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研究成果の概要（和文）：明細胞肉腫の発生における、EWS/ATF1融合遺伝子の役割を解明する目的で、EWS/ATF1トラン
スジェニックマウスを用いた腫瘍モデルを作製した。EWS/ATF1発現マウスの全例で、全身の皮下組織に多発軟部腫瘍が
発生した。その組織像は明細胞肉腫と類似した特徴を有していた。EWS/ATF1により発生する腫瘍の起源を検討したとこ
ろ、神経提由来の細胞であることが明らになった。EWS/ATF1の発現誘導によって、Fosの発現量が著明に増加しており
、ヒト明細胞肉腫においてもFOSの発現抑制が抗腫瘍効果を示した事実から、FOSは明細胞肉腫の分子標的治療の重要な
標的候補になり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Clear cell sarcoma (CCS) is characterized by t(12; 22) translocation, leading to 
the expression of a chimeric EWS/ATF1 fusion gene. However, little is known about the mechanisms 
underlying how EWS/ATF1 is involved in the development of CCSs. We generated EWS/ATF1-inducible mice, and 
examined the effects of EWS/ATF1 expression in adult cells. We show that the forced expression of 
EWS/ATF1 results in the development of EWS/ATF1-dependent sarcomas in mice. The histology of 
EWS/ATF1-induced sarcomas resembles that of CCSs and EWS/ATF1-induced tumor cells express CCS-markers, 
such as Mitf. A lineage tracing experiment revealed that such sarcomas are derived from neural 
crest-lineage cells. Finally, we found that EWS/ATF1 directly induces Fos in an ERK-independent manner, 
and demonstrated that the increased Fos expression is important for the active cell proliferations. Our 
results indicate that FOS could be a promising therapeutic target for the treatment of EWS/ATF1-related 
sarcomas.

研究分野：骨軟部腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
明細胞肉腫では 12 番染色体と 22 番染色体

の転座による融合遺伝子 EWS/ATF1 が発現

しており，融合蛋白質 EWS/ATF1 が異常な転

写活性を引き起こすことで、発がんを誘発

していると考えられている。しかしながら

明細胞肉腫の発生における、EWS/ATF1 融合

遺伝子の詳細な役割に関しては未だ解明さ

れていない。そこで本研究では EWS/ATF1

トランスジェニックマウスを用いた腫瘍モ

デルの作製を試み、腫瘍発生のメカニズム

を検証した。 
２．研究の目的 
明細胞肉腫の発生における、EWS/ATF1 融合

遺伝子の役割を解明する。 
３．研究の方法 
① ドキシサイクリンによりEWS/ATF1融合

遺伝子を発現誘導できるトランスジェ

ニックマウス（以下 EWS/ATF1 発現誘導

マウス）を作製した。はじめに EWS/ATF1

発現誘導マウスから採取したマウス胎

児線維芽細胞(MEF)に EWS/ATF1 を発現

させて，EWS/ATF1 の MEF 増殖能への影

響を評価した。 

② EWS/ATF1 発現誘導マウスにおける腫瘍

形成を評価し，発生した腫瘍の組織学

的検討を行った。 

③ 胎生期において神経提に特異的に発現

する遺伝子である Wnt1，Mpz を用い、

神経提に由来する細胞をそれぞれβ-

ガラクトシダーゼ，EYFP で標識するレ

ポーター遺伝子をEWS/ATF1発現誘導マ

ウスに組み込み，EWS/ATF1 により発生

した腫瘍の由来となる細胞を検討した。 

④ EWS/ATF1 発現誘導マウスに発生した腫

瘍から樹立した肉腫細胞株（以下

G1297,G1169）における EWS/ATF1 の発

現と腫瘍細胞増殖能を評価した。G1297

をヌードマウス皮下に移植し，

EWS/ATF1 の発現と腫瘍形成能の関係を

評価した。 

⑤ G1297 における EWS/ATF1 の発現量を変

化させ，前後の遺伝子発現パターンの

違いをマイクロアレイで比較すること

で，EWS/ATF1 の標的遺伝子について検

討した。 

⑥ EWS/ATF1 の標的遺伝子として Fos に着

目し，EWS/ATF1 発現誘導マウスに発生

した腫瘍におけるEWS/ATF1と Fosの発

現量を評価した。また，ルシフェラー

ゼレポーターアッセイを用いて

EWS/ATF1によるFos のプロモーター活

性を評価した。さらにクロマチン免疫

沈降法にて Fos のプロモーター領域へ

のEWS/ATF1の直接的結合の有無を評価

した。 

⑦ EWS/ATF1 発現腫瘍の増殖における Fos

の機能を検証するため，G1297 に Fos

を標的とした siRNA を投与し細胞増殖

能を評価した。また G1297 に Fos 発現

ベクターを形質導入した Fos 過剰発現

細胞株を樹立して，細胞増殖能を評価

した。さらに EWS/ATF1 を発現している

ヒト明細胞肉腫細胞株（MP-CCS-SY, 

KAS）に FOS に対する siRNA を投与し，

細胞増殖能を評価した。 
４．研究成果 

① EWS/ATF1 発現誘導 MEF は，EWS/ATF1

の発現により細胞増殖が抑制された。 

② EWS/ATF1 発現マウスの全例で、全身の

皮下組織に多発軟部腫瘍が発生した。

一方 EWS/ATF1 非発現群では腫瘍形成

は認めなかった。組織学的には，明瞭

な核小体と淡明な細胞質からなる腫瘍

細胞が筋肉に接して増殖し明細胞肉腫

と類似した特徴を有していた。免疫組

織染色では神経提由来細胞で発現が認

められる S100, Sox10, Mitf が腫瘍細

胞で陽性であった。 

③ レポーター遺伝子を組み込んだマウス

に発生した腫瘍は全例で X-gal 染色陽

性，または EYFP 陽性であったことから，

EWS/ATF1 により発生する腫瘍の起源

は神経提由来の細胞であることが明ら

になった。 

④ G1297 および G1169 の細胞増殖能は

EWS/ATF1 の発現量依存的に増加した。



また G1297 細胞を皮下に移植したヌー

ドマウスにおいて、ドキシサイクリン

の投与により EWS/ATF1 を発現誘導し

た群では全例に腫瘍が発生したが,ド

キシサイクリン非投与群では腫瘍形成

はみられなかった。 

⑤ G1297 のマイクロアレイ解析では、

EWS/ATF1 の発現誘導によって、細胞増

殖の制御遺伝子である Fos の発現量が

著明に増加していた。 

⑥ Fos のプロモーター解析にて，

EWS/ATF1 が Fos プロモーター上の

cAMP-resposive element (CRE)に直接

結合して Fos の転写を活性化していた。 

⑦ Fos を siRNA により抑制すると G1297

の細胞増殖能は抑制された。一方

G1297 に Fos を恒常的に発現させた細

胞株では、EWS/ATF1 の発現を停止させ

ても細胞増殖能は維持された。また，

ヒ ト 明 細 胞 肉 腫 細 胞 株

（MP-CCS-SY,KAS）の増殖能も FOS の

siRNA により抑制された。 

【 考察 】  
今回、EWS/ATF1 発現誘導マウスの解析から、
EWS/ATF1 はマウスに軟部腫瘍を発生させ，
かつ、その増殖と維持に必須であることが
明らかとなった。①EWS/ATF1 により発生し
た腫瘍の起源は一様に神経提由来の細胞で
あったこと，②EWS/ATF1 を強制発現させた
MEF では増殖が抑制されたこと、③
EWS/ATF1 発現誘導マウスの皮下組織以外
では腫瘍が発生しなかったことより、
EWS/ATF1 よる発がん性形質転換は神経提
由来細胞特異的に生じることが示唆された。
さらに EWS/ATF1 発現腫瘍の増殖には、
EWS/ATF1によるFosの転写の活性化が関与
しており、ヒト明細胞肉腫においても FOS
の発現抑制が抗腫瘍効果を示した事実から，
FOS は明細胞肉腫の分子標的治療の重要な
標的候補になり得ることが示唆された。 
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