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研究成果の概要（和文）： 腰椎椎間板変性は腰痛の一因であり、ヘルニアや狭窄症を引き起こす。しかし実際
に椎間板変性を改善する薬はない。我々は、選択的c-Fos/AP-1阻害薬(T-5224)を用いて椎間板変性抑制効果およ
び疼痛抑制効果を検討した。椎間板変性モデルラットにT-5224あるいは偽薬(PVP)を投与し、椎間板変性の進行
抑制効果を検討したところ、X線、MRI、組織検査で有意に変性が抑制され、さらに熱刺激による疼痛抑制効果を
検証したところ、有意に疼痛抑制効果が確認された。これらから椎間板性腰痛患者にとってT-5224 内服により
椎間板変性が抑制され、同時に痛みが緩和する可能性があることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：Lumbar intervertebral disc (IVD) degeneration is attributable mainly to LBP,
 called discogenic pain, which often leads to disc herniation presenting as sciatica. We 
investigated the effects of inhibition of c-Fos/AP-1（T-5224）on IVD degeneration and associated 
pain. We used a tail disc percutaneous needle puncture method to further assess the effects of oral 
administration of T-5224 on IVD degeneration. Analysis of x-ray, MRI findings, and histology 
revealed that IVD degeneration was significantly mitigated by T-5224. Further, oral administration 
of T-5224 ameliorated pain as indicated by the extended tail-flick latency in response to heat 
stimulation of rats with needle-puncture-induced IVD degeneration. T-5224 prevented disc 
degeneration, and oral administration of T-5224 extended the tail flick latency as a measure of heat
 stimulation in the rat tail-puncture model. These findings suggest that the inhibition of 
c-Fos/AP-1 prevents disc degeneration and its associated pain.

研究分野： 脊椎椎間板、脊椎疾患、遺伝子解析
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腰椎椎間板変性は、脊柱管狭窄症、ヘルニア、腰痛の原因の一つである。これらの疾患は若年-中高年まで労働
生産性の高い年代に患うことが多い。現在臨床応用可能な椎間板変性抑制の薬はなく、早期臨床応用可能な治療
法の開発は急務である。椎間変性が抑制できれば、多くの腰痛や狭窄症に悩む患者にとって非常に朗報である。
c-fos/AP-1阻害薬（T-5224）は、動物実験レベルでは椎間板変性抑制作用とその関連痛を抑制した。この薬は実
際にヒトへの投与も可能であり、実際に臨床的効果が得られれば、労働生産性の向上など社会的利益も大きい点
で、極めて有益な研究であると確信する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
炎症を惹起させる IL-1b は、転写因子 AP-1 を介して軟骨や椎間板を分解する蛋白分解酵素であ
る MMP3,MMP13 や ADAMTS4,5 の発現を上昇させる。その抑制因子として、我々の研究協力
者が作成した低分子化合物である c-fos/AP-1 阻害剤を用いると、椎間板変性抑制が起きる可能
性がある。この AP-1 候補薬(T5224)はヒトへの投与も可能であり、もし変性抑制が起きれば、
社会的貢献度は大きいと考える。 
 
２．研究の目的 
 
臨床応用を目指してこの候補薬（AP-1 阻害剤）をマウスに経口投与させ、椎間板穿刺モデルを
用いて、椎間板変性抑制が実際に可能かどうかを検討することである。 
 
３．研究の方法 
 
1. c-Fos/AP-1 阻害による椎間板変性抑制 
手術時のヒト椎間板より採取した髄核細胞を用い、単層培養下で IL-1b による刺激を加え、c-Fos
とその下流の遺伝子発現の変化と、c-Fos/AP-1 の特異的阻害薬（T-5224）4 による影響を解析し
た。 またマウスの椎間板の器官培養モデルに対して、同様に IL-1b 刺激を加え、RT-PCR と組
織学的染色法・免疫組織化学を用いて遺伝子発現の変化とその局在を解析し、さらに T-5224 に
よる変化を評価した。次に、尾椎椎間板へ針を穿刺し、椎間板変性モデルラット 5 を作成した。
これに対して T-5224 あるいは偽薬を経口投与し、椎間板変性の進行抑制効果を qPCR、X 線画
像での椎間板高、MRI での T2 値、組織学的スコア 6 を用いて比較検討した。 
2. c-Fos/AP-1 阻害の疼痛に対する影響 
まず Fluoro-gold を用いた逆行性神経回路標識を行い、ラット尾椎 6/7 椎間板を神経支配する背
側後神経節の高位を同定した。尾椎 6/7 椎間板へ針穿刺による椎間板変性を導入したラットに
対して、T-5224あるいは偽薬を経口投与し、責任高位の後根神経節での遺伝子発現を評価した。
また、ラット尾への熱刺激による Tail flick 動作の潜時を測定し、疼痛行動学的評価を行った。 
 
４．研究成果 
 
1. ヒト髄核細胞への c-Fos/AP-1 阻害による椎間板変性抑制 (In vitro)  
ヒト髄核細胞への IL-1b 刺激により c-Fos の mRNA レベル、蛋白レベルで発現の増加がみられ
(Fig.1 a, b）、MMP-3, 13、ADAMTS-5、IL-1b の遺伝子発現が有意に増加した。この増加は T-5224
投与により濃度依存的に抑制された（Fig. 1c）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1. ヒト髄核細胞に対する c-Fos/AP-1 阻害 
2. マウス椎間板器官培養における椎間板変性抑制 (Ex vivo) 
器官培養したマウス椎間板への IL-1b 刺激により、c-Fos の遺伝子発現とその下流に位置する
Mmp-3, 13、Adamts-5、Il-1b の発現が増加し、一方で Col2a1 の発現は低下した。T-5224 により
濃度依存的に Mmp-3, 13、Adamts-5、Il-1b の遺伝子発現は抑制され、Col2a1 の発現は上昇した。
器官培養椎間板に対するサフラニン O 染色では、IL-1b 刺激により椎間板の線維輪内層と椎体
終板における染色性が低下したが、T-5224 により染色性の改善がみられた。 



3.ラット尾椎椎間板への針穿刺により、c-Fos の遺伝子発現は有意に上昇した。偽薬群と比較し
て T-5224 群では、尾椎椎間板における Mmp-13 の遺伝子発現は有意に抑制され、Mmp-3, 
Adamts-5 の遺伝子発現は抑制される傾向にあった。X 線画像の評価では、穿刺後 8 週時点にお
いて、偽薬群と比較し、T-5224 群で椎間板高が有意に保たれていた(Fig. 2b)。また、MRI での
T2 値は、穿刺後 8 週時点で偽薬群と比較して T-5224 群で有意に高く(Fig. 2c, d)、組織学的スコ
アも有意に改善していた(Fig.2e)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 2. 椎間板穿刺モデルに対する c-Fos/AP-1 阻害の効果 
a. ラット尾椎椎間板穿刺モデルを用いた実験プロトコール、b. 椎間板高の比較、c. MRIT2 値
の比較、d. MRI の代表的画像、e. 組織学的スコアを用いた比較、*; p<0.05、Half; 半分穿刺、
full; 貫通 
 
4. c-Fos/AP-1 阻害の疼痛に対する影響 
逆行性神経回路標識により、ラット尾椎第 6/7 椎間板への神経支配は、S2-4 後根神経節と判断
された。ラット尾椎椎間板への針穿刺後 1 週時点で、S2-4 後根神経節における Ngf, Calca, Pdyn
の遺伝子発現は増加した。偽薬群と比較し、T-5224 群では、Pdyn の遺伝子発現は有意に抑制さ
れた。また、穿刺後 8 週における熱刺激に対する flick 動作の潜時は、偽薬群と比較し、T-5224
群で有意に延長していた。 
  
考察 
ヒト髄核細胞の単層培養、マウス椎間板の器官培養において、IL-1 b により惹起された ECM 蛋
白分解酵素の発現増加は、選択的 c-Fos/AP-1 阻害薬により濃度依存的に抑制された。ラット尾
椎椎間板穿刺モデルにおいて、選択的 c-Fos/AP-1 阻害薬の経口投与により、画像（X 線、MRI）
的・組織学的に椎間板変性が抑制された。さらに、尾椎椎間板穿刺で後根神経節の疼痛関連遺
伝子発現の変化が惹起されるが、これに選択的 c-Fos/AP-1 阻害薬を経口投与すると、Pdyn の発
現が抑制され、さらに Tail flick テストでの解析で疼痛に対する閾値を優位に上昇させた。これ
らの結果は、c-Fos/AP-1 阻害により脊椎椎間板変性の進行を阻止することができ、さらに疼痛
の軽減にも働くことを示唆している。本研究で用いた c-Fos/AP-1 の特異的阻害薬は、ヒトに対
しても経口投与可能な薬剤であり、椎間板変性と椎間板関連疼痛に対する治療に対して、応用
可能になると考えられる。 
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