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研究成果の概要（和文）：ウサギ腰椎椎間板変性モデルおよびラット尾椎椎間板変性モデルを用いて、高純度硬
化性ゲルが椎間板性疼痛に関連するサイトカインと神経成長因子に与える影響を評価した。椎間板の髄核欠損部
にゲルを充填し、免疫組織化学染色により炎症性サイトカイン(TNF-α、IL-6)、神経成長因子受容体TrkAの発現
について評価し、ゲル充填群では髄核穿刺吸引群に比べTNF-α、IL-6、TrkA陽性細胞率が有意に低値であった。
さらにラット尾椎椎間板変性モデルではゲルを充填した群で有意に疼痛関連行動が抑制された。
本研究結果より高純度硬化性ゲルは椎間板性疼痛に関連するサイトカインと神経成長因子の発現を抑制する効果
が示された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to investigate whether　the bioresorbable ultra-purified alginate 
(UPAL) gel can alleviate LBP using a rat nucleus pulposus (NP) punch model and a rabbit NP aspirate 
model. In both models, we assessed TNF-α and IL-6 production and TrkA expression within the IVD by 
immunohistochemistry. Further, histological analysis and behavioural nociception assay were 
conducted in the rat model. UPAL gel implantation suppressed TNF-α and IL-6 production, 
downregulated TrkA expression, inhibited IVD degeneration, and reduced nociceptive behaviour. 
Our results suggest the potential of UPAL gel implantation as an innovative treatment for IVD 
herniation by reducing LBP and preventing IVD degeneration after discectomy.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 椎間板性疼痛制御　バイオマテリアル　椎間板変性制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究より、高純度硬化性ゲルはこれまで報告してきた椎間板組織変性の抑制効果に加え、椎間板性疼痛に関連
するサイトカインと神経成長因子の発現を抑制する効果がウサギ腰椎椎間板変性モデルおよびラット尾椎椎間板
変性モデルにおいて示された。さらに疼痛関連行動評価においても改善がみられ、椎間板ヘルニア手術後の椎間
板内の炎症性サイトカイン産生が高純度硬化性ゲルにより抑制されることで、椎間板損傷部の疼痛軽減に寄与す
ると考えられた。
これらの結果より、高純度硬化性アルギン酸ゲル埋植は椎間板ヘルニアに対する髄核摘出術後の疼痛軽減などに
有用である可能性が示唆された。

※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 

 
椎間板変性の代表的疾患として腰椎椎間板ヘルニアがあり、手術治療として神経を圧迫して

いる変性髄核（ヘルニア）摘出術が通常行われる。しかし、本手術では椎間板組織の変性を制御
することができず、また手術後に腰痛や下肢痛が十分改善しない症例も存在し、これらの問題点
を解決しうる新しい治療が望まれている。 
これまで椎間板障害に対するアプローチとして、椎間板組織修復の観点から基礎研究を行い、

生体力学的、分子生物学的側面から椎間板組織に対する変性制御の可能性を示してきた
（Yamada et al. PLOS ONE 2013、Yamada et al. Am J Pathol 2014、山田勝久．アポトーシ
ス応答機構を標的とした椎間板変性制御に関する統合的研究、若手研究 B、2017-2019 年度）。
その一方で、椎間板障害を痛みの観点から評価することは実施してこなかった。 
 椎間板ヘルニア摘出術後の組織修復を促すソフトバイオマテリアルとして、当教室ではアル
ギン酸を基盤とした高純度硬化性ゲルを開発した。ヘルニア摘出後の空隙部分に充填すると、髄
核細胞や髄核前駆細胞の増殖を刺激し、椎間板の自然修復が起こることを明らかにし
（Tsujimoto, Yamada et al. EBioMedicine 2018）、腰椎椎間板ヘルニア手術患者を対象とした
探索的医師主導治験を実施している。本臨床試験において、腰椎椎間板ヘルニア摘出術後のゲル
充填が、術後早期の腰痛や下肢痛の軽減に寄与する可能性を示唆するデータが集積されている。
また近年、ラット尾椎椎間板損傷モデルに対する椎間板内ヒアルロン酸充填において、炎症性サ
イトカインが抑制されて疼痛が軽減されるという報告がなされた（Mohd Isa et al. Science 
Advance 2018）。以上の背景から、腰椎椎間板ヘルニア摘出術後の椎間板内への硬化性ゲル充填
が、椎間板組織変性を抑制するのみならず、術後の腰痛や下肢痛の軽減にも有用である可能性が
期待されている。 
 
２．研究の目的 

 
本研究では、急性期・亜急性期椎間板障害に起因する腰痛発生の機序である「椎間板組織炎症」

と「椎間板への神経侵入」に着目し、高純度硬化性ゲルが炎症性サイトカインや神経成長因子受
容体の発現、および疼痛へ与える影響を評価することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 椎間板性疼痛に関連するサイトカインと神経成長因子の評価 
申請者らはこれまでウサギ椎間板変性モデルに高純度硬化性ゲルを埋植することで椎間板組

織変性抑制効果を確認した（Tsujimoto, Yamada et al. EBioMedicine 2018）。本研究ではさら
に、硬化性ゲルが炎症性サイトカインおよび神経成長因子受容体の発現に与える影響を評価す
る。 
 
① 日本白色家兎腰椎椎間板に対して、18G 針を穿刺後に髄核を吸引し、椎間板変性モデルを

作成する。 
② 26G 針を用いて髄核欠損部に高純度硬化性ゲルを充填する。 
③ 術後 1、4、7、28 日目に椎間板を採取し、免疫組織化学染色による炎症性サイトカイン（TNF-

α、IL-6）、神経成長因子受容体 TrkA の発現について陽性細胞率を評価し、未処置非変性椎
間板、髄核吸引椎間板、ゲル充填椎間板の各群で比較する。 

 
（２）  ラット疼痛関連行動評価 
ラット尾椎椎間板穿刺モデルを用いて、動物種を越えて免疫組織学的評価が一致するかを確

認し、併せて疼痛関連行動の評価を行う。 
 

① SD ラット尾椎椎間板髄核に 19G 針を穿刺し、椎間板穿刺変性モデルを作成する。 
② 26G 針を用いて髄核欠損部に高純度硬化性ゲルを充填する。 
③ 疼痛関連行動の解析を術前、術後に実施する。 

・Hargreaves test： 創部の腹側から赤外線による熱刺激を加え、逃避行動を示すまでの
潜時を測定する。 

・Tail-flick test： 尾の先端から 5cm 近位部の腹側に赤外線による熱刺激を加え、逃避
行動を示すまでの潜時を測定する。 

・von-Frey test： Dynamic Plantar Aesthesiometer を用いて創部腹側から尾をフィ
ラメントで刺激し、逃避反応を示した時点で加わった力と逃避反応
を示すまでの潜時を自動的に計測する。 

 



④ 術後 1、4、7、28 日目に椎間板を採取し、免疫組織化学染色による TNF-α、IL-6、TrkA の
発現について、未処置非変性椎間板、髄核穿刺椎間板、ゲル充填椎間板の各群で比較する。 

 
４．研究成果 
 
（１） 椎間板損傷後の高純度硬化性ゲル埋植は炎症性サイトカイン産生および TrkA 発現を

抑制する 
高純度硬化性ゲルが炎症性サイトカイン(TNF-α、IL-6)に与える影響を評価した。ウサギ腰椎

椎間板変性モデルでは、髄核吸引群の TNF-α陽性髄核細胞および線維輪細胞の割合は、それぞ
れ 4 日目および 7 日目にピークを迎え、ゲル充填群の TNF-α陽性髄核細胞および線維輪細胞の
割合は、各時点で髄核吸引群と比較して有意に低かった。ゲル充填群では、各時点での TNF-α
陽性髄核細胞の割合が未処置非変性椎間板に比べて有意に高く、各時点での TNF-α陽性線維輪
細胞の割合は未処置非変性群とゲル充填群との間で同等であった。 
ラットモデルでは、髄核穿刺群の TNF-α陽性髄核細胞および線維輪細胞の割合は、術後 1 日

目から 7 日目まで徐々に増加したが、28 日目には減少した。ゲル充填群でも同様の傾向が見ら
れたが、ゲル充填群の TNF-α陽性髄核細胞および線維輪細胞の割合は、各時点で髄核穿刺群に
比べて有意に低かった。TNF-α 陽性髄核細胞および線維輪細胞の割合は、7 日目の線維輪細胞
の割合を除いて、未処置非変性群とゲル充填群で同等であった。同様に IL-6 陽性細胞に関して
も同様の傾向であった。これらの結果は、高純度硬化性ゲル埋植は、ラットおよびウサギの両モ
デルにおいて、椎間板傷害によって生じる炎症反応を減少させることを示唆していた。 

 
 さらに、椎間板損傷後の神経成長因子受容体発現に対する硬化性ゲルの効果を調べるために、
TrkA 発現を評価した。ウサギモデルでは、髄核吸引群の TrkA 陽性髄核細胞および線維輪細胞
の割合は、術後 1 日目から 28 日目にかけて緩やかな増加を示した。未処置群とゲル充填群では
術後 1 日目から 28 日目までほぼ変化がなく、各時点でゲル群の TrkA 陽性髄核細胞および線維
輪細胞の割合は髄核吸引群に比べて有意に低かった。ラットでは、各時点での TrkA 陽性髄核細
胞および線維輪細胞の割合は未処置群とゲル充填群との間で有意な差はなかった。また、いずれ
の群でも 7 日目まではほとんど変化がなく、髄核穿刺群で術後 28 日目に TrkA 陽性髄核細胞お
よび線維輪細胞の割合が有意に増加した。これらの結果は、硬化性ゲル埋植が、ラットおよびウ
サギの両モデルにおいて、椎間板傷害によって誘導された椎間板内の TrkA 受容体発現を抑制す
ることを示唆していた。 
 
（２） ラット椎間板損傷モデルにおいて UPAL ゲル埋植は疼痛関連行動を減少させる 
疼痛関連行動の解析が確立しているラットモデルを使用して、硬化性ゲル埋植の疼痛緩和効

果を評価した。 
Hargreaves 試験では、術後 2 日から 27 日までの間において、髄核穿刺群では未処置群およ

びゲル充填群と比較して有意に逃避行動までの潜時が短縮していた。同様に、von Frey 試験で
は、術後 2 日から 27 日までの間において、髄核穿刺群では未処置群およびゲル充填群と比較し
て有意に逃避行動までの潜時が短縮していた。Tail flick 試験では、未処置群とゲル充填群の潜
時は経時的変化を示さなかったが、髄核穿刺群の潜時は術後に延長し、術後の各時点で未処置群
とゲル充填群よりも有意に延長していた。 
これらの結果は、硬化性ゲル埋植が椎間板損傷によって誘発される痛みを緩和することを示

唆していた。 
 
上記結果のまとめとして、高純度硬化性アルギン酸ゲル埋植により、椎間板障害に起因する炎

症性サイトカインや神経成長因子受容体の発現、および、椎間板組織変性が抑制されることが示
された。加えて、高純度硬化性アルギン酸ゲル埋植によって、損傷単独の場合と比較して機械的
および熱刺激に対する逃避行動出現までの潜時が延長し、損傷部位以外の部位で熱刺激に対す
る逃避行動出現までの潜時が延長したことから、高純度硬化性アルギン酸ゲル埋植は損傷部の
疼痛を抑制し、中枢性の疼痛抑制修飾の一種である広汎性侵害抑制修飾の出現を阻害したと考
えられた。これらのことから、高純度硬化性アルギン酸ゲル埋植は、髄核摘出術後の椎間板内の
炎症性サイトカイン産生、椎間板組織変性を抑制することによって、椎間板損傷部の疼痛軽減に
寄与すると考えられた。また、神経成長因子受容体の発現が抑制されたことから、椎間板への神
経新生が阻害される可能性が示唆された。 

 
結論として、高純度硬化性アルギン酸ゲル埋植は、椎間板組織変性の抑制のみならず、椎間板

部分切除術後の疼痛の軽減にも有用であると考えられ、高純度硬化性アルギン酸ゲル埋植は椎
間板ヘルニアに対する髄核摘出術後の疼痛軽減などに有用である可能性が示唆された。さらに、
椎間板ヘルニアに限らず急性椎間板障害に伴う腰痛症に対する治療へも広く臨床として応用で
きる発展性が考えられた。 
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