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研究成果の概要（和文）：骨転移はすべての癌において発生し、多くの癌患者が治療の必要な骨転移を患っている。本
研究では、転移性骨腫瘍において臨床応用可能な知見を得ることを目的として、臨床検体を用いた多層的オミクス解析
を行った。原発腫瘍組織と転移性骨腫瘍組織を対象とし、タンパク質とmiRNAの発現を網羅的に調べ、転移巣で発現亢
進・減弱するタンパク質およびmiRNAを多数同定した。同定した分子の機能的意義をin vitroで確認し、さらに特異的
阻害剤を用いた活性抑制実験を行った。また、転移性骨腫瘍で発現亢進するタンパク質が腫瘍細胞から放出されている
ことを特異抗体を用いた実験で見出した。

研究成果の概要（英文）：All malignancies can cause bone metastasis, and many cancer patients have bone 
metastasis. To obtain the molecular insights of bone metastasis and develop clinical applications, we 
performed multi-OMICS study. Using tumor tissues of primary and bone metastatic legion, we compared the 
protein and miRNA expression in a global way. We identified differently expressed genes. The functional 
significances of identified genes were examined by in vitro gene silencing study, and confirmed that the 
specific inhibitors affected the growth of tumor cells, The protein with overexpressed level in bone 
metastasis was released from the tumor cells, and we measured it by specific antibody.

研究分野：希少がん研究

キーワード： 転移性骨腫瘍　多層的オミクス解析

  ２版
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１．研究開始当初の背景 

 

骨への転移は肺癌、乳癌、前立腺癌、肝癌
などすべての癌において発生し、本邦では
新規に年間 5～10万人の癌患者が治療の必
要な骨転移を患っている。骨転移はほとん
どの悪性腫瘍で発生し、骨転移による疼痛の
緩和や病的骨折の治療を目的とした手術が
年間１万件以上、行われている。①治療法の
進歩による癌患者生存期間の延長、②高齢化
による癌罹患率の上昇、③画像診断機器の発
達、などにより今後ますます転移性骨腫瘍症
例は増加すると考えられる。転移性骨腫瘍に
おいては完治は望めない症例が多いと考え
らえるが、転移性骨腫瘍は疼痛や病的骨折を
引き起こすことから、その治療は癌患者の
ADL（Activity of Daily Living）および QOL
（Quality of Life）向上に重要である。 

転移性骨腫瘍に対しては外科的手術が
行われている。しかしながら、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し
か手段がない。手術非適応症例に対しては破
骨細胞の増殖を押さえる治療薬（ゾメタ、ノ
バルティスファーマ）が使用されている。一
方、骨転移した腫瘍細胞そのものに対して特
異的な抗癌剤はなく、原発腫瘍への抗癌剤が
使用されている。治療薬の開発に加え、診断
法の開発も重要である。転移性骨腫瘍の症例
の中には原発臓器が不明な原発不明癌が含
まれており、転移性骨腫瘍症例の腫瘍組織を
診断するためのバイオマーカーが求められ
ている。さらに、転移性骨腫瘍においても早
期診断は重要であり、早期に転移性骨腫瘍の
治療を開始することで QOLを向上させること
ができる。 

転移に関与する遺伝子を特定するために
悪性腫瘍でマイクロアレイを用いた遺伝子
発現解析が行われてきたが、転移性骨腫瘍の
網羅的発現解析は例外的であり未開拓の分
野として残されている。特にプロテオーム解
析では臨床検体を用いて転移性骨腫瘍が調
べられた報告はほとんどない。研究代表者は
国立がん研究センター研究所において転移
性骨腫瘍の研究を行ってきた。本研究に関連
しては、「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（基盤研究Ｃ、平成２２年度～２
４年度）」において、新規の骨転移関連遺伝
子の同定と機能解析を行った。具体的には、
まず転移性骨腫瘍の臨床検体を収集した。そ
して、タンパク質については研究代表者が構
築した大型蛍光二次元電気泳動法（Kondo et 
al, Nat Protocol 2007）の手法を用い、マ
イクロ RNA については市販の DNA マイクロア
レイの実験系を用いて、転移性骨腫瘍に特徴
的な分子を網羅的に探索した。そして、今ま
でに骨転移との関連が知られていなかった
分子を多数同定し、培養細胞を用いて細胞の
増殖能や浸潤能へ与える効果を調べた。 

研究代表者は、転移性骨腫瘍の研究に向け
て、臨床医と研究者が密接に連携する研究体
制を構築してきた。分担研究者（川井）は、
国立がん研究センター中央病院で整形外科
領域の悪性腫瘍を担当しており、骨腫瘍の治
療については国内で指導的立場にある臨床
医である（J Orthop Sci 2009）。本研究で見
いだされる骨転移関連分子の情報を臨床病
理情報と関連づけて解析し、臨床応用への可
能性を臨床医としての経験を活かして検討
してきた。転移性骨腫瘍の臨床検体を用いた
研究は実施例が少なく、また本研究の最終目
的が臨床応用であることから、熟練した臨床
医が早期から研究に関わることはきわめて
重要である。 
 

２．研究の目的 

骨転移腫瘍の新しい治療法の開発につなが
る成果を得ることが、本研究の目的である。
本研究においては、治療標的や診断に有用な
バイオマーカー候補を同定するために、転移
性骨腫瘍に特徴的な分子の異常を同定し、そ
の機能的意義を検討し、当該分子に対する阻
害剤の効果を調べる。 

 

３．研究の方法 

【タンパク質解析】 
蛍光二次元電気泳動法では、タンパク質を高
感度の蛍光色素で標識し、大型の電気泳動装
置を用いて等電点と分子量にしたがって分
離した。分離されたタンパク質を含むアクリ
ルアミドゲルをレーザースキャナーでスキ
ャンし、サンプルごとに固有の画像データを
得した。画像データ間の比較を行い、発現差
のあるタンパク質を「タンパク質スポット」
として蛍光シグナルで検出した。検出された
タンパク質スポットを全自動回収装置を用
いて回収し、トリプシンでペプチド化し、質
量分析装置（ Finnigan LTQ Orbitrap mass 

spectrometer）で質量数を測定した。得られた
データを用いてデータベース検索を行い、該
当するタンパク質を同定した。 
 
PROTOMAP では、タンパク質を SDS-PAGE で分
子量にしたがって分離し、電気泳動後のゲル
を手動で切り取って回収した。回収したゲル
に含まれるタンパク質をペプチド化し、質量
分析を用いた同定実験を行った。ゲルごとに
独立したサンプルとして比較解析を行うこ
とで、同一の遺伝子に由来するタンパク質で
あっても分子量が異なるタンパク質を別の
産物として区別して解析した。 
 
発現差のあったタンパク質については、特異
抗体を用いて発現差を確認した。培地中に放
出されているタンパク質について、無血清培
地で腫瘍細胞を培養し、培養上清を回収して
遠心濃縮した。タンパク質を SDS-PAGE で分
子量にしたがって分離し、分離されたタンパ
ク質を電気的に膜に転写した。転写されたタ



 

 

ンパク質に特異抗体を反応させ、形成される
免疫複合体を化学発光によって検出した。 
 
発現差のあったタンパク質について、該当す
る遺伝子に対応する siRNA およびコントロー
ル siRNAを腫瘍細胞にトランスフェクション
した（DharmaFECT)。抑制効果を調べるため
に、細胞の増殖（MTT アッセイ、Cell Counting 

Kit-8 ）、浸潤能（ BD BioCoat
TM

 Invasion 

Chamber）、および抗がん剤感受性（メソトレ
キセート、シスプラチン、ドキソルビシン）
を調べた。 
 
発現差のあったタンパク質を恒常的に発現
する腫瘍細胞を作製した。プラスミドベクタ
ーに当該遺伝子の cDNA を組み込み、トラン
スフェクションし、セレクションをかけて安
定して当該タンパク質を高発現する細胞ク
ローンを得た。 
 
【miRNA 解析】 
miRNA の発現は DNA マイクロアレイ（Agilent 
human miRNA Microarray V3）を用いて調べ
た。原発腫瘍組織と転移性骨腫瘍組織との間
で発現差のある miRNA を同定した。 
 
miRNA の発現検証を RT-PCR を用いて行った。 
 
４．研究成果 
【タンパク質の発現検証】 
臨床検体を用いたプロテオーム解析によっ
て転移性骨腫瘍で高発現することがわかっ
たタンパク質について、発現差が特に高く、
原発腫瘍組織での発現が報告されているも
のに関して、その発現を特異抗体を用いて臨
床検体で確認した。 
 
当該タンパク質の発現を siRNAで抑制するこ
とで、細胞の増殖能、浸潤能が顕著に減少す
ることがわかった。また、抗がん剤に対する
感受性が亢進した。 
 
腫瘍細胞内に発現するタンパク質であるが、
培養腫瘍細胞の培地中に放出されているこ
とを特異抗体を用いて見出した。当該タンパ
ク質の転移性骨腫瘍の血清腫瘍マーカーと
しての有用性を検証する目的で、検証実験の
ための臨床検体の収集を開始した。 
 
【タンパク質の機能検証】 
上記のタンパク質についてその機能的な役
割を実験動物で調べた。In vitro の機能解析
では、悪性形質（増殖や浸潤）を亢進させる
ことが確認できた。また、抗がん剤への耐性
に寄与することもわかった。そこで、安定し
て発現する腫瘍細胞を作製した。安定して発
現することを確認したが、実際に実験動物を
使用する実験には至らなかった。 
 
【治療標的としての有用性の検討】 

当該タンパク質の機能を抑制する低分子化
合物を用いて腫瘍細胞を処理したところ、増
殖が抑制される傾向が認められた。しかしな
がら、顕著な抑制効果ではなく、増殖以外の
たとえば浸潤や遊走などの因子を検討する
ことが必要だと考えられた。 
 
【miRNA の発現検証】 
DNA マイクロアレイを用いて、原発腫瘍組織
に比べて転移性骨腫瘍において高発現する
ことがわかった miRNA について、その発現検
証実験を定量的 RT-PCR を用いて行った。そ
の結果、転移性骨腫瘍組織において著しく高
発現していることが確認された。一方、正常
骨での発現がきわめて高いことが定量的
RT-PCR で判明した。すなわち、転移性骨腫瘍
に混入している骨組織にデータが大きく影
響されていることがわかった。腫瘍組織の不
均一性はサンプリングの段階からして避け
がたく、計画していた miRNA の実験は中断し
た。 
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