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研究成果の概要（和文）：膜蛋白質FasLの過剰発現を行ったヒト椎間板髄核細胞不死化細胞株と、マクロファージの共
培養を行った結果、IL-1β,TNF-α,IL-6などの炎症性サイトカインの産生量および、FasLの発現を調節する蛋白質であ
るADAM10の発現量が増大した。またラット尾椎椎間板の線維輪細胞に、IL-1β刺激下で脂肪細胞分泌蛋白質であるadip
onectinを投与すると、adiponectin投与群で優位にTNF-αの発現が抑制された。FasLとADAM10は椎間板周囲の炎症性サ
イトカイン産生増大に関与し、また椎間板周囲の脂肪組織は、恒常的に椎間板周囲の炎症反応を抑制している可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：The production of pro-inflammatory cytokines was found to be far larger at the 
co-culture group that was cultured with macrophages and Fas Ligand (FasL) overexpressed intervertebral 
nucleus pulposus cells. Furthermore, it was found that the expression of ADAM (A Disintegrin And 
Metalloproteinase) 10, which controls the expression of FasL, was also increased. And also, mRNA 
expression of TNF-α was significantly increased stimulating by IL-1β+adiponectin.
From these results, we consider that FasL and ADAM10 play an important role in the production of 
pro-inflammatory cytokines coming from interaction of the intervertebral nucleus pulposus cells and 
macrophages. Also, the adiponectin which is an adipocyte specific hormone known to have anti-diabetic, 
anti-atherogenic and anti-inflammatory effects, may have inhibited permanently inflammatory reaction 
around the intervertebral disc.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
腰痛の主要因の一つである脊椎疾患の発生

は椎間板の変性に起因する所が大きい。椎間
板が変性して椎間板内の髄核が脱出すると
様々な炎症性サイトカインが放出される。椎
間板ヘルニアを代表とする椎間板変性疾患に
おいて強い疼痛が引き起こされる原因の一つ
はこの炎症性サイトカインであると言われて
いる。近年、膜タンパク質であるFas-ligand 
(FasL)が、免疫細胞において炎症反応に関与
している可能性が示唆された。一方で、FasL
については椎間板髄核細胞での発現が証明さ
れているものの、その詳細な役割は明らかに
されていない。また、FasLの関与の有無に関
わらず、椎間板変性に由来する腰痛や神経痛
の発生に関しては、そのメカニズム自体が詳
細には解明されていない。そこで本研究の当
初の目的は、髄核細胞に発現する膜タンパク
質FasLを中心とした遺伝子が、腰痛発生の原
因である炎症性サイトカインの産生に大きく
関与していると仮定し、その詳細を解析する
ことであった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、上記背景をベースとして、

脊椎疾患の主要因である椎間板変性と、そこ
から引き起こされると考えられている炎症
性疼痛に着目し、そのメカニズムを遺伝子レ
ベルで解明することであった。 
 
 
３．研究の方法 
ヒト椎間板の髄核不死化細胞株(NP cell 

line)は作成元である東海大学整形外科教室
に研究の主旨を説明し、一部を譲渡して頂い
ている。また FasL plasmid は金沢大学の須
田先生のご厚意により譲渡して頂いている。
まずこの FasL を、Lonza Nucleofactor 
system を用いた electroporation 法により
NP cell line に過剰発現させた。Negative 
control として、FasL plasmid に組み込まれ
ているベクター部分のみを同じ手順で過剰
発現させた細胞群を作成し、FasL 非過剰発
現群として使用した。FasL を過剰発現させ
た NP cell line とヒトマクロファージの cell 
line である Granulocyte macrophage colony 
stimulating factor (GM-CSF) cell line を、
両面からの細胞同士が接触可能な 0.4µm 
poreを有するpolyester membraneの別々の
面にそれぞれ接着共培養させた（図 1）。 

 

 
 
 
 
 

図 1.  共培養の模式図 
 
 

共培養開始後 6 時間の Caspase-1 (炎症性サ
イトカイン IL-1β の前駆体)、Caspase-8 
(Fas/FasL 反応によって活性化される、細胞
アポトーシスのイニシエーター)および、蛋白
融解酵素領域(metalloproteinase domain)を
持つ A Disintegrin and metalloproteinase 
(ADAM)の一種であるADAM10のmRNAお
よびタンパク発現量、共培養開始後 12 時間
後と 24 時間後の炎症性サイトカイン(IL-1β, 
TNF-α,IL-6)の mRNA およびタンパクの発
現量を評価した。尚、細胞共培養の時間につ
いてはいくつかの試験的調査を行った上で
設定した。mRNA 発現量は real-time 
RT-PCR、タンパク発現量は Western 
Blotting で評価した。また各タンパクの局在
は蛍光免疫染色で評価した。 
 尚、研究実施計画では、H25 年度以降に
Transposagen 社から FasL ノックアウトラ
ットを購入して同ラットの解剖学的・組織学
的評価を行うとともに、椎間板髄核細胞を採
取してマクロファージとの共培養実験を行
う予定であった。しかしながらノックアウト
ラット購入後の検疫に大幅に日数を必要と
するため、実験時のラット週齡が本来行うべ
き実験週齡から大きく離れてしまう問題が
発生した。椎間板変性の実験では、老化によ
る椎間板変性の問題を除去するためにラッ
ト週齡は極めて重要な問題であるため残念
ながらこれを断念した。そこで、研究実施計
画に基づいて、ヒト椎間板髄核細胞の不死化
細胞株の内在性 FasL 遺伝子発現を RNA 干
渉によって抑制する実験の検討を行った。し
かしながら、FasL に対する siRNA 設計の信
頼度が極めて低い結果となった。siRNA の購
入による実験の継続も試みたが、やはりこれ
も信頼度が低く、結果的に FasL 遺伝子のノ
ックダウンそのものを断念せざるを得ない
結果となった。以上の理由により FasL 関連
の実験をこれ以上継続実施することが困難
となった。そこで本研究の根幹である「椎間
板変性」に視点を戻し、我々が以前に確立し
た創外固定型椎間板圧迫モデルによる椎間
板変性のメカニズムの解析を進めることと
した。実験では正常の Sprague Dawley ラッ



ト尾椎に創外固定器を装着させて椎間板を
圧迫し（図 2）、圧迫期間を 1 日、3 日、7 日、
14 日、56 日でそれぞれ解除することにより 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. 創外固定型椎間板圧迫モデル 
 

様々な椎間板変性を呈するモデルを作成し
た。また、このモデルを使用して作成された
ラット尾椎の変性椎間板を採取して、様々な
遺伝子のmRNA発現量を real-time RT-PCR
により測定評価した。 
 一方で、研究最終年度である H26 年度は、
研究タイトルである「椎間板変性に由来する
疼痛発生メカニズムの解明」を、研究継続を
断念した FasL 遺伝子とは別の視点において
評価した。過去の報告から、我々は脂肪組織
に含まれる adiponectin と呼ばれる脂肪細胞
から分泌される分泌蛋白の持つ抗炎症作用
に着目した。椎間板周囲には多くの硬膜外脂
肪が存在しており、同組織内の adiponectin
が椎間板変性に由来する炎症を防御すると
仮説を立てた。そこでまず、実際の手術の際
に採取した人の硬膜外脂肪組織における
adiponectin の発現を免疫染色により確認し
た。さらにラット尾椎椎間板の髄核・線維輪
細胞における、adiponectin 受容体の adipo 
R1 および adipo R2 の発現を、同様に免疫染
色で確認した。さらに、ラット尾椎椎間板細
胞を用いて、in vitro で IL-1β による炎症刺
激を加えるとともに adiponectin を投与し、
続発する炎症性サイトカインである TNF-α
の mRNA 発現量を real-time RT-PCR によ
り測定評価した。 
 
 
４． 研究成果 
(1) NP とマクロファージの cell line との共

培養における炎症性サイトカインの発現
量 

全ての炎症性サイトカインの mRNA 発現量
は、単独培養群と比較すると共培養群におい
て有意に増加していた。なかでも FasL を過
剰発現させた NP cell line と GM-CSF cell 
line の共培養群では、培養開始後 12 時間で
IL-1β と TNF-α の発現量が（図 3a）、培養

開始後 24 時間で IL-6 の発現量が（図 3b）、
それぞれ FasL を過剰発現させていない NP 
cell lineとGM-CSF cell lineの共培養群に対
して有意に増加していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3a. 培養開始後 12 時間での炎症性 
サイトカインの mRNA 発現量 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3b. 培養開始後 24 時間での炎症性 
サイトカインの mRNA 発現量 

 
タンパク発現量も、単独培養群と比較すると
共培養群において全ての炎症性サイトカイ
ンにおいて増加していた。特に FasL を過剰
発させたNP cell lineとGM-CSF cell lineの
共培養群においては、培養開始後 12 時間で
IL-1β が、培養開始後 24 時間で IL-6 が、そ
れぞれmRNA発現量と同様に増加していた。
一方でTNF-αのタンパク発現量はmRNAよ
りやや遅れ、培養開始後 24 時間で増加して
いた。尚、これら全ての炎症性サイトカイン
は GM-CSF cell line からではなく、NP cell 
line 側からの産生が主体であった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. 培養開始後、12 時間、24 時間での
炎症性サイトカインのタンパク発現量 



(2) ADAM10 の発現量 
ADAM10 についても mRNA 発現量（図

5a）、タンパク発現量（図 5b）ともに単独
培養群と比較して共培養群で有意に増加し
ていた。なかでも、やはり FasL を過剰発現
させたNP cell lineとGM-CSF cell lineの共
培養群において発現増加が有意であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5a. 培養開始後 6 時間での ADAM10  

の mRNA 発現量 
 
 
 
 
 

 
図 5b. 培養開始後 6 時間での ADAM10   

のタンパク発現量 
 

上述の結果より、同じ共培養でも特に FasL
を過剰発現させると明らかに炎症性サイト
カインの発現増加が見られることと、FasL
を過剰発現させた椎間板髄核細胞の単独培
養では炎症性サイトカインの発現増加がほ
とんどみられないことから、やはり FasL は
椎間板髄核細胞とマクロファージがコンタ
クトする際において、炎症反応の惹起に大き
く関与していると考えられた。 
 一方で今回の実験結果では、全ての炎症性
サイトカインが椎間板髄核細胞を中心に産
生されていた。FasL は Fas と結合すること
で、Fas を発現する細胞にアポトーシスを誘
導するため、一般的には炎症性サイトカイン
の産生も FasL を過剰発現させた椎間板髄核
細胞側ではなく、マクロファージ側が中心に
なると推測される。しかしながら実際には椎
間板髄核細胞からのサイトカイン産生が主
体であった。この理由については ADAM10
の関与を考えた。近年、ADAM10 によって
膜タンパク質である FasL の細胞外部分が切
離されると、切離されて残存した FasL を起
点として自己の細胞内へシグナルを送ると
いう、いわゆる reverse signaling が活性化す

ることが示されている。本研究の結果から考
えても、FasL を発現する椎間板髄核細胞内
で reverse signaling が活性化された結果、椎
間板髄核細胞内で炎症性サイトカインが産
生されたと考えられた。以上の研究成果につ
いては後述する学術集会で発表ともに、論文
作成を行った。 
 
(3) ラット尾椎創外固定型椎間板圧迫 モデ

ルによる椎間変性の評価 

圧迫期間が異なることで X 線や MRI による
椎間板変性の程度も明らかなに異なり（図 6）、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6. 単純 X 線による椎間板高の変化 
 
 
特に 1 日の圧迫と 7 日以上の圧迫では異化遺
伝子と同化遺伝子の同行にも変化が出現す
ること明らかとなった（図 7a）(図 7b)。また
ラットでは脊索由来細胞と呼ばれる胎生期
細胞の消失が椎間板変性の契機となる重要
な変化であることが示唆された。また、ラッ
トでは脊索由来細胞と呼ばれる胎生期細胞
の消失が椎間板変性の契機になる重要な変
化である可能性が示唆された。以上の研究成
果については後述する学術集会で発表とも
に、論文作成を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7a. 同化遺伝子の mRNA 定量 
 



 
 
 
 
 
 

 
 

 

図 7b. 同化遺伝子の mRNA 定量 

(4) 椎間板細胞における adiponectin の抗炎
効果について 

まず、手術材料における人の硬膜外脂肪組織
において adiponectin の発現を（図 8a）、ま
たラット尾椎椎間板の髄核・線維輪細胞にお
いて adiponectin 受容体の adipo R1 および
adipo R2 の発現を（図 8b）免疫染色で確認
した。 
 
 
 
 

図 8a. 人の硬膜外脂肪組織における
adiponectin の発現 

 
 
 
 
 
 
 

図 8b. ラット尾椎椎間板の髄核・線維輪
細胞においてadiponectin受容体の
adipo R1 および adipo R2 の発現 

このラット尾椎椎間板細胞に in vitro で
IL-1β による炎症刺激下に adiponectin を投
与すると、線維輪細胞においては、コントロ
ールに対して adiponectin 投与群で優位に
TNF-α の発現が抑制されていた(図 9)。 
 
 
 
 
 
 

図 9. ラット尾椎椎間板の髄核・線維輪
細胞における、IL-1β刺激下での炎
症性サイトカインの発現量 

これらの結果から、椎間板周囲の脂肪組織は、
椎間板線維輪細胞に発現する adiponectin 受
容体を通して、恒常的に椎間板周囲に発生す
る炎症反応を制御している可能性が示唆さ
れた。以上の成果については後述する学術集
会において発表を行った。 
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