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研究成果の概要（和文）：染色体転座に起因するTLS-CHOPは、粘液型脂肪肉腫特異的な融合がんタンパクであ
り、腫瘍特異的な転写因子として機能すると考えられている。我々は以前、TLS-CHOPがDOL54の発現誘導を介し
て抗腫瘍活性を持つMDA-7のmRNAの発現を抑制することを明らかにしたが、本研究により、粘液型脂肪肉腫にお
いてMDA-7は、PAI-1を介したユビキチン-プロテアソーム系によるタンパク分解によっても抑制されていること
が強く示唆された。また、粘液型脂肪肉腫細胞でMKL-1をノックダウンすると脂肪分化を促進することが分か
り、MKL-1の分化療法の新規標的分子としての可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The TLS-CHOP fusion oncoprotein resulting from a specific chromosomal 
translocation is found in majority of human mixoid liposarcomas, and is thought to function as a 
tumor-specific transcription factor.  Previously, we have revealed that TLS-CHOP represses 
expression of MDA-7 mRNA via induction of DOL54 expression.  In this study, we showed that MDA-7 
protein is degraded by the ubiquitin-proteasome system in myxoid liposarcoma cells, probably via 
indcution of PAI-1 expression.  Thus, MDA-7 may be strongly repressed at both mRNA and protein 
levels in myxoid liposarcoma cells.  On the other hand, we have also found that MKL-1 knockdown 
promotes adipocytic differentiation in myxoid liposarcoma cells, suggesting that MKL-1 may be a 
promising molecular target in differentiation therapy. 

研究分野： 医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
粘液型脂肪肉腫は、中高年の軟部肉腫の中では発生頻度が高いものの1つである。粘液型脂肪肉腫の予後は比較
的良いとされているが、手術療法による治療では、発生部位や範囲により機能欠損の問題が生じる。その点、本
研究のように、粘液型脂肪肉腫で働く腫瘍関連分子機構の解明とそれに関連した分子治療の新規標的分子の検索
は、非侵襲的な治療法の開発につながる。さらに、腫瘍細胞におけるMDA-7の抑制機構の解明に関しては、その
機構が他の種類の腫瘍にも共通する可能性が考えられるため、さらなる発展が期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
粘液型脂肪肉腫は、中高年に発生する軟部肉腫の中で発生頻度が高いものの1つである。12番染
色体と16番染色体の相互転座により生じたTLS-CHOP キメラ遺伝子は、粘液型脂肪肉腫特異的な
がん遺伝子であり、その遺伝子産物は転写因子として腫瘍の発生や進展に寄与するものと考え
られている。我々はこれまでに、脂肪分化の際に12番染色体と16番染色体の核内配置(染色体テ
リトリー)が接近しこれらの染色体間で転座が起こりやすくなることを明らかにして以来
(Kuroda, Oikawa et al., J. Cell Sci. 117: 5897-5903, 2004)、本来CHOPの５'-UTRだった配
列に由来するTLSとCHOPの融合部分をエピトープに利用したTLS-CHOP特異的モノクローナル抗体
を作成し(Oikawa et al., Am. J. Surg. Pathol. 30: 351-356, 2006)、TLS-CHOPが抗腫瘍活性
を持つMDA-7の発現をmRNAレベルで抑制することや(Oikawa et al., Br. J. Cancer 106: 1976-
1979, 2012)、そのMDA-7抑制をトランスフォーム活性を持つDOL54が仲介していること(Oikawa 
et al., 485: 209-214, 2017)、また、TLS-CHOPがmiR-486の発現抑制を介して腫瘍増殖と転移促
進の機能を持つPAI-1の発現誘導をおこすこと(Borjigin,. Oikawa et al., Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 427: 355-360, 2012)などを明らかにしてきた。さらに、国内外の他の研究グルー
プによってもTLS-CHOP の様々な下流分子が同定されてきており、それらを介した多段階の腫瘍
関連メカニズムが想定されている。しかし、それらの分子機構には未解明な部分も多い。近年、
新規抗癌剤ET-743 (trabectedin)が粘液型脂肪肉腫に有効であることが判明した。その詳細な
作用機序は未だに不明ながら、ET-743はTLS-CHOP の機能を阻害し脂肪分化を誘導することが分
かっている。従って、TLS-CHOPに制御される腫瘍関連分子機構の解明は、新規分子治療法の開発
を考えるためにも益々その重要性が増して来た。 
一方、TLS はRNA 結合タンパクであり、近年、様々な細胞機能に関わる多様なRNA と結合し、そ
の転写後調節にも関わることが示唆された。また、TLS がlong noncoding RNA (lncRNA)との結
合を介して標的分子の発現を制御することも報告されている。従って、TLS-CHOPの存在が、 TLS 
に結合する機能性RNA群の機能発現に変化を及ぼし、それが腫瘍化や腫瘍増殖に寄与するという
メカニズムが想定できる。このメカニズムに関与するRNA 群を同定する実験計画を検討した場
合、近年の次世代シークエンサーを用いた研究手法の進化により、現在、技術的・資金的に比較
的容易に実施できる状況になってきた。 
 
２．研究の目的 
(1)TLS-CHOP の新規下流分子群の同定と機能解析、及び他の分子との機能的相互作用の検討 
以前より、TLS-CHOP の下流で腫瘍関連機能に関わる分子群の新規同定を進めてきており、これ
までに DOL54、PAI-1、MDA-7 などが挙がって来ていたが、これらの分子、及びまだ解析が進んで
いない候補分子群について、その機能解析、及び他の分子との相互作用を検討する。 
 
(2)TLS に結合する機能性 RNA の機能発現の変化と腫瘍機能との関わりの検討 
TLS-CHOP 発現の有無による細胞内の全トランスクリプトームの発現状況の違いを、次世代シー
クエンサーを用いて検討する。そして、発現量に有意な変化があるRNA 群の機能を解析し、腫瘍
関連機構との関連を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)TLS-CHOP の新規下流分子群の同定と機能解析、及び他の分子との機能的相互作用の検討 
以前の研究において、TLS-CHOP 下流で腫瘍関連機能に関わる分子として同定された DOL54、PAI-
1、MDA-7 のうち、DOL54 と PAI-1 は腫瘍化や腫瘍の進展に寄与するが、MDA-7 は抗腫瘍活性を持
ち TLS-CHOP の存在により発現抑制を受けている。しかし、DOL54 と PAI-1 の粘液型脂肪肉腫細
胞における機能の詳細は未だに不明の部分も多く、また、これらの分子間の相互作用については、
まだ、DOL54 が MDA−７の転写抑制に関与することが示唆された以外、ほとんど分かっていない。 
そこで、これらの分子の特異的 siRNA を用いたシングルノックダウンやダブルノックダウンに
よる粘液型脂肪肉腫由来の培養細胞の細胞動態の観察や、ウエスタンブロッティングや定量的
real-time PCR などによる他の分子の発現量の変化の検討を通じて、これらの分子の粘液型脂肪
肉腫における機能や分子間相互作用を解析した。また、以前の研究におけるマイクロアレイ解析
などから、TLS-CHOP の存在により発現状況が変化した遺伝子群についても、それらのノックダ
ウンを行うことを通じて検討を行なった。 
 
(2) TLS に結合する機能性 RNA の機能発現の変化と腫瘍機能との関わりの検討 
粘液型脂肪肉腫由来の培養細胞を用いて、TLS-CHOP をノックダウンした細胞とコントロールの
細胞からそれぞれ全 RNA を抽出し、次世代シークエンサーを用いた RNA-seq により、TLS-CHOP
の有無で発現量が有意に異なる RNA を選別した。そして、それらの分子について、腫瘍関連機構
への関与を検討した。その際、近年、TLS との結合を介した機能発現が報告されている lncRNA に
特に着目した。 
 
４．研究成果 
(1)TLS-CHOP の新規下流分子群の同定と機能解析、及び他の分子との機能的相互作用の検討 
以前の研究により、粘液型脂肪肉腫においては、TLS-CHOP が DOL54 の異常な発現を誘導し、そ



れが抗腫瘍活性を持つ MDA-7 の転写を抑制することが、粘液型脂肪肉腫細胞の増殖維持に必須
であることを解明した(Oikawa et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 485: 209-214, 2017)。
一方、TLS-CHOP は PAI-1 も発現誘導し、PAI-1 をノックダウンすると粘液型脂肪肉腫細胞の増殖
が抑制されることも報告した(Borjigin,. Oikawa et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 
427: 355-360, 2012)。本研究では、PAI-1 も MDA-7 の発現を抑制する機能を持つことが示唆さ
れたが、PAI-1 をノックアウトしても DOL54 とは違い MDA-7 の mRNA 量は増加しなかった。そし
て、PAI−1 は DOL54 のような MDA-7 の転写の抑制ではなく、ユビキチン-プロテアソーム系によ
る MDA-7 タンパクの分解による抑制を行うことが示唆された(投稿準備中)。従って、少なくとも
粘液型脂肪肉腫においては、２つの分子経路で強力に MDA-7 の発現を抑制することで、腫瘍細胞
を維持していることが分かった。これらの分子経路に関わる分子群は治療の新規標的分子とし
て有用と想定される。 
一方、以前の研究におけるマイクロアレイ解析などから得られた、TLS-CHOP により発現が変化
した遺伝子群の検討では、めぼしい結果は未だ得られていないが、研究項目 2の次世代シークエ
ンサーを用いたRNA-seqによる解析から得られた結果のうち、coding RNAについての検討から、 
TLS-CHOP に最も発現誘導を受けていた mRNA が様々な腫瘍において腫瘍関連機能が報告されて
いる転写因子 SOX11 をコードしていたため、これについてさらに検討を進めた。現在は、再び次
世代シークエンサーを用いて、粘液型脂肪肉腫において SOX11 の下流で腫瘍関連機能を担う分
子群の検索を行なっているところである。 
さらに、RNA-seq による TLS-CHOP 下流の coding RNA の検討において、サーカディアンリズムを
制御する時計遺伝子の 1つに発現量の変化が見られた。以前の研究により、サーカディアンリズ
ムの乱れががん化の重要な要因になることが示唆されており、また、1日の中の投薬のタイミン
グが薬効に大きく影響する例が報告されている。従って、粘液型脂肪肉腫の発生機構や薬剤治療
を考える上で、今後、サーカディアンリズムが重要な要素の 1 つとなってくる可能性が出てき
た。現在、これらに関しても詳細な解析を進めることを検討している。 
 
(2) TLS に結合する機能性 RNA の機能発現の変化と腫瘍機能との関わりの検討 
本項目では、次世代シークエンサーを用いて、TLS-CHOPの有無により発現量が変化するRNAを網
羅的に解析するRNA-seqの結果の中から、lncRNAに着目して検討を行なっている。しかし、lncRNA
は、まだその発現状況や機能について未知のものが多いため、TLS-CHOPにより量が増減する多数
のlncRNAの中からどの分子に着目して解析を進めるかについて現在選別中である。従って、TLS-
CHOP が関与するlncRNAの機能発現の変化や腫瘍関連機能の解明には、まだしばらく時間がかか
る見込みである。 
また、研究の進行過程から新たに浮上してきたテーマとして、「粘液型脂肪肉腫の脂肪分化誘導
による新規治療法の開発」がある。他の研究グループの研究により、MKL1をノックアウトすると
脂肪前駆細胞が脂肪分化するという報告があったため、本研究において、粘液型脂肪肉腫細胞で
MKL1をノックアウトし、細胞数がコンフレントに達した後、脂肪分化誘導培地に細胞を置いたと
ころ、脂肪滴が発生した。従って、粘液型脂肪肉腫の分化療法の開発を考える際、MKL-1は有力
な分子標的の候補となることが分かった(投稿中)。 
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