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研究成果の概要（和文）：研究計画で期待される成果よりはるかに大きな成果が得られた。全長SS18-SSX1、
SSX1と2に関する各種フラグメントに発現および精製プロトコールの確立に成功した。大部分が天然変性タンパ
ク質であることがCD測定などにより判明したため、X線結晶構造解析ではなく、クライオ電顕単粒子解析、溶液
NMR、高速AFM、EMSA等の生化学実験を駆使して解析を行った。その結果、SSX1のC末端領域とヌクレオソームと
の複合体としてその構造を解明することに成功した（学術論文投稿準備中）。さらにAMED事業の支援によりイン
シリコ化合物スクリーニングを行うことができ、本課題を完遂することができた

研究成果の概要（英文）：The results were much greater than expected in the research plan. Expression
 and purification protocols were successfully established for full-length SS18-SSX1 and various 
fragments of SSX1 and 2. Since the majority of the proteins were found to be intrinsically 
disordered protein by CD measurements and other methods, we used cryo-EM single-particle analysis, 
solution NMR, and high-speed AFM for structural analysis instead of X-ray crystallography, and also 
made full use of other biochemical experiments, such as EMSA. As a result, we succeeded in 
elucidating its structure as a complex between the C-terminal region of SSX1 and nucleosomes (in 
preparation for submission for scientific publication). Furthermore, with the support of the AMED 
project, we were able to conduct in silico compound screening and complete this project.

研究分野：構造生物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
滑膜肉腫はいわゆる希少がんである。がんといえば、上皮細胞由来の癌腫、造血器悪性腫瘍が取り上げられるこ
とが多く、日本における悪性腫瘍全体の1％ともいわれる肉腫の研究を念頭においた文章をみかけることは少な
い。このような疾患こそアカデミアで行うべきである。今回、希少がんというだけでなく、天然変性タンパク質
というSBDDとしてのアプローチの難しい原因タンパク質に対して、その端緒につくことに成功したことは非常に
大きい。萌芽としての意義を100％果たし、この薬開発の可能性を見いだせた成果は大きい

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
滑膜肉腫は希少がんである。がん研究といえば、肺がん、胃がん、大腸がんなどの上皮細胞由来
の癌腫、白血病などの造血器悪性腫瘍が取り上げられることが多く、日本における悪性腫瘍
全体の 1％ともいわれる肉腫の研究を念頭においた文章をみかけることは少ない。滑膜肉腫
は中でも軟部肉腫の約 10％に相当する。転移も 50−70％で生じるという報告があり、予後
の悪いがんである。現在、広範切除が第一であり、患者の QOL のためにこの治療薬開発に
挑むことは、特にクライオ電子顕微鏡など最新の技術をもって挑むことはアカデミアとし
て大きな意義がある。滑膜肉腫のドライバー遺伝子は染色体転座によって生じる ss18-ssx
であるとされており、ここに明確な創薬ターゲットが存在することになる。この翻訳産物で
ある SS18-SSX が、クロマチンリモデリング複合体とヌクレオソームの会合体に取り込ま
れることで、本来のクロマチンリモデリング複合体構成成分である野生型 SS18 の結合が抑
制されるだけでなく、SMARCB1 の結合を阻害してしまう「追い出しモデル」がハーバー
ド大のグループによって提唱された。構造生物化学等を駆使して、本仮説の検証をし、そこ
から SBDD による創薬へとつなぐ。 
 
２．研究の目的 
SS18-SSX の構造を解明することが第一にあげられるが、ほんとんどの領域が天然変性領域
と予測されているために単体では不可能であることが想定される。まずは、SS18-SSX の全
長の発現・精製系を確立し、このことを検証する。一方、SS18-SSX の 78残基 SSX のうち
特に C 末端の 34 残基がヌクレオソームの酸性パッチに結合することが遺伝子発現異常の
トリガーとなることが 2020年にハーバードのグループから報告された。この分子機構を構
造情報から検証するとともに、得られた構造から SBDD による創薬へと繋げる。 
 
３．研究の方法 
最初に SS18-SSX1 全長の発現精製に挑み、CD スペクトル解析を行い、大部分が天然変性タンパ
ク質であることを検証する。次に SS18-SSX の特に本来クロマチンリモデリング複合体成分でな
い SSX 領域に着目した実験を行う。野生型の 111-188 に相当する SSX(78aa)についてパラログ
SSX1 と SSX2 それぞれについて発現系と精製系を構築する。NMR 測定用に 15N と 13C の安定同位
体ラベルした試料の調製も試みる。高速 AFM による全体構造のイメージング、多次元 NMR による
構造解析を行う。また、SSX1(78aa)、SSX2(78aa)について、ヌクレオソームコア粒子(NCP)に対
する SMARCB1 との競合実験を行い、ハーバード大の提唱したモデルを検証する。さらに SSXRD ド
メインと呼ばれる 155-188 の 34aa SSXC 末端の 34 残基である SSXRD ドメインを発現精製し、再
構成ヌクレオソームコア粒子（NCP)との結合を EMSA によって調べる。確認できたら、NCP との
複合体を作製し、クライオ電子顕微鏡単粒子解析に挑む。 
 
４．研究成果 
（1）SS18-SSX1、SS18-SSX2、SSX1(78aa)、SSX2（78aa)、SSX1RD（34aa)、SSX2RD（34aa)の 6 種
についてすべて、発現・精製系の構築に成功した。 
（2）全長 SS18-SSX1 と SSX1 について CDス
ペクトルを温度変化させて計測し、大部分
が天然変性タンパク質であることを確認
した。さらに、高速 AFM で GST-SSX1(78aa)
のイメージングに成功し、これが天然変性
タンパク質であることを再確認できた。
SSX1(78aa)の 1H-15N HSQC スペクトルから
もこの領域が天然変性領域であることが
示された。 
 
（3）本研究を通じて SSX1(78aa)が DNA と
相互作用することを発見した。GST-SSX1 と
DNA 断片との結合を高速 AFM イメージング
にて明瞭に観察することに成功した。EMSA
においても両者の相互作用が確かめられ
た。このとき GSTだけでは DNA に結合しないことを確かめることができた。また、NMR のケミカ
ルシフト摂動法を使用して SSX1(78aa)と DNA 断片の結合解離定数の決定を試みた。リンカーDNA
を含む再構成ヌクレオソームに対する SSX1(78aa)の結合領域をフットプリント法で決定するこ
とができた。 
（4）GST-SSX1RD については、予定通り、Widom601 の DNA配列 145bpを使って再構成した NCP と

SSX1(78aa)フラグメントの CD スペクトル. 



の EMSA を行い、相互作用の確認をした。この時、グルタールアルデヒドを加えた EMSA も同時に
行い、その添加がゲルシフトをより明確にするという結果を得た。この結果に基づき、Graifix
法を使って、クライオ電子顕微鏡単粒子解析用の試料作製を行った。得られたクライオ電子顕微
鏡画像から単粒子解析を行った結果、2.3 オングストロームというヌクレオソーム複合体関連で
は非常に高い分解能でその構造を得ることができた。原子モデル構築を行い、SSX1RD がヌクレ
オソーム酸性パッチに結合し、アルギニンアンカーと呼ばれる残基を含む、安定にフォールドし
た部分構造をもつことが判明した。本構造を元に AMED が行う BINDS 事業の支援を得てインシリ
コ化合物スクリーニングを行うことができた。
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