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研究成果の概要（和文）：椎間板における酸素分圧変化(低酸素･浸透圧)により惹起される血管新生といったｼｸﾞﾅﾙの解
明は椎間板変性のﾒｶﾆｽﾞﾑを解明する上で新たな視点を提供すると考えられる. そこで本研究では､椎間板の恒常性維持
に関与するとされるsurvival factorであるVEGFに注目し､椎間板においてのVEGF作用の詳細な分子学的機能【ｼｸﾞﾅﾙ制
御】について解析した.その結果、WntｼｸﾞﾅﾙとVEGF間でのｼｸﾞﾅﾙのｸﾛｽﾄｰｸが存在していることを示唆し、椎間板変性症含
め、広く創傷治癒、炎症疾患などに対する治療や薬剤開発の第1歩の報告にもなると考えられる.

研究成果の概要（英文）：The goals of this study were to examine whether Wnt signaling accelerates vascular
 endotherial growth factor (VEGF) expression of nucleus pulposus cells. Rat nucleus pulposus cells were cu
ltured under normoxic or hypoxic conditions, and the expression and promoter activity of Wnt signaling and
 VEGF were evaluated. Nucleus pulposus cells exhibited increased beta-catenin mRNA and protein under the h
ypoxic condition. Nucleus pulposus cells cotransfected with the WT-beta-catenin expression plasmid or Si-b
eta-catenin expression, or treated with a different concentration of BIO, showed a dose-dependent increase
 in the activity of VEGF (V5-luc). We next measured the relative expression level of VEGF mRNA after the t
reatment of BIO. We analyzed protein expression with western-blot. Total beta-catenin level after the trea
tment of BIO increased to a greater extent in nucleus pulposus cells compared with untreated cells.
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１．研究開始当初の背景 
国内の腰痛患者は約 800万から 1000万人と

推定され, 患者の Quality of life (QOL) を著

しく低下させる.これまで外科的治療によ

る成果が報告されるが, 術後の新たな機能

障害が報告され, その限界と再生医療 (遺

伝子治療･細胞移植･成長因子療法)の可能

性に注目が集まっている. 我々のｸﾞﾙｰﾌﾟは, 

世界に先駆け椎間板変性に対する細胞移植

療法（再生医療）に注目し研究してきた

(Hiyama et al. JOR, 2008.). 更に近年では, 

根本的な原因とされる椎間板変性の生じる

ﾒｶﾆｽﾞﾑを解明するため, 細胞ﾚﾍﾞﾙで分子学

的機能解析を行っている (Hiyama et al. 

BRRC, 2008. Hiyama et al. JBC, 2009. 

Hiyama et al. JBMR, 2009.).その結果, Wnt ｼ

ｸﾞﾅﾙの活性化により椎間板細胞の老化を引

き起こし, 細胞増殖が抑制される事を報告

した (Hiyama et al .  Arthritis and Rheum, 

Journal of Cellular Physiology, 2010. Journal 

of Cellular Biochemistry, 2011.).  また椎間

板組織および椎間板細胞において低酸素ｽﾄ

ﾚｽがﾏﾄﾘｯｸｽ代謝（変性）に関わっている事

が示唆されている。しかしながら 椎間板に

かかる機械的ｽﾄﾚｽや他のｼｸﾞﾅﾙ機構によっ

て VEGF発現がどのように誘導されるかに

ついては報告されていない.  

 

２．研究の目的 

本研究では, 椎間板の恒常性維持に関与す

るとされる低酸素において survival factorと

されるVEGFに注目したものであり,  椎間

板においての VEGF 作用の詳細【ｼｸﾞﾅﾙ制

御】について解析を行う事が特徴的であり, 

当該研究期間内に in vitro で Wnt ｼｸﾞﾅﾙと

VEGF との関係性を明らかにする事を目標

とした.  

 

３．研究の方法 

椎間板細胞における Wnt signal による

VEGFの発現制御の検討を行う 

-1 ﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝの前日に椎間板細胞を

24well /plate に 播 き , 24 時 間 後 に

Lipofectamine 2000を用いて目的遺伝子を

導入する .その際に Luciferase reporter 

plasmids や内部標準として pRL-TK 

plasmid を用いる. 遺伝子導入後, 24 時間

培養した細胞を回収し, 細胞抽出液を用

いてDual-Luciferasse Reporter Assay system 

(Promega)により Luciferase 活性を測定す

る. 

-2 Wnt ｼｸﾞﾅﾙの活性化によるVEGF ｱｲｿﾌｫｰ

ﾑおよびその受容体の遺伝子・蛋白発現

(Western blotting を 用 い 解 析 し た . 

SDS-PAGE (12% running gel) により蛋白

質(組織･培養細胞)を分離後､PVDF ﾒﾝﾌﾞﾚﾝ

へ転写を行った.その後, 5% non fat dry 

milk で blocking し､一次抗体 (VEGF-A) , 

二次抗体を用いｼｸﾞﾅﾙを検出した (ECL 

system) .をそれぞれ検討を行う). 新生ﾗｯﾄ 

(生後 2 日) (n=25) と成熟ﾗｯﾄ  (12 週) 

(n=25)の髄核細胞を初代培養後にそれぞ

れの試薬の存在下での影響について評価

を行う. 

４．研究成果 

-1Wnt ｼｸﾞﾅﾙの活性化による VEGF の転写

活性を解明するため､Wntｼｸﾞﾅﾙの活性化剤

(BIO: 6-bromoindirubin-3'-oxime)を添加後

の VEGF(V5-luc)の転写活性を評価したと

ころ､BIOの添加により V5-lucの転写活性

が上昇することが示唆された (Figure 1). 

(Figure 1) 



(Nx:Normoxia  Hx:Hypoxia) 

対してV5-lucと Si-β-cateninの plasmidをそ

れぞれ transfectionしVEGFの転写活性を評

価 (loss of function)したところ､V5-lucの転

写活性が抑制された (Figure 2).  

 

 
(Figure 2) 

 

 

-2この結果(-1)は Real-time PCRを用いた結

果でも同様であった. 

そこで､転写活性･遺伝子解析に引き続き､蛋

白質発現を解析した. その結果 BIO(0.1, 0.5, 

1.0μM) の添加 24 時間後では､VEGF-A の

蛋白質発現が上昇することが示唆された

(Figure 3). 

. 

 

(Figure 3) 

 

 

Wnt ｼｸﾞﾅﾙは形態形成の誘導や細胞分化の

調節など多様な機能を持つ事が報告され

ている.しかしながら, Wnt ｼｸﾞﾅﾙが椎間板

形成や分化にどのように関わっていくか

については未解明である事から, 我々は

Wntによって惹起されるｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞやその発

現についての機能解析を行った. 

これまでに, 椎間板中の Wnt ｼｸﾞﾅﾙの活性

化により椎間板細胞の老化を引き起こし,

椎間板細胞増殖が抑制される事を報告し

た (Hiyama et al. Arthritis and Rheumatism, 

J  Cell Physiol, 2010. J Cell Biochem, 2011.). 

この事は, Wntｼｸﾞﾅﾙが老化含めた椎間板変

性症の発症･進行に何らかの trigger として

重要な因子となっている事が推測される

が,その機能調節ﾒｶﾆｽﾞﾑ (ｼｸﾞﾅﾙｸﾛｽﾄｰｸ) に

ついては未だ十分に解明されていない.  

軟骨においては、関節局所で炎症が生じる

と軟骨における酸素分圧は平常時よりも

さらに低下し、各種の炎症性ｻｲﾄｶｲﾝの産生

が促進されるとともに、VEGFなどの血管

新生増加因子や各種成長因子の発現増加

が認められている。また OA においては、

軟骨辺縁からの血管新生が修復過程に関

与し、骨棘の形成を導くことが示唆されて

いる。 

本研究から、低酸素下ではWnt ｼｸﾞﾅﾙが活

性化され VEGF の発現が亢進することが

示唆された。これらの背景から椎間板変性

過程にWnt ｼｸﾞﾅﾙを介するVEGFの発現亢

進が関わっている可能性が示唆された。 
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