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研究成果の概要（和文）：　新規BCOR変異(BCOR internal tandem duplication : BCOR-ITD)は、ポリコームの
形成に重要なドメイン内に重複を生じた変異である。
　BCOR-ITDは、BCOR結合因子であるBCL6およびPCGF1を結合可能であることが明らかとなった。BCOR-ITDが他の
腫瘍で認められるBCOR変異とは異なる機序で腫瘍を発生させる可能性がある。腫瘍検体を用いたヒストン修飾解
析（ChIPシークエンス）の結果、特徴的なヒストン修飾領域が存在した。その領域は、DNAメチル化解析におい
ても同様に特徴あるパターンを示した。

研究成果の概要（英文）： Clear cell sarcoma of the kidney has a characteristic novel BCOR 
abnormality; i.e. duplicated sequences at important domain for polycomb repressive complex formation
 (BCOR internal tandem duplication: BCOR-ITD). We investigated binding ability of BCOR-ITD to BCOR 
binding proteins. 
 BCOR-ITD was capable to bind BCL6 and PCGF1, both of which are BCOR binding proteins. Therefore, 
BCOR-ITD could be involved in tumorigenesis by potential different mechanisms from BCOR loss of 
function mutations, such as frameshift and nonsense mutations. As a result of histone modification 
analysis of tumor samples using ChIP-sequencing, clear cell sarcoma of the kidney had some 
distinctive peak regions. The regions were also exhibited unique pattern in DNA methylation 
analysis.

研究分野：小児がん
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１． 研究開始当初の背景 

小児腎腫瘍には、腎芽腫(Wilms)、腎明細
胞肉腫(CCSK)、腎ラブドイド腫瘍(RTK)、間
葉芽腎腫(CMN)などが含まれる。Wilms、RTK,
と CMN の一部については、それぞれ特徴的な
遺伝子変異が報告されたことで、鑑別診断が
可能となり、腫瘍発生機序の解明が進みつつ
ある。しかし、CCSK に関しては、共通した遺
伝子変異の報告がなく、病理学的所見も多様
なため、診断が困難で病態解明も進んでいな
かった。欧米の研究者から、CCSK の 12％に
YWHAE-NUTM2 融合遺伝子が認められることが
報告されたが、国内の CCSK患者においては、
検出されていなかった。我々は、CCSK の分子
遺伝学的特徴を明らかにするために、DNA メ
チル化修飾に注目して解析を行い、CCSK の
DNA が他の腫瘍に比べて高メチル化傾向にあ
ることを明らかにしている。この DNA 高メチ
ル化は、ヒストン修飾に関連する遺伝子の変
異に起因する可能性があると考え、DNA メチ
ル化データから、候補遺伝子を絞り込み、
BCL6 corepressor (BCOR)遺伝子異常の発見
に至った。BCOR 遺伝子の異常は、他の種類の
多くの小児がんで報告されているが、その変
異型や変異箇所から機能喪失型と考えられ
ている。 
我々の発見した変異は、in-frame internal 

tandem duplication (ITD)という、珍しい変
異型であり、特に BCOR における ITD 変異
(BCOR-ITD) は、初めての報告である。
BCOR-ITD は、CCSK 全例に共通して認められ
ること、ポリコーム複合体の 1つである BCOR
複合体(異性型 PRC1)の形成に重要な PCGF 
Ub-like fold discriminator (PUFD) ドメイ
ンに変異が生じていることから、BCOR-ITD が
ポリコーム機能異常を介して CCSK の腫瘍発
生を誘導するドライバー遺伝子である可能
性が考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究は CCSK の腫瘍発生メカニズムを明
らかにすることを目指している。主に新規
BCOR-ITD 変異の機能について、タンパク質結
合能、複合体形成能およびエピゲノム異常に
ついて解析することで、他の小児がんで認め
られる BCOR 変異との相違を明らかにするこ
とを目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1) CCSK における BCOR 結合因子およびポリ
コーム複合体関連因子の遺伝子発現解析： 
 腫瘍検体（Wilms 6 例、CCSK 6 例、RTK 5
例、CMN 9 例、非腫瘍部腎組織 5 例）から RNA
を抽出し、定量 PCR にて CCSK における BCOR
結合因子およびポリコーム複合体関連因子
の遺伝子発現解析を行った。 
 
(2) BCOR-ITD における既知の BCOR 結合タン
パク質結合能の検討： 
 BCOR 結合タンパク BCL6 および MLLT3 を

其々、Myc タグ融合タンパクとして HEK293 細
胞 に て BCOR タ ン パ ク と 一 過 性
co-transfection を行った。 BCOR タンパク
は、野生型、BCOR-ITD 変異、ナンセンス変異
（S1642X, E1732X）を FLAG タグ融合タンパ
クとして発現させ免疫沈降を行った。 
 
(3) BCOR-ITDのポリコーム複合体形成能の検
討： 
① HEK293 細胞にレトロウイルスベクターに
て Myc タグ融合 PCGF1 を安定発現させ、FLAG
タグ融合 BCOR を一過性に発現させた。  
② HEK293 細胞に Myc タグ融合 PCGF1 と FLAG
タグ融合 BCOR を co-transfection し免疫沈
降を行った。 
 
(4) CCSK におけるヒストン修飾の検討： 
CCSK 腫瘍検体 3例および非腫瘍部腎組織 3

例の抗 H3K4me3 抗体, 抗 H3K27ac 抗体, 抗
H3K9me3 抗体, 抗 H3K27me3 抗体による ChIP
シークエンス解析を行い、CCSK における特徴
的なヒストン修飾領域を探索した。 
 

(5) ゲノム編集による BCOR-ITD 変異細胞株
の作出の試み： 
 ヒト線維肉腫由来 HT1080 細胞,ヒト胎児肺
由来 MRC5細胞, ヒト胚性癌細胞株NT2細胞, 
ヒト胎児腎細胞株 HEK293 細胞を用い、
CRISPR/Cas9 にてゲノム編集を行った。BCOR
遺伝子の下流に薬剤耐性遺伝子を組み込ん
だ。 
 
４．研究成果 
(1) CCSK における BCOR 結合因子およびポリ
コーム複合体関連因子の遺伝子発現解析  
BCOR 結合因子である BCL6 及び MLLT3 の遺

伝子発現は、非腫瘍部腎組織(Kidney)および
他の小児腎腫瘍に比べ、CCSK において有意な
増加が認められた。一方で、PCGF1 の遺伝子
発現は腫瘍病型間での差を認めなかった。
(図１) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ポリコーム複合体関連因子の発現について、
RING1B, KDM2B, CBX4, CBX8, EZH2, EED, BMI1
は、非腫瘍部腎組織に比べ全ての小児腎腫瘍
で発現増加の傾向を認めた。特に、RING1B, 
KDM2B, CBX4, EZH2 は、CCSK において有意な
増加を認めた。CBX2, SUZ12 は、非腫瘍部腎
組織に対して有意な差を認めなかった(図
２)。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) BCOR-ITD における既知の BCOR 結合タン
パク質結合能の検討 
 BCOR と BCL6 の結合について、免疫沈降の
結果、野生型、BCOR-ITD、ナンセンス変異共
に結合が認められた。MLLT3 との結合につい
ては、全ての BCOR との結合を確認すること
が出来なかった。 
 
(3) BCOR-ITDのポリコーム複合体形成能の検
討 
 HEK293 細胞にてレトロウイルスによる
PCGF1 安定発現細胞を作成し、BCOR を一過性
発現させたところ、野生型および BCOR-ITD
変異においてPCGF1タンパクの発現量がBCOR
の発現量に依存する結果を得た。一方で
PCGF1 結合ドメインの多くを欠失したナンセ
ンス変異（S1642X）においては、PCGF1 の発
現量の上昇を認めなかった。 
 BCOR と PCGF1 の結合を確認するため、其々
を co-transfection にて発現させ、免疫沈降
を行った。その結果、BCOR-ITD と PCGF1 の結
合率は、野生型(Wild)に比べてやや低い傾向
があるものの、有意な差を認めなかった。一
方で、S1642X 変異においては、PCGF1 との結
合率が極めて低かった。E1732X 変異は、Wild
に比べて明らかに低いものの、S1642Ｘ変異
よりも結合率が高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(4) CCSK におけるヒストン修飾の検討 
 CCSK 腫瘍検体と非腫瘍部腎組織における
ChIP シークエンスの結果を比較したところ、
CCSK における H3K27me3 のピーク数が多い傾
向があることがわかった。また、特徴的な
H3K4me3 のピーク領域があることが分かった。 
このピーク領域は、Infinium450K による DNA
メチル化解析においても同様に特徴的であ
った。 
 
(5) ゲノム編集による BCOR-ITD 変異細胞株
の作出の試み 
 BCOR-ITD 変異を有する細胞株が存在しな
いことから、BCOR-ITD 変異細胞の作出を行っ
た。細胞株を用いたゲノム編集を試み、相同
組み換えによる BCOR-ITD 変異への置換を行
った。MRC5 細胞、NT2 細胞では、BCOR-ITD 細
胞を得ることが出来なかったが、HT1080 細胞
および HEK293 細胞において、BCOR-ITD 変異
への置換が確認された。 
 しかしながら、HT1080 細胞は BCOR 遺伝子
の promoter 領域に DNA メチル化修飾が生じ
ており、BCOR-ITD の遺伝子発現を確認するこ
とが出来なかった。一方で、HEK293 細胞にお
ける BCOR-ITDの遺伝子発現は確認されたが、
同一細胞内での野生型 BCOR の発現も認めら
れ、複数の X 染色体の存在もしくはＸ染色体
不活化の破綻が推測される。 
 今回、BCOR-ITD のみを発現する細胞を得る
ことは出来なかったが、HT1080 細胞の結果か
ら、CCSK の腫瘍発生母地となった細胞は、
BCOR を発現している細胞であることが考え
られる。 
 
以上の事から、BCOR-ITD 変異は、これまで

発見されていた frameshift 変異やナンセン
ス変異による機能喪失型変異とは異なる機
序で腫瘍を発生させている可能性を見い出
した。 現在、BCOR-ITD 変異は、他の小児が
んでも発見されつつあり、我々の研究は腎腫
瘍のみならず BCOR-ITD 変異陽性腫瘍の発生
機序の解明にも繋がると期待される。 
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