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研究成果の概要（和文）：穿刺、放射線照射、コンドリアーゼ注入によるラット椎間板変性モデルの作成を試み
た。コンドリアーゼ椎間板注入が最もヒトに類似した変化を生じた。本モデルを用いた抗酸化剤を含めた種々の
物質、因子による椎間板変性抑制効果を検討中である。悪性骨軟部腫瘍に対する各種薬剤の抗腫瘍効果を検討し
た。 トラベクテジンは骨肉腫の肺転移に対し，細胞内のシグナル伝達経路ERK MAP kinaseの活性を阻害し、腫
瘍細胞の遊走・浸潤を抑制することで極めて強力な抑制作用を有することが示された．エリブリンは，滑膜肉腫
細胞に対し腫瘍内微小血管数を増加させ，腫瘍内低酸素を是正することで強い抗腫瘍作用を示すことが示され
た． 

研究成果の概要（英文）：We attempt to establish rat model of intervertebral disc degeneration by 
needle puncture, radiation, and enzyme injection. Injection of condoliase produced changes most 
similar to human disc degeneration. Using this model, we are testing feasibility of various drugs 
and cytokines to slow down or possibly reverse disc degeneration, thereby establishing new treatment
 strategy for degenerative disc diseases. We found that trabectedin significantly suppressed 
pulmonary metastasis in mouse osteosarcoma model by inhibiting cell migration potentially through 
down-regulating ERK1/2, intracellular molecules that are critically involved in cell motility 
regulation. We also found that eribulin exhibited potent antitumor activity against synovial sarcoma
 by inducing intussusceptive angiogenesis, distinct form of angiogenesis potentially involved in 
vascular remodeling, thereby improving intratumoral hypoxia. These finding may lead to establishment
 of new treatment strategy against spinal tumors.

研究分野： 脊椎脊髄外科学

キーワード： 腰痛　椎間板　椎間板変性　動物モデル　脊椎腫瘍　骨肉腫　滑膜肉腫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、椎間板細胞の変性機序そのものに注目してその分子遺伝学的メカニズムを解明し、その知見から特に
重要な形質や因子を同定し、機能破綻を来す以前に椎間板変性過程そのものを遅延あるいは停止あわよくば逆行
させるという、全く新たな発想に基づくより低侵襲かつ経済的な治療戦略確立の可能性を模索する独創的なもの
であり、患者のQOLの向上は勿論、医療経済上も大きな恩恵をもたらすものと期待される。また、脊椎腫瘍に関
しては、悪性骨軟部腫瘍に対する新規薬剤の抗腫瘍作用を詳細に検討することで、新たな分子メカニズムを解明
し、副作用が少なくより有効な新規治療法の開発に繋がるものと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 

 

腰痛は、8割の人がその生涯で一度は経験すると言われ、整形外科初診患者の主訴として最も多い。

厚生労働省が 3年に１回実施している国民生活基礎調査でも毎回国民が有している愁訴の第 1位は

腰痛であり、通院率も常に上位に入っている。腰痛は、就業不能あるいは労働災害の原因として最

も多く、就業不能による労働機会の消失と休業補償を合わせた経済損失は治療費の 3倍に及ぶとの

試算もある。幾多の研究によって腰痛の病態が明らかにされ、新たな診断・治療法が開発されてき

たにも関わらず患者数はむしろ増加しており、治療にかかる医療費も年々増大している。腰痛は国

民健康に加え、医療・社会経済の面からも大きな問題であり、その有効かつ効率的な治療による早

期社会復帰が求められている。 

主任研究者は、30 年以上にわたり腰痛の原因として最も頻度の高い椎間板変性の機序解明に関す

る研究を続けており、生化学的・分子生物学的研究を通じて椎間板細胞の増殖・代謝に影響を与え

る数多くのタンパク・酵素を初めとする生理活性物質を同定し、報告してきた。また、椎間板変性

に遺伝が関与することは以前より指摘されており、1500 以上の症例ならびに 3000 以上の対照者の

血液サンプルを確保し、理化学研究所ゲノム医科学研究センターとの共同研究として最先端高速遺

伝子タイピング技術を駆使した大規模症例対照相関解析を実施し、数多くの疾患感受性遺伝子を同

定し、さらにそれら遺伝子の機能解析を通じて椎間板変性における役割を解明してきた。 

その他にも共同研究として、蛍光色素を導入した細菌を使用し、動物を屠殺すること無く感染症の

発症・進展を経時的に観察できる生体モデルを作成し、脊椎感染症治療への応用を模索してきた。

さらに悪性腫瘍の脊椎転移に対する新規診断法や低侵襲治療開発などの研究にも関わってきた。 

本助成によって脊椎関連研究をさらに進めることで、脊椎疾患に対する新たな診断、低侵襲治療法

の開発に資する知見のより一層の蓄積を目指した。具体的には、椎間板変性に対しては、より再現

性が高く、ヒト椎間板変性に近い動物モデルを作成・確立し、種々の薬剤の椎間板への投与、液性

因子の椎間板細胞の基質代謝に与える影響を in vivo において検索し、その治療への応用を模索す

る。 

脊椎腫瘍に関しては、まず近年新たに臨床応用され始めた新たな抗がん剤の骨軟部腫瘍に対する

抗腫瘍作用を分子レベルで解明し、脊椎腫瘍への治療に応用しつつ、さらに防衛医大生理学講座で

研究が進められている光線力学的治療や施設内に実験用装置が常設されている高気圧酸素療法等

と新規の抗がん剤による化学療法を組み合わることでより効果の高い新たな治療法による治療の

開発を目指す。 

現在、国内外で椎間板変性疾患に対する研究が盛んに行われており、その多くは変性が進行し機能

が破綻した進行期変性椎間板へ増殖因子を投与し代謝活性を亢進させたり、髄核細胞や間葉系幹細

胞を移植する細胞移植療法など変性の進行した椎間板を外的に再生させるとの視点で研究が進め

られている。しかもこうした研究では、関節軟骨など他領域の研究に知見に基づいた増殖因子や幹

細胞が用いられている。一方、われわれの研究は、椎間板細胞の変性機序そのものに注目してその

分子遺伝学的メカニズムを解明し、その知見から特に重要な形質や因子を同定し、機能破綻を来す

以前に椎間板変性過程そのものを遅延あるいは停止あわよくば逆行させるという、全く新たな発想

に基づくより低侵襲かつ経済的な治療戦略確立の可能性を模索する独創的なものであり、患者の

QOL の向上は勿論、医療経済上も大きな恩恵をもたらすものと期待される。 

また、脊椎腫瘍に関する研究も、新しい抗腫瘍薬の作用機序の解明し、さらに光線力学的治療や高



気圧酸素療法を組み合わせると言う従来に無い手法を用いた基づく極めてユニークな研究である。 

 

2. 研究の目的 

 

本研究の目的は、国民病とも言えるほど罹病率が高く医療経済上も大きな問題となっている腰痛

症の発生原因となるさまざまな脊椎疾患、特に加齢に伴う椎間板変性疾患、脊椎感染症そして転

移性脊椎腫瘍の病態解明とそれに基づく診断・治療体系の確立による新しい治療戦略の確立に資

する知見を集積することである。従来、椎間板変性疾患、感染症や脊椎腫瘍に対する治療とし

て、保存療法が無効な場合、病巣摘出、変形矯正、高額なインプラントと骨移植を用いた再建・

固定術などが用いられている。一方、椎間板変性に対しては椎間板への幹細胞移植など再生医学

的アプローチに基づく研究が数多く進められているが、移植細胞ソース、栄養の乏しい椎間板内

での細胞生着率の低さ等が大きな障壁となり、その実現性が疑問視されている。 

本研究は椎間板変性機序を解明し変性の進行自体を遅延あるいは停止、さらには逆行させる、あ

るいは腫瘍細胞の局所骨微小環境におけるにおける遊走・定着、そして増殖といった転移巣成立

の分子メカニズムを解明し、その知見に基づき、生体内イメージングという新たな手法による超

早期診断を確立し、さらに新たな抗腫瘍薬に光線力学的治療や高気圧酸素療法などを組み合わせ

ることでより低侵襲な治療法の開発を目指すことを目的とした。 

1） まず、ヒト椎間板変性に近い動物実験モデルを作成・確立し、これまで主任研究者が実施して

きた椎間板細胞・組織培養を用いた椎間板代謝変動解析実験、髄核細胞表面マーカー解析、全

ゲノム症例対照相関解析等によって治療法への応用の可能性が示唆された各種液性因子・薬

剤の椎間板変性への影響を in vivo で解析する。特に椎間板変性への関与が明らかになった

酸化ストレスに対するこれら生理活性因子・薬剤の影響を検証し、臨床応用の可能性を模索す

る。 

2） 近年、悪性骨軟部腫瘍に対し、従来の抗がん剤とは機序の異なる新たな抗腫瘍薬が登場してい

る。これら新規薬剤の抗腫瘍作用の分子メカニズムを解明することで、悪性腫瘍の脊椎転移に

対する新たな治療法の開発に繋がる知見を得る。こうした新たな抗腫瘍薬に光線力学的治療

や高気圧酸素療法などを組み合わせることでより効果の高い治療法の開発を模索する。 

 

3. 研究の方法 

1） 椎間板変性疾患に関する研究 

 従来、椎間板変性の動物モデルは椎間板穿刺による外傷を加える、あるいは尾椎に変形や圧

を加えることで変性を誘導していた。しかし、こうしたモデルは線維輪に構築学的破綻が生

じ、髄核が脱出したり変形・偏位することで急激かつ非生理的に変化が発生・進行し、変性と

言うよりむしろ外傷・損傷モデルに近い。そこで本研究では従来の穿刺モデルを対照として、

低線量の放射線照射、椎間板髄核の構成成分であるグリコサミノグリカンを分解するコンドリ

アーゼの注入による椎間板変性モデルの妥当性を検証した。こうして作成・確立した椎間板変

性動物モデルを使用し、主任研究者が長年にわたり携わってきた椎間板組織・細胞培養実験に

よって同定してきた椎間板代謝に影響を与える数多くのタンパク、酵素を初めとする生理活性

物質、さらには椎間板変性発症の候補遺伝子同定のため実施してきた全ゲノム解析の結果から

同定された候補遺伝子によって規定されるさまざまなサイトカイン、増殖因子、基質分解酵



素、転写因子、ホルモンなどが、治療薬剤として臨床応用できないかの可能性を模索する。特

に酸化ストレス細胞内の活性酸素種（Reactive oxygen species: ROSs）を蓄積させ、組織障

害を生じることで加齢のみならず椎間板変性の発生にも関与していることがわれわれの共同研

究によって明らかとなった。そこで、本研究では、椎間板変性モデルを用いて、8-OHDG、イソ

ブラスタンなどの酸化ストレスマーカーをはじめ、多くの酸化ストレス関連の遺伝子発現を

RT-PCRやDNAマイクロアレー法で網羅的に解析し、さらにTNF-aやIL-1などの腫瘍炎症性サイト

カインの発現を生化学的に解析することで酸化ストレスによる椎間板細胞障害と椎間板変性と

の関連を検討する。最終的には、上述の様々な因子が酸化ストレスの抑制を通じて椎間板変性

を遅延、停止、逆行させうるか否かを検証する。 

 

2） 原発性・転移性脊椎腫瘍に関する研究 

悪性骨軟部腫瘍に対する化学療法として従来用いられてきた標準治療薬であるドキソルビシ

ン、イフォマイド、シスプラチンなどは有効性は高いものの、正常細胞に対する障害も強く、

その副作用が問題とされている。近年、骨肉腫に対するトラベクテジン、滑膜肉腫に対するエ

リブリンなどより副作用の少ない新たな抗腫瘍薬が開発され、臨床応用が始まっているが、そ

の抗腫瘍作用の詳細は明らかでない。本研究ではこうした薬剤の抗腫瘍作用の分子メカニズム

を解明し、それを脊椎転移性腫瘍の治療に応用する事で、より副作用が少なく、有効性の高い

治療法開発に繋がる知見を得る。さらに本研究では、こうした新たな抗腫瘍薬と光線力学治療

や高気圧酸素療法など、骨軟部腫瘍には使用されていない治療法との組み合わせにより、腫瘍

細胞への影響をDNAマクロアレーによる遺伝子発現解析、Western blot法によるタンパク発現

解析、上記免疫組織化学やin situハイブリダイゼーション、遺伝子・蛋白解析などの分子病

態的手法を用いて検討する。さらに腫瘍細胞の各種抗がん剤に対する感受性の変化についても

検討し、薬剤耐性腫瘍を含めた腫瘍性疾患に対する新しい集学的治療の開発を目指す。 

 

4. 研究成果 

まずラット尾椎椎間板に種々の径の穿刺針を刺入し、椎間板変性モデルを作成した。その結

果、穿刺群では非穿刺対照群と比較し、活性酸素種のマーカーであるNitrotyrosine陽性細胞

数が増加した。また、採取椎間板組織おける遺伝子発現変化を解析したところ、2型コラーゲ

ンやアグリカンなどの細胞外基質タンパクのmRNAの発現が抑制され、TNFα、COX-2など炎症性

サイトカインのmRNA発現が亢進していた。しかし、こうした結果の再現性が不十分であった。

そこで、放射線照射により、線維輪に損傷を与えること無く、髄核変性を誘導するモデルの作

成にとりかかった。ラット尾部に4-8グレイの放射線を照射し、4-8週後に組織学的解析を行っ

た。照射群ではアルシアンブルーによる染色性の低下、髄核細胞数の現象，髄核の線維化が観

察され、遺伝子発現解析でiNOS、TNFα、IL-1βなどのmRNAの発現が上昇するとの結果が得ら

れている。 

ただし、放射線施設・装置の使用を含めた実験の効率化の観点から、放射線照射による椎間

板変性モデルは効率的とは言えない。これにかわる再現性のある椎間板変性モデルの確立を目

指し、髄核に豊富に存在するプロテオグリカン中のコンドロイチンやコンドロイチン硫酸を特

異的に分解するグリコサミノグリカン分解酵素コンドリアーゼを椎間板内に注入し、プロテオ

グリカンを特異的に分解し髄核の抱水能を低下させて椎間板内圧を減じることで、加齢に伴う



退行変性により近い椎間板変性モデルが作成可能と考えた。コンドリアーゼの容量・濃度など

条件設定に難渋したが，組織学的にヒト椎間板変性に類似した変化を誘導しえる至適条件を得

るに至った．今後，免疫染色にてヒトの椎間板変性との組織学的比較検討を行い，椎間板モデ

ルとしての再現性・有用性をさらに検討する予定である．加えて、酸化ストレス関連分子の発

現を解析し、椎間板変性における酸化ストレスの関与を詳細に解明する。さらにN-アセチルシ

ステインなどの抗酸化剤の椎間板変性治療への応用の可能性を模索する。 

 

脊椎腫瘍に対する新規治療法開発に向けた前段階の試験として，トラベクテジン、エリブリ

ンなど新規抗腫瘍薬の有用性を検討した． 

マウス骨肉腫LM8細胞株モデルに対してDNAのマイナーグルーブに結合しDNA複製、RNA転写の

抑制をするトラベクテジンの腫瘍作用をマトリゲル浸潤モデルさらに同細胞を皮下に移植した

マウス肺転移モデルを作成しトラベクテジンの抗腫瘍効果、肺転移抑制作用を確認したとこ

ろ、in vitro、in vivoともに従来の標準的抗腫瘍剤であるドキソルビシンと同程度かより強

い作用を有することが明らかとなった。そのメカニズムをin vitroにてさらに検討したとこ

ろ，本剤は細胞内のシグナル伝達経路であるERK MAP kinaseの活性を阻害し，骨肉腫細胞の遊

走・浸潤を抑制することが明らかとなった．一方トラベクテジンでは、AKT-mTOR経路は恐らく

影響を受けないことが示唆された。これらの所見を英語論文にまとめ発表した．今後は、細胞

骨格の変化、Rhoキナーゼ関連のシグナルの解析や肺転移に関係することが示唆されているケ

モカイン発現解析、遺伝子発現プロファイルのマイクロアレイによる解析などを実施する予定

である。 

また、微小管形成阻害薬であるエリブリンも滑膜肉腫の細胞株（in vitro）ならびに同細胞

移植マウスモデル（in vivo)においてドキソルビシンに比し著しく強い抗増殖抑制作用を示し

た。特にエリブリンでは、腫瘍血管の再構築のメカニズム、腫瘍血管再構築による低酸素状

態・ドラッグデリバリーの改善のメカニズムを中心に検討を進めたところ、本剤は腫瘍内の微

小血管数を増加させ，腫瘍内低酸素を是正する作用を有することが示された．興味深いこと

に，新生血管の誘導は古典的な発芽血管新生ではなく，重積血管新生を介したものであること

が，組織学的に示唆された．これらの所見も英語論文にまとめ発表した． 

今後，転移性脊椎腫瘍に対するこれらの抗腫瘍薬の有用性をマウスモデルにて検討し、さら

に光線力学治療や高気圧酸素療法との併用の有効性を検証する予定である． 
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