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緒言 

 

 高齢化の進行する先進国において，健康長寿社会の実現に向けて運動器の役

割に注目が集まっている．特に体幹を支える脊椎は運動器の主要な構成要素で

あり，その関連疾病である椎間板障害は腰痛や椎間板ヘルニア，脊柱管狭窄症，

脊柱変形の大きな原因となる．腰痛は生涯に 7割以上の人が自覚し病院受診の

原疾患として最多であり，椎間板ヘルニアは，椎間板の退行変性により線維輪

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．脊柱管狭窄症は，変性した椎間板組

織が脊柱管に膨隆し神経を圧迫して障害を生じ，脊柱変形においては，これら

の複合的な症状を呈する．こうした疾患は，患者の生活の質を悪化させ，自立

した健康的な生活を行う上で大きな障害であり，社会的に克服すべき重要なテ

ーマである． 

 現在の治療には，鎮痛薬や椎間板切除術や脊椎固定術などの外科的治療が普

及しているが，病因に対する直接的なアプローチではなく椎間板の退行変性を

遅らせる治療はない．こうした中、近年の分子生物学の革新を背景として，よ

り低侵襲で経済的負担も少ない方法で椎間板の退行変性を遅らせることが可能

となれば，日常生活動作や生活の質を大きく改善させるものと期待される． 

 椎間板障害に対する効果的な治療に繋げるため，椎間板組織の変性メカニズ

ムの解析が必要となる．椎間板組織変性の要因として，加齢，遺伝，椎間板へ

の栄養供給，生体力学的負荷，外傷等の種々の要因が関与していると報告され

ているが 1，我々のグループでは栄養供給，生体力学的負荷，外傷の要因に関し

て研究を進めてきた 2,3．その結果，椎間板細胞に内在するアポトーシス関連遺

伝子 caspase 3の発現を制御することで，椎間板組織の変性制御が可能であるこ

とが明らかになった． 

 今回我々は，caspase 3 knock out (KO)マウスを用いて，椎間板組織における表

現型を確認し，椎間板変性における caspase 3 遺伝子の果たす機能解析を行った．

また，in vivo外傷性椎間板変性モデル，加齢性椎間板変性モデルとそれらの評

価に最適な組織分類スコアを作製した．これらのモデル及び in vitro 試験を通し

て検証した結果をここに報告する． 
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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． 

 

ADAMTS a disintegrin and metalloproteinase with 

thrombospondin motifs 

AF annulus fibrosus 

bp base pair 

CDKI cyclin-dependent kinase inhibitor 

CFU-S colony forming unit spherical 

CT                             computed tomography 

DAPI 4’, 6-diamidino-2-phenylindole 

DHI disc height index 

DNA deoxyribonucleic acid 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

FBS fetal bovine serum 

FITC fluorescein isothiocyanate  

G    gauge 

HSD                        honestly significant difference 

KO                         knock out 

Ku    kurtosis 

MMP     matrix metalloproteinase 

MPR    multiplanar reconstruction 

MRI    magnetic resonance imaging 

N/C    nucleus-cytoplasm 

NP    nucleus pulposus 

PARP    Poly (ADP-ribose) polymerase 

PBS    phosphate buffered saline 

PCR                        polymerase chain reaction 

PFA    paraformaldehyde 

SASP    senescence-associated secretory phenotype 

Sk    skewness 

TUNEL  terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 

deoxyuridine triphosphate-biotin nick end labeling 

WT    wild type 
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第一章 

 

新病理分類に基づいた in vivo マウス椎間板変性モデルの作製 

 

緒言 

 

 椎間板変性の研究は，様々な動物モデルを用いて肉眼や組織学的評価により

行われてきた．動物モデルとしては，イヌ 4・ラット 5に対してメス刃による線

維輪全層切開，ヒツジ 6に対してメス刃による線維輪表層切開，マウス 7・ラッ

ト 8に対して針による椎間板穿刺，マウス 9・ラット 10・ウサギ 11-13に対して針

による片側線維輪穿刺が挙げられる．同じ手技であっても，動物の大きさと種

の違いにより椎間板変性の重症度は多様となる．マウスにおいて針穿刺による

椎間板変性モデルの詳細な報告はなく，その評価に用いる適切な組織分類スコ

アもない． 

 そこで，我々は遺伝子組み換えマウスにも適用可能な，針穿刺による腰椎椎

間板変性モデルとその評価のための新組織分類スコアを作成した． 

 本研究において作成したプロトールは再現性の高い椎間板変性が得られ，新

組織分類スコアは段階的な変性の進行を良好に検出したのでここに報告する． 
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実験方法 

 

マウス腰椎椎間板穿刺変性モデル作製 

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．11週齢雌雄 C57BL/6 マウス 106匹（雄 54匹，雌 52匹）に

対してケタミン 1.9mg とキシラジン 0.2mgの腹腔注射による全身麻酔下に手術

を行った．腰椎は後側方アプローチにより展開し，L4/5 椎間板を側面より

35-gauge (G)もしくは 33G注射針で穿刺貫通させた．針を留置して micro 

computed tomography (μCT) (3D micro X-ray CT R_mCT 2, Rigaku)を撮影し，複数

スライスの multiplanar reconstruction (MPR) 画像により椎間板内の針貫通領域を

3次元的に確認した (Figure 1a)．貫通領域の規定として，まず椎間板中央軸位に

おける椎間板短径を 3分割した．分割点を通るように同心楕円を描き，椎間板

中心領域を規定した．次に，残った外側領域を腹側と背側に 2分割し，椎間板

腹側領域と背側領域を規定した (Figure 1b)．また，この領域は頭尾側椎体終板

間の空間で規定され，その空間から膨隆した線維輪外層は対象外とした．針が

この領域から外れて穿刺された場合，この領域を貫通するまで手技を繰り返し

た．貫通領域の判定としては，針が中心領域に通っていれば「中心領域」とし，

中心領域を通らず腹側領域を通れば「腹側領域」，背側領域を通れば「背側領域」

とした．領域判定後，針を除去し閉創した．術後 1，2，4，8，12週後にペント

バルビタールナトリウム 5mgを腹腔注射して安楽死させ評価した． 

 
Figure 1. a) 椎間板内における針の貫通領域は μCT MPR 画像にて確認した．b) 
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貫通領域は腹側，中心もしくは，背側領域と判定した． 

 

 

針のサイズ，術後期間と性別におけるマウスの数を示す．35G針穿刺群では，

1週 10匹（雄 5匹，雌 5匹），2週 14匹（雄 4匹，雌 10匹），4週 11 匹（雄 4

匹，雌 7匹），8週 10 匹（雄 5匹，雌 5匹），12週 10匹（雄 5匹，雌 5匹）で

あった．33G針穿刺群では，1週 10匹（雄 5 匹，雌 5匹），2週 10匹（雄 9匹，

雌 1匹），4週 11匹（雄 5匹，雌 6匹），8週 10匹（雄 5匹，雌 5匹），12週 10

匹（雄 7匹，雌 3匹）であった (Figure 2)． 

また前述の 106匹に加え，11週齢雌雄 C57BL/6 マウス 16匹（雄 8 匹，雌 8

匹）に対して同様の麻酔下に Sham 手術を行った．Sham 手術の定義は，腰椎を

後側方アプローチにより展開し，椎間板の針穿刺をせず閉創する手術とした．

術後 2，4，8，12週後に同様の手法で安楽死させ評価した．術後期間と性別に

おけるマウスの数は，各時点において 4匹（雄 2匹，雌 2匹）であった (Figure 

2)． 

 

Figure 2. 実験のタイムコースと症例数を示すフローチャート．Vは腹側領域，

C は中心領域，Dは背側領域を示す． 
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Magnetic Resonance Imaging (MRI) 

 椎間板変性を評価するため，7.0-Tesla MR scanner (Unity Inova, Varian)を用いた．

安楽死したマウスから腰椎を切除し，T2強調正中矢状断を撮像した．椎間板変

性の重症度を評価するため，Pfirrmann 分類 14を用いてスコア化した．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．コントロールとして，非穿刺 L3/4 椎間板のスコアを用いた． 

 また，Analyze 10.0 software (AnalyzeDirect) を用いて，正中矢状断における MRI 

index (髄核の平均信号強度と髄核面積の積)2,3,15 を測定し定量的に評価した．コ

ントロールとして，非穿刺 L3/4 と L5/6 椎間板の MRI index 平均値を用いた．穿

刺 L4/5 椎間板における MRI index を，コントロールの MRI index に対する割合

で評価した． 

 

組織切片の作製・椎間板変性の組織学的評価 

 MRI撮影後，10%ホルムアルデヒドでサンプルを 48時間固定，10% 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (pH7.5)で 2-4週間脱灰処理し，パラフィン

に包埋，矢状断 5-μm 厚のパラフィン切片を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，サフラニン-O染色を施した．椎間板変性の重症

度は 4種類の組織分類 Masuda11，Nishimura16，Yang9，そして我々の分類 (Figure 

3) を用いてスコア化した．Masuda11の分類は 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．Nishimura16の分類は 2

種類のカテゴリ（線維輪の配列，軟骨終板の細胞数・配列）からなるが，実用

的には線維輪の配列のみで 1点 (normal) ～ 5点 (highly degenerative)のスコア

で用いられている．Yang9の分類は 2種類のカテゴリ（線維輪の配列，髄核の性

状）からなり，0点 (normal) ～ 8点 (highly degenerative)のスコアとなる．我々

の分類は，2種類のカテゴリ（線維輪の配列，髄核の性状）からなり，0 点 (normal) 

～ 10点 (highly degenerative)のスコアとなる (Figure 3)． 

 また，椎間板高と椎体終板間の領域で測った椎間板前後径を計測した．コン

トロールとして，非穿刺 L3/4 椎間板のスコアを用いた． 
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Figure 3. 我々が提唱する組織分類．矢印は線維輪の波状化所見を示す． 

 

 

統計分析 

 MRI index と各組織分類スコアの相関分析を行った．術後期間と針の貫通領域

が椎間板変性に対して有意な因子か重回帰分析で検証した．各貫通領域の椎間

板の変性と非穿刺コントロール椎間板の変性の比較に Kruskal-Wallis test を用い

た．穿刺椎間板における我々の分類の annulus fibrosus (AF) scoreと nucleus 

pulposus (NP) scoreに対して術後期間が有意な因子か単回帰分析で検証した．さ

らに，各時点の NP scoreを比較するため，Tukey honestly significant difference 

(HSD) test を用いた．椎間板高と椎間板前後径に対して，術後期間が有意な因子

か単回帰分析で検証した．35Gと 33G 針穿刺椎間板の Pfirrmann 分類スコア 14，

MRI index そして我々の組織分類スコアの比較に Kruskal-Wallis test を用いた．P

値 < 0.05を有意とした． 
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実験結果 

 

組織分類スコアの比較 

 初めに，4つの組織分類による 35G針穿刺群のスコア分布を比較した (Figure 

4)．Masudaの分類スコア 11は歪度(skewness: Sk) -1.27で正規分布を示さず，天井

効果も生じた．よって，Masudaの分類 11はこのマウス椎間板変性モデルの評価

に適切ではないことが示された．対照的に，Nishimuraの分類 16，Yangの分類
9と我々の分類は Skと尖度(kurtosis: Ku)が共に-1から 1の間にあり正規分布を示

した (Nishimuraの分類 16：Sk = 0.97，Ku = 0.66；Yangの分類 9：Sk = -0.69, Ku = 

-0.96；我々の分類：Sk = -0.09, Ku = -0.72)．しかし，Nishimuraの分類スコア 16

には外れ値があり，Skは我々の分類の値よりも高かった．さらに，Nishimuraの

分類スコア 16は床効果を，Yangの分類スコア 9は天井効果を示したが，我々の

分類スコアは床効果，天井効果を共に示さなかった．これらの結果より，我々

の分類はこのマウス椎間板変性モデルの段階的な変性変化を最も正確に検出で

きると解釈できた． 

 

Figure 4. 病理分類スコア分布の比較．赤括弧は 50%のデータを含む最少範囲を

示す．Nishimuraの分類 16の赤と黒点は外れ値を示す． 

 

 

我々の組織分類スコアと MRI index の相関分析 

 我々の組織分類スコアとMRI indexの相関係数と単回帰分析の結果，ρ = -0.66， 

R2 = 0.44であり，良い相関と直線への当てはまりを示した (Figure 5)．散布図と

確率楕円分析では，各貫通領域の 50%確率楕円は細長く，良好に分離しており，

直線への良い当てはまりを示していた．さらに，中心領域と背側領域貫通症例

において，それぞれ p = 0.01, p = 0.002と有意な相関を示していた (Figure 5)． 
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Figure 5. 我々の組織分類スコアと MRI index の相関．青，黒，赤色の点はそれ

ぞれ腹側，背側，中心領域の症例を示す．楕円は各領域の二変量正規分布によ

る 50%確率楕円を示す． 

 

 

椎間板変性を誘発する有意な因子の分析 

 次に椎間板変性に最も寄与する因子を同定するため，重回帰分析にて貫通領

域（腹側・中心・背側領域）と術後期間が有意因子か検定した．その結果，術

後期間は有意でなく，貫通領域が有意な因子であった (Table 1)． 
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 Punctured region Time point 

35G   

Pfirrmann grade < 0.01* 0.99 

MRI index < 0.01*    0.03** 

Classification by us 0.04* 0.20 

   

33G   

Pfirrmann grade < 0.01* 0.34 

MRI index < 0.01* 0.13 

Classification by us < 0.01* 0.27 

Table 1. 椎間板変性に有意な因子を同定するための重回帰分析結果．値は，p値

を示す．* 統計学的有意，** Tukey HSD 検定の結果，非有意． 

 

 

 重回帰分析の結果を踏まえて，貫通領域別に穿刺椎間板と非穿刺椎間板（コ

ントロール群）を比較した．非穿刺椎間板と比較して，中心または背側領域貫

通症例の Pfirrmann 分類スコア 14は有意に高く，MRI index は有意に低く，我々

の組織分類スコアは有意に高かった．腹側領域貫通椎間板では，非穿刺椎間板

と比較して我々の組織分類スコアは有意に高かった．しかし，Pfirrmann 分類ス

コア 14やMRI index は、腹側領域貫通椎間板と非穿刺椎間板の間で有意差はな

かった (Table 2) (Figure 6)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

 

 

Central region Dorsal region Ventral region 

35G    

Pfirrmann grade  > Control*  > Control * = Control 

MRI index  < Control *  < Control *  < Control 

Histological score  > Control *  > Control *  > Control * 

33G    

Pfirrmann grade  > Control *  > Control *  > Control 

MRI index < Control *  < Control *  < Control 

Histological score  > Control *  > Control *  > Control * 

Table 2. コントロール群と比較した貫通領域別の椎間板変性分析．* p < 0.05. 
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Figure 6. 貫通領域と椎間板変性．35G針と 33G針による穿刺後 4週の症例の代

表的MRI画像と組織画像． 

 

 

 

 我々の組織分類合計スコアに加えて，AF scoreと NP scoreを別々に分析した．

すなわち単回帰分析を用いて，術後期間が中心，背側領域貫通椎間板の AF score

と NP scoreに有意な因子かを検討した．各術後期間における NP scoreの比較に

Tukey HSD 検定を用いた．33G針穿刺群の術後 1週における NP scoreと比較し

て，術後 8週と 12週における NP scoreは有意に高値であったが，それ以外の

NP scoreや AF scoreには有意な変化を認めなかった． 

 また，椎間板高と前後径に対して，術後期間が中心，背側領域貫通椎間板の

椎間板高と前後径に有意な因子か単回帰分析にて検討した．35Gあるいは 33G

針により穿刺された L4/5 椎間板は L3/4 非穿刺椎間板（コントロール）と比較し

て，穿刺後 1週間で約 10%の高さ低下と約 20% (35G)から約 30% (33G)の前後径

増加を生じた．しかしながら，椎間板高と前後径は術後 1週以降，有意な変化

を示さなかった． 

 



15 

 

椎間板中心と髄核中心の位置関係の検討 

 解剖学的見地から組織の中央矢状断切片を用いて，健常なマウス 77腰椎椎間

板において，椎間板中心に対する髄核中心の偏位を計測した．CT画像による針

の貫通領域と組織学的評価を適合させるため，線維輪は椎体終板の間にある部

分のみ評価対象とし，外側に膨隆した部分は除外した．椎間板中心と髄核中心

を肉眼的に決定した後，中心間距離は Image J software (National Institutes of 

Health)を用いて計測した．腹側線維輪の幅，椎間板中心に対する髄核中心の背

側偏位，そして背側線維輪の幅は，椎間板長径に対する割合として計算した．

腹側線維輪幅は背側線維輪幅よりも大きく，髄核の背側偏位平均値(7%)は，腹

側線維輪幅平均値(28%)と背側線維輪幅平均値(15%)の差に一致した (Figure 7)． 

 

Figure 7. マウス腰椎椎間板の組織矢状断像．椎間板中心に対して髄核中心が背

側に偏位している．健常な腰椎椎間板において，椎間板長軸に対する腹側線維

輪幅，椎間板中心から髄核中心までの背側偏位距離，背側線維輪幅の割合を算

出した（n=77）．腹側線維輪幅は背側線維輪幅よりも大きく，腹側線維輪幅の平

均値(28%)と背側線維輪幅の平均値(15%)の差が，髄核中心の背側偏位平均値

(7%)と一致した． 
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椎間板変性と穿刺針サイズ 

 MRIにおける評価(Table 3)と我々の組織分類スコアによる評価(Table 4)の結果，

33G針で穿刺された椎間板は 35G針で穿刺された椎間板より高度な変性を生じ

た．終板における血管新生や石灰化所見はなかった．Sham 手術群では，MRIと

組織所見は正常だった． 

 

 35G 33G P 

Pfirrmann grade    

    1-week 2.50 ± 0.71 3.71 ± 1.11  0.03* 

    2-week 2.54 ± 0.88 4.30 ± 0.82 < 0.01* 

    4-week 2.43 ± 1.13 4.50 ± 0.53 < 0.01* 

    8-week 2.50 ± 0.85 4.60 ± 0.70 < 0.01* 

    12-week 2.50 ± 0.93 4.22 ± 0.83 < 0.01* 

MRI index    

    1-week 0.71 ± 0.14  0.47 ± 0.11 < 0.01* 

    2-week 0.54 ± 0.23 0.34 ± 0.09 0.01* 

    4-week 0.62 ± 0.29 0.34 ± 0.09 0.04* 

    8-week 0.51 ± 0.17 0.34 ± 0.15 0.02* 

    12-week 0.49 ± 0.20 0.34 ± 0.10 0.08 

Table 3. 穿刺針サイズと MRIにおける椎間板変性所見．腹側領域貫通症例は除

外して評価した．* 統計学的有意． 
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 35G 33G P 

Our classification score    

    1-week 5.10 ± 1.91 4.86 ± 1.57 0.73 

    2-week 4.15 ± 1.82 6.30 ± 2.83 0.08 

    4-week 4.00 ± 3.00 6.70 ± 2.54 0.11 

    8-week 5.20 ± 2.66 7.30 ± 1.25 0.05* 

    12-week 2.88 ± 1.73  7.11 ± 1.69 < 0.01* 

Table 4. 穿刺針サイズと我々の組織分類スコアにおける椎間板変性所見．腹側領

域貫通症例は除外して評価した．* 統計学的有意． 
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考察 

 

 加齢による自然発症の椎間板変性モデルを用いて椎間板変性機序を調査する

ことは有用であるが，遺伝子組み換えマウスの中には短命のものもあり適用が

困難である 17,18．その点において，本穿刺モデルは短命な遺伝子組み換えマウス

に対しても適用可能であり有用である．二足歩行のヒト椎間板研究のために，

四足歩行動物を用いることに対する批判はあるかもしれない．しかし Elliott ら
19は，幾何学的標準化を行った場合，マウス椎間板の機械的特性がヒト腰椎椎間

板のそれに近いことを報告しており，マウスモデルを使うことに対する根拠と

なっている．更にマウス腰椎椎間板においては，いくつかの幾何学的，力学的

特性が動物の体重と相関しているのに対し，尾椎椎間板では相関していないこ

とから，二足歩行のヒトを模したモデルとしては腰椎の方が優れていることを

示している 19,20．これは，四足歩行動物の体重が腰椎に伝わっていることが考え

られる． 

 過去に，針穿刺によるマウス腰椎椎間板変性モデルの研究報告がある 21．しか

し，フォローアップ期間が短い，症例数が少ない，主観的な組織学的評価とい

った欠点の他，一匹のマウスで連続した 3つの椎間板(L4/5, 5/6, L6/ 

S1)を穿刺しており，針の穿刺状態も肉眼による確認のみであることが研究限界

として挙げられる．我々の研究では，各評価時期に 10匹以上のマウスを評価し，

術後 12週までフォローアップしている．組織学的評価として 4つの組織分類ス

コアを比較して，最適なスコアを採用し，1 匹のマウスに対して椎間板穿刺は 1

つのみとした．更に，椎間板の針による穿刺状態を CT により詳細に評価した． 

 Masudaら 11は，ウサギにおいて初めて, 針で椎間板線維輪を穿刺することで

椎間板変性を惹起し，組織による椎間板変性の重症度を独自の点数化システム

を用いて評価するモデルを確立した．Nishimura ら 16はラット椎間板において，

独自の重症度点数化システムを用いて評価した．さらに Yangら 9は，独自の重

症度点数化システムを用いてマウス椎間板変性を評価した．本研究では，Masuda

の組織分類スコア 11を用いると軽度の変性変化でも高い変性度スコアを示した．

Masudaの組織分類スコア 11では，30%の線維輪が波状化することで AF gradeが

最高点となり，髄核が中等度凝縮を示しただけで NP gradeが最高点となった．

マウスにおいてこれらの所見は，早期の変性所見や軽度変性所見として現れた．

「線維輪と髄核の境界」や「髄核の細胞充実度」の項目でも同様の結果を生じ

た．Nishimuraの組織分類スコア 16を用いると，0点から2点に集中した．Nishimura

の組織分類スコア 16では，髄核が評価項目に入っていないが、マウスにおいて

は，早期に髄核の劇的な変性変化が生じるため，椎間板変性の評価から髄核を

除外することは，変性の過小評価につながる．さらに、Yangの組織分類 9を用
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いると，5点から 6点に集中し，重症な変性を最高点に分類できていないことを

示していた．結果として，3つの組織分類スコアは椎間板変性の段階的な進行を

検出できないことが示された．一方，我々の組織分類スコアはマウスの線維輪

と髄核，そして椎間板全体の段階的な変性変化を正確に分類することが可能で

あった． 

 我々の組織分類スコアを用いることで，穿刺椎間板は，針の貫通領域に関わ

らず有意な変性を示した．しかしMRIによる分析では，非穿刺椎間板コントロ

ールと比較して，腹側領域貫通椎間板に有意な変性変化はなかった．今回の研

究において、腹側線維輪が背側線維輪よりも厚いことが明らかとなっており、

そのため，腹側線維輪に対する針穿刺が椎間板変性を生じる生体力学的効果は，

背側線維輪穿刺に比べて低いと考えられる．さらに，髄核は生物学的反応の中

心的な役割を果たしているが，髄核中心は椎間板内で背側に偏位しており，こ

の解剖学的特徴と生体力学的，生物学的要因により，腹側領域貫通椎間板の変

性変化は，中心，背側領域貫通椎間板よりも有意に低くなったと考えられる．

椎間板変性を，病理学的評価のみならず， MRI評価まで行う場合，中心領域と

背側領域への穿刺を推奨する． 

 過去の研究報告を根拠に，我々は針のサイズを 35Gと 33Gに決定した．Elliot

ら 22によると，有意な変性を惹起するためには，針径は穿刺する椎間板高の 40%

以上必要だとしている．穿刺による組織破壊を極力小さくし，なおかつ変性を

生じさせるためには，35G (割合 50%)と 33G (割合 87%)は妥当と考えられ、椎

間板変性の程度を考慮すると，35Gモデルを椎間板変性制御研究に，33Gモデ

ルを椎間板再生研究に用いることを推奨する． 

 「術後期間」は椎間板変性を生じるための有意な因子ではなかったので，術

後 1，2，4，8，12週の Pfirrmann 分類スコア 14，MRI index，我々の組織分類ス

コア間に有意差はなく、この結果より，針穿刺により惹起されたマウス椎間板

変性は，術後 1週以内に劇的に進行しその後プラトーに達したと結論付けた．

穿刺された椎間板変性の最終的な変性を評価するのには，1，2週間の経過観察

で十分であることが示唆された． 

 本研究ではマウスにおいて，μCTにより針の腰椎椎間板貫通領域を確認し，

椎間板変性重症度との関係を調査した．腹側領域の針穿刺は，変性を惹起しな

い可能性がある．腰椎椎間板に有意な変性を惹起するためには，中心または背

側領域の穿刺が必要といえる．しかし，我々の組織分類スコアでは貫通領域に

関わらず，段階的な変性変化の進行を検出できた．本結果を踏まえ，中心また

は背側領域の穿刺のため，μCTの代わりに高解像度 X線透視機械を用いて，椎

間板穿刺を行うことも可能であることが示唆された． 
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第二章 

 

加齢性自然発症のマウス腰椎椎間板変性モデル 

 

緒言 

 動物モデルによる研究は，ヒト脊椎の外傷，病態，修復に関する生物学的、

生体力学的特性を理解する上で適切な基準となってきた 23．マウス腰椎椎間板穿

刺変性モデルは，外傷性椎間板変性を模したモデルとして第一章で報告した．

しかしながら，椎間板変性には非外傷性の病態もある．多くの患者が外傷の既

往がなく，経時的に椎間板変性を呈する．このことはヒト椎間板変性研究に，

外傷モデルだけでなく，加齢性自然発症椎間板変性モデルを用いることの重要

性を示している． 

 マウスにおける加齢性自然発症椎間板変性モデルはいくつか報告がある
24-32．MRIや組織分類による評価など，様々な調査が経時的になされた．MRI

評価ではマウスの半生以上の期間を観察したが，信号変化を伴う変性所見は得

られなかった 31とする報告や、Boos の組織分類スコア 33（ヒト椎間板変性研究

で開発された分類）を用いて，3ヵ月齢から軽度の椎間板変性所見を確認し，徐々

に進行したとする報告がある 27．また、Millecamps の組織分類スコア 32を用い

て， 24週齢（5.6ヵ月齢）から軽度の椎間板変性所見を認め，緩徐な進行を示

したとする報告もある 32．このように組織学的評価は，様々な分類スコアを用い

てなされてきたが、その結果は多岐に渡り、マウスの椎間板変性がいつ始まり，

どのように進行するのか判断するための一定の見解は得られていない． 

そこで，我々はマウス腰椎椎間板の変性所見を寿命年齢に到達するまで調査

した．本研究では，マウス腰椎椎間板における加齢性自然発症の変性が，いつ

始まりどのように進行するのか，MRI評価と組織学的評価を元に明らかにした

ので，ここに報告する． 
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実験方法 

実験動物 

 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．6ヵ月齢から 2歳齢以上の C57BL/6 マウス 49 匹を，ペン

トバルビタールナトリウム 5mg腹腔注射にて安楽死させた．各年齢におけるマ

ウス数と性差は，6ヵ月齢 10匹（雄 6匹，雌 4匹），1歳 2ヵ月齢 11 匹（雄 9

匹，雌 2匹），1歳 6 ヵ月齢 11匹（雄 7匹，雌 4匹），1歳 10ヵ月齢 12匹（雄

12匹），2歳齢以上 5 匹（雄 3匹，雌 2匹）であった．6ヵ月齢は，第一章の穿

刺後 12週群 6匹（穿刺された L4/5 椎間板を除外），sham 手術後 12 週群 4匹の

データを用いた． 

 

MRI 

椎間板変性を評価するため，7.0-Tesla MR scanner を用いた．安楽死したマウ

スから腰椎を切除し，全腰椎椎間板(L1/2, L2/3, L3/4, L4/5, L5/6, L6/S)の T2強調

正中矢状断を撮像した．L1/2 や L6/S 椎間板が欠損していた場合，評価は残存椎

間板で行った． 

椎間板変性の重症度を評価するため，Pfirrmann 分類 14を用いてスコア化した．

また，Analyze 10.0 software（AnalyzeDirect）を用いて，正中矢状断における MRI 

index を測定し定量的に評価した．各腰椎椎間板における MRI index を，L6椎

体骨または仙骨のMRI index に対する割合で評価した． 

 

組織切片の作製・椎間板変性の組織学的評価 

 MRI 撮影後，10%ホルムアルデヒドでサンプルを 48 時間固定したのち，10% 

EDTA (pH7.5)で 2-4週間脱灰処理し，パラフィンに包埋，矢状断 5-μm 厚のパラ

フィン切片を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，

サフラニン-O染色を施した． 

 組織学的評価では，第一章で考案した組織分類スコアを用いた．また，それ

を一部修正して組織分類スコアを作成した (Figure 8)．髄核凝縮を程度に応じて

3段階に分類するため，次のような基準を設けた．軽度凝縮を NP score 1，明ら

かな線維化を伴う中等度凝縮を NP score 2，髄核基質の破壊と脊索細胞の散乱を

伴い，線維軟骨組織には置換されていない高度凝縮を NP score 3とした．両方の

組織分類スコアで 10 点を最高点とし，最重症所見とした． 

また，経時的な disc height index (DHI)34を計測した．DHI34は，Image J (National 

Institutes of Health)を用いて計測した腹側，中間，背側椎間板高の平均値を椎間

板前後径で割った値である． 
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Figure 8. マウス加齢性自然発症椎間板変性モデル用に修正された組織分類スコ

ア．矢印は線維輪の波状化所見，黒い矢頭は線維輪が内側に軽度凸状となった

所見，白い矢頭は線維輪の内側への肥厚増殖所見を各々示す． 

 

 

統計分析 

 MRI index と各組織分類スコアの相関分析を行った．椎間板高位が変性度に有

意な因子か単回帰分析で検証し，有意な場合，Steel-Dwass test を用いて各椎間板

高位間で変性度の有意差検定を行った．各年齢の Pfirrmann分類スコア 14，MRI 

index，組織分類スコア，AF score，NP score，DHI34の比較に Steel-Dwass test を

用いた．最後に，年齢とそれぞれ Pfirrmann 分類スコア 14，MRI index，組織分類

スコアの間で相関分析を行った．P 値 < 0.05 を有意とした． 
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実験結果 

 

2種類の組織分類スコアによる評価比較 

 我々の第一章で作成した組織分類スコア（穿刺モデルスコア）と本モデル用

に修正した組織分類スコア（加齢性モデルスコア）が，正確に変性変化を同定

できるか，共に点数分布を評価した．穿刺モデルスコアは，程度に関わらず髄

核凝縮を NP score 1 に分類しており，床効果を示した (Figure 9a)．さらに本モデ

ルにおいて，線維輪の波状化は軽度であったゆえに，穿刺モデルスコアの AF 

scoreは1点に集中した．一方，加齢モデルスコアは床効果を示さなかった (Figure 

9b)．「線維輪が内側に軽度凸状」(AF score 2)と「線維輪の内側への肥厚増殖所見」

(AF score 3)の段階を穿刺モデルスコアに加えることで，加齢モデルスコアは本

モデルの段階的な変性変化をより良好に検出した．同様に，髄核凝縮を程度に

応じて 3段階に分類したことも，段階的な変性変化の検出を良好にした． 

 

Figure 9. a) 穿刺モデルスコアと b)加齢モデルスコアの点数分布．赤括弧は 50%

のデータを含む最少範囲を示す．点はスコアの外れ値を示す． 

 

 

加齢モデルスコアと MRI index の相関分析 

 次に，加齢モデルスコアと MRI index の相関分析を行った．Figure 10 に全マ

ウスの加齢モデルスコアとMRI indexの散布図を示す．加齢モデルスコアとMRI 

index の相関係数と単回帰分析の結果，ρ = -0.57， R2 = 0.33であり，良い相関と

直線への当てはまりを示した (Figure 10)． 
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Figure 10. 加齢モデルスコアと MRI index の相関分析．楕円は各領域の二変量正

規分布による 99%確率楕円を示す． 

 

 

椎間板高位と変性の関係 

 四つ足動物の中でも、ヒトの腰仙椎に形状が類似しているアルパカの頸椎の

椎間板において、加齢変性の程度は椎間板高位と相関を示し，下位椎間板で変

性が進行していたと報告されている 23．そこで我々は本モデルにおいて，椎間板

高位が変性と相関を持つかどうかを調査した． 

 単回帰分析を用いて，椎間板高位が Pfirrmann 分類スコア 14，MRI index，加齢

モデルスコアに対して有意な因子かを調査した(Table 5)．1歳 2ヵ月齢で，椎間

板高位は Pfirrmann 分類スコア 14に対して有意な因子であった(p = 0.034*)．

Steel-Dwass test による高位の多重比較の結果，L4/5 に比べて L2/3 のスコアが高

く(p = 0.025*)，L4/5 に比べて L6/S のスコアが高かった(p = 0.010*)．しかしなが

ら椎間板高位は，MRI index や加齢モデルスコアに対して有意な因子ではなかっ

た．1歳 6ヵ月齢でも，椎間板高位は Pfirrmann 分類スコア 14に対して有意な因

子であった(p < 0.01*)．同様に Steel-Dwass testによる高位の多重比較の結果，L4/5

と L5/6 に比べて L6/S のスコアが高かったが(各 p = 0.048*，0.049*)，椎間板高位

は，MRI index や加齢モデルスコアに対して有意な因子ではなかった．さらに 1

歳 10カ月齢と 2歳齢以上で，椎間板高位は Pfirrmann 分類スコア 14，MRI index，
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加齢モデルスコアに対して有意な因子ではなかった．よって，椎間板高位と本

モデルの加齢性自然発症椎間板変性には，一貫した相関関係は認められなかっ

た． 

 

Table 5. 椎間板高位が椎間板変性に有意な因子かを同定するための単回帰分析

結果． * 統計学的有意，** Steel-Dwass test を用いた高位の多重比較の結果，非

有意． 

 

 

加齢と椎間板変性 

 椎間板高位とマウス加齢性自然発症椎間板変性に一貫した関連が認められな

かったため，全腰椎椎間板の Pfirrmann 分類スコア 14，MRI index，加齢モデルス

コア平均値を用いてマウスの総椎間板変性を評価することとした． 

各年齢におけるMRI，組織の代表的画像と Pfirrmann分類スコア 14，MRI index，

加齢モデルスコアの平均値を Figure 11 と Figure 12 に示す． 

 P-value 

6-month-old  

   Pfirrmann grade 1 

   MRI index 0.252 

   Classification by us < 0.01** 

1-year 2-month-old  

   Pfirrmann grade 0.034* 

   MRI index 0.307 

  Classification by us 0.481 

1-year 6-month-old  

   Pfirrmann grade < 0.01*  

   MRI index 0.202 

   Classification by us 0.197 

1-year 10-month-old  

   Pfirrmann grade 0.357 

   MRI index 0.480 

   Classification by us 0.176 

Over 2-year-old  

   Pfirrmann grade 0.935 

   MRI index 0.883 

   Classification by us 0.980 
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Figure 11. a) 各年齢の代表的な腰椎 MRI画像．b) 各年齢の Pfirrmann 分類スコ

ア 14，MRI index 比較．Yは年齢，M は月齢を示す．平均±標準偏差．Steel-Dwass 

test を用いた多重比較を行った．* 統計学的有意 (p < 0.05)． 

 

 

Figure 12. a) 各年齢の代表的な腰椎組織画像．b) 各年齢の加齢モデルスコア比
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較．Yは年齢，M は月齢を示す．平均±標準偏差．Steel-Dwass test を用いた多

重比較を行った． * 統計学的有意 (p < 0.05)． 

 

 

6ヵ月齢と比較して，1歳 2ヵ月齢，1歳 6ヵ月齢，1歳 10カ月齢，2歳齢以

上の Pfirrmann 分類スコア 14は有意に高かった．さらに，1歳 2ヵ月齢に比べて

1歳 6ヵ月齢のPfirrmann分類スコア 14は有意に高かった (Figure 11b)．6ヵ月齢，

1歳 2ヵ月齢，1歳 6 ヵ月齢と比較して，1歳 10カ月齢，2歳齢以上の MRI index

は有意に低かった (Figure 11b)． 

6ヵ月齢と比較して，1歳 2ヵ月齢，1歳 6ヵ月齢，1歳 10カ月齢，2歳齢以

上の加齢モデルスコアは有意に高かった．さらに，1歳 2ヵ月齢に比べて 2歳齢

以上の加齢モデルスコアは有意に高かった (Figure 12b)． 

加齢モデルスコアに加えて，AF scoreと NP scoreも独立して分析した．Figure 

13に示すように，各スコアは加齢モデルスコアと同様の傾向を示した． 

 

Figure 13. 各年齢の AF score比較と NP score比較．Yは年齢，M は月齢を示す．

平均±標準偏差．Steel-Dwass test を用いた多重比較を行った． * 統計学的有意 

(p < 0.05)． 

 

 

最後に，加齢に伴う DHI34の変化を分析した．6ヵ月齢と比較して，1歳 2ヵ

月齢，1歳 6ヵ月齢の DHI34は有意に低かった (Figure 14)． 
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Figure 14. 各年齢の DHI34比較．Yは年齢，M は月齢を示す．平均±標準偏差．

Steel-Dwass test を用いた多重比較を行った． * 統計学的有意 (p < 0.05)． 

 

 

年齢と Pfirrmann 分類スコア，MRI index，加齢モデルスコアの相関分析 

 加齢と共に，Pfirrmann 分類スコア 14と加齢モデルスコアは増加し，MRI index

は減少した． 

年齢と Pfirrmann 分類スコア 14，MRI index，組織分類スコアの相関係数と単回

帰分析の結果，Pfirrmann 分類スコア 14では ρ = 0.56， R2 = 0.32，MRI index では

ρ = -0.52， R2 = 0.27，加齢モデルスコアでは ρ = 0.80， R2 = 0.64であり，良い

相関と直線への当てはまりを示した (Figure 15)．特に，Pfirrmann分類スコア 14

とMRI index に比べ，加齢モデルスコアはより良い相関と直線への当てはまりを

示した． 

 

Figure 15. 年齢と a) Pfirrmann分類スコア 14，b) MRI index，c) 組織分類スコア

の相関分析．各マウスの値と年齢による散布図．Yは年齢，M は月齢を示す． 
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考察 

 

 我々は，第一章でマウス腰椎の外傷性椎間板変性における新しい組織分類ス

コアを作製し，変性変化の段階的な進行を正確に検出できることを確認した．

本研究においても，その組織分類スコアを用いて加齢性自然発症椎間板変性の

評価を試みた．しかしながら，本研究の加齢性自然発症椎間板変性と第一章で

報告した外傷性椎間板変性の違いにより，それは難しかった．外傷性椎間板変

性は，線維輪の急速な波状化を伴うのに対して，加齢性自然発症椎間板変性で

はそのような所見は稀で，線維輪の内側への肥厚増殖所見を認めた．さらに、

外傷性椎間板変性の髄核では，凝縮所見を見ることは稀で，早期に軟骨様細胞

が出現し，その後，線維軟骨組織に置き換わった．加齢性自然発症椎間板変性

モデルでは，髄核凝縮は早期に始まり，徐々に進行しその後，線維軟骨組織に

置き換わった． 

 我々は変性の違いを考慮し，外傷性椎間板変性で作成した組織分類スコアの

AF scoreと NP scoreを修正して，加齢性自然発症の椎間板変性状態に適合する

ような組織分類スコアを作製した．修正された組織分類スコアは，加齢性自然

発症椎間板変性における，線維輪，髄核，そして椎間板の段階的な変性変化を

確実に分類することが可能であった．さらに，本スコアとMRI index との相関も

良好であることが確認された． 

 アルパカの頸椎では，椎間板高位と自然発症椎間板変性の間に強い相関を認

めたという研究報告がある 23．マウスでは，症例数が少なく統計学的検定がなさ

れていなかったが，L1/2, 2/3, 3/4, 4/5, 5/6 の腰椎椎間板変性は高位を問わず同様

であったとする報告がある 32．本研究において，MRIと組織学的評価では，椎

間板高位と変性の程度の間に一貫した相関関係は見られなかったため，全腰椎

椎間板の Pfirrmann 分類スコア 14，MRI index，加齢モデルスコア平均値を用いて

マウスの総椎間板変性を評価，比較することが適切と考えられた． 

本研究において，MRIと組織学的評価では，6ヵ月齢のマウス腰椎椎間板に有

意な変性変化を認めなかった．1歳 2ヵ月齢では，程度は軽いものの Pfirrmann

分類スコア 14と病理学的変性スコアが有意に上昇した．さらに，1歳 10カ月齢

において，変性変化は中等度から重度に到達した．変性の程度を考えると，こ

れらの年齢が椎間板変性制御や再生研究における経時的加齢モデルに対する適

切な評価時期だと考えられた． 

 早老症マウスは，マウス加齢性自然発症椎間板変性モデルの代わりとなりう

る．しかし，経時的な加齢性変化を考慮した場合に、加齢に伴う正常な表現型

を呈するわけではないため，ヒトへのデータの当てはめは注意を要する 35．椎間

板変性モデルとしては，近年 Ercc1-/△マウスが注目を集めている 36．このマウス
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は，deoxyribonucleic acid (DNA)修復ヌクレースである ERCC1-XPFが正常の 10%

しか発現せず，最長寿命が 7ヵ月である．このマウスの椎間板は，椎間板高の

低下，プロテオグリカン量の減少，基質のプロテオグリカン産生低下，アポト

ーシスや細胞老化の促進といった変性所見を，正常マウスよりも早く呈するが、

Ercc 1欠損と他の遺伝子組換え操作の未知の相互作用も否定はできない． 

 本研究では，1歳 2ヵ月齢で変性変化が徐々に始まり，1歳 6ヵ月齢でさらな

る変性の進行が見られた．変性の程度を考えると，これらの年齢が椎間板変性

制御研究に適切な評価時期だと考えられた．我々の組織分類スコア（加齢モデ

ルスコア）は，マウス腰椎における加齢性自然発症椎間板変性の病理学的評価

として適切であると考えられた． 
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第三章 

 

遺伝子改変マウスを用いた椎間板変性における caspase 3遺伝子の果たす機能解

析 

 

緒言 

椎間板髄核はプロテオグリカンやⅡ型コラーゲンを豊富に含有する細胞外基

質で構成された組織である．この基質は髄核細胞により産生され椎間板機能の

維持に重要な役割を担っている．椎間板変性において，髄核細胞アポトーシス

の関与が報告されており 37,38，髄核細胞が減少することで細胞外基質の産生が減

少し，組織変性が進行するとされている 39． 

Sudoら 2の過去の研究では，髄核細胞のアポトーシス関連遺伝子である caspase 

3を遺伝子レベルで制御することにより，in vitro，in vivo環境下で髄核細胞のア

ポトーシスを抑制し，椎間板組織の変性抑制が可能であることを実証した． 

しかし本治療戦略に想定される課題として，caspase 3 はアポトーシスの最終

実行因子であり，遺伝子レベルで抑制することで椎間板組織の恒常性維持に変

化が生じる懸念や，アポトーシスの人為的な抑制により細胞の腫瘍化，悪性化

が生じる懸念がある．また，外傷や力学的環境変化により生じる椎間板変性を

ターゲットに本治療が有効であることを実証してきたが 2,3，加齢に伴う椎間板

変性に対しても有効であるかを検証する必要がある． 

本研究では，caspase 3 KO マウスを用いて，椎間板組織における表現型を確認

し，椎間板変性における caspase 3遺伝子の果たす機能解析を行った．In vitro 試

験と外傷性，加齢性モデルを用いた in vivo試験の結果，caspase 3 KO マウスに

おいて，髄核細胞のアポトーシスが抑制され，外傷性変性は進行が遅延した．

一方，加齢性自然発症変性は caspase 3 KOマウスにおいて増悪していた．これ

らの結果より，加齢性自然発症変性は外傷性変性とは異なる病態であることが

示唆された．椎間板変性メカニズムの分析と共に，本治療戦略について検証し

たので報告する． 
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実験方法 

実験動物 

 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，北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規定に従って実施した． 

The Jackson Laboratoryより C57BL/6 マウスをバックグラウンドとした caspase 3 

KOマウス雄を 2匹購入し安楽死させて精子採取を行った．C57BL/6 マウス雌に

体外受精卵を挿入し，出産の後 heterogenic マウスを得た．これらのマウスを交

配させて生まれた仔から，polymerase chain reaction (PCR)法による genotyping 

(Figure 16)を用いて caspase 3 KOマウス雌雄を抽出した． 

 

 

Figure 16. PCR 法による caspase 3 KOマウスの genotyping プロトコールと判定． 

ddH2O (UltraPure Distilled Water; Invitrogen)，10 x buffer，dNTP，primers，Extaq， 
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Primer (DaKaRa BIO)．KOは caspase 3 KOマウスを，WTは C57BL/6 wild type マ

ウスを，bpは base pair 示す． 

 

1. In vitro 試験 Immunocytofluorescence 

 C57BL/6 wild type (WT)マウスと caspase 3 KOマウスを頸椎脱臼法により安楽

死させ，腰椎を摘出した．顕微鏡下に腰椎椎間板髄核を採取し，TrypLE Express 

Enzyme (1x)(Life Technologies)により 10分間処理し，髄核細胞を単離した．得ら

れた髄核細胞を 0.5% penicillin/streptomycin (Wako)，0.25μg/ml fungizone 

(Invitrogen)，10% fetal bovine serum (FBS; Nichirei Bioscience)を含む Minimum 

Essential Medium Eagle (Sigma-Aldrich)を培養液として Lab-Tek Chamber Slide 

(Thermo Fisher Scientific)上で， 37℃，5% O2，5% CO2で培養し，5～7日間で髄

核細胞コロニー (colony forming unit spherical: CFU-S)40 (Figure 17)の接着を確認

した．CFU-S40の裏付けは，光学顕微鏡による円形状コロニーの確認と，Ⅱ型コ

ラーゲンとアグリカンの免疫染色が同時陽性であることより行った (Figure 17)．

Ⅱ型コラーゲンは，48時間 4% paraformaldehyde (PFA)浸漬後，1% PFA に室温で

20分浸漬し，phosphate buffered saline (PBS)で 5分間洗浄を 3セット施行した．

0.1% Triton X PBS 混合液に室温で 30分間浸漬後，1% bovine serum albumin 

(Sigma-Aldrich) PBS混合液に室温で60分間浸漬した．Ⅱ型コラーゲン抗体(1:400; 

Abcam)で 4℃ overnight 反応させ，PBS で 5 分間洗浄を 3セット施行した．Alexa 

Fluor 488 (1:200; Life Technologies)で 60分間反応させ，PBS・蒸留水洗浄後，4’, 

6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)(Life Technologies)封入した．アグリカンは，48

時間 4% PFA浸漬後，1% PFAに室温で 20分浸漬し，PBS で 5分間洗浄を 3セ

ット施行した．0.1% Triton X PBS混合液に室温で 30分間浸漬後，1% bovine serum 

albumin PBS 混合液に室温で 60分間浸漬した．アグリカン抗体(1:100; Abcam) で

4℃ overnight反応させ，PBSで5分間洗浄を 3セット施行した．PE (1:200; Immuno 

Research) で 60分間反応させ，PBS・蒸留水洗浄後，DAPI封入した． 

 

Figure 17. 髄核細胞コロニー(CFU-S)40の光学，蛍光免疫染色顕微鏡像． 

 

6ヵ月未満のマウスから採取した CFU-S40を若年群，1歳 2ヵ月齢のマウスか

ら採取した CFU-S40を高齢群とした．また C57BL/6 WTマウス CFU-S40をWT

群，caspase 3 KOマウス CFU-S40を KO群とした． 

若年群では，髄核細胞のアポトーシスを惹起するため，血清除去モデル 2を採
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用した．CFU-S40より培養液を除去し，PBS で 2回洗浄後，血清を含まない

Minimum Essential Medium Eagle，0.5% penicillin/streptomycin，0.25μg/ml fungizone

培地を加え，37℃，5% O2，5% CO2の条件で 48時間インキュベートを行った（血

清除去群）．対照群として，10% FBSを含むMinimum Essential Medium Eagle，0.5% 

penicillin/streptomycin，0.25μg/ml fungizone培地を用い，同条件でインキュベート

を施行した（非血清除去群）．WT，KO両群ともに同一の 8 chamber slide 上で操

作した．48時間 4% paraformaldehyde (PFA)浸漬後，PBS 洗浄後，0.3%過酸化水

素メタノールにて 30 分間処理し，保冷剤上で 5分間 parmeabillisation buffer (In 

Situ Apoptosis Detection Kit; TaKaRa BIO)に浸漬した．Fluorescein isothiocyanate 

(FITC)蛍光色素で標識した terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 

deoxyuridine triphosphate-biotin nick end labeling (TUNEL)染色液(In Situ Apoptosis 

Detection Kit; TaKaRa BIO)に 37℃で 60分間浸漬し DAPI封入した．共焦点レー

ザー顕微鏡 (Olympus Fluoview FV300)を用いて撮像した．血清除去群と非血清除

去群でWTと KO群の比較を行った． 

更に高齢群のWT と KOマウスから採取した CFU-S40を，同一の chamber slide

上で matrix metalloproteinase-3 (MMP-3)抗体(1:50; Santa Cruz)にて免疫染色した．

48時間 4% paraformaldehyde (PFA)浸漬後，PBS 洗浄した．MMP-3抗体反応を 60

分間行い，Anti-Goat Alexa Fluor 568 (1:200; Thermo Fisher Scientific)で 30分反応

させ，DAPI封入した．共焦点レーザー顕微鏡 (Olympus Fluoview FV300)を用い

て撮像，両群を比較した． 

評価には，半定量比較法（染色強度＋陽性率）スコア 41(Table 6)を用いた．ス

ライド上の CFU-S40ごとにスコアを算出し，平均値を用いて群間比較を行った． 

 

 Score Finds 

staining intensity   

 0 none 

 1 weak 

 2 moderate 

 3 strong 

   

proportion of positive cells   

 0 no staining 

 1 1–50 % cells positive  

 2 >50 % cells positive 

Table 6. 免疫染色の半定量比較法 41．Total score = score of staining intensity + score 

of proportion of positive cells. 0点もしくは，2 - 5点． 
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2. In vivo試験 

外傷性椎間板変性モデル 

 11週齢 C57BL/6 WT マウスと caspase 3 KO マウスに対して第一章で確立した

腰椎椎間板穿刺変性モデルプロトコールを適用した．マウス数は 35G 群WT術

後 2週(2W) 13匹（雄 4匹，雌 9匹），4W 9 匹（雄 5匹，雌 4匹），KO 2W 8匹

（雄 5匹，雌 3匹），4W 8匹（雄 5匹，雌 3 匹），33G群WT 2W 10 匹（雄 10

匹），4W 10匹（雄 4 匹，雌 6匹），KO 2W 10 匹（雄 2匹，雌 8匹），4W 10匹

（雄 8匹，雌 2匹）であった．35Gまたは 33G針を L4/5 椎間板に穿刺貫通させ

有意な変性を生じる中心または背側領域貫通症例だけ抽出した．腰椎を術後 2，

4週で摘出し，画像的評価と組織学的評価を行った．画像的評価は，MRI T2強

調中央矢状断像を用いて MRI index を測定した．コントロールとして，非穿刺

L3/4 と L5/6 椎間板の MRI index 平均値を用いた．穿刺 L4/5 椎間板における MRI 

index を，コントロールの MRI index に対する割合で評価した．MRI撮影後，10%

ホルムアルデヒドでサンプルを 48時間固定し，10% EDTA (pH7.5)で 2-4週間脱

灰処理し，パラフィンに包埋，矢状断 5-μm 厚のパラフィン切片をキシレンによ

り脱パラフィンし，アルコール処理，水洗いした後，サフラニン-O 染色を施し

た．組織学的評価は，穿刺モデルスコアを用いて行った．また，腫瘍化，悪性

化の有無も組織学的に評価した． 

 

加齢性自然発症椎間板変性モデル 

 第二章の結果をもとに，1歳 2ヵ月齢と 1 歳 6ヵ月齢の C57BL/6 WT マウスと

caspase 3 KO マウスの腰椎を摘出し，全椎間板(L1/2, L2/3, L3/4, L4/5, L5/6, L6/S)

に対して，画像的評価と病理組織学的評価を行った。L1/2 や L6/S 椎間板が欠損

していた場合，評価は残存椎間板で行った．画像的評価は，MRI T2 強調中央矢

状断像を用いてMRI index を測定した．各腰椎椎間板における MRI index を，L6

椎体骨または仙骨の MRI index に対する割合で評価した．全腰椎椎間板の MRI 

index 平均値を用いてマウス個体の MRI index とした．MRI撮影後，10%ホルム

アルデヒドでサンプルを 48時間固定，10% EDTA (pH7.5)で2-4週間脱灰処理し，

パラフィンに包埋，矢状断 5-μm 厚のパラフィン切片を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，サフラニン-O 染色を施した．組織学

的評価は，加齢モデルスコアを用いて行った．全腰椎椎間板の加齢モデルスコ

ア平均値を用いてマウス個体の加齢モデルスコアとした．  
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統計分析 

In vitro 試験の半定量比較法スコア 41の比較，In vivo試験のMRI index，組織分

類スコアの比較には，Kruskal-Wallis test を用いた．P 値 < 0.05を有意とした． 
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実験結果 

 

1. In vitro 試験  Immunocytofluorescence 

 

若年 WT，caspase 3 KO マウス髄核細胞の血清除去によるアポトーシス評価 

  別個体から採取した CFU-S40の接着したスライド 3枚で，TUNEL染色評価を

各々行い，スコア平均値を算出した．非血清除去群では，WT，KO 群ともに

TUNEL染色陽性細胞を認めず，TUNEL染色のスコアにおいても有意差はなか

った．血清除去群では，WT群で TUNEL染色陽性細胞が増加したが，KO群で

は TUNEL染色の細胞数，スコアともに，WT 群に比べ有意に低値であった 

(Figure 18)． 

 

Figure 18. 若年マウス髄核細胞コロニーの血清除去モデルにおけるTUNEL染色

評価．KOは caspase 3 KOマウスを，WTは C57BL/6 wild type マウスを示す．平

均±標準偏差．* 統計学的有意 (p < 0.05)． 

 

 

高齢 WT，caspase 3 KO マウス髄核細胞における細胞外基質分解酵素の発現 

 CFU-S40の接着したスライド 1 枚で，MMP-3免疫染色評価を行い，スコア平

均値を算出した．1歳 2ヵ月齢のWT群と比較して，KO群ではMMP-3免疫染

色のスコアが有意に高かった (Figure 19)． 
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Figure 19. 高齢マウス髄核細胞コロニーにおける MMP-3免疫染色評価．KOは

caspase 3 KOマウスを，WTはC57BL/6 wild typeマウスを示す．平均±標準偏差．

* 統計学的有意 (p < 0.05)． 

 

 

3. In vivo試験 

 

WT，caspase 3 KO マウスの外傷性椎間板変性比較 

 35G針穿刺 2W では，WTに比較し caspase 3 KOマウスの穿刺椎間板は有意に

MRI index が高く，有意に組織分類スコアが低かった．しかし 4Wでは，WTと

caspase 3 KOマウス間で，MRI index と組織分類スコアの有意差はなかった 

(Figure 20)． 

 33G針穿刺では，WT に比較して caspase 3 KOマウスの穿刺椎間板は 2W，4W

において，MRI index が高く，組織分類スコアが低かったが，有意差はなかった 

(Figure 21)． 
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Figure 20. MRIと組織学的評価による 35G針穿刺後の WTと caspase 3 KOマウ

ス椎間板の変性評価．KOは caspase 3 KOマウスを，WTは C57BL/6 wild type マ

ウスを示す．平均±標準偏差．* 統計学的有意 (p < 0.05)． 

 

Figure 21. MRIと組織学的評価による 33G針穿刺後の WTと caspase 3 KOマウ

ス椎間板の変性評価．KOは caspase 3 KOマウスを，WTは C57BL/6 wild type マ

ウスを示す．平均±標準偏差． 
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WT，caspase 3 KO マウスにおける加齢性自然発症椎間板変性変化の比較 

 1歳 2ヵ月齢と 1 歳 6ヵ月齢で，WTマウスと比較して，caspase 3 KOマウス

のMRI index は有意に低かった．同様に 1歳 2カ月齢において，WT マウスと比

較して，caspase 3 KO マウスの組織変性スコアは有意に高かった．一方，1歳 6

ヵ月齢では，WTと比較して caspase 3 KOマウスの腰椎椎間板は，組織分類スコ

アが高かったが有意差はなかった (Figure 22)． 

 

Figure 22. MRIと組織学的評価による 1歳 2 ヵ月齢と 1歳 6ヵ月齢の WTと

caspase 3 KOマウス椎間板の変性評価．Yは年齢，M は月齢を示す．KO は caspase 

3 KOマウスを，WT は C57BL/6 wild typeマウスを示す．平均±標準偏差．* 統

計学的有意 (p < 0.05)． 

 

 

腫瘍化，悪性化所見有無の組織学的評価 

 非穿刺椎間板では，caspase 3 KOマウスの軟骨終板における細胞数が多く，密

な配置であった．また nucleus-cytoplasm (N/C)比が高く二核細胞が少ないことか

ら，増殖前段階に留まっている，又は，異型細胞が存在する所見であった．し

かしながら，組織の腫瘍化所見はなかった．さらに，穿刺椎間板髄核内の軟骨

様細胞でも同様な所見であった (Figure 23)． 
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Figure 23. 腫瘍化，悪性化所見有無の組織学的評価．サフラニン O 染色，20倍，

10倍拡大像． 
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考察 

 

 本研究では，外傷と加齢に伴う椎間板組織変性に対する caspase 3 遺伝子 KO

の効果を検証するため，WT，caspase 3 KOマウス髄核細胞を用いた in vitro試験

と，WT，caspase 3 KO マウス腰椎椎間板穿刺変性モデル，加齢性自然発症変性

モデルを用いた in vivo 試験を行った． 

 In vitro 試験では，まず若年 WT，caspase 3 KOマウス髄核細胞を用いて，血清

除去に対するアポトーシス反応性を解析した．WTマウスの髄核細胞ではアポト

ーシスが誘導されたのに対し，caspase 3 KO マウスの髄核細胞ではアポトーシス

の誘導が抑制されていた．In vivo試験では，11週齢のWT，caspase 3 KOマウス

に腰椎椎間板穿刺変性モデルを適用し比較することで，外傷性椎間板変性に対

する caspase 3 遺伝子 KOの効果を検討した．35G針穿刺による椎間板変性の進

行は，WTマウスに比べて caspase 3 KOマウスで遅延していた．しかし，33G針

穿刺による椎間板変性の進行は，WTマウスと caspase 3 KOマウス間で有意差が

なかった．これらの所見から，caspase 3遺伝子 KOにより髄核細胞アポトーシ

スが抑制され，椎間板変性の進行が遅延したと考えられた．過去の報告では，

Fas 刺激で肝細胞アポトーシスを生じるモデルにおいて，caspase 3 KOマウスの

生存期間がWTマウスと比較して延長したとしている 17．この結果は，本研究

結果と矛盾しないと考える．一方，33G針穿刺による椎間板変性は，WTと caspase 

3 KOマウス間で有意差がなかった．これは，caspase 3 遺伝子 KO による椎間板

変性抑制効果が，椎間板障害の程度によって限界があることを示している．原

因としては，椎間板変性が細胞のアポトーシスによって全て規定されている訳

ではないことや，アポトーシスの代償機構が存在していることが考えられる．

過去の報告では，caspase 3 KO肝細胞にアポトーシスを誘導すると，WTでは見

られないような caspase 6，7の活性化が見られたとしている 17．椎間板の髄核細

胞においても，同様の機構が存在している可能性はある．よって，若年 WT，

caspase 3 KOマウス髄核細胞コロニーを用いた in vitro試験において，血清除去

による活性型 caspase 6，caspase 7，活性型 Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)，

MMP，a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs (ADAMTS)の

発現比較も今後必要であることが示唆された． 

 Caspaseは，アポトーシスに対する作用を持つ以外に，細胞周期に影響を与え

るが 42,43，細胞周期回転を促進するか抑制するかは組織によって多様であるとし

ている 42．本研究において，in vitroで採取できる細胞数に制限があっため，細

胞周期回転を評価するデータは得られていないが，組織学的評価で軟骨終板に

おける細胞の N/C 比が高く二核細胞が少なかったことより，増殖前段階に留ま

っていることが示唆された．つまり，椎間板においては caspase 3 遺伝子の KO
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により細胞周期は抑制されている可能性がある． 

 In vivo試験では，1 歳 2ヵ月齢と 1歳 6ヵ月齢の WT，caspase 3 KOマウス腰

椎椎間板を比較することで，加齢性自然発症椎間板変性に対する caspase 3 遺伝

子 KOの効果を検討した．1歳 2 ヵ月齢の腰椎椎間板変性は，WTマウスに比べ

て caspase 3 KOマウスで有意に高度であった．一方 1歳 6ヵ月齢で，MRIの腰

椎椎間板変性所見は，WTマウスに比べて caspase 3 KOマウスで有意に高度であ

ったが，組織学的評価で有意差はなかった． 

 この所見より，加齢性自然発症椎間板変性は外傷性椎間板変性とは異なる病

態であることが示唆された．近年，椎間板変性の細胞アポトーシスとは別の病

態として，細胞老化が指摘されている 44．細胞老化を生じた髄核細胞が MMP，

ADAMTS を分泌する senescence-associated secretory phenotype (SASP)45を呈する

ことで，細胞外基質分解を促進し変性が進行するとされている 44．本研究の in 

vitro 試験では，高齢 WTマウスに比べて，高齢 caspase 3 KOマウスの髄核細胞

コロニーにおいて，MMP-3の発現が有意に高度であったが，今後，本モデルに

おいて caspase 3 KOにより，SASPが増悪するかを確認する必要性が示唆された． 

 本研究結果より，椎間板変性の病態と caspase 3 遺伝子抑制による椎間板変性

制御戦略を検討した．外傷性椎間板変性では，caspase 3 を介した髄核細胞アポ

トーシスが，変性の進行に関与している病態であり，一過性の caspase 3 遺伝子

抑制は，椎間板組織の腫瘍化や悪性化の懸念が少ないと考えられるため，椎間

板内で caspase 3遺伝子を抑制することで変性の遅延効果を期待できる．一方，

加齢性自然発症椎間板変性モデルにおいては，caspase 3 遺伝子を KO すること

で，変性が増悪したため，加齢性自然発症を背景とした椎間板変性に対しては，

caspase 3遺伝子の恒常的抑制はその適応に疑問あるいは限界があると考えられ

る． 

本研究の限界として，caspase 3 KOマウスが全身性 caspase 3 KOマウスであり，

椎間板以外の臓器との相互作用が否定できない点が挙げられる．しかしながら，

椎間板は血流が乏しく，線維輪および椎体終板に囲まれた髄核組織は無血管野

であることから宿主の免疫機構より隔離された免疫学的特権が報告されている
46．この点より，他臓器との相互作用の可能性は大きくないと考える．また，

WTマウスと caspase 3 KOマウスの骨格，成長に違いが存在し，椎間板変性に影

響を生じる可能性も挙げられる．経時的な体重測定による成長曲線解析や出産

直後のマウスにおける全身骨格染色を今後確認していく必要がある．さらに，

WTと caspase 3 KOにおけるマウス椎体終板の違いがある．Caspase 3 KO マウス

の椎体終板では，WTマウスに比較して細胞数が多く，密な配置であった．また

細胞形態にも違いが見られた．髄核は椎体終板からの拡散により栄養供給がな

されているため，椎体終板の違いは髄核における栄養状態の違いを生じる可能



44 

 

性がある．この点を補うために，栄養状態を統一した in vitro試験を行うことで，

髄核細胞のアポトーシスや MMP 発現の比較検討を行った． 

本研究では，caspase 3 遺伝子 KOの外傷性椎間板変性と加齢性自然発症椎間

板変性に対する効果を検討した．Caspase 3 遺伝子 KOは外傷性椎間板変性の進

行を遅延させたが，加齢性自然発症椎間板変性を増悪させた．Caspase 3 遺伝子

抑制は，外傷性椎間板変性に対して一過性に行うことで，進行を遅延させる有

用な治療手段となりうることが示唆された．また，caspase 3 遺伝子 KOに伴う

組織腫瘍化や悪性化は見られず，安全性についても支持する結果であった． 
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総括および結論 

 

・ 外傷と加齢に伴う椎間板組織変性に対する caspase 3 遺伝子 KO の効果を

検証するため，WT，caspase 3 KOマウス髄核細胞を用いた in vitro 試験と，

WT，caspase 3 KOマウス腰椎椎間板穿刺変性モデル，加齢性自然発症変

性モデルを用いた in vivo試験を行った． 

 

・ In vitro 試験では，血清除去に対して若年 WTマウスの髄核細胞ではアポ

トーシスが誘導されたのに対し，若年 caspase 3 KOマウスの髄核細胞では

アポトーシスの誘導が抑制されていた． 

 

・ 若年 caspase 3 KOマウスの変性，非変性椎間板組織内で腫瘍化所見はなか

った． 

 

・ 若年WT，caspase 3 KO マウスを用いた in vivo試験では，WT マウスに比

べて caspase 3 KOマウスで外傷性椎間板変性の進行が遅延した．しかし，

椎間板障害の程度によって限界があった． 

 

・ 高齢WT，caspase 3 KO マウスを用いた in vivo試験では，WT マウスに比

べて caspase 3 KOマウスで加齢性自然発症椎間板変性が増悪した． 

 

・ 以上より，加齢性自然発症椎間板変性は外傷性椎間板変性とは異なる病態

であることが示唆された．  

 

・ Caspase 3 遺伝子抑制は，外傷性椎間板変性に対して一過性に行うことで，

進行を遅延させる有用な治療手段となりうることが示唆された． 

 

・ 今後の課題の一つ目は，caspase 3 KO マウス椎間板内で，アポトーシス代

償機構が存在しているか確認のため，若年WT，caspase 3 KOマウス髄核

細胞コロニーを用いた in vitro試験において，血清除去による活性型

caspase 6，caspase 7，活性型 PARP の発現比較を行うことである．二つ目

は，caspase 3 遺伝子 KOにより，SASP が増悪するかを in vitro 試験で確

認することである．三つ目は，WTマウスと caspase 3 KOマウスの経時的

な体重測定による成長曲線解析，出産直後のマウスにおける全身骨格染色

の比較検討をすることである． 
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