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研究成果の概要（和文）：CILP Tg マウスおよびノーマルマウスの椎間板の構造を組織学的に確
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 MRI では、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。 
CILP Tgマウスの頚椎に不安定性を導入することで、頚椎椎間板変性、ヘルニアモデルを作成

した。このモデルで変性誘導後の頚椎椎間板の組織学的評価を行った結果、Tg マウスで椎間板
変性が進行し、また同時にTGF-βシグナルも抑制されていることが分かった。これらのことか
ら、CILPが椎間板変性を促進している可能性が考えられた。 
 

研究成果の概要（英文）:Safranin O staining in intervertebral disc were significantly 
decreased in Nucleus pulposus tissues of Tg mice compared to controls. MRI analysis 
indicated obvious progression of degenerative intervertebral discs in Tg mice, which 
suggested reduction of the intensity of lumbar T2 weighted MR imaging.  

The cervical intervertebral disc degeneration and hernia models were established by 
introducing instability into cervical vertebrate of CILP Tg mice. The histological 
analysis suggested that progression of intervertebral disc degeneration and regulation 
of TGF-βsignaling. There may be a possibility that CILP enhance intervertebral disc 
degeneration. 
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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 
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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- b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）。我々は、CILP
遺伝子の機能および椎間板ヘルニアを起こ
すメカニズムについてもin vitroで検討した。
（IアレルとTアレルを持つ人でどのように
椎間板ヘルニアが起こるのかを検討した。）
正常椎間板ではTGF- bシグナルが亢進しアグ
リカン、Ⅱ型コラーゲンの発現が上昇する。
変性椎間板ではCILP蛋白が多く発現し、CILP
蛋白とTGF-bが結合するため、レセプターと
結合できなくなり、シグナルがストップして
しまう。特にTアレルを持つ人ではTGF- bと
の結合力が強いため、シグナルが流れなくな
ると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は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表現型の
解析 
椎間板の構造（髄核、線維輪）を、トランス
ジェニック群と正常群で H-E染色およびサフ
ラニン-O 染色で組織学的に評価した。さらに
作成した系統間ごとで脊椎椎間板を MRIで評
価した。（BioView社） 
CILPトランスジェニックマウスの頚椎椎間
板ヘルニアモデルの作成 
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椎
間板変性、ヘルニアができる（Miyamoto et al、
spine）。このモデルを作成し、変性誘導後の
頚椎椎間板を各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
の程度等を組織学的に評価した。 
 
 
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 
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トランスジェニックマ
ウス群で低下していた。さらに作成した系統
間ごとで脊椎椎間板を MRIで評価すると
（BioView社）、742mCILPInt、453mCILPInt
のマウスの腰椎 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(下図参
照)。また各系統間の腰椎レントゲン上、椎
間板高の違いを有意に認めている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
CILPトランスジェニックマウスの頚椎椎間
板ヘルニアモデルの作成 
さらに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 
正常群と比較して明らかにトランスジェニ
ック群で変性が進行していた。 
またトランスジェニック群の変性が進行し
た椎間板において有意に TGF-bシグナルが低
下していた。 
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