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研究成果の概要（和文）：本研究ではmTORシグナルの一部分を担うPI3K/Akt経路に影響を及ぼすHGF/c-Metシグ
ナルの椎間板への効果を検討した。培養椎間板細胞において、HGF/c-Metシグナルは椎間板変性に関与する髄核
細胞数の減少に有効に作用する成長因子であり、外的ストレスによって生じる髄核細胞のアポトーシスから細胞
を保護し，基質分解を抑制する作用があることを示した。椎間板変性の予防および治療に対してHGF/c-Metシグ
ナルが有効である可能性があると考えた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effects of HGF/c-Met signaling on NP cell
 abnormality caused by using primary NP cells isolated from rabbit IVD. HGF significantly enhanced 
the proliferation of NP cells. Apoptosis of NP cells was significantly inhibited by HGF/c-Met 
signaling. Induction of the inflammation mediators was significantly suppressed by HGF/c-Met 
signaling. These findings demonstrate that activation of HGF/c-Met signaling suppresses various 
damages in NP cells. We suggest the clinical potential of HGF for counteracting IVD degradation 
involved in NP cell abnormalities.

研究分野：リハビリテーション

キーワード： 椎間板変性抑制　mTOR　HGF/c-Met
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１．研究開始当初の背景 
椎間板は中心部の髄核と外層の線維輪から

なり、脊柱の可動性と支持性の保持に重要な

役割を果たしている。髄核組織は髄核細胞と

プロテオグリカンやコラーゲンⅡなどの細

胞外基質から構成される。椎間板はメカニカ

ルストレス、reactive oxygen species（ROS）

刺激、TNF-αや IL-1βなどの炎症性サイトカ

イン、低栄養化などの外的ストレスに常時さ

らされている。椎間板変性には過度の外的ス

トレスによって生じる髄核細胞のアポトー

シス、細胞外基質の産生低下や分解促進が大

きく関与している。髄核は無血管組織である

ことや髄核細胞の増殖能が低いことから、い

ったん変性すると自己修復は期待できない。

椎間板機能の破綻は椎間板ヘルニア、脊柱管

狭窄症など種々の脊椎疾患が生じる要因と

なり、腰痛や神経症状を引き起こす可能性が

ある。椎間板変性の予防および治療には、髄

核細胞の細胞増殖を促進したり、アポトーシ

スおよび細胞外基質分解を抑制することが

重要となるが、椎間板変性に有効な治療法は

確立されていない。  

そこでわれわれは、細胞増殖促進、抗アポ

トーシス、抗炎症作用などさまざまな働きを

もつと報告されている肝細胞増殖因子(HGF)

とその特異的受容体であるc-Metに着目した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、髄核細胞における c-Met

の発現や HGF の作用を検討することである。

さらにROSや炎症性サイトカイン刺激によっ

て生じるアポトーシスや炎症関連・基質分解

因子の発現に対するHGFの作用を評価し、HGF

が椎間板変性を抑制させる有用な成長因子

であるかを検証する。 

 

３．研究の方法 

①髄核細胞単離 

日本白色家兎（14-18 週齢）を、安楽死さ

せ腰椎から椎間板を採取した。各々の椎間板

から髄核組織を採取し、初代培養を行った。 

②Western blotting 

細胞を継代し、recombinant human HGF あ

るいは recombinant rabbit TNF-αを投与し

た。タンパクを回収し、Western blotting を

行った。一次抗体は rabbit anti-c-Met 

(1:1000 dilution、 abcam)と mouse 

anti-GAPDH (1:1、000 dilution、 abcam)を

使用した。 

③HGF 投与による細胞増殖能の変化 

HGF 投与下での細胞増殖能の変化を cell 

counting kit 8 (CCK-8)を用いて評価した。 

HGF を 0、1、10、100ng/ml 投与し、1、3、5、

7日間培養した。 

④アポトーシス誘導と HGF 投与 

アポトーシスを、H2O2(0。1mM)あるいは

TNF-α(100ng/ml)刺激によって誘導した上

で、HGF を投与した。 

ⅰ）アポトーシスの評価 

ア）TUNEL 染色 

アポトーシスの有無を terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated 

dUTP nick end labeling (TUNEL)染色を用い

て評価した。レーザー共焦点顕微鏡で TUNEL

陽性細胞率を計算した。 

イ）Caspase -3/7 活性測定 

アポトーシス関連因子であるCaspase-3活

性を Caspase-Glo 3/7 Assays を用いて評価

した。 

⑤炎症関連・基質分解因子の mRNA 発現の評

価 

TNF-α刺激によって炎症を励起し、HGF 投

与による炎症関連・基質分解因子の発現変化

を real time RT-PCR で分析した。炎症関連

因子であるCOX-2、基質分解因子であるMMP-3、

9、13、ADAMTS-5 遺伝子発現を real-time 

RT-PCR によって分析した。  

⑥Statistical analysis 

One-way ANOVA with the Tukey-Kramer test



を使用して行った。 p 値が 0。05 以下を統計

学的に有意差ありとした。 

 

４．研究成果 

(結果) 

① 髄核細胞における c-Met 発現 

培養髄核細胞において、定常状態で c-Met

産生が確認され、産生量は HGF の投与によっ

て低下した。 

② HGF の髄核細胞に対する増殖促進 

髄核細胞の増殖能は、10、100ng/ml の HGF

の添加で HGF 非投与群と比較して、3、5、7

日目で濃度依存的に有意に亢進した。 

③ HGF による髄核細胞アポトーシスの抑制 

過酸化水素刺激あるいは TNF-α負荷後の

髄核細胞のアポトーシスをTUNEL染色および

caspase3/7 の産生量で評価した。過酸化水素

刺激下 HGF投与群の TUNEL 陽性細胞の割合は

3.8±0.98%であり、過酸化水素刺激群

13.8±2.14%と比較して低かった。同様に

TNF-α負荷HGF添加群のTUNEL陽性細胞の割

合は 24.5±2.94%であり、TNF-α負荷群

39.3±6.27%と比較して低かった。過酸化水

素刺激下 HGF 添加群では、過酸化水素刺激群

と比較して caspase3/7 の産生量は有意に低

下した。TNF-α負荷 HGF 添加群では、TNF-α

負荷群と比較して caspase3/7 の産生量は減

少する傾向を認めた。 

④髄核細胞における炎症関連および基質分

解因子の mRNA 発現に対する HGF の効果 

炎症関連および細胞外基質分解因子の

mRNA 発現は TNF-α負荷によって有意に亢進

した。TNF-α負荷 HGF 添加群では、TNF-α負

荷群と比較して COX-2、MMP-3、-9 発現上昇

が有意に抑制されたが、MMP-13、ADAMTS-5 発

現に対しては明らかな効果を示さなかった。 

（考察) 

c-Met は HGF の特異的受容体であり、HGF

がリガンドとして結合することで

mitogen-activated protein kinase 経路や

phosphatidylinositol-3 kinase 経路などの

細胞内シグナルが活性化する多機能因子で

ある。本研究では、培養髄核細胞が c-Met を

産生し、HGF 投与により細胞増殖能が促進す

ることが判明した。HGF 投与による c-Met 発

現の低下はHGF/c-Metシグナルにおける負の

フィードバックに由来する受容体発現の調

節と考えた。 

アポトーシスには内因性（ミトコンドリ

ア）経路と外因性（デスレセプター）経路が

あり、両経路共通の下流である caspase3/7

が活性化してアポトーシスが進行する。髄核

細胞のアポトーシスは、力学的ストレスや

ROS 刺激では内因性経路、炎症性サイトカイ

ンでは外因性経路で誘導されることが報告

され、椎間板変性には両者の経路が関与して

アポトーシスが生じていると考える。今回わ

れわれは、過酸化水素刺激および TNF-α負

荷の両方を用いてアポトーシス誘導を行い、

HGF/c-Met シグナルが内因性と外因性の両経

路のアポトーシスから髄核細胞を保護する

ことを示した。 

変性した椎間板では、過剰に発現した炎症

性サイトカインによって炎症関連因子であ

る nuclear factor-kappa B（NF-κB と略）、

COX-2 や基質分解因子である MMPs、ADAMTS な

どの発現が上昇し、基質分解が促進する。こ

れらの炎症性サイトカイン刺激による基質

分解促進作用は、進行する椎間板変性の原因

のひとつであると考える。HGF はさまざまな

炎症性疾患に対して抗炎症作用をもつこと

が示され、膝蓋腱や関節軟骨において HGF が

NF-κBやCOX-2の発現を制御して炎症を抑制

することが報告されている。本研究において、

HGFが TNF-αで誘導される髄核細胞の COX-2、

MMP-3、-9 発現を低下させることが明らかと

なり、HGF は基質分解を抑制する作用を持つ

ことが明らかとなった。 

本研究で、HGF は髄核細胞の増殖を促進し、

化学的ストレスによって生じるアポトーシ



スから細胞を保護し、基質分解を抑制するこ

とを示した。髄核細胞における HGF/c-Met シ

グナルを制御することにより、椎間板変性の

進行を抑制できる可能性がある。 
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