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研究成果の概要（和文）： 
iPS 細胞から椎間板髄核細胞、線維輪細胞を分化誘導することを試みた。現在のところ幹細

胞から椎間板細胞を効率的に分化させる方法は確立されていない。したがって、我々は互いを
共培養させる方法を採用した。まず、iPS 細胞と椎間板細胞を共培養することで分化誘導を試
みたが、iPS 細胞は線維細胞様の細胞に分化し椎間板髄核細胞の特徴は有していなかった。そ
こで、iPS 細胞から胚様体を作成、この胚様体へレチノイン酸を負荷することで間葉系幹細胞
を分化誘導し、この間葉系幹細胞と椎間板髄核細胞、線維輪細胞を共培養する手法を選択した。 
 iPS 細胞は浮遊培養することで約７日間後に胚様体の形成をみた。さらにこの胚様体細胞へ
レチノイン酸を負荷することで間葉系幹細胞様の細胞が誘導された。この間葉系幹細胞の性格
を検討するために、骨分化誘導を行いアリザリン染色にて Ca 沈着を証明し骨分化誘導能を確
認した。今後、この iPS 細胞誘導間葉系幹細胞から椎間板細胞の分化誘導を図る予定である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The stable method to differentiate intervertebral disc (IVD) cell from iPS cells has not been 
established yet. Here we employed the co-culture method with iPS cells and IVD cells to 
differentiate iPS cells. At first, we directly co-cultured iPS cells with IVD cells. However 
iPS cells differentiated fibroblast like cells, not have the characteristics of IVD cells. Next 
we induced embryoid body from iPS cells, in addition embryoid body cells were treated with 
retinoic acid for seven days. After treatment, mesenchymal stem like cells were 
differentiated. Furthermore these differentiated cells were co-cultured with osteoblast 
inducer reagent for three weeks. We have confirmed the potential of mesenchymal stem 
like cells to differentiate the osteoblast cell by Alizarin red staining. 
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１． 研究開始当初の背景 

現在椎間板再生を目指した治療は、成

長因子治療、遺伝子治療、幹細胞治療に

分けられ各国で広く研究されている。現

在の椎間板に対する治療は切除を中心

とした破壊的なものであり、結果的に椎

間板の本来の機能を失うものである。さ

らに腰痛を増悪していることも少なく

ない。従って椎間板の本来の機能を温存、

再生するような治療が望まれている。 

椎間板再生を目指した治療は、成長因

子治療、遺伝子治療、幹細胞治療に分け

られ各国で広く研究がなされている。そ

こで我々は、椎間板再生を目指し椎間板

変性の機序解明と治療に向けた研究を

重ねている。機序解明に関しては、人体

の椎間板変性に近い椎間板圧迫モデル

の作製や椎間板組織のもつ Fas/FasL を

介した免疫学的特権に関する研究を報

告した。また、治療に関して超音波コン

トラスト法による in vivo でのウイルス

ベクターを用いない遺伝子導入技術の

開発やサイトカイン阻害剤、siRNA 発現

ベクターの椎間板再生医療への可能性

について報告してきた。 

一方、山中らが報告した iPS 細胞は人

工多能性幹細胞であり、分化した細胞に

数種類の遺伝子を導入することで細胞

を初期化し ES 細胞とほぼ同程度の多能

性を再獲得した細胞である。この iPS 細

胞は ES 細胞の持つ倫理的な問題を解決

するものであり、この細胞を用いた研究

は広く各国で行われ多方面に渡って研

究成果が報告されている。 

 
２． 研究の目的 

脊髄損傷モデルに対してiPS細胞が治

療に有効であったと報告され注目が高

まっている。本研究は、椎間板再生医療

にiPS細胞を応用することを目指すもの

である。椎間板再生医療へ向けた基礎研

究として、iPS 細胞の椎間板細胞への分

化能の評価、および iPS 細胞による椎間

板細胞刺激効果の評価が必要と考える。

本研究の目的はiPS細胞の椎間板細胞へ

の分化手法を確立し、その分化能につい

て評価することである。 
 

 

３． 研究の方法 

iPS細胞から椎間板髄核、線維輪細胞を分

化誘導する。 

マウスiPS細胞から椎間板細胞を分化誘

導する手法は未だ確立されていない。従っ

て、iPS 細胞と椎間板髄核細胞、線維輪細

胞を共培養することで分化誘導を図る。こ

の際、iPS 細胞から直接椎間板細胞の分化

を行う実験を計画した。さらに、分化効率

を高めるためにiPS細胞から胚葉体形成を

促し、胚葉体から間葉系幹細胞を誘導、最

終的にこの間葉系幹細胞と椎間板髄核細

胞、線維輪細胞を共培養することで分化誘

導を図る 2群の実験系を計画した。 

この 2 群で分化誘導される細胞を代謝の

側面から Type 1, 2 collagen, aggrecan, 

versican の発現量について誘導前後で

western blotting 法、RT-PCR 法にて評価

する。次に椎間板髄核細胞には数種類の特

異的なマーカーが報告されており、CD24

（ glycosylphophatidylinositol (GPI) 

anchor protein）、glypican 3 (gpc3)、

keratin (k19)を椎間板髄核細胞のマーカ

ー、Pax1 を線維輪細胞のマーカーとして

採用し、これらを免疫染色にて評価するこ

とで椎間板髄核細胞、線維輪細胞の分化誘

導について、評価検討を行う。 

４． 研究成果 

（1）マウス iPS 細胞をフィーダー細胞上



で安定して培養し、継代することに成功し

た。さらにこの安定供給される iPS 細胞を

直接、椎間板髄核細胞、線維輪細胞を共培

養を行っても、iPS 細胞の脱分化が誘導さ

れるのみで形態的にも生化学的にも椎間

板細胞への分化誘導は困難であった。 

 

 

 

 

 

 

図１ フィーダー細胞 

 

 

 

図２ マウス iPS 細胞 

 

（ 2 ） iPS 細 胞 か ら SFEB(Serum-free 

Floating culture of Embryoid Body-like 

aggregates) 法にて胚様体を作成した。す

なわち、iPS 細胞を浮遊培養することでや

がて散乱した iPS 細胞が集族し胚細胞に

似た胚葉体を形成した。この行程には約 7

日間が必要であった。 

 

 

 

 

 

  

 

 

図２ 胚葉体 

 

この作成された胚葉体は間葉系細胞への

分化誘導に優れていることが知られてお

り、レチノイン酸を負荷し接着培養を行う

ことで約 3 週間後に間葉系幹細胞への分

化が形態的に観察された。 

 

 

 

図３ 間葉系幹細胞 

 



 この間葉系幹細胞の評価として、まずは骨

分化誘導能の評価を行った。骨分化誘導能

は骨分化誘導培地で約 3 週間培養すると

間葉系幹細胞は形態が変化しアリザリン

染色にて Ca 沈着を確認した。 

 

 

 

 

 

図４ アリザリン染色 

 

本研究によって、iPS 細胞から胚葉体形成、

さらに間葉系幹細胞が安定的に分化誘導

可能であることが明らかとなった。また、

この iPS 細胞誘導間葉系幹細胞には、骨分

化誘導能が確認された。今後、この間葉系

幹細胞とマウス椎間板髄核細胞、線維輪細

胞を共培養することで世界で初めて iPS

細胞から椎間板細胞の分化誘導に成功す

ることが予想される。 
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