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研究成果の概要（和文）：椎間板研究にとって欠かせない、３種類の椎間板変性モデルを確立した。緩やかな変
性を生じるモデルを用いて圧迫期間に伴い特に脊索由来細胞が早期に消失して非脊索由来細胞（軟骨様細胞を示
唆）が相対的に増大していた。動的負荷培養装置を用いた実験では, 圧負荷により代表的なメカノレセプターで
あるintegrinの関与が椎間板変性に関与していることが明らかとなった。脊椎後方に小皮切から挿入可能なスペ
ーサーを作成し、周辺機器も含めて改良を行い、有効性に関して大型動物実験を行い確認した。

研究成果の概要（英文）：Three types of disc degeneration models, which are indispensable for 
intervertebral disc research, have been established. Using the model that causes gradual 
degeneration, especially during the compression period, the notochord-derived cells disappeared 
early and the non-notochord-derived cells (recommending chondroid cells) relatively increased. In 
experiments using a dynamic loading culture device, pressure loading revealed that the involvement 
of a typical mechanoreceptor, integrin, is involved in disc degeneration. We made a spacer that can 
be inserted from the small skin in the posterior of the spine, made improvements including 
peripheral equipment, and confirmed by conducting large animal experiments for efficacy.

研究分野：整形外科学、脊椎外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腰痛性疾患は社会的に極めて重要であり、その多くは椎間板変性に由来している。しかしながらその詳細はわか
っておらず、研究のための椎間板変性モデルの作成無くしては先に進めない。これらのモデルを用いて椎間板変
性のKey factorを特定し、それをターゲットにした分子生物学的なアプローチにより変性椎間板の再生あるいは
変性の進行抑制が可能であれば社会的意義は多大である。また、腰部脊柱管狭窄症は高齢社会におけるADL障害
を呈する疾患として極めて重要であり、低侵襲手術方法の開発も極めて重要と考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
厚生労働省のデータによると、有訴率が最も多い疾患は腰痛であり、これら腰痛をはじめとする

いわゆる退行性脊椎疾患は、社会的・医療経済的にも極めて重要な疾患である。これらの腰痛性

疾患は椎間板変性との深い関連が言及されて久しいが、椎間板変性そのものの発生メカニズムや、

椎間板変性と腰痛との関連に関しては詳しいことはあまり分かっていない。治療に関しても確立

されたとは言いがたく、現状では対症療法が中心となっている。したがって、椎間板変性の機序

や腰痛を生じる病態のさらなる解明とそれに基づいた低侵襲治療の開発が強く望まれている。 

 私共のグループは、これまでに変性椎間板に対する遺伝子治療研究にも従事してきた。現在ま

でに、安全面で問題が指摘されているウイルスベクターを使用せず、物理的な刺激により椎間板

内へ外来遺伝子をin vivo 導入する手技を確立した。さらに、特定の遺伝子発現を効率よく抑制

することが可能ということで注目されているRNA 干渉と、上記の導入法を組み合わせることで、

in vivo での特定の遺伝子発現を長期間抑制する技術も確立した。問題はどの遺伝子を対象とす

るかであるが、このことに関してはこれまで臨床を良く反影した椎間板変性モデルが存在せず、

十分な情報が得られなかったのが現状である。そこで私共は、椎間板に静的圧迫力を持続的に加

えるモデル、さらに圧迫力を途中で解除することによって緩徐な変性を再現するモデル、動的圧

迫力を加えて変性を誘導する３種類の変性モデルを作成してきた。これまでの解析結果では、

MMP-3 を中心とした異化遺伝子群の高発現や脊索細胞が早期から著減すること、メカノレセプタ

ーとして知られるintegrinα5β1 が変性に関与していることを明らかにした。さらに長寿遺伝

子として注目されているSIRT1 遺伝子が椎間板髄核細胞にも発現していることを発見し、その後

の研究でSIRT1 は変性の初期に発現が増強され、変性の進行に対抗していることを突き止め、逆

にSIRT1 を外部から添加することでオートファジーの誘導を介して変性を抑制できる可能性を

示唆した。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。我々は椎間板の発生・解

剖学的特徴を顧みて、無血管組織で低栄養に曝されている椎間板の恒常性維持には自食作用であ

るオートファジーが重要な役割を果たしていると仮説を立てている。 

 先述の腰部脊柱管狭窄症に関しても椎間板変性との関連が示唆され、椎間板変性により椎間板

高が低下し、それに伴って椎間板が後方の脊柱管内へ膨隆することと、脊柱管後方の黄色靱帯が

「たるむ」あるいは「たくれこむ」ことで、全体として脊柱管が狭小化することが主原因とされ

る。いずれにせよ、これらの狭窄状態は体幹の姿勢によって大きく変化することがわかっており、

一般的には腰椎を前屈することで椎間板後方の高さが改善し、前述の狭窄状態が大きく緩和する

ことで症状が軽快することが知られている。狭窄状態を改善する試みとして、これまで神経組織

の圧迫を直接取り除く手術が主流であった。一方、狭窄状態が腰椎の前屈位で大きく改善する事

実に着目し、責任椎間の局所的な腰椎前屈状態を維持する目的で脊椎後方の棘突起間にスペーサ

ーを留置することによって間接的に狭窄状態を改善する手術方法が近年開発されている。そこで

我々は、これら鏡視下の除圧術と比較しても、はるかに低侵襲で経皮的な挿入が可能な棘突起間

スペーサーを開発し、大型動物を用いた基礎実験を続けてきた。 

 
２．研究の目的 
今回の研究は、椎間板変性あるいは痛みの発現機序の解明という基礎的な部分から始まり、in 

vitro実験や小動物を用いた治療方法の開発、さらに開発中の治療法に関しては大型動物を用い

た前臨床試験を目標としており、全体として腰痛の基礎から臨床応用に至る包括的な研究内容と

なっている。具体的には、１）椎間板変性モデルの詳細な分子生物学的解析から、椎間板変性の



メカニズムをさらに明らかにすること。２）これらのデータをもとに、遺伝子治療あるいは特定

のタンパク質や抗体等を椎間板に注入することによって、椎間板変性を予防あるいは変性した椎

間板を再生する方法を開発すること。３）腰部脊柱管狭窄症に対する新たな低侵襲の治療のため

に開発中の棘突起間スペーサーの改良と、周辺機器の開発、大型動物を用いた基礎実験の後、臨

床応用を開始するための準備とすることである。 

 

３．研究の方法 
（１）椎間板変性モデルの改良と変性の抑制 

ラット尾椎椎間板に創外固定器を装着し、バネにて一定の静的圧力を加える椎間板に持続的に負

荷するモデルを作成した。さらに比較的緩やかな椎間板変性を再現するための改良が必要と考え、

静的圧迫力を早期に解除することで、比較的軽度の変性椎間板モデルの作成が可能であった。こ

のモデルをさらに詳細に検討し、変性の進行がまずは抑制可能かどうかを検討する。圧迫開始１

日、３日、５日、７日、１４日に解除して椎間板の変性度の推移をXp、MRI, 組織像にて検討す

る。対象として、これまでに行ってきた持続的に静的圧迫力を加えるものを使用する。指標とし

てaggrecan、collagen type2, MMP-3, ADAMTS-5, aggrecan 分解産物をRTPCR, 免疫染色等で定

量する。椎間板の変性が持続的に進行するものと、進行しないものを見極め、その群間における

各種遺伝子発現の差異を検討し、変性の鍵となる遺伝子を特定する。緩やかに変性が進行する群

を今後の再生治療の対象とする。再生治療の準備段階として、Key 遺伝子をノックダウンすべく、

siRNA のデザインとオーダー、尾椎椎間板への遺伝子導入の基礎実験を開始する。前述の軽度変

性椎間板モデルを用いて、これにMMP-3 を中心とした基質の異化を促す因子の発現抑制を目的と

したsiRNAを作製し、単独あるいは数種類を混合したものをin vivo で椎間板細胞に直接遺伝子

導入する。対象として非特異的siRNA を導入し、遺伝子導入と目的遺伝子がin vivo で発現抑制

されていることを確認した後、椎間板変性の進行抑制効果、あるいは再生効果を検討する。 

（２）椎間板変性における脊索細胞の役割と治療への応用 

椎間板は脊索から分化して形成され、人間においては幼児期に椎間板内から脊索細胞が消失する。

一方、脊索細胞が髄核内に残存するげっ歯類等では、椎間板変性が生じにくいことが知られ、ま

た基質の合成能も高い。したがって椎間板変性における脊索細胞の役割が注目されている。脊索

細胞が椎体内から消失する際にはアポトーシスが原因ではなく、力学的ストレスが原因との報告

があり、実際に静的圧迫力を椎間板に持続的に負荷するモデルにおいては、早期に脊索細胞が髄

核から消失することを確認している。したがって、上記の多様な変性度の椎間板が作製可能なモ

デルを用いて、あるいはin vitro で椎間板組織に精密な動的負荷をかけることが可能な培養装

置を用いて脊索細胞がどのように消失するかを検討する。脊索細胞についてはGalectin-3、

Cytokeratin-8 の免疫染色にて同定し、脊索細胞のアポトーシス、活動性について、生死染色と

増殖静止マーカーのp16INK4A の多重蛍光免疫染色にて評価する。圧負荷あるいは動的圧迫の場

合にはその頻度も変化させて、経時的に上記により脊索由来細胞数の変化を計測する。0.5, 1.0 

1.3Mpa, 0.1, 1.0 Hz の圧負荷を数日間与えることで椎間板変性を誘発可能であることは確認済

みである。まずは上記の組織培養装置を用いて椎間板細胞のメカノレセプターとして知られる

integrinα5β1 をブロックする（現時点ではそのリガンドであるfibronectin 抗体を使用）こ

とで脊索由来細胞の消失が抑制できるかどうかを判定する。さらに上記のブロックにより椎間板

変性の抑制が可能であるかに関しても前述の方法で評価する。 

（３）腰部脊柱管狭窄症に対する棘突起間スペーサーの挿入 



棘突起間スペーサーの改良と前臨床試験既に進行中のプロジェクトの続きであり、大型動物実験

（ブタ）の結果として安全性や有効性に関しては問題のないことが確立しつつある。しかし、ス

ペーサーと棘突起の接触部に骨融解を生じた例を経験したため、金属性（チタン）では硬すぎる

との結論を得た。したがって金属より柔らかく、骨の硬さに近い素材（ピークと呼ばれる樹脂素

材を予定）を用い、さらにより弾力を持たせるためデザインの一部変更を加えたスペーサーの作

成を依頼した。ブタを用いた学外での実験として骨との接触部の変化に関して長期間（３ヶ月）

のフォローを行った。全身麻酔下、透視下に小皮切を介して腰椎棘突起間にスペーサーを挿入す

る。術前、術度１、３、７、１４日に血液を採取して炎症反応等をチェックする。同時に毎日動

物を観察し、神経障害等の有害事象がないかどうかを確認する。３ヶ月目に経皮的に同様の小皮

切からスペーサーを除去する。動物を屠殺後、腰椎を回収し、実際にスペーサーの接触部分の棘

突起の溶骨性変化を確認する。既存のチタン性金属スペーサーを対象として溶骨性変化を比較検

討する。同時にスペーサーの挿入や除去に必要な機器の開発／改良も進める。力学的強度試験や

毒性試験も同時に施行する。 

 

４．研究成果 

（１）椎間板変性モデルを用いて 

より早期の椎間板変性を観察するために圧負荷を 1日もしくは 7日間加えた後に解除した群

を作成した. 圧迫期間に伴い細胞数は減少し, なかでも髄核では脊索由来細胞が特に早期に消

失して非脊索由来細胞（軟骨様細胞を示唆）が相対的に増大していた. 死細胞は大半が非脊索

由来細胞において観察され, MMP 群の発現も大半の脊索由来細胞が消失した椎間板で増大する

ことが明らかとなった. この研究結果は, 椎間板変性の発生には脊索由来細胞の消失だけでな

く非脊索由来細胞の増大が関与する可能性を示しており, 脊索由来細胞と非脊索由来軟骨様細

胞との関係についてさらなる検討が必要であると考えられる.  

 動的負荷培養装置を用いた実験では, 圧負荷により代表的なメカノレセプターである

integrin の発現が増大していた事から, integrin を介した椎間板基質代謝の影響や細胞死へ

の関与について解析を進めた.動的圧迫負荷による髄核の細胞数減少や MMP-3 発現増大といっ

た反応が, integrin α5β1 に対する阻害剤を添加することで抑制されたことから, 椎間板に

負荷される機械的ストレスが, integrin α5β1 を中心とするメカノレセプターを介して細胞

内の生化学的変化に変換し, 初期の椎間板変性に関与していると考えられた. さらに、脊索由

来細胞のマーカーであるbrachyuryの発現性は軟骨系細胞の分化に必要なsox9と比較して動的

圧迫により著しく低下するが、integrinα5β1 阻害によりその発現低下が回避されていること

から、機械的ストレスによる椎間板変性は integrinα5β1を介しており、さらに脊索由来細胞

に大きく影響を及ぼしている可能性が示唆された。 

（２）椎間板変性のkey遺伝子としてMMP-3を最有力候補としてあげていたが、もっと上流での遺

伝子発現をターゲットとすべく、The mammalian target of rapamycin (mTOR)シグナル経路に着

目した研究を開始した。mTOR経路は細胞の成長と恒常性維持に重要であることが知られ、mTOR

はRaptorと複合したmTORC1とRictorと複合したmTORC２を形成する。mTORC1はAktに制御を受け、

蛋白合成に関わるp70/S6Kを調節し、細胞自食機構オートファジーを抑制する。椎間板髄核細胞

株を用いたRNA干渉法によるmTORシグナル経路解析を施行した結果、Raptor干渉群ではAktを活性

化しつつ、mTORC1関連経路のみを抑制できた。Raptorを介した選択的なmTOR経路の抑制は、抗老

化、MMP-3の抑制をはじめとしたより広い範囲の基質分解抑止効果に加え、細胞生存に関わるAkt

の活性化を介して細胞死も抑制できる可能性が示唆された。したがって、今後の椎間板治療のタ



ーゲットとしてRaptorを使用予定とする。ラット尾椎椎間板を用いたin vivo基礎実験が開始さ

れている。 

（３）腰部脊柱管狭窄症に対する棘突起間スペーサーの開発に関しては現在も継続している。ス

ペーサーは棘突起間に挿入するスクリュー形状部分に２重螺旋構造を取り入れ、ネジ山の形状改

良を加えた。さらに全体の形を見直し、より簡便に小さい労力で挿入できるように、スクリュー

形状部分の先を細くして、変曲点を持たせる構造とした。PEEK素材ではX線透視下で全く視認で

きないため、可視化のためにマーカーを改善し、周辺機器も種々の改良を加えた。 

また棘突期間スペーサーそのものの市場縮小に準じて、本スペーサーを骨癒合を目的としたスペ

ーサーへ改変することを決断した。そのために周辺機器を新たに開発し、スペーサーのデザイン

も大きく変更、大型動物を用いた基礎実験を行った。３ヶ月後にはほぼ全例（N=６椎間）でスペ

-サー内への骨形成を認め、骨癒合が得られることが確認できた。 
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