
慶應義塾大学・医学部（信濃町）・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１２

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

椎間板髄核の組織恒常性維持機構の解析

Tissue homeostasis of intervertebral disc

３０３４８６８５研究者番号：

藤田　順之（Fujita, Nobuyuki）

研究期間：

１５Ｋ１０４２０

平成 年 月 日現在３０   ５ ２２

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：我々はU-CH1-N細胞株を用いて、髄核細胞との類似性を検証した結果、U-CH1-Nは髄核
の分子マーカーであるBrachyury (T)、CD24、Cytokeratin19の発現が高く、更には軟骨基質であるAggrecanや
Type II collagenの発現も高く、長期に培養したところ、アルシアンブルー陽性であり、脊索由来の髄核細胞と
分子生物学的に非常に類似した特徴を持つ細胞株であることが判明した。本細胞株に対してカチオン性脂質を用
いた遺伝子導入でも高い導入効率を示し、分子生物学的手法を用いた研究においても非常に有用であった。

研究成果の概要（英文）：We show that a chordoma-derived cell line U-CH1-N cells highly express the 
nucleus pulposus (NP) marker genes, including T, KRT19, and CD24. These observations were further 
confirmed by immunocytochemistry and flow cytometry. Reporter analyses showed that transcriptional 
activity of T was enhanced in U-CH1-N cells. Chondrogenic capacity of U-CH1-N cells was verified by 
evaluating the expression of ECM genes and Alcian blue staining. Of note, we found that 
proliferation and synthesis of chondrogenic ECM proteins were largely dependent on T in U-CH1-N 
cells. In accordance, knockdown of the T transcripts suppressed the expression of PCNA, a gene 
essential for DNA replication, and SOX5 and SOX6, the master regulators of chondrogenesis. On the 
other hand, the CD24-silenced cells showed no reduction in the mRNA expression level of the 
chondrogenic ECM genes. These results suggest that U-CH1-N shares important biological properties 
with notochordal NP cells. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)椎間板の微小環境を含む、恒常性維持機
構を解明するうえで、髄核細胞における分子
間ネットワークを明らかにすることは大変
重要である。しかしながら、これまでの研究
に用いたラットまたはヒト髄核細胞は組織
から単離し、継代培養することにより元来の
特徴を欠失しやすく、髄核細胞の分子生物学
的な特性を維持することが困難である事が
知られている。 
(2) 1956 年に Harman らがフリーラジカル理
論を唱え、これまでに,過剰な活性酸素種
(ROS)が DNA、脂質、タンパク質に対して酸化
ストレスとなり、がんや老化などに関与して
いることが報告されてきた。また、アルツハ
イマーや慢性閉塞性肺疾患等、その他、多数
の疾患においてもその関与が示唆されてい
るが、椎間板変性と酸化ストレスの関係につ
いて不明である。 
２．研究の目的 
（１）髄核細胞の特徴が維持され、また分子
生物学的手法を適応しやすい髄核の細胞株
を確立する事を目的とする。 
（２）椎間板変性と酸化ストレスの関係性に
ついて、in vitro、in vivo両面において検討
する事を目的とする。 
３．研究の方法 
（１）脊索腫は髄核と同じく脊索を起源とす
る骨軟部腫瘍であり、これまでに幾つかの確
立された細胞株が報告されている。近年、
Katoらは脊索腫細胞株U-CH1から増殖能の高
い細胞集団をサブクローニングした U-CH1-N
細胞を報告した。我々は本細胞株を用いて、
髄核細胞との類似性を検証した。 
（２）ラット椎間板変性モデルの椎間板と、
手術時に採取されたヒト変性椎間板を用い
た。 
４．研究成果 
（１）U-CH1-N は髄核の分子マーカーである
Brachyury (T)、CD24、Cytokeratin19 の発現
が高く、更には軟骨基質である Aggrecan や
Type II collagen の発現も高く、長期に培養
したところ、アルシアンブルー陽性であり、
脊索由来の髄核細胞と分子生物学的に非常
に類似した特徴を持つ細胞株であることが
判明した(図)。これまでに報告された脊索腫
細胞株は増殖能が低いことが知られている
が、U-CH1-N 細胞は、他の脊索腫の細胞株と
比較して doubling time が短いことが知られ
ており、本細胞株に対してカチオン性脂質を
用いた遺伝子導入でも高い導入効率を示し、
分子生物学的手法を用いた研究においても
非常に有用であり、今後の更なる低酸素環境
を含む髄核の微小環境の解析において、有用
な tool となる事が期待される。 
 
 
 
 
 

（２）手術時に採取されたヒト変性椎間板を
用 い て 、 酸 化 ス ト レ ス マ ー カ ー
Nitrotyrosine の発現を検討したところ、変
性に伴い、その発現が上昇する事が確認され、
椎間板変性では酸化ストレスが蓄積してい
る事が判明した。更に、酸化ストレス誘導剤
をラット培養線維輪細胞に添加したところ、
椎間板変性に関与する事が知られている
TNF-α、MMP-3、COX-2 等の発現が濃度依存性
に上昇し、逆に Aggrecan の発現が低下した
事より、酸化ストレスは線維輪細胞に対して
catabolic な作用を持つことがわかった。そ
の下流シグナルについては、Western blot 法
にて MAPK が関与している可能性が示唆され
ている。興味深いことに、in vitro 解析にお
いて、酸化ストレスによる各遺伝子発現変動
は抗酸化剤N-acetylcysteine (NAC)添加によ
り有意に抑制された。また、逆に培養線維輪
細胞に炎症性サイトカイン添加により、炎症
を惹起させると、線維輪細胞内の ROS の上昇
が認められたことより、椎間板変性において
は酸化ストレスと炎症の間で positive 
feedback loopを形成している事が判明した。
In vivo 解析においては、ラット椎間板変性
モデルに NAC を摂取させ、その効果を判定し
た。摂取群の線維輪では、非摂取群に比して、
酸化ストレスマーカーNitrotyrosin の発現
が有意に低下し、TNF-αや Aggrecan の発現
変動も有意に抑制されていた。組織学的検討
においても、MRI 上も、摂取群では有意に変
性が抑制されており、酸化ストレスは椎間板
変性に関与し、抗酸化剤投与は椎間板変性に
対する治療となる可能性が示唆された。 
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