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研究成果の概要（和文）： 

再生医療を行う上で重要な鍵となる幹細胞の培養については、様々な培養方法が試みられ

ている。われわれは模擬微小重力環境下では、通常必要とされる特殊な蛋白や他の細胞な

しにマウス胚性幹細胞を培養することができることを明らかにし、新規の簡便かつ効果的

な幹細胞の培養方法を見出した。また微小重力発生装置で培養した骨髄間質細胞を片麻痺

モデルマウスに移植する実験系において、同方法で培養することにより幹細胞の組織修復

能力が向上することを明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
The culture methods of stem cells are a key factor for tissue engineering and several 

methods have been proposed. We have showed that simulated microgravity allows 

novel LIF-free and animal derived material-free culture methods for mouse embryonic 

stem cells. Our study indicates that culturing cells under simulated microgravity 

enhances their survival rate by maintaining an undifferentiated state of cells, making 

this a potentially attractive method for culturing donor cells to be used in grafting. 
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系への分化も報告されている間葉系幹細胞

を用いる方法が検討されつつあり、申請者ら

は脳損傷モデルラットに、GFP でラベルした

間葉系幹細胞を静脈内注射することによっ

て、損傷部位に間葉系幹細胞が生着・増殖し

神経機能を回復することを予備的な実験に

より確認していた。 
 
２．研究の目的 

本研究では地上で人工無重力環境を造り出

す装置（三次元重力分散型模擬微小重力発生

装置）を用いて微小重力環境下で培養した間

葉系幹細胞の幹細胞としての特性を明らか

にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

3-1．マウス骨髄間質細胞  (bone marrow 

stromal cells: BMSCs) 

マウスの大腿骨と脛骨より骨髄細胞を採

取し，培養皿に播種した．48 時間後，培養皿

底面に接着した細胞を培養細胞とした．増殖

させた BMSCs は，OptiCell TM (NUNC) に

播種し，7 日間の増殖培養後，神経分化誘導

を開始した (Day 0)． 

実験群は，① Group 1G-GM: 1G 環境で増

殖培養し続け，分化誘導を行わなかった群，

② Group CL-GM: 微小重力環境で増殖培養

し続け，分化誘導を行わなかった群，③ 

Group 1G-ND: 1G 環境下にて神経分化誘導

した群，④ Group CL-ND: 微小重力環境下

にて神経分化誘導した群の 4 群とした．分化

誘導 7 日後 (Day 7) の細胞を回収し，分子細

胞学的解析および片麻痺モデルマウスに対

する移植細胞とした．細胞移植は，脳挫傷 7

日後に静脈経由にて行った． 

Day 7 に微小重力環境で培養した細胞を

1G 環境に移行し，さらに 7 日間培養を継続

し (Day 14)，分化における重力の影響を検討

した． 

3-2．マウス胚性幹細胞  (embryonic stem 

cells: ES 細胞)  

マウス ES 細胞を模擬微小重力環境で培養

した．培養は，feeder-free, serum-free 培地

として市販されている ESF-C 培地 (細胞科

学研究所) を用いた．本培地に添付のプロト

コールに従えば，type I collagen にて培養容

器をコーティングし，培地に白血球阻害因子 

(leukemia inhibitory factor: LIF) を添加す

る必要がある．本実験では，微小重力環境で

幹細胞が未分化維持しやすいことを検討す

るため，あえてコーティングや LIF の添加を

行わず，マウス ES 細胞の培養常識から外れ

た条件で，通常の 1G 環境 (Group 1G) ある

いは微小重力環境 (Group CL) で培養した．

培養 7 日後の細胞を回収し，分子細胞学的解

析および皮下移植を行った． 
 
４．研究成果 

4-1．マウス BMSCs 

1G 環境で神経へ分化誘導すると (Group 

1G-ND)，BMSCs は，神経に分化した．Group 

CL-ND では，神経細胞様の形態をした細胞

が観察されず，未分化マーカー (Oct-4) が強

く発現し，分化マーカー (NF-H) の発現はな

かった．この Group CL-ND の細胞を 1G 環

境に戻した 7 日後，Group 1G-ND と同様に

細胞突起の伸長が観察され，分化マーカーが

強く発現した．このことから，模擬微小重力

環境下では BMSCs の神経細胞への分化能

を維持したまま，未分化な状態で培養が可能

であることが分かった． 

細胞移植から 3 週間後，静注した細胞は脳

の損傷領域で同定され，Group CL-ND の細

胞を移植したマウスの運動機能は，有意に回

復した．移植した細胞は，損傷部位で神経細

胞に分化した． 

模擬微小重力環境下で培養した BMSCs 

は，より多くの細胞が損傷領域まで遊走し，



神経細胞に分化することで神経再生に関与

し，運動機能改善に貢献したと考えられる．

このことは，微小重力環境下で培養した細胞

が，生体内においても幹細胞としての能力を

発揮したことを示唆している． 

4-2．マウス ES 細胞 

Group CL では，培養 3 日後 (Day 3) に

小さな細胞塊を数多く形成し，その浮遊した

細胞塊は，培養日数の経過とともに大型化し

た．培養 7 日後 (Day 7) ，Group CL の細胞

は，alkaline phosphatase (ALP) 染色陽性を

示し，未分化マーカーの発現を維持していた．

また，マウス皮下に移植すると，テラトーマ

を形成した．Group 1G では，未分化性を維

持することはできなかった． 

本研究において，微小重力環境ではマウス

ES 細胞を LIF なし (LIF-free) で細胞塊培

養することができた．これは同時に，

feeder-free, serum-free, coating-free, 

trypsin-free での培養を可能にする方法で，

模擬微小重力環境がより簡便で安全で効果

的な幹細胞培養方法であることが示唆され

た． 
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