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研究成果の概要（和文）：椎間板障害は、脊椎の様々な疾患の原因となる。本研究は線維輪細胞を解析する基礎的研究
である。我々はC57BL/6マウス尾椎線維輪由来の細胞培養法を確立した。さらに様々な臓器由来の間葉系幹細胞のマー
カーのひとつであるCD146発現に着目し、細胞増殖および分化との関連を検討した。マウス線維輪組織を採取し、酵素
処理で得られた細胞を培養、表面マーカーと多分化能を調べるた。その結果、マウス線維輪細胞は培養系で間葉系三系
統の多分化能を示した。またCD146陽性線維輪細胞は、低酸素状態、TGFβ-1、R3-IGF1刺激に応じて増大し、線維輪再
生に有益な分化の指標であると考えられた。 

研究成果の概要（英文）：Altered function of the intervertebral disc leads to various degenerative spine 
disorders. We established an isolation method for retrieving purely annulus fibrosus cells from 
intervertebral disc of C57BL/6 mouse. We then tested whether CD146, a marker for mesenchymal stem cells 
in various organs, relates to proliferation and differentiation of annulus fibrosis cell. We isolated AF 
tissue from mouse and cultured isolated cells to analyze their cell surface markers and multi-potency. 
Result showed that mouse annulus fibrosus cells differentiated to three mesenchymal lineages. 
Furthermore, CD 146 positive annulus fibrosus cells became proliferative with hypoxia, TGF-beta 1 or 
R3-IGF1 stimuli suggesting its role as a useful differentiation marker for annulus fibrosus regeneration.

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
椎間板障害は、脊椎の様々な疾患の原因とな
り、その診療にかかる医療費は年間 1,700億
円超 とされ、医薬経済に与える影響が大き
い上に、その好発年齢は壮年期の男性に多い
ため社会的な医療問題となっている。科学的
根拠に基づいた新規治療法を開発するため
には、椎間板の細胞・分子レベルでの理解が
必須である。椎間板は人体最大の無血管臓器
という特性から、通常の組織修復機能である、
血行を介した外部からの幹細胞誘導機能に
乏しい。このため、本研究グループでは、こ
れまで不明であった椎間板組織における内
在性幹細胞ニッチの局在を解明するべく、マ
ウスおよびヒトでの解析を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
 椎間板変性は脊柱の不安定性に始まり変
性疾患へと様々な病変のトリガーとなる重
大な病態である。本研究は椎間板変性機序の
解明と治療法の開発の一助となるべく、線維
輪細胞を解析する基礎的研究である。これま
でに申請者は椎間板細胞、とりわけ髄核細胞
に着目し、髄核内在性幹細胞を表面マーカー
にて分離する方法を開発した。椎間板を構成
するもう一つの主コンポーネントである線
維輪細胞については基礎的研究が少なく、今
回の目的は、髄核とは発生学的に異なる起源
を持つ線維輪細胞を表面マーカーを用い分
離、その機能を解析することである。そして
その結果、線維輪の再生に最も適した細胞の
形質を見極めることである。 
 
3．研究の方法 
10 匹の 8-9週齢のC57BL/6 マウス尾椎椎間
板より、実態顕微鏡下に線維輪組織を採取し、
酵素処理で得られた細胞を 10%FBS 含有
αMEM培地にて培養、酸素濃度を 2%, 20%と
設定し、細胞増殖と CD146 発現を比較した。
マウス線維輪培養細胞(mAF)の多分化能を調
べるため、骨、軟骨、脂肪の三系統への分化
誘導を行い、所定の染色法により評価を行っ
た。また、CD146 発現を増加させる因子につ
いても調査し、CD146 陽性、陰性で細胞をソ
ートし、得られた CD146(+)mAF, CD146(-)ｍ
AF の二集団についても間葉系の多分化能を
評価した。 
 
４．研究成果 
上記研究の結果、mAF は 2%酸素下で 20%酸
素下に比べて 8.6 倍（N=3）の増殖を示し、
CD146 陽性率は同じく 2%酸素下で 4.7 倍
（N=3）の高値を示した。CD146 の陽性率は
TGFβ-1、R3-IGF1を含有する培地で3日間
単層培養することにより、6.4%から 38.1% と約
6 倍（N=2）増大した。全 mAF は骨、軟骨、脂
肪の三系統への多分化能を示したが、
CD146(+)mAF, CD146(-)ｍAF はいずれも、
骨、軟骨の二方向のみで脂肪への分化能は
欠如していた。軟骨方向への３D 培養におい

て、CD146(-)ｍAF では、軟骨様ペレットが形
成されたが、CD146(+)mAF,では、ペレット内
部に、免疫染色にてタイプ I、およびタイプ II
コラーゲン陽性を示す直線状の構造体が形
成された。さらに、CD146(+)mAF はゲル収縮
アッセイにて優れた機能を有する事が証明
され、線維輪再生の至適細胞ソースとして
利用される事が期待された。 
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