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研究成果の概要（和文）： 

脊柱靭帯骨化症由来の培養靭帯細胞を用いて、骨化形成過程に作用する因子について検討
した。脊柱靭帯骨化由来細胞ではβ-catenin、Runx2、Osterix の mRNA 発現量が上昇してお
り、さらに cyclic tensile strain を加えると各因子の mRNA の発現は有意に増加した。免
疫組織化学的局在では Runx2、Sox-9, Osterix は肥大軟骨細胞に強く発現していた。また、
組織学的検討では、骨化巣の増大に伴い骨化前線部の拡大、石灰化前線の不整化・延長が著
明となり、石灰化前線の周囲には軟骨細胞が密に集族していた。この石灰化前線近傍は細胞
活性が高いことが示唆され、さらに未分化間葉系細胞と軟骨細胞における分化、脱分化の過
程が転写因子を介して制御され、成熟した軟骨細胞は種々のサイトカインを発現し、基質へ
の血管進入と石灰化の促進をもたらし、骨形成が誘導されると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Histological, immunohistochemical, and real-time RT-PCR analyses of the expression of 

cell signaling and transcriptional factors in human ossified vertebral ligament. We 
analyzed the mRNA expression levels of signaling factors known to be involved in the 
ossification process in cultured ossified ligament cells subjected to cyclic tensile 
strain. Cyclic tensile strain was produced by Flexercell® FX-3000. The localization of 
these factors was examined in decalcified paraffin sections by immunohistochemistry. 
Controlled samples were harvested from non-ossified vertebral ligament of patients. Under 
resting conditions (no tensile strain), the mRNA levels of β-catenin, Runx2, Sox9 and 
Osteopontin in cultured ossified ligament cells were significantly higher than in the 
control cells. Application of cyclic tensile strain to ossified cells resulted in 
significant increases in mRNA expression levels of β-catenin, Runx2, Sox9, and 
Osteopontin at 24 hours. Hypertrophic chondrocytes present around the calcification front 
were immunopositive for Runx2 and Osteopontin. Immunoreactivity of β-catenin and Sox9 
was strongly present in premature chondrocytes in the fibrocartilage area. Our results 
indicated that cyclic tensile strain applied to ossified vertebral ligament cells 
activated their ossification through a process mediated by the β-catenin signaling 
pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

脊柱靭帯骨化症（後縦靱帯骨化; OPLL、黄
色靭帯骨化症; OLF）は遺伝的背景に種々の
因子が関与する多因子疾患と推定され、成因
解明の為には、遺伝子要因あるいは病態関連
遺伝子の解明が必要である。近年の鋭意的な
研究として、ヒトゲノム全域連鎖解析からの
感受性遺伝子解析によるコラーゲン 6A1, 
11A2 遺伝子の関与や、一塩基置換(single 
nucleotide polymorphisms; SNPs)を含む DNA
多型を利用したノンパラメトリック連鎖解
析ならびに罹患同胞対連鎖解析などの遺伝
的解析が報告されている。これらはいずれも
ゲノム構造の変異をターゲットにした疾患
関連遺伝子解析、感受性遺伝子解析であるが、
更なる靱帯骨化の成因機序の解明、その治療
法の開発のためには、ヒト靱帯骨化組織、靱
帯細胞を用いた骨化関連因子の解析が必要
である。これまで感受性遺伝子の同定により、
BMP4 を含めたいくつかの骨代謝に関連する
候補遺伝子の関与も示唆されているが、それ
らは既知の遺伝子解析に留まっているのが
現状で、ゲノム解析を用いた骨化成因機序の
解明には限界があると考えられる。 
 
２．研究の目的 

ヒト靱帯骨化組織、靱帯細胞を用いて骨化
関連因子の解析を行うことで、更なる靱帯骨
化の成因機序の解明を行う事を目的とする。
脊柱靱帯骨化機序においての特定の骨化制
御因子の同定が可能と成ればその治療法の
開発においても極めて有意義な情報が得ら
れると考えられる。 
 
３．研究の方法 

頚椎 OPLL に対して前方除圧固定術、もし
くは胸椎 OLFに対して後方手術時を行った際
に骨化靭帯をなるべく en bloc に採取した。
採取した骨化靱帯は骨組織を切除した後に
細切し、explant 法にて細胞を遊走させ、5
継代培養して実験を行った。Cyclic tensile 
strain は Flexercell FX-3000 を用いて行い、
ストレス反応時間は 0、6、12、24 時間とし
た。この際の Runx2、Sox-9、Osterix の発現
を免疫組織化学的染色、Real-time RT-PCR、
Western blotting 法にて評価した。 

また骨化靱帯の一部は脱灰固定して薄切
標本を作製し、上記の因子について免疫組織
化学染色を行った。 

比較対象には非骨化後縦靭帯、非骨化靱帯
を用いた。 
（倫理面での配慮） 

本研究を遂行するにあたり、研究対象者の
人権擁護を最大限に配慮し、研究内容が苦痛
を伴うものではなく、社会的不利益を蒙るも
のではなく、危険性を完全に排除し、疾患の
病態解析のみが目的であることを説明及び
同意を得ている。 

 

４．研究成果 
 
(1) 骨化靭帯由来培養細胞を用いた骨化に

関わる因子に関する検討 
 
培養靭帯細胞は細長い紡錘形を呈してお

り、骨化靭帯由来細胞では細胞同士で重層化
する傾向にあり、また Alkaline Phosphatase
活性は高値となっていた（図 1）。 

 

図 1：左：非骨化由来細胞、右：骨化靭
帯由来細胞（骨化靭帯由来の靭帯細胞で
はAlkaline Phosphatase活性が上昇して
いる） 
 

骨化靭帯由来細胞と非骨化靭帯由来細胞
に対する real time RT-PCR による mRNA 発現
の比較では、骨化靭帯由来細胞において
β-catenin、Runx2、Osterix の mRNA の発現
が有意に上昇しており、cyclic tensile 
strainを加えるとβ-cateninの mRNA発現は
6 時間後から、Runx2、Osterix は 24 時間後
から有意な上昇を認めた。 
 
(2) 骨化靭帯組織の免疫組織化学的検討 
 
非骨化靱帯の enthesis 部では線維層、線

維軟骨層、石灰化軟骨層、骨層の整然とした
層構造が観察でき、線維走行は規則正しく配
列していた。これに対して骨化を生じた靱帯
では膠原線維、弾性線維の配列構造は消失し、
線維軟骨層および石灰化軟骨層が著明に拡
大し、石灰化前線は不整化、線維方向への延
長を認めた。 



OPLL の骨化形態別にみると、限局型では硬
膜方向に広がる比較的幅の薄い骨化前線の
形成を認め、連続型では線維走行に沿って長
軸方向に伸びる幅の広い骨化前線が観察で
き、特に石灰化前線周囲を中心として細胞が
密に存在していた（図 2）。 

 
図 2: OPLL 骨化前線の HE 像 

 
免疫染色では TGF-、BMP-2、VEGF の発現

は線維軟骨層、石灰化前線の軟骨細胞に陽性
であり、特に石灰化前線近傍の軟骨細胞で強
陽性であった（図 3）。 

 
図 3: BMP-2, TGF-の免疫染色 
 

さらに BMP-2は線維軟骨層外層の靱帯組織
の線維芽細胞においても発現を認めた。 

転写因子の発現は、Sox-9 は増殖軟骨細胞、
間葉系細胞で陽性であったが、肥大軟骨細胞
では陰性であった。Runx-2 は増殖軟骨細胞、
肥大軟骨細胞で広範に陽性であり、Msx-2 は
特に未分化な間葉系細胞で陽性であった（図
4）。 

 

図 4: Sox-9, Runx-2, Msx-2 の発現 

 

β-catenin は骨化前線の増殖期軟骨細胞
に強く陽性であり、Runx2、Osterix は骨層近
傍の成熟軟骨細胞、肥大軟骨細胞に強く発現
していた。 
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