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研究成果の概要（和文）：ユーイング肉腫は小児や10代の若年性の骨及び軟部組織に発生する腫瘍である。ユー
イング肉腫のキメラがん転写因子EWS-FLI1、EWS-ERG、EWS-E1AFに大腸菌の活性型ビオチンリガーゼをつける
BioID法を使うことで、3種類のキメラがん転写因子に共通する相互作用タンパク質の同定を行い、167種類の候
補タンパク質の同定に成功した。これらの中には、クロマチンリモデリング複合体、転写因子、RNA結合タンパ
ク質、スーパーエンハンサー形成分子などの多数のタンパク質が同定された。候補タンパク質のうち、8種類に
ついては抗体を用いて再現性を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Ewing's sarcoma is a tumor that arises from bone and soft tissue in young 
children. We performed an identification of the proximal proteins of the chimeric oncogenic 
transcription factors, using the BioID method, which is used active biotin ligase from E. coli for a
 biotinylation of the proximal proteins. Finally, we were able to identify 167 proteins that are 
commonly present in the three chimeric cancer transcription factors. Among these, a large number of 
proteins were identified, including chromatin remodeling complexes, transcription factors, 
RNA-binding proteins, and super enhancer-forming molecules. We were able to reproduce eight of the 
candidate proteins using antibodies. We are currently conducting phenotypic analysis of the 
candidate proteins by suppressing their expression.

研究分野： がん生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ユーイング肉腫は小児で起こる癌であり、癌遺伝子に対するタンパク質の相互作用ネットワークを明らかにする
ことは、がん化の分子メカニズムを解明するだけでなく、抗がん剤のターゲット候補の同定も期待できる。本研
究課題では、ユーイング肉腫細胞で新規の相互作用タンパク質同定法によって新しいタンパク質複合体の同定を
することができた。しかし、分子メカニズムの解明には至っていないため、今後同定したタンパク質の解析を行
う予定である。

※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 

ユーイング肉腫は小児や若年者の骨などに発生する肉腫で、小児に発生する骨腫瘍では骨肉
腫に次ぐ多さの腫瘍である。腫瘍は EWSR1 遺伝子と ETS 転写因子ファミリー遺伝子との染色体
の転座によって生じ、85％以上が EWSR1 と FLI1 との染色体転座によって生じる。融合遺伝子が
がん化を引き起こす分子メカニズムは未だに不明である。 

我々はキメラがん転写因子のどの領域がその機能に必須であるかどうかを明らかにするため
に、酵母の遺伝学を用いた解析を行っている。我々はユーイング肉腫のキメラがん転写因子
EWS/FLI1、EWS/ERG、EWS/E1AF を酵母で発現させると、細胞増殖低下を示すことを明らかにした。
この系を利用しキメラがん転写因子発現による増殖低下を解除する変異解析を行った結果、13
種類の一アミノ酸変異はすべて転写因子内の ETS ドメインに集中することがわかった。すなわ
ち、酵母の遺伝学解析からキメラがん転写因子の機能に必須な領域は DNA 結合領域である ETS ド
メインであった(文献①)。さらに、ヒト培養細胞 HEK293 を用いて、変異キメラがん遺伝子の表
現型解析を蛍光抗体染色法とプロモーターのレポーター活性で評価した。その結果 ETS ドメイ
ンの一アミノ酸変異により、①フォールディング異常、②核移行阻害、③転写活性化能力低下が
起こることを明らかにした。これらのことから、ETS ドメインあるいはその周辺に相互作用する
タンパク質が存在し、転写因子としての機能をサポートしているのではないかと仮説を立てた。 
 本研究課題では、キメラがん転写因子と相互作用する分子の同定を行うためのツールの開発
として、BioID 法を扱いやすいシステムに構築し、さらに解析を行った。 
 
２．研究の目的 

キメラがん転写因子と相互作用する分子の同定のためには、共免疫沈降法による同定が一般
的であるが、キメラがん転写因子は通常の共免疫沈降法で使用する界面活性剤では可溶化せず、
免疫沈降による回収率が悪いので、相互作用タンパク質の質量分析解析を行った。しかしほとん
どタンパク質同定ができず、有望な候補タンパク質同定には至らなかった。そこで、大腸菌の活
性型ビオチンリガーゼ BirA*による隣接タンパク質複合体のビオチン化によるラベル法（BioID
法）(文献②)によって生きた状態でキメラがん転写因子と相互作用する分子の同定のために、①
BioID 法をユーイング肉腫で動かすための系の開発、②ユーイング肉腫での BioID 法によるビオ
チン化タンパク質の同定を主に目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）BioID tet-on sysmtem の作製 

一般的な CMV promoter を使った発現系のプラスミドを使い、BirA*-キメラがん遺伝子の一過
的なトランスフェクションと過剰発現を 15cm ディッシュで行った。しかし、トランスフェクシ
ョン効率と大量の試薬を消費するために実験系として適切でないと判断し、Piggybac system に
よるゲノムへの導入及び誘導型の tet-on system を組合せたベクターを作製した。 
 
（２）ユーイング肉腫での piggybac tet-on BioID の発現 

（１）で作製したベクターが動くかどうかを調べ、BirA*による隣接タンパク質のビオチン化
が起こるのかどうかを検討し、Streptavidin agarose ゲルでの精製、Thermofisher 製オービト
ラップ Fusion にて解析を行う。 
 
（３）BioID 法で同定したビオチン化タンパク質の再現実験 
 （２）で同定したタンパク質に再現性があるのかどうかを検討するために抗体を使ってウエス
タンブロッティングで解析
を行った。 
 
４．研究成果 
（１）Piggybac ベクターpPB-
LR5にタカラバイオの Tetone
システム、puromycin 耐性遺
伝子を入れ込み、 Tet-on 
promoterの下流に BirA*及び
グリシン/セリンリンカー
（GS linker）を導入した。GS 
linker の下流にネガコンと
して、ホタルルシフェラーゼ
（Luc2）及びキメラがん遺伝
子（EWS-FLI1, EWS-ERG, EWS-
E1AF）を組み込んだベクターを作製した（図１）。 

 

図１．Piggybac tet-on BioID ベクターの作製 
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（２）ユーイング肉腫 A673 細胞へ高活性型 transposase ベクター(文献③)とともに作製した
piggybac ベクターをトランスフェクションし、puromycin にて薬剤選択をした。選択した細胞で
1µg/mL doxicycline 及び 50µM biotin を培地に添加し 1 日培養した。その結果、蛍光免疫染色
では、FLAG タグ抗体で染色し、キメラがん転写因子は核内に存在することが確認された（図２
A）。また、Alexafluor633-streptavidin にて染色したところ、FLAG タグ抗体と同様の場所で染
色されていることが分かった（図
２A）。また、ウエスタンブロッテ
ィングにおいても、目的サイズに
融合タンパク質が発現されている
ことが分かった（図２B）。また、
Streptavidin-HRPにてビオチン化
タンパクを検出したところ、すべ
ての細胞でビオチン化が確認でき
た（図２B）。以上より、作製した
piggybacベクターはゲノムへ組み
込むことができた。さらに tet-on
システムで目的サイズにタンパク
質を誘導でき、BirA＊によって細
胞内タンパク質のビオチン化も確
認できた。 
 

（３）ビオチン化タンパク質の回

収のために、10cmdish1枚分を培養

し、同様の方法で誘導し、細胞を

RIPA buffer で回収した。回収し

た タ ン パ ク 抽 出 物 は 、

Streptavidin agarose ビーズを使

いビオチン化タンパク質を精製

し、Trypsin/LysC にてペプチド回

収した。回収したペプチドは精製

後、Thermofisher 製 Fusion オー

ビトラップ（熊本大学 荒木令江

先生）と共同研究しタンパク質を同定した。解析データ

は protein discovery にて N=3 で統計解析した。 

 EWS-FLI1、EWS-ERG、EWS-E1AF それぞれで 292、192、

242 のタンパク質が同定できた（図３）。3 種類で共通

しているタンパク質が 167 個あることが分かった。共

通した 167個のタンパク質を Stringにて既知の相互作

用との関係を可視化した（図４）。その結果、既知の相

互作用で可視化した部分で共通すると思われる複合体

を見出すことができた。例えば、BRG1 は EWS-FLI1 と相

互作用するすることが知られているが（文献④）、BRG1

を含めたクロマチンリモデリング複合体を多数同定す

ることができた。また、MED などのスーパーエンハンサ

ー形成形成に関わるタンパク質、ポリ A 付加に関わる

ようなRNA結合タンパク質の複合体も多数同定された。 

質量分析装置によって同定されたタンパク質が本当

にビオチン化されているかどうかを調べるために、再

度培養し、ビオチン化したタンパク質を streptavidin 

agarose ビーズで回収しウエスタンブロッティングで

再現性があるのかどうかを検討した（図５）。一例とし

て RBM33 の場合を示す。RBM33 は Whole cell lysate で

どれも発現していた。Streptavidin agarose ビーズで

回収後、ネガティブコントロール（BioID、BioID-Luc2）

と比較して、キメラがん転写因子（EWS-FLI1、EWS-ERG、

EWS-E1AF）のほうがビオチン化された RBM33 が多く検

出された。また、 GAPDH を同様に検出したが、

 

図 2．ユーイング肉腫細胞での BioID 法の確立 
FLAG：FLAG 抗体、Streptavidin：ビオチン化タンパク質、
DAPI:DNA 
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図３．BioID 法で同定したタンパク
質数 
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図４．STRING による同定しタンパ
ク質の可視化 



streptavidin agarose ビーズでは全く検出さ

れなかった。これらのことから、RBM33 はキメ

ラがん転写因子と隣接して存在する可能性が

高いことが示唆された。他にも。c-Jun, Jun-

B, Jun-D, FosL2, CPSF6, CPSF7, TLE3 は抗体

を使いウエスタンブロッティングで再現性が

あることが分かった。一方、CREB5, FosL1, 

Asf1, PIAS4, SUMO2/3, RBM12, RBM26, TCERG

はコントロールと比較してウエスタンブロッ

ティングでは再現性を得ることができなかっ

た。現在、レンチウイルス-shRNA によるター

ゲット遺伝子のノックダウンによる発現抑制

実験によってユーイング肉腫細胞で細胞増殖

などの表現型が得られるのかどうかを検討し

ている。 
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