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研究成果の概要（和文）：微小重力環境下培養群では、対照群と比較してEPCマーカーCD34陽性細胞の発現割合
が有意に増加した。EPC-Colony forming assayの結果、微小重力環境下培養後に通常環境下培養を行った群でコ
ロニー数の有意な増加を認めた。また、EPC-culture assayの結果から、両重力環境下での培養群において、対
照群と比較して有意にEPCの数が増加していた。更に、VEGF-A遺伝子は対照群と比較して両環境下培養群で有意
に発現の増加が認められた。
本結果から、通常、微小重力環境の培養期間の組み合わせを検討することで、既存法より更に高い血管再生能を
有する細胞集団を増幅する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The CD34-positive cell number was significantly higher in the cultured with 
microgravity groups than in the normal control group. EPC number was significantly increased in the 
cultured with microgravity and earthgravity group compared to the control groups. dEPC-CFU were 
significantly increased in the cultured with both gravity group compared to the normal control. 
Furthermore, VEGF-A expression increased in the cultured with both gravity condition group compared 
to the normal control.In Conclusion, stimulation of MNC-QQc cells with MG increased the number of 
EPCs, such as CD34-positive cells, by enhancing their proliferation capacity. Furthermore, earth 
culture after microgravity stimulation induced vasculogenic differentiation of CD34 cells.
This study indicated that MNC-QQc in combination with Micro gravity-Earth gravity conditions might 
be a more effective angiogenic cell expansion culture method and could be a valuable tool for 
therapeutic vasculogenesis and tissue regeneration

研究分野：形成外科学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病性潰瘍において壊死が進行すると、壊
死組織の上流部を切断する治療選択を避け
られず、20秒に 1人の患者が下肢を切断され
ている(Lancet 2008)。当研究室ではこれまで
に血管再生・組織修復能を有し、糖尿病の虚
血症状に関与する血管内皮前駆細胞(EPC)の
質と量を増幅できる培養技術 MNC-QQc 
(Mononuclear Cell Quality and Quantity 
Culture)の開発に成功した (Tanaka R. et 
al. ,Diabetes. 2013) (図１)。 

 

本技法は、従来の骨髄穿刺による EPC の収
集と比較して、少量の末梢血から多くの機能
的な EPC(MNC-QQ 細胞)を確保できる低侵
襲性の治療法であり、既存の細胞移植による
欠陥再生治療の問題点を克服することがで
きる高い創傷治癒効果を有する画期的な手
法である(図 2)。 

現MNC-QQc法の適応割合は、軽度の糖尿病
患者で7~8割、重度の患者では 5割弱である。
そこで、さらなる技術開発によって培養効率
の安定・向上を図る必要性に迫られた。申請
者はこれまでに糖尿病性末梢神経障害の病
態解明、治療法開発を目指して研究を行って
きた。その中で神経再生過程での血管再生の
重要性を強く感じた。また、微小重力空間で
は神経幹細胞のマウス ES細胞を微小重力環
境で神経細胞へ分化誘導を行うと，極めて効
率的にネスチン陽性細胞の細胞塊が得られ
ることを知った(Mitsuhara T et al. Stem 
Cell Research & Therapy, 2013)。 

近年宇宙医学は急速に発展しており、例えば、
微小重力環境下では骨芽細胞と破骨細胞の
バランスが崩れることで、骨形成が進まず骨
吸収のみが亢進すること、また、筋肉減少の
メカニズムにおいて、ラット腓腹筋における
遺伝子発現を解析したところ、宇宙環境では
発現が増大する遺伝子と減少する遺伝子に
分かれることも報告されている(Le Blank 
AD et al. J Musculouskelet Neuronal 
Interact, 2007)。さらに幹細分野においては、
微小重力環境課で幹細胞を培養すると未分
化な幹細胞が大量に培養できることも報告
されている (Nikawa T. et al., FASEB 
J.,2004)。弓削らはヒト間葉系幹細胞(human 
mesenchymalstem cells) および正常ヒト骨
芽細胞(normal human osteoblasts)を、三次
元疑似微小重力再現装置(3D-クリノスタッ
ト)を使用し、微小重力環境下で培養した細胞
は、細胞表面マーカーだけでなく、mRNAレ
ベルでも未分化状態を維持していることを
明らかにした (Yuge L. et al., Stem Cells 
Dev.,2006)。これらの関連報告を踏まえると、
微小重力環境は様々な幹細胞にとって未分
化性を保ちやすく、増殖培養に適した環境で
あると想定され、より安全で安定的な幹細胞
培養方法になる可能性が示唆された。 
以上のことから申請者は、①微小重力環境下
での EPCの培養が、EPCの未分化性の維持
や増殖を促進することを予想し、MNC-QQc
法の培養効率と機能がさらに向上すること
で、治療抵抗群の減少が期待できると考えた。
また、②微小重力環境下での変化が予想され
る糖尿病関連遺伝子、血管再生遺伝子、炎症
/抗炎症関連遺伝子やシグナル伝達系を明ら
かにすることで、糖尿病性潰瘍に対する新た
な遺伝子治療法の開発や創薬研究、病態解明
への展開が期待されると考え、本研究を着想
するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、微小重力環境下における血管内皮
前駆細胞(EPC)の新規生体外増幅培養法を確
立し、５割が治療抵抗性を示す糖尿病性潰瘍
の症例にも対応できる効果的治療法の開発
を目的とする。 
当研究室では生体外で EPC の質・量共に増
幅できる培養技術MNC-QQc (Mononuclear 
Cell Quality and Quantity Culture)の開発
に成功し、従来の移植法と比較して低侵襲性
かつ血管再生能を有する移植治療法を実現
した。しかし、重症度の高い患者では適応割
合が５割弱という課題が残り、培養効率の安
定・向上を図るための新たな技術開発の必要
性に迫られた。 
本研究では、「微重力環境下で幹細胞の未分
化性が向上する現象」を利用し、重症度の高
い患者の治療の道を切り開く。その作用機序
も解明し、他の幹細胞・組織再生医療研究の
更なる発展を目指す。 
具体的には、以下の４点を検証することを目

末梢血MNC生体外増幅培養法
(M ononuclear cell Q uality and Q uantity culture;M N C-Q Q c)

血管再生能を有する細胞
の増幅培養

M N C Q Q -M N C

QQ-MNC 移植治療
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的としている。 
(1)微小重力空間での EPC 培養の最適化 
通常、MNC-QQc 法での EPC 培養は特殊な
コーティングを施した培養用プレートを用
いているが、微小重力環境下では同様の手法
では培養が困難である。そのため、微小重力
下での MNC-QQ法に最適な培養容器、コー
ティング剤、培養液量や培養期間等を検討し
て、最適な EPC 生体外増幅培養法を確立す
る。 
(2)微小重力環境下での培養によって変化が
予想される EPC の機能解析 
宇宙環境下において、幹細胞は未分化性の維
持が向上すること明らかになっている。微小
重力環境下で培養した EPC にも同様の変化
が予想されるため、地上環境下と微小重力環
境下おける EPC の機能解析を、細胞の増幅
率や血管再生能を反映する colony formation 
assayなどを用いて行う。 
(3) 微小重力環境下で起こる EPC における遺
伝子発現変化の解析 
先述の報告からも、微小重力環境下では様々
な細胞によって遺伝子発現が変化すること
が知られている。このため、地上環境よりも
宇宙環境においてより高効率の増幅が期待
される EPC も同様に遺伝子発現変化が予想
される。特に血管再生に関連する遺伝子に関
してどのような発現変化が起こるか PCR 法
などを用いて解析する。 
(4)微小重力環境下 MNC-QQc 法処置 EPC 移植
による糖尿病モデルマウス潰瘍の治療効
果の確認 
糖尿病モデルマウスに潰瘍を作成し、既法と
比較して微小重力環境下で培養した EPC の
方がより高い血管再生能、創傷治療効果を有
するかを、治癒面積の計測、PCR法、免疫組
織化学法を用いて明らかにする。 
 
３．研究の方法 
微小重力環境での培養について、宇宙航空研
究開発機構(JAXA)から貸与されている疑似
微小重力再現装置（3D-クリノスタット:図 3）
を用いて行う。この装置はJAXAが開発した、
地上でスペースシャトル内と同じ 10-3G の微
小重力環境を再現できる装置である 
(Wakayama.S. et al., PLoS One , 2009) 。
以下の実験においては、全て本装置を用いる
ものとする。 

(1)微小重力環境下での MNC-QQc 法の最適な
培養条件の確立 
研究協力者らが、健常人、糖尿病患者それぞ
れからヒト末梢血を採取した後、申請者が末
梢血から遠心分離で EPCs を含む MNCs を回収
する。MNCs は血管再生に関わる増殖因子やサ
イトカイン(VEGEF, IL-6, TPO, Flt-3, SCF)
を豊富に含む無血清培地で一週間浮遊培養
し（MNC-QQ法）、機能的なEPCsを増幅させる。
先述したとおり、通常の地上環境下と比較す
ると培養環境が大きく異なる。微小重力環境
下において本培養法を実施するには、フラス
コやプラスチックバッグなどといった培養
容器の形状やサイズ、 Fibronectin や
Poly-L-Lysine などのコーティング剤の種
類、培養液の必要量や培養期間などの条件の
検討が必要になる。 
従来の方法と微小重力環境下での本法施行
時の違いを、細胞の増幅率や発現している蛋
白量を FACS 法を用いて比較する。 
 
(2) 微小重力環境がもたらす EPCs 機能の変
化の解析 
微小重力環境下での MNC-QQc 法の確立後、地
上重力環境下（1G）と微小重力環境下で培養
した MNC-QQ 細胞の機能を比較する。具体的
には細胞の増幅率や、血管再生能を反映する
Colony formation assay（形成したコロニー
数をカウントする）(図 4)、血管内皮細胞へ
の分化能を反映する EPC-culture assay（免
疫染色）や ELISA 法などを用いて解析する。
以上の実験を行い、微小重力環境下での培養
が MNC-QQ 法の血管再生能を向上させている
かを明らかにする。 

 

(3) 微小重力環境下で起こる MNCs の遺伝子
発現変化の解析 

申請者らはすでに、MNC-QQc 法による高い血
管再生能は、炎症性 M1 細胞を抑制し、抗炎
症性の M2 細胞を有意に増幅ためであること
を明らかにしている。この結果を踏まえると、
微小重力環境下におけるMNC-QQc法で機能が
向上することが予想される EPC において、炎
症制御関連因子(TNF-αなど)、血管新生関連

 
図 3 
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因子(Ang-1 など)、糖尿病関連因子(PGC-1α
など)などの遺伝子発現の変化が予想される。
そこでこれら関連遺伝子の変化を、PCR 法を
用いて解析しどのような遺伝子発現変化が
血管再生能、創傷治療効果につながるかを明
らかにする。 
 
(4)創傷治癒モデルにおける微小重力下
MNC-QQ 細胞移植効果の解析 
ストレプトゾシン誘発Ⅰ型糖尿病モデル免
疫不全マウスの背部に潰瘍を作成し、微小重
力環境下、地上重力環境下（コントロール）
において培養した MNC-QQ 細胞をそれぞれ移
植する。細胞移植 1週間後に潰瘍部分の組織
を回収する。その後、H.E.染色や免疫染色法
を用いて、潰瘍縮小率、治癒期間、組織修復
の程度（血管再生や膠原繊維の割合）を比較
する。 
 
４．研究成果 
微小重力環境下でMNC-QQc法を行った微小重
力環境下培養群群、微小重力環境下で培養後
に通常重力環境下で培養した群では、対照群
と比較して EPC マーカーの一つである CD34
陽性細胞の発現割合が有意に増加していた。
また、炎症性マクロファージのマーカーであ
る CCR2 陽性細胞は MNC と比較して有意に減
少しており、対照群と比較すると MG,ME 群で
は更に発現が低い傾向にあった。EPC の血管
再生能を表す EPC-Colony forming assay 
(EPC-CFA)の結果から、３日間の微小重力環
境下培養の後、通常環境下で 4日間培養した
ME 群においては、対照群と比較して血管内皮
細胞への分化能が高い EPC コロニー
(Definitive EPC (dEPC)-CFU)の発現量が有
意に増加していた。 EPC の 数を示す
EPC-culture assay の結果からは、微小重力
環境下培養後に地球重力環境下培養を行っ
た ME 群において、対照群と比較して有意に
EPC の数が多かった。更に、微小重力環境下
で MNC-QQc 法を行うことで、血管新生関連因
子の VEGF-B 遺伝子と VEGF 受容体である KDR
遺伝子の発現が対照群と比較して有意に増
加することが明らかになった。また、VEGF-A
遺伝子は対照群、EG 群と比較して ME 群で有
意に発現の増加が認められた。以上の結果と
これまでの結果から、MNC-QQc 法の培養重力
環境の変化が培養効率と血管再生能をさら
に向上させることが明らかになった。 
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