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研究成果の概要（和文）： 

脊柱靭帯骨化症は内軟骨性骨化過程により骨形成・進展をきたし、骨化前線部での細胞分化
の調節・制御が本症の病態に深く関与すると考えられる。Wnt/β-catenin は内軟骨性骨化に重
要な signaling であり、脊柱靭帯骨化症における Wnt/β-catenin signaling の役割について靭
帯組織由来の培養細胞、および採取靭帯の脱灰薄切標本を用いて検討した。頚椎後縦靭帯骨化
症、胸椎黄色靭帯骨化症の手術時に採取した骨化靭帯より得た培養細胞では、β-catenin、Runx2、
VEGFのmRNAの発現は非骨化靭帯由来細胞と比較して高値であり、さらにcyclic tensile strain
を 24 時間加えることで、これら因子の mRNA 発現は有意に上昇した。また Wnt および Wnt 
receptor の発現は cyclic tensile strain を加えることによって亢進していた。骨化前線部に
おける免疫組織化学的局在を観察すると、β-catenin は石灰化前線近傍の増殖期軟骨細胞、
Runx2、VEGF は石灰化軟骨層の肥大軟骨細胞、Wnt および Wnt receptors は未分化間葉系細胞
に強陽性であった。これらの結果から、骨化靭帯細胞では骨芽細胞や軟骨細胞の分化・誘導に
関与する因子の発現が高値であり、cyclic tensile strain を加えることでこれらの発現がさ
らに亢進することは、骨形成の促進に関与する 1つの因子であると考えられた。また骨化前線
の近傍には血管形成とともに未分化な間葉系細胞がみられ、Wnt/β-catenin signaling を介し
て骨芽細胞へと分化誘導されることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Several studies have investigated the roles of biomechanical and metabolic factors in 
the development and progression of ossification of spinal ligament, based on the 
importance of genetic and biological factors. The process of ossification includes 
enchondral ossification, though such pathology remains poorly defined. We analyzed the 
cultured cells or paraffined sections derived from ossification of the posterior 
longitudinal ligament or ligamentum flavum using histological and immunohistochemical 
staining, Western blotting, and real-time RT-PCR. Cyclic tensile strain was produced by 
Flexercell® FX-3000, applied for 0, 6, 12, or 24 hours. Controlled samples were harvested 
from non-ossified ligamentum flavum of patients who underwent thoracic posterior 
surgeries. Under resting conditions (no tensile strain), the mRNA levels of -catenin, 
Runx2, and VEGF in cultured cells from ossified ligament were significantly higher than 
in the control cells. Application of cyclic tensile strain to cells from ossified ligament 
resulted in significant increases in mRNA expression levels of -catenin, Runx2, and 
VEGF at 24 hours. Chondrocytes around the calcification front were immunopositive for 
-catenin. Immunoreactivity of Wnt and Wnt receptors were strongly present in premature 
mesenchymal cells around blood vessel in the fibrocartilage area. Our results indicated 
that cyclic tensile strain applied to cells from ossified ligament activated their 
ossification through a process mediated by the Wnt/-catenin signaling pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

脊椎靱帯（後縦靱帯、黄色靱帯）骨化症に
おける骨化進展は個々の症例により多様・多
彩であり、それぞれの病期・病態に応じた適
切な治療が求められる。しかし、本症に対し
ては脊髄圧迫による神経症状を緩和・改善さ
せるための投薬・リハビリテーションや脊髄
の圧迫を除去（除圧）する外科的治療が中心
であり、いまなお骨化伸展自体を抑制する治
療は存在しない。 

骨化形成・伸展は病理組織学的には内軟骨
性骨化であり、骨化巣と靭帯組織の移行部に
存在する骨化前線部には軟骨細胞が様々な
形態を呈している。我々のこれまでの研究で
は、頚椎後縦靭帯骨化症（OPLL）、胸椎黄色
靭帯骨化症（OLF）において、骨化形態によ
って骨化前線部における層構造、軟骨細胞分
化の性質、靭帯基質の変性程度が異なること
を報告した。また、骨化靭帯細胞から得た培
養細胞では、軟骨分化や骨形成に関与する転
写因子の発現が増加していることを観察し
た。しかし、骨化形成や骨化進展を調節する
因子について、未だ不明な点も残されている。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は骨化靱帯細胞が有する生
物学的特性や骨化の分化誘導に関与する特
定遺伝子の発現について解析することであ
る。これにより靱帯骨化の成因機序の解明や
骨化靱帯の細胞分化という観点からみた、新
しい ”骨化制御療法” の開発において極
めて有意義な情報をもたらすと考えられる。 
 
３．研究の方法 

脊柱靭帯骨化症（頚椎 OPLL、胸椎 OLF）に

対して手術加療を行った際に採取した骨化

靱帯 10 例（ossification of the spinal 

ligament: OSL 群、手術時平均 69.8 歳）を対

象とした。採取した黄色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（図 1）。

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 Wnt (Wnt 

5a、Wnt 7a)、Wnt receptors (Frizzle 1、

3)、-catenin、Runx2、VEGF 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。 

 
図 1: 培養靭帯細胞の morphology 

 

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黄色

靱帯 5例（NON-OSL 群：男性 3例、女性 2例、

手術時平均 69.1 歳）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 

Real time RT-PCR による mRNA 発現の比較

では、OSL 由来細胞において β-catenin、

Runx2、VEGF 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、Runx2、VEGF の発現は有意な上

昇を認めた（図 2）。 

培養細胞に対する免疫組織化学染色では、



Wnt 5a、Wnt 7a の発現は細胞質を中心に陽性

であり、また Western blotting では Wnt 5a

の発現は有意に上昇しており、Wnt 7a の発現

も高値となる傾向にあった。 

 
図 2: Real-time RT-PCR（β-catenin、

Runx2、VEGF） 

 

培養細胞に対する免疫組織化学染色では、

Wnt 5a、Wnt 7a の発現は細胞質を中心に陽性

であり、また Western blotting では Wnt 5a

の発現は有意に上昇しており、Frizzle 1、3

の発現も高値となる傾向にあった。 

骨化前線部における免疫組織化学的局在

では、β-catenin は石灰化前線近傍の増殖

期軟骨細胞、Runx2、VEGF は石灰化軟骨層の

肥大軟骨細胞（図 3）、Wnt および Wnt 

receptors は未分化間葉系細胞に（図 4）強

く発現していた。 

 
図 3: β-catenin、Runx2 の発現 

 

 
図 4: Wnt 5a、Frizzle 1、3 の発現 

 

Wnt/β-catenin signaling は内軟骨性骨

化における軟骨細胞と骨芽細胞の分化に関

連しており、この signaling の異常活性によ

り骨端線閉鎖に異常をもたらすことが指摘

さ れ て い る 。 今 回 の 結 果 か ら 、

Wnt/β-catenin signalingが骨化前線部の細

胞分化に関連しており、特にストレス条件下

では β-catenin の発現が異常上昇し、それ

に伴い骨芽細胞の分化を促進させる転写因

子の発現が亢進することが推測された。 

骨化前線部では、成長因子や転写因子を介
して autocrine/paracrine に細胞が分化・成
熟して層構造を形成するが、Wnt/β-catenin 
signaling の持続的かつ過剰発現はこれらを
異常促進させ、骨化形成・伸展に関与する１
つの要因であることが示唆された。 
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