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研究成果の概要（和文）：  

滑膜肉腫の細胞起源を、iPS 細胞を用いて同定することを目的とし、特異的融合遺伝子である
SYT-SSX 遺伝子を、発現誘導型ベクターとトランスポゾンシステムを用いてヒト iPS 細胞に導
入した。樹立された iPS 細胞は、非誘導状態では未分化状態が維持されていたが、SYT-SSX 遺
伝子の発現誘導により、幹細胞マーカーの発現は低下し、同時に各分化系譜特異的な遺伝子の
発現が誘導され、SYT-SSX 蛋白の機能が分化制御に係わることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The object of this project is to identify the cell-of-origin of sarcomas using human iPS 
cells.  Using drug-inducible expression vector and transposes-supported gene 
introduction  system, we successfully established genetically modified iPS cells.  
Without drug-treatment these cells retained undifferentiated state.  When the SYT-SSX 
gene was induced, however, the expression level of stem cell markers were down-regulated 
and at the same time those of lineage-specific genes were up-regulated, suggesting the 
involvement of SYT-SX protein in the process of differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

肉腫は血液系を除く非上皮組織から発生

する悪性腫瘍と定義される．病理学的診断は

極めて多岐に及ぶが、分子遺伝学的には、特

徴的な遺伝子変異を有するものと、有さない

ものに二分される。前者に存在する変異の代

表的なものが、染色体相互転座による融合遺

伝子である。特異性が高く、RT-PCR 法により

容易に検出されることから診断上の意義が

高く、補助診断法としての意義が確立されつ

つある。しかし一方で融合蛋白の発癌過程に

おける意義の全容は明らかにされておらず、
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なぜ特定の融合遺伝子が特定の病理像をも

つ腫瘍に存在するのか、そして融合遺伝子が

形成されたのち、どのような過程を経て完全

な形質転換細胞にいたるのかという重要な

点は未解明である。 

これらの課題に対する直接的なアプロー

チは、前駆細胞へ融合遺伝子を導入すること

であるが、多くの肉腫で前駆細胞は不明であ

る。近年、各組織における幹細胞が癌の標的

であるとの仮説のもとで、多くの研究が進め

られており、肉腫の場合は間葉系幹細胞がそ

れに相当する。既に代表的な融合遺伝子であ

るユーイング肉腫関連 EWS-Fli1 融合遺伝子

に関しては、間葉系幹細胞へ導入することで、

ヒトのユーイング肉腫に形態及び遺伝子発

現プロファイルが類似した細胞が得られた

との報告があり、類似の研究が他の融合遺伝

子を用いても行われている。しかしながら間

葉系幹細胞の定義はいまだ定まっておらず、

分化段階の異なる様々な幹細胞や前駆細胞

を含む不均一な細胞集団であり、研究結果が

一定していない。また異なる系譜の幹細胞が

標的である可能性も否定できない。すなわち、

この課題に取り組むためには、あらゆる細胞

に分化できる多能性幹細胞を用いる必要が

ある。 

一方、iPS 細胞は転写因子の導入による体

細胞のリプログラミングにより、多分化能が

賦与された細胞であり、本課題の遂行には至

適な材料であるが、導入効率の高いレトルウ

ィルス発現ベクター系は多能性幹細胞特有

の機構によりサイレンシグを受けるため使

用できず、未分化幹細胞の段階で発現を誘導

すると、アポトーシスに陥ってしまう可能性

があり、実験系の構築が困難であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、薬剤により遺伝子発現が誘導
できる発現ベクターを用いることで上記の
問題点を克服し、未分化状態での下流遺伝子
の探索、そして特定の方向に分化させた後の
下流遺伝子を探索し、腫瘍のプロファイルと
対比し、類似性を検討し、各腫瘍における前
駆細胞の系譜、分化段階を明らかにすること
を目的とした。 

 

３．研究の方法 

研究の対象として、滑膜肉腫における腫瘍
特異的融合遺伝子であるSYT-SSX遺伝子を選
択した。安定発現細胞を得るためのゲノムイ
ンテグレーションの効率を上げるために、発

現ベクターはトランスポゼースを応用した
PiggyBac トランスポゾンシステムを用いた。
まず Tet-ON システムと SYT-SSX 遺伝子を組
み込んだ PiggyBac ベクターを作成し、トラ
ンスポゼース発現ベクターと同時にリポフ
ェクションにより未分化状態のヒトiPS細胞
に導入した。ヒト iPS 細胞はレトロウィルス
あるいはプラスミドベクターにより4因子を
導入することで樹立した細胞を用いた。その
中から薬剤の濃度依存性に融合遺伝子の発
現が誘導されるクローンを選択した。次に選
択したクローンを用いて、未分化状態で融合
遺伝子を発現させ、誘導前後の遺伝子発現プ
ロファイルから下流遺伝子群を同定した。次
に我々が起源細胞であると考えている神経
堤細胞に誘導分化させた後に、SYT-SSX 遺伝
子の発現を誘導、発現プロファイリングから
下流遺伝子群を同定、未分化状態での下流遺
伝子と比較検討することで、細胞の背景が融
合遺伝子の機能にどのような影響を与える
のかを解析した。 

 
 
４．研究成果 
いずれの iPS 細胞からも、ドキシサイクリ
ンの濃度依存性にSYT-SSX遺伝子の発現が誘
導できるクローンが樹立できた。樹立された
iPS 細胞は、非誘導状態では、形態及び増殖
能に変化はなく、遺伝子発現レベルでの解析
でも幹細胞マーカーの発現など未分化状態
が維持されていた。しかし、ドキシサイクリ
ン添加により、SYT-SSX 遺伝子の発現を誘導
すると、未分化状態の維持が困難となり、幹
細胞マーカーの発現は低下し、同時に各分化
系譜特異的な遺伝子の発現が誘導され、細胞
は増殖を停止、アポトーシス様の形態変化を
示した。一方、神経堤細胞へ誘導したのちに
発現を誘導した場合は、形態学的な変化はな



 

 

く、増殖も維持されていた。現在、遺伝子発
現レベルを比較検討中である。 
以上の結果は、作成した iPS 細胞が SYT-SSX
融合遺伝子の機能を解析するための有力な
ツールとなることを示している。現在、滑膜
肉腫患者由来 iPS 細胞を樹立中であり、多分
化能を確認出来次第、同様な遺伝子導入 iPS
細胞を作成する予定である。 
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