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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融合遺伝子は、粘液型脂肪肉腫特異

的に発生するがん遺伝子であるが、その発がんメカニズムや腫瘍細胞における役割の詳細につ

いては不明である。本研究では、TLS-CHOP の機能として、癌抑制性サイトカイン MDA-7/IL-24

の抑制と、miR-486 の抑制を介した腫瘍増殖•転移促進因子 PAI-1 の発現誘導が明らかとなり、

また、腫瘍化関連タンパク PRG4 を発現誘導する分子経路の存在が示唆された。	  
 
研究成果の概要（英文）：The	 TLS-CHOP	 fusion	 gene	 derived	 from	 chromosomal	 translocation	 
is	 myxoid	 liposarcoma-specific	 oncogene.	 	 However,	 its	 oncogenesis	 mechanism	 and	 
functions	 in	 tumor	 cells	 are	 still	 unclear.	 	 In	 this	 study,	 we	 have	 revealed	 that	 TLS-CHOP	 
represses	 an	 anticancer	 cytokine	 MDA-7/IL-24	 expression,	 and	 represses	 miR-486	 that	 
targets	 a	 tumor	 cell	 growth	 and	 metastasis	 activator	 PAI-1.	 	 In	 addition,	 a	 novel	 
molecular	 pathway	 that	 induces	 expression	 of	 a	 tumorigenesis-related	 protein	 PRG4	 has	 
been	 suggested. 
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１．研究開始当初の背景 
軟部腫瘍ではがん遺伝子やがん抑制遺伝子
の変異は少ない反面、染色体転座に起因する
腫瘍特異的なキメラ遺伝子が存在し、その遺
伝子産物が腫瘍発生に関わる転写因子を形
成する。TLS-CHOP は粘液型脂肪肉腫特異的な
融合タンパクであり、その標的遺伝子として
Proteoglycan	 4	 (PRG4)が同定されている。
PRG4 は Downstream	 of	 Liposarcoma	 54	 

(DOL54)、Megakaryocyte	 Stimulating	 Factor	 
(MSF)、Superficial	 Zone	 Protein	 (SZP)、
Lubricin などの名称でも知られ、トランスフ
ォーム活性の他にも多様な生理機能を持つ。
我々はこれまで、がんに関わる遺伝子の機能
の解析とその診断や治療への応用を目指し
た基礎研究を行なってきたが(Cancer	 Res.	 
61,	 5707‒5709,	 2001;	 Cancer	 Res.	 64,	 3545
‒3549,	 2004;	 Am.	 J.	 Pathol.	 174,	 309-316,	 
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2009 他)、最近、TLS-CHOP特異的 siRNA 処理
をした粘液型脂肪肉腫由来培養細胞、及び、
TLS-CHOP を強発現させた正常細胞由来培養
細胞を、それぞれ無処理の当該細胞と比較し
て行なった cDNA マイクロアレイにより、
TLS-CHOP が、多様ながん細胞に対して抗腫瘍
効 果 を 示 す 癌 抑 制 性 サ イ ト カ イ ン
MDA-7/IL-24 の発現を抑制する可能性を見出
した。さらに、予備的な実験において、
TLS-CHOP	 siRNA と MDA-7/IL-24	 siRNA を粘液
型脂肪肉腫由来培養細胞にダブルトランス
フェクションすると、TLS-CHOP	 siRNA 単独処
理では見られる細胞増殖抑制と細胞死誘導
が回避された。従って、TLS-CHOP による腫瘍
化には、MDA-7/IL-24 の発現抑制が重要なプ
ロセスの１つであることが示唆された。また、
microRNA マイクロアレイの解析結果から、こ
のプロセスの制御に、特異的 microRNA が介
在する可能性も示唆された。以上より、
TLS-CHOP による腫瘍化機構において、PRG4
を介した腫瘍化促進プロセスと MDA-7/IL-24
発現抑制を介したがん化抑制機構を排除す
るプロセスの存在が強く示唆され、それらを
検証すべく本研究を実施するに至った。	 
	 
２．研究の目的 
(1)TLS-CHOP による MDA-7/IL-24 発現抑制機
構の解明	 
TLS-CHOPによるMDA-7/IL-24の発現抑制が粘
液型脂肪肉腫細胞の増殖に必須であること
が既に示唆されていたが、本研究ではそれを
実験的に確定すると共に、そのプロセスに特
異的 microRNA が介在することの検証、及び
その microRNA 群の同定を目指し、最終的に、
TLS-CHOPからMDA-7/IL-24抑制に至る分子パ
スウェイの詳細を解明する。	 
(2)PRG4 による発がん機構の解明	 
PRG4 には複数のスプライシングバリアント
の存在が知られているため、腫瘍と各バリア
ントとの機能的関係性を明らかにする。さら
に、PRG4 による発がんメカニズムの詳細につ
いて、PRG4 を強発現させた際の培養細胞の細
胞状態の詳細な解析や、PRG4 の細胞内局在及
び他の細胞増殖に関わる分子との相互作用
などの解析を通じて解明する。	 
 
３．研究の方法 
(1)TLS-CHOPによる特異的microRNAの発現制
御 を 介 し た 癌 抑 制 性 サ イ ト カ イ ン
MDA-7/IL-24 の発現抑制機構の解明	 
①粘液型脂肪肉腫発生機構に関わる
microRNA の同定	 
microRNA マイクロアレイとコンピュータの
標的予測の結果から、既に、TLS-CHOP に発現
誘導されて MDA-7/IL-24 を発現抑制する
microRNA の候補群が選別されている。本研究
細目では、目的の microRNA の同定を目指し、

それらの各候補 microRNA の機能を特異的に
阻害する microRNA	 knockdown	 probe を用い
て MDA-7/IL-24 の発現量の変化を検討した。	 
②MDA-7/IL-24 が粘液型脂肪肉腫に抗腫瘍効
果を持つことの確認	 
MDA-7/IL-24 が多様ながんに対して抗腫瘍効
果を持つことは既に良く知られた事実であ
るが、粘液型脂肪肉腫に対する効果は未確定
である。我々の実験結果からその効果は強く
示唆されるものの、直接的な証拠を得るには
至っていない。従って、本研究細目では、
MDA-7/IL-24 発現ベクターを作成し、粘液型
脂肪肉腫由来培養細胞にトランスフェクシ
ョンすることによりその抗腫瘍効果を確認
することを目指した。	 
(2)TLS-CHOP に発現誘導される腫瘍化関連タ
ンパク PRG4 のがん化促進機構の解明	 
①がん化に関わる PRG4 バリアントの決定	 
PRG4 は複数のバリアントを持ち、それらの使
い分けと翻訳後修飾によって多彩な生理活
性を示す。そこで本研究では、実際に腫瘍化
能に関与するバリアントを決定する目的で、
各バリアントの発現ベクター作成を試みた。	 
②PRG4 を介したがん化メカニズムの解析	 
PRG4 は、脂肪分化過程において一過性に高発
現することから、脂肪分化における重要な役
割が示唆されている。また、我々の予備実験
で、特異的 siRNA による PRG4 ノックダウン
が粘液型脂肪肉腫由来培養細胞の劇的な増
殖抑制をもたらした。従って本研究細目では、
PRG4 のがん化における実際の機能の検討を
想定した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)TLS-CHOPによる特異的microRNAの発現制
御 を 介 し た 癌 抑 制 性 サ イ ト カ イ ン
MDA-7/IL-24 の発現抑制機構の解明	 
①粘液型脂肪肉腫発生機構に関わる
microRNA の同定	 
期待される候補として 2 種類の microRNA を
選定し、それらの特異的 knockdown	 probe の
単独及び二重トランスフェクションを粘液
が脂肪肉腫由来培養細胞に対して行ない、
MDA-7/IL-24 の発現量の変化を検討したが、
今のところ有意な変化は見られていない。こ
れには、knockdown	 probe の効率の問題や、
他のMDA-7/IL-24発現抑制に有効なmicroRNA
の存在などの可能性も考えられるので、引き
続き検討中である。一方、MDA-7/IL-24 への
効果とは別に、TLS-CHOP が miR-486 の発現抑
制を介して、腫瘍の増殖・転移促進因子とし
て機能する PAI-1 の発現誘導を行なうことが
判明し、原著論文として報告した(Biochem.	 
Biophys.	 Res.	 Commun.	 2012,	 427:	 355-360)。	 
②MDA-7/IL-24 が粘液型脂肪肉腫に抗腫瘍効
果を持つことの確認	 
MDA-7/IL-24 発現ベクターを作成し、粘液型
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脂肪肉腫由来培養細胞にトランスフェクシ
ョンしたところ、MDA-7/IL-24 の高発現によ
る細胞増殖阻害効果が確認できた。TLS-CHOP
が MDA-7/IL-24 の発現抑制することも併せて、
原著論文として報告した(Br.	 J.	 Cancer	 2012,	 
106:	 1976-1979)。	 
(2)TLS-CHOP に発現誘導される腫瘍化関連タ
ンパク PRG4 のがん化促進機構の解明	 
①がん化に関わる PRG4 バリアントの決定	 
がん化に関わるバリアントを決定するため
には、各バリアントをそれぞれ細胞内で発現
させてみてその影響を検討する必要があり、
そのためには発現ベクターの作成が必要と
なる。PRG4遺伝子は、その塩基配列に特徴的
な長い繰り返し配列を含み、また、コード領
域の全長は 4000	 bp	 を超える。このことの影
響の程度は不明だが、当初全長を 1 度の PCR
で取得しようとしたものの、その増幅断片は
得られなかった。そこで、全長を 3分割して
PCR を行ない、それぞれの cDNA 増幅断片を取
得後、制限酵素サイトを利用してそれらを接
続し、全長を取得する方法を採用した。しか
し、一部の cDNA 断片は得られたものの、長
い繰り返し配列を含む cDNA 断片は未だに得
られておらず、さらにPCR条件や使用するTaq
ポリメラーゼを変えること等で検討を続け
ている。	 
②PRG4 を介したがん化メカニズムの解析	 
PRG4 のがん化メカニズムの解析には、上記研
究細目による PRG4 発現ベクターの完成が必
須であるため、本項目の本来の計画は全く進
んでいない。一方、マウスの細胞を用いた研
究から、特異的な転写制御因子群が PRG4 の
発現を制御する分子パスウェイを構成する
ことが分かって来たが(伊藤ら、未発表デー
タ)、一方、microRNA マイクロアレイとコン
ピュータの標的予測の結果から、TLS-CHOP に
よって発現抑制される microRNA 群の中に、
この PRG4 発現誘導分子パスウェイの最上流
の転写因子を標的とする可能性があるもの
が複数種見出された。従って、TLS-CHOP によ
る新たな分子パスウェイの存在が強く示唆
され、さらに検討を続けている。	 
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