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研究成果の概要： 
背景：我々は腰椎椎間板ヘルニア患者のDNAサンプルで、大規模な相関解析を行い、CILP遺
伝子(cartilage intermediate layer protein)のI395Tにおいて有意な相関を見出した。さらにin 
vitroの機能解析から、CILP蛋白の高発現が椎間板変性に関わる可能性を見出した（Seki S et al, 
Nature Genet, 2005）。 
研究の目的：CILP トランスジェニックマウス(以下 Tg マウス)を作成し、表現型の解析や in 
vivo における CILP の役割を詳細に検討すること。 
方法：CILP Tg マウスの作成の方法は、軟骨特異的発現ベクター  pNASS(COL11A2 
promoter、IVS1) を用い、このベクターに CILP 遺伝子（C 末に HA tag を挿入）を導入しマ

イクロインジェクションによって Tg マウスを作成する。またこの Tg マウスを用い、表現型

を解析する。 
結果：CILP Tg マウスのlineの維持および繁殖 
遺伝子導入は PCR、mRNA は real-time PCR 法で確認し、CILP 蛋白の発現解析は、HA 抗体、

N 末、C 末抗体の 3 種類使用し、これらでウエスタンブロット、免疫染色で Tg マウスにおけ

る CILP 蛋白の発現を確認できた。 
CILP Tg マウスの表現型の解析 
椎間板の構造（髄核、線維輪）を、組織学的に確認すると、サフラニン-O 染色にて髄核組織の

染色性が有意に Tg マウス群で低下していた。さらに脊椎椎間板を MRI で評価すると、Tg マ
ウスの腰椎 MRIT2 強調画像において、腰椎椎間板の輝度はノーマルマウスと比べて低下して

いたことから、明らかな椎間板変性の進行が認められたと考えられる。また Tg マウスとノー

マルマウスで、腰椎レントゲン上の椎間板高の違いを有意に認めている。 
CILP Tg マウスの頚椎椎間板変性、ヘルニアモデルの作成 
マウスの頚椎に不安定性を導入すると頚椎椎間板変性、ヘルニアができることがわかっており、

このモデルで、変性誘導後の頚椎椎間板をレントゲン、組織学的評価を現在行っている。 
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１．研究開始当初の背景 
我々は腰椎椎間板ヘルニア患者 467 人、コン
トロール群 654 人のDNAサンプルを用いて軟
骨関連遺伝子の候補遺伝子について, 我々
は、遺伝子多型研究センターで収集した遺伝
子多型データと高速度大量 タイピングシス
テムを用いて、大規模な相関解析を行った。
す る と 、 cartilage intermediate layer 
protein (CILP) 遺伝子の I395T において
p=0.0000068 の相関を認めた。さらに他の遺
伝子領域に疾患感受性多型が存在しないか
どうかを検討するために、連鎖不平衡領域を
決定したところ、CILP遺伝子はほぼひとつの
連鎖不平衡領域内に存在した。ハプロタイプ
に基づく解析も同時に行い、他の領域には疾
患感受性多型が存在しないことを証明した。
これらの解析から、CILPのI395Tが腰椎椎間
板ヘルニアの疾患感受性多型であることを
より確実に示した。さらにウサギ髄核細胞を
用いた、in vitroの機能解析から、CILP蛋白
の高発現がTGF-シグナルを抑制すること
で、椎間板変性に関わる可能性を見出した
（Seki S et al, Nature Genet, 2005）。 
 
２．研究の目的 
我々が同定した腰椎椎間板ヘルニアの疾患

感 受 性 遺 伝 子 で あ る CILP (cartilage 
intermediate layer protein) 遺伝子の機能

をin vivoにおいて解析することである。 
つまり CILP 遺伝子のトランスジェニック

マウスを作成することで、椎間板ヘルニアお

よび変性のメカニズムについて遺伝子レベ

ル、蛋白レベルで解明できれば、その臨床的

貢献度は計り知れないと考えられる。 
 
３．研究の方法 
CILPトランスジェニックマウスの作成 
軟 骨 特 異 的 発 現 ベ ク タ ー (COL11A2 
promoter、IVS1) を用い、CILP 遺伝子の上
流に Col11a2 promoter、下流に Col11a2 
IVS1 を組み込んだベクターを用いるため、
軟骨特異的に CILP 遺伝子が発現する
（Kimura et al、J cell Biol）。このマウスは
プロモーター、イントロンの配列によって 3
系統あり、それぞれ脊椎全体に CILP を発現
するマウス、髄核特異的に発現するマウス、
あまり CILP を発現しないマウスの 3 系統作
成する。 
CILP 遺伝子の上流に Col11a2 promoter‐
742～0、Col11a2 IVS1 の配列依存性に、骨・
軟骨組織全般に CILP が発現、または髄核組
織特異的に CILP が発現できる。 
CILPトランスジェニックマウスの表現型の

解析 
作成したトランスジェニックマウスの CILP
遺伝子の発現を確認する。またトランスジェ

ニックマウスの採血、腰椎レントゲン、腰椎

MRI、腰椎椎間板の組織学的な評価を行い、

正常マウスとの違いを評価する。 
CILPトランスジェニックマウスの表現型の

解析および椎間板変性モデルの作成 
さらにトランスジェニックマウスの頚椎の
棘突起、棘間靭帯、項靭帯を切除し、頚椎の
不安定性を導入すると頚椎に変性が誘導さ
れることはわかっている（Miyamoto et al, 
spine）。このモデルを用いて頚椎椎間板変性
誘導後の変化を 3系統でどのように変性度合
いが違うか、レントゲン上の変化、ヘルニア
の程度を評価する。 
 
４．研究成果 

CILPトランスジェニックマウスの表現型の

解析および椎間板変性モデルの作成 
作成したトランスジェニックマウスのCILP
遺伝子の発現を確認する。その後我々は、採

血、レントゲン、MRI、組織学的な評価を行

い、正常マウスとの違いを評価したところ、

明らかにトランスジェニックマウス群で

MRI での椎間板の変性度、サフラニンーO
の染色性、レントゲン上の椎間板高に違いを

認めた。さらにトランスジェニックマウスの

頚椎に不安定性を導入し、その際の頚椎椎間

板変性の程度が 3系統のマウスでどのように

違うか、レントゲン上の変化、組織学的な評

価を施行中である。 
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