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研究成果の概要（和文）：椎間板変性には椎間板への過度の生体力学的応力集中が関与しているとの報告がある．一方
，椎間板細胞のアポトーシスが椎間板組織の変性に関与しているとの報告もあり，今回これら生体力学的，分子生物学
的側面から両者を統合したアプローチにより椎間板組織に対する変性抑制効果を検討した．その結果，椎間板細胞のア
ポトーシスを制御することにより，生体力学的荷重負荷を起因とした椎間板の組織変性を抑制することができた．生体
力学的環境変化における椎間板変性に対しても今後有用な治療手段となりうることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Intervertebral disc (IVD) degeneration causes debilitating low back pain in large 
sections of the worldwide population. No efficient treatment currently exists because the unclear pathogen
esis. One characteristic event early in the degeneration is the apoptosis of nucleus pulposus (NP) cells e
mbedded in IVD. Excessive biomechanical loading may be also a major etiology of IVD degeneration. The pres
ent study used in vitro and in vivo models of compressive loading to elucidate the underlying mechanism of
 IVD degeneration. In addition, we investigated whether the inhibition of apoptosis is a potential clinica
l therapeutic strategy for the treatment of IVD degeneration induced by biomechanical stress.The present s
tudy suggests that caspase 3 siRNA attenuates overload-induced IVD degeneration by inhibiting NP cell apop
tosis and the expression of matrix-degrading enzymes.
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１．研究開始当初の背景 
体幹を支える中心ともいえる脊椎は運動
器の重要な構成要素であり，関連した疾病と
しての椎間板障害はその代表疾患である．椎
間板障害に対する治療には従来から脊椎固
定術や摘出術などの外科的治療が普及し一
定の成果が確認できているが,その限界と代
替医療の可能性に注目が集まっている．椎間
板障害の原因について,当研究者らはこれま
で脊椎instrumentationを使用した各種脊椎
再建モデルによる生体力学試験を行い, こ
れによって椎間板変性には過度の応力集中
や椎間板内圧の変化が関与していることを
生体力学的見地から証明した.さらに椎間板
変性のメカニズムを分子生物学的側面から
解明しようと着想に至り実験を開始した． 
 これまで，椎間板の変性変化には椎間板細
胞のアポトーシスが関与している可能性が
あることが示唆されていたが,その詳細なメ
カニズムは不明であった.そこでアポトーシ
スにおいて直接的な役割を果たす遺伝子群
と，椎間板細胞を用いた遺伝子導入実験を行
い,椎間板細胞のアポトーシス誘導機構の解
析とこれらが椎間板変性に及ぼすメカニズ
ムについての検討を行った．その結果，椎間
板細胞のアポトーシス抑制効果と椎間板細
胞の遺伝子レベルでの変性制御の可能性を
証明した． 
 このように生体力学的，分子生物学的各ア
プローチにより椎間板組織の変性メカニズ
ムを解明してきたが，実際の臨床応用を目標
として，両者を統合した多面的アプローチに
よる椎間板組織に対する変性制御・再生を目
指して研究をさらに発展させようと着想に
至った． 
 
２．研究の目的 
 椎間板細胞は非増殖細胞である心筋細胞
に似ており，終末分化した状態に近く，その
細胞分裂能は低い．また角膜組織と同様に，
中心部は無血管野で周囲からの拡散により
栄養状態を維持しているといった特殊な組
織でもあるが，同時に椎間板組織は脊柱の主
要な構成要素でもあり，様々な荷重･運動に
対して力学的に重要な機能を担っている．本
研究では，動物実験モデルを用いて椎間板組
織に生体力学的負荷を与え，本研究者がこれ
までに実証した分子生物学的解析手法を用
いてアポトーシス関連遺伝子の遺伝子導入，
抑制実験を行うことによって，より生体内環
境に近似した状態において椎間板組織の変
性変化が制御可能か，明らかにしようとして
いる． 
 
３．研究の方法 
 思春期特発性側弯症患者から同意の元，術
中採取した非変性椎間板組織より髄核細胞
を単離継代し，アガロースゲルを用いて 3次
元培養した．自作の軸圧縮器を用いて小型圧
センサーによるモニター下に細胞へ圧縮負

荷を与え，western blot と蛍光染色・TUNEL
染色による細胞生存率評価を行った．3 次元
培養細胞は圧縮負荷により活性型 caspase 3
の発現が増加し，生存率が有意に低下してい
た．さらにヒト caspase 3 遺伝子に対する
caspase 3 siRNA を作成して髄核細胞に
lipofectamine を用いて導入し，同様に 3 次
元培養後に圧縮負荷を与え細胞生存率を評
価すると，caspase 3 siRNA 導入細胞では
siRNA 非導入群，scrambled negative control 
siRNA (control siRNA)導入群に比べ，有意
に細胞死が抑制されていた．また，圧縮負荷
に よ り 細 胞 外 基 質 分 解 酵 素 matrix 
metalloproteinase (MMP)-3, -13, a 
disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin motifs (ADAMTS)-4, -5 発現
が増加したが，caspase 3 siRNA 導入細胞で
はこれらの変化が抑制されていた (in vitro 
試験)． 
 次いで，in vivo 試験として caspase 3 
siRNA 導入による生体力学的環境変化におけ
る椎間板変性抑制効果を検討した．3.5kg 雄
日本白色家兎を用いて，自作の創外固定器に
より椎間板組織に圧迫負荷をかけ (150N)，
圧迫開始 1 週間後に caspase 3 siRNA を
invivofectamine とともに，X 線イメージ下
に椎間板組織内へ導入した．コントロールと
して非圧迫群 (sham 群)，control siRNA 導
入群を設定した．siRNA 導入 8，16 週後に椎
間板組織を採取し，7T-MRI と組織学的評価を
行ったところ，圧迫群では非圧迫群に比べ，
経時的に椎間板の変性変化が進行した．また
TUNEL，MMP-3 陽性細胞率が圧迫群で増加した．
一方 caspase 3 siRNA 導入椎間板では，
control siRNA 導入椎間板に比べ変性の進行
が有意に抑制されており，TUNEL，MMP-3 陽性
細胞率が減少していた． 
 
４．研究成果 
 本研究では，生体力学的環境変化に伴う椎
間板組織変性のメカニズムを解析し，また内
在性 caspase 3 を遺伝子レベルで阻害するこ
とによる力学負荷に起因した椎間板変性抑
制効果を検証するため，ヒト髄核細胞 3次元
培養モデルを用いた in vitro 試験と，ウサ
ギ椎間板圧迫モデルを用いた in vivo 試験を
行った． 
 In vitro 試験では，まずヒト髄核細胞をア
ガロースゲルで 3次元培養を行い，静的な圧
縮負荷を与えることで椎間板細胞への影響
を解析した．圧縮負荷によりアポトーシス実
行因子である活性型caspase 3 の発現が増加
し，髄核細胞アポトーシスが誘導された．ま
た 細 胞 基 質 分 解 酵 素 MMP-3, MMP-13, 
ADAMTS-4, ADAMTS-5 発現が増加し，TIMP-1, 
type Ⅱ collagen, aggrecan発現が減少した．
力学的負荷に起因する椎間板変性において，
細胞外基質代謝に関わる MMP，ADAMTS，TIMP
のバランスが重要であると報告されている．
本研究では，圧縮負荷により細胞外マトリッ



クス分解に作用する MMP, ADAMTS 発現が増加
し，MMP 阻害因子として働く TIMP 発現が低下
し，さらに細胞外マトリックスの構成成分で
ある type Ⅱ collagen, aggrecan の発現低
下が誘導された．力学的負荷により，椎間板
機能維持に重要な役割を持つ髄核細胞のア
ポトーシスが進行し，細胞外基質分解酵素の
発現が増加する異化作用が誘導された． 
 続いて，caspase 3 siRNA を髄核細胞へ導
入し，内在性 caspase 3 のノックダウンを行
うと，圧縮負荷による活性型 caspase 3 の発
現は低下し髄核細胞アポトーシスは抑制さ
れた．また圧縮負荷による細胞外基質分解酵
素の発現が抑制され，TIMP-1，type Ⅱ 
collagen, aggrecan発現が増加した．Caspase 
3 を遺伝子レベルで阻害することで，圧縮負
荷に伴う髄核細胞アポトーシスの進行が抑
制され，細胞外基質同化作用が維持された．
これらの所見より，力学的負荷における椎間
板変性にはcaspaseを介した細胞外基質代謝
の変化が関与しており，caspase 3 発現の制
御が変性抑制に有効であることが示唆され
た．  
 In vivo 試験では，ウサギ椎間板圧迫モデ
ルへ caspase 3 siRNA を導入することで，生
体力学的環境変化における椎間板変性抑制
効果を検討した．椎間板圧迫負荷により，髄
核細胞アポトーシスの増加を伴い，経時的に
椎間板変性が進行した．また圧迫椎間板で細
胞外基質酵素 MMP-3 発現が増加した．圧迫椎
間板へ caspase 3 siRNA を局所導入すること
で，髄核細胞のアポトーシスが減少し，MMP
発現の低下を伴い椎間板変性の進行が抑制
された．これらの所見より，生体力学的環境
変化に起因する椎間板変性に対する caspase 
3 siRNAのin vivo変性抑制効果が示された． 
 以上の結果より，髄核細胞の caspase 3 発
現・アポトーシスを抑制することで，力学的
環境変化による椎間板の細胞外基質代謝変
化を是正しうることが in vitro，in vivo そ
れぞれの実験において初めて示された．これ
まで細胞外基質分解酵素とアポトーシスの
関連性について指摘されており，MMPは tumor 
necrosis factor-alpha (TNF- α ) や Fas 
ligand といった death ligand とその受容体
を介して，アポトーシスを誘導すると報告さ
れている．また細胞内の MMP-3 がアポトーシ
スを引き起こすという報告がある．さらに，
caspase 3 の活性化を介したアポトーシスに
おいて，MMP 発現が増加することも報告され
ている．本研究における所見は，椎間板への
過度な荷重負荷がcaspaseを介して細胞外基
質分解酵素を発現させ，椎間板組織の変性を
引き起こしたことが示唆された． 
 また，caspase と細胞外基質代謝の関連性
についても指摘されている．細胞外マトリッ
クスは，MMP, ADAMTS, TIMP らの細胞外基質
代謝に関わる酵素発現により制御されてお
り，TNF-αや interleukin-1 (IL-1) といっ
た炎症性メディエーターは，椎間板細胞にお

いて細胞外基質分解酵素 (MMP-3, MMP-13, 
ADAMTS-5) の発現を増加させる．また，
caspase 3 はグリア細胞において TNF-αや
IL-1β等の炎症性サイトカイン発現を誘導
すると報告されており，caspase 3 がメディ
エーターを介してMMP発現に関わることが考
えられる．本研究では，caspase 3 の活性化
により細胞外基質代謝に影響がみられてお
り，椎間板変性におけるこれらの関連性が示
唆された．従って，髄核細胞の caspase 3 を
阻害しアポトーシスを制御することは，力学
的ストレスに起因する細胞外基質代謝異常
を修正し椎間板組織変性の進行の抑制に有
効であることが示唆された． 
 機械的刺激に対する生体組織の応答には，
その刺激を伝達するメカノレセプターが関
与することが考えられる．本研究では，圧縮
負荷によりintegrin α5β1の発現が増加し
た．integrin α5β1 は椎間板細胞において
機械的刺激を受容および細胞内へ伝達する
メカノレセプターとして確認されており，本
所見は髄核細胞への機械的刺激の伝達が反
映されたもの考えられた．しかし，椎間板細
胞への機械的刺激が与える詳細なシグナル
伝達や分子メカニズムは明らかにされてお
らず，今後さらなる研究が必要と考えられる． 
 本研究の限界として，in vitro 髄核細胞 3
次元培養圧迫モデルが，生体内の椎間板への
荷重を完全には反映していないことが挙げ
られる．椎間板は生体内で様々な力学的負荷
を受けており，これらを in vitro モデルで
模倣するには限界がある．本研究では髄核細
胞へ非生理的な負荷を与え，その影響を検証
するために静的軸圧縮モデルを採用した．ま
た in vivo 試験では創外固定器を用いて椎間
板を圧迫したが，行動に制限を設けないこと
でより生体内環境に近似したモデルと考え
られる．もう一つの問題点として，in vivo
モデルでの caspase 3 siRNA 効果の持続期間
が，本実験では明らかにされていないことが
挙げられる．先行実験では，ウサギ椎間板内
に Alexa555 で標識した caspase 3 siRNA を
局所導入し，導入後 2日で髄核細胞質内に取
り込まれ，その後 4 週，8 週まで髄核細胞質
内に存在していたことを確認している 10．4
週から 8週にかけて，細胞質内の siRNA 量に
大きな変化はなく，16 週においても残存して
いることが予想されるが，今後 caspase 
3siRNA の効果持続期間を検討する必要があ
る． 
 本研究では，力学的負荷により細胞外基質
分解酵素の発現増加を伴い，椎間板細胞のア
ポトーシスおよび椎間板組織変性が進行し
た．これらの変性変化は caspase 3 siRNA 導
入により抑制することが可能であり，内在性
caspase 3を遺伝子レベルで阻害することは，
力学的環境変化による椎間板変性に対して
有用な治療手段となりうることが示唆され
た．また本研究による所見より，生体力学的
荷重負荷による椎間板組織変性には caspase



を介した細胞外基質代謝変化が重要である
ことが示された．髄核細胞アポトーシスを抑
制することで椎間板組織変性の制御を試み
る本手法は，早期の椎間板変性をターゲット
としており，脊椎固定術後の隣接椎間版障害
の予防等への応用が考えられる．今後，本手
法が新たな椎間板変性の治療戦略となりう
るものと期待される． 
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