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主論文の題名

Expression of glial cell line-derived neurotrophic factor in the human intervertebral disc 

主論文の要旨

【目的 】

椎間板はプロテオグリカンと水分に富んだ髄核(NP)を線維性組織である線維輪

(AF)が囲み構成 されており 、椎体間の衝撃を緩和する重要な組織である。椎間板変性

と腰痛には強い関連性があり、変性椎間板で充進する炎症性サイトカインの発現が椎

問板変性を進行させ、さらに椎間板性疼痛の発現に関与すると考えられている。その

メカニズムの一つとして、炎症性サイトカインにより刺激された神経栄養因子の発現

は無神経組織である椎間板への神経伸張や末梢性および中枢性感作に寄与すること

で椎間板性疼痛を誘発すると考えられている。神経栄蓑因子は nervegrowth factor 

(NGF)、brainderived neurotrophic factor (BDNF)などの Neurotrophinsfamilyと

Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)などの GDNFFamily ligands 

(GFLs) familyに分類される 。TransformingGrowth Factor (TGF) superfamilyに属

する GDNFは Neurotrophinsfamilyと同様に中枢 ・末梢神経系の発達、維持に関与

する。また 、神経系以外の組織においても発現し、疼痛伝達に関与すると考えられて

いる。NGFなどの Neurotrophinsfamilyはヒト椎間板での発現し、炎症性サイトカ

イン刺激により発現が充進するため、椎間板性疼痛に関与していると考えられてい

る。 しかし、ヒト椎間板に GDNF及びその受容体が発現するかは調べられていない。

本研究の目的はヒト椎間板における GDNF及びその受容体 GDNFfamily receptor 

(GFR) al、rearrangedduring transfection (RET)の発現を調べ、炎症性サイトカイ

ン刺激による発現の変化、 組織変性度による発現の違いを検討することである。

［方法】

① ヒト椎間板細胞における GDNF及びその受容体の免疫組織学的検討 ：腰椎手術で

得られたヒト椎間板組織を線維輪(AF)及 び、髄核(NP)に分離し単層培蓑を行った。

培簑細胞における GDNF及びその受容体のタンパ ク発現は蛍光免疫組織学的手法

を用いて共焦点レーザー顕微鏡にて評価した。

② ヒト椎間板細胞を用いた Westernblot法 ：ヒト椎間板細胞における GDNF及び

その受容体のタンパク発現を Westernblot法にて検討した。

③ GDNF及びその受容体の mRNA発現の検討：ヒト AF、NP細胞の単層培養後 real



time-Polymerase Chain Reaction (PCR)法 を用いて GDNF及びその受容体の

mRNA発現を検言寸した

④ IL-18による GDNF及びその受容体の mRNA発現の変化の検討 ：航培蓑の後

(0.01、0.1、1.0、10ng/ml)存在下にヒト椎間板細胞を培蓑し、 GDNF及びその

受容体の mRNA発現量を realtime-PCR法にて評価した。

⑤ ヒト椎間板組織での変性度の違いによる GDNF及びその受容体の発現最の検討 ：

腰椎手術時に摘出したヒト椎間板組織 (Pfirrmanngrade 2 -4) を用いた 。

Pfirrmann grade 2および 3を変性初期群、 grade4を変性進行群とした。パ ラフ

ィン切片を作製し，抗 GDNF,GFRal, RET抗体を用いて組織免疫染色を行い、

AF、NP領域での細胞陽性率を両群間で比較検討した。

【結果】

① 蛍光免疫組織学的手法にて培養椎間板 AF、NP細胞における GDNF、GFRal、

RETのタンパク発現が確認された。

② Western blot法にて、培義椎間板 AF、NP細胞における GDNF、GFRal、RET

のタンパク発現を singleband形成にて確認した。

③ Real time-PCR法にて培養椎間板 AF、NP細胞における GDNF、GFRal、RETの

mRNA発現を確認した。mRNA発現量は AF、NP間で有意差はなかった。

④ GDNFの mRNA発現翡は AF、NPとも IL-18濃度依存的に上昇し、 GDNF:10 

ng/ml群で AF、NPともに対照群に対して統計学的な有意差を認めた(P<0.05)。

一方、GFRal、RETの mRNA発現量は IL-18刺激による明らかな変化を示さな

かった。

⑤ ヒト椎間板組織の変性進行群では AF及び NP領域ともに GDNF陽性細胞率が変

性初期群と比較し、統計学的に有意に高かった(P<0.05)が、 GFRal、RETでは両

群間の有意差を認めなかった。

［考察及び結論 】

本研究では初めてヒト椎間板において GDNF とその受容体の発現を確認し

た。 AF、NP細胞における GDNFの mRNA発現は IL-18刺激により促進され

たが、受容体の mRNA発現の変化はなかった。同様に変性進行群の AF及び

NP組織では GDNF発現が充進していた 。

炎症性サイトカインが異常発現している変性椎間板内の微小環境下では、

GDNFの発現が増強していることが考えられる。 GDNFは神経伸長に関与する

ほか、末梢組織での疼痛発現に関与するタンパク質であり、 GDNFの腰椎椎間

板変性での発現は腰痛の発症に関与している可能性がある 。




