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研究成果の概要（和文）：転移性骨腫瘍の病態を理解し臨床に有用なバイオマーカーを開発することを目的とし
て本研究を行った。本研究は、臨床検体を用いたプロテオーム解析のデータを活用するところに特徴がある。プ
ロテオーム解析の手法としては大型蛍光二次元電気泳動法および質量分析を用いた。転移性骨腫瘍のタンパク質
発現プロファイルを作成し、病巣に特徴的に発現するタンパク質を特定し、それらの中から血中に放出されうる
タンパク質を同定した。臨床検体を用いた検証実験を行い、転移性骨腫瘍の症例における特異的発現を調べた。
原発組織の異なる転移性骨腫瘍の腫瘍組織を用い、原発不明癌の鑑別診断のためのシーズとなるタンパク質の探
索を行った。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to understanding of disease mechanisms of 
metastatic bone tumors, and to develop biomarkers. This study was characterized by the use of 
clinical specimens and proteomics data. Large-format two-dimensional difference gel electrophoresis 
and mass spectrometry were employed in this study. We created the protein expression profiles of 
metastatic tumors, identifying the proteins unique to tumors, and found biomarker candidates as 
proteins which could be released from the tumors and exist in the blood stream. Using the plasma 
samples, we validated the presence of identified proteins in the patients with or without bone 
metastasis. In addition, we investigated the protein expression differences among the metastatic 
bone tumors with different original sites. Those proteins could be candidates of biomarkers for 
differential diagnosis of malignancies of unknown origin. 

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 転移性骨腫瘍　バイオマーカー　プロテオーム解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨は肺に次いで転移の多い臓器であり、多くの悪性腫瘍は骨に転移する。骨転移は予後不良因子であり、病的骨
折を来すなどして患者のQOLを著しく損なう。しかしながら、転移性骨腫瘍の早期診断や有効な治療法は限られ
ている。高齢化に伴うがん患者の増加および治療法の進歩により、骨に転移をもって長期生存する症例は増えて
おり、転移性骨腫瘍の治療法の開発はますます重要になっている。その原発腫瘍の性状や分子背景により、転移
性骨腫瘍は複雑な病態を示すが、適切な実験モデルが得難い。臨床検体を用いたオミクス解析のデータによって
分子背景を網羅的に理解することで、有用なバイオマーカーなど新しい発見を期待することができる。
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１． 研究開始当初の背景 

骨への転移はすべての癌においてステージが進んだ段階で認められる可能性がある。乳が

ん、肺がんにおいて頻度が高く、前立腺がん、腎がん、胃がん、子宮がんにおいても認め

られる。本邦では新規に年間 5～10万人の癌患者が治療の必要な骨転移を患っており、骨

転移による疼痛の緩和や病的骨折の治療を目的とした手術が年間 5000 件以上行われてい

る。一方、骨転移はそれ自体が生命危機を来さず末期症状での治療となるため臨床データ

の蓄積が少ない。また、遠隔転移に関与する遺伝子を特定するためにマイクロアレイを用

いた遺伝子発現解析が行われてきたが、転移性骨腫瘍の網羅的発現解析は実施例がきわめ

て少なく、未開拓の分野として残されている。特にプロテオーム解析では臨床検体を用い

て転移性骨腫瘍を調べた例は申請者以外にほとんどない。分子標的薬の登場により治療戦

略が複雑化していること、長期生存症例が増え転移性骨腫瘍症例が増えていること、病的

骨折を予防し侵襲的治療を回避することは患者にとってメリットが大きいことから、姑息

的治療ではなく、ADL や QOL の向上を目指した新しい治療法の開発が求められている。 

２． 研究の目的 

骨転移腫瘍の新しい治療法の開発に資する知見を得ることが本研究の目的である。転移性

骨腫瘍に対しては外科的手術が行われているが、脊椎など解剖学的に手術切除が困難な部

位に発生した場合は、疼痛緩和などの対処療法しか手段がない。破骨細胞の増殖を押さえ

る骨修飾薬が使用されているが、骨転移した腫瘍細胞そのものに対する有効な治療法は確

立されていない。新しい抗がん剤の開発に並行して、バイオマーカーの開発も重要である。

早期に発見され治療を受けた転移性骨腫瘍症例の方が予後がよいと考えらえており、転移

性骨腫瘍を早期に診断するバイオマーカーが必要とされている。現在、そのためのバイオ

マーカーとしては血清アルカリホスファターゼが使用されているが、腫瘍組織に特異的な

ものではなく胆道系の疾患でも高値を示すことから、新しいバイオマーカーが求められて

いる。本研究では、１）申請者がこれまでに同定した転移性骨腫瘍のバイオマーカー候補

の有用性を臨床検体で検証し、２）新しいプロテオーム解析の手法を用いて転移性骨腫瘍

に関連するタンパク質を新規に探索する。また、３）骨転移巣から初代培養細胞株の樹立

を行い、研究基盤を構築する。 

３． 研究の方法 

これまでの研究で同定済の骨転移関連タンパク質のバイオマーカーとしての検証実験 

原発腫瘍組織と比較したときに転移性骨腫瘍組織において高発現し、発現抑制が腫瘍細胞

の増殖抑制・浸潤能抑制を引き起こし、腫瘍細胞から細胞外に放出されているタンパク質

をすでに同定している。このタンパク質を対象に、転移性骨腫瘍の症例、肺などの臓器に

転移を来している症例、転移のない症例の間で、血漿・血清サンプルを比較解析する。50

症例以上を対象とした検証実験を行う。サンプルは国立がん研究センターを中心に複数の

医療機関の症例のものを使用する。複数の医療機関で収集される臨床検体を用いることで、

多様な背景をもった症例群を形成し、機関ごとのバイアスを打ち消すことができる。 

液相トップダウン質量分析法 

液体クロマトグラフィーによって分離したペプチドを高感度の質量分析装置（Finnigan 

LTQ Orbitrap mass spectrometer）で解析する。原発臓器の異なる腫瘍組織を使用する。

本手法では、2000～3000 種類のタンパク質を観察することができる。現在までに、全長タ

ンパク質を分離する蛍光二次元電気泳動法や PROTOMAP 法を用いて骨転移関連タンパク質

を調べてきた。これらの方法とは分離の原理が異なることから、今までに観察対象となっ

ていなかったタンパク質を比較解析できる。 

転移性骨腫瘍からの細胞株の樹立 

転移性骨腫瘍の手術検体から初代培養を試み、株かを目指す。樹立が順調に行われた細胞

株については動物移植モデルを作成し、バイオマーカーの機能解析や抗がん剤の感受性試



験に使用する。 

４．研究成果 

同定済の骨転移関連タンパク質のバイオマーカーとしての検証実験 

千葉大学呼吸器内科で採取された肺がん症例 75例の血漿を用いて、画像的に骨転移が存在

する症例群におけるバイオマーカーの血中発現レベルを、画像的に骨転移が存在しない症

例群と比較した。市販の ELISA プレートはうまく稼働せずウェスタンブロッティングを用

いた解析を行った。その結果、骨転移が陽性の症例群において高い確率で候補タンパク質

が強く発現することが確認された。また、肺がん 70 例、悪性胸膜中皮腫 27 例の臨床病理

情報について、バイオマーカー候補タンパク質の発現との相関解析を行った。悪性度との

関連を示唆するデータを期待したが、そこには有意な相関を示す事象は同定されなかった。

同タンパク質には複数のファミリータンパク質が存在する。そこで、ウェスタンブロッテ

ィングでファミリータンパク質を調べたところ、一連のものが血中で高い発現を示すこと

がわかった。また、次に述べる質量分析装置を用いた実験で一連のファミリータンパク質

を調べ、同候補タンパク質の特異性を確認したところ、それらファミリータンパク質が腫

瘍組織内で高い発現レベルを示すことがわかった。本バイオマーカーは分子パスウェイ全

体として特定の機能の亢進に関与している可能性が高い。このことはすなわち、バイオマ

ーカーとして検査系を構築する際、かならずしも本タンパク質である必要はないこと、複

数のファミリータンパク質を同時測定することで感度特異度を向上させることができる可

能性があること、を示唆している。今回、限られた症例数では発現の更新を確認すること

ができたが、臨床的な悪性度との相関は認められなかったことから、血中濃度の亢進の機

能的な意義を調べることは困難であると考えられる。今までの研究から悪性度に関与する

ことはわかっているものの、血中で高値を示している当該タンパク質は必ずしも腫瘍細胞

から分泌されているとは限らないからである。この問題にアプローチする手法としては、

プロテオゲノミクスの手法が考えられる。すなわち、腫瘍細胞ごとにゲノム情報を得て変

異配列を含むペプチドを質量分析で同定するというものである。このアプローチが血清バ

イオマーカーに応用された事例はかつてないのだが、国立がん研究センターでは同解析を

可能にするソフトウェアを開発中でいる。転移性骨腫瘍に限らず血清腫瘍マーカーの開発

における本ソフトウェアの応用を、次世代シークエンサーや高精度の質量分析装置の使用

と合わせて今後の見当課題としたいと考えている。 

原発巣の異なる転移性骨腫瘍組織の腫瘍組織を液相トップダウン質量分析で調べた。

データ解析には、二次元質量分析解析ソフトウェア、データベースにはユニプロット・ス

イスプロット、検索にはマスコットを使用した。対象とした転移性骨腫瘍の原発腫瘍は、

乳がん、肺がん、悪性リンパ腫、腎がん、皮膚がんである。データ全体の相関関係を調べ

ると原発腫瘍同士が特に相関が高い傾向はなかったものの、主成分分析では、原発巣にし

たがったタンパク質の発現プロファイルが存在することがわかった。階層的クラスター解

析および主成分分析では、悪性リンパ腫に由来する転移性骨腫瘍において、他のものと著

しいプロファイルの違いが存在することがわかった。悪性リンパ腫に特異的に発現が高い

ことがわかったがん関連タンパク質としては、macrophage-capping protein などが挙げら

れる。このタンパク質は他の悪性腫瘍の予後バイオマーカーとして同定されており、増殖

には関与しないが転移を促進することが今までの研究からわかっている。Nucleophosmin

の発現も顕著だった。Nucleophosmin は種々の悪性腫瘍で高い発現を示し、予後バイオマ

ーカーとして知られている。また、Peroxiredoxin ファミリータンパク質として、

Peroxiredoxin１，２，４，５，６の発現が顕著に高く、特異な酸化還元系のパスウェイの

関わりが悪性リンパ腫で想定されるた。そのほか、Epidermal growth factor receptor 

substrate 15 、 FK506-binding protein 、 Far upstream element-binding protein 、

RNA-binding protein FUS、FYN-binding protein、Glypican-1、78 kDa glucose-regulated 

protein、Heat shock protein HSP 90-alpha、Transgelin などが高い発現を示していたこ



とが興味深い。病態解析の意味では網羅的データは重要な役割を果たすのだが、治療標的

になりえるような、たとえばリン酸化酵素の過剰発現などは認められなかった。これは質

量分析の感度によるところが大きいと考えている。今回の実験で同定できたタンパク質は

約 2800 種類であり、定量的に同定できていることを考慮しても、同定数としては少ない。

多数の分画をとる、最新の質量分析装置を使用する、などして網羅性を拡張する必要があ

ると考えられる。 

転移巣からの初代培養の樹立については、腫瘍細胞以外の細胞があまりにも多く、樹

立に至らなかった。血球系の細胞を除去する必要があると考えられる。細胞を分離する方

法として、遠心分離法だけでなく血中循環腫瘍細胞を精製する装置などを検討したが、血

球細胞を効率よく除去し腫瘍細胞を回収する方法を確立することはできなかった。骨には

多様な非腫瘍細胞が含まれており、幹細胞としての性格を有するものも多いと考えられる

ため、患者由来がんモデルの樹立方法の開発が必要だと考えられる。同じことは、胸水や

腹水からの樹立についても当てはまる一般的な課題であり、今後取り組んでいきたい。 
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