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研究成果の概要（和文）：我々は、椎間板変性の原因遺伝子CILPを同定し（Nat Genet, 2005）、そのTg mice
は、加齢により変性が促進した（BBRC, 2014）。今回我々は、ヒト皮膚細胞にKlf4, c-Myc, NOTO, SOX5,6,9遺
伝子を導入し、direct reprogramming法と３次元培養の併用によりiPS髄核細胞を作成することに成功し、報告
した（IJMS, 2022）。これで、ヒト皮膚細胞から直接髄核細胞を作成でき、細胞治療が可能となる。また思春期
特発性側弯症の原因として黄色靭帯肥厚が関与する可能性も突き止めた（IJMS, 2022）。

研究成果の概要（英文）：aWe identified a susceptibility gene for intervertebral disc degeneration, 
CILP (Nat Genet, 2005), whose degeneration accelerated with age in Tg mice (BBRC, 2014). This time, 
we introduced Klf4, c-Myc, NOTO, SOX5,6,9 genes into normal human dermal fibroblasts (NHDFs) and 
succeeded in creating iPS nucleus pulposus (NP) cells by direct reprogramming method and 3D culture.
 (IJMS, 2022). From above, NP cells can be created directly from NHDFs, making cell therapy 
possible. We also identified the possibility that ligamentum flavum hypertrophy is involved in the 
progression of adolescent idiopathic scoliosis (IJMS, 2022).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により直接ヒト皮膚細胞から椎間板の髄核細胞をiPSの技術を用いて分化誘導することに成功した。椎間
板再生治療には、細胞治療、サイトカイン治療、薬物治療などさまざまな方法をこれまでも試みてきたが、細胞
治療には、再生治療の可能性が最もあるにもかかわらず、細胞ソースに問題があった。本研究により細胞ソース
の問題点が解決された。本研究の学術的意義は、細胞治療に基づく椎間板の再生において、ヒト皮膚細胞から直
接髄核細胞に分化誘導でき、細胞治療の可能性を飛躍的に高めたと考えられる。また椎間板再生ができれば、ヘ
ルニアや狭窄症などを含めた腰椎疾患患者の治療に多大な貢献ができ、社会的意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
腰椎椎間板ヘルニアは、腰部脊柱管狭窄症の原因にもなり、腰痛の大きな原因のひとつであり、
椎間板変性をもとに発症する。本邦での罹患率は約 1％で、男女比は 2.5：1 である。申請者ら
は腰椎椎間板ヘルニア患者の相関解析から CILP 遺伝子を同定した (Nat Genet, 2005)。さらに
CILP を椎間板の髄核特異的発現ベクター(J Cell Biol, 1996)に導入し、髄核特異的に CILP が
発現する Tg マウスを作製し解析すると、ヒトの加齢変性に類似したマウスを作成した (Biochem 
Biophys Res Commun, 2014)。 
IL-1b は、転写因子 AP-1 を介し MMPs や ADAMTSs の発現を上昇させ、椎間板を分解する。 
その抑制因子である c-fos/AP-1 阻害薬 (T-5224) (Nature Biotech 26;817, 2008)の効果をヒ
ト髄核細胞で解析した (Sci Rep, 2017)。IL-1b により椎間板変性を導入し、その後 T-5224 を
加えると有意に MMPs, ADAMTSs (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 
motifs)の発現を抑制し、椎間板基質であるⅡ型コラーゲンの合成を促進し、マウス器官培養下
でも T-5224 の椎間板変性抑制効果を確認した。我々は、椎間板変性を進行させる MMPs(Matrix 
metalloproteinase)の発現を阻害する T-5224 を使い変性、破壊抑制効果および疼痛軽減能力を
発見した。一方椎間板疾患の感受性遺伝子として同定した CILP (cartilage intermediate layer 
protein)のトランスジェニックマウス（CILP Tg）は、変性が加齢とともに進行し、ヒトの病態
と同じであることを証明した。 
また我々は、これまで軟骨細胞の起源同定、また Sik3KO マウス(Serine/threonine-protein 
kinase 3)や膝関節軟骨欠損モデルを用いて軟骨再生にも取り組んできた (Nat Commun, 2016, 
Transplantation, 2012, Tissue Eng Part A, 2016)。さらに申請者らは近年 scRNA-seq 解析に
て破骨細胞の起源の一部が、hematopoietic stem cell（HSC）でなく胎児 yolk-sac (YS)に由来
すること世界で初めて報告した (Nat cell biol 2019 Accepted)。 
さらに我々は思春期特発性側弯症の発症メカニズムの一つとしてビタミン D 結合蛋白が重要
であることを報告した (BMC Musculoskelet Disord. 2019)。さらに進行メカニズムに黄色靭帯
が関与している可能性についても研究している。 
 
２．研究の目的 
本研究目的は、この CILP Tg（加齢モデル）と椎間板穿刺モデルを用い、T-5224 投与後の疼痛軽
減メカニズムを解明し、新規疼痛関連蛋白質の同定を行うことである。またサル椎間板穿刺モデ
ルにおける椎間板修復効果および疼痛軽減効果を検証する。さらに椎間板が高度に破壊された
ヒトを対象に、sc-RNA seq (single-cell RNA sequence) 解析によりヒト iPS 髄核細胞、線維
輪細胞を作成、スフェロイドで 3D 構築した椎間板組織を作成し、ヌードラットに移植し椎間板
再生法の確立を目指すことである。 
また思春期特発性側弯症の原因解明をこれまで取り組んできており、黄色靭帯肥厚に着目した
進行メカニズムの解明をすることである。 
 
３．研究の方法 
iPS 髄核・線維輪細胞の樹立と 3D 椎間板構築 
ヒト皮膚細胞に、MYC, KLF4, NOTO, SOX9 を遺伝子導入した group1（NOTO-SOX9）と、MYC, KLF4, 
NOTO, SOX5,6,9 の遺伝子を導入した group2 (NOTO-SOXtrio)の 2グループ間で比較した。各グ
ループで Real-time PCR, Safranin-O 染色、蛍光免疫染色, 形態学的変化、Genome-wide 
Microarray analysis, FACS にて比較検討した。また negative control としてヒト皮膚細胞、
positive control としてヒト髄核細胞を使用した。 
 
黄色靭帯肥厚に着目した思春期特発性側弯症の発症メカニズム 
対象は、手術的加療を施行した胸椎カーブを呈する AIS 患者 25 名 (平均年齢 13歳)である。手
術時に摘出した黄色靭帯を Azan 染色、EVG 染色を用いて膠原繊維と弾性繊維の比（膠原繊維/弾
性繊維）を凹側と凸側で比較検討した。側弯凹側、凸側群の黄色靭帯細胞でマイクロアレイを行
った。さらに neutral vertebra (側弯のない部分)から摘出した黄色靭帯を Control 群として、
Control 群と凸側群でもマイクロアレイを行い、発現量差を検討し、同定した遺伝子の機能解析
を行った。 
 
４．研究成果 
iPS 髄核・線維輪細胞の樹立と 3D 椎間板構築 
Reeal-time PCR では、NOTO-SOX9 より NOTO-SOXtrio グループで有意に AGC, COL2A1, COL9A2 な
どの軟骨特異的遺伝子発現の上昇を認めた（p＜0.05）。さらに髄核特異的遺伝子の GD2, CD24、
Tie2 などの遺伝子も negative control より有意な上昇を認めた（p＜0.05）。Safranin-O 染色で
は、NOTO-SOXtrio グループで最も強いメタクロマジアを示し、蛍光免疫染色でも、NOTO-SOXtrio
グループで AGC, COL2A1 の強い染色性を示した。また NOTO-SOXtrio グループでは、髄核特有の



空砲形成やコロニー形成を認め、Genome-wide Microarray でも positive control の髄核細胞
と似たような発現パターンを呈していた。FACS 解析から、成熟度の高い髄核細胞であることが
分かった。ヒト皮膚細胞から NOTO-SOXtrio の遺伝子導入により髄核細胞とほぼ同様の細胞を作
ることに成功し、報告した（図１）（Int J Mol Sci. 2022）。本研究の結果は、今後の細胞治療
に大きく貢献できると考えられる。 
図１ 細胞治療に向けた皮膚細胞からダイレクトリプログラミングを用いた髄核細胞への分化 
（Int J Mol Sci. 2022） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
黄色靭帯肥厚に着目した思春期特発性側弯症の発症メカニズム 
Azan 染色では、凸側で膠原繊維の増生を認めた。EVG 染色では、膠原繊維と弾性繊維の比は凹側
0.49、凸側 0.94 で有意に凸側が高かった(P＜0.005)。凹側と凸側のマイクロアレイから 7遺伝
子に発現量に差を認め、ERC2 がウエスタンブロットで発現量が凸側で有意に高かった。また
Control と凸側のマイクロアレイでは、47遺伝子に差を認め、その中で MAFB が、ウエスタンブ
ロットで凸側の発現上昇を認めた。黄色靭帯細胞に ERC2 を強制発現させると COL1A2, COL3A1, 
TGF-b1 の発現上昇を有意に認め、MAFB を強制発現させると IL-6 の発現上昇を認めた。黄色靭帯
細胞に IL-6 と TGF-b1 の同時添加で、有意に COL1A2 と COL3A1 の発現上昇を認めた。黄色靭帯
肥厚は、正常＜凹＜凸の順に認め、凸側で弾性繊維の低下を認めた。マイクロアレイ解析から
ERC2、MAFB が凸側で有意に高く、TGF-b1 や IL-6 を介して黄色靭帯肥厚を引き起こしたと考え
られた。黄色靭帯肥厚に伴う後方支持組織の硬化により、側弯症が悪化した可能性が考えられた
（図 2）。上記の側弯進行メカニズムについて、報告した（Int J Mol Sci. 2022）。 
 
図 2 黄色靭帯肥厚に基づく側弯進行のメカニズム （Int J Mol Sci. 2022） 
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