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主論文の要旨  
【 目 的 】  

椎間板変性と腰痛との関連性が指摘されており、その進行は脊柱管狭窄などの脊

椎変性疾患を惹起すると考えられている。しかし、椎間板変性の原因、病態に関し

ては解明されていない点が多い。生化学的な解析では椎間板変性が進行するとプロ

テオグリカンや II 型コラーゲンの減少や I 型コラーゲンの増加を来たし組織の線維

化が生じていることが知られている。  
レニン -アンギオテンシン系は循環器系において重要な役割を担っており、最終産

物であるアンギオテンシン II は血圧や血流量の恒常性を制御において重要なホル

モンとして知られている。一方、アンギオテンシン II は局所の炎症や線維化に関与

していることも報告されている。近年、組織内においてレニン -アンギオテンシン系

（以下 tRAS）が存在することが報告され、動脈硬化や腎線維症などの退行性、炎

症性疾患の病態に大きく関与することが報告されている。しかし、椎間板組織にお

ける tRAS の発現とその意義に関しては解明されていない。  
本研究の目的は椎間板組織内に tRAS が存在するかを確認し、 tRAS の活性化に

対する椎間板細胞の細胞増殖活性及び基質代謝の影響を検討することである。  
 
【 対 象 と 方 法 】  

細胞培養：12 週齢のSprague-Dawleyラットの腰椎椎間板から線維輪  (AF) 及
び髄核  (NP) を別々に摘出し、酵素処理にて細胞を単離し培養した。また、15－18
月齢のウシの尾の椎間板からも同様にAF細胞及びNP細胞を単離し培養を行った。  

Real-time PCR解析：ラット椎間板細胞からmRNAを単離し、TaqMan Gene 
Expression Assayにて定量的 real-time PCRを行った。以下の遺伝子に関して定量

的評価を行った。（アンギオテンシノゲン、レニン、アンギオテンシン変換酵素（以

下ACE）、アンギオテンシン II受容体１型（以下AT１）及び２型（以下AT2）、カ

テプシンＤ）。  
免疫組織学的解析： ラット及びウシの椎間板細胞の免疫組織学的解析を以下

の抗体を用いてを行った。（抗ACE抗体、抗AT1 抗体、抗AT2 抗体、抗アンギオテ

ンシン II抗体、抗カテプシンＤ抗体）。またラット椎間板組織においても免疫組織

学的解析を行い、同様の抗体を使用した。  

    



 
細胞増殖活性： AF, NP細胞をアンギオテンシン II ペプチド存在下にて培養

し、細胞増殖活性を評価した (MTS法 )。  
基質代謝解析： ラット椎間板細胞におけるアンギオテンシン IIペプチドの基

質合成への影響を定量的 real-time PCR法にて検討した。 I型及び II型コラーゲン、

アグリカン、TGF-β、IGF-1、 IL -1β、 MM P -3、 MM P -1 3、 ADAMT S-5 の mRNA発 現

レ ベ ル を 定 量 化 し た 。  

 

【 結 果 】  
ラ ッ ト AF及 び NP細 胞 に お い て レ ニ ン を 除 く tRASシ グ ナ ル の 各 成 分 （ ア ン ギ オ テ

ン シ ノ ゲ ン 、 ACE、 AT１ 、 AT 2） の mRNAの 発 現 を 確 認 し た 。 レ ニ ン に 代 わ り 、 レ

ニ ン 類 似 生 体 活 性 を 有 す る カ テ プ シ ン Ｄ の 発 現 が 確 認 さ れ た 。 免 疫 組 織 学 的 検 討 で

は 、 ラ ッ ト お よ び ウ シ 椎 間 板 細 胞 に tRAS各 成 分 (カ テ プ シ ン Dを 含 む )の 発 現 を 認 め

た 。 同 様 に ウ シ 椎 間 板 細 胞 に お い て も t RASの 各 成 分 が 発 現 し て い る こ と が 判 明 し

た 。 ラ ッ ト 椎 間 板 細 胞 を ア ン ギ オ テ ン シ ン I Iペ プ チ ド 存 在 下 に 培 養 す る こ と に よ り

細 胞 増 殖 活 性 は 増 加 傾 向 に あ っ た 。 ま た 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン I Iペ プ チ ド の 刺 激 に よ

り 1 型 及 び 2 型 コ ラ ー ゲ ン 、 ア グ リ カ ン 、 T GF -β、  IGF -1、  ADAM TS -5 の mRNA
発 現 は 増 加 傾 向 を 示 し た が 、 IL -1β、 MM P -3 及 び M MP -13 の mRNA発 現 は 有 意 な 変

化 が 認 め ら れ な か っ た 。  

 

【 結 論 】  
今 回 我 々 は ラ ッ ト 椎 間 板 に t RAS 成 分 が mRNA レ ベ ル 及 び タ ン パ ク レ ベ ル に お い

て 発 現 す る こ と を 確 認 し た 。 さ ら に ウ シ 椎 間 板 に お い て も t RAS 成 分 の 発 現 が タ ン

パ ク レ ベ ル に お い て 発 現 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 椎 間 板 細 胞 に お い て ア ン ギ オ テ ン

シ ン I I の 刺 激 が 、軽 度 な 反 応 で は あ る が 細 胞 増 殖 お よ び 細 胞 外 基 質 の 合 成 を 促 進 す

る 傾 向 に あ る と い う こ と が 判 明 し た こ と に よ り 、理 論 上 、t RAS は 椎 間 板 内 で シ グ ナ

ル が 活 性 化 さ れ 、 基 質 代 謝 を 刺 激 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  

 


