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論文内容要旨 

 

唇顎口蓋裂などの先天的形態欠損や腫瘍の外科的除去に付随するものなどの軟骨欠損は顔面形態に

影響を及ぼし，患者の QOL に大きな影響を及ぼす．近年，それらの処置法として注目されているのが

軟骨細胞や間葉系幹細胞を播種した足場材料を用いるものである．そこで今回我々は，ヒト頬脂肪体

(hBFP)から分離した間葉系幹細胞である脱分化脂肪細胞（DFATs）と脂肪幹細胞（ASCs）をアテロ

コラーゲンスポンジに播種して 3 次元培養を行い，21 日間軟骨分化させたものを比較・検討した． 

当科で外科手術を施行した患者の余剰な hBFP を採取した．PBS にて洗浄後，コラゲナーゼ処理を

行い，ナイロンメッシュにて濾過した．次に，遠心分離にかけ，最上層に浮遊した成熟脂肪細胞と沈

殿した細胞ペレット（SVF）とに分離させた．浮遊細胞を採取し天井培養により DFATs を調整し，SVF

より通常培養により ASCsを調整した．さらにDFATs と ASCsを各々アテロコラーゲンゲルと混和し，

約 50×10⁴個ずつアテロコラーゲンスポンジに細胞を播種し，軟骨分化誘導培地で 7，14 および 21 日

間 3 次元培養した．その後，Real-time PCR（aggrecan，collagen type2，SOX9），Western blotting

（aggrecan），Alcian blue 染色および免疫染色(aggrecan)を行った．また，軟骨誘導前にヘマトキシ

リン・エオジン(HE)染色，ES 細胞マーカー（Nanog，Sox2，Oct4）を Real-timePCR にて測定した．

統計解析には Mann-Whitney U-test を用いて，有意水準は 5％以下とした． 

天井培養により Flask の天井面に付着した細胞には細胞質の伸展，脂肪滴の縮小といった DFATs に

特徴的な所見を認め，SVF を培養した細胞にも紡錘形の線維芽細胞様の形態の細胞を認めた．また，

HE 染色によりアテロコラーゲンスポンジ全体にほぼ均一な細胞分布が確認され，培養後 7，14，21



日のいずれでも，Alcian blue 染色と免疫染色では軟骨細胞に陽性の所見を呈していた．さらに，

Real-time PCR では 3 つのターゲット全てで培養後 14，21 日間において，また，Western blotting

では培養後 7，14，21 日間全てで DFATs が ASCs より有意に高値であった．そして，ES 細胞マーカ

ーの Real-time PCR でも 3 つのターゲット全てで DFATs が ASCs より有意に高値を示した． 

hBFP を用いることには局所麻酔下にて行えることによる身体への負担が少ないことや，口腔内よ

りアプローチすることによる審美性の確保などの多くの利点がある．さらに，我々が用いたアテロコ

ラーゲンスポンジは，整形性を備え，圧縮負荷にも耐える耐久性も備えている．今回，これらを用い

た研究において，軟骨組織再生には DFATs が ASCs よりも優れていることが示された．その理由とし

て，DFATs が ASCs より純度の高い細胞であることや ES 細胞マーカーが高いことが関係していると

考えられる．これらより，hBFP 由来の DFATs が軟骨組織工学の理想的な細胞であるということが示

唆された． 

 

論文審査結果要旨 

 

本論文はヒト頬脂肪体（hBFP）から分離した間葉系幹細胞である脱分化脂肪細胞（DFATs）と脂肪幹

細胞（ASCs）をアテロコラーゲンスポンジに播種して 3 次元培養を行い，21 日間軟骨分化させたもの

を比較・検討したものである．hBFP を用いることには局所麻酔下にて行えることによる身体への負担

が少ないことや，口腔内よりアプローチすることによる審美性の確保などの多くの利点があること，

臨床応用に有用な整形性や圧縮負荷にも耐える耐久性を備えたアテロコラーゲンスポンジを用いた 3

次元培養を行ったことなどが本論文の特徴である．さらに，これらを用いた今回の研究において，軟

骨組織再生には DFATs が ASCs よりも優れていることが示されている．その理由として，DFATs が ASCs

より純度の高い細胞であることやES細胞マーカーが高いことが関係していると考えられるとされてい

る．これらの結果や考察は，過去の論文にはみられない新規性を有している． 

以上，hBFP 由来の DFATs が軟骨組織工学の理想的な細胞であるということが示唆された点におい

て，本論文は博士（歯学）の学位を授与するに値すると判定した． 


