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    I．緒言
ヒト滑膜肉腫は比較的若年者の四肢に発生する腫瘍で，悪性軟部腫瘍の約5.6～10％を占め
る．細胞遺伝学的検索により，18番染色体とX染色体の相互転座t(X;18)(p11.2;q11.2)が
90％以上の症例に認められ，その転座切断点近傍の解析により18番染色体上にSllT遺伝
子が，X染色体上にょSSX遺伝子が単離同定された．滑膜肉腫ではt(X;18)の相互転座によ
りSYTのC末8アミノ酸がSSXのC未78アミノ酸に置換される．このSYT＆5Xキメラ
遺伝子の発現が高頻度に認められることから，発癌の原因遺伝子と考えられているが，現
在までSYT．SSXキメラ遺伝予の形質転換能を直接検討した報告はない，本研究において，
我々はSYT．SSX蛋白を発現するラット線維芽細胞由来3Y1を作成し，その形質転換能お
よび形質転換機構につしゝて検討した．
    II．方法と結果
ヒト滑膜肉腫と精巣の切除材料からRT．PCR法によりそれぞれSYT．SSXl，SSXlおよび
SYTのcDNAを増幅し，哺乳動物発現ベクターpCXN2に組み込み，ラットの線維芽細胞
由来3Y1細胞に遺伝子導入し，SYT．SSX1，SSX1およびSYTの安定発現細胞株を樹立し
た，
  SYT．SSXlとSSX1およびSYTの細胞増殖に対する影響を検討するため，10％FCSお
よび2％FCS存在下でその増殖速度を比較した．SYT．SSX1発現細胞は対照群と比較して
有意に増殖速度が亢進していた．
    SYT．SSX1，SSX1およびSYTの形質転換能の指標として，軟寒天培地でのコ口二一
形成の有無の観察を行った，SYT．SSXl発現細胞株ではコ□二ーが多数見られ，SSXl発現
細胞株においてもごく少数の小コ口二ーが形成された，SYT発現細胞株および3Y1細胞で
はコ口二ー形成は認められなかった．
    SYT．SSX1の形質転換能をさらに確認するため，ヌードマウスでの造腫瘍能を検討し
た．SYT．SSX1，SSXl，SYT発現細胞および3Y1細胞をヌードマウスの皮下に接種し，3
週間後の状態を観察した，SYT．SSX1発現細胞では皮下に直径2cm大の腫瘍が形成された．
SSX1発現細胞，SYT発現細胞，および3Y1細胞では腫瘍形成はみられなかった．
    次にSYT．SSX1の形質転換における機能ドメインについて検討した．SYT．SSX1の各
種欠失変異体を作成し，これらの欠失変異体を3Yl細胞に安定発現させiI欠寒天培地でのコ
口二ー形成能を比較した．SYT．SSXlのN末181アミノ酸を欠失した欠失変巽体において
はコロニーが形成されなかったことからSYT．SSXlのN末181アミノ酸が形質転換には必
須のドメインである事が示唆された．
    1999年，ThaeteらによってSYT．SSXlがク口マチンリモデリング因子hBRMと同じ
局在を示す事が報告された．われわれは，SYT．SSX1によって形質転換した3Yl荊‖胞およ
びヒ卜滑膜肉腫由来の細胞株であるHS．SuI細胞においてSYT．SSXl蛋白とhBRMとの
結合の有無を検討した，形質転換した3Y1細胞およびHS・SYII細‖胞の抽出液を抗SSX抗
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体にて沈降し，抗hBRM抗体でウェスタンブ□ットを行ったところ，SYT-SSX1とhBRM
がわガ VOにおいて結合する事が示された，
    SYT-SSX1のhBRMに対する結合領域を検索するためにSYT-SSX1の欠失変異体と
hBRMの結合能を検討した.N末181アミノ酸の欠失変異体がhBRMと結合能を失うこと
が示された．
    SYT-SSX1のN末181アミノ酸の欠失変異体が形質転換能を失しゝ，またhBRMとの
結合能を失った事からS1田．SSX1がク口マチンリモデリング因子hBRMを介して形質転換
する事が示唆された．そこでhBRMのSYT．SSX1結合領域の必要性を示すためにhBRM
の恥叩．SSX1との結合領域をを恥叩．SSX1により形質転換した3Y1細胞発現させ，軟寒
天培地中でのコ口ニー形成を観察した．hBRMについて欠失変異体を作成しSYT．SSX1が
hBRMの156から205アミノ酸部分と結合する事を確認後，このhBRMの156．205アミ
ノ酸および1．333アミノ酸を発現するべクターをSYT．SSXlにより形質転換した3Y1細胞
に安定発現させ，軟寒天培地でのコ口二ー形成を検討したところ，コ口二ー形成が有意に
抑制された．これは，hBRMの恥叩．SSX1との結合領域がdominantnegativeとしての
効果を持つと考えられ，SYT．SSX1がク口マチンリモデリング因子hBRMを介して形質転
換する事が示唆された，
    SYT．SSXlがク口マチンリモデリング因子hBRMを介して形質転換することから
SYT・SSX1は何らかの遺伝子の転写の制御を介して形質転換する事が予測された．そこで
遺伝子発現制御システムであるTet．Offシステムを利用して，テ卜ラサイクリン依存性に
SYT．SSXlの発現が誘導される3Yl細胞株を樹立し，この細胞を用いて，ク□ーンテック
cDNAexpressionarrayにて1176個の遺伝子のmRNAの発現量の変化を検討した，
SYT，SSX1遺伝子の発現により，癌抑制遺伝子であるWT1およびDCCの発現が抑制され，
DCCの発現抑制は半定量的RT．PCRにて再確認された．
    HI．考察
    滑膜肉腫の90％以上の症例において18番染色体とX染色体の相互転座に起因する
S口笛｜5X遺伝子の発現が認められているが，現在までその形質転換能を直接検討した報告
は無い．本研究ではSYT．SSX1を安定発現する3Yl細胞の増殖速度が有意に亢進し，軟寒
天培地にコロニーを形成し，またヌードマウスの皮下および腹腔内に腫瘍を形成したこと
から，SYT，SSX蛋白がラット線維芽細胞由来3Y1細胞において悪性形質転換能をもつこと
を証明した．またぃ汀・SSXlの機能ドメイン解析においてN末181アミノ酸が必須のドメ
インであることが証明された．野生型SYTの発現ではhBRMとの結合能が保存されてい
るにもかかわらず，形質転換が認められないことより，C末のSSXが形質転換に必須であ
ると考えられる．本研究において，滑膜肉腫細胞株HS・SuIおよび，SYT．SSX1による形
質転換細胞においてはじめてSYT・SSX1とhBRMのむガmでの結合が証明された，
hBRMはク口マチン構造を変換し遺伝子の発現調節しているク口マチンリモデリング複合
体のサブュニッ卜のーつであり，ATPaseドメインを有する中心的な構成要素である，h
BRMのSYTーSSXlとの結合領域がSYT・SSXlによる形質転換を抑制したことから，
SYT．SSXlがhBRMと結合を介し癌化していることを証明した，hBRMがいろいろな遺伝
子の転写調節に関わっていることを考えると，この結合により種穏の遺伝子の転写が変化
レている可能性がある．SYT・SSX1の発現誘導により癌抑制遺伝子であるDCCの発現抑制
が 確 認 さ れ ，SYT． SSX1の標的 遺伝 子の 1つ であ る可 能性が 示唆 され た，
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    ヒ卜滑膜肉腫は悪性軟部腫瘍の約5.6～10％を占める，18番染色体とX染色体の相
互転座が90％以上の症例に認められ，その転座切断点近傍の解析により18番染色体上に
SYT遺伝子が，X染包体上にェS'SX遺伝子が単離同定された．SYTのC末8アミノ酸がSSX
のC未78アミノ酸に置換たSYT-SSXキメラ蛋白の発現が高頻度に認められることから，
SYT-SSXは発癌の原因遺伝子と考えられている．本研究において，我々はSYT-SSX蛋白
を発現するラット線維芽細胞由来3Y1を作成し，その形質転換能および形質転換機構につ
いて検討した．
    ヒ卜滑膜肉腫と精巣の切除材料からRT-PCR法によりそれぞれSYT-SSX1，SSX1
およびSYTのcDNAを増幅し，哺乳動物発現ベクターpCXN2に組み込み，ラットの線維
芽細胞由来3Y1細胞に遺伝子導入し，SYT-SSX1，SSX1およびSYTの安定発現細胞株を
樹立した．
    細胞増殖速度を検討したところSYT． SSX1発現細胞は有意に増殖速度が亢進してい
た．また，形質転換能の指標として，軟寒天培地でのコ口二ー形成を観察を行ったところ
SYT-SSX1発現細胞株ではコ口二ーが多数形成された．さらにSYT-SSX1，SSX1，SYT
発現細胞および3Y1細胞をヌードマウスの皮下に接種したところ3週間後にはS1汀．SSX1
発現細胞でのみ皮下に直径2cm大の腫瘍が形成された．
  次にSYT・SSX1の形質転換における機能ドヌインについて検討した．SYT．SSX1の各種
欠失変異体を作成し，これらの欠失変異体を3Y1細胞に安定発現させ軟寒天培地でのコ口
ニー形成能を比較した．s1灯・SSX1のN末181アミノ酸を欠失した欠失変異体においては
コ口二一が形成されなかったことからSYT．SSX1のN末181アミノ酸が形質転換には必須
のドヌインである事が示唆された．
    1999年，Thaeteらによってs1YT．SSX1がク口マチンルモデリング因子hBRMと同
じ局在を示す事が報告されたことから，われわれは，SYT・SSXlによって形質転換した3Y1
細胞およびヒト滑膜肉腫由来の細胞株であるHS・SYII細胞においてSYT・SSXl蛋白と
hBRMとの結合の有無を免疫沈降法を用いて検討し，SYT，SSX1とhBRMが面ガ閉にお
いて結合する事を証明した，
    sYT・SSX1の欠失変異体とhBRMの結合能を検討した．N末181アミノ酸の欠失変
異体がhBRMと結合能を失うことが示された，
    SYT．SSX1のN末181アミノ酸の欠失変異体が形質転換能を失い，またhBRMと
の結合能を失った事からSYT・SSX1がク口マチンリモデリング因子hBRMを介して形質転
換する事が示唆された．そこでhBRMのSYT・SSXl結合領域の必要性を示すためにhBRM
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のSYT-SSX1との結合領域ををSYT-SSX1により形質転換した3Y1細胞に安定発現させ，
軟寒天培地中でのコ口二ー形成を観察したところ，コ口二ー形成が有意に抑制された．こ
れは，hBRMのSYT-SSX1との結合領域がdominant negativeとしての効果を持つと考
えられ，SYT-SSX1がク口マチンリモデリング因子hBRMを介して形質転換する事が示唆
された．
    SYT-SSX1の転写の標的遺伝子を調べるためにテ卜ラサイクリン依存性にSYT-
SSX1の発現が誘導される3Y1細胞株を樹立し，この細胞を用いて，cDNAマイク口アレ
イにて1176個の遺伝子のmRNAの発現量の変化を検討した．SYT-SSX1遺伝子の発現に
より，癌抑制遺伝子であるWT1およびDCCの発現が抑制され，DCCの発現抑制は半定量
的RTーPCRにて再確認された．
    本研究ではSYT-SSX1を安定発現する3Y1細胞の増殖速度が有意に亢進し，軟寒天
培地にコロニーを形成し，またヌードマウスの皮下および腹腔内に腫瘍を形成したことか
ら，SYT-SSX蛋白がラット線維芽細胞由来3Y1細胞において悪性形質転換能をもつことを
証明した．またSYT-SSX1のN末181アミノ酸が形質転換に必須のドメインであることが
証明された，滑膜肉腫細胞株HS-SYIIおよび，SYT-SSX1による形質転換細胞においては
じめてSYT-SSX1とhBRMの面襾VOでの結合が証明された，hBRMはク口マチン構造を
変換し遺伝子の発現調節しているクロマチンリモデリング複合体のサブュニットのーつで
あり，ATPaseドメインを有する中心的な構成要素である，hBRMのSYT-SSX1との結合
領域がSYT-SSX1による形質転換を抑制したことから，S1汀．SSX1がhBRMと結合を介
し癌化していることを証明した，SYT．SSXlの発現誘導により癌抑制遺伝子であるDCC
の発現抑制が確認され，SYT．SSXlの標的遺伝子の1つである可能性が示唆された．

    この論文はSYT-SSX1遺伝子が形質転換能を有することを証明したものであり，そ
の癌化がク口マチンリモデリング因子であるhBRMを介していることを明らかにしており，
高く評価され，今後これらの成果は滑膜肉腫への遺伝子治療への可能性をも開くものと期
待される，
    審査員一同は，これらの成果を高く評価し，大学院課程における研鑚や取得単位な
ども併せ申請者が博士（医学）の単位を受けるのに十分な資格を有するものと判定した，
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