
弘 前 医 学 57:1-8,2005

原 著

遺伝性骨軟骨異常マウス (twymouse)における
頭頚移行部の圧迫性脊髄病変と頚椎の靭帯骨化の

病理組織学的及び免疫組織化学的検討

増 谷 守 彦1) 原 田 征 行2'

抄録 自然発生的に脊髄圧迫病変を生ずるtwyマウスの延髄下部と上位頚髄部の経時的な病理組織学的変化と,脊柱靭帯骨

化発現に関与するTGF-βとdecorinの局在及び骨化発現との関連について明らかにするため免疫組織学的検討を行った.上

位頚椎部,延髄部では椎間板と椎体に連続し後方へ突出した骨化病変と後方からの突出性病変により圧迫された部位に一致し

て白質の変化が明瞭に認められた.圧迫が特に顕著な部位では灰白質にも細胞の萎縮と軽度の脱落を認めた.び慢性の変化は

白質,灰白質を問わず,延髄,脊髄全体に認められた.抗 TGF-β抗体染色では初期に染色性の高い軟骨細胞が増加していた.

抗decorin抗体染色では骨髄腔面,線維軟骨,靭帯部分が陽性に染色され 特に変性して突出した部位では明瞭な陽性像を

示した.したがってtwyマウスでは椎間板線維輪最外側部を中心に骨化過程が進行することが示唆された.
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THE OSSIFICATION OFTHE LIGAMENT
ATTHE CRANIO･CERVICALJUNCTION OFTWY MOUSE

MorihikoMasuya and SeikoHarata2)
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AbstractThetiptoewalking-Yoshimura(twy)mouseisamutantstrainshowingmultipleosteochondrallesions

includingdeformityofthevertebralcolumnandcervicalmyelopathy.Thepurposeofthisstudywastoclarify

boththehistopathologicalalterationsoccurringinthelowermedullaoblongataandhighercervicalcord,andthe

involvementofTGF-βanddecorininpathologicalossification,ofthetwymouse.Alterationofsubstantiaalba

wasfoundinlocicompressedbyossificationlesionsinthehighercervicalcordandmedullaoblongata.Cellular

atrophyandslightdefluvium ingraymatterwerepresentinthelociwithremarkablecompression.Diffuse
changeswereobservedinthemedullaoblongataandthewholecervicalcord.Therefore,weconsiderthetwy

mousetobeausefulexperimentalmodelforcervicalmyelopathyincludingacranio-cervicaljunction.Itwas

suggestedthatossificationoftheposteriorlongitudinalligamentprogressedaroundtheposteriorcornerofthe

vertebralbodyandanulusfibrosusofthelateralintervertebraldisc,becausethesewerestainedbyantiTGF-β
antibodyandanti-decorinantibody.
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緒 昌

後縦靭帯骨化症,黄色靭帯骨化症な どの脊

柱靭帯骨化症 の成 因はいまだ不明である. し

か し,本来骨形成能 を持たない靭帯組織が骨

組織 に置換 され る とい う病態か ら,その成因

に transforminggrowthfactor-β(TGF-β)や

bonemorphogeneticprotein(BMP)が関与して

いる可能性が考えられる1'.DecorinはTGF-β

と結合 しTGF-βの活性を調節する作用を持ち,

negativefeedbackfactorであると考えられてい

る2).後縦靭帯骨化発現に際してTGF-βの作用が

関与していることが推測されているが,同部での

decorinの存在の有無に関しては明らかにされて

いない.

1978年,実験動物 中央研究所 において ICR

(InstituteofCancerResearch)系マウスか ら近

交系を作出する目的で交配中に,体型が小さく,

脊柱の琴曲を示し,前･後肢の末梢関節が拘縮し,

つま先立ち歩行を示す個体が発見された.この形

質は常染色体性劣性遺伝子によって支配され,こ

の遺伝子 をTiptoeWalking-Yoshimuraと命名

し,twyマウス3'と呼ばれている.Twyマウス

は骨膜や靭帯の骨形成のため脊柱管の狭窄性病変

を 100%自然発症し,特にその狭窄は大後頭孔を

含む上位頚椎部に著明である. したがって twy

マウスは頭頚移行部の神経細胞の変化を追跡し,

骨化発現と骨化によって圧迫された神経細胞に関

して検討するのに適していると考えられる.

本実験では骨軟骨異常をもつtwyマウスの頭

頚移行部の病変を病理組織学的に経時的に観察す

ると共にその脊椎におけるTGF-βとdecorinの

局在及び骨化進展との関連について明らかにする

ため免疫組織化学的検討を行った.

実験材料及び方法

1.実験動物

1)Twyマウス 20匹を用いた. これ らは慶応

大学医学部病理学教室か ら譲 り受けたtwyマ

ウス 14匹と日本クレア株式会社より購入した

twyマウス6匹を弘前大学医学部附属動物実験

施設にて飼育した.

2)対照群として ICR系マウス 15匹を用いた.

これらは日本クレア株式会社より購入し同一環

境にて飼育した.

このうちtwyマウスを5週令で4匹,11週

令で4匹,ICRマウスを 5週令で4匹,11週

令で 3匹を屠殺後,脊椎脊髄を一塊として摘出

し,以下の実験を行った.

2.実験方法

1)病理組織標本の作製

前述の標本を切出し,10%中性緩衝ホルマリ

ンにて48時間固定した.PlankRychlo液にて

24時間脱灰後,パラフィン包埋した.延髄部,

上位頚椎部について薄切を行い,それぞれ横断

面及び矢状面の7tlmの連続標本を作製した.

脊椎,脊髄,及び延髄の病理組織学的変化

を観察する目的で,これ らの各パラフィン切片

に対 して hematoxylin-eosin(HE)染色を行っ

た.

2)脊柱の靭帯肥厚及び骨化過程の初期変化を検

討する目的で,5週令 と 11週令のパラフィン

切片に対して以下の染色を行った.

(1)抗 decorin抗体染色

(2)抗 transforminggrowthfactor-β1(TGF-

β1)抗体染色

抗 decorin抗 体 染 色 で は 一 次 抗 体 と して

Chemiconlnternational社 製 の rabitanti-

humandecorin(PG40)polyclonalantiserum,

標識二次抗体 として ZymedLaboratories社製

の peroxidase-goatanti-rabbitlgG(H+L)を

使用 した.抗 TGF-β1抗体染色では脱パラフィ

ン後 Peltonら4'の方法 に準 じて行 い,前処置

として生化 学工業社 製 のhyaluronidase(Str.

hyalurolyticus)にて室温で 12時間の酵素処置を

行った.一次抗体はBectonDickinsonLabware

社製のanti-humanTGF-β1IgG,turkey,標識

二次抗体はNordiclmmunologicalLaboratories

社製のperoxidase-goatAnti-turkeyIgG(H+L)

を使用した.Chroma社のメチルグリーンにて後

染色を行った.

結 果

1.Twyマウスの運動の変化

経時的にtwyマウスの生態を観察したが,5週

令では対照群と比べて目立った変化は認めなかっ



靭帯骨化の病理組織学的及び免疫組織化学的検討

串:環軸膜

×40図 1 5週令 tw

yマウス.(a)延髄上位脊髄標本 (HE染色)×40.小空胞変性の出現

を認める.(b)環軸膜標本 (HE染色)×200.多くの線維軟骨細胞が認められる.

×200×400図2 5週令 twyマウス
.(a)延髄横断標本 (HE染色)×40

,(b)延髄標本 (HE染色)×400.神経細胞は軽度萎縮性変化を示し,小空胞と軽

度グリアの増生を認める.た.11週令では生

育不良が目立ち,脊椎はやや後考し,四肢関節は

拘縮してきたがつま先立ち歩行はしていなかった

.2.Twyマウスの頭頚移行部脊椎脊髄病理

組織変化1)5週令矢状断を観察すると最

も著明な変化は歯突起先端から背側にかけて肥厚

した環椎横靭帯と蓋膜が一体となり不規則に肥厚

,骨化し,後頭環軸関節部で脊柱管内へ突出してい

た.また環軸関節部も骨膜が肥厚する形で脊髄を

後方から圧迫し,圧迫された延髄下部と頚髄上部

は狭窄されていた.上位頚椎では椎間板外側部

及び椎体終板部での変化は 5週令で既に出現して

おり,HE染色で染色性の低下を示し,軟骨細

胞,軟骨基質の消失した部位を中心に層板状構造

をもつ変性像や無構造の変性像が認められた. こ

れは椎体の石灰化前線によって境界を有していた.また軟骨小宿の縮小を 3認めた (図 1).脊

髄全体に渡 りび慢性に小空胞が出現し,特に延髄

では辺縁部,オリーブ核,皮質脊髄路,内側毛帯

,及び外側脊髄視床路の軸索の腫脹が出現し,脱

髄を認め,その近位でグリアが軽度増生していた

.横断面では延髄下部は圧迫のためやや扇平化し

,オリーブ核などの神経細胞は軽度萎縮性変化を

示し,小空胞と軽度のグリアの増生を認めた.脊髄

小脳路,三叉神経脊髄路にも同様の変化が認めら

れた.延髄の上部,下部にうっ血を生じ,毛細血管

が拡張し,軽度のグリアの増生を認めた.中心側に

存在する脊髄視床路も同様であったが,わずかな

変化であった.C2高位では前後から圧迫され,
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串:環軸膜 ×40 ×20

0図3 1
1週令 twyマウス.(a)延髄上位脊髄標本 (HE染色)×40.著明な脊髄の圧迫とそれ

に伴う神経線維の希薄化が認められる.(b)環軸膜標本 (HE染色)×200.線維軟骨細胞と骨細胞及び骨芽細胞の混在を認め

る.×40 ×400図4 5週令 twy

マウス.(a)延髄横断標本 (HE染色)×

40.(b)延髄標本 (HE染色)×400.神経細胞は軽度萎縮性変化を示し,小空胞と軽

度グリアの増生を認める.髄路,脊髄視床路で小

空胞が存在し,白質の髄鞘の腫脹と崩壊が目立ち

,グリアの増生がより高度に認められた.後索で

はグリアの増生はわずかであった (図2).2)11週

令矢状断を観察すると5週令に比べ 11週令では環椎

が歯突起と癒合し,骨髄腔の狭小化を認めた.後

方から環軸椎間の後環軸膜が肥厚骨化し,.あたか
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抗TGF-β抗体陽性 抗decorin抗体陽性

図5 5週令 twyマウス.
(a)延髄上位脊髄標本 (HE染色)×

40.小空胞変性の出現を認める.(b)環軸膜標本 (HE染色)×200.多くの線維軟骨細胞が認

められる.抗TGF-β抗体陰性 抗decor

in抗体陰性図6 5週令 twyマウス.(a

)延髄横断標本 (HE染色)×40.(b)延髄標本 (HE染色)×400.神経細胞は軽度萎縮性変化を示し,小空胞と軽度グリアの増生を認め

る.マウスで軟骨基質と軟骨細胞が陽性に染色さ

れた.一万5週令のtwyマウスでは隅角部の後

縦靭帯と軟骨細胞が陽性であった.抗 decorin抗

体染色は椎体隅角部の後縦靭帯

部で陽性であった (図5).11週令でのtwyマウスの椎間板線維輪最

外側部の脊柱管内への突出部に一致して石灰化軟

骨細胞が出現し線維軟骨層の基質が増加していたが,この部位では抗 TGF-β抗体染色は陰性であっ

た.椎間板辺縁の線維軟骨の増生の認められる部

位と後縦靭帯の線維芽細胞様細胞と線維性結合組織

及びこの近位部の椎体骨基質は抗 decorin抗体染色陽

性であった (図6).考

察本実験で使用したtwyマウスは遺伝性骨軟

骨異常マウスであり,脊柱,四肢関節など全身性

に石灰化,骨化を生じることが認められている3'. 5小島原5

)によれば椎間板線維輪を主体とした脊柱管内へ

の突出性病変は週令が進むにつれてその程度は徐

々に増大し,12週令においては脊柱管の面積の18.6%,34週令においては24.9%を占め

,著明に脊髄を圧迫し変形させる.今回この脊柱

管内への突出性病変による神経細胞への影響をこ

れまで注目されていなかった大後頭孔周辺の変化

からその骨性変化に伴う延髄部病変の病理組織学的
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される6 13).TaylorとAberd6)は上位頚髄圧迫の

動物実験で,下部頚髄灰白質のparacentralvein

の拡大と,前角の虚血性変化,後角の血管周囲出

血を認め,症状の発現が灰白質静脈系のうっ血で

説明できるとしている.また A1-Meftyら7)は犬

の頚髄を前後か らテフロン製のワッシャーとス

クリューで圧迫する実験を行い,軸索変性や脱髄

はほとんど認めず,血管の形態変化,前角細胞の

消失,壊死,空洞化を伴う灰白質の変性を認め,

watershedareaの微少循環の障害によることを

報告している.

福田8)はイヌを用いた頚髄の虚血性 ミエロパ

チ-の研究で,ミエロパチ-の原因として前脊髄

動脈 pialplexus後脊髄動脈を含めた脊髄表面の

血管の閉塞の重要性を示している.また申9)は脊

髄に生じるうっ血の結果,後索深部をヰ 心とした

白質に脱髄が生じ,内椎骨静脈叢と前脊髄静脈を

経由する上行経路の重要性を説いている.藤野 10'

は家兎の頚髄腹側圧迫実験にmicroangiography

を行い,慢性的な頚髄圧迫では圧迫部を中心とし

た上下 2- 3髄節におよぶ,灰白質,前,後角部

の神経細胞の消失,壊死巣,空洞形成,前索部,

側索部の脱髄性変化,後索部の空胞状変化が認め

られ,髄内,微細動脈系の虚血性循環障害を指摘

している.

twyマウスの縦断標本を観察すると,その脊髄

圧迫は後頭環軸関節と各椎間板レベルで強い. こ

れは肥厚靭帯の骨化と椎間板自体の膨隆による後

方への突出が合併しているためであると考えられ

る.

上位頚椎部,延髄部では椎間板と椎体に連続し

脊柱管内に突出した後縦靭帯骨化病変と環椎横靭

帯,蓋膜の骨化病変により前方から圧迫され,ま

た後環椎後頭膜,後環軸膜などの後方要素の骨化

により後方から圧迫され,圧迫された部位に一致

して辺縁部に存在する前皮質脊髄路,外側皮質脊

髄路,外側脊髄視床路などの白質の変化が明瞭に

認められた.圧迫が特に顕著な部位では前角細胞

など灰白質にも変化が認められたが,神経細胞の

著明な萎縮は縮窄が進行してから出現していた.

しかし神経細胞の萎縮は目立つが脱落はごく軽度

であった.び慢性の変化は白質,灰白質を問わず,

延髄,脊髄全体に認められ圧迫の程度に左右され

ていた.今回の飼育によるtwyマウスの観察か

らも同様であったが,twyマウスでは遠位関節の

石灰沈着が6- 8週と早期に認められる3'ため純

粋にmyelopathyの症状の進行を捉えることは困

難であるとされている. しかし11週時の病理組

織では前角細胞に萎縮性変化が明瞭に認められて

いたことか ら,11週以降は運動障害が優位にな

ると推察された.血管壁の肥厚や硝子化はいずれ

の週令においても認められず,また血管腔の狭窄

や血栓も認めなかった.Itoら11)は脊髄への圧迫

が微小循環や血液脳関門が破綻を引き起こし,虚

血を生じると報告しているが,圧迫による局所の

浮腫や壊死などの循環障害を思わせる変化は認め

られなかった.しかし,圧迫部位の上下にはび慢

性にうっ血性の変化が明らかに認められた.脊髄

横断面で周辺部が侵されやすく,白質に病変が強

いこと,髄鞘の崩壊が神経細胞の変性より目立つ

ことなど長嶋 12)によって報告された硬膜外静脈の

循環障害の特徴を認めた.また直接圧迫を受けて

いない延髄上部に生じていた脱髄は圧迫による変

化だけでは考えにくく,圧迫が高度になり長時間

経過すると脊髄血管の解剖と血行動態 13)から推察

すれば,脊髄静脈などの静脈還流障害によるうっ

血のため虚血も生じていると考えられる.また狭

窄が進行 した段階では,灰白質の圧迫により特に

前角が著明な扇平化を示し,神経細胞の脱落とグ

リオ-シスを認めたという橋詰 14'の報告した後縦

靭帯骨化症の病理組織と類似していた.今回認め

られた脊髄の病理変化は小野と藤原 15)の報告した

頚椎症性脊髄症の病理変化に類似してお り,頚椎

症性脊髄症の病理学的変化を考察する上でもtwy

マウスは有用な動物であると考えられる.

後縦靭帯骨化症や黄色靭帯骨化症などの脊柱靭

帯骨化症の成因はいまだ不明であるが,本来骨形

成能を持たない靭帯組織が骨組織に置換されると

いう病態から,その成因にTGF-βや BMPが関与

している可能性が考えられる1,16'

骨組織には様々なサイ トカインや成長因子の局

在が知 られている.TGF-βはTGF-β1-TGF-β

5まで 5種類の型が知られ,このうちTGF-β1

は,Seyedinら17)によ り骨基質中の軟骨誘導因

子として同定された成長因子で,骨化靭帯の骨基

質及び骨化巣周囲の軟骨細胞質に存在することが
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明らかにされている.骨基質中のTGF-βは分子

量 12,500の二量体に40,000のプロペプチ ド二

量体が結合し,これに 135,000のTGF-β結合タ

ンパク質が更に結合した不活性型として骨芽細胞

より産生される18).TGF-βは元来は正常の線維

芽細胞に作用して軟寒天培地での増殖を促進する

因子として兄いだされた.また細胞外マ トリック

スの産生を調節し,線維芽細胞などに作用してコ

ラーゲンやフィブロネクチンなどの産生を促進す

る18).これまでの実験で invitroで間葉系細胞を軟

骨細胞に分化させ 17),invivoにおいて骨膜下骨形

成を促進させる 19･20)ことから,骨改変や骨折治癒

過程で骨形成に重要な役割を果たしていると考え

られている.

細胞外マ トリックスに存在するdecorinは分

子サイズが45,000のコアタンパク質に 1本の

グリコサミノグリカン糖鎖が結合した低分子デ

ルマタン硫酸プロテオグリカンである.chinese

hamsterの卵細胞に高濃度にdecorinが存在し,

形態や成長に大きく影響することが知 られてい

る.DecorinはTGF-βへの結合能があり,TGF-

βは多くの細胞中に認められるdecorinの合成を

誘導するので,decorinは細胞の成長を制御する

feedbacksystem の一つであることが考えられて

いる.DecorinはTGF-βと結合してその細胞増

殖促進作用を阻害することからTGF-βの活性の

negative-feedback因子であるといえる2'.ヒト

の骨化後縦靭帯組織でのTGF-βに関して,川口

ら21)はTGF-β1は骨基質及び骨化部周囲の軟骨

細胞質には存在していたが周囲の間葉系細胞には

分布せず,異所性骨化のより進んだ段階で,軟骨

細胞や骨芽細胞に作用して骨形成を促進している

と報告している.宮本ら22)は TGF-β1は骨化靭

帯内の一部の線維芽細胞様細胞,非石灰化軟骨層

の線維軟骨細胞に局在し,脊柱靭帯の軟骨化及び

骨化に関与していると報告している.また軟骨細

胞は増殖期から成熟期を経て石灰化軟骨細胞へと

分化することが知られている.

今回の実験では骨化前駆状態と考えられるtwy

マウスの脊椎病変に着目し,TGF-βとdecorinの

局在から骨化の進行について免疫組織化学的に検

討した.

今回検討したtwyマウスの脊椎では脊柱管内

7

への突出部に一致して石灰化 (肥大)軟骨細胞が

出現し,石灰化軟骨層が増生していたが,この部

位では抗 TGF-β1抗体陰性であった.一方同部

位と靭帯内の線維芽細胞様細胞が抗 decorin抗体

陽性であったことよりtwyマウスでは椎体隅角部

から椎間板線維輪外側の脊柱管内突出部を中心に

後縦靭帯骨化過程が進行するということが示唆さ

れ,TGF-β1とdecorinの発現を検討することは

骨化機序の解明に意義のあることと考えられた.

結 語

1.Twyマウスの頭頚移行部の骨性変化に伴う

延髄下部,上位頚髄部を経時的に免疫学的手法

を用いて病理組織学的に検討した.

2.歯突起先端から背側の蓋膜,環椎横靭帯の骨

化,椎間板外側部及び椎体終板部での変化は 5

週令で既に出現し,軟骨細胞,軟骨基質の消失

した部位に変性像が観察され,週令が進むにつ

れて拡大し,11週令では同部位を中心とした

骨梁の肥厚と骨形成を認めた.

3.脊柱管内突出病変による慢性的な圧迫によっ

て,脊髄周辺部が侵されやすく,灰白質よりも

白質に病変が強いこと,髄鞘の崩壊が神経細胞

の変性より顕著であることから,twyマウスは

頭頚移行部も含めた頚髄症性脊髄症の実験モデ

ルとして有用であると考えられた.

4.Twyマウスの軟骨細胞は早期より分化し,

石灰化軟骨細胞となり,椎体隅角部と椎間板線

維輪最外側部の脊柱管内突出病変を中心に骨化

過程が進行することが示唆された.
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