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研究成果の概要（和文）：単純性骨嚢腫は長管骨、踵骨に発生する内部に液体を貯留する腫瘍様類似疾患である
が、その病因は不明である。本研究では単純性骨嚢腫を構成する壁細胞と内容液の検討を行った。長管骨骨嚢腫
の壁細胞の性格は、RNAの発現では骨芽細胞に偏っており、また、壁細胞の培養細胞はALPを産生する性格を有す
ることが確認された。病理学的には長管骨症例、再発症例、踵骨症例いずれにおいても破骨細胞活性は高くなか
った。内容液のプロテオーム解析を行ったところ、踵骨骨嚢腫ではapolipoprotein Eを主体とする脂質代謝が賦
活化しており、踵骨骨嚢腫に観察されるCholesterol granulomaとの関連性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：Solitary bone cysts are benign, fluid-filled, skeletal lesions mainly seen 
in the metaphyseal regions of long bone of proximal humerus, femur (long bone cyst), and calcaneus 
(calcaneal bone cyst). The pathogenesis of solitary bone cyst remains unknown. We investigated the 
character of parietal cell and inside cystic fluid. The RNA level of the osteoblast activity was 
dominant in long bone cyst. The cultured parietal cell had the property of producing ALP. 
Pathologically, osteoblast activity was not significant in solitary bone cysts. Proteomic analysis 
of the cystic fluid revealed that lipid metabolism including apolipoprotein E was activated in 
calcaneal bone cysts. It was suggested that activation of lipid metabolism related to the 
pathological findings of the presence of cholesterol granuloma that was histologically observed in 
calcaneal bone cysts. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
単純性骨嚢腫の病因は現在も未解決の状態である。遺伝子発現、病理組織像での検討では、単純性骨嚢腫の壁細
胞の性格は、骨吸収像を示唆する破骨細胞ではなく、骨芽細胞系形質の性格が優位であった。プロテオーム解析
では、踵骨骨嚢腫症例では脂質代謝の賦活化がみられ、古典的に報告されている静脈還流障害説、内圧上昇説な
どの病因論とは異なった経路の関与が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
単純性骨嚢腫は、小児に好発する比較的頻度の高い腫瘍様類似疾患である。その内部には漿液
性の液体で満たされた空洞が骨髄内で形成される。主には小児の上腕骨近位、大腿骨近位骨幹端
部や脛骨近位、踵骨に好発するとされている。嚢胞腔が緩徐に増大し、骨の菲薄化が増悪すると、
病的骨折をきたし繰り返す疼痛の原因となる。更に、骨折を契機として、成長障害をきたし、変
形が残存することによりQOL を損ねることが単純性骨嚢腫の臨床上の問題点である。 
病因に関しては現在も不明な点が多いが、古典的な研究では、単純性骨嚢腫からの間質液のド
レナージ障害（Cohen 1960）、静脈還流異常説（Cohen 1970）、単純性骨嚢腫内の内圧上昇説
（Shigira1983）などが唱えられている。また、本疾患に対する生化学的なアプローチとしてPG、
IL-1、蛋白分解酵素などの炎症の関与が関与していること（Komiya 1993）、活性酸素が関与し
ていること（Komiya 1994）、NO が関与していること(Komiya 2000)などが考察されてきたが、
単純性骨嚢腫の骨吸収、及び液体貯留に関する病因にはまだまだ不明な点が多い。治療方法とし
ては、ステロイド注入をはじめ、病巣掻爬術後に空洞に人工骨を移植するなどの手術療法が選択
されているが、長管骨の単純性骨嚢腫においては特に再発が問題である。このように、単純性骨
嚢腫は種々の臨床的問題が存在する。 
 
２．研究の目的 
単純性骨嚢腫の手術標本（腫瘍細胞：壁細胞）や内容液を対象としてプロテオームによる網羅
的タンパク解析により、その発生・再発に関する因子を同定することが今回の研究目的である。   
本研究では単純性骨嚢腫を臨床的な病態の違いから、１．長管骨単純性骨嚢腫、2．再発した長
管骨単純性骨嚢腫、 3．踵骨骨嚢腫に分類し、手術試料を検討することで、発生・再発に関わる
因子の解明を試みた。 
単純性骨嚢腫の病因を解析するにあたり、腫瘍細胞に相当する壁細胞については過去にはほ
とんど報告がない。内容液に対する生化学的解析を試みられており、内容液では血清と比較して、
骨代謝性マーカーである ALP、BAP、ACP が著名に亢進していることが報告されている
（Marković 1988）。また、単純性骨嚢腫では、発生部位によりその臨床像は異なっており、踵骨
に発生する症例は若干高い年齢層にみらる。踵骨の単純性骨嚢腫は長管骨の発生例とは異なり、
手術治療後の再発率は低く、予後は良好であることを、我々は過去に報告してきた（Takada 
2014）。そこで、手術で得られた検体組織の病理組織像を詳細に検討したところ、踵骨骨嚢腫で
は cholesterol cleft が多数含まれ、薄い疎な線維性結合 組織の膜から構成される病理像を呈し
ており、長管骨発生の単純性骨嚢腫の病理組織像とは異なっていることを発見した（Takada 
2014）。cholesterol cleft は慢性血腫を起因とする組織像（Dota1963）であることが証明されて
いることから踵骨の症例では、還流障害説等が報告されている長管骨とはその発生の病因が異
なると考えた（Takada 2014）。我々は単純性骨嚢腫から採取される壁細胞、及び、内容液に着
目して研究をすることにより、単純性骨嚢腫の発生・再発の病因の解明を前進できると考えた。 
 
３．研究の方法 
単純性骨嚢腫から手術により採取した 1.壁細胞組織、2.嚢胞内溶液に分けての解析を行った。 
(1) 長管骨単純性骨嚢腫の壁細胞の性格の解析 
① 壁細胞組織の遺伝子発現 
単純性骨嚢腫は単純 X 線像からも推測されるように、その内腔に内容液を貯留することか
ら、骨吸収性の骨病変と予測される。単純性骨嚢腫の壁細胞について、骨芽細胞系（ALP，
BAP）、破骨細胞系の（ACP）のマーカーについて RNA レベルでの遺伝子発現を検討した。 
長管骨単純性骨嚢腫の壁細胞から RNAを回収し、cDNA とし、PCR により骨芽細胞系の分
化に関する遺伝子発現（RUNX2、オステオポンチン、骨シアロプロテイン、オステオカルシ
ン）、及び、破骨細胞系の分化に関する遺伝子発現（CAII,TRAP, RANK）の検討を行った。 
 
② 壁細胞組織の ALP 活性 
長管骨単純性骨嚢腫から採取した壁細胞を培養し、ALP の活性を計測した。 
比較対象には Positive control として Rat osteosarcoma 株（UMR106））、Negative control
としてMyoblast cell(C2C12)を用いた。 
 
(2) 壁細胞の病理組織学的検討 
単純性骨嚢腫の壁細胞に関して、1. 長管骨単純性骨嚢腫 2．再発した長管骨単純性骨嚢腫 
3．踵骨骨嚢腫で病理学的検討を行った。単純性骨嚢腫ではその骨に空洞ができる病態の特
徴から、特に破骨細胞活性に注目し TRAP 染色を行った。 
 
(3) 単純性骨嚢腫内容液の解析 
プロテオームによる内容液の網羅的解析：長管骨単純性骨嚢腫の内容液と踵骨単純性骨嚢腫
の内容液の比較 
当院での手術時に回収した単純性骨嚢腫症例の内容液（長管骨、踵骨症例それぞれ 3例）を用い
て、プロテオミクスによるタンパク質の網羅的解析を行った。単純性骨嚢腫内容液における蛋
白・ペプチドの発現パターンの網羅的な比較解析のために，iTRAQlabeling法およびQSTAR Elite 



LC-MS/MS（AB Sciex）法を施行した。Ingenuity Pathway Analysis を用いて、高発現してい
るタンパクの pathway の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)長管骨単純性骨能の壁細胞の性格の同定 
① 壁細胞組織の遺伝子発現 
当初の予測では単純性骨嚢腫の壁細胞の遺伝子発現の形質は破骨細胞系に傾いていることを予
測していたが、破骨細胞系統の遺伝子発現は確認できなかった。一方で、オステオポンチン、骨
シアロプロテイン、オステオカルシン の骨芽細胞系統の発現が確認され、単純性骨嚢腫の壁細
胞の形質はRNAレベルでは破骨細胞系統ではなく骨芽細胞系統にその発現が傾いていることが
確認された。 また、RNAの発現レベルから骨芽細胞の分化のレベルは初期の骨芽細胞レベル（前
骨芽細胞または成熟骨芽細胞）であると推測された（図 1）。 
 

 
(b) 壁細胞組織の ALP 活性 
長管骨単純性骨嚢腫の壁細胞の培養では、その細胞には ALP 活性があること（図 2）、また、そ
の活性は ERISA 法によりコントロールである骨肉腫細胞よりも低く、Myoblast cell よりも高い
ことが判明した（図 3）。 
 

 
以上の結果から、長管骨発生の単純性骨嚢腫の壁細胞の形質は破骨細胞系ではなく、骨芽細胞系
に傾いていることが判明した。 
 
(2) 壁細胞の破骨細胞の活性 
長管骨単純性骨嚢腫症例および再発した長管骨骨嚢腫症例に
おいて強視野にて TRAP 染色（図 4）による破骨細胞活性を検
討した。この 2群間では有意差を認めなかった。更に、長管骨
単純性骨嚢腫と踵骨単純性骨嚢腫の間においても同様に検討
を行ったが、破骨細胞活性に有意差を認めなかった。尚、組織
学的な特徴として、踵骨単純性骨嚢腫の特徴として慢性出血像
をしめす Cholesterol granuloma の存在（図 5）が認められた。  
従来の予測では手術による臨床成績が良好である踵骨の単
純性骨嚢腫での破骨細胞の活性が低く、長管骨単純性骨嚢腫で
の破骨細胞の活性が高いこと、更に再発した長管骨単純性骨嚢
腫の破骨細胞活性が高いことを推測していたが、いずれの組織
においても TRAP 染色陽性となる破骨細胞数が非常に少なく、
有意差は確認できなかった。 
 
 
 
 
 



(3) プロテオーム解析（長管骨単純性骨嚢腫の内容液と踵骨単純性骨嚢腫の内容液の比較） 
長管骨骨嚢腫症例の内容液で lumican，periostin 
(osteoblast specific factor), Alpha-1-acid 
glycoprotein-1 など 21 のタンパクの発現の上昇が認め
られた。 
踵骨骨嚢腫症例の内容液では Apolipoprotein A-IV, 
Apolipoprotein, B-100, Zinc-alpha-2-glycoprotein, 
Apolipoprotein A-II, Pigment epithelium-derived 
factor, afamin や apolipoprotein E（ApoE）などの発現
の上昇が認められた。Ingenuity Pathway Analysis を用
いて、高発現している pathway の解析では、踵骨骨嚢
腫症例の内容液では、脂質代謝関連経路の活性化高いと
考えらえた。 
 本プロテオーム解析を施行した以外の単純性骨嚢腫症例の内容液を用いて脂質代謝に関連する
apolipoprotein E を生化学的に測定したところ、有意に高値であることを確認された（図 6）。 
apolipoprotein はコレステロール代謝にかかわる物質で
ある。更に、内溶液中の総コレステロールに関して，長管
骨骨嚢腫症例と踵骨骨嚢腫症例で比較検討したところ、踵
骨骨嚢腫症例で有意に高値であることが判明した（図 7）。
これらの発現の上昇はCholesterol granulomaの組織像を
含む踵骨骨嚢腫の病態との強い関連性が示唆された。踵骨
骨嚢腫症例では、長管骨骨嚢腫症例と異なり、脂質代謝関
連の経路が活性化していることが確認された。 
 
以上より、長管骨単純性骨嚢腫の壁細胞は破骨細胞優位で
はなく、骨芽細胞の性格が優位であること、踵骨骨嚢腫では脂肪代謝経路が賦活化されているこ
とが判明した。 
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