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研究成果の概要（和文）：軟骨肉腫、粘液線維肉腫、骨巨細胞腫の全エクソン解読ならびに全トランスクリプト
ーム解読を行い、新規ドライバー変異、融合遺伝子を同定した。また、粘液線維肉腫はエピゲノムの特徴から予
後と関連する3群に分類されることを見出した。microRNA133aの発現抑制によって骨肉腫の、microRNA135bの発
現抑制によって粘液型脂肪肉腫の浸潤能及び肺転移が抑制されることを明らかにした。TFE3免疫染色、WT1遺伝
子FISH検索、FGF23免疫染色、USP6遺伝子FISH検索、H3K27me3免疫染色が種々の肉腫の病理診断に有用であるこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the current study, we performed whole exome and transcriptome sequences 
of chondrosarcoma, myxofibrosarcoma and giant cell tumor of bone. Myxofibrosarcoma was divided into 
3 groups depending on the epigenome characteristics.　Invasiveness and potential of pulmonary 
metastasis were regulated by microRNA133a in osteosarcoma and by microRNA135b in myxoid liposarcoma.
 Immunohistochemistries for TFE3, FGF23 and H3K27me3, and FISH for WT1 and USP6 were useful for 
pathological diagnosis of bone and soft tissue sarcomas.

研究分野：外科系臨床医学・整形外科学
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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、遠隔転移例の予後は依然きわめ

て不良であり、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的確に同定し、

より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。 

網羅的遺伝子・タンパク質発現解析は、腫瘍

の基礎的研究のみならず、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。国立がん研究センター研究所には、次

世代シークエンサーをはじめとした最先端

の遺伝子・タンパク質発現解析技術が整備さ

れている。また、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。本研究開始時、

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、

我々の研究室でも骨肉腫の「がん幹細胞」に

関与する microRNA-133a を同定していた。 

国内トップクラスの high-volume center で

ある国立がん研究センター中央病院から得

られる詳細な臨床情報の付与された臨床検

体とも合わせ、悪性骨軟部腫瘍（肉腫）にお

ける新たなバイオマーカーの開発、新規治療

標的の同定と開発には最適の環境が整って

いると考えられる。 

 
２．研究の目的 
本研究は、多様な生物学的特徴を有する悪性

骨軟部腫瘍（肉腫）の分子生物学的異常を、

遺伝子からタンパク質まで重層的・包括的に

解析し、臨床上重要な表現型（組織型、化学

療法感受性、増殖・浸潤・転移能、予後）に

関与する因子（群）を明らかにすること、そ

れによって正確な病理診断、各腫瘍の分子背

景に基づく治療法の選択、特異的な分子生物

学的異常をターゲットとした新たな治療法

の開発を促進することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
本研究では、解析の出発材料として樹立培養

細胞株など特殊な環境下に適合した検体で

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

れた新鮮凍結組織あるいはそのゼノグラフ

トを用いた。 

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・病理学

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）ゲノム・エピゲノム解析 

軟骨肉腫、粘液線維肉腫、骨巨細胞腫の全エ

クソン解読ならびに全トランスクリプトー

ム解読を行い、体細胞ゲノム異常の包括的な

同定、融合遺伝子の検出を試み、いずれの組

織型においても新規ドライバー変異、融合遺

伝子を同定した。また、粘液線維肉腫につい

ては約 45 万箇所の CpG メチル化を包括的に

解析するための Infinium 

HumanMethylation450 BeadChip Kit を用いた

エピゲノム解析を行い、粘液線維肉腫は予後

と関連する3群に分類されることを見出した。

さらに、肉腫ゼノグラフト株 10 種（軟骨肉

腫、骨肉腫、類上皮肉腫、滑膜肉腫）と細胞

株 2種（骨肉腫、滑膜肉腫）の全ゲノム解析

を行い、遺伝子異常情報を付与した。 

 



（２）マイクロ RNA 解析 

わが国で開発された核酸医薬である

Synthetic Tough-Decoy (S-TuD) に よ る

microRNA133a の発現抑制によって、骨肉腫細

胞の in vitro における浸潤能及び in vivo

移植モデルでの肺転移が抑制されることを

明らかにした。また、粘液型脂肪肉腫の round 

cell 領域に高発現する microRNA として

microRNA135b を同定した。microRNA135b 高

値の患者は、低い患者に比べて予後不良であ

ること、また in vivo 移植モデルにおいて

microRNA135b の発現抑制が肺転移を抑制す

ることなどから、microRNA135b は粘液型脂肪

肉腫の新たな治療標的となりうることが示

唆された。 

 

（３）プロテオーム解析 

肉腫の臨床検体および培養細胞を用いたプ

ロテオーム解析にて、肉腫の悪性度に関連す

るタンパク質の同定を行った。パゾパニブに

対する応答性が異なる肉腫培養細胞を用い

た解析では、耐性を示す細胞株において特徴

的なチロシンリン酸化酵素の発現および活

性を同定し、培地中に放出されるタンパク質

を同定した。粘液線維肉腫では、その浸潤性

発育に関わるタンパク質を同定した。 

 

（４）新規病理診断マーカーの探索 

肉腫特異的な遺伝子異常等を FISH や免疫染

色にて検出し、病理診断バイオマーカーとし

て活用するため、近年文献的に報告された

様々な抗体や FISH プローブの有用性につい

て、複数症例を用いて妥当性検証を行った。

具体的には、TFE3免疫染色、WT1遺伝子のFISH

検索、FGF23 免疫染色、USP6 遺伝子の FISH

検索等につき、その有用性を確認した。また、

悪性末梢神経鞘腫瘍では H3K27me3 免疫染色

の完全消失が高頻度に認められ、これと鑑別

を要する腫瘍ではほとんど認められないこ

とから、病理診断に非常に有用であることを

確認した。 
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