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研究成果の概要（和文）：脊索細胞を含む脊索性髄核は椎間板組織の恒常性を保つ為に重要な

役割を担い、脊索細胞が髄核から消失すること、すなわち脊索性髄核から線維軟骨性髄核への

移行が細胞外基質代謝に影響を及ぼすと仮定し研究を行ったとろ、脊索性髄核は TGF-β1 と

TIMP-3 を発現することによって椎間板の恒常性維持に寄与している可能性が示された。また、

脊索性髄核の終末期にはTGFβなどのサイトカインの低下にともなうADAMTS4/TIMP-3比の不均

衡が基質代謝に変化を及ぼし線維軟骨性髄核に移行する可能性が示された。 

 

研究成果の概要（英文）： The levels of expression of TIMP-3 in the notochordal NP were 

significantly lower in 160-week-old rabbits than those in 4-week-old rabbits. The 

decrease in the expression of TIMP-3 possibly mediated in part by TGF-β1 cause an 

imbalance of ADAMTS4/TIMP-3 ratio at the transition period from the notochordal to the 

fibrocartilaginous NP. 
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１．研究開始当初の背景 

腰痛発症の最も頻度の高い原因のひとつと

して椎間板変性を基盤とした退行変性疾患

があることは良く知られている。椎間板変性

が端緒となり椎間板症、椎間板ヘルニア、脊

椎すべり症、変形性脊椎症や脊柱管狭窄症な

どさまざまな病態が生じていく。しかし、椎

間板変性の原因は未だに不明である以上、退
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行変性性腰痛に対する治療は、保存的、手術

的いずれも対症的とならざるを得ず、根本的

な問題解決には程遠いのが現状である。そこ

で椎間板変性の原因を解明し、変性過程その

ものを予防・遅延あるいは逆行せしめること

が可能となれば、腰・下肢痛に苦しむ患者個

人の QOL を改善させるのみならず、医療経
済上もその恩恵は計り知れない。 

 

２．研究の目的 

髄核は胎生期に脊柱の原基となる間葉系細

胞を本来の位置に誘導するという重要な役

割を果たす脊索の遺残であり、ヒト椎間板の

変性は 10 歳代後半に髄核内に遺残した脊索
細胞が消失し、周囲の内層線維輪から軟骨様

細胞が侵入する時期、すなわち脊索性髄核か

ら軟骨性髄核への転換期に一致して始まる

と言われている。また、脊索性髄核が生涯に

わたり残存する種と早期に軟骨性髄核に置

換する種があり、後者では椎間板変性が早期

に生じ、椎間板ヘルニアや脊柱管狭窄症によ

る下肢麻痺を生じやすいことが知られてい

る。従って、われわれは脊索性髄核が椎間板

変性に対して抑制的に働く機能を有してい

る可能性が高いと考え、その機能について検

討することさらにヒト椎間板変性に応用し

て検討することを本研究の目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1)経年的組織学的変化の半定量的評価 

L4-L5椎間板組織（4週齢：n=7、160週齢：
n=7）を使用した。経年的組織学的変化は 5
つの部位（前方外層線維輪、前方内層線維輪、

髄核、後方内層線維輪、後方外層線維輪）で

ヒト椎間板組織の経年的変化の最も詳細な

分類の 1 つである Boosらのグレード分類を
一部変更して評価した。家兎を測定して得ら

れた値は過去に報告されているヒトの値と

比較検討した。さらに髄核における脊索様細

胞の有無を評価した。髄核内のランダムにサ

ンプリングした 3点で顕微鏡 200倍の 1視野
あたりの脊索細胞の数および割合を検討し

た。 

(2)免疫組織学的検討 

L4-L5椎間板組織（4週齢：n=3、160週齢：
n=3）を使用した。抗体は TIMP-3に対する
モノクロなール抗体（clone136-13H4）を用
いて ENVISIONキット（Dako）で染色した。 
(3)半定量的RT-PCR 
4 週齢の髄核および線維輪の TGF-β

1,TIMP-1,-2,-3を評価した。さらに髄核にお
ける TGF-β 1, ADAMTS4, ADAMTS5, 
TIMP-3の 4週齢と 160週齢の経時的変化を
評価した。 

(4) サ イ ト カ イ ン のTIMP-3 お よ び

ADAMTS4 mRNAに及ぼす影響 
30mgの髄核組織（4週齢：n=5）をアスコル
ビン酸（25μg/ml）添加無血清培地に TGF-
β1を0.1ng/ml, 1ng/ml, 10ng/ml添加した群
および IL-1βを 0.1ng/ml, 1ng/ml, 10ng/ml
添加した群を作成し24時間培養後にRNAを
抽出しTIMP-3とADAMTS4のmRNA量を
上記方法で半定量的に比較検討した。 
 

４．研究成果 

(1)家兎椎間板においてもヒトにおいて報告

さ れ て い る 加 齢 性 変 化 、 す な わ ち

chondrocyte proliferation, mucous 
degeneration, tear and cleft formation, 
granular changeが家兎椎間板においても確
認された。経年的組織学的変化の半定量的評

価により、4 週齢の家兎はヒトの胎児から 2
歳に相当し、160週齢の家兎は 11歳から 30
歳、とりわけ 11歳から 16歳に相当すること
が明らかとなった。 
(2)4週齢の免疫染色では髄核および線維輪



 

 

の両方の細胞で TIMP-3 が陽性であったが、
160 週齢では髄核および線維輪ともに
TIMP-3の染色を認めなかった。 
(3)4週齢の家兎を用いて TGF-β 1、
TIMP-1,2,3,mRNAの発現を髄核と線維輪で
比較すると、髄核において有意に強く発現し

ていた。髄核における mRNA の発現レベル
は加齢とともに変化し、髄核における TGF-
β1 と TIMP-3mRNA は 4 週齢と比較して
160週齢において有意に低値を示した。一方
ADAMTS4 の mRNA の発現は 4 週および
160 週齢で明らかな差を認めなかった。
ADAMTS5のmRNAは両群とも検出されな
いか極めて微量であった。 
(4)髄核の器官培養実験の結果では、TIMP-3
のｍRNAの発現は TGF-β1添加により容量
依存的に増加したが、IL-1βの影響は受けな
かった。一方 ADAMTS4のｍRNAの発現は
TGF-β1添加の影響を受けなかったが、IL-1
β添加によって増加した。 
 以上の結果から、脊索性髄核はTGF-β1と

TIMP-3 を発現することによって椎間板の恒

常性維持に寄与している可能性が示された。

また、脊索性髄核の終末期には TGFβなどの

サ イ ト カ イ ン の 低 下 に と も な う

ADAMTS4/TIMP-3 比の不均衡が基質代謝に変

化を及ぼし線維軟骨性髄核に移行する可能

性が示された。 
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