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研究成果の概要（和文）：大腸癌細胞では高頻度にWnt/beta-cateninシグナルが亢進し、これによりBMP4遺伝子
の転写が亢進しており、この機能解析を行った。その結果、BMPI型受容体キナーゼ阻害剤によりこのシグナルを
阻害すると、癌細胞にアポトーシスが誘導され、腫瘍形成が抑制された。またRNA-seqから、BMP-4は脱リン酸化
酵素DUP5の発現を減少させ、Erkを活性化することでアポトーシス耐性を生じさせていることが判明した。本研
究ではBMP-4シグナルを介した大腸癌細胞のアポトーシス制御の分子メカニズムを解明し、BMP阻害剤を用いた分
子標的治療の可能性を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：Poor prognoses for colorectal cancer patients with metastatic lesions have 
driven demand for the development of novel targeted therapies. Here we demonstrate that expression 
of bone morphogenetic protein 4 (BMP-4) is universally upregulated in human colorectal cancer cells 
and tissues, resulting in activated BMP signaling. Inhibition of endogenous BMP signaling by the BMP
 type I receptor inhibitor LDN-193189 elevated expression of the phosphatase DUSP5 in colorectal 
cancer cells, inducing apoptosis via dephosphorylation of Erk MAPK. Administering LDN-193189 to mice
 diminished tumor formation of colorectal cancer cells. Our findings suggest inhibition of autocrine
 BMP-4 as a candidate treatment strategy for colorectal cancer.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
Transforming growth factor-beta 
(TGF-beta)ファミリーは TGF-beta、Bone 
morphogenetic protein (BMP)、Activin など、
33 種類のメンバーから構成されるサイトカ
イン群である。1980 年代初頭に TGF-beta
の形質転換作用が発見されて以来、現在まで
に多様な TGF-beta の生物学的作用が明らか
にされてきた。特に最近では進行癌における
TGF-beta の腫瘍促進作用が注目されている
が、研究代表者自身も TGF-beta シグナルを
阻害することで、乳癌細胞などの転移が抑制
されることを見出しており、癌治療における
TGF-beta 阻害剤の有用性が着目されている。
ところが、同じ TGF-beta ファミリーメンバ
ーである BMP に関しては、TGF-beta と同
様に多様な生物学的作用が明らかにされて
いながら、癌の進展における BMP の役割が
明確になっていない。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では大腸癌の進展における
BMP シグナルの機能解析を行った。研究代
表者自身による予備的な検討から、大腸癌細
胞は自己分泌的に BMP-4 を産生しているこ
とがわかっている。そこで、この BMP-4 を
介したシグナル伝達が、大腸癌治療における
新規分子標的として有用であるかどうか検
証を行った。 
また、近年では特異性の高い BMP 阻害剤の
開発がすすみ、進行性骨化性線維異形成症
(Fibrodysplasia ossificans progressive; 
FOP)など、一部の BMP 関連疾患の治療への
応用が検討されており、これらの薬剤の大腸
癌治療への有用性に関しても言及した。特に
これらの阻害剤であれば、完全なる新規の薬
剤ではなく、他疾患で実績のある既存の阻害
剤をリポジショニングすることになり、臨床
試験に進めやすいとも期待される。 
 
３．研究の方法 
以下の 3 項目の検討をおこない、BMP-4 シ
グナルが大腸癌治療における新規分子標的
になるの proof of concept を検証した。 
 
(1)大腸癌における BMP-Smad シグナルの可
視化：ヒト大腸癌症例における BMP-4 発現
量やリン酸化 Smad の発現量が、大腸癌症例
の予後や各種治療効果に相関しているか、臨
床情報との照合を行い、解析を行った。解析
には抗 BMP-4 抗体、抗リン酸化 Smad 抗体
による免疫組織化学染色を用いた。 
 
 (2) 大腸癌における BMP シグナルの
pro-oncogenic 作用とその分子メカニズムの
解明：BMP-4 が大腸癌細胞にアポトーシス
耐性を獲得させる分子メカニズムを解明し
た。具体的には RNA シーケンシング解析か
ら、BMP-Smad の標的遺伝子を網羅的に探
索した。さらに探索された標的遺伝子のうち、

アポトーシス耐性など、細胞の生存の制御に
関わると予想されるものを抽出し、その関与
を検証した。 
 
(3)大腸癌治療における BMP 阻害剤の有用
性：BMP 阻害剤が BMP-Smad シグナルを効
果的に阻害するか検証するために、大腸癌細
胞における BMP 標的遺伝子の発現誘導に対
する阻害効果、BMP 応答性レポーター活性
に対する阻害効果、アポトーシス誘導活性を
検討し、スクリーニングをおこなった。さら
にマウスに対する大腸癌移植モデルにおい
て、腫瘍増大や転移形成に対する阻害効果を
評 価 し た 。 BMP 阻 害 剤 と し て は
LDN-193189 を使用した。またシグナル阻害
の特異性を検証するために、既存 BMP アン
タゴニストである Noggin を利用した。 
 
４．研究成果 
(1)予備的検討からヒト大腸癌細胞株では
BMP-4 が自己分泌されていることがわかっ
ている。そこで、まず BMP-4 発現亢進が、
Smad シグナル伝達を活性化させているか、
ヒトの臨床検体を用いて検討を行った。ヒト
大腸癌症例の原発腫瘍組織に用いて、BMP-4
やリン酸化 Smad1/5 に対する抗体による免
疫組織化学染色を行ったところ、正常大腸上
皮細胞に比べ、大腸癌細胞では BMP-4 発現
が亢進し、これによって内在性に Smad1/5
シグナル伝達が活性化していることがわか
った（図 1）。また、National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) のGene 
Expression Omnibus (GEO) 等にアクセス
し、複数の public database を用いた解析か
らも上記の傾向が再現された。さらに各病期
の大腸癌症例の予後と BMP4 mRNA 発現量
の相関性しらべたところ、少なくとも stage 
II の大腸癌症例では、BMP4 mRNA 発現量
が独立した予後規定因子であることがわか
った。 

 
(2)次に、大腸癌細胞における BMP-4 発現亢
進の分子メカニズムの解明を行った。既知の
報告に基づき、siRNA 等を使用した生化学実
験を行ったところ、BMP4 遺伝子の発現は、
大腸癌細胞において高頻度に亢進している
Wnt/beta-catenin シグナルの異常によるも
のであることが示唆された。特にクロマチン



免 疫 沈 降 -PCR 解 析 の 結 果 か ら 、
Wnt/beta-catenin シグナル伝達に重要な転
写因子 transcription factor 4 (TCF4)が
BMP4 の locus に直接的に結合していること
がわかり、Wnt/beta-catenin シグナル亢進が
BMP4 転写亢進に重要であることが示唆さ
れた。 
 
(3)また BMP-4 を標的とした siRNA や
shRNA を用いた検討を行った。この結果、
BMP-4 の発現をノックダウンすると、大腸
癌細胞にアポトーシスが誘導され、in vivo
での腫瘍形成能が低下することがわかった。
さらに、BMP 受容体キナーゼ活性阻害作用
を有する低分子化合物 LDN-193189 を添加
すると大腸癌細胞にアポトーシスが誘導さ
れた（図 2）。 

さらに LDN-1931789 はマウスに投与すると、
移植された大腸癌細胞の腫瘍形成を有意に
抑制する作用を有していることがわかった
（図 3）。 
 

(4)最後に、大腸癌細胞のアポトーシス制御に
重要な BMP-4 標的遺伝子の同定を試みた。
特に大腸癌細胞の生存には extracellular 
signal-regulated kinase mitogen-activated 
protein kinase (Erk MAPK) を介したシグ
ナル伝達が深く関わっていることから、RNA
シーケンシング解析を用いたスクリーニン
グを行い、大腸癌細胞での Erk のリン酸化を
制御する遺伝子を重点的に捜索した。この結
果、BMP-4 は Erk の脱リン酸化酵素のひと
つである dual specificity phosphatase 5 
(DUSP5)の発現を減少させ、これによって

Erk MAPK の活性を高めることで、大腸癌細
胞にアポトーシス耐性を生じさせているこ
とが判明した。 
 
(5)これまでの研究成果から、大腸癌細胞では
高頻度に Wnt/beta-catenin シグナルが亢進
しているが、これにより TCF4 が BMP4 の
locus に直接的に結合することで BMP4 遺伝
子の転写が亢進していることが明らかにな
った。またこれによって自己分泌的に活性化
し て い る BMP-4-Smad シ グ ナ ル を 、
LDN-193189 をはじめとした BMP I 型受容
体キナーゼ阻害剤によって減弱させること
で、大腸癌細胞にはアポトーシスが誘導され、
結果として腫瘍形成が減弱されることがわ
かった（図 4）。 
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