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研究成果の概要（和文）：粘液型脂肪肉腫特異的に見られるTLS-CHOPは、染色体転座に起因するキメラがん遺伝子であ
る。この遺伝子産物は転写因子として機能し、粘液型脂肪肉腫の腫瘍発生や腫瘍増殖に関わると考えられているが、そ
の分子メカニズムの詳細はまだ分かっていない。これまでの研究により、TLS-CHOPが、形質転換活性を持つDOL54の発
現誘導や抗腫瘍活性を持つIL-24の発現抑制をすることなどが分かってきたが、本研究により、DOL54の高発現がIL-24
の発現を抑制することにより腫瘍増殖を維持していることが判明した。さらに、新規に粘液型脂肪肉腫増殖に関わる分
子群を同定しており、それらの分子機能を解析中である。

研究成果の概要（英文）：The TLS-CHOP gene specifically seen in myxoid liposarcoma is a chimeric oncogene 
that is derived from chromosomal translocation. The gene product functions as a transcription factor, and 
is thought to be involved in tumorigenesis and tumor cell growth. Its detailed molecular mechanism is, 
however, still unclear. Previous studies have shown that TLS-CHOP induces expression of a 
transforming-related protein DOL54 and represses expression of an anti-tumor cytokine IL-24. In this 
study, we have revealed that overrexpression of DOL54 represses IL-24 expression, contributing to 
maintenance of tumor cell growth. Furthermore, we have identified several molecules related to growth of 
myxoid liposarcoma cells, and are investigating their molecular functions now at present.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
染色体転座に起因する TLS-CHOP キメラ遺伝
子は、粘液型脂肪肉腫特異的に生じ、その遺
伝子産物は腫瘍特異的な転写因子として腫
瘍の発生や増殖などに重要な役割を担って
いると考えられている。TLS-CHOP に発現誘導
を受ける分子として、形質転換活性を有する
downstream of liposarcoma 54 (DOL54)が同
定されているが、TLS-CHOP によるがん化機構
の詳細は未だ不明である。 
我々はこれまで、TLS遺伝子が存在する 16 番
染色体と CHOP遺伝子が存在する 12番染色体
の核内配置(染色体テリトリー)が脂肪分化
の際に近接し、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た後 (J. 
Cell Sci. 117: 5897-5903, 2004)、TLS-CHOP
特異的なモノクローナル抗体を作成し(Am. J. 
Surg. Pathol. 30: 351-356, 2006)、TLS-CHOP
が抗腫瘍性サイトカイン interleukin-24 
(IL-24), 別名 melanoma differentiation- 
associated gene 7 (MDA-7), の発現を抑制
することや(Br. J. Cancer 106: 1976-1979, 
2012)、miR-486 の発現抑制を介して腫瘍増
殖・転移促進因子の plasminogen activator 
inhibitor 1 (PAI-1)の発現誘導を起こすこ
と(Biochem. Biophys. Res. Commun. 427: 
355-360, 2012)などを明らかにしてきた。従
って、TLS-CHOP に誘導される事象として、ま
ず、形質転換活性を持つ DOL54 が働き、がん
抑制遺伝子 IL-24 が発現抑制され、さらに、
腫瘍増殖・転移を促進する PAI-1 の発現誘導
が起こるという多段階発がん機構が想定さ
れるが、この発がん機構における分子パスウ
ェイの詳細は未だ不明であった。 
 
２．研究の目的 
(1)形質転換活性を持つDOL54の発現誘導を介
した腫瘍化促進メカニズムの解明 
粘液型脂肪肉腫の発生においてDOL54が重要
な役割を担っていることは既に示唆されてい
るが、腫瘍発生における具体的なDOL54の分子
機能や、TLS-CHOPによる発現誘導機構などは
未解明であり、その解明を目指す。 
 
(2)がん抑制遺伝子IL-24の発現抑制を制御す
る分子パスウェイの解明 
予備的な実験から、TLS-CHOPによるIL-24発現
制御の分子パスウェイに介在する可能性があ
る分子群の候補が挙がってきている。本研究
では、その候補分子群について、TLS-CHOPや
DOL54との実際の関係性を検証する。 
 
(3)DOL54、IL-24、及びPAI-1の各発現制御パ
スウェイに跨がる分子間相互作用の検討 
以前の研究からは、TLS-CHOPの下流で腫瘍に
関連する機能を持つ分子としてDOL54、IL-24、
PAI-1などがそれぞれ独立に同定されてきた
が、実際には、これらの分子の機能発現や発
現制御パスウェイにおいて相互作用が存在す
る可能性も考えられる。それを検証する。 

 
(4)関連分子群のノックダウンや過剰発現に
よる腫瘍抑制効果の検討 
上記の既知、及び新規同定される分子群や、
その他の粘液型脂肪肉腫との関連が見込まれ
る分子群について、治療の標的や診断のマー
カーとして利用できる可能性を持った分子を
検索する。 
 
３．研究の方法 
(1)DOL54の発現誘導を介した腫瘍化促進メカ
ニズムの解明 
予備的な研究により、DOL54の発現誘導に
microRNA を含む複数の分子群が介在する新
規分子パスウェイの存在が示唆されたため、
本研究では、その分子群について、合成
microRNAやsiRNAなどを培養細胞に導入した
際の下流候補分子の発現解析をすることで検
討した。また、DOL54には数種のバリアントの
存在が知られていることから、RT-PCRによる
PCR産物の大きさの違いを指標に、各バリアン
トの粘液型脂肪肉腫細胞における発現状況を
検討することを試みた。一方、予備実験によ
り、DOL54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が示唆された
ため、DOL54は腫瘍化活性に加え、腫瘍細胞の
増殖•維持にも重要な役割を果たしていると
考えられる。粘液型脂肪肉腫は脂肪分化の異
常な状態であると考えられているが、DOL54
は、正常の脂肪分化過程で一過性に高発現す
るため、脂肪分化において重要な役割を担う
可能性が示唆されている。従って、DOL54の腫
瘍化活性は、脂肪分化の際のDOL54の発現制御
不全に起因する可能性も考えられる。本研究
ではそれらの可能性を考慮しながら、DOL54
の発現と細胞状態との関連を解析し、DOL54
の腫瘍化及び腫瘍細胞の維持における機能を
探った。 
 
(2)がん抑制遺伝子IL-24の発現抑制を制御す
る分子パスウェイの解明 
予備的な実験から、TLS-CHOPに発現誘導を受
けてIL-24の発現を抑制する可能性がある
microRNAの候補が絞り込まれてきたため、そ
の機能を阻害するanti-miRを培養細胞に導入
してみることで、目的のmicroRNAの確定を目
指した。 
 
(3)DOL54、IL-24、及びPAI-1の各発現制御パ
スウェイに跨がる分子間相互作用の検討 
TLS-CHOPの下流分子として同定されたDOL54、
IL-24、PAI-1の3つの発現制御パスウェイ間の
分子間相互作用の有無を、関連分子のノック
ダウンの際の発現変動の検出などにより検討
した。 
 
(4)関連分子群のノックダウンや過剰発現に
よる腫瘍抑制効果の検討 
以前の研究により、TLS-CHOPやDOL54のsiRNA、
及びmiR-486の導入により粘液型脂肪肉腫細
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胞の増殖が抑制されることが判明しているが、
上記項目(1)、(2)により新規に判明する
TLS-CHOPの下流分子群の中にも、それらを標
的とすると腫瘍抑制効果があるものが存在す
る可能性が高いため、それらのノックダウン
や機能阻害による腫瘍細胞への影響を検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1)DOL54 の発現誘導を介した腫瘍化促進メ
カニズムの解明 
TLS-CHOPによるDOL54発現誘導パスウェイに
介在する可能性のある分子群については、ま
だ、それらが実際に DOL54 発現誘導に関与し
ていることを示す確定的なの結果は得られ
ておらず、現在も引き続き検討中である。ま
た、粘液型脂肪肉腫で発現している DOL54 の
バリアントを RT-PCR を用いて同定する試み
に関しては、おそらく DOL54 の特徴的な繰り
返し配列に起因するものと思われるが、適切
な PCR 産物が得られず、こちらも引き続き、
PCR プライマーの配列や PCR 条件などを様々
に変えながら検討中である。一方、DOL54 の
機能を考える上で、DOL54 をノックダウンす
ると粘液型脂肪肉腫細胞の増殖が阻害され
ることが確認された。また、その際、IL-24
の発現が大幅に増加していることが判明し
た。さらに、粘液型脂肪肉腫細胞において
DOL54とIL-24をダブルノックダウンすると、
DOL54 単独のノックダウンの際の増殖抑制効
果が解消された。従って、がん抑制遺伝子
IL-24 の発現を DOL54 が抑制していることが
分かった(投稿準備中)。 
 
(2)がん抑制遺伝子IL-24の発現抑制を制御す
る分子パスウェイの解明 
TLS-CHOP発現細胞と発現していない細胞間で
比較したmicroRNAマイクロアレイの結果や、
real time PCRによる検証、及び、コンピュー
ターによる標的予測などから、いくつかの
miRNA群がTLS-CHOPに発現誘導され、その標的
分子としてIL-24の発現が抑制されるという
メカニズムが想定された。しかし、粘液型脂
肪肉腫細胞にそれらの予測されたmicroRNA群
の機能を阻害するanti-miRを導入しても細胞
増殖の抑制が見られなかったため、それらの
anti-miRによってはIL-24の発現抑制が解除
されないことが示唆された。想定した
microRNA以外にIL-24を標的とするmicroRNA
が存在し、それも併せて阻害しないとIL-24
の発現が上昇してこないという可能性もある
が、いずれにしても、TLS-CHOPによるIL-24
発現抑制に介在するmicroRNAの確定はまだ出
来ていない。一方、上記項目(1)で記述したよ
うに、IL-24の発現抑制にDOL54の発現が関与
することが明らかとなった。 
 
(3)DOL54、IL-24、及びPAI-1の各発現制御パ
スウェイに跨がる分子間相互作用の検討 

上述のように、DOL54とIL-24の発現制御につ
いては同一の分子パスェイで行なわれている
ことが明らかとなったが、さらに、DOL54や
PAI-1をノックダウンした際の互いの発現量
の変化や、PAI-1とIL-24をダブルノックダウ
ンした際の細胞状態を観察することで、これ
らの分子の発現制御パスウェイ間の相互作用
の有無を検討した。その結果、現在までに
DOL54とPAI-1、及びPAI-1とIL-24の間の相互
作用は確定できていないが、それを示唆する
データは得られているため、引き続き検討を
続けている。 
 
(4)関連分子群のノックダウンや過剰発現に
よる腫瘍抑制効果の検討 
上述の分子群の他にも、cDNAマイクロアレイ、
microRNAマイクロアレイなどの結果などから、
粘液型脂肪肉腫の腫瘍発生や腫瘍細胞増殖に
関連する可能性のある分子群のリストが得ら
れたが、その中から、miR-499-5p、SOX11 siRNA、
またはSnail siRNAを粘液型脂肪肉腫細胞に
導入すると増殖が抑制されることが判明した。
これらの分子の粘液型脂肪肉腫における機能
は未だ不明であるが、それぞれの分子は世界
的に他の腫瘍との関連でも研究が行なわれて
おり、その解明は重要である。現在精力的に
解析を続けている。 
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