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研究成果の概要（和文）：cDNAマイクロアレイを用いた網羅的な遺伝子発現比較解析により滑膜肉腫幹細胞で特
異的に発現上昇する遺伝子とSS18-SSXにより腫瘍幹細胞中で発現制御される可能性のある15遺伝子を候補遺伝子
として抽出した。このうち滑膜肉腫幹細胞特異的に発現制御されている可能性の高い2遺伝子のノックダウン細
胞株の樹立を行った。また腫瘍幹細胞特異的な15種のSS18-SSX結合タンパクを質量分析計を用いた詳細な解析に
より同定した。このうち文献上幹細胞性の制御にかかわる可能性が高い１つについてノックダウン細胞株を樹立
したところ、幹細胞培養時にのみ細胞増殖が有意に低下することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：As a result of cDNA microarray, we detected fifteen candidate genes, 
up-regulated in synovial sarcoma stem cells, and regulated under the control of SS18-SSX. We 
established knock-down cell-lines of two candidate genes by lentiviral shRNA. Furthermore, using 
mass-spectrometry analysis, we selected fifteen SS18-SSX-binding proteins specified by synovial 
sarcoma stem cells. We established the knock-down cell-line of one candidate gene by lentiviral 
shRNA. This cell-line exhibited marked growth retardation under the sphere-forming condition.

研究分野： 実験病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究にて我々は滑膜肉腫幹細胞の制御・維持機構に関与する可能性のある新規候補分子を同定した。このうち
の一つはノックダウンによりスフィア形成条件でのみ有意に細胞増殖が抑制することから滑膜肉腫における幹細
胞治療法の標的分子となりうる可能性が示唆された。また候補分子中にはSWI SNF型クロマチンリモデリング複
合体と相互作用する分子が含まれている。クロマチンリモデリング機構が腫瘍幹細胞の発生、維持に関与するか
否かは現状不明であり、新たな研究領域の発展につながる可能性が示唆される。滑膜肉腫は稀少がんであり、現
状有効な治療法が存在しないため上記の知見は治療法の探索において社会的意義を有すると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
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 SS18-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として不明である。我々は
SS18-SSX が滑膜肉腫発症に必須の分子であることを示し、また細胞種によっては SS18-SSX 
は細胞老化を惹起することを解明したが、発症機構の詳細な分子機序は不明であった。そこで
SS18 の生物学的機能の解明、滑膜肉腫発症との関連を解明する事を目的に、SS18 ノックア
ウトマウスを樹立した。解析の結果、SS18 は初期発生に必須の分子であり、発生時における
細胞の適切な遊走を制御していることが判明した。また近年の研究ではSS18-SSXはSWI/SNF 
型クロマチンリモデリング複合体やヒストン脱アセチル化複合体と結合し、エピジェネティッ
クに標的遺伝子の転写調節を攪乱する事が明らかとなった。 
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おり、研究が先行する造血系腫瘍や脳腫瘍、大腸癌、乳癌等では腫瘍幹細
胞の発生、維持機構について徐々に解明が進んでいるものの、滑膜肉腫を含む悪性軟部腫瘍に
おいては未だ解析が進んでいないのが現状である。我々は多数の悪性腫瘍で腫瘍幹細胞マーカ
ーとされる CD133 が滑膜肉腫幹細胞を濃縮し得るかを検討した。予想に反して CD133 陰性
成分の方が高い増殖能、腫瘍形成能を有し、これらの表現型には AKT シグナルが密接に関与
していることが判明した。そのため滑膜肉腫幹細胞を濃縮する別の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
を濃縮することが明らかとなった。 

 
２．研究の目的 
本研究において我々は、滑膜肉腫幹細胞において顕著な発現変動を呈する遺伝子群、

SS18-SSX に特異的に結合するタンパク及びプロモーターを網羅的に同定し、発症機構や腫瘍
幹細胞の性状、維持機構の解析を進め新規治療法の創出を目指す。 
 
３．研究の方法 
1) 滑膜肉腫幹細胞に特異的な SS18-SSX 結合タンパクの同定と下流分子の探索: Sphere 形成
群又は CXCR4 陽性群で特異的に SS18-SSX に結合するタンパク、SS18-SSX を含む複合体が
特異的に結合するプロモーター及び特異的に発現変動が見られる遺伝子群を後述する方法にて
同定する。 
2) 候補分子の評価、絞り込み: 同定した分子群が幹細胞の分離・濃縮に有用か、もしくは幹細
胞性の維持に関わるかを解析し候補分子を絞り込み、腫瘍幹細胞の維持等に関わる特異的な転
写メカニズムの解明を目指す。 
3) 治療薬、診断・予後マーカー開発に有用な評価系の作製: 滑膜肉腫検体から初代培養細胞、
組織アレイ及びマウス皮下移植モデルを直接作製し、実際の腫瘍を反映した評価系の作製を行
う。また遺伝子改変動物の交配により滑膜肉腫発症モデルの樹立も試みる。 
4) 候補分子を基盤とした治療薬及びバイオマーカーの開発と評価、検証: ケミカルライブラリ
ースクリーニングによる特異的な低分子化合物の同定と中和抗体の作製を行い、3)の評価系で
解析し、臨床応用への可能性を検討する。 
 
４．研究成果 
 本研究で我々は滑膜肉腫幹細胞特異的に SS18-SSX に結合するタンパクを同定し、その結合
により制御されるプロモーター領域と転写調節のメカニズムを解明することで腫瘍幹細胞の性
状解析、新規治療法の創出を目指すものである。 
 現在までに cDNA マクロアレイを用いた網羅的な遺伝子発現比較解析により CXCR4 陽性の
滑膜肉腫幹細胞及び幹細胞培養群で特異的に発現上昇する遺伝子と SS18-SSX により腫瘍幹細
胞中で発現制御される可能性のある 15 遺伝子を候補遺伝子として抽出した。これらの 15 遺伝
子はいずれも幹細胞性や転写調節にかかわるものであり、候補遺伝子の抽出はおおむね妥当と
考えている。このうち 2 遺伝子が滑膜肉腫幹細胞特異的に発現制御されている可能性が示唆さ
れたため、レンチウィルスベクターを用いたノックダウン細胞株の樹立を行った。現在ノック
ダウン細胞株と対照群を用いて幹細胞関連遺伝子の発現、造腫瘍能、幹細胞性に及ぼす影響を
解析中である。 
 腫瘍幹細胞特異的な SS18-SSX 結合タンパクの同定に関しては、本研究課題に先んじて施行
した研究により幹細胞培養群でのみ結合する 11 のタンパクの他、質量分析計を用いた詳細な解
析により新たに 15 の候補タンパクを同定した。大部分の候補タンパクは核内で転写調節にあず
かるものであり、またそのうちの一つである RBM14 は実際に SS18-SSX との結合が報告されて



いることから、結合実験の結果は概ね妥当と考えている。これらの候補タンパクのうち文献上
幹細胞性の制御にかかわる可能性が高い１つについてレンチウィルスベクターを用いたノック
ダウン細胞株を樹立したところ、幹細胞培養時にのみ細胞増殖が有意に低下することが明らか
となり、引き続き造腫瘍能について解析を継続中である。 
腫瘍幹細胞特異的な SS18-SSX 結合プロモーター領域の網羅的同定に関しては、引き続き

ChIP アッセイを施行する際の至適条件の検討を行っており、次年度に本実験を施行予定である。 
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