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略語 

 

ASCs  Adipose derived Stem Cells   （脂肪由来幹細胞） 

B6マウス C57BL/6 マウス 

B6→GFP 交換移植モデルのうち B6マウスの脂肪を GFPマウスへ移植したもの 

BMT  Bone Marrow Transplant model  （骨髄移植モデル） 

BMT-LT Bone Marrow Transplanted-auto Lipo Transfer model 

        （骨髄移植-自家脂肪移植モデル） 

GFP  Green Fluorescence Protein 

GFPマウス C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) マウス 

GFP→B6 交換移植モデルのうち GFPマウスの脂肪を B6マウスへ移植したもの 

Lectin  Isolectin GS-IB4  

SDF-1  Stromal cell derived factor 1 

SVF  Stromal Vascular Fraction   （間質血管細胞群） 
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要 旨 

脂肪移植生着過程におけるドナー細胞・ホスト骨髄／非骨髄細胞の役割を解明するため

に実験を行った。ホスト細胞は初期に９０%以上、１２週では約６０%がマクロファージ

であった。最終的にドナー細胞は成熟脂肪細胞、血管壁細胞、血管内皮細胞、ASCs に、

ホスト骨髄細胞は血管壁細胞、血管内皮細胞、ASCsに、ホスト非骨髄細胞は血管壁細

胞、ASCsを構成していた。本研究により脂肪移植は移植物に含まれる体性幹細胞のみ

ならず、ホストの骨髄／非骨髄由来の体性幹細胞を遊離、定着させていることが判明し

た。今後更に研究を進める事で脂肪移植に関わる体性幹細胞の挙動をコントロールでき

れば、本研究結果は様々な組織再生治療へ応用可能と考える。 
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序 文 

 形成外科領域の軟部組織再建方法には主に脂肪移植術、血管吻合を伴う遊離組織移植

術、人工物を用いた再建術が挙げられる。血管吻合を伴う遊離組織移植術に比べ手術時

間が短く、比較的簡便で、ドナー部・レシピエント部共に侵襲が少ないことなどから、

また人工物に比べより生理的であり、長期の合併症が少ないことなどから、脂肪移植は

有力な再建方法として注目されている。実際に 2009年には世界で 50万件以上の脂肪移

植が行われた(1)。しかし、現在の術式では生着率・効果や合併症といった手術結果の

ばらつきが大きく、手術者の技量による差も大きい。そのため脂肪移植術のさらなる改

良、標準化が望まれている。 

 脂肪組織は多種多様な細胞により構成されているが、脂肪由来幹細胞(Adipose derived 

stem/progenitor cells)（以下 ASCs）を含む事が知られている。ASCsは成人組織に存在す

る体性幹細胞の一種である。これまでの研究によって ASCsは成熟脂肪細胞を含む間葉

系細胞への多分化能を持つばかりでなく、内胚葉・外胚葉系への分化能が有ること、傍

分泌による免疫調整能が有ることなどが報告されている (2-6)。また、間葉系幹細胞の

代表例である骨髄由来幹細胞と比べ、ASCsは比較的採取が容易で、含まれる幹細胞の

割合が高い事が知られている (7)。こうした理由から ASCsは再生医療における細胞源

として形成外科領域以外でも注目を集めている。実際に、脂肪移植術としては放射線障

害、声帯障害、慢性潰瘍など、軟部組織増大という従来の目的を超えて治療適応を拡大

し(8-11)、ASCsを細胞利用した臨床応用として骨欠損、軟骨欠損、慢性潰瘍、放射線
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潰瘍、クローン病、多発性硬化症、移植片対宿主病、尿失禁、心筋梗塞などの報告がみ

られる (12, 13)。 

 これまでの研究から ASCsが分裂・遊走・分泌・分化することにより脂肪組織のリモ

デリング過程に深く関与する事がわかっており(14-16)、ASCsによる脂肪移植術の改善

の試みも行われている。脂肪組織は通常脂肪吸引術で採取されるが、この吸引脂肪中の

ASCs は正常組織と比較して約半数と少ない(7)。そこで、吸引脂肪中の ASCs を増やし、

生理的な状態に近づける事による脂肪移植の改善が検討されている。吸引脂肪を遠心分

離することで ASCsを濃縮する方法や、脂肪の酵素処理によって得られる ASCsを含む

間質血管細胞群を培養後もしくは培養せずに付加する方法などが、基礎実験及び臨床試

験において検証されている(17-20)。 

  当研究室ではこれまでに脂肪移植術における細胞動態一部を明らかにしてきた。脂

肪組織中の細胞はその種類によって虚血に対する耐性が異なり、ASCs、血管内皮細胞、

脂肪細胞、血球系細胞を比較すると、ASCsが最も虚血に対して強い(16)。細胞種によ

る虚血耐性の違いは移植脂肪組織の生着過程にも関わっており、細胞の生着様式により

移植脂肪は 3つの領域に分けられる事が判明した(16)。外表から順に生着領域、再生領

域、壊死領域である（図１）。 
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図１：移植脂肪の生着過程に関する３領域 

成熟脂肪細胞及び脂肪由来幹細胞の生死によって移植後の生着過程が異なる。これらの

領域は移植後数日で決定される。生着領域は移植脂肪組織の中で最も環境の良い領域で

あり、成熟脂肪細胞を含めて多くの細胞が生存している。再生領域は移植床の状態によ

って範囲が大きく変化し、表層より 300μm から 500~1500μmを占める。成熟脂肪細胞

は細胞死し、脂肪由来幹細胞は生存している。壊死領域では成熟脂肪細胞・脂肪由来幹

細胞ともに細胞死に陥る。幹細胞も細胞死しているために組織再生は行われない 
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 生着領域は最も外表で、移植した脂肪細胞及び ASCsが共に生存する。続く再生領域

は脂肪細胞が死に至り、ASCsが生存する領域である。再生脂肪細胞と考えられる小型

脂肪細胞（<３０µm）が最も多く観察されるのがこの再生領域である。再生脂肪細胞は

移植４週をピークに８週で一定になる(21)。つまり、移植後１２週の時点では移植脂肪

細胞の再生過程は完了していると考えられる。最も内側が壊死領域で、ここでは脂肪細

胞、ASCs共に死に至り、組織再生は行われない。 

 以上の様に移植脂肪の生着過程には多様な細胞が関わっているが、それぞれの細胞の

起源（細胞腫、ドナー・ホストの別）について詳細に解析した研究はない。ASCsを細

胞として用いた局所注入治療が骨髄由来細胞（骨髄由来幹細胞、血管内皮前駆細胞、他）

のモビライゼーション及びホーミングを促すことが指摘されており(22)、脂肪移植後の

リモデリングにおいても骨髄由来細胞が深く関与している可能性も否定できない。実際

に生理的状態や高脂肪食下では骨髄由来 ASCsが少数(<5%)存在することが報告されて

おり (23, 24)、脂肪組織内の ASCsは骨髄由来幹細胞などの骨髄から供給されている可

能性がある(25)。 

 本研究では、脂肪移植の動物モデルを作成し、そのリモデリング過程に関わる細胞の

起源、細胞腫と機能の解明を試みた。ホスト骨髄由来、ホスト非骨髄由来、ドナー由来

の 3種類の起源に分類し、脂肪組織中の成熟脂肪細胞、血管壁細胞、血管内皮細胞、

ASCsについてその細胞の由来の検討を行った。脂肪移植後の治癒リモデリング過程に

おける細胞動態を詳細に解明することが、脂肪移植術及び脂肪組織由来の細胞を用いた

治療の最適化、適応拡大や新規治療法の開発につながると思われる。  
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方 法 

マウス 交換移植モデル 

 以下全ての動物は日本 SLC (静岡)より購入した。また、動物実験の際の動物管理は東

京大学が定めるガイドラインに沿って行われた（承認番号：医 P11-002、医 P10-045、

医 P10-046）。 

 9週齢メスの C57BL/6 マウス（B6マウス）と 9週齢メスの C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) 

mice（GFPマウス）をペントバルビタールの腹腔内投与（50 mg/kg 体重）で麻酔し、

鼠径脂肪を採取した。採取した鼠径脂肪を相互に交換移植を行った。後頭部に 3mm皮

膚切開し、移植範囲を剥離、鼠径脂肪を挿入後に 7-0ナイロン糸で皮膚縫合を行った。

同モデルは当研究室ですでに確立されている ICR マウスを用いた自家脂肪移植モデル

に準ずるものである(16)。また、B6マウスと GFP マウスは同系統であり、免疫反応は

無視することができる。B6マウスの鼠径脂肪を GFPマウスへ移植したモデルを

B6→GFP、GFPマウスの鼠径脂肪を B6マウスへ移植したモデルを GFP→B6と命名し

た。移植後 0,1,4,12週後にマウスの総体重を測定後、移植検体を回収した。検体は重量

測定、免疫組織化学染色、ホールマウント染色により解析した。また、12週の検体に

ついては更に stromal vascular fraction (SVF：間質血管細胞群) を採取し、フローサイト

メトリー及び接着培養を行った。 
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マウス骨髄移植モデル(Bone marrow transplant model: BMT) 

 骨髄由来細胞の挙動を明らかにするため、すでに報告されている方法に準じてマウス

骨髄移植モデルを作成した(23)。 ６週齢、メスの GFPマウスの脛骨及び大腿骨をリン

酸緩衝液により洗浄し、GFP陽性骨髄細胞懸濁液を得た。この GFP 陽性骨髄細胞懸濁

液は、赤血球溶血溶液 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) を用いて溶血し、リン酸緩衝液に

より洗浄を行った。別に用意した６週齢 メスの B6マウスへ致死量(10Gy)の γ線全身照

射を行った後、GFP陽性骨髄細胞懸濁液を尾静脈より注入した (2×10
6
 個/マウス)。骨髄

移植後 6週後に末梢血中の白血球(CD45+細胞)をフローサイトメトリーにより解析し、

骨髄変換率 90%以上であることを確認し、次の実験へ使用した。 

 

マウス骨髄移植-自家脂肪移植モデル 

 Bone marrow transplanted auto-lipotransfer model (BMT-LT)： 

 骨髄移植後 8週のマウスをペントバルビタールの腹腔内投与（50 mg/kg 体重）で麻

酔し、 鼠径脂肪を採取した。 マウス交換移植モデルと同様の手技で、鼠径脂肪を後頭

部皮下へ自家移植した。移植後 12週にて検体を採取し、免疫組織化学、ホールマウン

ト染色、フローサイトメトリー解析を行った。骨髄移植後に処置を行っていないマウス

の鼠径脂肪を骨髄移植後 20週にてコントロールとして採取（BMT）、採取検体より

SVFを採取後、フローサイトメトリー解析を行った。  
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ホールマウント染色 

 ホスト由来の毛細血管及び成熟脂肪細胞の評価をホールマウント染色により行った 

(15, 26)。検体を 3 mm 角の立方形に細切し、下記の蛍光色素と 30分間室温にて反応さ

せた。蛍光色素：Alexa Fluor 568もしくは 647標識の Isolectin GS-IB4 (Lectin: Life 

Technologies Corporation, Carlsbad, CA)（血管内皮染色）、Hoechst 33342 (同人科学研究

所, 熊本)（核染色）。また、GFP蛍光は追加染色なしで検出可能であった。検体を洗浄

後、TCS SP2共焦点顕微鏡(Leica, Heerbrugg, Switzerland)を用いて画像解析を行った。

1µm毎の連続画像を撮影し、3次元画像を再構成した。 

  

免疫組織化学 

 免疫組織化学的手法により成熟脂肪細胞、血壁構造及びマクロファージの評価を行っ

た。採取した脂肪組織は固定後(Zinc Fixative; BD Biosciences, San Diego, CA)、パラフィ

ンに包埋した。6µmの厚さで切片を用意し、 下記の一次抗体で免疫染色を行った。一

次抗体：ラビット抗 GFP 抗体 (Novus Biologicals, Littleton, CO)、ギネアピッグ抗-

Perilipin抗体［生きた脂肪細胞マーカー］(PROGEN, Heidelberg, Germany)、ラット抗

MAC-2抗体(PROGEN, Heidelberg, Germany)、ラット抗 MAC-2［マクロファージマーカ

ー］ (CEDARLANE Laboratories, Burlington, Ontario, Canada)。それぞれの抗体について

アイソタイプ抗体を陰性コントロールとして用いた。一次抗体に合わせて以下の蛍光二

次抗体を用いた：Alexa Fluor 488標識ゴート抗ラビット抗体、Alexa Fluor 568標識ゴー

ト抗ギネアピッグ抗体、Alexa Fluor 568標識ゴード抗ラット抗体。血管内皮細胞は
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Alexa Fluor 647標識 Isolectin GS-IB4 (Lectin: Life Technologies Corporation)を用いた。核

染色は Hoechst 33342 を用いた。撮影には蛍光顕微鏡 (Keyence, Osaka, Japan) もしくは

TCS SP2共焦点顕微鏡(Leica)を用いた。 

 

間質血管細胞群(Stromal vascular fractions: SVF)の分離 

 採取した脂肪組織を 1mm角に細切し、0.075% コラゲナーゼ（和光、大阪）含有のリ

ン酸緩衝液に 30分間 37°C にて恒温振盪した (15)。細胞溶液は PBS にて洗浄、フィル

ター処理(100、30µm)、遠心分離(800g、 5 分)、赤血球溶血溶液 (Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO) を用いて溶血した。 

 

フローサイトメトリーと結果の評価 

 SVF細胞の表面抗原についてフローサイトメトリー解析を行い、ドナー/骨髄以外の

ホスト細胞/骨髄由来細胞の割合を内皮細胞・ASCsについて評価を行った。鼠径脂肪３

個相当量を処理することで多重染色に必要な細胞量を得ることができ、各３回の解析を

行った。SVF細胞はラット抗 CD34ビオチン抗体 (eBioscience, San Diego, CA) 4℃で 30

分間反応させた。リン酸緩衝液にて洗浄後、次の 2次抗体及び蛍光標識されたモノクロ

ナル抗体と 4 ℃にて 30分間反応させた。抗体：ラット抗ストレプトアビジン

Allophycocyanin (APC)抗体、ラット抗 CD31 fluorescein phycoerythrin (PE) 抗体 (BD 

Bioscience, San Jose, CA)、ラット抗 CD45 phycoerythrin Cy7 (PE-Cy7) 抗体 (eBioscience)。 
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GPFの信号は追加染色無しに検出することが可能であった。染色後の細胞は LSR II 

flow cytometry system (BD Biosciences)を用いて解析を行った。過去の当研究室の結果よ

り、血管内皮細胞は CD45-/CD34±/CD31+、ASCs は CD45-/CD34+/CD31-とした(15, 27)。    

 コントロールとして実験動物と同週齢の手術操作を行っていない GFP マウス及び B6

マウスの鼠径脂肪を採取し、SVF細胞について同様の解析を行った。GFP マウス由来

の SVF細胞は本来 GFP 信号が 100%陽性であり、B6マウス由来の SVF細胞は本来 GFP

信号が 0%陽性である。本実験で内皮細胞及び ASCsの解析を行った所、それぞれ偽陰

性、偽陽性が認められた。下記の計算により結果の補正を行った：  

最適化データ       
 元データ     マウスの     

    マウスの         マウスの     
 

 

SVF細胞からの ASCs培養 

 SVF細胞をコーティング無しのプラスチック製 6-wellプレートに 8×10
4個/wellの濃

度で播種し、37℃、5%二酸化炭素、湿潤環境で培養した。培養液には M199(GIBCO 

Invitrogen, Carlsbad, CA)に 10%の fetal bovine serum (FBS)、100 IU ペニシリン、100 

mg/mlのストレプトマイシン、5 μg/mlのヘパリン 2 ng/mlの fibroblast growth factor 

(FGF)-1を加えたものを使用した。SVFは ASCs の他に白血球や血管内皮細胞等を含む

が、継代操作により次第に ASCs以外の細胞が駆逐される (27, 28)。本研究では 2継代

目の SVF細胞を ASCsとし、GFP信号を蛍光顕微鏡下 (Keyence)を用いて観察した。 
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統計解析 

 結果は平均±標準誤差で表記した。2群間の比較には Student’s tテストを用いた。多

群間の比較には Kruskal-Wallisテストにおいて有意差があるものについて Bonferroni補

正を伴う Mann-Whitney  Uテストを用いた。P 値が 0.05未満のものについて統計学的に

有意とした。 

  



16 
  

結 果 

交換移植モデルの安定性 

 交換移植モデルマウスの体重増加は GFP マウスおよび B6マウスにおいて同様で統計

学的に有意な差は認めなかった。検体の重量は成長による変化を補正するために全体重

との比（検体重量/全体重）を計算し、検体の生着率の指標とした。検体重量/全体重は

B6→GFP、GFP→B6の両モデル間の差を認めなかった（図１）。  
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図１：交換移植モデルによる検体重量/全体重の経時的変化 

検体重量/全体重を図示する。 B6→GFP、GFP→B6の両モデル間の差を認めなかった。
(n=3) 
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脂肪移植におけるホスト由来細胞の挙動 

 B6→GFPモデルの免疫組織化学的検査を行った。このモデルではホスト細胞の局在

や性質を GFP陽性細胞として検出することができる。まず、Perilipinとの共染色により

ホスト由来の浸潤細胞の局在を明らかにした。移植後１週目で Perilipin陰性領域である

最中心部にまで浸潤が認められた。ホスト由来細胞は全期間にわたり主に Perilipin陰性

の領域（再生領域及び壊死領域）に存在していた（図２）。 
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図２：交換移植モデルにおけるホスト由来細胞の浸潤 

 交換移植モデルのうち B6→GFPモデルについて免疫組織化学的検討を行った。代表

的写真を提示する。GFP（ホスト）、Perilipin（生きた脂肪細胞）Hoechst（核染色）の

多重染色である。Perilipin染色の輝度により、生着領域及びそれ以外（再生領域と壊死
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領域）を区別することが可能であった（点線）。ホスト細胞の浸潤は主に Perilipin陰性

の再生領域及び壊死領域に観察された。  
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 浸潤したホスト細胞の性質を明らかにするため、移植後１週の連続切片についてマク

ロファージマーカーである Mac2で染色した。ホスト由来細胞は主に Mac2陽性のマク

ロファージであった（図３）。また、死脂肪細胞を取り囲むマクロファージ貪食像であ

る、Crown like structure (29)を観察した（図３星印）。生着領域には新生脂肪と考えら

れる 30μm以下のドナー由来脂肪細胞が認められ、移植後１週でリモデリングが起きて

いる事が確認された（図３矢印） 
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図３：交換移植モデルにおけるホスト由来マクロファージの浸潤 

 交換移植モデルのうち B6→GFPモデルについて免疫組織化学的検討を行った。連続

切片染色の代表的写真を提示する。Hoechst（核染色）および GFP 染色に加え、左側は

Perilipin、右側は Mac2の多重染色である。ホスト細胞（GFP陽性細胞）はほとんど

Mac2陽性であった。点線＝生着領域と再生領域の境界。星印=Crown like structure。矢

頭：ドナー由来再生脂肪細胞。  
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 ホスト由来細胞における Mac2陽性細胞の割合について定量し、経時的に観察した

（図４）。2週目をピークにホスト由来細胞の 90%以上が Mac2陽性マクロファージで

あり、次第に減少するものの 12週においても 60.2±4.5%のホスト由来細胞が Mac2陽性

マクロファージであった。以降の実験では 12週のサンプルを使用し、成熟脂肪細胞、

血管壁細胞、毛細血管（血管内皮細胞）、ASCsについてその由来を検討した。 
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図４：ホスト由来細胞中の Mac2陽性細胞の割合を 

 

 ホスト由来細胞は主にマクロファージであるが、経時的に減少した。エラーバー：標

準誤差。(n=9） 
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移植後成熟脂肪細胞の由来 

 免疫組織化学染色により、生きた成熟脂肪細胞の評価を行った。Perilipinは生きた成

熟脂肪細胞の油滴膜を構成する蛋白である (15)。本研究では Perilipin信号が強く、円形

を呈し、外周のみが陽性の細胞を成熟脂肪細胞とした。 

 B6→GFPモデルではホスト由来の GFP陽性細胞は Perilipinの信号とほとんど重なら

ず（図５A）、GFP→B6 モデルではドナー由来の GFP陽性細胞と Perilipinの信号がほ

ぼ全て重なった（図５B）。つまり、両モデルにおいて同様にドナー由来の成熟脂肪細

胞が大多数を占めることが示された。ホスト由来の成熟脂肪細胞も稀ではあるが存在し

たが（図５C、D）、提示した画像以外の細胞は検出できなかった。検出頻度が非常に

少ないため定量は難しかった。B6→GFPモデルにおいては GFP陽性の球状構造物をホ

ールマウント染色で検出することが可能であった（図５E）。 

 骨髄移植-自家脂肪移植モデルでは GFP 陽性の骨髄由来細胞が Perilipin信号と重なる

事はなかった（図５F）。また、ホールマウント染色においても GFP陽性の球状構造物

は検出することができなかった。 
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図５：移植後成熟脂肪細胞の由来 

 免疫組織化学染色の代表的写真を提示する。A~D及び Fがパラフィン切片による免

疫組織化学染色、E がホールマウント染色である。全て移植後１２週のサンプルで、A、

C、Eが交換移植モデルの B6→GFP、B、D が交換移植モデルの GFP→B6、Fが骨髄移

植-自家脂肪移植モデル（Bone marrow transplant-lipo transfer: BMT-LT）である。ほとん

どの移植後成熟脂肪細胞はドナー由来であった（A、B）。非常に稀なホスト由来の成

熟脂肪細胞も観察可能であった（C、 D、E）（星印：ホスト由来成熟脂肪細胞）。し

かし、骨髄由来の成熟脂肪細胞は観察できなかった(F)。 Bar=30µm。  
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移植後血管壁構造の由来 

 脂肪移植後の血管壁はフェーズコントラスト像により同定した。免疫組織化学染色と

併用することにより GFP 信号を検出した（図６A、B）。Hoechst（核染色）陽性細胞中

の GFP陽性細胞の割合からドナー及びホスト細胞の割合を算出した。ホスト由来細胞

の移植後血管壁内構成割合は B6→GFPモデルで 15.8±2.0% (n=9)、GFP→B6モデルで

35.3±3.4% (n=9)であった。B6→GFPモデルにおいてホスト由来の血管壁構成細胞は統

計学的に有意に少なかった（図６C）。 マウス骨髄移植-自家脂肪移植モデルにおいて

も同様の染色を行ったが、血管構造を認めず、骨髄由来細胞の血管構造の定量には至ら

なかった。 
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図６：移植後血管壁構造の免疫組織化学染色 

 交換移植モデルの脂肪移植後１２週検体の免疫組織化学染色像（A、B）。フェーズ

コントラスト像により同定した血管について、ドナーとホストの割合を算出した（C、

n=9）。両モデルにおいてホスト由来細胞が血管壁構造を構成しているが、B6→GFPモ

デルにおいてその割合が有意に少なかった。エラーバー：標準誤差。*：p<0.05。  
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移植後毛細血管及び血管内皮細胞の由来 

 免疫組織化学染色により交換移植モデルの毛細血管を評価した。Lectinは広く血管内

皮のマーカーとして使用されているが、本実験系ではマクロファージにも陽性反応が確

認された。マクロファージを除外するため、Mac2との共染色を行った。B6→GFPモデ

ルではホスト由来であるシアン色の毛細血管（ホスト緑色+Lectin 青色）とドナー由来

である青色の毛細血管（図７A）を認めた。緑（ホスト）、青（Lectin)、赤（Mac2）の

重合像としてマクロファージは白色に観察された。GFP→B6モデルにおいても同様の

結果で、ホスト由来である青色の毛細血管とドナー由来であるシアン色の毛細血管（ド

ナー緑色+Lectin青色）が観察された（図７B）。マクロファージは青色（Lectin）と赤

色（Mac2）の重合色である紫色に観察された。 

 ホールマウント染色により交換移植モデル及び骨髄移植-自家脂肪移植モデルの毛細

血管の評価を行った。交換移植モデルでは免疫組織化学染色の結果と同様に、ドナー及

びホストの Lectin陽性の毛細血管構造を認めた。また、ドナー及びホスト細胞が入り

乱れたキメラ様毛細血管も観察された（図７C、D）。Lectin陽性マクロファージは形

態的に容易に除外することができた。 

 骨髄移植-自家脂肪移植モデルのホールマウント染色では骨髄由来、非骨髄由来の両

方の Lectin陽性毛細血管様構造を認め、骨髄細胞の毛細血管新生への貢献が示唆され

た（図７E）。   
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図７：毛細血管の組織染色 

 脂肪移植後１２週の検体の免疫組織化学染色（A、B）及びホールマウント染色（C-E）

の代表的な画像を提示する。交換移植モデル（A-D)では B6→GFP及び GFP→B6共に

両染色法においてドナー由来、ホスト由来の毛細血管を認めた。骨髄移植後-自家脂肪

移植(Bone marrow transplant-lipo transfer: BMT-LT)のホールマウント染色では骨髄由来-

非骨髄由来の毛細血管を認めた。Bar=50µm。矢印：ドナー毛細血管、矢頭：ホスト毛

細血管。 
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 血管内皮細胞の由来の定量をフローサイトメトリー解析で行った。B６マウス、GFP

マウス、骨髄移植マウス（BMT）、骨髄移植後-自家脂肪移植モデル（BMT-LT）、交

換移植モデル（B6→GFP 及び GFP→B6）について鼠径脂肪及び移植脂肪検体を採取し、

SVF採取及びフローサイトメトリー解析を行った（図８）。CD45陰性、CD31陽性の

細胞を血管内皮細胞とした（図９A）。B６マウス及び GFPマウスの鼠径脂肪の血管内

皮細胞の GFP信号陽性率はそれぞれ、4.6±1.9%、76.0±1.1%であった。これらは理論的

には 0%及び 100%であるので、方法に示した補正を行った。また、GFP 信号の陽性/陰

性を交換移植モデルに関してはドナー/ホストの割合、BMT及び BMT-LTに関しては骨

髄/非骨髄の割合にそれぞれ変換し図示した（図９B）。生着した脂肪中の血管内皮細胞

はドナー由来・ホスト由来の細胞でほぼ均等に構成されていた。また、ホスト細胞は骨

髄由来細胞の貢献が大きく、非骨髄細胞は少ないことが示唆された。 

 

  



33 
  

 



34 
  

図８：移植脂肪構成細胞のフローサイトメトリーによる解析 

 移植脂肪細胞及びコントロール鼠径脂肪のフローサイトメトリー解析代表データを提

示する。血管内皮細胞は CD45陰性、CD31陽性細胞として、脂肪由来幹細胞は CD45

陰性、CD34陽性、CD31陰性細胞とした。 
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図９：血管内皮細胞の由来 

 血管内皮細胞について 6種類の検体についてフローサイトメトリー解析を行った

(n=3)。GFP→B6モデルのゲーティングを示す（A）。血管内皮細胞は CD45陰性、

CD31陽性細胞として、ASCsは CD45陰性、CD34陽性、CD31陰性細胞とした。GFP

信号の割合を最適化した後、血管内皮細胞のドナー・ホストもしくは骨髄・非骨髄の割

合として示す（B）。SSC：side scatter、EC：vascular endothelial cells、BMT：bone 

marrow transplant、BMT-LT：bone marrow transplanted lipo-transfer、Error bar：標準誤差。  



36 
  

移植後 ASCs の由来 

 フローサイトメトリー解析により血管内皮細胞と同様に ASCs について解析を行った。

ASCsは CD45陰性、CD34陽性、CD31陰性細胞とした（図９Ａ）。血管内皮細胞と同

様に方法の頁に有るように元データの補正を行い、ドナー・ホストもしくは骨髄・非骨

髄の割合として解析結果を示す（図１０Ａ）。生着した脂肪中の ASCsはドナー由来、

ホスト骨髄由来、ホスト非骨髄由来の細胞によりほぼ同じ割合で構成されていることが

示された。 

 交換移植モデル検体の ASCs培養実験において、ドナー・ホストの割合を観察するこ

とができた（図１０Ｂ）。定量すると B6→GFP モデルでは 67.0±7.4% 、GFP→B6モデ

ルでは 50.9±6.6%の ASCsがホスト由来であった(p=0.088)（図８C）。 これは、フロー

サイトメトリー解析による結果に矛盾しないものであった。 

これまでの結果を図１１にまとめる。 
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図１０：ASCsの由来 

 6種類の検体についてフローサイトメトリー解析を行った。GFP 信号の割合を最適化

した後、ASCsのドナー・ホストもしくは骨髄・非骨髄の割合として示す（A）。ドナ

ー・ホスト骨髄・ホスト非骨髄細胞がほぼ均等に ASCsを構成している。 

 交換移植モデルの ASCsを培養後、蛍光顕微鏡下で観察した（B）。定量した結果を

示す（C）。フローサイトメトリーと同様の結果を得ることができた。Bar：100μm、

BMT：bone marrow transplant、BMT-LT：bone marrow transplanted lipo-transfer、Error 

bar：標準誤差。 
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図１１：脂肪移植後構成細胞の起源 

上段に移植前脂肪、下段に移植後１２週の脂肪組織を図示する。ドナー細胞起源と思わ

れるものは移植前と同色を使用し、ホスト起源細胞を緑色で着色した。 

  

移植前 

移植後１２週 
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考 察 

 ホスト細胞は移植後１週で移植脂肪の中心部まで浸潤し、主に Perilipin陰性の再生領

域及び壊死領域に観察された。また、ホスト細胞はマクロファージとして死んだ脂肪組

織を円周状に取り囲んでいた（Crown like structure）。マクロファージが脂肪組織の成

長やリモデリングに深く関わっていることはすでに報告されている(30)。特に肥満との

関連で研究が進んでおり、マクロファージのサブタイプによる役割の違いも指摘されて

いる(31)。古典的な炎症性マクロファージは M1と呼ばれ、肥満により誘導され、炎症

性シグナルを局所及び全身に引き起こすことでインスリン抵抗性の一因となる(32)。一

方、抗炎症性の M2マクロファージは PPARγに依存した経路によりインスリン抵抗性

を改善すると報告されている(33)。今研究では M1及び M2の分類は直接行っていない

が、Crown like structureは肥満の脂肪組織に見られる脂肪貪食像であり、脂肪組織再構

築にも M1マクロファージとして関与していることが示唆される。 

 本実験における動物モデルの元となった脂肪移植モデルでは、再生脂肪と考えられる

小型脂肪細胞（<30µm）が移植４週後をピークに８週後に一定になる(21)。つまり、移

植後１２週の時点では移植脂肪細胞の再生過程は完了していると考えられる。そこで本

研究では移植後１２週のサンプルを用い、生着した脂肪組織内のホスト由来細胞がどの

細胞へ貢献しているのかを検討した。 

  

  



40 
  

 免疫組織化学的検索によりホスト非骨髄細胞由来の脂肪細胞はまれに観察可能であっ

たが、骨髄細胞由来の脂肪細胞は観察できなかった。先行の骨髄移植モデルを用いた研

究では、正常脂肪組織もしくは高脂肪食下の脂肪組織にて骨髄由来の脂肪由来細胞が報

告されている(23, 24)。先行研究においても骨髄由来の脂肪細胞の頻度は非常に少ない

とされており、その希少性から当研究では観察できなかったものと考える。一方、マウ

ス脂肪チャンバーモデルや、皮下に細胞外基質を留置したモデルを用いた先行研究では、

ホスト由来の細胞から新生脂肪細胞が形成されることが報告されている(34, 35)。移植

脂肪組織内では新生脂肪と考えられる小型脂肪細胞が確認されており、脂肪細胞新生は

活発に起きていると考えられるが、その起源はドナー由来の ASCsであると言える。脂

肪移植の微細環境が脂肪新生に適していないために、ホスト由来細胞が脂肪細胞へ分化

できない可能性がある。様々な要因が考えられるが、マクロファージの脂肪貪食周囲で

は骨髄由来の新生脂肪細胞が抑制されるという報告もあり(35)、移植脂肪組織内の炎症

がホスト由来の脂肪新生を抑制している可能性がある。   

 血管壁構造及び血管内皮細胞の由来についても免疫組織化学染色及びフローサイトメ

トリーを組み合わせることで詳細に検討を行った。特に血管内皮細胞のマーカーとして

一般的に使用される Lectinは血管内皮細胞だけでなく、マクロファージにも広く陽性

であることを示し、多重染色によりそれを除外することに成功した。これまでの Lectin

のみを用いた毛細血管の評価方法では血管数が過剰評価されている恐れがある。ホスト

細胞は血管壁構造よりも毛細血管により関わり、ホスト骨髄細胞とドナー細胞が同程度

に少数のホスト非骨髄細胞とともに毛細血管をキメラ状に構成していることが観察され
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た。これは腎臓移植などで確認されたドナー／ホストのキメラ血管と類似している(36)。

血管内皮細胞に関してはドナー細胞とホスト骨髄細胞がほぼ半数で貢献しており、ホス

ト非骨髄由来の細胞は少数であった。脂肪移植におけるホスト細胞の血管新生過程には

Angiogenesis 型血管新生ではなく、Vasculogenesis 型血管新生が主体であることが示さ

れた。 これまでの研究では、正常組織中の骨髄由来の ASCsは非常に稀であると報告

されてきた(23, 24)。フローサイトメトリー解析及び検体の SVF細胞培養実験の結果か

ら、脂肪移植後にはこの割合は大きく増加し、ホスト骨髄細胞・ホスト非骨髄細胞・ド

ナー細胞がおよそ均等に ASCsを構成していることが判明した。発見当初 ASCsは骨髄

由来幹細胞と同様の性質を持つ細胞として報告された経緯があり、骨髄より骨髄由来幹

細胞が移植脂肪へ遊走・定着したものと考えられる。骨髄由来幹細胞の創傷治癒や血管

新生との関係は広く研究されている。C-X-C chemokine receptor type 4 とそのリガンドで

ある Stromal cell derived factor 1（SDF-1）が重要な役割を果たしており、SDF-1のアゴ

ニストの投与により体性幹細胞が末梢血中に遊離し、糖尿病性潰瘍などの創傷治癒を促

進することが実験的に示されている (37, 38)。本研究において興味深いのは、脂肪移植

においてホスト骨髄/非骨髄由来の ASCsが認められたのにもかかわらず、それらが成

熟脂肪細胞へ分化しなかった事である。虚血脂肪組織から SDF1が産生される事はわか

っており、それらがホスト由来の ASCsの機能を創傷治癒や血管新生へ誘導している可

能性がある。また、血管新生と脂肪新生には大きな関わりがあり、胎生期では血管新生

の後に脂肪新生が起きることがわかっている(39)。ホスト由来の血管壁・血管内皮細胞

が本研究において認められた事から、より長期の観察や、創傷治癒の促進、炎症の抑制

などによりホスト由来 ASCsを脂肪細胞へ分化させることが可能となるかもしれない。 
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 本研究のみで ASCsとなったホスト非骨髄細胞の起源を特定することはできない。た

だし、ASCsには脂肪組織から遊走し、リンパ節へ定着する作用があることが報告され

ており(40)、ホスト非骨髄細胞由来の ASCsの起源は周囲の脂肪組織の可能性があると

考える。脂肪組織が ASCsのリザーバーとして機能しており、脂肪移植術後 ASCsが骨

髄由来幹細胞と同様に遊走・遠隔地へ定着することが本研究により示唆された。 

 本研究により脂肪移植の生着過程についてさらなる知見が得られた。壊死領域ではド

ナー細胞が死滅し、ホスト細胞により貪食・吸収される。生着領域や再生領域ではホス

ト骨髄細胞・ホスト非骨髄細胞・ドナー細胞それぞれが再構築に関わっていると考えら

れる。ホスト骨髄からは骨髄由来幹細胞・血管前駆細胞・ファイブロサイト等が遊走し、

移植脂肪内の主に再生領域において血管壁や血管内皮細胞、ASCsとなっている。ホス

ト非骨髄（隣接した脂肪組織など）からは脂肪由来幹細胞や脂肪局在マクロファージ等

が遊走、移植脂肪内の主に再生領域へ定着し、血管壁や ASCsとなる。また、ドナーの

ASCsや脂肪局在マクロファージ等も生存領域・再生領域において脂肪細胞、再生脂肪

細胞、血管壁、血管内皮、ASCsを構成していると考えられる。脂肪組織生着過程は複

雑で、一つの単純化した理論では説明できない。微小環境や細胞の差によりその生死と

由来は交錯し、ドナー及びホスト骨髄、骨髄細胞が部位によって様々な役割を持ってい

ると考えられる。 

 これらの一連の体性幹細胞・前駆細胞の挙動には様々な液性因子が関わっていると予

想される。移植脂肪は移植後１週以内のごく初期に生着領域以外の細胞の大部分が死ぬ

が(16)、今後はその際に脂肪組織から放出される液性因子に注目し、詳細な研究を進め
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ていきたい。脂肪移植のリモデリングに関わる骨髄由来の細胞やそれ以外の部位に存在

する体性幹細胞の挙動をコントロールすることができれば、治療目的に合わせた細胞の

遠隔地からの誘導・定着・分化が可能となり、本研究があらゆる組織再生治療の礎にな

ると考える。  
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