
頬脂肪体から調製した小成熟脂肪細胞由来の 

脱分化脂肪細胞は骨芽細胞分化能が高い  
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概 要 

 成熟脂肪細胞は，脂肪組織を構成する主要な細胞であり，終末分化し増殖能

を失った細胞とされていた。松本らは，この成熟脂肪細胞から天井培養法によ

って非対称分裂にて生じた線維芽細胞様細胞が間葉系幹細胞に類似した性質を

持つことを明らかにし脱分化脂肪細胞（以下，DFAT 細胞）と名付けた。DFAT

細胞は高い増殖能をもち，脂肪細胞だけでなく骨芽細胞，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と考えられている。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

再生に有用であることが報告されており，臨床的にも広く注目されている。  

 頬脂肪体は，被膜で包まれた限局性の脂肪塊であり，咬筋の前縁と頬筋の間

の浅いくぼみに存在する。この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る。近年この頬脂肪体から DFAT 細胞が調製でき

ることが報告され，頬脂肪体が歯科再生医療においてドナー細胞の採取部位と

して期待されている。  

 一般的に，成熟脂肪細胞の直径は 60-110 μm と報告されているが，近年 20 μm
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以下の成熟脂肪細胞が増殖能を持つことが報告された。しかしながら，成熟脂

肪細胞の大きさと DFAT 細胞への脱分化効率の関係性について調べた研究はほ

とんど見当たらない。そこで本研究では，ヒト頬脂肪体から採取した成熟脂肪

細胞をその直径により 2 つのグループに分画し，それぞれの成熟脂肪細胞から

脱分化した DFAT 細胞の細胞数と細胞特性について比較検討した。  

 本研究に使用した脂肪組織は，患者へのインフォームドコンセントのもと，

顎変形症の患者 5 名から顎骨移動手術時に過剰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で 1 時間酵素

処理を行い，濾過および遠心分離によって余分な細胞外基質成分を除去後，成

熟脂肪細胞分画を調製した。酵素処理後に得られた成熟脂肪細胞分画 1 ml あた

りに含まれる細胞の直径を測定し，20-39 μm，40-59 μm，60-79 μm，80-99 μm，

100-130 μm の直径ごとの細胞数を比較した。その結果，頬脂肪体から調製した

成熟脂肪細胞の直径 40 μm 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。そこで，酵素処理後の成熟脂肪細胞を 40 μm および

100 μm のセルストレーナーを用いて直径 40 μm 未満の細胞分画（ Small 

adipocytes; S-adipocytes）および直径 40-100 μm の細胞分画（Large adipocytes; 

L-adipocytes）の 2 種類に分けた。得られた 2 種類の細胞分画が共に成熟脂肪細
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胞であるかを確認するため，Nile Red および Hoechst を用いて蛍光染色を行っ

た。S-および L-adipocytes 共に Nile Red および Hoechst 陽性を示し，成熟脂肪

細胞から成る分画であることが確認された。次に，S-および L-adipocytes から

DFAT 細胞が調製できるか検討を行うため，両細胞分画を 12.5 cm
2 のフラスコ

に 1.0×10
4 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

コ反転時には S-および L-adipocytes から脱分化した線維芽細胞様の DFAT 細胞

がフラスコ底面にコロニーを形成しているのを認めた。S-adipocytes から脱分化

した DFAT 細胞を Small-DFAT（S-DFAT）細胞，L-adipocytes から出現した DFAT

細胞を Large-DFAT（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。その結果，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 に比較して早く DFAT 細胞へと脱分化するこ

とが示唆された。  

 次に，S-DFAT 細胞と L-DFAT 細胞の特性を比較検討した。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 1.5-2 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，SOX2，また骨芽細胞，脂肪
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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ホスフ

ァターゼ (ALP) 活性，石灰化 nodule のアリザリン赤染色および nodule 中のカ

ルシウム定量にて評価した。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を行った結果，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 日目には 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 中のカルシウム沈着量も誘導開始 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。一方，脂肪

細胞への分化誘導実験においては，S-および L-DFAT 細胞共に誘導開始 7 日目

から約 5%の割合でオイルレッド O 陽性の脂肪滴を持つ細胞の出現を認め，誘

導開始 21 日目には約 65%の割合で細胞質内に脂肪滴を有した細胞へと分化し

た。しかし，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。  
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 本研究の結論として，ヒト頬脂肪体から調製した成熟脂肪細胞には直径 40 μm

未満の大きさの S-adipocytes が多く，また S-adipocytes は L-adipocytes に比較し

て早期に DFAT 細胞へと脱分化することが明らかとなった。ヒト頬脂肪体から

調製した直径 40 μm 未満の成熟脂肪細胞から脱分化した S-DFAT 細胞は，直径

40-100 μm の成熟脂肪細胞から脱分化した L-DFAT 細胞に比較して骨芽細胞分

化能が高く，骨組織や歯周組織の再生に有用なことが示唆された。  

 

 なお，本論文は原著論文 Tsurumachi N, Akita D, Kano K, Matsumoto T, Toriumi 

T, Kazama T, Oki Y, Tamura Y, Tonogi M, Isokawa K, Shimizu N and Honda M, Small 

buccal fat pad cells have high osteogenic differentiation potential. Journal of Tissue 

Engineering PartC: Methods, 2015 (in press)を基幹論文とし，これに酵素処理濃度

の検討に関する実験データを新たに加えることによって総括したものである。  
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緒 言 

 成熟脂肪細胞は脂肪組織中に最も豊富に存在する細胞である。脂肪組織から

調製した成熟脂肪細胞は，脂肪細胞が本来もつ浮遊性という特性を生かした天

井培養法によって未分化な細胞へと脱分化し，線維芽細胞様の形態をした脂肪

滴を含まない細胞へと変化する 1, 2)。この脱分化脂肪細胞（以下，DFAT 細胞）

は高い増殖能を有する他に 3)，脂肪細胞 3, 4)，骨芽細胞 3, 4)，軟骨細胞 3)，骨格

筋細胞 5)，平滑筋細胞 6, 7)，心筋細胞 8)，血管内皮細胞 9, 10)および神経系の細胞

11)への多分化能を示し，間葉系幹細胞に類似した特性を持つことが知られてい

る。  

 脂肪組織由来間葉系幹細胞（以下，ASC）は，間葉系幹細胞のひとつである

が，酵素処理後の脂肪組織から調製された間質血管細胞分画（Stromal Vascular 

Fraction 以下，SVF）から得られる。ASC に比較して，DFAT 細胞は高い幹細胞

特性を有し，Kono ら 12)は，ある一定量のネコの脂肪組織から得られる DFAT

細胞は  ASC に比較して約 5 倍以上の細胞数であることを報告した。また，

Matsumoto ら 3)は ASC が 1 継代目において，単球マーカーの CD11b 陽性細胞が

13.3%，白血球共通抗原の CD45 陽性細胞が 12.8%であるのに対し，DFAT 細胞

ではこれらの細胞表面マーカーの発現が見られなかったことを報告した。これ
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は ASC と DFAT 細胞の調製方法の違いにあり，DFAT 細胞は脂肪組織を酵素処

理後に，遠心分離によって遠沈管上部に浮遊した細胞から天井培養法により調

製されるが，ASC は同じく遠心分離後に遠沈管底部に沈降した SVF 分画を付着

培養することで調製する。この遠心分離によって採取された浮遊細胞は 98%以

上成熟脂肪細胞であるため，DFAT 細胞は ASC に比較して異種細胞の混入がな

く，より均一な集団であると報告された 3)。  

 成熟脂肪細胞の直径は 60-110 μm と言われている 13)が，近年天井培養法を用

いた成熟脂肪細胞に関する研究で，20 μm 以下の小さい成熟脂肪細胞が増殖能

を有することが報告された 14)。しかしながら，成熟脂肪細胞の大きさと DFAT

細胞への脱分化効率の関係性についてはまだ明らかとなっていない。  

 一方，口腔内には頬脂肪体とよばれる限局性の脂肪組織が存在する。解剖学

的には咬筋と頬筋の間のくぼみに存在し，下顎枝と頬骨弓の間を上行し 15)，機

能的には咀嚼と吸引に間接的に関与している組織である。この頬脂肪体は歯科

医師が行う口腔領域の小手術で採取可能であり，顎変形症手術時には過剰な脂

肪組織としてしばしば切除される 16)。近年，頬脂肪体から採取した ASC 
17, 18)

および DFAT 細胞 19)が，骨組織と歯周組織再生に有用であることが報告され 18, 

20)，頬脂肪体は組織再生のための移植細胞供給源として期待されている。  
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 本研究では，頬脂肪体から成熟脂肪細胞を調製し，浮遊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た。その後，両細胞分画から脱分化した

DFAT 細胞の細胞数と細胞特性および脱分化効率を比較検討した。  

  



 

 

10 

材料および方法  

1. 細胞培養  

 本実験に使用した頬脂肪体は，日本大学歯学部歯科病院歯科口腔外科に

て上顎 Le fortⅠ型骨切り術および下顎枝矢状分割術（SSRO）を行った顎変

形症 5 名の患者（第 1 表）から採取した。なお，日本大学歯学部倫理委員

会規定に基づき，患者には手術の際に採取した脂肪組織が本研究に用いら

れることを事前に説明し同意を得ている（倫許番号：2008-8）。  

 採取した約 5-10 g の頬脂肪体を細切後，Matsumoto ら 3)
 の報告に従い，

今まで広く用いられている 0.1%コラゲナーゼ溶液（Sigma-Aldrich，pH 7.4）

にて 37˚C で 1 時間酵素処理を行った。酵素処理後，セルストレーナー（BD 

Falcon）を通し，700 rpm にて 1 分間遠心分離を行い，遠沈管上部に浮遊す

る成熟脂肪細胞を分画した。得られた成熟脂肪細胞を 20% Fetal Bovine 

Serum（FBS）（Sigma-Aldrich）と 1% Penicillin-streptomycin（Wako）を含む

Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM）（Sigma-Aldrich）で満たした 12.5 

cm
2 フラスコに播種した。成熟脂肪細胞群は培地内にて反転させ 5% CO2，

37˚C の条件下で 7 日間の天井培養を行いフラスコの天井部分に接着させ

た（第 1 図）。7 日後にフラスコを再度反転し，培地交換を行った。その際
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にフラスコ底面に出現した細胞を初代 DFAT 細胞とし，その後 4 日毎に培

地交換を行い，80%コンフルエントまで培養した。その後，1% trypsin / EDTA

溶液で細胞をフラスコから剥がし，PBS（−）で洗浄後，継代培養を行った。

なお，実験には 1 継代目のものを使用した。  

2. 脂肪細胞の大きさの測定  

 頬脂肪体から調製した浮遊細胞分画中に含まれる細胞の大きさを測定す

るため，浮遊細胞（1×10
4 個）を 1.0 ml の DMEM 培地に懸濁し，懸濁液中

に含まれる細胞の直径を Coulter Counter Multisizer 3（Beckman Coulter）を

用いて測定した。   

3. Nile Red 蛍光染色  

 調製した成熟脂肪細胞を，40 μm および 100 μm のセルストレーナーを用

いて直径 40 μm 未満（Small adipocytes；S-adipocytes）と直径 40-100 μm（Large 

adipocytes；L-adipocytes）の 2 種類の大きさに分画した。両細胞が細胞質内

に脂肪滴を持つ成熟脂肪細胞であることを確認するため，Nile Red（Lonza）

で脂肪滴を，Hoechst33342（Sigma-Aldrich）で核を染色した。それぞれ室

温で 20 分蛍光染色を行い，蛍光顕微鏡（KEYENCE）によって鏡検した。

さらに，浮遊細胞中の成熟脂肪細胞の割合を解析するため，フローサイト
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メーター（BD FACS Aria）で蛍光標識された細胞の割合を調べた。データ

は Flow Jo software（Tree Star）で分析した。  

4. DFAT 細胞へ脱分化した細胞数の経日的測定  

 成熟脂肪細胞の大きさが DFAT 細胞への脱分化効率に影響を与えるか検

討するため，S-adipocytes および L-adipocytes をそれぞれ 1×10
4 個ずつフラ

スコに播種した。天井培養 6，10，14 および 21 日後に出現した DFAT 細胞

（Small-DFAT；S-DFAT 細胞および Large-DFAT；L-DFAT 細胞）数を

Countess
TM

 automated cell counter（Invitrogen）を用いて測定した。  

5. フローサイトメトリー解析  

 細胞の表現型を解析するために，DFAT 細胞を蛍光抗体法で標識し，フ

ローサイトメーター（FACS Calibur）で標識された細胞の割合を調べた 21-23)。

蛍光抗体は，骨髄系細胞のマーカーである PE-CD13，白血球のマーカーで

ある FITC-CD45，間葉系の幹細胞のマーカーである FITC-CD44，PE-CD73，

APC-CD90，APC-CD105，PE-CD146，PE-CD271，FITC-STRO1 を用いた。

死細胞を分析から除外するために，細胞混濁液に Propidium Iodide（PI）を

添加した。データは Flow Jo software で分析した。  

6. RNA 抽出と RT-PCR（Reverse transcription-polymerase chain reaction）  
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S-DFAT 細胞および L-DFAT 細胞から TRI Reagent（Cosmo Bio）を用いて

total RNA を抽出後，ReverTra Ace qPCR-RT Kit（Toyobo）を用いて mRNA

から cDNA を合成した。PCR は Thermal cycler（Takara thermal cycler dice，

Takara Bio Inc.）を使用し，アニーリングを 58˚C（GAPDH，KLF4，OCT3/4，

SOX2，RUNX2，PPARγ2，SOX9）または 62˚C（c-MYC）で 30 秒，エクス

テンション反応を 72˚C で 60 秒とし，35 サイクル繰り返した。得られた PCR

産物は 2.0%アガロースゲル電気泳動によって可視化した。実験に使用した

プライマーの種類と配列を第 2 表に示す。  

7. Primer Array 

 合成した cDNA と SYBR Premix EX TaqⅡ（Takara）を混合し，リアルタ

イム PCR 反応プレートに分注後，human primer set（Takara）からそれぞれ

のプライマーをプレートに添加した。その後遺伝子の増幅を C1000
TM

 

Thermal cycler（Bio Rad）で行った。primer set は間葉系幹細胞（Mesenchymal 

Stem Cells；MSCs）および生殖細胞に関する遺伝子 88 個と 8 個のハウスキ

ーピング遺伝子を含んでおり，データ解析は primer-array analysis tool 

version 2.0（Takara）を用いて行った。  

8. コロニー形成能  
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 S-DFAT 細胞群と L-DFAT 細胞群をそれぞれ 6 well プレートに 100 個/well

で播種し，増殖培地で 10 日間培養した。10%中性緩衝ホルマリン液で固定

後，0.05%トルイジン青（Sigma-Aldrich）で染色し，コロニー数を位相差顕

微鏡下によってカウントした。50 細胞以上の細胞凝集を 1 コロニーとした。 

9. 細胞増殖能  

 細胞増殖能を比較するために，S-DFAT 細胞と L-DFAT 細胞をそれぞれ 6 

well プレートに 1×10
3 個/well で播種し，増殖培地で培養を行った。播種後

3，5，7，10 および 14 日目に, 各ウェルに 100 μl の増殖培地と 10 μl の

Cell-Counting Kit-8 溶液（Dojindo）を添加し，5% CO2，37˚C の条件下で 1

時間呈色反応を行った。その後，マイクロプレートリーダー（680 microplate 

reader, Bio RAD）を用いて 450nm の吸光度を測定した 22)。  

10. 細胞周期解析  

 S-DFAT 細胞と L-DFAT 細胞を 1×10
5 個ずつ 100 mm ディッシュに播種し，

増殖培地で 3 日間培養後，Click-iT
TM

 EdU Flow Cytometry Assay Kits

（Molecular Probes）を用いて染色した 22, 23)。培養液中に 10 mM EdU 

（5-ethynyl-2’-deoxyuridine）を加えて 1 時間後に細胞を固定した。EdU で

標識された細胞を Blue
TM

 azide で 30 分間染色後，フローサイトメーター  
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（BD FACS Aria）にて EdU 染色された細胞と各分裂期（S 期，G2＋M 期，

G1 期期）に存在する細胞の割合を調べた。データは Flow Jo software で分

析した。  

11. 分化誘導実験  

1) 骨芽細胞分化能  

 S-DFAT 細胞と L-DFAT 細胞をそれぞれ 12 well プレートに 1×10
4 個/ 

well で播種し，細胞が 80%コンフルエント時に増殖培地または骨芽細

胞誘導培地に交換し 21 日間培養した。誘導培地には，増殖培地に 100 

nM デキサメタゾン，10 mM β-グリセロリン酸（Sigma Aldrich），50 mM

アスコルビン（Wako）が含まれたものを使用した。培地は 3 日毎に交

換した。培養 3, 5, 7, 10 および 14 日目のタンパク質量をもとにアルカ

リホスファターゼ（以下，ALP）活性値を測定した。タンパク質量の

定量は BCA protein Assay Regent Kit（Thermo Scientific）を用いた。検

量線作成のための BSA 希釈系列と共に，各培養日数の細胞抽出液を 96

穴プレートに 25 μl ずつ分注した。各穴に，BCA protein Assay Regent Kit

の混合液を加え，37˚C で 30 分静置した。その後マイクロプレートリー

ダーにより 562nm の吸光度を測定した。ALP 活性値の測定では，各細
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胞抽出液中に含まれるタンパク質量が 10 μg になるように上清を採取

し 96 穴プレートに分注した。次に，p-nitrophenyl phosphatase タブレッ

トを Tris-buffer に溶解し，各穴に 200 μl ずつ追加した。その後，室温

で 30 分，遮光下で静置し，405nm の吸光度を測定した。また，培養 0，

7，14 および 21 日目の石灰化 nodule 形成をアリザリン赤染色で評価し

た。カルシウム沈着量の定量は培養 0，7，14 および 21 日後に上清を

除去し，300 μl の 0.5/M HCl を添加して石灰化物を溶解させた後，

Calcium E-Test kit（Wako）を用いて行った。  

2) 脂肪細胞分化能  

 S-DFAT 細胞と L-DFAT 細胞をそれぞれ 12 well プレートに 1×10
4 個/ 

well で播種し，細胞が 80%コンフルエント時に増殖培地または脂肪細

胞誘導培地に交換し，21 日間培養した。誘導培地は，増殖培地に 1 mM 

デ キ サ メ タ ゾ ン ， 170 nM イ ン ス リ ン （ GIBCO ）， 0.5 mM 

isobutylmethylxanthine（Sigma-Aldrich）が含まれたものを使用した。培

地は 3 日毎に交換した。培養 0，7，14 および 21 日目にオイルレッド

O 染色液で染色後，位相差顕微鏡下で脂肪滴の有無を観察した 24, 25)。

また，全細胞中で 1 個以上の脂肪滴を持つ細胞の割合を測定した。  
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12. 酵素処理濃度条件の検討  

 脂肪組織から成熟脂肪細胞分画を調製する際の酵素処理条件を検討する

ため，種々のコラゲナーゼ濃度（0.01%，0.02%，0.05%，0.1%および 0.5%）

で酵素処理を行い，酵素処理後に得られた脂肪細胞の直径を測定した。  

13. 統計解析  

結果は平均値と標準偏差で示した。2 群間の比較には，Student’s t 検定を

用いた。有意水準は P < 0.05 とした。  



 

 

18 

成 績  

1. 脂肪細胞の大きさ  

 脂肪細胞の直径を測定し，直径 40 μm 未満，40-59 μm，60-79 μm，80-99 

μm，100-130 μm ごとの細胞数を比較検討した（第 2 図）。今まで，Hong ら

13)や Engfelt ら 26)の研究によると成熟脂肪細胞の直径は 60-79 μm と報告さ

れているが，本研究では直径 40 μm 未満の細胞数は直径 60-79 μm の細胞数

に比較して 5 倍以上多かった。そこで，大きさの異なる成熟脂肪細胞を直

径 40 μm 未満の S-adipocytes および直径 40-100 μm の L-adipocytes の 2 つの

グループに分画した。Nile Red を用いて蛍光染色を行うと，両細胞共に単

房性の脂肪滴を有する成熟脂肪細胞であることが確認できた（第 3 図 A お

よび B）。フローサイトメトリーを用いて両細胞中の成熟脂肪細胞の割合を

解析した結果，S-adipocytesについても 100%の細胞がNile Red陽性を示し，

成熟脂肪細胞であることが明らかとなった（第 3 図 C）。脂肪細胞の大きさ

と検体患者の年齢の相関についても検討を行った結果，20 歳代，30 歳代お

よび 40 歳代で頬脂肪体に含まれる成熟脂肪細胞の大きさの分布はほぼ同

等であった（第 3 表）。  

2. DFAT 細胞の調製  
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 本研究では 5 症例全ての頬脂肪体からそれぞれ得た S-adipocytes および

L-adipocytes が DFAT 細胞へ脱分化することを示した。実際には，天井培養

3 日目までに，フラスコの天井面に浮遊した成熟脂肪細胞が接着した（第 4

図 A）。天井培養 5 日目には天井面に線維芽細胞様の形態をした S-および

L-DFAT 細胞が出現した（第 4 図 B）。そして天井培養 7 日目にフラスコを

反転するとコロニーを形成した DFAT 細胞が観察できた（第 4 図 C）。  

3. DFAT 細胞への脱分化効率  

 天井培養開始 6 日目における S-および L-DFAT 細胞数はそれぞれ 5.0×10
4 

個および 3.0×10
4 個であり，S-DFAT 細胞が L-DFAT 細胞に比較して有意に

多かった。10 日目および 14 日目においても同様の傾向を示し，S-adipocytes

から S-DFAT 細胞への脱分化効率は L-adipocytes から L-DFAT 細胞へのもの

よりも有意に高かった（第 5 図）。  

4. S-DFAT 細胞と L-DFAT 細胞特性の比較解析  

1) 表面抗原のフローサイトメトリー解析  

細胞の表面抗原の発現を解析した（第 4 表）。MSCs に共通のマーカー

である CD13，CD44，CD73，CD90 および CD105 は S-および L-DFAT
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細胞共に 80%以上の細胞が陽性を示した。CD146 陽性細胞率は S-DFAT

細胞の方が L-DFAT 細胞に比較して高かった。  

2) 遺伝子発現解析  

 RT-PCR の結果より，両細胞共に未分化マーカーである c-MYC，KLF4，

OCT3/4，RUNX2，PPARγ2 および SOX9 の遺伝子発現を認めたが，SOX2

の遺伝子発現は認めなかった（第 6 図）。  

 Primer Array の結果より，CCL2，LAMC1 および GATA6 の遺伝子発

現は S-DFAT 細胞の方が L-DFAT 細胞に比較して高く，一方で前駆脂肪

細胞マーカーの DCN，神経幹細胞マーカーの NES および wnt シグナル

阻害タンパクの SFRP2 の遺伝子発現は S-DFAT 細胞が L-DFAT 細胞に

比較して低かった（第 5 表）。  

3) コロニー形成能，細胞増殖能および細胞周期  

 S-および L-DFAT 細胞のコロニー形成能，細胞増殖能（第 7 図）およ

び細胞周期（第 6 表）に有意な差は認めなかった。  

4) 骨芽細胞への分化能  

 骨芽細胞誘導培地を用いた実験から，培養開始 3，5，7 および 14 日

目における ALP 活性は S-DFAT 細胞の方が L-DFAT 細胞に比較して有
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意に高い値を示した（第 8 図 A）。また培養 7 日目において，S-DFAT

細胞では L-DFAT 細胞と比較してアリザリン赤陽性の石灰化 nodule が

顕著に観察され（第 8 図 B），石灰化 nodule 中のカルシウム沈着量も

S-DFAT 細胞の方が有意に高値を示した（P < 0.05）（第 8 図 C）。  

5) 脂肪細胞への分化能  

 S-および L-DFAT 細胞を脂肪細胞誘導培地で培養したところ，両細胞

共に培養開始 7 日目からオイルレッド O 陽性の脂肪滴を細胞質に有し

た細胞が観察できた。その後，脂肪滴を持つ細胞が培養 14 日，21 日と

経日的に増加したが，S-DFAT 細胞と L-DFAT 細胞の間には有意な差は

認められなかった（第 9 図 A および B）。  

5. 酵素処理濃度と成熟脂肪細胞数の検討  

 各種コラゲナーゼ濃度（0.01%，0.02%，0.05%，0.1%および 0.5%）にて

酵素処理後に調製した成熟脂肪細胞の直径とその細胞数を測定した（第 10

図）。その結果，0.02%で酵素処理後に調製された脂肪細胞分画には直径 60 

μm 未満の成熟脂肪細胞が有意に多く存在し，特に直径 40 μm 未満の

S-adipocytes は他の濃度に比較して約 5 倍以上の細胞数であった。  
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考 察 

 脂肪組織から酵素処理後に調製した成熟脂肪細胞を天井培養法によって培養

を行うと，一度終末分化した脂肪細胞が再び間葉系幹細胞に類似した性質をも

つ DFAT 細胞へと脱分化する 3)。この DFAT 細胞は，再生医療における新たな

ドナー細胞として注目され，今まで様々な研究が行われている。成熟脂肪細胞

の直径は一般的に 60-110 μm と報告されているが 13)，近年 20 μm 未満の成熟脂

肪細胞の存在も報告されている 14)。しかし，脂肪細胞の大きさと DFAT 細胞へ

の脱分化効率の関係性については不明な点が多い。本研究では，脂肪細胞の大

きさに注目し，脂肪細胞を直径 40 μm 未満（S-adipocytes）と，直径 40-100 μm

（L-adipocytes）に分画し，両成熟脂肪細胞からそれぞれ脱分化した S-DFAT 細

胞と L-DFAT 細胞の細胞数と細胞特性，さらに DFAT 細胞への脱分化効率につ

いて比較検討を行った 27)。  

 まず，遠心分離後に得られた浮遊細胞中に含まれる成熟脂肪細胞の割合を調

べた結果，S-および L-adipocytes 共に 98%以上の浮遊細胞が Nile Red 染色に陽

性を示す単房性の成熟脂肪細胞であることが示された 28, 29)。次に，得られた成

熟脂肪細胞の大きさの解析を行った結果，脂肪組織中に含まれる S-adipocytes

の数は L-adipocytes に比較して有意に多かった。成熟脂肪細胞の大きさは，直
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径 50-100μm 
27)あるいは直径 96-120μm 

30)であると報告されているが，これら

は主に皮下脂肪から調製した成熟脂肪細胞の大きさを計測しており，また検体

患者の年齢も 40 代 
30)および 50 代 

27)とされている。本研究では 20-40 代の患

者の頬脂肪体から脂肪組織を採取しその脂肪細胞の大きさを測定した。その結

果，患者の年齢に関わらず脂肪細胞の大きさの分布はほぼ同様の傾向を示した

（第 3 表）。このことから成熟脂肪細胞の大きさの違いは患者の年齢および採取

部位に関係している可能性が示唆された。今後，同一患者の頬脂肪体と皮下脂

肪組織から採取した脂肪細胞の大きさの分布に関して比較検討する必要がある。 

 脂肪細胞の大きさと DFAT 細胞への脱分化効率を比較検討した結果，

S-adipocytes は L-adipocytes に比較してより多くの細胞が DFAT 細胞へと脱分化

したことが示された（第 5 図）。近年，Kajita ら 14)により直径 20 μm 以下の小脂

肪細胞が増殖能をもつことが報告されたが，今回の研究から成熟脂肪細胞の大

きさが DFAT 細胞への脱分化に密接に関係していることが示唆された。  

 さらに，S-DFAT 細胞と L-DFAT 細胞のもつ細胞特性について比較検討を行

った。コロニー形成能に関しては両者の間に有意な差はみられなかったが，

CD146 陽性細胞の割合は S-DFAT 細胞の方が L-DFAT 細胞に比較して高い値を

示した 3, 31)。CD146 はヒト歯根膜から間葉系幹細胞を分取する際に最も一般的
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に用いられる細胞表面マーカーであるが 32)，DFAT 細胞は CD146 は発現しない

という報告もある 33)。一方で，Shen ら 34)は DFAT 細胞に CD146 が発現してい

ることを報告しているが，初代培養時や天井培養 7 日目では発現が検出できな

いこともあり 35)，DFAT 細胞における CD146 の発現については現在も確立した

見解は得られていない。本研究で，S-DFAT 細胞が L-DFAT 細胞よりも CD146

陽性細胞数が多いことが明らかになったが，おそらく DFAT 細胞の由来，培養

条件，そして継代数が CD146 の発現にとって大きな影響をもたらすと考えられ，

L-DFAT 細胞よりも S-DFAT 細胞の方が間葉系幹細胞の特性を強く保持してい

ると推測できる。  

 遺伝子発現解析より，S-および L-DFAT 細胞共に c-MYC，KLF4，OCT3/4 発

現を認め，SOX2 遺伝子発現は検出できなかった。ES 細胞としての表現型の維

持はホメオドメインタンパク質である OCT3/4 や NANOG，SOX2 などの転写因

子により調製されている 36)。しかしながら，乳歯歯髄由来間葉系幹細胞におい

ても SOX2 の発現が検出できないことから 23)，間葉系幹細胞のマーカーとして

の SOX2 の発現は必ずしも必須ではないようである。一方，本研究での Primer 

Array の結果から，S-DFAT 細胞と L-DFAT 細胞で異なる間葉系幹細胞のマーカ

ーの発現が検出されるという興味ある結果が得られた（第 5 表）。おそらく
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S-adipocytes と L-adipcytes の表現型の違いが，分化度の異なる DFAT 細胞を非

対称分裂の結果として誘導したと考えられるが，この点を明らかにするために

も成熟脂肪細胞から DFAT 細胞への脱分化過程における詳しい分子メカニズム

について検討する必要がある。  

 分化能の比較解析より，S-DFAT 細胞は骨芽細胞および脂肪細胞分化能を有

し，さらに S-DFAT 細胞は L-DFAT 細胞に比較して高い骨芽細胞分化能を有し

ていることが示された。過去の研究において歯根膜細胞および骨髄細胞由来の

MSCs はどちらも CD146 陽性細胞の発現が高く，CD146 陰性細胞に比較して，

高い骨芽細胞分化能を示したことから，CD146 陽性細胞の発現が強いと骨芽細

胞への分化能が高いことが考えられる 37, 38)。本研究においても，S-DFAT 細胞

は L-DFAT 細胞に比較して CD146 陽性細胞の割合が高く，CD146 陽性細胞の発

現と骨芽細胞分化能との相関が示された。また，頬脂肪体から調製した ASC と

DFAT 細胞では，DFAT 細胞が ASC に比較して骨芽細胞分化能が高いことが示

されたが 19)，本研究では S-DFAT 細胞は L-DFAT 細胞に比較して高い骨芽細胞

分化能を示した。これらの結果は，S-DFAT 細胞が L-DFAT 細胞や ASC に比較

して骨組織の再生に有用な細胞であることを示している。  

 一方，今まで脂肪組織から DFAT 細胞を調製する際，Matsumoto ら 3)の報告
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に準じて 0.1%のコラゲナーゼ濃度が最も広く用いられていた。しかし，本研究

において S-adipocytes を多く得られる至適酵素処理濃度の再検討を行った結果

（第 10 図），0.02%が他の濃度に比較して直径 40 μm 未満の S-adipocytes を有意

に多数分離できることを示した。よって，骨組織および歯周組織の再生を目的

とした DFAT 細胞供給のためには，頬脂肪体組織を 0.02%で酵素処理すること

が有用と考えられた。  
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結 論 

 成熟脂肪細胞の大きさと DFAT 細胞への脱分化の関係性を明らかにするため，

頬脂肪体から調製した成熟脂肪細胞を直径 40 μm 未満（S-adipocytes）と直径

40-100 μm（L-adipocytes）に分画し，それぞれの細胞から脱分化した DFAT 細

胞の細胞数と細胞特性について比較した。  

 その結果，以下の結論を得た。  

1. 頬脂肪体から調製した成熟脂肪細胞には S-adipocytes が高い割合で存在す

ることが明らかとなった。  

2. S-および L-adipocytes から共に DFAT 細胞への脱分化を誘導できたが，脱分

化効率は S-adipocytes の方が L-adipocytes よりも高い傾向を示した。  

3. S-DFAT 細胞は L-DFAT 細胞に比較して CD146 陽性細胞の割合が多く，高

い ALP活性と石灰化物形成能を持った骨芽細胞へ分化することが明らかと

なった。  

4. 0.02%のコラゲナーゼ濃度にて酵素処理を行うことで，効率良く  

S-adipocytes を分離することができた。  

 以上のことから，頬脂肪体から分離した直径 40 μm 未満の成熟脂肪細胞から

脱分化した DFAT 細胞は骨芽細胞への分化能が高く，骨の再生に有用であるこ
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とが示唆された。  
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第 1 表 被検者  

 

 

第 2 表 RT-PCR 法で用いたプライマーの種類と配列  
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第 3 表 被検者年齢と各大きさの脂肪細胞の割合（%）  

 

 

第 4 表 表面抗原の陽性率（%）  

 

 

第 5 表 Primer Array 解析  
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第 6 表 細胞周期  

Case 
 

S (%) 
 

G2+M (%) 
 

G1 (%) 

  
S-DFAT L-DFAT 

 
S-DFAT L-DFAT 

 
S-DFAT L-DFAT 

1 
 

6.84 6.42 
 

7.45 7.21 
 

79.7 79.3 

2 
 

3.53 3.05 
 

13.2 12.6 
 

79.4 79.3 

3 
 

1.06 1.02 
 

4.32 4.41 
 

91.2 92.5 

4 
 

1.16 1.35 
 

3.52 5.25 
 

91.4 89.1 
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第 1 図 天井培養  

頬脂肪体を細切後，0.1%のコラゲナーゼ溶液で酵素処理を行い，遠心分離後に

遠沈管上部に成熟脂肪細胞が浮遊した。成熟脂肪細胞分画を 20%FBS 添加の

DMEM培地中に播種し，37˚C および 5% CO2存在下で 7日間天井培養を行った。

7 日後にフラスコを反転し，通法通り細胞培養を行った。  
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第 2 図 脂肪細胞の直径サイズの分布  

コールターカウンターを用いて 1.0 ml の細胞懸濁液中の浮遊細胞の直径

（20-130 μm）を測定した。40 μm 未満（S-adipocytes）の細胞数が他の大きさに

比較して有意に多かった（n = 3）。*p < 0.05 
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第 3 図 Nile Red 蛍光染色  

A，B：Nile Red および Hoechst33342（blue）を用いて S-adipocytes (A)および

L-adipocytes（B）の免疫蛍光染色を行った結果，両細胞分画共に Nile Red 陽性

を示す単房性の脂肪細胞であることが示された。スケールバー：40 μm 

C：フローサイトメーター解析により，S-adipocytes は 100%の細胞が Nile Red

陽性を示す脂肪細胞であった。  

  



 

 

41 

 

第 4 図 成熟脂肪細胞から DFAT 細胞への脱分化過程における細胞形態の変化  

A：天井培養 3 日目，フラスコ天井面に接着した単胞性の脂肪細胞から細胞突

起（黒矢印）が出現しているのが確認された。スケールバー：100 μm 

B：天井培養 5 日目，線維芽細胞様の形態をした DFAT 細胞（白矢印）が出現

したが，単胞性の脂肪細胞（白矢頭）も観察された。スケールバー：100 μm 

C：天井培養 7 日目，DFAT 細胞がコロニーを形成しているのが確認された。ス

ケールバー：500 μm 

D：脱分化過程における脂肪細胞の形態変化を模式図に示す。  
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第 5 図 成熟脂肪細胞から出現した DFAT 細胞数の比較  

S-および L-adipocytesをそれぞれ 1.0×10
4個ずつフラスコに播種し，培養開始 6，

10，14 および 21 日目の DFAT 細胞数を測定し比較した。  

培養 6，10，14 日目において S-DFAT 細胞が L-DFAT 細胞に比較して有意に多

かった（n = 4）。*p < 0.05  
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第 6 図 RT-PCR 解析  

S-および L-DFAT細胞共に幹細胞のマーカーである c-MYC，KLF4および OCT3/4

の遺伝子発現，また，脂肪細胞，骨芽細胞，軟骨細胞の転写因子である PPARγ2，

RUNX2，SOX9 の遺伝子発現を認めたが，SOX2 の遺伝子発現は認めなかった

（n = 4)。  

代表例 1 例を示す。  
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第 7 図 コロニー形成能および細胞増殖能  

A：細胞播種 10 日後，10%中性緩衝ホルマリン溶液にて固定し，トルイジン青

染色によりコロニー染色を行った（n = 4）。代表例 1 例を示す。  

B：コロニー数を位相差顕微鏡下にて計測し，50 細胞以上の細胞凝集を 1 コロ

ニーとした（n = 4）。  

C：細胞播種後の 3，5，7，10 および 14 日目における細胞数を WST-8 kit を用

いて測定し，比較検討した（n = 4）。  

両細胞群のコロニー形成能，細胞増殖能に有意な差は認めなかった。  
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第 8 図 骨芽細胞分化能  

A： ALP 活性  

骨芽細胞誘導開始 3 日目から S-DFAT 細胞は L-DFAT 細胞に比較して有意に高

い活性を示した（n = 5）。*p < 0.05 

B：アリザリン赤染色  

骨芽細胞誘導開始 7 日目に S-DFAT 細胞は L-DFAT 細胞に比較して顕著な石灰

化 nodule が認められた（n = 5）。代表例 1 例を示す。  

C：カルシウム定量試験  

骨芽細胞誘導開始 7 および 21 日目のカルシウム沈着量は S-DFAT 細胞が

L-DFAT 細胞に比較して有意に高値を示した（n = 5）。*p < 0.05 
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第 9 図 脂肪細胞分化能  

A：オイルレッド O 染色  

S-DFAT 細胞および L-DFAT 細胞は共に脂肪誘導開始 7 日目からオイルレッド O

染色に陽性を示す細胞を認め，14 日目および 21 日目と染色程度は同等であっ

た。  

B：脂肪滴を有する細胞数の比較  

オイルレッド O 染色陽性細胞の割合は，S-DFAT 細胞では脂肪細胞誘導開始 7

日目に 5.3%，21 日目には 65.0%であり，L-DFAT 細胞では脂肪細胞誘導開始 7

日目に 5.5%，21 日目には 63.0%と両細胞群間に有意な差は認めなかった。  
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第 10 図 酵素処理濃度と脂肪細胞の大きさおよび細胞数の分布  

5 種類の酵素処理濃度（0.01%，0.02%，0.05%，0.1%，0.5%）により酵素処理

後，得られた成熟脂肪細胞数および細胞の直径をコールターカウンターにて測

定した。0.02%では他の濃度に比較して 60 μm 未満の細胞数が有意に多かった。

特に，40 μm 未満の細胞数は，他の濃度に比較して約 5 倍以上の細胞数を獲得

した。*p < 0.05（0.02% vs 0.1%） 
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