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≪概要≫  

日本において腰痛は、最も多い国民有訴疾患である。腰痛の原因は多

種にわたるが、椎間板変性はその一因として重要である。椎間板の変性

は、加齢、遺伝的素因、喫煙などが危険因子となり、髄核細胞の減少や

プロテオグリカン産生低下を特徴とする不可逆的変化を示す。以前より

喫煙は、腰痛や椎間板変性との関連が指摘されており、ニコチンの静脈

内投与や、受動喫煙により椎間板変性が誘導できることが動物モデルで

明らかにされている。変性した椎間板に対する根本的な治療は、現在ま

でに確立されていない。近年、椎間板変性に対して多血小板血漿

(Platelet-rich plasma: PRP)による増殖因子治療や、間葉系幹細胞

(Mesenchymal stem cell: MSC)を用いた細胞治療などの椎間板再生を目

標とする研究がなされている。脱分化脂肪細胞 (Dedifferentiated fat 

cell: DFAT)は、成熟脂肪細胞を天井培養という方法で体外培養すること

により得られ、高い増殖能と MSC と同等の多分化能を有する細胞群であ

る。 DFAT は患者の年齢や基礎疾患に影響されず大量調製できるため、椎

間板変性症に対する治療用細胞として有用である可能性がある。本研究

は、喫煙によって誘導された椎間板変性ラットに対し、 DFAT を静脈内投

与し、その治療効果を検討した。  

Sprague Dawley (SD)ラットを DFAT 群、 PBS 群、 Control 群の 3 群（各

群 n = 6）に分け、 DFAT 群、 PBS 群は受動喫煙装置を用いて 8 週間の受動

喫煙を行った。 DFAT 群は喫煙下に DFAT 1×10 6 個 /0.5ml を 2 週間ごとに

静脈内投与し、 PBS 群は喫煙下に Phosphate buffered saline ( PBS)  

0.5ml を 2 週間ごとに静脈内投与した。 Control 群は非喫煙、非投与下で

8 週間飼育した。実験開始 8 週間後に、椎体を摘出し、尾椎は組織切片標

本を作成し HE 染色、 EVG 染色、アリシアンブルー染色を行い、組織学的
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評価を行った。腰椎椎間板からは髄核を摘出し、髄核内プロテオグリカ

ン量を測定すると共に、軟骨関連遺伝子（アグリカン、バーシカン、Sox9）

の mRNA 発現をリアルタイム RT-PCR 法にて測定した。さらに肺組織から

total RNA を抽出し、免疫制御関連遺伝子 Hepatocyte growth factor (HGF)、

Prostaglandin E2 (PGE2)、 Tumor necrosis factor-stimulated gene-6

（ TSG-6）、 Transforming growth factor-β 1 (TGF-β 1）の mRNA 発現をリ

アルタイム RT-PCR 法を用いて測定した。  

 各群の尾椎椎間板の組織学的検討において、喫煙処理を行った PBS 群

は、 Control 群に比べ髄核組織の細胞密度の減少が認められた。 DFAT 群

は PBS 群と比較して椎間板の変性程度が軽度であった。髄核内のプロテ

オグリカン量は、Control 群と比較して PBS 群で 50%以上の低下を認めた。

一方 DFAT 群は PBS 群に比べプロテログリカン量の減少が抑制される傾向

を認めた。髄核内のアグリカンと Sox9 の遺伝子発現量は、 Control 群と

比較して PBS 群で有意 (p<0.05)に減少していた。さらに、 DFAT 群は PBS

群と比較しアグリカンと Sox9 の遺伝子発現量の減少が有意 (p<0.05)に抑

制された。肺組織の遺伝子発現解析では、 DFAT 群は PBS 群と比較して、

免疫制御関連遺伝子である HGF と PGE2、 TSG-6 の発現量が有意 (p<0.05)

に高値であった。  

これらの結果より、受動喫煙ラット椎間板変性モデルに対し DFAT 静脈

内投与は椎間板変性を抑制する作用があることが明らかになった。また

DFAT の椎間板変性抑制メカニズムとして肺組織からの免疫制御因子の発

現、分泌が関与している可能性が示唆された。 DFAT は椎間板変性症に対

する細胞治療ソースとして有望であると考えられた。  
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≪諸言≫  

1. はじめに  

 日本人の平均寿命は男性が 80.21 歳、女性が 86.61 歳であり、女性は

世界で第 1 位である（厚生労働省統計データベース  平成 25 年簡易生命

表の概況 http://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/life/life13/）。ま

た、 65 歳以上が全人口の 25.1%を占め、世界でも有数の長寿大国である

（内閣府ホームページ  平成 25 年度高齢化の状況及び高齢社会対策の実

施 状 況  http://www8.cao.go.jp/kourei/whitepaper/w -2014/gaiyou/ 

index.html）。その日本において腰痛は国民有訴率の第 1 位であり、また

国民の約 8 割が一生涯で腰痛を経験するとされている（厚生労働省統計

デ ー タ ベ ー ス  平 成 22 年 度 国 民 生 活 基 礎 調 査 2010  http:// 

www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/k -tyosa/k-tyosa10/3-1.html）。腰痛

の原因は、外傷、腫瘍、感染など多種にわたり、椎間板の変性も原因と

なる。椎間板が変性を起こすと脊柱が変形し、全脊椎のアライメントが

崩れる脊椎後側弯症になる。現在、脊椎アライメントを矯正する手術が

行われ注目を集めている。しかし、脊椎後側弯症に対する手術は、骨盤

から胸腰椎レベルまでの固定術を要し、それに伴いスクリューの緩みや

脱転、隣接椎間障害、隣接椎体骨折といった多くの問題点が存在する。  

椎間板変性に関する因子として、遺伝的要因、力学的負荷、加齢、喫

煙などが挙げられる。これまでに喫煙と椎間板変性の関連についてさま

ざまな報告がされているが、当整形外科教室においてもラット喫煙モデ

ルを使用し椎間板の変性が惹起されることを報告している 1 - 5 )。椎間板変

性に対する根治治療は現在のところ存在せず、椎間板を再生したり変性

を抑制することはできていない。近年、椎間板変性に対する有効な治療

法を確立するため様々な研究成果が報告されている。例えば、多血小板

血漿（ Platelet-rich plasma: PRP）などの成長因子治療 6 - 7 )、遺伝子治
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療 8 - 9 )、間葉系幹細胞（ Mesenchymal stem cell: MSC）などを用いた細胞

治療 1 0 - 1 1 )、などである。  

今回、我々は Matsumoto ら 1 2 )によって開発され、 MSC と同等の多分化

能を示す脱分化脂肪細胞（ Dedifferentiated fat cell: DFAT）を用いて、

喫煙によって引き起こされた椎間板変性を抑制できるかを検討した。そ

して椎間板変性症に対する DFAT を用いた細胞治療の可能性について考察

した。  

 

2. 椎間板の構造  

椎間板は椎体と椎体を連結し脊柱の多様な動きを可能にし、力学的負

荷を緩衝することから、支持性と可動性の役割を併せ持っている。椎間

板は円盤状の線維軟骨組織であり、中央に存在するゲル状の髄核とこれ

を取り囲む線維輪、椎体との境界をなす軟骨終板から構成されている。

構造的特徴から椎間板は、軟骨終板を介した拡散によって栄養補給がな

され、人体最大の無血管組織であることが知られている。  

 

①髄核  

 椎間板体積の 40～ 60%を占め、椎間板の中央やや後方部に存在し、肉眼

的には白色ゲル状の組織である。無構造の基質内に髄核細胞がまばらに

存在し、椎間板のコラーゲンやグリコサミノグリカンの産生に寄与して

いる。髄核細胞は脊索に由来し、ヒトでは 10 歳までに軟骨様細胞に置換

される。髄核は、乾燥重量の約 70%がプロテオグリカンで、約 15％がⅡ

型コラーゲンで構成される。椎間板に多くみられるプロテオグリカンは

アグリカンであり、アグリカンのコアタンパクに付着し高度に負の電荷

を帯びた糖鎖がグリコサミノグリカンである。グリコサミノグリカンが

中和する陽イオンを引き付けることで椎間板基質内に高イオンつまり膨
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張圧を作り出している。  

 

②線維輪  

 線維輪は、乾燥重量の約 25%がプロテオグリカンであり、約 50～ 60%が

Ⅰ型コラーゲンで構成される。線維輪は外側と内側にわかれており、外

層はⅠ型コラーゲンで、内層になるに従ってⅡ型コラーゲンの比率が高

くなる。外側線維輪は大部分がコラーゲンを含んだ緻密な結合織による

厚い層板を形成し、構成細胞の大部分は線維芽細胞である。線維輪の各

層は椎体終板と 60°の角度でおのおの平行に存在している。連続した層

板において線維は方向を変え、脊椎の軸回旋に抵抗し、屈曲・伸展・側

屈を可能にする。内側線維輪は膠原線維を伴った軟骨基質からなる。外

側線維輪と同様に斜走し、椎体終板表面の硝子軟骨より起始・停止する。  

 

③軟骨終板  

厚さが 1～ 2mm の軟骨層で椎体の上下の皮質骨面を覆う。組織学的には

椎体側は硝子軟骨で椎間板側が線維軟骨である。椎間板は無血管組織で

あるため、軟骨終板を介して栄養を椎間板内に拡散している。  

 

3. 椎間板の変性  

ヒトの椎間板は人体に存在する結合組織の中で最も早く変性変化を起

こすことが知られている。椎間板変性の要因として、加齢 1 3 )、脊椎に加

わる反復性の軸圧負荷や振動 1 4 )、遺伝的要素 1 5 - 1 6 )、肥満 1 7 )、喫煙 1 7 - 1 8 )

が挙げられる。椎間板変性においてプロテオグリカン量の低下が最も重

大な生化学的変化である 1 9 )。髄核細胞の減少によって起こるプロテオグ

リカンの産生低下が、椎間板の水和作用を減弱させ、椎間板高の低下を

もたらし、椎間板の力学的強度を低下させる 1 9 - 2 0 )。また。椎間板の変性
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過程において細胞外基質の組成変化が炎症性メディエーターを活性化さ

せ 、 Matrix metalloproteinases(MMP) 2 1 ) や A disintegrin and 

metalloproteinase with thrombospondin motifs(ADAMTS) 2 2 )が ア グ リ カ

ンを分解し、さらなる椎間板の変性を引き起こす。椎間板変性の進行と

ともに、周囲の線維輪は層状構造の乱れから亀裂を認め、内部の髄核は

弾力性が低下し固体化する 2 3 - 2 4 )。そして、椎間板変性の結果、脊椎の不

安定性や椎間板の突出・脱出が腰痛や周囲の神経組織を圧迫刺激し下肢

痛を惹起する 2 5 )。  

 

4. タバコによる影響  

 タバコは約 4,000 種類の化学物質を含み、そのうち約 200 種類の有毒

物質が存在する。それらの有害物質は、心疾患や多種の癌、肺疾患など

多くの健康被害をもたらす。またタバコは腰痛 2 6 )との関連も深く、椎間

板変性を引き起こすことが報告されている 2 7 )。その原因となる代表的な

化学物質として、ニコチン、一酸化炭素、タールなどが挙げられる。ニ

コチンは副腎皮質を刺激しカテコラミンを遊離し、交感神経系を刺激す

ることで末梢血管の収縮、血圧上昇、心拍数の増加をもたらす。また血

中リポ蛋白の変性を起こし、血管内皮障害を伴うアテローム性動脈硬化

を惹起する。一酸化炭素は、酸素の約 200 倍以上の親和性で血液中のヘ

モグロビンと結合し、慢性的な酸素欠乏状態を作り出す。椎間板は椎体

終板に流入する Capillary beds から血流を維持している。そのため、血

管収縮 2 8 )、動脈硬化性血管変化 2 9 )、 CO ヘモグロビンの増加 2 8 )などによ

って、椎間板の血流低下や低酸素、低栄養が引き起こされ、椎間板は加

速度的に変性する。  
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5. 受動喫煙によるラット椎間板変性モデル  

 Uematsu ら 1 )は家兎にニコチンを投与し、椎間板の変性を試みた。ヘビ

ースモーカーの血中ニコチン濃度に相当する量 (200μ g/ml)のニコチン

を 4 週間持続静注した結果、コラーゲン合成能とプロテオグリカン合成

能を表す 3H-proline と 3 5S-sulfate の椎間板細胞への取り込みが有意に

低下し、ニコチン毒性によって椎間板変性が誘導できることが示された。

Oda ら 3 0 )は、受動喫煙ボックスを使用し、ラットに 8 週間受動喫煙を行

った。その結果、ラットの椎間板が菲薄化し、線維輪・髄核ともに変性

を認め、椎間板組織内の IL-1βが増加したと報告している。 Nemoto ら 4 )

は、この受動喫煙ラット椎間板変性モデルを使用し、変性した椎間板が

禁煙によって修復するかを検討した。その結果、禁煙後 8 週間で髄核、

線維輪の変性は軽くなる傾向であったと報告している。また Uei ら 5 )は

受 動 喫 煙 ラ ッ ト 椎 間 板 変 性 モ デ ル に お い て Tissue inhibitor of 

metalloproteinase-1 (TIMP-1)遺伝子の発現増加が認められ、喫煙によ

る組織障害に対して修復反応が働く可能性を報告している。  

 

6. 椎間板変性症に対する臨床的治療  

 椎間板変性による腰痛に対する治療法として、保存療法と手術療法に

大別されるが、まずは保存療法が基本となる。保存療法には、運動療法

と薬物治療があり、運動療法として体幹の筋力トレーニングやストレッ

チなどが行われ、薬物治療としてアセトアミノフェンや NSAIDS、三環系

抗うつ薬、オピオイド、抗けいれん薬などが使用される。これらの内服

薬にて疼痛のコントロールが得られない場合は、当該椎間板にブロック

注射が施行される。これらの保存療法に抵抗性の場合、椎体間固定術な

どの手術療法が選択される。椎体間固定術では、変性した椎間板を摘出

しその部位に骨移植を行った後、当該椎間板を架橋するようにスクリュ
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ー固定を行う。いずれの治療法においても変性した椎間板を再生させる

ものではなく、対症療法による疼痛コントロールが目的である。  

 

7. 椎間板変性に対する再生治療  

椎間板の再生を目的とした研究として、成長因子、遺伝子、細胞など

を用いた治療法の開発や臨床研究が行われている。  

 

①成長因子治療  

 変性した椎間板の修復、再生に関わる種々の成長因子の存在が明らか

となり、また椎間板に直接注射する手技が容易なことから、成長因子治

療に関する多くの基礎研究が行われている。1991 年に Thompson ら 3 1 )は、

Transforming growth factor-β  (TGF-β )や Epidermal growth factor 

(EGF)を椎間板内に注射することでプロテオグリカンの合成を増幅させ

た と 報 告 し た 。 そ の 後  Osteogenic protein-1 (OP-1) 3 2 )、 Growth and 

differentiation factor-5 (GDF-5) 3 3 )などの成長因子群も、椎間板細胞

外基質の合成を促進させる効果があることが明らかになっている。  

最近では、PRP が血小板由来の様々な成長因子を含み、容易に自己血よ

り作製できることから、注目されている。 Nagae ら 3 4 )は、日本白色家兎

の髄核を吸引し PRP とゼラチンハイドロゲルを一緒に髄核内へ注射する

ことにより、髄核内のプロテオグリカンとⅡ型コラーゲンの合成が促進

し、髄核細胞のアポトーシスが抑制されたと報告している。  

 

②遺伝子治療  

1998 年、 Nishida らは、ウィルスベクターを用いて椎間板内に導入さ

れた遺伝子が副作用なく 12 週間以上発現が持続することを報告した 3 5 )。

その後、アデノウィルスベクターを用いた GDF-5 3 6 )や Lim mineralization 
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protein-1(LMP-1) 3 7 )の遺伝子導入が、椎間板変性モデル動物の細胞外基

質産生を促進し、機能を維持することが報告されている。また、より安

全性が高いマイクロバブルによる超音波コントラスト法を用いて、効率

よく椎間板に遺伝子導入が できることが報告されている 3 8 )。さらに、

Small interfering RNA (siRNA) を用いた ADAMTS-5 や Caspase-3 に対す

る遺伝子干渉によっても、椎間板変性が治療できる可能性について報告

がなされている 9 ,  3 9 ). 

 

③細胞治療  

MSC は高い増殖能と多分化能を特徴とする体性幹細胞の一種である 4 0 )。

骨髄、脂肪組織の間質や臍帯、羊膜などの胎児付属組織に存在し、プラ

スチックディシュへの接着性を利用して培養増殖させることができる 4 1 )。

MSC は微小環境やある一定のサイトカインの存在下で骨芽細胞、軟骨細胞、

脂肪細胞など主に中胚葉系列細胞への分化能を示す。また、MSC は種々の

刺激に反応して様々な液性因子を分泌し、パラクライン作用を介して創

傷治癒、血管新生、免疫制御、抗炎症作用などを示す 4 2 )。線維輪の穿刺

や髄核の吸引、酵素処理などにより誘導した椎間板変性モデル動物に対

して MSC を移植することにより、椎間板高の回復や椎間板細胞外基質の

合成上昇、移植された MSC の椎間板様形質変化などが認められることが

報告されている 4 3 )。また現時点において結果の報告は少ないが、椎間板

変性症に対する MSC 細胞治療の臨床研究も行われており、 例えば、Orozco

ら 4 4 )は椎間板変性を有する腰痛患者に対し、自家骨髄 MSC を髄核領域に

注射することで腰痛の改善と MRI での椎間板内水分量の増加を得たと報

告している。MSC は髄核細胞に比べ増殖活性が高く、骨髄穿刺などにより

患者自身から調製できるため、椎間板変性に対する細胞治療の細胞源と

して期待されている。一方、高齢者や骨粗鬆症といった変性性疾患をも
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った患者では、体内の MSC の数が少なく、移植に必要な細胞数を確保で

きないといった問題点も指摘されている。                                                                                                                                                     

 

8. 脱分化脂肪細胞 (DFAT) 

Matsumoto ら 1 2 )は成熟脂肪細胞を天井培養することで、体外で脱分化

を起こし得られた線維芽細胞様の形態をした細胞群 (DFAT)が、高い増殖

能と MSC と同等の多分化能を有することを明らかにした。 DFAT は、組織

採取量が少量 (1g 以下 )で調製可能であり、ドナーの年齢や基礎疾患に影

響されず高純度の細胞が得られる。また遺伝子操作やウィルスベクター

を使用しないことから、安全かつ簡便な方法で短期間に大量調製が可能

である。 DFAT は MSC と同様に血管新生や創傷治癒に関与する種々のサイ

トカインを分泌し、その分泌パターンは骨髄 MSC や Adipose-derived stem 

cell(ASC)に類似している 4 5 )。 In vivo 実験においても、ラット急性心筋

梗塞 4 6 )、ラット脊髄損傷 4 7 - 4 8 )、マウス膀胱凍結傷害 4 9 )、ラット尿道括約

筋障害 5 0 )、ラット皮膚欠損 5 1 )、ウサギ骨欠損 4 5 )、ラット免疫複合体性腎

炎モデル 5 2 )などにおいて、 DFAT 移植による治療効果が報告されている。 

 

≪目的≫  

成熟脂肪細胞から人工的に誘導される DFAT は、 MSC に類似した多能性を

示し、また患者の年齢や基礎疾患に影響されず調製できるため、高齢者

に好発する椎間板変性症に対しても椎間板再生を含む治療効果が期待で

きる。一方、椎間板変性に対する DFAT 細胞移植の効果については、今ま

で明らかにされていない。本研究の目的は、自動喫煙装置により椎間板

の変性を誘導したラット椎間板変性モデルに対して DFAT を静脈内投与す

ることで、椎間板変性の抑制効果が認められるかを明らかにすることで

ある。  
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≪対象と方法≫  

1. 実験動物  

 動物実験は日本大学動物実験委員会の承認（承認番号：第 AP13M030）

を得て施行した。生後 8 週齢の雄性 Sprague Dawley (SD)ラットは日本ク

レア株式会社より購入し、日本大学医学部動物実験指針に従って飼育し

実験を行った。  

 

2. ラット DFAT 

 SD ラット由来の DFAT は既報 1 2 )に従って作製し、凍結保存した細胞 5 0 )

を解凍、培養し実験に使用した。増殖培地は、 10% ウシ胎児血清 (Fetal 

bovine serum: FBS)含有 Dulbecco’ s modified Eagle’ s medium(DMEM, 

Invitrogen, Carlsbad, CA)を用い、 3－ 4 日毎に培地交換を行った。第 5

継代以内の細胞を実験に使用した。 DFAT 調製方法の概略を図 1 に示す。  

 

3. 受動喫煙ラット椎間板変性モデルの作製  

 受動喫煙によるラット椎間板変性モデルは既報 3 0 )に従って作製した。

概略を以下に示す。自動受動喫煙装置はアクリル樹脂製のチャンバーと、

そのチャンバー内にタバコ煙を送風できる自動喫煙装置から構成される

(図 2)。装置は 5 分間の喫煙送風と 5 分間の室内換気を行い、 1 時間のイ

ン タ ー バ ル を お き 、 1 日 に 20 回 繰 り 返 し 施 行 す る よ う 設 定 し た

（ Engineering System Co., Nagano, Japan）。酸素分圧連続測定装置（ MT

技研社 , Tokyo, Japan）にてボックス内は酸素濃度が 20%、 150mmHg を基

準となるように設定した。明暗サイクルは 12 時間に設定した。タバコは

両切りショートピース（ JT, Inc., Tokyo, Japan）を使用した。 SD ラッ

トを上記の自動受動喫煙装置内で 8 週間飼育し椎間板変性を誘導した。  
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4. 実験プロトコール  

実験プロトコールを図 3 に示す。18 頭の SD ラットをランダムに、DFAT

群、 PBS 群、 Control 群の 3 群に群分けした（各群 n=6）。 DFAT 群は 8 週

間の喫煙下で 0 週、 2 週、 4 週、 6 週の時点で 0.5ml リン酸化緩衝液

(Phosphate buffered saline: PBS)にラット DFAT (1×10 6 個 )を溶解し、

尾静脈から静脈内投与した。DFAT 移植細胞数は、Maruyama ら 5 2 )の既報に

従い、静脈内投与しても肺塞栓などの副次作用を起こさず、全身性の免

疫制御作用が期待できる細胞数として 1×10 6 個 /頭を採用した。  

PBS 群は、 8 週間の喫煙下で 0 週、 2 週、 4 週、 6 週の時点で PBS 0.5ml

を尾静脈より投与した。 Control 群は非喫煙下、非投与で DFAT 群、 PBS

群と同様に 8 週間飼育した。  

実験終了時、イソフルラン（ 4.0%）吸入麻酔下に、ペントバルビター

ル (100mg/kg)を腹腔内投与し、ラットを安楽死させた。その後、背部脊

椎直上より縦切開を加え脊椎を露出させ、脊椎周囲の靱帯・筋などの軟

部組織を切除し、腰椎と尾椎の組織を摘出した。腰椎より椎間板を単離

後、椎間板に尖刀を用いて割を入れ中心部の髄核のみを摘出し、直ちに

-80℃で凍結保存し、プロテオグリカン測定および遺伝子発現解析に用い

た。尾椎組織 (Co6～ 9)は 10％緩衝ホルマリンで固定し、組織学的評価に

用いた。また安楽死させたラットは胸骨正中切開後、肺組織を摘出し、

直ちに -80℃で凍結保存し、遺伝子発現解析に用いた。  

 

5. 組織学的検討  

 10%ホルマリンで固定した尾椎組織は KCX（塩酸と DETA の混合液）にて

脱灰し、パラフィン包埋後に 3μ m 厚で薄切した。脱パラフィン後に薄切

標本を Hematoxylin and Eosin (HE)染色、 Elastica van Gieson (EVG)

染 色 、 ア リ シ ア ン ブ ル ー 染 色 を 行 っ た 。 作 製 し た 標 本 は 、 正 立 顕 微 鏡
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Olympus BX51(Olympus, Tokyo, Japan)で観察し、顕微鏡デジタルカメラ

DP20-5(Olympus)を用いて写真撮影を行った。  

 

6. プロテオグリカンの定量  

 各群 6 頭の腰椎椎間板より髄核を摘出し、6 頭分を合わせて 1.5ml tube

内に入れ、 -80℃で凍結保存した。保存した髄核は、凍結乾燥し乾燥重量

を測定した。その後、0.5ml の 0.1％プロナーゼ液 (Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany）を加え、60℃で 3 時間消化した。得られた試料原液を PBS で 500

倍希釈し Proteoglycan Detection Kit （ ASB-8000, Lot. MA2011G, Astarte 

Biologics LLC, Bothell, WA）を使用し、使用マニュアルに従いプロテ

オグリカン（ PG）量を測定した。測定波長は 530nm とし、測定キット中

の Chondroitin sulfate （ CS）を標準として作成した検量線に基づいて、

検体中の PG 量を乾燥重量当たりの CS 相当量として算出した。検体中の

PG 量（ CS 相当量）は以下の式より算出した。  

 

測定用試料原液中の PG 量（ mg）＝  

測定値（μ g/mL）×希釈倍率×消化液量（ 0.500mL）／ 1000 

 

検体乾燥重量あたりの PG 量（ mg/mg dry wt.）＝  

測定用試料原液中の PG 量（ mg）／乾燥重量（ mg dry wt.）  

 

7. mRNA の定量  

 髄 核 及 び 肺 組 織 の mRNA 発 現 変 化 は 、 TaqMan gene expression 

assays(Applied Bionsystems, Foster City, CA )を用いたリアルタイム

逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 (Reverse transcription polymerase chain 

reaction: RT-PCR)法にて解析した。各群 6 頭の腰椎椎間板より髄核を摘
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出し、TRIZOL（ Invitrogen）中で撹拌し、total RNA を抽出した。Total RNA

を DNase Ⅰ処理後、Random hexamer を 65℃  5 分間反応させ、Super Script 

Ⅲを 55℃  60 分、 70℃  15 分間反応させ、 cDNA を合成した。 cDNA を 10ng

使用し、 TaqMan Universal Master Mix Ⅱ (Applied Bionsystems)と目的

遺伝子の primer/probe を加え、 20μ l で PCR 反応を行った。 PCR 反応は

7300 Real Time PCR System(Applied Bionsystems)を用いて、初期活性

化を 95℃  2 分、変性工程を 96℃  30 秒、アニーリングと DNA の伸長反応

工程を 60℃  30 秒、72℃  1 分を 1 サイクルとし 30 サイクル施行した。解

析遺伝子として以下の primer/probe を使用した。Sox9(Rn01751069_mH)、

aggrecan (Rn00573424_m1)、versican (Rn01493755_m1)、HGF (Hepatocyte 

growth factor: Rn01442473_m1) 、 PGE2 (Prostaglandin E2: 

Rn01435535_g1)、 TSG-6 (Tumor necrosis factor- stimulated gene-6: 

Rn01753871_m1) 、 TGF β 1(Transforming growth factor - β 1: 

Rn00572010_m1)。 GAPDH（ Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase : 

Rn01775763_g1）を内在性コントロール遺伝子とした。全てのサンプルは

triplicate にて測定した。遺伝子発現の比較は、 GAPDH 発現量に対する

相対的定量解析法 (comparative Ct 法 )によって行った。  

  

8. 統計処理  

 統計解析は PRISM 5 (GraphPad software, La Jolla, CA)を用いて行っ

た。群間比較には Unpaired Student’ s t-test を使用し、 P<0.05 を統計

学的有意差ありと判定した。  
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≪結果≫  

1. 受動喫煙ラットにおける椎間板組織所見の比較  

DFAT 群、PBS群、Control 群から椎間板を摘出し組織学的検討を行った。

HE 染色像を図 4 に示す。非喫煙 Control 群では、軟骨細胞と細胞外マト

リックスから構成される正常の髄核組織が認められ、周囲の線維輪では

エオジン好性で一定の層状配列を認めた。椎間板と椎体の境界部には軟

骨終板が認められた。8 週間の受動喫煙を行った PBS 群では、髄核組織の

明らかな破壊は認められなかったが、細胞密度の減少が認められた。一

方、線維輪及び軟骨終板には明らかな異常は認められなかった。受動喫

煙を行い DFAT を移植した DFAT 群では、髄核組織構造は保たれており細

胞密度の減少も PBS 群に比べ軽度であった。PBS 群と同様に線維輪や軟骨

終板には異常所見は認められなかった。  

結合組織性酸性ムコ多糖類を青色に染めるアリシアンブルー染色では、

髄核組織及び軟骨終板が青色に染色された（図 5）。 Control 群では、髄

核組織が均一にアリシアンブルー強陽性を示した。PBS 群では、髄核組織

の特に中心部においてアリシアンブルー陰性となる領域が認められた。

DFAT 群では、 PBS 群に比べ髄核組織のアリシアンブルー陰性領域が少な

い傾向が認められた。軟骨終板のアリシアンブルー染色像は、3 群間に明

らかな差を認めなかった。  

弾性線維を紫黒色、膠原線維を赤色に染める EVG 染色では、髄核組織

内部および軟骨終板が紫黒色、線維輪が赤色に染色された（図 6）。Control

群では、髄核組織中に紫黒色で染色される弾性線維が豊富に認められた。

これに対し PBS 群では、髄核組織辺縁を中心に弾性線維が低下している

所見が認められた。 DFAT 群では PBS 群に比べ髄核組織中の弾性線維の低

下が軽度であった。線維輪や軟骨終板の EVG 染色では、3 群間で明らかな

組織学的変化は認められなかった。  
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 以上の結果から、8 週間の受動喫煙により髄核組織中の細胞密度の低下

と結合組織性酸性ムコ多糖類及び弾性線維の蓄積低下を主徴とする椎間

板変性が起こり、 DFAT の全身投与はこれらの組織学的変化を抑制するこ

とが示唆された。  

 

2. 受動喫煙ラットにおける髄核内プロテオグリカンの定量比較  

次に DFAT 群、 PBS 群、 Control 群の髄核内プロテオグリカンを定量比

較した。 8 週間の受動喫煙を行った PBS 群の髄核内プロテオグリカン量

(0.254 mg/mg dry wt)は、非喫煙 Control 群 (0.581 mg/mg dry wt)に比

べ 52.2%の減弱を認めた（図 7）。DFAT 群の髄核内プロテオグリカン量は、

0.373 mg/mg dry wt であり、 Control 群に対する減弱率は 35.9%と PBS 群

に比べ低率であった。以上の結果から、8 週間の受動喫煙により髄核内プ

ロテオグリカンの減少が認められ、 DFAT の全身投与は喫煙による髄核内

プロテオグリカン量の減少を抑制することが示唆された。  

 

3. 受動喫煙ラットにおける髄核内軟骨関連遺伝子発現の比較  

 次に DFAT 群、 PBS 群、 Control 群の髄核内軟骨関連遺伝子の mRNA 発現

をリアルタイム RT-PCR 法にて定量比較した。実験経過中に DFAT 群の 1

頭が死亡したため、 DFAT 群 (N=5)、 PBS 群 (N=6)、 Control 群 (N=6)で群間

解析を行った。軟骨初期分化マーカーである Sox9 の mRNA 発現は Control

群に比べ、 PBS 群で有意に低下した (P<0.05)（図 8）。 DFAT 群では、喫煙

による Sox9 発現低下が抑制される傾向があり、 PBS 群に比べ有意に高値

を示した (P<0.05)。軟骨特異的プロテオグリカンであるアグリカン及び

バーシカンの遺伝子発現解析結果を図 9、 10 に示す。アグリカンの mRNA

発現は Control 群に比べ、PBS 群で有意に低下した (P<0.05)（図 9）。DFAT

群では、喫煙によるアグリカンの発現低下が抑制される傾向があり、 PBS
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群に比べ有意に高値を示した (P<0.01)。バーシカンの mRNA 発現も同様の

傾向が認められたが、各群間に統計学的有意差は認められなかった（図

10）。以上の結果から、 8 週間の受動喫煙により髄核内軟骨関連遺伝子の

発現減少が認められ、 DFAT の全身投与はこの減少を抑制することが示唆

された。  

 

4. 受動喫煙ラットにおける肺組織の免疫制御関連遺伝子発現の比較  

次に DFAT 群、PBS 群の肺組織における免疫制御関連遺伝子の mRNA 発現

をリアルタイム RT-PCR 法にて定量比較した。免疫制御関連遺伝子として

HGF、PGE2、TSG-6、TGFβ 1 を選択し測定した。DFAT 群は PBS 群に比較し、

HGF、PGE2、TSG-6 が有意に高値であった (P<0.05)（図 11）。TGFβ 1 も DFAT

群は PBS 群に比較して高い傾向が認められたが、統計学的有意差は認め

られなかった。以上の結果から、 DFAT 移植により肺組織における免疫制

御関連遺伝子の発現が亢進することが示唆された。  

 

≪考察≫  

 腰痛は外傷や腫瘍、感染、腰部脊柱管狭窄症、腰椎椎間板ヘルニア、

腰椎椎間板変性症など多くの病態から引き起こされる。なかでも、椎間

板変性症は、単独で腰痛の原因になるばかりか椎間板が変性を起こすこ

とで、脊柱の変形や不安定性から脊椎後側弯症、脊柱管狭窄症を惹起す

る。これにより、腰痛だけでなく下肢痛を認めるまでに至る。喫煙と椎

間板変性は以前より関連がありさまざまな報告がされている 5 3 - 5 4 )。  

今回、ラットに受動喫煙されることによって、髄核細胞の減少と髄核

内プロテオグリカンの減少が認められた。この所見は、本モデルを用い

た以前の報告に一致する 3 0 )。タバコに含有される化学物質には、椎間板

の細胞増殖率を低下させ、プロテオグリカンやコラーゲンの生合成活性
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を抑制する作用がある 5 5 )。また、タバコは椎間板細胞に作用して MMPs や

ADAMTS を活性化し、TIMP を抑制することでプロテオグリカン産生を低下

させる 2 7 )。さらに、軟骨終板における血管網の構造変化を起こし、椎間

板内への血流低下から低栄養、低酸素状態を起こすとされる 5 6 - 5 7 )。この

ようにタバコは、椎間板への直接的な組織障害や血流障害によって、変

性を惹起するとされる 5 8 )。われわれの実験結果からも８週間の受動喫煙

によりラット髄核細胞密度の低下とプロテオグリカンの減少が認められ

ており、椎間板の変性は上述したようなメカニズムに起因すると考えら

れた。  

今回の実験結果では、 DFAT 静脈内投与によって喫煙による椎間板変性

の抑制とプロテオグリカン減少が抑制された。喫煙による椎間板変性に

対し、 DFAT が治療効果を示すことはいままでに報告されておらず、新規

性の高い研究成果であると考えられる。種々の動物モデルに対し MSC 移

植が髄核細胞の変性を抑制し、髄核内プロテオグリカンを増加させるこ

とが報告されている 5 9 )。 MSC に類似した形質と多能性を有する DFAT も、

MSC と同様の髄核変性抑制作用を有することが示唆される。今までに報告

されている MSC の治療効果の多くは、椎間板に直接移植する方法で得ら

れた研究成果である 4 3 )。今回の検討では、 DFAT を静脈から全身投与する

ことにより、治療効果が認められた。椎間板変性症は加齢に伴い全身性

に椎間板が変性する変性性疾患であることから、全身投与による治療効

果が確認されたことは、細胞を用いた治療戦略を確立する上で意義が大

きいと考えられる。椎間板変性症に対し細胞治療を行う場合、病変部位

への局所投与または全身投与のどちらがより効果が高いか明確になって

いない。MSC と髄核細胞の共培養により MSC が髄核細胞へ分化するとの報

告 6 0 )や、変性した椎間板組織に MSC を移植することにより MSC が髄核細

胞様の形質を獲得するといった報告 6 1 - 6 2 )がある。 MSC が髄核細胞と直接
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接触することにより髄核細胞様の形質を獲得するといった観点では、変

性椎間板への局所投与が望ましいと考えられる。一方、椎間板は非常に

血流に乏しい組織であることから、椎間板への局所投与により移植細胞

の長期生着が得られるとは考えにくい。移植細胞の長期生存、生着を考

えた場合、全身投与のほうが有利であると考えられる。実際、静脈内投

与した MSC の大部分が肺にトラップされ、一定期間生存した後に一部の

細胞は傷害組織に移行することが報告されている 6 3 )。今後、移植細胞の

デリバリー法の違いにより治療効果にどのような違いが起こるか検討す

る必要がある。  

今回、喫煙により髄核細胞の軟骨関連遺伝子の発現が低下し、 DFAT 投

与によりその発現低下が抑制されるという結果が得られた。変性椎間板

内への MSC 移植によって軟骨関連遺伝子の発現が増加することが報告さ

れている 6 4 )が、全身投与により同様の効果が得られることは検索した限

りでは報告がない。近年、MSC を静脈内投与することにより造血幹細胞移

植後の GVHD、全身性エリテマトーデス、心筋梗塞、急性肺障害など多く

の疾患に対し治療効果があることが明らかにされ、急性 GVHD、心筋梗塞、

肝硬変などを対象疾患とした MSC 全身投与による細胞治療の臨床研究も

開始されている 6 5 )。このような、 MSC 全身投与による免疫抑制作用や抗

炎症作用は肺にトラップされた MSC とその周囲組織との相互作用により

発現される種々の液性因子が全身性に作用する結果であることが明らか

に さ れ て い る 。 こ の よ う な 液 性 因 子 と し て 現 在 ま で に TSG-6, 

Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1RA), PGE, Indoleamine 

2,3-dioxygenase, Nitoric oxid e (NO), TGF-β 1, Stromal cell derived 

factor (SDF-1), keratinocyte growth factor, angiopo ietin-1, LL-37

などが報告されている 6 6 - 6 7 )。今回、 DFAT 全身投与による肺組織の遺伝子

発現変化を解析した結果 HGF、 PGE2、 TSG-6 といった免疫制御や抗炎症に
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関与する遺伝子の発現が有意に増加していた。HGF は血管内皮細胞に存在

するその特異的受容体 c-met を介して、強力な血管新生効果を有する。

さらに、細胞の運動性や増殖を制御し、軟骨細胞に対してプロテオグリ

カンの合成を調製する役割を持つ 6 8 )。 PGE2 は、 IL-2、 INF-γ、 TNF-α、

IL-1、ロイコトリエンなどの種々の炎症性メディエーターの産生を抑制

することにより抗炎症作用・免疫制御作用を示す。また細胞内の cAMP を

上昇させることで、 Vascular endothelial growth factor  (VEGF)の生成

を誘導し、血管新生を増強させることが知られている。さらに、 PGE2 は

髄核細胞に発現する E-prostanoid (EP)受容体を介して Wnt--catenin

経路を活性化し、その標的遺伝子の発現調節に関与することが明らかに

されている 6 9 )。静脈内投与した DFAT が血流の乏しい椎間板組織に効率よ

く移行するとは考えにくく、 DFAT 静脈内投与による髄核の軟骨関連遺伝

子の発現増加は、肺組織から分泌されたこれらの免疫制御関連遺伝子の

エンドクライン効果に起因する可能性が示唆される。また、 HGF や PGE2

の血管新生作用が、椎体終板に存在する毛細血管網 (Capillary beds)の

血流障害を改善し、椎間板への血流を維持したことで椎間板変性を抑制

した可能性も考えられる。近年、MSC から分泌される TSG-6 が、急性心筋

梗塞、急性肺障害、脊髄損傷など種々の病態に対する MSC の治療効果に

重要な役割を果たすことが明らかにされている 6 5 )。また最近、 DFAT 静脈

内投与による免疫複合体性腎炎の進行抑制効果にも、TSG-6 が関与してい

ることが報告されている 5 2 )。どの液性因子が主体となって髄核変性を抑

制するかについては今後の検討課題である。また、今回の研究は、8 週間

の受動喫煙を施行しながら DFAT を静脈内投与しており、椎間板変性過程

における細胞移植の効果を検討したモデルである。したがって本研究で

は、すでに椎間板変性を起こしている患者に対して効果があるかについ

ては明らかになっていない。今後、椎間板変性が完成したモデルに対す
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る治療効果についても検討する必要がある。今回の研究結果から、 DFAT

の静脈内投与は、レントゲンにて椎間板高が保たれているが、MRI にて椎

間板の輝度変化があり椎体終板の変化を伴っているような初期の椎間板

変性症や、椎間板変性は認められるが脊柱変形を起こしていない進行過

程にある症例などがよい適応となると考えられる。  

高齢者に好発する椎間板変性症に対して細胞治療を行う場合、年齢や

基礎疾患に影響されず調製できる細胞源が望まれる。骨髄 MSC や ASC は

患者年齢や基礎疾患に影響をうけ、必要な細胞数を得られない症例が存

在することが知られている。これに対して DFAT は高齢者でも豊富に存在

する皮下の成熟脂肪細胞から調製するため、患者の年齢や全身状態に左

右されず大量調製が可能である。このような理由により、 DFAT は椎間板

変性症に対する細胞治療用細胞として有望であると考えられた。  

 

≪まとめ≫  

受動喫煙ラット椎間板変性モデルに対して DFAT を静脈内投与し、椎間

板変性の抑制効果が認められるか検討した。8 週間の受動喫煙により髄核

組織中の細胞密度の減少とプロテオグリカン低下を主徴とする椎間板変

性が惹起された。 DFAT の全身投与は、受動喫煙による髄核組織の変性や

プロテオグリカン量の減少を抑制し、軟骨関連遺伝子の発現低下を抑制

した。また DFAT の全身投与により肺組織の免疫制御関連遺伝子の発現増

加が認められた。椎間板変性症に対する DFAT を用いた細胞治療の可能性

が示唆された。  
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図 1．脱分化脂肪細胞（ DFAT）調製方法  

皮下脂肪組織 1～２ g をコラゲナーゼ処理し、低速度遠心分離すること

で単離される成熟脂肪細胞を 20％ FBS 含有 DMEM 培地で満たしたフラスコ

内で天井培養を行う。成熟脂肪細胞はフラスコ天井面で脱分化し、分裂

し DFAT が産生される。 1 週間後にフラスコを反転させ付着培養を行うこ

とにより DFAT を増殖させることができる。  
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図 2．受動喫煙ボックス  

受動喫煙ボックスはアクリル樹脂製のチャンバーと、そのチャンバー

内にタバコ煙を送風できる自動喫煙装置から構成される。自動喫煙装置

は 5 分間の喫煙送風と 5 分間の室内換気を行い、1 時間のインターバルを

おき、1 日に 20 回繰り返し施行するよう設定した。(A:受動喫煙ボックス

の写真  B:模式図 )  
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図 3．実験プロトコール  

オス SD ラット 8 週齢を使用し、 DFAT 群、 PBS 群、 Control 群、各群 6

頭と設定した。8 週間の喫煙下で 0 週、2 週、4 週、6 週に、DFAT 群は DFAT 

1×10 6 個 /0.5ml を、 PBS 群には PBS 0.5ml を尾静脈から静脈内投与した。

Control 群は非喫煙下、非投与で 8 週間飼育した。8 週間の飼育後（ 16 週

齢）に安楽死させ椎間板と肺を摘出し、評価を行った。   
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図 4．受動喫煙ラット椎間板変性モデルにおける DFAT 移植の効果  

（ HE 染色）  

SD ラットを DFAT 群、 PBS 群、 Control 群の 3 群に分け、 DFAT 群は喫煙

下に DFAT 1×10 6 個 /0.5ml を、 PBS 群は喫煙下に PBS 0.5ml を 2 週間ごと

に静脈内投与した。非喫煙、非投与下で飼育したラットを Control 群と

した。 8 週間の飼育後に安楽死させ、尾椎 Co6～ 9 を摘出し脱灰後パラフ

ィン切片 (3μ m)を作成し、種々の染色を行った。図は Co7/8 の椎間板お

よび周囲組織の HE 染色像を示す。 (Bar: 上段  300μ m 下段  100μ m) 
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図 5．受動喫煙ラット椎間板変性モデルにおける DFAT 移植の効果  

（アリシアンブルー染色）  

SD ラットを DFAT 群、 PBS 群、 Control 群の 3 群に分け、 DFAT 群は喫煙

下に DFAT 1×10 6 個 /0.5ml を、 PBS 群は喫煙下に PBS 0.5ml を 2 週間ごと

に静脈内投与した。非喫煙、非投与下で飼育したラットを Control 群と

した。 8 週間の飼育後に安楽死させ、尾椎 Co6～ 9 を摘出し脱灰後パラフ

ィン切片 (3μ m)を作成し、種々の染色を行った。図は Co7/8 の椎間板お

よび周囲組織のアリシアンブルー染色像を示す。 (Bar: 上段  300μ m 下

段  100μ m) 
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図 6．受動喫煙ラット椎間板変性モデルにおける DFAT 移植の効果  

（ EVG 染色）  

SD ラットを DFAT 群、 PBS 群、 Control 群の 3 群に分け、 DFAT 群は喫煙

下に DFAT 1×10 6 個 /0.5ml を、 PBS 群は喫煙下に PBS 0.5ml を 2 週間ごと

に静脈内投与した。非喫煙、非投与下で飼育したラットを Control 群と

した。 8 週間の飼育後に安楽死させ、尾椎 Co6～ 9 を摘出し脱灰後パラフ

ィン切片 (3μ m)を作成し、種々の染色を行った。図は Co7/8 の椎間板お

よび周囲組織のアリシアンブルー染色像を示す。(Bar: 上段 300μ m, 中

段  100μ m, 下段  100μ m) 
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図 7．受動喫煙ラット椎間板変性モデルにおける DFAT 移植の効果  

（髄核内プロテログリカン定量）  

SD ラットを DFAT 群、 PBS 群、 Control 群の 3 群に分け、 DFAT 群は喫煙下

に DFAT 1×10 6 個 /0.5ml を、 PBS 群は喫煙下に PBS 0.5ml を 2 週間ごとに

静脈内投与した。非喫煙、非投与下で飼育したラットを Control 群とし

た。8 週間の飼育後に安楽死させ、腰椎椎間板（ L1-5）より髄核を単離し、

各群 6 頭分を合わせて Proteoglycan Detection Kit を用いて、プロテオ

グリカン量を測定した。乾燥重量あたりのプロテオグリカン量を定量値

とした。   
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図 8．受動喫煙ラット椎間板変性モデルにおける DFAT 移植の効果   

（髄核 Sox9 の遺伝子発現解析）  

SD ラットを DFAT 群、 PBS 群、 Control 群の 3 群に分け、 DFAT 群は喫煙下

に DFAT 1×10 6 個 /0.5ml を、 PBS 群は喫煙下に PBS 0.5ml を 2 週間ごとに

静脈内投与した。非喫煙、非投与下で飼育したラットを Control 群とし

た。8 週間の飼育後に安楽死させ、腰椎椎間板（ L1-5）より髄核を単離し、

total RNA を抽出した。 Sox9 の mRNA をリアルタイム RT-PCR 法にて測定

した。遺伝子発現の比較は GAPDH を内在性コントロールとし Comparative 

Ct 法にて解析した。  (Bar: Mean±SD, *: p<0.05 Unpaired t test) 
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図 9．受動喫煙ラット椎間板変性モデルにおける DFAT 移植の効果   

（髄核アグリカンの遺伝子発現解析）  

SD ラットを DFAT 群、 PBS 群、 Control 群の 3 群に分け、 DFAT 群は喫煙下

に DFAT 1×10 6 個 /0.5ml を、 PBS 群は喫煙下に PBS 0.5ml を 2 週間ごとに

静脈内投与した。非喫煙、非投与下で飼育したラットを Control 群とし

た。8 週間の飼育後に安楽死させ、腰椎椎間板（ L1-5）より髄核を単離し、

total RNA を抽出した。アグリカンの mRNA をリアルタイム RT-PCR 法にて

測 定 し た 。 遺 伝 子 発 現 の 比 較 は GAPDH を 内 在 性 コ ン ト ロ ー ル と し

Comparative Ct 法にて解析した。 (Bar: Mean±SD, *: p<0.05, **: p<0.01 

Unpaired t test) 
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図 10．受動喫煙ラット椎間板変性モデルにおける DFAT 移植の効果   

（髄核バーシカンの遺伝子発現解析）  

SD ラットを DFAT 群、 PBS 群、 Control 群の 3 群に分け、 DFAT 群は喫煙下

に DFAT 1×10 6 個 /0.5ml を、 PBS 群は喫煙下に PBS 0.5ml を 2 週間ごとに

静脈内投与した。非喫煙、非投与下で飼育したラットを Control 群とし

た。8 週間の飼育後に安楽死させ、腰椎椎間板（ L1-5）より髄核を単離し、

total RNA を抽出した。バーシカンの mRNA をリアルタイム RT-PCR 法にて

測 定 し た 。 遺 伝 子 発 現 の 比 較 は GAPDH を 内 在 性 コ ン ト ロ ー ル と し

Comparative Ct 法にて解析した。 (Bar: Mean±SD) 
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図 11．受動喫煙ラット椎間板変性モデルにおける DFAT 移植の効果   

（肺における免疫制御関連遺伝子の発現解析）  

実験終了時に DFAT 群、PBS 群の肺を摘出し、total RNA を抽出した。HGF、

PGE2、TSG-6、 TGFβ 1 の mRNA をリアルタイム RT-PCR 法にて測定した。遺

伝子発現の比較は GAPDH を内在性コントロールとし Comparative Ct 法に

て解析した。 (Bar: Mean±SD, *: p<0.05 Unpaired t test) 
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Pa t ho b i o lo g y  2 0 0 5 ;  7 2 : 1 4 6 -1 5 1 .  

4 )  N em o to  Y,  M a t s uz ak i  H ,  Tok u h as i  Y  e t  a l .  H i s to l o g i ca l  ch an ges  i n  

i n t e rv e r t eb r a l  d i s cs  a f t e r  sm ok i n g  and  ce s s a t i o n :  ex p e r im en t a l  s tu d y 

us in g  a  r a t  p as s i v e  sm ok i n g  m o d e l .  J  O r t ho p  S c i  2 0 06 ;  11 : 1 91 - 1 97 .  

5 )  U e i  H ,  M a t s uz ak i  H ,  O d a  H  e t  a l .  G en e  ex p r e s s io n  ch an ges  in  an  ea r l y 

s t age  o f  i n t e rv e r t eb r a l  d i s c  d egen e r a t io n  i nd u ced  b y  p a s s i v e  c i ga r e t t e  

sm ok i n g .  S p in e  (P h i l a  P a  1 9 76 )  2 0 0 6 ;  31 : 51 0 - 51 4 .  

6 )  A k ed a  K ,  A n  HS ,  O ku m a M  e t  a l .  P l a t e l e t - r i ch  p l a sm a  s t i mu l a t e s  p o r c i n e  

a r t i cu l a r  cho n d r o c yt e  p r o l i f e r a t io n  an d  m a t r ix  b io s yn t h e s i s .  

O st eoa r th r i t i s  C ar t i l ag e  20 0 6 ;  14 : 12 7 2 -1 2 80 .  

7 )  Wan g  S Z,  C h an g  Q,  Lu  J  e t  a l .  G ro w t h  f ac t o r s  an d  p l a t e l e t - r i ch  p l as m a:  

p ro mi s i n g  b io lo g i c a l  s t r a t eg i e s  f o r  e a r l y  i n t e r v e r t eb r a l  d i s c  

d egen e r a t i o n .  I n t  O r t ho p  20 1 5 ;  3 9 : 9 2 7 - 93 4 .  

8 )  Mo o n  S H,  Ni s h i d a  K ,  G i l b e r t s on  LG  e t  a l .  B io lo g i c  r e s p o ns e  o f  h um an  
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i n t e rv e r t eb r a l  d i s c  c e l l s  t o  gen e  t h e r ap y co ck t a i l .  S p in e  ( Ph i l a  Pa  19 7 6 )  

20 0 8 ;  33 : 1 8 5 0 -1 8 5 5 .  

9 )  Sek i  S ,  A s anu m a - A b e  Y,  M as u d a  K  e t  a l .  E ff ec t  o f  sm a l l  i n t e r f e r en ce  

RN A ( s i R N A )  f o r  A D AM TS 5  o n  i n t e r v e r t eb r a l  d i s c  d ege n e r a t io n  i n  t h e  

r abb i t  an u l a r  n eed l e - pu n c tu r e  mo d e l .  Ar t hr i t i s  R es  T h er  20 0 9 ;  11 : R1 6 6 .  

10 )  Sak a i  D ,  M o ch i d a  J ,  Iw as h i n a  T  e t  a l .  Regen e r a t i v e  e f f ec t s  o f  

t r an s p l an t in g  m es en ch ym a l  s t em  ce l l s  em b edd ed  i n  a t e lo co l l agen  t o  t h e  

d egen e r a t ed  in t e r v e r t eb r a l  d i s c .  Bi o m at e r i a l s  2 0 0 6 ;  2 7 : 3 35 - 3 45 .  

11 )  Su n  W,  Zh an g  K ,  L iu  G  e t  a l .  Sox 9  ge n e  t r ans f e r  enh an ced  r egen e r a t i v e  

e f f ec t  o f  bo n e  m ar r o w m es en ch ym a l  s t em ce l l s  o n  t h e  d eg en e r a t ed  

in t e rv e r t eb r a l  d i s c  i n  a  r ab b i t  m o d e l .  PL oS  O n e  2 0 14 ;  9 : e93 5 7 0 .  

12 )  M at su m ot o  T,  K an o  K,  K on d o  D  e t  a l .  M at u r e  ad i po c yt e - d e r iv ed  

d ed i f f e r en t i a t ed  f a t  c e l l s  ex h i b i t  mu l t i l i n eage  p o t en t i a l .  J  C e l l  Ph ys i o l  

20 0 8 ;  21 5 : 2 1 0 -2 2 2 .  

13 )  Mi l l e r  J A ,  S chm a tz  C ,  S chu l t z  A B.  Lu mb ar  d i s c  d egen e r a t i on :  

co r r e l a t i o n  w i t h  age ,  s ex ,  an d  s p i n e  l ev e l  i n  6 0 0  au to p s y sp ec im en s .  

Sp i n e  (P h i la  P a  1 9 76 )  1 9 8 8 ;  13 : 17 3 - 1 78 .  

14 )  Vi d em an  T.  E v a lu a t io n  o f  t h e  p r ev en t i on  o f  o ccu p a t io n a l  l o w - b ack  p a i n .  

Sp i n e  (P h i la  P a  1 9 76 )  1 9 9 1 ;  16 : 68 5 - 6 86 .  

15 )  Al a - K o kk o  L.  G en e t i c  r i sk  f ac to r s  fo r  l u mb a r  d i s c  d i s ea s e .  A n n  M ed  

20 0 2 ;  34 : 4 2 - 4 7 .  

16 )  Sam b ro o k  P N,  M ac G r ego r  AJ ,  Sp ec t o r  T D.  G en e t i c  i n f l u en ces  o n  

ce r v i ca l  an d  l um b a r  d i s c  d egen e r a t io n :  a  m agn e t i c  r es o n an ce  im ag i n g  

s t ud y i n  t w in s .  A r t hr i t i s  Rh eu m  19 9 9 ;  4 2 : 3 6 6 -3 7 2 .  

17 )  P ye  S R ,  R e i d  D M,  A d am s  J E  e t  a l .  In f lu en ce  o f  w e i gh t ,  b od y m as s  i n d ex  

and  l i f e s t yl e  f a c t o r s  o n  r ad io gr ap h i c  f e a tu r e s  o f  l u mb a r  d i s c  
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d egen e r a t i o n .  A nn  Rh eu m  Di s  2 0 07 ;  6 6 : 4 26 - 4 27 .  

18 )  Ba t t i e  M C,  Vid em an  T,  G i l l  K  e t  a l .  1 99 1  Vol v o  Aw ar d  i n  c l i n i ca l  

s c i en ce s .  S m ok in g  and  lu mb a r  i n t e r v e r t eb r a l  d i s c  d egen e r a t i on :  an  MR I 

s t ud y o f  i d e n t i c a l  t wi n s .  Sp i n e  (P h i la  Pa  1 97 6 )  1 9 91 ;  1 6 : 10 1 5 -1 0 2 1 .  

19 )  Lyo n s  G ,  E i s ens t e i n  SM ,  S w ee t  M B.  B i o ch emi ca l  ch an g es  i n  

i n t e rv e r t eb r a l  d i s c  d egen e r a t i o n .  Bi o ch i m  B i op h ys  A c t a  1 98 1 ;  

67 3 : 4 4 3 -4 5 3 .  

20 )  Ro b e r t s  S ,  E v ans  H ,  Tr i v ed i  J  e t  a l .  H i s t o l o g y an d  p a t h o l o g y o f  t h e  

hu m an  in t e r v e r t eb r a l  d i s c .  J  B on e  Jo i n t  Su rg  A m  20 0 6 ;  8 8  Sup pl  

2 : 1 0 -1 4 .  

21 )  Sa l i k en  DJ ,  M ul e t - S i e r r a  A ,  J om h a  N M  e t  a l .  D ec r ea s ed  h yp e r t r o p h i c  

d i f f e r en t i a t i o n  accom p an i e s  en h an ced  m at r ix  f o rm a t i on  i n  co - cu l tu r e s  o f  

ou t e r  m en i s cus  ce l l s  w i t h  b o n e  m ar r o w  m es en ch ym a l  s t r om a l  c e l l s .  

Ar t hr i t i s  R es  T h er  20 1 2 ;  14 :R 1 53 .  

22 )  Po ck e r t  AJ ,  R i ch a r ds o n  SM ,  Le  M a i t r e  C L  e t  a l .  M od i f i ed  ex p r es s io n  o f  

t h e  A D A M TS  enz ym es  and  t i s s u e  i nh i b i to r  o f  m et a l l o p ro t e i n as e s  3  

du r i n g  hu m an  in t e r v e r t eb r a l  d i s c  d ege n e r a t io n .  A r t h r i t i s  Rh eu m  20 0 9 ;  

60 : 48 2 - 49 1 .  

23 )  O s t i  O L,  Ve r n on - R ob e r t s  B ,  F r a s e r  R D .  1 99 0  Vol vo  Aw ar d  i n  

ex p e r im en t a l  s t u d i e s .  A n u l u s  t e a r s  an d  i n t e r v e r t eb r a l  d i s c  d egen e r a t i o n .  

A n  ex p e r i m en t a l  s t ud y  u s in g  an  an i m a l  mo d e l .  Sp in e  (P h i la  Pa  19 7 6 )  

19 9 0 ;  15 : 7 6 2 - 76 7 .  

24 )  Yasu m a T,  K o h  S ,  O k am u r a  T  e t  a l .  H i s to lo g i ca l  ch an ges  i n  ag i n g  l um b a r  

i n t e rv e r t eb r a l  d i s cs .  T h e i r  r o l e  i n  p ro t r us io n s  an d  p r o l ap s e s .  J  Bo n e  

Jo i n t  Su rg  A m 1 99 0 ;  7 2 : 22 0 - 22 9 .  

25 )  I t o  K ,  C r eem er s  L.  M ech an i s ms  o f  i n t e r v e r t eb r a l  d i s k  
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d egen e r a t i o n / in ju r y  an d  p a i n :  a  r ev i ew.  G lo b a l  Sp i n e  J  2 01 3 ;  3 : 1 4 5 -1 5 2 .  

26 )  Sco t t  SC ,  Go l db e rg  M S,  M a yo  N E  e t  a l .  T h e  a s so c i a t io n  b e t w een  

c i ga r e t t e  sm o ki n g  and  b ack  p a in  i n  ad u l t s .  S p i n e  (P h i l a  Pa  1 97 6 )  1 9 99 ;  

24 : 10 9 0 -1 0 98 .  

27 )  Wan g  D ,  N as to  LA ,  R ou gh l e y  P  e t  a l .  Sp i n e  d egen e r a t i o n  i n  a  mu r i n e  

mo d e l  o f  ch r o n i c  h um an  t ob acco  sm o k e r s .  O st eoa r th r i t i s  Ca r t i l ag e  

20 1 2 ;  20 : 8 9 6 - 90 5 .  

28 )  Mi l l e r  VM ,  C lo u s e  WD ,  To nn es s en  BH  e t  a l .  Ti m e  an d  d o s e  e f f ec t  o f  

t r an s d e rm a l  n i co t i n e  o n  end o t h e l i a l  f u n c t io n .  A m  J  P h ys i o l  H ear t  C i rc  

Ph ys io l  2 0 00 ;  2 79 : H 19 1 3 -1 9 21 .  

29 )  E rn s t  E .  Sm o ki n g ,  a  c aus e  o f  b ack  t r o ub l e?  B r  J  R h eu ma t o l  19 9 3 ;  

32 : 23 9 - 24 2 .  

30 )  O d a  H ,  M a t s uz ak i  H ,  To ku h ash i  Y  e t  a l .  D egen e r a t i on  o f  i n t e r v e r t eb r a l  

d i s cs  d u e  to  sm o ki n g :  ex p e r im en t a l  a s s e s s m en t  i n  a  r a t - sm ok i n g  m o d e l .  

J  Or th o p  S c i  2 0 04 ;  9 : 13 5 - 14 1 .  

31 )  Th o mp s on  J P,  O ege m a T R,  J r. ,  B r ad f o r d  D S .  S t i mu l a t i on  o f  m at u r e  

c an i n e  i n t e r v e r t eb r a l  d i s c  b y  g r o w th  f ac to r s .  S p i n e  (P h i l a  P a  1 9 76 )  

19 9 1 ;  16 : 2 5 3 - 26 0 .  

32 )  M as u d a  K,  Im a i  Y,  O ku m a  M  e t  a l .  O s t eo gen i c  p ro t e i n - 1  i n j ec t i o n  i n t o  a  

d egen e r a t ed  d i s c  i n du ces  t h e  r es t o r a t i on  o f  d i s c  h e i gh t  and  s t r u c t u r a l  

ch an ges  i n  t h e  r ab b i t  an u l a r  p un c t u r e  mo d e l .  S p in e  (P h i l a  P a  1 9 76 )  

20 0 6 ;  31 : 7 4 2 - 75 4 .  

33 )  Ch u j o  T,  A n  H S ,  A k ed a  K  e t  a l .  E ff ec t s  o f  g r o w t h  d i f f e r en t i a t i o n  

f ac to r - 5  o n  t h e  i n t e r v e r t eb r a l  d i s c - - i n  v i t ro  bo v in e  s t ud y and  in  v i v o  

r abb i t  d i s c  d egen e r a t i on  mo d e l  s t u d y.  Sp i n e  (P h i la  P a  1 9 76 )  2 0 0 6 ;  

31 : 29 0 9 -2 9 17 .  
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34 )  N agae  M ,  Ik ed a  T,  Mi k am i  Y  e t  a l .  In t e r v e r t eb r a l  d i s c  r egen e r a t io n  

us in g  p l a t e l e t - r i ch  p l a sm a  an d  b i o d egr ad ab l e  ge l a t i n  h yd r o ge l  

mi c r os p h e r es .  Ti s s u e  E n g  2 00 7 ;  1 3 : 14 7 -1 5 8 .  

35 )  Ni s h i d a  K,  K an g  J D ,  S uh  J K  e t  a l .  A d eno v i ru s -m ed i a t ed  gen e  t r ans f e r  t o  

nu c l eus  pu l po s us  ce l l s .  Im p l i ca t i o ns  f o r  t h e  t r e a t m en t  o f  i n t e rv e r t eb r a l  

d i s c  d egen e r a t i on .  Sp i n e  (P h i la  P a  1 9 76 )  1 9 9 8 ;  23 : 24 3 7 - 24 4 2 ;  

d i s cus s i o n  2 44 3 .  

36 )  Li an g  H ,  M a  S Y,  Fen g  G  e t  a l .  T h e r ap eu t i c  e f f ec t s  o f  

ad eno v i r u s -m ed i a t ed  g r o w t h  an d  d i f f e r en t i a t i o n  f ac t o r - 5  i n  a  mi ce  d i s c  

d egen e r a t i o n  m od e l  i n du ced  b y  an n u l u s  n eed l e  pu n c tu r e .  Sp i n e  J  20 1 0 ;  

10 : 32 - 4 1 .  

37 )  Yoo n  ST,  P a r k  J S ,  Ki m  KS  e t  a l .  ISS LS  p r i z e  w in n e r :  LM P - 1  up r egu l a t es  

i n t e rv e r t eb r a l  d i s c  c e l l  p r o d u c t io n  o f  p ro t eo g l ycan s  an d  BMP s  i n  v i t r o  

and  in  v i v o .  Sp in e  (P h i l a  Pa  19 7 6 )  2 0 04 ;  2 9 : 2 60 3 - 2 611 .  

38 )  Ni s h i d a  K,  Do i t a  M ,  Tak ad a  T  e t  a l .  S us t a i n ed  t r ans gen e  ex p r e s s i o n  in  

i n t e rv e r t eb r a l  d i s c  c e l l s  i n  v i v o  m ed i a t ed  b y m i c r ob u bb l e - enh an ced  

u l t r as o un d  gen e  t h e r ap y.  S p i n e  (P h i l a  P a  19 7 6 )  2 00 6 ;  3 1 : 1 4 15 - 1 41 9 .  

39 )  Su do  H ,  Mi n ami  A .  C asp as e  3  a s  a  t h e r ap eu t i c  t a rge t  f o r  r egu l a t i on  o f  

i n t e rv e r t eb r a l  d i s c  d egen e r a t i o n  i n  r ab b i t s .  A r t h r i t i s  R h eu m  2 0 11 ;  

63 : 16 4 8 -1 6 57 .  

40 )  P i t t en ge r  M F,  M ack a y A M ,  Beck  SC  e t  a l .  M ul t i l i n eage  p o t en t i a l  o f  

adu l t  hu m an  m es en ch ym a l  s t em ce l l s .  S c i en ce  19 9 9 ;  2 8 4 : 14 3 - 14 7 .  

41 )  F r en e t t e  PS ,  P i n ho  S ,  Lu cas  D  e t  a l .  M es en ch ym a l  s t em  ce l l :  k e ys t o n e  o f  

t h e  h em a to p o i e t i c  s t em  ce l l  n i ch e  an d  a  s t epp in g - s t o n e  f o r  r egen e r a t i v e  

m ed i c i n e .  A n nu  R ev  I m mu n ol  2 0 1 3 ;  3 1 : 2 85 - 3 16 .  

42 )  K ea t i n g  A .  M es en ch ym a l  s t r om a l  c e l l s :  n ew  d i r ec t i o ns .  Cel l  S t em  C e l l  
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20 1 2 ;  10 : 7 0 9 - 71 6 .  

43 )  Sak a i  D ,  G r ad  S .  A dv an c in g  t h e  ce l lu l a r  and  m o l ecu l a r  t h e r ap y f o r  

i n t e rv e r t eb r a l  d i s c  d i s ea s e .  Ad v  D ru g  D el i v  R ev  2 01 5 ;  8 4 : 1 5 9 -1 7 1 .  

44 )  O r oz co  L,  So l e r  R ,  M o r e r a  C  e t  a l .  In t e rv e r t eb r a l  d i s c  r ep a i r  b y 

au t o l o go u s  m es en ch ym a l  bo n e  m ar r o w  ce l l s :  a  p i l o t  s t ud y.  

Tr a ns p la n t a t i on  20 11 ;  92 : 8 2 2 -8 2 8 .  

45 )  Ki k u t a  S ,  Tan ak a  N ,  K az am a  T  e t  a l .  O s t eo gen i c  e f f ec t s  o f  

d ed i f f e r en t i a t ed  f a t  c e l l  t r ans p l an t a t io n  i n  r ab b i t  mo d e l s  o f  b on e  d e f ec t  

and  ov a r i ec t o m y- i n du ced  o s t eo p o ro s i s .  Ti s su e  En g in ee r i n g  P ar t  A  2 0 13 ;  

19 : 17 9 2 -1 8 02 .  

46 )  J um ab a y M ,  M at su mo to  T,  Yo ko yam a  S  e t  a l .  D ed i f f e r en t i a t ed  f a t  c e l l s  

con v e r t  t o  c a r d io m yo c yt e  p h eno t yp e  a nd  r ep a i r  i n f a r c t ed  ca r d i ac  t i s s u e  

in  r a t s .  J  M ol  C e l l  Ca rd i o l  20 0 9 ;  47 : 5 65 - 5 75 .  

47 )  O h t a  Y,  Tak en aga  M,  Tok u r a  Y  e t  a l .  M at u r e  ad i po c yt e - d e r iv ed  ce l l s ,  

d ed i f f e r en t i a t ed  f a t  c e l l s  ( D FAT ) ,  p r o mo t ed  f un c t i o n a l  r e co v e r y f r o m  

sp in a l  co r d  i n j u r y - i nd u ced  m ot o r  d ys f un c t i o n  i n  r a t s .  C el l  Tra n sp la n t  

20 0 8 ;  17 : 8 7 7 - 88 6 .  

48 )  Yam ad a  H ,  I t o  D ,  O k i  Y  e t  a l .  Tr ans p l an t a t io n  o f  m at u r e  

ad i p o c yt e - d e r i v ed  d ed i f f e r en t i a t ed  f a t  c e l l s  p ro m ot e s  l o com ot o r  

f un c t i o n a l  r e co v e r y  b y  r em ye l i n a t io n  and  g l i a l  s ca r  r ed u c t io n  a f t e r  

sp in a l  co r d  i n j u r y  i n  mi ce .  Bi o ch em Bi op h ys  R es  C o mm u n  2 0 14 ;  

45 4 : 3 4 1 -3 4 6 .  

49 )  Sak um a  T,  M at su m ot o  T,  K an o  K  e t  a l .  M a tu r e ,  ad i po c yt e  d e r i v ed ,  

d ed i f f e r en t i a t ed  f a t  c e l l s  c an  d i f f e r en t i a t e  i n t o  s mo o th  m us c l e - l i k e  ce l l s  

and  con t r i b u t e  t o  b l add e r  t i s s u e  r egen e r a t i on .  J  U ro l  20 0 9 ;  1 8 2 : 3 55 - 3 65 .  

50 )  O b i n a t a  D ,  M a t s um ot o  T,  Ik ad o  Y  e t  a l .  Tr an sp l an t a t i on  o f  m at u r e  
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ad i p o c yt e - d e r i v ed  d ed i f f e r en t i a t ed  f a t  ( DFAT )  ce l l s  im p r ov es  u r e t h r a l  

sp h i n c t e r  co n t r ac t i l i t y  i n  a  r a t  mo d e l .  I n t  J  Uro l  2 0 11 ;  1 8 : 8 2 7 -8 3 4 .  

51 )  So e j im a  K ,  K as h i m u r a  T,  As ami  T  e t  a l .  E ff ec t s  o f  m at u r e  

ad i p o c yt e - d e r i v ed  d ed i f f e r en t i a t ed  f a t  ( DFAT )  ce l l s  o n  g en e r a t i on  a nd  

v as cu l a r i s a t io n  o f  d e rm is - l i k e  t i s s u e  a f t e r  a r t i f i c i a l  d e r mi s  g r a f t i n g .  J  

P l a s t  S u rg  H a nd  Su rg  2 01 5 ;  4 9 : 25 - 3 1 .  

52 )  M aru yam a  T,  Fu k u d a  N ,  M a t s u mo t o  T  e t  a l .  S ys t em a t i c  i mp l an t a t i on  o f  

d ed i f f e r en t i a t ed  f a t  c e l l s  am el io r a t ed  mo n o c l on a l  an t i b o d y 

1 -2 2 - 3 - i n du ced  g l o m eru lo n ep h r i t i s  b y  i mm un o su p p r e s s io n  w i t h  
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