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研究成果の概要（和文）：椎間板変性を有する椎間板性疼痛患者に対する、多血小板血漿注入療法の安全性と有効性を
評価した。約12ヶ月の経過観察中に明らかな有害事象は認めなかった。約85%の症例で臨床上有意な腰痛の低下を認め
た。
椎間板バイオマテリアルの候補材料である硫酸化ジェランは、その硫酸化率のより椎間細胞の基質代謝を調節する可能
性が示された。家兎椎間板変性モデルへ硫酸化ジェランを注入することで、その高い組織親和性が示され、椎間板変性
に対する有効な生体材料となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We report the results of a prospective feasibility clinical trial for the use of 
an intradiscal injection of PRP-releasate in patients with degenerative disc disease (discogenic low back 
pain). First, no adverse effects were identified following treatment. The intradiscal injection of 
PRP-releasate has potential to reduce clinical LBP scores in 85% subjects.
The results of this study showed that gellan-sulfate, candidate for disc biomaterial, has potential to 
affect the matrix metabolism of intervertebral disc cells dependent on the ratio of sulfation. In vivo 
animal study showed that gellan-sulfate has high tissue compatibility, suggesting the possibility that 
gellan-sulfate would be effective biomaterial for intervertebral disc degeneration.

研究分野： 椎間板再生
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１．研究開始当初の背景 
椎間板は豊富な細胞外マトリックス（主にﾌﾟ
ﾛﾃｵｸﾞﾘｶﾝ、ｺﾗｰｹﾞﾝ）と比較的少ない椎間板細
胞（髄核および線維輪細胞）より構成されて
おり、脊椎前方支持組織として重要な役割を
担っている。椎間板が変性すると、ﾌﾟﾛﾃｵｸﾞﾘ
ｶﾝやｺﾗｰｹﾞﾝは変性、分解されることにより弾
力性、衝撃吸収能が著しく低下することによ
り、脊椎の生体力学的バランスに不均衡を生
じ、様々な変性疾患を生じやすい環境へと変
化すると考えられている。椎間板変性が進行
すると椎間板組織は断裂、裂隙形成を認める
ようになり、脊椎不安定症、変性辷り症とい
った変性疾患を発症させる可能性が出てく
る。しかしながら、椎間板内には血管が存在
しないため、組織修復・再生能力が乏しく、
変性・断裂した組織の修復は限定的である。
このことが椎間板治療を困難なものにして
おり、脊椎外科治療の将来を見据えた挑戦的
な領域となっている。これに対し、分子生物
学・生体組織工学を駆使し、様々な基礎研究
が行われている。我々は、椎間板の細胞外基
質の代謝を生物学的アプローチにて制御す
ることにより変性椎間板を修復させる試み
を重ねてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は椎間板修復治療の臨床応用
を行うことである。椎間板変性が初期の椎間
板症（椎間板性疼痛）患者に対する、多血小
板血漿注入療法により、安全性と有効性が確
認し、本治療法の確立を目指す。変性が進行
し組織断裂・裂隙形成した段階においては、
椎間板バイオマテリアル充填療法を考えて
おり、バイオマテリアルの候補材料として硫
酸化ジェランに注目している。硫酸化ジェラ
ンの組織親和性、基質代謝活性能を評価する。 
 
３．研究の方法 
(1) 多血小板血漿 (PRP) 注入療法 
①以下の条件を満たした症例を本研究の対
象者とする。１．年齢が 18 歳以上、2. 腰痛
が３ヶ月以上続いており、下肢痛を認めない
症例、3. 腰椎 MRI 画像診断にて、L3/4-L5/S1
レベルにおいて椎間板変性や椎体終板異常
を認める症例、4. 腰椎椎間板造影および椎
間板ブロックにて椎間板性疼痛と診断され
た症例、5. 腰椎単純Ｘ線側面像にて椎間板
高狭小化の程度が 1/2 未満の症例。 
②PRP 抽出・活性化の準備：被検対象者より
採取した自己血 200ml を用いて、遠心後分離 
(3,000x g) し、赤血球分画を分離する。残
った Buffy coat 層を低回転 (150x g) でさ
らに遠心し、PRP を分離する。貯血時に追加
採血した全血 10ml を用いて自己血清を分離
する。採取した PRP に自己血清と塩化カルシ
ウム溶液を加え活性化（ゲル化）し、PRP ゲ
ルを遠心分離した上清（PRP 上清）を冷蔵保
存する。 
③椎間板内注入：治療は放射線透視室にて行

う。経皮的に 23G スパイラル針を椎間板正中
に挿入し、自己 PRP 血清（2-3 ml）を変性椎
間板の中心部に注入する。 
④治療効果判定：治療後１年間に亘り、以下
の方法にて治療効果を判定する。疼痛健康関
連評価 (以下の項目を２ヶ月おきに調査す
る) a. VAS, b. Roland-Morris Disability 
Questionnaire 
⑤画像解析：1. 腰椎単純Ｘ線正面、側面像
（治療前、治療後２ヶ月おきに撮影）：腰椎
単純Ｘ線側面像を用いて経時的に椎間板高
を計測する。椎間板高指数 (DHI)を算出し、
経時的変化を定量化する。2. 腰椎 MRI 
(T2-mapping)（治療前、治療後 3-6 ヶ月、12
ヶ 月 に 撮 影 , Achieva 3.0T, PHILIPS, 
Amsterdam, The Netherlands)。治療前後の
MRI T2-mapping 画像を用いて、矢状断、横断
像における髄核および線維輪組織の部位別
平均輝度を定量化する。 
⑥PRP 含有タンパク質の同定 
我々が用いているPRP上清に含まれているタ
ンパク質の同定を行う。iTRAQ タンパク質発
現・相対定量解析 (Filgen 社) を行った。PRP
上清および自己血清の 2サンプルを AB SCIEX 
Triple TOF 5600 システムにて解析を行った。
また、PDGF-BBおよび可溶性TNF-α受容体（１
型、２型）の濃度は ELISA 法にて測定した。 
 
(2) 椎間板バイオマテリアル充填療法 
①硫酸化ジェランのヒト椎間板細胞の基質
代謝への影響： 
椎間板細胞を牛尾部椎間板より採取し、髄核
と線維輪を別々に酵素処理し、それぞれの細
胞を分離、抽出し、3 次元アルジネートビー
ズを作製した。硫酸化率、濃度の異なる GS
溶液を含む培養液にてアルジネートビーズ
を培養し、培養開始 1 週、2 週後の時点で細
胞増殖活性、プロテオグリカン蓄積量の評価
を行った。実験群は、硫酸化率 6.2%の GS（GS 
6.2%）、硫酸化率 32%の GS（GS 32%）をそれ
ぞれ 1μg/ml、10μg/ml、100μg/ml の濃度
とし、control 群は 10%FBS 溶液単独投与群と
した。細胞増殖活性は、bisbenzimidazole 
fluorescent dye 法にて、各群のビーズに含
まれる DNA 量を定量化し、プロテオグリカン
蓄 積 量 は 、 dimethylmethylene blue 
microdetermination assay法にて定量化して
評価を行った。 
②家兎椎間板変性モデルへの IGS 注入試験 
NZW 種 7羽を用いて、椎間板 (L2/3，L4/5) を
18G 針にて穿刺した。穿刺後、40℃に保温さ
れたIGSをL2/3, L4/5椎間板内に注入した。
L3/4 は無穿刺群とした。術後 2 週毎にレン
トゲン撮影し, 椎間板高を計測した. 手術
後 4 週で屠殺し、組織学的評価を行った。対
照群は椎間板穿刺のみとした。 
 
４．研究成果 
(1) 多血小板血漿 (PRP) 注入療法 
3 ヶ月以上腰痛が持続し、腰椎 MRI 画像、椎



間板ブロックにて椎間板性疼痛と診断した
14 症例（男性 8例、女性 6例、平均年齢 33.8
歳）を対象とした。治療前の平均疼痛関連ス
コア (VAS 7.5±1.3, RDQ 12.6±4.1) は治
療後 1 ヶ月にて著しく低下し、治療 12 ヶ月 
(VAS 2.9±2.8, RDQ 2.8±3.9) に亘って低
値を維持した。単純 X線上の椎間板高、前彎
角は経過観察期間中、明らかな変化を認めな
かった。MRI 画像解析では、髄核および線維
輪の T2 値は治療前後で有意な変化を示さな
かった。術前 MRI 所見（椎間板変性度、disc 
bulge、high intensity zone (HIZ)の有無）
と VASおよび RDQ値の低下に明らかな関連性
を認めなかった。経過観察中に下肢神経症状、
椎間板炎を認めた症例はなかった。また、２
症例で腰痛の再発を認めたが、治療前と比べ
ると改善しており、腰痛が悪化した症例は認
めなかった。 
PRP 内の成長因子 (PDGF-BB)は自己血清と比
較し、2.1 倍高い濃度であった。一方、抗炎
症作用を有する可溶性 TNF-α受容体（１型、
２型）の濃度は PRP 内にそれぞれ、平均 3.1 
ng/ml（１型）、平均 8.3 ng/ml（２型）含ま
れており、自己血清と同程度の濃度が確認さ
れた。PRP 含有タンパク質の同定に関しては、
iTRAQ タンパク質発現・相対定量解析 
(Filgen 社) を行った。PRP 上清および自己
血清の2サンプルをAB SCIEX Triple TOF 5600
システムにて解析を行った。両サンプル共に
944 タンパクが同定された。抗炎症性サイト
カインおよび抗炎症性蛋白に関しては、PRP
および自己血清内に同程度含まれていた。 
 
(2) 椎間板バイオマテリアル充填療法 
①椎間板の細胞増殖活性において、髄核、線
維輪ともに GS 32% 100μg/ml 群にて対照群
と比較して有意な増加を認めた。また、プロ
テオグリカン蓄積量においても、髄核、線維
輪ともに GS 32% 100μg/ml 群で有意な増加
を認めた。GS 6.2%群においては、細胞増殖
活性、プロテオグリカン蓄積量とも明らかな
差は認めなかった。 
②40℃に保温したIGSは椎間板内に注入され、
生体内でゲル化することが確認された。X 線
学的検討では、対照群では経時的に椎間板高
の狭小化 (4 週後：73%) を認めたが、IGS 群
では穿刺後４週で椎間板高は術前の 82%に維
持されていた。組織学的検討では、椎間板内
に注入されたIGSは髄核および内側線維輪組
織に分布しており、細胞外基質間に浸潤する
ように存在していた。また、椎間板内への炎
症細胞浸潤は認めなかった。 
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