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研究成果の概要（和文）：腰部脊柱管狭窄症は中高齢者に好発し、下肢の痛みとしびれや歩行障害をきたすこと
により著しい日常生活動作の低下をもたらす疾患である。この主な原因は黄色靭帯の肥厚による馬尾神経圧迫で
あるが、肥厚の要因となる細胞群や原因遺伝子含め、そのメカニズムは殆ど解明されていなかった。我々はマウ
スモデルを用いて、メカニカルストレスの蓄積とマクロファージの浸潤がその要因であることを明らかにした。
これらの知見は腰部脊柱管狭窄症に対する治療に新しい治療戦略に繋がるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Ligamentum flavum (LF) hypertrophy causes lumbar spinal canal stenosis, 
leading to leg pain and disability in activities of daily living in elderly individuals. Although 
there have been previous studies on LF hypertrophy, its pathomechanisms have not fully elucidated. 
In this study, we demonstrated that infiltrating macrophages were a causative factor for LF 
hypertrophy. Induction of macrophages into the mouse LF by applying a micro-injury resulted in LF 
hypertrophy along with collagen accumulation and fibroblasts proliferation at the injured site, 
which were very similar to the characteristics observed in the severely hypertrophied LF of human. 
However, we found that macrophage depletion by injecting clodronate-containing liposomes 
counteracted LF hypertrophy even with micro-injury. These results suggested that macrophage 
infiltration was crucial for LF hypertrophy by stimulating collagen production in fibroblasts, 
providing better understanding the pathophysiology of LF hypertrophy.

研究分野：脊椎脊髄病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の成果は、黄色靭帯肥厚の分子生物学的メカニズムにアプローチした初めての報告であり、同時に黄色靭帯
肥厚研究における再現性のあるマウスモデルを確立したものである。現在、黄色靭帯肥厚による腰部脊柱管狭窄
症や神経根圧迫による下肢症状に対しては、手術加療による黄色靭帯切除しかないが、将来的には１型コラーゲ
ンの融解などで低侵襲に病態を改善できる可能性があり、本研究で確立した動物モデルが有効に活用されるもの
と考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 腰部脊柱管狭窄症は中高齢者に好発し、下肢の痛み•しびれや歩行障害をきたすことによ
り著しい日常生活動作の低下をもたらす疾患である。本疾患の主な病因は黄色靭帯の肥厚
による馬尾神経圧迫であるが、この黄色靭帯の肥厚に関しては、加齢や腰椎不安定性が関与
することが推測されているものの、肥厚の要因となる細胞群や原因遺伝子含め、そのメカニ
ズムは殆ど解明されていない。これは、黄色靭帯が無血管組織であり、殆ど線維芽細胞のみ
から構成されているという解剖学的特性が関与していると考えられる。従来の研究では、若
年者椎間板ヘルニア患者から採取された『肥厚していない黄色靭帯』と、腰部脊柱管狭窄症
患者から摘出された肥厚黄色靭帯の組織学的な比較により、肥厚した黄色靭帯では①膠原
線維の増加、②弾性繊維の断片化、③血管新生が認められることなどは明らかになっている
が、どのような細胞が膠原繊維を産生するのか、肥厚した靭帯では細胞数に変化は認められ
るのか、などの基本的なことが解明されていない。分子的な考察も組織全体を用いた解析し
か行われていないため、線維化に重要である増殖因子 TGF-βが肥厚黄色靭帯では発現が増
加しているとの報告はあるが、その分泌ソースや作用する細胞も全く不明である。すなわち、
これらの病理的変化は肥厚の原因ではなく、単に結果を観察しているに過ぎない可能性が
高い。そこで我々は、黄色靭帯肥厚の分子生物学的メカニズムを明らかにするためには、疾
患を再現した適切な動物モデルが有効であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、メカニカルストレスによる黄色靭帯肥厚の動物モデルを確立し、肥厚現
象を段階的かつ細胞生物学的に解析することで黄色靭帯肥厚の包括的なメカニズムを明ら
かにすることである。特に、肥厚黄色靭帯の全体的な組織像ではなく、レーザーマイクロダ
イセクションなどの先駆的な技術を用いて細胞選択的に発現遺伝子の解析を行うことで、
黄色靭帯肥厚の細胞特性と分子メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
実験動物は成体 B6 マウス(雌)8 週齢を用いた。まず、マウスにおける黄色靭帯が解析可能な組
織であるか、さらにはヒト黄色靭帯との解剖学的相関があるかどうかを HE染色ならびに EVG 染
色にて確認した。次に、腰椎への持続的な機械的刺激を負荷するために、独自のデバイスを作成
し、メカニカルストレスによる持続的応力負荷を、第 6/7 腰椎に集中させるというマウス黄
色靭帯肥厚モデルの作成を試みた。黄色靭帯の肥厚は axial 薄切切片にて定量し、BrdU 投
与にて細胞増殖を評価した。また、弾性繊維および膠原繊維量に関しては EVG 染色にて評価
した。炎症性サイトカインならびに線維化に重要である TGDβ、筋繊維芽細胞のマーカーで
あるαSMA の発現遺伝子を定量的 RT-PCR にて比較した。末梢血からの炎症細胞浸潤を評価
するために、放射線照射を行なったマウスに GFP マウス由来の骨髄を移植し、末梢血を GFP
陽性細胞に置き換えたキメラマウスを作成した。また、線維芽細胞を同定するために、Col1
α-TG マウスを用いた。マクロファージの染色は CD11b 抗体を用いて免疫染色を行なった。
線維芽細胞選択的な発現遺伝子を解析するために、Col1-αTG マウスの黄色靭帯凍結切片を
用いてレーザーマイクロダイセクションによる GFP 陽性細胞の選択的回収を行い、定量的
RT-PCR を行なった。全ての実験は、当該施設の動物実験委員会ならびに生命倫理委員会の
承認を得た遺伝子組み換え実験・動物実験計画書に基づき行われた。 
 
４．研究成果 
まず、マウスの腰椎部を解剖したところ、黄色靭帯は上関節突起と下間接突起の間に存在し、
sagittal 切片でも脊柱管の背側を走行しており、さらに上位椎弓の下部 2/3 から下位椎弓頭側
に付着していた（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これはほぼヒト黄色靭帯と同様の解剖学的特徴を有しており、マウスモデルを用いた黄色靭帯
研究が可能であることが確認された。次に、メカニカルストレスの持続的負荷が黄色靭帯の肥厚
を生じされるかを検討するため、L6/7 部に応力が集中する様な自家製のデバイスを作成した。
これは、図の様に 1分間に 20 サイクルの腰椎伸展と屈曲を強制的に繰り返すデバイスであり、
麻酔下のマウスを 1日 3時間、12週間の負荷をかけ続けた。 



その結果、12 週間後には有意な黄色靭帯の肥厚を認め、コラーゲン繊維の増加とエラスチン繊
維の走行の乱れを確認した。しかしながら、核染色にて細胞数の有意な増加は確認したが、GFP
陽性の末梢血の浸潤は認めなかった。さらに、IL-1βや IL-6 などの炎症性サイトカインの発現
上昇は認めたものの、線維化に重要であると言われる TGF-β1 の遺伝子発現に変化は見られな
かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、ヒト脊柱管狭窄症患者の肥厚黄色靭帯と比較した場合、組織学的な構築は重度飛行で
はなく、中等度の肥厚に相当しており、さらなる負荷の持続が必要と考えられた。しかし、6ヶ
月の負荷を加えたマウスに於いても同様の結果であった。 
そこで、再度ヒト黄色靭帯のサンプルを詳細に観察したところ、非常に興味深い所見が得られ
た。すなわち、正常黄色靭帯でも高度に肥厚した黄色靭帯でも、腹側（硬膜側）ではほぼ同様な
弾性繊維の構築が保たれているが、高度に肥厚した黄色靭帯では背側にコラーゲンの層のみが
地層が積み重なる様に堆積することで全体の厚みが増していることに気がついた。しかも、この
堆積したコラーゲン層には豊富な細胞成分を認め、これらは浸潤したマクロファージであるこ
とが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、黄色靭帯肥厚に対するマクロファージの役割を明らかにするため、線維芽細胞選択的に
GFP を発現する Col1a2-EGFP マウスを用いて実験することとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このマウスを用いて黄色靭帯を観察したところ、上図の如くほぼ全ての黄色靭帯を構成する細
胞は GFP 陽性の線維芽細胞であり、黄色靭帯は線維芽細胞より構成される組織であることが確
認された。このマウスを用いて黄色靭帯の尾側 1/2 にメスにて micro-injury を加えてマクロフ
ァージの浸潤を誘導し、黄色靭帯が肥厚するかを解析した。 
 
その結果、micro-injury を加えた部分のみが肥厚し、特にその肥厚様式がヒト高度肥厚黄色靭
帯と同じく、コラーゲン層のみが堆積して全体が肥厚するという興味深い結果が得られた。免疫
染色によっても、マクロファージが浸潤した部分を中心に黄色靭帯が肥厚していることを確認
した。 
さらに、レーザーマイクロダイセクションを用いて、マクロファージ浸潤近傍の線維芽細胞と
非損傷部の線維芽細胞を選択的に採取し遺伝子発現を比較したところ、損傷部の線維芽細胞に



於いてはコラーゲンの遺伝子発現が上昇し、筋繊維芽細胞のマーカーであるαSMA の上昇も確認
していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実際、クロドロネートを投与し末梢血中の単球を枯渇させた状態で同様に黄色靭帯に micro-
injury を加え、同様に 6 週間観察したが、わずかな修復反応は認められるものの肥厚は生じて
おらず、micro-injury ではなく、浸潤マクロファージが黄色靭帯に決定的な役割を果たしてい
ることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このメカニズムについては明らかではないが、肺の繊維化に於いて TGF-βが ADAM10 の発現を上
昇させ、この ADAM10 がエフリン B4を shedding することで線維芽細胞の活性化が生じることが
報告されている(Nat Med,23:1405-, 2017)。我々は、浸潤マクロファージによる TGF-βが黄色
靭帯肥厚に重要な役割を果たしているものと推測している。これらの結果は、黄色靭帯肥厚の分
子生物学的メカニズムにアプローチした初めての報告であり、同時に黄色靭帯肥厚研究におけ
る再現性のあるマウスモデルを確立した。現在、黄色靭帯肥厚による腰部脊柱管狭窄症や神経根
圧迫による下肢症状に対しては、手術加療による黄色靭帯切除しかないが、将来的には１型コラ
ーゲンの融解などで低侵襲に病態を改善できる可能性があり、本研究で確立した動物モデルが
有効に活用されるものと考えている。 
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