki T, Soma M, 

Fujiwara K. Silencing of EPHB2 promotes the epithelial‐mesenchymal transition of skin 
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49. Tanaka S, Ueno T, Tsunemi A, Nagura C, Tahira K, Fukuda N, Soma M, Abe M. The 
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Matsumoto M, Kojima T, Hanada S, Nomoto K, Arima K, Takahashi F, Kotani T, Ikeya Y, 

Fukushima S, Itoh S, Kondo K, Chiku M, Ohno Y, Onikura M, Hirayama A. SAKURA AF 

Registry Investigators. Clinical outcomes of off-label dosing of direct oral anticoagulant 

therapy among Japanese patients with atrial fibrillation identified from the SAKURA AF 

registry. Circ J 83(4): 727-735, 2019 (査読有) 
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168. *風間智彦, 木下豪紀, 新井嘉則, 長岡正宏, 徳橋泰明, 加野浩一郎, 松本太郎：ラット

難治性骨折モデルに対する脱分化脂肪細胞と副甲状腺ホルモン投与による骨折治癒効

果の検討. (ポスター発表), 第 35 回日本炎症・再生医学会, 万国津梁館, 名護市, 2014. 

7. 1.

＜研究成果の公開状況＞（上記以外） 
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シンポジウム・学会等の実施状況、インターネットでの公開状況等

＜既に実施しているもの＞

【公開シンポジウム】

1. *文部科学省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」 平成 30 年度研究成果公開シンポジウム, 東京,

2019. 3. 16

2. AMED 平成 30 年度再生医療実用化研究事業 「重症下肢虚血に対する脱分化脂肪細

胞(DFAT)を用いた再生医療の実用化」 キックオフ公開シンポジウム, 東京, 2018. 7. 19

3. *文部科学省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」 平成 29 年度研究成果公開シンポジウム, 東京,

2018. 3. 3

4. *文部科学省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」 平成 28 年度研究成果公開シンポジウム, 東京,

2017. 3. 11

5. *文部科学省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」 平成 27 年度研究成果公開シンポジウム, 東京,

2016. 3. 5

6. 日本大学医学部細胞再生・移植医学分野公開シンポジウム「幹細胞移植による免疫制

御の臨床応用」 東京, 2015. 8. 29

7. *文部科学省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」 平成 26 年度研究成果公開シンポジウム, 東京,

2015. 1. 31

【インターネット】 

1. *日本大学医学部総合医学研究所紀要 「私立大学戦略的研究基盤形成支援事業報

告」. 中山渕志, 風間智彦, 加野浩一郎, 徳橋泰明, 松本太郎. ラット椎間板変性モデ

ルに対する脱分化脂肪細胞移植の効果. 6: 32-34, 2017, URL: www.med.nihon-u.ac.jp

/research_institute/bulletin/2018/2018_009

2. *日本再生医療学会ホームページ 第 1 回再生医療産学連携テクノオークション. 松本

太郎. 「成熟脂肪細胞の脱分化技術を利用した再生医療」 2018. 3. 22, URL:

https://www.jsrm.jp/cms/uploads/2/2018/04/61a49e75b3ca28c9395c122d09071986.pd

f

3. *日本大学医学部総合医学研究所紀要 「私立大学戦略的研究基盤形成支援事業報

告」. 村井建美, 石毛美夏, 風間智彦, 加野浩一郎, 高橋昌里, 麦島秀雄, 松本太郎.

マウス急性移植片宿主病モデルに対する脱分化脂肪細胞移植の効果. 5: 46-48, 2017,

URL: www.med.nihon-u.ac.jp/research_institute/bulletin/ 2017/2017_013

4. *日本大学医学部総合医学研究所紀要 「創立 50 周年記念研究奨励金（共同研究）研

究報告」. 風間智彦. 脱分化脂肪細胞 DFAT における新規マーカーの探索. 4: 25-27,

2017, URL: www.med.nihon-u.ac.jp/research_institute/bulletin/ 2016/2016_007

5. *日本大学医学部総合医学研究所紀要 「私立大学戦略的研究基盤形成支援事業報

告」. 遠山一人, 風間智彦, 加野浩一郎, 平山篤志, 松本太郎. ブタ心外膜下脂肪組織

に由来する脱分化脂肪細胞の特性解析. 4: 51-53, 2016, URL: www.med.nihon-u.ac.jp

/research_institute/bulletin/2016/2016_015

6. *日本大学産官学連携知財センター(NUBIC)ホームページ. 松本太郎. 脱分化脂肪細胞

(DFAT)を用いた細胞治療. 2016, URL:  https://www.nubic.jp/08seeds/pdf/nubic10023

_201601.pdf
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7. *日本大学産官学連携知財センター(NUBIC)ホームページ. 松本太郎. 実用性の高い治

療用細胞 -脱分化脂肪細胞(DFAT)- GLP 製造を目指した DFAT 製造用培養容器の開

発 2016, URL:  https://www.nubic.jp/08seeds/pdf/ nubic10029_201601.pdf

8. *Denwave.com (歯科医師従事者のための総合情報サイト）. 本田雅規. 「ヒト頬脂肪体

か ら の 脱 分 化 脂 肪 細 胞 (DFAT) が 入 手 可 能 に 」 【 後 半 】  2016, 5. 13 URL:

https://www.dentwave.com/article/honda42-2/

9. *Denwave.com (歯科医師従事者のための総合情報サイト）. 本田雅規. 「ヒト頬脂肪体

か ら の 脱 分 化 脂 肪 細 胞 (DFAT) が 入 手 可 能 に 」 【 前 半 】  2016, 4. 28 URL:

https://www.dentwave.com/article/honda42/

10. *日本大学ホームページ. 加野浩一郎, 松本太郎. 日本大学の研究 インタビュー 「学

部を横断して取り組む DFAT=ディーファットの研究が期待の再生医療の発展に貢献」

2016, URL: https://www.nihon-u.ac.jp/research/about/interview/

11. *日本大学医学部総合医学研究所紀要 「私立大学戦略的研究基盤形成支援事業報

告」. 渡邉拓史, 萩倉一博, 風間智彦, 高橋昌里, 松本太郎. マウス脱分化脂肪細胞の

血 管 新 生 作 用 に 関 す る 研 究  3: 71-76, 2015, URL: www.med.nihon-u.ac.jp/

research_institute/bulletin/2015/2015_019

12. *日本大学医学部機能形態学系 細胞再生・移植医学分野ホームページ. 松本太郎, 風

間 智 彦 . 「 脱 分 化 脂 肪 細 胞 (DFAT) を 細 胞 源 と す る 再 生 医 療 」  2015, URL:

www.med.nihon-u.ac.jp/department/saisei/dfat.html

＜これから実施する予定のもの＞ 

 なし 

１４ その他の研究成果等 

【新聞・テレビ報道】 

1. 福田昇：「遺伝子制御、創薬の潮流に がん・腎臓病で」 日本経済新聞 電子版 2019.

2. 3

2. *松本太郎: 「再生医療シンポ開く DFAT、臨床応用の道探る」. 日本大学新聞 第 1337

号 2018. 8. 20

3. *加野浩一郎, 松本太郎: ＮＨＫスペシャル「人体 神秘の巨大ネットワーク第２集 驚き

のパワー！”脂肪と筋肉”が命を守る」. NHK, 2017. 11. 5

4. *松本太郎: 「医学部リサーチセンター」. 日本大学広報特別版, NU excellence 研究者

だより 第 40 号 2016. 10. 1

5. *松本太郎: 「DFAT, iPS 細胞など本学の３研究室が発表」. アカデミックフォーラム. 日

本大学広報 第 697 号, 2016. 6. 15

6. *松本太郎: 「基盤形成支援事業の研究発表 DFAT など５件実施」. 日本大学広報 第

692 号 2016. 3. 15

7. *松本太郎：「３年後には臨床試験へ 脱分化脂肪細胞(DFAT)」 日本大学広報第 676 号

2015. 2. 15

8. *副島一孝：「皮膚再建時の DFAT の有用性を動物実験で確認」 Medical Tribune 2015.

5. 15

9. *松本太郎, 加野浩一郎：「DFAT 研究に熱い視線 バイオジャパン 2015」日本大学広報

第 687 号 2015.11.15

10. *松本太郎：「足の血流改善狙い脂肪から細胞育成」. 日本経済新聞 2015. 12. 21

【展示会等】 
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1. *松本太郎: 脱分化脂肪細胞(DFAT)による再生医療（出展者プレゼンテーション), 再生

医療 JAPAN2018, パシフィコ横浜, 横浜市, 2018. 10. 12

2. 福田 昇: 皮膚瘢痕に対するヒト TGF-β1 に対する PI ポリアミドの創薬開発 (口頭発表と

ポスター展示) アカデミックフォーラム, 東京, 2018. 1. 24

3. *松本太郎: 日本大学における再生医学研究 (講演), 日本大学医学部オープンキャン

パス, 東京, 2015. 7. 23-24

4. *松本太郎: 脱分化脂肪細胞(DFAT)を用いた細胞治療 (出展者プレゼンテーション),

BioJapan2015, 横浜, 2015.10.16

5. *松本太郎: 脱分化脂肪細胞(DFAT)を用いた細胞治療 (出展者プレゼンテーション), メ

ディカルジャパン 2016 アカデミックフォーラム, 大阪, 2016. 2. 24

6. *松本太郎: 脱分化脂肪細胞(DFAT)による細胞治療 (出展者プレゼンテーション), ライ

フサイエンスワールド 2016 第 13 回アカデミックフォーラム, 東京, 2016. 5.13

7. *松本太郎: 日本大学における再生医学研究 (講演), 日本大学医学部オープンキャン

パス, 東京, 2016. 7. 28-29

8. *松本太郎: 脱分化脂肪細胞(DFAT)を用いた細胞治療 (出展者プレゼンテーション),

BioJapan2016 再生医療 Japan2016, 東京, 2016.10.14

【本研究プロジェクトに係わる受賞】 

1. ＊萩原玲子, 沖嘉尚, 加野浩一郎: 成熟脂肪細胞に由来する脱分化脂肪細胞 DFAT の

肝細胞への分化.(優秀演題賞), 日本畜産学会第 124 回大会, 東京大学弥生キャンパ

ス, 東京, 2018. 3. 28

2. *Soejima K, Kashimura T, Asami T, Kazama T, Matsumoto T, Nakazawa H. Effects of

mature adipocyte-derived dedifferentiated fat (DFAT) cells on generation and

vascularization of dermis like tissue after artificial dermis grafting. J Plast Surg Hand

Surg 49(1): 25-31, 2015 (第 59 回日本形成外科学会学術奨励賞 2016 年)

3. *秋田大輔, 加野浩一郎, 田村瑛子, 真下貴之, 鶴町仁奈, 新井嘉則, 山中克之, 金子

正, 塩野目桃子, 月村直樹, 松本太郎, 磯川桂太郎, 石上友彦, 本田雅規: DFAT 細胞

による歯周組織再生. (優秀演題賞), 第 36 回日本炎症・再生医学会, 虎ノ門ヒルズフォ

ーラム, 東京, 2015. 7. 21
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１５ 「選定時」及び「中間評価時」に付された留意事項及び対応 

＜「選定時」に付された留意事項＞ 

なし 

＜「選定時」に付された留意事項への対応＞ 

なし 

＜「中間評価時」に付された留意事項＞ 

なし 

＜「中間評価時」に付された留意事項への対応＞ 

なし 
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131075

内 訳

備　考

126,517 99,873 0

0

11,900

214,490

226,390

0

0

45,662

0

0

0

0

44,565

0

0

0

45,534

0

0

0 00 0

0 0

0

121,959 92,531 0 0 0 0

4,558 7,342

0 0

0 0 0 0 0

0 0 0 0

21,639 24,023

29,155 16,379

28,580 15,985

23,164 18,660

0

4,558 7,342

0

0

0

11,900

36,905

0

41,824

研究費
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2
9
年
度

設 備

装 置

設 備

施 設

装 置

研究費
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総 計
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年
度

装 置
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施 設

施 設
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平
成
2
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年
度
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研究費

施 設

施 設

法人番号

寄付金 その他（ ）
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研究等

プロジェクト番号 S1411018

19,421 17,484

平
成
2
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年
度

共同研
究機関
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１７　施設・装置・設備の整備状況  （私学助成を受けたものはすべて記載してください。）
（千円）

H12年度 5,722　㎡ 8 20 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 日本大学

S41年度 1,331　㎡ 4 13 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 日本大学

※ 私学助成による補助事業として行った新増築により、整備前と比較して増加した面積
㎡

（千円）

ｈ
ｈ
ｈ
ｈ
ｈ

ｈ
ｈ
ｈ
ｈ
ｈ

ｈ
ｈ
ｈ
ｈ

ｈ

医学部創設70周年記念
館（リサーチセンター）

実験医学研究所

補助主体

補助主体

私学助成

該当なし

7,342BD，Facs Aria 1 466.5FACS AriaⅡuセルソーター H26年度 11,900

《装置・設備》　（私学助成を受けていないものは、主なもののみを記載してください。）

研究施設面積

0

《施　　設》  （私学助成を受けていないものも含め、使用している施設をすべて記載してください。）

補助金額整備年度

該当なし

台　　数型　　番

事業経費施　設　の　名　称 研究室等数 使用者数

事業経費 補助金額

（研究装置）

稼働時間数装置・設備の名称

（情報処理関係設備）

整備年度

（研究設備）
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１８　研究費の支出状況 （千円）
  平成 年度

  平成 年度

0 0

計 3,733 3,733

※所定福利費等を含む

0 0

6,435

計 20,427 20,427

学会参加費

513 学内1人　

27

小  科  目 支　出　額
積　　算　　内　　訳

主　な　使　途 金　　額 主　　な　　内　　容

ポスト・ドクター 0 0
0 0

教育研究用機器備品 16,051 研究用機器 16,051 CO2インキュベータ―、極微量分光光度計　他

研　　　究　　　ス タ　　　ッ　　　フ 関　　　係　　　支　　　出

0

16,051

※所定福利費等を含む

設 備 関 係 支 出（１個又は１組の価格が５００万円未満のもの）

6,7926,792

計 13,549 13,549

研究支援推進経費 0 0

学内2人

リサーチ・アシスタント 3,733 リサーチ・アシスタント 3,733 学内2人

ポスト・ドクター 0 0

計 11,229 11,229

研　　　究　　　ス タ　　　ッ　　　フ 関　　　係　　　支　　　出

6,435

設 備 関 係 支 出（１個又は１組の価格が５００万円未満のもの）

教育研究用機器備品 11,229 研究用機器 11,229 iMarkマイクロプレートリーダー　他

計

図　　　　書

3,650 研究補助 3,650 時給　1,100円，年間時間数　2,541時間，実人数 2人

教育研究経費支出

人件費支出 1,881 研究補助 1,881 時給 　 950円，年間時間数　1,526時間，実人数1人

（兼務職員） 904 研究補助 904 時給　1,000円，年間時間数　　804時間，実人数1人

ア ル　　　バ　　　イ ト　　　関　　　係　　　支　　　出

（　 修繕費 　） 4,348 機器修繕 4,348 X線照射装置修理

（　　雑費　　） 61 学会参加 61

512 検査委託料
旅費交通費 316 学会旅費 316 学会旅費(福岡、富山、名古屋、大阪)

報酬・委託料 512 業務委託

通信運搬費 0 0

印刷製本費 0 0

消　耗　品　費 15,190 研究用消耗品 15,190 試薬、実験動物、プラステック製品

光　熱　水　費 0 0

教　　　　育　　　　研　　　　究　　　　経　　　　費　　　　支　　　　出

年　　　度

研究支援推進経費

計 513

学会旅費(仙台、神戸、和歌山)
検査委託料
超低温槽修理
学会参加費

513

積　　算　　内　　訳

3,817

896 896
2,079
3,817

ア ル　　　バ　　　イ ト　　　関　　　係　　　支　　　出

研究補助 時給　　950円，年間時間数　941.5時間，実人数1人

機器修繕

学内1人

計 16,051

0

リサーチ・アシスタント 513

0

時給　1,050円，年間時間数　1,576時間，実人数1人2,079 研究補助
研究補助

0

月給　280,000円，年間時間数 1,464時間，実人数 1人

977
学会参加 42

97
業務委託833

977
42

研究試料送付 12

学会旅費
833

0
97

0

主　　な　　内　　容

教　　　　育　　　　研　　　　究　　　　経　　　　費　　　　支　　　　出

試薬、実験動物、プラスチック製品

支　出　額

研究用消耗品11,588

光　熱　水　費

（　 修繕費 　）
報酬・委託料

金　　額

11,588

リサーチ・アシスタント

計

図　　　　書

（　　雑費　　）

小  科  目
主　な　使　途

消　耗　品　費
0

12 研究試料運搬
0

教育研究経費支出

人件費支出
（兼務職員）

印刷製本費
旅費交通費

年　　　度

通信運搬費

26
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（様式2）

131075法人番号

  平成 年度

  平成 年度

※所定福利費等を含む

研究補助 385 時給　1,100円，年間時間数　297時間，実人数 1人

計 8,110 8,110 学内3人　

研究補助

計 21,158

ポスト・ドクター 4,632 ポスト・ドクトラル・フェロー

938

研　　　究　　　ス タ　　　ッ　　　フ 関　　　係　　　支　　　出

リサーチ・アシスタント 3,478 リサーチ・アシスタント

学内1人

人件費支出 3,987 研究補助

報酬・委託料

研究支援推進経費 0 0

3,478 学内2人

4,632

図　　　　書 0 0

計 7,214 7,214

設 備 関 係 支 出（１個又は１組の価格が５００万円未満のもの）

教育研究用機器備品 7,214 研究用機器 7,214 全自動セルカウンター　他

教育研究経費支出 0 0

計 4,944 4,944

研究補助 1,550 時給　1,100円，年間時間数　1,128時間，実人数 1人

※所定福利費等を含む

研究補助 969 時給　1,000円，年間時間数　951時間，実人数 1人

（兼務職員） 研究補助 2,425 時給　1,250円，年間時間数　1,605時間，実人数 1人

旅費交通費 66 学会旅費 66 学会旅費（仙台）

通信運搬費 0 0

小  科  目 支　出　額
積　　算　　内　　訳

教　　　　育　　　　研　　　　究　　　　経　　　　費　　　　支　　　　出

主　な　使　途 金　　額 主　　な　　内　　容

28年　　　度

計 11,328 11,328 学内3人

ポスト・ドクター 11,328 ポスト・ドクトラル・フェロー 11,328 学内3人

研究支援推進経費 0 0

研　　　究　　　ス タ　　　ッ　　　フ 関　　　係　　　支　　　出

リサーチ・アシスタント 0 0

図　　　　書 0 0

計 9,061 9,061

設 備 関 係 支 出（１個又は１組の価格が５００万円未満のもの）

教育研究用機器備品 9,061 研究用機器 9,061 オールインワン蛍光顕微鏡等

教育研究経費支出 0 0

計 3,987 3,987

21,158

ア ル　　　バ　　　イ ト　　　関　　　係　　　支　　　出

時給　1,000円，年間時間数　917時間，実人数 1人

2,664 時給　1,400円，年間時間数　1432時間，実人数 1人（兼務職員）

5,408 業務委託 5,408 検査委託料

（雑費） 27 学会参加費 27 学会参加費等

印刷製本費 0 0

旅費交通費 283 学会旅費 283 学会参加旅費（沖縄等）

光　熱　水　費 0 0

通信運搬費 3 輸送 3 サンプル輸送のための宅配代金

教　　　　育　　　　研　　　　究　　　　経　　　　費　　　　支　　　　出

消　耗　品　費 13,868 研究用消耗品 13,868 実験動物用飼料，試薬，実験動物，プラスチック製品等

小  科  目 支　出　額
積　　算　　内　　訳

主　な　使　途 金　　額 主　　な　　内　　容

計 24,297 24,297

年　　　度 29

ア ル　　　バ　　　イ ト　　　関　　　係　　　支　　　出

人件費支出 4,944

（　 修繕費 　） 1,731 機器修繕 1,731 ピペットマン修理、ディープフリーザー修理

（　　雑費　　） 15 学会参加 15 学会参加費

報酬・委託料 1,634 業務委託 1,634 検査委託料、パラフィンブロック作製

（修繕費） 1,569 機器修繕 1,569 オートクレープ処理，遠心機修理，ピペットマン修理等

印刷製本費 0 0

光　熱　水　費 0 0
消　耗　品　費 20,851 研究用消耗品 20,851 試薬、実験動物、プラステック製品
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（様式2）

131075法人番号

  平成 年度

※所定福利費等を含む

計 8,132 8,132 学内2人

ポスト・ドクター 8,132 ポスト・ドクトラル・フェロー 8,132 学内2人

研究支援推進経費 0 0

研　　　究　　　ス タ　　　ッ　　　フ 関　　　係　　　支　　　出

リサーチ・アシスタント 0 0

図　　　　書 0 0

計 12,767 12,767

設 備 関 係 支 出（１個又は１組の価格が５００万円未満のもの）

教育研究用機器備品 12,767 研究用機器 12,767 マルチ検出モードプレートリーダー等

教育研究経費支出
計 3,454 3,454

人件費支出 3,454 研究補助 831 時給　1,000円，年間時間数　827時間，実人数 1人

（兼務職員） 研究補助 2,623 時給　1,550円，年間時間数　1430時間，実人数 1人

計 21,309 21,309

ア ル　　　バ　　　イ ト　　　関　　　係　　　支　　　出

報酬・委託料 852 業務委託 852 検査委託・英文校正

（雑費） 24 学会参加 24 学会参加費等

印刷製本費 0 0

旅費交通費 387 学会旅費 387 学会参加旅費（大阪，上海等）

光　熱　水　費 0 0

通信運搬費 152 輸送 152 サンプル輸送のための宅配代金

教　　　　育　　　　研　　　　究　　　　経　　　　費　　　　支　　　　出

消　耗　品　費 16,640 研究用消耗品 16,640 試薬，実験動物，実験器具等

小  科  目 支　出　額
積　　算　　内　　訳

主　な　使　途 金　　額 主　　な　　内　　容

年　　　度 30

（修繕費） 3,254 機器修繕 3,254 共焦点レーザー顕微鏡，iMac修理
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3. 研究成果の概要 
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マウス脱分化脂肪細胞の血管新生作用に関する研究 

Study on angiogenic activity in mouse dedifferentiated fat cells 

渡邉拓史１），萩倉一博 2), 風間智彦 2), 高橋昌里 1), 松本太郎 2) 
Hirofumi WATANABE１），Kazuhiro HAGIKURA２）, Tomohiko KAZAMA2），Shori TAKAHASHI1), 
Taro MATSUMOTO2)

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

【要旨】

 脂肪組織由来幹細胞（Adipose-derived stem cell: ASC）は高い血管新生能を有し、虚血性疾

患に対する細胞治療に用いられている。一方、ASC に類似した多能性をもつ脱分化脂肪細胞

(Dedifferentiated fat cell: DFAT)の血管新生メカニズムは十分に解明されていない。本研究で

は、マウス脂肪組織より DFAT と ASC を調製し、それぞれ血管内皮細胞と共培養する事により、

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、さらに血管構成細胞の１

つであるペリサイトへの分化を検討した。その結果、DFAT は血管内皮細胞の細胞増殖能、遊走

能、管腔形成能を促進した。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

トへ分化した。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、細胞遊走能や ASC のペリサイトへの分化能は、DFAT に比べ低いことが示された。DFAT
は ASC と同様に血管新生細胞治療の有用な細胞ソースとなりうる可能性がある。 

【はじめに】

 既存の血管より生理的・病的条件下に新たな血管が発生する現象を血管新生という。この血

管新生に関与している分子機序や細胞動態を応用して、虚血組織の血流を確保し、組織障害や

壊死を軽減させようとする治療法は、治療的血管新生と呼ばれている。その歴史は血管新生因

子の遺伝子治療から始まり、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が期待され、臨床研究も開始されている 2-5。 
 Matsumoto ら 6 は脂肪組織より単離した成熟脂肪細胞を天井培養という方法を用いて、体外

で脱分化培養する事により生じてくる繊維芽細胞様の形態をした細胞群が高い増殖能と MSC と

同等の多分化能を示すことを明らかにした。この成熟脂肪細胞に由来する多能性細胞は、脱分

化脂肪細胞（Dedifferentiated fat cell: DFAT）と呼ばれている。DFAT を虚血部位へ移植すると

パラクライン的に種々の血管新生因子が放出され、血管新生が誘導されることが確認されてい

る 7。DFAT は遺伝子操作やウイルスベクターを用いない安全かつ簡便な方法で短期間に大量

調製が可能であるため、治療用細胞ソースとして早期の臨床応用が期待できる。

 末梢動脈疾患（peripheral arterial disease : PAD）や Buerger 病、虚血性心筋症などの難治

性虚血性疾患において、DFAT を用いた細胞治療は有効な治療法となる可能性がある。一方で、

DFAT の血管新生メカニズムに関しては充分に解明されていない。本研究は、DFAT と血管内皮

細胞を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

成能の変化を脂肪組織に存在する MSC である脂肪組織由来幹細胞(adipose-derived stem 
cell: ASC)と比較して検討した。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
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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。 
 

【対象及び方法】 

 DFAT・ASC の調製 
 Green fluorescent protein (GFP)標識 DFAT および ASC は、GFP トランスジェニックマウス皮

下脂肪組織から調製され、凍結保存された細胞を解凍、培養して実験に使用した。DFAT および

ASC 調整法の概略を図１に示す。増殖培地は 20% 胎児ウシ血清含有 CSTI303-MSC (Cell 
Science & Technology Institute)を用い、3-4 日毎に培地交換を行った。 
 

図１. 脱分化脂肪細胞(DFAT)、脂肪組織由来幹細胞(ASC)の調製法 
 
血管内皮細胞の増殖に対する DFAT・ASC の共培養の影響の検討 
 セルカルチャーインサート(BD Falcon)内にマウス DFAT あるいは ASC を 1×104、プレート底

面にマウス血管内皮細胞（MS1）5×10３を播種し、48 時間共培養した。血管内皮細胞の核染色

を行い、蛍光顕微鏡にて撮影し、ランダム 5 視野内にある血管内皮細胞数をカウントし、MS1 単

独 (Control 群)、DFAT 共培養 (DFAT 群)、ASC 共培養 (ASC 群)で比較した。実験は

triplicated dish で行った。 
 
血管内皮細胞(MS1)の遊走に対する DFAT・ASC の共培養の影響の検討 
 セルカルチャーインサート内に血管内皮細胞（MS1）5×10３、プレート底面に DFAT あるいは

ASC 2×104 を播種し、８時間共培養した。セルカルチャーインサート裏面に遊走した血管内皮細

胞の核染色を行い、蛍光顕微鏡を用いて撮影した。ランダム 5 視野にある血管内皮細胞数をカ

ウントし、非共培養群と共培養群で比較した。実験は triplicated dish で行った。 
 
血管内皮細胞管腔形成に対する DFAT・ASC の共培養の影響の検討 
 コラーゲンボール  (Cytodex3, GE Helthcare)3,000 個を含む 10%胎児ウシ血清含有

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Invitrogen)内に MS1 を 8×105 播種し、震とう

することによりコラーゲンボールに MS1 を付着させた。この MS1 の付着したコラーゲンボール

50 個を DFAT または ASC 5×103 を含浸させたコラーゲンゲル (Collagen I rat tail, BD 
Bioscience)、またはコラーゲンゲルのみで 7 日間三次元培養し、MS1 の管腔形成を経時的に

位相差顕微鏡を用いて観察した。以上の実験は triplicated dish で行った（図２）。 
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図２. コラーゲンボールを用いた血管内皮細胞管腔形成アッセイ 

血管内皮細胞との共培養によるペリサイトマーカー（NG2）の免疫組織染色を用いた発現解析 
  GFP-DFAT あるいは GFP-ASC と MS1 を間接的または直接的に 72 時間共培養を行い、4％

パラホルムアルデヒドにより固定した。固定した DFAT あるいは ASC を、マウス抗 NG2 抗体

(1:200,  Millipore)、マウス抗 CD31 抗体(1:200, BD Pharmingen)を用いて免疫染色を行った。

Hoechst33342 で核染色を行った後に、作成した標本を共焦点レーザー走査型顕微鏡 (FV10i-
DOC, Olympus)を用いて観察した（図３）。また GFP-DFAT あるいは GFP-ASC と MS1 を間接

的または直接的に 72 時間共培養を行った後、Total RNA を抽出し、ペリサイトマーカー遺伝子

の発現をリアルタイム RTPCR 法を用いて解析した。ペリサイトマーカー遺伝子として NG2 
(MM_00507257)、RGS5(MM_00654112)、PDGFRβ(MM_00435546)を検討した。β アクチン

(MM_00607939)の発現を同様に測定し、内部標準とした。各サンプルは triplicate で測定し、β
アクチン mRNA に対する相対的定量解析（Comparative Ct 法）を行った。 

図３. 血管内皮細胞との共培養によるペリサイト分化能の検討 
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統計処理 
 実験により得られた定量結果は mean ± SD にて表した。2 群間の比較には Mann-Whitney U 
test、3 群間の比較には one-way ANOVA, Tukey’s Multiple Comparison にて統計解析を行っ

た。P < 0.05 を統計学的有意差とした。統計処理は PRISM5（GraphPad Software）を用いて行

った。 
 

【結果】 

血管内皮細胞の増殖に対する DFAT・ASC の共培養の影響の検討 
 DFAT 群、ASC 群は Control 群に比べてそれぞれ 3.2 倍、2.6 倍と有意に MS1 の細胞数が増

加した(p＜0.05）。一方、DFAT 群と ASC 群との間には有意差は認められなかった。以上の結果

より、DFAT・ASC は血管内皮細胞の増殖を刺激する事が明らかになった。 
 
血管内皮細胞の遊走に対する DFAT・ASC の共培養の影響の検討 
 DFAT 非共培養群と比較して DFAT 共培養群では MS1 の遊走能が 1.5 倍と有意に高まった

（p＜0.05）。一方、ASC 非共培養群と ASC 共培養群との比較では有意差が認められなかった。

以上の結果より、DFAT は血管内皮細胞の遊走を刺激するが、ASC ではその効果は認められな

かった。 
 
血管内皮細胞管腔形成に対する DFAT・ASC の共培養の影響の検討 
 コラーゲンボールに付着させた MS１管腔形成アッセイでは、DFAT 群、ASC 群は Control 群

に比べ明らかにコラーゲンボールから派生する発芽的管腔形成が促進する所見が認められた。

この結果より DFAT および ASC は血管内皮細胞の管腔形成を促進することが明らかになった。 
 
血管内皮細胞との共培養によるペリサイトマーカー（NG2）の発現解析 
① 免疫組織学的検討 

DFAT 単独培養では全ての DFAT が GFP を発現しており、NG2 は陰性であった。MS1 との

72 時間の間接的共培養により、約 10％の DFAT が NG2 を発現した。MS1 との 72 時間の直

接的共培養では NG2 陽性を示す DFAT が高頻度（約 20％）に認められた(図４)。NG2 陽性を

示す細胞はすべて内皮細胞マーカーCD31 陰性であり、内皮細胞はペリサイトに分化しない事を

確認した。一方、ASC 単独培養では全ての ASC が GFP 陽性であり、共培養前より一部の細

胞に NG2 陽性細胞が認められた。MS1 との 72 時間の間接的および直接的共培養にて GFP
陽性かつ NG2 陽性細胞が検出されたが、その出現率は共培養前に比べ明らかな差は認められ

なかった。 
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図４. 血管内皮細胞との直接的共培養による GFP-DFAT のペリサイトマーカーNG2 の発現 

（矢印は NG2 を発現した GFP-DFAT を示す。） 

② リアルタイム RT−PCR 
DFAT における NG2 の mRNA の発現は Control と比較し間接的および直接的共培養において

有意に増加した（p＜0.05）。間接的共培養と直接的共培養間の比較においては直接的共培養

のほうが有意に NG2 発現が増加していた（p＜0.05）。RGS5 の mRNA の発現は Control と比

較し、間接的および直接的共培養において有意に低下した（p＜0.05）。間接的、直接的共培養

間の比較においては RGS5 発現に有意差は認められなかった。PDGFRβmRNA の発現は

Control と比較し間接的および直接的共培養において有意に増加した（p＜0.05）。間接的、直接

的共培養間の比較においては直接的共培養のほうが有意に PDGFRβ 発現が増加していた（p
＜0.05）。ASC においては、全体的に NG2、RGS5、PDGFRβ の発現は DFAT と比較すると低

い傾向が認められた。以上の結果より血管内皮細胞との共培養により、DFAT がペリサイトの形

質を獲得する事が示された。一方、ASC はその一部にペリサイトの混入が疑われ、内皮細胞と

の共培養による明らかなペリサイト分化の所見は得られなかった。

【考察】

 DFAT、ASC ともに細胞間相互作用による血管内皮細胞の増殖能、管腔形成能を増加させる

事が明らかになった。一方、血管内皮細胞に対する遊走能においては DFAT が ASC に比べ有

意に高い事が明らかになった。DFAT と ASC のサイトカイン発現プロファイルは類似している事

が報告されている 8 が、遊走活性を制御する因子において何らかの差異があると思われる。 
 また DFAT は内皮細胞との共培養によりペリサイトへの分化の可能性が示された。一方、ASC
は内皮細胞との共培養にてペリサイト分化の傾向を示さなかった。ASC がペリサイトへの分化傾

向を示さなかった理由として、ASC では DFAT に比べ未分化ペリサイトマーカー9 である RGS5
の基礎発現が低く、またペリサイト分化に重要なシグナルを伝達する PDGFRβ の発現誘導が低

いという形質に起因している可能性がある。ASC は in vitro および in vivo において高い血管新

生作用 10-12 が知られており、虚血性疾患に対する血管新生を目的とした臨床研究も始まってい

る。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。

【結語】

 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 に比べ高くないことが示された。DFAT は ASC と同様に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。
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ブタ心外膜下脂肪組織に由来する脱分化脂肪細胞の特性解析 

Characteristic analysis of porcine epicardial adipose tissue-derived 
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1）日本大学医学部内科学系循環器内科学分野，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)日本大学生物資源科学部応用生物科学科 

【要旨】

 脱分化脂肪細胞(DFAT)は成熟脂肪細胞より調製される多能性細胞である。本研究では、ブタ

から心外膜下脂肪由来 DFAT (EC-DFAT)、および皮下脂肪由来 DFAT(SC-DFAT)を調製し、心

筋細胞などへの分化能を比較検討した。遺伝子発現解析では、EC-DFAT は SC-DFAT に比べ、

心筋初期分化マーカーGATA4 の発現が有意に高かった。ラット心筋細胞との共培養による心筋

分化誘導の結果、EC-DFAT は SC-DFAT に比べ、心筋特異的転写因子 Nkx2.5 やトロポニン I
陽性細胞の出現率が高く、心筋細胞と協調的拍動を示す細胞が多く観察された。以上より EC-
DFAT が心筋細胞への分化指向性が高いことが明らかとなった。EC-DFAT は心筋再生を目的と

した細胞治療の新たな細胞ソースとなり得る可能性がある。

【背景および目的】

  薬物治療に抵抗性を示す重症心不全に対して、近年、細胞治療が注目されており、自家骨髄

単核球や骨格筋芽細胞などを用いた臨床研究が開始されている。これら細胞治療の作用機序

は移植細胞から分泌される液性因子のパラクライン効果によるものであることが明らかになって

いる。心筋症など心筋自体の変性に起因する病態の場合、心筋細胞に直接分化し心機能を改

善させるポテンシャルをもつ治療用細胞が望まれる。Matsumoto ら 1)は、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調製さ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(Mesenchymal stem cell: MSC)に類似した多分化能を

獲得することを明らかにした。DFAT は少量の脂肪組織より大量調製することが可能であること

から再生医療の細胞資源として期待される。また DFAT は心筋への分化能を有することが報告

されている 2)。脂肪細胞はその局在部位により機能が異なることが知られていることから、DFAT
の分化指向性も脂肪組織の局在部位により異なることが示唆される。本研究では、ブタの心外

膜下脂肪組織、及び皮下脂肪組織からそれぞれ脂肪細胞を単離し DFAT を調製した。そして、

心外膜下脂肪由来 DFAT (Epicardial fat-derived DFAT: EC-DFAT)、および皮下脂肪由来

DFAT (Subcutaneous fat-derived DFAT : SC-DFAT)の心筋細胞などの分化能を比較検討した。 

【方法および結果】

 ブタの皮下脂肪組織および心外膜下脂肪組織より SC-DFAT と EC-DFAT を既報 3)に従い調

製し、脂肪、骨、軟骨、平滑筋へ分化誘導実験を行った。その結果、SC-DFAT、EC-DFAT 共に

脂肪、骨、軟骨、平滑筋への多分化能を有することが確認された。次に EC-DFAT および SC-
DFAT における心筋、脂肪、軟骨初期分化マーカーの遺伝子発現をリアルタイム RT-PCR 法で
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検討した。その結果、EC-DFAT は SC-DFAT に比べ、心筋初期分化マーカーGATA4 の発現が

高く、脂肪初期分化マーカーPPAR�や軟骨初期分化マーカーSOX9の発現は低いことが明らか

となった。次に PKH で蛍光標識した EC-DFAT、SC-DFAT をラット心筋細胞とともに７日間直接

的共培養を行い、心筋特異的タンパク質の発現を免疫組織学的に検討した。心筋特異的転写因

子 Nkx2.5 に対する免疫染色を行った結果、EC-DFAT の一部に核に一致して Nkx2.5 を発現し

ている細胞が認められた。心筋のギャップ結合タンパク質コネキシン 43 に対する免疫染色を行

った結果、EC-DFAT 間の細胞境界領域または EC-DFAT とラット心筋細胞との細胞境界領域に

コネキシン 43 が顆粒状に発現している所見が認められた。また心筋特異的収縮蛋白トロポニン

I に対する免疫染色を行った結果、EC-DFAT の一部にトロポニン I 陽性の横紋構造を示す細胞

が認められた （図 1）。 

 
図 1. ラット心筋細胞との共培養による EC-DFAT のトロポニン I 発現 

また EC-DFAT では、共培養３日目頃より隣接するラット心筋細胞と同期して PKH 陽性の EC-
DFAT が協調的拍動する所見がしばしば観察された(図２)。これに対し SC-DFAT では、Nkx2.5
発現細胞や、協調的拍動所見はまれにしか観察されなかった。 
 

図 2. ラット心筋細胞との共培養による EC-DFAT の協調的拍動像 
（矢印は動画にて拍動を認める DFAT を示す。Scale bar 20 µm） 
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【考察】 

 本研究では DFAT は MSC に共通の多分化を有しながら、採取部位近傍の間葉系組織への分

化指向性を示すことが示唆された。Kim ら 4)は、皮膚線維芽細胞由来 iPS 細胞では、血球細胞

由来 iPS 細胞に比べ、造血関連遺伝子の DNA 脱メチル化の程度が弱いことを示し、元の細胞

のエピジェネティック修飾が初期化されても記憶されていることを報告した。DFAT の採取組織に

よる分化指向性の差異も、このようなエピジェネティック・メモリーが関与している可能性がある。 
 本研究では EC-DFAT は、心筋分化誘導にて心筋特異的転写因子 Nkx2.5 の発現やギャップ

結合タンパク質であるコネキシン 43 の発現、トロポニンＩを含むサルコメア構造の出現、心筋細

胞との協調的拍動が確認された。これらの所見は EC-DFAT が構造的、機能的に高い成熟度を

示す心筋細胞へと分化する能力を有することを示唆している。現在、重症心不全患者に対しては、

補助人工心臓や心臓移植が考慮されるが、いずれも経済的負担、厳しい適応基準と加療後の

安全性が課題として存在する。EC-DFAT は、高い心筋細胞への分化能に加え、少量の脂肪組

織から安価に大量調製できるため、重症心不全に対する新たな細胞治療用ソースとして期待で

きる。 
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【要旨】 

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

化脂肪細胞（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 60〜100μm ととらえられていたが，近年，40μm 未満の大きさの脂肪細

胞の存在も確認された。しかしながら，成熟脂肪細胞の大きさと脱分化脂肪細胞への脱分化に

ついて検討した報告はこれまでにない。そこで本研究では，脂肪細胞の大きさに着目し，大きさ

の異なる成熟脂肪細胞分画から出現した DFAT 細胞の特性について検討した。 
その結果，ヒト頬脂肪体から単離した成熟脂肪細胞には 40 ㎛未満の大きさの S-adipocytes

（small adipocytes）が多く存在し，S-adipocytes は L-adipocytes（Large adipocytes）に比較し

て有意に早く DFAT 細胞へと脱分化することが明らかとなった。 
 

【背景および目的】 

成熟脂肪細胞は長年，終末分化し増殖能を失った細胞と考えられていたが，天井培養法によ

り非対称分裂に生じる線維芽細胞様細胞が間葉系幹細胞に類似した性質を持つことが明らかに

され，脱分化脂肪細胞（DFAT 細胞）と名付けられている。DFAT 細胞は高い増殖能と，脂肪細胞，

骨芽細胞，軟骨細胞，平滑筋細胞，血管内皮細胞，心筋細胞，神経細胞等への多分化能を有し

ていることから組織工学や再生医療の細胞源として有用である 1)。また，この DFAT 細胞は同じ

く脂肪組織を構成する細胞中に存在する脂肪組織由来の間葉系幹細胞（以下，ASC）に比較し

て骨芽細胞への分化能が高く，口腔領域の骨組織や歯周組織の再生にも有用であることが報

告され，再生医療における移植細胞源として広く注目されている。咬筋の前縁と頬筋の表面に存

在する頬脂肪体は，局所麻酔と極小切開で口腔内から採取できる唯一の脂肪組織であり，

DFAT 細胞が単離できることが報告されている。また，従来，成熟脂肪細胞の直径は 60-110 ㎛

ととらえられていたが，近年 20 ㎛以下の成熟脂肪細胞が増殖能を持つことが報告されている 2)。

しかしながら，成熟脂肪細胞の大きさと DFAT 細胞への脱分化の効率の関係性については明ら

かではない。 
そこで本研究では，ヒト頬脂肪体から採取した成熟脂肪細胞を直径により 2 つのグループに分

取し，それぞれの大きさの成熟脂肪細胞分画から脱分化した DFAT 細胞数を経日的に比較検討
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した。さらに，それぞれの大きさの成熟脂肪細胞分画から出現した DFAT 細胞の特性についても

比較検討を行った。 
	

【方法】 

日本大学歯学部付属歯科病院に来院した顎変形症の患者 5 名から顎骨移動手術時に余分

な脂肪組織として採取した頬脂肪体を用いた。ヒト頬脂肪体を細切後，0.1%のコラゲナーゼ溶

液にて 60 分間酵素処理を行い，濾過および遠心分離，成熟脂肪細胞分画を単離した。酵素処

理後に得られた成熟脂肪細胞分画 1 ml あたりに含まれる成熟脂肪細胞の直径をコールターカ

ウンターにて測定し，20-39 ㎛，40-59 ㎛，60-79 ㎛，80-99 ㎛，100-130 ㎛の直径毎の細胞数

を比較した。酵素処理後の成熟脂肪細胞に対してセルストレーナーを用いて 40 ㎛未満の細胞

分画（small adipocytes; S-adipocytes）および 40-100 ㎛の細胞分画（Large adipocytes; L-
adipocytes）の 2 種類に分取し，Nile Red および Hoechst を用いて蛍光染色を行った。次に，S-
adipocytes および L-adipocytes から DFAT 細胞を単離できるか検討を行うため，両細胞分画を

12.5 cm2 のフラスコに 1.0×104 個ずつ播種し天井培養を行い，7 日後にフラスコを反転した。S-
adipocytes から出現した DFAT 細胞を S-DFAT 細胞，L-adipocytes から出現した DFAT 細胞を

L-DFAT 細胞とし，天井培養開始から 6，10，14，18 日目の DFAT 細胞数をそれぞれ測定した。 
次に，細胞表面抗原発現解析，遺伝子発現解析，細胞増殖能，コロニー形成能，細胞周期お

よび多分化能を検討し，S-DFAT 細胞と L-DFAT 細胞の特性を比較した。 
 

【結果】 

頬脂肪体から単離した成熟脂肪細胞の直径は 40 ㎛未満の細胞分画が他の直径の細胞分画

に比較して 5 倍以上の細胞数を示した。S-adipocytes および L-adipocytes 共に Nile Red およ

び Hoechst 陽性を示し，両細胞分画共に成熟脂肪細胞であることが確認された。フラスコ反転

時には S-adipocytes および L-adipocytes 共にフラスコ底面に線維芽細胞様の DFAT 細胞が

コロニーを形成が確認され，天井培養開始 6，10，14 日目における S-DFAT 細胞数は L-DFAT
細胞数よりも有意に多かった。このことから，S-adipocytes は L-adipocytes に比較して有意に

早く DFAT 細胞へと脱分化することが示唆された。 
細胞表面抗原発現解析の結果，間葉系幹細胞のマーカーである CD146 陽性細胞の割合は

S-DFAT 細胞では L-DFAT 細胞に比較して約 2 倍多かった。遺伝子発現解析の結果，ES 細

胞マーカーである c-MYC，KLF4，OCT3/4，および SOX2，また骨芽細胞，脂肪細胞，軟骨細胞

の転写因子であるRUNX2，PPARγ2，SOX9の発現は両細胞間で同等であった。細胞増殖能，

コロニー形成能および細胞周期についても両細胞間で有意な差は認めなかった。 
多分化能については，in vitro における骨芽細胞への分化能をアルカリフォスファターゼ 

(ALP) 活性，石灰化 nodule のアリザリン赤染色および nodule 中の Ca 定量にて評価した。脂

肪細胞への分化能はオイルレッド O 染色で脂肪滴をもつ細胞数により評価した。骨芽細胞への

分化誘導実験において，分化誘導開始 3，5 および 7 日目における ALP 活性は S-DFAT 細胞

が L-DFAT 細胞に比較して有意に高く，さらに誘導開始 7 日目に S-DFAT 細胞の方が L-DFAT
細胞に比較してアリザリン赤染色に濃染した石灰化 nodule を顕著に認めた。また，石灰化

nodule 中の Ca 沈着量も誘導開始 7 日目および 21 日目において，S-DFAT 細胞では L-DFAT
細胞と比べて有意に高値を示した。脂肪細胞への分化誘導実験において，S-DFAT 細胞および

L-DFAT 細胞共に誘導開始 7 日目から約 5%の細胞がオイルレッド O 陽性を示し，誘導開始 21
日目には約 65%の細胞が陽性を示した。両細胞間のオイルレッド O 陽性細胞の割合に有意な

差は認めなかった 3)。 
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【結語】 

ヒト頬脂肪体から単離した成熟脂肪細胞には40㎛未満の大きさの細胞集団が多く存在し，早

くDFAT細胞へと脱分化することと，高い骨芽細胞分化能を有することから歯科口腔領域におけ

る骨組織や歯周組織の再生4)に有用であることが示唆された。 
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石澤通康１），風間智彦 2），萩倉一博２）, 松本太郎 2）, 槇島 誠１） 
Michiyasu ISHIZAWA１），Tomohiko KAZAMA２），Kazuhiro HAGIKURA２）Taro MATSUMOTO
２）, Makoto MAKISHIMA１） 

 
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 
 
 

【要旨】 

 活性型ビタミン D3 は、核内受容体であるビタミン D 受容体（VDR）に作用することで、カルシウ

ム代謝を調節するが、脂肪細胞の分化を含めた多彩な作用が報告されている。しかし、脱分化

脂肪細胞（DFAT）の形成過程や再分化における VDR シグナルの役割は明らかではないので、

本研究で解析を実施した。天井培養によるマウス脂肪細胞の脱分化過程において、活性型ビタ

ミン D3 添加は脂肪細胞のマーカー遺伝子の発現低下を減弱させたが、Fibronectin（Fn1）等細

胞骨格に関与する遺伝子の発現増加を促進した。VDR 欠損マウス由来の脂肪細胞の脱分化過

程において、脂肪細胞マーカー遺伝子の発現低下と Fn1 遺伝子の発現増加を認めた。よって、

ビタミン D シグナルは脱分化に関連する遺伝子発現に部分的に影響を与えることが明らかにな

った。一方、ヒト DFAT の骨芽細胞への再分化誘導実験において、活性型ビタミン D3 及び合成

ビタミン D 誘導体は骨分化誘導を促進した。DFAT を局所に投与するタイプの骨損傷治療戦略

において、ビタミン D 誘導体と併用することで治療効果の増強が期待できる。 
 

【背景および目的】 

 活性型ビタミン D3 は、核内受容体であるビタミン D 受容体（Vitamin D receptor ; VDR）に作用

することで、カルシウム代謝の調節を行う。また、活性型ビタミン D3 やその誘導体には、骨芽細

胞や破骨細胞を介する骨の恒常性維持、自然免疫の増強、自己免疫疾患や心血管病の改善効

果、白血病細胞や大腸癌などの抗腫瘍作用が報告されている 1)。また、活性型ビタミン D3 が前

駆脂肪細胞の分化を促進すること 2)、VDR 欠損マウスでは脂肪蓄積が少ないこと 3)、脂肪組織

特異的 VDR 強発現トランスジェニックマウスでは肥満になりやすいといった特徴が報告され 4)、

ビタミン D-VDR シグナルの脂肪分化促進作用が示されている。しかし、脱分化脂肪細胞

（dedifferentiated fat cells; DFAT cells）の形成過程や再分化におけるビタミン D-VDR シグナル

の影響はまだ明らかになっていない。 
本研究では成熟脂肪細胞の脱分化過程及び DFAT の骨芽細胞への再分化におけるビタミン

D シグナルの影響を検討した。 
 

【方法】 

実験①：8 週齢から 10 週齢の C57BL6/J 系統 Vdr(+/+)（野生型）又は Vdr(-/-)（VDR 欠損）

オスマウス皮下脂肪組織より成熟脂肪細胞を単離後、全自動セルカウンターにてトリパンブルー
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染色及び細胞数の測定を行い、生細胞 8,000 個/cm2 を 25 cm2 フラスコに播種した。天井培養

に用いる細胞培養液中又は天井培養から 1 週間後の転地する際に用いる交換用培地中に 100 
nM になるように活性型ビタミン D3、或いは新規ビタミンＤ誘導体を混和し、それぞれ 1 週間後に

細胞を回収して遺伝子発現解析を行った。 
実験②：ヒト DFAT は 25,000 個/cm2 にて細胞を 12 well plate 又は 24 well plate に播種し、

StemMACS™ OsteoDiff Media (Miltenyi Biotec 社製 )又は分化誘導混合培地 (100 nM 
dexamethasone, 50 µM L-ascorbic acid 2-phosphate, 10 mM b-glycerophosphate)にて骨芽

細胞分化を誘導した 5)。培地は 3 日ごとに交換し、7 日目にアルカリフォスファターゼ（ALP）活性

染色又は RNA 抽出を行い、骨芽細胞マーカー分子の遺伝子発現解析を行った。 
 

【結果】 

実験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 g2 (Pparg2)、CCAAT-enhancer-binding protein a 
(Cebpa)、Cebpb の mRNA レベルが減少した。活性型ビタミン D3 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)やその受容体である Integrin a5 (Itga5) は 6)、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 D3 添加により、更に発現が増加した。組織選択的 VDR 活性化能

を有する新規ビタミン D 誘導体 ADRO17)と、ビタミン D 代謝酵素による影響を受けにくい安定型

ビタミン D 誘導体 O2C38)は、いずれも活性型ビタミン D3 と同程度に Fn1 mRNA 誘導を促進し

た。VDR 欠損マウスの成熟脂肪細胞では、天井培養による Fn1 mRNA 発現増加は認められた

が、活性型ビタミン D3 による発現増強は認められなかった。野生型マウスと VDR 欠損マウスよ

り得られた DFAT を継代培養した際、各継代時に得られる細胞数の総数(accumulating cell 
number)に相違は認められなかった。 
 実験②：ヒト DFAT における骨分化誘導刺激を行う際、活性型ビタミン D３或いは組織選択的ビ

タミン D 誘導体、代謝抵抗性誘導体、これらの類縁体を同時添加したところ、分化誘導から 7 日

目に、骨芽細胞の分化マーカーである ALP 活性は増強された。更に、分化誘導 7 日目における

Osteopontin (Spp1) mRNA 及び Osteocalcin (Bglap) mRNA の発現増加もこれら VDR アゴニ

ストによって発現が増強した。 
 

【考察】 

 実験①: マウス成熟脂肪細胞の脱分化過程において、活性型ビタミン D3 は成熟脂肪細胞の

マーカー遺伝子 Pparg2,Cebpa 及び Cebpb の発現低下を減弱し、脱分化関連遺伝子 Fn1 及

び Itg5a の発現は増強した。VDR 欠損マウスでは、成熟脂肪細胞のマーカー分子の発現低下、

Fn1 の発現増加が認められることから、VDR 欠損において脱分化が促進することが示唆される。

VDR シグナルは、脂肪細胞分化の促進というこれまでの報告から考えると、脱分化に対しては

抑制的に働くことが考えられ、Pparg2,Cebpa 及び Cebpb の発現変化は合致する。一方、Fn1
と Itg5a は VDR 標的遺伝子であるため 9), 10)、VDR シグナルと脱分化に伴う別の因子の両方

の影響を受けることが考えられる。VDR 欠損マウスの脂肪細胞でも、DFAT 形成は可能であり、

得られた DFAT 細胞数は野生型と差が見られなかった。遺伝子の変化は見られるが、VDR シグ

ナルの DFAT 化における影響は限定的なものであろう。 
 実験②: 活性型ビタミン D3 は骨芽細胞への分化を誘導することが他の幹細胞において報告さ

れている 11)。本研究によって、ヒト DFAT を用いた骨分化誘導実験でも同様の結果を得た。また、

組織選択的 VDR アゴニストや代謝抵抗性 VDR アゴニストでも同様の結果を得た。ビタミン D 製

剤の過剰投与は高カルシウム血症を呈するため、臨床的な利用は骨粗しょう症と皮膚病乾癬に
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限定されている。DFAT の局所投与治療法が現在臨床応用に向けて開発中であるが、組織選択

的 VDR 活性化能を有する ADRO1 や代謝抵抗性を示す O2C3 を低容量用いることで、骨損傷

に対する DFAT の骨再生治療効果（歯周組織再生能など 12））の増強が期待できる。 
 

 
【結語】 

①ビタミン D シグナルは、脱分化に関連する遺伝子変化を誘導する。 
②活性型ビタミン D3 及びビタミン D 誘導体は DFAT の骨芽細胞への再分化能を促進する。 

 
図１．結果のまとめ 
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野 
 

【要旨】 

脱分化脂肪細胞 DFAT（dedifferentiated fat）は、間葉系幹細胞(MSC)特有の高い増殖能、多

分化性および増殖因子等サイトカインの分泌活性が備わっている均一性の高い幹細胞集団であ

る。閉塞性下肢虚血症モデルにおいて、DFAT 細胞移植は、サイトカイン分泌により患部の血管

新生を促し、有効な治療となることが示唆されている。従来、細胞懸濁液を注射器で局所に複数

回打つ方法がとられているが、この方法では移植後の細胞の挙動が不明のため、何らかのキャ

リアに細胞を結合させて移植し、局所に導入細胞を一定期間留め、サイトカインを産生させる方

法がより効率的と考えられる。そこで、我々は細胞移植治療のための細胞キャリアの検討と評価

を行っている。 
本研究では、DFAT 細胞を生体適合性および生分解性のある素材に接着・増殖させ、損傷局

所に移植して、一定期間サイトカイン産生させる方法について検討を行った。2 種類の細胞キャ

リア上で培養した DFAT 細胞について、細胞接着度、細胞増殖度、細胞死について検討し、サイ

トカイン産生など、細胞特性について解析した。 
 

【背景および目的】 

動脈硬化や糖尿病などの合併症として起こる閉塞性下肢虚血症において、幹細胞移植によ

る血管新生誘導は有効な治療となる。体性幹細胞のひとつである間葉系幹細胞(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

高める効果をもつサイトカインを分泌することから、細胞再生移植治療の材料として注目されて

いる。現在多くの臨床試験等で行われている方法は、MSC を静脈注射し、その細胞の多くは肺

に集まってサイトカイン等を分泌するので、全身の再生能力が高まるという方法である。しかし、

移植後の細胞の挙動は不明で、体内のどこに分布し、どの程度の期間サイトカインを分泌し続け

るかについて追跡が困難である。また、細胞数を多く注射すると、肺塞栓になる副作用が報告さ

れている。従って、MSC を再生が必要な損傷部位付近に導入し、局所に留めた方が、効果的な

治療が期待できる。 
MSC は骨髄由来の細胞が多く使われているが、ドナーへの侵襲性が高いため、他の細胞源

として、脂肪組織由来幹細胞（Adipose tissue-derived Stem Cells:ASC）がよく用いられている。

ASC は脂肪組織をプロテアーゼ等で解離し、遠心分離して得られた沈殿細胞由来の培養細胞

であり、血管細胞等他の細胞種が混在している可能性がある。これに対して、脱分化脂肪細胞
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DFAT（dedifferentiated fat）細胞 1）は、脂肪量が多いため遠心分離で上に浮いてくる成熟脂肪

細胞を脱分化させて得られる幹細胞であり、細胞の均一性が高い。ドナーの年齢性別にかかわ

らず樹立可能であり、増殖性が高いところから多くの細胞が得られ、移植細胞源として適してい

る。培養下では脂肪、軟骨、骨、血管、平滑筋 肝臓 神経等、様々な組織に分化することが確

認されている。さらに、MSC と同様のサイトカイン放出・免疫抑制・組織分化能等の性質を持つこ

とが、これまでの研究より判明している。マウスの下肢虚血モデルに DFAT 細胞を移植する（局

所への細胞懸濁液の複数回の注射）と、血流改善が起こることが確かめられている。移植細胞

の一部は血管新生に参加するが、ほとんどの効果は DFAT 細胞の産生するサイトカインによる

レシピエントの血管再生によるものと考えられた。 
本研究では、DFAT 細胞を再生が必要な損傷部位付近に導入して局所に留めるための細胞

保持担体（マイクロキャリア）について検討した。2 種類の細胞キャリア上で培養した DFAT 細胞

について、キャリア表面上細胞の増殖・生存状態およびサイトカイン産生能等の細胞特性を解析、

評価することにより、キャリア移植法を確立することを目的とする。 
 

【方法】 
 本研究では、2 種類の細胞キャリアについて検討を行った。 
1) デキストランビーズ 
 幹細胞移植治療を想定したマイクロキャリアとして、Cytodex 1、Cytodex 3（GE Healthcare 社

製）の 2 種を用いた(図１)。Cytodex は 100～300 μm の球形状の架橋デキストランビーズであ

る。Cytodex 1 は、表面に N-N-diethyl amino ethyl group の試薬がコーティングされ、軽度の正

電荷を帯びている。また、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。いずれも粉末形状であり、使用時に生理食塩水で膨潤させて用いる。細胞懸濁液 1-4x105を

/2ml を Cytodex 0.002-0.01g/2ml と共に培養すると、キャリアに細胞が接着し増殖する。20～

60rpm の撹拌下、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。また、Cytodex 上

の細胞のサイトカイン遺伝子発現について解析した。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の（HGF,VEGF, PDGF-B, TGF-β, hbFGF）遺伝子発現を測

定した。DFAT は主としてヒト DFAT を用いた。 

	

	 	 	 図 1. デキストランビーズ 	 								図 2. PLGA 

 
 
2) PLGA (DL-乳酸 -グリコール酸共重合体) 
 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）（GC 研究用 scaffold プレート, LA:GA=75:25, MW=約 120,000 直径 5mm の透
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明プレート）について細胞キャリアとしての適性を検討した(図２)。まず、培養皿（直径 3 cm ）に

オートクレーブ滅菌済ろ紙を敷き、その上に PLGA プレート (ほぼ透明) を置いて、70 %エタノ

ールと滅菌水、培地の順に親水処理をした。次に PLGA プレート上に DFAT 細胞懸濁液を滴下

し、数分放置して浸透させた。細胞を播種したプレートを別の培養皿に移して、7 日間培養

（DMEM 培養液＋10%FCS）を行い、細胞親和性や増殖性について検討した。さらに、PLGA プ

レート表面にゼラチンやポリ L リジン（PLL）等でコーティングをすることにより，DFAT の接着性・

増殖性やサイトカイン産生能がどのように変化するかについて検討を行った。細胞接着性・増殖

度は、位相差顕微鏡下および蛍光核染色色素 (NucBlue® Live  Ready Probes® Reagent, 
Thermo Fisher) で処理した蛍光顕微鏡画像から細胞数をカウントして判定したまた、対象とし

たサイトカイン遺伝子は Vegfa，Vegfb，Hgf，Pdgfa，Tgfa 等であり、培養 3 日の細胞から RNA
を抽出し、qPCR により遺伝子発現を判定した。DFAT はマウス DFAT-D1 を用いた。 
 

【結果】 
1) デキストランビーズ 
 ヒト DFAT を、Cytodex 1 と Cytodex 3 それぞれとに混合培養を行ったところ、どちらのキャリ

アにも細胞が接着し、増殖した。細胞を 7 日間培養し、3 種類の方法で染色（アポトーシス染色、

Ki67 増殖指標免疫染色、核染色）した。まず、3 日目の細胞を核染色し、生細胞の確認をしたと

ころ (図 1) 、どちらのキャリアにおいても細胞の生存が確認された。培養 5 日目、7 日目の細胞

も同様に核染色、更にアポトーシス染色、および増殖状態を確認するために Ki67 抗体を用いた

染色を行った(図 2)。5 日目と 7 日目のどちらのキャリアにも生細胞が存在しており、ヒト DFAT
細胞は 7 日間 Cytodex 1 と Cytodex 3 で接着・増殖することがわかった。しかし、キャリア培養

7 日目の染色結果を詳細に検討したところ、生細胞の減少がみられた。ただ、アポトーシス染色

の陽性がみられていないため、細胞は死滅したのではなく、キャリア培養 5 日目から 7 日目にか

けてキャリアを離脱したと考えられた。また、Ki67 抗体を利用した増殖細胞の免疫染色の結果

においても陽性が確認されたが、培養日数が進むにつれて陽性細胞は減少した。 
一方、7 日目のキャリア表面の生細胞の数を比べたところ、Cytodex 3 の方が Cytodex 1 より

も、多く細胞を保持していた。この結果から、コラーゲンコートした Cytodex3 方がより細胞保持

能力が高いことがわかった。 
以上の結果から、Cytodex に DFAT 細胞が接着・増殖することが明らかとなり、また、細胞が

十分に接着した期間が 5 日ということがわかった。そこで、それぞれのキャリアで 2 時間、1 日、

2 日、4 日間培養した細胞が、血管新生因子の産生を行っているのかについて、RNA 抽出と

qPCR から測定した。その結果 4 種類（VEGF、HGF、hbFGF、TGF-β）の遺伝子発現が認めら

れた (図 5) 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。 

	 	
	 	 	 図 3 ビーズ上の細胞増殖           図 4 細胞染色結果 
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			 図 5 遺伝子発現解析結果   図 6 ビーズをコラーゲンゲルに移植 

 
一方、生体への移植のモデルとして、十分に DFAT 細胞が接着した状態の Cytodex1 を、コラ

ーゲンゲル内に埋め込んだ実験では (図 6) 、細胞は 7-10 日程度 Cytodex 上に保持されてい

たが、その後は脱出してコラーゲンゲル内に遊走、散逸した。従ってこの方法では、生体内でビ

ーズ上に細胞を保持できる時間は、10 日程度と考えられた。 
2) PLGA (DL-乳酸 -グリコール酸共重合体) 
PLGA プ レ ー ト 上 に 培 養 し た DFAT 細 胞 を 蛍 光 核 染 色 色 素 (NucRed® Live 647 
ReadyProbes® Reagent, ThermoFisher)で処理し、蛍光顕微鏡（キーエンス社 BZ-X700 オー

ルインワン蛍光顕微鏡）画像からセルカウントをしたところ (図７) 、培養日数増加により細胞数

が増加した (図８) 。細胞接着性は、ゼラチンやＰＬＬでコーティングを行った方がコーティング無

よりも向上していた (図９) 。細胞増殖度に関しても、同じくゼラチンやＰＬＬでコーティング処理す

ると上昇することが分かった。サイトカイン産生に関しては、培養 3 日目の細胞から RNA を抽出

して、qPCR を行った結果 (図 10) 、Vegfa 及び Vegfb はゼラチンおよび PLL コーティングのど

ちらについても、コーティング無よりも高い発現が得られた。特にゼラチンコーティングについて

は両遺伝子の発現量が他より顕著であり、Hgf についてもゼラチンコートが優位であった。一方、

Tgfa については PLL の方がゼラチンコートよりも有意に高い発現量を示した。 

 
     図 7. PLGA プレート上での培養      図 8. PLGA プレート上での細胞増殖 
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       図 9. コーティングの効果(増殖)      図 10. コーティングの効果（遺伝子発現） 

 
以上の結果より、総合的には PLL よりもゼラチンの方がコーティング材として優れていることが

示唆された。 
 

【考察】 

上記の結果から、ヒト DFAT 細胞は Cytodex 1 と Cytodex 3 上に 7 日間、接着/増殖すること

がわかった。7 日目になると脱落する細胞もあることから、初期に導入する細胞数にも依存する

が、Cytodex 表面の培養は 5 日程度が至適であることが示唆された。コラーゲンコート処理の

Cytodex 3 の方が Cytodex 1 よりも、多く細胞を保持していた。また、大量培養などに Cytodex
を利用した文献においても、Cytodex 3 を利用した論文が多く、細胞保持を目的とした場合、

Cytodex 3 の方が優れていると考えられた。 
血管新生因子の産生については、qPCR の結果、VEGF, HGF, bFGF,  TGF-β の遺伝子発

現が認められた(図 5)が、PDGF-B の発現は観測されなかった。この結果は、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、低酸素培養下の検討がさらに必要である。 
 生体移植のモデルとして、十分に DFAT 細胞が接着した状態の Cytodex1 を、コラーゲンゲル

内に埋め込んだ実験から、生体内でビーズ上に DFAT 細胞を保持できる時間は、10 日程度と考

えられた。別の実験でウシ血管内皮細胞を同様に Cytodex 上で培養し、Cytodex をコラーゲン

ゲル内包埋した場合は、細胞は Cytodex 上に留まり、コラーゲンゲル内へ移動しなかったところ

から、間葉系幹細胞はコラーゲンゲルに親和性が高いと考えられた。 
 先行研究によれば 移植のための大量の細胞を得るために、Cytodex による MSC 増幅は多く

行われている 2) 3)。デキストラン自体は生体適合性であるが、残念ながら Cytodex 製造業者は、

今のところこれをヒトへの移植に適合する基準 (GMP grade) で作成する予定がないということ

である。 
  そこで次に、すでに GMP grade で製造している例がある細胞キャリアについて検討を行った。

ゼラチンベースの MedGel、アルギン酸ナトリウム、ポリ乳酸 Poly (D,L-lactide-co-glycolide; 
PLGA)) などである。このうち PLGA について、詳細な実験を行った。 
 PLGA プレート上に培養した DFAT を核染色し、画像からセルカウントをしたところ、培養日数

が増えるにつれて細胞核数も増加した。また、プレートをゼラチンやポリリジンでコーティング処

理により細胞が接着しやすくなることが分かった。さらに、培養後のプレートから RNA を抽出し、

RT-PCR により細胞分化や増殖因子の遺伝子発現について検討した。Vegfa 及び Vegfb はコー

ティング無よりも有の方が高い発現が得られた。特にゼラチンコーティングが優位であった。 
  用いた GC 社の PLGA は GMP grade 製造ではないが、別の Evonik Röhm GmbH（Sigma-
Aldrich）社の製品には GMP grade 製造のものがあるので、こちらの方も検討を行う予定である。
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さらに、プレートという平板ではなく、3D の PLGA 足場を準備中であり、3D プリンターによる成

型、金型を用いた成型について、検討中である。また、Cytodex1 と同様に生体移植モデル実験

(コラーゲンゲル内への移植)も検討している。 
 

【結語】 

 ヒト DFAT は Cytodex 表面で培養が可能なことが示された。細胞は 5 日間キャリア表面上で

増殖したが、播種細胞数にもよるが、7 日目には細胞の離脱と細胞死が観察された。 
 サイトカイン産生について、VEGF、HGF、hbFGF、TGF-β の４つの血管新生関連因子の遺伝

子発現がみとめられた。血管を誘発する VEGF の産生は培養日数（4 日目まで）に伴い、増加傾

向がみられた。長期培養下、および組織内を想定した低酸素下における産生について検討する

必要がある。 
 Cytodex1 上に培養した DFAT をコラーゲンゲル内包埋すると、DFAT のゲル内への遊走が観

察されたが、包埋後 10 日程度までは細胞が Cytodex 上に残っていた。 
 以上の結果から、DFAT を Cytodex 上で増殖させ、細胞数を確保した上で、Cytodex ごと体内

局所に移植すれば、細胞懸濁液をそのまま注射するよりも、局所に長い時間留まり、サイトカイ

ンを産生する可能性が高いと考えられた。 
 一方、PLGA に関しては、マウス DFAT は PLGA プレートに接着し、培養日数が増えるにつれ

て細胞核数も増加した。また、プレートをゼラチンやポリリジンでコーティング処理により細胞が接

着しやすくなることが分かった。さらに、培養 3 日後の細胞から RNA を抽出し、RT-PCR により

細胞分化や増殖因子の遺伝子発現について検討した。Vegfa 及び Vegfb はコーティング無より

も有の方が高い発現が得られた。特にゼラチンコーティングが優位であった。 
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【要旨】 

遺伝子改変技術の進歩により、生体内で特定の細胞の運命追跡が可能となった。その結果、

マウスなどのほ乳類においても組織障害後の組織再生過程で成熟細胞の脱分化現象が起こる

ことが明らかとなり、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。本研究では、成熟

脂肪細胞の運命追跡が可能な遺伝子改変マウスを用いて全層皮膚欠損モデルマウスを作製し、

治癒過程における成熟脂肪細胞の関与及び形質転換の可能性を検討した。その結果、傷害部

位に成熟脂肪細胞由来の線維芽細胞様形態を示すfibroblast-like cell(FLC)の出現を認め、そ

の一部の細胞は前駆脂肪細胞マーカーや間葉系幹細胞(MSC)マーカー、ペリサイトマーカー陽

性であることから、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MSC、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。 

【背景および目的】 

近年、Genetic- lineage tracing により、生体内で特定の細胞の運命追跡が可能となった。そ

の結果、マウスなどのほ乳類においても組織障害後の組織再生過程で成熟細胞の脱分化現象

が起こることが明らかとなり、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 1)2)3)4)5)(表 1)。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。そこで今回、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。生体

内における成熟脂肪からの脱分化が証明されることで、組織修復に成熟脂肪細胞の関与が明ら

かとなれば、組織修復に対する脂肪細胞の有用性を見出すことが可能となる。 
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表 1. 哺乳類における脱分化メカニズムによる組織再生の報告 

 
【方法】 

 tamoxifen 投与により成熟脂肪細胞特異的に cre リコンビナーゼを発現するマウス

(Adiponectin-Cre-ERT2 マウス)と、cre 存在下に tdTomato を発現するマウス(ROSA26-LSL-
td Tomato マウス)を交配し、脂肪細胞の運命追跡を可能とするレポ−ターマウス(Adipoq- 
CreERT2/tdT マウス)を作製した。このマウスに tamoxifen 1mg を 5 日間腹腔内投与後 6)、背

部に 1cm×1cm の皮膚全層欠損創を作製した。創部保護のため、ハイドロコロイドドレッシング剤

で創部を被蓋した。欠損作製時、欠損作製後 1 週間、2 週間、3 週間のタイムポイントで欠損部

の組織標本を作製し、tdTomato の発現を組織学的に評価した(図 1)。形質転換の指標として

tdTomato 陽性で成熟脂肪細胞マーカーperilipin 陰性を示す細胞の同定と定量を行った。また、

Ki-67(増殖細胞マーカー)、CD31(血管内皮細胞マーカー)、ASMA(平滑筋・筋線維芽細胞マー

カー)、DLK1(脂肪前駆細胞マーカー)、Sca-1(間葉系幹細胞マーカー)、PDGFRα(間葉系幹細

胞マーカー)、NG2(ペリサイトマーカー) の抗体を用いて tdTomato 陽性細胞の増殖性や細胞形

質を評価した。 
 

図 1. 実験プロトコール 

 
【結果】 

tdTomatoの蛍光はtamoxifen投与後のマウスの腸間膜や結合組織中の脂肪組織にのみ認

められ、肝臓、腎臓、肺といった実質臓器はすべてtdTomato陰性であった。皮下組織には

tdTomato陽性を示す2層の脂肪組織が存在し、これらはPerilipinの局在と完全にマージすること

から、tdTomatoが脂肪細胞のみに発現していることが確認できた。また、脂肪組織中の微小血

管や間質細胞はtdTomato陰性であり、脂肪滴をもつ成熟脂肪細胞のみがtdTomatoを発現して

いることを確認した。皮膚欠損作製後1週間で、欠損部の脂肪組織周囲に成熟脂肪細胞マーカ

ーperilipin陰性で線維芽細胞様形態を示すtdTomato陽性 fibroblast-like cell(FLC)の出現を認

め、皮膚欠損作製後2週間をピークに肉芽組織内でも確認された。欠損部中のtdTomato陽性

FLCの細胞数をカウントしたところ皮膚欠損作製後1週間、2週間で急激に増加した後、皮膚欠

損作製後3週間で減少していくことが明らかとなった。tdTomato陽性FLCの一部は脂肪前駆細
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胞マーカーDLK1や間葉系幹細胞マーカーSca-1及びPDGFRα、ペリサイトマーカーNG2、細胞

増殖マーカーKi-67を発現していた。一方、血管内皮マーカーCD31や筋線維芽細胞マーカー

ASMAを発現している細胞は確認できなかった。 

【考察】

 本研究では、マウスにおける皮膚全層欠損作製により、欠損部の肉芽組織に成熟脂肪細胞由

来の tdTomato 陽性 FLC の出現を確認した。欠損部中の tdTomato 陽性 FLC の細胞数をカウ

ントしたところ、皮膚欠損作製後 1 週間、2 週間で急激に増加した後、皮膚欠損作製後 3 週間で

減少していくことから、tdTomato 陽性 FLC は組織障害により出現し組織の修復に伴って減少し

ていくことが示された。tdTomato 陽性 FLC の一部は DLK1、Sca-1 及び PDGFRα、NG2 を発

現していたことから MSC、前駆脂肪細胞、ペリサイトへの形質転換の可能性が示された 7)。しか

し、Marangoni らによる報告 8)とは異なり、平滑筋や血管への分化は確認できず組織修復への

直接的な関与は確認できなかった。今後、肉芽組織がより発達するスプリントを使用した創傷治

癒遅延のモデル 9)等を作製し、tdTomato 陽性 FLC の形質や役割を詳細に検証することが望ま

れる。

【結語】

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MSC、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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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 

Preparation method and functional analysis of dedifferentiated fat cell using 

liposuctioned fat tissue 

風間智彦 1)，山元智衣 1)，長岡悠紀 1)，萩倉一博 1)，加野浩一郎 2)，相川佳之 3)，松本太郎 1) 
Tomohiko KAZAMA1)，Chii YAMAMOTO1)，Yuki NAGAOKA1)， 
Kazuhiro HAGIKURA1)，Koichiro KANO2)，Yoshiyuki AIKAWA3)， 
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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，3)湘南美容クリニック

【要旨】

我々は成熟脂肪細胞に由来する脱分化脂肪細胞（DFAT）が間葉系幹細胞（MSC）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。２ml の吸引脂肪

組織から平均２×１０６個の成熟脂肪細胞が単離され、少量の吸引脂肪組織量で大量に成熟脂

肪細胞を得られることを示した。調製された DFAT の FACS 解析では、P０〜P３まで MSC 陽性

マーカーの陽性率は９０%以上であった。また、陰性マーカーの陽性率は０.１%未満であり、同一

サンプルから調製した脂肪組織由来間葉系幹細胞（ASC）に比べて低い傾向を示した。多分化

能解析にて、調製された DFAT は、脂肪、骨、軟骨への多分化能を示すことを明らかにした。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。以上の結果より、吸引脂肪組織から高純度の多分化能を有する DFAT を大量調製で

きることが明らかにした。また、調製された DFAT は造腫瘍性を示さなかったことから、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。 

【背景および目的】

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 DFAT が、高い増殖能と MSC と類

似する多分化能を示すことをこれまで明らかにしてきた 1),2)。通常、成熟脂肪細胞の由来となる

皮下脂肪組織は、結合組織や神経、血管を豊富に含んだ状態の組織である。そのため、皮下脂

肪組織をハサミで細切し酵素処理にて消化し、成熟脂肪細胞を単離する。単離した成熟脂肪細

胞を、培地で満たしたフラスコで培養するとフラスコ天井面に集まり、ここで徐々に接着性を獲得

していき、培養約１週間後で DFAT のコロニーが得られる。我々は、成熟脂肪細胞のより簡便な

単離方法を模索し、痩身法などで行なわれる脂肪吸引にて採取される吸引脂肪組織に着目し、

吸引脂肪組織を DFAT の細胞源として用いることが可能か検討した。脂肪吸引による脂肪組織

採取の利点は、採取に伴う皮膚切開が３～４ mm 径と小さく、低侵襲な手術で採取可能である。

また、吸引前にチュメセント液を脂肪組織へ注入することで、組織が膨潤し、成熟脂肪細胞の単

離が容易になることである。

これまで我々は、吸引脂肪組織より単離した成熟脂肪細胞と臨床グレードである調製試薬を

用いて DFAT が調製可能であることを明らかにしてきた。本研究の目的として、臨床応用可能な

ヒト吸引脂肪組織を用いた DFAT 調製方法を確立化し、吸引脂肪組織の必要 小量、細胞特性
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解析、造腫瘍性の有無などについて検討を行なった。

【方法】

湘南美容クリニックにてインフォームドコンセントの得られた患者より吸引脂肪組織の提供を受

け、DFAT 調製に用いた。天井培養過程で単離された成熟脂肪細胞層 5 µl 中の成熟脂肪細胞

数を計測した。同一ヒト吸引脂肪組織より調整した DFAT ならびに ASC の P0～P3 を対象に、

MSC 陽性マーカー(CD73, CD90, CD105)ならびに陰性マーカー(CD31, CD45, HLA-DR)の陽

性率をフローサイトメトリーにて計測した。また、各種分化誘導培地にて脂肪細胞、骨細胞そして

軟骨細胞への分化誘導を行ない、多分化能解析を行なった。DFAT の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を実施した。DFAT を含めた各種細胞と 0.2％アガー含有専用

培地をそれぞれ混合し、96 穴マイクロプレートに播種し、14 日間培養後、コロニー数を計測した。

NOG マウス皮下移植による造腫瘍性試験では、DFAT と陰性対照である ASC を、オスの NOG
マウスの右側腹部皮下に１頭当たり 1×107 個移植した。評価項目は、①体重測定②皮下腫瘤

の有無③ヘマトキシリン・エオジン染色により腫瘍性変化の有無を、ビメンチン染色によりヒト由

来細胞の有無を評価した。

【結果】

吸引脂肪組織はコラゲナーゼ溶液による酵素処理のみにて組織消化が可能であり、容易に

成熟脂肪細胞の単離が可能であった。単離された成熟脂肪細胞を用いて天井培養すると、培養

４日後に成熟脂肪細胞はフラスコ天井面に接着し、培養 10 日後には成熟脂肪細胞より非対称

性に分裂した DFAT がコロニーを形成した（図１）。成熟脂肪細胞層 5 µl 中の細胞直径 15 µm
以上の成熟脂肪細胞数を計測した結果、約 5,000 個存在した。次に、細胞表面抗原の解析結

果は、DFAT ならびに ASC の MSC 陽性マーカーの陽性率は 90％以上であった。また、DFAT
の MSC 陰性マーカーの陽性率は 0.1％以下であったが、ASC では初代培養にて陰性マーカー

の陽性率が DFAT に比べて高い傾向にあった。多分化能解析において、脂肪細胞ならびに骨

細胞への分化誘導 3 週間後にオイルレッドＯ染色陽性、アルカリフォスファターゼ染色陽性かつ

アルザリンレッドＳ染色陽性細胞を認め、ペレット培養 3 週間後において軟骨ペレット細胞塊を形

成すること明らかにし、多分化能を有することを明らかにした（図２）。軟寒天コロニー形成試験で

は、コロニーが観察された陽性対照とは対照的に、陰性対照と同様に DFAT を播種したいずれ

のウエルにおいてもコロニーは観察されなかった。NOG マウス皮下移植による造腫瘍性試験で

は、体重は DFAT ならびに ASC 両群とも増加傾向にあり、一般状態にも異常は認められなかっ

た。皮下腫瘤の有無については、移植 1-2 週後は全ての個体において移植細胞の残存と思わ

れる皮下腫瘤が確認されたが、その後段階的に減数し、観察期間終了時には全個体において

腫瘤は認めなかった。また、両群ともに全ての個体で抗ヒトビメンチン抗体陽性細胞が確認され

たが、腫瘍性変化は認めなかった。
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図１. ヒト吸引脂肪組織由来 DFAT の調整工程 

図 2. ヒト吸引脂肪組織より調整した DFAT の多分化能解析 

【考察】

本研究では，吸引脂肪組織はコラゲナーゼ溶液による酵素処理のみにて組織消化が可能で

あり、ハサミでの組織細切を行なうことなく容易に成熟脂肪細胞の単離が可能であった。成熟脂

肪細胞層 5 µl 中の細胞直径 15 µm 以上の成熟脂肪細胞数を計測すると約 5,000 個存在して

おり、成熟脂肪細胞層 2 ml に換算すると成熟脂肪細胞が約 2×106 個得られる計算となり、初代

培養に用いる 12.5 ㎠フラスコに換算して 40 枚分にもなることから、少量の吸引脂肪組織で大

量に DFAT を調整可能であることを示している。ヒト吸引脂肪組織より調整された DFAT の性能

解析した結果、MSC 陽性マーカーの陽性率が 90％以上であり、MSC 陰性マーカーの陽性率は

0.1％以下であった。そして、対照区である ASC では初代培養における陰性マーカーの陽性率

が DFAT に比べて高い傾向にあり、DFAT は ASC と比較して純度が高く調整できることを示し

た。また、多分化能解析においてもヒト吸引脂肪組織より調整された DFAT は脂肪細胞、骨細胞
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そして軟骨細胞へ分化誘導可能であった。これらの性能解析の結果は、これまで皮下脂肪組織

より調整された DFAT と同様に、国際細胞治療学会（ International Society for Cellular 
Therapy : ISCT）で定義されているヒト MSC の基準を満たすものであった 3)。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。そこでヒト吸引脂肪組織より調整

された 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するため軟寒天コロニ

ー形成試験ならびに NOG マウス皮下移植による造腫瘍性試験を行なった結果、足場非依存性

のコロニー形成能を有さず、DFAT 移植に伴う腫瘍性変化を認めなかったことから、ヒト吸引脂肪

組織より調整された DFAT に造腫瘍性はないと判定した。今後ヒト吸引脂肪組織より調整された

DFAT を用いた前臨床試験を行い，有効性や安全性を検証することが望まれる。 

【結語】

約2 mlという少量の吸引脂肪組織から高純度かつ多分化能を有するDFATを大量調製できる

ことが明らかとなった。また、ヒト吸引脂肪組織より調製されたDFATは造腫瘍性を認めず、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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【要旨】 

成熟脂肪細胞を天井培養することで産生される線維芽細胞様細胞は，間葉系幹細胞に類似

した性質を持ち，脱分化脂肪細胞（DFAT 細胞）と呼ばれている。また，ヒト頬脂肪体から単離し

た成熟脂肪細胞には 40 ㎛未満の大きさの細胞が多く存在し，天井培養法で調製された DFAT
細胞は高い骨芽細胞分化能を有することが示唆されている。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した。その結果，

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。 
 

【背景および目的】 

歯科口腔領域では，古来より口腔内器官の欠損に対して人工材料を補填することで機能の回

復を図る治療がおこなわれてきた。近年，疾病や外傷によって損傷をうけた器官・組織に対して

機能回復を目指す再生医学が飛躍的に発展し，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。現在では，骨造成や歯周組織の再生を代表的に臨床応用され

ているだけでなく，効果の向上を目指した基礎研究も盛んに行われている。現在の再生医療で

は，特に幹細胞や前駆細胞を用いた組織再生や機能回復を目指すことに重点がおかれ，骨髄

以外の口腔内組織にも間葉系幹細胞が存在することが明らかとなっている。口腔内には骨髄や

歯髄・歯根膜・骨膜などに間葉系幹細胞が存在し，組織再生のための現実的な細胞源となりうる

が，どの組織も採取に制限があると考えられる。 
脂肪組織は腹部のみならず人体の至るところに存在し，頬脂肪体（buccal fat pad: BFP）は歯

科医師が局所麻酔下で比較的簡便に採取可能なため，再生医療に用いる細胞源として注目さ

れている。BFP は，上顎突起と下顎骨・頬骨の間に存在する脂肪塊であり，成人になっても個体

差や栄養状態に関係なくほぼ一定量存在すると報告されている 1)。また，前腕皮弁と比較して，

感染・脱落などの合併症が少なく，良好な組織生着性を示すことから，口腔腫瘍の切除後に生じ

た上顎欠損部への移植弁として再建に利用されている 2)。成熟脂肪細胞は長年，終末分化し増

殖能を失った細胞と考えられていたが，天井培養法により非対称分裂に生じる線維芽細胞様細
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胞が間葉系幹細胞に類似した性質を持つことが明らかにされ，脱分化脂肪細胞（DFAT 細胞）と

名付けられている。DFAT 細胞は高い増殖能と，脂肪細胞，骨芽細胞，軟骨細胞，平滑筋細胞，

血管内皮細胞，心筋細胞，神経細胞等への多分化能を有していることから組織工学や再生医療

の細胞源として有用である 3)。また，BFP から単離した成熟脂肪細胞には 40 ㎛未満の小さな細

胞集団が多く存在し，早期に DFAT 細胞へと脱分化することと，高い骨芽細胞分化能を有する細

胞集団が調製されることが報告されており 4)，歯科口腔領域における骨組織や歯周組織の再生
5)に有用な細胞源であることが示唆されているが，この小さな成熟脂肪細胞を調製する際の適切

な酵素条件に関する検討はこれまでにない。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比較検討を行った。 
 

【方法】 

日本大学歯学部付属歯科病院に来院した健常な顎変形症患者 10 名の下顎枝矢状分割術時

に摘出される BFP を用いた。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コールターカウンターを用いて測定した。その後，

単離された成熟脂肪細胞を天井培養し，1 週間後にフラスコを反転した。さらに 3 日後に継代し

た際の細胞数の測定を行った。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】 

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，その多くの直径は 30μm 以下であった。また，成熟脂肪細胞分画を天井

培養に反転して 3 日後に継代を行った際には，0.02%の濃度で酵素処理したグループが 0.1%
で酵素処理したグループよりも 1.6 倍ほど多くの細胞数が測定された。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

能を検討した結果，CD271 以外の 7 種の細胞表面抗原については陽性細胞の割合はほぼ同

等の値を示した。遺伝子発現解析の ES 細胞マーカーである c-MYC, KLF4, OCT3/4, SOX2
の遺伝子発現は同様の発現パターンを示した。また，コロニー形成能、細胞増殖能および細胞

周期に関しては，有意な差は認められなかったが，骨芽細胞誘導開始 3 日目におけるアルカリ

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。しかしながら，アリザリン

レッド S 染色やカルシウム沈着量は両群で有意な差は認めませんでした。さらに，脂肪細胞分

化誘導能は同程度であった。 
 

【結語】 

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細胞と差異がないことから，至適酵素濃度は0.02%であることが示

唆された6)。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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ラット人工真皮移植モデルにおける脱分化脂肪細胞の効果に関する研究 

Effects of mature adipocyte-derived dedifferentiated fat (DFAT) cells on generation and 

vascularisation of dermis-like tissue after artificial dermis grafting 

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

Kazuatak SOEJIMA1), Tsutom KASHIMURA1), Takashi ASAMI1), Tomohiko KAZAMA2), 
Taro MATSUMOTO2), Hiroaki NAKAZAWA1)

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

【要旨】

コラーゲンスポンジとシリコーン膜から成る 2 層性人工真皮(artificial dermis)は、真皮の欠損

した全層皮膚欠損層に移植されると、移植床より宿主の細胞や毛細血管が侵入して真皮様組織

が構築される。健常な創傷に移植された場合、約 2〜3 週間の経過で真皮様組織が構築され、

その上に薄い分層植皮を行って皮膚再建を完了する 1)。人工真皮の臨床使用上の課題は、真

皮様組織構築に要する期間待機しなければならない点であり、その期間短縮が求められている
2)。本研究 3)では、ラットを用いた人工真皮移植モデルにおいて、人工真皮移植時に移植床に脱

分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell: DFAT)を投与して真皮様組織構築に対する影響を検討

した。尚、臨床で用いられている bFGF 製剤の併用効果についても併せて検討した。その結果、

DFAT 投与により、人工真皮内への血管侵入および真皮様組織構築が促進され、bFGF との併

用によりその効果は有意に促進されることが認められた。人工真皮を用いた皮膚再建において、

DFAT 投与による待機期間短縮の可能性が示唆された。 

【背景および目的】

1980 年に Yannas4)らにより報告された artificial skin を基礎として開発された 2 層性人工真

皮(artificial dermis: AD)は dermal regeneration template として機能するコラーゲンスポンジ層

と細胞の侵入と水分喪失を防ぐ目的で表面に貼られたシリコーン膜の 2 層構造を成している。真

皮の欠損した全層皮膚欠損創に AD が移植されると、移植床より宿主の線維芽細胞が侵入し、

細胞外マトリックスを産生して真皮様組織を構築するとともに、血管内皮細胞により毛細血管網

が構築される。健常な創傷に移植された場合、約 2〜3 週間の経過で真皮様組織が構築され、

その上に薄い分層植皮を行って皮膚再建を完了する。すなわち、AD を用いた全層皮膚再建は

AD 移植と、真皮様組織構築を待って 2 次的に行う分層皮膚移植の 2 回の手術を要する。AD の

臨床使用上の課題は真皮様組織構築に要する期間待機しなければならない点であり、その期

間短縮が求められている。現状では、塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF 製剤、トラフェルミン、

フィブラスト、科研製薬)が臨床で使用されており、その血管新生促進効果を期待して AD 移植時

に併用されている。

本研究 4)では、脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell: DFAT)の真皮様組織構築に対する

効果を検討した。また、臨床で用いられている bFGF 製剤の併用効果についても併せて検討し

た。
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【方法】

1)DFAT の調整 Sprague-Dawley(SD)系ラット(8 週齢、雄)の腹腔内脂肪から単離した成熟脂

肪細胞を天井培養法で調整し、実験に使用するまで凍結保存した 5)。 
2)ラット実験モデルの作成

同種同系ラットの背部に 1X1cm 大の全層皮膚欠損創を 4 カ所作成して人工真皮(Pelnac®、通

常タイプ、グンゼ社製)を移植し人工真皮移植モデルとした。その際に

・対照群 (人工真皮のみを移植, n=8) 
・DFAT 群：(DFAT 細胞(0.5X105 cells/cm2)を移植床に投与, n=8) 
・bFGF 群：(bFGF 製剤 (30μg/ cm2)を移植床に投与, n=8) 
・併用群：(DFAT 細胞(0.5X105 cells/cm2)および bFGF 製剤(30μg/ cm2)を移植床に投与する群, 
n=8) 
を作成した。

移植後 2，7 日目に組織学的に検討を行った。組織標本は屠殺後に体循環内に墨汁を注入し、

毛細血管内を染色して作成した。そして、移植後 7 日目の標本を用いて、その中央の 200 x 200 
μｍの単位面積あたりの血管断面数および構築された真皮様組織の厚さにより定量的に評価を

行った。真皮様組織の厚さの計測は digital photography analysis software (NIH image J, 
image processing program, Version 1.47n, National Institutes of Health)を用いて行った。統

計処理は Mann-Whiteney U-test with Bonferroni correction により行い、p<0.05 の場合に有

意差ありと判定した。

【結果】

移植後 2 日目では対照群ではコラーゲンスポンジ層の真皮様組織構築、毛細血管侵入は全く

見られなかった。DFAT 群、bFGF 群ではスポンジ層下層にわずかに真皮様組織構築が見られ

たものの、血管侵入は見られなかった。それらと比較して、併用群ではコラーゲンスポンジ層中

層まで真皮様組織が構築されており、下層には毛細血管の侵入が認められた。移植後 7 日目で

は対照群ではまたスポンジ構造が残存しており血管侵入は殆ど見られなかったが、DFAT 群で

は真皮様組織構築、毛細血管侵入のいずれもが確認され、それらは、bFGF 群、併用群ではさら

に促進されていた。

血管断面の定量結果は

group 血管数(per unit (200X200μm)) 
対照群 1.4 ± 1.3 
DFAT 群 2.8 ± 1.3* 
bFGF 群 5.8 ± 0.8 * 
併用群 10.2 ± 1.3* 

(*: p<0.05 from control group) 
bFGF 群、DFAT 群間にも有意差を認め、更に bFGF 群、併用群間にも有意差を認めた。 
真皮様組織の厚さの定量結果は

group 真皮様組織厚(μm) 
対照群 516.6.4 ± 33.7 
DFAT 群 570.4 ±68.5 
bFGF 群 977.2 ± 231.2 * 
併用群 1235.6± 99.8* 

(*: p<0.05 from control group) 
対照群、DFAT 群間には有意差は認められなかったが、bFGF 群、DFAT 群間にも有意差を認
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め、更に bFGF 群、併用群間にも有意差を認めた。 

【考察】

 今回の実験結果により、DFAT 群と対照群間に血管数に有意差を認めたことから、DFAT 自体

が血管新生促進効果を有することが明らかとなった。また、bFGF との併用により bFGF 群よりも

有意に血管新生促進、真皮様組織構築促進が認められたので、bFGF との併用による相乗効果

も明らかとなった。

 併用群では移植後 2 日目に既に真皮様組織内への血管侵入が確認された。皮膚の生着には

移植床からの血管侵入による血行再開が必要であり、移植された皮膚は血行再開までの期間、

創面からの漿液で栄養される。皮膚が漿液でどれくらいの期間保たれるかの検討報告は無いが、

今後人工真皮と分層皮膚の同時移植の可能性も検討すべき課題と考えられた。

【結語】

 人工真皮による皮膚再建時に移植床に DFAT を投与することにより血管新生促進効果が得ら

れ、bFGF と併用すると真皮様組織構築、血管新生のいずれもが有意に促進されることが示され

た。
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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 

The effect of mature adipocyte-derived dedifferentiated fat (DFAT) cells on ischemic tissue 

樫村 勉１），副島一孝１），松本太郎２），仲沢弘明１）

Tsutomu KASHIMURA１），Kazutaka SOEJIMA１），Taro MATSUMOTO２），Hiroaki 
NAKAZAWA１）

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

【要旨】

 形成外科領域では、皮膚軟部組織欠損に対する再建の一方法として皮弁移植や阻血性皮膚

潰瘍治療や熱傷治療など局所の血流を念頭においた診療を日常的に行っている。本学では、高

い増殖能と間葉系幹細胞と同等の多分化能を示す脱分化脂肪細胞（Dedifferentiated Fat Cells
以下、DFAT）を調製する培養法を確立した。これまでにわれわれは、同種同系のラットから得ら

れた DFAT を投与することでラットの背部皮弁の生着域拡大効果が得られることを報告してきた。

今回、Wistar 系ラットから得られた DRAT を Sprague-Dawley 系ラットの背部皮弁に投与し、生

着域を拡大しうるか検討し、一定の皮弁の生着域拡大効果が得られることが明らかとなったため

報告する。

【はじめに】

 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開発され血流不全に

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 1-2)。 
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

胞と同等の多分化能を示す細胞群（脱分化脂肪細胞 dedifferentiated fat cells, DFAT）を調製す

る培養法を確立した 3)。これまでにわれわれは、同種同系ラットに由来する DFAT をラット背部

の乱走型皮弁に投与し皮弁生着域拡大効果についての検討を行い、皮弁の基部に DFAT を投

与することで高い血管新生効果と生着域拡大効果が得られることを報告してきた 4)。今回、同種

異系ラットに由来する DFAT を用いて同様に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。

【対象及び方法】

 Wistar 系ラットの腹腔内脂肪を天井培養することで DFAT を単離培養した。SD（Sprague-
Dawley）系ラットの背部に乱走型皮弁(2×9cm)を挙上した。対照群(未治療：Group Ⅰ) （n=10）

と DFAT 投与群：(DFAT(1×106cells/0.1ml)を作製した。DFAT 投与群は、皮弁中央投与群：

Group Ⅱ（n=10）と皮弁基部より 2cm に投与する皮弁基部投与群：Group Ⅲ (n=10)の 2 群

を作製した。挙上した皮弁は下床にシリコンシートを埋入し再縫合した。術後 14 日目に生着域を
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測定し組織を採取した。H-E 染色、墨汁染色により組織学的検討を行った。（図１） 

図１. 各実験群 

【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±6.5％、皮弁中央投与群：53.5±4.9％、皮弁基部投与群：62.8±5.9％であり、皮弁基部

投与群で皮弁生着域は有意に拡大した(図２)。H-E 染色では、DFAT を移植し皮膚筋層下の結

合組織が肥厚していた。墨汁染色でも同様に皮膚筋層下の結合組織の肥厚が確認でき、内部

には墨汁で染色される著明な血管増加を認めた（図 3，4）。 

図２ 各実験群の皮弁生着域

（ML:皮膚筋層）

    図３. H-E 染色                    図４. 墨汁染色  
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【考察】 

 これまでにわれわれは、同系 DFAT をラット背部の乱走型皮弁に投与し皮弁生着域拡大効果

についての検討を行い、皮弁の基部に DFAT を投与することで 12％の皮弁生着域の拡大効果

が得られることを報告してきた。DFAT の調整には、通常 3 週間程度を要する。したがって、同種

同系 DFAT の投与による皮弁生着域拡大効果を得るためには、治療の 3 週間前に脂肪を採取

し DFAT の調整を行う必要がある。DFAT による血流不全組織の救済は、剝脱創や熱傷などの

外傷治療においても応用可能と考える。しかしながら、外傷や緊急手術などの治療においては

同種同系 DFAT を調整する時間的な猶予がない。したがって、これら緊急の場合にはあらかじめ

凍結保存しておいた同種異系 DFAT による治療が必要となる。そこで、今回われわれは同種異

系 DFAT による皮弁生着域拡大効果についての検討を行った。同種異系 DFAT の皮弁基部へ

の投与により９％の皮弁生着域拡大効果が得られた。同種同系 DFAT の投与に比較して拡大効

果はやや劣るものの両群で有意差は認めなかった。皮弁中央部への投与は、同種同系 DFAT
の投与と同様に壊死部近傍への投与であったため DFAT が生着せずに生着域の拡大効果が得

られなかったと考える。（図５） 

図５. 同種同系 DFAT と同種異系 DFAT の投与による皮弁生着域 

 
【結語】 

同種異系に由来する DFAT においても、一定の皮弁生着域拡大効果が得られた。自家脂肪

細胞による待機的な治療に加え、冷凍保存された同種異系 DFAT による緊急時の使用の有効

性が示唆された。外傷など DFAT の調整に要する時間的な猶予がない場合に、同種異系 DFAT
の投与は有効な治療のオプションになりうると考えられた。 
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脱分化脂肪細胞による自家培養表皮移植時の基底膜構築 

促進効果に関する研究 

Effect of mature adipocyte-derived dedifferentiated fat (DFAT) cells on formation of 

basement membrane after cultured epithelial autograft on artificial dermis 

 

 

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

Kazuataka SOEJIMA1), Tsutomu KASHIMURA1), Takashi ASAMI1), Tomohiko KAZAMA2), 
Taro MATSUMOTO2), Hiroaki NAKAZAWA1) 

 

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 
 
 

【要旨】 

培養表皮は移植床真皮との共同作業により基底膜を再構築して生着するので、真皮成分の存

在しない移植床には著しく生着が不良である。重症熱傷症例に移植するためには、凍結保存同

種皮膚や人工真皮で予め真皮構築を行ってから移植する必要がある 1)。本邦でも自家培養表皮

移植が重症熱傷に保険収載され、臨床で広く行われている 2)。しかしながら、現状の臨床での課

題は、人工真皮を用いて真皮構築を行っても、自家培養表皮移植後に長期間移植皮膚の脆弱

性が持続することであり 3)、基底膜構成タンパク発現の遅延が原因として指摘されている 4)。 
 本研究 5)では、ブタを用いた自家培養表皮移植モデルにおいて、人工真皮による移植床準備

に際して脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell: DFAT)DFAT 投与による基底膜構築促進効

果を検討した。 
 その結果、DFAT 投与群では主要な基底膜構成タンパクである collagen type IV と laminin-5
が表皮真皮接着層における発現が有意に促進され、anchoring-fibril を含めて基底膜形成が促

進されることが示され、DFAT 投与により自家培養表皮の人工真皮上への生着促進効果が示唆

された。 
 

【背景および目的】 

1975 年に Green ら 6)によりヒト表皮培養法が確立され、1981 年に O’Connor ら 7)により初め

て重症熱傷症例に培養表皮移植が行われた。しかし、その後、真皮成分の存在しない移植床に

は著しく生着が不良であることが明らかとなり、Cuono ら 1)により重症熱傷症例に凍結保存同種

皮膚をｐ用いて予め真皮構築を行ってから移植する方法が報告された。本邦でも自家培養表皮

移植が重症熱傷に保険収載され、Cuono ら 1)の方法を用いて広く臨床で広く行われている 2)。ま

た、凍結保存同種皮膚の供給に制限がある本邦では人工真皮を用いた真皮構築も重要なオプ

ションである。しかしながら、人工真皮を用いて真皮構築を行っても、自家培養表皮移植後に長

期間移植皮膚の脆弱性が持続することが現状の臨床での課題であり 3)、基底膜構成タンパク発

現の遅延が原因として指摘されている 4)。 
 本研究 5)では、ブタを用いた自家培養表皮移植モデルにおいて、人工真皮による移植床準備

に際して脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell: DFAT)DFAT 投与による基底膜構築促進効

果を検討した。 
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【方法】 

1) DFAT の調整 LWD 系ブタ(15kg, 雄)の頸部皮膚より Green 型培養表皮を 3T3 feeder 
layer 法で培養した。また、同部位皮下脂肪より天井培養法により DFAT を調整した 8)。 

2) 真皮構築 上記と同一個体ブタの背部の 2X3cm 大の脂肪が露出する全層皮膚欠損創を作

成して人工真皮(Pelnac®, 通常タイプ、グンゼ社製)を移植した。その際に 
対照群 （人工真皮単独移植 n=12） 
DFAT 群 (DFAT 細胞(0.5X105 cells/cm2)を移植床に投与, n=12) 
を作成した。 

3) 自家培養表皮移植 真皮構築手術後 10 日目に構築された真皮様組織上に自家培養表皮

移植を行った。 
4) 組織学的検討 移植後 14 日目に開創して、組織採取を行い、collagen type IV, laminin-5

の免疫染色を行い、表皮真皮接着層中央部で 40X80μm の単位面積内の染色部位の定量

を行った。解析は digital image analysis software (Popimaging, Version 6.10: Digital 
being kids Ltd., Tokyo, Japan)を用いて行い、統計処理は t-test で行い、p<0.05 の場合に

有意差ありと判定した。 
 

【結果】 

対照群と比較して、DFAT 群では表皮真皮接着層において collagen type IV, laminin-5 の発現

が促進されており、単位面積当たりの染色度を定量評価した結果、 
 collagen type IV (%) laminin-5 (%) 
対照群 1.9 ± 1.5 0.8 ± 1.0 
DFAT 群 17.4 ± 6.5* 14.4 ± 3.5* 

(*:p<0.05 from control group) 
いずれも、DFAT 群で有意に染色度の促進が見られた。 
また、真皮表皮接着層の透過電子顕微鏡像では、対照群では基底膜構築も不完全であったの

に対して、DFAT 群では正常皮膚と遜色のない基底膜、hemidesmosome, anchoring fibril が形

成されていた。 
 

【考察】 

 今回の実験結果より自家培養表皮移植のための移植床を人工真皮により準備する際に、移植

床に DFAT を投与すると基底膜構築促進が得られることが示唆された。現状での課題である移

植後の長期脆弱性は表皮-真皮の接着不良が原因であるので、laminin-5, anchoring fibril の形

成促進はその解決に寄与するものと期待される。表皮真皮接着層における基底膜と脂肪細胞の

固有基底膜は構成タンパクに共通なものが多く、collagen type IV, laminin は共通しており、間

葉系幹細胞が脂肪分化する際に多く発現することが報告されている 9,10)。DFAT にはこれらのタ

ンパク質の発現能が備わっていると考えられ、培養表皮移植時に併用することでその能力を発

揮し必要部位に作用したと推測された。 
 自家培養表皮の培養と調整には約 3-4 週間を要するので、重症熱傷患者を自家培養表皮移

植で治療するためには、急性期に熱傷壊死組織を切除し、真皮構築手術を行う必要がある。自

家 DFAT の調整には約 2 週間を要するので、今後同種 DFAT ででの効果も検討する必要があ

る。 
 

【結語】 

 自家培養表皮移植のための移植床を人工真皮により準備する際に、移植床に DFAT を投与す

ると基底膜構築促進が得られることが示唆され、それにより生着促進効果が期待される。 
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ラット椎間板変性モデルに対する脱分化脂肪細胞移植の効果 

Effect of dedifferentiated fat cell transplantation in a rat intervertebral disc  

degeneration model 
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【要旨】 

腰痛の主原因である椎間板変性症は髄核細胞の不可逆的な変性によって起こる。近年，椎

間板変性症に対して間葉系幹細胞(mesenchymal stem cell: MSC)などの細胞移植による再生

医学的アプローチを用いた研究が行われている。脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell: 
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 MSC 様細胞である。本研究では，

ラット尾椎針穿刺による椎間板変性モデルに対し DFAT を椎間板内に投与し，その治療効果を

評価した。その結果，DFAT 投与により，椎間板間隙の短縮が有意に抑制され，線維輪組織の

一部に髄核様組織の再生が認められた。椎間板変性症に対する DFAT を用いた細胞治療の可

能性が示唆された。 
 

【背景および目的】 

椎間板変性症は，日本人に も多い愁訴である腰痛症の主原因であり，椎間板を構成する

髄核細胞の不可逆的変性によって起こる。椎間板変性症に対する治療法として，鎮痛剤投与な

どの保存療法や，椎体間固定術などの手術療法が行われているが，現時点では根本的な治療

方法はない。近年，椎間板再生を目指す再生医学的アプローチとして，間葉系幹細胞

(mesenchymal stem cell: MSC)を変性椎間板に移植する研究が行われ，その有効性がメタ解

析 1)等にて報告されている。一方，MSC はその採取に伴い比較的侵襲性の高い手技が必要で

あることや，ドナー年齢や基礎疾患に影響され必要細胞数が調製できない症例が存在するとい

った問題点が指摘されている。Matsumoto ら 2)は，皮下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調製される脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell : 
DFAT)が，高い増殖能と MSC に類似した多分化能を獲得することを明らかにした。DFAT は少

量の脂肪組織より大量調製することが可能であることから実用性の高い細胞治療用ソースとし

て期待される。本研究では，ラット尾椎針穿刺による椎間板変性モデルに対し DFAT を椎間板内

に投与し，その治療効果を評価した。 
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図１. 実験プロトコール 

 
【方法】 

尾椎針穿刺によるラット椎間板変性症モデルは，Issy らの既報 3)を一部改変して作成した。雄

性 SD ラットに対して，全身麻酔下に尾椎椎間板 Co11/Co12 及び Co13/Co14 を 21G 針にて，

5 回 x 6 方向 穿刺を行い，椎間板傷害を作製した。傷害作製 7 日後に傷害椎間板 にラット 
DFAT ( 5 x 104 /頭,  DFAT 群, n=13)または PBS (Control 群,     n = 13)を移植した。移植後，経

時的に X 線撮影を行い，椎間板高の変化(%DHI)を算出し，両群を比較した。 また移植 4，8 
週間後に尾椎の切片標本を作製し，HE 染色および髄核細胞マーカー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 の局在や髄核細胞への分化の有無を検討する

ため，椎間板穿刺 1 週間後に GFP ラベルした DFAT ( 5 x 104 / 頭)を傷害椎間板内に注射し

た。移植 4，8 週後に，尾椎切片標本を作成し，抗 GFP 抗体及び抗 CD24 抗体を用いた蛍光

免疫染色を行った。 
 

【結果】 

尾椎穿刺による椎間板変性モデルラットに対する DFAT 移植の効果を検討した結果，X 線

学的評価では，DFAT 群は  Control 群に比べ，Co11/Co12 では移植  2 週間後より，

Co13/Co14 では移植 3 週間後より%DHI が有意に高値となり，この差は移植 8 週間後まで認

められた。組織学的評価では，移植 4 週間後の Co11/Co12，Co13/Co14 において，両群とも

髄核構造は消失し，結合組織に置換されている所見が認められた。DFAT 群の一部(9 検体中 5 
検体)では，椎間板辺縁に不定形の腔胞をもつ髄核様細胞塊が認められ，この組織の構成細胞は，

髄核細胞マーカーCD24 陽性を示した。一方，Control 群ではこのような所見は認められなかっ

た。次に GFP 標識 DFAT を傷害椎間板に移植し，GFP と CD24 に対する蛍光免疫染色を行っ

た。その結果，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。以上の結果より，DFAT 移植により

椎間板間隙の狭小化が改善し，また移植した DFAT が直接髄核様細胞に分化していることが

明らかになった。 
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図 2. DFAT 移植群の傷害椎間板組織に認められた異所性髄核様組織 
 

【考察】 

本研究では，DFAT を傷害椎間板に局所注入すると椎間板変性が抑制できる可能性が示され

た。既報では髄核細胞や骨髄 MSC の椎間板再生効果は硫酸化グリコサミノグリカンや II 型コラ

ーゲンの産生増加に起因することが示されている 4,5)。本研究の組織学的検討結果から DFAT
の椎間板変性抑制作用に関しても同様の機序が考えられる。今後，再生椎間板組織のプロテオ

グリカンや細胞外マトリックスの定量評価を行い，作用機序の検証が必要である。DFAT は，①
組織採取に伴う侵襲性が低く高齢者からも調製可能であること，②単離された成熟脂肪細胞か

ら調製される細胞であるため初代培養から高純度の細胞が得られること，③少量の脂肪組織か

ら低侵襲性に大量調製できること，等の利点があることから，椎間板変性症患者の大部分を占

める高齢者でも自家移植を可能とする治療用細胞として期待できる。今後ヒト DFAT を用いた前

臨床試験を行い，有効性や安全性を検証することが望まれる。 
 

【結語】 

椎間板穿刺によるラット椎間板変性症モデルの傷害椎間板にDFATを局所注射することによ

り，椎間板間隙の狭小化抑制が認められ，移植したDFATの一部は髄核細胞へ分化している所

見が認められた。椎間板変性症に対するDFATを用いた細胞治療の可能性が示された。 

【参考文献】 
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5) Feng G, Zhao X, Liu H, et al. Transplantation of mesenchymal stem cells and nucleus pulposus 
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脱分化脂肪細胞による歯周組織再生 

Mature adipocytes derived dedifferentiated fat (DFAT) cells enhanced periodontal 
regeneration 
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【要旨】 

歯周炎，外傷など種々の原因で破壊された歯槽骨ならびに歯根膜の再生には，人工骨移植

や組織再生誘導法が行われているが，その適応や効果は現時点ではまだ限定的である。近年，

再生医療の分野において細胞と生体材料を組み合わせた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，大量に調製可能な細胞源が模

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。 
その結果，歯根吸収や骨性癒着することなく，高い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ことから DFAT 細胞は歯周組織再生に有用

であることが示唆された。 
 

【背景および目的】 

歯周病はう蝕と並ぶ歯科の二大疾患の一つであり，国民の約 8 割が歯周炎に罹患していると

云われている。歯周炎とはセメント質・歯肉・歯根膜・歯槽骨から構成される歯周組織の炎症性

破壊を特徴とし，進行すると歯の喪失に繋がる。破壊された歯周組織の再生には，従来から人

工骨移植や組織再生誘導法（GTR 法）が行われているが，その適応や効果は未だ限定的であ

る。そのため，近年では間葉系幹細胞と適切な足場材もしくは成長因子を組み合わせた再生医

療が歯周組織再生の効果向上に有望視されている。 
増殖能力を喪失した終末分化細胞であると捉えられてきた成熟脂肪細胞は、培養下においては

自発的に脱分化し，高い増殖活性と多分化能を再獲得することが近年明らかにされている 1)。こ

の成熟脂肪細胞由来の脱分化脂肪細胞（DFAT 細胞）は均質かつ大量に調製することが可能で

あるため，細胞移植治療のソースとして有用視されている。 
そのためラット下顎骨に作製した歯周組織欠損部に DFAT 細胞を移植し、歯周組織再生能を検
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討した。 
 

【方法】 

9 週齢の近交系 F344 雄性ラットの鼠径部皮下脂肪組織を採取し，細切後，0.1%のコラゲナ

ーゼ溶液にて 1 時間酵素処理を行い，濾過および遠心分離にて余分な細胞外基質成分を除去

後，成熟脂肪細胞分画を単離した。成熟脂肪細胞分画を 12.5 cm2 のフラスコに 1.0×104 個ずつ

播種し天井培養を行い，7 日後にフラスコを反転した。フラスコ反転時後に DFAT 細胞がコロニー

を形成しているのを確認後，第三継代の細胞を脂肪細胞と骨芽細胞への分化誘導培地で培養

し，Oil-Red O および Alizarin Red 染色性，カルシウム沈着量などを指標に分化能の有無を検

討した。 
In vivo では，F344 ラットの左側下顎臼歯部頬側に吸入麻酔下で左側下顎下縁の皮膚を切開

して，咬筋を切断し，剥離後に下顎骨頬側を露出させた。第 1 臼歯中央根から第 2 臼歯近心相

当部をインバーテッドバーで歯周組織欠損領域（縦 2 ㎜×横 3 ㎜×深さ 1 ㎜）を作製し，欠損部に

実験群として DFAT/PLGA 複合体を，対照群として PLGA を移植した。CT を用いて移植後の再

生過程を観察し，得られた CT データから硬組織再生量の定量をおこなった。また，5 週経過後

の下顎骨を摘出し，第 1 臼歯中央根および遠心根の組織学的解析から欠損部の歯周組織再生

能を評価した。 
さらに，蛍光色素でラベリングした DFAT を PLGA scaffold に播種して歯周組織欠損部に移植

し，5 週経過後の細胞局在部位を蛍光顕微鏡観察から評価した。 
 

【結果】 

ラット鼠径部皮下脂肪組織から採取した DFAT は，分化誘導培地を用いた培養により Oil-
Red O および Alizarin Red 染色性，カルシウム沈着に陽性反応を示し，脂肪細胞，骨芽細胞

への分化誘導が認められた。 
移植を行った両群には，歯根吸収や骨性癒着は観察されず，欠損部の硬組織形成が CT に

よる経日的観察から認められた。硬組織定量解析の結果，移植 5 週後には DFAT/PLGA 移植

群は PLGA 群よりも 2.4 倍程度高い硬組織再生量が認められた。さらに，組織学的解析から，

両群において移植部の新生骨組織とセメント質様硬組織の形成のほかに，再生した硬組織への

コラーゲン線維の埋入が認められているが，組織形態計測からセメント質様硬組織と歯根膜の

幅径は DFAT/PLGA 移植群では PLGA 群よりも有意に大きい値を示していた。さらに，蛍光色

素で標識させた DFAT を同様に移植した際には，DFAT は新生歯根膜中に も多く確認された

ほか，新生骨・セメント質内や血管様構造物内にも陽性反応が認められた 2)。 
 

【結語】 

これらの結果から多分化能を示すDFATとPLGA複合体移植が，歯槽骨，セメント質様硬組織

および線維性の歯根膜組織の再生において促進的に作用することを示唆しており，破壊された

歯周組織の再生に有望であることが考えられる3, 4)。 
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ラットモデルにおける PGA conduit、DFAT を使用した顔面神経再生能の検討 

Study of facial nerve regeneration using PGA conduit and DFAT cells 

in a rat model 

 
 

藤巻 弘 1), 松峯 元 1), 尾崎弘展 3), 植田禎史 3), 亀井 航 2), 清水真理 1),  
橋本一輝 2), 新美陽介 2), 風間智彦 4), 松本太郎 4), 宮田麻里子 3) , 櫻井裕之 2) 

Hiroshi FUJIMAKI １ ） ，Hajime Matsumine1), Hironori OZAKI3), Yoshifumi Ueta3), Wataru 
KAMEI2), Mari SHIMIZU1), Kazuki HASHIMOTO2), Yosuke NIIMI2), Tomohiko KAZAMA4), 
Taro MATSUMOTO4), Mariko MIYATA3), Hiroyuki SAKURAI2)  
 
1)東京女子医科大学八千代医療センター 形成外科, 2)東京女子医科大学病院 形成外科, 3)東

京女子医科大学医学部生理学講座, 4)日本大学医学部機能形態学系細胞再生・移植医学分野 
	

	

【要旨】 
生体分解性人工神経誘導管内(PGA conduit)にDedifferentiated fat cell (DFAT) を封入した

ハイブリッド型人工神経を作成し、顔面神経再生能力についてラット動物実験モデルを用いて検

証した。 

 
【はじめに】 

現在、臨床で使用されている生体分解性人工神経誘導管内(PGA conduit)は末梢神経の再建

に有用とされている。また Dedifferentiated fat cell (DFAT)は適切な分化誘導培地にて培養す

ることにより、脂肪細胞、 骨芽細胞、軟骨細胞、骨格筋細胞、筋線維芽細胞などに分化する事

が既に報告されている。今回我々は PGA conduit に Dedifferentiated fat cell (DFAT) を封入

したハイブリッド型人工神経を作成し、ラット動物実験モデルを用いて顔面神経再生能力につい

て検証した。 
 

【対象及び方法】 

 吸入麻酔下にルイス系ラットの顔面神経 Buccal branchを露出し7mmの神経欠損を作成した。

次にラットの皮下脂肪組織から作成したDFATを1型コラーゲンを足場としてPGA conduitに充填

したハイブリッド型人工神経(DFAT群)を作成し、先の神経欠損部に顕微鏡下に移植した1。PGA 
conduit単独(control群)を同様に神経欠損部に移植し、術後13週に逆行性トレーサーを用いた

神経再支配を確認した後、再生神経の組織学的、生理学的比較検討を行なった。  
 

【結果】 
 Myelinated fiberの平均数ではDFAT群(1605 ± 806.23)、control群(543.6±478.66)であり

DFAT群が人工神経群に対して有意に高値であった。Myelin thicknessではDFAT群(0.57 ± 
0.17 μm)、control群(0.46 ± 0.14 μm)でありDFAT群がcontrol群に対して有意に厚かった。

CMAPのAmplitudeはDFAT群(2.84 ± 2.47 mV)、control群(0.88 ± 0.56 mV)でありDFAT群、
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control群で有意差は認めなかったが、Whisker motionはDFAT群(9.22 ± 0.65°)、control群
(1.9±0.84°)でありDFAT群はcontrol群に対して有意に高値であった。 

	
図 2. 再生神経の顕微鏡所見 

上段左：DFAT 含有 PGA conduit  光学顕微鏡所見 
上段右：PGA conduit 単体 光学顕微鏡所見 

下段左：DFAT 含有 PGA conduit トルイジンブルー染色顕微鏡所見 
下段右：PGA conduit 単体 トルイジンブルー染色顕微鏡所見 

 

	
図 3. 再生神経の電子顕微鏡所見 

左：DFAT 含有 PGA conduit TEM 所見 
右：PGA conduit 単体 TEM 所見 

	

	

【考察】 

本研究では、現在で臨床使用されている PGA conduit 単体と DFAT 含有 PGA conduit とで顔
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面神経再生能を組織学的、生理学的に比較検討し、DFAT群の著しい神経再生促進効果を確認

することができた。本実験において DFAT を充填することにより神経再生が促進された理由とし

て第 1 に DFAT からの成長因子の放出である。タンパク質アレイ分析では血管内増殖因子

(VEGF)を多量に放出されるとされる。第 2 に DFAT の多能性である。我々の研究グループは二

重免疫染色によって、緑色蛍光色素陽性の DFAT が緑色蛍光色素蛋白/S100 二重陽性のシュ

ワン細胞に分化したことを報告してきた 2。 
外傷や悪性腫瘍切除後などによる顔面神経損傷に対する治療は自己神経移植にとってかわる

様々な幹細胞の移植が試みられており、今回実験で用いた DFAT もそのうちの一つである。

DFAT は以下の特徴を有している 3,4。 
・Adipose-derived stem cell(ADSC）や stromal vascular fraction(SVF)と比較し成熟脂肪細胞

から調製され、複雑な細胞選択なしに高純度の細胞が得られる。

・成熟脂肪細胞は少量の採取(1g 以下)しか必要としておらず、採取部位の犠牲が少ない。 
・遺伝子操作やウイルスベクターを使用せずに簡単な方法で大量の細胞を短時間で調製できる。

我々の研究グループはシリコンチューブを使用し、DFAT を充填することにより顔面神経再生が

促進されることを報告してきたが、今回は臨床により近づける為に PGA conduit を使用した。そ

の結果、PGA conduit においても DFAT は組織学的、生理学的に顔面神経再生が促進される可

能性を示すことができた。

【結語】

ラットの 7 mm の顔面神経欠損モデルでは、PGA conduit への DFAT の充填が、再生神経軸

索の増殖、成熟、および生理学的機能を有意に促進し、PGA conduit の機能をさらに改善する

可能性を示した。
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マウス急性移植片対宿主病モデルに対する脱分化脂肪細胞移植の効果 

Effect of dedifferentiated fat cell transplantation in a mouse model of 

acute graft-versus-host disease 
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【要旨】

 造血幹細胞移植において移植片対宿主病(graft versus host disease: GVHD)はしばしば治療

に難渋する重大な合併症である。近年、ステロイド抵抗性急性 GVHD に対し、間葉系幹細胞

(mesenchymal stem cell: MSC)を用いた細胞治療の有効性が報告され、臨床応用が開始され

ている。脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell: 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 MSC 様細胞である。本研究では、マウス急性 GVHD モデルに対し DFAT を

経静脈的に投与し、その治療効果を評価した。その結果、DFAT 投与により、GVHD に伴う体重

減少が抑制され、GVHD の臨床スコアを有意に改善することが明らかになった。急性 GVHD に

対する DFAT を用いた細胞治療の可能性が示唆された。 

【背景および目的】

造血幹細胞移植に伴う重大な合併症として移植片対宿主病(graft versus host disease: 
GVHD)がある。レシピエントの抗原提示細胞によるドナーT 細胞の活性化により免疫拒絶が惹

起されて起こる病態である。治療としてステロイドや免疫抑制剤投与が行われるが、しばしば治

療に抵抗性を示し、重篤な場合は死に至る。薬物治療に抵抗性を示す急性 GVHD に対して、近

年、細胞治療が注目されており、間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cell: MSC)を用いた臨床応

用が開始されている 1)。Matsumoto ら 2)は、成熟脂肪細胞を天井培養という方法で培養すること

により調製される脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell : DFAT)が、高い増殖能と MSC に類

似した多分化能を獲得することを明らかにした。DFAT は少量の脂肪組織より大量調製すること

が可能であることから実用性の高い細胞治療用ソースとして期待される。本研究では、マウス急

性 GVHD モデルに DFAT を経静脈投与し、その治療効果を検討した。 

【方法】

MHC 不一致の急性 GVHD モデルは、Schroeder らの既報 3)に従い作成した。具体的にはド

ナーマウス(C57BL/6J, MHC:H-2[b])より単離した骨髄細胞(1 x 107)および脾臓 CD3+細胞(3 x 
106)を骨髄破壊処置(X 線 11Gy 全身照射)を行ったレシピエントマウス(B6D2F1, MHC:H-2[b/d])
の尾静脈に投与して GVHD を誘導した。計 30 頭のマウスを Control 群、GVHD 群、

GVHD+DFAT 群の３群に分けた（各群 n=10）。Control 群は、放射線照射後のレシピエントマウ

スにドナーマウス骨髄細胞を移植した。GVHD 群は、放射線照射後のレシピエントマウスにドナ
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ーマウス骨髄細胞と脾臓 CD3+細胞を同時移植した。GVHD 群は、放射線照射後のレシピエント

マウスにドナーマウス骨髄細胞と脾臓 CD3+細胞を同時移植した。 
GVHD+DFAT 群は、放射線照射後のレシピエントマウスにドナーマウス骨髄細胞と脾臓 CD3+

細胞を同時移植したのに加え、マウス DFAT(5 x105)を移植当日、７日後、１４日後に尾静脈より

投与した（図１）。各群の評価は、Kaplan-Meier 曲線による生存分析、体重の推移、GVHD 臨床

スコア 4)、移植 21 日後の大腸の組織学的検討にて行った。 

図 1. 実験プロトコール 

【結果】

各群の生存分析では、Control 群は、移植後 84 日の観察期間中、死亡は 10頭中2頭の

みであった。GVHD 群は、移植後 20 日目より死亡例が出現し、54 日目には10頭全て死亡し

た。一方、GVHD+DFAT 群は移植後 24 日目から死亡例が認められたものの、84 日目まで

生存例が認められた。各群の体重推移の比較を図2に示す。Control 群は移植後 3 日目まで

は体重が減少したが、その後増加に転じ、14 日目には移植前の体重に回復した。GVHD群と

GVHD+DFAT群はControl群に比べ、７日目より有意な体重低下を認めた。GVHD+DFAT群は

全期間を通してGVHD 群よりも体重減少が軽度であり、14、24 日目の時点において両群間に

有意差(p<0.05) を認めた。各群の臨床症状の比較では、移植後 21日以後 GVHD+DFAT 群

は GVHD 群に比べ、活動性の低下、亀背、脱毛の程度が弱い傾向があり、下痢を認める個体

は存在しなかった。各群の大腸組織所見の比較では、Control群がほぼ正常であったのに対し、

GVHD 群は腸管径の拡大、絨毛構造の破壊、著明な炎症性細胞の浸潤が認められた。一方、

GVHD+DFAT 群は炎症細胞の浸潤は認めるものの絨毛構造は比較的保たれており、腸管径

の拡大も軽度であった。

   			図2. 各群の体重推移の比較     図3. 各群の大腸組織像の比較	
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【考察】

 本研究では、DFAT を全身投与すると急性 GVHD が抑制できる可能性が示された。DFAT は

MSC と類似した液性因子の分泌プロファイルを示すことが明らかにされている 5)。したがって

MSC で報告されている TGF-b, HGF, NO, HLA-G, IDO-1 といった免疫制御に関わる液性因子

の分泌や、制御性 T 細胞の誘導促進作用 6)を介して治療効果を示したと予想される。造血幹細

胞移植後の急性GVHD患者では、骨髄MSCを採取することは困難であるため、同種他家MSC
移植が行われている。DFAT は少量の脂肪組織から低侵襲性に大量調製できることから、患者

自身の細胞を用いた治療が可能となることが予想される。今後ヒト DFAT を用いた前臨床試験を

行い、有効性や安全性を検証することが望まれる。

【結語】

マウス急性GVHDモデルに対しDFATを静脈内投与すると、GVHDに伴う臨床症状や病理所

見を改善できることが明らかになった。急性GVHDに対するDFATを用いた新規細胞治療の可能

性が示唆された。
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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。 
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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。 
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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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ɓ

ʟÝřǄƿƫǂˌ�ʵʺˌȝʯˋ˗˚ ɪɬɧɹ ƫǂˌŜÒˌģǲɓ

ɑū��ʧƒũ�ȎʧęĔ�ȣʧVȨŁ�ȣʧ�đ�ȼʧƊğ�ȣʧņĲD&ʧĔũȽǮɓ

ɓ

ʠÎǎǄƿŪĘǆIZǄƿƫǂˌÎƞIZǃˌģǲɓ

Ȟ«��ʧɉȯČÀʧVȨŁ�ȣʧ³«ơÐʧęĔ�ȣɓ

ɓ

ʡǆIZǄƿƫǂɕɪɬɧɹɖˌǑ¶ŧƫǂǪȔˈƫǂķŴˏˌÑŧɓ

«9ČǤʧɉȯČÀʧǿfŁƚʧȬ¬ÓƦʧǗũĊƎʧÌĩļĈʧęĔ�ȣɓ

ɓ

ʢǆIZǄƿƫǂ˝ƫǂŋˈʻˁ ʄɶɸ ƫǂǸ¡ˌģǲɓ

ĩĔƂʧ¢ĸÛƏʧÄǝ.³ʧɉȯČÀʧVȨŁ�ȣʧż�ȂǢʧ�ĩƇ�ʧȇĳÈțʧęĔ�ȣɓ

ɓ

̩̥ �Úɓ ɕɜɝɥɛɛ�ɜɞɥɛɛɖɓ

ɓ

̪̥ ÝĜŷǥɓ \ÄˌȤɓ ɕɜɞɥɛɛ�ɜɟɥɛɛɖɓ ŷǥ ɜɝ I̞ǲǻ ɠ Iɓ

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


«ɐhʧƐũćʧęĔ�ȣʧňȐ˔ʷ˓ʧȳȤȽƦʧ�ȨɐŁʧȞǝ��ʧ¬ũ�ƺʧęĔƨ�ʧƀɋĬƺʧĶEǨɓ

ɓ

ʤǆIZǄƿƫǂɕɪɬɧɹɖˌǡƟ�ƫǂIZɓ

Ǚ0�^ʧňȡëhʧÄǝ.³ʧ¢ĸÛƏʧęĔ�ȣɓ

ɓ

ʥƬēIZʻˁ#ƫǂˌǒŷŹˊǆIZʲ˗ˎ�ǃÒşÇĪĥˌǰĈɓ

�̉˸_ǂɆƣªƫǂˌǆIZʲ˗ˎ�ǃÒşÇ�ɓ

ĵx¤ʧVȨŁ�ȣɓ

ɓ

̫̥ ŜKǼŏɓ ɕɜɟɥɛɛ�ɜɠɥɛɛɖɓ

Ǆƿƫǂˌ�įˈIZʧʲ˗ˎ̓˸̘̎˻˫̞˱̜˿̛̟̒ˈǄƿƫǂɓ

}Ⱥ[ŴƐƍ��̞Ųţ�ɓ ĕ`ɓ Ũɓ ;ťɓ

ɓ

̬̥ȭ�ˌñîɓ ɕɜɠɥɛɛ�ɜɠɥɛɠɖɓ
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ÝĜŷǥʝɓ

ɓ

eXwŘ̗˻˾ˋʲʸ˚ǆIZǄƿƫǂɕɪɬɧɹɖˌɀǅEå�ˋ˗˚ɓ

ĢȯĚ�ÒäMWĜˌģǲɓ

ɓ

�ăɓ uǢ ɜɖʧɓ ¢«ɓ BǢ ɜɖʧɓ ʦɉȯɓ ČÀ ɝɖʧɓ Ìĩɓ ļĈ ɜɖʧɓ ęĔɓ�ȣ ɝɖɓ

ɓ

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

ɓ

ɓ

ʬǁċʭÞʩˍÝřǄƿƫǂ˝���Ɋʼ˚ʹˈˋ˗˙Ç˘˛˚ǆIZǄƿƫǂ̡ɪʀɿʄʁʁʀʋʀʇʍʄɼʍʀɿɓʁɼʍɓɾʀʅʅɥɓɪɬɧɹ̢

ʴɐʯ�įǃˈȯǚƥƫǂ̡ɳʀʌʀʇɾʃʒʆɼʅɓʌʍʀʆɓɾʀʅʅɥɓɳɸɩ̢ˈkƝˌ�IZǃ˝ƌʼʹˈ˝�oʻˆʵˁʨčȑˇ

ˍǉȻ�̗˻˾̔˽̙ˋ ɪɬɧɹ ˝ɀǅEå�ʼ˚ʹˈˇ ɹɸɭɘɡ ˝�ʻˁæŕų%ŧ˝ƌʼʹˈʴ�oʺ˛ˆʯ˚ʨ

ʺ˘ˋʧ¾ÿ¿�Ɠü�ˇˍeXwŘ̗˻˾̔˽̙˝ŧʯˆwŘˋ˗˄ˆĢȯĚ�ÒʴÕȆʺ˛˚ʹˈ˝�oʻˆ

ʯ˚ʨʹ˛˘˝ȉ˒ʱʧ�zÞʩˍǒXwŘǧƸˋ˗˙ĢȯĚ�Ò˝Ǹ¡ʻˁ̗˻˾ˋ ʻ ɪɬɧɹ ˝ɀǅEå�ʼ

˚ʹˈˇĢȯĚ�Ò˝äMʼ˚gǃÒˋ˅ʯˆģǲʻˁʨɓ

ʬăĺʭǱ ɜɝ Ʌˌ ɸɪ ̗˻˾̡ɣ Ȗɒ̢˝ ɝƹɕɪɬɧɹ ƹ˒ˁˍ ɶɨɸƹʧiƹ ʇɦɡɖˋIʸʧǒXwŘǧƸˇ˸̄˯˝e

XwŘʺʾˁʨɪɬɧɹ ƹˍ̗˻˾ ɪɬɧɹɓɕɜʓɜɛɡ 1ɚɠɛɛʗʅɓɶɨɸɖ˝ʧɶɨɸ ƹˍ ɠɛɛʗʅɓɶɨɸ ˝wŘȮ�ĉ˗˙ˇɀǅ

Eå�ʻˁʨeXwŘ ɣɓȖȯÄˋ�ƹˌǋĢĢȯĚɏĞ˝÷Hʻʧ̛̊˼˦ˬ̘˧̜ȩˌŉ�ˈʧǋĢĢȯĚɏ

Ğ˝çHʻʧ̘ˠ̙˸ˢ̒ ɷɹɘɶɩɷ ĺˋˆiƗˬ̘˯˰̑̃ˬ̘˧̜ʧ˯̗̟ˮ̜ʧŕųȰȕ˰ˢ˾˧ˢ̜ˌȠ��ŷ

š˝ģǲʻˁʨɓ

ʬƯĜʭĢȯĚɏĞ	ˌ̛̊˼˦ˬ̘˧̜ȩˍ4²̗˻˾̡ɩʈʇʍʋʈʅ ƹ̢ˋıːwŘ̗˻˾ɕɶɨɸ ƹɖˇŇ£ʻˆʯˁʨ

ɪɬɧɹ ƹˍ ɶɨɸ ƹˋıȍʻˆɏĞ	ˌ̛̊˼˦ˬ̘˧̜ȩˌ�VʴǷ˔˘˛ˁʨȠ��ŷšǰěˇˍʧɪɬɧɹ ƹ

ˍ ɶɨɸ ƹˋıːɏĞˌ ɸɵɻɤʧˠˬ̘˧̜ˌďÖˊŷš�VʴǷ˔˘˛ˁʨɓ

ʬƯǻʭeXwŘ̗˻˾ˋ ɪɬɧɹ ˝ɀǅEå�ʼ˚ʹˈˋ˗˙ĢȯĚ�ÒˌȗǢʴäMʺ˛˚ʹˈʴƌtʺ˛ˁʨ

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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���
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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
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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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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 29 年度 研究成果公開シンポジウム 

 

 

 

 

 

 

 

日時：平成 30 年 3 月 3 日 (土) 10:00〜15:00  

場所：日本大学医学部リサーチセンター4 階ホール  
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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。 

 

 

 

 

 

 

  

173



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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