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近年、再生医療に大きな期待が寄せられている。再生医療とは、幹

細胞や前駆細胞を採取・培養・加工し、患者体内に移植することによ

り、損傷した臓器および組織の再生修復を促し、機能を回復する医療

である。再生医療は、従来の薬物治療や外科治療では治癒困難な傷病

または障害を抱える患者に治療の道を開く可能性がある。ヒトと同様、

診断技術や治療法の改良によりイヌやネコなどの伴侶動物もまた高齢

化している。再生医療が、高齢動物の疾病の進行予防や治療に貢献す

ることが期待できる  (Heuberger and Wakshlag, 2011; Webster et al., 

2012)。  

再生医療の中心的なアプローチは、幹細胞を用いた細胞移植治療で

ある。幹細胞は、未分化な細胞であり、自己複製能を有すること、お

よび複数の細胞系列に分化する能力をもつことが特徴である。幹細胞

は、胚性幹細胞と体性幹細胞に大別される。胚性幹  (Embryonic stem: 

ES) 細胞は、三胚葉への分化能および無限増殖能を有する細胞である

が、倫理的問題や細胞移植による腫瘍形成のリスクなど臨床応用に向

けて克服すべき課題がある。体性幹細胞のうち、間葉系幹細胞  

(Mesenchymal stem cells: MSC) は Friedensteinらによって骨髄から初め

て分離され  (Friedenstein and Kuralesova, 1971)、現在まで最もよく研究

されている体性幹細胞である。国際細胞治療学会はヒト MSC に関す

る議論の叩き台として MSC の最小基準を定義した：  (1) 標準的な培

養条件下においてプラスティックディッシュに接着すること、 (2) 

CD73、CD90、および CD105 に陽性であり、CD34、CD45、CD14 また
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は CD11b、CD79! または CD19、および HLA-DR に陰性であること、

(3) in vitro において骨芽細胞、脂肪細胞、および軟骨細胞に分化する

多分化能を有することである  (Dominici et al., 2006)。現在では、骨髄

だけでなく、脂肪、臍帯血、歯髄、滑膜等の組織にも上記の条件を満

たす MSC が存在していることが明らかになっている  (Orbay et al., 

2012; Wang et al., 2013)。MSC は、ES 細胞に比較して腫瘍形成のリス

クが極めて低く、すでに様々な疾患を対象とした臨床試験が行われて

いる。  

近年、脂肪組織は MSC の採取源として注目されている。脂肪組織

は、骨髄と比較すると比較的低侵襲に短時間で容易に採取でき、組織

中の幹細胞数が多い。そのため脂肪組織中の MSC は臨床応用する上

で多くの利点がある。しかしながら、MSC は最終細胞製品の中に他細

胞が混入する可能性が高いことが臨床応用する上で大きな障壁である。

安全性の高い再生医療を実現するために、理想的な移植細胞の条件と

して、より均質であることが求められている。  

Kano, Matsumoto らのグループは成熟脂肪細胞を天井培養すること

で得られる線維芽細胞様の細胞が高い増殖活性と MSC に類似した多

分 化 能 を 有 す る こ と を 明 ら か に し 、 こ れ を 脱 分 化 脂 肪 細 胞  

(dedifferentiated fat cells: DFAT) と 名 付 け た  (Yagi et al., 2004; 

Matsumoto et al., 2008)。さらに、DFAT は脂肪組織から成熟脂肪細胞

を選別後に調製されるため、他細胞が混入する可能性が低く、またド

ナーの年齢を問わず調整が可能であることが明らかにされている。こ
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のような性質をもつ DFAT は再生医療に用いる新たな細胞として期待

できる。  

ネコの再生医療に関する研究は非常に少ない。現在までに、ネコの

骨髄、脂肪組織および胎児付属組織から MSC が分離培養できること

が示されている  (Martin et al., 2002; Mitchell et al., 2006; Quimby et al., 

2011; Iacono et al., 2012)。DFAT は、少量の脂肪組織から調製が可能で

あるため、体格の小さいネコの再生医療においても有望な細胞源にな

ると期待できる。本研究の目的は、ネコの成熟脂肪細胞から DFAT を

調製し、特性を評価することである。  
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第 1 章  

 

ネコ脂肪組織からの脱分化脂肪細胞および脂肪由来幹細胞の調製  

 

1. 緒言  

 

脂肪組織は成熟脂肪細胞のほかに、間質血管画分  (Stromal vascular 

fraction: SVF) と呼ばれる種々の細胞群や毛細血管から構成されてい

る。SVF は、脂肪間質細胞、マクロファージ、線維芽細胞、血管内皮

細胞、血管平滑筋細胞、血管周皮細胞、単球など様々な細胞が含まれ

ている。近年、この SVF 中の 1~3%の細胞が多系列の細胞への分化能

を有する MSC であることが複数の研究グループから報告されてきた  

(Astori et al., 2007; Fraser et al., 2008; Mizuno et al., 2012)。これは脂肪

組織には骨髄の約 500 倍もの幹細胞が含まれていることを意味してお

り、脂肪組織は再生医療の新たな細胞供給源として注目されている。

脂肪組織中の間葉系幹細胞は、processed lipoaspirate cells (PLA)、脂肪

組織由来幹細胞  (adipose-derived stem cell: ADSC)、脂肪組織由来間質

細胞  (adipose-derived stromal cells: ASC) など様々な名称が使用され

ていたが、 International Fat Applied Technology Society (IFATS) におい

て、脂肪由来幹細胞 adipose-derived stem cell (ASC) という呼称で統一

するようコンセンサスが得られている。ASC は、脂肪組織を酵素処理
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し、遠心分離することで得られる SVF を体外培養し、プラスティック

に接着する細胞集団として容易に分離できる。しかしながら、SVF は

不均質な細胞集団であり、ASC に特異的な分子マーカーも未だ同定さ

れていない  (Bunnell et al., 2008; Reinders and Rabelink, 2010)。細胞治

療の効果や安全性に関する確実な臨床エビデンスを担保するためには、

均質な細胞製品が望ましい。  

成熟脂肪細胞は終末分化した細胞であり、一般的に増殖能を示さな

いが、天井培養という特殊な方法で培養することにより、増殖能をも

った線維芽細胞様の細胞を得ることができる。Kano, Matsumoto らのグ

ル ー プ は 、 こ の 細 胞 を 脱 分 化 脂 肪 細 胞  (DFAT) と 名 付 け た   

(Matsumoto et al., 2008)。DFAT は少量の脂肪組織から調製することが

できるため、ドナーに対する侵襲が低い。また、Matsumoto らは DFAT

には他細胞の混入が少なく、均質性が高いことを報告している。した

がって、DFAT は体格の小さいネコにおいても最適な再生医療用細胞

源であると考えられる。現在までに、ヒト、マウス、ブタ、ウシおよ

びウサギから DFATが樹立され、MSCと同等の多分化能を有すること、

そして心筋梗塞、腎機能障害、脊髄損傷など様々な疾患モデルにおけ

る治療効果をもつことを明らかにしてきた  (Nur et al., 2008; Ohta et al., 

2008; Jumabay et al., 2009)。  

本章の目的は、ネコの成熟脂肪細胞から DFAT を調整し、ASC と比

較することで DFAT の形質を明らかにすることである。  



 7 

 

2. 材料と方法  

 

1 ) 供試動物  

本研究は、一般動物病院において予防的不妊を目的に卵巣子宮摘出

術または卵巣摘出術を受けるネコ  (1~3 歳齢 ) の飼い主に同意を得て

行った。一般身体検査および病歴を聴取し、臨床上明らかな異常のな

いネコを対象にした。キシラジン  2.0 mg/kg i.v. (AnaSed®, Lloyd Inc., 

IA) で導入し、ケタミン  10 mg/kg (ケタラール®, Daiichisankyo, Tokyo, 

Japan) で麻酔状態を維持した。抗生物質としてアモキシシリン  15 

mg/kg (アモスタック LA 注®, Meiji Seika, Tokyo, Japan) を投与した。  

開腹中に腹腔内脂肪組織の一部を採取し、およそ 37ºC に加温した滅

菌リン酸緩衝生理食塩水  (Phosphate buffered saline: PBS) に保存した。

採取から 6時間以内の脂肪組織から成熟脂肪細胞および SVFを分離し

た。  

 

2 ) DFAT の調製  

DFAT の調製は、Matsumoto らの方法に従って行った  (Matsumoto et 

al., 2008)。脂肪組織の重量を計測し、付着している結合組織および血

管を除去した後、0.1% (w/v) コラゲナーゼタイプ II (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO) 添加 DMEMの中で組織を細切し、37ºCで 30分間消化した。

250 µm 口径のフィルターで濾過し、135 g で 1 分間低速遠心分離した。
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浮遊する細胞を採集し、2%牛胎児血清  (Fetal bovine serum: FBS) 添加  

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) で 3 回洗浄した。浮遊する

細胞の一部を 4%パラホルムアルデヒドで 15 分間固定し、PBS で洗浄

後 、 AdipoRed (Cambrex, Walkersville, MD) お よ び Hoechst33342 

(Sigma-Aldrich) で 10 分間処理し、それぞれ脂肪滴および核を蛍光染

色した。成熟脂肪細胞を 20%FBS 添加 DMEM で満たした 12.5 cm2培

養フラスコに播種した。成熟脂肪細胞がフラスコの培養面に接触する

ようにフラスコを反転させ、天井培養を行った。天井培養中に細胞の

形態を経時的に観察した。天井培養 7 日後に培地を 10%FBS 添加

DMEM に交換し、細胞培養面が底面となるようにフラスコを再び反転

させた。細胞は 0.05%トリプシンおよび 0.48 mM EDTA を用いて継代

し、継代  (P) 3 までの細胞を実験に用いた。  

 

3 ) ASC の調製  

ASC の調製は、Webb らの方法に従って行った  (Webb et al., 2012)。

脂肪組織をコラゲナーゼにより酵素処理し、成熟脂肪細胞を採集した

後の細胞浮遊液を 380 g で 5 分間遠心処理することにより、SVF を分

離した。SVF (2~5 x 106 個 ) は 12.5 cm2 培養フラスコに播種し、

20%FBS 添加 DMEM を用いて培養した。また、SVF の細胞 300 個を

Colony forming unit-fibroblast (CFU-F) 培養液  (NH CFU-F Media, 

Miltenyi Biotec, Bergisch Giadbach, Germany) に播種し、14 日間の培養

後にクリスタルバイオレット染色を行い、コロニー数を計測した。培
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養 4 日後に 0.05%トリプシンおよび 0.48 mM EDTA を用いて継代し、

P3 までの細胞を実験に用いた。  

 

4 ) フローサイトメトリーによる細胞表面抗原解析  

P1 において 60~80%コンフルエントになった DFAT および ASC の

細胞表面抗原をフローサイトメトリーにより解析した。細胞数を 1 x 

106個に調整し、0.2%牛血清アルブミン  (BSA) および  1 mM EDTA 添

加 PBS にて細胞浮遊液を作製した。ウサギ血清アルブミンでブロッキ

ングを施した後、細胞浮遊液に以下の一次抗体を 4˚C で 30 分間反応さ

せた。すなわち、抗ネコ CD14 抗体  (1:200, clone:CAM36A, VMRD, 

Pullman, WA)、抗ヒト CD34 抗体  (1:10, clone:581, Beckman Coulter, 

Fullerton, CA)、抗ネコ CD44 抗体  (1:200, clone:BAG40A, VMRD)、抗

ネコ CD45 抗体  (1:200, clone:25-2C, VMRD)、抗ヒト!平滑筋アクチン  

(!-SMA) 抗 体  (1:200, clone:1A4, Dako, Glostrup, Denmark) 、

Phycoerythrin (PE) 標識抗ヒト CD90 抗体  (1:200, clone:5E10, BD 

Bioscience, San Jose, CA)、および PE 標識抗ヒト CD105 抗体  (1:20, 

clone:SN6, eBioscience, San Diego, CA) を用いた。また、!-SMA につ

いては P2の DFATおよび ASCの細胞集団についても同様に解析した。

無標識の一次抗体は、二次抗体として PE 標識ヤギ抗マウス Ig 抗体  

(1:500, BD Bioscience) を用いて標識した。ヒト DFAT およびネコの末

梢 単 核 球 を 用 い て 、 上 記 の 抗 体 の 交 差 性 を 確 認 し た 。

7-Amino-ActinomycinD により死細胞を染色した後、1 サンプルにつき  
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1 x 104 個以上の生細胞について、CellQuest ソフトウェアパッケージ

および BD FACS Calibur フローサイトメーター  (Becton Dickinson, 

Bedford, MA) を用いて解析した。それぞれのアイソタイプコントロー

ルのシグナルと比較し、陽性細胞の割合を計測した。  

 

5 ) 統計  

データは平均  ± 標準偏差で示した。解析ソフト SPSS 16.0 ソフト

ウェアパッケージ  (SPSS Inc. Chicago, IL) を用いて統計学的解析を行

った。データの比較は、Mann-Whitney U 検定を用いた。P < 0.05 を統

計学的有意水準とした。
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3. 結果  

 

検討を行ったネコは 24 頭であった。全頭から重量約  0.5~1.0 g の

脂肪組織を採取した。この脂肪組織から 1~2 x 106の成熟脂肪細胞、

および 2~5 x 106の SVF を分離できた。DFAT および ASC は脂肪組織

を採取したすべてのネコにおいて調整することが可能であった。  

 

1) DFAT の調整  

脂肪組織をコラゲナーゼ処理および遠心分離した後、浮遊する上層

の細胞は、単核で単胞性の成熟脂肪細胞であった  (図 1-1-A)。天井培

養 3 日目には、一部の成熟脂肪細胞が細胞質を伸長させ、フラスコ天

井の培養面に接着性を示した。接着した細胞は、非対称性に分裂し、

線維芽細胞様の DFAT を産出した  (図 1-1-B)。この DFAT は、対称性

に分裂を繰り返し、5 日目にはコロニーを形成した  (図 1-1-C)。7 日後

にはサブコンフルエントに到達し、約 5~15 x 105 cells/cm2 の細胞を

得ることができた  (図 1-1-D, 表 1)。  

 

2 ) ASC の調整  

コラゲナーゼ処理し DFATを調製した同一の脂肪組織から SVFを分

離し、接着培養することによって ASC を調製した  (図 1-2-A, B)。脂肪

組織から分離した SVF の細胞 300 個を CFU-F 培養液にて 14 日間培養
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すると、2.2 ± 0.4%の細胞がコロニーを形成した。ASC を調製する SVF

の至適播種濃度は 1.6 x 105 cells/cm2であった。この培養条件下では、

増殖した ASC は約 4 日後にサブコンフルエントとなり、約 1.5~3.0 x 

105 cells/cm2 の細胞を得ることができた  (図 1-2-C, 表 1)。  

 

3 ) DFAT および ASC の細胞集団の解析  

フローサイトメトリー解析により、同一個体に由来する P1 の DFAT

および ASCは、CD44 (91.1 ± 8.0 および  82.4 ± 17.5%)、CD90 (90.4 ± 7.2 

および  95.9 ± 2.5%)、および CD105 (95.6 ± 2.7 および  93.1 ± 5.0%) に

陽性であり、単球マーカーCD14、造血幹細胞マーカーCD34、および

汎リンパ球マーカーCD45 に陰性であった  (図 1-3)。また、ASC の細

胞集団における!-SMA 陽性細胞の割合は、P1 において 15.2 ± 7.2%、

および P2 において  6.3 ± 7.2%であり、それぞれ DFAT の細胞集団の

P1 における 2.2 ± 3.2%、および P2 における  1.5 ± 0.6% に比較して有

意に高値であった  (図 1-4, P<0.05)。  

 

 

 



 13 

 

 

 

 

図 1"1. ネコ脂肪組織から単離・培養した成熟脂肪細胞の形態変化。

単離した細胞の蛍光顕微鏡像  (AdipoRed および Hoechst33342, A)、な

らびに天井培養 3 日目 (B)、 5 日目 (C)、および 7 日目 (D)の細胞の位相

差顕微鏡像。Scale Bar: 100 µm。
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図 1"2. ネコ脂肪組織から単離・培養した間質血管画分  (SVF) の形

態変化。単離・培養直後の細胞の蛍光顕微鏡像  (AdipoRed および

Hoechst33342, A) および位相差顕微鏡像  (B)、ならびに培養 4 日目の

位相差顕微鏡像 (C)。Scale Bar: 100 µm。  
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表 1. P0 において得られる DFAT および ASC の細胞数  

 (kg) (g)
P0  (cells/cm2)

DFAT (7 ) ASC (4 )

Cat 1 2.8 0.6   4.8 x 105 3.3 x 105

Cat 2 3.1 0.4   8.0 x 105 1.4 x 105

Cat 3 3.4 0.4 14.0 x 105 2.7 x 105

Cat 4 3.0 0.5   4.6 x 105 1.7 x 105
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図 1-3. P1 における DFAT および ASC の細胞表面抗原の代表的なヒス

トグラム。マーカーシグナル  (紫色 ) およびアイソタイプコントロー

ルシグナル  (緑色 )。  
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図 1-4. DFATおよび ASCの!-SMA陽性細胞の割合。P1における DFAT

および ASC の代表的なヒストグラム  (上 )。マーカーシグナル  (紫色 ) 

およびアイソタイプコントロールシグナル  (緑色 )。P1 および P2 にお

ける DFAT および ASC の!-SMA 陽性細胞の比較  (下 , 平均  ± 標準偏

差 )。*: P < 0.05。  
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4. 考察  

 

健康なネコの腹腔内脂肪組織から成熟脂肪細胞を分離し、これを天

井培養することで、線維芽細胞様の DFAT を調製することができた。

DFAT は少量の脂肪組織から大量調製が可能であることから、獣医療

においても再生医療に用いる細胞として有用であると考えられる。  

本研究はネコにおける DFAT の調製に関する初めての報告である。

0.5~1.0 g の脂肪組織から 1~2 x 106個の成熟脂肪細胞および 2~5 x 

106個の SVF を得ることができた。単離した成熟脂肪細胞の一部は、

天井培養 3 日目で細胞質を伸長させ培養面に接着性を示すようになっ

た。著者の研究グループは以前に、細胞核を蛍光ラベルした成熟脂肪

細胞を天井培養し、タイムラプス撮影することにより、約 40%の成熟

脂肪細胞から線維芽細胞様の形態を示す DFAT が非対称分裂によって

産生されることを明らかにした  (Matsumoto et al., 2008)。この DFAT

は、その後は対称性に分裂し、高い細胞増殖活性を示すとともに、

Lipoprotein lipase, Leptin, Peroxisome proliferator–activated receptor " 

(PPAR") などの脂肪細胞マーカー遺伝子の発現が消失しており、細胞

増殖や分化調節に関わる遺伝子群の発現が増加していることを明らか

にした  (Matsumoto et al., 2008; Ono et al., 2011)。これまでの報告と同

様に、ネコ DFAT もまた MSC に共通して発現する細胞表面抗原を有

していることが明らかとなった。  
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ASC もまた少量の脂肪組織から大量に調製することが可能であっ

た。ネコ脂肪組織から分離した SVF 中の約 2%の細胞がコロニーを形

成する自己複製能を有する細胞であることが明らかになった。これは

ヒトやマウスにおける研究結果と合致する。Friedenstein らは、骨髄間

質細胞を低密度に培養した結果、形態学的に線維芽細胞に類似した細

胞コロニーを形成し、このような細胞は急速に接着し、in vitro におい

て高い増殖能をもつ細胞であることを報告している  (Friedenstein et 

al., 1970)。CFU-F コロニーを形成する細胞は多分化能をもっており、

CFU-F アッセイは組織中の MSC 数を推測することが可能である  

(Friedenstein et al., 1987)。他動物種と同様に、ネコの骨髄単核球  

0.05-0.005% の割合で CFU-F コロニーを形成する細胞が存在するとい

う報告がある (Friedenstein, 1980; Owen and Friedenstein, 1988; Martin et 

al., 2002)。したがってネコの脂肪組織は骨髄に比較して 100~1,000 倍

の間葉系幹細胞が存在している可能性がある。  

ASC は SVF の一部の細胞であるため、細胞集団に ASC 以外の細胞

が不均質に含まれている可能性がある。本研究において、平滑筋細胞

マーカーである !-SMAについて解析すると、P1の ASCにおいて約 15%、

そして P2 において約 6%の細胞が陽性を示した。継代により陽性細胞

の割合は減少しているものの、ASC には少なくとも P2 までは、平滑

筋細胞が混入していることが明らかになった。ASC とは対照的に、

DFAT の継代前後における !-SMA 陽性細胞数の変化は微小であった。

成熟脂肪細胞は、SVF と異なり、低速遠心後に培養液中に浮遊する性
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質をもつ。天井培養はこの性質を利用した培養方法であり、成熟脂肪

細胞を選択的に培養することが可能である。また、DFAT は細胞密度

の高い培養条件下において !-SMA に弱陽性を示す傾向がある。以上の

理由から DFAT における平滑筋細胞の混入の可能性は低く、一部の

DFAT が !-SMA 陽性を示した可能性がある。したがって、DFAT は、

ASC に比較して、継代早期において血管平滑筋細胞などの混入が少な

い、より均質な細胞集団であると考えられる。
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5. 小括  

 

健康な若いネコから採取した腹腔内脂肪組織から成熟脂肪細胞を単

離し、天井培養することで DFAT を得ることが可能であった。DFAT

は、ASC と同様に高い増殖能を有しており、さらに継代早期において

ASC よりも均質な細胞集団であることが示唆された。  
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第 2 章  

 

脱分化脂肪細胞および脂肪由来幹細胞の増殖能の評価  

 

1. 緒言  

 

第 1 章において、ネコにおいても DFAT を調製することが可能であ

ることを示し、加えて DFAT は ASC に比較して均質性が高いことが示

唆された。  

一般的に用いられている幹細胞の基準の一つは、クローン増殖する

自己複製能を有することである。従来から CFU-F アッセイは、未分化

な自己複製能をもつ MSC を検出するために用いられてきた。現在ま

でに DFATが CFU-Fコロニー形成能をもつか明らかにした報告はない。

また同じ細胞種であっても、生物種によって適切な培養条件は異なる。

本章の目的は、ネコ DFAT および ASC の CFU-F コロニー形成能およ

び増殖能を評価し、適切な細胞培養条件を明らかにすることである。  
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2. 材料と方法  

 

1 ) DFAT および ASC 

第 1 章と同様の方法を用いて、同一個体に由来する脂肪組織から

DFAT および ASC を調製した  (n=4)。  

 

2 ) CFU-F コロニー形成能  

P1 の DFAT および ASC のコロニー形成能を評価するために、細胞

密度  50 cells/ 35-mm培養皿の密度に調整し、CFU-F培養液  (NH CFU-F 

medium, Miltenyi Biotec) で 37ºC 5%CO2インキュベーターで 14日間培

養した。細胞は 4%パラホルムアルデヒドで固定後、メタノールに溶

解した 0.5%クリスタルバイオレットで 5 分間染色した。蒸留水で 2 回

洗浄し、50 個以上の細胞からなる細胞集団をコロニーとして計測した。 

 

3 ) 細胞増殖アッセイ  

P1 の DFAT および ASC 細胞倍加時間  (PDT) を評価するために、1 x 

104cells/ 35-mm 培養皿の密度で細胞を播種し、2 日おきに 10 日間細胞

数を計測した。細胞倍加時間は以下の式にしたがって算出した。  

 

PDT = log2[Nt/ N0] 

 



 24 

Nt: 計測時の細胞数、N0: 播種した細胞数  

 

3 ) 継代培養のための培養条件検討  

P1 の DFAT および ASC 1 x 104個を高グルコース  (4.5 g/l) または低

グルコース  (1.0 g/l) の 10%FBS 添加 DMEM、または脂肪細胞用培養

液  (CSTI303-MSC, Cell Science & Technology Institute, Miyagi, Japan) 

で継代培養した。また、細胞をラミニンコート培養皿  (BD Bioscience) 

を用いて継代培養を行い、細胞の形態を観察した。  

 

4 ) 統計  

データは平均  ± 標準偏差で示した。統計学的解析は解析ソフト

SPSS 16.0 を用いて行った。データの比較は、Mann-Whitney U 検定を

用いた。P < 0.05 を統計学的有意水準とした。  
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3. 結果  

 

1 ) CFU-F アッセイ  

DFATおよび ASCは P1の時点でいずれも CFU-Fコロニー形成能を

示した。DFAT のコロニー形成効率  (35.8 ± 4.4%) は、ASC (20.8 ± 

5.2%) よりも有意に高かった  (P<0.05, 図 2-1)。  

 

2 ) 増殖アッセイ  

DFAT および ASC は紡錘形の形態であり非常に類似しており、10

日後にサブコンフルエントに達した  (図 2-2)。P1 における DFAT およ

び ASC の細胞倍加時間は、それぞれ  48 ± 9 時間および 50 ± 13 時間

であり、両者に有意な差はなかった  (P=0.48, 図 2-3)。  

 

3 ) 継代培養のための条件検討  

P1 の DFAT および ASC の形態を観察すると、継代培養の経過に伴

い、結節性の細胞凝集塊を形成した。この凝集はコンフルエントの時

点で特に顕著となり、接着性を失い培養皿から剥離した。また、低グ

ルコース DMEM または脂肪細胞用培養液  (CSTI303-MSC) を用いた

場合も、同様の現象が観察された。ラミニンコート培養皿を用いた場

合、細胞がコンフルエントに達した後であっても凝集塊を形成せず、

単層培養を維持することが可能であった  (図 2-4)。
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図 2-1. P1 における DFAT および ASC の CFU-F コロニー形成能の

比較。DFAT および ASC を 50 cells/ 35-mm 培養皿の密度で培養し、21

日後に形成された代表的なコロニー  (上段 ) およびコロニー数の定量

評価  (下段 ,平均  ± 標準偏差 )。Scale bar: 1 mm。*: P < 0.05。  
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図 2-2. P1 における DFAT および ASC の代表的な細胞形態。1 x 104/ 

35-mm 培養皿の細胞密度で播種後、2、6、および 10 日目の位相差顕

微鏡像。Scale bar: 100 µm。  
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図 2-3. P1 における DFAT および ASC の増殖曲線。1 x 103/cm2の細胞

密度で播種後、10 日まで 2 日おきに細胞数を計測  (平均  ± 標準偏差 )。 
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図 2-4. P1の DFATを通常の培養皿およびラミニンコート培養皿に播種

した後、11 および 14 日目の細胞形態。培養経過に伴い形成された細

胞凝集塊  (矢印 ) の位相差顕微鏡像。Scale bar: 100 µm。  
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4. 考察  

 

CFU-F アッセイは低密度に細胞を播種し、クローン増殖によるコロ

ニー形成能を有する細胞を検出する。本研究では P1 における DFAT

および ASC を低密度に培養し、コロニー形成能を比較した結果、DFAT

において形成されたコロニー数は ASC の約 2 倍であった。P1 におけ

る ASC の CFU-F コロニー形成効率はヒト ASC における過去の報告の

結果  (12.5%) にほぼ一致していた  (McIntosh et al., 2006)。これらの結

果より、DFAT は ASC に比較して自己複製能を有する未分化な細胞を

多く含んでいる可能性が示唆された。  

また、本研究において、ネコ DFATの増殖活性は ASCと同等であり、

細胞倍加時間の平均は 48~50 時間であった。この結果は、それぞれヒ

ト、ラット、およびウサギの DFAT (Matsumoto et al., 2008; Sakuma et al., 

2009; Kikuta et al., 2013)、ならびにヒト、ウマ、およびイヌの ASC の

結果と同程度であった  (Vidal et al., 2007; Izadpanah et al., 2008; 

Spencer et al., 2012)。  

ネコ脂肪組織から調製した DFATおよび ASCから細胞治療に必要な

細胞数を得るためには継代培養による細胞増幅が必要である。両細胞

とも継代培養に伴い細胞密度が高くなると、細胞同士が凝集し、剥離

すること現象が観察された。この現象は、ヒト、ブタ、マウス、ラッ

トの DFAT では観察されず  (Matsumoto et al., 2008; Nur et al., 2008; 
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Ohta et al., 2008; Jumabay et al., 2009)、動物種特異的な現象であると考

えられた。培養液および培養皿のコーティング基質を検討した結果、

ラミニンコート培養皿を用いた場合に、細胞凝集塊は形成されず、14

日以上の単層培養が可能であることが明らかとなった。Neupane らは、

イヌの ASC をラミニンコート培養皿にて培養することで骨分化誘導

する際に起こる細胞凝集を回避できることを報告している  (Neupane 

et al., 2008)。ラミニンは基底膜を構成する細胞外マトリックスの一つ

であり、3 種類のサブユニット鎖の組み合わせにより、16 種類のアイ

ソフォームが同定されている  (Ekblom et al., 2003; Scheele et al., 2007; 

Tzu and Marinkovich, 2008)。本研究に用いたラミニン 1 はインテグリ

ンを介して、細胞接着および生存を強化するホスファチジルイノシト

ール 3-キナーゼ  (PI3k) /Akt シグナル経路を活性化することが知られ

ている  (Gu et al., 2002; Ekblom et al., 2003; Gu et al., 2003)。したがって、

ラミニンが PI3k/Akt シグナル経路を介してネコ DFAT および ASC の

接着を強化することにより、細胞凝集を抑制し、単層培養の維持に寄

与した可能性がある。以上のように、ラミニンコート培養皿は、DFAT

および ASC の接着を強化し、長期的な継代培養を可能とするために有

効であることが明らかになった。
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5. 小括  

 

ネコ DFATは ASCに比較して自己複製能をもつ未分化な細胞を多く

含んでいることが示唆された。DFAT および ASC は同程度の高い増殖

能を示したが、長期の継代培養を行うためには足場としてラミニンが

必要であることが明らかになった。  
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第 3 章  

 

脱分化脂肪細胞および脂肪由来幹細胞の多分化能の評価  

 

1. 緒言  

 

第 1章においてネコの成熟脂肪細胞から調製した DFATが ASCと同

様の細胞表面抗原を発現していることを明らかにし、第 2 章において

は高い自己複製能および増殖活性を有することを明らかにした。  

多分化能は、MSC の重要な特徴の一つである。ASC は in vitro にお

いて適切な分化誘導刺激によって、脂肪細胞、軟骨細胞、骨芽細胞へ

と分化する。  

本研究の目的は、DFAT および ASC が多分化能を有することを評価

することである。多分化能の評価には、脂肪、軟骨、および骨に加え

て、平滑筋細胞への分化誘導を行った。  
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2. 材料と方法  

 

1 ) 脂肪分化誘導  

10%FBS 添加 DMEM を基礎培地として、 1 µM デキサメタゾン

(Sigma-Aldrich) 、 0.5 mM 3-Isobutyl-L-methylxanthine (IBMX, 

Sigma-Aldrich)、0.5% Insulin-Transferin-Selenium-X (Invitrogen)を添加

したものを脂肪分化誘導培地として用いた。DFAT および ASC は基礎

培地を用いてラミニンコート培養皿上でコンフルエントまで培養し、

脂肪分化誘導培地にて 37˚C 5%CO2インキュベーターで 4 日間培養し

た。4 日以降は基礎培地に 1 µM デキサメタゾンを添加した培地に変

更し、3 日ごとに培地交換して 14 日目まで培養した。コントロールと

して、ラミニンコート培養皿上でコンフルエントになった細胞を基礎

培地で同期間培養した。  

14 日後に脂肪滴を検出するために Oil Red O 染色を行った。培地が

入ったままの培養皿に培地と同量の 4%パラホルムアルデヒドを加え、

10 分間前固定した。固定液を捨て、さらに 4%パラホルムアルデヒド

にて 1 時間固定した。Oil Red O を溶解したイソプロパノール溶液と純

水を 3:2 (v/v) で混合して 10 分間室温に静置し、濾過した後、染色液

として使用した。蒸留水で洗浄後、上記染色液にて 20 分間染色し、光

学顕微鏡  (Eclipse TE 2000-U, Nikon, Tokyo, Japan) にて観察した。  
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2 ) 軟骨分化誘導  

軟骨への分化誘導は、ペレット培養法にて行った  (Johnstone et al., 

1998)。P0 の DFAT および ASC を 0.05％トリプシンおよび 0.48 mM 

EDTA を用いて 2 x 106 cells/ml になるように細胞懸濁液を調整した。

15 ml チューブに 1 ml (2 x 106 cells/ tube) ずつ分注し、300 g で 3 分間

遠心した。上清を除去し、市販の軟骨分化誘導培地  (NH ChondroDiff 

medium, Miltenyi Biotec) を加え、さらに 500 g で 10 分間遠心した。

空気の出入りが可能になるようにキャップを緩め、2 日ごとにペレッ

トが崩れないように培地交換した。  

21 日間のペレット培養の後、ペレットを 4%パラホルムアルデヒド

にて 1 時間固定した。実体顕微鏡  (VB-7000, Keyence, Osaka, Japan) に

て観察後、5 µm のパラフィン切片を作製し、ヘマトキシリンエオジン

染色、マッソントリクローム染色、およびトルイジンブルー染色を行

った。また、2 型コラーゲンに対する免疫染色を行った。免疫染色は、

0.2% Triton X-100 にて膜透過処理し、正常ヤギ血清によりブロッキン

グした後、ウサギ抗ヒト 2 型コラーゲン抗体  (1:500, Invitrogen) を 4˚C

で一晩インキュベートし、二次抗体として Alexa 594 標識ヤギ抗ウサ

ギ IgG 抗体を用いて染色した。Hoechst33342 で核染色し、共焦点レー

ザー顕微鏡  (Olympus FluoView FV10i, Olympus) にて観察した。  

 

3 ) 骨分化誘導  

10%FBS 添加 DMEM を基礎培地として、100 nM デキサメタゾン、
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10 mM #-グリセロリン酸、および 50 µM L-アスコルビン酸を添加した

培地を骨分化誘導培地とした。35-mm ラミニンコート培養皿を用いて

コンフルエントまで培養した細胞を骨分化誘導培地にて 21 日間培養

し、細胞の形態を位相差顕微鏡にて観察した。培地交換は 3 日ごとに

行った。また、DFAT および ASC を 1 x 106 cells/ml の密度の細胞浮遊

液を調整し、100 µL を#-カルシウム三リン酸  (#-TCP)/ コラーゲンス

ポンジ  (5 x 5 x 2 mm, b-TCP 径  100~300 µm; 乾燥重量  #-TCP：コラ

ーゲン＝10：1, Olympus Terumo Biomaterials, Tokyo, Japan) に播種し、

骨分化誘導培地で 37˚C 5%CO2インキュベーターにて 24時間培養した。

基礎培地で培養した細胞をコントロールとした。3~4 日ごとに培地交

換し、同時に#-TCP/ コラーゲンスポンジを反転させた。  

21 日間の培養後、培養皿にて培養した細胞および#-TCP コラーゲン

スポンジを 4%パラホルムアルデヒドで 1 時間固定し、純水に溶解し

た 1% Alizarin Red S にて室温で 3 分間染色した。検体は 50%エタノー

ルにて脱色し、実体顕微鏡にて観察した後、10 µm 厚のパラフィン切

片を作製し、光学顕微鏡  (Olympus BX50) にて観察した。  

 

4 ) 平滑筋細胞分化誘導  

5%FBS添加 DMEMを基礎培地として、5 ng/ml TGF-#1 (R&D Systems, 

Minneapolis, MN) を添加した培地を平滑筋細胞分化誘導培地とした。

DFAT および ASC を 1 x 104 cells/ 35-mm 培養皿の密度に播種し、37˚C 

5%CO2インキュベーターにて 7 日間培養した。  
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7 日間分化誘導した細胞は、4%パラホルムアルデヒドにて固定し、

0.2% Triton X-100 で膜透過処理、正常ヤギ血清でブロッキングした後、

マウス抗ヒト!-SMA 抗体  (1:200) を 4˚C で一晩インキュベートし、二

次抗体として Alexa 594 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体  (1:500) を用いて

染色した。Hoechst33342 により核染色し、免疫蛍光顕微鏡  (Eclipse TE 

2000-U, Nikon) を用いて観察した。  
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3. 結果  

 

1 ) 脂肪分化誘導  

脂肪分化誘導培地にて培養した細胞の一部は、7 日目ごろから細胞

質内に小滴が出現した。この小滴は Oil Red O 染色により赤色に染色

され、中性脂肪を主体とする脂肪滴であることが確認された。培養期

間の経過に伴って、細胞質内に脂肪滴を含む細胞および脂肪滴のサイ

ズが大きくなる様子が観察された  (図 3-1, 分化誘導あり )。コントロ

ールとして基礎培地で培養した細胞では、脂肪滴の存在は認められな

かった  (図 3-1, 分化誘導なし )。  

 

2 ) 軟骨分化誘導  

軟骨分化誘導培地で 21 日間ペレット培養したチューブ内に白色の

細胞ペレットが形成された。このペレットは直径  1 mm 程度で、表面

は滑らかであった  (図 3-2)。2 型コラーゲンの免疫染色により、ペレ

ットの一部が陽性を示した。また、トルイジンブルー染色によりペレ

ット組織の一部が硝子軟骨の特徴的所見である紫色の異染性を示した。 

 

3 ) 骨分化誘導  

ラミニンコート培養皿で骨分化誘導培地にて培養した細胞は、7 日

目には細胞凝集塊を形成し、培養皿から剥離する様子が観察された。
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細胞を#-TCP/ コラーゲンスポンジに播種し、骨分化誘導した DFAT

および ASC では、カルシウム沈着を検出する Alizarin Red S 染色によ

りスポンジの表面が強く赤色を示し、さらに内部では#-TCP の周囲に

カルシウム沈着が観察された  (図 3-3, 分化誘導あり )。基礎培地で同

期間培養したコントロールでは、Alizarin Red Sに陰性であった  (図 3-3, 

分化誘導なし )。  

 

4 ) 平滑筋分化誘導  

平滑筋細胞分化誘導培地にて 7 日間培養すると、DFAT および ASC

ともに 50%以上の細胞が平滑筋マーカーである!-SMA 陽性を示した  

(図 3-4, 分化誘導後 )。ASC の一部の細胞は分化誘導前から!-SMA 陽

性を示し、血管平滑筋細胞の混入が示唆された  (図 3-4, 分化誘導前 )。  
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図 3-1. DFAT および ASC の脂肪分化能の評価  (Oil Red O 染色 )。基礎

培地  (誘導なし ) および脂肪分化誘導培地  (誘導あり ) にて培養した

14 日目の位相差顕微鏡像。Scale bar: 100 µm。  
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図 3-2. DFAT および ASC の軟骨分化能の評価。軟骨分化誘導培地にて

14 日間のペレット培養後に形成されたペレット  (上段左 ) およびのペ

レット内部の 2 型コラーゲン  (Col II) 免疫染色後の蛍光顕微鏡像  (上

段右 )。ヘマトキシリンエオジン染色  (HE)、マッソントリクローム染

色  (MT)、およびトルイジンブルー染色  (TB) 後の光学顕微鏡像  (下

段 )。Scale bar: 200 µm。  
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図 3-3. DFAT および ASC の骨分化能の評価  (Alizarin Red S 染色 )。基

礎培地および骨分化誘導培地にて培養 21 日後の#-TCP/コラーゲンス

ポンジの表面の実体顕微鏡像、および内部の光学顕微鏡像。Scale bar: 

200 µm。  
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図 3-4. DFAT および ASC の平滑筋細胞分化能の評価  (!-SMA 免疫染

色 )。分化誘導前および誘導後における蛍光顕微鏡像。Scale bar: 100 µm。 
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4. 考察  

 

本章では、間葉系幹細胞の特性の一つである多分化能を評価した。

Matsumoto らの報告  (Matsumoto et al., 2008) と同様に DFAT および

ASC は、それぞれの分化誘導刺激により脂肪、軟骨、骨、および平滑

筋細胞に分化する能力を有することが明らかになった。  

デキサメタゾン、インスリン、 IBMX を添加した脂肪分化誘導法に

より  (Scott et al., 2011)、ネコ DFAT の脂肪分化能が証明された。デキ

サメタゾンはインスリンとの相互作用によりグルココルチコイド受容

体を刺激し、MSC の様々な細胞系列への分化を誘導する  (Grigoriadis 

et al., 1988)。また、 IBMX はデキサメタゾンとともに PPAR"の発現を

誘導する  (Kim et al., 2010; Gurriaran-Rodriguez et al., 2011)。誘導され

た脂肪細胞の分化度を明らかにするために、分子マーカーの発現解析

や機能試験を行う必要がある。  

ペレット培養により、表面の滑らかな軟骨様の細胞塊が形成された。

ペレット内部は細胞外マトリックスに富み、硝子軟骨マーカーである  

2 型コラーゲン陽性およびトルイジンブルー染色にて紫色の異染性を

示す像が認められた。一方、このような硝子軟骨に特徴的な染色像は

ペレット表層近くのみに認められ、大部分は未熟な軟骨組織であるこ

とが示唆された。MSC を用いた軟骨の大量生産による関節疾患への応

用が期待されており、より効率的に成熟した軟骨細胞へと分化させる
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誘導法を開発する必要がある  (Wakitani et al., 1994; Matsumoto et al., 

2010)。  

 

ネコ DFATおよび ASCは細胞足場として#-TCP/コラーゲンスポンジ

を用いることで骨分化能を示した。デキサメタゾンは骨分化の重要な

調節因子である Runt-related transcription factor 2 (Runx2)、Osterix (Osx)、

および Bone morphogenetic protein (BMP) の発現を促進し、ALP 活性を

上昇させる。#-グリセロリン酸および L-アスコルビン酸は、骨基質で

ある 1 型コラーゲンの産生を促進し、カルシウム沈着に関与する。ヒ

トやブタの DFAT はコンフルエントの段階で骨分化誘導を開始する標

準的な方法でカルシウムの沈着を認める骨芽細胞へ分化させることが

可能である  (Matsumoto et al., 2008)。第 2 章においてラミニンコート

培養皿を用いることでコンフルエントに達した後に単層培養を維持す

ることが可能であることが明らかになった。しかしながら、ラミニン

コート培養皿を用いたとしても、骨分化誘導により細胞は凝集塊を形

成し、ディッシュ表面から剥離した。近年の組織工学の進歩により、

細胞の支持体としての役割を果たし、増殖および分化を促進するスキ

ャホールドが注目されている  (Liu et al., 2008; Matsushima et al., 2009)。

#-TCP コラーゲンスポンジをスキャホールドとした骨分化誘導により

ネコの DFATおよび ASCはカルシウム沈着を伴う骨芽細胞へ分化させ

ることが可能であった。詳細な理由は明らかではないが、ネコの DFAT

および ASC の in vitro における骨分化誘導には、スキャッホールドと
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してコラーゲンマトリックスの存在が重要であることが示唆された。  

本研究において、ネコ DFATは #GF-#1を添加した培養により!-SMA

陽性の平滑筋細胞への分化能を有することが明らかになった。間葉系

幹細胞は平滑筋細胞への分化能をもつことが知られている  (Kinner et 

al., 2002; Gong and Niklason, 2008; Kurpinski et al., 2010)。#GF-#1 は

MSC の平滑筋細胞への分化を誘導する重要なサイトカインである。

Smad2 または Smad3 を  small interfering RNA 導入によりノックダウン

させると!-SMA の発現が低下することから、TGF-#1 による平滑筋細

胞への分化誘導には Smad2および Smad3の活性化が関与している可能

性が考えられている  (Chen and Lechleider, 2004)。血管平滑筋細胞は血

管の重要な構成成分の一つであり、血管の収縮弛緩の生理的な機能や

血圧および血流分布を司っている。虚血部位に注入された MSC の一

部は血管平滑筋細胞に分化し、脈管形成に寄与したとする報告がある  

(Gojo et al., 2003; Yoon et al., 2005)。DFAT もまた、平滑筋細胞の細胞

系列に分化する可能性がある。ヒトおよびラットにおいて DFAT が、

平滑筋細胞分化誘導により!-SMA, Calponin などの平滑筋特有のマー

カーを発現し、膀胱平滑筋や尿道平滑筋の再生に寄与することが明ら

かにされている  (Sakuma et al., 2009; Obinata et al., 2011)。今後、ネコ

DFATの in vivoにおける平滑筋細胞への分化能および平滑筋組織の再

生能を検討する必要がある。
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小括  

 

ネコ DFAT および ASC は、分化誘導刺激によって脂肪細胞、軟骨細

胞、骨芽細胞、および平滑筋細胞に分化する多分化能を有することが

明らかになった。
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健康な若齢のネコから採取した 1 g 未満の脂肪組織から成熟脂肪細

胞を単離し、天井培養することで線維芽細胞様の DFAT を調製するこ

とに成功した。この DFAT は、ASC と同様に MSC に共通する細胞表

面抗原を発現し、高い増殖活性を示した。ネコの DFAT および ASC

は、継代培養後に細胞密度が高くなるにつれて細胞凝集塊を形成し、

剥離に至る傾向が認められたが、ラミニンコート培養皿により凝集形

成が抑制され、継代培養の維持が可能であることが明らかになった。

さらに DFAT は ASC と同様に脂肪、軟骨、骨、平滑筋細胞といった間

葉系の細胞系列への多分化能を有していることが証明された。  

再生医療に用いる細胞として、DFAT には 3 つの有利な点がある。

第一に、DFAT は均質な細胞集団である。本研究において、ASC は初

代培養からの継代後、細胞集団に !-SMA 陽性細胞が検出されたが、

DFAT においてはほとんど検出されなかった。また、本研究からは言

及できないが、培養された ASC の細胞集団には血管内皮細胞が継代後

も除去されずに残存することが報告されている  (McIntosh et al., 2006; 

Mitchell et al., 2006)。この理由として、骨髄 MSC や ASC は不均質な

細胞集団を付着培養することで得られる細胞群であるため他細胞が混

入する可能性が高いことが考えられる  (Clark and Keating, 1995; Zuk et 

al., 2001)。一方、DFAT は浮遊する成熟脂肪細胞を単離後に天井培養

することで得られる細胞であることから、間質に存在する細胞群が除

外されることが推察される。このような DFAT の性質は、DFAT によ

る細胞治療が高い安全性と安定した効果をもたらす可能性を示唆して
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いる。  

第二に、DFAT は極めて少量の脂肪組織から調製することが可能で

ある。Matsumoto らは以前に、5 x 104個の脂肪細胞、つまり 100 mg

に相当する少量の脂肪組織から十分量の DFAT を得られることを報告

している。ネコのような小動物では、得られる組織量も少ないため、

より少量の組織から効率よく大量の多能性細胞を調製する技術が望ま

れる。DFAT は少量の脂肪組織から大量調製が可能なため、ネコの自

家移植を用いた再生医療や細胞治療の細胞源として期待がもてる。  

第三に、DFAT はドナー患者の年齢に関係なく調製することができ

る。我々のグループは 4 歳から 81 歳の 18 名すべての人間のドナーか

ら DFAT を調製し、年齢にかからわず多分化能をもつことを確認して

いる。このような性質は、様々な年齢の患者に対して DFAT の自家移

植を可能にする。本研究に供した脂肪組織はすべて若齢のネコから採

取したものであり、高齢のネコから調製した DFAT においても特性を

評価する必要がある。  

骨髄 MSC および ASC は免疫調節能、血管新生能、および抗炎症作

用をもち、これらの効果は主に細胞による多様なサイトカインの分泌

が寄与している  (Keating, 2012)。近年、ヒト DFAT が骨髄 MSC およ

び ASC と類似したサイトカインの分泌能を有することが明らかとな

り、ネコにおいても検証する必要がある  (Kikuta et al., 2013)。  

本研究には、いくつかの限界がある。第一に、健康な若齢の雌ネコ

における腹腔内脂肪組織のみをサンプルとして採取したことである。
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ドナー年齢、性別、または採取方法や部位が MSC の数および性質に

影響することが報告されている  (Izadpanah et al., 2006; Schipper et al., 

2008; Baglioni et al., 2009; de Girolamo et al., 2009; Siegel et al., 2013)。

また、ネコにおける DFAT による細胞治療を行うために、生体への移

植実験により有効性および安全性を評価する必要がある。本研究によ

り得られた知見が、ネコにおける再生医療の発展に貢献することが期

待される。  
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