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研究成果の概要（和文）：本研究は高悪性度骨軟部肉腫患者の生検検体や血清を用い、発がんや悪性形質維持に大きな
役割を持つとして近年注目されているマイクロRNAの網羅的解析およびその機能解析を行うことによって、予後や治療
効果を予測する新たなバイオマーカーの開発を行った。主な成果としては、小児･若年成人に好発する高悪性度骨軟部
肉腫であるユーイング肉腫においてmiR-34aというマイクロRNAがユーイング肉腫の重要な予後予測因子となりうること
を明らかにした。また、ユーイング肉腫患者の初診時血清サンプル中のマイクロRNA解析を行い、ある特定のマイクロR
NAがユーイング肉腫患者で多く発現しているという結果を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have analyzed the comprehensive microRNAs (miRNAs)  expressions 
of the highly malignant musculoskeletal tumors patients using the their tumor biopsy and serum samples. Mi
RNAs are newly-recognized small non gene-coding RNA family , they have been increasingly accepted as playi
ng crucial roles in pathogenesis of most human malignancy as well as normal cell differentiation.Microarra
y analyses of Ewing's sarcoma, which is one of the highly malignant sarcoma that frequently afflict childr
en and young adolescents, defined a signature of miRNAs associated with a differential risk of disease pro
gression. Validation analysis by qRT-PCR confirmed the prognostic relevance of miR-34a. Patients with the 
highest expressions of miR-34a did never experience adverse events; in contrast, most of the patients with
 the lowest expressions relapsed within two years. Furthermore, we have identified several miRNAs which ha
ve highly expressed in the serum of Ewing's sarcoma patients.
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１．研究開始当初の背景 

 骨肉腫や横紋筋肉腫に代表される高悪性度

骨軟部肉腫の治療成績は、1970 年代から 80

年代にかけ、強力な化学療法を含む集学的治

療の導入によって著明に改善した。しかしな

がら、90 年代に入り、現在行われている標準

的な化学療法が確立した後は、その治療成績

はほぼ横ばいであり、さらに解決すべき、以

下のような問題点を残している。 

 

(1)既存の化学療法の効果が不十分な症例や

治療後再発例の予後は、依然としてきわめて

不良であるが、このような予後不良群を、治

療開始前に判別することが難しい。また、予

後不良群に投与可能な新規分子標的治療薬

の開発は、他がん腫に比べ著しく遅れている。 

 

(2) 現在の標準治療では、ほぼすべての症例

に同様の化学療法プロトコールが使用され、

その治療には大量の抗がん剤投与を必要と

する。そのため、小児・青年期に多く発生す

る骨肉腫や横紋筋肉腫が治癒した後も、治療

自体による重篤な心・腎不全、抗がん剤によ

る神経障害、不妊、２次がんの発生などの問

題が晩期の合併症として患者や家族を苦し

める。 

 

(3)以上の問題点を解決していくために、 

① 予後不良（抗がん剤低感受性群）あるい

は予後最良好群を治療開始時に見分ける生

物学的予後マーカーの開発、②各々の骨軟部

肉腫の生物学的特性に応じた分子標的治療

薬の開発、③さらにはそれらの分子標的治療

薬がどの患者により効果があるかを見分け

る、治療効果予測因子の開発などが強く望ま

れる。 

 

(4)低分子ノンコーディング RNA 一つである

マイクロ RNA が、近年新たにがんの分野で注

目されている。マイクロ RNA の異常が、発が

んや悪性形質維持、化学療法抵抗性に大きな

役割をもつことが相次いで報告され、これら

を基礎とした、バイオマーカーや新規分子標

的治療の開発に大きな期待がよせられてい

た。研究計画時、ヒトで 900 を超えるマイク

ロ RNA が同定されており、転写された mRNA

を分解または翻訳抑制することによって、タ

ンパク質の発現を阻害し、すべてのヒト遺伝

子のうち約 60％以上が、これらのマイクロ

RNA によって制御を受けているとされている。

またマイクロRNAの大部分は種を超えてその

構造が保存されており、生命現象の重要な部

分を司るファインチューニングの役割を果

たしていることが明らかになりつつある。比

較的安定な一本鎖 RNAであるマイクロ RNAの

網羅的解析は、技術的にほぼ確立しており、

既知の cDNA マイクロアレイやプロテオーム

解析と組み合わせることによって、より統合

的で解析ノイズの少ないバイオマーカーが

検出可能と考えられた。 

 
 
２．研究の目的 

 本研究は高悪性度骨軟部肉腫患者の生検検

体や血清を用い、発がんや悪性形質維持に大

きな役割を持つとして近年注目されている

マイクロRNAの網羅的解析およびその機能解

析を行うことによって、予後や治療効果を予

測する新たなバイオマーカーを開発するこ

とを目的とした。 

 
３．研究の方法 

 様々な骨軟部腫瘍生検検体の網羅的マイク

ロ RNA 解析を行う中で、特に小児･若年成人

に好発する高悪性度骨軟部肉腫であるユー

イング肉腫に着目して研究を行った。ユーイ

ング肉腫は特徴的な融合遺伝子EWS-ETS遺伝

子群によって発症する円形細胞腫瘍で、既存

の化学療法などの集学的治療が一定の効果

を示すが、治療そのものによる二次発がんや

重要臓器に対する有害事象に悩まれること

も多々あり、中には様々な治療に抵抗性のグ



ループも存在する。 

研究方法の具体的な手順をいかに述べる。 

 

(1) 均一なプロトコール治療が行われた、限

局性ユーイング肉腫 50 例の初診時生検サン

プルから抽出した全 RNA を使用し、マイクロ

ＲＮＡの網羅的解析を施行した。 

 

(2) 次に、得られたデータを、再発転移およ

び死亡イベントの有無で比較、有意に差を認

めたマイクロ RNA群について定量化 PCRおよ

び多変量解析による検証を行った。 

 

(3) 12 種のユーイング肉腫細胞株を用い、In 

vitro で得られたマイクロＲＮＡの機能解析

を行った。 

 

(4) 35例のユーイング肉腫患者から抽出され

た初診時血清中のマイクロＲＮＡの網羅的

解析を施行した。他の良性および悪性骨軟部

腫瘍患者から抽出しされた血清中のマイク

ロＲＮＡ発現プロファイルと比較し、発現量

に差があったマイクロＲＮＡについて定量

化 PCR による検証を行った。 

 

 
４．研究成果 

(1) マイクロＲＮＡの網羅的解析により予

後良好群と予後不良群を比較すると、

miR-34a, miR-92a, miR-23a, miR-490-3p, 

miR-130bの5つのマイクロRNA発現量に優位

な差が検出された。 

 

(2) このうち、定量化 PCR および多変量解析

によって最終的に miR-34 が有望なバイオマ

ーカー候補として残り、miR-34a の発現量が

高い症例は予後が良好であり、発現量が著し

く低い症例は2年以内にほぼ全例が再発転移

を来したことから、miR-34a はユーイング肉

腫の独立した予後因子であると考えられた。 

 

(3) 次に、12種のユーイング肉腫細胞株を用

い、In vitro でユーイング肉腫における

miR-34a の機能解析を行った。その結果、

miR-34a はユーイング肉腫細胞株の p53 

status と相関し、p53 野生型の細胞株ではそ

の発現が増加していた。また、miR-34a の発

現量はアガロースゲルにおけるコロニー形

成能と強い不の相関を示し、miR-34a の発現

量が低いものほど、悪性度が高いことが示唆

された。さらに、miR-34a の発現が低下して

いる細胞株で合成miR-34aを強制発現させる

と、抗がん剤への感受性が増強する傾向があ

った。また、miR-34a は、p53 の機能と密接

に関係し、miR-34a の低下がユーイング肉腫

の悪性度増強につながる可能性が示唆され、

miR-34a の機能を基にした分子標的治療の開

発が大いに期待される。また、今後は日本ユ

ーイング肉腫研究グループ（JESS）等と協議

し、本研究で得られた知見を、多施設でより

大規模な検証実験を行えるよう、計画を進め

ていく予定である。 

 

(4) さらにユーイング肉腫患者の初診時血

清サンプル中のマイクロRNAの網羅的解析を

行った。その結果、ある特定のマイクロ RNA

がユーイング肉腫患者で多く発現している

という結果を得た。このマイクロ RNA は他の

がん腫において、発がんを促進している発が

ん性マイクロRNAであることが明らかにされ

つつあり、その発現量を経時的に観察するこ

とによって腫瘍マーカーとして開発できる

可能性を秘めている。 
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