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研究成果の概要（和文）：骨発生の悪性腫瘍である骨肉腫の予後は、その抗がん剤の効き具合（薬剤感受性）に大きく
左右される。もしそれぞれの患者において薬剤感受性が予測できるのであれば、それぞれに合わせた治療が可能となる
。
我々は過去に治療を行った22名の小児骨肉腫患者の腫瘍組織検体を用い、3群に分類した薬剤感受性ごとの遺伝子学的
プロファイルを見つけ出し、これらを用いた薬剤感受性予測システムを構築を目指し研究を行った。
その結果、ゲノム解析により8個の遺伝子マーカーが抽出され、これを用いた予測システムは新規の8名の骨肉腫患者の
薬剤感受性を予測することに成功した。今後本システムの有用性をさらに多くの患者で検証していく予定である。

研究成果の概要（英文）：Chemosensitivity is the most important prognostic factor for osteosarcoma (OS). We
 have carried out our project to identify possible genomic markers for the prediction of chemosensitivity 
for pediatric OS patients using CGH technique. 22 tumor samples of pediatric conventional OS patients who 
divided into three groups according to the histological response to chemotherapy were applied.
Differential aberration analyses resulted that 8 putative genomic markers harboring OS-related genes were 
selected for classifying each 3 groups. Scoring system to predict chemosensitivity was developed with thes
e genomic markers and validation analysis with 8 independent patients confirmed that the scoring system wa
s remarkably consistent to the patient properties. These signatures may be useful for the prediction of ch
emosensitivity and validation with more samples is awaited.
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１．研究開始当初の背景 

骨肉腫は骨原発悪性腫瘍としては最多の疾患
であり、主に小児および青年期にその発症の
ピークをもつ。治療は術前および術後化学療
法による全身療法と、手術等による局所療法
からなり、近年多剤併用化学療法の導入と根
治性を高めた局所療法の達成により、５年生
存率は 70-80％にも達してきている。しかしな
がら、化学療法が奏功しない患者の予後は５
年生存率 20-30％と未だに不良である。すなわ
ち、化学療法感受性は骨肉腫における最も重
要な予後規定因子であるとされている。 
現在骨肉腫に対する標準治療は、治療前生検
による診断確定、術前化学療法、広範切除を
基本とする局所治療、そして術後化学療法と
されている。また化学療法プロトコールは、
MAP レジメン(メソトレキセート＋アドリアマ
イシン＋シスプラチン)および IFO（イフォス
ファミド）が世界的にも広く受け入れられて
いる。ファーストラインレジメンとして MAP
を導入し、画像もしくは病理学的効果判定に
より MAP が不奏効と判断された場合、IFO の導
入が検討される。本治療アルゴリズムの問題
点としては、MAP レジメンの奏効性は手術によ
る摘出腫瘍検体の検討により決定されるもの
であり、実際に治療を行なってみないとその
有効性が判断できないところにある。もし骨
肉腫患者ごとに抗癌剤感受性の予測が可能で
あれば、治癒への期待がさらに高まるだけで
なく、約一年にも及ぶ治療期間を短縮させる
ことも可能となる。 
過去における骨肉腫患者の化学療法感受性の
予測マーカーの研究の結果は、しかしながら
信頼に足るマーカーの検出には至っていない。
これには対象患者となる骨肉腫が希少疾患で
あること、また各報告内で化学療法プロトコ
ールが体系化されていないことが原因となっ
ていると思われる。 
世界的にも過去10年以上治療成績の向上がみ
られていない本疾患領域では、化学療法感受
性予測のためのマーカーの探索は、新規治療
薬の開発と並び待ち望まれているところであ
り、研究結果をベッドサイドに迅速に還元し
うる手法であると考える。 
 
２．研究の目的 

現時点で有用な化学療法感受性予測のため
のマーカーが存在しない骨肉腫において、化
学療法奏功例および不奏功例の臨床検体を
用いたゲノムコピー数異常解析および遺伝
子発現解析を行うことで、以下を達成するこ
とを本研究計画の目的とする。 
① 骨肉腫の化学療法感受性を規定する

genomic marker の同定 
② Genomic marker に基づく化学療法感受性

の予測システムの構築 
 
３．研究の方法 

1) 対象症例の選択 
千葉県がんセンターにて 1993 年以降に診断
および治療を受けた骨肉腫患者より採取さ
れ、バイオバンクに保存されている骨肉腫腫
瘍検体 86 検体のうち、以下の条件に適合す
る検体を抽出した。 
(a) 病理学的に conventional high-grade 

osteosarcoma の診断が確認されている 
(b) 四肢骨発生例 
(c) 治療開始前の生検材料由来の腫瘍組織

が利用可能 
(d) 診断時年齢が 25 歳以下 
(e) 生存例は追跡期間が２年以上 
(f) 局所療法として根治的腫瘍広範切除術

が施行されている 
その結果、30 例の検体が解析対象となった。
この内、2008 年以前に採取された検体 22 例
を learning set、それ以降に採取された検体
8例を validation set とした。 

2) 化学療法感受性によるグルーピング 
本研究の主目的である、化学療法感受性の予
測のため、本研究においては全症例を以下の
３グループに層別化した。 
Group A: MAP レジメンに奏効（腫瘍切除検体
にて腫瘍壊死率 90%以上） 
Group B: MAP レジメン不奏効（画像的診断で
腫瘍増大）も IFO が奏効（腫瘍切除検体にて
腫瘍壊死率 90%以上） 
Group C: MAP、IFO ともに不奏効 
Learning set 22 例の内訳は、Group A;8 例、
Group B;6 例、Group C;8 例であった。また
この3群間の臨床病理学的背景はその転帰意
外はほぼ同一であった（図１）。 

（図１） 
 
3) 解析方法 
DNA および RNA はそれぞれの凍結検体よりキ
ットを用いて抽出された。いずれの検体も、
パラフィン切片において腫瘍細胞のコンテ
ンツが 80%以上であることが確認されている。 
500ng の DNA が array CGH 解析に供された。
プラットフォームは Agilent Human Genome 
CGH Microarray Kit 4x44K を用いた。解析ソ
フトウェアは Agilent Genomic Workbench を
用いた。 
また 1ug の RNA より cDNA が作成され、各遺



伝子に特異的な primer を用いて RT-PCR が施
行された。 
さらに次世代シーケンサーを用いた薬剤感
受性関連遺伝子の変異検索を行った。これは
薬剤低感受性症例を中心に 11 症例より抽出
されたDNAとその正常コントロールとしての
末梢血由来 DNA を比較し、腫瘍特異的変異を
検索した。使用プラットフォームは 409 のが
ん関連遺伝子セットを搭載したIon AmpliSeq 
Comprehensive Cancer Panel を用いた。 
 
4．研究成果 

1) 各グループの治療成績 
まず解析に先立ち、learning set 22 例を上
記のごとく3グループに分類した際のそれぞ
れの治療成績を示す。 
これらグループにおいても、化学療法奏効群
(Group A & B)は不奏功群(Group C)に対し、
全生存率および無病生存率ともに有意に良
好であることが示された（図２）。 

        （図２） 
 
2) 全骨肉腫症例に共通して見られるコピー
数異常 
全 22 例において高頻度にコピー数異常が認
められた共通の領域は以下の通りであった。 
これらの領域は、17p gain や 8q gain、また
13q loss など、 過去の骨肉腫に関する報告
と重複するものも多く見られ、これらの領域
が骨肉腫のtumorigenesisに関与する可能性
が示唆された（表１）。 

        （表１） 
 
3) 各グループを分別するゲノムマーカー 
array CGH の手法で集められたデータから、
Differential aberration analysis の方法に
より、Group A と Group B&C を分別するゲノ
ムマーカー（Marker X）および Group A&B と
Group C を分別するゲノムマーカー（Marker  
Y）を抽出した（表２）。これらのマーカー領

域には、これまでに骨肉腫関連遺伝子候補が
多く含まれていた。特に薬剤不奏効群の
predictive marker となる領域には、これま
でに骨肉腫のtumorigenesisや他の癌腫での
薬剤抵抗性に関与することが報告されてい
る遺伝子群が内包されており、これらの遺伝
子が骨肉腫においても重要な機能を司って
いる可能性が示唆された。 

        （表２）    
 
4) 化学療法奏功性予測モデルの作成 
上記の結果から、それぞれの化学療法奏功性
がもっとも反映されるようなスコアリング
システムを作成した。 
これは、Marker X、Y をそれぞれ+1,-1 とし、
それぞれのマーカーの存在から合計点を算
出、これによるグルーピングが実際の化学療
法奏功性とどれだけ相関があるかを検証し
た。 
その結果、learning set 22 例においては、0   
および 2点が Group A,B,C の 3 群を分ける閾
値として設定することでこれら3群を分別す
ることができた。 
さらに validation set 8 例による独立した
検証実験が行われたところ、本スコアリング
システムは上記8例をそれぞれの化学療法感
受性を示す群に高い精度をもって分別する
ことができた（図３）。以上より、本化学療
法奏功性予測モデルの有用性が検証された。 

        （図３） 
 
5) 12q13 遺伝子群の発現解析 
上記の中で特に化学療法奏功性と強い関連
を持った 12q13 領域において、本領域内のが
ん関連遺伝子の発現解析を行った。18 遺伝子



それぞれの primer set を作成し、RT-PCR で
good responder 群(Group A & B)と poor 
responder 群(Group C)との 2群間比較を行っ
た。その結果、これらの遺伝子の多くは 12q13
領域の増幅を示す poor responder 群(Group 
C)において比較的発現が高かった（図４）。 

        （図４） 
 
6) 次世代シークエンサーによる変異解析 
これまでに 11 症例において次世代シークエ
ンサーによる変異解析を行った。Total read 
9.3G base、mean read length 110bp、average 
coverage 約 1500(98.9%)と良好なシー県寝
具が達成されており、この結果 153 の SNV 候
補が抽出された（5%以上の頻度で抽出）。こ
れは 1検体あたり 13.9 個となる。 
これまでに３つの新規骨肉腫関連変異候補
を同定しており、これらは転写因子やチロシ
ンキナーゼファミリー遺伝子を含む。 
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