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学位論文の内容要旨

Selective interference of mTORC 1/RAPTOR protects against human disc 

cellular apoptosis, senescence, and extracellular matrix catabolism 

with Akt and autophagy induction 

ヒト椎間板細胞における mTORCl/RAPTORの選択的干渉は

Aktとオートファジーの誘導を介した細胞死，細胞老化

および細胞外基質変性に対する保護作用を有する

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

整形外科学

（指導教員：黒田 良祐教授）

伊藤雅明

【目的】

腰痛は生涯の有訴率が80%を超える非常に頻度の高い症候であり，米国では関連する経済

損失が年間 1,000億ドルに達すると報告されている．腰痛の独立した危険因子として椎間

板変性が挙げられるが，その詳細な発生機序は明らかでない、椎間板は周囲にある線維輪が

中心の髄核を取り囲み，軟骨終板によって脊椎椎体と隔てられた構造をとる人体最大の無

血管組織であり，椎間板への栄養供給は軟骨終板を介した椎体からの拡散に依存している．

結果，椎間板細胞は低栄養，低酸素，高酸性といった非常に過酷な環境下に存在することと

なり，生存のための何らかの特殊な機構を有する可能性が推測される．自己貪食「オートフ

アジー」は低栄養などのストレス条件下で細胞が自己の余剰蛋白や老廃物を分解，再利用し

て生存を図る細胞内恒常性維持機構である．このオートファジーはThemammalian target 

of rapamycin (mTOR)により抑制されている.mTORは細胞分裂・成長に重要な役割を果た

している.mTORはRAPTORと複合したmTORClとRICTORと複合したmTORC2を形成し， mTORCl

はAktに， AktはmTORC2に制御を受ける. mTORClは蛋白合成に関わる p70/S6Kを調節し，

オートファジーを抑制する． そこで今回，我々はヒト椎間板細胞ではオートファジーや

mTORシグナルが恒常性維持に重要な役割を果たしていると仮設し， mTORシグナルに対する

RNA干渉法を用いた解析を行った．

【方法】

細胞実験には 2種類の細胞を用いた．まず，不死化ヒト椎間板髄核細胞を用い mTOR,

RAPTOR, RICTORに対する siRNAをリポフェクション法で導入し， ウエスタンプロット法

(WB)でmTOR経路とオートファジー活性を検討した．また，各siRNA導入時の細胞増殖につ

いてCCK-8を用いて検討した．次にIL-18刺激を加え， 24時間後にアポトーシス，セネッ

センス（細胞老化），細胞外基質分解度の評価をTUNEL染色， WB,定最PCRで検討した．ま

た， MMPの評価については細胞培養液上清を濃縮したものを用いて WBを施行し評価した．

次にヒト手術検体椎間板髄核組織の初代培養細胞 (n=40: 年齢60.8土4.7歳 [25-82歳］，



男性20例，女性20例， Pfirrmann変性度3.5士0.2 [3-4])にRAPTORに対する siRNAをリ

ポフェクション法で導入し，同様の検討を行なった．

また，腰椎手術により得られたヒト椎間板髄核組織 (n=S:年齢58.6土12.4歳 [27-80

歳］，男性5例，女性3例， Pfirrmann変性度3.1土0.6 [2-4])をホモジェナイズし直接蛋

白質を抽出した．これにより得られた蛋白を用いて WBを行ない年齢による mTORシグナル

関連蛋白の発現について検討した．

【結果】

使用した不死化ヒト椎間板髄核細胞およびヒト椎間板髄核細胞は WBにていずれも椎間

板髄核マーカーであるプラキュリと CD24の発現を認め細胞の特性は保たれていることを確

認した．まず不死化ヒト椎間板髄核細胞で各 siRNAが標的蛋白の発現を特異的に抑制する

ことを確認した (mTOR56%, RAPTOR 63%, RICTOR 53% : P<O. 01). リン酸化AktはmTORと

RICTOR干渉群で減少しmTORC2以下の広範な抑制が示唆された， 一方でRAPTOR干渉群では

リン酸化Aktの増加を認めた． またリン酸化p70/S6Kは全群で減少していた．さらに全群

でオートファジーマーカーである LC3-IIは増大し，基質である p62/SQSTM1は減少してお

り，全群でオートファジー活性は増加していた． 細胞生存率はmTORおよびRICTOR干渉群

で減少していたが， RAPTOR干渉群では維持されていた．次に IL-1/3刺激により TUNEL陽性

細胞を増加させたが， RAPTOR干渉群でのみその増加を抑制していた (P<0.01).また， WB

で評価した IL-1/3刺激による細胞外基質分解酵素MMP-3, -13の誘導は全群で抑制されて

＂ヽた．

以上より RAPTOR干渉の有用性が示唆され，ヒト椎間板髄核細胞に対する検討を行った．

まずヒト椎間板細胞でも RAPTOR-siRNAが標的蛋白の発現を特異的に抑制し，リン酸化Akt

の増大とリン酸化 p70/S6Kの抑制効果を認めることを確認した．さらに LC3-IIの増大と，

p62/SQSTM1の減少を認め，オートファジー活性は増加していた. IL-1 /3刺激によるアポト

ーシス関連cleavedPARP, caspase-9 (WB) , セネッセンス関連p16/INK4A(WB) , 細胞外

基質分解酵素MMP-2,-3, -9, -13, ADAMTS-4 (WB, 定量PCR)の誘導がRAPTOR干渉により

抑制された．また，定基PCRにて collagentype 2の発現はRAPTOR干渉で増大しており

(P=0.02), RAPTOR干渉は椎間板細胞に対する保護作用を有する可能性が示唆された．

最後に腰椎手術により得られたヒト椎間板髄核組織による WBでは，年齢とリン酸化Akt

およびAktの発現には負の相関があることが示唆された（リン酸化Akt:r=-0.716, P=O. 046, 

Akt : r=-0. 709, P=O. 049). 

【考察】

本検討によりヒト椎間板における mTORシグナル経路の関与が明らかとなった.mTOR, 

RAPTOR, RICTORのいずれの RNA干渉でも p70/S6Kのリン酸化は抑制され，オートファジ一

は促進されたが， RAPTOR干渉でのみ上流のリン酸化Aktの増大を伴っていた．細胞増殖は

mTOR及ぴRICTOR干渉で減少していたが， RAPTOR干渉では保たれていた．炎症刺激による細

胞老化及び細胞外基質異化はいずれの RNA干渉でも抑制されていたが，アポト-シスは

RAPTOR干渉でのみ抑制されていた．この RAPTOR干渉によるアポトーシスの抑制効果は

p70/S6Kの抑制による classI phosphoinosi tide 3-kinase (PI3K)を介したネガティプフ

ィードバックにより Aktを活性化させたことが原因であると考えられる．

これまでにも関節軟骨特異的なmTOR欠損マウスが，関節軟骨におけるオートファジーを

誘導しアポトーシスおよびMMP-13の抑制効果があるとの報告や， mTORClの抑制剤であるラ

パマイシンがヒト軟骨細胞においてオートファジーを誘導しアポトーシスの抑制や関節症

関連の遺伝子発現を抑制するとの報告がある．本研究結果はこれらの報告と一致している

が，本研究ではオートファジーの誘導のみならず Aktの活性化も重要である可能性を示唆

している．

【結論】

RAPTOR干渉による選択的な mTORClの抑制は椎間板細胞の保護作用を有しており，椎間

板変性疾患への治療対象となる可能性が示唆された．
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自己貪食「オートファジー」は低栄養などのストレス条件下で細胞が自己の余剰蛋白や

老廃物を分解，再利用して生存を図る細胞内恒常性維持機構である．このオートファジ一

は Themammalian target of rapamycin (mTOR)により抑制されている.mTORは

RAPTORと複合したmTORClとRICTORと複合したmTORC2を形成し， mTORClは

Aktに， AktはmTORC2に制御を受ける.mTORClは蛋白合成に関わる p70/S6Kを調節

し，オートファジーを抑制する．そこで今回研究者らは低栄養，低酸素といった過酷な環

境下に存在する椎間板細胞ではオートファジーや mTORシグナルが恒常性維持に重要な

役割を果たしていると仮説し， mTORシグナルに対する RNA干渉法を用いた解析を行っ

た．

方法

まず，不死化ヒト椎間板髄核細胞を用いmTOR,RAPTOR, RICTORに対する siRNAを

リポフェクション法で導入し，ウエスタンブロット法(WB)で mTOR経路とオートファジ

ー活性を検討した．次に IL-18刺激を加え， 24時間後にアポトーシス，セネッセンス（細

胞老化），細胞外基質分解度の評価をTUNEL染色，WB,定最PCRで検討した．次に手術

で得られたヒト椎間板髄核組織の初代培養細胞にRAPTORに対する siRNAをリポフェク

ション法で導入し，同様の検討を行なった．また，手術により得られたヒト椎間板髄核組

織より直接蛋白質を抽出し， WBにてmTORシグナル関連蛋白の発現を検討した．統計学

的解析には反復測定分散分析もしくは対応のある t検定を用いて， P<0.05を基準として

統計学的有意差を検討した．

結果

まず不死化ヒト椎間板髄核細胞で各 siRNAが標的蛋白の発現を特異的に抑制することを
確認した (P<0.01). リン酸化AktはmTORとRICTOR干渉群で減少していた一方で
RAPTOR干渉群ではリン酸化Aktの増加を認めた．また全群でオートファジー活性は増加
していた．次にIL-18刺激により TUNEL陽性細胞を増加させたが，RAPTOR干渉群での
み，その増加を抑制していた (P<0.01).以上より RAPTOR干渉の有用性が示唆され，
ヒト椎間板髄核細胞に対する検討を行った.IL・18刺激によるアポトーシス関連 cleaved
PARP, caspase・9 (WB) , セネッセンス関連 p16/INK4A(WB) , 細胞外基質分解酵素
MMP-2, ・3, ・9, ・13 (WB)の誘導がRAPTOR干渉により抑制された．また，定量PCRに
てcollagentype 2の発現はRAPTOR干渉で増大していた (P=0.02).



最後に手術により得られたヒト椎間板髄核組織による WBでは，年齢とリン酸化 Akt

およびAktの発現には負の相関があることが示唆された（リン酸化Akt:r=-0.716, P< 

0.05人kt:r=-0.709, P<0.05). 
考察および結論

本検討によりヒト椎間板における mTORシグナル経路の関与が明らかとなった．ヒト椎

間板髄核組織でAktが発現し，加齢によりその活性が減少する可能性が示唆された．また

椎間板髄核細胞における実験では mTOR,RAPTOR, RICTORのいずれの RNA干渉で

もp70/S6Kのリン酸化は抑制され，オートファジーは促進されたが， RAPTOR干渉での

み炎症刺激によるアポトーシスの誘導が抑制されていた．この RAPTOR干渉によるアポ

トーシスの抑制効果はp70/S6Kの抑制による classI phosphoinositide 3・kinase (PI3K)を

介したネガティブフィードバックにより Aktを活性化させたことが原因であると考えられ

た．

これまでにも関節軟骨特異的なmTOR欠損マウスが，関節軟骨におけるオートファジ一

を誘導しアポトーシスおよびMMP・13の抑制効果があるとの報告がある．本研究結果はこ

れらの報告と一致しているが，本研究ではオートファジーの誘導のみならずAktの活性化

も重要である可能性を示唆している．

本研究は， mTORClの選択的抑制による椎間板変性の抑制作用を研究したものである

が，・従来行われていない椎間板変性と mTORシグナル経路の関係を検討し，ヒト椎問板組

織における Aktの発現を初めて証明した報告である．椎間板変性に対して mTORシグナ

ルの抑制が，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．


