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研究成果の概要（和文）：当研究は力学負荷及び終末糖化産物（Advanced Glycation End-products; AGEs）が
黄色靭帯肥厚に与える影響とその分子メカニズムの解明を目的として行った。黄色靱帯肥厚ウサギモデルを用い
て力学負荷による黄色靱帯肥厚に関わる3遺伝子を同定したが、糖尿病・黄色靭帯肥厚ウサギモデルは術後感染
により飼育継続が出来ず、糖尿病（AGEs）と力学負荷の相互作用の評価が不能であった。そこで糖尿病ラットモ
デルを作製し、同モデルにおける黄色靱帯でのAGEs蓄積を確認した。今後は黄色靱帯肥厚ラットモデルを確立
し、ラットを用いてAGEsと力学的負荷の相互作用を調査していく方針である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the effects and mechanisms of 
Advanced Glycation End-products (AGEs) and mechanical stress on ligamentum flavum hypertrophy (LFH) 
using an animal model of diabetes mellitus. Three genes were identified to be involved in  
mechanical loading-induced LFH using a rabbit LFH model. However, it was impossible to evaluate the 
interaction of diabetes (AGEs) and mechanical stress in the diabetic rabbit model due to wound 
infection. Then, we made a diagetic rat model and confirmed AGEs accumulation in the ligamentum 
flavum in the diabetic rat model. We plan to establish a rat model of LFH and investigate the 
interaction between AGEs and mechanical loading using rats.

研究分野： 整形外科、脊椎外科

キーワード： 黄色靱帯　終末糖化産物　腰部脊柱管狭窄症　糖尿病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腰部脊柱管狭窄症は高齢者の歩行障害を引き起こす代表的疾患であり、黄色靭帯の肥厚が腰部脊柱管狭窄症の主
原因である。本研究により力学的負荷に伴う黄色靱帯の変動遺伝子が同定され、黄色靭帯肥厚における分子メカ
ニズムの一端が明らかとなった。現在、腰部脊柱管狭窄症の治療法は手術による黄色靭帯切除や疼痛に対する対
症療法のみである。さらなる研究が必要ではあるが、本研究結果を応用した非侵襲的な予防法や治療法の開発が
可能になると考えられ、腰部脊柱管狭窄症を有する患者の健康寿命の延伸に寄与することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
腰部脊柱管狭窄症（以下 LSS）は高齢者の歩行障害を引き起こす代表的疾患である。黄色靭帯

の肥厚は狭窄の主原因であり、力学負荷が黄色靭帯肥厚に関与すると考えられているが、その分
子メカニズムは未だ十分解明されていない。超高齢社会を迎えたわが国では、LSS 患者も増加し
ているが、治療法は手術による黄色靭帯切除や疼痛に対する対症療法のみという現状がある。
LSS の発生メカニズム解明により、狭窄の主要因である黄色靭帯肥厚の抑制が可能となれば、非
侵襲的な治療や疾患の予防が可能となり、要介護者の減少や介護費用の低減、ひいては健康寿命
の延伸に繋がる。 
我々はこれまでに黄色靭帯の肥厚および変性について、手術時に採取されたヒト黄色靭帯組

織や、ウサギによる隣接椎間障害モデル（以下ウサギ黄色靭帯肥厚モデル）（文献 1）を用いて、
力学的ストレス分子を複数同定し、報告してきた（文献 2，3，4）。 
一方で近年、様々な加齢性変性疾患の原因となる因子である終末糖化産物（Advanced Glycation 

End Products; 以下 AGEs）が注目されている。AGEs はコラーゲンの架橋形成や AGEs 受容体に
結合し炎症を惹起する事で組織障害を引き起こすことが知られているが、我々は LSS 患者の肥
厚黄色靭帯においても AGEs 蓄積が増加していることを見出した。また、AGEs 蓄積量は糖尿病
患者の黄色靭帯でより多いが、糖尿病の有無に関わらず年齢と正の相関がみられた（文献 5）こ
とから、黄色靭帯が加齢性に肥厚する要因の一つとして AGEs が関与している可能性が示唆さ
れた。この様に力学的ストレス応答以外にも代謝応答による分子メカニズムも黄色靭帯肥厚に
関与していると考えられるが、これらの詳細な分子メカニズムや相互作用については未だ不明
な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、黄色靭帯における①力学的ストレスに対する応答、および②代謝産物に対す

る応答の個々の分子メカニズムおよび相互作用について、糖尿病ウサギおよび糖尿病ラットの
黄色靭帯肥厚モデルと、ヒト肥厚黄色靭帯を用いて解明し、LSS の新規予防法ならびに薬物療法
を開発することである。 
 
３．研究の方法 
（1）糖尿病ウサギ黄色靭帯肥厚モデルの作製とその組織学的、分子生物学的解析 

New Zealand White Rabbit に膵島 β 細胞を破壊する Alloxan を静脈内投与し、糖尿病ウサギモ
デルの作製を行った。Alloxan100mg/kg を 250mg/ml、50mg/ml、25mg/ml の 3 種類の濃度で単回
投与する群および Alloxan 50mg/kg （25mg/ml）を 1 週ごとに複数回投与する群を作製した。次
に Alloxan100mg/kg を 50mg/ml の濃度で単回投与し、低血糖ショックを防ぐために Alloxan 投与
直後に 20%ブドウ糖液を耳静脈より投与し、さらに投与後翌日まで飲み水を 5%ブドウ糖液へ変
更する群を作製した。各群ともに週 1 回血糖値をモニタリングし、血糖値 200mg/dl を超える血
糖値上昇の状態が維持されているものを糖尿病ウサギとした。 
この糖尿病ウサギモデルとして安定した個体を 2 群に分け、過去に報告したウサギ黄色靱帯肥
厚モデルとして第 2-3 腰椎および第 4-5 腰椎を金属プレートで固定し、第 3-4 腰椎に力学的負荷
が生じるようにした力学的負荷群と、椎体側面の展開のみを行ったシャム群を作製した。対照と
して Alloxan を投与しない非糖尿病ウサギ力学負荷群及び同シャム群を作製した。 
さらに上記のモデルを用いて、黄色靭帯における機械的ストレスと AGEs の相互作用につい

て組織学的に評価し、分子変動を網羅的に解析した。組織学的解析としては上記各群より黄色靭
帯を採取し、Elastica Van Gieson（EVG）染色による弾性線維面積の計測、Tolidine blue（TB）染
色による軟骨基質陽性面積の計測を行った。また分子生物学的解析としては、それぞれの黄色靱
帯（シャム群及び力学負荷群の固定椎間、力学負荷椎間の 3 群、1 群あたり各 3 検体）から RNA
を抽出して次世代型シーケンサを用いた RNA-seq による網羅的遺伝子解析を行った。 
（2）糖尿病ラット黄色靱帯肥厚モデルの作製とその組織学的解析 
①糖尿病ラットモデルの作製 
過去の報告（文献 6）を参考に Sprague-Dawley Rat の腹腔内に Streptozotocin を投与することに

よって、糖尿病ラットモデルを作製した。8～10 週齢の雌性ラットを 6 時間絶食とした後、
Streptozotocin 65mg/kg を腹腔内投与し、通常餌と低血糖発作予防のために 10%ショ糖液を自由
に与えた。Streptozotocin 投与後 1 日目に 10%ショ糖液から通常水に変更し、尾静脈より血糖測
定を行った。Streptozotocin 投与後 10 日目に再び 6 時間絶食とした後に血糖測定を行い，血中グ
ルコース濃度が 150mg/dl 以上のものを糖尿病ラットとした。対照として腹腔内にリン酸緩衝生
理食塩水（PBS）を投与した非糖尿病ラットを作製した。糖尿病ラットを 8 週間飼育後に犠牲死
させ、黄色靱帯を含む脊椎組織、右大腿骨、腎臓を採取して各組織における AGEs の蓄積につい
て免疫組織化学染色で評価を行った。 



②ラット黄色靱帯肥厚モデルの作製 
7～10 週齢の雌性ラットの a) L5-6 棘上靭帯切除お

よび b) L5/6 椎間関節外側切除に加え、抗菌糸を用い
て c) L4-5，L6-S 棘突起を締結して L5/6 レベルに力学
負荷をかけることで、同部位に黄色靱帯肥厚および変
性を誘発させることとした（図 1）。椎弓背側の傍脊柱
筋の展開のみを行ったシャム群、a) + b)を行った非固
定群、a) ~ c)すべてを行った固定群の 3 群に分けて術
後 8 週時の黄色靱帯を採取し、組織学的検討（HE, 
EVG, TB 染色）を行った。 
 
４．研究成果 
（1）糖尿病ウサギ黄色靱帯肥厚モデル 

Alloxan100mg/kg を投与したウサギは 250mg/ml の
単回投与群は 5 羽中 4 羽が当日又は翌日に、50mg/ml
の単回投与群は 2 羽中 1 羽が、25mg/ml の単回投与群
では 7 羽中 5 羽が翌日に死亡し、膵島 β 細胞が破壊さ
れ一気にインスリンが放出されて低血糖となり死亡している可能性が考えられた。これらの単
回投与群で生存した 4 羽は全て Alloxan 投与後 3 週においても血糖値 200mg/dl 以上が維持され
ていた。一方 Alloxan の 1 回投与量を 50mg/kg （25mg/ml）に減らして複数回投与とした群で
は、10 羽中 10 羽で生存が確認されたが、投与後 3 週で血糖値 200mg/dl を維持できたのは 1 羽
のみであり適切な血糖値上昇状態を維持できていないことが判明した。これらの結果をもとに、
100mg/kg （濃度 50mg/ml）を単回投与後にブドウ糖投与を行う群を作製したところ、本群では
9 羽中 8 羽が生存し、8 羽中 7 羽で投与後 3 週における血糖値 200mg/dl 以上を維持することが可
能であった。これらの７羽のうち 3 羽を用いて、力学負荷による黄色靭帯肥厚モデルを作製した
が、3 羽中 3 羽が死亡した（内 2 羽は感染、1 羽は衰弱死）。コントロールとして作製した非糖尿
病ウサギ力学負荷モデルは 10 羽中 7 羽、同シャム群は 9 羽中 7 羽が 52 週生存した。  
上記において長期生存が可能で

あった非糖尿病ウサギを 48 週後に
犠牲死させて黄色靭帯を採取した。
力学負荷群における L3-4 椎間の黄
色靭帯では EVG 染色により弾性線
維の減少、及び TB 染色により軟骨
基質の増生が認められ、腰部脊柱管
狭窄症患者における肥厚黄色靭帯
と同様の組織学的変化がみられた
（図 2）。 
非糖尿病ウサギ力学負荷モデル

群（固定椎間 n=3, 力学負荷椎間
n=3）およびシャム群（n=3）の黄色
靭帯（52 週モデル）から採取した
RNA を用いて RNA-seq を施行した
ところ、力学負荷によって発現が増
加し、固定（力学負荷なし）によって発現が低下する遺伝子として 33 遺伝子が同定された。過
去に我々が作製したウサギ黄色靱帯肥厚モデル（非糖尿病）から採取した 16 週時の黄色靭帯（コ
ントロール（シャム群）、力学負荷椎間、固定椎間より採取）と、過去に報告されている腰部脊
柱管狭窄症のヒト黄色靱帯のマイクロアレイの結果を参照し、重複する遺伝子変動を検討した
ところ、Periostin, HAPLN1, Biglycan の 3 遺伝子が抽出された。これらの 3 遺伝子について、非
糖尿病ウサギ力学負荷モデル（52 週）の黄色靭帯における発現を Real time RT-PCR にて検証し
た所、3 遺伝子とも力学負荷によって有意に上昇し、固定によって低下が認められた。 

 
（2）糖尿病ラット黄色靱帯肥厚モデルの作製 
 上述の如く、糖尿病ウサギモデルに力学的負荷を加えて黄色靱帯肥厚モデルの要素を付加す
る試みは、全例死亡となり飼育継続が困難であった。この結果を受け、ラットにおいてインプラ
ントを使用せず黄色靱帯肥厚モデル作製を行った報告（文献 7, 8）があることから、動物種をラ
ットに変更して糖尿病と力学負荷を生じさせ、糖尿病ラット黄色靱帯肥厚モデルを作製するこ
ととした。 
① 糖尿病ラットモデル 
 Streptozotocin 65mg/kg を投与したラットは 4 匹中 3 匹が投与翌日に随時血糖 250mg/dl 以上を
呈していた。投与後 10 日目の血糖測定では 4 匹すべてが随時血糖 400mg/dl 以上で、高血糖状態

図 1. ラット黄色靱帯肥厚モデル 

図 2．非糖尿病ウサギ L3-4 椎間黄色靭帯における
弾性線維と軟骨基質 



を 維 持 し て い
た。糖尿病ラッ
トの 8 週時点で
の黄色靱帯を含
む脊椎組織、右
大腿骨、腎臓に
おいて抗 AGEs
抗体（ ab23722, 
abcam）による免
疫染色を行った
ところ、AGEs 蓄
積について糖尿
病と非糖尿病で
は明らかな差を
認めなかった（図 3）。しかしながら、黄色靱帯内、右大腿骨海綿骨内、腎臓に AGEs 陽性部分を
認めており、免疫染色における抗体濃度や反応時間などの再設定に加え、糖尿病期間の延長や力
学負荷の追加等が必要であると考えられた。 
② ラット黄色靱帯肥厚モデル 
シャム群、非固定群、固定群のラットから採

取した術後 8 週目の L5/6 黄色靱帯について組
織学的検討を行ったところ、HE 染色、EVG 染
色において、黄色靱帯面積および弾性線維の
割合については各群で明確な差を認めなかっ
た。一方、TB 染色においては、非固定群およ
び固定群で、シャム群にはない軟骨基質増生
の増生を認めた（図 4）。これはヒト腰部脊柱
管狭窄症患者における肥厚黄色靭帯と同様の
所見であり、L5/6 への力学的負荷の増加によ
る変化と考えられるが、全体的な変化が乏し
いことから椎間関節切除量の増加や力学負荷
期間の延長などがさらに必要と考えられる。 
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図 3. ラット脊椎組織における AGEs 免疫組織学的染色  
a)糖尿病ラット b) 非糖尿病ラット 

図 4. ラット L5/6 黄色靱帯における TB 染色  
a)シャム群 b) 非固定群 c)固定群 
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