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研究成果の概要（和文）：静水圧負荷によるメカニカルストレスのもとでオートファジー関連因子の発現を認
め、椎間板細胞においてもオートファジーが生じていることが示唆された。今後検体数を増やして再現性を検討
する必要がある。
さらに、オートファジー誘導剤あるいは阻害剤をゼラチンハイドロゲルに含浸させ椎間板内に注入、徐放させる
ことで、白色家兎生体内椎間板内のオートファジーによる椎間板変性抑制効果の検討も必要である。

研究成果の概要（英文）：Expression of autophagy-related factors was observed under mechanical stress
 caused by hydrostatic pressure loading. This suggests that autophagy also occurs in intervertebral 
disc cells. It is necessary to increase reproducibility by increasing the number of samples in the 
future. 
Furthermore, it is also necessary to investigate the effect of autophagy in the intervertebral disk 
in white rabbits by inhibiting disc degeneration by impregnating the gelatin hydrogel with an 
autophagy inducer or inhibitor and injecting it into the intervertebral disc and sustained release.
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１．研究開始当初の背景 
脊椎の構成体である椎間板の変性は腰痛の
一因となり、臨床的に大きな問題となる。
椎間板変性とは、加齢性変化に、力学的負
荷、炎症性サイトカインの暴露、栄養供給
機構の破綻が加わることで椎間板の構成細
胞と基質が減少し、構成細胞が変化するこ
とに起因している。また、椎間板は人体最
大の無血管組織であることや椎間板構成細
胞の増殖能が低いことから、いったん変性
すると自己修復は期待できない。 
 
われわれは多血小板血漿をドラッグデリバ
リーシステムと組み合わせて、家兎椎間板
変性モデルの髄核に注入し、血小板由来成
長因子の徐放による椎間板再生効果を報告
した(Ikeda T: Tissue Eng Part A. 2007, 
2009)。その際に、家兎変性椎間板モデル
から作製した組織切片に対して、 terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated 
dUTP-biotin nick-end labeling (TUNEL)
染色を行うと、椎間板の髄核に TUNEL 染色
陽性の細胞を同定した。この TUNEL 染色陽
性細胞は多血小板血漿とゼラチンハイドロ
ゲル粒子を投与した群、対照群でも認め、
椎間板変性を抑制させるためには椎間板細
胞の恒常性や細胞死のメカニズムを解明
し、残存する椎間板細胞の細胞死を減少さ
せることが必須であると考えた。 
 
近年、様々な細胞においてオートファジー
による細胞内品質管理、抗老化作用、細胞
死抑制効果が報告され、加齢などによるオ
ートファジーの低下が細胞死や組織変性に
寄与していると考えられている。椎間板組
織は無血管組織でもともと低酸素・低栄養
状態であることから恒常的にオートファジ
ーが生じている可能性が考えられる。われ
われは、過度のメカニカルストレスによる
オートファジー機構の破綻と椎間板変性が
関係している可能性があると考えた。 
オートファジーには大きく分けて①マクロ
オートファジー、②シャペロン介在性オー
トファジー、③ミクロオートファジーの 3 
つの機構がある。中でも長期的なストレス
応答反応であるシャペロン介在性オートフ
ァジー(Cuervo AM, Am J Physiol 1995)は
常時ストレス下にある椎間板とより関連し
ている可能性がある。 
 
２．研究の目的 
われわれは静水圧を自由に設定し、持続
的、もしくは種々の周期で間欠的に圧力負
荷できる装置を開発し、実験を行ってきた
(Tonomura H, Osteoarthritis and 
Cartilage 2006, 2008, Journal 
Orthopedics Science 2009)。この装置によ
り、椎間板(髄核細胞・線維輪細胞・終板軟
骨細胞)に対してメカニカルストレスをか
け、オートファジーを促進・阻害させるこ

とで、椎間板におけるオートファジーによ
る細胞内品質管理、抗老化作用、細胞死抑
制効果を評価することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
●椎間板細胞に対する静水圧負荷によるオ
ートファジー誘導が椎間板におよぼす影響
の検討 
 
<方法> 
1) 白色家兎の椎間板組織から椎間板細胞
(髄核細胞、線維輪細胞、終板軟骨細胞)をそ
れぞれ単離し、単層培養、alginate を用い
た三次元培養を行う。 
 
2) 種々の周期、時間、強さ(1-30 MPa)の静
水圧負荷を行い、オートファジー関連因子
である Beclin1、LC3、LAMP、ATG、HIF- 1、
2 を Western blotting や免疫染色で検索す
る。マクロオートファジーで発現する隔離
膜を電子顕微鏡で確認する。  
 
3) オートファジー阻害剤である 3-メチル
アデニンやクロロキンを投与し、上記のオ
ートファジー関連因子の発現の変化を確 
認する。  
 
4) 椎間板構成細胞の基質産生能を評価す
るために real-time PCR 法を用いて各群の
培養液中の sGAG、aggrecan、versican 、I
型コラーゲン、II 型コラーゲン、SOX9 の
遺伝子発現量を分析する。  
 
5) 細胞老化マーカーの評価をするために 
SA‐β‐Gal、 P16INK4a、p27KIP、p21、p53 
の遺伝子発現量を real-time PCR 法を用い
て分析する。  
 
6) アポーシスの評価をするために、TUNEL
染色、DNA fragmentation ELISA、Annexin V
染色、 Caspase-3 の酵素活性測定、電子顕
微鏡、フローサイトメトリーを用いて分析
する。  
 
7) IL-1、TNFα、nitric oxide synthase 
(NOS)の発現の変化を Northern blotting、
RT-PCR、ELISA を用いて検索する。NO産生
の変化の有無を Griess 法で解析する。  
 
8) アポトーシス調節因子であるBcl-2、BAX
の発現を Western blotting で検索する。 
 
４．研究成果 
静水圧負荷によるメカニカルストレスのも
とでオートファジー関連因子の発現を認め、
椎間板細胞においてもオートファジーが生
じていることが示唆された。今後検体数を
増やして再現性を検討する必要がある。ま
た、オートファジー阻害剤を投与すること
で髄核細胞におけるオートファジーが抑制



されるかどうかの検討やアポトーシスの有
無の検討などのさらなる研究が必要である。 
さらに、オートファジー誘導剤あるいは阻
害剤をゼラチンハイドロゲルに含浸させ椎
間板内に注入、徐放させることで白色家兎
生体内椎間板内のオートファジーによる椎
間板変性抑制効果の検討も必要となると考
える。 
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