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Ependymoma, a tumor of the ependymal cells that line the walls of the ventricles, is a rare disease with a poor 
prognosis. There is a need for academia-led efforts to understand the mechanisms of ependymoma formation and 
to explore new therapeutic targets, because ependymomas are resistant to chemotherapy and difficult to treat 
surgically. The most aggressive subclass of supratentorial ependymomas have been reported to express the fusion 
protein ZFTA-RELA (named C11orf95-RELA at the time of application). In the present study, phenotypic analysis 
of ZFTA-deficient mice was performed with the aim of investigating whether serious side effects could appear in 
ependymoma treatment strategies based on functional inhibition of ZFTA-RELA. We found that ZFTA-deficient 
mice develop and grow normally and that functional inhibition of ZFTA-RELA is a promising ependymoma 
treatment strategy. From fungal extracts, we identified epi-Aszonalenin B as a compound that inhibits the NF-κB 
oncogenic signaling pathway that is activated by the expression of ZFTA-RELA. epi-Aszonalenin B is expected 
to be a lead compound for the development of ependymoma therapeutics. 

 
 

1． はじめに 
脳室の壁を構成する上衣細胞の腫瘍である上衣腫は，

100 万人中 3–5 人に発症する希少な脳腫瘍であり，す
べての神経系原発性新生物の 2–3％を占める 1-3)．小児

および成人では，安全な最大限の外科的切除が主な治

療法であり，患者の年齢，切除範囲，特定の診断によ

っては外科的切除後に原体照射法による放射線治療を

行う場合もある 4)．これまでのところ，上衣腫に対す

る化学療法の効果は限られており，有効な化学療法を

求めて現在臨床試験が進行中である 5, 6)．このように，

上衣腫は化学療法に耐性であり，脳腫瘍であることか

ら外科手術による完全な除去も困難であるという治療

困難性から，アンメットメディカルニーズ（unmet 

medical needs, いまだに治療法が見つかっていない

疾患に対する医療ニーズ）が存在し，アカデミア主導

で上衣腫形成機構を分子レベルで理解することによっ

て新たな治療標的を探索することが求められている． 
上衣腫は，3 つの解剖学的領域（テント上，後頭蓋

窩，脊髄）において，病理組織学的および分子学的特

徴の組み合わせによって分類されている 1-3)．テント上

衣腫は，胎児神経幹細胞である放射状グリア細胞に由

来し 7)，前頭葉または頭頂葉内に発症する．これらは

頭蓋内上衣腫全体の 3分の 1を占め，小児に多く（約

40％），年齢とともに頻度が減少する（45 歳以上の成
人では約 10％）．テント上上衣腫の中で最も悪性度の

高いサブクラス(ST-EPN-RELA)では，機能未知核局在
タンパク質 zinc finger, translocation associated (ZFTA, 申

請時の名称は C11orf95) と Nuclear factor-kappa B (NF-
κB) 発がんシグナル伝達経路の主要なエフェクター

転写因子 RELAの融合タンパク質（ZFTA-RELA）が発
現することが報告されている 8-10)．ST-EPN-RELAの無

増悪生存期間（PFS）は 29%（5年）と 19%（10年）
であり，全生存期間（OS）は 75%（5年）と 49%（10

年）である 11)． 
NF-κB 経路は，ストレス，サイトカイン，紫外線な

どの細胞外刺激を細胞内に伝達する細胞内シグナル伝

達経路であり，急性・慢性炎症反応，細胞増殖，アポ

トーシス，腫瘍形成など様々なプロセスに関与してい

る 12, 13)．これらの細胞外刺激がない場合，エフェクタ

ー転写因子 RELAは inhibitor of κB（IκB）に結合す

るため細胞内局在は細胞質に限定される．刺激により

IκBがリン酸化され分解されると，RELAが核に移行

し，標的遺伝子の発現を制御する．このように，RELA

の核内移行は NF-κB 経路の活性化にとって重要な過

程である．ZFTA-RELA は刺激によらず恒常的に核に

局在し，NF-κBシグナルを過剰に活性化させ，最終的
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Fig. 1 Schematic of NF-κB pathway activation  

(A) In the absence of inflammatory cytokines or other stimuli, the subcellular localization of the RELA-p50 complex (NF-κB) is restricted to 

the cytoplasm because the nuclear migration signal sequence (NLS) of RELA is masked by IκB.  

(B) When IκB kinase (IKK) is activated by inflammatory cytokines or LPS stimulation, IκB is phosphorylated bi IKK and is subsequently 

degraded by the proteasome. This exposes the NLS of RELA, which translocates NF-κB to the nucleus and triggers an inflammatory response 

via transactivation of its target genes.  

(C) When ZFTA-RELA is expressed, ZFTA-RELA is constitutively translocated to the nucleus and promotes expression of its target genes in 

a stimulus-independent manner. This excessive inflammatory response causes ST-EPN-RELA. 

 

  
に ST-EPN-RELA 発症の原因となる（Fig. 1）．ZFTA-

RELA の機能阻害は ST-EPN-RELA の治療戦略となる

ことが期待されるが 14, 15)，野生型 ZFTAの機能を阻害

することによる副作用が発現する懸念があった．また，

ZFTA-RELA の核移行機構や遺伝子発現制御機構の詳

細は不明であった．さらに，ZFTA-RELA による NF-
κB 活性化の阻害剤は ST-EPN-RELAの治療薬として

期待されているが，スクリーニング系の開発およびリ

ード化合物の探索は十分に行われていなかった．本研

究課題では，これらを解明・探索することにより，上

衣腫治療法開発に資することを目指した．  

 
2． 未熟な上衣細胞における Zfta の発現 
ZFTA-RELA は ZFTA 遺伝子発現制御領域によって

発現が制御されていることが期待されることから 16)，

ZFTA の発現プロファイルと遺伝子発現制御機構の解

明は上衣腫発症機序の理解に繋がることが期待される．

しかし，上衣細胞の発生過程における ZFTAの発現プ

ロファイルは不明であった．マウス側脳室（LV）では，

胚性 15.5 日（E15.5）頃に神経幹細胞である放射状グリ

ア細胞が上衣細胞へと運命決定される 17-19)．運命決定

された幼若な上衣細胞（pre-E1細胞）は出生時まで放

射状グリア細胞と同様の細胞形態を保ち，生後 5 日（P5）

までに形態的に成熟な上衣細胞（E1細胞）へと分化す
る 17, 20) ．LV壁におけるマウス Zfta mRNAの発現プロ

ファイルを明らかにすべく，E14.5, E17.5, P0, P2, P5, P9, 
P15 の LV 壁から合成した cDNA を用いて定量的ポリ

メラーゼ連鎖反応（qPCR）を行った（Fig. 2A）．興味

深いことに，Zfta mRNAの相対的な発現レベルは E17.5

でピークに達しており，これは放射状グリア細胞から

pre-E1細胞への運命決定（E15.5 頃）と，pre-E1細胞か

ら E1細胞への形態的分化（P0以降）の間に位置して

いた．免疫組織化学的手法により，ヒト ZFTAとマウ

ス Zfta の 両 方 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 ヒ ト

C11orf95/ZFTA 抗体を用いて E18.5 胚脳における Zfta

の発現を調べたところ，LV 壁を覆う Forkhead box 
protein J1（FoxJ1，E1 細胞を含む運動性繊毛保持細胞

に発現する転写因子）陽性細胞が Zftaを発現していた
（Fig. 2B-B'') ．これらの結果は，Zftaがマウス pre-E1

細胞の分化時に発現することを示唆している．

 



 

 

Fig. 2 Expression of mouse Zfta in embryonic pre-E1 cells 

(A) Expression profile of Zfta mRNA in the anterior portion of the lateral walls of LV assessed by qPCR. Tbp was used as an internal control. 

Data shown are the mean ± standard deviation (SD). Each point on the graph is the relative Zfta expression level of an individual mouse. N = 6 

each. 

(B-B’’) Coronal cryosections of wildtype (WT) E18.5 mouse embryos were stained with anti-human ZFTA (B) and anti-FoxJ1 (B’’) antibodies. 

The merged and magnified image of the region indicated by white boxes in B and B’’ is shown in B’’. Arrows in B’’ indicate the co-expression 

of ZFTA and FoxJ1. Bar = 100 µm. 

Figure 2, 3, and 4 are taken from Herranz-Pérez et al., 202221) and converted to black and white. This article is licensed under 

a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which permits use, sharing, adaptation, distribution, and reproduction 
in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the 

Creative Commons licence, and indicate if changes were made. To view a copy of this licence, visit below.  Full color images 
are available in the original article21). 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 
 

 
  



 

3． 上衣細胞分化を促進する転写因子群と ZFTA-
RELA による ZFTAの発現上昇 

E1 細胞を含む運動性繊毛保持細胞の分化を促進す

るいくつかの転写因子が報告されており，繊毛転写因

子（ciliary transcription factors）と呼ばれている 22, 23)．

例えば，MCIDASがコードするMulticilinはマウス胎仔

の FoxJ1 陽性前 E1 細胞で，Myb は新生児マウスの未

熟な E1細胞でそれぞれ発現し，E1細胞の分化を促進

させる 20, 24)．繊毛転写因子群が ZFTAの発現を促進す

るかどうかを調べるために，ヒト ZFTA の上流配列を

単離してルシフェラーゼレポータープラスミドに挿入

し，様々な繊毛転写因子をコードするプラスミドと共

にトランスフェクトしてルシフェラーゼ試験を実施し

た 21)．その結果，GMNC，MCIDAS，MYB，RFX1，

RFX2，RFX3がルシフェラーゼ活性を顕著に上昇させ

ることが明らかになり，繊毛転写因子群が ZFTA の発

現を促進することが示唆された．MCIDASは他の繊毛

転写因子の発現を促進するため 20)，一連の欠失コンス

トラクトを作製し MCIDAS 応答性エレメントを探索

した．その結果，ZFTA の約 250 塩基上流付近に 2 つ

のMCIDAS 応答性配列が存在することを見出した． 
293T 細胞を用いた以前の報告 16)と同様に，ZFTA-

RELA の過剰発現は，HEK293 細胞から樹立したドキ

シサイクリン誘導性ZFTA-RELA発現細胞（6E8細胞）

において内在性の ZFTA mRNAの発現を促進した（Fig. 
3A left）．しかし，ZFTA-RELAは RELA mRNAの発現

に影響を与えなかった（Fig.3A right）．前述の ZFTA上
流配列をもつプラスミドを用いたルシフェラーゼアッ

セイでは，ZFTA-RELA はルシフェラーゼ活性を増加

させたが，ZFTAまたはRELAは増加させなかった（Fig. 

3B）．これらの結果は，ZFTA-RELAが ZFTAの 5'上流

配列に存在する独自の応答性エレメントを通じてその

発現を促進している可能性を示唆している．前述の一

連の欠失コンストラクトと既報の ZFTA-RELA 結合配

列の情報 16, 25)を用いて，ZFTA-RELA 応答性エレメン

トの候補を絞りこんだところ，ZFTA の約 600 塩基上

流に ZFTA-RELA 応答性配列を見出した．これらの

MCIDASおよび ZFTA-RELA 応答配列は，E1細胞の発

生における ZFTA発現だけでなく，ST-EPN-RELAの発
症における ZFTA-RELA 発現促進に寄与することが期

待された（Fig. 3C）． 
 

4． Zfta の機能解析 
ZFTA は一次構造から亜鉛フィンガー部位を複数も

つことが予測されており，かつ核に局在することから

21)，DNA 結合タンパク質として機能することが期待さ

れた．しかしながら，ZFTA の機能解析はこれまで検

討されていなかったことから，マウス Zftaの一部がβ

-ガラクトシダーゼで置換された Zftatm1/tm1 ノックイン

マウスの表現型を解析することにより，Zfta の機能を
解明することを試みた．Zftatm1/+の交配ペアから得られ

た Zftatm1/tm1マウスは，期待されたメンデル比で観察さ

れ，少なくとも 1年間生存でき，繁殖力もあった．P31-

34 において，体重は野生型（WT）マウスと Zftatm1/tm1

マウスとで同程度であった．父方/接合体および母方/

接合体の Zftatm1/tm1 マウスも期待されたメンデル比で

観察された．また，Zftatm1/+と Zftatm1/tm1の繁殖ペアの間

で，一腹あたりの仔の数は同程度であった．これらの

結果から，ZFTAの欠損がマウスの発生，成長，生殖に

大きな障害をもたらさないことが示唆された． 
E1 細胞の発生に対する Zfta 遺伝子破壊の影響につ

いて，コントロール（WTおよび Zftatm1/+）と Zftatm1/tm1

の E1細胞の形態，遺伝子発現，繊毛運動頻度，上衣細

胞が作り出す液流の方向と速度を検討したが，これら

に異常は見られなかった（Fig. 4）．これらの結果から，

Zftatm1/tm1 マウスでは E1 細胞が正常に分化しているこ

とが明らかになった．これらの結果から，ZFTA-RELA

の ZFTA部分の機能阻害は上衣腫治療戦略なりうるこ

とが示唆された．Zfta の欠損が上衣細胞の発生や機能

に大きな影響を与えないことを考慮すると，ZFTA-
RELAの ZFTA部分の機能を阻害することは，ST-EPN-

RELA に対する副作用の少ない治療戦略となることが

期待された． 

 
5． ZFTA-RELA の核移行機構 
ZFTA-RELA は恒常的に核に局在することによって，

発がん性 NF-κB シグナルを過剰に活性化させ ST-

EPN-RELA発症の原因となるが，その詳細な核局在機

構は不明であった．我々の研究グループでは，ZFTA 配

列中の核局在シグナル配列（NLS）と，その核輸送担

体を同定した．奈良先端科学技術大学院大学物質創成

科学研究科分子複合系科学研究室の藤間祥子准教授と

の共同研究によって，この NLSに結合する核輸送担体

と ZFTA断片の共結晶構造解析を行なった結果，両者

の結合に重要なアミノ酸を複数同定した（Toma-Fukai 

et al., in revision）．これらのアミノ酸をアラニンに置換

したところ，試験管内での核輸送担体との共沈降量，

ZFTA-RELAの核移行率，NF-κB 活性，ST-EPN-RELA
形性能（国立精神・神経医療研究センター病態生化学

研究部細胞生化学研究室川内大輔室長との共同研究）

が顕著に低下した．以上の結果から，ZFTA-RELAと核

輸送担体の相互作用を阻害することによって ST-EPN-
RELAの発症が抑制されることが期待された． 

  



 

  
Fig. 3  ZFTA-RELA-responsive element upstream of ZFTA 

(A) ZFTA (left) and RELA (right) mRNA expression levels in doxycycline-inducible ZFTA-RELA expressing HEK293 cells. Cells were 

cultured in the absence (DOX-) or presence (DOX+) of doxycycline overnight, and the mRNA levels of ZFTA and RELA were quantified by 

qPCR. Data shown are the mean ± SD. Each point on the graph is the relative mRNA level of an individual sample. N = 3 each. ****, p < 0.0001; 

N.S., not significant. Note that the primer set used to amplify RELA cDNA targets the 3' UTR of RELA, so it amplifies endogenous RELA, but 

not exogenous ZFTA-RELA. 

(B) Luciferase assay upon transfection of HeLa cells with mock, RELA, ZFTA and ZFTA-RELA expression plasmids. Luciferase activities 

were normalized by the mean of the activity obtained in cells co-transfected with pGL4.26 ZFTA (-3,149 – +2) and mock plasmids. Data shown 

are the mean ± SD. N = 4 each. ****, p < 0.0001; N.S., not significant. 

(C) Luciferase assay upon transfection of HeLa cells with ZFTA-RELA expression plasmids and the series of deletion mutants for ZFTA’s 

upstream sequence used in Fig. 2B. Luciferase activities were normalized by the mean of activity obtained in cells transfected with pGL4.26 

empty plasmid. The labels on the graphs indicate only the start of the ZFTA upstream sequence. For example, pGL4.26 ZFTA (-3,149 - +2) is 

labeled as "-3,149". Data shown are the mean ± SD. N = 4 each. ****, p < 0.0001; N.S., not significant. 

(D) Schematic diagram of the constructs used in Fig. 7E. Light grey and grey letters indicate WT and mutant sequences, respectively. 

(E) Luciferase assay upon transfection of HeLa cells with ZFTA-RELA expression plasmids and the constructs shown in Fig. 7D. Luciferase 

activities were normalized by the mean of activity obtained in cells transfected with pGL4.26 ZFTA (-577 – +2), which is indicated as “-577”. 

Each point on the graph is the relative luciferase activity of an individual sample. N = 8 each. ****, p < 0.0001; N.S., not significant. 

(F) Models of the ZFTA expression in the WT allele (a) and ZFTA-RELA expression in the ST-EPN-RELA allele (b). RE, responsive element.



 

 
Fig. 4  Normal development of E1 cells in Zftatm1/tm1 mice 

(A–D) Wholemount preparations of the lateral walls of the LV were observed by SEM in WT (A) and Zftatm1/tm1 (B) mice. Bar = 2.5 µm. The 

number (C; n = 40 E1 cells from 4 control mice, n = 41 E1 cells from 4 Zftatm1/tm1 mice; p = 0.80) and length (D; n = 48 cilia from 4 control mice, 

n = 48 cilia from 4 Zftatm1/tm1 mice; p = 0.28) of E cells’ motile cilia were quantified and plotted. Data shown are the mean ± SEM. Each point on 

the graph is the number of cilia in an individual E cell (C) and the length of an individual cilium (D). N.S., not significant. 

(E–K) Wholemount preparations of the lateral walls of LV at P30–35 were stained with antibodies against γ-tubulin (green in E,F), GFAP 

(green in H,I), acetylated tubulin (green in J,K) and β-catenin (magenta in E,F,H-K) in the control (E,H,J) and Zftatm1/tm1 (F,I,K) mice. Bars = 10 

µm (H,I,L–Q) and 40 µm (I,K). (G) The number of BBs was quantified in the WT (n = 48 E1 cells from 3 mice) and Zftatm1/tm1 (n = 48 E1 cells 

from 3 mice, p = 0.50) E1 cells. Data shown are the mean ± SD. Each point on the graph is the number of BBs in an individual E1 cell. 

(L–Q) Coronal cryosections were stained with anti-𝛂SMA (green in L,M), anti-FoxJ1 (magenta in L,M,P,Q), anti-CD24 antigen (green in 

N,O), anti-S100β (magenta in N,O) and anti-RFX1 (green in P,Q) antibodies in the control (L,N,P) and Zftatm1/tm1 (M,O,Q) mice at P30–35. Bar 

= 10 µm. The white arrows in N and O indicate the CD24-immunoreactive motile cilia of E1 cells. The white arrows and arrowheads in P and Q 

indicate the RFX1/FoxJ1-double positive E1 cells and RFX1-positive parenchymal cells, respectively. LV, lateral ventricle; St., striatum.

  



 

6． ZFTA-RELA の発現による NF-κB 経路活性化

を阻害する化合物の探索 
ZFTA-RELA の発現により誘導される NF-κB 活性
の阻害剤は，ST-EPN-RELA の治療薬となることが期

待される 14)．NF-κB 阻害剤スクリーニングのための

アッセイ系を得るために，市販の HEK293由来 NF-κ

B 応答性ルシフェラーゼレポーター細胞株に，ドキシ

サイクリン（DOX）誘導性 ZFTA-RELA-FLAGカセッ

トを導入した．最も高いルシフェラーゼ活性比

（100ng/mLのDOXで培養したクローンのルシフェラ

ーゼ活性／DOX なしで培養したクローンのルシフェ

ラーゼ活性）を示したクローンを選択し，6E8 と命名

した．この細胞株は，扁平な形態を示し，DOX非存在
下および存在下で単層に増殖した．6E8は，DOXの用

量依存的に ZFTA-RELA-FLAG の発現とルシフェラー
ゼ活性を示した． 

糸状菌は，様々な二次代謝産物を生産することから，

医薬品開発において有用な生物資源である．真菌の二

次代謝産物から発見された臨床的に重要な薬剤には，

Penicillium sp.から得られたペニシリンや Aspergillus 

terreusから得られたロバスタチンがある 26)．千葉大学

真菌医学研究センターバイオリソース管理室矢口貴志

准教授にご提供いただいた各種真菌株の菌体および培

地から抽出物を得て，6E8 細胞を用いて ZFTA-RELA

によって誘導される NF-κB 応答性ルシフェラーゼ活

性の阻害剤をスクリーニングした（武蔵野大学薬学部

生薬化学研究室市瀬浩志教授，石川和樹助教との共同

研究．本学共同研究ユニット「アンメットメディカル

ニーズを満たす新薬創生プロジェクト」による研究成

果）．その結果，Aspergillus lentulus 抽出物から BV2お

よび初代ミクログリア細胞で NF-κB 経路を阻害する

ことが示されている terreinを同定した 27)．これらの結

果は，6E8を用いたルシフェラーゼアッセイが ZFTA-
RELA 融合タンパク質の発現によって誘導される NF-

κB 活性に対する阻害剤をスクリーニングするため

の信頼できるアッセイ系であることを示している． 

A. lentulus 以外で NF-κB 阻害活性を示した A. 
novofumigatus IFM 60866 の抽出物を分画し (Fig. 5A) ，

ZFTA-RELA によって誘導される NF-κB 応答性ルシ

フェラーゼ活性に対するこれらの画分の影響を評価し

た (Fig. 5B)．オクタデシル C18カラムを用いた LPLC
のフラクション 5 は統計的に有意な阻害を示し，

Aszonaleninを含んでいた［Fig. 5C（1）］．6E8を用いた

NF-κB 応答性ルシフェラーゼ活性の阻害は，細胞生

存，細胞増殖，ルシフェラーゼ反応の阻害など，非特

異的な阻害によるものも含むと考えられる．

HeLa/CMV-luc 細胞株はサイトメガロウイルス（CMV）

のエンハンサー/プロモーターの制御下でルシフェラ

ーゼを恒常的に発現するため，この株を用いたルシフ

ェラーゼ活性の阻害（以下，カウンターアッセイ）は，

非特異的阻害を反映する．本研究で用いたすべての濃

度において，Aszonaleninはカウンターアッセイのルシ

フェラーゼ活性よりも ZFTA-RELA による NF-κB 応

答性ルシフェラーゼ活性を強く阻害した（Fig. 6A）．こ
れらの結果は，Aszonaleninによる NF-κB 応答性ルシ

フェラーゼ活性の阻害が，少なくとも部分的にはルシ

フェラーゼ反応の非特異的阻害に起因しないことを示

唆するものである． 
菌類は構造的に類似した二次代謝産物を生産してお

り，その活性を測定することで，より活性が高く細胞

毒性の低い化合物の同定に役立てることができる 28, 29)．

我 々 は ， A. novofumigatus IFM 60866 か ら

Acetylaszonalenin [Fig. 5A,C(2)] ，および epi-aszonalenin 

B と C [Fig. 5C(3),(4),D] を A. novofumigatus IFM 55215 
から単離し 30)，NF-κB 応答性ルシフェラーゼアッセ

イとカウンターアッセイで評価した（Fig. 6B-D）．
acetylaszonaleninは，NF-κB 応答性ルシフェラーゼ活

性だけでなく，カウンターアッセイのルシフェラーゼ

活性も強く阻 害した（ Fig. 6B）ことから，

acetylaszonalenin が非特異的阻害作用を持つことが示

唆された．epi-aszonalenin C は，低濃度（≦3μg/mL）

ではこれらのルシフェラーゼ活性を同程度に阻害した

が，高濃度（≧10μg/mL，）では NF-κB 応答性ルシフ

ェラーゼ活性をカウンターアッセイのルシフェラーゼ

活性よりも強く阻害した（Fig. 5D）．しかし，これらの

高濃度では，epi-aszonalenin Cはカウンターアッセイの

ルシフェラーゼ活性を 50%以上阻害した（Fig. 6D）．

一方，ZFTA-RELAの発現により誘導される NF-κB 応

答性ルシフェラーゼ活性に対する epi-aszonalenin B の

阻害効果は，カウンターアッセイに対する阻害効果が

小さい低濃度（≦3μg/mL）においても統計的に有意に

大きかった（Fig. 6C）．これらの結果は，epi-aszonalenin 
B が ZFTA-RELA 誘導型 NF-κB 応答性ルシフェラー

ゼ活性を阻害することを示唆している． 
6E8 細胞では，内因性 NF-κB 応答性遺伝子である

CCND1，ICAM，L1CAMの 3種の発現が DOX濃度依
存的に増加した．次に，これらの遺伝子の発現に及ぼ

す aszonaleninおよび epi-aszonalenin Bの影響を定量的

PCRを用いて検討した．6E8を 300 ng/mL DOX存在下

で培養した場合，CCND1の発現量は DOX非存在下に
比べて有意に増加した（Fig. 7A）．この CCND1の発現

量の増加は，epi-aszonalenin B（Fig. 7A）の添加により

有意に抑制されたが，aszonalenin（Fig. 7A）には抑制さ

れなかった．同様に，epi-aszonalenin Bは，aszonalenin 



 

  
Fig. 5 Identification of aszonalenin as an inhibitor for ZFTA-RELA-induced NF-κB responsive luciferase activity. 

(A) Purification scheme of aszonalenin and acetylaszonalenin from A. novofumigatus IFM 60866. AcOEt, ethyl acetate; ext., extract; Fr., 
fraction; HCOOH, formic acid; MeCN, acetonitrile; MeOH, methanol. 

(B) Effect of extracts from A. novofumigatus IFM 60866 on NF-κB responsive luciferase activity induced by expression of ZFTA-RELAFUS1 
in 6E8 cells. Each fraction was added at a final concentration of 10 μg/mg in 0.1% dimethyl sulfoxide (DMSO). The mean value of the DMSO 
control was set to 100%. n = 8 each. Data shown are the mean ± SD. The dots on the graph are RLU of individual samples. The results of 
comparison with DMSO control by Tukey's test are shown: N.S., not significant; ***, p = 0.001.  

(C) Structures of aszonalenin (1), acetylaszonalenin (2), epi-aszonalenin B (3), and epi-aszonalenin C (4). 
(D) Purification scheme of epi-aszonalenin B and C from A. novofumigatus IFM 55215. 
Figures 4, 5, and 6 are reprinted with permission from Ishikawa et al. 2022, Biochem Biophys Res Commun15). 

  



 

  

Fig. 6 Titration assays of aszonalenins and epi-aszonalenins. 

(A–D) Titration assays of aszonalenin (A), acetylaszonalenin (B), epi-aszonalenin B (C), and epi-aszonalenin C (D) in ZFTA-RELA-induced 

NF-κB responsive (white bars) and CMV-enhancer/promoter-driven constitutive (gray bars) luciferase activities. The mean value of the DMSO 

control was set to 100% RLU. Data shown are the mean ± SD. Each point on the graph is RLU of an individual sample. N = 4 each. N.S., not 

significant; *, p < 0.05; ***, p < 0.0005; ****, p < 0.0001. 

 

 

 

Fig. 7 Effect of aszonalenin and epi-aszonalenin B on the expression of endogenous NF-κB responsive genes. 

(A–C) Relative expression levels of CCND1 (A), ICAM1 (B), and L1CAM (C) mRNAs in 6E8 cells cultured overnight in the absence (-) or 

presence (+) of 300 ng/mL DOX. The mRNA level of the DOX control is set to 100%. Aszonalenin (Asz.) or epi-aszonalenin B (epi-B) dissolved 

in DMSO were added at 3 μg/mL to 6E8 cells cultured in the presence of DOX. DMSO indicates solvent control. TBP was used as an internal 

control. Data shown are the mean ± SD. Each point on the graph is the relative mRNA expression level of an individual sample. n = 8 each. N.S., 

not significant; *, p < 0.05; ***, p ≤ 0.0005; ****, p < 0.0001.



 

ではなく，DOX投与により誘導される ICAM1および
L1CAMの発現を抑制した（Fig. 7B,C）．これらの結果

は，epi-aszonalenin Bが ZFTA-RELA発現によって誘導

される NF-κB 活性化を抑制することを示唆している． 

本研究では，6E8 細胞における ZFTA-RELA 誘発 
NF-κB 反応性ルシフェラーゼレポーター活性に対す

る阻害剤を同定するためのスクリーニング系を構築し， 
A. novofumigatus IFM 60866 および 55215 からそれぞ

れ aszonalenin および epi-aszonalenin B を同定した．

aszonaleninは，ウニ胚で異常な二次卵割を誘発するこ

とと，β-グルコシダーゼ活性を阻害することが知られ

ているが 31, 32)，aszonaleninおよび epi-aszonalenin B が 

NF-κB 応答性ルシフェラーゼレポーター活性を阻害

することは報告されていない．本研究では，aszonalenin

は NF-κB 反応性ルシフェラーゼ活性を阻害したが，

内在性 NF-κB 反応性遺伝子の発現は阻害しなかっ

た．これは，それらの応答性エレメントの配列の違い

によるものと考えられる．6E8 細胞を用いたルシフェ

ラーゼアッセイは簡便かつ定量的であるため一次スク

リーニングに適しているが，その後のスクリーニング

では内在性応答遺伝子の発現を考慮した多角的な検討

が必要と考えられる．本研究により，epi-aszonalenin B 
が ST-EPN-RELA 治療薬開発のためのリード化合物

となることが判明した．今後は，より広い安全性範囲

と高い NF-kB 阻害活性を持つ化合物を同定するため

の合成開発研究が必要であると考えられる． 
 

7． 結語 
ST-EPN-RELAは治療困難な疾患であるが，発症原因

遺伝子変異の同定 8-10)を契機として発症機構の理解が

急速に深まった．しかしながら，化学療法の確立は未

だなされておらず，早急な対策が求められている．本

研究は ST-EPN-RELA 発症機構を分子レベルで理解す

るとともに，新たな治療薬のリード化合物となりうる

化合物を探索した．今後の更なる研究展開により ST-

EPN-RELAを克服できる日が来ることを期待している． 
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