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研究成果の概要（和文）：細胞移植療法による椎間板再生医療は臨床応用への橋渡し段階にあり、若年椎間板ヘ
ルニア組織をドナーとする同種髄核細胞製品の開発において、大量の製品が凍結保存液に晒されることが避けら
れない。最終年度は椎間板再生医療の最適化を目指し、Tie2発現を維持するためのラミニンの影響を調査した。
iMatrix-511を使用して髄核細胞の幼若度を評価し、ラミニン上でのCol2高発現を確認したが、RNAレベルでの特
異性は認められなかった。RNA-seq解析でECM関連シグナル系を含む解析を行い、培養期間中にCol2遺伝子の発現
減衰を確認、またラミニンにより増殖遺伝子の発現が増強されることを確認した。

研究成果の概要（英文）：The process of translating cell transplantation therapy for disc 
regeneration into clinical application is underway. As for the final year of the project, we 
investigated the effects of laminin on cultured nucleus pulposus cells to maintain Tie2 expression 
during mass culture. To maintain the youthfulness of the nucleus pulposus cells in the regenerative 
medicine products we are developing, we evaluated the effects of iMatrix-511, a purified human 
recombinant laminin fragment, on nucleus pulposus cells during the culture process. Cells cultured 
on laminin showed high Col2 expression at the protein level, but specificity was not confirmed at 
the RNA level. RNA-seq analysis of signaling pathways, including ECM-related pathways, confirmed 
that Col2 gene expression gradually decreased over time during culture. Additionally, laminin was 
found to enhance gene expression related to cell proliferation.

研究分野：脊椎脊髄病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
2020年度にはAMED橋渡しpreBに採択され、PMDAとRS戦略相談（安全性・その他原料試薬に関する品質）を完了し
た。また椎間板組織の採取、収集および原材料の供給システム構築を完了。さらに2023年度AMED橋渡しシーズF
の支援の下、新特許技術で製造した最終製品のPMDA対面助言（安全性）を完了し、非臨床試験（有効性、毒性予
備試験）、製品の品質を担保する解析を実施中である。このように、社会的意義が高いと判断されている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
1. 研究開始当初の背景 
腰痛、肩こり、坐骨神経痛などの原因となる椎間板変性は、椎間板ヘルニア、腰部脊柱管狭窄症
など様々な脊椎疾患の原因となる。すなわち、正常な加齢変化を逸脱して変性が進行、症状を発
症する患者を早期に対症療法ではない、再生医療にて正常な加齢速度に戻す事が出来れば、罹患
率を減少できる。本邦では現在 2800 万人の腰痛患者が存在しており、中・高齢者のロコモティ
ブシンドロームの増加、医療費増加に深く関与しており、超高齢化が進むわが国では、実益的な
治療・予防法の開発が急務である。 
椎間板変性の予防、診断、治療についての基礎研究は過去 10 年で飛躍的に進歩し、椎間板変性
の根幹に関わる様々な細胞、組織学的現象
が明らかとなっている。中でも 2012 年に
申請者らの研究チームが報告した、「椎間
板変性の進行に髄核前駆細胞の消耗が関
わる」事実(右図)は椎間板の治療法開発に
おいて、椎間板細胞としての機能を持つ細
胞を人体最大の無血管環境で生き存えさせることの重要性を明らかとした。 
そこで我々は実現可能な順から第一世代を新鮮屍体由来同種椎間板細胞製品と位置づけ、米国
企業の治験を開始した。次に第二世代としてより高機能、長寿命であるが、若年者椎間板からし
か作成できない、同種椎間板前駆細胞製品の開発に着手。平成 29 年度日本医療研究開発機構革
新的医療技術創出拠点プロジェクト橋渡し研究戦略的推進プログラム・シーズ F「同種髄核細胞
製品の産業化を目指した椎間板変性症に対する再生医療の実用化」へ採択された後、現在製薬企
業支援の下、治験準備中である。 
 
２. 研究の目的 
しかしながら、同種細胞製品を用いた移植においては免疫応答への対応がたとえ無血管組織で
あっても懸念される。そこで京都大学 iPS 研究所と共同でより安価にかつHLA 適合製品が製造
可能な iPS 細胞バンクからのドナー細胞を用い、in vitro で椎間板髄核前駆細胞へ誘導法を探索
した（平成 28 年度採択 基盤研究（B）iPS 技術と In Silico 創薬よる髄核前駆細胞の分化制御
と椎間板修復）。その結果、未分化多能性幹細胞や線維芽細胞、間葉系幹細胞などに 3つの転写
因子を強制発現させることで、髄核前駆細胞様に分化誘導可能となり、知財確保を展開した（特
願 2019-066535、髄核細胞マスターレギュレーター転写因子を含む分化誘導剤、誘導髄核細胞の
製造方法、および誘導髄核細胞の用途）。そこで本研究の目的は、第三世代の椎間板細胞製品と
して、先行研究で見出した分化誘導法を用いてリプログラミング技術により椎間板髄核前駆細
胞を作成する方法を固める為の基盤技術開発を行う。 
 
３.研究の方法 
再生医療等製品の作成に関わる技術開発：ラミニンコートを用いた製品作成： 
細胞移植療法による椎間板再生医療は臨床への橋渡しプロセスにあり、若年椎間板ヘルニア組
織をドナーソースとした同種髄核細胞製品開発において、一度に大量の製品を凍結保存する際、
一定時間、凍結保存液に室温で晒されることが不可避である。今年度は大量培養中にTie2 発現
を維持する方策についてラミニンの培養髄核細胞への影響を調べた。 



方法：ヒト髄核組細胞を Non Coat / Laminin Coat ディッシュへそれぞれ播種し、 培養により
得た細胞を評価した。 細胞表面マーカーはフローサイトメトリー、 タンパク質発現評価は
Western Blotting、 遺伝子発現については RNA-Seq により解析を行った。 
結果：4週間培養された髄核細胞の細胞内に発現する Col2 をフローサイトメトリーで評価した
ところ、 Laminin Coat は Coｌ2 の発現率を有意に増加させた （Non Coat：10。2% (±1。
8%)、 Laminin Coat：26。2% (±7。5%)、 p=0。01)。 同サンプルのWestern Blotting 評価
においても、 Laminin Coat による Col2 産生亢進が確認され、 Laminin Coat は Non Coat と
比較し、 Col2 の発現レベルが約 2 倍と有意に増強した (p<0。015）。RNA-Seq では培養期間
の経過にかけて Col2 遺伝子の発現が徐々に減衰することが確認された。 
まとめ：本研究では、 我々が研究開発を進める再生医療等製品における髄核細胞の幼若性を維
持するために、 培養過程でヒト組み換え型ラミニンフラグメントとして精製された iMatrix-
511 を使用した際の髄核細胞への影響について評価を行った。 Laminin 上で培養された細胞は、 
タンパク質レベルで Col2 が高発現することを確認したが、 RNA レベルでの特異性は確認で
きなかった。 RNA-seq では ECM 関連シグナル系を含むシグナル系の解析を行い、 培養期間
の経過にかけCol2 遺伝子の発現が徐々に減衰することが確認された。 また、 Laminin により
細胞増殖に関わる遺伝子発現が増強されることを確認した。 
 
４. 研究成果 
 
2020 年度には AMED橋渡し preB に採択され、PMDAと RS戦略相談（安全性・その他原料試
薬に関する品質）を完了した.また椎間板組織の採取、収集および原材料の供給システム構築を
完了。さらに 2023 年度 AMED橋渡しシーズ Fの支援の下、新特許技術で製造した最終製品の
PMDA 対面助言（安全性）を完了し、非臨床試験（有効性、毒性予備試験）、製品の品質を担保
する解析を実施中である。 
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