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研究成果の概要（和文）：骨軟部腫瘍の各組織型においてタンパク質発現プロファイリング構築とバイオマーカー開発
を行った。同定されたバイオマーカー候補タンパク質は、大規模検証と機能解析を行った。本研究ではGIST, Ewing肉
腫、滑膜肉腫、骨肉腫、類上皮肉腫を中心に研究を行った。研究成果として複数の予後関連・薬剤関連タンパク質の同
定に成功した。それらの同定タンパク質は大規模解析にてバイオマーカーとしての有用性が確認された。それらの同定
タンパク質の機能解析では、各腫瘍において悪性度・治療抵抗性の機能解明を行った。組織型特異的融合遺伝子に関わ
るタンパク質発現解析を行い、融合遺伝子タンパク質発現プロファイリング構築を行った。

研究成果の概要（英文）：We conducted proteomics analyses to generate the protein profiles regarding bone 
and soft-tissue tumors (BST) and discover novel biomarkers of BST. We performed validation and functional 
studies for identified proteins that were candidate biomarkers. In this project, we focused on GIST, 
Ewing sarcoma, synovial sarcoma, osteosarcoma as well as epithelioid sarcoma In the results, we 
identified several proteins which were candidates of biomarkers including prognosis and 
chemo-sensitivities. We also succeeded to validate the power of biomarker in the each larger cohort as 
validation studies. And we succeeded to elucidate functions regarding malignancies and chemo-resistances 
as functional studies. Furthermore, we conducted proteomics analyses to generate the protein profiles 
regarding histological specific fusion genes in BST.

研究分野： 整形外科

キーワード： 骨軟部腫瘍　タンパク質発現解析
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１．研究開始当初の背景 
 
 骨軟部腫瘍の治療成績は、有効な化学療法
等の導入によって著明に改善されてきたが、
化学療法の効果が不十分な症例及び初診時
転移例の予後は依然極めて不良である。骨軟
部腫瘍のさらなる治療成績向上のためには、
(1)これら治療抵抗性のメカニズムや生命予
後を規定する因子の解明、 
(2)オーダーメイド医療のための新たなバイ
マーカーの開発や分子標的治療法のための
新たなターゲットの開発 
が必要である。 
 現在までの肉腫における発現解析研究の
中心は、DNA 及び mRNA レベルでの網羅的
発現解析が中心に研究されて一定の成果を
あげている。しかしながら、翻訳後修飾を含
むタンパク質特異的状況等より、DNA 及び
mRNA の発現は必ずしもタンパク質発現に
相関しないという報告も多く存在しており、
タンパク質レベルにおける腫瘍マーカーの
開発にはタンパク質レベルにおける網羅的
解析が不可欠と考える。 
 以上より本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の研究目的は、 
(1)骨軟部腫瘍の網羅的タンパク質発現解析
によるバイオマーカー候補の同定、 
(2)同定された予測タンパク質に対しては、バ
イオマーカーの臨床応用を目的とした大規
模検証、 
(3)その同定された予測関連タンパク質の機
能解明、 
(4)骨軟部腫瘍特異的組織型特異的融合遺伝
子発現に基づいたタンパク質発現プロファ
イリングの構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 骨軟部腫瘍の凍結手術検体を使用した
網羅的タンパク質発現解析： 
 各種骨軟部腫瘍の凍結手術検体を使用し
た網羅的タンパク質発現解析を行いタンパ
ク質発現プロファイリングの獲得を行った。 
 
①タンパク質を抽出された上記検体全例で
臨床病理学データを確認すると共に、既存の
融合遺伝子及び腫瘍特異的遺伝子の発現確
認を行った。 
②定量的なタンパク質発現プロファイルを
作成しするためにタンパク質は i-TRAQ 法及
び 2D-DIGE 法で解析を行った。 
③その獲得されたタンパク質発現プロファ
イリングについては、各検討項目ごとの比較
を行い、発現差の大きな重要と考えられるタ
ンパク質を選出・同定した。 
④また、同時に IPA など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。 
⑤同定されたタンパク質については上端ブ
ロット・免疫染色にて発現を確認した。 
 
(2) バイオマーカーの臨床応用を目的とし
た大規模免疫染色検証： 
 各種骨軟部腫瘍のタンパク質発現プロフ
ァイリングで同定された予後・治療予測関連 
タンパク質の発現検証を行った。 
 
①使用する骨軟部腫瘍凍結臨床検体・パラフ
ィンブロック臨床検体の臨床病理学データ
を確認と共に融合遺伝子及び腫瘍特異的遺
伝子の発現を確認した。 
②同定されている予後予測マーカーである
GIST（KCTD12, KCTD10, DDX39）、滑膜肉腫
（SCRN1）、Ewing 肉腫（NPM1）、類上皮肉腫
（CAPZB）、骨肉腫（PRDX ファミリー）に対し
て検証を行った。 
③その免疫染色等の発現結果を臨床情報と共
に単変量・多変量解析を行い、バイオマーカ
ーとしての能力・有効性を検証した。 
 
(3) 同定タンパク質の機能解析: 
 
 同定されている候補タンパク質である
GIST（KCTD12）、滑膜肉腫（SCRN1）、Ewing 肉
腫（NPM1）、類上皮肉腫（CAPZB）に対して検
証を行った。 
 
①同定タンパク質発現抑制及び強制発現に
よる細胞増殖の観察とその状況下における
網羅的タンパク質発現解析を行った。 
②各タンパク質発現を統計学的手法及びネ
ットワーク解析を行った。 
③各種細胞系においてその同定タンパク
質・主流ネットワークの発現抑制及び強制発
現させ、細胞増殖を観察した。 
 
(4)組織型特異的融合遺伝子発現に基づいた
網羅的タンパク質発現解析： 
 Ewing 肉腫、滑膜肉腫、横紋筋肉腫を中心
に融合遺伝子発現に関連したタンパク質発
現プロファイリングの獲得を行った。 
 
①各種腫瘍細胞系において融合遺伝子の発
現を確認した。 
②融合遺伝子発現の抑制下における制御タ
ンパク質の発現プロファイルを i-TRAQ 法用
いて獲得した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 骨軟部腫瘍の凍結手術検体を使用した
網羅的タンパク質発現解析： 
GIST、滑膜肉腫、Ewing 肉腫、類上皮肉腫、
骨肉腫に対してタンパク質発現解析行った。 
それぞれのタンパク質発現プロファイリン
グを獲得した。GIST（KCTD12, KCTD10, DDX39）、



滑膜肉腫（SCRN1）、Ewing 肉腫（NPM1）、類上
皮肉腫（CAPZB）、骨肉腫（PRDX ファミリー）
を同定した。 
 
(a)GIST の KCTD12 について: 
現在までの研究に引き続きとして GIST の凍
結検体約 20 例で予後に関連するタンパク質
同定をタンパク質発現解析の手法を用いて
行った。それら検体より約 1500-2000 のタン
パク質発現プロファイリングを獲得した。そ
の中で KCTD12 に注目して発現検証実験を進
めた。小規模な検証セットにて発現検証に成
功したため、(2)における大規模検証に移行
した。 
 
(b)GIST の KCTD10 について: 
現在までの研究に引き続きとして GIST の凍
結検体約 20 例で予後に関連するタンパク質
同定をタンパク質発現解析及び遺伝子発現
解析の手法を用いて行った。それら検体より
約1500-2000のタンパク質発現プロファイリ
ングを獲得した。その中で KCTD10 に注目し
て発現検証実験を進めた。小規模な検証セッ
トにて発現検証に成功したため、(2)におけ
る大規模検証に移行した。 
 
(c)GIST の DDX39 について: 
現在までの研究に引き続きとして GIST の凍
結検体約 20 例で予後に関連するタンパク質
同定をタンパク質発現解析の手法を用いて
行った。それら検体より約 1500-2000 のタン
パク質発現プロファイリングを獲得した。そ
の中でDDX39に注目して発現検証実験を進め
た。小規模な検証セットにて発現検証に成功
したため、(2)における大規模検証に移行し
た。 
 
(d)滑膜肉腫の SCRN1 について: 
現在までの研究に引き続きとして滑膜肉腫
の凍結検体約 20 例で予後に関連するタンパ
ク質同定をタンパク質発現解析の手法を用
いて行った。それら検体より約 1500-2000 の
タンパク質発現プロファイリングを獲得し
た。その中で SCRN1 に注目して発現検証実験
を進めた。小規模な検証セットにて発現検証
に成功したため、(2)における大規模検証に
移行した。 
 
(e) Ewing 肉腫の NPM1 について: 
現在までの研究に引き続きとしてEwing肉腫
の凍結検体約 20 例で予後に関連するタンパ
ク質同定をタンパク質発現解析の手法を用
いて行った。それら検体より約 1500-2000 の
タンパク質発現プロファイリングを獲得し
た。その中で NPM1 に注目して発現検証実験
を進めた。小規模な検証セットにて発現検証
に成功したため、(2)における大規模検証に
移行した。 
 
(f) 類上皮肉腫の CAPZB について: 

類上皮肉腫の凍結検体約 10 例で腫瘍特異的
タンパク質同定をタンパク質発現解析の手
法を用いて行った。それら検体より約
1500-2000 のタンパク質発現プロファイリン
グを獲得した。その中で CAPZB に注目して発
現検証実験を進めた。発現検証に成功したた
め、(2)における検証に移行した。 
 
(g)骨肉腫の PRDX ファミリーについて: 
現在までの研究に引き続きとして骨肉腫の
凍結検体約 20 例で化学療法奏功性に関連す
るタンパク質同定をタンパク質発現解析の
手法を用いて行った。それら検体より約
1500-2000 のタンパク質発現プロファイリン
グを獲得した。その中で PRDX2 に注目して発
現検証実験を進めた。発現検証にも成功した。 
 
(2) バイオマーカーの臨床応用を目的とし
た大規模免疫染色検証： 
GIST（KCTD12, KCTD10, DDX39）、滑膜肉腫
（SCRN1）、Ewing 肉腫（NPM1）、類上皮肉腫
（CAPZB）に対して行った。GIST（KCTD12, 
KCTD10, DDX39）、滑膜肉腫（SCRN1）、Ewing
肉腫（NPM1）に対して有意差を認めた。 
 
(a)GIST の KCTD12 について: 
現在までの研究に引き続き、GIST の KCTD12
について多施設検証として約 100 例で FFPE
切片に対して免疫染色による検証を行った。
免疫染色の発現を評価した結果 KCTD12 の発
現により有意差を持って GIST の予後の予測
が可能であった。 
 
(b)GIST の KCTD10 について: 
現在までの研究に引き続き、GIST の KCTD10
について約 100 例で FFPE 切片に対して免疫
染色による検証を行った。免疫染色の発現を
評価した結果 KCTD10 の発現により有意差を
持って GIST の予後の予測が可能であった。 
 
(c)GIST の DDX39 について: 
現在までの研究に引き続き、GIST の DDX39 に
ついて約 100 例で FFPE 切片に対して免疫染
色による検証を行った。免疫染色の発現を評
価した結果DDX39の発現により有意差を持っ
て GIST の予後の予測が可能であった。 
 
(d)滑膜肉腫の SCRN1 について: 
現在までの研究に引き続き、滑膜肉腫の
SCRN1 について多施設検証として約 50 例で
FFPE 切片に対して免疫染色による検証を行
った。免疫染色の発現を評価した結果 SCRN1
の発現により有意差を持って滑膜肉腫の予
後の予測が可能であった。 
 
(e)Ewing 肉腫の NPM1 について: 
現在までの研究に引き続き、Ewing 肉腫の
NPM1 について多施設検証として約 50 例で
FFPE 切片に対して免疫染色による検証を行
った。免疫染色の発現を評価した結果 NPM1



の発現により有意差を持ってEwing肉腫の予
後の予測が可能であった。 
 
(f) 類上皮肉腫の CAPZB について: 
類上皮肉腫の CAPZB について約 20例で FFPE
切片に対して免疫染色による検証を行った。
免疫染色の発現を評価した結果CAPZBの発現
により臨床病理学的差は認めなかった。 
 
(3) 同定タンパク質の機能解析: 
同定されている候補タンパク質である GIST
（KCTD12）、滑膜肉腫（SCRN1）、Ewing 肉腫
（NPM1）、類上皮肉腫（CAPZB）に対して検証
を行った。機能一部解明に成功した。 
 
(a)GIST の KCTD12 について: 
GIST の KCTD12 について機能解析を行った。
GIST 培養細胞系で KCTD12 を発現調整し、細
胞増殖などの影響評価と KCTD12 動態に関わ
るタンパク質・遺伝子発現プロファイリング
の作成を行った。KCTD12 が GIST の細胞増殖
に関与していることを同定した。また GIST
の腫瘍遺伝子であるc-kitの発現に関連を持
ちながら KCTD12 は発現していることが解明
された。GIST における KCTD12 関連タンパク
質・遺伝子発現プロファイリングの作成に成
功した。それらプロファイリングを活用して
ネットワーク解析を行い主要パスウェイの
データ構築を行った。 
 
(b)滑膜肉腫の SCRN1 について: 
滑膜肉腫のSCRN1について機能解析を行った。
滑膜肉腫培養細胞系で SCRN1 を発現調整し、
細胞増殖などの影響評価とSCRN1動態に関わ
るタンパク質・遺伝子発現プロファイリング
の作成を行った。SCRN1 が滑膜肉腫の細胞増
殖に関与していることを同定した。滑膜肉腫
における SCRN1 関連タンパク質・遺伝子発現
プロファイリングの作成に成功した。 
 
(c) Ewing 肉腫の NPM1 について: 
Ewing肉腫のNPM1について機能解析を行った。
Ewing 肉腫培養細胞系で NPM1 を発現調整し、
細胞増殖などの影響評価と NPM1 動態に関わ
るタンパク質・遺伝子発現プロファイリング
の作成を行った。NPM1 が Ewing 肉腫の細胞増
殖に関与していることを同定した。また
Ewing肉腫の腫瘍遺伝子であるEWS/FLi1の発
現に相関を持ちながら NPM1 は発現している
ことが解明された。Ewing 肉腫における NPM1
関連タンパク質・遺伝子発現プロファイリン
グの作成に成功した。それらプロファイリン
グを活用してネットワーク解析を行い主要
パスウェイのデータ構築を行った。その結果
MYC パスウェイなどが重要であることが示唆
されたため、細胞系を用いてそのパスウェイ
の検証したところ悪性度や NPM1 の発現に相
関を認めた。 
 
(d) 類上皮肉腫の CAPZB について: 

類上皮肉腫のCAPZBについて機能解析を行っ
た。類上皮肉腫培養細胞系で CAPZB を発現調
整し、細胞増殖などの影響評価と CAPZB 動態
に関わるタンパク質・遺伝子発現プロファイ
リングの作成を行った。NPM1 が類上皮肉腫の
細胞増殖に関与していることを同定した。類
上皮肉腫における CAPZB 関連タンパク質・遺
伝子発現プロファイリングの作成に成功し
た。それらプロファイリングを活用してネッ
トワーク解析を行い主要パスウェイのデー
タ構築を行った。その結果、類上皮肉腫の腫
瘍抑制伝子である INI1 欠損に関係を持ちな
がらCAPZBは発現していることが解明された。 
 
(4) 組織型特異的融合遺伝子発現に基づい
た網羅的タンパク質発現解析： 
特に EWS/FLI1(Ewing 肉腫)、SYT/SSX(滑膜
肉腫)について、タンパク質発現プロファイリ
ングを獲得した。 
 
(a)滑膜肉腫の SCRN1 について: 
滑膜肉腫培養細胞系を用いてSYT/SSXに関わ
るタンパク質同定をタンパク質発現解析の
手法を用いて行った。滑膜肉腫培養細胞系で
SYT/SSX を発現調整し、細胞増殖などの影響
評価と SYT/SSX 動態に関わるタンパク質・遺
伝子発現プロファイリングを行った。それら
解析より約1500-2000のタンパク質発現プロ
ファイリングを獲得した。 
 
(b)Ewing 肉腫の EWS/FLI1 について: 
Ewing肉腫培養細胞系を用いてEWS/FLI1に関
わるタンパク質同定をタンパク質発現解析
の手法を用いて行った。Ewing 肉腫培養細胞
系で EWS/FLI1 を発現調整し、細胞増殖など
の影響評価と EWS/FLI1 動態に関わるタンパ
ク質・遺伝子発現プロファイリングを行った。
それら解析より約1500-2000のタンパク質発
現プロファイリングを獲得した。 
 
(b)横紋筋肉腫の PAX3/FOXO1 について: 
横紋筋肉腫培養細胞系を用いて PAX3/FOXO1
に関わるタンパク質同定をタンパク質発現
解析の手法を用いて行った。横紋筋肉腫培養
細胞系で PAX3/FOXO1 を発現調整し、細胞増
殖などの影響評価と PAX3/FOXO1 動態に関わ
るタンパク質・遺伝子発現プロファイリング
を行った。それら解析より約 1500-2000 のタ
ンパク質発現プロファイリングを獲得した。 
 
(d)GIST の c-kit について: 
GIST培養細胞系を用いてc-kitに関わるタン
パク質同定をタンパク質発現解析の手法を
用いて行った。GIST 培養細胞系で c-kit を発
現調整し、細胞増殖などの影響評価と c-kit
動態に関わるタンパク質・遺伝子発現プロフ
ァイリングを行った。それら解析より約
1500-2000 のタンパク質発現プロファイリン
グを獲得した。 
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