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研究成果の概要（和文）：大小動物およびヒト検体を用いた椎間板細胞を検討した結果、髄核細

胞の”heterogeneity”とその特色を明らかにした。また椎間板内における組織内在性幹細胞と

そのニッチにつき解析、椎間板内在性幹細胞やその未分化度、活性度について年齢と負の相関

関係にあることを実証した。これは椎間板再生により適した細胞集団の選択に役立つものと考

える。さらに他臓器では骨髄などの幹細胞プールより細胞が”mobilize”してくるが、椎間板

においてそのような機構が存在するかにつき、GFP キメラマウスを用いて解析した。その結果、

骨髄から”mobilize”する細胞は終板付近には多く認められるが、線維輪、髄核と中心部に行

くに従い減少し、椎間板には幹細胞プールからの細胞供給が極端に少なく、このことは外来か

ら細胞を補充することの妥当性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Heterogeneity of nucleus pulposus cells was revealed in various 
animal species including human. Endogenous stem/progenitor cells were identified in the 
intervertebral disc tissue. Its immaturity correlated negatively with age in humans 
showing that number of endogenous stem cell populations in the inetervertebral disc 
decrease with aging. Exogenous stem cells did not supply cells to the degenerated 
intervertebral disc showing that in the inetervertebral disc, exogenous mobilization of cells 
is extremely difficult. These facts rationalize the idea of supplying cells through external 
access. 
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１．研究開始当初の背景 腰痛は本邦で有訴者率男女共に 1、2 位に入



る common disease であり、労働障害、医療
経済上、社会問題である。腰痛の主原因の１
つである椎間板変性は不可逆的変化であり、
現在のところ臨床的に有効な治療法は存在
しないため、国内外の多数の研究施設で新た
な治療法の開発が研究されている。申請者は
自家骨髄間葉系幹細胞移植療法が変性椎間
板の再生に有効である事を動物実験にて証
明し報告し、現在臨床応用化に向けた大動物
実験、技術的検討を行っている。また本申請
者 が 考 案 し た ア ル ジ ネ ー ト 内 で の
Mixed-coculture system にて初めて in vitro
で間葉系幹細胞を髄核、線維輪細胞に近い形
質を持つ細胞へ分化誘導させることに成功
した。またこれまで特異的なマーカーが無く、
解析に難渋していた問題に対しては国際共
同研究を通じ申請者はヒト椎間板細胞のフ
ローサイトメトリーを用いた解析において
インテグリンα6 の髄核細胞での特異的発現
と CTGF (Connective Tissue Growth 
Factor)の椎間板細胞での軟骨細胞とは異な
った機能的役割について第 20、21 回日本整
形外科学会基礎学術集会および 2006、2007
年度 Orthopaedic Research Society にて報
告した。 
今後、新規治療法を科学的根拠に基つき開発
する為には椎間板の細胞・分子レベルでの理
解が必須であるが、椎間板は未だその発生、
構成細胞の分化、恒常性維持、そして変性機
序に至るまで骨や関節軟骨に比し未知であ
る。近年、多くの臓器でその恒常性維持に内
在性幹細胞・前駆細胞の役割が注目されてい
る。椎間板組織における内在性幹細胞ニッチ
の局在は不明であるが造血系幹細胞が骨芽
細胞と interaction を持つように、間葉系幹
細胞でもその局在周囲に各種の細胞間接着
や関連パスウェイの関与が予想される。申請
者は preliminary な実験において椎間板内に
幹細胞マーカー(CD90、CD166、CD105 な
ど)を発現する細胞集団が存在することを確
認している。多くの臓器でその組織修復機構
に関わる幹細胞は分化段階に応じて臓器内
あるいは骨髄から遊走し供給されることが
知られる。椎間板が早期に変性する理由は人
体最大の無血管臓器であるがゆえに修復細
胞の供給が困難であることが大きな要因の
一つであると考える。しかし我々は椎間板変
性モデルにおいて骨髄由来細胞が椎間板内
に出現してくることをトランスジェニック
マウスの骨髄移植モデルで報告しており、幹
細胞供給システムが無血管の椎間板にも存
在すると考えている。 
２．研究の目的 
本研究の目的は(１)椎間板内における内在性
幹細胞システムの存在とニッチを同定し、(2)
そこでの分子機構の解明、(3)その結果を開発
中である幹細胞移植療法に応用することな

どにより老化制御、椎間板変性抑制研究に関
する新たな知見を明らかにし、椎間板変性の
病態理解と新治療法の開発を促進すること
である。病態の把握を分子生物学的根拠に基
ついて理解することで現在試行されつつあ
る新規薬剤、生物製剤、再生医療技術の妥当
性、安全性の向上に寄与できるものと考えて
いる。 
 
３．研究の方法 
椎間板を構成する髄核細胞はヒトにおいて
は 10 代前後に脊索由来細胞が消失し、軟骨
様細胞に取って代わるとされる。また線維輪
領域にも線維芽細胞様な細胞と軟骨様細胞
が存在する。一方、大多数の動物は生涯にわ
たり脊索細胞が主体であり、Hunter らによる
とヒトの様な細胞の変化を示すのは、16週以
上のラット、1歳以上の軟骨異栄養種のイヌ
と 4歳以上の羊とされている。 
本研究ではそのような理由から主に比較的
早期に椎間板変性、ヘルニアを来たす軟骨異
栄養種のビーグル犬、そしてラットを用い、
代用がないトランスジェニック実験のみマ
ウスを使用する。そしてヒト椎間板において
解析を要する際には倫理委員会承認、インフ
ォームドコンセントのもと手術症例より提
供を受け使用する。 
研究計画テーマは長期に 5段階で構成される。 
 
第１段階は椎間板を構成する細胞集団中の
CD49f、CD90、CD105、CD166、Tie2、Ang1、
MHC class I などの Steｍ cell マーカーを高
発現する細胞の局在、最終分化した成熟細胞
との関わりを in vivo で解析する。 
第2段階において同定した内在性幹細胞をin 
vitro で当研究機関にて開発した共培養技術
等を用いて成熟細胞や周囲組織との
interaction を調べることでそのニッチを明
らかにする。 
第 3段階では各種疾患動物モデルを用いて恒
常性維持、老化や機能不全に伴う幹細胞ニッ
チに起こる変化を明らかする。 
第 4段階でその治療法を模索検討する。 
第 5段階では創薬、遺伝子導入、細胞移植の
観点からヒトへ応用可能な手法につき検討
する。 
尚、本研究期間においては主に第１段階から
第３段階までの内容を計画する。具体的には
以下の通りである。 
1. in vitro assay 系の確立 
椎間板髄核組織の heterogeneityを示唆する
結果は組織の免疫染色、細胞外マトリックス
の産生能の違い、そしてウサギなどの小型動
物への移植実験などから過去において多く
報告されてきた。しかしながら、椎間板の再
生医療実現化に向けて培養後の髄核細胞集
団がどの様に変化したか、またヒトへの投与



を前提とした場合、その有効性を簡便にそし
て的確に評価できる assay系は現在でも存在
しない。そこで培養髄核細胞の
heterogeneity ないしは有効性を簡便に評価
できる assay 系の開発を行う。現在、我々は
造血前駆細胞の heterogeneityを簡便に評価
できるコロニーアッセイを応用した椎間板
髄核細胞コロニーアッセイシステムを開発
中である。また同組織には間葉系幹細胞の存
在を示唆する報告もあるが、これら間葉系幹
細胞の同定やその多分化能も同時に評価す
る予定である。 
2．in vivo assay 系の確立 
椎間板の再生医療を考慮した場合、同組織に
おける stem and/or progenitor 細胞の有無
を発見することは非常に有意義である。その
ためには的確に簡便に同細胞を同定できる
in vivo assay の開発は必要不可欠となる。
現在、我々は上記髄核細胞コロニーアッセイ
法を用いて同細胞集団における progenitor 
細胞の存在を示唆する結果を得ている。これ
らの結果をもとに in vivo assay系を開発し、
同組織における stem cell の存在を証明する。
現在、免疫不全マウスの 1つである NOD/SCID
マウスへの様々な移植実験を行い、有効かつ
簡便な in vivo assay 系の確立を目指してい
る。 
４．研究成果 
マウス、ラット、イヌ全ての髄核および線維
輪細胞で接着型と球状型の 2種類のコロニー
形成細胞および細胞の heterogenietyを確認
し、少なくとも椎間板の構成には 3種類以上
の形質の違う細胞が関与していることが示
唆された。最もヒトに近い軟骨異栄養犬種で
あるビーグルでの結果、細胞増殖率は腰尾椎
間で差は認めなかったが(培養 4、16、28 日
目で腰椎平均 4.0 倍、53.9 倍、83597.5 倍、
尾椎で平均 3.7 倍、86.3 倍、71593.7 倍、
p>0.05)、より器質合成能力が高い細胞を多
く含むとされる尾椎髄核から多くのコロニ
ーが出現した（コロニー数：腰椎では培養 4、
28 日目で接着型が平均 66 個、155 個、球状
型 79 個、57 個、尾椎で接着型 94 個、179 個、
球状型 99 個、191 個、 p<0.05）。ヒト髄核細
胞でもこの 2種類のコロニーを認め、提供者
の年齢が若い方が球状コロニーの出現数が
顕著に多く、免疫染色の結果,球状コロニー
により多くプロテオグリカン、Ⅱ型コラーゲ
ンを産生する細胞が存在することが判明し
た。 
また椎間板内における組織内在性幹細胞と
そのニッチにつき解析、椎間板内在性幹細胞
やその未分化度、活性度について年齢と負の
相関関係にあることを実証した。これは椎間
板再生により適した細胞集団の選択に役立
つものと考える。さらに他臓器では骨髄など
の幹細胞プールより細胞が”mobilize”し

てくるが、椎間板においてそのような機構が
存在するかにつき、GFP キメラマウスを用い
て 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 骨 髄 か
ら”mobilize”する細胞は終板付近には多
く認められるが、線維輪、髄核と中心部に行
くに従い減少し、椎間板には幹細胞プールか
らの細胞供給が極端に少なく、このことは外
来から細胞を補充することの妥当性を示し
た。 
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