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３．研究のねらい 

再生医療で話題となる幹細胞は、生体組織や臓器に成長する元となる細胞であり、幹細胞を

利用した再生医療の実現化は 21 世紀の臨床医学における悲願の一つである。幹細胞は、ある細

胞に変化するようにという“指示”を受けると特定の細胞に変身、すなわち分化する能力を持って

いる。また、変化を遂げる前の未分化の状態で長期間にわたって自らを複製、再生する能力も備

えている。胚からは胚性幹細胞（ES 細胞）、成人からは成体幹細胞を採り出すことができ、最近で

は iPS 細胞が話題となっている。幹細胞は様々な細胞へ分化する能力と高い増殖能力を持つた

め、失われた細胞を再生して補うという治療法（再生医療）への応用が期待されている。パーキン

ソン病、心筋梗塞、脊椎損傷、白血病、糖尿病、肝臓病など様々な病気の治療への応用が期待さ

れ、一部は既に臨床治験が始まっている。しかしながら、再生医療があと一歩で現実的なものと

ならない理由の一つとして、幹細胞をそのまま患者に移植してもほとんど効果が無いことがあげら

れる。治療効果が無いだけではなく、移植前に長期間培養した幹細胞が癌細胞化したという報告

もある。現在、細胞機能の制御方法として、トランスジェニックやノックアウトをはじめとした遺伝子

工学技術や薬剤添加による方法などが行われている。再生医療に有望な幹細胞などが有する機

能を非侵襲的に制御することは、疾病の治療・予防にとどまらず、基礎生物医学実験などにも有

用なツールとなる。そこで、この幹細胞に安全に“指示”を与える方法として光技術を応用すること

が本研究の目的である。本研究では、これまでに得られている結果をもとに、赤外、可視光、紫外

のみならず広範な領域の光を用いた幹細胞への“指示”とそのメカニズムの解明を行い、再生医

療実現化へブレークスルーとなる光技術を創成し提案する。 

 

４．研究成果 

波長 405 nmの半導体レーザーを用い、培養骨髄間葉系幹細胞株へレーザー照射を行った。プ

レート底面に接着している細胞へ直接レーザーを照射するため、本実験ではプレート底面からレ

ーザーを照射する光学系を作製した。培養骨髄間葉系幹細胞に 0、100、200、300 mW/cm2で 3 分

間、波長 405 nm半導体レーザー（連続波）を照射した後、培地を骨分化培地（10 nMデキサメタゾ

ン、2 mM ・-グリセロリン酸、50 µg/mLアスコルビン酸および 10 %FCSを含む）に交換し、5 日間培

養した。Fig. 1 に種々のエネルギーで骨髄間葉系幹細胞に照射した後の骨芽細胞への分化を確

認した結果を示した。波長 405 nmレーザーを培養骨髄間葉系幹細胞へ照射した結果、レーザー

未照射群と比較してレーザー照射群の骨芽細胞への分化が促進された。すなわち、アリザリンレ

ッドS染色によりカルシウムの沈着が認められた。またリン酸カルシウムの染色方法であるvon 

Kossa染色を行なった結果についても同様に、レーザー照射群にリン酸カルシウムの沈着が認め

られた。さらに骨芽細胞分化マーカーであるアルカリフォスファターゼおよびオステオカルシンの

免疫染色においても同様の結果を得た。また、各培養ウェル中のカルシウム濃度を定量した結果

を示した結果、照射するレーザーエネルギーに依存してカルシウム量が増加した（Fig.2）。 
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Fig.1 Histochemical analysis of laser irradiated mesenchymal stem cells 

(MSCs). Calcium deposition was evaluated by alizarin red-S staining 
(magnification: x50) at 5 days post-irradiation. Calcium deposition 
had increased around the cells in a dose-dependent manner. Calcium 
phosphate deposition was evaluated by von Kossa staining 
(magnification: x50). At 5 days after treatment, staining increased 
with increased laser energy. The area expressing alkaline 
phosphatase (ALP) activity was stained (magnification: x50). Laser 
irradiated samples displayed immunopositive staining for osteocalcin, 
a marker of osteoblast differentiation (magnification: x100). Scale bars 
= 200 (for Alizarin red-S, von Kossa, and ALP staining) and 100µm 
(for osteocalcin immunostaining). 
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Fig.2 The quantitative calcium content increased after laser irradiation 
relative to non-irradiated cells. Calcium content increases varied with 
laser energy. *, p<0.01: significant difference between the calcium 
content of laser-irradiated MSCs and controls. 

 
さらにレーザーを用いた幹細胞分化の促進効果として、軟骨細胞への分化促進効果について

も確認した（Fig.3）。すなわち、軟骨前駆細胞へレーザー照射後、軟骨分化に伴い増加するコラー

ゲン量の増加が認められ（Fig.3a）、軟骨分化に関与する各種 mRNA の発現増加が観察された

（Figs.3b-e）。一方、脂肪細胞への分化はレーザー照射により抑制されるという結果を得た

（Fig.4）。 
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      Fig. 3 (a) Laser irradiation enhanced the total collagen contents in ATDC5 
cells 14 day after laser irradiation. *, p<0.01: significant difference 
between the total collagen contents of laser irradiated cells and 
non-laser irradiated cells. (b-e) Increased mRNA expression of early 
and mature chondrocyte matrix gene [aggrecan (b) and collagen type 
II (c)] and positive transcription factors for chondrogenesis [SOX-9 
(d) and DEC-1 (e)] by laser irradiation on chondrogenesis. *, p<0.01: 
significant difference between the relative mRNA levels of laser 
irradiated cells and non-laser irradiated cells. 
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Fig. 4 Staining with oil red O demonstrates that laser irradiation decreased 
adipogenesis relative to non-irradiated areas (magnification: x50). 
Higher magnification (x400) is shown in frame. Scale bars = 200 µm. 

 
現在、そのメカニズムを司る因子として、青色光を受容することが知られている細胞内体内時

計タンパク質・クリプトクロムについて着目し詳細な解析を進めている。さらに、レーザー照射によ

る細胞内活性酸素種の発生がクリプトクロムなどの細胞内生理活性タンパク質を制御しているこ

とも明らかにしつつある。 

 
幹細胞以外へのレーザー照射による細胞機能制御 

上述の幹細胞だけではなく、種々の細胞種に対してレーザー照射を行い、その機能制御を試

みた。ヒスタミンは生体内で過剰分泌されるとアレルギー反応を引き起こす一方で、血管透過性

亢進作用や血管拡張作用などの薬理作用も有する。そこで、波長 405 nmのレーザー照射後の肥

満細胞からのヒスタミン分泌促進作用について研究を行った。その結果、レーザー照射 30 分後の

上清中のヒスタミン濃度は照射パワー密度及び照射時間依存的に上昇することが分かった

（Fig.5）。そこで肥満細胞のヒスタミン分泌に関わる細胞内カルシウムイオン濃度を測定したところ、

レーザー照射群は非照射群と比較して細胞内カルシウム濃度が有意に増加していた（Fig.6）。カ

ルシウムイオンの細胞内流入を促進する因子の一つとして活性酸素種（Reactive Oxygen 

Speicies; ROS）が関わっていることから、細胞外に発生しているROSの発生量を測定した結果、レ

ーザーを照射すると非照射群と比較して有意にROS発生量が増加していることが明らかになった

（Fig.7）。これらの結果から、レーザー照射により発生したROSがカルシウムイオンチャネルに酸化

作用を及ぼし、カルシウムイオンの流入促進と脱顆粒によりヒスタミン分泌が促進されている可能

性が考えられた。 
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        Fig. 5 The histamine secretion from mast cells were increased after laser 

irradiation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
        Fig. 6 Intracellular calcium level was increased after laser irradiation. 
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Fig. 7 Reactive oxygen species were generated after laser irradiation. 
 

一方、膵β細胞からのインスリン分泌量低下によるⅡ型糖尿病に対して食事・運動療法や薬剤

またはインスリン投与による治療が行われているが、本研究では、培養膵β細胞に、波長の異な

る可視域波長のレーザーを照射し、レーザー照射後のインスリン分泌量を測定した。レーザー光

は波長 405 nm、664 nm、808 nm の 3 種類を用いた。グルコース濃度応答性を示すマウスインスリ

ン分泌性膵β細胞株にレーザー照射 1 時間後に上清を回収し、インスリン濃度を ELISA 法により

測定した。その結果、波長 405 nm のレーザーを照射した場合、レーザー未照射群に対して、照射

パワー密度の増加に伴い上清のインスリン濃度は減少した。一方、波長 664 nm 及び 808 nm レー

ザーを照射した場合、レーザー未照射群に対して、上清中のインスリン濃度は増加した（Fig.8）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 8 Insulin secretion was enhanced when the laser (wavelength; 664 and 
808 nm) was irradiated. On the other hand, insulin secretion was 
inhibited when the laser (wavelength; 405 nm) was irradiated to 
mouse islet of Langerhans β cells. 

 

さきがけ研究期間ではレーザー照射による細胞機能変化について幾つかの結果を得ることが
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できたが、その詳細なメカニズムは現在も解析中である。本研究ではレーザーを用いた細胞の分

化制御（促進）またはサイトカインや生理活性物質の発現制御という新しい細胞機能制御プロセス

を提案することができている。これら細胞生理機能をレーザー照射により制御することができれば、

疾病の新しい治療方法としてだけではなく、細胞機能の役割解明にレーザーが有用なツールとな

ると考えている。 

 
 
５．自己評価 

 本研究期間においては、幹細胞だけではなく、肥満細胞や膵・細胞といった幅広い細胞種を取り

扱い、その機能変化の研究を行うことができた。本研究期間中にできなかったことは光側の条件

を多く用いることである。光照射後の生理活性解析量が莫大であったため、主に波長 405nm の連

続波レーザーを用いた研究を行ってきたが、今後は、幅広い波長の光だけではなく、レーザーの

パルス幅や照射タイミングについての検討も行いたい。本研究期間中ではヒトへの応用に向けた

研究を行うことができ、研究開始当初の予想よりも早いスピードで研究が進んだ。このことは、研

究総括・アドバイザーの先生方からの的確なご指導や JST の強力なバックアップとご支援があっ

て達成できていることは疑いない。本研究において強く感じたことは、細胞は必ず光に反応する

（遺伝子またはタンパク質の発現レベルで変化が起きる）と言うことである。勿論、光照射条件や

解析方法により得られる結果や解釈は異なるが、生命誕生当初より生物が利用してきた光エネ

ルギーを人類の疾病診断・治療に用いることを今後の目標として研究を進めたい。 

 

６．研究総括の見解 

再生医療において、幹細胞などが有する機能を非侵襲的に制御し安全に“指示”を与える方法

として光技術を応用する事を目標に研究を行った。 

本研究では、これまでに得られている結果をもとに、赤外、可視光、紫外のみならず広範な領

域の光を用いた幹細胞への“指示”とそのメカニズムの解明を行い、再生医療実現化へブレーク

スルーとなる光技術を創成し提案している。理論的で緻密な研究手法により、研究成果としてレー

ザーを用いた細胞の分化制御（促進）、生理活性物質の発現制御という新しい細胞機能制御プロ

セスを提案することができている。中でも、軟骨細胞への分化促進効果確認、骨髄間葉系幹細胞

にレーザー照射した後の骨芽細胞への分化確認など、レーザーを用いた幹細胞分化の促進効果

の確認と光条件の抽出は特筆すべき成果である。 

研究成果は主要論文５件に纏められており、「文部科学大臣表彰 若手科学者賞」、「日本レー

ザー医学会総会賞」などを受賞している。また、成果への注目度も高く、招待講演、解説論文も多

数に上り、Marquis Who's Who in the World にも選ばれている。 

細胞は光に反応し、光照射により遺伝子またはタンパク質の発現レベルで変化が起きることが

本研究で確認されたが、細胞生理機能のレーザー照射制御は新しい疾病治療方法であると共に、

細胞機能の役割解明ツールとしても期待できる。光技術を安全に生体に適応できることを目標に、

細胞内に存在する光受容体に適応した光技術応用開発を期待する。 
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