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研究成果の概要（和文）：　椎間板性腰痛は，組織変性した椎間板内側へ神経線維が侵入することで発症し，椎間板変
性には細胞外基質分解酵素が，神経侵入には神経成長因子(NGF)が重要な役割を担う．腰痛保存治療に選択的COX-2阻害
剤が汎用されるが，同薬剤の細胞外基質分解酵素およびNGF発現に対する効果は不明であった．
　本研究は，ヒト椎間板細胞を用いて選択的COX-2阻害剤の細胞外基質分解酵素発現およびNGF発現に対する効果を検討
し，同薬剤は細胞外基質分解酵素およびNGF発現ともに増加させること明らかにした．選択的COX-2阻害剤は急性炎症・
疼痛には有用であるが椎間板変性と神経侵入をむしろ増悪させる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Degeneration of the intervertebral disc (IVD) by metalloproteinases and following 
innervation of the sensory nerve fiber, which is dependent on nerve growth factor (NGF), is considered as 
one of the mechanisms of developing discogenic pain. Although selective COX-2 inhibitors are recommended 
and used for the conservative treatment of low back pain, their effects on metalloproteinases and NGF 
expressions were unclear.
The effects of selective COX-2 inhibitors on the metalloproteinases and NGF expression were investigated 
in isolated human IVD cells. Selective COX-2 inhibitors exaggerated the expressions of both 
metalloproteinases and NGF induced by IL-1. These results suggest that, although selective COX-2 
inhibitors are effective for inflammatory pain, they might not be effective or could even accelerate the 
disc degeneration and nerve innervation.

研究分野： 脊椎外科
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景	 
	 研究開始当初，椎間板性腰痛発症の分子機
構として，椎間板の組織変性に伴い，疼痛伝
達をする神経線維が椎間板内側に侵入しさ
らに疼痛感作が行われることが示唆されて
いた．また，この過程において椎間板の変性
には細胞外基質分解酵素群が関与し，神経侵
入および疼痛感作には神経成長因子(NGF)が
重要な役割を担うことが示されていた．一方
で，腰痛症に対して選択的 COX-2 阻害剤を含
む非ステロイド性抗炎症薬(NSAIDs)が用い
られるが，同薬剤の細胞外基質分解酵素およ
び NGF 発現に対する効果については不明であ
った．	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究の目的は，椎間板変性を背景とした
慢性腰痛に対する選択的 COX-2 阻害剤の効果
を解明すべく，細胞外基質分解酵素および
NGF 発現について解析し，さらにその発現調
節機構を明らかにすることで，慢性腰痛の予
防および慢性腰痛に対する新たな薬学的治
療の可能性について検討することである．	 
	 
３．研究の方法	 
（１）ヒト椎間板由来細胞の培養法の確立	 
	 椎間板細胞は関節軟骨細胞と類似し，単層
培養により脱分化し，その性質が変化するこ
とが知られている．そこで，単層培養と
alginate	 beads による 3 次元培養を試み，本
研究に適した培養条件を確立する．	 
	 
（２）ヒト椎間板細胞における細胞外基質分
解酵素および NGF 発現に対する選択的 COX-2
阻害剤の効果	 
	 椎間板変性に関わる細胞外基質分解酵素
として主にコラーゲン分解に関わる MMP-1,	 
-3,-13 発現およびアグリカン分解に関わる
ADAMTS4 および 5 発現に対する COX-2 阻害剤
の効果を遺伝子およびタンパク質レベルで
検討する．さらに神経浸潤に関わる NGF 発現
に対する効果についても同様に解析する．	 
	 
（３）PGE2 の細胞外基質分解酵素および NGF
発現調節機構の解明	 
	 COX-2阻害剤により阻害されるPGE2の細胞
外基質分解酵素発現および NGF 発現に対する
効果を検討する．さらにその分子機構につい
て PGE2 受容体(EP1-4)に対するアゴニストを
用いて PGE2 の生理活性発現に関わる受容体
の同定を試みる．	 
	 
４．研究成果	 
（１）ヒト椎間板細胞の培養方法の違いによ
る薬剤応答性の確認	 
ヒト椎間板細胞を単層（２次元）または
alginate	 beads 内（３次元）で培養し，IL-1
に対する応答性について MMP および NGF 発現
を指標に検討した．その結果，MMPs および
NGF 発現誘導に培養法の違いによる差異は認

められなかった（結果省略）．そこで本研究
は，より簡便な単層培養で行うこととした．	 
	 
（２）ヒト椎間板細胞における選択的 COX-2
阻害剤の細胞外基質分解酵素および NGF 発現
に対する効果	 
	 本研究に用いる選択的 COX-2 阻害剤として，
基礎研究で汎用される NS-398 と臨床で汎用
される celecoxib を用いることとした．研究
に先立ちこれら薬剤の濃度を検討するため，
IL-1 により誘導される PGE2 産生に対する阻
害活性を指標とし実験を行った．その結果，
NS-398 および celecoxib は，1-100	 nM の範
囲で PGE2 産生を濃度依存的に抑制すること
を確認した(IC50	 of	 NS-398	 and	 celecoxib;	 
2.4	 nM	 and	 4.2	 nM,	 respectively)（下図）．	 

	 	 
	 次に，IL-1 により誘導される NGF 発現に対
する選択的 COX−2 阻害剤の効果について，強
力 な 抗 炎 症 効 果 を 持 つ ス テ ロ イ ド
(dexamethasone)と比較検討した．その結果，
IL-1 により誘導される NGF 発現は，ステロイ
ドにより強力に抑制されたのに対し，選択的
COX-2阻害剤であるNS-398はむしろNGF発現
を遺伝子（下図 A）およびタンパク質レベル
（下図 B）で増強させた．	 

	 



また，この作用は celecoxib 処理においても
同様に観察された（下図）．	 
	 

	 
	 さらに，選択的 COX-2 阻害剤の MMP-1 およ
び MMP-13 発現に対する効果について検討し
たところ，IL-1 により誘導される MMP-1 発現
は，選択的 COX-2 阻害剤により増強されたが
（下図），MMP-13 発現には影響を及ぼさなか
った（結果省略）．	 
	 

	 
	 
（３）PGE2 による細胞外基質分解酵素および
NGF 発現調節機構	 
	 	 
	 
	 上記結果より，PGE2 は元来炎症のメディエ
ーターとして知られているが，NGF および
MMP-1 発現に対しては抑制的作用している可
能性が推察された．そこで，本培養系に外因
性に PGE2 を添加し，NGF 発現に対する PGE2
の作用について検討した．その結果，PGE2 は
濃度依存的に NGF および MMP-1 発現を抑制す
ることが明らかとなった（結果省略）.そこ
で，PGE2 による NGF および MMP-1 発現に関わ
る PGE2 受容体を同定すべく，それぞれの受
容体アゴニストを用いて検討した．	 
	 その結果，NS-398 により増強される NGF 発
現は，EP2 および EP4 アゴニストにより PGE2
同様抑制された（右図上）．一方，NS-398 に
より増強される MMP-1 発現は EP1 アゴニスト
により PGE2 と同様の抑制効果が観察された
（右図下）．	 
	 以上の結果より，PGE2 による NGF 発現抑制
作用は EP2 および EP4 受容体を介し，一方，
MMP-1 発現抑制作用は EP1 受容体を介するこ
とが明らかとなった．	 
	 
	 

	 

	 
	 本研究成果により，PGE2 は急性炎症および
急性疼痛を惹起する炎症メディエーターで
あるが，組織変性に関わる MMP-1 および神経
侵入・疼痛感作に関与する NGF に対しては
negative	 feedback 様に抑制的に制御すると
いった生理活性を有することが明らかとな
った．さらにその機序として NGF 発現は EP2
および EP4 受容体を介すること，また MMP-1
発現は EP1 受容体を介することが明らかとな
った．腰痛治療に汎用される選択的 COX-2 阻
害剤は，PGE2 産生を抑制し炎症性疼痛に有用
であることは周知の事実であるが，組織変性
および神経侵入に対してはむしろ増悪させ
てしまう可能性が危惧された．	 
	 本研究は，椎間板細胞を用いた in	 vitro
の研究であり，動物を用いた in	 vivo の研究
は行っていないが，腰痛治療の第一選択薬と
して推奨されている選択的 COX-2 阻害剤の使
用法およびその位置づけを再考させるもの
であると考えられ，意義のある研究であると
思われる．	 
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