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１．研究計画の概要  

我々が種々の点で確立した骨髄間
葉系幹細胞との細胞間接着を伴う共
培養で活性化された髄核細胞の臨床
応用における適応拡大を考え、動物実
験で過去2年間に確認した手法を手術
中に得られたヒトの椎間板髄核組織、
髄核細胞、骨髄間葉系幹細胞を用いて
検証した。すなわち、髄核組織そのも
のの凍結群、分散した髄核細胞を凍結
前に骨髄間葉系幹細胞によって活性
化する群、髄核細胞を凍結後の再解凍
した後に同様に活性化する群の３群
を比較検討した。 
 
２．研究の進捗状況 
10 人のヒト髄核組織と自家骨髄間葉系幹細
胞を取り出し使用した。共に３等分に分け
A:非凍結群、B：細胞凍結群、C:組織凍結群
として、A群は当院のプロトコールどおりに
6 well plateを使用し 4日間の単層培養、3
日間の細胞間接着を伴う共培養を行った。
凍結 B,C 群の凍結期間は 2 週間で行い、解
凍後は非凍結群と同様の培養を行った。評
価は viability、 MTT assay、 GAG/DNA、
Aggrecan 転写活性、コロニ‐形成、遺伝子
発現 profiling を行った。安全性の評価の
ため染色体検査が 3群それぞれの活性化髄 
核細胞に行われ、腫瘍性評価のため活性化
髄核細胞を NOD‐scid mouse に皮下注射し
組織学的評価を行った。A群と比較して B群
は細胞の viability、細胞増殖能、基質合成
能に明らかな差はなかった。これは過去に
我々がビーグル犬を用いて行った実験と同

様の結果となった。また、非凍結群（A群）、
凍結群（B、C 群）ともに染色体異常、腫瘍
性病変は認められず RT-PCRにて共に同様の
遺伝子発現を示していた。結論として細胞
凍結では viability、細胞増殖能、基質合成
能に明らかな差はなく今後細胞凍結による
活性化髄核細胞移植の実現の可能性が示唆
された。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
(理由)凍結群では viability、細胞増殖能、

基質合成能に関して非凍結群と明らかな差は
なく、今後細胞、組織の凍結による活性化髄
核細胞移植の実現の可能性が示唆された。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 これら in vitroの研究結果から、腰椎椎間
板変性の色々な病態に対して、採取した椎間
板髄核細胞組織を、患者の色々な病態の進行
に合わせて活性化し移植する複数の臨床系
の樹立を検討する。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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