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研究成果の概要： 

ウシ椎間板髄核で AGEｓ、RAGE の存在が確認され、その RAGE は、AGEs－RAGE complex にお

ける受容体としての機能を持った RAGE であることが確認された。IL-1βの刺激により、機能の

ある RAGE の発現が増加し、炎症による RAGE の発現の増加が AGEs－RAGE complex を活性化させ

ることにより、椎間板の変性が加速する可能性が示唆され、病的な椎間板変性と関連がある可

能性が考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

Advanced glycation end products（AGEs：
終末糖化産物）とは、糖と蛋白が糖化反応を
経て生成される物質であり、種々の病態との
関連が報告されている。我々は、椎間板変性
と の 関 連 に 関 し 、 AGEs の 蓄 積 に よ り
AGEs-RAGE complex が活性化し、ヒト椎間板
髄核内のアグリカン含有量が低下すること
を報告し、AGEs の蓄積が椎間板変性の一因で
あることを報告した。ヒト椎間板髄核は、解
剖検体より入手し使用していたが、それは、
ある程度変性を起こした髄核であった。つま
り、AGEs の蓄積による椎間板変性は、加齢性

変化として自然な経過である可能性もあり、
椎間板性疼痛や若年性椎間板変性など、いわ
ゆる疾病を引き起こす病的な椎間板変性と、
AGEs-RAGE complex の関連は不明確なままで
あった。 
一方、関節軟骨細胞においては、炎症性サ

イトカインが RAGE の発現を増加させ、軟骨
を変性へと導くという報告がある。そこで、
椎間板においても同様に、炎症性サイトカイ
ンにより、RAGE の発現が増加し、AGEs-RAGE 
complex がさらに活性化し、変性を加速させ
るのではないかと仮定し研究をすすめた。炎
症性サイトカインは、変性のない椎間板にも
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発現が確認されている、IL-1βを使用した。 
まず、変性の比較的少ない椎間板組織とし

て、椎間板ヘルニア細胞を使用した。IL-1β
の刺激により、RAGE の発現は増加したが、ア
グリカンの発現にばらつきが大きく、評価不
可能であった。椎間板ヘルニアには、髄核と
線維輪が含まれており、細胞外基質であるア
グリカンの量的な評価は困難であることが
確認された。 

変性のない髄核を使用することが必要で
あるが、ヒト椎間板では、変性のない髄核を
入手することは難しく、ヒト椎間板組織と類
似した性質を持つとされる、ウシ椎間板髄核
を使用することとした。 

 

２．研究の目的 

ウ シ 椎 間 板 髄 核 に お い て 、 炎 症 が
AGEs-RAGE complex に及ぼす影響を解明
する。 

 

３．研究の方法 

ウシ尾椎の椎間板組織 6 検体を用いた。椎
間板全体を病理学的検査に使用し、髄核を単
層培養して用いた。 

（１）病理学的検討：Hematoxylin and Eosin 

(H&E)染色、Safranin-O 染色、および、抗
AGEs 抗体、抗 RAGE 抗体による免疫染色を
行った。 

（２）AGEs に対する反応の確認：単層培養
した髄核を、0.1mg/ml の AGEs で 6 日間刺
激を行った。2 日毎に培養液は交換した。6

日後に、Real-time PCR 法にて、アグリカン
の発現量を測定し検討した。 

（３）IL-1βによる RAGE 発現への影響：単
層培養した髄核を、0.5ng/ml の IL-1βで 2

日間刺激を行い、Real-time PCR 法にて、
RAGE の発現量を測定し検討した。また、細
胞免疫染色にて、RAGE の発現を検討した。 

（４）IL-1βと AGEs の相互作用：単層培養
した髄核を、以下の 4 群に分けて 2 日間刺激
を行い、Real-time PCR 法にて、アグリカン
の発現量を測定し検討した。Group1.AGEs

（－）、IL-1β（－）。Group2. AGEs（－）、
IL-1β（＋）。Group3. AGEs（＋）、IL-1β
（－）。Group4. AGEs（＋）、IL-1β（＋）。
さらに、Group4 では、RAGE 中和抗体を用
い、RAGE のシグナルをブロックする実験を
追加した。 

 

４．研究成果 
（１）病理学的には、ウシ椎間板髄核は、軟
骨細胞で構成され、脊索細胞はほとんど認め
られなかった。また、免疫染色にて、髄核内
に AGEs、RAGE の存在が確認された。（図
1A－1E）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1A-1E：ウシ椎間板髄核組織。1A：H&E

染色、1B：Safranin-O 染色、1C：抗 RAGE

抗体による免疫染色、1D：抗 AGEs 抗体に
よる免疫染色、1E：Negative control。 

 

（２）AGEs の 6 日間の刺激により、
Aggrecan は 82.1％（p＝0.0002）と有意に減
少した。（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 

 

これら（１）、（２）の結果から、ウシ椎間
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板には AGEs に反応する RAGE が存在し、
AGEs－RAGE 系の実験に、ウシ椎間板髄核
が使用可能であることが確認された。 

 

（３）2 日間の IL-1βの刺激により、RAGE

の発現は、Real time PCR 法において、
166.5％（p＝0.0015）と有意に増加した。（図
3A）。また、細胞免疫染色でも、明らかな
RAGE の増加が認められた。（図 3B-D）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             図３A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             図３B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            図３C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            図３D 

 

 

 

（４）Group2、3、4 における、アグリカン
の発現量は、Group1 と比較すると、それぞ

れ、100.9％、103.2％、73.6％（p＝0.011）
であり、Group4 でのみ、有意にアグリカン
の発現量が減少した。（図 4A）。また、Group4

において、RAGE のシグナルをブロックする
と、アグリカンの発現量は、91.4％となり、
アグリカンを減少させる効果はブロックさ
れることが確認された。（図 4B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             図 4A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             図 4B 

 

以上のことから、ウシ椎間板髄核で AGEｓ、
RAGE の存在が確認され、また、その RAGE は、
AGEs－RAGE complexにおける受容体としての
機能を持った RAGEであることが確認された。
IL-1βの刺激により、機能のある RAGE の発
現が増加し、2日間という極短期間において、
IL-1βで炎症を惹起させ、AGEs を作用させる
と、髄核のアグリカン含有量が有意に低下し、
それは RAGE signaling を介していることが
確認された。炎症などによる RAGE の発現の
増加が AGEs－RAGE complex を活性化させる
ことにより、椎間板の変性が加速する可能性
が示唆され、病的な椎間板変性と関連がある
可能性が考えられた。  
 椎間板において、RAGE の発現の増加が、椎
間板変性を助長する可能性が示唆された。今
回の実験では、RAGE の発現は、炎症という化
学的な刺激である、IL-1βで増加することが
確認された。今後、椎間板変性と関連が報告
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されている様々な因子、例えば物理的な圧迫
刺激などにより、椎間板での RAGE の発現が
どのように影響を受けるかなどへの研究の
発展が考えられる。 
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