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研究成果の概要（和文）： 
ラット腰椎椎間板傷害モデルにおける椎間板の炎症性サイトカインの動向と脊髄・後根神経節
（DRG）細胞での免疫組織学的変化の関係を経時的に検討した。椎間板局所は NGF、TNFα、IL-6
の定量評価を、脊髄後角、DRG は免疫組織化学染色を行った。処置後早期には上昇する椎間板
内の炎症性サイトカインは、処置後 2週で沈静化するのに対し、脊髄後角・後根神経節といっ
た感覚神経レベルでの感作は 8週間持続していた。 
研究成果の概要（英文）：Study Design: Immunohistological analysis in an injured 
intervertebral disk (IVD) model.Objective: To elucidate and compare in rats the behavior 
of the sensory nervous system and inflammatory mediators in experimentally-injured 
IVDs.Summary of Background Data: Multiple human and animal studies have verified the 
presence of sensory nerve fibers in intervertebral disks or investigated the behavior 
of inflammatory mediators in injured IVDs, but no in vivo study to date has examined the 
relationship between the two.Methods: Eight-week-old female rats were used. In the 
disk-injured group, L5/6 disks were injured with a 24-gauge needle; simultaneously, the 
neurotracer Fluoro-gold (FG) was injected into the L5/6 IVD. The L5/6 IVD, dorsal root 
ganglia (DRGs) from the L1 to L6 levels, and the spinal cord were resected at several 
time points after surgery. Nerve growth factor (NGF), tumor necrosis factor (TNF)-alpha 
and interrleukin (IL)-6 production in the IVDs were quantified using enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). DRGs were immunostained for calcitonin gene-related peptide 
(CGRP), and spinal cord sections were immunostained for ionized calcium-binding adaptor 
molecule-1 (iba1) and glial fibrillary acidic protein (GFAP).Results: NGF, and TNF-alpha 
levels (through 1 week) and IL-6 levels (through 4 days) were significantly higher in 
the disk-injured group than in the non-injured group (p<0.05). However, starting at 2 
weeks (NGF and TNF-alpha) or 1 week (IL-6), the differences in inflammatory mediator 
levels between the two groups no longer were significant. In contrast, the percentage 
of CGRP-immunoreactive (IR) neurons among FG-labeled DRG neurons, and the numbers of 
iba1-IR microglia and GFAP-IR astrocytes in the spinal dorsal horn remained significantly 
higher in the injured group than in the non-injured group at all time points 
(p<0.05).Conclusion: Disk injury in rats produces persistent increases in neuropeptides 
in DRGs and glia in the spinal cord, but only transient increases in inflammatory mediators 
in IVDs. 
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１．研究開始当初の背景 

椎間板性腰痛の基礎研究は 1970 年に教室の

篠原がヒト変性椎間板内への deep nerve 

ingrowth を報告して以来、椎間板内の炎症性

サイトカインの上昇や、後根神経節（DRG）

における炎症性疼痛ペプチドの増加が報告

された。しかし、脊髄後角におけるグリアの

動向に関する報告はなく、さらにはこれらの

関係を検討した報告はない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的はラット腰椎椎間板傷害モデ

ルにおける椎間板の炎症性サイトカインの

動向と脊髄・DRG 細胞での免疫組織学的変化

の関係を、経時的に検討することである。 

 

３．研究の方法 

まず椎間板内の炎症性サイトカインの評価

のため、8週齢雌性の SD ラットを使用。L5/6

椎間板を前方より露出し 24G 針にて 10 回穿

刺することにより椎間板傷害モデルを作成

した。これらを処置後 1日、4日、1週、2 週、

4 週、8週後に L5/6 椎間板を摘出し、非傷害

群として無処置のL5/6椎間板とともにELISA

法にて NGF、TNFα、IL-6 の定量評価を行っ

た。さらに感覚神経の評価を行うため、同様

にして椎間板傷害を行った後、逆行性神経ト

レーサーであるフルオロゴールド（FG）を同

時に注射した。非傷害群として FG を注射の

み行った群も用した。これらを処置後 1 週、

2 週、4 週、8 週後に還流固定した後、脊髄の

腰膨大部と L1から L6までの左右後根神経節

を摘出し、DRG は CGRP で、脊髄は Iba-1（マ

イクログリアのマーカー）GFAP（アストロサ

イトのマーカー）で免疫組織化学染色を行っ

た。  

 

４．研究成果 

炎症性サイトカインの定量結果では、NGF は

処置後 1日でピークとなり 1週まで有意な上

昇を認めましたが、2 週以降は非傷害群と比

し有意な上昇は認められなかった。また、

TNFα、IL-6 の結果はどちらも処置後 4 日で

ピークとなり有意な上昇を認めたが、TNFα

は 2週以降、IL-6 は 1 週以降非傷害群と比し

有意な上昇は認めなかった。DRG の免疫組織

化学染色の結果では、FG と CGRP で二重標識

される細胞の割合を算出し、検討を行ったと

ころ、非傷害群と比し CGRP 陽性細胞の割合

が有意に上昇しており、それが 8週にわたり

継続していた。脊髄の免疫組織化学染色の結

果では、1ミリ平方メートルあたりの Iba-1、

GFAP 陽性細胞数をカウントし検討したとこ

ろ、全期間において傷害群で非傷害群と比し、

Iba-1、GFAP 陽性細胞数が共に増加していた。 

本研究では椎間板傷害により椎間板内の炎

症性サイトカインは傷害後 1日から 1週間と

いう急性期に上昇し、以後低下していた。

Burke らはヒト慢性椎間板性腰痛患者の椎間

板の炎症性サイトカインの上昇を報告して

いる。障害後 2週以降に椎間板局所での炎症

が沈静化した本研究結果と異なるのは動物

種の違いや処置の違いによるものと考えら

れた。本研究で、傷害後早期に炎症性サイト

カインが増加し、DRG での炎症性疼痛ペプチ

ドや脊髄後角でのグリアの増加が認めらた

が、急性期を過ぎると炎症性サイトカインが

低下しているのに対し、感覚神経系での変化

は 8週にわたり持続していた。この検討は本

研究が初めてであり、このメカニズムの詳細

はいまだ不明であるが、本モデルにおいて局

所での炎症が鎮静化しても、感覚神経レベル

での感作は長期間持続することがわかった。 

ラット腰椎椎間板傷害モデルにおいて局所

での炎症が鎮静化した後も、感覚神経レベル

での感作は長期間持続していた。 
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