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研究成果の概要（和文）：悪性軟部腫瘍に対する化学療法薬には複数選択肢がある。その中で進行例悪性軟部腫
瘍に対してトラベクテジンがあり、本薬剤の奏効性を予測する指標が明らかとなれば、治療選択に非常に有用で
ある。本研究は、腫瘍の遺伝子解析とトラベクテジン抵抗性の腫瘍細胞を用いた解析を行うことで、トラベクテ
ジンの奏功性を予測する指標を探索することを目的として行なった。本研究の結果、効果予測の候補となる遺伝
子が挙げられたため、さらなる解析を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：There are several chemotherapy regimen to treat soft tissue sarcoma. 
Trabectedin is one of the drugs for advanced soft tissue sarcoma. It is important to reveal the 
biomarker to predict the efficacy of trabectedin. The purpose of this research was to elucidate the 
biomarker of trabectedin to predict the efficacy through genomic analysis of tumor specimens and 
mechanism of resistance to trabectedin. We identified several possible genomic biomarker, and will 
perform more analysis in the future.

研究分野： 骨軟部腫瘍

キーワード： 悪性軟部腫瘍　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性軟部腫瘍に対する化学療法薬の複数選択肢がある中で、そのバイオマーカーを同定することが求められてい
る。本研究は進行例悪性軟部腫瘍に対して保険適応となっているトラベクテジンの奏効性を予測する指標を腫瘍
の遺伝子解析を行うことで、同定することを目的とした。本研究の結果、効果予測の候補となる遺伝子が挙げら
れたためさらなる解析を行う予定である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

悪性軟部腫瘍は、全身のあらゆる軟部組織に発生する悪性腫瘍で、希少かつ組織型が
多様であることから、治療方針決定が困難なことがある。5 年生存率は 60〜70％程度であり、
主に肺転移をきたし、再発および転移が生じた進行例は予後不良である。悪性軟部腫瘍進行例に
対する化学療法として、ドキソルビシンを含む化学療法が１次治療として用いられている。一方、
２次治療以降の薬剤として、パゾパニブ、トラベクテジン、エリブリンが近年保険適応となり、
進行例に対する治療選択肢が増えたことから、薬剤選択基準が急務の課題となっている。２次治
療以降の治療薬選択基準として、これまでの臨床試験の結果に基づき、腫瘍の組織型ごとの奏効
性を頼りにすることが多い (Kawai A, Adv Ther. 2017)。しかし、同一組織型でも奏効性が異な
ること、臨床試験で無効とされていた組織型でも効果がみられることがある。また、臨床試験に
含まれなかった組織型では、各薬剤の奏効性は不明である。 

トラベクテジンは、nucleotide excision repair (NER)に関連した遺伝子発現、SNP と
その奏効性の関連が報告されている。Trabectedin の作用機序として、NER を介したものの他、
免疫微小環境において tumor associated macrophage (TAM)の抑制による cytotoxic T cell（CTL）
の活性化(Allavena P, Cancer Res, 2005)、転写因子として作用する融合遺伝子の転写抑制(Aune 
GJ, Clin Cancer Res, 2008)など、その作用機序が多様であることから、奏効性に関与する他の
バイオマーカーも存在すると考えられる。 

先述のように、同一の組織型においても薬剤の奏効性が大きく異なることがあること、
効果がないと考えられている組織型でも治療効果が見られることがあることから、各組織型特
異的な遺伝子異常が治療奏効性と関わっているだけでなく、トラベクテジンの奏効性に関連す
る遺伝子異常が存在する可能性が考えられる。これまで網羅的遺伝子解析により悪性軟部腫瘍
の化学療法奏効性に関するバイオマーカーの探索を行った研究はなく、本研究により新規バイ
オマーカーの解明が期待される。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、悪性軟部腫瘍に対するトラベクテジンの奏効性を予測するバイオマ
ーカーを探索しより適した治療薬選択につなげること、さらにトラベクテジン抵抗性に関与す
る遺伝子を探索し、そのメカニズムを解明することでトラベクテジンと相加および相乗効果を
有する併用薬剤を探索することである。薬剤奏効性を予測するバイオマーカー探索を目的とし
て、オンコパネルおよび shRNA ライブラリーを用いた多角的かつ網羅的遺伝子解析は、これま
で行われておらず、本研究によってこれまでの研究では検出し得なかった遺伝子異常の解明に
つながる。さらに、本研究の手法を他の悪性軟部腫瘍の適応薬であるパゾパニブおよびエリブリ
ンにも適応することによって、ゲノム情報に基づいた治療薬選択が可能となり、今後、臨床試験
に発展させることで、悪性軟部腫瘍の診療体系の発展に大いに貢献するものと考える。 
 
３．研究の方法 
 

本研究は、悪性軟部腫瘍に対するトラベクテジンの奏効性を予測するバイオマーカー
を探索し、より適した治療薬選択につなげることを目的としている。（１）でがん遺伝子パネル
による解析と臨床情報を統合してバイオマーカーの探索を行うとともに、（２）で shRNA ライブ
ラリーを用いてがん遺伝子パネルに含まれない遺伝子について薬剤抵抗性に関与する遺伝子を
探索する。以上の２つの手法によって同定した薬剤奏効性・抵抗性に関与する遺伝子について、
in vitro および in vivo の解析を行う。薬剤抵抗性に関与する遺伝子に関しては、その遺伝子
が関与する主要なシグナルを解明し、その阻害剤によりトラベクテジンの治療効果に相加また
は相乗効果があるか否かを検証し、新規治療手段の開発につなげる。 
(1) がん遺伝子パネルを用いたトラベクテジン奏功性を予測するバイオマーカーの探索 
(1)-① 検体および臨床情報の収集 
トラベクテジンを投与し、RECIST による画像評価で PR または 12 週以上の SD となった症例を
Responder、PD となった症例を non-Responder とし、それぞれ 15 症例、計 30 症例を目安に解析
を行う。症例に関しては、骨軟部腫瘍ゲノムコンソーシアム参加施設にアンケートをすでに行い、
各群のサンプルサイズが十分であることを確認している。FFPE サンプルおよび臨床情報（年齢、
性別、原発（部位、サイズ、ステージ）、再発、転移（臓器数）、PS、前後の化学療法レジメン数、
投与量、ORR、PFS、OS）を収集する。 
 (1)-② がん遺伝子パネルによる解析 
FFPE 検体の腫瘍部位および正常部位から遺伝子を抽出し、がん遺伝子パネルにより遺伝子の点
突然変異・挿入欠失・コピー数異常、遺伝子の融合、遺伝子発現の解析を行う。 
(1)-③ 臨床情報およびがん遺伝子パネル解析情報の統合によるバイオマーカーの探索 
Responder と non-Responder における遺伝子異常・発現を比較する。統計は、χ二乗検定、ログ
ランク検定、Cox 比例ハザードモデルを使用する。 
(2) shRNA ライブラリーによるトラベクテジン抵抗性に関与する遺伝子の探索 
(2)-① 薬剤抵抗性に関与する遺伝子を探索 
トラベクテジン抵抗細胞株に対して shRNA ライブラリーを強制導入し、トラベクテジン投与に



よる細胞増殖抑制について解析する。 
(2)-② 薬剤抵抗性に関与する遺伝子と治療奏効性の解析 
(1)で使用した検体において候補に挙がった遺伝子の発現とトラベクテジン奏効性について解析
し、薬剤抵抗性に関与する遺伝子を同定する。 
 (3)  同定された遺伝子のトラベクテジン抵抗性に関するメカニズムの探索 
(1)および(2)で同定されたトラベクテジン抵抗性に関与する遺伝子について、その遺伝子の強
制発現および抑制系において変化するシグナルを pathway 解析や GSEA 解析などを用いて探索す
る。 
(4)  薬剤抵抗性に関与するシグナルの阻害剤併用によるトラベクテジンの奏効性の検証 
(3)で同定されたシグナルの阻害剤が存在する場合は、阻害剤を併用することによりトラベクテ
ジンの奏功性に与える影響について解析する。In vitro で相加および相乗効果がみられた場合
は、xenograft モデルにより in vivo においても薬剤併用効果について検証する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) がん遺伝子パネルを用いたトラベクテジン奏功性を予測するバイオマーカーの探索 

トラベクテジンが投与された患者のうち、RECIST による画像評価で PR または 12 週以
上の SD となった症例を Responder、PD となった症例を non-Responder として、協力施設にアン
ケートを行い、悪性軟部腫瘍のなかでも特に頻度が高く、トラベクテジンの有効性が高い粘液型
脂肪肉腫と滑膜肉腫の検体を、Responder と non-Responder として各 8 例の FFPE 検体を収集し
た。また、臨床情報として、年齢、性別、原発、再発、転移、PS、前後の化学療法レジメン数、
投与量、ORR、PFS、OS）などを収集した。 

その後、がん遺伝子パネルによる解析を行なった。最初に収集した Responder および
non-Responder それぞれ 5 例から DNA を抽出して、がん遺伝子パネルにより遺伝子の点突然変
異・挿入欠失・コピー数異常の解析を行った。得られた遺伝子異常のデータと臨床情報およびが
ん遺伝子パネル解析情報の統合によるバイオマーカーの探索を行なった。 

Responder と non-Responder をそれぞれ５検体で、体細胞変異の有無による治療効果に
ついて検討したが、体細胞変異と治療奏功性との関係は見られなかった。原因として肉腫におけ
るがん遺伝子パネルで得られる体細胞変異の頻度が少ないことが考えられた。これまで、トラベ
クテジンの奏功性について解析された研究、メチル化に注目したものがあること、また
nucleotide excision repair に関与する因子や BRCA などの homologous recombination repair
に関与する因子の発現が関与していることがわかってきたことから、メチル化、遺伝子発現解析
を行った。５例ずつの検討で、治療奏功性と関連すると考えられる候補となる遺伝子 Xがあげら
れたが、症例数を３例ずつ増やし、患者背景因子などを調整して統計解析したところ、当初見ら
れた遺伝子 Xのメチル化異常と治療奏功性の関係がみられなかった。今後は、症例数を追加で５
症例ずつ増やすなどさらなる解析をすることを検討している。 
 
 (2) shRNA ライブラリーによるトラベクテジン抵抗性に関与する遺伝子の探索 

まず、ヒト滑膜肉腫細胞株を入手し、in vitro でトラベクテジンを繰り返し投与し、
生存する細胞を抽出してトラベクテジン抵抗性細胞株とした。これを用いて、shRNA による遺伝
子発現抑制によってトラベクテジン感受性促進に繋がる遺伝子を同定することとした。約 2000
個の遺伝子を含む shRNA ライブラリーをこの細胞株に強制発現し、トラベクテジンを in vitro
で投与した。トラベクテジン投与後に生存していた細胞とトラベクテジン非投与の細胞をコン
トロールとして遺伝子発現解析を行い、両群で比較し、トラベクテジン感受性に関与する遺伝子
をスクリーニングした。繰り返し実験を行ったが、この過程で再現してトラベクテジンの感受性
に関与する遺伝子は検出できなかった。また、候補になる遺伝子の shRNA を作成し、これを強制
発現してトラベクテジンを投与したが、薬剤感受性に明確な変化がみられなかった。 

そのため、さらなる解析を行うために未分化多形肉腫の細胞株を入手し、in vitro で
トラベクテジンを繰り返し投与し、生存する細胞をトラベクテジン抵抗性細胞株として使用し
た。先ほどと同様に shRNA を強制発現し、トラベクテジン投与群と非投与群で遺伝子発現解析を
行い、shRNA ライブラリーに含まれる遺伝子の中でトラベクテジン非投与群の細胞の遺伝子発現
とトラベクテジン投与群で生存していた細胞の遺伝子発現を比較し、トラベクテジン感受性に
関与する遺伝子の同定を試みた。本細胞株を用いた解析においても同様に再現性のある結果が
得られなかったため、shRNA を用いてトラベクテジンの感受性に関与する遺伝子の同定には至ら
なかった。 

本実験では滑膜肉腫と未分化多形肉腫の細胞株を用いいて行なったが、他の悪性軟部
腫瘍の細胞株、特に粘液型脂肪肉腫などの細胞株を用いた解析を行うことが今後の課題と考え
ている。 
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