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緒　言

　慢性椎間板性腰痛はしばしば、既存の薬物治療に抵抗性であり、治療に難渋する。我々は、今までに慢性椎間板性腰
痛の原因として、変性椎間板内における炎症性サイトカインの発現上昇と疼痛関連微小神経線維の侵入が、深く関与す
ることを明らかにし、報告してきた。本研究の目的は椎間板性腰痛を模した尾椎椎間板傷害モデルを用い、これらの現
象に関わる根幹の成長因子や細胞を特定し、新規薬物治療の可能性を探る事である。

方　法

１．マクロファージが産生する物質の定量実験
　傷害椎間板内に発現する物質を調べ、マクロファージが産生する物質を特定するために、8 週齢雄性 C57BL/6J マウ
スを、第 5/6、6/7、7/8、8/9 尾椎椎間板に対して無処置群、針にて傷害した傷害群、事前にクロドロン酸内包リポソ
ーム処置をしてマクロファージを枯渇化させた後（クロドロン酸内包リポソームは元来ビスフォスフォネートである
が、これを腹腔内投与するとマクロファージが貪食し、マクロファージが枯渇化することを過去に確認している）、針
にて傷害したマクロファージ枯渇群（n=各 10）の 3 群にわけ、傷害１日後に椎間板を摘出した。椎間板は PCR にてマ
クロファージ、腫瘍壊死因子（TNF）α、インターロイキン（IL）-1β、神経成長因子（NGF）、線維芽細胞増殖因子

（bFGF）の発現を定量した。同時に各群の脾臓におけるマクロファージの割合をフローサイトメトリーにて検討を行
った。

２．炎症性サイトカイン刺激による各種成長因子の定量実験
　マクロファージ以外の椎間板内の細胞に対する炎症性サイトカインの役割を評価するために、8 週齢雄性 C57BL/6J
マウスの第 5/6、6/7、7/8、8/9 尾椎椎間板を針で傷害１日後に傷害椎間板を摘出した。酵素処理により椎間板中の有
核細胞を採取後、抗 F4/80 抗体を用いてマクロファージを除去した。マクロファージを除去した椎間板細胞に対して
培養液のみで培養した群（コントロール群）、25 ng/ml TNFα を添加し培養した群（TNF 群）、TNFα 及び TAK1
阻害剤を添加した群（TNF+TAK1inhibitor 群）の 3 群に分け、NGF、bFGF、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）の発
現量について評価を行った。

結　果

１．マクロファージが産生する物質の定量実験
　フローサイトメトリーの結果、マクロファージ枯渇群は無処置群、傷害群と比べクロドロン酸リポソーム処置により
脾臓におけるマクロファージの割合は有意に減少していた（p ＜ 0.05）。傷害群は無処置群に比べ、TNFα（図 1A）、
IL-1β（図 1B）、NGF（図 1C）、bFGF（図 1D）の発現は有意に上昇していた（p ＜ 0.05）のに対し、マクロファージ
枯渇群は傷害群に比べ、 TNFα（図 1A）、IL-1β（図 1B）の発現が減少していたが、（p ＜ 0.05） NGF（図 1C）、
bFGF（図 1D）の発現量には変化が無かった（p ＞ 0.05）。
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図 1． 椎間板内の TNFα（A）、IL-1β（B）、NGF（C）、bFGF（D）の発現量
椎間板傷害により炎症性サイトカイン（TNFα（A）、IL-1β（B））と各種成長因子（NGF（C）、bFGF（D））
の発現が上昇した。マクロファージ枯渇化により炎症性サイトカインの発現上昇は抑制されたが、各種成長因子
の発現上昇は抑制されなかった。p < 0.05、repeated measures ANOVA 検定。

２．炎症性サイトカイン刺激による各種成長因子の定量実験
　TNF 群における NGF の発現はコントロール群に比べ有意に上昇した（p ＜ 0.05）。さらに TNF+TAK1inhibitor 群
は TNF 群と比べ、NGF の発現は有意に減少していた（p ＜ 0.05）（図 2）（bFGF と VEGF の発現量に関しては、コン
トロール群に比べ、TNF 群が高い傾向にあったが、p ＞ 0.05 と統計学的有意差を認めなかったため、現在検体数を増
やし、再実験中である）。
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図 2． マクロファージ除去後椎間板細胞における TNFα 刺激による NGF の産生量
マクロファージ除去後椎間板細胞に対する TNFα 刺激により NGF の産生量が増加し、TNFα 阻害薬追加によ
り抑制された。p < 0.05、repeated measures ANOVA 検定。

考　察

　本研究結果より、１）クロドロン酸内包リポソーム処置をすることにより効率的にマクロファージを枯渇化できるこ
と、２）椎間板傷害により椎間板における TNFα、IL-1β、NGF、bFGF といった炎症性サイトカインや各種成長因
子の発現上昇が確認されたこと、３）炎症性サイトカインは主にマクロファージによって産生され、各種成長因子は主
にマクロファージ以外の細胞によって産生される可能性があること、４）炎症性サイトカインがマクロファージ以外の
椎間板細胞を刺激し、神経成長因子の発現を促進することがわかった。
　Burke らは手術により摘出したヒトの変性椎間板内に TNFα などの炎症性サイトカインが発現上昇していること
を報告している１）。同様に我々は動物実験において椎間板性腰痛を模した様々なモデルにおいて、椎間板内に炎症性サ
イトカインや NGF の発現が上昇することを報告した２,３）。また、我々はラット椎間板傷害モデルに TNFα 阻害薬、
抗 NGF 中和抗体、を投与すると支配感覚神経の疼痛関連神経ペプチドの発現上昇が抑制されることを報告している４,

５）。以上より、傷害椎間板に発現する炎症性サイトカインや各種成長因子が椎間板性腰痛を惹起する可能性があると考
えられた。
　炎症性サイトカインを産生する細胞については、椎間板内因性の細胞なのか、マクロファージなどの外因性の細胞な
のか詳細に検討している報告は少なく、いまだ Controversial である。本研究結果より、炎症性サイトカインは主にマ
クロファージによって産生され、成長因子はその他の椎間板内細胞によって産生されることが示唆された。
　また、マクロファージによって産生された炎症性サイトカインの働きについては、TNFα が NGF の発現を促進す
るという報告がある６）。本研究結果も同様であり、マクロファージが産生した炎症性サイトカインがマクロファージ以
外の椎間板内細胞を刺激し各種成長因子産生を促進することがわかった。
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