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研究成果の概要 :多血小板血乗 (platelet rich plasma:PRP)とゼラチンハイ ドロゲル粒子 (粒

子)を 用いた椎間板再生法を臨床応用する前段階として、家兎変性椎間板モデルを用いて、椎

問板変性抑制効果のメカニズム解析および治療対象となる椎間板の変性度を評価 した。PRPと

粒子を組み合わせて椎問板内に注入することにより、髄核細胞への明らかな細胞増殖効果を認
めなかったが、アポ トーシスが抑制され、髄核細胞の細胞外基質産生が元進することにより椎

間板内の水分含有量が保持 された。対象 となる椎間板変性度は Pfirrmann分類で Grade Iおよ

び工であった。
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1 研 究開始当初の背景

椎間板は、支持性 と運動性 を担 う脊柱の

重要な要素である。椎間板はいったん変性す
ると、その組織学的特徴から自然治癒の可能
性は極めて低 く、椎間板の機能を回復させ う
る治療法は未だ確立 されていない。腰痛は

医療的および社会的に非常に大きな問題 と

なっているが、その原因である多 くの腰椎

疾患が椎間板障害に起因 していると考えら

れている。成長因子を用いた椎問板再生法は、

簡便性、安全性、有効性の面から臨床応用が

非常に期待 されている方法である。 しかし、

生体内への成長因子注入法では、その生理

活性 を長期にわた り持続することが困難で

あるとい う欠点がある。われわれは現在まで

に、drug delivery systemとして血小板内成
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長因子の徐放が可能な粒子を作製 し、自己血

液から精製 したPRPを含浸させて家兎椎間板

変性モデルの椎間板内に注入し、血小板内成

長因子の徐放による椎問板再生効果を明 ら

かにした(Nagae M,Ikeda T,Mikami Y,et ali
lntervertebral  disc regeneration using

platelet―rich plasma and biodegradable

gelatin  hydrogel  microspheresi  Tissue
Engineering.Volume 13,2007)。この結果
か ら、初期の椎間板変性に対する再生法の

確立 と臨床応用への可能性が示 されたが、

臨床応用を考える上で、椎間板再生効果の

メカニズム解析および対象 となる椎間板の

変性度の評価は必須である。

2.研 究の目的

本研究の目的は、家兎変性椎間板モデルを

用いて、PRPと 粒子を用いた椎間板変性抑制

効果 のメカニズム解析お よび対象 となる

椎問板の変性度を評価することである。

3 研 究の方法

全身麻酔下に 日本 白色家兎の髄核を部分

吸引し、2週 間飼育することにより家兎変性

椎間板モデルを作製 した。

PRP含浸粒子群 とPRP単独群では、日本白

色家兎から採血 し、遠心操作を加えて PRPを

精製 した。

PRP含 浸粒子を変性椎間板内に注入 した

PRP  て封 括記 米立 =F 君半 、  phOsphate―buffered

saline(PBS)含浸粒子を注入 したPBS含浸粒

子群、PRPを単独で注入 した PRP単独群、お

よび穿刺のみを行 うSHAM群を作製 した。

と入後、経時的に椎間板組織を摘出し、以

下の評価を行つた。

(1)PRP含 浸粒子の椎間板変性抑制効果を

MR画 像で判定するため、摘出した椎間板の

MR Tlおよび T2強調画像を撮像し、椎間板の

変性度と水分含有量を評価 した。

(2)PRP含 浸粒子の髄核への細胞外基質産生

に及ぼす効果を評価するために、髄核からRNA

を抽出し、cDNAを合成後、髄核における主要

な細胞外基質であるプロテオグリカン(PC)コ

アプロテイン、Ⅱ型コラーゲンの遺伝子発現

量をreal time PCR法で解析 した。遺伝子発現

量 はハ ウス キー ピン グ遺 伝 子 と して 、

ribosomal RNAの遺伝子発現量を測定し、標準

化 した。同体重の日本 白色家兎の無処置椎間

板 (L2/3、4/5、6/7)から測定した細胞外基質の

遺伝子発現量をコン トロール とした。

(3)PRP含 浸粒子の髄核細胞に対する増殖

効果を評価するため、注入後 2週 の時点で椎

間板複合体を摘出後、パラフィン切片を作製

し、 Proliferating cell nuclear antigen

(PCNA)免疫染色を実施 した。

(4)PRP含 浸粒子の髄核細胞へのアポ トー

シス抑制効果を評価する目的で、注入後 2週

の時点でパラフィン切片を作製 し、TLINEL染

色を実施 した。また、全髄核細胞における

TUNEL陽性細胞の比率を測定した。

4.研 究成果

(1)PRP含 浸粒子群の MR Tl強調画像におけ

る椎間板高および MR T2強調画像における椎

間板内の信号強度は他の群と比べ、注入後 8

週にわた り維持 された (図1)。また、PRP含

浸粒子を注入 した時点における椎間板の変

性度は Pfirrmann分類で Crade IおよびⅡで

あつた。

図 l MR画 像 (注入後 8

(2)注 入後 2週 の時点における、PRP含浸粒

子群での PCヨ アプロテインと工型コラーゲ

ンは他の群 と比較 し、有意に高値であつた

(*:xO,05)(図2、3)。注入後 4週 および 8

週の時点では明らかな有意差を認めなかっ

た。
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図 2 PGコ アプロテイン遺伝子発現量

1.0

０

３
再
じ

Ｈ
ぷ
辞
■
連
増

ヽ

ヽ
卜
■
ト
ト
ロ

０
」



０

　

　

　

　

５

　

　

　

　

０

‥

　

　

　

　

０

令
再
じ

卓
ぷ
辞
■
連
増

ハ
ヽ
―
ふ
Ｒ
副
田

2         4         8   週

口 Sll想群  □ PBSttrFtt r群

□ PRP靖1独群 ■ P昭 殺 税 r群

↑:uri(1●ι●●しをと,1せ

図 3 Ⅱ 型コラーゲン遺伝子発現量

(3)全 群で骨髄、穿刺 した前縦靭帯、およ

び最外層線維輪にPCNA陽性細胞を認めたが、

髄核および内層線維輪に PCNA陽 性細胞を

認めなかつた。

(4)全 群で髄核に TtlNEL陽性細胞を認め、

PRP含 浸粒子群の TUNEL陽性細胞の比率は、

他の群と比べ有意に低値であった。

遺伝子発現量の結果から、PRPと粒子を組み

合わせて椎間板内に注入することにより、PRP

中の成長因子が髄核細胞に作用 し、注入後初

期の段階でPCコアプロテインと工型コラーゲ

ンの合成が克進 したと考えた。

PGは高い水親和性を有 し、MR T2強調画像に

おける信号強度 と椎間板内の水分含有量が相

関することが報告 されている。MR画像の結果

から、産生されたPGが維持 され、椎間板内の

水分含有量および椎間板高が保持されたと考

えた。

PCNA免疫染色 とTUllEL染色の結果から、PRP

中の成長因子による髄核細胞の細胞増殖効果

を認めなかつたが、PRP中の成長因子は髄核細

胞のアポ トーシスの抑制に関与している可能

性があると考えた。

以上から、PRPを粒子 と組み合わせて変性椎

間板内へ注入することで、髄核細胞における

PGコアプロテインと工型コラーゲンの合成が

元進 し、さらに髄核細胞のアポ トーシスが抑

制 された結果、椎間板の変性の進行が抑制 さ

れたと考えた。また、本法による椎間板再生

効果を望める変性椎間板のMR画像のGradeは

Pfirrmam分類で Iお よびⅡであつた。
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