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研究成果の概要（和文）： 

転移性骨腫瘍の分子背景を調べるため、手術時に得られ保管されていた臨床検体を用いて、原

発腫瘍組織と転移性骨腫瘍組織の発現解析を行った。肺癌、乳癌、肝細胞癌、大腸癌、膵癌、

胃癌、腎癌、耳下腺癌を対象した。プロテオームを解析するために蛍光二次元電気泳動法およ

び PROTOMAP 法を使用した。また、マイクロ RNA の網羅的解析のためにマイクロアレイを

使用した。原発腫瘍組織に比べ転移性骨組織において発現が亢進あるいは低下している遺伝子

を同定した。培養細胞株を用いた抑制実験を実施し、増殖・浸潤・遊走との関連を確認した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

To reveal the molecular backgrounds of metastatic bone tumor, we created the expression 

profiles of primary tumor tissues and bone metastatic tissues, which were obtained and 

storaged at the time of surgery. Lung cancers, breast cancers, hepatocellular carcinomas, 

colorectal cancers, pancreatic cancers, gastric cancers, renal cell carcinomas, and parotid 

glad tumors were included this study. Protein expression profiles were created by 

two-dimensional difference gel electrophoresis, and PROTOMAP. Global microRNA 

expression was examined by the microarray. We identified genes whose expression levels 

were aberrantly regulated in the bone-metastatic tumors compared with the primary 

tumors. The functional significances of the identified genes were verified by the in vitro 

experiments.  
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

2011 年度 600,000 180,000 780,000 

2012 年度 600,000 180,000 780,000 

年度    

  年度    

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 

研究分野：腫瘍学 

科研費の分科・細目：臨床腫瘍学 

キーワード：化学療法 

 

機関番号：８２６０６ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2010～2012   

課題番号：２２５０１０５７ 

研究課題名（和文） 臨床検体を用いた統合的オミクス解析による骨転移関連遺伝子の網羅的

探索と臨床応用 

                     

研究課題名（英文）Integrative omics study on bone metastatic tumors using clinical 

samples for clinical applications  

 

研究代表者 近藤 格 （KONDO TADASHI） 

   独立行政法人国立がん研究センター・研究所・分野長 

 研究者番号：３０２８４０６１ 

 

 



 

 

１．研究開始当初の背景 

腫瘍細胞の骨への転移は肺癌、乳癌、腎癌、
前立腺癌などさまざまな悪性腫瘍において
発生する。本邦では 10～20 万人の癌患者が
骨への転移を患っていると推定されている。
腫瘍細胞が骨に転移すると疼痛、病的骨折、
麻痺が発生する。そのような場合、全身状態
や生命予後などを勘案して、QOL 維持のた
めに外科的手術が行われている。しかし、脊
椎など解剖学的に手術切除が困難な部位に
発生した骨転移に対しては、疼痛緩和などの
対処療法が行われてきた。 

薬物療法としては、骨転移部位では破骨細
胞の活性が亢進し骨吸収が異常亢進してい
るので、破骨細胞の増殖を抑制する薬が薬物
療法として使用されている。たとえば破骨細
胞にアポトーシスを誘導するビスホスホネ
ート製剤である。また、分子標的薬の臨床開
発も進んでいる。一方、骨転移した腫瘍細胞
そのものに対しては、原発腫瘍に対応した治
療としてホルモン療法、化学療法、放射線療
法などが行われているものの、骨転移の機構
に立脚して原発腫瘍組織から骨への転移を
抑制する抗癌剤は得られていない。 

我々はプロテオーム解析の手法を臨床検
体に用い、癌の悪性度の背景にある分子機構
を解明しつつ、バイオマーカーや治療標的の
探索を行ってきた。臨床検体を用いたプロテ
オーム解析のために大型の電気泳動装置を
用いた蛍光二次元電気泳動法（Kondo et al, 

Nat Protocols 2007）を開発し、質量分析を
基 盤 と し た 発 現 解 析 の 手 法 で あ る
PROTOMAP 法（Dix et al, Cell 2008）の導
入を図ってきた。また、タンパク質の発現を
制御するマイクロ RNA の網羅的発現解析も
実施してきた。その後の多施設の検証実験に
成功したバイオマーカーや、機能的意義が実
証された治療標的などを得ている（Suehara 

et al, Clin Cancer Res 2008）。 

今までに構築してきた網羅的発現解析の
研究基盤を転移性骨腫瘍に応用し、転移性骨
腫瘍の分子背景を解明しつつ、診断や治療に
有用な研究成果を得るために本研究を開始
した。 

 

２．研究の目的 

転移性骨腫瘍に関わる遺伝子の異常を臨床
検体において同定し、診断や治療に資する知
見を得ること 

 

３．研究の方法 

（１）臨床検体 
手術時に得られた原発腫瘍組織および転移
性骨腫瘍組織を使用した。対象とした悪性腫
瘍は、肺癌、乳癌、肝細胞癌、大腸癌、膵癌、
胃癌、腎癌、耳下腺癌である。 
 

（２）タンパク質の網羅的発現解析 
凍結されて保管されている腫瘍組織よりタ
ンパク質を抽出し、大型蛍光二次元電気泳動
法でタンパク質の発現プロファイルを作製
した。原発腫瘍組織において原発臓器間で発
現が異なるタンパク質、原発腫瘍組織と転移
性骨腫瘍組織との間で発現が異なるタンパ
ク質を同定し、質量分析で構造解析・同定実
験を行った。結果はそれぞれのタンパク質に
ついて特異抗体を用いてウェスタンブロッ
ティングで確認した。同様に PROTOMAP 法に
よって原発腫瘍組織と転移性骨腫瘍組織の
比較を行った。 
 
（３）マイクロ RNAの網羅的発現解析 
凍結されて保管されている腫瘍組織より RNA
を抽出し、マイクロアレイで発現プロファイ
ルを作製した。原発腫瘍組織と転移性骨腫瘍
組織との間で発現が異なるマイクロ RNAを同
定した 
 
（４）同定した遺伝子の機能解析 
同定した遺伝子の機能的な意義を確認する
ために、特異的な siRNAを培養細胞に導入し、
細胞増殖、浸潤、遊走などを指標に、癌細胞
への影響を調べた。 
 
４．研究成果 

蛍光二次元電気泳動法を用いてタンパク
質発現プロファイルを作製した。蛍光二次元
電気泳動法ではタンパク質を蛍光色素で標
識してから等電点と分子量で分離し、タンパ
ク質一つ一つを蛍光シグナルとして観察す
る。そのため、蛍光シグナルに備わっている
広いダイナミックレンジでタンパク質発現
を定量的に調べることができる。また、内部
標準サンプルを実験サンプルとは異なる蛍
光色素で標識して実験に加えることができ
るので、実験間の誤差を補正することもでき
る。この方法で約 2500 種類のタンパク質の
発現を定量的に調べた。当初は研究に使用可
能な臨床検体が限られていたため、原発腫瘍
の組織型に対応して転移巣で発現が異なる
タンパク質が存在するかどうかという検討
から実験を始めた。骨という共通した転移組
織ではあるが、原発巣の組織型に対応したタ
ンパク質が存在する可能性があることを確
認した。原発腫瘍組織と転移性骨腫瘍組織の
比較を、平行して追加されたサンプルも合わ
せた解析を行った。その結果、転移巣で発現
が亢進または減少しているタンパク質を多
数観察した。質量分析を用いたタンパク質同
定実験を行った。その結果、転移の機構に関
わることが報告されている遺伝子、ステージ
などの悪性度に関係する遺伝子、また転移等
との関連が示唆されていなかった遺伝子な
どが同定されたものの中に含まれているこ



 

 

とがわかった。 
PTOTOMAP 法を用いても同様の実験を行っ

た。PROTOMAP 法はタンパク質を等電点で分離
することなく、まず分子量で分離し、次に質
量分析を用いてペプチド単位で分離して解
析する。質量分析のイオン強度が定量値とし
て扱われるためダイナミックレンジは狭く、
蛍光二次元電気泳動法より定量性に乏しい
という欠点がある。一方、蛍光二次元電気泳
動法では等電点の関係で観察範囲からはず
れるタンパク質や、等電点の電気泳動ゲルで
は解析できない難溶性のタンパク質などを、
質量分析の感度で高感度に観察することが
できる。したがって、蛍光二次元電気泳動法
と PROTOMAP 法を相補的に使用することは理
にかなっている。実際、PROTOMAP 法では蛍光
二次元電気泳動法では観察できなかったタ
ンパク質を、転移性骨腫瘍関連タンパク質と
して同定することができることを確認した。
文献検索の結果、それらの中には悪性度に関
わることが報告されているリン酸化酵素な
どが含まれていた。今回の実験では少数の症
例しか検討できなかった、予備実験の結果を
踏まえて症例数を増やす計画である。 

マイクロ RNA についても同様の比較実験
を行い、転移性骨腫瘍で発現が亢進または減
少しているものを同定した。今後は RT-PCR
で結果を検証する計画である。 

原発臓器によらずほぼ一様に骨転移巣で
異常になっているもの、骨転移との関連が今
までに報告がないもの、などを同定したタン
パク質から選択した。そして、対応する mRNA
の発現を siRNA によって抑制し、種々の培養
癌細胞における形質の変化を観察した。その
結果、調べた一部のタンパク質については増
殖、浸潤、遊走などに著しい影響を与えるこ
とが確認された。そのようなタンパク質につ
いては実験動物を用いた研究に着手すべく、
安定抑制系、過剰発現系の作製を開始した。 
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