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研究成果の概要：椎間板変性抑制が腰痛対策として有効な手段になりうると考え、実験を行っ
た。椎間板が有する shock absorber としての働きには高い含水性を持つアグリカンを中心とし
た、プロテオグリカンが大きな役割を果たしている。アグリカンは特定の部位で Matrix 
Metalloproteinase や ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin-like repeat) ファミリーに属するいくつかのメタロプロテアーゼにより切断
される。以上より、変性椎間板に発現している adamts5 遺伝子を siRNA （small interfering 
RNA）を用いて knock down することにより、椎間板変性を抑制させることが可能か否かを検
討した。研究の方法として、in vitro と in vivo 研究を行った。in vitro 研究は家兎髄核細胞を
用いて、adamts5 遺伝子を knock down するために、siRNA を作成し、単層培養の髄核細胞
にトランスフェクションし、real-time PCR 法を用いて adamts5 遺伝子の knock down 率を
検討した。その結果、アルジネートビーズ培養下で、adamts5 siRNA が取り込まれることが
分かった。adamts5 の knock down が可能であるかを検討したところ、コントロール siRNA
に比べて adamts5 siRNA は約 70%の knock down 率を示した。in vivo 研究では、家兎椎間
板変性モデル（puncture model）を椎間板を 18G 針にて穿刺し作成し、無穿刺対照群と比較
検討した。adamts5 siRNA 投与群と control siRNA 群を作成し、2 週間毎に単純 X 線像で椎
間板高を測定した。注入後 8 週間経過観察し、屠殺後 MRI および組織学的検討を行った。MRI
は T2 像の輝度を 4 段階に分類しスコア化することにより評価した。組織は、椎間板組織の正
中矢状断面をサフラニン-O、およびヘマトキシリンにて染色し、組織評価スコアによって評価
した。結果は、椎間板高には変化を認めなかったものの、adamts5 siRNA を投与した群では
髄核部の輝度が、コントロール siRNA よりも有意に高く、高い水分含量を反映していた。組
織学的なスコアでも adamts5 siRNA 投与群で有意な変性の抑制が認められた。以上より、椎
間板髄核変性において、adamts5 は主要な役割を果たしていると考えられ、adamts5 siRNA
を用いることにより椎間板変性を抑制し、腰痛を予防できる可能性があることがわかった。 
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１．研究開始当初の背景 
腰痛の生涯罹患率は高く、全人口の 75～

80％に達するといわれている。腰痛は若年者
や成壮年層にも多くみられることから腰痛
による労働生産性の低下も問題とされ、社会
的損失も大きいことが指摘されている。腰痛
の原因は様々であるが、腰椎椎間板変性が主
要因としてあげられる。椎間板変性は 20 歳
代という若年層より発症することが解って
おり、椎間板ヘルニアなどの椎間板疾患の原
因となる。 

かかる観点より椎間板変性抑制が腰痛対
策として有効な手段になりうると考えた。 

椎間板は加齢やさまざまな原因により変
性を起こし、その結果 shock absorber として
の機能が低下する。その shock absorber とし
ての働きには高い含水性を持つアグリカン
を中心とした、プロテオグリカンが大きな役
割を果たしている。アグリカンは特定の部位
で Matrix Metalloproteinase や ADAMTS 
(a disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin-like repeat) ファミリーに
属するいくつかのメタロプロテアーゼによ
り切断される。そこで我々は変性椎間板に発
現しているadamts5遺伝子を siRNA （small 
interfering RNA）を用いて knock down す
ることにより、椎間板変性を抑制させること
を試みた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、adamts5 の椎間板変性抑制効果を
検討し、椎間板変性治療への応用の可能性を
探ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
siRNAの作成：家兎髄核細胞を用いて、
adamts5 遺伝子をknock down するために、
siRNAを作成した。 
in vitroにおける評価：作成したオリゴsiRNA
を用いて、単層培養の髄核細胞にトランスフ
ェクション (Trans it TKO、Takara)し、
real-time PCR法を用いてadamts5 遺伝子の
knock down 率を検討した。同時にadamts5
発現量を検討した。続いて椎間板変性の環

境下を念頭において、家兎髄核細胞をIL-1β
投与下に同様に培養し、adamts5 の発現の上
昇と、siRNAによるknock downの程度を検
討した。さらにsiRNAトランスフェクション
を家兎髄核細胞のアルジネートビーズ培養
でも解析し、adamts5 がknock downできる
かを検討した。アルジネートビーズ培養下、
および家兎椎間板変性モデルに投与する実
験に関しては、in vivoでより安定性が高い
siSTABLE adamts5 siRNA (Dharmacon)を
導入補助剤を用いずに使用した。 

の

おける評価：in vivoに 家兎椎間板変性モデル

．研究成果 
評価

（puncture model）として、椎間板（L2/3、

4/5）を 18G 針にて穿刺して椎間板変性を惹
起し、L3/4 は無穿刺対照群とした。adamts5 
siRNA投与群（n=8, 椎間板数 16, 各椎間板
に 10g/lの濃度で 10ul投与）とcontrol 
siRNA群  (n=8, 椎間板数 16, 各椎間板に
10g/lの濃度で 10ul投与)を作成し、2 週間
毎に単純X線像で椎間板高を測定した。注入
後 8 週間経過観察し、屠殺後MRIおよび組織
学的検討を行った。MRIはT2 像の輝度を 4
段階に分類しスコア化（modified Thompson 
classification）することにより評価した。組
織は、椎間板組織の正中矢状断面をサフラニ
ン-O、およびヘマトキシリンにて染色し、組
織評価スコアによって評価した。 
 
４
in vitroにおける  

価 
l , adamts5）それ

ぞ

 

β刺激下での siRNA の評価 
、

a l で
ピ

る

トビーズ培養下で、adamts5 
si

検 コ

１）siRNA オリゴの評
作成した siRNA（contro
れを髄核細胞に導入して knock down 率を

検討すると、コントロール siRNA に比べて
約 70%の knock down を認めた。この knock
down 効果は 1 週間以上持続することを確認
した。 
２）IL-1
家兎髄核細胞への IL-1β添加により

damts5 の発現は有意に上昇し、10ng/m
ークに達した。IL -1β 10ng/ml 存在下で、

adamts5 siRNA をトランスフェクションす
と、この状況下でも、コントロール siRNA

と比べて 80%の knock downが可能であった。
３）アルジネートビーズ培養下での adamts5 
knock down 
アルジネー
RNA が取り込まれ adamts5 の knock 

down が可能であるかを 討したところ、
ントロール siRNA に比べて adamts5 siRNA
は約 70%の knock down 率を示した。 
in vitroにおける評価 
１）レントゲンによる椎間板高の変化 

RNA
群

した群では、L2/3、
L4

トロール siRNA の組織
像

少

コントロール siRNA 群、adamts5 si
における椎間板高は、注入後の 8 週までの

観察で、統計学的な有意差は認めなかった。 
２）MRI を用いた評価 

adamts5 siRNAを投与
/5 において髄核部の輝度が、コントロール

siRNA よりも有意に高く、高い水分含量を反
映しており、椎間板変性が抑制されたと考え
られた(p = 0.02)。 
３）組織学的評価 
注入 8 週後のコン
では、穿刺により髄核細胞の減少、細胞外

マトリックスの減少が認められた。一方、
adamts5 siRNA 投与群では、髄核細胞の減

が軽微であり、またマトリックスの変性も
抑制されていた。線維輪と髄核との境界領域
においても、変性抑制が認められた。組織学



的なスコアでも adamts5 siRNA 投与群で有
意な変性の抑制が認められた (p = 0.03)。 

 
結語 

髄核変性において、adamts5 は主要な
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椎間板
役割を果たしていると考えられた。adamts5 
siRNA を用いることにより椎間板変性を抑
制し、腰痛を予防できる可能性があることが
わかった。 
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