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研究成果の概要（和文）：腫瘍切除後に生じる骨欠損、軟部組織欠損に対し、脂肪由来幹細胞を用いた細胞移植療法の
有効性とその作用機序を検証した。ラット骨欠損モデルで肪幹細胞移植群の骨形成は組織学的に旺盛であることが確認
された。また、幹細胞の分化能の違いに対しMDM2 遺伝子に着目した。MDM2の増幅をもつ脂肪肉腫細胞においては、正
常脂肪細胞に比べ、他の間葉系細胞へ再分化させやすく、分化能の違いを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Adipose-derived stem cells (ADSCs) were investigated for regeneration of bone and 
soft tissue defect after tumor excision. Bone defect model in rat histologically proved better osteogenesi
s in ADSCs grafted model than in control model. MDM2 was focused for the differences of stem cell differen
tiation potential. Liposarcoma which has higher amplification of MDM2 showed higher differentiation potent
ial to mesenchymal cells than regular adipose cells. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
四肢に発生する骨腫瘍、軟部腫瘍の切除手術
を行うと、骨欠損、軟部組織欠損が生じ、機
能的な問題も生じるため、さまざまな再建手
術が行われている。骨の欠損に関しては、人
工関節、人工骨移植、自家骨移植などがあり、
軟部組織欠損に関しては、皮弁術などがある。
理想的な再建方法は、採取部位の犠牲が少な
く、かつ自己の組織で再生され、永続的に機
能するものである。 
近年、細胞を使った組織の再生医療は、あ
らゆ生体組織で盛んに試みられている。細胞
のソースとして、ＥＳ細胞や iPS 細胞、骨髄
間葉系幹細胞などがあげられる。しかし、ヒ
トの細胞を体外で培養、分化させることには、
倫理的な面や操作上の問題などが多くある
のが現実である。 
脂肪組織の中には、未分化な多能性細胞が
存在することが明らかになっている（Zuk PA, 
et al.: Multilineage cells from human 
adipose tissue: implications for cell-based 
therapies. Tissue Eng 7: 211-228, 2001）。す
なわち、脂肪の間質には未分化な細胞群が存
在し、その一部に単一クローンから多方向に
分化する幹細胞が確認され、脂肪由来幹細胞
とよばれる。これは、脂肪、軟骨、骨、骨格
筋、心筋、腱、神経、血管などへ分化誘導で
きる可能性が示されている(Cowan CM,et al. 
Adipose-derived adult stromal cells heal 
critical-size mouse calvarial defects. 
Nature Biotechnology. 22, 560, 2004 他)。他
の骨髄間葉系幹細胞などとくらべると、採取
が容易でかつ大量にとることができるため、
再生医療でネックとなる培養操作を行わな
くても十分な移植細胞数が得られる。世界で
は乳癌切除後の乳房再建や虚血性心疾患に
対する臨床試験がすでに始められているが、
整形外科分野での応用はまだ少ない。厚生労
働省の認可した幹細胞治療臨床試験でもま
だ脂肪由来幹細胞は行われていない。 
また、脂肪由来幹細胞移植治療に、組織再
生や修復能があることは確認されているが、
その作用機序は未知な部分が多い。Freiser
らはラットの腎臓虚血モデルにおいて、腎動
脈をクランプの後、脂肪由来幹細胞投与群と
非投与群を比較したところ、投与群では全例
生存したが、非投与群では半数が翌日死亡し
たと報告した。移植した幹細胞が分化するだ
けの時間はなく、細胞が分化する以外の機序
の関与が濃厚であると考えられる。すなわち、
この幹細胞移植治療には、細胞のホーミング、
分化、各種成長因子の放出などが複雑に貢献
していると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
今回の研究の目的は、腫瘍切除後に生じる骨
欠損、軟部組織欠損に対し、動物モデルを用
いて脂肪由来幹細胞を用いた細胞移植療法

を行い、有効性とその作用機序を検証するこ
とである。これまで申請者は、癌細胞やリン
パ球、幹細胞に GFP（緑）や RFP（赤）の
蛍光蛋白を導入し、in vivo イメージングを行
い、さまざまな細胞の作用をとらえてきた。
(Hasegawa A, Hayashi K, et al. J Allergy 
Clin Immunol 125:461-468,2010, 
Kishimoto H, Zhao M, Hayashi K, et al. 
Proc Natl Acad Sci U S A. 
106:14514-7,2009, Hayashi K, et al. Cancer 
Res. 67:8223-8,2007)。 
 このイメージング技術を用いて移植した
細胞の動態を直接観察し、脂肪由来幹細胞の
有効性、機序を明らかにする 
第一の目標は、脂肪由来幹細胞の骨軟部組織
での有用性の証明である。ラットを用いた大
腿骨骨欠損モデル、皮下組織欠損モデルを用
い、脂肪幹細胞移植治療を行い組織再生を検
証する。分化する以外の作用として、移植部
位の組織からVEGFやHGFなどの成長因子
の測定を行い、分化作用以外のメカニズムも
明らかにし、脂肪由来幹細胞移植の意義を明
確にする。これらの結果から、どのような疾
患に、どれくらいの量をどのタイミングで何
回移植するのがよいのか明らかにする。 本
研究の最終的な目的は、脂肪由来幹細胞など
の体性幹細胞の治療の有効性と限界をみき
わめることである。分化能力の限界と、成長
因子放出などのソースとしての役割をはっ
きりさせることは、否定的な研究ではなく、
より安全かつ有効な細胞移植治療法へと導
くことができる。幹細胞治療は脂肪由来幹細
胞のようなものから ES 細胞までひとくくり
で考えられ、腫瘍化など危険な面が前に出る
が、体性幹細胞の分化能力、安全性がわかれ
ば、むしろ臨床応用は早まる可能性がある。
現在脂肪幹細胞の分離は手技的に安定して
おり、有効性と安全性を確実にしめせば、す
ぐにでも臨床応用は可能である。また、細胞
移植を伴う再生医療は、CPC などの巨額な設
備が必要なのが現状であるが、分離のみで行
える脂肪幹細胞移植は小施設でも一般的に
行える有望な治療法と期待される。 
 
３．研究の方法 
 
動物モデルの骨軟部組織の欠損に対し、自
己脂肪由来幹細胞を用いた細胞移植療法を
行い、有効性とその作用機序を検証すること
を目的とし実験を行った。ラットを用いた大
腿骨骨欠損モデルを用いて脂肪由来幹細胞
の採取、移植を行い、組織再生を検証した。
大腿骨に創外固定を装着し、骨欠損を作成し
た。鼠径部の脂肪組織を 2g 採取し、組織破
砕、コラゲナーゼ処置、フィルター、遠心分
離を行うことで、幹細胞を含む間質細胞を得
ることができた。これをコラーゲンゲルと骨
欠損部に移植した。移植後 3週で組織学的に
検討を行った。移植した幹細胞を追跡するた
め、蛍光イメージング標識のPKHを使用した。



細胞のラベリングが可能であり、動物に標識
した細胞を移植し組織評価を行った。 
骨再生の実験として、壊死骨の再生研究を
行った。マウスから頭蓋骨を摘出した後、液
体窒素で凍結処理し、骨を壊死させた。これ
を生体内で骨再生を促すため、まず in vitro
の実験を行った。凍結した骨を培養液にいれ、
その上に脂肪幹細胞を培養した。1 週間後に
摘出し、組織学的に検討した。 
脂肪細胞からの分化誘導に関する in vitro
の実験、ヒト検体を用いた臨床試験を中心に
行った。倫理審査委員会の承認を得て、正常
脂肪、脂肪由来腫瘍をヒトから採取し、培養
した。分化に関与する遺伝子の模索のため、
MDM2 が高発現する脂肪肉腫細胞も使用し、比
較検討した。 
各 間 葉 系 幹 細 胞 を Mesenchymal 
Adipogenesis Kit (Millipore)を使用して、
脂肪分化誘導し、脂肪分化誘導後 21 日以降
に Oil red O 染色を行った。色素の溶出液を
比色定量し得られた吸光度のデータを
Student'sｔ検定で比較した。また、各間葉
系 幹 細 胞 を Osteogenesis Culuture Kit 
(Cosmobio)を使用して、骨分化誘導した。骨
分化誘導後 7日目以降に ALP 染色、21日目以
降に Alizarin Red S 染色を行った。ALP 染色
および Alizarin Red S 染色後、マクロ写真
から Image J を用いて特定色域面積を測定し、
Mann-Whitney 検定で評価した。 
 
４．研究成果 
 
ラットを用いた大腿骨骨欠損モデルを用い
て脂肪由来幹細胞の採取、移植を行い、組織
再生を検証した。大腿骨骨欠損に脂肪由来幹
細胞とコラーゲンゲルを移植した。移植後 3
週で、コントロール群と比較し、脂肪幹細胞
移植群の骨形成は組織学的に旺盛であるこ
とが確認された。コントロール群では線維性
の連続が主体であったが、移植群では骨形成
が見られた。脂肪幹細胞移植が骨形成に有意
義であることが示された。移植した幹細胞を
追跡するため、蛍光標識の PKH を使用した。
細胞のラベリングが可能であり、動物に標識
した細胞を移植した。しかし、組織評価では
標識の確認が困難であった。標識率、切片の
作成、脱灰操作などに問題があると考えられ
た。 
壊死骨の再生研究はマウスから頭蓋骨を摘
出した後、液体窒素で凍結処理し、骨を壊死
させた。凍結した骨を培養液にいれ、その上
に脂肪幹細胞を培養した。1週間後に摘出し、
組織学的に骨表面に細胞が生着することが
確認された。 
臨床での骨腫瘍の手術は、摘出した腫瘍骨
を再利用することが行われている。再利用の
際に、液体窒素で腫瘍細胞を不活化するが、
その際に、骨細胞も死滅するため、一旦骨は
壊死となる。この壊死骨を再生させるために
は、通常年単位の月日が必要とされるが、幹

細胞治療によりこれが促進される可能性が
ある。In vitro の実験でまず壊死骨と脂肪幹
細胞の反応を確認し細胞が壊死骨に生着す
ることが確認された。 
 
脂肪由来の腫瘍は通常脂肪に比べMDM2の増
幅が確認されている。MDM2 の増幅による p53
遺伝子の抑制が分化能にどう影響するかを
調べた。倫理審査委員会の承認を得て、正常
脂肪、脂肪由来腫瘍をヒトから採取し、培養
した。正常脂肪組織、高分化型脂肪肉腫(ALT)
のいずれからも初代培養において、段階的な
形態変化を伴って紡錘形の線維芽細胞様の
細胞が精製・培養された。すなわち、単胞性
の脂肪滴を含んだ成熟脂肪細胞が、次第に細
胞質を伸ばし、脂肪滴が小さく多数になり、
脂肪滴が減少するとともに細胞核が中心に
移動して、最終的には線維芽細胞様の細胞と
なり、活発な増殖活性を示した。次にそれぞ
れの増殖能と分化能を比較することで、腫瘍
の遺伝子異常が細胞の分化に対してもつ影
響を調べた。各間葉系幹細胞を Mesenchymal 
Adipogenesis Kit (Millipore)を使用して、
脂肪分化誘導し、脂肪分化誘導後 21 日以降
に Oil red O 染色を行った。いずれからも Oil 
red O に染まる多数の脂肪滴を含んだ脂肪細
胞が多数、分化誘導された。色素の溶出液を
比色定量し得られた吸光度のデータを
Student'sｔ検定で比較した。溶出液の吸光
度の平均値（正常脂肪 vs ALT）は、0.522 vs 
0.412(p＜0.01)(n=4,duplicate)で有意差を
もって正常脂肪群の吸光度が高く、分化傾向
の強いことがわかった。また、各間葉系幹細
胞を Osteogenesis Culuture Kit (Cosmobio)
を使用して、骨分化誘導した。骨分化誘導後
7 日目以降に ALP 染色、21 日目以降に
Alizarin Red S 染色を行った。いずれも ALP
染色で青色に、Alizarin Red S 染色で赤色に
染まる像が得られ、骨分化が認められた。ALP
染色および Alizarin Red S 染色後、マクロ
写真から Image J を用いて特定色域面積を測
定し、Mann-Whitney 検定で評価した。ALP 染
色後、特定色域面積の平均値（正常脂肪 vs 
ALT ） は 、 363 vs 15235 
(p<0.01)(n=4,duplicate) で あ っ た 。
Alizarin Red S 染色後、特定色域面積の平均
値は、242 vs 2587 (p<0.01)(n=4,duplicate)
でった。以上より、骨分化においては有意差
をもって肉腫群の骨分化傾向がより強いこ
とがわかった。 同一ヒト個体の正常脂肪組
織と ALT由来 MSCの脂肪および骨分化能の比
較を行い、脂肪分化能は正常脂肪群で高く、
骨分化能は ALT 群で高かった。 
脂肪組織中に間葉系細胞への分化能を有す
る間葉系幹細胞が見出され、再生医療の観点
から注目を集めている。脂肪系腫瘍の異常遺
伝子型として種々のものが報告されており、
診断にも応用されている。中でも高分化型脂
肪肉腫等にみられる MDM2 遺伝子の増幅は、
p53 遺伝子の機能を抑制する働きがある。



MDM2 遺伝子の増幅をもつ脂肪系腫瘍細胞に
おいては、正常脂肪細胞に比べ、他の間葉系
細胞へ再分化させやすいと推測された。脂肪
細胞および脂肪肉腫細胞からの培養で幹細
胞の採取に成功し、分化能の違いも示すこと
ができた。 
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