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研究成果の概要（和文）： 

本研究は滑膜肉腫発生メカニズムを解明し新規治療法の開発の基盤技術の確立を

目指すものである。結果としてはシグナル伝達アダプター分子 Crk－p38 系が滑膜肉腫

の悪性能に必須であることを明かにし、Crk が治療標的となることを解明した。また

SYT-SSX トランスジェニックマウスおよび SYT ノックアウトマウスを樹立した。本研

究で樹立した滑膜肉腫モデルマウスは今後分子メカニズムに基づいた治療法の開発に

重要な役割を果たすことが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The purpose of this study is to analyze the transforming mechanism of human synovial 
sarcoma-associated oncogene SYT-SSX and to establish the basic system for the development of 
new therapy. We originally proved that SYT-SSX is responsible oncogene for human synovial 
sarcoma, and in this study, we found that signalling adaptor protein Crk is involved in malignant 
feature of synovial sarcoma and one of the map kinase family protein as p38 plays an important 
role.  Furthermore, SYT-SSX transgenic mice which develop synovial sarcoma and also SYT 
knockout mice were established in this study.  The mice model of human synovial sarcoma should 
be expected to provide versatile effect for the evaluation of new therapeutic reagents. 
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１．研究開始当初の背景 本研究は滑膜肉腫発生メカニズムを



詳細に解明し、モデル動物を作成し、発癌

の分子メカニズムに基づく治療法の開発

の基盤技術の確立を目指すものである。滑

膜肉腫は若年成人の四肢、関節近傍に好発

する腫瘍であり、外科切除後も転移性の再

発率は高く、10 年生存率は約 15-30％と報

告されており予後不良である。再発の予防

を含め、癌化のメカニズムに基づく根本的

な治療法の開発が急務となっている。滑膜

肉腫では 18 番染色体とX染色体に相互転

座t(X;18)(p11.2;q11.2)が認められ、18 番染

色 体 上 の SYT(synovial sarcoma 
translocation) 遺 伝 子 と SSX(synovial 
sarcoma X breakpoint)遺伝子が融合したキ

メラ遺伝子SYT-SSXが形成される。現在、

SYT-SSX遺伝子は診断のマーカーとして

広く使われているが、野生型SYT及びSSX
分子の機能が不明であることから、癌化の

メカニズムも不明な点が多い。 
申請者は、これまでに SYT-SSX が滑

膜肉腫の原因遺伝子であることを初めて

証明し、SYT-SSX がクロマチンリモデリ

ング因子 hBRM と結合することが癌化に

必須であることを発見した(Nagai, et al. 
PNAS, 2001)。また、hBRM との結合を阻

害するペプチドが細胞レベルでは治療薬

として作用する可能性も見出した。さらに、

SYT-SSX は癌化能を有する一方で、細胞

老化促進作用(cell senescence)を誘導する

ことを見出しそのメカニズムを明らかに

してきた（Tsuda, et al. Oncogene, 2005）。
また、シグナル伝達アダプター分子 Crk
が滑膜肉腫の増殖、運動、浸潤能に必須で

あり、Crk を抑制すると細胞は死滅するこ

となしに、癌化能のみが選択的に抑制され

ることが明らかとなった(Watanabe, et al. 
Mol. Cancer Res. 2006)。 
２．研究の目的 
本研究では、上記の結果を踏まえ、より

正確な癌化のメカニズムを明らかにする

とともに、滑膜肉腫のモデルマウスを作成

し、分子メカニズムに基づいた治療法の開

発を試みるものである。 

 
３．研究の方法 
（1）SYT-SSX の癌化のメカニズムの解明に

ついて：①SYT-SSX の癌化には本質的に

hBRM を中心とするクロマチンリモデリン

グ複合体との結合が必要であり、SYT のＮ

末端73アミノ酸が重要であることが示され

ているが、クロマチンのダイナミックな構

造変換には HP1 や SUV39 など様々な分子

が関与する。滑膜肉腫が未分化間葉系細胞

のみを癌化することを考えると、特異的分

子が想定される。本研究では、Pull down 
assay および TOF-MASS 解析を行い腫瘍化

に必須の分子を同定することを試みる。

②SYT-SSX の p21 を介する細胞老化促進メ

カニズムに関しては転写因子 Sp1 依存性で

あることが判明しているが、ライブラリー

スクリーニングを行い負の調節分子を同定

する。③滑膜肉腫の浸潤能に関して

HGF(hepatocyte growth factor)受容体からの

シグナル伝達機構を明らかにし、特に中心

的役割を果たす Crk 分子の活性化の分子メ

カニズムを明らかにする 
（2）薬剤スクリーニングについて：癌化

の作用機序に基づいて、4 つのポイントに

作用する薬剤開発を目指す。特にクロマチ

ンリモデリングに関しては、アセチル化、

脱アセチル化阻害剤に焦点を当ててスク

リーニングを行う。さらに、申請者らが同

定した hBRM と SYT-SSX の結合を阻害す

るぺプチドについては、in silico で分子設

計を試み、化合物ライブラリーをスクリー

ニングする。また、浸潤能に必須の Crk
分子については、NMR を用いた 3 次元構

造の解析が終了したばかりであり、シグナ

ル阻害薬剤の分子設計を試みる。 
（3）滑膜肉腫のモデルマウスについて：

SYT-SSX を恒常的に発現するマウスはす

でに得られており、単独では腫瘍発生はみ

られない。そこで、p53 欠損マウスあるい

は p21 欠損マウスと遺伝的に交配を行い

モデル作成を行う。また、SYT-SSX が胎

性で toxic である場合を考慮して SYT-SSX



 発現誘導トランスジェニックマウスも作

成する。  
 （4）候補薬剤の in vivo での効果判定につ

いて：上記(2)の解析にて腫瘍抑制効果の

認められた薬剤を(3)で作成したモデルマ

ウスに in vivo で投与し増殖抑制能を検討

する。同時に副作用の有無についても検討

を行う。また外科切除後に局所に投与する

ことで再発抑制効果を検討し、ヒト滑膜肉

腫の治療法の基盤となる技術の確立を目

指す。 

 
 
 
 
 
図 2 SYT ノックアウトマウス。左）野生型、

右）SYT(-/-)。著明な心嚢水腫と神経堤の閉

鎖異常がみられる。 
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図１ SYT, SSX, SYT-SSX の構造 
 
４．研究成果 

(1)SYT ノックアウトマウスの作成：SYT-SSX
キメラ遺伝子の癌化機構を解明する場合に

は、本来の SYT および SSX 分子（図１）の

生理機能を明らかにすることは不可避であ

る。この目的を達するために、申請者らは

SYT ノックアウトマウスの作成をした。その

結果 SYT ホモ欠損マウスは胎性致死となり、

SYT は個体形成に必須の分子であることが

判明した。SYT(-/-)マウスは図 2 のように

neural tubule の閉鎖不全と心嚢水腫および心

室壁形成異常がおこる。この心臓の表現形は

BAF60c などのクロマチンリモデリング因子

に共通して見られるものであり、SYT は個体

発生段階に於もクロマチン制御に関連して

重要な役割を担っていることが明らかとな

っている。また、図 3 に示すように p300 の

発現が著明に低下しており、SYT は p300 の

発現制御に関連する可能性も示唆された。 
 

 
 
 

 

図 3 p300 のウエスタンブロット 
SYT(+/+), SYT(+/-), SYT(-/-) whole embryo 
 
 
(2)滑膜肉腫モデルマウスの作成：これまでの

研究において申請者らはSYT-SSX1のトラン

スジェニックマウス作成を試みた。プロモー

ターはubiquitousに高発現が期待できるCAG 
(chicken actin globin fusion)プロモーターを使

用し計約150匹の出産マウスにおいて遺伝子

導入を試みたが、遺伝子導入を検出できなか

った。原因としてはSYT-SSXがp21誘導能を

有する事からSYT-SSX1は発生過程で致死的

に作用することが考えられた。本研究では、

この問題を解決するために、CAG promoterに
比してやや活性が弱いCMV promoterを用い

てSYT-SSXトランスジェニックマウスを作

成した。しかしながらこの系では腫瘍形成マ

ウスを得ることができなかった。そこで

p53(+/-)マウスと交配させることで、いくつか

の腫瘍形成を認め、病理組織学的に紡錘形細

胞を主体とするものの一部には、管腔形成が

みられ、biphasic typeの滑膜肉腫に類似した所

見であった。 
 また、SYT-SSXの発現を誘導するためにテ

トラサイクリン存在下でSYT-SSXの発現誘

導可能なプロモーターを使用しトランスジ



 ェニックマウスを作成した。現在

pTRE-tet-off- SYT-SSX1遺伝子導入した

heterozygous個体を得ている。今後は

homozygousを作成するとともにテトラサイ

クリン発現制御因子hCMVrtTAを組み込んだ

マウスをJackson社より購入し、かけ合わせて

SYT-SSX1発現誘導マウスを作成し、腫瘍発

生の有無を検討する。 

 さらに詳細な CRK シグナルメカニズムを

解明するために.CRK の下流分子で、癌細胞

の浸潤に関与するDock180に焦点をあてて解

析をおこなった。ELMO1 は Dock180 結合分

子であるが ELMO1 は src family tyrosine 
kinase によりチロシンリン酸化を受け、その

事によってDock180の Rac活性化能を増加す

ることを明らかにした。ELMO1 のリン酸化

部位を明らかにし、そのリン酸化部位に変異

を導入した変異体を恒常的に発現した細胞

株を作成し、細胞運動能を測定したところ、

運動能の低下がみられた（図 5）。 

 
(3)シグナルアダプター分子 CRK による滑膜

肉腫細胞悪性化メカニズムの解析： CRK は

SH2/SH3 領域からなるアダプター分子であ

り、チロシンキナーゼから低分子量 G 蛋白へ

シグナルを伝達する。近年 CRK はヒト癌腫、

脳腫瘍のいずれにおいても浸潤・転移など腫

瘍細胞の悪性能に必要であることが示され

てきた。しかし、CRK の下流のシグナルは単

一 で は な く CRK/C3G/Rap 経 路 、

CRK/Dock180/Elmo/Rac 経路などが活性化さ

れるが、癌化のメカニズムは不明な点が多い。

申請者らは、滑膜肉腫細胞 Fuji、SYO1 細胞

において CRK は Gab1 の Tyr307 のリン酸化

を誘導し、GabY307F 変異体では、細胞運動

が低下することを明かにした。特に membrane
の ruffling 自体には異常が見られないものの、

細胞接着斑（focal complex/or adhesion）の局

在が leading edge 付近に形成されない現象を

見出した(図 4)。さらに Gab1 の Y307 のチロ

シンリン酸化に Src が関与することを明らか

にした。また、Crk は Gab1 を介して p38 を活

性化することを明らかにした。 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 ELMO1 のリン酸化変異体による細胞

運動能の低下 
(4)CRK のシグナル伝達を抑制する薬剤開発

スクリーニング系の確立：CRK 分子は滑膜肉

腫の治療標的になることが判明したため

CRK 阻害剤をスクリーニングする系を樹立

した。単一の遺伝子変化に対応する薬剤スク

リーニングの系を確立した（図 6）。正常細胞

を hTERT と SV40TAg にて不死化した細胞を

樹立し（Mol. Cancer, 2006）、そこに１遺伝子

のみ発現させ（図 4 GeneX）、ホタルおよびウ

ミシイタケのルシフェラーゼを導入し共培

養する。この系を用いて化合物ライブラリー

のスクリーニングを行い、増殖抑制効果を有

する化合物を同定する。具体的には活性化型

AKT の有無のみが異なる腫瘍細胞を用いて、

dual luciferase assay を行い 96 well プレートで

薬剤をスクリーニングして、阻害薬を同定し

た。今後この系を用いて Crk 特異的シグナル

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 滑膜肉腫細胞株における Gab による

CRK の局在変化 

性化することを明らかにした。

 滑膜肉腫細胞株における Gab

  

 

  
 

（上）Gab1+CRKI （下）Gab1-Y307F+CRKI 



阻害薬の同定を目指す。 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 Dual luciferase assay による分子特異的

シグナル抑制薬剤のスクリーニング法の樹

立 
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