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研究成果の概要（和文）：　高齢化に伴い、腰痛による運動器障害はロコモティブシンドロームをもたらし要介
護者の増加と関連している。腰痛の原因の一つに椎間板変性が関与しており、このメカニズムを解明することは
社会的に喫緊の課題である。申請者は椎間板外層からの変性メカニズムに注目し、トロンビンの炎症と変性メカ
ニズムについて血管新生を含めて検討した。
　研究成果として、1）トロンビン受容体PAR1のマウス椎間板での発現を確認、2）トロンビン刺激によるMMP3発
現、椎間板変性および、またPAR1の阻害による抑制をみた、3）トロンビン刺激によりマウス椎間板でVEGFが発
現、4）人工的マウス椎間板変性モデルにおけて血管新生が確認できた

研究成果の概要（英文）：　With the aging of the population, musculoskeletal disorders due to low 
back pain have been associated with locomotive syndrome and an increase in the number of people 
requiring nursing care. Intervertebral disc degeneration is one of the causes of low back pain, and 
elucidating this mechanism is an urgent social issue. The applicant focused on the mechanism of 
degeneration from the outer layer of the intervertebral disc and investigated the inflammation and 
degeneration mechanism of thrombin, including angiogenesis.
　The results of the study include: 1) expression of the thrombin receptor PAR1 in mouse 
intervertebral discs was confirmed; 2) MMP3 expression and disc degeneration were observed upon 
thrombin stimulation and were also suppressed by inhibition of PAR1; 3) VEGF was expressed in mouse 
intervertebral discs upon thrombin stimulation; 4) angiogenesis was observed in an artificial mouse 
disc degeneration model. angiogenesis in an artificial mouse model of disc degeneration.

研究分野： 椎間板変性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　正常椎間板は最大の無血管組織であり、その栄養のほとんどは椎体より終板を介して拡散することで得られ
る。外側線維輪細胞のみが周辺毛細血管より栄養されるが、変性椎間板では周辺血管より線維輪細胞のみなら
ず、髄核細胞まで神経血管の新生が起こるとされるが詳細なメカニズムは不明であった。
　仮説として、周辺毛細血管損傷と線維輪構造の損傷により椎間板外層より椎間板変性がもたらされることが考
えられた。そこでトロンビンによって新たに変性をもたらす因子としてVEGFによる血管新生と外層線維輪細胞に
おけるマクロファージの役割、MMP3での直接的椎間板変性への作用について明らかにすることができた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

2016 年厚生労働省国民生活基礎調査によると、腰痛の有訴率は男性 1 位(9.2%)、女性 2 位

(11.6%)であり、通院者率は 4 位(4.1%)に上る。腰痛による運動器障害をもつ高齢者は、要介護

となる危険性があり、ロコモティブシンドロームにおける重要な疾患に含まれ(日本整形外科学

会：ロコモティブシンドローム診療ガイド 2010)、 腰痛による運動器障害を軽減し、健康格差

を縮小して健康寿命を延伸することは喫緊の課題といえる。 

申請者の所属する研究室においては、長年腰痛の主原因の一つである椎間板変性の変性メカ

ニズムに着目し、椎間板の変性には炎症性サイトカインによる血管新生と炎症性細胞の浸潤が

重要な役割を果たしていることを明らかにしてきた(Wako M et al. J Orthop Res. 2007、Ohba 

T et al. Arthritis Rheum. 2008、Wako M. Spine2008、Ohba T et al. J Orthop Res. 2009、

Fujita K et al. J Orthop Res. 2012)。 

正常椎間板は外側線維輪細胞のみが周辺血管より栄養されるのみであり、最大の無血管組織

として知られる(Huang YC et al. Nat Rev Rheumatol 2014)。しかし変性椎間板では周辺血管

より線維輪細胞(AF)のみならず、髄核細胞(NP)まで神経血管の新生が起こる (Lee JM et al. J 

Orthop Res 2011)(図 1)。椎間板変性は髄

核と線維輪の二重構造の破綻と定義され

るが、多くは内側の髄核について報告さ

れ る (Huang YC et al. Nat Rev 

Rheumatol 2015, Sakai D. Nat Rev 

Rheumatol)。しかし、骨粗鬆症のモデル

として用いられる OVX マウスでは線維

輪細胞の崩壊がみられるとも報告されて

おり(Xiao ZF et al. Arthritis Res Ther 

2018)、椎間板外層より起こる椎間板変性

ついて申請者は特に注目をしている。本研究は先行研究に基づき、発展させる研究である。その

方法は顕微鏡を用いて 5 週齢の C57BL/6J マウスより尾椎を摘出し、Ex vivo による実験を行う

ものであり、申請者の所属する研究室において長年取り組んできた独自の実験方法である(図 2)。 

PAR1 は血管内皮細胞において常に発現しており、損

傷により形成されたトロンビンが早期に結合すること

で炎症を惹起し、この結果としてアテローム硬化が起

こるとされる (Landis RC et al. Hematol Oncol Clin 

North Am 2007)。そのため、この炎症メカニズムをタ

ーゲットとした創薬が行われ、今日治療として用いら

れている。 

本研究によって、トロンビンによる椎間板外層から

の変性メカニズムを明らかとすることは、変性治療へ

のターゲットとなる分子の創薬を行って新規治療を開

発し人類の健康寿命の長期化に寄与できるものと考える。 

 

 



２．研究の目的 

トロンビンの椎間板へ作用については炎症性サイトカインが分泌されることが報告される

(Huang BR et al. Sci Rep 2017)。しかし詳細なメカニズムについては明らかにされていなかっ

た。椎間板で変性が起こると無血管野である線維輪細胞、髄核細胞に末梢神経および血管新生が

起こる(Lee JM, et al, J Orthop Res 2011)。我々は、炎症サイトカインである TNF-αが椎間板

ヘルニアにおいて Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)発現を増加させ、血管新生をも

たらすことを報告した(Ohba T, et al, J Orthop Res 2009)。一方でトロンビンは血管内皮細胞の

損傷において VEGF の産生を促し血管新生をもたらすことが報告されており(Sanchez A, et al, 

J Alzheimers Dis 2013 )、椎間板においてもトロンビンが線維輪細胞や髄核細胞に作用し VEGF

産生を促すことが考えられる。そこでトロンビンによる VEGF の発現上昇について ELISA、

WB で検討し、PAR1 インヒビターを用いて PAR1 を介した作用の有無をみる。次にその VEGF

による血管新生能を Angiogenesis assay で検討する。さらに VEGF 発現の細胞内シグナルにつ

いては Western Blot 法で検討する。炎症や

変性モデルとして用いられる穿刺モデルに

おける VEGF 発現と血管新生の有無を免疫

染色でみる。また、高齢マウスを用いて変性

椎間板における血管新生を観察し、VEGF発

現について同様に免疫染色で検討する。これ

により、椎間板変性過程においてトロンビン

が炎症による血管新生の役割を担うかを明

らかにする(図 3)。 

 

３．研究の方法 

マウス椎間板を顕微鏡下に摘出し、専用培養器にて組織培養を行う 

マウス尾椎椎間板を穿刺することにより人工的マウス椎間板変性モデルとした 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1） トロンビンの受容体である PAR1 のマウス椎間板での発現を組織にて確認した 

2） トロンビン刺激にて MMP3 が発現することの確認、また PAR1 の阻害によってそのことが抑制

されるかの確認 

3） トロンビン刺激により VEGF が発現されるか、PCR 法、ウエスタンブロッティング法で確認

し、また組織学的検討を行った 

4） 人工的マウス椎間板変性モデルにおける血管新生を確認した 

  



４．研究成果 

1） マウス椎間板におけるトロンビン受容体 PAR1 の発現確認 

トロンビン受容体（PAR1）は椎間板の髄核（NP）、線維輪（AF）にともに発現する 

 

2） トロンビン刺激による MMP3 発現の確認および椎間板変性惹起性について 

トロンビン刺激により、MMP3 の発現がみられた 

この MMP3 産生は PAR1 阻害薬により抑制された 

トロンビン刺激により産生された MMP3 の椎間板変性への関与が示唆された 

 

3） トロンビン刺激による VEGF の発現確認 

 

トロンビン刺激により、VEGF の発現がみられた 

この VEGF 発現は人工的マウス椎間板変性モデルにおいても確認された 

 

 



4） 人工的マウス椎間板変性モデルにおける血管新生の確認 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

人工的マウス椎間板変性モデルにおいて血管新生が確認された 

 

当科における先行研究および、本研究結果より以下のようなメカニズムを考察した 
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