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研究成果の概要（和文）：腰痛の原因のひとつに椎間板変性がある。本研究では腰椎椎間板の変

性過程を解明することにより、遺伝子治療による新たな腰痛治療法について研究を行った。椎間

板の変性モデルを作成し、椎間板の変性過程において、変性を促進する特定の遺伝子が発現して

いることを明らかにした。これらの遺伝子の発現を抑制し、さらに椎間板器質を再生させる遺伝

子を導入することにより、最小侵襲での腰痛治療の開発を可能にした。 

 
研究成果の概要（英文）：The degeneration of lumbar vertebral disc is supposed to be a cause 
of chronic low back pain. We demonstrated the pathomechanism of disc degeneration and 
developed a gene therapy for the treatment of disc degeneration. This study successfully 
proposed the less invasive treatment for chronic low back pain. 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：人間医工学・医用システム 
キーワード：椎間板変性、遺伝子治療、RNA 干渉、超音波、再生医療、蛋白分解酵素、Fas-Ligand 
 
１．研究開始当初の背景 

厚生労働省の国民生活基礎調査によると腰痛は有

訴者率の最も高い疾患であり、患者本人はもとよ

り治療費を含めた社会に対する損失も大きい大変

重要な疾患である。腰痛の原因として、椎間板の

変性が深く関与していることが知られているが、

椎間板の変性そのものを治療する方法は現存しな

い。従って、より小さな侵襲で、椎間板の本来の

機能をできるだけ温存するような新たな治療法の

開発が望まれている。 

最近、幹細胞や自家軟骨培養細胞移植を応用した

軟骨の再生医療が進歩し、臨床応用も行われてい

る。しかし、変性椎間板においては臨床応用可能

な再生医療は未だ確立していない。変性組織を再

生させうる手段として遺伝子を用いた手法があり、



血管細胞などにはすでに応用されている。しかし

一方で、ウイルスベクターを用いることに対する

安全面での懸念やコストの問題もあり、解決すべ

き問題点も数多く残っている。以上より、ウイル

スベクターや高額な機材を用いずに安全かつ効率

的に遺伝子を導入する方法の開発が強く求められ

ている。 

２．研究の目的 

本研究では、臨床応用可能なより安全で効率の

高い遺伝子導入法の開発を行い、その手法を応用

して治療遺伝子を椎間板内に導入することにより

変性椎間板を再生させることである。また、RNA

干渉法と呼ばれる新しい手法を椎間板に応用する。

RNA 干渉とは、ある遺伝子配列を標的として人工

的に作られた短い RNA 鎖 (siRNA) が存在すると

き、この遺伝子発現を特異的にブロックする方法

である。本研究の目的のひとつは、遺伝子導入に

より椎間板の再生を促進させることと同時に RNA

干渉法により椎間板の変性に関連する負の要素

（遺伝子発現）をブロックすることにより、効率

よく椎間板の再生を促進させることが可能で椎間

板性腰痛の有力な治療法を開発し、安全で長期的

に最も有効となりうる低侵襲腰痛治療法を確立す

ることである。 

 
３．研究の方法 

１） 治療遺伝子の決定とプラスミドの作成と正

常椎間板をもちいたin vivo治療遺伝子導入実験 

 in-vivo の研究として、麻酔下にラット尾椎椎

間板にマイクロシリンジを用いてマイクロバブ

ルと標識遺伝子をコードするネイキッドプラス

ミド(naked plasmid)の混合液を注入し、その後

超音波を照射する。一定期間後（1 週間）にラッ

トを屠殺し、髄核を回収し、髄核における導入遺

伝子の発現を評価する。次に変性した椎間板につ

いても遺伝子の導入が可能かどうかを調査する

ために、椎間板変性モデルを用いて同様の実験を

する。次に、標識遺伝子導入で明らかにした最適

の超音波強度とマイクロバブルの濃度を用いて

治療遺伝子の導入を行う。有用な治療遺伝子の同

定を行った後に治療遺伝子を椎間板内に導入し、

椎間板再生に必要な基質（プロテオグリカンやタ

イプ２コラーゲンなど）の合成や量を評価する。 

（１）有用な治療遺伝子の同定 

現在までに報告されている基質（特にプロテオグ

リカンおよびタイプ２コラーゲン）の合成を刺激

するような増殖因子（TGF-1, BMP-2, IGF-1 など）

や基質の分解を抑制する因子（TIMP-1 など）を導

入した遺伝子を培養細胞内にin vitroで導入する

基礎実験を行う。 

（２）プラスミド（plasmid）の作成 

（３）新たに作成したプラスミドをもちいて in 

vitro あるいは in vivo で遺伝子導入し、基質

の産生などの生物学的効果について評価する 

２）RNA 干渉を応用した内因性遺伝子の発現抑制

実験 

治療を目的とした遺伝子(in vitro + in vivo) の

決定  

RNA 干渉とは、ある遺伝子配列を標的として人工

的に作られた短い RNA 鎖 (siRNA) が存在すると

き、この遺伝子発現を特異的にブロックする方法

である。この方法を用いて椎間板変性に関連する

負の要素の遺伝子をブロックすることで変性椎

間板の遺伝子治療への有効性を検討する。 

現在までに報告されている cDNA 配列から標的

とする遺伝子発現を抑制するための siRNA をデザ

インし、このsiRNAをコードするplasmidを作成、

超音波コントラスト法により椎間板内に遺伝子導

入する。免疫特権の維持に重要な役割をもつ Fas 

ligandや椎間板変性に重要な淡白分解酵素発現を

抑制するためにデザインした siRNA を導入する。

実際に標的とした遺伝子の発現がブロックされて

いるかどうか、Western blotting、半定量 PCR 法、

蛍光免疫染色法などで確認する。 

標的とした遺伝子の発現をブロックすることによ

る、椎間板への効果を経時的に MRI あるいは組織

形態学的に観察し、その遺伝子の役割について評

価する。 



 

３）椎間板変性モデルの作成と評価方法の確立 

臨床応用する前段階として動物実験を行う。ま

ず、椎間板変性モデルとして創外固定を用いた軸

圧による変性モデルを作成する。 

SDラットの尻尾に椎間板にバネを用いて持続的に

圧迫力をかける創外固定器を取り付ける。骨格的

に成熟した12週齢雄Sprague–Dawleyラット48匹

を用いた。第 8-10 尾椎体にイリザロフ型創外固定

器を装着し，1.3 Mpa の持続的な静的圧迫負荷を

それぞれ 0（sham），7，28，56 日間ずつ加えた。

第 8/9，9/10 尾椎間を圧迫群，第 11/12，12/13 尾

椎間を対照群とした。 

画像診断学的解析：単純X線像を創外固定器装着前

と椎間板回収前で撮影した。単純X線像ではMasuda

らが提唱したDisc Height Index（DHI）を用いて，

各群の椎間高を経時的に比較検討した．また，MRI

を同様に撮像し，Pfirrmannらが提唱したT2 強調

画像での椎間板輝度を基にした分類法を用いて，

各群の変性度を経時的に比較検討した． 

組織学的解析：椎間板と椎体を一塊とした組織標

本を作成した。Hematoxylin and eosin（H-E）染

色とSafranin-O染色を行い，Masudaらが提唱した

組織学的分類法を用いて，各群の変性度を比較検

討した。 

増殖因子プラスミド 
siRNA抑制プラスミド 

遺伝子導入 

変性椎間板

椎間板再生 

再生椎間板の評価 
安全性の確認 

細胞生物学的解析：①回収した椎間板髄核組織か

らRNAを抽出し，real-time RT-PCR法を用いて，異

化遺伝子群（MMP-1a，-2，-3，-7，-9，-13，ADAMTS-4，

-5），同化遺伝子群（TIMP-1，-2，-3），細胞外基

質遺伝子群（Aggrecan，Collagen type-1，-2）の

発現量を計測した（各群 6 匹）．内在性コントロー

ルとしてGAPDHの発現量を計測して細胞当たりの

遺伝子発現量を求めたうえ，対照群を基準とした

圧迫群のmRNA発現量を算出した。②タンパクレベ

ルでの遺伝子発現を確認するため，MMP-3，

ADAMTS-4，TIMP-1，-3 の免疫染色を行い，陽性細

胞の検出率を比較検討した。 

４）椎間板変性モデルに対する治療遺伝子

（therapeutic gene） の導入とその効果の評価 

最も効率よく椎間板基質の合成を促進する増

殖因子の遺伝子を組み込んだプラスミドを変性

モデル動物の変性椎間板内に注入する。経時的に

椎間板の基質合成の増加の程度を定量する。また、

マイクロコイルを用いた MRI を撮影し、画像上で

の椎間板の再生を評価する。同時に病理組織標本

を作成して、免疫組織化学的にも椎間板再生の状

態を評価する。RNA 干渉法を用いて、siRNA を組

み込んだプラスミドを変性椎間板内に注入し、椎

間板の再生に及ぼす効果を上記と同様に評価検

討する。 

さらに、超音波コントラスト法を用いて椎間板基

質の合成を促進する増殖因子の遺伝子を組み込

んだプラスミドを変性椎間板内に注入すると同

時に siRNA を組み込んだプラスミドを注入し、再

生の促進と変性の抑制の相乗効果による変性椎

間板の再生を評価する。遺伝子導入した変性椎間

板の再生の評価は、1，3，6，12 ヶ月後に行い、

導入遺伝子の効果持続期間についても検討する。 

遺伝子を注入した実験動物の血液検査、全身臓器



の病理組織検査を行い、椎間板への遺伝子導入が

全身に及ぼす影響について検討を加える。また、

遺伝子導入後の動物を定期的に検査し、最長 1 年

間にわたり異常がないことを検討した上でこの治

療法の安全性を確認する。 

 

 

４．研究成果 

研究１：椎間板への遺伝子導入の研究 

SD ラット尾椎椎間板から髄核を採取し、酵素処

理によって細胞を分離、培養した。標識遺伝子と

して GFP あるいは Luciferase（蛍＆海シイタケ）

を用い、培養細胞に上記の標識遺伝子をコードす

る plasmid を導入した。さらに、ラット尾椎椎間

板にマイクロシリンジを用いて micro-bubble と

標識遺伝子をコードする naked plasmid の混合液

を注入した。その後超音波を照射することで遺伝

子を導入した。標識遺伝子としては GFP あるいは 

Luciferase を用いた。超音波を照射することで比

較的高い効率で遺伝子導入が可能であることが判

明した。 

研究３：椎間板変性モデルの作成と変性機序 

SD ラットの尻尾に椎間板に創外固定器を装着し、

持続的に圧迫を加えて椎間板変性モデルを作成し

た。 

画像診断学的解析：単純X線像では圧迫期間に相

関して椎間板高が低下し，有意なDHIの減少が確認

された．MRIでは圧迫に伴い椎間板輝度が低下し，

Pfirrmann分類でも変性度の差が有意にみられた。 

組織学的解析：圧迫群では対照群と比較して，髄

核細胞の減少と細胞外基質の増加，線維輪の破綻

がみられた．Masudaらの組織学的分類でも圧迫群

と対照群で変性度に明らかな有意差を認め，圧迫

群で経時的に変性度が増大していた． 

研究２：RNA干渉を応用した内因性遺伝子の発現抑

制実験 

SD ラット尾椎椎間板の培養細胞に蛋白分解酵

素(MMP-3)遺伝子をブロックするために同じsiRNA

をコードする plasmid を同様の方法で導入した。1

週間後、内在性 MMP-3 遺伝子の発現が特異的に

down regulate されたことが確認できた。長期間

の調査では、約８週間にわたって、RNA 干渉の効

果が続くことが確認できた。 

 

さらに、ラット尾椎椎間板に標識遺伝子をコー

ドする naked plasmid の混合液を注入し遺伝子を

導入した。次に標識遺伝子をブロックするための

siRNA をコードする plasmid を、同様の方法で先

述の plasmid とともに椎間板へ in-vivo 導入し、

標識遺伝子の発現が down regulate された。 

細胞生物学的解析：①Real-time RT-PCR法に

よるmRNA発現解析では，全ての異化遺伝子群



において経時的な増大を認めた．MMP-1a，-3，

-7，-9，-13，ADAMTS-4 が術後 7 日目より有

意に発現上昇を来し，MMP-2，ADAMTS-5 は術

後 56 日で有意となった．特にMMP-3 は早期よ

り高値を呈した．同化遺伝子群では，TIMP-1，

-2 が計測期間中に有意の増大を示さなかっ

たのに対し，TIMP-3 では術後 7日より有意か

つ持続的に発現が低下していた．細胞外基質

遺伝子群では，Collagen type-1 の経時的な

増加とAggrecan，Collagen type-2 の減少を

認めた．②免疫染色では，MMP-3 陽性細胞数

の術後 7日よりの有意な増加，ADAMTS-4 及び

TIMP-1の術後28日よりの有意な増加，TIMP-3

の術後 7日よりの有意な減少を認めた． 

まとめ 

治療遺伝子を用いて変性椎間板を再生させ

椎間板性腰痛を治療することを目

促進する増殖

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に

, Nishida K

ることで

的とした研究を行った。cDNA 配列から標的と

する遺伝子発現を抑制するための siRNAをデ

ザインし、ラット尾椎の椎間板内に超音波コ

ントラスト法により遺伝子導入した。siRNA

による特定遺伝子の発現抑制効果は 24 週間

という長期間に認められた。この手法により

椎間板変性の進行を抑制させることができ

る可能性が示唆された。続いて、椎間板の圧

迫による変性モデルを作成し、X-P, MRI によ

りモデルの妥当性を証明した。次に，本変性

モデルでは、圧迫群では、同化遺伝子群に比

べ異化遺伝子群が上昇する不均衡が経時的

に増大することが判明した。以上のことから

異化遺伝子の発現上昇が椎間板変性の問題

であることを明らかにした。 

以上の研究結果から、超音波コントラスト法

を用いて椎間板基質の合成を

因子の遺伝子を変性椎間板内に注入すると

同時に siRNAを組み込んだプラスミドを注入

し、再生の促進と変性の抑制の相乗効果によ

る変性椎間板の再生が可能になることを明

らかにした。これの成果から治療遺伝子を用

いた腰痛に対する低侵襲治療システムの構

築が可能になると考えられる。 
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