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研究成果の概要（和文）：CILPTgおよびノーマルマウスの髄核組織の染色性が有意にTgマウス群で低下していた(椎間
板のSafraninO染色)。Tgマウスの腰椎MRIT2強調画像で腰椎椎間板の輝度は低下しており、椎間板変性の進行が明らか
になった。また椎間板変性抑制の実験では転写因子AP-1を標的にした。AP-1は椎間板を分解するMMP3,13やADAMTS4,5の
発現を上昇する。AP-1阻害剤を用いたin vitro,in vivoの実験でIn vitroではこの阻害剤はヒト髄核細胞でMMPsやADAM
TSsの発現を抑制した。In vivoでも同様にマウス椎間板穿刺変性モデルにおいてより有意に椎間板変性を抑制できた。

研究成果の概要（英文）：Safranin O staining in intervertebral disc were significantly decreased in 
Nucleus pulposus tissues of CILP Tg mice compared to controls. MRI analysis indicated obvious progression 
of degenerative intervertebral discs in Tg mice, which suggested reduction of the intensity of lumbar T2 
weighted MR imaging.
We focused on the AP-1 of transcriptional factor which was therapeutic target for suppressing the 
intervertebral disc degeneration.AP-1 was expressed by MMP3, MMP13, ADAMTS4, and 5. An inhibitor of AP-1 
was utilized by the experimental analysis of both in vitro and in vivo. This inhibitor was suppressed by 
the expression of both MMPs and ADAMTSs in in vitro. The intervertebral disc degeneration model which was 
induced by puncturing the intervertebral discs of mice tail was utilized by the in vivo analysis. An 
administration of the AP-1 inhibitor suppressed the intervertebral disc degeneration in this model.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： CILP　腰椎椎間板　トランスジェニックマウス
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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患者の DNA サ

ンプルで、大規模な相関解析を行い、CILP
遺 伝 子 (cartilage intermediate layer 
protein)の I395T において有意な相関を見出
した。さらに in vitro の機能解析から、CILP
蛋白の高発現が椎間板変性に関わる可能性
を見出した（Seki S et al, Nature Genet, 
2005）。 

CILP トランスジェニックマウス(以下 Tg 
マウス)を作成し、表現型の解析や in vivo に
おける CILP の役割を詳細に検討することで
腰椎椎間板ヘルニア、椎間板変性の発症メカ
ニズムの一端を解明したいと考え、以下の Tg
マウスを作製した。CILP Tg マウスの作成の
方 法 は 、 軟 骨 特 異 的 発 現 ベ ク タ ー 
pNASSb(COL11A2 promoter、IVS1) を用い、
このベクターに CILP 遺伝子（C 末に HA tag
を挿入）を導入しマイクロインジェクション
によって Tg マウスを作成した。またこの Tg 
マウスを用い、表現型を解析した。この Tg
マウスの椎間板の構造（髄核、線維輪）を、
組織学的に確認すると、サフラニン-O 染色に
て髄核組織の染色性が有意に Tg マウス群で
低下していた。さらに作成した各系統間ごと
に脊椎椎間板を MRI で評価すると、Tg マウ
スの腰椎 MRIT2 強調画像において、腰椎椎
間板の輝度はノーマルマウスと比べて低下
していたことから、明らかな椎間板変性の進
行が認められたと考えられる。また各系統間
の Tg マウスとノーマルマウスで、腰椎レン
トゲン上の椎間板高の違いを有意に認めて
いる。 
次に我々は、椎間板変性の進行を阻止する

ために、椎間板変性病態の最も下流で、アグ
リカンの分解に直接働くアグリカン分解酵
素 ADAMTS5 を阻害することを試みてきた。
ADAMTS5 遺伝子の siRNAオリゴを家兎椎
間板に直接投与し、これによって椎間板変性
抑制効果が得られることを報告してきた
（Seki et al. Arthritis Res Ther）。しかし
siRNA の局所投与には、侵襲性と複数椎間板
変性への適応の限界があるため、これに代わ
る全身投与可能な治療戦略が必須である。そ
こでわれわれは、ADAMTS5 を含め、より上
流で椎間板代謝の catabolism を制御できる
可能性の高い c-fos/AP-1を治療の標的分子と
す る こ と と し た 。 転 写 因 子 AP-1 は
MMP3,MMP13 や ADAMTS4,5 の発現を上
昇させ、椎間板基質を分解する。これを抑制
するものとして、低分子化合物である
c-fos/AP-1 特異的阻害剤を用い、既に in vitro
の系で椎間板髄核細胞における効果を確認
している。これを抑制するものとして、低分
子化合物である c-fos/AP-1特異的阻害剤を用
い、既に in vitro の系で椎間板髄核細胞にお
ける効果を確認している。この候補薬は研究
協力者である九州大学別府病院の塩澤俊一
教授より既に供与されており (Nature 
Biotech 26;817, 2008) 、ヒトへの投与も可能

である。 
 
２．研究の目的 
腰椎椎間板疾患の発症・進行には種々の要

因が関与しているが、その真の病態は未だ明
らかでなく、また実際に有効な進行阻止手段
もない。本研究は椎間板変性の病態解明を基
盤に、その中心となる椎間板基質（マトリッ
クス）の分解と合成をターゲットとし、これ
にかかわる分子および細胞を制御すること
により、疾患の新たな治療戦略を試みようと
するものである。 
具体的には、以下の 2 つを行う。 
① 椎間板変性感受性遺伝子 CILP が椎間板

代謝・変性に及ぼす機能を、CILP Tg マ
ウスを用い in vivo で解析することによ
り、椎間板変性メカニズムの中心事象を
解明する。 

② 臨床応用を目指して c-fos/AP-1 特異的阻
害剤薬をマウスに経口投与し、マウス椎
間板穿刺変性モデルを用いて、椎間板変
性抑制効果を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
①について 
CILP Tg マウスと正常マウスの解析で、椎間
板の MRI 上の変性度、Safranin-O の染色性、
X 線上の椎間板高に違いを認めている。さら
にこのTgマウスの頚椎に不安定性を導入（力
学的負荷）すると椎間板変性が促進されるこ
とを知りえている。このモデルを用い椎間板
変性開始早期の変化を形態学的に詳細に解
析するとともに、椎間板におけるマトリック
ス代謝および CILP-TGFb-Smad シグナル変
化を明らかにする。 
②について 
C57BL/6 マウス 24 匹の尾椎に針を刺し、椎
間板穿刺モデルを作成する。AP-1 阻害薬
(T5224)をマウスに経口投与し、実際に椎間
板変性が起きるかどうかを単純 X 線, MRI, 
Safranin-O 染色で偽薬経口投与群と比較し
て組織学的に比較検討を行う。 
 
４．研究成果 
① について 
CILP 蛋白は、TGF-b シグナルにより発現上
昇することが、RT-PCR および免疫組織化学
的に明らかになった。また CILP 蛋白と
TGF-b は direct に結合し、TGF-b シグナル
の下流の Smads シグナルを抑制していた。 
 
② について 
マウス尾椎の単純 X 線像では、4 週投与ラッ
トにおいて、T5224 投与群と偽薬群で比較す
ると 2 群間に差を認めなかったが、8 週投与
ラットにおいては T5224 投与群のほうが偽
薬群に比べて椎間板高減少が有意に抑制さ
れた。MRI T2mapping において、4 週投与
では、貫通で差を認めず、半分穿刺でプラセ
ボ群に比べ T5224 群では有意に T2 値が高か



った。また 8 週投与では、半分穿刺、貫通の
どちらも偽薬群に比べ T5224 群で有意に T2 
値が高かった。さらに Safranin-O 染色を用
いた組織学的な評価でも、有意に T5224 投与
群で椎間板変性が抑制されていた（図 1, 2）。 
 
図 1 Safranin-O 染色での組織学的評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
half: half puncture, full: full puncture 
PVP: 偽薬, T5224: c-fos/AP-1 阻害薬 
Grading scale (Masuda らの方法を使用) 
 
図 2 Safranin-O 染色の結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
PVP: 偽薬, T5224: c-fos/AP-1 阻害薬 
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