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研究成果の概要（和文）：腰痛患者における医療費は膨大であり、腰痛に伴うADL障害は社会問題となってい
る。これまで炎症性サイトカインによる椎間板変性のメカニズムが報告されていたが、今回の解析からＴＮＦ－
α－ＰＧＥ２／ＥＰ受容体を介したｐａｔｈｗａｙがＷｎｔシグナルを活性化させ、椎間板細胞分化を誘導した
可能性が示唆された。これらのシグナルは炎症誘導に関与する重要な転写シグナルであり、椎間板細胞における
Ｗｎｔシグナルの分子スイッチとして働く可能性が考えられた。今後はＴＮＦα－ＰＧＥ２シグナルによる
Ｗｎｔシグナルの活性化をレセプター部位で抑制できれば、椎間板変性における新たな分子標的治療薬に繋がる
可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Although the mechanism of intervertebral disc degeneration by inflammatory 
cytokines has been reported so far, the results showed that pathway mediated by TNF-α-PGE2 / EP 
receptor　activates Wnt signal and induces intervertebral disc cell differentiation . These signals 
are important transcription signals involved in induction of inflammation and it was considered 
possible to act as a molecular switch of Wnt signal in intervertebral disc cells.　In the future, if
 activation of Wnt signal by TNFα-PGE 2 signal could be suppressed at the receptor site, it could 
be possible to lead to a new molecular targeted therapeutic agent in disc degeneration.

研究分野：脊椎脊髄病学

キーワード： 腰痛　椎間板変性　Wnt シグナル　PGE2　TNF－α　分子学的解析
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１．研究開始当初の背景 
本邦における腰痛の有訴者率（男性１位、女

性２位）からもわかる通り、その患者人口の

多さから腰痛患者に対する医療費は膨大で

あり、労働力への影響力も大きい。臨床現場

においては、腰痛患者の初期治療には、一般

的にＮＳＡＩＤ／ＣＯＸ２阻害薬が強力な

炎症増悪因子であるプロスタグランジン（Ｐ

Ｇ）Ｅ２を含むアラキドン酸カスケードの生

合成阻害するメカニズムを利用して使用さ

れ、疼痛軽減に寄与している。 

しかしながら、これまでの所ＣＯＸやＰＧＥ

２が椎間板変性症の進行を促進するシグナ

ル機構については解明されていない。 

これまで我々の研究室では椎間板変性がお

こる仕組み（特にＷｎｔシグナルに注目）と、

その治療戦略について研究を行ってきた。 

Ｗｎｔシグナルは、形態形成誘導因子や増殖

分化調整因子など発生・分化など多様な機能

を持つことから椎間板変性機序にも関与し

ている可能性が高い。 

Ｗｎｔシグナルの活性化により椎間板細胞

老化が引き起こされ、細胞増殖が抑制される

事を報告した。また椎間板変性過程には、椎

間板内の炎症が変性進行を促進していると

考えられている。この根拠に椎間板ヘルニア

患者や慢性腰痛を有する患者の椎間板内に

は、ｐｒｏ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃ

ｙｔｏｋｉｎｅであるＩＬ（インターロイキ

ン）やＴＮＦ－αなどが高発現していること、

これらのサイトカインが椎間板の細胞外マ

トリックス産生を抑制していることが報告

されている。 

２．研究の目的 

プロスタノイドのうちＰＧＥ２は炎症や疼

痛など多彩かつ、時に相反する作用を有する。 

近年、その受容体であるＥＰ受容体のアイソ

フォームが、軟骨分化や軟骨代謝の特異的シ

グナル伝達に関与しており、軟骨変性過程に

おいて重要な役割をはたす事が報告されて

いる。 

しかしながら椎間板細胞におけるその機能

や発現については未知である。そこで本研究

では、椎間板変性のおこる仕組みを解明する

とともに、新たな創薬を開発するためＷｎｔ

シグナルとアラキドン酸カスケードとの分

子メカニズムを明らかにする事を目的とし

た。 

３．研究の方法 

椎間板変性に関わるＷｎｔシグナルと疼痛

関連シグナルカスケードであるアラキドン

酸カスケードの関連についてｉｎ ｖｉｔ

ｒｏでの分子学的検討を行い、椎間板細胞

レベルでの解析をおこなった。 

実験はＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラッ

トから採取した椎間板細胞（髄核細胞、線

維輪細胞）を用いて各種実験に使用した。 

実験１：培養細胞に対して炎症性サイトカイ

ンであるＴＮＦ－α刺激によるＣＯＸ－２

の転写活性や遺伝子発現、蛋白発現をそれぞ

れ解析した。 

実験２：椎間板細胞中のＥＰ受容体のアイソ

フォーム（ＥＰ－１、ＥＰ－２、ＥＰ－３、

ＥＰ－４）の遺伝子やタンパク発現について

解析した。 

またＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラット

椎間板組織中のプロスタノイド構成分子の

発現と局在を免疫染色にて検討を行った。 

実験３：ＴＮＦ－α刺激後のＥＰ受容体の遺

伝子発現・蛋白発現をそれぞれ解析した。 

実験４： Ｔｃｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｔ

ｉｆをもつレポータープラズミドであるＴ

ｏｐｆｌａｓｈを椎間板細胞に遺伝子導入

しＴＮＦ－α（１０ｎｇ／ｍｌ）、ＰＧＥ２

（５０μＭ）それぞれで刺激後の転写活性を

評価した。 

実験５：ＴＮＦ－α（１０ｎｇ／ｍｌ）、Ｐ

ＧＥ２（５０μＭ）２４時間刺激後のＷｎｔ

関連遺伝子の遺伝子発現について解析した。 

実験６：Ｔｏｐｆｌａｓｈを遺伝子導入後に



ＴＮＦ－α、ＰＧＥ２刺激をおこない、各Ｅ

Ｐ受容体のａｇｏｎｉｓｔ、ａｎｔａｇｏｎ

ｉｓｔを添加しＷｎｔの転写活性を評価し

た。 

４．研究成果 

実験１：ＴＮＦα刺激によりＣＯＸ－２（－

１４３２／＋５９） レポーターの転写活性

は上昇したにもかかわらずＮＦκβの ｂ

ｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅが欠失したＣＯＸ

－２ （－２２０／＋５９） ｒｅｐｏｒｔ

ｅｒではＴＮＦ－α刺激による発現が誘導

されなかった。 

またＮＦκβやＣＯＸ－２のｉｎｈｉｂｉ

ｔｏｒ （ＭＧ１３２やＣｅｌｅｃｏｘｉ

ｂ）を用いた発現解析の結果から、椎間板細

胞におけるＴＮＦαによるＷｎｔシグナル

の活性化はＮＦκβシグナルによる直接的

作用とＣＯＸ－２／ＰＧＥ２シグナルを介

した間接的作用がそれぞれシグナル調整に

関与している可能性が示唆された。 

実験２：Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラッ

トから採取した髄核細胞、線維輪細胞ともに

ＥＰ受容体（ＥＰ－１、ＥＰ－２、ＥＰ－３、

ＥＰ－４）の遺伝子発現を認めた。またＥＰ

－２、ＥＰ－３、ＥＰ－４の遺伝子発現は髄

核細胞よりも線維輪細胞で発現が強かった。 

髄核細胞中ではＥＰ－１、ＥＰ－４、ＥＰ－

３、ＥＰ－２の順に遺伝子発現が高かった。 

実験３：ＴＮＦ－α刺激によりＥＰ３、ＥＰ

４受容体の遺伝子発現や蛋白発現はそれぞ

れ有意に上昇した。 

実験４：髄核細胞、線維輪細胞ともにＴＮＦ

－α（１０ｎｇ／ｍｌ、２４時間）、ＰＧＥ

２ （５０μＭ、２４時間）刺激後において

Ｔｏｐｆｌａｓｈの転写活性の上昇を認め

た。 

実験５：ＴＮＦ－α（１０ｎｇ／ｍｌ）、Ｐ

ＧＥ２で刺激後Ｗｎｔ関連遺伝子の発現上

昇を認めた。 

実験６：ａｇｏｎｉｓｔ、ａｎｔａｇｏｎｉ

ｓｔを用いたｇａｉｎ－ｏｆ－ｆｕｎｃｔ

ｉｏｎやｌｏｓｓ－ｏｆ－ｆｕｎｃｔｉｏ

ｎによる検討から、椎間板細胞における炎症

性サイトカインやアラキドン酸カスケード

におけるＷｎｔシグナルへの影響は、ＥＰ受

容体のうちＥＰ３が最も関与している可能

性が示唆された。 

以上の解析から、ＴＮＦ－α－ＰＧＥ２／Ｅ

Ｐ受容体を介したｐａｔｈｗａｙがＷｎｔ

シグナルを活性化させ、椎間板細胞分化を誘

導した可能性が示唆された。 

これらのシグナルは炎症誘導に関与する重

要な転写シグナルであり、椎間板細胞におけ

るＷｎｔシグナルの分子スイッチとして働

く可能性が考えられた。 

今後はＴＮＦα－ＰＧＥ２シグナルによる

Ｗｎｔシグナルの活性化をレセプター部位

で抑制できれば、椎間板変性における新たな

分子標的治療薬に繋がる可能性が考えられ

た。 
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