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研究成果の概要（和文）：椎間板髄核様細胞株とヒト椎間板細胞において、TNF-α刺激によって、TNF-αと
COX-2の発現が有意に上昇したが、HAを添加することによって、その発現上昇は有意に抑制された。一方、ヒア
ルロニダーゼの添加により、TNF-αとCOX-2の発現が有意に上昇した。更に、p38、Erk1/2、p65のリン酸化が認
められ、またTNF-α刺激によるp38、Erk1/2のリン酸化は、HA添加により抑制された。ヒト変性椎間板における
ヒアルロン酸分解酵素の発現推移につき検討したところ、いずれのヒアルロン酸分解酵素も椎間板変性の進行に
伴って発現が増加し、特にHYAL1において、その発現量に有意差を認めた。

研究成果の概要（英文）：RT-PCR and Western blot analysis showed that TNF-α-mediated induction of 
the expression of TNF-α and COX2 was clearly neutralized by HA treatment, and the expression of 
TNF-α and COX2 was significantly induced by hyaluronidase treatment in both cell types. 
Additionally, Western blot analysis showed that hyaluronidase-induced phosphorylation of p38 and 
Erk1/2, and that TNF-α-mediated phosphorylation of p38 and Erk1/2 was clearly reduced by HA 
addition. In degenerating human IVD samples, immunohistochemistry for hyaluronidase showed that the 
expression of hyaluronidases including HYAL1, HYAL2, and CEMIP tended to increase in accordance with
 IVDD. In particular, HYAL1 showed statistically significant differences.

研究分野：整形外科

キーワード： 椎間板変性　ヒアルロン酸　慢性炎症　髄核

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腰椎変性疾患の原因の一つに椎間板変性が挙げられるが、現在のところ、椎間板変性を抑制する有効な治療法は
確立されていない。本研究結果より、ヒアルロン酸がp38とErk1/2経路を制御することで、椎間板の炎症を抑制
する可能性が示された。更に、HYAL1の発現が椎間板変性の進行と相関していることも示された。以上より、
HYAL1がHA代謝を介して、椎間板変性の治療標的分子となる可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
厚生労働省「国民生活基礎調査」によると、腰痛を自覚する日本人は推定 1000万人であり、
更に、腰痛に関与する疾患の一つとして挙げられる変形性腰椎症においては、日本で 3800
万人にのぼるといわれている。超高齢化社会の到来により、これらの疾患患者の割合は更に
増加し、国民の社会経済的負担は更に大きくなることが予想されるが、これらの変性疾患に
対する評価と治療に関して、最近の 10－20年において大きな変化はない。 
これらの腰椎変性疾患の原因の一つに椎間板変性が挙げられるが、現在のところ、椎間板変
性を抑制する有効な治療法は確立されていない。椎間板は脊椎に存在し、脊柱の可動性や体
重の支持性を担う重要な組織であり、血管を有しておらず、人体最大の無血管組織と言われ
ている。椎間板は外側の線維輪と内側の髄核により構成されており、共に軟骨性組織に分類
されるが、発生はそれぞれ異なり、特に髄核は胎生期の脊索から分化することが知られてい
る。 
我々はその変性の進行に酸化ストレスや小胞体ストレス、特にUnfolded Protein Response
の一つであるPerk経路が関与していることを見出した(Suzuki S, et al. Arthritis Res Ther. 
2015, Fujii T, et al. J Orthop Res. under revision)。更に炎症性サイトカインの一つである
IL-6と、その下流の STAT3シグナルも変性に関与していることを報告し(Suzuki S, et al. 
Spine. 2017)、これらを標的とする薬剤を椎間板変性に対する新規治療薬として特許出願し
た。特に酸化ストレスにおいては、抗酸化剤 N-acetyl cysteine (NAC)を椎間板変性治療薬
として、当院で臨床研究として開始される予定ではあるが、臨床的に椎間板変性を抑止する
に当たり、これらの治療薬だけでは不十分である事が予想され、異なる観点からの繊維輪に
おける変性メカニズムの解明が必要である。 
 
２．研究の目的 
我々は椎間板、特に繊維輪における変性の進行に酸化ストレスや IL-6/STAT3が関与してい
ることを報告したが (Suzuki S, et al. Arthritis Res Ther. 2015, Suzuki S, et al. Spine. 
2017)、変性のメカニズムは多様で有り、異なる観点からの繊維輪における変性メカニズム
の解明が必要であった。軟骨組織においてはヒアルロン酸が豊富に含まれ、これらの枯渇が
軟骨組織の変性に関与していることが知られている。本邦では、臨床上も変形性膝関節症患
者へのヒアルロン酸注射が有効であることも示されているが、渉猟し得た限り、椎間板にお
けるヒアルロン酸代謝の報告はない。CD44や二つの hyaluronidases（HYAL1と HYAL2）
の他に、最近、Hyaluronan-binding Protein Involved in HA Depolymerization（HYBID）
が皮膚や関節における滑膜において、ヒアルロン酸代謝に関与していることが報告されて
いる（Yoshida H, et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2013）。本研究では椎間板、特に繊維輪
の変性におけるHYBIDの発現及び機能解析をHYAL1とHYAL2と共に in vitroにて検討
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
培養実験では、椎間板髄核様細胞株 U-CH1-N と、術中の椎間板組織から抽出したヒト椎間板
細胞を用いた。変性惹起刺激として TNF-α（50ng/ml）を添加した。HA の機能を評価するた
め、HA（1.0mg/ml）を直接培養液に添加し、阻害実験としては HA 分解能を持つヒアルロニ
ダーゼ（0.1%）を添加し、TNF-α、IL6、ADAMTS4、ADAMTS5、COX2 の mRNA およびタンパク発
現を評価した。その下流シグナルに対しては Western blot を用いて p38、Erk1/2、JNK、p65
のリン酸化を評価した。 
 
４．研究成果 
U-CH1-N とヒト椎間板細胞において、TNF-α刺激によって、TNF-α自体と COX-2 の mRNA お
よびタンパクレベルで発現が有意に上昇したが、HA を添加することによって、その発現上
昇は有意に抑制された。一方、ヒアルロニダーゼの添加により、TNF-αと COX-2 の mRNA お
よびタンパク発現が有意に上昇した。U-CH1-N において、ヒアルロニダーゼ添加により p38、
Erk1/2、p65 のリン酸化が認められ、また TNF-α刺激による p38、Erk1/2 のリン酸化は、HA
添加により抑制された。次に、ヒト変性椎間板におけるヒアルロン酸分解酵素（HYAL1、HYAL2、
CEMIP）の発現推移につき、免疫染色によって検討した。術中に採取した変性椎間板組織を
用い、変性の程度は術前画像検査に基づく Pfirrmann 分類で評価したところ、いずれのヒア
ルロン酸分解酵素も椎間板変性の進行に伴って発現が増加し、特に HYAL1 において、その発
現量に有意差を認めた。In vitro においても、U-CH1-N とヒト椎間板細胞に TNF-α刺激を
加えると、HYAL1 と CEMIP の mRNA およびタンパク発現が有意に上昇することを確認した。 
本研究結果より、ヒアルロン酸が p38 と Erk1/2 経路を制御することで、椎間板の炎症を抑
制する可能性が示された。更に、HYAL1 の発現が椎間板変性の進行と相関していることも示
された。以上より、HYAL1 が HA 代謝を介して、椎間板変性の治療標的分子となる可能性が



示唆された。 
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