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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質 Fas-ligand を過剰発現させた椎間板髄核細胞とマクロ

ファージ（貪食細胞）を共培養すると、細胞のアポトーシス（細胞死）変化は確認できなかっ

たが、炎症反応の際に放出されるサイトカインの1つであるIL-1βが増加することが分かった。

椎間板髄核細胞において FasL は、炎症惹起に大きく関与している可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：It has been proved that the proinflammatory cytokine IL-1β 
increased in Fas-ligand overexpressed intervertebral nucleus pulposus cells. It was 
suggested that Fas-ligand greatly take part in the inducement of the proinflammatory 
cytokine.  On the other hand, we were not able to prove that Fas-ligand take part in the 
cellular apoptosis. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 脊椎疾患の多くは椎間板の変性に起因

する所が大きい。椎間板の変性は年齢ととも

に進行するため、椎間板変性に起因する脊椎

疾患は高齢化社会の現代において増加の一

途を辿っている。椎間板変性の要因としては

椎間板髄核細胞に存在する膜タンパク質

Fas-ligand (FasL)の関与が示唆されている。

FasL は TNF family に属する２型膜タンパク

質である。人体でも精巣や眼の前房などの免

疫学的特権を持つ組織の限られた細胞にの

み存在することが知られており、これらの組



織では FasL が存在することによって自己免

疫細胞によるアポトーシスの誘導を防いで

いると考えられている。椎間板内の髄核細胞

もまた FasL を有し、免疫学的特権を持つ組

織の一つであることが示唆されている。椎間

板はその中心に位置する髄核が厚い線維輪

と軟骨終板と呼ばれる組織によって囲まれ

ているという解剖学的特徴をもっており、こ

の構造が自己免疫からのバリアとして働く

とともに、FasL が外界からの他因子の侵入を

能動的に防御することで免疫学的特権とい

う特別な機構を持つと考えられているので

ある。実際に FasL は Fas と結合することで

これを活性化させ、Fas を有する細胞にアポ

トーシスを引き起こさせることがよく知ら

れている。すなわち FasL は Fas を有する多

因子に対して上述のような免疫学的特権と

言われる特別な防御機構を作り出しており、

椎間板髄核細胞においてこの防御機構が破

綻すると椎間板の変性が引き起こされると

推測されている。しかしながら椎間板髄核細

胞において実際に上述のようなメカニズム

を証明した報告はない。すなわち椎間板が変

性に至る経路を遺伝子レベルで解析した報

告はみられていないという背景がある。 

 

(2)椎間板変性の研究には動物実験が多くな

されている。本研究代表者もこれまでにラッ

トの尾椎を用いた椎間板変性モデルの作成

およびこのモデルを使用した椎間板変性メ

カニズムの解析に携わってきた。しかしなが

らラットのような小動物から採取できる椎

間板髄核細胞はごく少量であるため培養そ

のものが困難なケースも多い。一方手術材料

によるヒト椎間板細胞も、その採取状況や採

取後の保管状況にばらつきがあるため細胞

状態が安定していないものが多い。このよう

な理由からか椎間板髄核細胞においては in 

vitro での遺伝子レベルの解析がほとんどな

されていなかった。このような背景の中、近

年ヒト椎間板髄核細胞に Adenovirus vector

を導入した不死化細胞株が誕生し、椎間板髄

核細胞の培養操作が容易になった。 

 

２．研究の目的 

本研究の主な目的は、脊椎疾患の主要因の一

つと考えられている椎間板変性に着目し、ま

だ明確に解明されていないそのメカニズム

を遺伝子レベルで解析することである。その

ために上記ヒト椎間板髄核細胞の不死化細

胞株を用いて、現在までに評価困難であった

椎間板髄核細胞の機能を遺伝子レベルで解

析し、椎間板変性のメカニズムを詳細に分析

することに主眼をおいている。 

 

３．研究の方法 

まずヒト椎間板髄核細胞不死化細胞株を用

いて RNA 干渉法による FasL の発現抑制、あ

るいは FasL 遺伝子の過剰発現を行った。こ

れら FasL の発現抑制下、あるいは過剰発現

下で Fasを発現するマクロファージとの共培

養を行い、細胞の形態学的変化を観察すると

ともにアポトーシスに関与するカスパーゼ

シリーズの測定を行った。前述のように FasL

は Fas と結合することでこれを活性化させ、

Fas を有する細胞にアポトーシスを引き起こ

させることがよく知られている。すなわち椎

間板髄核細胞上の FasL の発現を抑制すれば

Fas・FasL システムが働かないため共培養す

るマクロファージに容易に貪食され、逆に

FasLを過剰発現すればFasを有するマクロフ

ァージに対する防御能が高まるのではない

かという仮説を立てた上での手法である。 

一方で FasL を発現抑制あるいは過剰発現

させた椎間板髄核細胞をマクロファージと

共培養した際の細胞培養液を用いて炎症性



サイトカインの測定を行った。人体では椎間

板髄核が椎間板線維輪から脱出すると強い

炎症反応が起こるが、この炎症反応に Fas・

FasL システムが関与しているという仮説を

立てた。すなわち、Fas・FasL システムには

細胞アポトーシス誘導経路と炎症惹起の経

路があるという仮説のもと上記研究を進め

た。 

 

４．研究成果 

(1)siRNA を用いた FasL の発現抑制 

ヒト椎間板髄核細胞不死化細胞株に siRNAを

用いた FasL の発現抑制を試みると下図の如

くタンパクレベルでは約 40%、RNA レベルで

は約 30%の発現抑制が可能であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(図 1a：siRNA 導入後の FasL タンパク発現量) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(図 1b：siRNA 導入後の FasL RNA 発現量) 

次に上記 FasL 発現抑制細胞とマクロファー

ジとの共培養を行った。しかし明らかな髄核

細胞に明らかな細胞形態学的変化はみられ

ず（図 2）、またカスパーゼシリーズや炎症性

サイトカインにも大きな変動は見られなか

った。この結果に関しての詳細は不明である

が、siRNA による FasL の発現抑制が予備実験

上でも 60～70%程度であり、不完全であるこ

とが一因であるかもしれない。 

 

 
マクロファージ    髄核細胞 

(図 2：共培養直後の顕鏡図) 
 
(2)FasL の過剰発現 
 
一方でヒト椎間板髄核細胞不死化細胞株に
FasL の過剰発現を試みた。 
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1)FasL 導入細胞   2)コントロール 
(図 3a：FasL 過剰発現後の FasL タンパク 
発現量、Western blotting による) 
 
RNA レベルでも、また図 3 の如くタンパクレ
ベルでも十分量の FasL の過剰発現が可能で
あった。ただ一方で FasL の発現タンパク量
は 6 時間をピークに減少する傾向にあった
（図 3b）。 
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（図 3b：FasLタンパク発現量の時間的推移、
Western blotting による） 
 

この FasL を過剰発現したヒト椎間板髄核細

胞不死化細胞株をマクロファージと共培養

して刺激すると、外観上の明らかな細胞アポ

トーシス変化は見られず、現状ではカスパー

ゼシリーズにも大きな変動は見られなかっ



た。一方でその培養液でサイトカイン assay

を行うとコントロール群に比べて FasL 過剰

発現細胞では約 2 倍 IL-1β が多く発現する

ことが分かった(図 4)。 

 

 
（図 4：ELISA による FasL 過剰発現髄核細胞

とマクロファージ共培養下での IL-1β の
発現量変化、X軸は FasL 過剰発現髄核細胞
とマクロファージの細胞比率を示す） 

 
（考察） 
 

椎間板髄核細胞においては、Fas・FasL シス

テムの破綻が細胞アポトーシスを引き起こ

し、椎間板変性の引き金になるという仮説の

元に実験を進めてきた。しかし残念ながらそ

の証拠を同定することはできなかった。最も

期待を寄せていた siRNA を用いた FasL タン

パクの発現抑制精度が低いことなど、結果を

引き出すのに不利な要素が多かったことも

一つの要因であると考える。この FasL 発現

抑制系の実験に関しては今後数種類の siRNA

を組み合わせた実験手法を用いて引き続き

進めていきたいと考えている。一方で椎間板

髄核細胞に FasL を過剰発現させると IL-1β

の発現量が増大することが分かった。IL-1β

は炎症反応に関わるサイトカインであるた

め、椎間板髄核細胞において FasL は炎症惹

起に大きく関与している可能性が示唆され

た。現在 TNFαなど他の炎症性サイトカイン

の動向についても調査中であるが、椎間板髄

核細胞において Fas・FasL システムが炎症惹

起に関わっていることが証明できれば、特に

急性期椎間板ヘルニアによる炎症性疼痛の

メカニズムの解明につながるのではないか

と考えている。 

今後は上記内容にも重点をおき、椎間板髄核

細胞における遺伝子レベルでの機能解析を、

Fas・FasL システムの細胞アポトーシス制御

経路および炎症反応制御経路の両面でさら

に詳細に進めていく予定である。 
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