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緒 言 

 

 高齢者人口の増大に伴い，健康寿命の延伸を目標に筋骨格系を重視する政策が決定

され，運動器の役割に注目が集まっている．体幹を支える脊椎は運動器の主要な構成

要素であり，脊椎の中でも椎間板の障害は，腰痛や椎間板ヘルニア，脊柱変形の大き

な原因となる．腰痛は本邦における有訴者数第一位に挙げられており，有病率は

25-30％と推定されている．また椎間板ヘルニアは，椎間板の変性変化により線維輪構

造が破綻し内部の髄核組織が脱出することにより近傍の神経を圧迫し疼痛や運動麻痺

などの神経症状を呈する疾患である．こうした疾患の原因となる椎間板障害は，患者

の生活の質（quality of life）を著しく下げ，健康的な生活を送る上での大きな障害とな

るため現代医学において克服すべき重要な課題であるといえる． 

 椎間板障害の診断には，X線やコンピューター断層撮影 (computed tomography：CT)，

核磁気共鳴画 (magnetic resonance imaging：MRI)に基づいて行われることが多いが，診

断に苦慮する場合には椎間板造影・椎間板ブロックが考慮される．椎間板造影は，椎

間板内に造影剤を注入し疼痛出現の有無を確認するほか，CT 画像所見と組み合わせ

ることにより腰痛の原因となる椎間板高位の同定や椎間板ヘルニアと周囲神経根との

関係を明らかにする目的で行われる検査法である．一方，椎間板ブロックは局所麻酔

薬注入後の除痛効果の有無に基づき椎間板高位を同定する検査法であり，診断特異度

は椎間板造影よりも高いと報告されている 1． 

 椎間板ブロックに用いられる bupivacaine, lidocaineといった局所麻酔薬は，1950年

代以降に開発され現在も幅広く臨床の場で使用されている薬剤であるが，既に 1970

年代より神経毒性，心血管系への毒性が指摘されている 2．運動器領域においても 2000

年代より関節軟骨への細胞障害性を示す研究が相次いで報告 3-8された．近年はさらに

椎間板を対象とした研究が開始され，造影剤や局所麻酔薬が実験動物椎間板細胞への

細胞障害性やアポトーシスを惹起するとした基礎研究 9-12 や椎間板造影により椎間板

変性が長期的に進行したとの臨床報告 13も散見されるようになった． 

このように椎間板造影・椎間板ブロックの安全性に関する注目が高まっている 14が，

現在まで，ヒト正常髄核細胞を用いた研究や in vivo動物実験レベルで検討した研究は

なく，造影剤や局所麻酔薬が椎間板変性に与える影響については不明な点が多い． 

以上の背景から，椎間板造影・椎間板ブロックに用いられる造影剤および局所麻酔

薬が椎間板髄核細胞の細胞死と椎間板の組織変性に及ぼす影響とその病態について，

ヒト非変性髄核細胞を用いた in vitro 試験および家兎椎間板組織を用いた ex vivo, in 

vivo試験を通して検証したのでここに報告する． 
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略 語 表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである． 

FITC   fluorescein isothiocyanate  

HBSS   Hank’s balanced salt solution 

PBS   phosphate buffered saline 

PI   propidium iodide 

PVDF   polyvinylidene difluoride 

TBS-T    tris buffered saline with tween 20 
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実 験 方 法 

1. In vitro実験 

ヒト髄核細胞三次元培養モデル 

 本研究は，北海道大学大学院医学研究科医の倫理委員会の承認のもと実施した．

北海道大学病院において脊椎前方矯正固定術を行った思春期特発性側弯症患者（平均

年齢 14.8±5.2歳）および家族の同意の元，術中採取した非変性椎間板組織より髄核組

織を取り出した． 術前に全ての椎間板は MRI を撮像し，椎間板の変性がない 

(Pfirrmann gradeⅠ)
15ことを確認した． 

ヒト髄核組織を 0.25% Collagenase (Wako, Osaka, Japan) を含むDulbecco’s modified 

Eagle’s medium（DMEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) で 37°C，4時間処理し，

髄核細胞を単離した．得られた髄核細胞を 1% penicillin/streptomycin，1.25µg/ml 

fungizone (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)，10% fetal bovine serum (FBS; Nichirei Bioscience, 

Tokyo, Japan) を含むDMEMを培養液としてインキュベーター内で 37°C，5% CO2の

条件下で培養した 16,17． 

2 継代した細胞を分離し，4×10６(cells/ml)の濃度で 1.2％低粘度アルギン酸溶液

(Sigma-Aldrich)に懸濁した．アルギン酸溶液中の細胞を 22-gauge (G)の注射針を付けた

シリンジから，102ｍMの塩化カルシウム溶液中に滴下して，直径約 2mmのアルギン

酸ゲルビーズ内に包埋した (Figure 1)．塩化カルシウム溶液中に滴下してから 10分後

に出来上がったビーズ（約 40,000 細胞/ビーズ）を回収し，0.9%生理食塩水で 1 回，

培養液で 2回洗浄を行った 18．ビーズは培養液中で 37°C，5% CO2の環境条件下で 7

日間培養した． 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 髄核細胞を包埋したアルギン酸ビーズ 

 

実験手順 

7日間培養した髄核細胞を包埋したアルギン酸ゲルビーズを，24ウェルプレートに

5 個/ウェル入れたのち各ウェルに薬剤 0.5ml を添加した．使用した薬剤は，椎間板造

影・ブロック用に臨床上使用されている造影剤として iotrolan (イソビスト®
240; ヨー

ド濃度 240mg/mL; Bayer Health Care AG, Leverkusen, Germany)，および局所麻酔薬とし
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て 0.25%と 0.5% bupivacaine，あるいは 1%と 2% lidocaine (いずれもAstraZeneca, Luton, 

UK)を使用した．コントロールとして 0.9% saline (生理食塩水; Otsuka Pharmaceutical Co., 

Tokyo, Japan)と，薬剤に曝露しない群 (Untreated群)を設定した．曝露時間は変性ヒト

髄核細胞に対する局所麻酔薬の影響を検討した過去の報告 10を基に，30 分，60 分，

120分後とした． 

薬剤への曝露終了後はビーズを HBSS(Wako)で 2 回洗浄を行い，インキュベーター

内で 24時間培養を行った． 

 

蛍光染色を用いた細胞生存率評価 

 アルギン酸ゲルビーズに包埋された状態における髄核細胞の生存率を評価するため

に，calcein-AMとPI (Dojindo, Kumamoto, Japan)を使用した．calcein-AMは生細胞を緑

色に，PIは死細胞を赤色に標識する蛍光染色物質である． 

薬剤への曝露終了 24 時間後に，アルギン酸ゲルビーズ内に包埋された髄核細胞を

5µM の calcein-AM と 1.5µM の PI で 30 分間染色した．染色されたビーズは，HBSS

で洗浄後にメスで半割してプレパラート上に静置し，共焦点レーザー顕微鏡 (Olympus 

Fluoview FV300, Tokyo, Japan)を用いて撮像した．各々15個以上の細胞を含む 4視野の

画像を取得し，画像を Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)で処理し

生細胞と死細胞を計測した 8
 (n=3)． 

 

フローサイトメトリーによる細胞生存率，アポトーシスの評価 

 薬剤への曝露終了 24時間後に，アルギン酸ゲルビーズを 55µMのクエン酸ナトリウ

ム (Wako)と 0.15Mの塩化ナトリウム (Wako)混合溶液に 4℃，20分間浸した後，遠心

分離 (4℃，900rpm，10分間)して細胞を回収した 18．細胞はAnnexin V-FITC Apoptosis 

detection kit Ⅱ (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)を使用して FITCと PIで標識し，フ

ローサイトメーター (FACS Cant; BD biosciences)を用いて細胞分布を評価した．FITC

陽性/PI陰性を早期アポトーシス，FITC陽性/PI陽性を晩期アポトーシス，FITC陰性/PI

陰性細胞を生細胞とし，早期と晩期アポトーシスを併せたものをアポトーシス細胞と

して算定した 16,19
 (Figure 2)．得られたフローサイトメトリーのデータは Flow Jo (Flow 

Jo, LLC, Ashland, OR, USA)を用いて解析した (n=5)． 
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Fig. 2 フローサイトメトリーにより得られた散布図 

Western blottingによるアポトーシス伝達経路の評価 

 回収した細胞をPBSで 2回洗浄し，T-PER (tissue protein extraction reagent; Thermo 

Scientific, Waltham, MA, USA) 100µlを加えタンパクを抽出し，Western blottingを行った．

20µgのタンパクを還元処理し，SDS-PAGE (4-12% polyacrylamide gel) により分画し， 

PVDFメンブレンへ転写した．5% 脱脂粉乳/TBS-T（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA）にてブロッキング後，1 次抗体反応を 4°C 条件下で一晩行った．1 次抗体には

抗 caspase-3抗体 (Cell Signaling, Danvers, MA, USA)，抗 cleaved caspase-3抗体 (Cell 

Signaling)，抗 caspase-8抗体 (Abcam, Cambridge, MA, USA)，抗 caspase-9抗体 (Abcam)

を 1:1000に希釈し使用した．1次抗体反応終了後，それぞれHRP標識抗ウサギ・マウ

ス IgG抗体 (1:10000; Cell Signaling)を加え，2次抗体反応を室温で 1時間行った．反応

終了後，メンブレンをTBS-Tで洗浄し，化学発光基質Super Signal West Dura Extended 

Substrate (Thermo scientific) により標識後 ChemiDoc
TM

 MP Imaging System (Bio-Rad 

Laboratories)を用いて目的タンパク質の検出を行った．各タンパク発現量は全て β-actin

の発現量により標準化した． 

 

2. Ex vivo試験 

 本研究のために実施した動物実験はすべて北海道大学動物実験に関する規程に従っ

て実施した．5ヶ月齢雄日本白色家兎 (3.2-3.5kg)を使用した． 

 

家兎椎間板器官培養モデル 

 10,000単位のヘパリン (Wako)を静脈投与してから 5分後に，ペントパルビタールを

静脈投与して安楽死させた．直後に清潔操作の元，第 11/12胸椎椎間板～第 5/6腰椎椎

間板を含めて脊椎を一塊にして摘出し，椎体周囲の軟部組織を除去した 20-22．使用し

た薬剤は 1% lidocaine，0.5% bupivacaine (Astrazeneka)，あるいは 0.9%生理食塩水 

(Otsuka)であり， 26G注射針とマイクロシリンジ (Hamilton, Reno, NV, USA)を用いて

Annexin - FITC

P
I 

-
P

er
C

P
C

y
5

apoptosis
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椎間板腹側より椎間板内へ 15µL 投与した．椎間板は 6-ウェルプレートで，3 あるい

は 7日間培養を行った(Figure 3)． 

 

   

Fig. 3 A, B) 器官培養を行った椎間板．C) 軸位での切断面 

 

椎間板は以下の各 5群に分けて評価した． 

(a) untreated control 群; 注射針も刺さない椎間板 

(b) puncture群 ; 注射針は刺すが，薬剤は注入しない椎間板 

(c) saline (生理食塩水)群 ; 生食を注入した椎間板 

(d) lidocaine群 ; lidocaineを注入した群 

(e) bupivacaine群 ; bupivacaineを注入した群 

  

蛍光染色を用いた死細胞率評価 

 器官培養後，3日，7日目に蛍光染色を用いて細胞生存率を評価した．メスを用いて

椎間板を軸位で切断して，髄核組織を摘出し蛍光染色を行った後に，プレパラート上

に静置して，生死にかかわらず細胞の核を標識するHoechst33342 (緑色; Wako) (Figure 

4A)と，死細胞を標識する PI (赤色; Wako) (Figure 4B)で染色を行い，共焦点レーザー顕

微鏡システム (Nikon A1 and Ti-E，対物レンズ Plan Fluor 20 objective lens (N.A., 0.45); 

Nikon Tokyo, Japan)を用いて死細胞率を算定した 23．画像はランダムに 3視野抽出し，

各視野毎に5µm間隔で計20回連続撮影し ImageJで画像の処理と細胞数の計測を行っ

た 20,21． (n=6)． 

 

Fig. 4 髄核組織内の髄核細胞の共焦点レーザー顕微鏡像．A) Hoechst33342染色，B) PI染色． 

   スケールバー:100µm 

A B C 
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組織切片の作成・椎間板の組織学的評価 

 器官培養後 7日目に，10%ホルムアルデヒドで椎間板を固定した．その後 10% EDTA  

(pH 7.5)により脱灰処理し，パラフィンに包埋した．5μm厚の矢状断切片を作成した後

キシレンにより脱パラフィンし，アルコール処理，水洗いした後，Hematoxylin & Eosin 

(HE)染色を行い，無作為に選択した 5視野において単位面積あたりの髄核細胞数を計

測した．TUNEL染色は，In situ Apoptosis Detection Kit (TaKaRa BIO Inc. Shiga, Japan)を

用いて施行し，DAB (Dako, Glostrup, Denmark)で発色し， hematoxylinで後染色した．

無作為に選択した 5視野において，TUNEL性細胞数を計測した 16,17． (n=6)． 

 

3. In vivo試験 

 Ex vivo実験と同様に，本動物実験はすべて北海道大学動物実験に関する規程に従っ

て実施した．5ヶ月齢雄日本白色家兎 (3.2-3.5kg)を使用した． 

 

家兎椎間板ブロックモデルの作製 

 ペントバルビタール (30mg/kg)よる静脈麻酔下に，家兎椎間板に経皮的に穿刺を行

った．投与した薬剤は 1% lidocaine，0.5% bupivacaine，あるいは 0.9%生理食塩水であ

り，各溶液を 26G注射針とマイクロシリンジを用いて 15µLずつ，第 2/3腰椎椎間板

と第 4/5腰椎椎間板に投与した．注射針の先端が椎間板中央に位置することをX線透

視装置を用いて確認した (Figure 5)．第 3/4腰椎椎間板はコントロールとして，穿刺し

なかった．Sham群として，穿刺はするが溶液を注入しない群をおいた 16．穿刺，椎間

板内薬液投与後 6ヶ月, 12ヶ月後に評価を行った． 
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Fig. 5 経皮的家兎椎間板穿刺時におけるX線透視画像． 

 

MRI評価 

椎間板変性を評価するため，7.0-Tesla MR scanner（Unity Inova, Varian Medical Systems, 

Palo Alto, CA, USA）を用い評価した．穿刺・薬液投与後 6ヶ月, 12ヶ月後にペントバ

ルビタールを静脈注射して安楽死させた後腰椎を一塊に摘出した．MRI は 63mm 径

表面コイルを使用して，腰椎のT2強調矢状断画像 (1mm-thick, 10×10 cm field of view, 

512×256 matrix size, repetition time 2500 msec, time to echo 80 msec)を撮像した．椎間板

変性の重症度を評価するため，Pfirrmann分類を用いてスコア化した 15．本分類はMRI

における椎間板変性を 5段階 (1: normal～5: highly degenerative) に評価している． 

また，Analyze 10.0 software (AnalyzeDirect, Overland Park, KS, USA)を用いて，矢状断

におけるMRI intensity (髄核の平均信号強度)を測定し定量的に評価した．穿刺．注入

した椎間板における MRI intensity を，コントロールである第 3/4 腰椎椎間板の MRI 

intensityに対する割合で評価した 16,17．  

 

組織切片の作製・椎間板変性の組織学的評価 

 MRI撮像後，椎間板は上述のEx vivo試験と同様に矢状断 5µm厚の切片を作成し，

Hematoxylin & Eosin (HE) 染色，サフラニン-O染色を施した．椎間板変性の重症度は

Masuda の分類を用いてスコア化した 24．本分類は 4 種類のカテゴリ (線維輪の配列，

線維輪と髄核の境界，髄核細胞数，髄核細胞外マトリックス) からなり，4点 (normal) 

～12点 (highly degenerative) のスコアとなる．また HE染色において，無作為に選択

した 5視野において単位面積あたりの髄核細胞数を計測した．TUNEL染色は，In situ 

Apoptosis Detection Kit (TaKaRa BIO Inc.) を用いて施行し，DAB (Dako) で発色し， 

hematoxylinで後染色した．無作為に選択した 5視野において，TUNEL陽性細胞数を

計測した 16,17． 

 

 

統計分析 

得られたデータはGraph Pad Prism 6 (Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA)を

用いて解析した．2群間の比較にはStudent’s t test，多群間の比較にはANOVAを用い

て有意差検定を行い，判定は P値 < 0.05で有意差ありとした．  
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実 験 結 果 

 

1．In vitro実験 

 

造影剤と局所麻酔薬がヒト髄核細胞に与える時間的，濃度依存的影響 

ヒト非変性髄核細胞－アルギン酸ゲル複合体へ生理食塩水，造影剤である iotrolan，

または局所麻酔薬である 1%-2% lidocaineと 0.25%-0.5% bupivacaineを添加し，髄核細

胞へ与える影響を評価した．  

30分，60分，120分間薬剤に曝露した細胞を，calcein-AM (生細胞；緑色)とPI (死

細胞；赤色)で標識し共焦点レーザー顕微鏡を用いて評価した (Figure 6A)．Untreated

群の生存率は 90%-95%であった．Untreated群と比較して生理食塩水と iotrolanの曝露

により生存率は変化がなかった．一方，lidocaine, bupivacaineへの曝露により時間依存

的に生存率は低下した．特に 1% lidocaineと 0.25% bupivacaine に 120分間曝露した群

の生存率はそれぞれ 60%と 63%であり，曝露時間が 30または 60分間の群と比べて有

意に低下した (p < 0.05) (Figure 6B)．更に，両局所麻酔薬とも，濃度依存的に生存率は

低下した．曝露時間が 60分間の場合，1% lidocaineの細胞生存率は 88%であったが，

2% lidocaineは 40%と有意に低下していた (p < 0.05)．同様に 0.25% bupivacaineの生存

率は 78%であったが，0.5% bupivacaineは 39%と有意に低下していた (p < 0.05) (Figure 

6C)．  
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Fig. 6 造影剤と局所麻酔薬がヒト非変性髄核細胞に与える影響 

ヒト髄核細胞‐アルギン酸ゲル複合体に生理食塩水，造影剤 (iotrolan)，あるいは局所麻酔薬 (lidocaine, 

bupivacaine)を各 30分，60分，120分間曝露した．A) 24時間後 calcein-AM (生細胞；緑色)と PI (死細胞；

赤色)にて標識し共焦点レーザー顕微鏡にて撮像した．スケールバー：100µm．B) 曝露時間の細胞生存率

への影響．C) 薬剤濃度の細胞生存率への影響 (60 分間暴露後)． (n = 5, 平均±SE, *p < 0.05)．Lid, 

lidocaine; Bup, bupivacaine. 
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造影剤と局所麻酔薬がヒト髄核細胞に与えるアポトーシス誘導効果  

 造影剤と局所麻酔薬がヒト髄核細胞に与えるアポトーシス誘導効果について検討を

行った．アルギン酸ゲルを溶解させ細胞を回収した後，Annexin V-FITCと PIで標識し

フローサイトメトリーを用いて評価を行った (Figure 7A)．Untreated 群における細胞

生存率は 78%-82%であった．生理食塩水と iotrolan群では, 120分間の曝露によっても

細胞生存率に有意な変化はなかった．しかし，両局所麻酔薬への曝露により，細胞生

存率は時間依存的に低下した．120分間の曝露により 2% lidocaineと 0.5% bupivacaine

群の生存率は，各 13%，10%と有意に低かった (p < 0.05)．また，濃度依存的に細胞生

存率は低下した (曝露時間：60分) (Figure 7B)．Lidocaineの濃度が 1%から 2%に上が

るとアポトーシス陽性細胞の割合は 23%から 42%へと約 2倍に上昇した (p < 0.05)．

同様に bupivacaine でも 0.25%から 0.5%に濃度が上がると，アポトーシス陽性細胞は

25%から 48%へと約 2倍に上昇した (p < 0.05) (Figure 7C)． 
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Fig. 7 フローサイトメトリーによるヒト髄核細胞の評価 

ヒト髄核細胞‐アルギン酸ゲル複合体に生理食塩水，造影剤 (iotrolan)，あるいは局所麻酔薬 (lidocaine, 

bupivacaine)を各 30分，60分，120分間曝露した．A) フローサイトメトリーにおける細胞分布図．B) 曝

露時間と薬剤濃度が細胞生存率に与える影響 (*, p < 0.05 vs. untreated control and saline at the same exposure 

time)．C) 薬剤濃度のアポトーシスへの影響 (60分間暴露後)．(n = 5) 平均±SE , *p < 0.05）．Lid, lidocaine; 

Bup, bupivacaine. 

 

局所麻酔薬によって誘導されるアポトーシス伝達経路 
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次に，局所麻酔薬によって誘導されるアポトーシス伝達経路を解析するために，

Western blottingを用いて caspase-3，caspase-8，caspase-9の発現を調べた．暴露後１時

間において，両局所麻酔薬は濃度依存的に cleaved caspase-3 の発現を上昇させた 

(Figure 8A, B)．また lidocaineは cleaved caspase-8の発現を上昇させたが，bupivacaine

は cleaved caspase-8と cleaved caspase-9どちらの発現も上昇させた(Figure 8A, B)． 

      

Fig. 8 局所麻酔薬によって誘導されるアポトーシス伝達経路 

ヒト髄核細胞‐アルギン酸ゲル複合体に生理食塩水，あるいは局所麻酔薬 (lidocaine, bupivacaine)を 60分

間曝露した．曝露 24時間後に，caspase-3，caspase-8，caspase-9の発現をWestern blottingを用いて調べた． 

internal controlとしてβ-actinを使用した．A) 代表的なWestern blottingの結果，B) densitometryによる定

量化．(n = 5 . 平均 ± SD., *p < 0.05 vs. saline)．Lid, lidocaine; Bup, bupivacaine. 

 

2. Ex vivo試験 

 

家兎椎間板器官培養モデルにおける局所麻酔薬投与が髄核細胞に与える影響 

家兎椎間板器官培養モデルにおいて，椎間板ブロックに使用される局所麻酔薬の椎
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間板内投与が髄核細胞に及ぼす影響について検討した． 

 生理食塩水，1% lidocaine，あるいは 0.5% bupivacaineを椎間板髄核組織に投与し

た．投与後 3日と 7日後に，Hoechst33342 (生細胞と死細胞；緑色)とPI (死細胞；赤色)

で染色し，共焦点レーザー顕微鏡を用いて髄核細胞の死細胞率を算定した (Figure 9A)．

7 日後の時点で untreated control 群の死細胞率は 34%であったが，lidocaine 群と

bupivacaine群の死細胞率は 72%と 76%であった．3日と 7日後のいずれの時点におい

ても生理食塩水群と両局所麻酔群の死細胞率はuntreated control群とpuncture群と比較

して有意に高かった．また両局所麻酔群の死細胞率は経時的に上昇し，7 日後の時点

で生理食塩水群と比べて有意に高かった (p < 0.05) (Figure 9B)． 

 

Fig. 9 椎間板器官培養モデルにおける局所麻酔薬投与が髄核細胞に及ぼす影響 

髄核組織をHoechst33342 (生細胞と死細胞；緑色)とPI (死細胞；赤色)により染色し，死細胞の割合を共

焦点レーザー顕微鏡を用いて算定した．A)  7日後の代表的な共焦点レーザー顕微鏡像．B) 死細胞の割

合．（n = 6. 平均 ± SD ,* p < 0.05） 

 

家兎椎間板器官培養モデルにおける局所麻酔薬投与が椎間板に及ぼす影響について

の組織学的検討 

 HE 染色による組織学的評価を投与後 7 日目に行った．生理食塩水群と局所麻酔薬

群において髄核細胞の空胞形成と正常なゼラチン様細胞外マトリックスの減少を認め

た (Figure 10A)． 

 生理食塩水群と両局所麻酔薬群のTUNEL染色陽性細胞の割合は， untreated control

群と puncture 群と比較して有意に増加していた (p < 0.05)．更に，bupivacaine 群の

TUNEL 染色陽性細胞の割合は，生理食塩水群と比べて有意に増加していた (Figure 

10B) (p < 0.05)． 
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Fig. 10 家兎椎間板器官培養モデルにおける局所麻酔薬投与が椎間板に及ぼす影響についての組織学的

検討 

A) 髄核組織のHE染色像，B) TUNEL染色陽性細胞（矢印）とアポトーシス陽性細胞の割合．(n = 6. 平

均 ± SD, * p < 0.05) 

 

椎間板高位による髄核細胞密度の変化 

 椎間板高位と局所麻酔薬投与後の髄核細胞密度の相関関係について検討を行うため

に，各椎間板高位における髄核細胞密度を比較したところ，椎間高位と髄核細胞の密

度に有意な相関はなかった (Figure 11)． 
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Fig. 11 椎間板レベル毎の髄核細胞の細胞密度 

器官培養モデルにおける椎間板レベル毎のHE染色における髄核細胞密度（細胞数/mm
2）． 

 

3. In vivo試験 

 

 X線透視装置を用いて局所麻酔薬を家兎椎間板内へ投与し，6ヶ月と 12ヶ月後に椎

間板の変性を評価した． 

 

MRIを用いた生体家兎における局所麻酔薬投与による椎間板変性の評価 

MRI を用いて矢状断，T2 強調像における椎間板の変性変化を評価した．Pfirrmann

分類のスコアは生理食塩水群と局所麻酔薬群で経時的に上昇する傾向はあったが，

puncture 群，生理食塩水群，局所麻酔薬群の間に有意差はなかった (Figure 12A)．さ

らにMRI index を用いて椎間板変性を定量的に評価したが，puncture群，生理食塩水

群，局所麻酔薬群の間に有意差はなかった (Figure 12B)． 
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Figure 12  MRIを用いた家兎椎間板内への局所麻酔薬投与後の椎間板変性の評価 

家兎椎間板内に局所麻酔薬を投与し6ヶ月と12ヶ月の時点での椎間板変性をMRIを用いて評価した． A) 

Pfirrmann grading scoreによる椎間板変性の評価 (n = 8. 平均 ± SD. *, p < 0.05)． B) 矢状断像のMRI index

（髄核高信号領域の面積ｘ平均信号強度）を計測し評価した．Untreated control 群に対する各群の MRI 

indexの比較．(n = 8. 平均 ± SD, *p < 0.05) 

 

家兎椎間板内への局所麻酔薬投与による椎間板変性の組織学的評価 

 椎間板内への穿刺・薬液投与が椎間板変性に及ぼす影響を椎間板正中矢状断面にお

いて組織学的に行った．投与後 6ヶ月時において，生理食塩水群と局所麻酔薬群のい

ずれの組織標本も髄核基質の減少と髄核‐線維輪境界の破綻を示していた．また，

puncture群では6ヶ月と12ヶ月時点を比較して椎間板変性の経時的な進行はなかった

が，生理食塩水群と局所麻酔薬群では椎間板変性が経時的に進行していた (Figure 

13A)．局所麻酔薬群の組織学的スコアは untreated control群と puncture群に比べて有意

に上昇していたが (p < 0.05)，生理食塩水群との間に有意差はなかった (Figure 13A)． 

 投与後 6 ヶ月の椎間板組織の HE 染色では，untreated control 群と比べて，puncture

群，生理食塩水群，局所麻酔薬群において髄核細胞数が減少しており，lidocaine 群と

bupivacaine群ともに有意に減少していた(Figure 13B) (p < 0.05)．さらに投与後 12ヶ月

では，untreated control群に加え puncture群と比較しても，lidocaine群と bupivacaine群

で有意に減少していた (Figure 13B)．中でも bupivacaine群が最も減少していたが，生

理食塩水群と比べて有意差はなかった(Figure 13B)． 
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Figure 13．局所麻酔薬投与 6ヶ月と 12ヵ月後における椎間板の組織学的評価 

A) 代表的なSafranin-O染色像と半定量的組織学評価．(n = 8. 平均 ± SD. *,  p < 0.05)  B) 代表的なHE

染色像と，髄核細胞密度．(n = 8. 平均 ± SD, *p < 0.05) 
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考 察 

  

 近年，椎間板造影・ブロックに使用される薬剤の有害性を指摘する報告が散見され

るようになった 9-13．本研究では，臨床上実際に用いられている薬剤がヒト椎間板細胞

に与える影響について検証するために，3次元培養モデルを用いた in vitro試験を行っ

た．次いで椎間板内への薬剤投与後の髄核細胞，椎間板組織への影響を検証するため

に家兎椎間板器官培養モデルを用いたex vivo試験と家兎を用いたin vivo試験を行った． 

造影剤と局所麻酔薬がヒト椎間板細胞に与える影響について検討したこれまでの報告

は変性腰椎から摘出した椎間板組織を用いており 9-11，正常椎間板細胞に対する影響は

不明であった．本研究はヒト非変性椎間板細胞を用いた初めての研究であり，さらに

髄核細胞のみに焦点を絞った．  

造影剤は，一般的に浸透圧や親水性，あるいはイオン負荷などの物理的特性による

血管内皮障害や赤血球の形態異常を引き起こし，また化学的毒性による腎機能障害や

アレルギ―反応などの副作用を引き起こす可能性が指摘されている 25-29．脳槽・脊髄

造影に用いられる造影剤は，高浸透圧による神経損傷を回避するため血漿と同程度の

浸透圧であることが望ましく，低浸透圧の非イオン性 1 量体である iopamidol や等浸

透圧非イオン性 2量体の iotrolanが使用されている．本研究結果より iotrolanはヒト髄

核細胞に対して細胞毒性を示さなかったが，Gruber
9らは iopamidol は同じ浸透圧のマ

ンニトール溶液と比較し，ヒト線維輪細胞の増殖能を低下させ，同時にアポトーシス

を誘導したと報告している．Iotrolanは iopamidolと比べて，脊髄や肺に対して細胞障

害性が低いとする報告例があるが 27-29，両造影剤の浸透圧に差はなく物理的特性が類

似していることより，この細胞毒性の違いは両造影剤の化学的毒性によると考えられ

ている．本研究の結果から，iotrolanは生理食塩水と比し細胞生存率が同程度であるこ

とからも椎間板造影に用いる薬剤として適当であることが示唆された． 

これまで lidocaineと bupivacaineは，マウス等の実験動物から摘出し培養した椎間板

組織やヒト変性椎間板細胞において細胞障害性やアポトーシスを誘導することが報告

されてきた 10-12．本研究結果から，lidocaineと bupivacaineは，ヒト非変性髄核細胞に

おいても時間依存的，濃度依存的に細胞死を引き起こすことが明らかとなり，特に

bupivacaine に強い細胞毒性があることが示唆された．またフローサイトメトリーと

Western blottingの結果から lidocaineと bupivacaineは細胞死と同時にアポトーシスを誘

導したことが示された．アポトーシスは組織の恒常性維持に重要な役割を果たしてお

り，シグナル伝達は主に二つのカスケードにより誘導される．一つは細胞表面の death 

receptorを介し caspase-8の活性化により引き起こされる extrinsic pathwayと，もう一つ

はミトコンドリアへのストレスに続く caspase-9 の活性化により引き起こされる

intrinsic pathwayである．両経路とも最終的に caspase-3が活性化されアポトーシスが起
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きる．変性髄核細胞では intrinsic pathwayの活性化が認められるとの報告がある 16,28．

本研究において，lidocaine は caspase-8 と caspase-3 の蛋白発現を増加させたが，

bupivacaineは caspase-8，caspase-9，並びに caspase-3の発現を増加させた．この結果か

ら lidocaineは extrinsic pathwayの活性化させ，bupivacaineは extrinsic pathwayと intrinsic 

pathway の両経路の活性化させることが示唆された．以上の結果から，ヒト非変性髄

核細胞に対して局所麻酔薬である lidocaine，bupivacaine は有害である可能性が示唆さ

れた． 

次に髄核細胞への細胞毒性を示した局所麻酔薬に焦点を絞りさらに検討を行うた

め，家兎椎間板器官培養モデルを用いて局所麻酔薬を椎間板内へ直接投与した．Wang

ら 12はマウス椎間板器官培養で，bupivacaineは髄核細胞の生存率の低下と，細胞外マ

トリックスの減少を引き起こしたと報告している．しかし彼らの実験方法は，椎間板

内に針を刺して局所麻酔薬を投与するのではなく，局所麻酔薬の薬液中に縦割した椎

間板を浸すにとどまりっており，実際の椎間板ブロックの手技を模倣したものではな

かった．本研究では臨床上の手技を再現し，椎間板内に針を刺した後に局所麻酔薬の

投与を行った．その結果，局所麻酔薬投与群において時間依存的，濃度依存的に髄核

細胞の生存率が低下していたが，生理食塩水群においても puncture群と比べて有意に

低下していた．この変化は，薬液の種類の他に薬液投与時に椎間板内に作用する圧力

の上昇が影響していることが示唆されたため，さらに家兎生体モデルを使用して局所

麻酔薬が椎間板変性に与える長期的影響について検討することにした． 

Carrageeら 13は，椎間板造影の長期的な影響を検討するために 10年間に及ぶ臨床観

察研究を行ったが，本研究では局所麻酔薬投与後 12ヶ月間の経過観察を行った．家兎

の 12ヶ月はヒトの 7-10年に相当するため 30，本研究における経過観察期間はCarragee

らの臨床研究と同等であると考えられる． 

本研究において，MRIによる評価では全ての群の間に有意差はなかったが，組織学

的評価においては生理食塩水群と局所麻酔薬群で有意に椎間板変性が進行していた．

しかし，局所麻酔薬群と生理食塩水群を比較した場合，局所麻酔薬群における変性変

化は，生理食塩水群よりも進んでいたが両者に有意差はなかった．この結果は in vivo

局所麻酔薬投与によって誘導される椎間板の変性は，薬液投与時の椎間板内圧による

物理的ダメージが主に引き起こしていることを示唆している．しかし，bupivacaine群

で髄核細胞の細胞数が最も減少していることから，物理的ダメージに加え局所麻酔薬

の細胞障害性も椎間板変性に寄与している可能性も示唆している． 

 

本研究の限界として，まず in vitro試験での髄核細胞への薬剤曝露は，実際の椎間板

内への薬剤投与を完全に反映していないことが挙げられる．椎間板内における薬物動

態は分子量や蛋白結合能などで大きく異なっており，造影剤や局所麻酔薬の椎間板内
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での動態は未だ明らかになっていない．今回の薬剤への曝露時間や薬剤の濃度の設定

は局所麻酔薬がヒト変性椎間板に与える影響を検討した研究 10に基づいているが，in 

vitro試験での薬剤の設定と，実際の椎間板造影・椎間板ブロックと相関については明

らかではない．この点を補うために ex vivo試験と in vivo試験で実際の手技を再現する

ことで，椎間板造影・椎間板ブロックの髄核細胞への細胞障害性，椎間板変性につい

て検討した． 

次に ex vivo試験と in vivo試験で，正常な椎間板を用いたことが挙げられる．ウシ関

節軟骨を用いた実験において，正常な関節軟骨よりも関節表面を薄く削いだ関節軟骨

では，局所麻酔薬に曝露した際の軟骨細胞の細胞生存率が低いとの報告 4がある．こ

の結果は正常なマトリクスを有する組織には，局所麻酔薬に対する防御機構を有して

いる可能性が示唆されている．このことより変性椎間板は正常椎間板よりも局所麻酔

薬によるダメージが大きくなる可能性が示唆される．実際の臨床の場では変性椎間板

に椎間板ブロックを行うことが多く，今後は細胞外マトリクスが減少し，より局所麻

酔薬曝露による影響が大きいと考えられる変性椎間板を対象とした研究が必要である

と考えられた．  

さらに，ex vivo試験と in vivo試験で各椎間板に対して同量の生理食塩水，局所麻酔

薬を椎間板内へ注入したことである．本研究の結果，同量の薬液を投与しても各椎間

板の髄核細胞の密度に有意な差はなかった．しかし，家兎の個体差や椎間板高位が異

なることで椎間板，髄核組織のサイズは異なっており，同量の薬液を注入しても投与

時の圧力は異なる可能性があると考えられる．従って正確を期するためには少量の薬

液を投与する場合でも圧力を測定できるような実験器具を検討する必要があると考え

られる．  
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総括および結論 

 

・ 椎間板造影・ブロックに用いられている造影剤および局所麻酔薬が，椎間板細胞

の細胞死と椎間板の組織変性に及ぼす長期的な影響とその病態について，ヒト非

変性髄核細胞を用いた in vitro試験および家兎椎間板組織を用いたex vivo, in vivo試

験を通して検証した． 

 

・ In vitro試験では，ヒト非変性髄核細胞の細胞生存率は造影剤曝露により低下しな

かったが，局所麻酔薬により時間依存的，濃度依存的に生存率は低下した． 

 

・ ヒト非変性髄核細胞は局所麻酔薬への曝露により濃度依存的にアポトーシスが進

行した． 

 

・ Ex vivo試験において，椎間板器官培養モデルで椎間板内への局所麻酔薬投与は，

髄核細胞の細胞死を引き起こし，アポトーシスを誘導した． 

 

・ In vivo 試験において，椎間板内への局所麻酔薬投与により，椎間板の変性が進行

したが，生理食塩水投与と比べて有意な差はなかった．しかし髄核細胞の細胞数

は bupivacaineの投与により最も減少し，生理食塩水投与と比べても有意に減少し

た． 

 

・ 以上より，細胞レベルでは局所麻酔薬は髄核細胞に対し強い細胞毒性を有するが，

生体レベルでは薬液投与時の圧力による物理的ダメージが椎間板変性に最も大き

く関与していることが示唆された． 

 

・ 今後臨床の場では，椎間板ブロックが椎間板変性を引き起こす可能性を考慮して

椎間板ブロックを行う機会を減らすこと，さらに椎間板ブロックが必要とされる

場合には 1% lidocaineといった細胞毒性の低い局所麻酔薬を必要最小量にとどめ

て投与する必要がある． 
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