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研究成果の概要（和文）：本研究ではまずレーザーマイクロダイセクションによる微小組織発現解析法を用い
て、マウスの発達過程における脊椎各組織（線維輪、髄核、周囲靭帯など）からmRNAを回収し、RNAシーケンス
を行って網羅的な発現プロファイルを調べた。発現遺伝子についてパスウェイ解析を行い、特にTGF-betaに関す
る動きが大きいことを突き止めた。また特徴的な発現パターンを示す遺伝子のうち、椎間板線維輪の内側に特異
的に発現する遺伝子についてはタモキシフェン誘導性のCreマウスを樹立し、現在も解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed expression profiles of spinal components, 
including annulus fibrosus, nucleus pulposus, paraspinal ligaments, etc. by lasermicrodissection and
 RNA sequencing. We performed pathway analyses and identified TGF-beta signaling may play pivotal 
roles in develpment of spine. We further identified candidate genes expressed in the inner layer of 
annulus fibrosus, and developed their Cre mice. 

研究分野： 整形外科学

キーワード： 脊椎

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性腰椎症は変形性膝関節症を上回る膨大な患者数がいるものの、人工膝関節置換術のような長期に安定した
治療法はない。分子病態解明、さらには発生学的研究においても、脊椎は四肢関節と比べて大きく立ち遅れてい
る。本研究によって得られた組織特異的Creマウスなどのバイオリソースや発現解析のデータベースは、脊椎疾
患の研究に広く貢献するものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 変形性関節症は、骨粗鬆症と並ぶ運動器変性疾患の代表的疾患である。広義の変形性関節症
には膝関節、股関節など四肢の関節に加え、脊椎の関節も含まれるが、東京大学医学部整形外
科が実施しているコホート研究 ROAD study によると、レントゲン上で変形を有する日本人
は、腰椎が 3,790 万人、膝関節は 2,530 万人いると算出されている（J Bone Miner Metab 
27:620-8,2009）。このうち痛みで日常生活に支障を来している人は腰椎が 1,100 万人、膝関節が
780 万人とされ、腰椎は関節の変性疾患では最大の患者数を有することが明らかとなった
（Ann Rheum Dis 68:1401-6, 2009）。厚生労働省が行っている国民生活基礎調査でも、腰痛は自
覚症状として男性では 1 位、女性でも 2 位に挙げられており、変形性腰椎症は変形性膝関節症
を上回る国民病といっても過言ではなく、社会の高齢化とともにますます患者数が増えると予
想される。しかしながら、人工膝関節置換術が末期の変形性膝関節症の治療法として優れた長
期成績を誇る一方、末期の変形性腰椎症にはそれに匹敵するような定型的で安定した治療法は
開発されていない。 
 基礎研究についても両者には大きな乖離がある。変形性膝関節症については大規模なゲノム
ワイド関連解析（GWAS）が数多く行われ、GDF5 を始めとする疾患関連遺伝子が数多く報告
されている。また 2005 年には東京大学医学部整形外科や米国の研究室にてマウスを用いた変
形性膝関節症モデルが開発され、遺伝子改変マウスの普及と相俟って、変形性膝関節症の分子
レベルでの病態解明が飛躍的に進む契機となった。これらの病態研究から変形性膝関節症の予
防効果を示唆する化合物や抗体が複数得られているほか、マウスモデルを用いて様々な治療研
究も行われ、関節軟骨の再生促進作用を示すサイトカインや化合物も報告されている。一方、
このような変形性膝関節症の基礎研究の活況とは対照的に、変形性腰椎症については GWAS も
未だ報告がなく、マウスモデルも椎間板変性に限った報告が散発的に見られるだけである。さ
らには、発生生物学的にも脊椎の研究は遅れており、椎間板や椎体が発生する際の分子メカニ
ズムは断片的にしか分かっておらず、四肢の骨・関節と比して大きな遅れがある。 
 東京大学医学部整形外科ではこのような現状を打破し、変形性腰椎症の病態を解明するため
に研究を行ってきた。上述の ROAD study のコホートを用いて大規模な変形性腰椎症の GWAS
を行ってきたが、高い疾患感受性を示す候補遺伝子が複数得られており、現在個々の遺伝子に関
して詳しい解析を行っている。また動物実験の基盤技術として、マウスを用いて様々な変性誘発
モデルを試行してきたが、腰椎後方の椎間関節を切除して不安定性を惹起することにより、安定
して変形性腰椎症を再現することに取り組んでいる。興味深いことに、GWAS で得られた候補
分子の多くは、椎間板形成期に強く発現するものの、老齢期や変形性腰椎症モデルでの変性過程
では発現が少なかった。ROAD study の調査でも、変形性腰椎症は変形性膝関節症より職業や
生活習慣に影響されにくいことが明らかになっており（Arthritis Rheum 61:779-86,2009）、こ
れらを全て勘案すると、変形性腰椎症のなりやすさは骨格形成期の段階で規定されていること
が推定される。つまり脊椎の変性を研究するには、脊椎形成の分子メカニズムを詳しく知る必要
があるが、四肢の骨・関節と比べると脊椎形成を制御する遺伝子は多くは解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 東京大学医学部整形外科ではレーザーマイクロダイセクション（LMD）を用いた微小領域か
らの mRNA の採取、増幅、RNA シーケンスによる網羅的発現解析法を確立している（Biomed 
Res. 35:263-70, 2014）。本研究ではまずこの技術を応用して、線維輪、髄核、椎体周囲靭帯が形
成される過程で各組織ごとの経時的発現遺伝子変化をプロファイリングする。さらにこのデー
タからそれぞれの組織に特異的に発現する遺伝子を選別し、脊椎の発生を制御する候補遺伝子
として解析対象にするとともに、特異性の高いものについては Cre マウスを樹立する。また平
行して、マウスの腰椎に外科的不安定性を惹起させ、椎間板変性から変形性腰椎症を誘導させる
モデルの開発も行う。そしてこれらの過程で得られた遺伝子発現情報と基盤ツールを基に、変形
性腰椎症 GWAS で既に得られている候補遺伝子群についても統合的に解析を行い、脊椎の形成・
維持・発生への関与を in vitro, in vivo の実験系で多角的に検証し、その分子制御機構の解明に
挑む。 
 
３．研究の方法 
(1) レーザーマイクロダイセクションなどを用いた脊椎の発現解析 
 申請者らは昨年、硬組織から LMD にて微小組織サンプルを回収し、mRNA を逆転写、増幅して
RNA シーケンスを行う手法を確立、報告した（Biomed Res. 35:263-70, 2014）。この技術を用い
て脊椎の詳細な発現解析を行う。まず切片作成に十分な大きさとなる E10.5-11.5 から、骨格成
長が落ち着く生後 8w までのマウスサンプルを時系列に採取し、固定なしに専用コンパウンドに
包埋して液体窒素内で急速凍結させる。川本法に準じて凍結切片を作成したのち、LMD によって
各段階の線維輪、髄核、周囲靭帯を切り取る。回収されたサンプルから mRNA を回収し、逆転写、
増幅を行ったのちに RNA シーケンスを行い、遺伝子群の発現量とその変化を詳細に解析する。 
 
(2) 線維輪、髄核のマーカー遺伝子の選別と、組織特異的 Cre マウスの樹立 



 (1)で得られたデータから、発現量が豊富で、かつ組織特異性の高い遺伝子を選別する。in situ 
hybridization 法や免疫組織染色法など複数の方法で発現パターンを確認するとともに、既に
Cre マウスが開発されていないかを調査する。既報があればマウス提供を依頼するが、既報がな
ければ Cre マウスを樹立する。その遺伝子座に Cre を直接ノックインすると、その遺伝子をヘテ
ロノックアウトすることになるが、従来のトランスジェニックマウスの手法では生理的発現に
必要なプロモーターやエンハンサーの予想が困難であることから、両者の中間的な手法である、
BAC クローンを用いたトランスジェニックマウス作成を行う（図６）。この手法では当該遺伝子
の周辺領域を丸ごと含んだ BAC クローンを用い、その翻訳領域を Cre カセットに置き換えるが、
これによって当該遺伝子の発現に影響を与えることなく、生理的発現パターンを再現すること
が期待される。カセットとしては、セルトラッキングにも応用できるように EGFP も付けて、遺
伝子組み換えのタイミングを自由にコントロールできるようにERT2カセットをCreに接合する。 
 
(3) マウス変形性腰椎症モデルの確立 
 マウスの第 4-5 腰椎の棘突起、棘上・棘間靭帯、椎間関節を切除することによって脊椎の後方
の支持機構を破綻させ、腰椎椎間板に過剰な負荷をかけるモデルを確立する。経時的に飼育を行
い、椎体の変形の程度についても解析を行う。 
 
４．研究成果 
 まずマウス変形性腰椎症モデルの開発については、初年度にバリデーションも完了して論文
公表に至った。マウスの第 4-5 腰椎の棘突起、棘上・棘間靭帯、椎間関節を切除することによっ
て脊椎の後方の支持機構を破綻させ、経時的に椎間板腔の狭小化がみられ、一部に骨棘の形成も
確認された（図 1)。組織学的にも椎間板が線維輪内側から変性していくのが確認された(図 2)。 
 
図 1 
  

  

 



図 2 

 
 
 
 次にレーザーマイクロダイセクションなどを用いた脊椎の発現解析として、硬組織から LMD に
て微小組織サンプルを回収し、mRNA を逆転写、増幅して RNA シーケンスを行う手法を転用した
（Biomed Res. 35:263-70, 2014）。まず切片作成に十分な大きさとなる E10.5-11.5 から、骨格
成長が落ち着く生後 8w までのマウスサンプルを時系列に採取し、固定なしに専用コンパウンド
に包埋して液体窒素内で急速凍結させ、川本法に準じて凍結切片を作成したのち、LMD によって
各段階の線維輪、髄核、周囲靭帯を切り取った。回収されたサンプルから mRNA を回収し、逆転
写、増幅を行ったのちに RNA シーケンスを行い、遺伝子群の発現量とその変化を詳細に解析し
た。発現遺伝子についてパスウェイ解析を行い、それぞれの組織で重要な役割を果たすであろう
シグナル経路の候補を複数得たが、特に TGF-beta に関する動きが大きいことが分かった。 
 また特徴的な発現パターンを示す遺伝子のうち、椎間板線維輪の内側に特異的に発現する遺
伝子についてはタモキシフェン誘導性の Cre マウスを樹立し、Rosa26-tdTomato と交配させてト
ラッキングを行ったところ、椎間板線維輪周辺の progenitor と思われる細胞群を標識すること
ができた。現在このマウスを用いて詳細にセルトラッキングを行うとともに、その細胞の特性に
ついて解析を行っている。 
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