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研究成果の概要（和文）：ヒト脊索腫の骨破壊部の斜台検体を用いたマイクロCT撮影の結果、骨破壊部の骨は、
骨内に複数の小孔を認め、その小孔周囲の骨密度は低かった。免疫染色では、骨の小孔内に腫瘍細胞を認め、そ
の腫瘍細胞がCathepsin KやMMP-13などのタンパク分解酵素を発現していた。また、ヒト脊索腫細胞株を用いた
細胞内小器官のpH測定では、担空胞細胞の小胞がリソソームに類似した酸性の細胞内小器官であることが確認さ
れた。以上より、腫瘍細胞自体がタンパク分解酵素と酸を分泌し、骨破壊に関与している可能性が示唆された。
さらに、MMP-13発現強度と脊索腫周囲の軟骨基質、軟骨基質と臨床経過との関連性を示唆する所見を得た。

研究成果の概要（英文）：Although chordomas tend to grow slowly, patients develop severe symptoms 
such as cranial nerve palsies and brain stem compression, that make successful surgical treatment 
difficult, and become resistant to radiochemotherapy. In the present study, mico-CT scanning 
demonstrated that bone density was lower in the clivus with invaded chordoma, suggesting acidic 
microenvironment in chordoma. Histopathological analysis revealed that Cathepsin K and MMP-13 were 
expressed in chordoma cells. The expression of MMP-13 may be associated with the poor clinical 
course of the patients with chordoma. However, it was difficult to establish chordoma mouse model, 
because the growth speed of chordoma cells implanted into the calvaria and sacrum was slow. in vitro
 and in vivo analyses using human chordoma cells are indispensable. Further analyses should be 
conducted using human chordoma cells to evaluate tumor biology, including bone destruction.

研究分野：脳神経外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脊索腫は斜台や仙骨に生じる骨破壊性の腫瘍であり、あらゆる集学的治療を行っても根治することは困難な難治
性疾患である。骨破壊によって生じる脳神経麻痺が患者の日常生活動作に大きく影響するため、骨破壊の機序を
解明することは新規治療の開発には必須である。本研究では脊索腫腫瘍細胞がタンパク分解酵素を発現している
こと、およびヒト脊索腫細胞株の担空胞細胞内に多数の酸性顆粒の存在が確認された。以上のことから、腫瘍細
胞自体が酸とタンパク分解酵素を分泌し、骨破壊に関与している可能性が示唆された。今後、さらに症例数を蓄
積し、骨破壊に直接的に寄与する機序を同定し、これらをターゲットとした新たな治療法の開発につなげたい。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脊索腫は遺残脊索から発生する腫瘍で、腫瘍周囲の骨を破壊しながら局所浸潤するため、臨床的
に悪性度の高い腫瘍である。斜台及び仙骨は好発部位であり、特に斜台部脊索腫において、周囲
には外転神経をはじめとする様々な脳神経や内頚動脈などの重要な構造物が存在するため、手
術難易度は高く外科的手術での完治は難しい。残存腫瘍に対しては重粒子線治療を含めた放射
線治療が行われるが、効果は限定的であり[Takahashi S. Acta Neurochir（Wien）. 2009]、再
発は必至の難治性腫瘍である。確立した化学療法も存在せず、5 年生存率は 50%とされ
[Sundaresan N. J Neurosurg. 1979]、新たな治療法の開発は急務である。患者の日常生活動作
を最も損なう原因は海綿静脈洞周囲の骨破壊に伴う眼球運動障害や嚥下機能障害である。その
ため、骨破壊メカニズムを解明することで、新たな治療戦略を提言できる可能性がある。 
一般的に溶骨型の転移性骨腫瘍や軟骨肉腫おいては、破骨細胞により骨破壊が起こる[Mundy GR. 
Nat Rev Cancer. 2002; Jesse EO. J Orthop Res. 2014]。 破骨細胞の骨破壊のメカニズムと
しては、酸性環境を作り出すことによるリン酸カルシウムなどの無機質の溶解と、MMP-9 や
Cathepsin K などのタンパク質分解酵素の分泌によるⅠ型コラーゲンの分解が挙げられる
[Yokota K. Jpn J Clin Immunol. 2017]。一方、脊索腫における骨破壊の機序は、過去に腫瘍細
胞自身の分泌する MMP-1,2,9 や Cathepsin K などのタンパク分解酵素の関与を報告したものが
あるが[Naka T. Human pathol. 2008; Naka T. Histopathol. 2009]、未だ定説はなく、解明す
べき学術的問いである。 
 
２．研究の目的 
 現在までに解明された脊索腫の骨破壊機序はなく、申請者は予備実験にて、破骨細胞以外の骨
破壊機序が存在する可能性を確認している。本研究において、脊索腫における骨破壊の機序を解
明し、それを標的とした新たな治療戦略を提言することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)マイクロ CT・X 線位相トモグラフィー 
申請者は、予備実験としてヒト脊索腫の浸潤した斜台を用いたマイクロ CT 撮影・三次元画像解
析を行い、腫瘍浸潤部の骨構造・骨密度を評価した。腫瘍浸潤部の骨は、非腫瘍浸潤部の骨と比
較して、骨内に多数の小孔を認め、その小孔の周囲の骨密度は低く、脊索腫において骨密度を低
下させる酸性環境の存在が示唆された。しかし、現段階では予備実験として 2 例の検討しか行え
ていない。そこで本研究では、このマイクロ CT 撮影・三次元画像解析をさらに症例数を増やし
実施することで、得られた所見の再現性を確認する。脊索腫は 100 万人当たり年間 1 例未満しか
発症しない極めて稀な腫瘍であるが、申請者らのグループは国内外からの脊索腫の患者を治療
する機会があり、新規の 10 例での解析を目標とする。 
 
(2)病理組織学的解析 
腫瘍組織内における破骨細胞の存在を過去のヒト脊索腫標本 50 例で、TRAP 染色および他の破骨
細胞マーカーを用いて確認する。また骨基質の主成分であるⅠ型コラーゲンを分解するタンパ
ク質分解酵素の腫瘍細胞における発現を免疫染色にて評価する。申請者は、現時点までに、腫瘍
細胞における Cathepsin K、MMP-13 の発現を確認しているが、本研究ではそれ以外のタンパク質
分解酵素（MMP-1,2,8,9 など）の発現も評価する。さらに申請者が、予備実験で見出した脊索腫
における酸性環境を作り出す要因となりうる、プロトンポンプ V-ATPase の腫瘍組織での発現を
解析する。 
 
(3)in vitro での検討 
脊索腫の腫瘍細胞は多様性が高いことが特徴であり、細胞内小胞をもたない紡錘形細胞と細胞
質内に小胞をもつ担空胞細胞が存在する。主に増殖するのは紡錘形細胞であり、担空胞細胞とそ
の細胞内小胞の機能は知られていない。本研究ではマイクロ CT における解析から、酸の関与を
疑ったため、脊索腫腫瘍細胞が酸を分泌している可能性を追究する。まず、pH インジケーター
を用いて紡錘形細胞、担空胞細胞を含む脊索腫細胞株（JHC7 細胞）の細胞質の pH 測定を行う。
次に、細胞内小器官内の pH を測定するために、JHC7 細胞にリソセンサーを用いた解析を行う。
担空胞細胞の小胞がリソソームに類似した酸性の細胞内小器官であり、脊索腫内の酸性環境を
生み出す元である可能性を検討する。さらに、担空砲細胞内の小胞は、非常に多様性があり、そ
れぞれの小胞によって挙動が異なる可能性がある。そこで生細胞イメージングによるタイムラ
プス撮影を行うことで、細胞内における小胞の挙動と小胞内の pH の関連を解析する。 
 
(4)動物モデルでの検証 
脊索腫患者から樹立した初代培養細胞及び、既存の脊索腫細胞株の JHC7 細胞を、NOD/SCID マウ
スの頭蓋冠へ移植する。その後、6 カ月までマイクロ CT により骨破壊を検証するとともに、1 カ
月ごとに病理標本を作製し、移植細胞の生着、及び頭蓋冠の骨組織への浸潤を観察する。進行性
の骨破壊を呈した細胞株には、ffLuc(Venus 蛍光タンパク質と Luc2 ホタルルシフェラーゼの融
合遺伝子)発現レンチウイルスベクターを感染させ、セルソーターにより、ffLuc が安定高発現
する細胞株を単離する。その後同様にモデルマウスを作製し、1~3 により得られた骨破壊機序の



仮説に基づく阻害薬（現段階ではタンパク質分解酵素阻害薬や、抗 V-ATPase 抗体が考えられる）
を投与し、その後 IVIS 生体イメージングで腫瘍の増減を観察し、治療効果を検討する。 
 
４．研究成果 
マイクロ CT 撮影 5 例の結果、脊索腫による骨破壊部の骨は、非病変部位の骨と比較して、骨内
に複数の小孔を認め、やはりその小孔周囲の骨密度は低く、脊索腫において何らかの酸性環境が
存在することが推察された。 
免疫染色では、骨の小孔内に腫瘍細胞を認め、その腫瘍細胞が Cathepsin K や MMP-13 などのタ
ンパク分解酵素を発現していることが明らかとなった。また、ヒト脊索腫細胞株を用いた in 
vitro における細胞内小器官の pH 測定では、chordoma に特徴的な担空胞細胞の小胞がリソソー
ムに類似した酸性の細胞内小器官であることが確認された。以上のことから、腫瘍細胞自体がタ
ンパク分解酵素と酸を分泌し、骨破壊に関与している可能性が示唆された。さらに、ヒト脊索腫
検体における MMP-13 発現強度と脊索腫周囲の軟骨基質との関連性、軟骨基質と臨床経過との関
連性を示唆する所見を得た。 
脊索腫患者から樹立した初代培養細胞及び、既存の脊索腫細胞株の JHC7 細胞を、NOD/SCID マウ
スの頭蓋冠へ移植した。しかし、非常に増殖の遅い両細胞の頭蓋冠への生着率は低く、安定した
モデル樹立は困難であった。そのため仙骨などへの移植や、マトリゲル等へ包埋して移植する方
法も検討したが、やはり生着率は低く課題は残った。 
今後、さらに骨破壊に直接的に寄与する機構を同定し、これらの機序をターゲットとした新たな
治療法の開発につなげたい。 
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