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研究成果の概要（和文）：申請者は、糖尿病皮膚に存在する慢性炎症制御機序を明らかにし、創傷治癒遅延の責
任因子を同定した。さらに申請者が新規開発した「ﾊｲﾌﾞﾘｯﾄﾞ型無血清生体外培養増幅法；Hybrid QQc」により培
養した末梢血単核球は糖尿病皮膚を炎症から再生環境に変化させ創傷治癒を促進することを可能にした。本研究
は糖尿病皮膚慢性炎症を制御でき、従来の治療効果を更に向上させた発展型の細胞移植治療法の開発の基盤を構
築した。さらに細胞治療効果予測因子候補を同定し、今後、慢性炎症に起因する糖尿病性潰瘍に対する遺伝子特
性に応じた治療戦略決定のための先進的診断法の開発への発展が期待される成果を見出した。

研究成果の概要（英文）：This project revealed the cause of diabetic wound chronic inflammation and 
the major factor responsible for its mechanism. In addition, the applicant established a newly 
founded ex vivo expansion system which enhances the function of diabetic peripheral blood 
mononuclear cells that can be effective for diabetic wound healing by changing the inflammatory 
wound environment to anti-inflammatory regenerative state. These findings have built the bases for 
establishing highly effective cell therapy for diabetic wound healing. Furthermore, the treatment 
predictor bio-marker candidates for cell therapy found in this study will lead us to establishing 
personalized treatment strategies according to gene characteristics. 

研究分野： 形成外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

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）。難治性の患者に特
異的なバイオマーカーは未だ開発されてお
らず、治療開始前の予後の的確な予見は、極
めて困難である。潰瘍局所における M1/M2 

比率が創傷治癒遅延に関与しているとの報
告もあり、M1/M2 細胞、EPC に起因する慢
性炎症制御が有効な細胞移植治療法の確立
に重要である。 申請者は、既に糖尿病患者
の EPC の数(量)と血管再生能(質)の著しい
低下が難治性糖尿病性潰瘍の原因の一つで
あり、自己 EPC 移植による血管･組織再生
治療の効率を左右していることを解明した
（ Tanaka, PRS, 2008 、 Tanaka, Cell 

Transplantation, 2012）。これらに基づいて
申請者が 開発した「無血清生体外培養増幅
法（Quality and Quantitiy Culture: QQc）」
は、糖尿病患者の 末梢血単核球細胞に含ま
れる EPC の量と質の向上を実現した。 ま
た、EPC と Angiogenic T cell の共培養で 

QQc 法を改良し、EPC の量･質のさらなる
向上に加え、 M2 マクロファージ（抗炎症
性）の増幅、M1 マクロファージ（炎症性）
の減少を誘導し、抗炎症効果を向上させる独
自の培養法を確立した（Hybrid QQc; HyQQc、
最先端次世代研究支援プログラム事業成果）。 

しかし、上記培養法では、糖尿病患者 40 例
中 20％の患者では十分な EPC 増幅培養効
果と末梢血 M1/M2 マクロファージ細胞の
抗炎症効果が得られていない（HyQQc Non 

Responder ）。 さ ら に 、 HyQQc Non 

Responder の細胞をヌードマウス潰瘍へ移
植したところ、Responder に比べて血管再
生・組織 再生・抗炎症効果が有意に低く創
傷治癒効果が悪いなど、いくつかの課題があ
る。他報告では、糖尿病性潰瘍の治癒と細胞
移植効果を規定する因子として、宿主(host)

の局所の慢性炎症に係る M1/M2 マクロフ
ァージの比率の関与が示唆されている(Plos 

one, 2010）。難治性の患者にも効果的な細胞
治療を実現するためには、これらの課題を解
決する必要がある。先の関連報告を踏まえる
と、効果的な細胞移植を実現させるためには、
細胞が生着する移植床の炎症環境の整備と
移植細胞の活性化が重要な要件と考えられ
る。即ち、高い移植効果を有する HyQQc 細
胞と潰瘍局所の M1/M2 マクロファージの
慢性炎症制御を可能とする治療法の統合が
効果的な治療法を導くための必須要件にな
る。このため、糖尿病性潰瘍の局所における
慢性炎症制御機序と患者のｴﾋﾟｼﾞｪﾆﾃｨｸな遺
伝子特性を解明し、創傷治癒遅延・細胞治療
阻害の原因である慢性炎症の責任因子を特
定することは、新規の創傷治療と細胞移植治
療の効果的な増強法の開発につながる。これ
らの背景を踏まえ、本研究を着想するに至っ
た。 

２．研究の目的 

本研究では、糖尿病患者末梢血・潰瘍局所で
の抗炎症性を規定する M1/M2 細胞比率の
制御因子（Notch ｼｸﾞﾅﾙ、ｻｲﾄｶｲﾝ等）の同定、
及び糖尿病性潰瘍の慢性炎症環境と遺伝子
特性(ｴﾋﾟｼﾞｪﾈﾃｨ ｸｽ)の制御機構を解明するこ
とを目的とする。申請者が開発した「ﾊｲﾌﾞﾘｯ
ﾄﾞ型無血清生体外培養増幅法 Hybrid QQc」
は、末梢血の血管内皮前駆細胞(EPC)と M2 

細胞の量・質を増幅することで、 高い創傷
治癒効果を有する細胞移植治療を可能とし
たが、一部の治療抵抗群では細胞と宿主側の
慢性炎症の影響が示唆される。この為、慢性
炎症制御機序を解明し、従来の治療効果を更
に向上させた発展型の細胞移植治療法の開
発が重要となる。本研究で移植細胞の分子生
物学的特性、移植床の慢性炎症環境の解明に
より治療抵抗性の主因を明らかにし、効果的
治療法の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

Ⅰ．糖尿病 M1/M2 細胞制御機序解明し責任
因子を同定。 
1 ）末梢血単核球 HyQQc 法による M1/M2 細
胞制御の因子を同定。 
 HyQQc 法より炎症性 M1 細胞を抑制、そして
抗炎症性 M2 細胞を有意に増幅する、という
申請者の研究結果を踏まえ、培地条件と単核
球中に含まれる細胞が M1/M2炎症制御に関与
していること予想された。そこでこれらと慢
性炎症制御の関係を解析した。 
方法）HyQQc前後の糖尿病末梢血 M1、M2 の表
現 型 の 変 化 を FACS 解 析 :M1(CCR2), 
M2(CD206),PCR 解析（M1:TNFa, iNOS,IFNγ; 
M2:IL-10, IL-12, TGF-β,Arg-1）と Elisa
法により培地中に分泌される上記サイトカ
インを解析し、Hy QQcのどの因子が M1/M2 細
胞活性に変化をもたらすかを調べた。  
２）Notch シグナル が HyQQc M1/M2 制御に
与える影響を解明。 
糖尿病 EPC Notch シグナル障害が糖尿病 
M1/M2 制御障害に影響することを解明し、
Notch シグナル阻害剤または誘導因子の有
無で HyQQc 前後で、EPC血管再生能、EPC数、
M1/M2 の表現型の変化を PCR 解析、溶液中
に分泌されるタンパクの変化をサイトカイ
ンアレイにて解析し、Notch シグナルによる
HyQQc 培養への影響を解析した。 
Ⅱ．糖尿病性潰瘍創傷遅延における慢性炎症
の役割を解明、潰瘍局所慢性炎症を制御して
細胞治療効果を高める新しい治療法の確立
に向けた基盤研究  
現在の HyQQc細胞の一部の糖尿病潰瘍に対す
る治療効果は完全ではない。平成 27 年度以
降は、移植側（Host）の環境を整えて細胞生
着率向上させることを目的に、下記実験にて
潰瘍局所の慢性炎症機序を解明する。また、
既に同定した慢性炎症責任因子による慢性
炎症の制御で効率的な細胞移植法を確立し、
発展型 HyQQcを完成させる。 



1 ） マウス糖尿病性潰瘍の慢性炎症機序に
ついて解明。 
方法：ストレプトゾトシン( STZ )腹腔内注
射により 1型糖尿病を誘導したマウスにステ
ント潰瘍を作成した。健常マウスと糖尿病マ
ウスに潰瘍作成後 6時間から 9日間までの皮
膚を回収し、潰瘍局所 M1/M2 細胞を分離し
FACS解析、PCR 解析（M1:TNFa,IFNγ, iNOS; 
M2:IL-10, IL-12, TGF-β,Arg-1 など）と免
疫染色（M1: iNOS; M2:Arg-1、Macrophage 
CD68）を行った。M1 と M2 が関与する創傷治
癒の機序、糖尿病性潰瘍局所の慢性炎症機序
と創傷治癒遅延の責任因子を明らかにする
ため、Real-time qPCR、western blotting、
免疫染色法を用いて、皮膚での M1/M2関連サ
イトカインの mRNA の発現量および p38 MAPK
と PI3K/Akt シグナルを測定した。 
 2 ） マウス糖尿病性潰瘍に対する慢性炎症
制御因子の炎症制御と HyQQc細胞の役割の解
明  
方法：糖尿病マウスと健常マウスの背部ステ
ント潰瘍モデルに HyQQc 細胞を移植し、実験
Ⅱ－１にて解析した潰瘍局所慢性炎症機序
を同様の方法にて比較解析する。糖尿病患者
では慢性炎症制御不能 HyQQc を移植し、糖尿
病マウス慢性炎症制御が可能かを検証する。
さらに、I の実験の結果を踏まえて新たに開
発した新規 QQ 培地を用いて、慢性炎症制御
不能患者移植が改善されるかを検証した。こ
れらの結果は局所糖尿病性潰瘍に対する慢
性炎症制御処置が細胞治療効果にもたらす
影響を明らかにし、細胞治療効果増強補助治
療としての可能性も探る。  
  
Ⅲ．糖尿病患者の HyQQc による組織再生・慢
性炎症制御不能患者の責任因子を同定する。 
 20％の糖尿病患者では慢性炎症制御不能に
よって HyQQc法が適用不可、ならびにヌード
マウス潰瘍への HyQQc 細胞移植で血管再生･
組織再生･抗炎症効果が有意に低いという課
題を受けて、HyQQc に慢性炎症制御不能の原
因と申請者は予測した。そこで制御不能患者 
の HyQQc 細胞における遺伝子学的特徴を
RNASeq にて解明した。さらに、HyQQ 培養中
の 培 養 上 清 を 解 析 し 、 HyQQc Non 
Responder/Responder の慢性炎症制御因子の
候補を選定する。 
 
４．研究成果 
Ⅰ．糖尿病 M1/M2 細胞制御機序解明し責任
因子を同定。 
1 ）末梢血単核球 HyQQc 法による M1/M2 細
胞制御の因子を同定。 
HyQQc 前後の糖尿病末梢血 M1、M2 の表現型の
変化を FACS 解析,PCR解析と培地の Elisa法
により解析したところ、HyQQc の培地が EPC
を増幅させ、EPC の増幅に伴い M1細胞が減少
し M2 マクロファージが増加することが明ら
かになった。EPC の存在は M1 細胞を M2 細胞
への表現型を変化させることの確認するた

め、EPC とマクロファージを共培養のありと
なし群により比較をしたところ EPCあり群に
おいては M1細胞が M2細胞に表現型が変化し
たことが明らかになった。本結果は 2015 年
再生医療学会において報告している。 
 
２）Notch シグナル が HyQQc M1/M2 制御に
与える影響を解明。 
糖尿病患者において末梢血 CD34+細胞におけ
る PGC1αと Notchシグナルの障害が存在して
いることを明らかにし、HyQQc 培養において
は PGC1αと Notch シグナルの障害を改善し、
HyQQｃ細胞は高い血管新生・創傷治癒効果を
有することを明らかにした（Tanaka R et al. 
Stem Cell Translational Research 
doi.org/10.1002/sctm.17-0043, 20198）。 
Notch シグナルは血管新生において正常脈管
形成やリモデリングに必須なシグナルであ
るが、過剰な活性は逆に異常血管形成や血管
機能障害をもたらす。糖尿病患者においては
末梢血 EPCの Notchシグナル障害が生じてい
るため、HyQQcによる NonResponder が存在す
ることが示唆された。γ－セクレターゼ阻害
剤は、Notch シグナルの伝達物質であるγセ
クレターゼの切断を阻害し、Notch 伝達経路
を制御する薬剤化合物である。我々は、糖尿
病 EPCにγ－セクレターゼ阻害剤を用いると
EPC 機能障害が改善することを明らかにし
(Sukmawati D, Tanaka R. et al Journal of 
Diabetes and Its Complications 30:12-20, 
2016) 。 本 研 究 成 果 よ り 糖 尿 病 HyQQc 
Non-Responder 患者にも有効な培養技術を確
立するため、γ－セクレターゼ阻害剤を用い
た新規培地を開発した（特許出願済み）。本
培地は HyQQcに比べ糖尿病患者の EPC血管再
生能を有意に増幅させ、より効果的に M2 細
胞制御が可能になった。 
 
Ⅱ．糖尿病性潰瘍創傷遅延における慢性炎症
の役割を解明、潰瘍局所慢性炎症を制御して
細胞治療効果を高める新しい治療法の確立
に向けた基盤研究  
1 ） マウス糖尿病性潰瘍の慢性炎症機序に
ついて解明。 
我々は、糖尿病性潰瘍の創傷治癒遅延の原因
が皮膚炎症細胞である M1と M2細胞の活性異
常である可能性を考え、これらの細胞に起因
する糖尿病性潰瘍の創傷治癒機構の解明を
行った。健常マウスと糖尿病マウスに潰瘍作
製後 6 時間から 9 日間までの皮膚を回収し、
Real-time PCR、western blotting、免疫染
色法を用いて、皮膚での M1/M2 炎症性サイト
カインの mRNAの発現量および p38 MAPKのリ
ン酸化とその下流遺伝子の発現レベルを測
定した。その結果、健常マウスは潰瘍作成 6
時間後に M1 細胞から分泌される炎症性サイ
トカインである IL6は著しく増加し、IL６に
より p38 MAPKと PI3K/Akt シグナル伝達が活
性化されることが明らかになった。一方、糖
尿病マウス皮膚では M1 マクロファージから



分泌される炎症性サイトカインである IL6の
発現量が高く慢性的に炎症が遷延していた。
健常マウスにおいては潰瘍作成 6時間後、IL6
は著しく増加し、3 日後、M2 マクロファージ
から分泌される抗炎症性サイトカインであ
る Arginase(Arg)が増加した（下図）。一方、
糖尿病マウスにおいて潰瘍作成６時間後の
IL6 の発現は低く、Arg の発現量と p38 MAPK
のリン酸化とその下流遺伝子の発現も有意
に減少していた。糖尿病の皮膚は M1 細胞の

活性による慢性炎症が遷延していることか
ら、外傷などの外的ストレス下に M1 細胞か
らの炎症シグナルが正常に惹起されないた
め、その後 M2 マクロファージからの再生シ
グナルの発現が遅延することで、創傷治癒遅
延が生じる可能性が示唆された（下図）。本
研究成果は、糖尿病局所慢性炎症制御機構を
明らかにし、今後細胞治療効果を高める IL6
を用いた新しい治療法を見出した。 

 
2 ） マウス糖尿病性潰瘍に対する慢性炎症
制御因子の炎症制御と Hybrid QQc 細胞の役
割の解明  
上記実験において明らかになった、皮膚慢性
炎症制御因子である IL6がマウス糖尿病性潰

瘍に及ぼす影響を確認するため、健常と糖尿
病マウス皮膚繊維芽細胞創傷治癒モデルに
IL6 刺激と阻害実験を実施した。その結果、
健常マウスでは IL6刺激は線維芽細胞の創傷
治癒促進と Aktと P13Kのリン酸化を促進し、
阻害剤投与によって線維芽細胞の創傷治癒
阻害と Akt の発現量と p38 MAPK のリン酸化
とその下流遺伝子の発現を有意に減少した。
しかし、糖尿病マウスではこれらの現象は認
められなかった（下記図）。 

さらに糖尿病皮膚慢性炎症における HyQQc効
果を検証するため、マウス糖尿病性潰瘍に健
常人と糖尿病患者 ResponderHyQQc 細胞を移
植したところ、コントロール群に比較して有
意に潰瘍縮小効果をみとめ、皮膚の M2 細胞
の増加を認めた。HyQQc は多くの M2細胞を含
むことから、糖尿病性潰瘍においては肉芽形
成期に異常な活性状態にある M1 細胞を鎮静
化し、炎症から抗炎症環境を誘導し M2 細胞
移植により皮膚組織内の血管新生促進、繊維
芽細胞増生などをもたらし、創傷治癒促進に
働いているが明らかになった。 
 
Ⅲ．糖尿病患者の HyQQcによる組織再生・慢
性炎症制御不能患者の責任因子を同定する。 
平成 28 年度から平成 29 年度は、HyQQc 培養
不適合患者における責任因子を同定し、効果
的治療バイオマーカーの開発を行った。20％
の糖尿病患者では慢性炎症制御不能によっ
て HyQQc 法が適用不可、ならびに、ヌードマ
ウス 潰瘍への HyQQc細胞移植で血管再生･組
織再生･抗炎症効果が有意に低い患者におい
ていくつかの候補遺伝子を同定した（特許出
願手続き中）。さらに、HyQQ 細胞だけでなく、
HyQQ 培養中の培養上清を解析し、HyQQc Non 
Responder/Responder の慢性炎症制御因子の
候補を特定した。候補遺伝子と培養上清の両
方に相関関係を認め、細胞治療の治療効果予
測のバイオマーカーの可能性となる候補因
子において、遺伝子とタンパク阻害剤を用い
た検証実験を行っている。今後、慢性炎症に
起因する糖尿病性潰瘍に対する遺伝子特性
に応じた治療戦略決定のための先進的診断
法の開発への発展が期待される。 
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