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概要  

【背景 】高齢者の増加 に伴い 、骨粗鬆症性骨 折が増加し てい る。

骨 粗 鬆 症 性 骨 折 の 特 徴 と し て 若 年 者 よ り 骨 癒 合 に 時 間 を 要 す

ることが挙げ られる 。骨折治 癒を促進させ るための治 療戦 略と

して細胞を用 いた再生医 療が 注目されてい る。骨 疾患に対 する

再 生 医 療 に は 高 い 骨 分 化 能 を 有 す る 骨 髄 間 葉 系 幹 細 胞 (bone 

marrow mesenchymal stem cell:  BM-MSC)や 脂 肪 組 織 由 来 幹 細

胞 (adipose-derived stromal cell: ASC)が 細 胞 源 と し て 注 目

され、これらの細 胞を用い た 臨床研究も開 始されてい る。成熟

脂 肪 細 胞 か ら 調 製 さ れ る 脱 分 化 脂 肪 細 胞 （ dedifferentiated 

fat cell： DFAT） は BM-MSC や ASC に類似した特 性を示し 、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。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。  

【目的 】 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。

さ ら に 免 疫 不 全 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 。 

【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、同一ド ナーに由来 する 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
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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 8 週齢 雄の免疫不全 (SCID)マウスに 大腿

骨横骨折を作 成し 、骨折間隙 に BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC 

1×10 5 個をペプチド ハイドロ ゲル（ PHG）と混合し骨折 部に 注入

した。BM-DFAT 群、SC-DFAT 群 、BM-MSC 群、 ASC 群、各群 n=10、

また PHG のみを注入する マウ スを Control 群  n=10 とした 。 4

週間後に両側 大腿骨を摘 出し 、 Micro CT にて骨構 造解析を 行い

推 定 仮 骨 量 BV(左 大 腿 骨 量 -右 大 腿 骨 量 )(BV(Lt-Rt))・ 骨 密 度

（ BMD）を測定し 5 群間で比較 検討した。  

【 結 果 】 In vitro に お け る 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 。骨 折モ

デルマウスに 対す る移植 実験 では、各群 すべての マウスで 骨癒

合 が 認 め ら れ た 。 Micro CT に よ る 解 析 の 結 果 、 BM-DFAT 群 と

BM-MSC 群では Control 群に比較し骨皮質が 厚くなる傾 向が あり、

また海綿骨も 密になる傾 向を 認めた。骨折 部の BV(Lt-Rt)にお

いて BM-MSC 群は Control 群に比べ有意に 低値を示し た。 骨折

部の BMD は BM-DFAT 群と BM-MSC 群は Control 群に比べ有意 に

高値を示した 。  

【結論】BM-DFAT は BM-MSC と 類似した骨分 化能と骨折 治癒 促進

作用を認めた 。 BM-DFAT は特に高齢者にお ける 骨折治 癒促 進を

目 的 と す る 細 胞 治 療 の 細 胞 ソ ー ス と し て 有 用 で あ る 可 能 性 が

示された。  
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緒言  

1 はじ めに  

現代 、日本 では超高齢 社会で あり今後も高 齢者率は上 昇が 予

測されてい る 。整形 外科領域 では年齢に従 い骨粗鬆症 患者 の増

加、それに 伴う骨 粗鬆症性 骨 折 数の上昇が 予想 される。中 でも

大腿骨頚部骨 折・大腿骨転子 部骨折は患者の ADL や QOL を大幅

に低下させる 原因となり 、介 護を必要とす る人の 増加 など 社会

的負担にも な り得る 。高齢者 骨折の特徴と しては骨癒 合能 が低

く、若年者より骨 癒合に時 間 を要する 特徴 がある 。また 骨 折遷

延治癒、偽 関節にお いても同 様で あり治療 に難渋する こと も少

な く な い 。 骨 癒 合 能 を 高 め る こ と で 現 在 よ り も 早 期 離 床 で き 、

痛みも早く改 善し、よ り ADL・ QOL の低下 を防 ぐ効果が 期 待で

きる。またより低 侵襲な 治 療 へと変化し、複数 回にわた る 手術

を減らすこと ができる可 能性 がある。  

骨癒合を早め る有効な治 療は まだ確立して いない。現在盛 ん

に研究が行わ れて おり 、特に 再生医療の分 野 は注目さ れて いる。

現在、 骨髄間 葉系幹細胞 (bone marrow mesenchymal stem cell:  

BM-MSC) 1 ) 2 ) 3 )、脂肪組織 由来間 葉細胞 (adipose-derived stromal 

cell: ASC) が多く扱われてお り 4 ) 5 )、それに よる 骨癒合 促進 効

果が示され 、 徐々に臨床 応用 され てきている 6 )。 Matsumoto ら

は 新 し い 細 胞 ソ ー ス と し て 成 熟 脂 肪 細 胞 を 脱 分 化 さ せ る こ と

に よ り 7 )、 高 い 増 殖 能 と 骨 髄 間 葉 系 幹 細 胞 (MSC)と 同 等 の 多 分

化 能 を 示 す 細 胞 群 で あ る 脱 分 化 脂 肪 細 胞 (dedifferentiated 

fat cell： DFAT)を 調 製 す る 培 養 法 を 確 立 し て い る 。 本 研 究 で
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は高齢者から でも簡便に 採取 できる DFAT を利用し、骨折 に対

す る 治 癒 の 促 進 効 果 を 目 的 と し た 細 胞 治 療 の 可 能 性 を 検 討 し

た。  

 

2 骨の 機能 と 骨折  

骨は、身体 の支持 、内臓の 保 護、ミネラ ルの貯蔵 、造血 組 織

としての機能 を有する。ま た 、生体に必須のカ ルシウム や リン

の貯蔵庫 とし て機能し、各 種 ホルモンの制 御により、血 中 ミネ

ラルの恒常性 を保つ働き があ る。骨は海 綿骨と皮 質骨から なる。

骨の力学的強 度は、主として 石灰化した骨 基質により 保た れて

いる。骨基 質は骨芽 細胞によ り合成された コラ ー ゲン を主 成分

と し た 有 機 基 質 に ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト を 主 成 分 と し た 無

機基質（骨塩）が 沈着して形 成されている。コラ ーゲン は 弾性

を、骨塩は剛性 を付与して い る。したがって、骨は弾性と 剛性

を有した複 合 材料と考え られ る。この 複合材料 が、外力 な どに

より破錠し 、骨の連 続性が一 部または全部 が絶たれた もの を骨

折という。重度 の骨折では、骨片が粉砕し、骨の欠損が 生 じる

ことがある。  

 

3 骨折 治癒  

骨折と同時に 骨髄、骨折面、骨膜下、骨周囲 軟部組織に 出 血

が起こる。次に 外傷による 組 織の挫滅・壊死、毛細血管や リン

パ管の循環障 害によって 骨折 部周辺に浮腫、充 血、細胞浸 潤な

ど の 外 傷 性 炎 症 が 広 が る 。 出 血 に よ り 骨 折 部 に 血 腫 を 形 成 し 、
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血 腫 は 線 維 素 や 血 液 凝 固 因 子 の 融 出 に よ っ て 凝 固 が 促 進 さ れ

凝血塊を形成 する。このよう にして両骨折 端の間隙が 血液 凝塊

にて満たされ る。この血腫 の 中に 線維芽細 胞が増殖し、毛 細血

管新生を促し 数日後に血 腫は 肉芽組織に変 化する 。さらに 肉芽

組 織 は 器 質 化 が 進 行 し 線 維 網 が 豊 富 と な っ て 両 骨 折 端 を 連 結

する。この 段階では 石灰化は 起こっておら ず 結合織性 仮骨 と呼

ばれる。この肉芽 組織に骨 塩 の沈着が始ま り、仮骨 (callus)を

形成する。仮骨は 線維性組 織 、線維軟骨、幼若骨 組織より な る。

仮骨が骨化す る 際、骨膜、内 骨膜、血管内皮 細胞に由来 す る骨

芽細胞や、軟骨細 胞が重要 な 働きを担う。まず 結合組織 及 び軟

骨組織の器質 に石灰化が 起こ り、結合織性骨化、および軟 骨内

骨化によって 幼若骨が形 成さ れる。初期 に 仮骨は 血管に富 み網

状であるが 、その後 の骨吸収 と骨添加の改 変が 繰り返 され 海綿

骨を持つ成熟 骨へと変化 する 。 骨折後 4～ 5 週間 で 仮骨が 過剰

に形成され 、7 から 12 週間に なると完全に 骨化する 。この よう

に 仮 骨 が 骨 化 し て 両 骨 折 端 が 硬 く 癒 合 す る こ と を 硬 化 と 呼 ぶ

が、外力に対して はもとも と の強度よりも 弱い。骨は自 己 矯正

力が働き 、元々の 形状・機能 に戻ろうとす る働きがあ りこ れを

リモデリング と言う。変形 の 凸側は吸収さ れ、凹側は骨 添 加が

起こる。徐 々に リモ デリング が進行し長期 間のうちに 両骨 片の

骨髄腔は互い に交通し、海 綿 骨を形成し、骨 皮質も復 元さ れる。

実験的には間 葉系細胞が 線維 細胞、軟骨細胞、骨 芽細胞の どの

方向に分化す るかは、骨折 局 所の力学的、生 理的 影響 を受 ける。

骨 折 端 に 働 く 引 っ 張 り 力 は 線 維 性 結 合 を 形 成 し 遷 延 癒 合 ま た
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は偽関節の方 向に進む、反 対 に圧縮力は軟 骨組織を形 成し 、こ

れから軟骨内 骨化により 骨組 織形成に向か う。さ らに過剰 な圧

縮力が加わっ た場合には 軟骨 内骨化は衰退 し、遷 延癒合ま たは

偽関節形成の 方向に進む 。  

骨折部の固定 が完全で動 揺性 がなく、引 っ張り力が 働かず 圧

縮 力 が 軽 微 な 場 合 に は 肉 芽 組 織 の 線 維 細 胞 を 経 て 骨 組 織 に 移

行する。ま た細胞分 化の方向 づけは血流の 豊富さや局 所の 酸素

分圧の高低に も左右され る。血流が豊富で 酸素分圧が 高い とき

には骨形成に 向かい 、血流が 悪いか酸素分 圧が低いと きに は軟

骨や結合組織 へ向かうと いわ れている。  

仮骨の量は正 常範囲内の もの でもかなりの 差があり 、骨膜 下

骨折や骨膜の 裂傷が少な いも のでは仮骨量 も少ないが 、転 位や

骨膜剥離が大 きいもの、粉 砕 骨折、斜骨折では 仮骨が 非 常 に大

きくなること がある 。あまり に多い 仮骨形 成は 過剰仮 骨と いう。

関節近傍の骨 折では仮骨 は過 剰になりやす い傾向があ る。短小

骨、扁平骨で は仮骨は一 般的 に少ない。  

骨折治癒には 一次的骨折 治癒 と二次的骨折 治癒の 2 つの形 式

がある。一 次的骨折 治癒は 骨 折転位がまっ たくなく絶 対的 に強

固な骨接合術 が行われた 場合 のみ見られる もので 、仮骨を 形成

す る こ と な く 直 接 骨 癒 合 す る 。 骨 折 間 隙 は 直 接 骨 で 結 合 す る 。

骨 折 端 に は ハ バ ー ス 間 の 強 い 再 生 が 起 こ り 縦 方 向 に 延 び 骨 を

貫通し直接ハ バース管の 再生 により骨癒合 が起こる 。この 場合

レ ン ト ゲ ン な ど 検 査 で 骨 癒 合 の 程 度 を 評 価 す る こ と が 困 難 で

あり、強度が弱 く再骨折を 起 こすことがあ る。一方、二次 的骨
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折治癒は通常 の骨折治癒 過程 で仮骨を形成 し、瘢 痕を伴っ て治

癒する。  

 

4 骨折 治癒 とサイ トカ イン  

骨折の修復に は、骨折 部にお ける細胞の増 殖と軟骨細 胞や 骨

芽細胞への分 化の両者が 必要 である。こ の過程で の細胞機 能の

制御には、局所因子 としての 増殖因子やサ イトカイン が重 要な

役 割 を 担 っ て い る 。 骨 折 初 期 で は 未 分 化 間 葉 系 細 胞 の 増 殖 に

Platelet-Derived Growth Factor(PDGF)や Transforming Growth 

Factor β (TGF-β ) が 関 与 し 、 骨 基 質 に 多 く 含 ま れ る

Insulin-like Growth Factor( IGF)は 前 骨 芽 細 胞 の 増 殖 や 軟 骨

細胞の基質合 成に関与し てい る。 BMP は、 骨折初 期 に骨折 部近

傍の骨膜や骨 髄内に一過 性に 発現が亢進し 、未分 化間葉系 細胞

を軟骨細胞や 骨芽細胞に 分化 させ、仮骨形成に 関与する。炎症

性サイトカイ ン で ある Interleukin-1(IL-1)や Tumor Necrosis 

Factor-α (TNF-α )は、骨折に よる炎症の場 で 産生・分 泌さ れ、

血管新生促進 や、貪食反 応、 骨吸収に 作用 する。  

 

5 骨移 植  

骨移植 (bone graft)には自家 骨移植、同種 骨移植、人 工骨 移

植がある。骨移 植 の目的は 、骨 腫瘍や感染に よる骨欠損 の補 填、

難治性骨折や 偽関節など の修 復促進、関 節 固定や 脊椎固定 の骨

性架橋、人 工関節 の 弛みによ る母床骨の補 填などに用 いら れる。

従来から、患者 自身の腸骨、腓骨などから 移植骨を採 取し 、患
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部に移植する という自家 骨移 植が広く施行 されてきた 。自 家骨

移植は、さらに 海綿骨移植、皮質骨移植、血 管柄付き骨 移 植に

分類される 。一般に 、自家 骨 移植片は、いったん 吸収され 、後

に新生骨に置 換される。海 綿 骨移植では、骨形 成細胞が 存 在し

骨を形成する ため、骨再生 効 果に優れる。血管 柄付き骨 移 植で

は、移植骨は壊死 に陥らな い ため、骨再生効果 は大きい。一 方、

自家骨のみで は量的に不 十分 な場合 や、自家骨採 取の侵襲 を避

けたい場合な どに、同種保 存 骨が用いられ る。同種保存 骨 の問

題点としては 、生き た骨形成 細胞が 存在し ない ことか ら骨 再生

作用は低いこ と、また、抗原 抗体反応や疾 患感染の危 険性 など

が挙げられる。近年、自家骨 移植に代わり、セラミック な どの

人工骨が開発 され、臨床で 広 く使用されて いる。一般的 に は自

家骨移植が最 も骨癒合効 果は 高く、骨折 遷延治癒 や偽関節 の治

療に用 いられ る。一方同種 骨 移植、人工骨移植 では偽関 節 の治

療には骨癒合 効果は少な く行 われないこと が多い。  

 

6 骨折 治療 に影響 する 諸因 子  

骨折癒合に要 する期間は 全身 的には年齢、全身 状態、個人 差

があり、局 所的には 骨折型 、骨折部位、感染の有 無、あ る いは

治療法など多 数の因子に 左右 される。部 位による 癒合期間 は中

手骨 2 週、肋骨 3 週 、鎖骨 4 週、前腕骨 5 週、 上腕骨骨 幹 部 6

週、脛骨、上腕骨頚部 7 週、両下腿 骨・大腿骨 8 週、大腿 骨頚

部 12 週と言われて いる。  

骨折の癒合に 影響する全 身的 条件には栄養 不良、悪液質、糖
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尿病、骨代 謝疾患など がある 。成人は小 児より約 30％骨癒 合期

間が多く必要 とされる。  

局所条件とし ては骨折型、固 定性の問題、骨 折の部位、感 染

の有無、不適当な 手術など が ある。横骨折は斜 骨折より 治 癒 に

多くの日数を 要する。大き な 骨欠損、軟部組織 の介在で は 癒合

が難し くなる。ま た転位が 大 きく固定性が 不十分な場 合 、より

長期の期間を 要する 。骨折部 位に悪影響を 及ぼすのは 骨折 部の

屈折運動、牽引 力、剪力であ る。癒合を促進 させるのは 観 血的

な圧迫力であ る。  

骨折した骨に よって癒合 期間 は異なり、同一骨の中 でも部 位

により異なる。こ れは血流 量 と関係が ある といわれて おり 、上

腕 骨 遠 位 端 や 大 腿 骨 遠 位 端 は 血 流 が 豊 富 で あ り 癒 合 し や す い 。

一方で大腿骨 頚部や 、舟状骨 は血流が少な く癒合期間 が長 くな

るうえ、偽関節と なりやす い 骨の代表骨折 である。また 開 放骨

折 、 骨 欠 損 を 伴 う 場 合 や 感 染 を 伴 っ た 場 合 、 骨 癒 合 し に く い 。 

 

7 骨折 治癒 の異常 経過  

骨折の治癒に は整復と固 定が 必要であるが 、この 2 つの条 件

だけで、常によく 癒合する と は限らない。前述 の種々の 因 子に

よ っ て 治 癒 過 程 が 影 響 を 受 け て 異 常 な 過 程 を た ど る こ と が あ

る。  

(1) 変形癒 合  malunion 

解 剖 学 的 な 形 態 と 異 な っ た 異 常 な 形 態 で 癒 合 が 完 成 し た 状

態である 。整復位 不良のま ま 固定が行われ た場合や、整 復 位が
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保持できなか った場合な どに 角状変形（内反・外反、ある いは

屈曲など）、回旋、 短縮変形な どが起こるこ とがある。  

著 し い 変 形 は た と え 自 家 矯 正 力 が あ っ て も 隣 接 関 節 の 機 能

に影響するの で、可 能なかぎ り良好な整復 位を得る必 要が ある。

特に回旋変形 は自家矯正 され ない。  

(2) 遷延癒 合  delayed union  

骨 折 治 癒 に 必 要 と 予 測 さ れ る 期 間 を 過 ぎ て も 骨 癒 着 が み ら

れない状態で 、骨折 部の癒合 過程は緩慢で はあるが残 存し てい

るものをいう。したがって 、骨 癒合を妨げて いる因子が あれ ば、

こ れ を 解 決 す る こ と に よ っ て 再 び 骨 癒 合 は 進 行 す る 。 一 般 に 、

骨折後 3～ 4 か月た っても癒 合しない場合 を遷延癒合 とい う。

不十分 な固定 が原因であ るこ とが最も多い 。  

(3) 骨癒合 不全  nonunion 

骨折部の癒合 過程が止ま って しまった状態 である。骨折端 は

丸みを帯び 委 縮し、骨髄腔 は 硬化した骨で 閉鎖される。骨 折間

隙は線維状の 瘢痕組織で 充満 され、異常可動性 を認める。骨癒

合 不 全 の う ち 骨 折 間 隙 に 関 節 液 様 の 粘 液 性 組 織 液 が み ら れ る

も の を 偽 関 節 (pseudo-arthrosis) と い う (た だ し 骨 癒 合 不 全

す べ て を 偽 関 節 と 呼 ぶ こ と も 多 い )。 骨 癒 合 不 全 の 原 因 は 不 十

分な固定、感染、骨欠損など である。一般的 な治療とし て は硬

化あるいは委 縮した骨折 端を 切除し、骨髄腔を 開通させ、十分

量の自家骨を 移植すると とも に、安定した固定 を施す。遷 延癒

合と骨癒合不 全は、通常、受 傷後の期間と X 線像によ って 判定

される。一 般に、6～ 8 か月た っても癒合し ない場合を 骨癒 合不
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全とよぶ。ま た、 X 線像で骨 折端に骨硬化 、骨 萎縮な どが 明ら

かであれば骨 癒合不全と する 。しかし両 者を鑑別 すること は必

ずしも容易で はな い。 1 つの 補助診断法と しては 9 9 mTcMDP によ

る骨シンチグ ラフィーが ある 。骨折端に 集積が認 められれ ば骨

への血流があ ることを示 し、ある程度の骨 折修復能が 残存 する

と予測できる 。  

 

8 再生 医療 （ 細胞 治療 ）  

分子生物学や 細胞工学の 進歩 により、自 身の細胞や 組織を 用

い て 失 わ れ た 組 織 や 臓 器 を 再 生 し 治 療 し よ う と す る 再 生 医 療

の研究が進ん でいる。整形外 科領域におい ても、骨、軟骨、腱 、

靱帯、神経、脊髄 など、運動 器における広 い分野で再 生医 療に

関する基礎研 究が行われ 、一 部では臨床応 用も開始さ れて おり、

今後の進展が 期待され て いる 。骨組織は 元来自己 治癒能力 に優

れた組織であ るが、骨再生 能 力にも限界が あり、大きな 骨 欠損

や骨欠損を伴 う骨折は自 然に は修復されな い。骨 に関する 臨床

上の問題点と して、骨折後 の 偽関節、骨腫瘍切 除後など の 広範

囲な骨欠損 、高齢者 における 骨癒合能の低 下 などが挙 げら れる。

従 来 の 自 家 骨 移 植 や 同 種 骨 で は 対 応 し き れ な い 場 合 な ど で は 、

再生医学を応 用した骨再 生が 期待されてい る。現在、再生 医療

に用いられる 細胞源とし て 胚 性幹細胞 (embryonic stem cells : 

ES 細胞）、人工多能 性幹細胞 ( induced pluripoten t stem cells: 

iPS 細胞 )がある。全ての 細胞 へ の分化能を 有するが 、免疫 拒絶

反応、奇形腫の 問題 8 )、さらに、宗教、倫理 的問題 が残 存 して
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いる。一方、生体 内に微量に 存在する体性 幹細胞は、倫 理 的問

題が少ないこ と、腫 瘍原性が 非常に少ない と考えられ てい るこ

とから、再生医療 用ドナー 細 胞として有望 視されてい る。骨再

生に関しては 、骨髄 細胞を付 着培養するこ とにより得 られ る細

胞 群 で あ る 骨 髄 間 葉 系 幹 細 胞 (bone marrow mesenchymal stem 

cell: BM-MSC)を 中 心 に 多 く の 基 礎 研 究 、 そ し て 現 在 で は 少 し

ずつ臨床治験 が開始され てい る。しかし BM-MSC は細胞採 取に

伴う侵襲が高 く、特に骨粗 鬆 症を有するよ うな高齢者 では 、骨

髄が枯渇して いるため骨 髄 細 胞の 採取が困 難であり 、また 骨髄

中 に 存 在 す る 幹 細 胞 数 が 極 端 に 少 な い と い っ た 問 題 点 が あ る 。

そのため、骨粗鬆症 における自 己 BM-MSC を用いた細胞治 療 は 、

困難な可能性 が ある。  

最近の研究で 、脂肪組織 には 多種類の細胞 が存在し、 その 1

つ に 間 葉 系 幹 細 胞 に 類 似 し た 細 胞 が 含 ま れ て い る こ と が 明 ら

かになった。 Zuk らはこの細 胞が多分化能 を有するこ とを 見出

した 9 ) 1 0 )。この細 胞は 、脂肪組 織由来間葉細 胞 (adipose-derived 

stromal cell: ASC)と呼ばれ 、 BM-MSC に代わる細胞治療 と して

注目されてい る 1 1 ) 1 2 )。骨再 生 に関する研究 も盛んに行 われ 1 3 ) 1 4 )、

臨床応用もさ れて いる 6 )。 ASC は脂肪組織からコ ラゲ ナー ゼ処

理 に よ り 単 離 し た 多 種 類 の 細 胞 群 を 含 む stromal vascular 

fraction (SVF)分 画 を 付 着 培 養 す る こ と に よ り 得 ら れ る た め 、

純 度 の 高 い 細 胞 を 獲 得 す る こ と は 困 難 で あ り 他 細 胞 の 混 入 し

てしまう とい った問題点 があ る 1 5 )。また BM-MSC と比較し 骨形

成能は劣る可 能性も示唆 され ている 1 6 ) 1 7 )。  
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9 脱分 化脂 肪細胞 ( dedifferentiated fat cell : DFAT ) 

現在 、骨・軟骨領域 に おける 再生医療で の 早期臨床応 用可 能

な細胞ソース として 注目 され ているのは BM-MSC と ASC であ り、

骨癒合促進効 果も示され てい る。しかし 実際の臨 床におい て 高

齢者では骨髄 は脂肪髄と なり 、採取可能 な BM-MSC が 非常に少

ない状態であ り 、必 要量の細 胞数が得られ ないといっ た問 題 点

が残る 。実 際に臨床 応用して いく上での必 要項目とし ては 低侵

襲に安全かつ 簡便に採取 でき 、少量の採取で可 能であり、さら

に純度の高い 細胞を大量 調製 できる必要が ある。  

Matsumoto らはこれら の問題 点を解決する 新規再生医 療用 ド

ナー細胞とし て成熟脂肪 細胞 に注目し、ヒトを含 む哺乳類 の脂

肪組織から単 離した成熟 脂肪 細胞を 、天 井培養と いう方法 で体

外 培 養 す る こ と に よ り 生 じ て く る 線 維 芽 細 胞 様 の 形 態 を し た

細 胞 群 が 高 い 増 殖 能 と 多 分 化 能 を 獲 得 す る こ と を 明 ら か に し

た 7 )。 一 度 終 末 分 化 し た細 胞 で も 適 切な 環 境 下 で 培 養 す れ ば 、

人工的に未分 化な細胞へ と脱 分化可能であ る。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)と呼ばれる。 DFAT は 培養

BM-MSC や ASC のように生体組 織に微量に存 在する幹細 胞を 付着

培養後、増 殖させ得 られる細 胞群に比べ ① 成熟脂肪細 胞分 画か

ら調節される 細胞である こと から、煩雑 な選別操 作なしで 純度

の高い細胞が 得られる 、②組 織採取量が微 量 (1g 以下 )です むこ

とから、全身状態 が不良な 患 者や高齢者か らも調整で きる 、と
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いった優位性 がある。ま た、 DFAT は iPS 細胞や ES 細胞 のよ う

な全能性は有 さないが 、遺伝 子操作やウィ ルスベクタ ーな どを

用いない簡便 な方法で短 期間 に大量調整が 可能で あり 、ま た腫

瘍 化 の 可 能 性 が 低 い こ と な ど 再 生 医 療 用 ド ナ ー 細 胞 と し て 早

期の臨床応用 が期待でき る。さらには、外科手 術時に廃 棄 され

る脂肪組織を 利用できれ ば、バンキングシ ステムの構 築も 容易

であると考え られる。こう い った利点も含 め、骨再生用 ド ナー

細胞としても 有用である と考 えられる。  

 

目的  

骨 疾 患 に 対 す る 再 生 医 療 で は 高 い 骨 分 化 能 を 有 す る BM-MSC

や ASC が細胞源として注 目さ れ、これら の細胞を 用いた臨 床研

究も開始され ている。 DFAT は BM-MSC や ASC に類似し た 特性 を

示し、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 1 8 )。 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 。 今 回 、

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 。 さらに 免

疫 不 全 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 。  
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対象と 方法  

1  実験動 物  

実 験 動 物 と し て 日 本 チ ャ ー ル ズ リ バ ー 社 よ り 購 入 し た 免 疫

不全マウス（ SCID マウス） 8 週齢雄を用い た。飼育条件 は 至適

環境に保たれ たケージ内 で飲 食制限なく飼 育した 。本実験 は 日

本 大 学 医 学 部 動 物 実 験 委 員 会 の 承 認 を 得 て 行 い (承 認 番 号  : 

AP12M033)、 動 物 の 飼 育 ・ 実 験 は 日 本 大 学 医 学 部 動 物 実 験 指 針

にしたがって 施行した。  

 

2 脱分 化脂 肪細胞 （ DFAT）調 製方法  

皮下脂肪 1～ 2g をコラゲナー ゼ処理し、低速度遠心 分離す る

ことで 単離さ れる 成熟脂 肪細 胞を 20％ウシ胎児血清 (FBS)含有

Dulbecco’ s modified Eagle’ s medium( DMEM)培地 で満た した

フラスコ内で 天 井培養 を 行う 。成熟脂肪 細胞はフ ラスコ天 井面

で脱分化し DFAT が産生される 。1 週間後に フラ スコを 反 転さ せ

付着培養を行 うことによ り 脱 分化脂肪細 胞 DFAT を増殖さ せる

ことができる (図 1)。  

 

3 SC-DFAT, ASC, BM-DFAT, BM-MSC の調製法  

日 本 大 学 医 学 部 附 属 板 橋 病 院 に て 人 工 膝 関 節 置 換 術 を 受 け

る 63 歳女性の患者 より事前 の同意を得た 上で、手術 時に 切除

さ れ 破 棄 さ れ る 予 定 の 大 腿 骨 と 皮 下 脂 肪 組 織 の 提 供 を 受 け た 。

なお、日本 大学臨床 研究審査 委員会の承認 を得て実施 し て いる

（承認番号  RK-121012-3）。  
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SC-DFAT は既報に従い 7 )、 皮下脂肪組織を コラゲナー ゼ処 理

後、遠心分離 し、浮遊分画 よ り 単離した成 熟脂肪細胞 を 、 20％

FBS 含有 DMEM 培地で満たされ たフラスコに て天井培養 を行 うこ

とにより 調製 した。 DFAT 調製 方法の概略を図 1 に示す 。  

ASC は既報に従い 9 )、コラゲ ナーゼ処理し た脂肪組織 を 遠 心

分離し得られ た 沈降 分画を 20％ FBS 含有 DMEM 培地にて 付着 培

養を行い調製 した。  

BM-DFAT は大腿骨より シリン ジにて骨髄液 を採取し、 遠心 分

離後、浮遊 分画から 単離した 成熟脂肪細胞 を天井培養 する こと

により 調製し た。  

BM-MSC は既報に 従い 1 )、骨髄 液を 遠心分離 後、沈 降 分画を 付

着培養し調製 した。それぞれ の細胞 は 3 日ごとに 培地 交換 を 行

い、80％コンフルエン トに到 達後トリプシ ン・ EDTA を用い て継

代 し た 。 そ れ ぞ れ の 細 胞 は 第 2 継 代 (P2)で 実 験 に 用 い た 。

SC-DFAT, ASC, BM-DFAT, BM-MSC の調整法の 概略を図 2 に示す。  

 

4 In vitro における骨 分化 能の評 価  

骨分化誘導実 験は既報の 方法 を用いた 7 )。骨分化誘 導実験 は

30 ㎜ディッシュ（ BD Falcon）に BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC

を 5×10 4 個播種し、コンフ ル エントになる まで 10％ FBS 含 有

DMEM で培養した後 （第 1 継代 ）、 10%FBS, 100nM デキサメサ ゾ

ン (Sigma-Aldrich), 10mMβ -グリセロリン 酸 (Sigma-Aldrich), 

0.05mM L-アスコル ビン (Sigma-Aldrich)含有 DMEM にて 3 週間

培養した。培 養液の交換は 3 日毎に行った 。細胞を 4％パ ラホ
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ルムアルデヒ ドで固定後 、 1％ Alizarin Red S (Sigma-Aldrich)

を 室 温 に て 3 分 作 用 さ せ 、 カ ル シ ウ ム の 沈 着 を 顕 微 鏡 (BX51 

OLYMPUS)で観察した。  

 

5 大腿 骨骨 折モデ ル 作 成法  

骨折モデルの 作成は、 Bonnarens らによって報 告された 実験

的骨折モデル の作成法に 準じ て行った 1 9 )。実験には 8 週齢 雄の

免疫不全 (SCID)マウスを使用 した。イソ フルラン による吸 入麻

酔下に 、マウスの 左後肢を 剃 毛 し、大腿部にキ シロカイ ン を局

所注射し皮膚 を切開し た 。筋 を 繊維方向に 損傷しない よう に分

け、大腿骨を露出 させ 、大腿 骨遠位より 25G 注射針 (TERUMO)を

大腿骨の髄腔 内に刺入し、一 旦 引き抜いた 後、膝関節よ り 近位

10 ㎜の部位で 、マイクロ ボー ン ソー (Zimmer)を使用して、大腿

骨 横 骨 折 を 作 成 し た 。 ペ プ チ ド ハ イ ド ロ ゲ ル (PHG)Pura 

Matrix T M  (3-D Matrix) 50 μ l を骨折間隙 に 局所注射し た。 PHG

は標準アミノ 酸と 99%の水から構成され、 生体内に入 るこ とで

ペプチドが自 己重合し、三 次 元ハイドロゲ ルを形成し、こ こに

移植細胞が保 持される効 果が 示されて おり 、スキ ャフォー ルド

として 実験に 使用 した 。なお PHG はマニュアル に従 って調 整し

た。骨折部 を整復し 25G 注射針を 再び髄腔 内に刺入し 髄内 釘固

定した。固 定力を上 げるため に 大腿骨近位 の皮質 まで 固定 し た。

針 を 大 腿 骨 遠 位 で 切 断 し マ ウ ス の 動 き に 影 響 し な い よ う に し

た。筋膜、皮 膚を 6-0 ナイロ ン糸にて縫合 し た。  

6 頭のマウスに 対し 骨折 モデ ル 作成後 4、 6、 8 週間 後に各 2
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頭ずつ ペント バルビタール 100 ml/kg 投与により 安楽死さ せた

後、両側大腿 骨を摘出し た。注 射針を抜去後 、実験動物用 Micro 

CT, R-mCT (Rigaku)を用いて 90 kV, 100 μ A の条件で 撮影し 、

骨折治癒過程を X 線学的 に 評 価した。  

同骨折モデル における 2 週、 3 週後では骨癒合が得 られず 、

CT による骨構造解析 が不可能 であ り 2 0 )、 このため 4 週以降 で

実験を行った 。 実験プロ トコ ールの概略を図 3 に示す 。  

 

6 細胞 移植 実験  

 マ ウ ス 骨 折 モ デ ル 骨 折 部 位 の 経 時 的 形 態 変 化 実 験 結 果 を も

とに 4 週が最も 仮骨形成さ れ る時期であり 、また 2 週 、 3 週で

は骨癒合が得 られないこ とを 踏まえ 2 0 )、移植 4 週にて評価 時期

とした。  

8 週齢雄の SCID マウスを BM-DFAT 群 , SC-DFAT 群 , BM-MSC 群 , 

ASC 群 , Control 群の 5 群に分け、左 大腿 骨に 上記の 方法 を用

いて骨折モデ ル を作成し た （ 各群 n=10）。 BM-DFAT 群 , SC-DFAT

群 , BM-MSC 群 , ASC 群はそれ ぞれ BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, 

ASC 1×10 5 個と PHG 50μ l を混和し、直ち に骨折 間隙 に注入し

た。 Control 群は PHG 50μ l のみを骨折間 隙に注入し た。 モデ

ル作成 4 週間後に ペント バル ビタール 100 ml/kg 投与によ り安

楽死させた後、両側大腿骨 を 摘出し た。注射 針を抜去後、実験

動物用 Micro CT で撮影し、 骨折治癒過程 における細 胞移 植の

効果を X 線学的に評価し た。実験プロトコ ールの概略 を図 4 に

示す。骨折モデル 作成時点 で 完全な横骨折 とならず、斜 骨 折に
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なってしまっ た個体は実 験結 果から除外し た。  

 

7 骨構 造解 析法  

Micro CT 画像は画像解 析ソフ トウェア i-viewR(MORITA)を使

用し骨構造解 析を行った 。左 大腿骨の骨折 作成部を中 心と した

4×4×4 mm 3 の エ リ ア 内 に お け る 大 腿 骨 の 骨 量 (Bone Volume: 

BV)お よ び 骨 密 度 (Bone Mineral Density: BMD)測 定 を 行 っ た 。

また骨折部位 に形成され た仮 骨量を定量評 価するため に、左大

腿骨の骨折作 成部を中心 とし た 4×4×4 mm 3 のエリア内に おけ

る BV か ら 、 右 大 腿 骨 の 対 側 骨 折 部 位 に 相 当 す る 正 常 骨 組 織

(4×4×4 mm 3) の BV の 差 BV( 左 大 腿 骨 量 - 右 大 腿 骨

量 )(BV(Lt-Rt))を算出し、推 定仮骨量とした 2 0 )。評価法の 概略

を図 5 に示す。  

 

8 統計 学的 解析  

定量結果は 、 mean±SE で表した。 5 群間の比較は 、 One-way 

analysis of variance (ANOVA)および Turkey-Kramer multiple 

comparison test により有意 差検定を行い 、 p<0.05 を有意 水準

とした。統計 解析は GraphPad Prism ソフトウエア (Ver5.0a)を

用いて行った 。  

 

結果  

1 ヒト BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC の調製  

皮 下 脂 肪 組 織 よ り 単 離 し た 脂 肪 細 胞 に 比 べ 骨 髄 よ り 単 離 し
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た脂肪細胞は 脂肪滴が少 なく 小型を示して いた（図 6）。天 井培

養の結果、13 日 後には ほぼ 同 じ 繊維芽細胞 様の 形態を 示す DFAT

のコロニー 形 成が観察さ れた 。骨髄およ び皮下脂 肪のスト ロー

マ分画よりそ れぞれ既報 に従 い BM-MSC と ASC を調製した。  

BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC の各細胞はい ずれも同 様の

細胞形態を呈 し、 8 代以上 の 継代培養が可 能であった （図 7）。

細 胞 増 殖 速 度 も 各 細 胞 間 に 明 ら か な 差 は な く 細 胞 倍 加 時 間 は

約 65 時間であった 。  

 

2 BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC の in vitro における 骨 分

化能の 比較  

分化誘導 14 日目で BM-DAFT と BM-MSC において Alizarin Red 

S 染色陽性のカルシウ ム沈着 が観察され 、21 日後にはより 増強

する所見が認 められた（図 8）。一方 SC-DFAT, ASC では 14 日目

までには Alizarin Red S 陽性 所見は認め られなかっ た。 21 日

後には ASC で Alizarin Red S 陽性像が観察されたが BM-DFAT

や BM-MSC に比べ明らかに弱 かった。 以上 の結果より BM-DFAT, 

BM-MSC は SC-DFAT, ASC に比べ高い骨分化 能を持つこ とが 明ら

かになった。  

 

3 マウ ス骨 折モデ ル 骨 折部 位 の 経時 的 形 態 変 化  

骨折作成 後 4 週の時点 で 著明 な仮骨形成と 共に 骨癒合 が認 め

られた（図 9）。骨折 作成後 6 週、 8 週では徐々に仮骨 量が 減少

し、皮質骨が厚み を増し 、元 の骨皮質が吸 収される 変 化が 観察
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された。  

解析ソフトウ ェ アにより 定量 した 平均推定 仮骨量 は 、骨折 作

成後 4 週、 6 週、 8 週でそれぞ れ 121 mm 3, 68 mm 3, 49 mm 3 であ

り、4 週以後低下す る 傾向を 示 した。平均 骨密度は 4 週 、6 週 、

8 週でそれぞれ 785 g/cm 2, 823 g/cm 2, 837 g/cm 2 であ り、 4 週

以後増加 する 傾向を示し た （ 図 10）。  

全例骨癒合し ていたこと 、CT による皮質骨 の肥厚、海綿骨 の

再建など 骨構 造 の 変化よ り、骨折後 4 週までに仮骨形 成と 骨癒

合をきた し、その 後 、骨リモ デリングが起 こる 骨折モ デル が再

現性よく作成 されること が確 認できた。また 8 週以降はリ モデ

リングの進行 と骨折治癒 過程 の終了が予測 された。  

 

4 マウ ス骨 折モデ ルに 対す る DFAT 移植の効 果  

各群の典型的 な Micro CT Coronal 像、 Sagittal 像、 Axial

像をそれぞれ図 10, 11, 12 に示す。 BM-DFAT 群、 SC-DFAT 群、

BM-MSC 群、 ASC 群、 Control 群すべてのマ ウスで 著明 な仮 骨形

成 と 共 に 骨 癒 合 が 認 め ら れ た 。 Coronal 像 、 Sagittal 像 で は

Control 群に比べ BM-MSC 群で 骨折部仮骨量 が少ない傾 向を 認め

た (図 10, 11)。 Axial 像では Control 群に比較し BM-DFAT 群と

BM-MSC 群 で は 骨 皮 質 が 厚 く 、 海 綿 骨 も 密 に な る 傾 向 を 認 め た

(図 12)。  

解 析 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 定 量 し た 骨 折 部 の 推 定 仮 骨 量

BV(Lt-Rt)は BM-DFAT 群で 85.5±17.3 mm 3、 SC-DFAT 群で 85.2

±22.4 mm 3、BM-MSC 群で 72.8±22.0 mm 3、ASC 群で 92.5±17.9 mm 3、
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Control 群 で 96.4±11.5 mm 3 で あ っ た （ 図 13）。 細 胞 移 植 群

（ BM-DFAT 群 , SC-DFAT 群 , BM-MSC 群 , ASC 群）は Control 群

と 比 べ て BV(Lt-Rt)が 低 い 傾 向 に あ っ た 。 特 に BM-MSC 群 は

Control 群に 比 べ 有 意 に BV(Lt -Rt)が 低 値 を 示 し た （ P>0.05）。 

骨折部の BMD は BM-DFAT 群 で 832±28 g/cm 2、 SC-DFAT 群で

822±30 g/cm 2、 BM-MSC 群で 825±30 g/cm 2、 ASC 群で 805±27 

g/cm 2、 Control 群で 787±12 g/cm 2 であった （図 14）。細 胞 移

植群（ BM-DFAT 群 , SC-DFAT 群 , BM-MSC 群 , ASC 群）は Control

群と比べて BMD が高い傾向に あった。特に BM-MSC 群と BM-DFAT

群は Control 群に比べ有意に BMD が高値を示 した（ P>0.05）。

以 上 の 結 果 と マ ウ ス 骨 折 モ デ ル 骨 折 部 位 の 経 時 的 形 態 変 化 の

結果、CT による 骨皮質・海綿骨 の変化を併せ 、BM-MSC 群 、BM-DFAT

群では Control 群に比べ 骨折 リモデリング が促進され たと 考え

られた。 一方 で SC-DFAT 群、 ASC 群と Control 群間では有意 差

を認めなかっ た。  

 

考察  

以前より整形 外科領域で は骨 癒合不全・偽関 節 、高齢者（ 骨

粗鬆症）の骨折 が 治療上、大 きな問題であ り 、骨癒合を 促 進さ

せる薬剤・機器・移植 法など が研究されて きた。現在の 移 植法

においては骨 盤骨からの 自家 骨 移植術が中 心である が 、正 常部

位である骨盤 部に切開し 骨採 取しなくては ならず 、長期間 に及

ぶ痛みの継続 や感染など 、採 骨による合併 症も決して 少な くな

い 2 1 ) 2 2 )。また同種間骨 移植も 徐々に行われ ているが 、移植 骨骨
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髄中の細胞は 死滅し てお り架 橋構造として しか期待で きず 、ま

たウイルス感 染などの危 険性 も否定できな い。そ こで 現在 期待

されているの が再生医療 であ る。 iPS 細胞、 ES 細胞が特に 脚光

を浴びている が、倫理的問 題 、腫瘍化の可能 性、宗教上の 問題

など問題点も 多く 、臨床応 用 という点では 課題 が多い。よ り利

用しやすい 細 胞ソースと して 体性幹細胞が 注目されて いる 。体

性幹細胞は 、腫瘍化 を認めな いことや倫理 的な問題点 が少 ない

ことから 臨床 応用 しやす く 、 特に BM-MSC, ASC は 世界中で 臨床

試験が行われ ている 。し かし BM-MSC は高齢者骨髄か らの採 取

できる量が少 ないこと 、他細 胞が 混入しや すいことな ど問 題点

も多く残って いる。そこで 本 研究では 、高齢者 でも比較 的 簡便

に 採 取 で き 、 よ り 均 質 な 多 能 性 細 胞 で あ る DFAT に 注 目 し 、

BM-MSC, ASC と骨再生能を 比 較検討 した。 また局在の 異な る脂

肪組織から調 製した DFAT は 分化指向性が 異なり、骨 再生 能に

も差異がある という仮説 を立 て、皮下脂肪 に由来する SC-DFAT

と骨髄脂肪に 由来する BM-DFAT の比較検討も同時に 行った 。細

胞種による機 能比較を行 う場 合 、同一ド ナーから 同一の条 件で

調製した細胞 を用いるこ とが 望まれる 。今回、人 工膝関節 置換

術 を 受 け る 患 者 か ら 皮 下 脂 肪 組 織 と 大 腿 骨 の 骨 髄 組 織 を 同 時

に採取し 、同一患者 に由来す る BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC

を共通の培養 液（ 20%FBS 含有 DMEM）を用いて調製 した。 この

方法により 、これら の 細胞の 正確な機能比 較が可能と なる と思

われた。ヒ ト 同一個 体から 4 種類の MSC 様細胞を調製 して 機能

比較した研究 は今までに 報告 が なく、新 規性が高 い研究で ある
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といえる。 ま ず BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC の in vitro

に お け る 骨 分 化 能 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 骨 髄 に 由 来 す る

BM-MSC と BM-DFAT は 、皮下脂 肪に由来す る ASC, SC-DFAT に比

べ骨分化能が 高いことが 示さ れ た。BM-MSC は ASC に比べ骨 分化

能が高いこと はすでに報 告が あり 2 3 ) 2 4 ) 2 5 ) 2 6 )、この 結果は以 前の

報告を支持す るものであ った 。一方、DFAT の中でも骨分化 能に

差異がある と いう ことは 、今 回初めて明ら かになった 所見 であ

る。脂肪細 胞はその 局在部位 により起源が 異なること が知 られ

ている。骨 髄脂肪細 胞 は皮下 脂肪細胞 より 骨分化指向 性が 高い

骨 芽 細 胞 に 近 い 形 質 を 持 っ た 細 胞 に 起 源 し て い る 可 能 性 が 示

唆された。また既報 の文献で は SC-DFAT は骨分化 誘導 され るが

7 )、 今 回の 結 果 で は 骨 分 化 誘 導 さ れ なか っ た 。 誘 導 時 間 を 延 長

する、また は誘導条 件を調節 することで 骨 分化 誘導さ れる 可能

性が考えられ た。  

次に in vivo でも同様の結果 が出るかを検 討するため に、 免

疫不全マウス に大腿骨骨 折モ デルを作成し 、PHG と共に BM-DFAT, 

SC-DFAT, BM-MSC, ASC を移植 することによ り、その骨 再生 能を

比較検討した 。 今回 、ス キャ フォールド と して用い た PHG は、

生 理 的 環 境 下 で 体 内 に 存 在 す る 無 機 塩 と 接 触 す る こ と で 早 急

に 液 体 か ら 三 次 元 ゲ ル 構 造 へ と 変 化 す る 性 質 を 持 つ こ と か ら 、

骨折隙間に 移 植細胞を保 持す る のに有効で あった 。Hamada らは

PHG が MSC を移植部 位に長期 間生着させ 、 骨芽細胞へ 分化 させ

ることを報告 している 2 7 )。ま た PHG 単独で も骨折部位 に 注 入す

ることで骨折 癒合を促進 する ことが報告さ れている 2 8 )。今 回の
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検討では、 PHG のみを骨折 部 に移植したコ ントロール 群で は 4

週後までに 全 例で骨癒合 が起 こり、この 時点で仮 骨形成が 最大

となり、その後徐 々に仮骨 量 が減少し、皮質骨 が厚みを 増 して

いく変化が観 察された 。また 骨密度も 4 週以後徐々に 増加 を認

めた。この結果は、骨折 4 週の時点で骨折 治癒過程に おけ る修

復期から 骨リ モデリング 期に 移行したこと を示唆して いる 。細

胞移植群との 比較におい て、 BM-DFAT 群および BM-MSC 群では、

Control 群に比べ 有 意に骨折 部の骨密度が 高く、推定 仮骨 量は

BM-MSC 群で有意 に 低く 、BM-DFAT 群では低くなる 傾 向 は認 めた

が有意差は出 なかった 。この 結果は、BM-DFAT または BM-MSC を

骨折部に移植 することに より 、骨リモデ リングが 促進する こと

を意味してい る。 In vitro の実験と同様に 、 BM-DFAT, BM-MSC

は優れた骨再 生能を有す るこ とが示唆され た。BM-MSC による骨

再生効果およ び骨癒合促 進効 果は in vitro および in vivo の

実験で 明ら かと なって おり 2 ) 3 ) 2 9 )、現在複 数の 臨床 研究 が 進 行

している。 一方 BM-DFAT が BM-MSC に類似した 骨 再生能を持 つ

ことは 、今 回初めて明 らかに なった所見で ある。こ れは BM-MSC

に比べ BM-DFAT は少量の骨髄 液で採取可能 であること を考 える

と大きな利点 と言える 。また 今回 BM-DFAT 群における 推定 仮骨

量で Control 群との有意差 が 得られなかっ た。SC-DFAT 群や ASC

群において骨 折部の骨密 度が 高く、推定 仮骨量が 低くなる 傾向

を認めたが、 Control 群との間に有意差は 認められな かっ た。

既報では、 SC-DFAT, ASC 共に in vitro および in vivo におい

て 骨 再 生 能 や 骨 密 度 増 加 作 用 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る
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4 ) 1 8 ) 3 0 )。今回、 SC-DFAT およ び ASC にて明らか な骨再生効 果が

認められ ず 、また BM-DFAT で推定仮骨量に おいて有 意 差が 得ら

れなかった 理 由として 、①マ ウスにヒト由 来細胞を移 植し てい

るため、同種間移 植に比較 し て細胞が生着 しにくく、骨 芽 細胞

への分化能や 骨再生効果 が減 弱した可能性 。② PHG 自体にも骨

折治癒促進 作 用があるた め、 PHG のみを注入した Control 群と

の差が 明確に ならなかっ た可 能性などが考 えられる 。また 移植

す る 細 胞 数 の 増 加 や 異 な っ た 骨 折 モ デ ル を 用 い た 方 法 な ど で 、

有意差が得ら れる可能性 が 考 えられ る。今後 さら に 骨強度 試験

など異なった 評価法を用 いる こと により 、これら の細胞の 骨再

生能の差異を より明確に して いく必要があ る。  

今回 BM-MSC, BM-DFAT 移植に より骨折治癒 が促進され たメ カ

ニズムとして、移 植細胞 が 移 植部位で骨芽 細胞に分化 し、直接

的に骨形成に 寄与した可 能性 と、 BM-DFAT から分泌された サイ

トカインがパ ラクライン 的に 周囲組織に作 用し、骨折治癒 を促

進した可能性 などが考え られ る。 Kikuta らは、 SC-DFAT, ASC, 

BM-DFAT から glycoprotein 130 シグナルサイトカ インであ る

Oncostatin M, Leukemia Inhibitory Factor (LIF), 

Interleukin-6 や Receptor Activator of Nuclear Factor 

(RANKL)のデコイレ セプターで ある osteoprotegenin が豊富 に

分泌される こ とを 報告し てい る 1 8 )。これ らのサイ トカイン は骨

芽細胞や破骨 細胞に作用 し、骨形成や骨リ モデリング を促 進 す

ることが知ら れている 。この ような 液性因 子を介した 骨芽 細胞

や破骨細胞に 対する間接 作用 も、骨折治 癒促進作 用に寄与 して
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いることが考 えられる 。SC-DFAT, ASC からもサイ トカインは 放

出され ている が、結果とし て は有意差を認 めなかった。こ れは

放 出 さ れ る サ イ ト カ イ ン 量 が 移 植 細 胞 の 採 取 部 位 に よ る 違 い

がある可能性 が考えられ 、今 後 サイトカイ ンにおいて も 検 討が

必要と 思われ た 。  

 高齢者 や骨 粗鬆症患者 では BM-MSC の細胞数が減少 し てい る

一 方 で 骨 髄 中 の 脂 肪 細 胞 は 増 加 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。

このため、高齢者や骨 粗鬆症 患者では、BM-MSC の調製は困 難で

ある場合があ るが、 BM-DFAT は容易に調製 が可能であ る こ とが

予想される 。 このような 患者 における BM-DFAT と BM-MSC の調

製の容易さや 効率の比較 は今 後の検討課題 である 。以上の 結果

より、BM-DFAT は BM-MSC と類似した 骨再生 能を有する こと が明

らかになった 。骨粗 鬆症に伴 う難治性骨折 などに対す る細 胞治

療を考えた場 合、そ の細胞ソ ースとして BM-DFAT は有望で ある

と思われる。  

まとめ  

同一ヒト由来 BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC を免疫不 全 マ

ウス大腿骨骨 折モデルの 骨折 部に移植し、骨折 部の仮骨 量・骨

密度を比較検 討した 。BM-DFAT 群は BM-MSC 群と同様に骨密度 が

上昇すること が示され 、リモ デリングが早 まり骨癒合 を促 進さ

せることが示 唆された。 BM-DFAT は骨折治癒 促 進を目的 とす る

細胞治療の細 胞ソース と して 有用である可 能性が 示さ れた 。  
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図 1．脱 分化脂 肪細 胞（ DFAT）調製 方法  

 

皮下脂肪組織 1～ 2g をコラゲ ナーゼ処理し 、低速度 遠心分 離

す る こ と で 単 離 さ れ る 成 熟 脂 肪 細 胞 を 培 地 で 満 た し た フ ラ ス

コ内で天井培 養を行う 。成熟 脂肪細胞はフ ラスコ天井 面で 脱分

化する。こ れが DFAT であり、1 週間後にフラスコを 反転さ せ付

着培養を行う ことにより DFAT を増殖させる ことができ る。  
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図 2． 皮 下脂肪 由来 DFAT(SC-DFAT)、脂肪組 織由 来幹 細胞 (ASC)、

骨髄脂 肪由 来 DFAT(BM-DFAT)、骨髄 間葉 系幹 細胞 (BM-MSC)の調

製法  

 

皮下脂肪組織 はコラゲナ ーゼ 処理後、遠心分離 し、浮遊分 画

より成熟脂肪 細胞を採取 し天 井培養を行 い SC-DFAT を調製 した。

また沈殿分画 を採取し付 着培 養を行い 、 ASC を調製した。  

大 腿 骨 骨 髄 液 か ら 遠 心 分 離 後 の 浮 遊 分 画 か ら 成 熟 脂 肪 細 胞

を採取し、天井培 養にて BM-DFAT を調製、また沈殿分 画を 付着

培養し BM-MSC を調製した。   
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図 3. 免疫不 全マウ ス大 腿骨 骨折モ デル 作成 法  

 

8 週齢雄の免疫不 全 (SCID)マ ウス の膝関節 より近 位 10 ㎜の部

位 で 大 腿 骨 横 骨 折 を 作 成 し た 。 ペ プ チ ド ハ イ ド ロ ゲ ル （ PHG）

Pura Matrix T M   50 μ l を骨折部に 局所注射 した。骨折 部を 整復

後、 25G 注射針を髄腔 内に刺 入し髄内釘固 定 した。  

骨折作成 4 週、6 週、8 週後に 両側大腿骨を 摘出し 、Micro CT

撮影を行い、 骨構造解析 を行 った。  
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図 4. 細胞移 植実験 プロ トコ ール  

 

8 週齢雄の SCID マウスを BM-DFAT 群 , SC-DFAT 群 , BM-MSC 群 , 

ASC 群 , Control 群の 5 群に分け、左 大腿 骨に横骨折 を作 成し

た。各群移植 細胞  1×10 5 個と PHG 50μ l を混和し 、直ちに 骨 折

部に注入した 。  

移植 4 週間後に両側大腿 骨を 摘出し、 Micro CT 撮影を行い 、

骨構造解析を 行った。  
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図 5．骨 折治癒 評価 法  

 

Micro CT 画像による骨 構造解 析として大腿 骨骨折部位 の推 定

仮骨量および 骨密度の測 定を 行った。  

左大腿骨の骨 折作成部を 中心 とした 4×4×4 mm 3 のエリア 内

に お け る BV(赤 色 ＋ グ レ ー )か ら 左 大 腿 骨 の 対 側 骨 折 部 位 に 相

当する正常骨 組織 4×4×4 mm 3 の BV(緑＋グレー )の差 BV(Lt-Rt)

を算出し、推定仮 骨量とし た 。また骨折作成部 位を中心 と した

4×4×4 mm 3 のエリア内に おけ る骨密度 (BMD)を、解析ソフト ウ

ェアを使用し て定量した 。 図 の矢印は骨折 部を示す。  
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図 6．天 井培養 によ る成 熟脂 肪細胞 の形 態変 化  

 

同 一 ド ナ ー に 由 来 す る 皮 下 脂 肪 と 骨 髄 脂 肪 か ら 成 熟 脂 肪 細

胞を単離し、天井 培養を行 っ た。皮下脂肪組織 より単離 し た脂

肪 細 胞 に 比 べ 骨 髄 よ り 単 離 し た 脂 肪 細 胞 は 脂 肪 滴 が 少 な く 小

型を示した 。天井培養 13 日目 にはほぼ同じ 形態を示す DFAT の

コロニーが形 成され た。 ( scale bar : 200 μ m) 
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図 7． BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC の 細胞形態  

 

同一ヒト由来 BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC を付着培 養 さ

せ 14 日目の写真。 いずれの細 胞も同様な増 殖過程を認 めた 。  

同一ドナーに 由来するヒト BM -DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC を

調製し、継代培養 を行った。写真は第 2 継代の各細胞 の形 態を

示す。 (scale bar : 200 μ m) 
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図 8. BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC の in vitro におけ る 骨

分化能 の比 較（ Alizarin Red S 染色）  

 

BM-DFAT, SC-DFAT, BM-MSC, ASC（第 1 継代） を骨分化 誘導

した。培養 7 日目で BM-DFAT と BM-MSC で Alizarin Red S 染色

された。14 日目以降では BM-DFAT, BM-MSC で強く Alizarin Red 

S 染色された。 21 日目で ASC も染色された 。  

 (scale bar : 100 μ m) 
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図 9. マウス 骨折モ デル 骨折 部位の 経時 的形 態変 化  

 

SCID マウス骨折 モデルを作 成 し、4 週、6 週 、8 週後の Micro 

CT における Coronal 像と Axial 像を示す。モデ ル作成 4 週で し

っかりと仮骨 形成され、6 週、8 週では徐々に仮骨量 が減少 し、

皮質骨が厚み を増してお り、元の皮質骨が 吸収されて いく 変化

が観察された 。  
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図 10. マウス骨 折モ デル 骨折 部位の 経時 的 な 骨密 度・推定 仮骨

量変化  

 

SCID マウス骨折 モデルを作 成 し、4 週、6 週 、8 週後の Micro 

CT でのソフトウ ェア解析に よ る平均骨密度・平均 推定仮骨 量の

グラフ。骨密度は 4 週から 8 週にかけて上 昇傾向を認 め、推定

仮骨量は経時 的に低下を 認め た。  
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図 11. マ ウ ス 骨 折 モ デ ル に 対 す る 各 種 細 胞 移 植 の 効 果  

(Coronal 像 ) 

 

Micro CT を用いて各群を X 線 学的に比較検 討した。移植 4 週

後における各 群の骨折作 成部 位 Micro CT 像 (Coronal 像 )を示す

推定仮骨量 BV(Lt-Rt)を測定し、各群の中 央 値に最も 近い もの

を典型例とし て提示した 。  
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図 12. マ ウ ス 骨 折 モ デ ル に 対 す る 各 種 細 胞 移 植 の 効 果  

(Sagittal 像 ) 

 

移 植 4 週 後 に お け る 各 群 の 骨 折 作 成 部 位 Micro CT 像

(Sagittal 像 )を示す、図は推 定仮骨量 BV(Lt-Rt)を測定し 各群

の中央値に最 も近いもの を典 型例として 提 示した。  
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図 13. マウス 骨折 モ デ ルに 対 する 各 種細 胞 移 植の 効果  (Axial

像 ) 

 

移植 4 週後における 各群の骨 折作成部 位 Micro CT 像 (Axial

像 )を示す、図 は推定仮 骨量 BV(Lt-Rt)を測定し各 群の中央値 に

最も近いもの を典型例と して 提示した。  
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図 14. 各群にお ける 大腿 骨の 推定仮 骨量 [BV(Lt-Rt)]変化  

 

BV(Lt-Rt)は Control 群に比 べ細胞移植群 で低い傾向 にあ っ

た。BM-MSC 群は Control 群に比べ有意に BV(Lt-Rt)が低値 を示

した。 BM-DFAT 群と SC-DFAT 群 は Control 群と比べ有 意差 を認

めなかった。  

Bar: Mean±SE, *: p<0.05 One-way ANOVA, Tukey ’s Multiple 

comparison test. 
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図 15. 各群にお ける 大腿 骨の 骨密度 (BMD)変 化  

 

BMD は Control 群 に 比 べ 細 胞 移 植 群 で 高 い 傾 向 を 示 し た 。

BM-DFAT 群と BM-MSC 群は Control 群に比べ有意 に BMD が高値を

示した が、 SC-DFAT 群は Control 群と比べ 有意差を 認めな かっ

た。 Bar: Mean±SE, *: p<0.05 One-way ANOVA, Tukey ’s Multiple 

comparison test . 
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