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研究成果の概要（和文）：難治性かつ希少がんである骨巨細胞腫(GCTB)の治療成績の改善を目指し、その要とな
る腫瘍悪性度・治療抵抗性の機序について特定し、悪性度・治療奏功性に関するバイオマーカーの同定及び、新
規治療分子標的の開発を進めた。近年GCTBの新規治療薬として開発されたDenosumabの治療効果予測や著効症例
の作用機序解明のために、GCTBの悪性度及びDenosumab治療反応性に関わる生物学的な特徴のタンパク質プロフ
ァイリングを行い、特に組織学的硬化に関連するタンパク質発現データベース構築とDenosumab治療の効果判定
や予後予測のバイオマーカー候補となりうるタンパク質の同定にも成功した。

研究成果の概要（英文）： Giant cell tumors of bone (GCTB) are locally aggressive osteolytic bone 
tumors. Some studies have recently reported that denosumab is a novel and effective therapeutic 
option for GCTB. But, the prediction of treatment effect and the mechanism in GCTB are still 
unknown. Therefore, we constructed a profiling database of biological characteristics related to the
 grade of GCTB and the denosumab therapeutic response. 
 Histologically, the post-denosumab-treated samples were characterized by two lesions: SL-lesion, 
and FO-lesion. In this study, to clarify the differences in the protein expression between two 
lesions, we conducted comparative proteomic studies (12 pairs of pre- and post-denosumab treatment 
samples). We succeeded in constructing a protein expression database related to the fibro-osseous 
reactions by denosumab treatment. Based on the results, we also succeeded in determining the 
potential proteins that could be the biomarker for treatment evaluation and prognosis prediction.

研究分野：骨軟部腫瘍

キーワード： 骨巨細胞腫　Denosumab　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　骨巨細胞腫の新規治療薬であるDenosumabの治療反応性に関わる生物学的特徴のタンパク質プロファイリン
グ・データベース構築と治療効果判定や予後予測のバイオマーカー候補となりうるタンパク質同定の成功の報告
は世界初であり、今後の骨巨細胞腫の病態理解と治療法開発に道筋を示しうる有力な成果である。
　本研究より開発されたバイオマーカーによりDenosumab治療の効果判定や予後予測が可能になるのみならず、
データベースより同定されたタンパク質が骨巨細胞腫のさらなる新規治療薬開発に結びつく可能性もあり、骨巨
細胞腫患者の治療成績向上に期待ができると考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 骨巨細胞腫（Giant cell tumor of bone: GCTB）は良性骨腫瘍に分類されていたが、高頻度
に再発をし関節機能障害をもたらしたり、1-2%の頻度で悪性転化を生じ予後不良な転機をたど
る症例もあり、2013 年の WHO 分類より中間型悪性に分類されるようになった。現在の治療
法としては主に手術療法であり、掻爬術又は掻爬術で腫瘍がコントロール不能な症例や頻回再
発症例に対しては切除術を行うが、将来的な再発や転移の有無を含めた予後の予測は、現在の
単なる病理組織学的観察からは困難であり、最善の治療法の選択プロトコールは定まっていな
い。 
 申請者を含む研究グループは、2010年より GCTBの悪性転化及び再発に関与するバイオマ
ーカーの開発を目的とした研究を行い、現在までに p53変異と再発・転移予測の可能性や Conti
らによって GCTBの予後マーカーとして報告された Gluthathione Peroxidase 1(GPX-1)の発
現と GCTBの予後や病理学的特徴との関連を報告してきた(Saito et al. Human Pathol, 2011; 
Saito et al. Pathol Res Pract, 2011)。 
 一方、GCTBは組織学的には、Receptor activator of NF-κB ligand (RANKL)を高発現する
単核の腫瘍細胞の増殖を背景にして、RANKLの受容体である RANKを発現する破骨型巨細胞
の均一に分布する増殖を特徴とするが、この RANKL-RANK シグナル伝達経路の活性化によ
る破骨型巨細胞が骨破壊を伴う GCTB の本態であるとされている。近年 GCTB の分子標的治
療薬として、抗 RANKL抗体である Denosumabが開発され一定の治療効果が報告され始めて
いる。申請者らも GCTBに対して Denosumabを用いた症例を数例経験し、臨床的な腫瘍増大・
骨吸収像の抑制効果と病理組織学的に RANK を発現していた多核巨細胞の消失・反応性の骨
形成を確認している。しかしながら Denosumab使用前後の病理組織学的特徴の変化と治療効
果は個体間で差異が見られており、Denosumab 治療奏功性に関する詳細な遺伝学的・分子生
物学的背景は未だ不明である。 
 GCTBの治療成績向上のためには、 
(1) GCTB の悪性度及び Denosumab 治療反応性に関わるタンパク質レベルでの発現データベ
ースの構築 
(2)それらで同定された GCTB の悪性度及び治療反応性に関わる分子生物学的機能解析やネッ
トワークの解明 
が重要であると考え、我々は Denosumab使用前後の GCTB検体を用いてプロテオミクス分析
を行い、GCTBの骨溶解過程と Denosumabの治療効果において重要な機能的役割を果たすタ
ンパク質を同定し報告してきた。引き続き GCTBの治療成績向上のためにはバイオマーカーの
同定や新規治療分子標的の開発を大規模検証の基に進めることが重要であると考え研究を行っ
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、GCTBの腫瘍発生・再発・悪性転化の機序についての解析を行い、再発・転移に
関する予後予測マーカーの同定及び、新規治療分子標的の開発を行った。特に、GCTBの分子
標的治療薬として使用され始めた Denosumab のターゲットである RANKL-RANK シグナル
伝達経路治の GCTBにおける解明を目的に、主にタンパク質の網羅的発現解析を用い、GCTB
における予後規定因子・Denosumab に対する治療反応性に関する因子を同定し、これらに対
し遺伝学的・分子生物学的機能解明を加えることにより、GCTBの治療成績の向上を目指すこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究は順天堂大学整形外科・人体病理病態が共同し、２年の研究計画で進めた。 
 本研究は申請者を中心に研究連携者として、順天堂大学整形外科学（末原義之＿臨床一般・
タンパク質発現解析・一般的機能解析を専門）・人体病理病態学（齋藤剛＿病理診断・遺伝子変
異発現解析・細胞生物学全般の機能解析を専門）及び、研究協力者として、順天堂大学整形外
科学（窪田大介、向井原健太、赤池慶祐、石井翠）のサポートの下に研究遂行した。 
 研究対象と実施環境については、凍結手術検体等は、順天堂大学内の骨軟部腫瘍バイオバン
ク、大規模発現検証に必要な FFPE（パラフィン検体）は人体病理病態学のライブラリーを使用
した。機器については、1)タンパク質発現解析は、順天堂大学の研究基盤センターに各種質量
分析計等を使用した。特にタンパク質発現解析は、i-TRAQ (isobaric tags for relative and 
absolute quantification)で行った。2) 遺伝子発現・変異解析・機能解析及びネットワーク解
析は、順天堂大学整形外科教室、病理学教室、共同機器室の器機及びシステムを使用した。 
 
(1)GCTB の凍結手術検体を使用した網羅的タンパク質発現解析： 
 様々な観点からの GCTB の生物学的な特徴をプロファイリングするために、凍結手術検体を用
いて網羅的なタンパク質発現解析を行った。本研究では特に Denosumab 使用後の病理組織学的
特徴が主に２つの病変、すなわち数個の多核巨細胞を伴う残存間質細胞病変（ＳＬ病変）およ
び線維性骨病変（ＦＯ病変）によって特徴付けられることに注目し 、Denosumab 使用後の凍結
手術検体セットを用いてタンパク質のプロファイリングを作成した。その結果より Denosumab
使用後の病理組織学的特徴を規定するタンパク質を同定し、治療・予後関連バイオマーカーの



開発を進めた。 
 
方法： 
① 凍結手術検体から目的に応じたタンパク質抽出を行った。検体全例で臨床病理データを収
集した。 
② プロテオミクス：比較する両群間での定量的なタンパク質発現プロファイルを作成するた
めに、iTRAQ (isobaric tags for relative and absolute quantification)を方法として
用い、Mass Spectrometry ベースで約 2000個のタンパク質(20000 のアミノ酸フラグメント)
の観察を行った。 
③ 獲得されたタンパク質プロファイリングは IPA (The Ingenuity Pathway Analysis software 
program (Ingenuity Systems, Redwood City, CA)) を使用したネットワーク解析を行い、
各検討項目に対してタンパク質ネットワーク解析を行った。 
④ 同定されたタンパク質については特異抗体を使用したウエスタンブロット・免疫染色にて
発現を確認した。 
⑤ 免疫染色にて発現差を確認できたタンパク質については、バイオマーカーとしての有効性
を確認するために、骨巨細胞腫の FFPE データセットを使用し、タンパク質発現の大規模検
証を行った。 
上記に引き続き追加機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)GCTB の凍結手術検体を使用した網羅的タンパク質発現解析 
① Denosumab使用後にＳＬ病変を有した 4症例から８対の試料およびＦＯ病変を有した 2症
例から２対の試料、合計１０対の試料を得てタンパク質抽出を行った。 

② iTRAQを実施し、そして各分析において約１５００〜２２００のタンパク質を同定した。 
 SL 病変については、最終的に Denosumab 使用前後のサンプルで差次的に発現された 8
つのタンパク質プロファイルを取得した。各 8 タンパク質プロファイルの比較による
Denosumab 使用前後の有意に発現変化のあったタンパク質数は、それぞれタンパク質プロ
ファイル A: 263 (P<0.05)、タンパク質プロファイル B:281 (P<0.05)、タンパク質プロフ
ァイル C:334 (P<0.05)、タンパク質プロファイル D:174 (P<0.05)、タンパク質プロファ
イル E:180 (P<0.05)、タンパク質プロファイル F:212 (P<0.05)、タンパク質プロファイ
ル G:222 (P<0.05)、タンパク質プロファイル H:225 (P<0.05)であった。 
 FO 病変については差次的に発現される追加の 4 つのタンパク質プロファイルを取得し
た。各タンパク質プロファイルの比較による Denosumab 使用前後の有意に発現変化のあっ
たタンパク質数はそれぞれタンパク質プロファイル I: 202 (P<0.05)、タンパク質プロフ
ァイル J:154 (P<0.05)、タンパク質プロファイル K:140 (P<0.05)、タンパク質プロファ
イル L:113(P<0.05)であった。 
 ＳＬ病変のデータセットでは、８つのタンパク質プロファイル（プロファイルＡ〜Ｈ）
のうち、Denosumab 使用前サンプルと比較して使用後サンプルにおいて３２のタンパク質
の発現に差が見られた、うち１９は下方制御、１３は上方制御であった。F0 病変のデー
タセットでは、4 つのタンパク質プロファイル（プロファイル I〜L）のうち、Denosumab
使用前サンプルと比較して使用後サンプルにおいて 59 のタンパク質の発現に差が見られ
た、うち 27 は下方制御、32 は上方制御であった。 
 SL 病変データセットおよび FO 病変データセットを含む複合分析では、12 個のタンパク
質プロファイルのうち、11 個のタンパク質（ACON、CAH2、ENPL、G3P、KCRB、SERPH の６
個が下方制御され、ALBU、CO3、HEMO、LUM、TRFE の５個が上方制御された）が２群間で
重複していた。その一方で、SL病変データセット内の21個のタンパク質（RCN1, TCPG, VATA, 
VATE1, VATB2, AHNK, FLNA, IGHG3, IGHG1, IGKC, A1AT, LMNA, EF2, ECHA, IDHP, PLSL, 
CYC, CYTB, MMP9, PPA5, TPM3）および FO病変データセット内の４８個のタンパク質（HMGB1、
PDIA4、CALR、PDIA1、HS90B、TAGLN、CALX、NUCL、GLU2B、XRCC6、TBA1B、PPIB、HS90A、
S10A4、TYPH、ENOA、HSP7C、DPYL3、PDIA3、GANAB、ACTN4、CD109、PEBP1、COR1A、VIME、
APOA4、ZA2G、PRDX2、FIBB、AACT、A1BG、CERU、VTDB、HPT、HRG、PEDF、A2MG、CAH1、ANT3、
A1AG1、HBD、PPBT、APOA2、HBA、APOA1、A1AT、CO1A2）は独立して発現していた。特に、
これらの 21 個のタンパク質は SL 病変データセットにのみ出現しており、GCTB における
Denosumab 治療による線維性骨反応の過程において重要な役割を果たしていることが示
唆されると共に、これらのタンパク質は GCTB における Denosumab 治療効果を予測する
バイオマーカーとなりうる可能性を秘めていると考えた。 

 
③ IPAを用いて得られたタンパク質発現プロファイルのネットワーク分析を行った。各タン
パク質プロファイルに対して独立したＩＰＡを実施した。 LXR / RXR活性化、急性期反
応シグナル伝達および FXR / RXR活性化は、SL病変と FO病変の間の共通の重要な経路
として同定された。また上皮細胞におけるタンパク質応答とアルドステロンシグナル伝達
は FO病変において独立して同定された。 

④ 得られたプロファイリングのタンパク質発現を検証するために、抗 TPM3 抗体を用いて



SL病変および FO病変サンプルに対してウエスタンブロッティングを行ったところ、Ｓ
Ｌ病変が治療前およびＦＯ病変よりも TPM3 の発現が高いことが判明した。また抗
NUCL抗体を用いてSL病変およびFO病変サンプルに対してウエスタンブロッティング
を行ったところ、FO病変が治療前の発現と比べて低下していることが判明した。これら
の結果はこれまでのタンパク質プロファイリングと一致しており、プロテオーム解析の正
確さを示していると考えた。 

 以上の成果より我々はGCTBに対するDenosumab治療効果に関与しているタンパク質プロ
ファイルを同定した。その結果から Denosumab治療の効果判定や予後予測のバイオマーカー
候補となりうるタンパク質の同定にも成功した。今後はバイオマーカー候補タンパク質も病理
組織内での動態やその有用性を病理検体と臨床データを用いて解析していく予定である。 
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