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【概要】 

 

椎間板変性症は髄核細胞の不可逆的な変性によって生じ、根本的な治療は現在

までに確立されていない。近年、椎間板変性症に対する細胞治療が注目されてお

り、特に間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cell: MSC)を使った研究が多く試みら

れている。Matsumoto ら 1)は、皮下脂肪組織から単離した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調製される脱分化脂肪細胞

(Dedifferentiated fat cell : DFAT)が、高い増殖能とMSCと同等の多分化能を

示すことを明らかにした。本研究では、椎間板穿刺によるラット椎間板変性モ

デルに DFAT を静脈内投与し、椎間板変性に対する抑制効果を示すか検討した。 

 合計 18頭の SDラット(12週齢 雄性)に対し、X線透視下に 21G針を用いて

尾椎椎間板 Co11/Co12および Co13/Co14を全周性に 30回穿刺し、椎間板傷害処

理を行った。Control群、DFAT群、Fibroblast群 (各群 n=6)に分け、Control群

は 0.5 ml PBSを、DFAT群は DFAT 1.0 x 106 / 0.5 ml PBSを、Fibroblast群は 

Fibroblast 1 x 106 / 0.5 ml PBSをそれぞれ傷害直後および 4週間後に静脈内注射

した。2週間毎に尾椎の X線撮影を行い、椎間板高を評価した。8週間後に尾椎椎

間板組織を摘出し脱灰した後、パラフィン切片標本を作成した。そして HE 染色、

アルシアンブルー染色、マッソントリクローム染色、サフラニン O染色、EVG染

色を行い、組織学的に評価した。 

 X線学的に椎間板高を定量し、%Disc Height Index(以下％DHI)としてその変化

を評価した結果、Control 群、DFAT 群、Fibroblast 群ともに傷害椎間板である

Co11/12 および Co13/14 の%DHI の低下が傷害 2 週目から認められた。Control

群では、Co11/12、Co13/14ともに 2週目以後も徐々に%DHIが低下し、8週目に

はそれぞれ約 40%まで低下していた。Fibroblast群では、Co11/12、Co13/14とも
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に Control 群より早期から%DHI が低下する傾向が認められ、8 週目にはそれぞ

れ Control群とほぼ同等のレベル（%DHI約 40%）まで低下していた。これに対

して DFAT 群では、Co11/12、Co13/14 ともに傷害 2 週間目に%DHI の低下が認

められるものの、その後の低下が抑制される傾向にあり、8 週目の%DHI は

Co11/12、Co13/14ともに約 60％であった。統計学的解析を行った結果、Co11/12

では、DFAT群はControl群およびFibroblast群に比べ有意に%DHIが高かった。 

 組織学的評価では、Control群、DFAT群、Fibroblast群ともに髄核が消失して

いた。軟骨終板周囲にはしばしば炎症性細胞浸潤を示唆する単核細胞の集積が認

められた。DFAT 群では、髄核組織は消失しているものの、繊維輪の退縮は軽度

であり、軟骨終板周囲の炎症性細胞の数も少ない傾向が認められた。また DFAT

群では、Control群、Fibroblast群に比べ繊維輪や軟骨終板周囲組織のコラーゲン

マトリックスの増生が強い傾向が認められた。各群の軟骨終板周囲の微小血管数

を定量比較した結果、傷害椎間板組織において Control 群、Fibroblast 群に比べ

DFAT群では、微小血管数が有意（p < 0.05）に増加していることが明らかになっ

た。 

 以上の結果より、本椎間板変性モデルにおいて DFAT 静脈内投与により軟骨終

板周囲の微小血管の増生と軟骨基質の増加が誘導され、椎間板間隙の狭小化抑制

効果が認められることが明らかとなった。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、DFAT 静脈内投与による椎間板変性症治療の可能性

が示された。 
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【緒言】 

1．はじめに 

2007年に日本整形外科学会はロコモティブシンドローム、日本語では運動

器症候群という概念が提唱された。ロコモティブシンドロームとは、運動器

の低下により寝たきりや、要介護が必要な状態になる手前の状態を示す。高

齢化社会である日本において、寝たきりとなり、要介護が必要な高齢者の増

加を抑制することは健康寿命を伸ばすためには不可欠である。寝たきりや要

介護が必要となる原因として、腰痛があげられている。慢性腰痛症は、高齢

化社会である日本において、最も代表的な Common diseaseである。平成 25

年度の国民生活基礎調査において腰痛の有訴者率は、男性 1位、女性 2位で

あり、その割合も年齢が上がるにしたがって増加している。腰痛の主要な原

因である椎間板変性症は椎間板を構成する髄核細胞の不可逆的な変化により発

生する。椎間板変性に対する根治治療は現在のところ存在せず、主に対症療法が

行われている。近年、再生医療の進歩はめざましく、椎間板再生においても種々

の試みが検討されている。遺伝子を直接ターゲットにする方法 2-4)、成長因子 5)

などを含めたサイトカインを用いる方法、間棄系幹細胞 (Mesenchymal stem cell: 

MSC)6-10)など細胞を用いる方法などが検討されている。最近新たな再生医療用細

胞ソースとして成熟脂肪細胞に由来する脱分化脂肪細胞（Dedifferentiated fat 

cell: DFAT）が注目されている 1)。本研究では、ラット椎間板変性症モデルに対

し、DFATを静脈内投与することで、椎間板変性症に対する新たな細胞治療の

可能性について検討した。 

 

2．椎間板の構造と組成 
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椎間板は脊椎の支持性と運動性を担っている。上下に隣接する椎体の間に介

在する円盤状の組織であり、大部分を繊維軟骨から構成され、関節包、関節腔、

滑膜組織を欠いている。基本的な構成要素は、髄核とこれを取り囲む繊維輪、

椎体面に存在する軟骨終板である(図 2)。 

①髄核(Nucleus pulposus)  

髄核は無血管の組織で、無構造の基質内に髄核細胞がまばらに存在し、ム

コ多糖染色で陽性を示す。髄核は脊索由来の組織であり、幼児期に軟骨様細胞

の髄核細胞に置換される。水分が豊富で湿重量の 70～90％を占める。コラー

ゲンはⅡ型で乾燥重量の 15～20％に過ぎない。一方、プロテオグリカンは乾

燥重量の約 65％を占め、その高い保水性により髄核に高い内圧を発生させる。

プロテオグリカンのコア蛋白に結合しているグリコサミノグリカンが陰性に荷

電し、水分を引き寄せていることによって維持されている。 

②繊維輪(Anulus fibrosus)  

繊維輪は内層と外層に分かれる。外層の層板の繊維は椎骨の骨に結合している

が、内層の繊維は軟骨板と結合している。繊維輪の湿重量の 60～70％が水分であ

り、乾燥重量の約 50％をコラーゲンが占める。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大きくなる。外層は細長い繊維芽細胞様細

胞が存在し、内層に向かうにつれて細胞の形態は丸みを帯びて、内層では軟骨細

胞様の形態をとる。 

③軟骨終板(Cartilage endplate) 
 

軟骨終板は椎体の上下の皮質骨面を覆う。厚さは 1~2 mm であり、組織学的に

は椎体側は硝子軟骨で、椎間板側は繊維軟骨である。椎間板を構成する髄核と

線維輪内層の栄養は椎体内血管から軟骨終板を介して拡散するため、その経路
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として重要な役割を果たしている。 

 

3．椎間板の変性 

脊柱の機能に関係する椎間板は、一生を通じて力学的負荷にさらされている。

椎間板内圧でみると、立位を 100％とすると、上体の屈曲で 150%、屈曲位での

物体の挙上で 220%以上となる。椎間板組織は大部分が無血管で、その栄養は軟

骨板と周囲からの拡散に依存しており、代謝は荷重に応じて変化する。日頃の

労働やスポーツに伴う急激な椎間板内圧の上昇によっても、髄核組織が繊維輪

の亀裂を通って脱出することがある。これが椎間板ヘルニアであり、後縦靭帯

を圧迫し神経根を刺激するため腰痛、下肢痛が出現する。加齢に伴う生理的変

化でも生じ、壮年期から老年期にはより多く見られる。特に頚椎や腰椎に起こ

りやすい。ヘルニアを生じなくても加齢とともに椎間板の変性は生じ、線

維輪が緩んで外側に向かって膨隆する。すなわち腰部脊柱管狭窄症という

病態である。レントゲン写真では、椎間板が変性すると椎間高が減少し、

また MRIでは水分量の低下が認められる。変性した椎間板は髄核が消失し

椎体の間隙は狭小化し、膠原繊維が露出してくる。細胞外基質の多糖類や

コンドロイチン硫酸も減少する。また石灰の沈着などの所見も認められや

すい。 

 

4．椎間板変性症の治療 

治療方法として現在は保存的治療と手術治療の二つがある。保存療法は主に、鎮

痛剤などの投薬、ストレッチなどの体操、コルセットなどの装具療法がある。手術
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療法としては椎間板摘出術、椎体間固定術、人工椎間板置換術などの手術療法が

ある。しかし、現時点では対症療法が中心であり根本的な治療法はない。そ

のため新たな治療が検討されている。 

 

①遺伝子治療  

遺伝子治療は、ウィルスベクターもしくは非ウィルス性のベクターを用いて形

質導入する治療である。細胞の不死化に係わる human telomerase reverse 

transcriptase (hTERT)遺伝子を、レンチウィルスを使って髄核細胞に形質導入

することで、210日後にも細胞内に hTERTが発現することが報告されている 11)。 

遺伝子ベクターを直接変性椎間板に注射する方法も検討されている。たとえばウ

サギの椎間板を穿刺傷害させ、Bone morphogenetic protein 2 (BMP-2)や Tissue 

inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP1)を Adeno-associated virus serotype 2 

(AAV2) ベクターを用いて、傷害椎間板に直接移植したところ椎間板変性が抑制

されたという報告がある 12)。 ビーグル犬にヒト Bone morphogenic protein 7 

(BMP7)を発現させた椎間板組織を移植したところ、24週間にわたり移植された

椎間板の変性が抑制され、椎間板高が保たれた 13)。ただしウィルスベクターによ

る治療には免疫学的、毒性、突然変異などいくつものハードルがある。非ウィル

スベクターではその危険性は低いが、長期にわたって有効であるという結果が出

ていない 14)。  

 
②成長因子療法  

椎間板の変性に係わっていることが明らかになっている Growth 

differentiation factor 5 (GDF-5)15-16)、Osteogenic protein-117-18)、BMP-219)、

Fibroblast growth Factor (FGF)20)といった成長因子を用いた研究が報告されて
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いる。たとえばリコンビナントヒト GDF-5 がウシ髄核細胞の増殖能を高めるこ

とが示されている 16)。またマウス椎間板へ GDF-5を注射することにより髄核内の

繊維軟骨細胞の増殖を認め、アグリカンとタイプⅡコラーゲンの発現増加するこ

とが報告されている 21)。しかし成長因子療法は、タンパク質の投与が主であるた

め、単回の注射ではその効果は長期間期待できない。このため椎間板への複数回

にわたる注射が必要になるが、炎症や感染などのリスクを生む可能性がある 22)。  

 

③細胞治療 

変性椎間板を再生する試みとして、細胞治療は最も進歩している分野である。

細胞治療に使われる細胞は多種にわたっている。骨髄MSC23-24)、脂肪組織由来幹

細胞(Adipose-derived stem cell: ASC)25)、滑膜幹細胞 26)、筋肉由来の幹細胞 27)、

嗅神経由来の幹細胞 28)、人工多能性幹細胞(Induced pluripotent stem cell: 

iPSC)29)、造血幹細胞 30)、胚性幹細胞（Embryonic stem cell: ESC）31)などを使っ

た椎間板変性への治療効果が報告されている。 

細胞治療で臨床応用を含め最も研究が進んでいるのはMSCである。MSCは髄

核様細胞に分化することが明らかにされている 32-33)。また MSC と髄核細胞を共

培養することで、相互作用が起こりプロテオグリカンなどの細胞外マトリックス

合成が促進する。Le Visageら 34)は、三次元ペレットシステムを用いMSCと髄核

細胞を共培養したところ、プロテオグリカンの構成要素であるグリコサミノグリ

カンが産生されることを示した。また椎間板の細胞外マトリックスの主成分であ

るタイプⅡコラーゲンやアグリカンの発現も亢進することが報告されている 35-37)。

また髄核細胞との共培養により MSC からもタイプⅡコラーゲンの遺伝子発現が

誘導される 38)。脊索細胞由来の培養上清を使用することにより MSC は髄核様細
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胞としての機能を示すことも明らかとなっている 39)。共培養において、MSCは変

性していない椎間板由来の髄核細胞よりも変性した椎間板由来の髄核細胞のほう

が、より遺伝子の発現へ影響力を発揮することも示されており、変性椎間板の髄

核細胞と共培養したほうが、タイプⅡコラーゲンの発現が亢進する。さらに Zhang

ら 40)は、健康な椎間板に同種 MSC を移植するとプロテオグリカンの産生が亢進

することを明らかにした 41)。 

変性椎間板への細胞移植の際に、細胞単体で移植するよりも、適切な担体と同

時に移植することが有用であることが明らかにされている。担体にはフィブリン

やヒアルロン酸ゲルが使用され、MSCをそれら担体と同時に移植した方が椎間板

高を維持できることが報告されている 9, 42)。Sakai ら 43)はウサギ椎間板変性モデ

ルに、タイプⅡコラーゲンを担体にして自家骨髄MSCを椎間板に移植した。X線、

MRI で椎間板の高さを評価したところ、椎間板高さが保たれていたことが分かっ

た。髄核穿刺によるブタ椎間板変性モデルにおいて、ハイドロゲルを担体として

ヒト MSCを移植すると、移植後 6か月まで MSCは残存し、Sox9やタイプⅡコ

ラーゲンの発現が認められた 44)。また担体や細胞と共にサイトカインを投与する

方法も検討されている。Yangら 45)はウサギ椎間板変性モデルにおいて、フィブリ

ン、TGFβ-1、MSCを一緒に移植したところ、椎間板の高さの減少が抑えられた

ばかりか、タイプⅡコラーゲンの量が保たれ、細胞のアポトーシスする割合が減

少する結果を得た。ヒトから採取した MSCを、ウシ椎間板に移植した研究では、

４週間後に髄核様細胞に分化することが示された 46)。 

MSCを用いた臨床研究も始まっている。Orozcoら 23)は自家骨髄MSCを 10人

の椎間板変性症患者の変性椎間板に移植する治療を行った。移植 3 ヶ月後に腰痛

や椎間の不安定性の改善を認め、12 か月後の MRI では椎間板の水分が保たれて
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いた。しかし一方で椎間板高は保たれないといった結果となった。  また、

Yoshikawaら 24)は脊柱管狭窄症の患者にスポンジグラフトに埋め込んだ自家骨髄

MSCの移植を二人の患者に行ったところ、2年後に腰痛症状の改善を認め、X線、

CT にて椎間関節の不安定性の改善を示し、MRI にて水分が保たれたとの報告も

ある。 

 

5.  脱分化脂肪細胞(Dedifferentiated fat cell: DFAT) 

 細胞治療において、MSCは最も広く研究されている。しかし、椎間板変性疾患

の患者の多くは高齢者であり、このような患者では生体内におけるMSCの数や増

殖能が低下していることから、移植に必要な細胞数のMSCが調製できない症例が

多く存在することが明らかになっている。Matsumotoら 1)は、ヒトを含む哺乳類

の脂肪組織から単離した成熟脂肪細胞を天井培養することにより、生じてくる細

胞群が、高い増殖能と MSCに類似した多分化能を獲得することを明らかにした。

これは一端終末分化した細胞を適切な環境下で培養することで人工的に未分化な

細胞へ誘導することができることを示唆している。この成熟脂肪細胞に由来する

多能性細胞は脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell : DFAT)と呼ばれ、種々の

疾患に対する再生医療への応用が期待されている。DFAT はドナーの年齢、基礎

疾患に影響されず、少量の脂肪組織から短期間に大量調整が可能であることが明

らかにされている。従って椎間板変性症患者からも DFAT は容易に調製できるこ

とが予想される。整形外科領域では、Kikutaら 47)が、骨欠損モデルウサギや卵巣

摘出による骨粗鬆症モデルウサギに DFAT を移植することにより、骨形成が促進

することを報告している。 
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【目的】 

成熟脂肪細胞に由来する DFAT は、少量の脂肪組織から低侵襲性に大量調製が

可能なMSCに類似した多能性細胞である。ドナーの年齢や基礎疾患に影響されず

調製できるため、高齢者骨軟骨疾患に対する実用的な治療用細胞として期待でき

る。以前当教室では、椎間板穿刺による外傷性ラット椎間板変性モデルにおいて、

DFAT を局所投与することで椎間板の変性が抑制されることを報告した(中山渕志 

2015 年 日本大学大学院学位論文)。また喫煙によるラット椎間板変性モデルにお

いて、DFAT を静脈内投与することにより椎間板の変性が組織学的に抑制される

ことを報告した(宮方啓行 2016 年 日本大学大学院学位論文)。本研究では、椎

間板穿刺によるラット椎間板変性モデルに対し、DFAT を静脈内投与することに

より、椎間板変性を抑制できるか検討した。 

 

【対象と方法】 

1．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 AP15M056) を得て実

施した。雄性 Sprague-Dawley (SD)ラット(体重:約 300g、約 12 週齢)はオリエ

ンタル酵母株式会社から購入して実験に使用した。動物の飼育、実験は日本大学

医学部動物実験指針にしたがって施行した。 

 

2．細胞の調整と培養 

ラットDFATは既報 1)に従って調製した。SD ラットの皮下脂肪 1g を細切し、

振盪下に 37℃、1 時間 0.1% (w/v)コラゲナーゼ (Sigma-Aldrich) 処理を行った。

これを 250 µm のフィルターを用いて濾過した後 135G、3 分間遠心を行った。
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上清(成熟脂肪細胞分画)をリン酸緩衝バッファー (Phosphate-buffered saline; 

PBS)で洗浄後、20 %ウシ胎児血清(Fetal bovine serum; FBS, JRH Bioscience, 

Lot 6G2146)含有 Dulbecco’s modified eagle’s medium(DMEM, Invitrogen)に満

たされた T-12.5細胞培養フラスコ(BD Falcon)内に 5×104の脂肪細胞を播種し、

37℃、5% CO2 条件下で培養を行った。一週間後に培養液を除去し、フラスコを

反転し、天井面に付着した細胞を 20% FBS 含有 DMEM で通常の付着培養を行

った(図 1)。得られた DFATは 20%ウシ胎児血清含有 DMEMを用いて継代培養

を行った。培養液の交換は 3-4日毎に行った。得られた DFATは継代 5代以内に

実験に使用した。 

 ラット繊維芽細胞の採取方法は既報 48)に従い調製した。SDラットから 1 x 1cm

四方の皮膚を採取し、PBSで洗浄後、60 mm ディシュ(BD Falcon)上に付着させ

た。１時間後 10%FBS含有 DMEMに培養液を交換し、付着培養を行った。皮膚

組織から派生し増殖した繊維芽細胞は４代継代培養した後、実験に用いた。 

 

3．ラット椎間板変性モデル 

ラット椎間板変性モデルは、Issy ら 49)の方法に従って作成した。SD ラット 

(n=18)に対し、イソフルランによる吸入麻酔を行った後、X 線透視装置下に尾椎

の椎間板 Co11/Co12及び Co13/Co14を 21G 針にて、5回×6方向 (計: 30回) 穿

刺を行い、椎間板傷害を作製した。 この方法により Issyらは椎間板の変性が穿刺

1 週間後から椎間板変性が生じることを報告している 49)。また当教室でも、この

穿刺処理により穿刺１週間後から少なくとも８週間後まで持続する髄核組織の消

失を伴う椎間板変性が誘導されることを確認している（中山渕志 2015 年 日本

大学大学院学位論文）。傷害作製後、経時的に X線撮影を行い、椎間板高の変化を
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観察した。 

 

4．ラット椎間板変性モデルへの DFAT移植実験 

合計 18 頭の SD ラット(12 週齢 雄性)に対し、上記方法にて尾椎椎間板

Co11/Co12およびCo13/Co14を全周性に 30回穿刺し、椎間板変性処理を行った。

尾椎椎間板 Co11/Co12 と Co13/Co14 の間の椎間板 Co12/13 は非傷害コントロー

ルとした。 

ランダムに Control 群、DFAT 群、Fibroblast 群の 3 群（各群 n=6）に分け、

Control 群には 0.5 ml PBS を、DFAT 群は DFAT 1.0 x 106 / 0.5 ml PBS を

Fibroblast群はラット繊維芽細胞 1.0 x 106 / 0.5 ml PBSをそれぞれ傷害直後およ

び４週間後に尾静脈より静脈内注射した。投与ルート、投与細胞数、投与間隔は、

以前当教室にて行った受動喫煙モデルラットに対して DFAT 静脈内投与の有効性

を認めた研究 (宮方啓行 2016 年 日本大学大学院学学位論文)を参考に決定した。

２週間毎に尾椎(Co11〜Co14)の X線撮影を行い、椎間板高の変化を評価した。ま

た傷害８週間後に炭酸ガスによる安楽死処理を行い、尾椎椎間板組織を摘出し、

組織学的検討をおこなった。実験プロトコールを図 3に示す。 

 

5．X線学的評価  

椎間板傷害後 0週、2週、4週、6週、8週に X線撮影を施行し、椎間板高を評

価した。イソフルランによる吸入麻酔を行った後、X 線透視装置下にてラット尾

椎の椎間板高を測定した。椎間板高の X線学的評価は Issyら 49)の方法に従い行っ

た。Co11/Co12、Co12/Co13、Co13/Co14 の近位(PV : Proximal vertebra)と遠位 

(DV : Distal vertebra)の椎体の高さ、椎間板の高さ(DH : Disc height)を X線透視
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装置下に 2 mm幅のスケールをリファレンスとし、画像解析ソフト Photoshop CC 

(Adobe)を用いて測定した。そして DH インデックス(DHI)を下記の計算式を用い

て算出した。 

 

DHI = 2×(DH1+DH2+DH3)/[(PV1+PV2+PV3)+(DV1+DV2+DV3)] 

 

また、穿刺前後における DHI の変化率 (%DHI)を算出し、椎間板高の評価基準

とした (図 4)。 

 

6．組織学的評価  

椎間板傷害後 8 週目のレントゲンによる椎間板高測定後に、過量の炭酸ガス吸

入を用い安楽死処置を行った。その後、尾椎椎間板 Co10/11と Co14/15で切断し、

Co11/Co12、Co12/Co13、Co13/Co14 の椎間板を含んだ尾椎を摘出した。 直ちに 

10%ホルマリン固定し 、KCX(塩酸と EDTA の混合液)を用いて脱灰後、 パラフ

ィン包埋し、厚さ 8 µmで薄切を行い、組織切片標本を作製した。脱パラフィン処

理後に Hematoxilin and Eosin (HE) 染色、アリシアンブルー染色、マッソント

リクローム染色、サフラニン O 染色、エラスチカワンギーソン(Elastica van 

Gieson: EVG)染色を行った。作製した標本は、正立顕微鏡 BX51 (Olympus)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。 

 また各群の尾椎椎間板組織の EVG染色標本を用いて、軟骨終板近傍の微小血管

数を定量評価した。傷害椎間板(Co11/12, Co13/14)と、非傷害椎間板(Co12/13)の

軟骨終板に存在する微小血管数をそれぞれ顕微鏡下に計測し、１椎間板あたりの

血管総数を算出した。 



 14 

7 .統計学的検討 

定量データは、mean±SDまたはmean±SEで表した。連続した多群間の比較

は、Repeated measured analysis of variance (ANOVA)を行った後、Post-hoc解

析としてTurkey’s multiple comparison testにより各群間の有意差検定を行った。

また独立した多群間の比較には、One way ANOVAを行った後、Turkey’s multiple 

comparison testにより各群間の有意差検定を行った。P<0.05 を有意水準とした。

統計解析は GraphPad Prismソフトウェア(Ver5.0a)を用いて行った。 

 

【結果】 

尾椎椎間板 Co11/Co12 および Co13/Co14 に対し、椎間板傷害処理を行ったラ

ットをランダムに Control 群、DFAT 群、Fibroblast 群の 3 群に分け、それぞれ

PBS、DFAT、fibroblast を傷害直後および傷害４週間後の 2 回静脈内注射した。

Fibroblast群のうち一頭が注射後に死亡したため、Control群 n=6、 DFAT群 n=6、

Fibroblast群 n=5で評価した。 

 

① X線学的検討 

Control 群と DFAT 群の代表的な尾椎 X線像を図４に示す。X線透視装置によ

る観察において、Control 群、DFAT 群、Fibroblast 群ともに傷害椎間板である

Co11/12 および Co13/14 の椎間板間隙の狭小化が椎間板傷害２週間目から認めら

れた。この狭小化は実験終了時である傷害８週目まで持続的に認められた。PBS

を投与した Control 群に対し、DFAT を投与した DFAT 群では、椎間板傷害によ

る Co11/12および Co13/14の椎間板間隙の狭小化が軽度である傾向が認められた

（図４）。一方、非傷害椎間板である Co12/13は、各群とも椎間板間隙に明らかな
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変化は認められなかった。 

 X 線学的に椎間板高を定量し、%DHI としてその変化を評価した結果を図５に

示す。Control群、DFAT群、Fibroblast群ともに傷害椎間板である Co11/12およ

びCo13/14の%DHIの低下が傷害２週目から認められた。Control群では、Co11/12、

Co13/14ともに２週目以後も徐々に%DHIが低下し、８週目にはそれぞれ約 40%

まで低下していた。Fibroblast群では、Co11/12、Co13/14ともに Control群より

早期から%DHI が低下する傾向が認められ、８週目にはそれぞれ Control 群とほ

ぼ同等のレベル（%DHI約 40%）まで低下していた。これに対して DFAT群では、

Co11/12、Co13/14ともに傷害２週間目に%DHIの低下が認められるものの、その

後の低下が抑制される傾向にあり、８週目の%DHI は Co11/12、Co13/14 ともに

約 60％であった。統計学的解析を行った結果、Co11/12では、DFAT群は Control

群および Fibroblast群に比べ有意に%DHIが高かった。また Co13/14では、DFAT

群は Fibroblast群に比べ有意に%DHIが高かった。 

 以上の結果より、ラット椎間板変性モデルにおいて DFAT 静脈内投与は椎間板

間隙の狭小化を抑制することが明らかになった。 

 

②  組織学的検討 

椎間板傷害後８週目に尾椎の脱灰切片を作成し、各群の組織学的評価を行った。

各群の代表的は傷害椎間板組織像を図 7〜12に示す。HE染色像では Control群、

DFAT 群、Fibroblast 群ともに髄核が消失しており、これにより椎間板間隙の狭

小化をきたしている所見が認められた（図 7）。軟骨終板周囲にはしばしば炎症性

細胞浸潤を示唆する単核細胞の集積が認められた。DFAT 群では、髄核組織は消

失しているものの、線維輪の退縮は軽度であり、軟骨終板周囲の炎症性細胞の数
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も少ない傾向が認められた。マッソントリクローム染色では 3 群とも髄核消失に

伴い線維輪におけるコラーゲンマトリックスの増生がみとめられた(図 9)。DFAT

群では、Control群、Fibroblast群に比べ線維輪や軟骨終板周囲組織のコラーゲン

マトリックスの増生が強い傾向が認められた。アルシアンブルー染色像では、３

群とも髄核の消失に伴い、青に染色される髄核の軟骨基質が減少している所見が

認められた(図 10)。一方、軟骨終板の軟骨基質は３群とも保たれていた。DFAT

群では、Control 群や Fibroblast 群に比べ、線維輪と軟骨終板の間の組織に軟骨

基質が増加している傾向が認められた(図 10矢印)。硝子軟骨基質を赤く染色する

サフラニン O染色像（図 11）でもアルシアンブルー染色像と同様の所見が認めら

れ、DFAT 群では、Control 群や Fibroblast 群に比べ、線維輪と軟骨終板の間の

組織に軟骨基質が増加している傾向が認められた(図 11矢印)。EVG染色では、3

群とも髄核消失に伴い線維輪における弾性繊維の増生がみとめられた(図 12)。ま

た EVG染色では、軟骨終板周囲の微小血管を観察することが可能であった(図 13

矢印)。DFAT 群の傷害椎間板における軟骨終板周囲の微小血管は、Control 群や

Fibroblast 群に比べ増生している所見が観察された。そこで、各群の軟骨終板周

囲の微小血管数を定量比較した。その結果、傷害椎間板組織において Control群、

Fibroblast群に比べ DFAT群では、微小血管数が有意（p < 0.05）に増加してい

ることが明らかになった（図 14）。一方、DFAT投与による微小血管数の増加は、

非傷害椎間板(Co12/13)では認められなかった。 

以上の結果より、本椎間板変性モデルにおいて DFAT 静脈内投与により髄核組織

の明確な再生は起こらないが、軟骨終板周囲の微小血管の増生と、軟骨基質の増

加が誘導されることが明らかになった。 
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【考察】 

 日本大学医学部整形外科学教室では、これまでニコチン投与や受動喫煙による椎

間板変性モデルラットを確立し、種々の研究を行ってきた 50-54)。すでに受動喫煙

による椎間板変性モデルラットに対し DFAT を静脈内投与すると椎間板変性の進

行が抑制されることが明らかにされている（宮方啓行 2015年学位論文）。本研究

では、より椎間板変性の程度が著明で髄核の消失を伴う尾椎椎間板穿刺によるラ

ット椎間板変性モデルを用いた。使用した椎間板変性モデルは、Issyら 49)の既報

を参考に、尾椎に 21G 針を用いて全周性に 30 回穿刺する方法をとった。本研究

室においても、すでにこの方法で椎間板の持続的な変性が誘導されることを確認

しており、さらにこのモデルに対し DFAT を傷害椎間板に局所投与すると、椎間

板間隙の狭小化が抑制されることが示されている(中山渕志 2015年学論文)。今回、

本モデルに対する DFAT全身投与（静脈内投与）による治療効果を検討した。PBS

投与群(Control 群)、DFAT 移植群(DFAT 群)、繊維芽細胞移植群(Fibroblast 群)

の 3群で評価を行った結果、X線学的評価ではDFAT群はControl群や Fibroblast

群に比べ傷害後の%DHI が有意に高く、椎間板間隙の狭小化が抑制されることが

明らかになった。いままでに種々の細胞で椎間板変性抑制作用が報告されている

が、いずれも椎間板腔に直接移植したという研究である 55)。本研究は静脈内全身

投与により椎間板変性を抑制できる可能性を示した最初の報告であると思われる。

MSC や ASC を静脈内投与するとその大部分が肺にトラップされ、トラップされ

た局所における細胞の相互作用により種々の液性因子が分泌され、免疫制御反応

や組織再生を促すことが明らかにされている 56)。最近、Maruyamaら 57)は、免疫

性腎炎モデルラットに DFAT を静脈内投与する実験を行った。その結果、移植さ

れた DFAT は肺にトラップされ、抗炎症サイトカインである TNF-stimulated 
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gene 6 protein (TSG-6)の放出を介して、腎組織における炎症性サイトカイン IL-6

や IL12βを減少させることにより腎炎改善効果を示したことを報告している。

IL-6 などの炎症性サイトカインが椎間板変性に関与していることはすでに示され

ている 58)。したがって、本研究において静脈内投与された DFAT は TSG-6 の分

泌を介して、傷害局所における IL-6や IL12βといった炎症性サイトカインの産生

を抑制したことが、椎間板変性抑制機序の一つと推定される 57)。一方、本研究で

は移植した DFAT が傷害椎間板に集積し、治療効果を発揮した可能性については

検討していない。椎間板は無血管組織であることから、傷害部位に直接ホーミン

グする可能性は低いと思われるが、今後蛍光標識した細胞を用いた移植実験を行

って確証する必要がある。今回、細胞コントロールとして用いた線維芽細胞を静

脈内投与すると椎間板変性が促進されるという結果が得られた。この理由として、

椎間板において針穿刺の外傷による炎症を DFAT が抑制的に作用するものだとす

れば、線維芽細胞では逆に肺でトラップされることで、炎症惹起性サイトカイン

が放出され、椎間板の変性を促進した可能性が考えられる。肺でトラップされた

繊維芽細胞がどのようなサイトカインを放出するかは今後基礎研究が必要である。 

組織学的評価では、DFAT 移植 8 週目の HE 染色で DFAT 群では炎症細胞が

Fibroblast群や Control群よりも比較的少ない所見が得られた。また DFAT群で

は髄核の再生は認められなかったものの、繊維輪の細胞外マトリックスが増生し

ている所見が認められた。さらに DFAT 群では軟骨終板近傍の微小血管密度が、

Control 群や Fibroblast 群に比べ有意に高いことが明らかになった。DFAT は血

管新生因子である Vascular endothelial growth factor (VEGF)、Hepatocyte 

growth factor (HGF)などを発現分泌し、虚血部位に移植することにより高い血管

新生作用を示すことが報告されている 59-61)。したがって移植された DFATがこの
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ような血管新生因子を分泌し、傷害部位の軟骨終板近傍の血管新生を促進させた

可能性がある。一方、DFAT 群でも非傷害椎間板では、軟骨終板の血管密度の増

加は認められなかった。DFAT 投与により傷害部位のみで血管新生が起こった理

由は明確ではないが、血管新生のトリガーとして組織傷害により局所に発現、活

性化してくる何らかの因子との協調が必要なのかもしれない。今後、DFAT 移植

後の椎間板、肺組織、血液中のサイトカインの発現を PCR法など用いて検証する

ことが必要である。またMSCは組織傷害部位にホーミングしやすい性質を有して

いるため、MSCに類似した形質を有する DFATも移植後、傷害椎間板近傍に集積

し、血管新生効果を現した可能性がある。今回我々は、DFAT の静脈内投与によ

る椎間板変性作用を確認したが、今後MSCでも同様の治療効果が得られるか比較

検討することが望まれる。 

 今回の椎間板変性モデルに対する DFAT 移植実験の結果より、将来的に椎間板

変性症患者の皮下脂肪から DFAT を調製し、患者に点滴静注にて移植するといっ

た治療戦略が考えられる。現在の細胞治療による椎間板変性症の治療戦略は、変

性椎間板腔に細胞を直接注射するといった方法が主流である。実際、椎間板変性

モデル動物に対するMSC椎間板腔投与による細胞治療の研究は 22報あり、その

メタ解析ではMSCの局所投与により、椎間板変性の進行が有意に抑制されること

が報告されている 62)。一方、椎間板は無血管領域であり、椎間板腔に移植された

細胞が長期間生存し生着することは期待できないこと、また椎間板変性症は基本

的に加齢に伴う変性性疾患であるため、病変は複数の椎間板に及ぶことなどを考

慮すると、椎間板腔への局所投与による細胞治療にはその有効性に限界があるこ

とが予想される。したがって、本研究にて細胞の静脈内投与による治療効果が示

されたことは意義が大きいと思われる。このように局所投与に比べ静脈内投与の
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優位性はあるものの椎間板組織における MSC や DFAT の髄核細胞様組織への分

化による髄核の再生という点では静脈内投与では大きな期待はできないだろう。 

 今回の実験系では、椎間板の傷害後から経時的に DFATを静脈内投与しており、

変性が進行した椎間板に DFAT を投与したものではない。臨床的な加齢性変化に

よる慢性炎症モデルというよりは、傷害後すぐの急性炎症モデルといった意味合

いが強いと思われる。今後、より臨床の椎間板変性症に類似したモデルを用いて

長期間観察し、DFAT静脈内投与の治療効果を検討することが望まれる。 

 既に多くの疾患領域で自家 MSCを用いた細胞治療の臨床応用が始まっている。

しかし、椎間板変性症を対象とした場合、患者の多くは高齢者であり、自家移植

のための十分な細胞数を安定して確保することは難しい。DFATは MSCに比べ、

少量の脂肪組織から低侵襲性に調製でき、ドナーの年齢や基礎疾患に影響を受け

ない。また成熟脂肪細胞を単離してから調製するため、均質性も高く、細胞医薬

品としての開発も期待できる。このように椎間板変性症に対する細胞治療を実用

化するうえで、DFATは有望な細胞源となり得る可能性がある。 

 

【まとめ】 

椎間板穿刺によるラット椎間板変性モデルを使い、DFAT の静脈注射による椎

間板変性の抑制効果を検討した。X 線学的には、DFAT 静脈内投与は椎間板間隙

の狭小化を抑制することが明らかになった。組織学的には、DFAT 静脈内投与に

より髄核組織の明確な再生は起こらないが、軟骨終板周囲の微小血管の増生と、

椎間板軟骨基質の増加が誘導されることが明らかになった。DFAT は高齢者から

も低侵襲性に採取・調製が可能であり、また外来での施行も可能であることから、

椎間板変性症に対する有望な治療法となる可能性が示唆された。 
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図 1. DFATの調製法 
 

動物から皮下脂肪組織を 1～2gを採取し、コラゲナーゼ処理を行い、低速遠心分
離をかけることにより、成熟脂肪細胞が表層に遊離し、他の細胞は沈降する。浮

遊した成熟脂肪細胞分画を採取し、培地(20%FBS/DMEM)を満たしたフラスコ内
で一週間培養する。脂肪細胞はフラスコ内で天井側に移動し付着する。培養 3日
目頃から非対称分裂を始め、繊維芽細胞様の形態を示す DFATが産生される。7
日後にフラスコを反転させ、通常の付着培養を行うことにより DFATは増殖速度
を速め、約 14日でコンフルエントに到達する。 
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図 2. 椎間板の解剖 
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図 3：実験プロトコール 

 

合計 18頭の SDラット(12週齢 雄性)に対し、X線透視下に 21G針を用いて尾
椎椎間板 Co11/Co12および Co13/Co14を全周性に 30回穿刺し、椎間板傷害処理
を行った(左図矢印)。Control群、DFAT群、Fibroblast群 (各群 n=6)に分け、
Control群は 50 µl PBSを、DFAT群は DFAT 5 x 104/50 µl PBSを、Fibroblast
群は 5 x 104/50 µl PBSをそれぞれ傷害直後および 4週間後に静脈内注射した。 

２週間毎に尾椎の X線撮影を行い、椎間板高を評価した。8週間後に炭酸ガスに
よる安楽死措置を行い、尾椎椎間板組織を摘出した。K-CXにて脱灰した後、パラ
フィンブロックを作成した。その後、厚さ 3 µmで薄切を行い、HE 染色、アリシ
アンブルー染色、マッソントリクローム染色、サフラニン O染色、EVG染色を行
い、組織学的に評価した。 
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図 4：椎間板高の評価法 
 

椎間板高の定量は、スケールと共に尾椎のX線撮影を行い、Co11/Co12、Co12/Co13、
Co13/Co14 の近位(PV)と遠位(DV)の椎体の高さ、椎間板の高さ(Disc Height:DH)
を X線透視装置下に 2mm 幅のスケールをリファレンスとし、椎間板の高さ DH
と隣接する椎体の長さ PV(Proximal Vertebra)+DV(Distal Vertebra)の比として、
DHインデックス(DHI)を計算した。矢印は傷害椎間板を示す。傷害による椎間板
高の変化は、椎間板傷害前の DHIに対する傷害後の DHI比率 (%DHI)を算出し
て評価した。写真は文献 49)から引用改変。 
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図 5： Control群と DFAT群の椎間板の X線学的評価 

 
Control 群と DFAT 群の代表的な X 線像を示す。Control 群では 2 週後より傷害
椎間板（矢印）が狭小化し 8週間後まで改善が認められなかった。これに対しDFAT
群では傷害椎間板の狭小化が Control群に比べて軽度であった。 
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図 6：DFAT移植による椎間板高(%DHI)の変化 
 
Co11/12､Co13/14ともに Control群や Fibroblast群に比べ、DFAT群では傷害後
の%DHIの低下が軽度であった。グラフはmean±SEを示す。*: p < 0.05, ***: p 
< 0.005 (Repeated measures ANOVA, Turkey’s multiple comparison test) 
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図 7：DFAT移植による傷害椎間板の組織学的変化(HE染色像) 

 
各群のマウスは傷害 8週間後に尾椎椎間板組織を摘出し、K-CXにて脱灰した後、
パラフィン切片標本を作製した。各群の傷害椎間板の組織学的変化を光学顕微鏡

にて評価した。写真は各群の代表的な HE染色像を示す。左上の写真はコントロ
ールとして非傷害椎間板の組織像を示す。Uninjuredにおいて中央に見える組織
が髄核組織である。その周りを同心円状に囲っている組織が線維輪である。

Uninjured以外の三群では髄核組織が消失していることが分かる。髄核組織が消
失したことにより、PBS群、DFAT群、Fibroblast群において近位、遠位の終板
間隙の狭小化が認められる。PBS群の右上の矢印は終板を示す。Scale bar: 300 µm 
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図８：DFAT移植による傷害椎間板の組織学的変化(HE染色強拡大像) 
 
写真は各群の線維輪周囲の代表的な HE染色像（強拡大像）を示す。DFAT群は
PBS群、Fibroblast群に比較して、炎症性細胞が少ないことが分かる。左上の写
真はコントロールとして非傷害椎間板の組織像を示す。Scale bar: 10 µm 
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図９：DFAT移植による傷害椎間板の組織学的変化 

(マッソントリクローム染色像) 
 
各群のマウスは傷害 8週間後に尾椎椎間板組織を摘出し、K-CXにて脱灰した後、
パラフィン切片標本を作製した。各群の傷害椎間板の組織学的変化を光学顕微鏡

にて評価した。写真は各群の代表的なマッソントリクローム染色像を示す。マッ

ソントリクローム染色ではコラーゲンマトリックスが青く染色される。DFAT 群
では PBS 群、Fibroblast 群に比べ、線維輪とその周囲組織が強く染まっている。
左上の写真はコントロールとして非傷害椎間板の組織像を示す。Scale bar: 300 
µm 
 
  



 31 

 
 
 

図１０：DFAT移植による傷害椎間板の組織学的変化(アルシアンブルー染色像) 
 
各群のマウスは傷害 8週間後に尾椎椎間板組織を摘出し、K-CXにて脱灰した後、
パラフィン切片標本を作製した。各群の傷害椎間板の組織学的変化を光学顕微鏡

にて評価した。写真は各群の代表的なアルシアンブルー染色像を示す。左上の写

真はコントロールとして非傷害椎間板の組織像を示す。アルシアンブルー染色は

軟骨基質を青く染色する。DFAT 群では、矢印に示すように線維輪と軟骨終板の
間質に蓄積した軟骨基質を認めた。Scale bar: 300 µm 
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図 1１：DFAT移植による傷害椎間板の組織学的変化(サフラニン 0染色像) 

 
各群のマウスは傷害 8週間後に尾椎椎間板組織を摘出し、K-CXにて脱灰した後、
パラフィン切片標本を作製した。各群の傷害椎間板の組織学的変化を光学顕微鏡

にて評価した。写真は各群の代表的なサフラニン O染色像を示す。サフラニン O 
染色は軟骨基質を赤く染色する。左上の写真はコントロールとして非傷害椎間板

の組織像を示す。DFAT 群では矢印に示すように線維輪と軟骨終板の間質に蓄積
した軟骨基質が有意に認められた。Scale bar: 300 µm 
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図 1２：DFAT移植による傷害椎間板の組織学的変化(EVG染色像) 

 
各群のマウスは傷害 8週間後に尾椎椎間板組織を摘出し、K-CXにて脱灰した後、
パラフィン切片標本を作製した。各群の傷害椎間板の組織学的変化を光学顕微鏡

にて評価した。写真は各群の代表的な EVG染色像を示す。左上の写真はコントロ
ールとして非傷害椎間板の組織像を示す。EVG染色は弾性繊維を紫色に染色する。
PBS群、DFAT群、Fibroblast群共に弾性繊維の増生が認められた。Scale bar: 300 
µm 
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図 1３：DFAT移植による傷害椎間板の組織学的変化(EVG染色像) 

 
各群のマウスは傷害 8週間後に尾椎椎間板組織を摘出し、K-CXにて脱灰した後、
パラフィン切片標本を作製した。各群の傷害椎間板の組織学的変化を光学顕微鏡

にて評価した。写真は図12で示した各群の代表的なEVG染色像の拡大像を示す。
左上の写真はコントロールとして非傷害椎間板の組織像を示す。矢印は軟骨終盤

の微小血管を示す。Scale bar: 100 µm 
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図 1４：DFAT移植による軟骨終板近傍の微小血管数の変化 

 
各群の尾椎椎間板組織の EVG染色標本を用いて、軟骨終板近傍の微小血管数を定
量評価した。傷害椎間板(Co11/12, Co13/14)と、非傷害椎間板(Co12/13)の軟骨終
板に存在する微小血管数をそれぞれ顕微鏡下に計測し、１椎間板あたりの血管総

数を算出した。グラフはmean±SDを示す。群間比較した結果、傷害椎間板組織
において Control群、Fibroblast群に比べ DFAT群では微小血管数が有意に増加
していることが明らかになった。*: p<0.05 (One way ANOVA, Turkey’s multiple 
comparison test) 
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