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（主論文の要約） 

概要 

脱分化脂肪細胞（Dedifferentiated fat cell：DFAT）は、生体脂肪組織由来から単離された成熟脂肪細

胞を天井培養と呼ばれる方法で培養して脱分化させた細胞¹であり、間葉系幹細胞（Mesenchymal Stem 

Cell：MSC）同様の細胞増殖活性があり²、脂肪細胞・骨細胞・軟骨細胞・筋細胞・神経細胞・血管内被

細胞等多様な細胞への多分化能を有していると示されている。DFAT は患者自身の脂肪細胞から単離し

た細胞であるため拒絶反応等のリスクを回避でき、組織採取も比較的低侵襲かつ簡便に行えるため高い

汎用性が期待できる等の利点があり、再生医療に有効な材料として臨床応用が期待されている。しかし

DFAT の脱分化ならびに分化誘導の分子生物学的メカニズムについては未だ不明点も多い。DFAT の基

礎研究にあたり、ヒト DFAT 作製には生体から脂肪組織を採取する必要があり、マウスの脂肪細胞は脱

分化効率が低いため十分な量の DFAT 獲得が困難であるという問題がある。 

本研究では、マウス由来 MSC 株 C3H10T1/2 を利用した DFAT 基礎研究実験モデルの構築を目的と

した。多分化能を有する MSC 株であり 17－22、近年再生工学の基礎研究に広く利用されている 23－25 こと

から、C3H10T1/2 細胞の利用を検討した。まず C3H10T1/2 細胞を成熟脂肪細胞に分化させ（以下、

C3H10T1/2 脂肪細胞と表記）、その C3H10T1/2 脂肪細胞の脱分化能を、次に脱分化させた細胞（以下、

DFAT 様細胞と表記）の分化誘導能を評価した。  

 

 

主な実験方法 

RIKEN CELL BANK より購入した C3H10T1/2 細胞を継代培養（最大 20 代まで）し、実験に利用し

た。脂肪分化誘導培地にて分化誘導後、脂肪滴を多数認める成熟脂肪細胞（C3H10T1/2 脂肪細胞）の

形成を認めた。この細胞を従来の DFAT 作製手順と同様に、コラゲナーゼ処理により細胞培養ディッシ

ュから剥離して、内部を培地で満量にした培養フラスコに移した後、天地逆転させた状態で天井培養を

開始した。天井培養開始２日後にフラスコ上面への脂肪細胞の付着を認めた。その後、天地を戻して培

養を継続したところ、経時的にフラスコ内の脂肪滴を有する細胞が減少し、一方で油滴を持たない紡錘

形形態を呈する細胞が増殖したことを観察した。この DFAT と類似している線維芽細胞様の細胞

（DFAT 様細胞）を継代し、脂肪細胞、骨芽細胞、軟骨細胞への分化誘導能を評価した。 

脂肪細胞への分化は、細胞内脂肪滴を Oil Red O 染色により観察することで評価した。また骨芽細胞

へ分化誘導した細胞については、リン酸カルシウム沈着を Alizarin Red S 染色により観察することで評

価した。さらに、脂肪細胞、骨芽細胞、軟骨細胞へ分化誘導した細胞において、それぞれに特徴的な遺

伝子マーカーの発現量を RT-qPCR 法により定量した。なお、分化誘導を行う際に、同時系列で親細胞

株 C3H10T1/2 についても同様の実験を行い、天井培養して得られた DFAT 様細胞と比較した。また

C3H10T1/2 脂肪細胞を 1 つずつ単離して作製したクローンについて、脂肪ならびに骨分化誘導を行い、

他細胞混入等による影響を排除した条件下での分化誘導能について検討した。 

 

 

 

 



実験結果 

C3H10T1/2 細胞を脂肪分化誘導させた結果、開始 14 日目で類円形かつ脂肪滴を有する脂肪細胞の形

成を認めた。また脂肪細胞に特有な遺伝子マーカー（Pparg2、Adipoq、Fabp4）発現の経時的な増加を

認めた。この C3H10T1/2 脂肪細胞を回収して天井培養を行った結果、培養開始 2 日目でフラスコ上面

に細胞の付着を観察した。このとき小さな脂肪滴のみ有する細胞を認めたことから、すでに一部の細胞

において脱分化が開始していると判断し、同時点で天地を戻して培地交換ならびに培養継続した。天井

培養開始後５日目にはフラスコ内で脂肪滴を有さない線維芽細胞様形態を呈する DFAT 様細胞の出現を

顕著に認め、７日目では脂肪細胞より優勢になった。継代後も DFAT 様細胞は増殖を続けた。なお、天

井培養で上面に付着した細胞の内、98.5％が Bodipy 陽性脂肪滴を有する細胞であった。 

次に、C3H10T1/2 脂肪細胞の脱分化で作製した DFAT 様細胞について、脂肪細胞、骨芽細胞ならび

に軟骨細胞への分化誘導実験をそれぞれの分化誘導培地を用いて行った。その結果、脂肪細胞分化誘導

培地培養下では Oil Red O 染色陽性細胞が、骨芽細胞分化誘導培地培養下では Alizarin Red S 染色陽性

細胞が出現し、脂肪細胞及び骨芽細胞にそれぞれに分化誘導することができた。また遺伝子解析の結果、

脂肪細胞、骨芽細胞ならびに軟骨細胞にそれぞれ特有なマーカー遺伝子（脂肪細胞：Pparg2、Adipoq、

Fabp4、 骨 芽 細 胞 ：Osteocalcin（Ocn）、Ostrix（Osx）、Osteopontin（Opn）、 軟 骨 細 胞 ：Sox9, 

collagen 2a1 (Col2a1) 、Aggrecan（Acan））の発現の上昇を認めた。それぞれの分化誘導における

DFAT 様細胞の遺伝子発現パターンは C3H10T1/2 細胞親株のものと若干異なっていたが、類似の傾向

であった。 

単一の C3H10T1/2 脂肪細胞から作製した DFAT 様細胞のクローンについて、脂肪ならびに骨分化誘

導を行ったところ、それぞれに特徴的な遺伝子マーカーの発現上昇を認めた。ただし、それらの遺伝子

発現パターンにおいて、それぞれのクローンによる差異を認めた。 

 

考察 

本研究において、C3H10T1/2 細胞を脂肪分化誘導培地にて分化させた C3H10T1/2 脂肪細胞を天井

培養することによって DFAT 様細胞を作製できること、およびその DFAT 様細胞が脂肪細胞、骨芽細

胞、軟骨細胞へ分化誘導できることが明らかになり、DFAT 実験モデルとして有用と考えられた。

C3H10T1/2 脂肪細胞由来 DFAT 様細胞を脂肪細胞、骨芽細胞、軟骨細胞に分化誘導させた際に誘導さ

れる遺伝子の発現パターンは、C3H10T1/2 細胞親株のものと若干の相違があったが類似していた。単

一化した C3H10T1/2 脂肪細胞からも DFAT 様細胞のクローンを作製でき、脂肪ならびに骨分化誘導に

よる分化誘導を認める結果を得た。得られた DFAT 様細胞は、脂肪細胞に分化した細胞が脱分化したも

のであり、未分化 C3H10T1/2 細胞の混入ではないことを示している。DFAT 様細胞のクローンによっ

て分化の程度に差があった。親株サブクローンのゲノムやエピゲノムなどの相違や脱分化過程での修飾

の影響が考えられる。これらのクローンは、脱分化および分化誘導の分子メカニズムの解明に応用でき

ると考えられる。 

今後は、DFAT 様細胞及び分化した細胞の細胞表面マーカーの解析、今回行った 3 系統以外の細胞へ

の分化能についての解析を検討している。遺伝子工学的に C3H10T1/2 細胞の遺伝子を改変させること

により、脱分化及び分化誘導の詳細な分子メカニズムの解明が可能となる。 

 



まとめ 

マウス間葉系幹細胞株 C3H10T1/2 を脂肪分化誘導培地にて成熟脂肪細胞に分化させ、その細胞を天

井培養することで、DFAT 様細胞を作製した。作製した DFAT 様細胞は、生体脂肪細胞由来の DFAT と

同様に継代培養することができ、脂肪・骨芽・軟骨細胞への分化誘導が可能であった。C3H10T1/2 細

胞を用いたい DFAT 実験系は、DFAT の基礎研究に有用であり、脱分化及び分化誘導の分子メカニズム

についての研究発展へ繋がることが期待できる。 
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