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研究成果の概要（和文）：Ewing肉腫の原因遺伝子は、RNA代謝に関わるEWSと転写因子Fli1が融合したEWS-Fli1
である。EWS-Fli1による発がんは、Fli1側の転写因子機能の異常によると考えられてきた。しかし近年、RNA 
helicase A (RHA) がEWS-Fli1に結合すること、さらにその結合を阻害する小分子化合物YK-4-279によりEwing肉
腫細胞の増殖が抑制されることが報告されたそこで本研究では、EWS-Fli1とRHAの相互作用の詳細を解明し、RNA
代謝異常によるEwing肉腫発がんメカニズムを明らかにすることを目的とする。

研究成果の概要（英文）：The causative gene for Ewing's sarcoma is EWS-Fli1, which is a fusion of EWS
 involved in RNA metabolism and the transcription factor Fli1. Carcinogenesis caused by EWS-Fli1 has
 been thought to be due to abnormalities in transcription factor function on the Fli1 side. However,
 in recent years, it has been reported that RNA helicase A (RHA) binds to EWS-Fli1 and that the 
small molecule compound YK-4-279, which inhibits the binding, suppresses the growth of Ewing sarcoma
 cells. The purpose of this study is to elucidate the details of the interaction between EWS-Fli1 
and RHA, and to clarify the carcinogenic mechanism of Ewing sarcoma due to abnormal RNA metabolism.

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
近年の海外の研究により、EWS-Fli1がRHAに結合しRHAの機能を阻害すること、YK-4-279がその結合を阻害するこ
とが報告された。しかし、YK-4-279によりどのような遺伝子の発現が変化するか、またYK-4-279は融合遺伝子の
どの部分に作用しているか、などの詳細については未だ不明である。YK-4-279を用いて、EWS-Fli1とRHAとの結
合部位や、RHA機能阻害のメカニズムの詳細、アポトーシス誘導の分子機構が解明できる可能性がある。さら
に、融合遺伝子にEWSを有する疾患群に対しての治療標的の発見に繋がる可能性もあり、本研究の意義は大き
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。
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１．研究開始当初の背景 
融合遺伝子となることで Fli1 が異常な転写因子として作用し、標的遺伝子の発現が狂っ
てしまうとする考えである。過去の様々な研究においても、融合遺伝子 EWS-Fli1 が Fli1 標
的遺伝子の発現パターンを変化させることが報告されている。近年の海外の研究により、
EWS-Fli1 が RHA に結合し RHA の機能を阻害すること、YK-4-279 がその結合を阻害すること
が報告された。しかし、YK-4-279 によりどのような遺伝子の発現が変化するか、また YK-4-
279 は融合遺伝子のどの部分に作用しているか、などの詳細については未だ不明である。YK-
4-279 を用いて、EWS-Fli1 と RHA との結合部位や、RHA 機能阻害のメカニズムの詳細、アポ
トーシス誘導の分子機構が解明できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究での核心的な問いは、EWS-Fli1 による Ewing 肉腫の発がんには、RNA 代謝能を持つ
EWS 側の作用による RHA の機能阻害が関与するのではないか、ということである。即ち、
我々が観察してきた Ewing 肉腫細胞における mRNA の広範な異常発現は、特異的融合遺伝子
によって RHA が正常機能を失うことがその根本原因ではないか、という疑問である。従って
本研究では、EWS と RHA の相互作用が mRNA の異常発現の直接的原因である可能性について
検証することを目的とする。融合遺伝子に EWS を有する肉腫は、Ewing 肉腫の他にも明細胞
肉腫 (EWS-ATF1)、 粘液型脂肪肉腫 (EWS-CHOP)、骨外性粘液型軟骨肉腫(EWS-CHN) など多
数同定されており、「２つの染色体が転座した片方に EWS が含まれる」ということは確率的
に偶然ではあり得ない。これらの肉腫においては、融合遺伝子により RHA 活性が異常になる
ことで、RNA 代謝が機能不全に陥っている可能性がある。そして結果的に microRNA や mRNA
の発現異常が広範に引き起こされ、発がんに繋がっていると考えられる。本研究は、Ewing
肉腫における、RHA による RNA 代謝という普遍的かつ不可欠な機能の異常の解明を目的とし
ており、他に類をみない特色ある研究と考えられる。転写因子である Fli1 は、DNA 上に存
在するプロモーターに結合し下流の遺伝子発現に影響するため、その機能異常が発がんに
寄与することは理解しやすい。一方、EWS の RNA 代謝機能の異常については、殆ど研究がな
されていない。本研究では、EWS-Fli1 と RHA の相互作用の機構を解明することで Ewing 肉
腫における RNA 代謝異常という新たな視点からその病態を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
１）YK-4-279 投与による細胞増殖抑制 
 Ewing 肉腫細胞株４種（SK-ES-1, RDES, SK-N-MC, SCCH）と骨肉腫細胞株２種（MG-63, 
Saos2）に YK-4-279（Chemscene Inc、CAS:1037184-44-3）を投与した。 
２）YK-4-279 による細胞増殖抑制のメカニズム 
増殖能を観察した細胞群を回収し Annexin V/ PI 染色および WBにてアポトーシスが誘導
されていることを確認する。 
３）EWS-Fli1 における YK-4-279 の結合部位を解析する。ヒト線維芽細胞株からの YK-4-279
投与前後の細胞抽出液を用い、anti-RHA antibody (ab26271, Abcam)による免疫沈降(IP)
を行い、回収した蛋白質を anti-EWS antibody (#11910, CST)でブロット(IB)する。次に、
同じ細胞抽出液を用い anti-EWS antibody による IP、anti-RHA antibody に IB を行った。 
 
４．研究成果 
１）Ewing 肉腫に対する TK-216 と YK-4-279 の細胞増殖抑制効果 

SKES-1 と A673
に対する TK-
216 (以下、TK), 
YK-4-279（以下、
YK）の細胞増殖
抑制効果を検
証した (図 1)。 
TK は 500 nM か
ら、YK は 1000 
nM より細胞増
殖が有意に低

下した。 
２）濃度、反応時間依存性に効果があるか調査した。TK は 500 nM を 48 時間以上で、YKは
1000 nM を 48 時間反応させると細胞増殖が有意に低下した。以降の解析では TK: 500 nM,  
YK:1000 nM を至適濃度とし検証を行った。 
 



3）至適濃度におけるアポトーシス関連タンパクである
PARP、cleaved PARP、caspase 3、cleaved caspase 3 の発
現をウエスタンブロット法で確認した。どちらも cleaved 
PARP, caspase 3 の高発現をみとめ、アポトーシス誘導が
確認できた（図 3）。 

 
4) 細胞周期の変
化を確認した。未治療および negative control 群
と比較して治療群においてG1 fractionの増加とS, 
G2/M 期の低下を認めた（図４）。アポトーシス誘導
と同時に細胞周期遅延が発生していた。至適濃度に
おける細胞増殖の低下はアポトーシスおよび細胞
周期遅延の両方によってもたらされており、TK-216 
YK-4-279 いずれも抗腫瘍効果を有していることが
明らかとなった。 
 
 
 

5) TK-216, YK-4-279 の抗腫瘍効果は示されたが、次に解
決するべき課題としてこの２剤の作用機序についてであ
る。RHA は融合遺伝子の構成要素である EWS と Fli-1 のど
ちらと結合しているのであろうか。EWS, Fli-1, RHA それ
ぞれのタンパクを個別に発現させ RHA は EWS と Fli-1 のど
ちらと結合しているかを検証した。EWS-Fli1, EWS, Fli1, 
RHA それぞれの発現ベクターから Open Reading Frame 
(ORF)をサブクローニングした。プライマー設計の際、pENTR-SD-TOPO vector へ移行するよ
うに設計した（図５）。 

このベクターを用いてヒト線維芽細胞株 
(MRC5)へ導入し上記タンパクを強制発現し
た。MRC5 からの TK-216 投与前後の細胞抽
出液を用い、anti-RHA antibody (ab26271, 
Abcam)による免疫沈降(IP)を行い、回収し
た蛋白質を anti-EWS antibody (#11910, 
CST)でブロット(IB)した。未治療群は RHA
抗体で IP 後に EWS が検出されたのに対し、 
TK-216 反応後は EWS が検出されなかった。
同様に、未治療細胞のタンパク抽出液を用
いて EWS 抗体で IP した群は RHA が検出さ
れたが、TK-216
反応後は RHAの
バンドが検出

されなかった(図６)。おなじタンパク抽出液を用いてRHAとFli-
1 の結合を確かめたが、anti-RHA antibody , anti-Fli-1 
antibody (#, CST)で IP 後にお互いバンドは検出できなかった
（図 7）。以上より RHA は EWS 側と反応し、かつ TK-216 にてその
結合が阻害されていることが示された。 
 
本研究で明らかとなったことは、Ewing 肉腫細胞株において TK-
216 と YK-4-279 はその細胞増殖活性を低下させ細胞周期の遅延
およびアポトーシスを誘導しているということであった。さら
に RHAが EWS-Fli1 が結合することでRHAの機能が低下している
というこれまでの研究結果を支持するものとなった。RHA は正常
細胞にとって RNA 代謝という極めて基本的で不可欠な機能であ
り Ewing 肉腫のみならず 
明細胞肉腫 (EWS-ATF1)、 粘液型脂肪肉腫 (EWS-CHOP)、骨外性
粘液型軟骨肉腫(EWS-CHN)などEWSを含む融合遺伝子を有する悪
性腫瘍細胞の生態解明におおきな意味をもつものと考える。  
TK-216 に関しては Ewing 肉腫に対し 1620O Phase I study として臨床試験への道が開け
てきている。従来の分子標的治療薬と異なり核内転写因子を標的とした新しい概念である
が、作用機序についてのさらなる機序解明は他の悪性腫瘍へ適応できる可能性もあり非常
な大きな意義があると思われる。 
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