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研究成果の概要（和文）：椎間板は、体幹を支える脊柱の主要構成要素であり、その代表的疾病である椎間板性
腰痛や椎間板ヘルニア等では、激しい腰痛や下肢痛によって自立した生活が困難となるが、痛みを客観的に評価
する標準的手法自体は確立されていない。そこで本研究の目的は、痛みを糖鎖医学の観点から分析し、椎間板変
性に起因した痛みと血清中N型糖鎖のプロファイル変化との関連性を網羅的に検討することである。
方法としてウサギ椎間板に穿刺を行い、変性椎間板モデルを作製した。変性した椎間板組織と血清中糖鎖を網羅
的に探索し正常組織及び血清と比較した。その結果、椎間板変性に伴う椎間板組織と血清のハイマンノース型N
型糖鎖への糖鎖置換を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Low back pain is a common debilitating condition which pathogenesis are 
poorly understood. We carried out an analysis of relationship between intervertebral disc 
degeneration and N-glycome in a sample of rabbit intervertebral disc and plasma. Using glycoblotting
 analysis,N-Glycan profiling was compared between normal and degenerated intervertebral disc. The 
specific N-glycan score was found to be significantly greater in degenarated intervertebral disc and
 plasm than in normal samples. These data provide a new insight into understanding the complex 
pathophysiology of low back pain related intervertebral disc degeneration and suggest glycan levels 
as a possible biomarker for injury/degeneration-related subtypes of low back pain.

研究分野：整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに椎間板を対象にした糖鎖研究の報告はなく、生体材料を用いた解析にも手法的限界があった。糖鎖は
核酸や蛋白質と異なり増幅を行うことが不可能なため、小型動物組織などの少量の検体からは解析に必要な量を
確保できないことも糖鎖研究の障害となっていた。
本研究は、N型糖鎖の改変という糖鎖医学的側面から椎間板変性に起因する痛みを明らかにしようとする点で従
来の研究とは大きく異なる。今後は椎間板変性に起因した痛みと関連する血清中のマーカーが客観的数値として
捉えることが可能になれば、痛み全般に関する病態解明や治療法に関しても今後の学術の方向を変え得る新しい
研究分野が創設される可能性がある。

※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 
椎間板は、体幹を支える脊柱の主要構成要素であり、その代表的疾病である椎間板性腰痛や椎間
板ヘルニア等では、激しい腰痛や下肢痛によって自立した生活が困難となる。痛みの程度の評価
には、視覚的アナログ尺度（visual analogue scale: VAS）が多く用いられており主観的な感覚
を数値化しているが、痛みを客観的に評価する標準的手法自体は確立されていない。そこでまず、
椎間板変性に起因した痛みと関連する血清中のマーカー等が客観的数値として捉えることが可
能になれば、痛み全般に関する病態解明や治療法に関しても、今後の学術の方向を大きく変え得
る新しい研究分野が創設される可能性がある。 
医学生物学分野において、核酸、蛋白質に続く第三の鎖状生命分子として糖鎖が注目されてい
る。生体内の蛋白質は、半数以上が翻訳後修飾である糖鎖修飾により構造や機能を変化させてい
る。例えば、血液型は赤血球表面の糖鎖構造の違いにより ABO型に分類されており、細胞は癌
化すると糖鎖構造に変化が生じる。蛋白質結合型糖鎖には、アスパラギン残基の窒素原子と結合
する N結合型糖鎖と、セリン/トレオニン残基に結合する O結合型糖鎖があるが、特に N型糖
鎖は、細胞内シグナル伝達の調節などに関与しており、関節リウマチや変形性関節症においてそ
のプロファイルの変化が報告され、病態との関連性が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、痛みを糖鎖医学の観点から分析し、我々が独自に開発したグライコブロッティ
ング法を用いて椎間板変性に起因した痛みと血清中 N 型糖鎖のプロファイル変化との関連性を
網羅的かつ定量的に検討することである。 
 
３．研究の方法 
ウサギ椎間板変性モデルの作製 
ウサギ椎間板変性モデルを作製し、モデル作成前後の血清及び変性椎間板と正常椎間板を用
いて糖鎖プロファイル解析を実施した。 
使用するウサギは、成体の日本白色家兎（3.2-3.5kg, 20 週齢）であり、正常椎間板組織サン
プルは未処置のウサギ 3羽から採取した（n=10）。変性椎間板組織サンプルについては、ウサギ
椎間板変性モデル 3羽を作成して採取した（n=10）。モデル作成前と術後４週時の血清、及び、
正常椎間板組織サンプルと変性椎間板組織サンプルを用いて糖鎖プロファイル解析を実施した。 
ウサギ椎間板変性モデルの作成は、ウサギの椎体左側から X線透視装置によるガイド下に 21G
の穿刺針を用いて椎間板を穿刺し、経皮的に髄核を吸引した。髄核吸引は L1/2 から L4/5 の 4 椎
間板に対して行い、術後 4週で椎間板(髄核、線維輪)を採取した。なお、モデル作成前と術後４
週時の採血で得られた血液サンプルからは、血清を単離して分析に使用した。 
 
グライコブロッティングと質量分析 
血清サンプルについては、まず血清中のタンパクから酵素を用いて糖鎖を切離した。次に、糖
鎖のみに存在するアルデヒド基をヒドラジド基を有する BlotGlyco H beads (Sumitomo 
Bakelite, Tokyo, Japan)で選択的に捕捉した。不純物を洗い流してから糖鎖のシアル酸残基を
メチルエステル化した。その後、BOA で糖鎖を標識化してビーズから切離し、質量分析を行った。
椎間板組織の取り扱いについては、髄核と線維輪の各々を細分化した後、プロテイナーゼ K（0.5 
mg/ml）と共に 56℃で 1晩培養して糖鎖を遊離させ、以降は血清サンプルと同様の手順により実
施した。 
質量分析計は Ultraflex time-of-flight mass spectrometerⅢ (Brucker Daltonics, 
Billerica, MA)を用いた。ピークの分析は FlexAnalysis v.3 (Brucker Daltonics)を使用した。
内部標準物質は disialyloctasaccharide (Tokyo Chemical Industry)を使用し、糖鎖の構造の
推定には GlycoMod Tool (http://br.expasy.org/tools/glycomod/)を使用した。 
 
４．研究成果 
椎間板変性に伴う椎間板組織と血清のハイマンノース型 N 型糖鎖への糖鎖置換を世界で初めて



明らかにした（図 1）。これまでに椎間板を対象にした糖鎖研究の報告はなく、生体材料を用い
た解析にも手法的限界があった。糖鎖は核酸や蛋白質と異なり増幅を行うことが不可能なため、
小型動物組織などの少量の検体からは解析に必要な量を確保できないことも糖鎖研究の障害と
なっていた。 
本研究は、N型糖鎖の改変という糖鎖医学的側面から椎間板変性に起因する痛みを明らかにし
ようとする点で従来の研究とは大きく異なる。今後はヒト椎間板変性に起因した痛みと関連す
る血清中のマーカーが客観的数値として捉えることが可能になれば、痛み全般に関する病態解
明や治療法に関しても今後の学術の方向を変え得る新しい研究分野が創設される可能性がある。 
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