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研究成果の概要（和文）：淡明細胞肉腫における原因遺伝子EWS-ATF1の結合タンパク質やSHARPINおよびPRMT5に
よるMITFへの影響を確認できなかったが、TCGA datasetにおける悪性軟部腫瘍265例の解析にてSHARPINの高発現
が予後不良と関連することが分かった。またSHARPINのノックダウンを行ったところ鉄依存性細胞死フェロトー
シス感受性が低下したことからSHARPIN高発現と関連した予後不良肉腫に対してferroptosis誘発剤がより効果的
に抗腫瘍効果を示す可能性が示唆され、今後の研究発展が期待される。

研究成果の概要（英文）：TCGA dataset of soft tissue sarcoma 265 cases showed that high SHARPIN 
expression is associated with poor prognosis. SHARPIN inhibition enhanced resistance against 
ferroptosis. Further investigation will be warranted to clarify the sensitivity of ferroptosis on 
sarcoma entities with high SHARPIN expression which is correlated with poor prognosis.     

研究分野：悪性骨軟部腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性骨軟部腫瘍（肉腫）は難治性希少がんであり有効な化学療法が少なく新たな治療薬の開発が強く望まれてい
る。本研究にてSHARPINと予後不良との関連および鉄依存性細胞死フェロトーシスへの関与を解明できた。本研
究を礎にして、今後肉腫における新規抗がん剤治療としてフェロトーシスの有効性を明らかにし肉腫患者の予後
を改善させるため臨床応用を目指したい。

※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。



 
１．研究開始当初の背景 
淡明細胞肉腫 (Clear Cell Sarcoma, CCS) は EWS-ATF1 を原因遺伝子とする難治性希少が
んの一種である。その希少性ゆえに有効な化学療法が未だに見つかっておらず、新規化学療法の
開発が急務となっている。 
化学療法開発が遅滞している理由として CCSがん化機構が十分に明らかになっていないこと
が大きい。原因遺伝子 EWS-ATF1については、特殊な細胞系統において単独の過剰発現ががん
発生に大きく寄与していること (Straessler et al., Cancer Cell, 2013) 、EWS-ATF1の下流で
MITF (Davis et al., Cancer Cell, 2006) 、c-Fosの発現誘導 (Yamada et al., JCI, 2013) が関与
していることなどが報告されている。しかしながら、①CCS 起源細胞が限定された細胞系統の
限定された状態のものであること、また分子メカニズムとして②MITFと c-Fosの発現誘導のみ
では CCS 発生を説明できるとは考えにくいことから、未だに CCS のがん化機構が完全に解明
されているとは言えず、少なくとも新規化学療法開発には十分な情報が得られていない。 

CCSはmelanoma of soft partとも呼ばれるように、MITF-drivenという点でmelanomaと
大きな類似点をもつ。申請者はmelanomaにおいてタンパク質 SHARPINがアルギニントラン
スフェラーゼである PRMT5 酵素活性の制御を介して TGF-シグナルを調節し、がん遺伝子
SOX10, MITF の発現と melanoma の増殖に深く関与することを初めて見出した (Tamiya et 
al., J Clin Invest, 2018) 。 

SHARPINは HOIP, HOIL-1Lとともに LUBAC (Linear Ubiquitin Assembly Complex) の
構成要素であり、直鎖状ポリユビキチン形成にかかわるコンポーネントとしてNF-Bシグナル
に関与することが分かっている (Tokunaga et al., Nature, 2011) 。その一方、各種がんにおい
て発現が亢進していることが確認されている (Ojo et al., BBA Clin, 2017) (Huang et al., 
Prostate, 2017) 。 
 
２．研究の目的 
１で述べた背景から仮説として①起源細胞における CCS 発生を規定する因子として

SHARPIN-PRMT5が重要な役割を担っている可能性、また EWS-ATF1の転写因子として以外
の役割として、②EWS-ATF1が核だけでなく細胞質内にも存在しがん発生や増殖に影響してい
る可能性を想定した。 
本研究では上記 2 点を中心に CCS がん化機構における SHARPIN および PRMT5 の役割と
重要性、EWS-ATF1の未知の機能、およびそれらタンパク質の相互作用の解明を行う。さらに
は既存の化学療法に対する抵抗性との関連を解明し SHARPIN-PRMT5 を標的とした新しい
CCS治療薬の臨床応用への可能性を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) SHARPINと PRMT5の発現量、PRMT5酵素活性 (activity) の測定：我々が所有する CCS
細胞株 5種および数十例の臨床サンプルを用いてウエスタンブロット、qRT-PCRを行う。先行
実験で高発現株をすでに見出している。また臨床サンプルのパラフィンブロックあるいは抽出
液から CCSと angiomatoid fibrous histiocytoma(AFH)における SHARPIN, PRMT5の発現量
を比較する。 
(2) SHARPIN、PRMT5による細胞増殖への影響の評価： PRMT5 activity high groupに対し
ては SHARPIN および PRMT5 のノックダウン、low group へは過剰発現を行い、colony 
formation, soft agarの各 assayを用いて評価を行う。また SOX10やMITFの発現量への影響
を観察する。 
(3) PRMT5依存性 CCSの細胞学的背景の検索：PRMT5 activity highかつ PRMT5ノックダウ
ンで増殖が抑制される細胞株 (PRMT5依存性 CCS) での遺伝子変異 (PTEN, p16, p53, TERT
など) や関連する signal pathway (TGF-, Wnt, NF-B, およびMAPK, Aktなど) を同定する。 
(4) EWS-ATF1の細胞質内での機能解析 ：293T細胞に EWS-ATF1を過剰発現させタンパク質
として細胞質内に存在する性質があるかどうかを確認する。次いで CCS 細胞株を用いて
subcellular fractionationを行い細胞質分画に EWS-ATF1が存在するか検索する。存在が確認
できれば EWS-ATF1 を CCS 細胞株に過剰発現させ pulldown して結合タンパクを質量分析で
網羅的に解析し候補の中から可能性のあるものをピックアップし機能解析へと進める。 
(5) EWS-ATF1と SHARPIN, PRMT5との相互作用の解析 ：EWS-ATF1と SHARPIN, PRMT5
との分子間結合の有無を免疫沈降法で検索し、PRMT5による EWS-ATF1のアルギニンメチル
化、細胞内局在、タンパク質安定性を調べる。また PRMT5 による epigenetic な制御を介した
EWS-ATF1発現への関与を評価する。また逆に EWS-ATF1の SHARPINあるいは PRMT5発
現制御への関与を検索する。 
(6) Xenograft modelでの検証：Nude miceへ SHARPIN, PRMT5ノックダウン株を皮下移植
し、腫瘍サイズの評価を行う。また PRMT5阻害剤単独や既存化学療法との併用による腫瘍増殖
抑制効果を見る。 
(7) 実際の患者検体における SHARPIN, PRMT5, SOX10, MITFと全生存期間、治療効果との
相関の解明：患者のパラフィンブロックを用いて免疫染色を行い、SHARPIN, PRMT5, SOX10, 
MITF 発現量と採取部位（原発巣あるいは転移巣）、全生存期間、既存化学療法への抵抗性との



関連性を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
(1) CCS細胞株において SHARPINおよび PRMT5の発現量をウエスタンブロットで検索した
ところ HDF(human dermal fibroblast)と比較して 5 種類の CCS
細胞株において SHARPINの発現が亢進していた。PRMT5の発現
も亢進しており PRMT5 活性を反映する SDMA (symmetrical 
dimethylation of arginine)は増加していた（図１）。 
(2) 同様の原因遺伝子EWS-ATF1を持つCCSおよび angiomatoid 
fibrous histiocytoma(AFH)間での SHARPINおよび PRMT5発現
量を qPCRで行ったがともに差を認めなかった。よって CCSがん
化機構として SHARPIN および PRMT5 が関与している可能性は
乏しいと考えられた。 
(3) Hela 細胞に EWS-ATF1 を導入し免疫染色を行ったところ
EWS-ATF1は核に局在し細胞質での存在は見られなかった。EWS-
ATF1が核への局在のみと判明したためSHARPINおよびPRMT5
の解析を中心に進める方針とした。 
(4) CCS細胞株での SHARPINおよび PRMT5ノックダウンにて
細胞増殖に影響は見られず、melanoma で見られた MITF への影響は確認できなかった。よっ
て SHARPINおよび PRMT5の機能は悪性黒色腫と淡明細胞肉腫では大きく異なることが分か
った。この理由として EWS-ATF1の下流にMITFが存在することが以前の論文からわかってい
るため EWS-ATF1によるMITFへの発現制御の影響が大きいと考えられた。 
1-4の結果から CCSがん化機構を SHARPIN-PRMT5に求めることは難しく、EWS-ATF1の細
胞質での機能の証明も困難と思われた。そのため、以降の研究では大きく方針を変更し各肉腫細
胞株における ferroptosisの有効性を評価していくこととした。 
簡潔に背景・目的を示す。 
【背景・目的】希少がんである悪性骨軟部腫瘍(肉腫)は、
上皮性がんに比して有効な化学療法が少なく、新規化学
療法の開発が急務となっている。近年、鉄依存性細胞死
である ferroptosis が、悪性腫瘍の治療ターゲットとし
て注目されつつあり、また肉腫が上皮性がんに比べて
ferroptosis に高感受性であることが示された
(Viswanathan et al., Nature, 2017)。本研究では悪性骨
軟部腫瘍治療における ferroptosis 有用性および
SHARPIN および PRMT5 の ferroptosis への関与を検
討することを目的とした。 
(5) 鉄取り込みに関与する Transferrin Receptor 1 (TFRC) 
の発現量について非がん細胞、上皮性がん細胞および肉腫
細胞で比較したところ、多くの肉腫細胞株で TFRCの高発現が認められた（図２）。 

(6) 非がん細胞、上皮性がん細胞および肉腫細胞に対
して ferroptosis誘発剤 RSL3を投与したところ非がん
細胞(Human Dermal Fibroblast, HDF)や上皮性がん細
胞 (293T, Hela)と比較して多くの肉腫細胞株で
ferroptosis 誘導剤である RSL3 に高感受性であった
（図３）。 
(7) 滑膜肉腫Yamato-SS のSHARPINノックダウン細
胞株を用い、ferroptosis 感受性を評価したところ、
ferroptosis 感受性が低下したことから、SHARPIN は
ferroptosis感受性を正に制御している（図４）。 
(8) SHARPIN が ferroptosis 感受性をコントロールし
ているメカニズムを解析したところ、SHARPINノッ
クダウンにより NF-B および PRMT5 活性低下を生
じ、ミトコンドリア機能制御遺伝子である PGC1の
発現が亢進した。 

図 1 CCS細胞株における 
SHARPIN高発現 

図 2 肉腫細胞における TFRC高発現 

図 3 各種細胞株における RSL3感受性 



(9) 各肉腫細胞株を用いて遺伝子発現の定量を行ったとこ
ろ他の細胞株と比較して CCS 細胞株にて PGC1の著明
な発現亢進が見られた。PGC1は原因遺伝子 EWS-ATF1
およびその下流である MITF により発現制御されること
が知られている。CCS細胞株では SHARPINノックダウ
ンでも PGC1の発現の変化は見られず、ferroptosis 感受
性も変化しなかった。 
(10) TCGA dataset の肉腫 265 例を解析したところ
SHARPIN が全生存期間に対する予後不良因子であった
（図５）。 
(11) 滑膜肉腫細胞株 Yamato-SSをヌードマウスに接種し、
ferroptosis 誘発剤である RSL3 を腫瘍内投与したところ治
療効果が認められた（図６）。 
以上の結果から本研究での結論を以下のとおりとする。 
【結論】 

淡明細胞肉腫における SHARPIN-PRMT5 の機能解
析を行う目的で本研究を始めたが、原因遺伝子であ
る EWS-ATF1 の結合タンパク質や SHARPIN および
PRMT5によるMITFへの影響を確認できなかった。 
 そこで MITF の下流に存在する遺伝子である
PGC1に注目し研究を進めた。各肉腫細胞株の
PGC1遺伝子発現を解析し、他の肉腫細胞株と比較
して淡明細胞肉腫細胞株において同遺伝子の著明な
発現亢進が見られた。PGC1はミトコンドリアの品
質管理に関与し、活性酸素の解毒作用に影響を与え
ることで抗がん剤治療抵抗性に関与している可能性
がある。淡明細胞肉腫は抗がん剤治療に強い抵抗性
を示すことが分かっており、今後 PGC1の発現調整
を誘導するような薬剤が発見できれば抗がん剤の
効果を高められる可能性が示唆される。 
 一方で、鉄依存性細胞死であるフェロトーシスが
間葉系腫瘍に抗腫瘍効果が強いという報告があり、各肉腫細胞
株での実験を行ったところ、淡明細胞肉腫では抵抗性であった
が、滑膜肉腫やユーイング肉腫などで感受性が非常に高かっ
た。また滑膜肉腫細胞株において SHARPIN のノックダウンを
行ったところフェロトーシス感受性が低下したと同時にNF-B
および PRMT5 活性が低下し PGC1の発現が上昇した。また
TCGA datasetにおける悪性軟部腫瘍265例の解析にてSHARPIN
の高発現が予後不良と関連することが分かった。このことから
悪性軟部腫瘍のうち滑膜肉腫やユーイング肉腫においてフェ
ロトーシス感受性が高く、予後不良に関連する SHARPIN の高
発現でフェロトーシスの高感受性を期待できると結果となっ
た。非がん細胞や上皮性がん細胞と比較して、多くの肉腫細胞
株では鉄取り込み亢進と ferroptosis 高感受性が認められた。一
方で肉腫細胞株においても高感受性（滑膜肉腫、ユーイング肉
腫、類上皮肉腫など）と低感受性（骨肉腫など）とに区別され、
組織型により感受性が異なることが明らかとなった。また
SHARPINは ferroptosis感受性を正に制御することが示され、肉腫 265例の TCGA datasetからは
SHARPIN が臨床的に予後不良因子であることが明らかとなった。本研究の結果から SHARPIN
高発現と関連した予後不良肉腫に対して ferroptosis 誘発剤がより効果的に抗腫瘍効果を示す可
能性が示唆され、今後の研究発展が期待される。 
 
 

図 4 ferroptosis感受性に対する 
SHARPINの影響 

図 5 TCGA datasetによる SHARPIN高発現と 
予後不良との関連 

 

図 6 ferroptosis誘発剤 RSL3 
腫瘍内投与による動物実験 

SHARPIN高発現 
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