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研究成果の概要（和文）：骨肉腫細胞内で生じる翻訳後タンパク糖鎖修飾が、腫瘍細胞の生存および増殖にどの
ように関わるかを解明し、またその阻害が新たな治療標的となりうるかを検討するために、計画した研究を遂行
した。候補遺伝子のノックダウン前後で生じるリン酸化シグナルタンパクの変化、また遺伝子発現状況の変化に
ついての網羅的な測定を行った。また、免疫抑制マウスにおける生体内で作成した腫瘍に対する候補遺伝子のノ
ックダウン実験を実施した。これらの研究により、候補遺伝子が腫瘍増大に与える重要な役割を解明し、治療標
的として有望であることを示した。

研究成果の概要（英文）：We conducted the planned experiments to elucidate how post-translational 
protein glycosylation occurring in osteosarcoma cells is involved in tumor cell survival and 
proliferation and to examine whether its inhibition could be a new therapeutic target. Comprehensive
 measurements were made on changes in phosphorylated signaling proteins that occur before and after 
the knockdown of candidate genes and changes in gene expression status. In addition, candidate gene 
knockdown experiments were performed on tumors generated in vivo in immunosuppressed mice. These 
studies have elucidated the critical role of the candidate gene in tumor growth and demonstrated 
that the gene is a promising therapeutic target.

研究分野：小児がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨肉腫の治療成績は長きに渡り向上が乏しく、新規治療開発による予後の向上が強く求められる疾患である。各
種の癌腫において遺伝子変異を標的とした新規治療が開発されているが、骨肉腫においてはそのようなアプロー
チは取りづらいという問題点があった。本研究は発現解析をもとに抽出した新規治療標的遺伝子に対して、その
機能解析と治療標的としての評価を行ったものである。今後の併用薬の選出および動物実験の進行により、将来
的には骨肉腫の新規治療法の創出に結びつけることを期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
小児・若年成人に好発する骨肉腫の生命予後は、特に再発例では極めて不良であり、治療による
晩期合併症も課題である。治療効果の増強および合併症を減弱するための新規治療が強く求め
られるが、この 30 年ほど、新たな薬剤治療は成功していない。他の癌腫ではその分子遺伝学的
性質の解明による標的治療が創出されているが、骨肉腫に関しては、疾患の希少性のため、大規
模な分子生物学的解析の既報は少なく、また候補遺伝子の機能の解明にはつながっていない。
我々は、公開データ[1, 2]をもとに遺伝子発現プロファイルの再解析と培養細胞を用いた遺伝子
ノックダウンによるスクリーニングを行い、タンパクの糖鎖修飾を制御する遺伝子を候補遺伝
子として抽出した。タンパクの糖鎖修飾は一部の癌腫の悪性化に関与する可能性が報告されて
いる[3]。一方で、糖鎖修飾が骨肉腫細胞増殖を増強する具体的なメカニズムや、生体内の骨肉
腫に対しこれを阻害する方法は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
上記背景より、糖鎖修飾が骨肉腫細胞においてどのようなメカニズムで細胞増殖をもたらし悪
性化につながるのか、さらにどのように生体内でこれを阻害し、治療応用につなげることができ
るのか、という点を明らかにすることを目的に、本研究を計画した。これにより、未だ治療が困
難な骨肉腫に対して新たな治療法を創出し、究極的には疾患予後の改善および合併症の逓減を
もたらすことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
上記目的を達成するため、以下 4つの研究計画を立てた。 
 
(1) 糖鎖修飾が骨肉腫細胞内の遺伝子発現プロファイルに与える影響の解明 
骨肉腫細胞株を用いて、候補遺伝子の発現を操作した際に生じる遺伝子発現の変動を観察する。
候補遺伝子のノックダウンの有無により 2種のサンプルを作成し、RNA シークエンスによる発現
解析を行う。発現変動遺伝子の抽出や、gene set enrichment analysisを行うことで、候補遺
伝子が腫瘍細胞内で担当している機能につき考察する。 
 
(2) 細胞内シグナルタンパクの糖鎖修飾状況の解析 
予備実験で候補遺伝子の発現状況により一部の細胞内シグナルタンパクの量やリン酸化の変動
がみられていたことから、その背景を考察するために、タンパク糖鎖修飾プロファイルを観察す
る抗体アレイを用いて、候補遺伝子の発現状況と糖鎖修飾の関連を網羅的に観察する。上記(1)
と同様に 2条件の細胞サンプルを作成し、該当アレイに対してインキュベーションを行う。2種
の比較を行うことで、候補遺伝子が修飾に関わる具体的なタンパクの同定を行う。 
 
(3) 糖鎖修飾が生体内で骨肉腫に与える影響のマウスモデルによる検証 
細胞株を用いた腫瘍マウスモデルを作成し、生体内でのノックダウンが腫瘍増殖に与える影響
を観察する。薬剤誘導性に候補遺伝子のノックダウンが可能になる細胞株を作成し、免疫抑制マ
ウスに皮下注射し腫瘍モデルを作成する。生着後に投薬を行い、候補遺伝子のノックダウンで腫
瘍増殖スピードに変化があるかを観察する。 
 
(4) 薬剤を用いた糖鎖修飾に関連する経路の阻害効果の検証 
他の癌腫において候補遺伝子のコードするタンパクに対して阻害作用が報告される化合物を用
いて、骨肉腫細胞でも同様な阻害作用が得られるかを検証するとともに、細胞増殖に与える影響
を観察する。細胞株に対して当該化合物の投与を行い、ウエスタンブロットでタンパク量の変化
を観察するとともに、増殖曲線を作成し細胞毒性を観察する。また、(1)と同様に発現解析を行
い、発現プロファイルに与える変化を観察する。 
 
４．研究成果 
上記計画をもとに研究を遂行した。 
(1) 糖鎖修飾が骨肉腫細胞内の遺伝子発現プロファイルに与える影響の解明 
候補遺伝子の発現の有無による骨肉腫細胞内での発現プロファイルを観察し解析したところ、
細胞周期関連遺伝子など、細胞増殖に関連する特定の gene setの変動がみられ、候補遺伝子が
細胞周期の維持に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。細胞株を用いたノックダウ
ンの有無による細胞周期の状態の観察からも同様な所見がえられることから、候補遺伝子の阻
害による細胞増殖の鈍化は細胞周期停止によるものである可能性が考えられた。 
 
(2) 細胞内シグナルタンパクの糖鎖修飾状況の解析 
糖鎖アレイを用いた細胞内タンパクの網羅的な観察により、候補遺伝子の発現阻害により糖鎖



修飾状況の全体的なシフトが起こることが確認された。糖鎖修飾状況が変動したタンパクのリ
スト抽出を行ったが、他のモダリティによるさらなる確認が必要と考えられた。 
 
(3) 糖鎖修飾が生体内で骨肉腫に与える影響のマウスモデルによる検証 
腫瘍マウスモデルでの in vivo のノックダウンによる腫瘍増殖速度の検証を行ったところ、候
補遺伝子のノックダウンによりマウスに生着した腫瘍の増殖速度は有意に低下した。ノックダ
ウンを行わなかった腫瘍のサイズが人道的エンドポイントに達した時点で全例の sacrifice を
行い、摘出腫瘍のサイズにも明らかな差が生じていることが確認された。このことから、生体内
においても候補遺伝子の発現が腫瘍の増殖に必要であり、治療標的となる可能性があることが
示唆された。 
 
(4) 薬剤を用いた糖鎖修飾に関連する経路の阻害効果の検証 
他の癌腫において候補遺伝子のコードするタンパクに結合し阻害および減少させることが報告
されている化合物を骨肉腫細胞株に投与したところ、ウエスタンブロットにて当該タンパクの
減少が確認された。また、骨肉腫細胞株に対する毒性実験により、当該化合物が濃度依存性に骨
肉腫細胞の増殖を抑制することが観察された。これらの結果から、当該化合物は候補遺伝子のコ
ードするタンパクを阻害することで治療候補薬になりうることが示唆された。さらに投薬後細
胞を用いた発現解析の結果を(1)の結果と組み合わせることにより、候補遺伝子の阻害時に代償
的に発現が亢進する遺伝子群の抽出を行い、それを候補遺伝子とともに阻害することによりさ
らなる治療効果を観察することができた。 
 
今後はこれらの成果をもとに、候補とした遺伝子を標的とした治療の実用化に向けた機能解析

をさらにすすめる予定である。 
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