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研究成果の概要（和文）： 

 我々は骨軟部腫瘍の新規バイオマーカーの開発を目的としたプロテオーム解析を行った。同
定されたバイオマーカー候補タンパク質は、臨床応用を目的とした大規模検証と機能解析を行
った。本研究では GIST, Ewing肉腫、滑膜肉腫、骨肉腫と骨巨細胞種を中心に研究を行った。
研究成果として我々はそれぞれの腫瘍にて予後関連タンパク質の同定に成功した。それらのタ
ンパク質は多施設共同研究による大規模解析にてバイオマーカーとしての検証を行い、それぞ
れに高精度に予後予測が可能であることが確認された。また、それらのタンパク質は各腫瘍に
おいて機能解析が行い、一定の成果を得た。 
研究成果の概要（英文）： 
     We conducted proteomics approaches to discover novel biomarkers of bone and soft tissue tumors. 

Also, we tried to validate possibilities of the biomarker and the functions of the proteins in the each 

tumors for developing clinical applications. In this project, we focused on GIST, Ewing sarcoma, 

synovial sarcoma, osteosarcoma as well as giant cell tumor. In the results, we identified several proteins 

was candidates of biomarkers and have succeeded to confirm the power of biomarker in the each larger 

scale validation using multi-institutional cohorts. Also we also illuminated the functions of these 

proteins in the each tumors based on cell proliferation, interactive proteins, regulated proteins.. 
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１．研究開始当初の背景 
 骨軟部腫瘍の腫瘍マーカーは遺伝子技術
の進歩により組織型特異的融合遺伝子が発
見され、病理組織分類の補助診断マーカーと
して大きく臨床に貢献することとなった。ま
た、現在の肉腫における発現解析研究の中心
は、mRNAレベルでの網羅的発現解析が中心に
研究されて一定の成果をあげている。しかし
ながら、mRNAの発現は必ずしもタンパク質発
現に相関しないという報告も多く存在して

おり、タンパク質レベルにおける腫瘍マーカ
ーの開発にはタンパク質レベルにおける網
羅的解析が不可欠と考える。研究代表者を中
心とした国立がんセンター整形外科プロテ
オミクスグループは、2004年より世界に先駆
けて、骨軟部腫瘍各種において、予後予測マ
ーカーや組織特異的マーカーの開発を目的
としたタンパク質発現解析を行い、現在まで
に成果をあげてきた。特に、消化管間質腫瘍
(GIST)の予後予測マーカーである Pfetin、滑
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膜肉腫の予後予測マーカーである SCRN1タン
パク質の発見に成功してきた。 
２．研究の目的 
 本研究は骨軟部腫瘍の凍結検体を使用し
たプロテオーム解析を行うことで、(1)タン
パク質発現の網羅的解析を行い、予後予測マ
ーカーや組織特異的マーカーの開発を目的
とし、(2) 各々の腫瘍にて同定された予後予
測タンパク質に対しては、バイオマーカー
（予後予測マーカー）としての可能性・有用
性の検証を行った（特に、国内における多施
設検証、及び Memorial Sloan-Kettering 
Cancer Center (MSKCC)を中心とした海外施
設における大規模検証を軸とする。）。 (3)バ
イオマーカーとして有用と判断されたタン
パク質、及びタンパク質発現プロファイリン
グで同定されたタンパク質の機能解析を目
的とした。 
３．研究の方法 
本研究は特に GIST, 滑膜肉腫の凍結検体を
使用したプロテオーム解析を行い 

(1)各種予後予測マーカーの開発を目的とし

た大規模タンパク質発現解析による

clinico-proteomic study 

① 各種対象腫瘍よりタンパク質抽出を行う。 

② 定量的なタンパク質発現プロファイルを

作成しするために蛍光二次元電気泳動法 

(2D-DIGE)を使用し、その獲得データに対

してテータマイニングを行う。 

③ 検討項目ごとに重要と判断されたタンパ

ク質スポットについては、質量分析計にて

対応するタンパク質の同定を行う。 

④ 同定されたタンパク質については特異抗

体を使用し、Western-blotting法、パラフ

ィンブロックを使用した免疫染色にて発

現を確認する。 

⑤ 免疫染色にて発現差を確認できたタンパ

ク質については、腫瘍マーカーとしての有

効性を確認するために、解析に未使用のパ

ラフィンブロックを新たに使用し、タンパ

ク質発現を検証する。 

(2)バイオマーカー（予後予測マーカー）の国

内・海外施設における免疫染色等を用いた大

規模検証：GIST 予後予測マーカーである

Pfetinタンパク質、及び滑膜肉腫予後予測マ

ーカーである SCRN1 等のタンパク質について

特異抗体を用いた免疫染色による検証等を行

う。 

(2-a)バイオマーカー（予後予測マーカー）の

海外施設における大規模検証 

海外大規模検証の中心施設であるMSKCCにお

いて検証解析を行う。 

(2-b)バイオマーカー（予後予測マーカー）の

国内多施設における大規模検証 

 国内における多施設共同研究のシステムと

して既に、国立がんセンターを中心とする多

施設共同研究「ゲノム・プロテオーム解析に

基づく骨軟部腫瘍の分子病理把握とその臨床

を目指す多施設共同研究」による、多施設間

の大規模な検体・臨床情報の共有が可能な状

態となっている。その多施設共同システムに

のっとり検証解析を行う。 

(3)GISTにおける Pfetinタンパク質及び滑膜

肉腫における Sタンパク質の機能解析 

(3-a)免疫沈降等による関連タンパク質の同

定とネットワークの解明 

 独自に作成した Pfetin特異抗体及び SCRN1

タンパク質特異抗体を使用した免疫沈降等の

実験を行うことで関連タンパク質の同定を行

い、各腫瘍の予後や癌化に関与するタンパク

質ネットワークを解明する。 

 (3-b)関連タンパク質の腫瘍マーカー・治療

ターゲットのとしての有用性の検証 

 共沈し同定された関連タンパク質は各腫
瘍の新規予後予測マーカー・治療ターゲット
タンパク質となる可能性がるため、それぞれ
の同定されたタンパク質は特異抗体を用い
た Western-blotting法・免疫染色による腫
瘍マーカーとしての有用性の検証を行う。 
４．研究成果 

(1)各種予後予測マーカーの開発を目的とし

た大規模タンパク質発現解析による

clinico-proteomic study： 

 タンパク質発現解析を行い予後予測マーカ

ーである Pfetin(KCTD12), KCTD10及び DDX39 

(GIST)、SCRN1(滑膜肉腫)、NP N1(Ewing肉腫)

の同定に成功し、骨肉腫の化学療法感受性マ

ーカーとして PRDX2 を同定した。また予後予

測マーカーは予後に有意に差があることを確

認することに成功した。 

 (2)バイオマーカー（予後予測マーカー）の

国内多施設における大規模検証： 

 タンパク質発現解析を行い同定した予後予

測マーカーである Pfetin と DDX39 (GIST)、

Secernin-1(滑膜肉腫)、NPM1(Ewing 肉腫)タ

ンパク質等について、特異抗体を用いた免疫

染色による国内海外多施設研究を行い、それ

ぞれのタンパク質の発現が 予後に有意に差

があることを確認することに成功し、予後予

測マーカーとして有用であることを証明した。 

(3) 免疫沈降等による関連タンパク質の同定

とネットワークの解明:  

 各種予後予測マーカーである GIST におけ

る Pfetin、Ewing肉腫における NPM1及び滑膜

肉腫における Secernin-1 の各種特異抗体等

及び細胞実験系を用い免疫沈降等を行った。



 

 

その結果、各腫瘍の予後や癌化に関与するタ

ンパク質ネットワークデータの同定に成功し

た。現在解析中である。 

 また、それぞれのターゲットタンパク質(遺

伝子)発現の強制抑制及び強制発現を行い、そ

の状況下における細胞増殖能の 観察と制御

タンパク質の網羅的タンパク質のプロファイ

リングを行った(現在解析中)。 

 さらに GIST パラフィン固定検体より抽出

した DN Aを用いてメチル化修飾及び、シーク

エンスの行い解析を行い、Pfetinのある特定

部位の ORF変異が Pfetinタンパク質発現及び

GIST の生 命予後に特異的に関与しているこ

とを同定した。 

(4) 骨巨細胞腫における p53遺伝子変異の悪
性転化への関与の可能性：悪性転化例を含む
30 例の骨巨細胞種を対象とした p53 遺伝子
変異検索及び GPX-1,CyclinD1,Ki-67 の免疫
染色を行い、蛋白発現と臨床像との関連性の
解析を行い、それらの遺伝子変異及びタンパ
ク質発現が予後や再発に大きく関与してい
ることを確認した。 
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