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研究成果の概要（和文）：椎間板変性に機序解明に向けて、長寿遺伝子SIRT1の発現性と椎間板変性に対する抗老化作
用について研究した。SIRT1は、ヒト椎間板細胞に対して低栄養状態における細胞死を抑制することが明らかとなった
。また、動的負荷培養を行いメカノレセプターの発現性を変性機序に関する研究を行った。メカノレセプターのintegr
in に注目したところ、髄核細胞の変性に関与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：SIRT1 prevented the apoptosis of intervetebral disc cells induced by low 
nutrition condition. Mechanoreceptors, integrin, involoved in interbertebral disc degeneration.

研究分野： 脊椎外科
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１．研究開始当初の背景 

現在、日本の人口の約 80％が生涯で 1 度

は腰痛を経験すると言われており、その治

療費を含めた経済損失は非常に大きい。そ

の腰痛の主たる原因が椎間板変性にあると

考えられており、日本に限らず椎間板変性

に対する治療は、高齢化社会を迎える先進

諸国にとって急務である。 

２．研究の目的 

現在椎間板再生を目指した治療は、成長因

子治療、遺伝子治療、幹細胞治療に分けら

れ各国で広く研究がなされている。現時点

ではヒト椎間板変性に対する有効性を報告

したものはない。加えて、椎間板変性が先

行し続発する椎間関節障害や黄色靭帯の肥

厚、腰椎の不安定性が腰痛の直接的な原因

となることから、仮に変性椎間板の治療が

可能になったとしても果たして、腰痛が改

善するかという疑問が残る。従って我々は

早期の椎間板変性の病態を解明し予防医療

としての椎間板変性予防に注目し研究して

いる。 

３．研究の方法 

我々は、これまでに椎間板変性の機序解

明と治療に向けた研究を重ねてきた。炎症

性サイトカインである IL-1、TNF-α が椎間

板細胞から独自に産生され、微量な炎症性

サイトカインが互いに絶妙なクロストーク

を構築し、それらが自身の椎間代謝を制御

していることも解明した。さらに、椎間板

は無血管組織で線維輪によって閉ざされた

椎間板内部は低 pH, 低酸素、低栄養という

過酷な環境下でありながら、高度な軸圧、

念転力に打ち勝つ構造を完成させている。

そこには高度に分化した細胞である髄核細

胞が椎間板の恒常性の維持に深く関与して

いると考えられており、我々は長寿遺伝子

として注目されている SIRT1 遺伝子が椎間

板髄核細胞にも発現し、この SIRT1 が過酷

な環境下での椎間板細胞の基質代謝、細胞

増殖能をそれぞれの椎間板変性の程度に応

じて適切に制御している可能性を報告した。

本研究では、SIRT1 と椎間板変性との関連

を明らかにするために、培養椎間板細胞に

SIRT1 蛋白を導入し低栄養状態での椎間板

細胞の細胞増殖や apoptosis に与える影響

について検討する。 

ヒト椎間板にはダイナミックに軸圧、念

転力、張力が与えられており、このダイナ

ミックな要素が椎間板代謝に関与している

と考えることから同志社大学生命医科学部

との共同研究で in vitro での動的負荷培養

装置を研究開発し、ダイナミックな要素が

椎間板に与える影響について研究を開始し

ている。本研究では、メカノレセプターで

ある integrin51 の機械刺激誘導椎間板変

性との関連についても検討する。 

４．研究成果 

a SIRT1 に関する研究 

本研究では、4 群を作成した。①基礎培

地に 10%FBS を加えたものを標準栄養培養

（N 群）、②1%FBS を加えたものを低栄養

培養（LN 群）とした。③低栄養培養に 10μM

のリコンビナントヒト SIRT1 を蛋白質導入

試薬によって導入した群（LN+SIRT1 群）、

④オートファジー阻害薬として 5mM の

3-methyladenine と SIRT1 を添加した群

（LN+SIRT1+3MA 群）の計 4 群を作成した。 

MDC 吸光度によるオートファジー活性

は 72 時間後で N 群に比べ LN 群で高値を

示し LN+SIRT1 群ではさらに有意に上昇し

ていたが、LN+SIRT1+3MA 群は同程度であ

った（LN 群：+66%, LN+SIRT1 群：+136%, 

LN+SIRT1+3MA 群：+21%）。LC-3 の免疫

組織学的染色でも同様の傾向であった。ア

ポトーシス率はN群に比べ各群ともに高値

を示したが、LN+SIRT1 群で LN, 

LN+SIRT1+3MA 群より各調査日で有意に

低値であった（14 日目；N 群：13%, LN 群：

25%, LN+SIRT1 群：18%, LN+SIRT1+3MA



群：30%)。 
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caspase3 と 9 は LN 群に比べ LN+SIRT1

群で低下し、さらに LN+SIRT1+3MA 群は

LN+SIRT1 群より上昇していた。総生存細

胞数は N 群に比べ 3 日目では各群で有意に

低下し、14 日目では LN, LN+SIRT1+3MA

群で有意に低下していたが、LN+SIRT1 群

は同程度であった（14 日目；LN 群：-61%, 

LN+SIRT1 群：-12%, LN+SIRT1+3MA 群：

-77%）。 

ヒト髄核細胞において低栄養条件下でア

ポトーシスが誘導され、さらに外因性

SIRT1 は低栄養条件下でオートファジーを

亢進しアポトーシスを抑制する事で細胞生

存に寄与する事が示唆された。 

 

ｂ 動的負荷培養に関する研究 

 

 椎間板組織像 

静置培養した Control 群、静置培養に

Integrin α5β1 阻害剤を添加したＴ群、

1.3MPa, 1Hz の動的負荷を加えた L 群、動

的負荷に Integrin α5β1 阻害剤を添加したＴ

Ｌ群を作成した。 

L 群では椎間板変性が誘導されているこ

とが明らかとなり、L 群に比して TL 群で

変性が弱いことも明らかであった。また、

変性所見は主に髄核で見られ線維輪では見

られていなかった。 

 

 

 

 

 

 

 遺伝子発現(mRNA expression) 

遺伝子発現は、髄核では同化抑制と異化亢

進が、線維輪では同化亢進と異化亢進が見

られた。Integrin α5β1 阻害剤を投与した群

では、髄核の同化は亢進され異化が抑制さ

れた。また、線維輪では同化亢進は維持さ

れ、異化は抑制された。 

 以上から、1.3MPa, 1Hz の動的負荷培養

は髄核を中心とした椎間板変性を誘導し、

線維輪での変性は殆ど見られなかった。こ

の動的圧負荷誘導椎間板変性は、メカノレ

セプターである Integrin α5β1 が髄核の同化

抑制、異化亢進といった生化学的変化に関

与していることが示唆され、椎間板細胞を

取り巻く力学的環境変化を椎間板細胞内に

伝達し椎間板変性を惹起していることが予

想された。 

 

 

生細胞染色 

研究を進める過程で、組織像において髄

核細胞の形態をもった細胞が急激に減少し、

一方で軟骨様の形態を持つ細胞集塊が局所



的に見られるようになった。髄核細胞の

apoptosis による細胞減少を疑い、生細胞染

色を行ったところ、L 群で有意に生細胞率

は減少し、TL 群でその傾向は消失していた。 

 

このことは、動的負荷が Integrin α5β1 髄

核細胞の細胞死を誘導しているものと理解

される。ただし、細胞死をきたしている率

は 30%に留まり、多くの細胞が生存してい

ることが読み取れる。以上から、髄核細胞

が動的負荷を受けた際に、その形態を変化

させメカニカルストレスを許容しているも

のと考えられる。このことは、唯一二足歩

行を行う人類の椎間板に髄核細胞が極端に

少ないという、特徴を裏付ける可能性があ

り更なる研究を継続しており今後研究成果

を報告していきたい。 
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