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研究成果の概要： 

骨肉腫の治療成績は飛躍的に進歩し、専門施設における５年生存率は約 70%まで向上してき

た。しかし最近 10年間での進歩はなく、残る30%は症例の既存の治療法に対して抵抗性である。

さらに初診時にすでに遠隔転移を生じている症例（以後 M1 症例）の予後は著しく不良であり、

5年生存率は10-40%にまで低下する。この見地から、これまでM1症例の生物学的特徴について、

ゲノムレベルのいくつかの研究がなされているが未だ共通した特質は明らかにされていない。

本研究では近年発生、癌化、分化へ深く関与していることが明らかにされつつある DNA メチル

化に着目し、これまで数個の遺伝子について断片的に行われてきた解析を、ゲノム全体のメチ

ル化プロファイル（以下メチロームと称する）の解析を通して、骨肉腫 M1症例の特質を解明す

ることを行った。 
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１．研究開始当初の背景 
骨肉腫の治療成績は画像診断の進歩、化学

療法薬剤の開発により飛躍的に進歩し、専門
施設における５年生存率は約 70%まで向上し
てきた。しかし最近 10年間での進歩はなく、
残る 30%は症例の既存の治療法に対して抵抗
性である。さらに多くの予後報告では除外さ
れている、初診時にすでに遠隔転移を生じて
いる症例（以後 M1 症例）の予後は著しく不
良であり、5年生存率は 10-40%にまで低下す
る(J Clin Oncology 21,2011-8,2003)。M1症

例は骨肉腫全体の 20%を占め、M1症例の病態
を究明することは骨肉腫全体の治療成績の
向上にもつながると考えられる。この見地か
ら、これまで M1 症例の生物学的特徴につい
て、ゲノムレベルのいくつかの研究がなされ
ているが未だ共通した特質は明らかにされ
ていない。 
 
２．研究の目的 
これまで M1 症例の生物学的特徴について、
ゲノムレベルのいくつかの研究がなされて
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いるが未だ共通した特質は明らかにされて
いない。本研究では近年発生、癌化、分化へ
深く関与していることが明らかにされつつ
ある DNAメチル化に着目し、これまで数個の
遺伝子について断片的に行われてきた解析
を、ゲノム全体の網羅的メチル化プロファイ
ル（以下メチロームと称する）の解析を通し
て、骨肉腫 M1 症例の特質を解明することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 

M1症例2例(KS690T1,KS1300T1)と正常試料
(ヒト骨髄間質細胞)から高純度 DNAを抽出し、
ChIP on Chip及びビーズアレイによる網羅的
メチル化遺伝子解析を行い、候補遺伝子の絞
り込みを行い RT-PCR で発現を比較した。具
体的な手法を以下に記す。 

ホルムアルデヒドでDNA-蛋白複合体をク

ロスリンクさせた後に超音波破砕機を用い

てDNAを100〜2000bpに断片化する。次に抗

メチル化シトシン抗体を用いて、シトシン

5’位がメチル化修飾されている領域のDNA

蛋白複合体を免疫沈降法にて回収する。同

時に抗体を用いずに免疫沈降をおこなった

ものをコントロールとして作成する。これ

らのDNA蛋白複合体の蛋白を分解し、それぞ

れ残ったDNA断片を蛍光標識し20,000個の

ヒト遺伝子転写調節領域をスポットしたプ

ロモーターアレイ(GLAS-H20K-Chip Human 

Promoter Array)上に競合ハイブリダイズさ

せ、スキャナーにて蛍光検出する。この蛍

光強度を解析することでM1症例において特

異的にメチル化修飾を受けている遺伝子転

写調節領域候補を抽出する。 
 
４．研究成果 
M1 症例 2 例における ChIP on Chip 法を用い
た転移に関与するメチル化修飾遺伝子の網
羅的解析を行った。この結果、M1症例 1例で
メチル化されている遺伝子は 485 個、もう 1
例では 1184個で、共通しているのは 75遺伝
子であった(図１)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. M1症例 2例におけるメチル化遺伝子数 
 
 
 
この中には癌腫において予後との関連が明
ら か に さ れ て い る Protocadherin 20 

(PCDH20), Insulin-like growth factor 
binding protein, acid labile 
subunit(IGFALS)などが含まれていた。（表 1,
図 2） 
 
 
表 1. 共通でメチル化修飾を受けていた遺伝
子のうち上位 20遺伝子 

IGFALS 
Insulin-like growth factor binding protein, acid 

labile subunit 

MAEA Macrophage erythroblast attacher 

OSR1 Oxidative-stress responsive 1 

MAN1A1 Mannosidase, alpha, class 1A, member 1 

PKNOX2 PBX/knotted 1 homeobox 2 

KCNH6 
Potassium voltage-gated channel, subfamily H 

(eag-related),  

ZNF469  

TMPO Thymopoietin 

RNF166 Ring finger protein 166 

LOC389806  

CRSP7 
Cofactor required for Sp1 transcriptional 

activation, subunit 7, 70kDa 

LOC342979 Hypothetical LOC342979 

PRIC285 
Peroxisomal proliferator-activated receptor A 

interacting complex 285 

PAK2 P21 (CDKN1A)-activated kinase 2 

MGC34648 Family with sequence similarity 76, member A 

SDK1 Sidekick homolog 1 (chicken) 

RDH14 Retinol dehydrogenase 14 (all-trans/9-cis/11-cis) 

CDC20  

 
この PCDH20, IGFALSを RT-PCRにて解析した
結果、骨肉腫 M1 症例についてはメチル化陽
性と判定された遺伝子の mRNA発現は認めず、
正常の骨髄間質細胞では発現を認めた（図 2）。 
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図 2.腫瘍組織 (KS690T1)、腫瘍細胞株
(OS690PN28) 、 ヒ ト 正 常 骨 髄 間 質 細 胞
(huBM49PN6) に お け る
LOH12CR1,PCDH20,IGFALS の mRNA 発 現
（RT-PCT）. 
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