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研究成果の概要（和文）：神経栄養因子(Nerve growth factor: NGF)は､疼痛関連の神経伝達物質の発現誘導な
どにより痛みを惹起すると報告される。本研究目的は、ﾗｯﾄの椎間板細胞におけるWntｼｸﾞﾅﾙによるNGFの発現解析
を行い新規創薬につなげる橋渡し研究を行うことである｡解析から、Wntｼｸﾞﾅﾙは直接的にNGFの発現に関与せず､
疼痛伝達ではWntｼｸﾞﾅﾙ以外の因子が間接的に関わっている可能性が示唆された｡また腰椎変性疾患患者の椎間板
に炎症性ｻｲﾄｶｲﾝにより発現が誘導されるCCL20/CCR6の発現が確認されたことからCCL20/CCR6が腰椎間板変性に関
与している可能性があると考えている｡

研究成果の概要（英文）：Nerve growth factor (NGF) is reported to induce pain by inducing the 
expression of pain-related neurotransmitters. The purpose of this study is to analyze the expression
 of NGF by Wnt signal in rat intervertebral disc cells and to carry out a translation study for new 
drug discovery.
We found that Wnt signal was not directly involved in the expression of NGF and that factors other 
than Wnt signal were indirectly involved in pain transmission. In addition, inflammatory cytokine in
 the intervertebral disc of patients with lumbar degenerative disease. It was suggested that the 
expression of CCL20 / CCR6, which is induced by CCL20 / CCR6, was confirmed. Therefore, it is 
considered that CCL20 / CCR6 may be involved in lumbar disc degeneration.

研究分野： 脊椎・脊髄病疾患

キーワード： 腰痛　椎間板変性　分子学的研究　創薬　Wntシグナル　ケモカイン　炎症性サイトカイン　NGF
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腰痛は直接生命を脅かすものではないが､ADLを下げるばかりでなく患者のQOL低下を招き､人的にも社会的にもそ
の経済的損失は計り知れない｡椎間板変性症の病態解明が明らかにされれば､腰痛治療の新規分子標的治療薬とし
て世界に先駆けて報告でき､腰痛患者の社会的ｺｽﾄの減少につながる可能性がある｡ 今回、椎間板変性に関与する
Wntｼｸﾞﾅﾙにおける疼痛関連因子NGFの発現を解析したが、Wntｼｸﾞﾅﾙは直接的にNGFの発現に関与せず､疼痛伝達で
はWntｼｸﾞﾅﾙ以外の因子であるケモカインや炎症性サイトカインが間接的に関わっている可能性が示唆され、新た
な疼痛治療薬のターゲット因子として考慮された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
1.研究開始当初の背景	

腰痛発生には一般に①椎間板のｽﾄﾚｽや異常な椎間不安定性の増大(不安定性)が②椎間板細胞か

ら炎症性ｻｲﾄｶｲﾝの分泌を生じ(感覚神経の感作)③自由神経終末の変性椎間板内への侵入(感覚神

経の存在)により発生するのではないかと言われる｡しかしながら､実際に適した椎間板変性動物

ﾓﾃﾞﾙがないこともあり､椎間板変性に基づく腰痛ﾒｶﾆｽﾞﾑ(①なぜ椎間板変性が生じるのか?②なぜ

椎間板変性から痛みが生じるのか?)は未だ明確ではない｡	

そのような背景から我々は､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､

発生･分化など多様な機能を持つWnt	ｼｸﾞﾅﾙについて分子学的機能解析を行ってきた	(Hiyama	et	

al.	BRRC,	2008.	Hiyama	et	al.	JBC,	2009.	Hiyama	etal.	JBMR,	2009.)｡	

その結果､Wnt	ｼｸﾞﾅﾙの活性化は椎間板細胞の老化(細胞老化;細胞静止)を誘導する事を報告した

(Hiyama	et	al.	Arthritis	and	Rheum,	Journal	of	Cellular	Physiology,	2010.	Journal	of	

Cellular	Biochemistry,	2011.)｡また同化作用や異化作用に関わるｻｲﾄｶｲﾝに対するWntｼｸﾞﾅﾙの影

響を検討した結果､Wnt	ｼｸﾞﾅﾙの活性化はTNF-αやﾌﾟﾛﾃｱｰｾﾞであるMMP	family	の発現を上昇させ

る一方で､同化作用における重要なｻｲﾄｶｲﾝであるTGF-βsuper-family	の発現をMAPK	ｼｸﾞﾅﾙを介

して上昇させる事がわかった｡	

しかしながら､ｼｸﾞﾅﾙ伝達経路は細胞種や環境･条件により様々なｼｸﾞﾅﾙが複雑にｸﾛｽﾄｰｸしており､

椎間板変性においても必ずしも一つのｼｸﾞﾅﾙ(Wntｼｸﾞﾅﾙ)で椎間板変性の病態を解明できるもので

はない｡ただし少なくともいくつかの局面においてはWnt	ｼｸﾞﾅﾙの活性化が､炎症性ｻｲﾄｶｲﾝや疼痛

因子(神経栄養因子)に関わっていると考えられその経路の発現制御の解明は椎間板再生にとっ

ても重要な位置づけにあると考えている｡	

2.研究の目的	

神経栄養因子(Nerve	growth	factor:	NGF)は疼痛との関連が知られており､疼痛受容体の過敏化

や疼痛関連の神経伝達物質の発現誘導､炎症反応の増幅､新たな神経線維の発芽などによって痛

みを惹起すると報告されている｡	

椎間板におけるNGFの報告では､Freemontらは腰痛患者の椎間板内にはNGFやTNF-α､IL-6などのｻ

ｲﾄｶｲﾝが発現していたことを報告している(Freemont	et	al.	J	Pathol,	2002)｡またAbeらも同様

にﾋﾄ椎間板細胞をTNF-αやIL-1βで刺激することでNGF発現が上昇したことを報告している(Abe	

et	al.	Spine,	2007)｡	

これらの事から椎間板変性と腰痛におけるNGFの関係性が知られている｡	

そこで本研究の目的は､	

(1)椎間板変性に至る分子ﾒｶﾆｽﾞﾑをSprague	Dawleyﾗｯﾄの腰椎椎間板細胞を用いて解析し､	

(2)ﾗｯﾄの椎間板細胞におけるWntｼｸﾞﾅﾙによるNGFの発現解析を行う｡	

(3)腰痛患者に対する痛みと炎症性ｻｲﾄｶｲﾝについて解析し新規創薬につなげる橋渡し研究を行う

ことを目標とした｡	

3.研究の方法	
(1)椎間板変性に至る分子ﾒｶﾆｽﾞﾑの解明について研究をおこなう｡	

CTGF(CCN2)は､Cyr61(CCN1)､NOV(CCN3)､WISP1(CCN4)､WISP2(CCN5)およびWISP3(CCN6)を含む分泌

型ﾀﾝﾊﾟｸ質のCCNﾌｧﾐﾘｰﾒﾝﾊﾞｰのうちの一つである｡このうちCCN1は､CCN2と類似の活性および発現

ﾊﾟﾀｰﾝを有する一方で､CCN3はCCN2に対して拮抗的な作用をする｡またCCN2(CTGF)は髄核細胞中の

細胞外ﾏﾄﾘｯｸｽ産生を増加させることや腰痛患者のﾋﾄ変性椎間板中におけるCCN2発現の上昇が報

告されている｡そこでWntｼｸﾞﾅﾙとCCN2とのｼｸﾞﾅﾙ解析をおこなう｡	

① 11週齢のSprague	Dawleyﾗｯﾄの腰椎椎間板からﾗｯﾄ椎間板細胞を単離培養した(n=32)。	

培養した髄核細胞をもちいて遺伝子導入後にDual-Luciferasse	Reporter	Assay	system	



(Promega)によりCCN2の転写活性を測定した｡	

② Wntの活性化剤BIO(6-bromoindirubin-3′-oxime)を添加後(各濃度0.1-1.0μM)のCCN2の転

写活性を測定した｡	

③ WT-β-cateninまたはβ-catenin	siRNAを遺伝子導入し転写活性を測定した｡	

(2)	WntｼｸﾞﾅﾙとNGFとのｼｸﾞﾅﾙﾒｶﾆｽﾞﾑは不明であり､椎間板変性と腰痛における分子学的解析を行

うためWntｼｸﾞﾅﾙによるNGFの影響を解析する｡実験はSprague-Dawley(SD)ﾗｯﾄ(n=32,11週齢)から

採取した髄核細胞を用いた｡採取した髄核組織を分離後に､単層培養を行い実験に用いた｡	

① Wnt ｼ ｸ ﾞ ﾅ ﾙ に よ る NGF の 影 響 を 解 析 す る た め ､ Wnt 活 性 化 剤 で あ る

BIO(6-bromoindirubin-3-oxime)を24時間添加しNGFの転写活性を評価した｡	

② NGFのﾚﾎﾟｰﾀｰとWt-β-cateninとの遺伝子導入後のNGFの転写活性を評価した｡	

③ 遺伝子や蛋白ﾚﾍﾞﾙでの解析を行なった｡	

(3)	椎間板変性に至る分子ﾒｶﾆｽﾞﾑを解析するため､腰椎変性疾患で脊椎固定術をおこなったﾋﾄの

椎間板組織を提供していただき､遺伝子解析をおこなった｡	

① SDﾗｯﾄを用いて解析したﾃﾞｰﾀｰを参考にして､CCN	familyの発現をﾋﾄｻﾝﾌﾟﾙで解析した｡	

② また痛みの程度や画像評価との相関関係を解析するため炎症性ｻ ｲ ﾄ ｶ ｲ ﾝ (IL-6,	

IL-1β,TNF-α)やｹﾓｶｲﾝであるCCL20とその受容体であるCCR6の発現を解析した｡	

4.研究成果	

(1)WntｼｸﾞﾅﾙによるCCN2の転写活性をgain-of	functionやloss-of	functionから解析した結果､

Wntの活性化はCCN2転写活性を有意に減少させた｡一方でWntの抑制はCCN2転写活性を上昇させ

た｡	

(2)Wntの活性化剤BIO(6-bromoindirubin-3′-oxime)を24時間添加しNGFの転写活性を評価した｡

その結果､BIOを添加後(0.1μM-1.0μM)のNGFの転写活性には非添加群と比較し有意な変化はみ

られなかった｡またNGFのﾚﾎﾟｰﾀｰとWt-β-cateninとの遺伝子導入後のNGFの転写活性の評価でも

同様の結果であった（図１）｡			

	

転写ﾚﾍﾞﾙではWntｼｸﾞﾅﾙの活性化によってNGFの発現変化はみられなかったため､引き続き遺伝子

や蛋白ﾚﾍﾞﾙでの解析をおこなった｡BIOを添加後のNGFの遺伝子発現量やそのﾚｾﾌﾟﾀｰである低親和

性受容体p75､高親和性受容体TrkAの遺伝子発現量には非添加群と比較して有意差はなかった｡	



	 			 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

Westernblot法や蛍光染色を用いた蛋白発現量の解析でも､BIO添加後(24時間)のNGF蛋白発現量

に非添加群と比較して有意差はなかった(図３)｡	

	

	

以上の結果から､椎間板細胞ではWntｼｸﾞﾅﾙの活性化は神経栄養因子NGFの発現に影響がないこと

が示唆された｡	

(3)腰椎変性疾患から採取できた椎間板組織をReal-time	PCRにかけ解析すると､ﾗｯﾄのﾃﾞｰﾀと同

様にCCN2の発現が他のCCN	familyと比較し高いことがわかった｡さらに腰痛や下肢痛を有す腰椎

変性疾患中の椎間板組織には､炎症性ｻｲﾄｶｲﾝのうちTNF-αよりもIL-6の発現が高く､変性椎間板

組織内にCCR6の発現が炎症性ｻｲﾄｶｲﾝと同程度発現していることが確認された｡	

一方でCCR6のﾘｶﾞﾝﾄﾞであるCCL20は変性椎間板中に発現を確認したが､その発現量は炎症性ｻｲﾄｶｲ

ﾝ(IL-6,	IL-1β,TNF-α)よりも低かった｡	

	

以上の｢椎間板変性におけるWntｼｸﾞﾅﾙを介す転写制御機構の解析と新規腰痛治療薬の探索｣にお

ける研究の成果として､Wntｼｸﾞﾅﾙは直接的に神経成長因子NGFの発現に関与せず､疼痛伝達におい

てはWntｼｸﾞﾅﾙ以外の因子が間接的に関わっている可能性が示唆された｡	

今回の解析から腰痛や下肢痛を有す腰椎変性疾患中の椎間板組織中には炎症性ｻｲﾄｶｲﾝのうち

TNF-αよりもIL-6の発現が高く､変性椎間板組織内に炎症性ｻｲﾄｶｲﾝにより発現が誘導される

CCL20/CCR6の発現が確認された｡このことからCCL20/CCR6が腰痛患者の椎間板変性に関与してい

る可能性が示唆され､今後は､ﾋﾄ椎間板(正常から変性に至る過程での)における炎症性ｻｲﾄｶｲﾝに

よるｹﾓｶｲﾝ発現に関して明らかにする必要性があると考えている｡	
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