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研究成果の概要（和文）：肉腫関連融合遺伝子を3T3細胞, C2C12マウス筋芽細胞及びマウス間葉系幹細胞に導入
し,増殖能, 分化抑制機能を評価した. 異なる蛍光蛋白質でラベルした親株とがん化株をポリマースライド上に
播種し, 比較セルアレイを実施し, がん化株のみが有意に増殖・接着する合成ポリマーを同定した. 樹立したが
ん化株のRNA-seqを行い, クラスタリング解析及びGene Set Enrichment Analysisを行い, 各融合遺伝子の特徴
となる発現遺伝子群やシグナルパスウェイを同定し, クラスターごとに候補分子標的薬の選定を行い, 薬剤評価
実験により, 融合遺伝子特異的に作用する分子標的薬を同定した.

研究成果の概要（英文）：Sarcoma-related fusion genes were integrated into 3T3, C2C12 and mouse 
mesenchymal stem cells and abilities of cell proliferation and differentiation inhibition were 
evaluated. Parental cells and oncogenic cells were labeled with individual fluorescent proteins and 
seeded on polymer slides to identify synthetic polymers on which oncogenic cells grow rapidly or 
attach strongly compared with parental cells. Established oncogenic cells were performed RNA-seq and
 conducted clustering analysis and Gene Set Enrichment Analysis to identify gene sets and signaling 
pathways specifically affected by respective fusion genes. Candidate molecular targeted drugs having
 specific inhibitory effects on fusion-introduced cells were screened and validated by individual 
drug sensitivity assay.

研究分野：がんゲノム
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
融合遺伝子特異的な遺伝子発現パターンが同定され, 融合遺伝子横断的な分類がすすみ, 融合遺伝子を標的とし
た分子標的薬の創薬に向けた分子プロファイリングの基盤が構築された. また融合遺伝子導入細胞特異的に増
殖・接着する合成ポリマーが同定され, がん化や薬剤耐性などの細胞機能のスクリーニングに適したマテリアル
の開発につながることが期待される.

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肉腫は間葉系細胞を起源とする腫瘍であり, これまで正確な組織診断が困難であったが, 近年
組織特異的な染色体転座からキメラ遺伝子変異が発見され癌化のメカニズムは明らかになりつ
つある. しかしながら治療に関しては, 抗がん剤の発達により生存率の上昇がみられるものの, 
いまだに薬剤抵抗性の高い腫瘍である. 近年の分子生物学的手法による肉腫の分類が進み, 分
子標的治療が注目されているが, 臨床応用されているものは多くはない. 今後さらなる分子生
物学的解析に基づいた個別化治療が望まれている. 融合遺伝子の網羅的機能解析を行い, 各融
合遺伝子の詳細な機能解析が進めば, 肉腫の分子プロファイリングが可能になり, 治療法の確
立につながると考えられる. また機能解析や創薬が困難である原因としてがん化能を評価する
適切な培養系がないことにある. 全ての融合遺伝子のがん化能評価ができる培養系を確立する
ことが重要である. 腫瘍組織中には分子細胞生物学的要素だけでなく, 低酸素や低 pH, 低栄養
などの化学的要因も存在し, さらに, 物理的要因も絡み合った極めて複雑な環境下でがん細胞
が生存している.  近年再生医療分野において合成ポリマーの細胞培養基材としての有用性が注
目を浴びている.  ポリマーはモノマーの種類や組み合わせによって異なる物性を生み出すこと
ができ, これまでにもバイオマテリアルによる xenoフリー・feederフリーでのヒト ES細胞の
長期維持など, 正常細胞に対する機能的バイオマテリアルの存在が幾つか報告されている. ヒ
ト間葉系幹細胞の骨・筋肉・神経への分化系譜が足場の硬度に依存するとの基礎的知見も存在す
るが, がん化や薬剤耐性などの細胞機能のスクリーニングに適したマテリアルの存在は報告さ
れていない.   
 
２．研究の目的 
本研究では肉腫融合遺伝子のもたらす悪性化メカニズムを解明し, 分子標的治療法の開発へむ
けた分子プロファイリングの基盤を構築することを目的とする. これまでに変異遺伝子をハイ
スループットに機能解析することを可能にする新しいがん遺伝子機能解析法 , mixed all 
nominated mutants in one method (MANO法)を開発し, variants of unknown significance 
(VUS)を網羅的に機能解析することで新規治療標的およびバイオマーカーの同定に成功してい
る. この手法を用いることで同時に 100 種類以上の融合遺伝子変異体の増殖能の強さや薬剤感
受性を評価することが可能である. 特に肉腫融合遺伝子は通常培養下で細胞増殖能に影響しな
い場合が多いため , 各融合遺伝子の機能評価に最適の培養条件を検討する必要があるが, 
MANO法は多数の融合遺伝子を同時に条件検討できるため非常に有用である. 
更に本研究では isogenic ながん細胞モデルを構築することで融合遺伝子導入後のトランスクリ
プトーム解析を網羅的に行う. これまでに融合遺伝子の大規模解析は行われておらず, 網羅的
に比較することでそれぞれの機能がより詳細に評価することで, 肉腫発がんメカニズムの統合
理解を進める. 
また本研究では, ポリマーマイクロアレイの技術を用い, 数百種類の合成ポリマーからがん化
能や薬剤耐性レベルを評価可能な足場材となり得るバイオマテリアルを探索する. ポリマーマ
イクロアレイは, 何百種類もの独自に合成したポリマーをスライドグラス上に等間隔にスポッ
トし, その上で一斉に細胞を培養することで機能性ポリマーをハイスループットにスクリーニ
ングを行う.  
 
３．研究の方法 
・MANO 法を用いた融合遺伝子機能解析及び最適評価系の確立 
本研究では約 100 種類の融合遺伝子の機能解析を行う. まずマウス線維芽細胞 3T3 細胞に融合
遺伝子を導入し, 3T3 focus formation assay 及び MANO 法での cell competition assay を行い
このアッセイ系でがん化能評価ができるかを判定する. そこでがん化能が評価できなかった融
合遺伝子については C2C12 マウス筋芽細胞及びマウス間葉系幹細胞に遺伝子導入し, 分化誘導
培地やバイオマテリアルを選択し分化誘導を行い, MANO 法での細胞数変化を定量し, 融合遺伝
子の分化抑制機能を評価すると共に評価に適した培養系を確立する. 
・がん化能評価に適したバイオマテリアルの開発 
トランスフォームしたがん細胞のみが生存可能なバイオマテリアルを探索する. まずは上記解
析でがん化を確認できた融合遺伝子をマウス間葉系幹細胞に導入した isogenic モデルで, 異な
る蛍光蛋白質でラベルした親株とがん化株をポリマースライド上に播種し, 比較セルアレイを
実施する. がん化株のみが有意に増殖・接着する合成ポリマーを蛍光イメージングにより抽出
する. 増殖と接着のみでの評価が及ばず, 培養系の精度を上げる必要がある場合には, 骨・脂
肪・軟骨への分化誘導条件下に暴露し, Alizarin-red S・Oil-red O 染色によって分化指向性や
分化抵抗性の観点から, がん化株特異的な機能性ポリマーを探索する. 最終的に同定したポリ
マー群と MANO 法とを組み合わせることにより, 融合遺伝子導入全クローン混在下での活性変異
体の分離精度を評価し, 革新的な分離デバイスを開発する.   
・トランスクリプトーム解析 



3T3 マウス線維芽細胞, C2C12 マウス筋芽細胞, マウス間葉系幹細胞からの isogenic 細胞株を
用いて各融合遺伝子が発現制御する特異的な遺伝子発現パターンを比較し, 100 種類の融合遺
伝子のクラスタリング解析を行う. 
・分子標的薬スクリーニング 
融合遺伝子のクラスタリング解析および Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)により各融合遺
伝子の特徴となる発現遺伝子群やシグナルパスウェイを同定しクラスターごとに分子標的を絞
り込み, 候補分子標的薬の選定を行う. それらの薬剤投与実験を行い MANO 法で評価することで, 
融合遺伝子特異的に作用する分子標的薬の候補を同定する. 
 
４．研究成果 
肉腫関連融合遺伝子の配列情報をデータベースより取得し, 機能評価予定の肉腫関連融合遺伝
子のクローニングを行い, 必要なコンストラクトを構築した. マウス線維芽細胞である 3T3 細
胞に融合遺伝子を導入し, 3T3 focus formation assay 及び MANO 法での cell growth 
competition assay を行い, このアッセイ系でのがん化能を評価した. 3T3 細胞においてがん化
能が評価できなかった融合遺伝子については C2C12 マウス筋芽細胞及びマウス間葉系幹細胞に
遺伝子導入し, 分化誘導培地やバイオマテリアルを選択し分化誘導を行い, MANO 法での細胞数
変化を定量し, 融合遺伝子の分化抑制機能を評価すると共に評価に適した培養系を確立した. 
更にトランスフォームしたがん細胞のみが生存可能なバイオマテリアル探索を行った. がん化
を確認できた融合遺伝子を 3T3 細胞, C2C12 細胞に導入した isogenic モデルで, 異なる蛍光蛋
白質でラベルした親株とがん化株をポリマースライド上に播種し, 比較セルアレイを実施し, 
がん化株のみが有意に増殖・接着する合成ポリマーを蛍光イメージングにより抽出した. 3T3 細
胞, C2C12 細胞, マウス間葉系幹細胞に肉腫関連融合遺伝子を導入した isogenic 細胞株の RNA-
seq を行い, 各融合遺伝子が発現制御する特異的な遺伝子発現パターンを比較し, 融合遺伝子
のクラスタリング解析を行った. さらに, Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)により各融合
遺伝子の特徴となる発現遺伝子群やシグナルパスウェイを同定しクラスターごとに, 候補分子
標的薬の選定を行った. MANO 法を用いて候補薬剤評価実験を行い, 融合遺伝子特異的に作用す
る分子標的薬を同定した. 
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