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【目的】

椎間板変性は腰痛や神経痛をきたす脊椎変性疾息の主因と考えられている[1]。その発生機序には椎間板

組織にくり返し加わる機械的刺激が関与しており[2]、この機序を理解することは細胞死や生合成能の低

下、異化反応の充進に特徴づけられる椎間板退行変性を制御する上で重要である。一方、細胞ー細胞外

基質問結合を担う膜貫通型蛋白である integrina5sIには、力学的負荷を受容する分子(メカノレセプター)

としての機能が報告されている[3]。本研究では椎間板組織培養モデルを用い、動的圧迫刺激による組織

学的、生化学的変化を観察した。また、これらの変化にh匂匝nα5sIが及ぼす影響を検討し、椎間板変性

過程における integrina5sIの役割を検討した。

I方法1
14適齢SDラット 36匹の尾椎より頭尾側の軟骨終板を含めて摘出した椎間板72検体を、以下の4群に

分け、動的負荷培養装置を用いて 6日間組織培養を行った。各群の条件は、 D阻 MI10%FBS中で静置培

養したC群、初期値1.3MPa， 1Hzの軸圧負荷を加えながら培養したL群、 integrina5sIのfibronec出結合

部に対する競合阻害蛋白である GRGDSP(CaIbiochem)を添品目した培養液を用いて静置培養した I群、

GRGDSP添加培養液中で動的負荷培養したIL群である。

培養後の検体について、 1)CalceinAM (Sigma-AI<世ich)を用いて生細胞染色を行い、生細胞率を髄核(NP)

と線維輪(AF)に分けて評価した (N=4).2)組織学的変性度を Masudaらの分類に従い評価した (N=4)。

3)免疫染色を行い、血te炉nα5sI発現の有無および局在を確認した (N=2).4) aggrec問、 type-2collagen、

MMP-3、MMP-13のmRNA発現量をそれぞれreal-也neRT-PCR法を用いてNP、M で相対定量評価した

(N=6)。

I結果1
I)NP における生細胞率は:C群(91.6%)に対し動的圧迫刺激を加えたL群(69.9%)およびIL群σ9.7%)で有

意に低下していたがσ<0.05)、L群と integ巾 α5sIに対する競合阻害蛋白を添加した乱群の比較では、 E

群がL群に比べ高かった(P<0.05).AFにおける生細胞率は、4群とも 80%以上で各群間の有意差はなく、

動的圧迫刺激やintegrinα5sI阻害蛋自による影響を認めなかった。

2)各群の組織像において、動的圧迫刺激を加えたL群およびE群では椎間板高の減少や髄核細胞形態の

属平化、髄核細胞数の減少、線維輪の層間解離を認めた。 C群およびintegrina5sI，に対する競合阻害蛋白

を添加して静置したI群ではこれらの変化を認めなかった。組織学的変性度は、C群4.0点に対しL群 7.6

点、 L群 6.3点と、動的圧迫刺激による変性度の有意な増大を認めたσ<0.05).L群と E群の比較では、

泊te匝na5sIに対する競合阻害蛋白を添加したIL群の変性度はL群に比べ有意に低かったσ<0.05)，。

3) 4群全てのNP、AFにintegrinα5sI陽性細胞を認めた。動的圧迫刺激やintegrinα5sI限害蛋白による

明らかな染色性の差異や局在の変化は認めなかった。

4)NP細胞における aggr叫血、 type-2collagenのmRNA発現量は、 C群に比べ動的圧迫刺激を加えたL群

では有意差を認めなかったが、 integrinα5sIに対する競合限害蛋白を添加した E群では増大(C群比1.6

倍、1.9倍)していたσ<0.05).NP細胞におけるM阻・3、MMP-13の発現量は、 C群に対しL群で増大ο2

倍、1.7倍)していたがσ<0.05)、IL群ではC群に比べ有意な構大を認めなかった。AF細胞におけるMMP-3、

MMP-13の発現量も同様に、 C群に対しL群で増大(1.7倍、1.9倍)していたが(P<0.05)、E群ではC群と



の有意差を認めなかった。 AF細胞における aggr'田皿、 type-2colIagenの発現量は、 L群(C群比1.8倍、 2.4

{旬、 E群(1.8倍、 2.3倍)ともに増大しておりσ<0.05)、L群、江群聞の有意差は認めなかった。 [文献】

1. Luoma， K.， et al.， Low back pain in re1ation to 1umbar dJ.旨'cdegenera的'n.Spine (Phila Pa 1976)， 

[考察 2000.25ω:p.487・92.

椎間板変性過程の特に早期において、髄核細胞数の減少や細胞密度の減少が変性進行の契機となること

が報告されている問。また、代表的な基質分解酵素である MMP-3や M悶・13が椎間板変性に関与する

ことも多数報告されている[5，6]。本研究では、椎間板に動的圧迫刺激を加えることで椎間板髄核の生細

胞率が低下し、アグリカン分解酵素である MMP・3、およびコラーゲン分解酵素である MMP-13のmRNA

発現が増大していた。また組織レベルでも、髄核細胞数の減少、細胞外基質の濃縮、線維輸の層間解離

など椎間板変性に特徴づけられる変化を認め問、本研究の椎間板組織培養モデルは、動的圧迫刺激によ

る椎間板変性過程を再現したものと考えられた。一方、 inte回nα5s1のfibronectin結合部に対する低分子

量の競合阻害蛋白 (GRGDSP)を用いることで動的圧迫刺激による細胞死や基質分解酵素の発現量噌大

が部分的に抑制されており、血包匝nα5s1による力学的負荷の受容が椎間板変性過程の端緒のひとつとな

っている可能性が示唆された。

培養細胞を用いた過去の研究では、動的圧迫刺激により髄核細胞のアグリカン合成能が低下したが、

integrin a5s 1阻害蛋白を用いることでアグリカン合成能の低下が抑制されたと報告されている[8]。しかし、

細胞外基質から細胞を一旦解離し、基質組成の異なる培養系で培養した細胞を用いる実験では、 invivo 

と異なる細胞ー細胞外基質問結合が構築されている可能性が考えられる。今回我々は、組織培養下の椎

間板に精密な力学的刺激を加えることで、基質から細胞を解降することなく、力学的刺激に対する inte伊 n

a5s1を介した細胞応答を観察することができた。

一方、線維輪細胞では、本研究の力学的条件において動的圧迫刺激による生細胞率の低下や細胞形態の

変化を認めなかった。mRNA発現は動的圧迫刺激により M阻・3、MMP-13だけでなく、 aggr田却やtype・2

colIagenの発現も潟大しており、線維輪細胞では基質のリモデリングを充進させることで力学的負荷に適

応する能力が髄核細胞に比べて高い可能性が示唆された。

Elliottらは、げっ歯類の尾椎椎間板とヒト腰椎椎間板とでカ学的特性が類似することを報告している[9]。

我々はこれまで、ラット尾椎に創外固定器を用いて1.3阻 aの持続的な圧迫負荷を加え、圧迫期間に応じ

て段階的な椎間板変性が再現できることを報告してきた[10]。ヒト腰椎椎間板において1.3MPaは、前屈

位で荷物を持ち上げる際の内圧に相当するとされており[11]、本研究における動的圧迫刺激は比較的高負

荷の条件であることが考えられる。一方、低負荷条件で行った我々の先行的研究では、動的圧迫刺激に

よる生細胞率やMMP-3の変化量が小さく、泊昭nα5s1に対する阻害蛋自の効果を検出す:gことが困難

と考えられたため、本研究ではI.3MPaの条件を選択した。

[結論]

本研究の結果から、 integrinα5s1は細胞に加わった機械的刺激を受容し、特に髄核細胞の生存能や基質代

謝に影響を及ぼすことで椎間板変性過程に関与する可能性が示された。髄核細胞と線維輪細胞はともに

integr泊α5s1を発現していたが、動的圧迫刺激による変化は異なる傾向を示しており、今後は異なる力学

的条件やintegrinα5s1と異なる力学的特性を有するメカノレセプターの検討も行うことで、機械的刺激に

よる椎間板変性過程をさらに明らかにすることが可能と考えられた。
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【はじめに】椎間板変性は腰痛や神経痛をきたす脊椎変性疾患の主因と考え

られている。その発生機序には椎間板組織にくり返し加わる機械的ストレス

が関与しているとされ、この病態を理解することは椎間板変性を制御する、

あるいは椎間板変性に対する治療戦略を考える上で不可欠であるが、椎間板

変性に対する根本的治療はいまだ確立されていない。

研究者らのグループは機械的ストレスを受容し細胞内の生化学的反応に置換

する分子、すなわちメカノレセプターの働きに注目し、メカノレセプターの

ひとつである integrinα5 s 1の機能解析を通じて椎間板変性機序を明らか

にするという新しいアプローチを試みた。

研究内容は新たな解析を行う実験モデルとして椎間板組織培養モデルの確立

と、そのモデルを使用した integrinα5βlの機能解析結果から構成されて

いた。

【方法】ラットの尾椎椎間板を組織単位で摘出し、これを動的負荷培養装置

なる独自開発した装置で精密な圧迫負荷を加えながら組織培養する手法を用

いた。実験群を 2種類の力学条件(静置培養と1.3 MPa相当の動的負荷嬉養)、

および3種類の培養液条件(標準培養液およびintegrin阻害薬であるGRGDSP

添加、陰性コントロール蛋白添加)からなる 6群に分け、 6日間の培養実験

を行った。

培養後の検体に対し、 4種類の解析が行われた。すなわち、1)生細胞染色に

よる生細胞率の評価 (N=4)、2)組織学的変性度の評価 (N=4)、3)免疫染色

による integrinα5βl発現の確認 (N=2)、4)integrin α5β1、細胞外基

質蛋白 (aggrecan. type 1/2 co 11 agen)、および基質分解酵素lMMP-3/一13)に

ついてのmRNA定量評価 (N=6)である。解析は主に椎間板髄核に対して行わ

れた。

【結果】免疫染色では全群で integrinα5 s 1の発現が確認された。椎間板

に対する動的圧迫負荷によって生じた変化は、生細胞率の低下(コントロー



ル群92自に対し圧迫群70%)、組織学的変性度の上昇 02点中、コントロール

群4点に対し圧迫群7.6点)、皿RNA定量における integrinα5slの増大(コ

ントロール比1.4-2. 2倍)及び剛P-3!MMP-13の増大(コントロール比1.7-2. 2 

倍)であった。圧迫負荷による変化のうち皿聞A定量における integrinα5 

βlおよび、剛P-3/MMP-13の増大は integrin阻害薬の添加により完全に抑制

された。一方、生細胞率の低下 Ontegrin阻害薬+圧迫群80%)および組織

学的変性度の上昇 Ontegrin限害薬+圧迫群6.3点)は部分的な抑制にとど

まった。

【考察および結論】本研究で確認された機械的ストレスによる変化(生細胞

率の低下、組織学的変性度の上昇、副NA定量における剛P-3/MMP-13の増大)

椎間板変性過程に特徴づけられる変化として、過去の研究でも確認されてい

るものである。よって本研究の椎間板組織培養モデルは、機械的ストレスに

よる椎間板変性過程を観察できる有用性を認めるものと考えられた。一方、

integrin α5 s 1に対する阻害蛋白を用いることで機械的ストレスによる細

胞死や基質分解酵素の発現量増大が抑制されており、 integrinα5s 1によ

る機械的ストレスの受容が椎間板変性過程の端緒のひとつとなっている可能

性が示唆された。

本研究は、機械的ストレスが惹起する椎間板変性に対する抑制効果、治療的

効果を研究したものであるが、従来行われていない integrinα5βlメカノ

レセプターに対する阻害蛋白GRGDSPの椎間板変性過程に対する抑制効果を、

独自開発した推問板組織培養モデルを用いて初めて証明した報告である。

機械的ストレスが誘導する椎間板変性に対してメカノレセプター阻害剤を用

いることが、新たな治療アプローチと成り得るとした点で価値ある業績であ

ると認める。よって本研究者は、博士(医学)の学位を得る資格があるものと

認める。




