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研究成果の概要（和文）： 
本研究代表の過去の研究により、Ewing 肉腫特異的 EWS-Fli1 融合タンパクが、細胞老化を抑

制することが、発がんに関与していることが示唆されているが、詳細は不明であった。本研究
により、①細胞老化を示唆する形態学的変化は、EWS-Fli1 発現抑制後、尐なくとも 24 時間後
には現れていること、② EWS-Fli1発現抑制後 12時間に比べ、24時間では多くの遺伝子発現変
化を来しており、細胞周期関連因子が変化していることが明らかになった。 
研究成果の概要（英文）： 
Previously, I have reported the possible role of EWS-Fli1 chimeric protein in evasion 

of senescence in Ewing family tumors. In this study, to elucidate the molecular mechanism 
of escaping senescence of Ewing sarcoma cells mediated by EWS-Fli1, morphological and 
microarray analyses were performed. By 24 hours after deletion of EWS-Fli1 by siRNA, Ewing 
sarcoma cells displayed a flattened and enlarged morphology, which could imply a 
senescence-like phenotype. Microarray analysis showed that depletion of EWS-Fli1 by siRNA 
caused dramatic change of the mRNA expression of a large number of genes, including 
cell-cycle regulatory genes, in a time-dependent manner. 
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１．研究開始当初の背景 
Ewing ファミリー腫瘍（Ewing family tumors; 
以下 EFT）は、小児悪性腫瘍の約 2.3％を占
め、若年者に好発する高悪性度の骨・軟部腫
瘍で、極めて予後不良である。近年系統的化
学療法が導入され５年生存率は改善された
が、転移再発例の予後は 30%に満たず、予後
改善はほぼ限界に達している。EFT のほとん

どの症例では、11 番染色体と 22 番染色体の
間で特徴的染色体相互転座が認められ、その
転座の結果形成される EWS-Fli1 融合遺伝子
が EFTの発がんの原因と考えられている。本
研究代表は、EWS-Fli1が、細胞老化を回避す
ることが、発がんメカニズムの一つであるこ
とを見いだした。細胞老化は細胞死の一種で
あるが、同じ細胞死であるアポトーシスに比
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べ、細胞死を引き起こすメカニズムは不明で
ある。Ewing 肉腫に再現性よく細胞老化を誘
導できる実験系を用い、解析をすすめること
で、Ewing 肉腫のみならず、がん細胞一般に
おける細胞老化回避メカニズムを証明でき
ると予想した。 
 
２．研究の目的 
EFT細胞がEWS-Fli1発現抑制により細胞老化
におちいる研究結果に基づき、(1)EWS-Fli1
により発現制御されている遺伝子をマイク
ロアレイシステムで同定し、細胞老化との関
連を調べる、(2)細胞老化に陥った細胞を検
出するマウスモデルを構築し、個体レベルで
細胞老化を解析可能な実験モデルを確立す
る事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）Ewing肉腫細胞株 WE-68に、EWS-Fli1
特異的 siRNA およびコントロール siRNA を、
リポフェクション法にてトランスフェクシ
ョンした。経時的に顕微鏡にて形態を観察し
た。 
 
（２）WE-68細胞にコントロール siRNA及び
EWS-Fli1特異的siRNAトランスフェクション
後 12時間、24時間後に RNAを回収し、マイ
クロアレイを施行した。コントロール siRNA、
EWS-Fli1特異的siRNAトランスフェクション
後、12時間、24時間のサンプルをそれぞれ
WE-S12、24と WE-B12、24とした。 
 
≪ マイクロアレイ≫ 
NimbleGen社 
1. 生物種： Homo sapiens(whole genome) 
2. データソース： GenBank 
3. アレイ設計概要 ： 

1) 搭載遺伝子数; 38,108遺伝子/マイクロ
アレイ 

2) 遺伝子あたりのプローブ数; 5プローブ
/遺伝子（PerfectMatchプローブ 5本） 
 3) プローブ長; 60mer/プローブ 
細胞株; WE-68（p53野生型 EFT細胞株） 
 
本マイクロアレイから得られた蛍光強度を
元に、RMA（Robust Multi-chip Analysis）
アルゴリズムによるデータ補正を行ったデ
ータを用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞形態の変化 
Ewing肉腫細胞株において強力にEWS-FLI1発
現をノックダウンすると、12 時間後から
EWS-FLI1タンパク質の発現低下を認め、すで
に 24 時間後には EFT 細胞に細胞死の一種で
ある細胞老化を示唆する細胞の大型扁平化
を呈することを見いだした。 

 
（２）マイクロアレイ解析 
【siRNAトランスフェクション後12時間の遺
伝子発現の変化】 
サンプル「WE-S12」および「WE-B12」の 2デ
ータ間の比較を行った結果、相関係数は 

・R = 0.988512949593681 
となった。 
 
次に、遺伝子レベルの発現強度から、2サン
プル間でそれぞれ 1.5倍以上、2.0倍以上、
4.0倍以上、8倍以上の変化を示す遺伝子を
抽出した(「増」「減」は、「WE-S12」に対し
て、発現が増減している遺伝子数を表す)。
また、図 2は下記にて抽出された遺伝子を図
1に重ね合わせた図である。 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

12時間後 総遺伝子数 発現増加 発現減尐

変化無し 61

1.5倍未満 35805 18767 17038

1.5倍以上／2.0倍未満 2070 1081 989

2.0倍以上／4.0倍未満 171 55 116

4.0倍以上／8.0倍未満 1 1 0

8倍以上 0 0 0

図 1： 遺伝子レベルでのスキャッタープロット図 



 

 

 
 

 
 
 
【 siRNA トランスフェクション後 24 時間の
遺伝子発現の変化 】 
サンプル「WE-S24」および「WE-B24」の 2デ
ータ間の比較を行った結果、相関係数は 

・R = 0.966414692386252 
であった。 
 
 
次に、遺伝子レベルの発現強度から、2サン
プル間でそれぞれ 1.5倍以上、2.0倍以上、
4.0倍以上、8倍以上の変化を示す遺伝子を
抽出した。(「増」「減」は、「WE-S24」に対
して、発現が増減している遺伝子数である)。
また、図 4は下記にて抽出された遺伝子を図
3に重ね合わせた図である。 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
以上の結果から、EWS-Fli1発現抑制により影
響される遺伝子は早期から発現変化を来し
ていることがわかった。これまでに、細胞老
化の表現系は、細胞老化刺激を加えて数日後
から現れるとされていたが、数時間後から始
まっている可能性がある。特に、EWS-Fli1発
現抑制後２４時間で８倍以上変化が見られ
た遺伝子の中には、細胞周期関連因子や転写
調節因子が含まれていることは注目すべき

図 4：FoldChange により抽出された遺伝子のスキャ

ッタープロット図。赤実線：y=x。他の実線は赤実線

から外側に向かって、1.5 倍、2.0 倍、4.0 倍、8.0 倍

を示す。 

図 3： 遺伝子レベルでのスキャッタープロット図 
図 2：FoldChange により抽出された遺伝子のスキャ

ッタープロット図。赤実線：y=x。他の実線は赤実線

から外側に向かって、1.5 倍、2.0 倍、4.0 倍、8.0 倍

を示す。 

24時間後 総遺伝子数 発現増加 発現減尐

変化無し 37

1.5倍未満 29447 16528 12919

1.5倍以上／2.0倍未満 6205 3466 2739

2.0倍以上／4.0倍未満 2294 698 1596

4.0倍以上／8.0倍未満 118 5 113

8倍以上 7 0 7



 

 

点である。過去の研究で EWS-Fli1 融合タン
パクが異常な転写因子として働き、細胞周期
に異常を来すことが明らかとなっており、今
後これらの因子と細胞老化との関連を解析
する予定である。 
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