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研究成果の概要（和文）：量分析法と熱安定タンパク質分解酵素による組織完全可溶化法を用いて、腰部脊椎管
狭窄症患者の肥厚黄色靭帯の生化学的解析を行った。グリコサミノグリカン、コラーゲン、エラスチンを定量
し、正常の黄色靭帯と比較した。グリコサミノグリカンのうち、コンドロイチン硫酸の一硫酸体とケラタン硫酸
が増加していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Biochemical analysis of the thickened yellow ligament of patients with 
lumbar spinal canal stenosis were performed using mass spectrometry and complete solubilization of 
the tissue with heat-stable proteolytic enzymes. Glycosaminoglycans, collagen, and elastin were 
quantified and compared to normal yellow ligament. Among glycosaminoglycans, the monosulfate of 
chondroitin sulfate and keratan sulfate were found to be increased.

研究分野： 生化学

キーワード： 腰部脊柱管狭窄症　黄色靭帯　グリコサミノグリカン　コンドロイチン硫酸　ケラタン硫酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肥厚黄色靭帯で増加している構成成分がグリコサミノグリカンのうち、コンドロイチン流酸の一硫酸体とケラタ
ン硫酸であることが明らかになったことで、これらの分子が脊椎管狭窄症の治療標的をなり得ることが明らかに
なった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 

椎間板ヘルニアや肥厚黄色靱帯は神経を圧迫して疼痛や痺れを引き起こすため、外科的切除

が行われている。近年、椎間板では GAG を分解する酵素を椎間板内に注入する治療法が可能に

なっている。この方法を黄色靱帯肥厚に用いることが可能であれば患者への侵襲を軽減するこ

とができる。椎間板は硝子軟骨の一種であり構成成分として GAG サブクラスのコンドロイチン

硫酸を多く含むので、治療にはコンドロイチン硫酸を分解する酵素コンドロイチナーゼが用い

られる。しかしながら黄色靱帯の肥厚部では軟骨化生が起こっていることやトルイジンブルー

染色陽性の GAG 様物質が存在することが報告されていることから GAG の存在が推測されるも

のの、実際に GAG が正常の黄色靱帯と比較して増加しているのか、そのサブクラスはコンドロ

イチン硫酸であるのか、軟骨でよく見られる他の GAG は存在するのか、さらには、増加量はど

の程度なのか、また 肥厚のある患者すべてに GAG が増加しているのかなど、GAG を標的とし

た分解酵素による治療法の開発に着手するに際して明らかにされるべき点が多くある。 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
２．研究の目的 

 

腰部脊椎管狭窄症の原因となる黄色靱帯肥厚では、コラーゲンのみならずグリコサミノグリ

カン(GAG)も増加している可能性がある。GAG は関節軟骨ではその陰性電荷によって水分子を保

持して体積を増加させ関節にかかる衝撃を和らげている。軟骨化成の起こった黄色靱帯で GAG 

による体積の増加が脊柱管の狭窄に寄与しているとすれば、GAG を標的として GAG 分解酵素に

よって肥厚を軽減するという脊柱管狭窄症の新規治療法を開発できる。しかし実際に肥厚黄色

靱帯で GAG が増えているか否かの生化学的検討は行われていない。申請者はタンデム質量分析

計を用いた GAG の網羅的定量解析法と熱安定性タンパク質分解酵素サーモリシンを用いた結合

組織の完全可溶化法を組み合わせて肥厚黄色靱帯の生化学的成分解析を行うことで新規治療法

の実現可能性を明らかにすることを目的とする。 
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３．研究の方法 

 

（１） GAG、コラーゲン、エラスチンの定量 

脊柱管狭窄症の患者から切除された腰部黄色靭帯からパンチによって 4.5 mm 径 の円型標品

を作成する。部位を頭部、中央部、尾部の 3 つに分ける。標品の湿重量 を測定した後凍結乾燥

し、再度秤量する。凍結乾燥前後の重量の差を含水量とする。  

凍結乾燥標品を耐熱性タンパク質分解酵素サーモリシンを用いて 70 度で消化する。可溶化液

からエタノール沈殿によって GAG を分離し、呈色反応によって GAG 総量を定量する。さらに

可溶化液を塩酸加水分解してコラーゲンエラスチンに含まれる水酸化プロリンを呈色反応で、

コラーゲンに特徴的なクロスリンク構造である ピリジノリンとデオキシピリジノリン、エラス

チンに特異的なクロスリンク構造であるデスモシンを質量分析で定量する。黄色靭帯に多く含

まれるエラスチンで GAG、コラーゲンを標準化する。  

 

（２） 二糖解析による GAG のサブクラスの同定  

可溶化液から得られた GAG を GAG 分解酵素によって二糖化し、質量分析によってそのサブ

クラスを同定するとともに定量を行う。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

質
量
分
析

黄色靭帯

エラスチン
コラーゲン

湿重量
乾燥重量 の測定

   GAG 抽出 

　酸加水分解

二糖化

　ヒドロキシプロリン

　GAG サブクラス

クロスリンク

分解酵素決定

サーモリシンによる
完全可溶化

分解酵素処理

GAG

 

コラーゲン

GAGサブクラス

クロスリンク

二糖化

完全可溶化

酸加水分解

エラスチン

 ピ リジノリン・デオキシピ リジノリン

デスモシン

NHAc

OR

OH

COOH

CH OR

OR
O

O

O

O

OH

NHAc

OR

OH

COOH

CH OR

OR
O

O

O

O NHA cOH

COOH

CH OR

OR
O

O

O

O NH Ac

OR

OH

COOH

C H OR

OR
O

O

O

O NHA c

OR

OH

COOH

CH OR

OR
O

O

O

O

NHA c

OR

OH

COOH

CH OR

OR
O

O

O

O

NH Ac

OR

OH

C OOH

C H OR

OR
O

O

O

O



４．研究成果 

 

腰部脊椎を繋ぐ黄色靭帯の肥厚によって起こる脊椎管狭窄症の新規治療法開発を目的として、

組織学的変化としての軟骨化生が顕著な肥厚黄色靭帯において、実際に生化学的にも軟骨組織

様のグリコサミノグリカンのサブタイプが増加していることを明らかにするため、肥厚部位の

より詳細な生化学的解析、比較対照となる正常靭帯のさらなる成分解析と、統計解析をおこなっ

た。その結果、肥厚部位ではコンドロイチン硫酸の一硫酸体、ケラタン硫酸の増加が示された。

この変化は、肥厚黄色靭帯で組織学的に観察される軟骨化生の所見と一致している。また肥厚黄

色靭帯において、これらのグリコサミノグリカンサブタイプが治療の生化学的標的となり得る

ことを示唆する結果である。 
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