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研究成果の概要（和文）：本研究は、悪性骨軟部腫瘍（肉腫）の化学療法感受性、浸潤能、遠隔転移能等を規定してい
る因子を網羅的遺伝子・タンパク質発現解析の手法を用いて明らかにする事、さらにこれらをマーカーとした個別化医
療、新たな治療法の可能性を探ることを目的とした。骨肉腫の新たな化学療法感受性マーカーとしてperoxiredoxin-2
、肺転移予測因子としてargininosuccinate synthetase、microRNA-143を同定し、microRNA-133aの発現抑制によって
骨肉腫の浸潤能、肺転移形成が抑制されることを見出した。その他GISTの予後予測マーカーとしてpfetin、DDX39の開
発を行なった。

研究成果の概要（英文）：In the current study, we tried to identify novel factors determining the biologica
l characteristics (chemosensitivity, invasiveness and development of metastasis) of malignant bone and sof
t tissue tumors (sarcomas). For osteosarcoma, we found peroxiredoxin-2 as a novel chemotherapy responsiven
ess marker and argininosuccinate synthetase and microRNA-143 as pulmonary metastasis predictive markers. 
Silencing of microRNA-133a with locked nucleic acid (LNA) reduced cell invasion of highly malignant CD133 
(high) population of osteosarcoma cells, and systemic administration of the LNA along with chemotherapy su
ppressed lung metastasis and prolonged the survival of osteosarcoma-bearing mice. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性骨軟部腫瘍（肉腫）の治療成績は、集学
的治療の導入により改善されてきたが、化学
療法不応例、遠隔転移発生例の予後は依然不
良であり、更なる治療成績向上のためには、
これらの予後不良症例を早期に同定し、より
強力・有効な治療を行なうこと、あるいは新
たな観点からの治療開発を行なうことが重
要である。 
研究開発当初、悪性腫瘍における治療抵抗性
の一因として「がん幹細胞」様細胞の存在が
示唆され、その分画の制御に様々な micro  
RNA が関与していることが明らかにされつ
つあった。 
網羅的遺伝子・タンパク質発現解析は、これ
までに明らかになっていない未知のバイオ
マーカー、治療標的の同定に極めて有用な手
法であるが、我々が独自に開発した蛍光二次
元電気泳動法（2D-DIGE）はタンパク質の網
羅的解析法として世界トップレベルの網羅
性と再現性を有している。また、われわれの
研究室では、in vitro の解析から蛍光ルミネ
センスを用いた in vivo における腫瘍増殖の
評価まで可能なシステムを確立しており、国
内トップクラスの骨軟部腫瘍（肉腫）
high-volume center である国立がん研究セ
ンター中央病院から得られる臨床検体・臨床
情報とも合わせ、肉腫における新たなバイオ
マーカーの開発、新規治療標的の同定と開発
のための環境が整備されつつあった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、悪性骨軟部腫瘍/肉腫における治療
成績向上の要である化学療法感受性・抵抗性、
浸潤能、遠隔転移能等に関して､これらを規
定している遺伝子・タンパク質を網羅的遺伝
子・タンパク質発現解析の手法を用いて明ら
かにすること、さらに、これらをマーカーと
した個別化医療、分子標的とした新たな治療
法の可能性を探ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、原則として解析の出発材料とし
て培養細胞など特殊な環境下の検体ではな
く、実際の生体（患者）内の状態を最もよく
反映していると考えられる悪性骨軟部腫瘍/
肉腫の生検あるいは手術時に採取された新
鮮凍結組織を用いた。具体的には、国立がん
研究センターバイオバンクに登録・保存され
ている悪性骨軟部腫瘍凍結組織を使用した。 
網羅的遺伝子発現解析は GeneChip Human 
Genome U133 Plus 2.0 Array（Affymetrix 社）
を用い、遺伝子発現量のバリデーションは定
量的 RT-PCR 等により行なった。microRNA の
網羅的解析は miRNA microarray ID 021827
（Agilent Technologies）を用いて行った。
網羅的タンパク質発現解析は、蛍光二次元電
気泳動、質量分析を用いて研究所創薬プロテ
オーム研究分野にて行った。データマイニン
グ（T-test, ANOVA, クラスタリング、主成

分分析等）の手法を用いて臨床的特徴と関連
する遺伝子・タンパク質（群）の探索を行な
った。 
 
４．研究成果 
（１）骨肉腫 
①化学療法感受性マーカーperoxiredoxin-2
（PRDX2） 
骨肉腫 12 例の生検標本よりタンパク質を抽
出、術前化学療法奏効例(6 例)と非奏効例(6
例)の間で認められるタンパク質発現の差を
蛍光 2 次元電気泳動で解析し、全 2250 タン
パク質スポットより発現差の認められる 55
スポットを同定した。質量分析により、この
55 スポットは 38 遺伝子産物であることが示
された。その中で peroxiredoxin-2(PRDX2)
に注目し、さらに解析を行った。PRDX2 に対
する特異抗体を用いた Western blotting に
より、骨肉腫に対する化学療法奏効例(PRDX2
低発現)と非奏効例(PRDX2 高発現)は明瞭に
区別することが可能であり、これは
validation sample を用いた検証実験でも確
認された。PRDX2 は骨肉腫術前化学療法の新
たな効果予測因子として有用と考えられた。 
② 肺 転 移 予 測 因 子 argininosuccinate 
synthetase（ASS） 
骨肉腫 20 例の生検標本より RNA を抽出、肺
転移早期出現例(7例)と非出現例(12例)の間
で認められる遺伝子発現の差を GeneChip 
U133plus2.0を用いて解析した。両群間で102
遺伝子の発現に有意差が認められた。肺転移
出現例において発現上昇を認めたもの７遺
伝子、発現低下を認めたもの 95 遺伝子であ
った。agininosuccinate synthetase(ASS)発
現は肺転移出現例で著明に低下しており、骨
肉腫 62 例を用いた ASS 特異抗体による免疫
染色では、ASS 低発現例の予後は有意に不良
であった。 
③肺転移予測因子 microRNA-143（miRNA-143） 
miRNA-143 は骨肉腫肺転移例において有意に
低下しており、これは MMP-13 を介して骨肉
腫細胞の浸潤能に影響を与えることによる
ものと考えられた。また、miRNA の強制発現
によって骨肉腫肺転移巣の形成は有意に抑
制された。 
④“骨肉腫幹細胞”を制御する microRNA133a 
骨肉腫における治療抵抗性の一因である「が
ん幹細胞」に相当する細胞集団を同定し、そ
の分画を制御する microRNA を網羅的発現解
析から特定した。網羅的解析から特定された
microRNA1,10,133aの３種類のmicroRNAから、
microRNA133a に特化した研究を展開し，LNA
による発現抑制が in vitro の骨肉腫細胞の
浸潤能及び in vivo の動物移植モデルでの肺
転移をともに抑制する効果を見いだした。 
 
（２）GIST 
我々が見出した GIST の新たな予後予測マー
カー・フェチンの臨床的有用性を多数の他施
設手術検体を用いて検証を進めるとともに、



網羅的タンパク質発現解析（2D-DIGE）の手
法を用いて、GIST における新たな予後予測マ
ーカーとして ATP-dependent RNA helicase 
DDX39 を同定した。DDX39 高発現の GST はそ
うでないものに比べて有意に予後不良であ
った。 
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