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1．再生医療と幹細胞

　我々、人間に寿命があるように、それぞれの細
胞にも寿命がある。神経や腎臓の細胞のようにほ
ぼ一生にわたり生存する細胞もあるが、皮膚や血
液細胞のように数週間から数ヵ月しか生存できな
い細胞もある。それら寿命の短い細胞が枯渇しな
いのは、その元となる「幹細胞：stem‌cells」が
体内において生理的に再生できるからである。切
断を繰り返しても元通りの形態に再生可能なプラ
ナリアや四肢を切断しても再生できるイモリなど
とは異なり、我々の体がもつ再生能力は非常に乏
しい。しかし、遺伝子工学や分子生物学の進歩に
より、近年、幹細胞や増殖因子を用いた人体の組
織や臓器の再生に関する研究が盛んに行われるよ
うになり、その治療効果が期待されている。この
ように、機能障害や機能不全に陥った生体組織・
臓器に対して、細胞を積極的に利用して、その機
能の再生をはかることが「再生医療」の基本コン
セプトである（図1）。
幹細胞とは未分化な状態の細胞であり、様々な

細胞に分化できる多分化能をもち、組織中に細胞
を供給している。幹細胞が組織を維持するために
は、分化した細胞を生み出すとともに、幹細胞が
枯渇しないように自己複製する必要がある。この
ように多分化能と自己複製能をもった細胞が幹細
胞と定義されている。幹細胞として有名なものに
1981年Evansらによって樹立された胚性幹細胞
（ES細胞）がある1）。ES細胞は受精卵の内部細胞
塊に由来する細胞で、体を構成するすべての細
胞へと分化できる能力（多能性：pluripotency）
を保持したまま無制限に増殖することができる。
しかし、その臨床応用に際しては、受精卵を材料

として用いることに対する倫理的宗教的問題や他
者である受精卵から樹立されるES細胞を患者へ
移植する際の拒絶反応といった大きな問題を抱
えている。一方、2006年Takahashiら2）によっ
て樹立された人工多能性幹細胞（iPS細胞）はES
細胞のもつ問題点を解消し、ES細胞に代わる再
生医療の切り札として注目されている。iPS細胞
は線維芽細胞などの体細胞に４種類（３種類の報
告もある）の遺伝子を導入することで樹立され、
ES細胞と同様に多能性を有する。iPS細胞は受精
卵を必要としないため倫理的な問題はなく、さら
に患者本人の体細胞から樹立可能であることから
移植に際して拒絶反応が起こらない。しかしなが
らiPS細胞にも腫瘍原生、遺伝子導入やウイルス
ベクターの使用に関する安全性、細胞樹立にかか
る時間や効率性などその使用に関しては種々の問
題が存在する。
　幹細胞にはES細胞やiPS細胞などの多能性幹
細胞の他に造血幹細胞や間葉系幹細胞など体を

図1　再生医療の基本コンセプト



構成するすべての細胞には分化できないが、複
数の種類の細胞に分化できる能力（複能性：
multipotency）をもった細胞が含まれる。間葉
系幹細胞は1999年Pittengerら3）によって骨髄
中に存在することが世界で初めて発見され（骨髄
間質細胞）、その後2001年Zukら4）によって脂
肪組織中にも存在することが証明された（脂肪幹
細胞）。その他にも現在まで体の様々な組織から
間葉系幹細胞が樹立されているが、特に骨髄間質
細胞と脂肪幹細胞に関する研究は多い。間葉系幹
細胞は多能性をもたないが、高い増殖能や主に骨、
軟骨、脂肪といった中胚葉系細胞へ分化する能力
を有し、再生医療用ドナー細胞としてその有用性
が期待されている。

2．幹細胞を用いた歯科再生医療の現状

　歯周組織はセメント質、歯槽骨、歯根膜、歯肉
の４つの異なった組織で構成され、それぞれの組
織は互いに結合して歯を支えている。歯周炎は歯
周病原細菌の感染に対する宿主の免疫応答の結
果、歯周組織に破壊が生じたものであり、成人が
歯を失う原因の第１位となっている。現在行われ
ている歯周炎治療は、原因である歯周病原細菌と
破壊された歯周組織を取り除くことが基本となる
が、理想的な目標は破壊された歯周組織を再生す
ることである。歯周組織を再生させるアプローチ
として現在guided‌tissue‌regeneration（GTR）
法、エムドゲイン、fibloblast‌growth‌factor-2
（FGF-2）などのサイトカインを用いた方法が臨
床応用・臨床研究されている5）、6）。GTR法は組
織遮断膜を用いて歯肉上皮由来および歯肉結合組
織由来細胞が欠損部へ侵入すること防ぎ、歯根膜
由来幹細胞を到達させ歯周組織再生を誘導しよう
とする治療法である。またエムドゲインやFGF-2
などのシグナル因子を用いることで歯周組織再生
能力のある歯根膜由来幹細胞を活性化することが
できる。　　
　しかし、これらの方法はいずれも歯周組織欠損
周囲に存在する歯根膜由来幹細胞の再生能力を最
大限に発揮させ、歯周組織を再生させるコンセプ
トに基づいた治療であり適応が限られる。生体内
の幹細胞数が少ない高齢者や広範囲の歯周組織欠
損を伴う症例では十分な数の細胞の遊走や増殖が

難しいため、GTR法やエムドゲイン、FGF-2を用
いた治療など内在性の幹細胞が持つ自己修復力を
活性化する方法では対応が困難である。そこで歯
周組織欠損部に他の組織から採取した幹細胞を移
植することにより歯周組織を再生する治療法の研
究が進められている。
　これまでに動物実験で細胞移植による歯周組織
再生効果が報告されているのは骨髄間質細胞、歯
髄幹細胞、歯根膜幹細胞などの間葉系幹細胞、さ
らに多能性幹細胞であるiPS細胞である7）。また
幹細胞治療の臨床応用を目指すべく、これらの
細胞を用いた臨床研究もすでに実施されている。
2006年７月に「ヒト幹細胞を用いた臨床研究に
関する指針」が施行され、幹細胞を用いた新規の
研究は厚生労働省の諮問委員会での審査を経る
ことが義務づけられおり、その内容や結果はイ
ンターネットを通じてアクセスできる（http://
www.mhlw.go.jp/bunya/iryou/iryousaisei.
html）。2013年７月現在承認されている歯科再
生医療に関する臨床研究は９つあり、ドナー細胞
として骨髄間質細胞、脂肪幹細胞、歯根膜幹細胞、
歯髄幹細胞などを用いた歯周組織、歯髄組織や顎
骨再生の研究が行われている。
　このように間葉系幹細胞を用いた歯科再生医療
研究は多く実施されているが、間葉系幹細胞の代
表的な存在である骨髄間質細胞の樹立には骨髄穿
刺が必要となり、採取に伴う侵襲が大きい。一方、
脂肪幹細胞は皮下脂肪を少量採取することで樹立
可能であり、より臨床応用に適した間葉系幹細胞
と言える。しかし、どちらの細胞も骨髄また脂肪
組織中においてはマイナーな細胞であり、樹立さ
れた間葉系幹細胞は不均一な細胞集団である。ま
た歯根膜幹細胞や歯髄幹細胞も同じく不均一な細
胞集団であり、臨床応用における安全性の観点か
ら考えると移植に用いる細胞は純度が高い細胞集
団（均一な細胞集団）であることが望ましい。そ
こで我々は2008年から純度が高い細胞集団であ
る脱分化脂肪細胞（dedifferentiated‌fat‌cells：
DFAT‌cells）を用いた再生医療、特に骨再生医療
の臨床応用を目指すべく研究を開始した。



3．脱分化脂肪細胞の特徴

　現在、再生医療研究の分野において脂肪由来の
幹細胞と言えば一般的に脂肪幹細胞があげられ
る。脂肪幹細胞に関するZukらの論文4）は2500
回以上引用され、脂肪幹細胞を広く研究者に認知
させる結果となった。一方、脱分化脂肪細胞は
2008年にMatsumotoら8）が再生医療用ドナー
細胞としての有用性を報告して以降、徐々に注目
を浴びてきた細胞であるが、まだまだ研究者が少
ないのが現状である。しかし我々は、脱分化脂肪
細胞が骨髄間質細胞や脂肪幹細胞などの間葉系幹
細胞がもつ問題点である純度の問題を改善し、ま
たその他にも優位な点を見出したことから非常に
ポテンシャルの高い細胞であると考えている。
　脱分化脂肪細胞は天井培養法と呼ばれる方法で
脂肪組織から樹立される。まず脂肪組織を採取後、
コラゲナーゼ溶液で処理し、遠心分離操作により
脂肪組織を浮遊する成熟脂肪細胞と沈殿したスト
ローマ分画に分離する。浮遊した成熟脂肪細胞の
みを回収し、通常培地（ダルベッコ改変イーグル
培地（DMEM）+‌20%ウシ胎児血清（FBS））で
完全に満たしたフラスコに播種する。次いで本来
のフラスコ底面が上面に来るようにフラスコを反
転させ、インキュベータ内（37℃、5%CO2）で

１週間培養する。成熟脂肪細胞は油滴を含むため
浮遊し、フラスコ天井側に付着後、非対称性細胞
分裂を起こし、線維芽細胞様の形態を呈する脱分
化脂肪細胞が産生される。上記の方法が天井培養
法である。一方、遠心分離操作にて沈殿したスト
ローマ分画をフラスコに播種し、付着培養して得
られる細胞集団が脂肪幹細胞である（図2）。遠心
分離操作にて浮遊した細胞集団のほとんど（98%
以上）は成熟脂肪細胞であり、これは純度が高い
細胞集団である。よって純度が高い成熟脂肪細胞
から天井培養法により樹立される脱分化脂肪細胞
も純度が高い細胞であると考えられている。一方、
ストローマ分画には脂肪幹細胞の他に平滑筋細
胞、血管内皮細胞、単球など異種細胞が多く含ま
れ、ストローマ分画を付着培養して樹立される脂
肪幹細胞は純度が低い細胞集団である8）。このよ
うに細胞集団として考えた場合の純度の違いが脱
分化脂肪細胞と脂肪幹細胞の最大の違いであり、
純度が高い脱分化脂肪細胞は前述した通り移植に
おける安全性の観点から脂肪幹細胞より有用であ
ると考えている。
　脱分化脂肪細胞は成熟脂肪細胞のマーカーが完
全に消失し、Runx2、Sox9、平滑筋αアクチン
といった骨、軟骨、平滑筋の初期分化マーカーを
発現していることから間葉系前駆細胞の形質を

図2　脱分化脂肪細胞と脂肪幹細胞の樹立方法（矢頭：成熟脂肪細胞に含まれる油滴）



もった細胞集団であると考えられている8）。脱分
化脂肪細胞の「脱分化」とは「ひとたび分化し
た細胞が未分化な状態に戻る」という意味であり、
成熟脂肪細胞のマーカーが脱分化脂肪細胞では消
失していることからこの名前が付けられた9）。脱分
化脂肪細胞は適切な分化誘導培地を用いて培養す
ることで、骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、骨格
筋細胞などへ分化することが報告されている8）、10）。
さらに脱分化脂肪細胞を障害部位へ移植すること
で、心筋梗塞モデルにおける心機能改善効果11）、
脊髄損傷モデルにおける運動機能改善効果12）が
認められ、幅広い疾患に対する有用性が期待され
ている。また脂肪幹細胞と同じく脂肪組織から樹
立されるため、採取に伴う侵襲が少なく、全身状
態が不良な患者や高齢者からも調整できるといっ
た利点を有する。

4．‌脱分化脂肪細胞を用いた骨組織再
生研究

　歯周病患者における歯周組織再生、インプラン
ト手術における骨造成、また腫瘍切除後の顎骨再
建など歯科再生医療において骨は重要な標的臓器
の一つである。また骨髄間質細胞、脂肪幹細胞を
用いた骨組織再生の研究は多く、それらと脱分化
脂肪細胞の比較を行うことでさらなる有用性を見
出したいと考えた。
　我々はまず、ウサギの鼠蹊部から脂肪組織を採
取し、天井培養法を用いて脱分化脂肪細胞を樹立
した。ウサギ脱分化脂肪細胞をプレートに播種し、
骨分化誘導培地（DMEM‌+‌10%‌FBS、100‌nM
デキサメタゾン、50µM‌L-アスコルビン酸２り
ん酸、10mM‌β-グリセロりん酸）またはコン
トロール培地（DMEM‌+‌10%‌FBS）にてそれ
ぞれ３週間培養した。骨分化誘導培地にて培養し
た脱分化脂肪細胞は骨芽細胞分化マーカーである
オステオカルシン、カルシウムの発現量がコント
ロールと比較して有意に上昇した13）。次に人工
合成ペプチドRADA16（PuraMatrix™）を足場
材料としてウサギ脱分化脂肪細胞の３次元培養を
行った。脱分化脂肪細胞/RADA16複合体を骨分
化誘導培地またはコントロール培地にて３週間培
養した結果、オステオカルシン、カルシウム発現
量は骨分化誘導培地にて培養した群で有意に増加

し、骨髄間質細胞と比較してより早期に骨芽細
胞へ分化することが示された。またvon‌Kossa
染色を行い、脱分化脂肪細胞/RADA16複合体
中にカルシウムの沈着が認められることを証明し
た14）。脱分化脂肪細胞/RADA16複合体をヌード
マウス背部皮下に移植すると、12週間後には同
部に石灰化物が確認された（図3）。さらにウサ
ギ脱分化脂肪細胞をチタン線維の不織布である
titanium‌fiber‌mesh（チタンウェブ細胞培養セ
ルハウス）の中に播種し、骨分化誘導培地にて培
養した。走査型電子顕微鏡による解析ではカルシ
ウムの沈着を伴う石灰化物が細胞周囲に多数確認
された15）。上記の結果から脱分化脂肪細胞は２
次元、３次元培養どちらにおいても骨芽細胞へ分
化することが明らかとなり、骨再生用ドナー細胞
としての有用性が示唆された。
　次に我々は臨床応用を目指すべく、ヒト脱分化
脂肪細胞を用いた研究を開始した。大阪歯科大学
医の倫理委員会による承認後、患者の同意を得て
口腔外科手術時に切除され、術後廃棄予定の顎下
部脂肪組織から天井培養法を用いて脱分化脂肪細
胞を樹立した。また理研バイオリソースセンター
よりヒト骨髄間質細胞を入手し、両細胞を骨分化
誘導培地にて２週間培養した。その結果ヒト脱分
化脂肪細胞はヒト骨髄間質細胞と比較してアルカ
リフォスファターゼ、オステオカルシン、カルシ
ウムといった骨芽細胞分化マーカーの発現量が有
意に高かった16）。また他の患者に対する口腔外
科手術時に患者の同意を得て頬脂肪体を採取し、
天井培養法を用いて脱分化脂肪細胞を樹立した。
図２に示す通り、同一脂肪組織から脱分化脂肪細
胞と脂肪幹細胞の両方を樹立することが可能であ

図3　ヌードマウス背部皮下に認められた石灰化物



り、患者の頬脂肪体から脂肪幹細胞も同時に樹立
した。両細胞を骨分化誘導培地にて２週間培養し
た結果、脱分化脂肪細胞は脂肪幹細胞と比較して
骨芽細胞分化マーカーの発現量が有意に高かっ
た。さらにアリザリンレッド染色ではカルシウム
の沈着を示す赤く染色された範囲が脱分化脂肪細
胞を培養したプレートにおいて多く認められた17）

（図4）。以上のことからヒト頬脂肪体由来脱分化
脂肪細胞は脂肪幹細胞より骨芽細胞分化能が高い
細胞であることが示唆された。この研究で用いた
脱分化脂肪細胞と脂肪幹細胞は同一患者の同一頬
脂肪体から同時期に樹立された細胞である。また
培養に用いた培地も同じであり、骨芽細胞分化誘
導に関して同一条件下における脱分化脂肪細胞の
優位性が明らかとなった。脱分化脂肪細胞が脂肪
幹細胞と比較して骨芽細胞分化能が高い理由につ
いては現在調査中であるが、両細胞の純度の違い
が影響している可能性がある。前述のとおり、脱
分化脂肪細胞は均一な細胞集団であり、脂肪幹細
胞より純度が高い8）。細胞一つ一つではなく、細
胞集団として両細胞を比較した場合、脱分化脂肪
細胞はほとんどが幹細胞で構成されているが、脂
肪幹細胞は幹細胞と異種細胞から構成されている
ことになる。両細胞をほぼ同一数プレートに播種
し、同じ骨分化誘導培地で培養した場合、細胞集
団に含まれる幹細胞の割合が高い脱分化脂肪細胞
の方が骨芽細胞分化能が高くなるのではないかと
考えている。しかし、現段階ではこの仮説は証明
されておらず、今後検討していきたい。
　我々は脂肪組織採取部位として頬脂肪体を選択
したが、皮下脂肪や内臓脂肪を採取部位として選

択した場合と比べ以下のような利点があると考え
ている。採取は口腔内から頬粘膜を切開して行う
ため、体表面に傷をつけることなく低侵襲に脂肪
組織が採取可能であり、採取後の審美性にも優れ
ている。また痩せ型の患者であっても皮下脂肪、
内臓脂肪と比べ頬脂肪体はあまり減少しないこと
が報告されており18）、栄養状態が悪い高齢者か
らも採取が可能である。そして採取に関しては口
腔内のスペシャリストである歯科医師にアドバン
テージがあり、ヒト頬脂肪体由来脱分化脂肪細胞
はまさに歯科再生医療に適したドナー細胞である
と考えている。

5．今後の展望とまとめ

　脱分化脂肪細胞研究の歴史とその特徴、また現
在までに我々が行ってきた研究成果について述べ
てきた。脱分化脂肪細胞は他の間葉系幹細胞と比
較して優位な特徴をいくつも保持している。特に
現在まで間葉系幹細胞研究の中心にある骨髄間質
細胞や脂肪幹細胞と比べ、純度が高く、また骨芽
細胞分化能が高い細胞である。また脂肪組織採取
部位に頬脂肪体を選択すれば、採取後の審美性に
優れ、あらゆる患者から低侵襲に脱分化脂肪細胞
を樹立可能である。今後は小動物移植実験におい
て、骨組織再生における有用性を検討する予定で
ある。さらに、すでに臨床応用されているポリ乳
酸等の生体分解性足場材料と組み合わせて大型動
物を用いた前臨床試験における安全性と有効性を
確認し、早期の実用化につなげたい。また、骨組
織だけでなく、末梢神経再生、軟骨再生、唾液腺
再生など歯科再生医療の対象となる様々な疾患に
対する脱分化脂肪細胞の可能性についても探求し
ていきたいと考えている。
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