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研究成果の概要（和文）：本研究ではラットおよびヒト椎間板におけるRANK/RANKL/OPG系の発現を、mRNAおよび蛋白レ
ベルで確認した。
炎症性サイトカイン刺激よってRANK/RANKL/OPG系の発現は上昇することが示された。IL-1β存在下でのRANKL刺激によ
って、炎症性サイトカインやタンパク分解酵素の発現は上昇した。RANK/RANKL/OPG系は炎症性サイトカインと相互作用
することにより、椎間板変性の進行に関与している可能性を考えた。

研究成果の概要（英文）：The present study showed that the expression of RANK/RANKL/OPG system was 
confirmed both by mRNA and protein levels in the rat and human intervertebral discs.
The expressions of RANK/RANKL/OPG were regulated by stimulation with IL-1β. Those of proinflammatory 
cytokines and proteolytic enzymes were significantly up-regulated by stimulation with RANKL in the 
presence of IL-1β stimulation.
The RANK/RANKL/OPG system has the potential to interact with proinflammatory cytokines and be involved in 
the progression of disc degeneration.

研究分野： 椎間板変性

キーワード： 椎間板変性　RANKL　炎症性サイトカイン
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１． 研究開始当初の背景 

腰痛の生涯罹患率は日本国民の 7割以上と

報告され、若中年層の QOL を低下させる原

因の第一位に挙げられている。また、腰痛

は日常生活動作 (ADL) を障害する大きな

問題であるとともに、若年者での罹患率が

高いことから、社会的かつ経済的にも大き

な影響力を及ぼす。腰痛の発生原因につい

てはいまだ不明な点が多いが、近年、椎間

板変性がその病態に大きく関与しているこ

とが明らかになってきた。脊椎前方支持組

織である椎間板が変性に陥ると、椎体間の

不安定性を引き起こし、腰痛、さらには下

肢神経症状をきたす脊椎変性疾患の原因と

なる。従って、現在、椎間板変性に対する

治療法の開発が注目視されており、世界的

な規模で研究が行われている。 

椎間板は、力学的、生化学的に異なる特徴

を有する外層の線維輪とその内部の髄核の

二つの組織からなり、各組織の生化学的特

性が組織生体力学的特徴に深く関与してい

る。線維輪組織は主にⅠ型コラーゲンに富

み、捻り（引っ張り）張力に寄与しており、

髄核組織は巨大プロテオグリカンに富む組

織からなり、水分を保持することにより組

織の弾力性に寄与している。椎間板変性は、

年齢、機械的ストレス、遺伝性、栄養など

のいろいろな原因によって生じると考えら

れているが、生化学的変化からみると、椎

間板組織における細胞外基質（主に巨大プ

ロテオグリカン[アグリカン]およびⅡ型コ

ラーゲン）の産生と分解（新陳代謝）のバ

ランスが崩壊し、細胞外基質が進行的に崩

壊していく病態である。基質代謝の調節因

子には、transforming growth factor-β 

(TGF-β)、bone morphogenetic proteins 

(BMPs)などの成長因子が挙げられ、細胞外

基質（蛋白）の合成に働く。一方、IL-1 や

TNF-αなどの炎症性サイトカインは蛋白分

解 酵 素  (Matrix metalloproteinases 

[MMPs], ADAMTS ファミリー) を誘導するこ

とにより、細胞外基質（蛋白）の分解に働

き、さらには、基質産生自体をも抑制する。

したがって、分解が優位な状態にあると考

えられる椎間板変性の進行に対して、これ

らの炎症性サイトカインの刺激を抑制する

ことは、椎間板基質の崩壊を抑制しうる画

期的な治療戦略となる。 

Receptor activator of NF-кB 

ligand(RANKL)は破骨細胞分化因子として

知られ、TNF スーパーファミリーに属する。

RANKL が RANK に結合すると、T-RAF6 を介し

て NF-κBを活性化させ、活性化 NF-κBは

炎症性サイトカインの発現を活性化させ、

破骨細胞の骨基質成分の分解に関与してい

る と 考 え ら れ て い る 。 ま た 、

Osteoprotegerin(OPG)は RANKL の decoy 

receptor として働き、RANK/RANKL/OPG 系は

シグナルの均衡に寄与すると考えられてい

る 。 近 年 、 ヒ ト 関 節 軟 骨 に お い て

RANK/RANKL/OPG 系の発現が報告されてい

るが、椎間板組織での報告は少ない。そこ

で 我 々 は 、 椎 間 板 細 胞 に お い て

RANK/RANKL/OPG 系が存在し、サイトカイン

ネットワークの一端を担い、椎間板の基質

代謝に影響を与え、椎間板変性の発症に深

く関与していると仮説した。 

 

２．研究の目的 

椎間板変性とRANK/RANKL/OPG 系の関連性

を明らかにすることである。本研究は椎間

板変性のメカニズムの解明に繋がり、新た

な治療法の開発の手がかりになると確信す

る。 

 

３．研究の方法 

ラット椎間板 

ラ ッ ト 椎 間 板 細 胞 （ 培 養 ） に て

RANK/RANKL/OPG 系の機能解析を行う。まず、

(1) 炎症性サイトカイン刺激に対する



RANK/RANKL/OPG 系の発現の変化を調べる。

次に、(2) RANKL刺激に対する椎間板細胞の

基質代謝への影響を検討する。椎間板変性

の微少環境を模倣する目的で、炎症性サイ

トカイン存在下においても同様に椎間板基

質代謝への影響を検討する。 

プロトコール： 

ラット椎間板細胞（線維輪細胞7日間、髄核

細胞10日間）培養を行う。24時間、無血清

培地で培養した後に以下の条件にて細胞を

培養する。 

(1)recombinant human IL-1β（0、0.01、

0.1、1.0、10 ng/ml）存在下に24時間培養。

RANK/RANKL/OPG系のmRNA レベルでの発現

を調べる。 

(2)recombinant human RANKL (0, 10, 100 

ng/ml)存在下に24時間培養。またrhIL-1β 

(10 ng/ml)存在下に条件１と同様の培養を

行う。 

基質代謝の蛋白分解系を制御しているサイ

トカインであるIL-1β及び蛋白分解系酵素

（MMP-3,13）のmRNA レベルでの発現を調べ

る。 

 

ヒト椎間板 

手術標本よりヒト椎間板組織を採取し、(1) 

ラット椎間板と同様にRANK/RANKL/OPG 系

の発現および炎症性サイトカイン刺激によ

る影響を検討する。また(2) 免疫組織学的

手法を用い評価も行う 

プロトコール： 

ヒト椎間板細胞（線維輪細胞7日間、髄核細

胞10日間）培養を行う。24時間、無血清培

地で培養した後に以下の条件にて細胞を培

養する。 

(1) recombinant human IL-1β（0、0.1、

1.0、10 ng/ml）存在下に24時間培養。

RANK/RANKL/OPG系のmRNA レベルでの発現

を調べる。 

(2)抗RANK 抗体（ab12008,Abcam 社）、抗

RANKL抗体（ab9957,Abcam 社）、抗OPG 抗

体（sc-8468,Santa Cruz 社）それぞれの抗

体の反応部位を観察し、共焦点レーザー顕

微鏡にてデジタル画像を撮影する。 

 

４．研究成果 

ラット椎間板 

(1) RANKLおよびOPGのmRNAレベルでの発現

量は髄核細胞、線維輪細胞間で差を認めな

かったが、髄核細胞におけるRANKのmRNA発

現量は線維輪細胞に比べて有意に高値であ

った。 

(2) IL-1β刺激により髄核細胞、線維輪細

胞ともにRANKLのmRNA 発現量は有意に増加

していた。またNP細胞においては、RANKお

よびOPGのmRNA発現量も有意に増加してい

た。培養細胞にRANKLのみの単独投与を行っ

たところ、炎症性サイトカイン（IL-1β）、

タンパク分解酵素であるMMP-3, 13の発現

量に有意な変化は認めなかった。一方で、

炎症性サイトカイン存在下でのRANKL刺激

では、IL-1β, MMP-3, MMP-13の発現量は有

意に上昇した。 

 

ヒト椎間板 

(1) RANK、RANKL、OPGともに髄核細胞にお

けるmRNAレベルでの発現量は線維輪細胞に

比べて有意に高値であった。IL-1β刺激に

よりRANKやOPGではmRNAレベルでの発現量

は有意な変化を認めなかったがRANKLの発

現量は、線維輪、髄核細胞ともにIL-1β刺

激によって有意に上昇した。 

(2) 共焦点レーザー顕微鏡を用いて培養細

胞を観察したところ、ヒト椎間板培養細胞

は線維輪、髄核ともに、RANKは主に細胞膜、

RANKLとOPGでは主に細胞質に発現を認めた。 

 

以上より、ラットおよびヒト椎間板におけ

るRANK/RANKL/OPG系の発現を、mRNAおよび

蛋白レベルで確認した。 



炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 刺 激 よ っ て

RANK/RANKL/OPG系の発現は上昇した。

IL-1β存在下でのRANKL刺激によって、炎症

性サイトカインやタンパク分解酵素の発現

は上昇した。RANK/RANKL/OPG系は炎症性サ

イトカインと相互作用することにより、椎

間板変性の進行に関与している可能性を考

えた。 
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