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研究成果の概要（和文）：EWS-Fli1に特異的なsiRNAによるknock down(KD)後、有意な発現変化を示すmicroRNA 
(miRNA)とその標的mRNAを網羅的に解析することで、double strand break (DSB) 修復因子の遺伝子発現変化を
検索し、それら修復因子の発現に関与するmiRNAを同定、その制御機構の解明を目的として研究を行ってきた。
Ewing肉腫細胞は、miRNAの脱制御を介してDSB修復因子の遺伝子発現を亢進させることで、放射線・化学療法に
対する抵抗性を獲得している可能性が高いため、治療抵抗性の原因となっている候補を同定した。

研究成果の概要（英文）：We have conducted research with the aim of elucidating the regulatory 
mechanism by identifying microRNAs (miRNAs) that are involved in the expression of double strand 
break (DSB) repair factors and investigating the gene expression changes of these repair factors 
through comprehensive analysis of miRNAs and their target mRNAs showing significant expression 
changes after knockdown (KD) using EWS-Fli1-specific siRNA. Ewing's sarcoma cells are likely to 
acquire resistance to radiation and chemotherapy by enhancing the gene expression of DSB repair 
factors through miRNA derepression. Therefore, we have identified candidates that may be responsible
 for the development of treatment resistance.

研究分野： 肉腫

キーワード： Ewing肉腫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々はDNA修復系因子を標的とする複数のmiRNAを同定した。これらのmiRNAは、siRNAによるEWS-Fli1のKDで発現
が上昇することから、融合遺伝子によって抑制される一種のtumor suppressive miRNAである可能性が高い。こ
れらのmiRNA作用機構を明らかにし、その発現異常を補正することで、治療抵抗性を生み出すDSB修復因子を減弱
させ、治療への感受性を回復できる可能性がある。Ewing肉腫における治療抵抗性のメカニズム解明に加え、新
規治療の標的の同定という側面からも本研究の意義は大きいと考えられる。

※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 
Ewing 肉腫は一般的に放射線・化学療法に高感受性とされるが、治療に抵抗性を示す場合の予
後は極めて不良である。標準治療が奏効しない場合に有効な二次治療も確立されていない。
Ewing 肉腫は特異的な融合遺伝子 EWS-Fli1 により発がんするが、EWS-Fli1 は異常な転写因
子としての機能を有し、下流の標的遺伝子の発現変化を引き起こすことが知られている。従って、
治療抵抗性の獲得においても EWS-Fli1 が中心的な役割を果たす可能性があると考えた。一方、
我々は予備実験において、EWS-Fli1 の knock down (以下、KD) により、放射線治療や抗がん
剤によって生じる DNA 二本鎖切断を修復する DSB 修復系因子の発現が、ほぼ共通して低下す
ることを見いだした。さらに、これら修復系因子の mRNA を標的とする miRNA の発現が共通
して上昇していることも観察された。即ち、Ewing 肉腫における DSB 修復系因子の発現は、
EWS-Fli1 融合遺伝子の支配下にある miRNA により制御されている可能性があり、その結果と
して治療抵抗性の獲得に繋がると考えられることから、本研究によって治療抵抗性メカニズム
の解明をおこなうことが重要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
Ewing 肉腫は特異的融合遺伝子 EWS-Fli1 の形成により発がんする。肉腫においては、多くの
疾患特異的融合遺伝子が同定され診断に応用されているが、Ewing 肉腫はその契機となった代
表的肉腫である。Ewing 肉腫は高悪性度の腫瘍であり、放射線および化学療法に対しては高感
受性であることも知られているが、治療抵抗性の場合の予後は極めて不良であり、抵抗性獲得の
機序の解明と新規治療の開発が求められている。しかし、肉腫は癌腫と比較して発生頻度が極め
て低いため、その病態の詳細は未だ明らかにされていない。融合遺伝子が生じた結果肉腫におい
てどのような異常が発生するのか、特に融合遺伝子形成により肉腫細胞がどのように治療抵抗
性を獲得するのか、その詳細はこれまで研究されていない。EWS-Fli1 に対する siRNA を用い
て KD を行うことで変化する microRNA および mRNA を抽出することで EWS-Fli1 による直
接的な影響を受けている因子と考えることができる。我々は EWS-Fli1 を KD し未治療の細胞
群と網羅的な遺伝子変化を観察することで特異的融合遺伝子が治療抵抗性にかかわるメカニズ
ムを検証した。 
 
３．研究の方法 
（１）  Ewing 肉腫細胞株 4 種  (A673, SKNMC, RDES, SKES-1)に対し未治療細胞群
(Untreated)と EWS-Fli1 siRNA を用いた KD 群を作成した。それぞれの細胞から total RNA を
抽出し microRNA array, cDNA array による解析を行い変化した遺伝子群を解析した。 
（２）修復因子 mRNA を標的とする miRNA mimic (mirVana miRNA mimic, Life Tech)を導
入後、RT-PCR およびウェスタンブロット法による標的 mRNA および蛋白の発現を確認した。 
（３）Mimic oligo および siRNA を導入後の細胞に DSB を誘発する抗がん剤トポイソメラーゼ
Ⅱ阻害剤を投与し、細胞周期およびアポトーシス誘導の変化を観察した。 
（４）蛍光免疫染色 により、untreated 群と mimic oligo 処理後に細胞について Rad51 と
Apoptosis 誘導の指標として AnnexinV の発現を調査した。 
 
４．研究成果 
（１）  Ewing 肉腫細胞株に EWS-Fli1 特異的な
siRNA を導入した細胞と untreated を比較した。
microRNA array (図 1)、cDNA array (図 2)にて４種
の細胞で共通してKD後にmiR-183が上昇しBRCA1
が低下していた。 
また Plot 解析 (図 3)でも同様の結果となったこと

から、EWS-Fli1 によって miR-183 が低下することで
BRCA1 が恒常的に発現している可能性が明らかとな
った。 
 
 

 



 
（２）我々は BRCA1 が修復因子
として治療抵抗性を引き起こして
いると考えた。そこで miR-183 
oligonucleotide mimic (5’-
UAUGGCACUGG 
UAGAAUUCACU -3’ )を導入し
target となる BRCA1 の mRNA
を PCR で、またタンパク発現を
Western blot で調べた (図 4)。い
ずれも miR-183 を導入すると
BRCA1 が低下した。 
（３）miR-183 による BRCA1 低

下により修復系機構が低下すれば抗
がん剤の感受性が向上するはずであ
る。BrdU 取り込みによる細胞周期お
よびアポトーシス抵抗性における変
化を観察した。  

miR-183+Topoisomerase Ⅱの両者
を組み合わせると細胞周期の遅延お
よびアポトーシス細胞が大きく上昇
した (図 5)。 
（４）蛍光免疫染色で BRCA1 による
誘導をうける修復因子である Rad51
およびアポトーシスの指標となる
AnnexinV を染色し miR-183 の影響
を調査した (図 6)。 

miR-183 を導入すると Rad51 が低下し
apoptosis 細胞が増加した。BRCA1 が損なわ
れることで修復遺伝子である Rad51 の誘導
が阻害され結果としてアポトーシスが発生し
ていることが推察された。 
以上より、miR183 は BRCA1 を阻害する

ことを通じて Tumor suppressive miR の役
割を果たしており、さらに EWS-Fli1 はこの
miR-183 を抑制することで修復機構を活性化
させ治療抵抗性を獲得していることが明らかとなった。 
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