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研究成果の概要（和文）：本研究では、脊椎退行性変化と疼痛の制御を目指すにあたり、椎体終板の多孔化に着
目し、その病態と分子標的薬による制御することを目指してきた。CT画像を用いた解析で、腰椎椎間板症患者の
骨性終板に多孔化がみられることが分かった。椎間板の細胞外マトリックス代謝の不均衡を改善する効果を持つ
選択的c-Fos/AP-1阻害薬の破骨細胞分化への影響を確認した。マウス骨髄由来幹細胞を破骨細胞へ分化誘導した
ものに、選択的c-Fos/AP-1阻害薬を加えることで破骨細胞への分化が抑制されることが明らかとなった。骨性終
板の多孔化抑制に選択的c-Fos/AP-1阻害は有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have focused on bone defects of the vertebral endplate and
 its pathogenesis and controlled its molecular mechanism so that inhibiting spinal degenerative 
changes and pain. CT imaging analysis revealed the defects in the endplate of patients with lumbar 
disc disease. We confirmed the effect of selective c-Fos/AP-1 inhibitors on osteoclast 
differentiation, which have the effect of ameliorating the imbalance in extracellular matrix 
metabolism in the intervertebral disc. It was found that the differentiation of mouse bone 
marrow-derived stem cells into osteoclasts was inhibited by the addition of selective c-Fos/AP-1 
inhibitors. The results suggest that selective c-Fos/AP-1 inhibition may be useful in suppressing 
the bone defects of the endplate.

研究分野： 椎間板代謝

キーワード： 椎間板　椎体終板　c-Fos

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに椎間板変性ならびに椎間板に関連する疼痛抑制効果および骨量増加効果を併せ持つ薬剤はなく、本研
究でそれを示すことができれば、臨床応用も考慮されうる。脊椎退行性疾患患者における骨粗鬆症の合併例は稀
ではなく、手術に至らない患者において、疼痛の軽減と骨量増加を期待できる治療法として確立することができ
れば、社会的利益は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脊椎の退行性変化として、椎間板、椎間関節といった組織が変性した状態である変形性脊椎症

と骨量が低下し、骨脆弱性が増した状態である骨粗鬆症が代表的である。臨床的には、腰痛症や
脊柱管狭窄症、骨粗鬆症性椎体骨折を引き起こし、これらが複合的に関連した病態も稀ではない。
これらの疾患は、身体活動低下を引き起こし、患者の生活の質の低下だけではなく、家族や医療
福祉への負担となり、社会的な問題となっている。現在、骨粗鬆症ならびに疼痛に対する薬物療
法が中心であり、脊椎の退行性変化に対する根本的治療法はない。 
我々は、脊椎の退行性変化の一つである椎間板変性に対して、選択的 c-Fos/AP-1 阻害が変性

抑制効果を有することを明らかにした。また同時に疼痛関連行動解析と椎間板を支配する後根
神経節での遺伝子発現を評価することにより、椎間板変性に関連する疼痛に対しても、この選択
的 c-Fos/AP-1 阻害薬が有効であることを明らかにした。ただ、選択的 c-Fos/AP-1 阻害がいかに
疼痛抑制に至るか不明な点は残されていた。 
近年、椎間板を構成する要素の一つである椎体終板における多孔化が、変性椎間板でみられる

ことが報告され、その部位で破骨細胞活性が上昇し、innervation が起こることで疼痛を惹起す
るメカニズムが考えられている。実臨床において、破骨細胞抑制薬の腰痛に対する効果を示した
報告も散見される。c-Fos は破骨細胞の成熟に必須な因子であり、c-Fos のノックアウトマウス
では、大理石骨病（破骨細胞が働かないことにより骨髄腔が形成されない）にいたる。 
これらのことから、選択的 c-Fos/AP-1 阻害は、椎体終板の退行性変化（多孔化）を抑制するこ
とで関連する疼痛の抑制に寄与するのではないか、さらに破骨細胞抑制によって、骨量増加効果
すなわち骨粗鬆症治療薬としても有用なのではないかと期待された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①ヒト椎間板変性過程と椎体終板の変化の関連を明らかにし、②選択的 c-

Fos/AP-1 阻害が破骨細胞活性化を抑制することを示し、③腰椎不安定性マウスを用いて椎体終
板の変化と椎間板変性における分子生物学的機序ならびに選択的 c-Fos/AP-1 阻害が椎体終板の
多孔化ならびに innervation を抑制できるかを検証することを目的とする。また、④骨粗鬆症モ
デルマウスにおいて、選択的 c-Fos/AP-1 阻害が、骨量減少を抑制し、骨粗鬆症治療薬として有
効かどうかを検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①ヒト Lumbar disc disease 患者の椎体終板の解析 
腰椎椎間板症に対して CT、MRI 検査を施行した患者を対象として、椎体終板の変化と椎間板変

性を評価する。具体的には、骨性終板の 3D-CT 画像を作製し、骨性欠損の局在と定量（深さ、大
きさ）評価を行う。MRI 画像では、Schneiderman’s grade によって椎間板変性を評価する。椎
体終板の骨性欠損の特徴と椎間板変性度の関連を解析し、これにより椎間板変性と関連する椎
体終板の変化の特徴を検討する。 
 

②in vitro における選択的 c-Fos/AP-1 阻害の破骨細胞抑制効果の検証 
 マウス由来マクロファージ様細胞株 Raw 264.7 細胞を単層培養し、RANKL を付加することで、
破骨細胞へ分化誘導する。本培養系に c-Fos/AP-1 阻害（T-5224）を添加することで、その破骨
細胞分化への効果を検証する。転写因子 c-Fos は、破骨細胞の分化に必須の転写因子であること
から、T-5224 はその分化を強力に抑制することが予想される。TRAP 陽性の破骨細胞数を定量化
し、破骨細胞分化能を比較する。一部の実験では、破骨細胞をデンチン上で培養し、吸収窩面積
を定量化することで、骨吸収能を評価する。また破骨細胞関連遺伝子（ACP5、NFATc1、Fra-1、
CTSK、MMP-9）の発現や細胞内シグナル伝達に関して qPCR 法、ウエスタンブロッド法を用いて検
証する。 
③in vivo における椎体終板変化に対する選択的 c-Fos/AP-1 阻害の効果 
8 週齢の C57BL6/J マウスに対して、L3-5 棘突起を切除し、Lumbar spine instability マウス

を作成する。そのマウスに Vehicle(PVP)あるいは T-5224(100mg/kg)を週 5回ゾンデで経口投与
し、投与開始 4、8週間後に炭酸ガスと頚椎脱臼の併用により安楽死させ、X線撮影、µCT撮影、
MRI 撮影、組織標本による解析を行う。X 線、MRI 撮影ならびに組織標本では、椎間板高、椎間
板の信号強度（T2値）、組織学的スコア（Masuda K, et al. Spine. 2005.）を用いて定量評価
し、椎間板変性の評価を行う。またµCT撮影、組織標本を用いて、骨微細構造ならびに組織学的
スコア（End plate スコア；Boss N, et al. Spine. 2009）を評価し、椎体終板の変化を評価す
る。TRAP 染色を行い、椎体終板における破骨細胞数を定量化する。また免疫組織化学を用いて、
椎体終板における innervation の評価を行う。これにより、選択的 c-Fos/AP-1 阻害薬の椎間板
変性、椎体終板の多孔化、innervation の抑制効果を明らかにする。 
 
 



④骨粗鬆症モデルマウスにおける c-Fos/AP-1 阻害の効果の検証 
8 週齢の C57BL6/J マウスの卵巣を摘出することで骨粗鬆症マウスを作成する。そのマウスに

Vehicle(PVP)あるいは T-5224 (100mg/kg)を週 5回ゾンデで経口投与し、投与開始 4週間後に炭
酸ガスと頚椎脱臼の併用により安楽死させ、X線撮影、µCT撮影、組織標本による解析を行う。
カルセインを用いた 2 重標識を行い骨石灰化速度、骨形成率といった骨の動的パラメータを両
群で比較する。µCT では骨微細構造の評価を行う。これにより、選択的 c-Fos/AP-1 阻害薬の骨
量増加効果を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
①ヒト Lumbar disc disease 患者の椎体終板の解析 
腰椎椎間板症（椎間板ヘルニア、椎間板性腰痛）患者の 3DCT 画像を用いて、椎体終板の骨性

欠損（終板の多孔化）評価を輪状骨端と中央部に分けて解析した。結果として、骨性欠損は、下
位腰椎で多く見られ、中でも後方区画に多く存在することが明らかとなった。そして椎間板変性
度とも有意に相関することを示した。これらのことから、例えば椎間板ヘルニアにおいて、椎体
終板の変化が、ヘルニア塊の突出の一因となっている可能性が示唆された。また、骨性欠損の数
と MRI における椎間板変性度は正の相関を示した。 
 
②in vitro における選択的 c-Fos/AP-1 阻害の破骨細胞抑制効果の検証 
 ウス由来マクロファージ様細胞株 Raw 264.7 細胞を単層培養し、RANKL を付加することで、破
骨細胞へ分化誘導した。そこに選択的 c-Fos/AP-1 阻害薬を加えることで、破骨細胞分化が抑制
されるかを検討した。まずは、TRAP 染色での評価を試みたが、薬剤添加により細胞接着が阻害
され、正確な評価が困難であった。マウス骨髄由来幹細胞を破骨細胞へ分化誘導したものでは、
選択的 c-Fos/AP-1 阻害薬を加えることで TRAP 染色における破骨細胞への分化が抑制されるこ
とが明らかとなった。 
 
③in vivo における椎体終板変化に対する選択的 c-Fos/AP-1 阻害の効果 
実施できず 
 
④骨粗鬆症モデルマウスにおける c-Fos/AP-1 阻害の効果の検証 
実施できず 
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