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長寿医療研究開発費 平成２７年度 総括研究報告 

 

脊柱管狭窄症の病型分類基盤に関する研究（２７－１６） 

 

主任研究者 渡辺 研 国立長寿医療研究センター 運動器疾患研究部（室長） 

 

 研究要旨 

 腰部脊柱管狭窄症は、臀部から下肢の疼痛やしびれを伴い、その約 90％に歩行障害が認

められる高齢者に好発する運動器疾患である。本症の治療には、短期的効果や疼痛緩和の

対症療法と、手術による狭窄圧の除去など、エビデンスに支持される治療法の選択肢は非

常に限られている。一方で本症は症候群であるとの認識もあり、新たな治療法の開発の礎

となる層別化が必要と思われる。本研究課題では狭窄要因別病型、とくに黄色靭帯肥厚に

よる脊柱管狭窄（靭帯性狭窄）とそれ以外（非靭帯性狭窄）に着目し、黄色靭帯の変性肥

厚のメカニズム解明、病型の臨床上の意義の提示、および臨床画像をもとにした客観的評

価系の確立について検討を行った。 
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Ａ．研究目的 

 腰部脊柱管狭窄症は高齢者に好発し、わが国の推定患者数は数百万人（250〜570 万人：

紺野ら、吉村ら）であり、高齢化により本疾患は急増している。腰・下肢痛を有する患者

の実態調査（2005 年、戸山ら）では、実に 41％と最も多くを占めるのが腰部脊柱管狭窄症

である。疼痛を伴う歩行障害は、高齢者の ADL を低下させるだけでなく社会参加を阻み、

QOL の低下とさらには精神的な障害をも招き、介護予防の大きな課題となっている。高齢

化にあるわが国において介護予防、健康寿命延伸実現には本症への対応が大きな課題であ

る。しかしながら、本症の治療には、短期的効果や疼痛緩和の対症療法と、手術による狭
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窄圧の除去など、エビデンスに支持される治療法の選択肢は非常に限られている。また、

診断や治療法の開発の基盤となる分子情報にも乏しい。これまでにわれわれは靭帯性狭窄

と非靭帯性狭窄といった臨床上ほとんど用いられていなかった狭窄要因による病型分類に

ついて、病院、研究所、バイオバンクの協同で病理を反映すると思われる分子レベルでの

明確な差異を提示し、またこの病型分類の臨床的差異も見出されつつある。これまでに分

担研究者の酒井らは、靱帯性狭窄において保存的治療による下肢痛 VAS、腰痛 VAS、RDQ、

JOA スコアの改善が非靭帯性狭窄に比べ有意に良好であることを示した。また、黄色靭帯

の分子解析（プロテオーム、トランスクリプトーム、DNA メチローム解析）では、靭帯性

狭窄と非靭帯性狭窄で異なる分子パスウェイが関わっている可能性が示されたことから、

病型間で質的に異なることで、加齢性の変性と病的肥厚が異なるものであることが示唆さ

れてきている。直近の国内外の診療ガイドライン（腰部脊柱管狭窄症診療ガイドライン 2011

年日本整形外科学会・日本脊椎脊髄病学会監修；Evidence-based clinical guidelines for 

multidisciplinary spine care: Diagnosis and treatment of degenerative lumbar spinal 

stenosis, 2011 North American Spine Society）においても、本症は「症候群」との位置

付けがなされており、その診療には、除圧・固定を目的とした外科手術による治療の他に、

薬物治療を含め新しい治療法の開発のためには、エビデンスや明確な基準が示された患者

または病態の層別化が必要である。そこで本研究課題ではこれまでに得られてきた情報を

もとに、腰部脊柱管狭窄症の診療に資する狭窄要因に基づく病型の意義を明らかにし、標

準化・普及化に向けた検討を行うことを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

PAX9 下流因子候補の絞り込みには、マウス間葉系細胞株 10T1/2 細胞には、レトロウイル

スベクターを用いた遺伝子発現系により、PAX9, SCX, MKX をそれぞれ単独で発現させ、

RNA を回収して行った Agilent 社のマイクロアレイによる遺伝子発現プロファイルを用い

た。同様に、マウス軟骨細胞株 ATDC5 細胞には、レトロウイルスベクターによる PAX9

と tamoxifen 特異的変異型エストロゲン受容体リガンド結合ドメインとの融合タンパク

（PAX9ER）を用いた活性誘導系を用い、軟骨分化誘導を行い、24 時間ならびに 2 週間後

の RNA を調製して行った Agilent社のマイクロアレイによる遺伝子発現プロファイルを用

いた。黄色靭帯より調製した初代黄色靭帯由来細胞に対し、レトロウイルスベクターによ

る PAX9 のノックダウン（RNA 干渉法）を行い、PAX9 transcripts の顕著な減少を示すこ

とを realtime PCR で確認し、その RNA を用いて行った Agilent 社のマイクロアレイによ

る遺伝子発現プロファイルを用いた。これらのデータを GeneSpring GX13 を用いて、条件

付け絞り込みを行い、候補の抽出を行った。マウス Fgf18 遺伝子のプロモータ領域（1.5kb）
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についてTranscription factor Affinity Prediction (TRAP) Web Tool（Max Planck Institute 

for Molecular Genetics）を用いて PAX9 結合部位の推測を行い、また、この領域を pGL4.10

に組み込みレポーターコンストラクトを作製した（pGL4-mFgf18p-luc 他）。PAX9 発現ベ

クターとレポーターコンストラクトを共発現させ、転写活性化能を評価した。 

画像形態計測自動化ソフトの開発では、匿名化用のトリミングツールを用いて個人情報の

削除を行い、MR 画像の体軸断面像（axial）を用いた関心領域（ROI）抽出ソフトウエア

をみずほ情報総研と作製した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、「人を対象とする医学系研究に関する倫理指針」に則り、国立研究開発法人国立

長寿医療研究センター倫理・利益相反委員会の承認を得て、個人情報の保護を徹底し行わ

れた。また動物実験は、国立研究開発法人国立長寿医療研究センターの動物実験指針等に

則り、動物実験倫理員会の承認を得て、動物愛護上の配慮に留意して行った。 

 

 

Ｃ．研究結果 

黄色靭帯は、脊柱管の後方で椎弓間を結ぶ弾性線維を主とする靭帯である。黄色靭帯の変

性肥厚による脊柱管内神経の圧迫が、腰部脊柱管狭窄症の原因の一つである考えられてい

る。しかし、黄色靭帯に関する分子情報についての知見は限られている。これまでに黄色

靭帯初代培養細胞において PAX9 が高発現していること、PAX9 の発現量が正常黄色靭帯と

比較し、腰部脊柱管狭窄症黄色靭帯において減少していること、ならびに PAX9 が腰部脊

柱管狭窄症で散見される軟骨化生に関わる軟骨分化を抑制することを明らかにしている。

さらに PAX9 の軟骨分化抑制に関与し得る下流因子について検討を行った。間葉系細胞

10T1/2 細胞に腱靭帯分化に関わる転写因子 SCX や MKX、または PAX9 を発現させて遺伝

子プロファイリングを行った。さらに tamoxifen 依存的活性誘導系（PAX9ER）をもちい

た ATDC5 細胞の軟骨分化抑制系についても遺伝子発現プロファイリングを行った。また、

黄色靭帯初代培養細胞における PAX9 ノックダウンにより変動する遺伝子群についても検

討を行い、これらの３つの細胞系における変動遺伝子のうち、PAX9 機能獲得系実験である

10T1/2 細胞と ATDC5 細胞で共通して PAX9 依存的に発現亢進した遺伝子群と、PAX9 機

能喪失系実験である黄色靭帯細胞におけるノックダウンにより発現低下した遺伝子群の解

析から、軟骨分化に関与する Fgf18 の遺伝子発現が PAX9 の発現（活性）と相関して増減

していることを見出した。そこで、Fgf18 遺伝子の上流配列を検索し、PAX9 結合予想配列

を含むプロモーター配列を用いて PAX9 とのルシフェラーゼアッセイを行ったところ、コ
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ントロールと比較し、PAX9 プラスミド量依存的にルシフェラーゼ活性が上昇した。また、

推定された Fgf18 プロモーター上における PAX9 の 4 つの相互作用サイトのうちの 2 つあ

るいは 1 つを含むプロモータープラスミドを作成し、PAX9 とのルシフェラーゼアッセイを

行った。その結果、PAX9 との結合には 5’側に存在する 2 つの相互作用サイトが重要である

ことが明らかになった。 

 これまでに、酒井らは MR 画像を元にして、黄色靭帯と脊柱管の面積比をもとにした狭

窄要因による病型分類の提案を行っている。この臨床画像を用いた形態計測の自動化によ

り、臨床画像をもとにした客観的評価系の確立を行うこととし、本年度においては、臨床

画像情報から個人情報の削除を自動化するトリミングツールならびに ROI の抽出ソフトウ

エアを作成した。これをもとに、腰椎各椎間の臨床画像から断面を抽出し、断面積の算出

をさせた。次に作成した ROI 抽出ソフトウエアを元に矢状断面像（sagittal）とスライス位

置情報を対応させることにより自動体積計算を行う機能を実装させた。体積計算の検証を

行い、計算アルゴリズムの調整ならびにソフトウエア実行上の不具合等の修正を行った。 

 

Ｄ．考察と結論 

 FGF18 は ATDC5 細胞において軟骨細胞分化抑制活性が知られていること、また関節軟

骨の保護作用が報告されていることから、FGF18 が PAX9 下流のエフェクターとして、黄

色靭帯における軟骨化生の抑制と、椎間関節組織の保護に関わる可能性が考えられた。今

後、関節組織における FGF18 の一つのソースが黄色靭帯である可能性について検証し、黄

色靭帯変性（FGF18 発現消失）と関節の integrity の変化について検討を進めている。 

また、臨床 MT 画像を用いた脊柱管の形態計測による客観的評価系の確立においては自動

化をめざしており、機械学習用のデータを蓄積している。 
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