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研究成果の概要： 
ユーイング肉腫は小児にみられる悪性骨軟部腫瘍であり，骨肉腫に次いで頻度が高く生命予後

不良な疾患である。この腫瘍の約 90％に存在する融合遺伝子 EWS-Fli1 は，強力な転写因子と

してテロメラーゼ、血管内皮増殖因子、ホスホリパーゼ D2（PLD2）などを調節し腫瘍化を促進

すると考えられている。Aurora A および Aurora B はセリン・スレオニンキナーゼの一種で，

細胞周期の制御に重要な役割を果たし，様々な癌細胞において過剰発現していることが知られ

ている。今回、EWS 融合遺伝子が、Aurora キナーゼ遺伝子のプロモーターに直接結合

してその発現を促進することを明らかとした。この知見はユーイング肉腫の治療の標

的として Aurora キナーゼが有望である可能性を示唆する。  
一方我々は以前、EWS/Fli-1 が phospholipase D2(PLD2)を介して、細胞内増殖シグ

ナルである MEK/ERK 経路や PI3K/Akt 経路を活性化することを報告した。今回、

これらの経路を阻害することで、ユーイング肉腫の、抗がん剤に対する感受性を高め、

治療効果を促進することを明らかにした。  
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１．研究開始当初の背景 
ユーイング肉腫の約 90％に融合遺伝子

EWS-Fli1 が存在するが、これまでわれわれは
この融合遺伝子の解析を進め、この遺伝子産
物が塩基配列特異的な DNA 結合蛋白であり、



強力な転写因子としてテロメラーゼ、血管内
皮増殖因子、ホスホリパーゼ D2（PLD2）など
を調節し腫瘍化を促進することを報告した。
さらに EWS-Fli1 を標的とした分子標的治療
の研究を進め、この遺伝子を特異的に抑制す
る siRNA やリボザイムなどを合成し、その抗
腫瘍効果を示した。その研究過程で EWS 融合
遺伝子が Aurora kinase を activate する結
果を得た。Aurora A および Aurora B はセリ
ン・スレオニンキナーゼの一種で，細胞周期
の制御に重要な役割を果たし，様々な癌細胞
において過剰発現していることが知られて
いるが、ユーイング肉腫との関連は不明であ
る。一方、これまで多くの腫瘍細胞において、
細胞内増殖シグナルである MEK/ERK 経路
や PI3K/Akt 経路の活性化が報告されている。
更に化学療法薬の使用により、高率にこれら
のシグナル経路が活性化される。我々は
EWS/Fli-1 が phospholipase D2(PLD2)
を介して、これらの細胞増殖シグナル経
路を活性化することを以前報告した。 
 
２．研究の目的 
EWS-Fli1 が Aurora キナーゼ (Aurora 
A および Aurora B)の発現を促進する機
構 を 明 ら か に す る こ と 。 さ ら に
MEK/ERK 経路や PI3K/Akt 経路の阻害剤が、
ユーイング肉腫に対して抗腫瘍効果を有す
るかを明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
1) EWS-Fli1 を発現する細胞として TC135

および A673 を用い，EWS-Fli1 を発現
しない細胞として HT1080 を用いた。
siRNA や遺伝子を導入した細胞の
mRNA 量やタンパク質量は RT-PCR お
よびウエスタンブロット法で測定した。 

2) Aurora A および B のプロモータープラ
スミドは，それぞれの遺伝子の-1486 か
ら+354 および-1879 から+392 の領域を
ルシフェラーゼレポーター遺伝子
(pGL3)に接続して構築し，ルシフェラー
ゼ活性はルミノメーターを用いて測定し
た。Aurora A および B プロモーターの
部分欠失遺伝子を用いて，EWS-Fli1 に
よる活性化に必要な領域を同定した。 

3) Aurora A および B のプロモーター領域
の Ets 結合部位の変異体を作成しルシ
フェラーゼアッセイによって，EWS-Fli1
の結合部位を同定した。 

4) EWS-Fli1 と Aurora A および B プロモ
ーターの結合は，クロマチン免疫沈降法
によって確認した。Aurora A, B プロモ
ーターの転写開始部位付近の primer 或
いは1000bp以上上流のprimerを用いて
免疫沈降物を鋳型に PCR を行った。 

5) TC-135 に ActD を投与し、その細胞死誘

導効果を評価した。 
6) ActDによって誘導されるTC-135の細胞

死における caspase の関与を明らかにす
るため、caspase 活性を示す細胞を染色
するとともに caspase 活性を測定した。
また、 caspase によって分解される
PARP 蛋白をウェスタンブロット法にて
観察した。 

7) caspase の阻害剤である Z-VAD-FMK
（100μM）を投与した際の、ActD によ
って誘導される caspase 3/7 活性、PARP
蛋白の分解および TC-135 の細胞死の変
化を観察した。 

8) EWS/Fli-1に対する siRNAをTC-135細
胞へ導入してEWS/Fli-1の発現を抑制し
た際の、ActD による PARP 蛋白の分解
量をウェスタンブロット法にて解析した。 

9) 細胞内シグナル伝達系において ERK の
上流に存在する MEK の阻害剤 U0126
（5μM）、もしくは Akt の上流に存在す
る PI3K の阻害剤 LY294002（10μM）の
存在下で TC-135 細胞に ActD を投与し、
細胞の増殖抑制効果を検討した。さらに
ERK および Akt のリン酸化と PARP 蛋
白の分解量をウェスタンブロット法にて
解析した。 

10) TC-135 細胞をヌードマウスの皮下に接
種し腫瘍を形成させ前述の薬剤の抗腫瘍
効果を検討した。実験群を①vehicle
（PBS）群、②ActD（0.045mg/kg）単
独投与群、③ActD（0.225mg/kg）単独
投与群、④U0126（4mg/kg）と LY294002
（ 20mg/kg ） 併 用 投 与 群 、 ⑤ ActD
（0.045mg/kg）と U0126（4mg/kg）と
LY294002（20mg/kg）併用投与群とし、
薬剤を週 1 回腹腔内投与した。腫瘍サイ
ズは V = 0.5 x 長径 x 短径 2とし、3 日
に 1 回、4 週にわたって計測した。 

 
４．研究成果 
1) EWS-Fli1 を発現する TC135 細胞に

EWS-Fli1 の siRNA を 導 入 し て ，
EWS-Fli1のmRNAおよびタンパク量が
減少することを確認したが， Aurora A
および Aurora B の mRNA およびタン
パク量も低下することが明らかとなった。 

2) EWS-Fli1 を発現する TC135 および 
A673 細胞では，EWS-Fli1 を発現しない
HT1080 細胞に比べて Aurora A および
B のプロモーター活性は，有意に上昇し
た。 

3) EWS-Fli1 とともに種々の部分欠失させ
たプロモーターを挿入されたレポーター
プラスミドを導入した HT1080 細胞を用
いて，EWS-Fli1 によるプロモーターの
活性化に必要な領域が Aurora A では 
-124 から-75bp, Aurora B では-74 から



+34bp であることが明らかとなった。 
4) EWS-Fli1 の転写活性化領域内の Ets 結

合部位の変異体を用いたルシフェラーゼ
アッセイにより，Aurora A では-84 から
-81bp，Aurora B では -71 から-68bp の
Ets 結合部位が重要であることがわかっ
た。 

5) HT1080細胞にFlag-EWS-Fli1を導入し，
クロマチン免疫沈降を行い，Aurora A お
よび B 共に野生型プロモーターを導入し
たもののみ転写開始部位付近の primer
を用いた時にバンドを認めた。TC135 細
胞から，Fli1 抗体にてクロマチン免疫沈
降を行った後，転写開始部位付近の
primer を用いた PCR によって Aurora 
A, B promoterともにバンドを確認した。
こ の こ と は EWS-Fli1 が 細 胞 内 で
Aurora A および B のプロモーターと直
接結合することを示している。Ewing 肉
腫細胞株 TC-135 に対し、ActD はその濃
度および作用時間依存性に細胞死を誘導
した。 

6) ActD を投与した細胞群で、caspase の活
性を示す細胞の比率が優位に上昇してい
た。更に、死細胞中に占める caspase 活
性陽性細胞の比率は 90％以上であり、
ActD により誘導される細胞死のほとん
どは caspase-dependent apoptosis であ
ることが判明した。また、ActD はその濃
度および作用時間依存性に TC-135 細胞
の PARP 蛋白の分解と caspase 3/7 活性
を誘導した。 

7) Z-VAD-FMK によって、ActD により誘導
されるTC-135細胞の caspase 3/7活性や
PARP 蛋白の分解は有意に阻害された。
しかしながら、ActD 投与に伴う細胞死を
有意に救済することはできず、caspase
活性を示す細胞を有意に減少させること
もできなかった。これは、TC-135 細胞に
おいて Z-VAD-FMK が全ての caspase を
阻害することができず、caspase 3/7 は
ActDにより誘導されるTC-135細胞死に
部分的にのみ関与していると考えられた。 

8) EWS/Fli-1 siRNA は TC-135 細胞の
EWS/Fli-1 蛋白の発現を有意に抑制し、
その後投与された ActD による PARP 蛋
白の分解を有意に促進させた。すなわち
EWS/Fli-1 は、apoptosis に関与する様々
な細胞死シグナルを抑制していることが
判明した。 

9) ActD は TC-135 細胞の ERK および Akt
のリン酸化を促した。Akt のリン酸化は
ActD 投与 3 時間後から開始し、ERK の
リン酸化は投与 9 時間後より開始してい
た。ActD に U0126 や LY294002 を併用
投与することで、TC-135 の細胞死誘導効
率が上昇し、ActD 単独投与での IC50 が

18.91ng/ml だったのに対し、U0126 併
用時は 5.79ng/ml、LY294002 併用時は
4.83ng/ml、U0126 および LY294002 併
用時は 3.34ng/ml であった。ActD 単独
投与に比し、LY294002 併用時は約 2 倍
の PARP 蛋白が分解された。これに対し、
U0126 併用時には、やや PARP 蛋白の分
解量はわずかであった。以上より TC-135
細 胞 に お い て MEK/ERK 経 路 は
PI3K/Akt 経 路 よ り も 細 胞 生 存 と
apoptosis の抑制において重要であるこ
とが判明した。 

10) ActD 投与群（0.045mg/kg、0.225mg/kg
とも）は、vehicle 群に比し有意に腫瘍増
大を抑制した。U0126 と LY294002 の併
用投与は、ActD の腫瘍増大抑制作用を有
意に増強した。 

 
 
【考察・結論】 
 ユーイング肉腫細胞 TC135 において，
EWS-Fli1 の ノ ッ ク ダ ウ ン に よ っ て
EWS-Fli1 のみならず Aurora A や B の
mRNA とタンパク質の両方ともに減少し，
Aurora A および B の転写が EWS-Fli1 によ
って調節されていることが示された。Aurora 
AおよびBプロモーターの部分欠失遺伝子や
Ets 結合部位の変異体を用いた実験，クロマ
チン免疫沈降法によって，EWS-Fli1 は
Aurora A,およびBのそれぞれ-84から-81bp, 
-71から-68bpのDNA配列に結合して転写を
活性化することが明らかになった。Aurora A
に関しては，他の Ets ファミリー転写因子
Ets2, E4TF1がEWS-Fli1と同じ-84から-81
の DNA 配列を介して転写を活性化するが，
Aurora B に関しては，Ets ファミリー転写因
子として初めて EWS-Fli1 が-71 から-68bp
に結合することを明らかにした。ユーイング
肉腫細胞において，EWS-Fli1 により直接
Aurora A および B キナーゼの転写活性化が
起こり，その発癌過程で重要な役割を果たす
と考えられた。 
加えて、Ewing 肉腫に対する ActD の抗腫瘍
効果は、U0126 と LY294002 の併用投与によ
り増強できることが示された。ユーイング肉
腫の分子標的治療薬として、U0126 や
LY294002 の有用性を示唆するものである。 
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