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研究成果の概要（和文）：従来モデル化が困難であった融合遺伝子関連骨軟部肉腫の中で、Ewing肉腫・胞巣状
軟部肉腫・CIC-DUX4肉腫・滑膜肉腫のマウスモデルを作製し、ex vivoモデル系を確立した。４種類のモデル
は、病理形態、遺伝子発現、生物学的特性の多くにおいてヒト肉腫の性質を忠実に反映した。モデルを用いるこ
とで、Ewing肉腫の発生母地、胞巣状軟部肉腫における血行性転移の分子機構、CIC-DUX4肉腫における新規バイ
オマーカー、滑膜肉腫におけるSYT-SSX1の協調遺伝子等の新知見を得た。また、Ewing肉腫とCIC-DUX4肉腫モデ
ルを用いてin vitro/in vivoにおける治療効果の評価を行なった。

研究成果の概要（英文）：It has been challenging to create fusion gene-associated bone and soft 
tissue sarcoma. We have generated mouse models for Ewing sarcoma, alveolar soft part sarcoma, 
CIC-DUX4 sarcoma and synovial sarcoma, and established the ex vivo model system of sarcoma. These 
four models recapitulate phenotypes of human sarcoma in morphology, gene expression and biological 
characteristics. Using the models, cell-of-origin of Ewing sarcoma, molecular mechanisms of 
hematogenous metastasis in alveolar soft part sarcoma, novel biomarkers for CIC-DUX4 sarcoma and 
cooperative genes of SYT-SSX1 in synovial sarcoma development  have been clarified. Therapeutic 
effects of inhibitors and anti-cancer drugs were evaluated in vitro and in vivo using Ewing sarcoma 
and CIC-DUX4 sarcoma models.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
	 間葉系細胞から発生する骨軟部肉腫のお
よそ 30％は、特異的な染色体転座と融合遺伝
子を有している。融合遺伝子陽性肉腫は、１）
発症年齢が低い、２）ゲノム異常が比較的単
純、３）増殖速度が早く悪性度が高い、４）
発生母地の不明な腫瘍が少なくない、５）分
子標的薬が未発達、といった特徴を有してい
る。このような特徴のため、早期発見は極め
て困難であり、外科的治療法以外には有効な
治療が少なく、その結果、完治しても運動機
能障害が残る場合も多い。さらに、発生母地
が不明なことは、腫瘍の発生機構を解明に大
きな障壁となっている。特に、融合遺伝子を
導入した動物モデルの作製は、血液腫瘍や上
皮系のがんと比較して極めて困難であり、発
がん機序の理解が遅れる大きな要因ともな
っている。また、分子標的治療薬が未発達な
のは、肉腫における融合遺伝子産物の大部分
が転写制御に関わる分子であることが大き
な原因として挙げられる。 
	 申請者は、研究開始時期までにヒト肉腫症
例 で 新 規 融 合 遺 伝 子 CIC-DUX4 及 び
EWS-POU5F1を同定し、その機能解析をする
とともに、近年ではこれまで作製が困難とさ
れていた Ewing肉腫や滑膜肉腫、胞巣状軟部
肉腫の動物モデルを新たに作製してきた。こ
のモデル群は、マウス胎児の間葉系細胞にレ
トロウィルス 1遺伝子を有する肉腫の性状に
関する体系的／包括的な理解が進み、その発
がん過程や分子異常のネットワークについ
て詳細な解析が可能となり、前臨床モデルと
して新規治療薬の評価や発見につながるこ
とが期待出来る。 
 
２．研究の目的 
	 融合遺伝子を有する骨軟部肉腫の起源、発
生機序について、動物モデルを包括的に作製
し、これらを最大限に利用してその病態を明
らかにするとともに、融合遺伝子産物の分子
機能を追究する。特に、融合遺伝子産物を標
的とする治療法の開発が望まれているため、
核酸医薬や低分子化合物のスクリーニング
を in vitroで行い、動物モデルで検証を加える
ことで、臨床応用のシーズを探る。具体的に
は以下の点を実施する。 
(1) 融合遺伝子導入による先進的かつ統合的
動物モデル系の樹立 
	 正しい腫瘍の phenotype の発現には、マウ
ス胎児の間葉系細胞を採取することがポイ
ントであり、またその際の位置情報が重要で
あることがわかってきている。Ewing 肉腫・
滑膜肉腫・胞巣状軟部肉腫・CIC-DUX4 肉腫
の４種類の肉腫モデルを作製し、融合遺伝子
発現による骨軟部肉腫モデルの体系化を図
り、肉腫解析系の標準化を目指す。特に、病
理組織所見や遺伝子発現プロファイルの妥
当性について、厳密な評価を行い、臨床例
と対応させる。 
(2) 起源不明肉腫の発生母地の解明 

	 我々がモデル系を既に確立した Ewing肉腫、
滑膜肉腫、胞巣状軟部肉腫は、起源不明な肉
腫の代表例である。この内、Ewing 肉腫につ
いては骨軟骨前駆細胞である証拠を提示し
ている。新たな細胞表面マーカーの探索と、
培養・ソーティング技術の改良を加えて、滑
膜肉腫と胞巣状軟部肉腫の発生母地を明ら
かにする。 
(3) 遺伝学的・ゲノム科学的解析による、骨
軟部腫瘍発症の分子基盤の解明 
	 我々の動物モデルは、融合遺伝子をレトロ
ウィルスベクターを用いて導入する系なの
で、挿入部位の解析から、融合遺伝子に対す
る協調遺伝子を同定出来る。既に、滑膜肉腫
モデルにおいて、共通挿入部位を得て、候補
遺伝子を同定している。また、がん研有明病
院で得られたヒト肉腫症例と、対応するマウ
ス肉腫の全エクソンシーケンス解析を行い、
両者で共通する遺伝子変異を同定すること
によって、重要な新規遺伝子を明らかにする。 
(4) 新規分子標的治療の探索・開発と前臨床
モデルとしての応用 
	 我々は、 Ewing 肉腫が生存において
EWS-ETS 依存的であることを示しており、
融合遺伝子産物は肉腫の薬物治療における
理想的な分子標的であることがわかってい
る。ところが、転写制御に関わる融合遺伝子
産物に対する有効な分子標的薬は殆ど成功
例がない。このことは、シグナル系融合遺伝
子産物に対する画期的成果と極めて対照的
である。本研究では、EWS-ETS を初めとす
る融合遺伝子産物を対象として新規標的薬
の探索と、動物モデルを用いた評価を行う。
NR0B1 等の標的遺伝子プロモーターを用い
たスクリーニング系を準備し、核酸医薬を中
心とした探索を行う。 
 
3. 研究の方法 
(1)融合遺伝子導入モデルの確立 
骨軟部肉腫の原因融合遺伝子 EWS-FLI1、

SYT-SSX1、ASPL-TFE3、CIC-DUX4をマウス
胎児の間葉系細胞にレトロウィルスベクタ
ーを用いて導入し、ヌードマウスに移植して
モデルを作製する。この際、特長として、そ
れぞれの肉腫のヒトにおける好発部位を参
考として、位置情報を加味した細胞取得を行
い、腫瘍によってはマイクロダイセクション
を行う。作製したモデルは、全て詳細な病理
組織学的解析と遺伝子発現プロファイル解
析を行い、ヒト肉腫のフェノタイプとの異同
を正確に評価する。 
(2) 肉腫の発症と悪性化の分子基盤の解析 
確立したマウスモデルを用いてゲノム解析
を行う。融合遺伝子に対する特異的協調遺伝
子の同定と機能解析に焦点を絞る。滑膜肉腫
モデルで協調遺伝子候補として同定した２
つのマイクロ RNA、miR199a2 と miR214 に
ついて、SYT-SSX1 との共発現による腫瘍発
症促進能を検討する。協調作用が確認出来た
場合は、miR199a2と miR214の標的遺伝子を



同定し、滑膜肉腫におけるマイクロ RNA 発
現亢進の生物学的意義を明らかにする。また、
転写制御系の異常を招来する融合遺伝子は、
エピゲノム異常との相互関係が重要である
ので、Ewing肉腫において ChIP-Seq解析を行
い融合遺伝子の網羅的結合部位を解析して、
重要な標的遺伝子を同定する。 
(3) 新規分子標的治療薬の探索 

Ewing肉腫の融合遺伝子 EWS-FLI1に焦点
を絞って新規阻害剤の探索を行う。特に核酸
医薬に関する探索を行う。具体的には、
EWS-FLI1 の中で、正常細胞には存在しない
融合部分の配列、及び発現が比較的限局して
いる FLI1の 3’側の配列特異的な二本鎖 RNA
をデザインする。この末端をアミノ酸修飾す
ることによって、細胞内取り込みと核への浸
透を向上させる。ヒト及びマウス Ewing肉腫
と滑膜肉腫細胞株について、in vitroでの細胞
増殖抑制効果及び殺細胞効果を検討する。次
に、マウスモデルの in vivoの系で検討を加え、
最適な配列とアミノ酸修飾を決定する。 
 
４．研究成果	

(1)融合遺伝子導入モデルの確立	

	 Ewing 肉腫、滑膜肉腫、胞巣状軟部肉腫
と CIC-DUX4 肉腫について詳細な検討を行
った。 
	 Ewing 肉腫の系においては、新たに骨髄
内移植系を立ち上げ、in vivoイメージング
も用いてヒト肉腫の転移を再現する系を確
立した。同じ Ewing 肉腫の中にも、肺転移
またはリンパ節転移を示す指向性の異なる
腫瘍が存在することが明らかになった。
EWS-FLI1 による遺伝子発現制御機構を明
らかにする目的で、グローバルな DNA結合
を ChIP-seq により解析した。マウス Ewing
肉腫においても、ヒトと同様に EWS-FLI1
は(GGAA)nマイクロサテライト配列や ETS
結合配列を認識していることや、エンハン
サー領域への結合が示された。一方、
(GGAA)nマイクロサテライト配列はヒトと
マウスで共通する領域に必ずしも保存され
ていないことがわかり、標的遺伝子に対す
る未知の発言制御機構が存在する可能性も
考えられた。また、EWS-FLI1 と協調的に
DNAに結合する転写因子として Foxファミ
リー蛋白が同定され、新たな標的遺伝子も
明らかになった。 
	 胞巣状軟部肉腫モデルは、ヒト肉腫の形
態像を良く反映し、高度な血管新生能と転
移能を示した。ASPL-TFE3 の発現により
Gpnmb, Ctsk, Angptl2, Mdk等の発現が増加
し、肉腫細胞による血管周皮／内皮の誘導
がこれらの分子を介して行われている可能
性が考えられた。さらに、血行性転移機構
の解析を進め、液体クロマトグラフィーと
質量分析を行って血管周皮遊走因子候補を
同定した。また、血管侵襲機能を解析する
目的で腫瘍細胞と血管内皮との相互作用を

解析し、胞巣状軟部肉腫が血管内皮のシー
トを通過する能力を有することがあきらか
になった。この機能を ASPL-TFE3標的遺伝
子の GPNMB が制御している可能性が示さ
れた。また、TFEファミリー遺伝子と ASPL
との融合遺伝子間における発がん機能の比
較から、TFE3と TFEBにのみ肉腫誘導機能
が確認された（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 
	 CIC-DUX4 肉腫は、早い発症速度や短紡
錘形の形態像など、Ewing 肉腫とは異なる
性質を有していた。PEA3 ファミリー等の
CIC-DUX4 標的遺伝子や、細胞回転促進因
子の発現が亢進し、活発な増殖能を反映し
ていた。特に Cyclin D2がその責任分子であ
る可能性が考えられた。 
(2)滑膜肉腫の発症と悪性化の分子基盤の解
析 
	 滑膜肉腫モデルにおいて、miR-214 が
SYT-SSX1 と協調して滑膜肉腫の発症を促
進した。miR-214 の標的遺伝子候補として
Ezh1, Fbxo3, Nomo1, Pten, Timp2等を同定し
た。一方、miR214は滑膜肉腫細胞自身に対
しては、増殖や細胞死抑制等の直接的な作
用は見られなかったが、腫瘍随伴性マクロ
ファージを誘導し、腫瘍微小環境の改変を
惹起することが示唆された。 
(3)新規分子標的治療薬の検討 
	 Ewing肉腫モデルにおいて、EWS-FLI1の融
合部特異的アンチセンス RNA とキトサン化
合物とをカップルさせて投与した。ルシフェ
ラーゼを発現する Ewing肉腫細胞を皮下移植
または尾静脈注射でマウスに生着させた後、
皮下腫瘤または肺転移巣の大きさを指標とし
て治療効果を検討した。増殖抑制効果は顕著
でなく、DDSの改善を検討する。	
	 また、CIC-DUX4 肉腫モデルの遺伝子解析
から、Ccnd2、Ret、Bcl2が腫瘍増殖に対して
重要であることが示唆されたので、これらの
特異的阻害剤による腫瘍抑制効果を確認した。
さらに、in vivoにおける腫瘍抑制効果を検討
し、トラベクテジンの有効性が明らかになっ
た（図２）。 
 
 
 
 
 
 
図２ 

Tumor angiogenesis is often incomplete and lacks a heman-
giopericytic lining, resulting in leakage and insufficient oxygen
supply (33). In contrast, the tumor-associated vessels in ASPS are
accompanied by hemangiopericytes and/or smooth muscle cells
that completely cover the vessel wall as was shown in our present
study. In addition, ASPS shows very limited areas of necrosis even
when the tumor grows up to a large mass. These findings suggest
that ASPS tumor cells attract hemangiopericyte migration and/or
proliferation by secreting bioactive substances. Experiments to
identify suchmolecules are currently underway using human and
mouse ASPS cells and purified hemangiopericytes.

The hemangiopericytic capsule surrounding the tumor cells in
the blood vessels represents an unanticipated phenomenon that
was observed in both human and mouse ASPS. It is likely that
hemangiopericytic encapsulation protects tumor cells from attack
by the host immune system in the blood stream. Consistent with
this suggestion, when mouse ASPS cell suspensions were injected
into themouse tail vein, they failed to showpulmonarymetastasis
despite high metastatic activity from the subcutaneous tumor
(data not shown). These data indicate that the inhibition of
hemangiopericyte induction in ASPS might represent a novel,
powerful, and promising strategy for the treatment and preven-
tion of metastasis.

The ASPSCSR1-TFE3/Gpnmb axis plays a key role in the intra-
vascular invasion of ASPS cells, as was indicated by the strong
expression of GPNMB in the intravascular lesions and by the
results following gene silencing of Gpnmb in a transendothelial

migration experiment. Gpnmb functions as a transcriptional
target of TFE/MITF family transcription factors (26) and was
found to be upregulated by ASPSCSR1-TFE3 expression in this
study. The observation of stronger expression of the GPNMB
protein at the invasion front and intravasation suggests that
there might be additional signals or posttranslational modifica-
tion reinforcing the effect of transactivation by ASPSCR1-TFE3. As
clinical trials of antibody drugs for GPNMB are in progress for
multiple human cancer types (34), ASPS may also represent a
good target for the antibody therapy targeting GPNMB.

The gene set for lysosome and autophagy function was upre-
gulated in our ASPS model along the identification of abundant
lysosomes in tumor cells. TFE/MITF transcription factors promote
lysosomal functions in many cell types and cancer; in turn, these
functions are modulated by other signaling pathways such as
mTORC1 and Wnt (31, 35, 36). The results of the current study
suggest that the chimeric ASPSCR1-TFE3 protein may retain or
even increase the accessibility to lysosomes (35), and may there-
fore function as a nutrient sensor. In this context, it is notable that
increased lactate uptake was reported in another murine ASPS
model (9), as ASPS may actively utilize abnormal nutrient and
metabolic conditions in the tumor microenvironment. Neverthe-
less, the previous knock-in model for ASPS lacks metastatic
properties (9). Although the cause of phenotypic differences
between two models remains unclear, the origins of ASPSCR1-
TFE3–expressing cell might be critical to obtain proper ASPS
phenotypes.

Figure 6.
Tumor development by eMCs
expressing ASPSCR1 fusion genes. A,
Cumulative incidence of ASPS-like
tumors. In three mutants, only
ASPSCR1-TFEB–expressing eMCs
induced tumors in nude mice,
exhibiting significantly longer latency
than that shown by ASPSCR1-TFE3–
expressing eMCs (P < 0.001 by log-
rank test). B and C, Morphologies of
ASPSCR1-TFE3–induced (B) and
ASPSCR1-TFEB–induced (C) tumors.
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induced tumors in nude mice,
exhibiting significantly longer latency
than that shown by ASPSCR1-TFE3–
expressing eMCs (P < 0.001 by log-
rank test). B and C, Morphologies of
ASPSCR1-TFE3–induced (B) and
ASPSCR1-TFEB–induced (C) tumors.
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brain (42–44). In oligodendroglioma, mutations result in loss-
of-function of CIC. Collectively these findings indicate aberra-
tions of CIC function is one of key molecular events in multiple
human cancer.

In summary, we generate a CDS mouse model by CIC-DUX4
expression inmurine eMC. The eMC exhibit sufficient plasticity to

tolerate cancer-associated fusion genes, possibly by bypassing
oncogene-induced senescence (9). mCDS of the current model
can be generated rapidly and be maintained in the immune
competent mouse, which enable to evaluate host responses
against the tumor more precisely than in the xenograft model.
Introduction of fusion genes into eMC will, therefore, provide
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