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研究成果の概要（和文）： 

滑膜肉腫発症機序を解明するために、滑膜肉腫特異的な染色体転座により生じたSYT-SSX蛋白複

合体が直接作用し発現抑制している遺伝子プロモーターの回収を行い、335個の標的候補を同定

した。滑膜肉腫の原因遺伝子SYT-SSXの蛋白複合体の細胞内局在パターンの変動をマーカーとし

て、SYT-SSXの腫瘍発症機序を阻害する薬剤を検討し、滑膜肉腫の有効な分子標的治療剤となり

得るものをスクリーニングしたが、現在までのところ効果的な治療剤は見つかっていない。 

 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study was identification of the target genes transcriptionally regulated 
by SYT-SSX fusion protein in synovial sarcomas. We found about 300 candidate targets by 
chromatin immunoprecipitation assay, DNA cloning and sequencing. We have screened the 
reagents which can block and inhibit the localization of SYT-SSX fusion protein in 
synovial sarcoma cells, to find new targeted therapy agents for synovial sarcoma.  
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１．研究開始当初の背景 

 滑膜肉腫は15～40歳の若年に好発する比較

的頻度の高い肉腫の一つで、肺転移、リンパ

節転移を来すこともあるため、診断治療のみ

ならず腫瘍発症メカニズムの基盤的解明は重

要な課題になっている。近年、本腫瘍に特異

的な染色体転座が同定され、第18染色体上の

SYT遺伝子とX染色体上のSSX遺伝子の融合型

遺伝子SYT-SSXが滑膜肉腫の95%以上で検出さ

れることが明らかになった。SYT遺伝子は遺伝

子発現促進に関わる転写調節因子であり、SSX

遺伝子は発現抑制に関わる転写調節因子であ

ると考えられているが、その働きはまだ解明

されていない。 

 

２．研究の目的 

（１）これまでの報告ではSYT蛋白は、ヒスト

ンアセチル化活性を持つ p300蛋白、およびク

ロマチンリモデリング因子hBRM、BRG1蛋白と

結合することが知られている。それによると、

SYTを介したヒストンアセチル化酵素はヒス

トンをアセチル化させることでヒストンの

DNA結合能を弱めて遺伝子を転写促進へと向

かわせ、ATP依存性のヘリカーゼであるクロマ

チンリモデリング因子はクロマチンの構造を

再構成（クロマチンリモデリング）させるこ

とにより、遺伝子の転写促進へと向かわせる

と考えられる。 

 近年、申請者らはSYT-SSX蛋白質がヒストン

脱アセチル化酵素(HDAC)複合体の因子である

SIN3Aと相互作用することを発見した (Ito T, 

et al. Laboratory Investigation 2004)。HDAC

複合体はヒストン蛋白の脱アセチル化を行う

重要な因子であり、脱アセチル化されたヒス

トン蛋白はDNAと強固に結合するようになる

ため遺伝子は転写抑制へ向かうことになる。

我々の発見は、転座型融合蛋白SYT－SSXがヒ

ストン脱アセチル化酵素複合体との相互作用

を介して標的遺伝子の発現を抑制し、腫瘍形

成に導く可能性を示唆している。そこで申請

者は我々の発見を踏まえ、滑膜肉腫はSYT遺伝

子とSSX遺伝子が特異的な染色体転座を生じ

ることで、SYT蛋白と相互作用する転写促進因

子(p300、hBRM、BRG1等)と転写抑制因子(HDAC

複合体等)の切り変え制御が異常になり、下流

の遺伝子群を発現抑制してしまうことが原因

で発症するのではないかと考えた。本申請で

は、染色体転座により生じたSYT-SSX蛋白複合

体が直接作用し発現を抑制している遺伝子プ

ロモーターを同定し、シグナル伝達経路を明

らかにすることを目的としている。 

（２）上記のSYT-SSX蛋白質とヒストン脱アセ

チル化酵素(HDAC)複合体との相互作用の発見

に基づき、我々はSYT-SSX蛋白がHDAC複合体を

介して転写制御異常を引き起こし滑膜肉腫を

発症するという仮説を立てた。その仮説を検

証する為に、HDAC阻害剤を用いてヒストン脱

アセチル化酵素を阻害すると滑膜肉腫の造腫

瘍性はどうなるのかを滑膜肉腫培養細胞 (in 

vitro)および滑膜肉腫移植マウス(in vivo)

における系で検討した。その結果、HDAC阻害

剤は他の骨軟部腫瘍に対する濃度よりも約

470倍も低濃度で、滑膜肉腫に腫瘍増殖抑制効

果を示すこと、その生き残った腫瘍は浸潤能

が低下していたことを発見した(Ito T, et al. 

Cancer Letters 2005)。このことは、SYT-SSX

蛋白質がHDAC複合体と相互作用することで下

流遺伝子群の発現異常を起こし、造腫瘍性に

関わっていることを示している。 

 そこで本申請では、HDAC阻害剤処理をする

とSYT-SSX蛋白複合体の細胞内局在パターン

が変動するか、他の薬剤でSYT-SSX蛋白複合体



の細胞内局在パターンを変動・阻害する薬剤

を検討することを目的としている。このシス

テムにより検出される薬剤は滑膜肉腫の有効

な分子標的治療となり得るものである。 

 

３．研究の方法 

（１）染色体転座型SYT-SSX融合蛋白は転写調

節因子同士が融合したものであるが、プロモ

ーター領域DNAに直接結合することはできな

い。他の転写因子を介して遺伝子発現を制御

していると考えられている。そこで、SYT-SSX

蛋白の構成因子に対する抗体を用いて、クロ

マチン免疫沈降を行う。まず、われわれが樹

立した滑膜肉腫細胞株SYO-1細胞を1％ホルム

アルデヒドでDNAと転写因子群を固定し、細胞

を超音波破砕後、上清を回収する。SYTとSSX

に対する抗体を反応させた後、プロテインア

ガロースに吸着させて結合したDNA共々沈殿

させる。NaCl処理することでホルムアルデヒ

ド固定を切断後、フェノール処理で蛋白を除

去し、プロモーター領域DNAを回収する。得ら

れたDNA断片の末端処理を行った後、ベクター

へクローニングする。個々のクローンをシー

クエンス解析することによりDNA配列を読み

取る。得られた配列情報をDNAデータベースの

情報に照らし合わせて、標的遺伝子の同定を

行う。 

（２）SYT, SSXおよびSYT-SSX蛋白に蛍光蛋白

を融合発現するプラスミドを作成する。滑膜

肉腫細胞株に導入後、各蛋白の局在を確認で

きる系を樹立する。ヒストン脱アセチル化剤

をはじめとする様々な薬剤を添加し、SYT-SSX

蛋白の局在を検討する。 

 

４．研究成果 

（１）SYT, SSX および SYT-SSX 蛋白に蛍光蛋

白を融合発現するプラスミドを作成した。滑

膜肉腫細胞株に導入後、各蛋白の局在を確認

できる系を樹立した。ヒストン脱アセチル化

剤、CDK 阻害剤、NF-ｋB 阻害剤、Arsenic 

Pentoxide 等を含む様々な薬剤を様々な濃度

で添加し、SYT, SSX および SYT-SSX 蛋白の局

在を観察した。また、相互作用する可能性の

ある cDNA 発現ベクターを導入し、SYT-SSX 蛋

白の局在を観察した。現在までのところ

SYT-SSX 蛋白の局在に影響・阻害効果を与え

る薬剤、遺伝子は見つかってはいない。  

（２）滑膜肉腫細胞をホルムアルデヒドでで

固定後、細胞抽出液より SYT、および、SSX

に対する抗体を用いた染色体免疫沈降法

（ChIP 法）を行った。沈殿物には SYT-SSX 蛋

白複合体が結合している標的遺伝子プロモ

ーターが含まれる。そこで、DNA 断片を回収

後、ライブラリーとしてベクターにクローニ

ングし、シークエンス解析を行った。SSX の

N末に対する抗体を用いて92種の標的遺伝子

を、SSX の C 末に対する抗体を用いて 48 種の

標的遺伝子を、SSX 全長に対する抗体を用い

て 112 種の標的遺伝子を、SYT に対する抗体

を用いて 83 種の標的遺伝子を見いだした。

さらに遺伝子を絞り込んで、エピジェネティ

ック関連遺伝子群、蛋白合成関連遺伝子群、

代謝関連遺伝子群、ミトコンドリア関連遺伝

子群、膜蛋白群、細胞増殖因子群等に分類を

行った。 

（３）Doxcyclin制御プロモーターの下流に

SYT-SSX遺伝子を持つ遺伝子を作成した。ヒト

HEK293細胞に導入後、Doxcyclinにより安定し

た発現制御を受けるクローンのスクリーニン

グを行った。最も良いクローンを使い、

Doxcyclinの存在下、非存在下で導入遺伝子の

発現を確認後、RNAを回収した。現在、アレイ

解析を進行中である。  
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