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研究成果の概要（和文）：定常酸素、HGF非投与であるコントロール群と比較し低酸素刺激で細胞増殖は軽度促
進し、HGFの投与により有意に促進した。定常酸素、HGF非投与であるコントロール群と比較し低酸素刺激で
HIF-1α発現の増加を認めた。また、低酸素刺激に加え、HGFの投与によりさらにHIF-1α発現は増加した。
siHIF-1αを導入し低酸素環境下で培養すると髄核細胞の細胞増殖能は有意に低下した。低酸素刺激とHGF投与に
より促進された細胞増殖能はMAPK阻害剤の投与で有意に低下した。低酸素刺激とHGF投与により増加したHIF-1α
タンパクは、pERKタンパクの発現とともに、MAPK阻害剤の投与により発現が抑制された。

研究成果の概要（英文）：In experiments conducted without HGF treatment, cell proliferation increased
 under 2% O2, compared to that observed with cells grown under 20% O2. Under hypoxic condition, HGF 
treatment significantly increased cell proliferation at culture days 5 and 7, compared to that 
observed in no-HGF treatment control cells. In addition, PD98059 significantly inhibited cell 
activity at culture days 5 and 7, compared to that observed in HGF treatment control cells under 2% 
O2. HIF-1α expression was induced by hypoxic stimulation and further enhanced by HGF. PD98059 
reduced pERK expression in NP cells, and suppressed HIF-1α expression which is enhanced by hypoxia 
and HGF.

研究分野： 整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の結果から、髄核細胞において、低酸素刺激およびHGF投与がHIF-1αを介して細胞増殖を促進し、その経路
にMAPK経路が関与していることが明らかになった。
近年、髄核細胞におけるHIF-1α発現調節にヒストン脱アセチル化酵素やヒートショックプロテイン70、成長因
子であるCCN2などが関与していることが報告され、椎間板変性の病態解析や治療法への応用が注目されている。
本研究の結果からHGF/c-MetシグナルもHIF-1α発現調節を介して椎間板細胞の恒常性の制御に関与していると考
え、今後のさらなるメカニズムの解析が必要と考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腰痛は病院を受診する主訴として多くの割合を占めている．腰痛発症の原因の一つとして椎間

板変性が挙げられている．椎間板は中心部の髄核と周囲の線維輪の２つのパートで構成され，

体幹の可動性と支持性に重要な役割を果たしている．椎間板変性が生じ，椎間板の機能が破綻

すると，腰痛が引き起こされ，時として脊柱由来の神経症状までを生じさせる．椎間板は力学

的ストレス，reative oxygen species（ROS），炎症性サイトカインなどのさまざまな外的スト

レスにさらされている．これらの外的ストレスが過剰になると髄核細胞の増殖能が低下し，ア

ポトーシスが進行，基質分解が促進することで椎間板変性が生じると報告されている．椎間板

変性を抑制し，腰痛や神経症状の発症を予防あるいは治療するためには髄核細胞の増殖能を促

進し，アポトーシスや基質分解を抑制することが必要であるが，未だ有効な治療法は確立され

ていない．椎間板は人体最大の無血管組織であり，NFは生理的に低酸素状態にあることが知ら

れている．これに加えて，髄核細胞の増殖能が低いことから，NFがいったん変性すると自己修

復は期待できないとされている．椎間板変性に対する生物学的な治療アプローチとして，これ

まで細胞移植，遺伝子導入，成長因子を用いた，単独あるいは組み合わせでの方法による治療

効果が検討されてきた．これらの中でも成長因子は最も簡便で副作用が少ないという利点があ

り，transforming growth factor（TGF）-β，insulinlike growth factor（IGF，platelet-derived 

growth factor（PDGF）などについての椎間板への効果が報告されている． 

 
２．研究の目的 
われわれは，今までに hepatocyte growth factor（HGF）は特異的受容体である c-Met を介し

てシグナルを伝達し，髄核細胞において細胞増殖を促進し，アポトーシス，炎症，基質分解を

抑制することを報告した(Ishibashi H, J Orthop Res. 2016.)。しかし，髄核細胞内の HGF/c-Met

シグナルの詳細な検証は行われていない．hypoxia inducible factor-1（HIF-1）は低酸素状態

の細胞にて誘導される転写因子であり、その Subtype の一つである HIF-1αは関節軟骨基質の

保護効果を持ち，低酸素組織である関節軟骨において不可欠な役割を果たし，変形性関節症の

発症機序に関与していることが報告されている．加えて，髄核細胞において HIF-1αが発現し

ていることが明らかにされ，低酸素刺激により増加し髄核細胞において基質代謝を促進し，恒

常性維持に関与すると報告されている．また，外的ストレスにより HIF-1αの発現が低下する

と基質代謝は抑制され，椎間板変性を促進することが報告されている．われわれは，HGF が髄

核細胞の細胞増殖を促進する機序に HIF-１α が関与していると仮説を立て，検証を行うことを

目的とした．  

 
３．研究の方法 
1) 日本白色家兎（雄性、12-14 週齢）の椎間板組織から髄核細胞を単離し、単層培養を行う。 

2) HGF 投与し，20％,2％酸素下で培養し、細胞増殖能を WST-8 法で、HIF-1αタンパクの発現

を Western Blotting 法を用いて評価した。  

3) HGF 投与し 2％酸素下で培養した髄核細胞において HIF-1αを Knockdown し、細胞増殖能と

HIF-1αタンパクの発現を評価した。 

4) HGF を投与した髄核細胞に MAPK 阻害剤である PD98059 を投与後、2％酸素下で培養し、細胞

増殖能と HIF-1αタンパク、pERK タンパク発現を評価した。 

 
４．研究成果 

定常酸素、HGF 非投与であるコントロール群と比較し低酸素刺激で細胞増殖は軽度促進し、HGF

の投与により有意に促進した。 定常酸素、HGF 非投与であるコントロール群と比較し低酸素刺



激で HIF-1α発現の増加を認めた。また、低酸素刺激に加え、HGF の投与によりさらに HIF-1α

発現は増加した。 我々が設計・作成した siHIF-1αによって HIF-1α発現が抑制されることを

確認した上で、siHIF-1α を導入し低酸素環境下で培養すると髄核細胞の細胞増殖能は有意に

低下した。低酸素刺激と HGF 投与によって促進された細胞増殖能は MAPK 阻害剤の投与により有

意に低下した。低酸素刺激と HGF 投与によって増加した HIF-1αタンパクは、pERK タンパクの

発現とともに、MAPK 阻害剤の投与により容量依存性に発現が抑制された。 

今回の結果から、髄核細胞において、低酸素刺激および HGF 投与が HIF-1αを介して細胞増殖

を促進し、その経路に MAPK 経路が関与していることが明らかになった。 

近年、髄核細胞における HIF-1α発現調節にヒストン脱アセチル化酵素やヒートショックプロ

テイン 70、成長因子である CCN2 などが関与していることが報告され、椎間板変性の病態解析

や治療法への応用が注目されている。 

本研究の結果から HGF/c-Met シグナルも HIF-1α発現調節を介して椎間板細胞の恒常性の制御
に関与していると考え、今後のさらなるメカニズムの解析が必要と考える。 
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