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研究成果の概要（和文）：

本研究の目的は椎間板変性の原因を解明し、これを利用した新たなサイトカイン治療の可能性
を検討することである。

椎間板ヘルニアの炎症では（１）TNF-αファミリーであるTWEAKが MMP-3と MCP-1を誘導し、
そのシグナルがそれぞれ C-Jun および NF-κβ を介すること、（２）TSLP が NF-κβ を介して
MCP-1 を誘導し、Ｍφ の侵潤に作用すること、（３）TNF-α が TNF-α 受容体 I を介して VEGF
を誘導し、血管増生に作用することが、加齢により血管誘導が低下すること、（４）TNF-α と
TWEAK による MMP-3 と MCP-1 誘導は加齢性に誘導能が減少すること、を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：

Life time occurrence of low back pain goes up to 60-80%, and the most common complaint

at outpatient clinic in Japan is LBP. The major cause of LBP is disc degeneration, that

is acted by various kinds of cytokines and enzymes. The purpose of the current study is

to explain the cause of the disc degenerations, moreover to examine the possibility of

new cytokine treatment.The following below are our new findings conducted by the current

study in the inflammation of herniated disc. (1) TWEAK, that is the TNF-α family, must

induce MMP-3 and MCP-1 through C-Jun or NF-κβ signal pathway respectively.(2) TSLP must

induce MCP-1 through NF-κβ signal pathway, resulting in Mφ infiltration.(3) TNF-α

must induce VEGF with TNF-α receptor I, resulting in neovascuralization. However this

phenomenon is decreased by aging.(4) The induction of MMP-3 and MCP-1 induced by TNF-α

and TWEAK. However this induction is decreased by aging.I would like to continue

investigation of this precise mechanism, moreover to achieve the establishment of new

cytokine treatment in the future.
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１．研究開始当初の背景

我々は腰椎椎間板ヘルニア保存治療例を対
象に MRI 検査を施行して、経時的に脊柱管へ
脱出したヘルニア塊が減少する自然退縮機
序が認められることを報告した。また、椎間
板の分解にはサイトカインである TNF-α や
TWEAK が炎症を惹起し、分解酵素である MMP
を誘導してヘルニア塊が退縮することが明
らかになった。

２．研究の目的

椎間板ヘルニアの原因となる椎間板変性の
メカニズムを解明し、これに作用している炎
症性サイトカイン、血管新生因子、分解酵素
を同定し、腰痛に対する新たなサイトカイン
治療の可能性を体系化することである。

３．研究の方法

（１）マウス
野生型（C57BL6），TNF-α レセプターI 型欠
損、TNF-α レセプターII 型欠損マウスを用
いる。加齢性変化を検討するために、マウス
週令は 4,8,12,16 週を用いる。

（２）椎間板器官培養
マウス尾椎から軟部組織を取り除いた後に
顕微鏡下で椎間板組織を採取する。その後，
椎間板と赤色蛍光色素でラベルしたマクロ
ファージと共培養する。この共培養中に rm
TNF-α また、TWEAK また、各種 NF-kappaB,
MAPK 阻害剤を加えて培養する。

（３）ELISA 法
培養 2日から 6 日目の培養液を回収して，培
養液中の総タンパク量を計測する。その後そ
れぞれのサンプルから同量のタンパクを用
いて R&D 社のマウス VEGF ELISA キットを用
いて VEGF の発現を検討する。

（４）Angiogenesis assay
各種培養液を使用し、Fibrin Gel in Vitro
Angiogenesis assay kit (Chemicon 社)によ
り、血管新生を検討する。

４．研究成果

（１）TNF-α ファミリーである TWEAK は椎間
板細胞に作用し c-Jun N-terminal kinase を
介して MMP-3 を誘導し、椎間板変性を誘引し
ていた。また、TWEAK は NF-kappaB 経路を介
してﾏｸﾛﾌｧｰｼﾞ走化性ｻｲﾄｶｲﾝである MCP-1 を誘
導した。

（２）これまで気管支喘息などの好酸球の粘
膜内浸潤に関与すると報告されていた
Thymic Stromal Lynphopoietin (TSLP)が椎
間板細胞に発現し、炎症性ｻｲﾄｶｲﾝ TNF-α な
どの刺激で発現が促進し、TSLP は autocrine
でﾏｸﾛﾌｧｰｼﾞ遊走ｻｲﾄｶｲﾝである MCP-1 を
NF-kappaB 経路を介して誘導することを明ら
かにした。TSLP とその受容体はﾋﾄの椎間板ヘ
ルニア手術検体での発現も確認された。よっ
て、TSLP が椎間板ヘルニアの自然退縮機序に
関与していることが強く示唆された。

（３）椎間板ヘルニアの自然退縮には新生血
管の増生とﾏｸﾛﾌｧｰｼﾞの浸潤がみられる。これ
までの現象に血管新生因子である VEGF が作
用していることを明らかにした。今回この経
路について詳細に調査を行うと、TNF-α は
TNF レセプターI を介し、NF-kappaB 経路で
VEGF を椎間板細胞から誘導していた。また、
血管増生能は経年的に減少するため、退縮は
加齢によって阻害される可能性が示唆され
た。

（４）TNF-α は TNF レセプターI を介し、
NF-kappaB経路でVEGFを椎間板細胞から発現
誘導していた。さらに VEGF の産生量は刺激
する TNF-α の濃度・時間に依存していた。

（５）TNF-α 刺激によって誘導される VEGF
の産生量及び In vitro の Assay で測定した
血管増生能は実験マウスの経年的に減少し
た。

（６）TNF-α と TWEAK 刺激下での培養上清中
の MCP-1、MMP-3 の産生量は、高齢マウス由
来椎間板使用例ほど低下していた



（７）椎間板組織内における MCP-1、MMP-3
のｍRNA、タンパク発現量は高齢椎間板使用
例ほど低下、免疫染色による発現細胞数でも
同様の結果であった。

（８）MMP-3 欠損マウスを使用すると、高週
齢マウスでもアグリカン、プロテオグリカン
が維持され、変性の進行が抑制されていた。
よって、椎間板ヘルニアの炎症過程において、
VEGF, MCP-1,MMP-3 は加齢により誘導能が低
下していくため、退縮過程も遅延することが
予想された。
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