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研究成果の概要（和文）：本研究にて我々は、転移・再発に密接に関与する滑膜肉腫幹細胞の維持、制御機構の解明を
目指して、滑膜肉腫に特異的なキメラ遺伝子産物であるSS18-SSXに腫瘍幹細胞を濃縮するスフィア形成群中でのみ結合
するタンパク質群の同定、検証を行った。プロテオミクス的解析により、PARP1及びNPMをはじめとする26の結合タンパ
ク候補が同定され、これらはいずれも核内で転写調節に関与するタンパクであり、滑膜肉腫幹細胞特異的な転写制御の
存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, to elucidate the maintenance and regulation mechanisms of synovial 
sarcoma initiating cells that are closely involved in the recurrence and metastasis, we examined SS18-SSX 
binding proteins which were specific for sphere-forming subpopulation by mass spectrometry analysis. By 
proteomic analysis, we obtained specific or enhanced 26 binding protein candidates, including PARP1 and 
NPM, which were localized in nucleus and associated with transcriptional regulation. These results 
suggest that the induction of SS18-SSX and SS18-SSX binding proteins specific for sphere-forming 
subpopulation may play important roles of the transcriptional regulation specific for synovial sarcoma 
initiating cells.

研究分野：実験病理学

キーワード： 滑膜肉腫　腫瘍幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
滑膜肉腫は軟部腫瘍全体の約 10%を占め
る頻度の高い腫瘍で、若年成人の四肢関節近
傍に好発し、外科的切除後も転移・再発率は
高く予後不良である。滑膜肉腫はキメラ遺伝
子 SYT-SSX の発現がほぼ全例で見られる。
組織学的には上皮及び肉腫成分が混在する
像を示し、その発生母地は未分化間葉系細胞
と推測されているが現状では依然不明であ
り、発症機構の理解や新規治療法の確立の上
で起源細胞の同定が極めて重要と考えられ
ている。 
近年の研究から悪性腫瘍は均一な細胞集
団ではなく少数存在する腫瘍幹細胞が腫瘍
の発症、進展、転移の本態である事が明らか
となってきた。腫瘍幹細胞は自己複製能と多
分化能により定義され、高い造腫瘍能、化学
放射線療法への抵抗性を呈することから新
規治療標的として性状解析が進められてい
る。しかし腫瘍幹細胞の性状解析には腫瘍幹
細胞を 100%分離するマーカーが存在しない
事、解析に免疫不全マウスを使用するため、
免疫細胞の役割を解析できない事、臨床検体
や細胞株を用いた場合、幹細胞性に直接関与
しない因子が多数存在し解析が複雑である
事という 3 つのボトルネックが存在する。
我々は滑膜肉腫幹細胞を濃縮する手段とし
てスフィア形成法による解析を試みた。3 種
の滑膜肉腫細胞株を無血清・低接着条件で培
養すると、いずれも紡錘型細胞中に少数のス
フィア形成が確認され、幹細胞性遺伝子の高
発現、NOD/SCIDマウスにおける高い腫瘍形
成能を示した。さらにスフィア形成細胞で高
発現する CXCR4陽性細胞は、陰性細胞に比
べ 25 倍高い造腫瘍能を示し、自己複製能、
多分化能をも有する滑膜肉腫幹細胞を濃縮
することが示唆された。本研究において我々
は後述する 3種の未分化間葉系細胞及びその
分化系譜から滑膜肉腫起源細胞を同定し、滑
膜肉腫幹細胞モデルを構築することで、発症
機構や腫瘍幹細胞の性状解析を進め新規治
療法の創出を目指す。 
 
２．研究の目的 
滑膜肉腫は若年成人に発症する起源細胞
の不明な軟部腫瘍であり、進行症例に対する
有効な治療法は未だ確立されていない。また
自己複製能・多分化能により定義される腫瘍
幹細胞は腫瘍の発症・再発・転移と密接に関
与し、新規治療標的として注目されているが、
その性状に関しては研究手法上の様々な制
約から依然として不明な点が多い。本研究で
は滑膜肉腫起源細胞を同定し、起源細胞を用
いて滑膜肉腫幹細胞モデルを構築すること
で、その性状の理解を通し新規治療標的を探
索・発見することを試みる。 
３．研究の方法 
(1) マウス未分化間葉系細胞の分離と
SYT-SSX 遺伝子導入による滑膜肉腫モデル
の樹立 

Ink4a/Arf KOマウスは p53及び Rb経路
が機能的に不活化されており、同マウスより
分離した種々の細胞は不死化状態である。本
研究では Ink4a/Arf KOマウスの骨髄よりま
ず軟骨・骨・脂肪への分化能を有する間葉系
幹細胞を、Whisker padより前述の 3系統及
び神経系への分化能を有する神経提幹細胞
を分離する。また分離した間葉系幹細胞中に
少数存在する 3胚葉全てへの分化能を有する
MUSE 細胞をフローサイトメーターにより
分離する。分離した 3種の間葉系細胞にレト
ロウィルスベクターを用いて SYT-SSX を導
入する。陰性対照として空ベクター導入細胞
を用いる。悪性形質転換能の評価には軟寒天
培地を用いたコロニー形成アッセイを用い
る。3 種の間葉系細胞から直接悪性形質転換
体を樹立できない場合は、やや分化の進んだ
前駆細胞が起源である可能性から、Tet-offシ
ステムを用いた誘導性 SYT-SSX 発現細胞を
樹立し、筋、神経、上皮への分化誘導を行い
つつ、適切な時点で SYT-SSX の発現誘導を
行い悪性形質転換体の樹立を目指す。また悪
性形質転換体が得られた時点の分化状態は
非誘導対照群を用いて RT-PCR 法により各
種分化マーカーの発現パターンを解析し明
らかにする。 
(2) 滑膜肉腫モデルと実際の滑膜肉腫及び未
分化間葉系細胞の比較解析 

cDNA マイクロアレイを用いて臨床検体、
滑膜肉腫細胞株、陰性対照群との遺伝子発現
プロファイルの比較解析を行い、樹立した悪
性形質転換体が実際の滑膜肉腫を反映して
いるかを検証する。また悪性形質転換体を
C57BL6マウスに同種移植し形成された腫瘍
が病理組織学的に滑膜肉腫を模倣している
かどうかも解析する。解析の結果、実際の滑
膜肉腫を充分に反映している悪性形質転換
体を滑膜肉腫モデルとして以下の解析に用
いる。 
(3) 滑膜肉腫モデル細胞中の幹細胞性保持ク
ローン(滑膜肉腫幹細胞モデル)の樹立 
滑膜肉腫モデル細胞を C57BL6 マウスに
同種移植し、腫瘍を形成し得る最少個数を決
定する。最少個数で形成された移植片を酵素
処理にて再度個細胞化し、クローン化後
C57BL6マウスに継代移植し、自己複製能の
有無を解析する。また組織標本を作製し、形
態学的に移植片が元の組織像を反映するか
どうかにより多分化能を評価する。自己複製
能、多分化能を呈するクローンを滑膜肉腫幹
細胞モデル、いずれか一方若しくは両方の形
質を呈さないクローンを非幹細胞モデルと
して以降の解析に用いる。 
(4) 滑膜肉腫幹細胞モデルにおける幹細胞性
の制御にかかわる分子群の同定 

cDNAマイクロアレイによる相互比較解析
を用いて滑膜肉腫幹細胞モデルにおいて陰
性対照群(非幹細胞モデル、CXCR4陰性滑膜
肉腫細胞、オリジナルの間葉系細胞の 3 者)
と比較して有意に発現が増加ないし減少し



ており、かつ CXCR4陽性滑膜肉腫幹細胞に
おける発現パターンが一致している遺伝子
群を抽出し、滑膜肉腫の発症、幹細胞性の維
持に関わる候補遺伝子として以降の解析に
用いる。複数の対照と比較することで信頼性
が高く解析が可能な数の遺伝子を抽出する
ことを狙う。 
(5) 候補遺伝子の新規治療標的・バイオマー
カーとしての有用性の評価、検証 
候補遺伝子に対する siRNA を作製し、コ
ロニー形成アッセイによる増殖抑制効果、幹
細胞培養条件でのスフィア形成能の低下、及
び RT-PCR法を用いた Nanog、Oct3/4等の
幹細胞性遺伝子の発現低下等を幹細胞性の
喪失の有無を検討する。幹細胞性の喪失が見
られた遺伝子はレンチウィルスベクターを
用いた候補遺伝子特異的な shRNA 安定発現
株を作成し、C57BL6 マウスに皮下移植し、
in vivoでの幹細胞性の喪失、治療効果につい
て検討する。 
次に滑膜肉腫症例を用いて候補遺伝子の
免疫染色を行い陽性率と長期予後の比較検
討による新規予後マーカーの探索、滑膜肉腫
で特異的に陽性像が得られる診断マーカー
の探索を行う。さらに候補遺伝子を機能、局
在によって分類し、既存の薬剤を用いた腫瘍
抑制効果の検証、分化誘導による治療の可能
性、新規分子に関しては中和抗体の作製、特
異的な低分子化合物のスクリーニング、評価
を行う。評価系としては CXCR4陽性腫瘍幹
細胞及び滑膜肉腫幹細胞モデルを用いた同
種移植片を用いることで実際の生体内を可
能な限り再現した状況で厳密に検証する。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞分離、樹立技術及び遺伝子導入技術、
表現型評価系の確立 

Ink4a/Arf KOマウス及び Ink4a/Arf 
KO/SS18-SSX1 TG (以下 KO/TG)マウスか
らモデル細胞の基盤となる不死化骨髄間葉
系細胞、不死化Muse細胞を樹立した。また
レトロウィルスを用いたSS18-SSXの導入プ
ロトコールを確立し、悪性形質転換を評価す
る系である細胞増殖能, コロニー形成能の比
較解析に関しても再現性の観点等から妥当
な実験系の確立を達成した。 
(2) 細胞分離と樹立細胞の形質転換能の評価 

Ink4a/Arf KOマウス及び Ink4a/Arf 
KO/SS18-SSX1 TG (以下 KO/TG)マウスの
大腿骨から骨髄細胞を分離し継代培養を行
った。陰性対照の Ink4a/Arfヘテロマウス由
来の骨髄細胞は概ね 10継代前後で細胞老化
に陥り増殖を停止したが、KO及び KO/TG
マウス由来の骨髄細胞は 20継代を経ても増
殖能を維持しており、計 4匹由来の充分に継
代を経た骨髄間葉系細胞株 (KO: 4L, 7L, 
KO/TG: 16R, 18L)を樹立した。得られた上記
細胞株を 4時間トリプシン処理し、その後メ
チルセルロース上で培養する事で sphereを
形成させ、pick upする事でMuse細胞の樹

立を行った (以下 4L-M, 7L-M, 16R-M, 
18L-M)。 
  KO/TG由来とKO由来のMSC及びMuse
細胞の増殖能、コロニー形成能を比較解析し
た所、有意な差は見られず、TG由来細胞の
SS18-SSX1の発現量を調べた結果、mRNA
レベルでの発現は見られるものの、タンパク
レベルでの発現は検出感度以下であった。悪
性形質転換を来すのに十分な発現誘導がか
かっていないことが考えられたため以降は
4L, 7L, 4L-M, 7L-Mにレトロウィルスを用
いて SS18-SSXを導入し解析を行った所、い
ずれのラインにおいてもSS18-SSXを過剰発
現すると細胞老化が惹起され増殖停止に陥
ることが判明した。 
  ウィルスを段階的に希釈し発現量の調整
を試みた所、細胞老化は回避されたが、いず
れもSS18-SSXの発現が低く悪性形質転換を
来していなかった。さらに低発現クローンに
複数回SS18-SSXの導入を行ったクローンで
は、SS18-SSXの発現量の上昇は見られたも
のの、陰性対照に比して細胞増殖能、コロニ
ー形成能の有意な上昇を認めなかった。 
(3) ヒト滑膜肉腫幹細胞培養系を用いた腫瘍
幹細胞の性状解析 
Ink4a/Arf KOマウス及び Ink4a/Arf 
KO/SS18-SSX1 TGマウス(以下KO/TG)から 
不死化骨髄間葉系初代培養細胞及びMuse細
胞の樹立を行ったが、いずれにおいても
KO/TG由来細胞で増殖能、コロニー形成能
の有意な亢進を認めなかった。KO/TG由来
細胞の SS18-SSX1の発現量を調べた結果、
悪性形質転換を来すのに十分な発現誘導が
かかっていないことが考えられた。以上の結
果から悪性形質転換の有無がヒトとマウス
由来の細胞起源、種差に起因する可能性を考
慮して、ヒト滑膜肉腫細胞株の幹細胞培養系
を用いて腫瘍幹細胞の性状解析を行う方針
とした。 
ヒト滑膜肉腫細胞株である FUJIを幹細胞培
養し、スフィア形成群で非形成群に比べ幹細
胞性遺伝子の発現が充分に亢進する詳細な
条件設定を行った。同条件ではスフィア形成
群で SS18-SSX2の発現亢進も見られ、種々
の腫瘍においてその機能欠失が腫瘍の発生
や悪性度に関与し、幹細胞性の維持にも関与
することが知られている SW/SNF複合体の
構成サブユニットの発現亢進も見られる事
が判明した。 
(4) 滑膜肉腫幹細胞特異的な SS18-SSX結合
分子の同定 
そのため我々は免疫沈降法と質量分析計を
用いて、スフィア形成群と非形成群における
SWI/SNF複合体構成サブユニットの変動及
びスフィア形成群特異的なSS18-SSX結合分
子の同定を試みた。 
スフィアを形成した細胞群（腫瘍幹細胞）と、
陰性対照として通常培養条件下で培養した
群（非腫瘍幹細胞）をサンプルとして、最適
化した条件でアフィニティ精製を行い、質量



分析計による結合分子の同定を行った。再現
性を担保するためにアフィニティ精製、銀染
色は複数回行った。約 100の分子が同定され
たため、分子量やシークエンスカバレージの
高さ, 各種データベースのアノテーションを
参考に絞り込みを行い、幹細胞性の制御・維
持に関わる可能性が考えられる 26の候補分
子を抽出した。予想に反して同定された 100
の分子及び絞り込みを行った 26の候補分子
の中に SWI/SNF型クロマチンリモデリング
複合体の構成サブユニットは含まれていな
かった。 
(5) 候補分子の検証と表現型解析の基盤作成 
抽出された 26の候補分子が滑膜肉腫幹細胞
中でSS18-SSXと結合しているかどうかの検
証を行った。候補分子中の PARP1及び NPM
は 293Tを用いた SS18-SSX2の一過性過剰
発現の実験系では SS18-SSX2との結合が確
認された。また問題点として、抽出した 26
の候補分子のうち、PARP1及び NPMを除く
複数の分子では上記の実験系で SS18-SSX2
との結合ができず、非特異的な結合の可能性
が考えられる分子が多数存在することから、
再度免疫沈降の条件の厳密化を行い、FUJI
及び SYO-1の 2種の滑膜肉腫細胞株で質量
分析計による SS18-SSX結合分子の同定、絞
り込みを実施中である。さらに後述する滑膜
肉腫幹細胞の性状解析、造腫瘍能の評価に用
いる shRNA安定発現株作製のための予備的
検討として、我々が世界に先駆けて報告した
滑膜肉腫幹細胞マーカーである CXCR4とそ
の基質である CXCL12をターゲットとした
コマーシャルベースのパッケージング済み
レンチウィルス粒子を購入し、ノックダウン
効率を検討したところ、充分な発現抑制効果
が得られることが明らかとなった。 
(6) 今後の展望 
今後は実際にFUJI及びSYO-1を用いて内在
性のPARP1及びNPMとSS18-SSX2とのス
フィア形成群での結合確認を行うとともに、
本研究課題の目的である滑膜肉腫幹細胞の
性状解明とそれに伴う新規治療法の創出を
目指すために、定量的 RT-PCR 法を用いた
Nanog、Oct3/4 等の幹細胞性遺伝子の発現
低下等を指標とした幹細胞性の喪失の有無
の検討、レンチウィルスベクターを用いた候
補遺伝子特異的な shRNA 安定発現株の作成
に、NOD/SCIDマウスへの皮下移植により、
in vivoでの幹細胞性の喪失、治療効果につい
て検討する。 
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