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研究成果の概要（和文）：in situ Proximity Ligation Assayを用いて病理組織切片上での2分子の結合を可視
化することを試みた。具体的には、軟部腫瘍での染色体転座による融合遺伝子産物の検出を、滑膜肉腫を例にと
り検討し、また、口腔扁平上皮癌での腫瘍抑制因子WWOXを障害するTMEM207分子の結合を可視化する方法を開
発、報告した。

研究成果の概要（英文）：We performed application of in situ proximal ligation assay to detect the 
crucial binding of two molecules in malignant tumors. First, we tried to detect the SS18-SSX fusion 
protein in synovial sarcoma. Subsequently, we detected the binding of tumor suppressor factor WWOX 
and a small transmembrane protein, TMEM207, in oral squamous cell carcinoma.  

研究分野：病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
滑膜肉腫で、SS18-SSX融合遺伝子産物の検出、可視化に成功した。これは染色体転座を有する腫瘍(悪性リンパ
腫を含む)で通常ホルマリン固定病理切片で、融合遺伝子産物の特異的検出が可能になる道筋をつけたと考え
る。また、口腔内癌でWWOXとTMEM207の結合を検出しえたことで、悪性腫瘍細胞での腫瘍抑制因子機能を不活化
する異常たんぱく質発現が病理組織切片で検出可能なことを示したと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
免疫組織学手法は病理研究および病理診断学にとって重要な情報をもたらしてくれる。２重染
色方法などを用いて、同一組織、細胞での、二つのタンパク質の局在を知ることは今までも可
能であったが、それらの相互作用を組織標本で推し量ることは困難であった。 
そのために、主として生化学的な手法を用いて悪性腫瘍でのタンパク質相互作用の解明がなさ
れてきた。これらの研究は in vitroでの培養細胞株を含む腫瘍細胞の可溶性分画を使用した実
験が主体であり通常病理標本への応用はできなかった。 
近年、２つの分子の細胞あるいは組織での結合、相互作用を可視化する方法として in situ 
proximity ligation assayが発展してきた。この方法は、それぞれの分子に対する抗体を反応さ
せ、その抗体距離が、40 nm以下（約５０アミノ酸分の距離）の場合、rolling-circle amplification 
（RCA）を利用してシグナル形成を行い、分子間相互作用を可視化する方法で、内因性のタン
パク質相互作用、結合を可視化できる萌芽性を有している。 
クロマチン再構成因子の機能不全は、多くの発癌に関与している。子宮卵巣明細胞癌のみなら
ず、滑膜肉腫を含め多数の悪性腫瘍で、クロマチン再構成因子 ARID1A(BAF250a)の変異、機
能不全が腫瘍発生、進行につながることが報告されている。 
Davoli et al.’s list of tumor suppressors では PTEN, TP53, APCに次ぐ第４番目に重要な腫
瘍抑制因子として ARID1Aは位置づけられている。T. Davoli et al, Cell 155, 948–962 (2013) 
２．研究の目的 
本研究は、 
①：in situ proximity ligation assayを用いて、滑膜肉腫での SS18-SSXタンパク質検出技術
の開発。SS18-SSX 接合部を認識する抗体と抗 ARID1A 抗体を用いた in situ proximity 
ligation assayによる 2分子間相互作用、結合の有無の検討。 
SS18-SSX キメラタンパク質が、SS18 のクロマチン再構成因子複合体での機能を

dominant-negative に障害することが、滑膜肉腫発生の原因であると提唱されている。 

    Cigall Kadoch and Gerald R. Crabtree. Mammalian SWI/SNF chromatin remodeling 

complexes and cancer: Mechanistic insights gained from human genomics Science Advances  

12 Jun 2015: Vol. 1, no. 5, e1500447 

この仮説、試験管内での生化学実験の結果のように、SS18-SSX がクロマチン再構成因子複合体

に組み入れられているのか、SS18-SSX キメラタンパク質の接合部ペプチドに対する単クローン

抗体（BG35）とクロマチン再構成因子複合体サブユニットに対する抗体を用いて in situ 

proximity ligation assay により病理組織学標本で検討する。 

 
②：①での知見、経験を活かして、症例数の多い、悪性腫瘍（口腔内癌）での、分子間相互作
用を検討し悪性度、予後との相関関係を検討する。  ことを目的とした。 
３．研究の方法 
通常ホルマリン固定病理標本を用いて、in situ proximity ligation assayによる 2分子間相互
作用、結合の有無を可視化した。 
４．研究成果 
①：滑膜肉腫病理組織切片で、抗 SS18 抗体、抗 SSX 抗体を用いて、それぞれの分子の接合性、
結合を可視化しえた。これは、SS18-SSX 融合遺伝子産物を病理組織切片で可視化できることを
意味し、悪性リンパ腫や軟部腫瘍などの、染色体転座による特異的融合遺伝子産物を検出でき
る可能性を示したと考える。 
また、上図のように、ARID1A 分子と SS18-SSX キメラ分子の結合を滑膜肉腫の病理組織切片で



検出した。 
この結果は、SS18-SSX キ
メラ分子の滑膜肉腫形成
が、クロマチン再構成因子
複合体の機能不全にある
ことを示唆する結果と考
えられる。 
 
②：口腔内癌で、腫瘍抑制
因子 WWOX と TMEM207 分子
が結合していることを証
明した。これに引き続く生
化学的手法実験結果と併
せると、口腔内癌で腫瘍抑
制因子が、発現しているの
にかかわらず、その機能が
障害されている分子病理
メカニズムのひとつが、異
所性過剰発現タンパク質

による競合性結合であることを示唆する結果と考える（上図参照）。 
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