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研究成果の概要（和文）：本研究では、小児固形腫瘍の神経芽腫の予後良好因子として当研究所において同定さ
れたBMCC1による神経芽腫悪性化防止の分子基盤の解明を目指した。その研究成果の一部として、Akt生存シグナ
ルのブレーキ役であり、ミトコンドリア細胞死を誘導するBMCC1は、抗癌剤によるDNA損傷が生じた後速やかに
ATM-E2F1依存的に転写誘導されるとともに、ミトコンドリア細胞死が誘導された後にカスパーゼ9依存的に切
断・分解されることを発見し、BMC Cancer誌に責任著者として報告した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the molecular basis of BMCC1, a 
favorable prognostic factor for neuroblastoma, in repression of malignant transformation of 
neuroblastoma. As part of our results, we found that BMCC1, which acts as a brake for Akt-survival 
signal and induces mitochondrial cell death, was rapidly transcribed in an ATM-E2F1-dependent manner
 in response to DNA damage with cisplatin. We also found that BMCC1 was cleaved and degraded by 
caspase 9-dependent mechanism at the later stage of apoptotic cell death in mitochondrial pathway. 
We reported these findings in BMC Cancer.

研究分野： 小児腫瘍学

キーワード： 神経芽腫　BMCC１　アポトーシス　DNA損傷応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果として、ミトコンドリア細胞死におけるBMCC1の発現プロファイルおよびその制御機構を明らかに
した。BMCC1の時期特異的な発現プロファイルは、抗癌剤感受性およびゲノムの安定維持に関わるDNA損傷からミ
トコンドリア細胞死に至る過程におけるBMCC1の機能を理解する重要な手がかりとなる点で学術的に意義深い。
BMCC1の発現制御メカニズムは、難治性となった神経芽腫の有効な治療法の開発への応用が期待できる点で、社
会的に意義深い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 申請者らは、進行性のがんが難治性を示す小児固形腫瘍の神経芽腫を研究対象とし、難治性神
経芽腫の有効な治療法を開発するための手がかりを掴むために、神経芽腫の悪性化と自然退縮
メカニズムの解明を目指している。特に、「自然退縮」は 18 ヶ月未満の乳幼児に発生した神経芽
腫に認められ、たとえ遠隔転移を起こしていたとしても腫瘍が消滅する現象が知られるが、ここ
に治療標的となり得る神経芽腫の弱点が存在すると申請者らは考え、研究を進めている。 

BMCC1 は、当研究施設で行われた神経芽腫の新規予後因子探索研究の成果として発見された
神経芽腫の予後良好性遺伝子で、その細胞死促進機能を介した神経芽腫の悪性化防止と自然退
縮メカニズムへの寄与を解明しつつある（文献 1, 2, 3）。中でも、Akt 細胞生存シグナル経路の亢
進は神経芽腫を含む種々のがんにおいて知られるが、BMCC1 は Akt 細胞生存シグナル経路の複
数のステップにおいてブレーキとして機能し、ミトコンドリア経由の細胞死を誘導する働きを
持つ（文献 2）。近年、BMCC1 が前立腺がんのがん抑制遺伝子であることが示され（文献 4）、ま
た BMCC1 の機能抑制型変異が副甲状腺がんやメルケル細胞がんなどで発見され「新規癌抑制遺
伝子」として注目されている（文献 5, 6）。 
神経芽腫の悪性化に関して、これまでの研究から、MYCN 遺伝子の増幅および ALK（Anaplastic 

Lymphoma Kinase）遺伝子の活性型変異や増幅などがドライバーとして働くことが示されている。
これらの遺伝子異常に加えて、次世代型シークエンサーを用いた網羅的解析から、癌抑制遺伝子
の ARID1A/B（文献 7）および ATRX（文献 8）の変異、また TERT 遺伝子の増幅及び発現亢進（文
献 9）なども悪性化に寄与することが報告された。申請者らのグループは、連携研究者（中村）
を代表とした『次世代がん研究シーズ戦略的育成プログラム・創薬コンセプトに基づく戦略的治
療デザインの確立』の下で、施設の組織バンクに蓄積された約3,000症例の神経芽腫検体のうち、
MYCN 非増幅でありながら 11q loss と 17q gain を有し再発を繰り返す難治性サブタイプ（中間
予後群: P2s および P3s,（文献 10）96 症例を抽出し、全エクソンシークエンス・RNA シークエン
ス・メチローム解析などを行い、TP53 と RB/E2F 関連遺伝子及びゲノム維持関連遺伝子の異常、
すなわち、11q loss（ATM, CHK1, H2AXの欠損）と合わせてゲノム不安定性の増大が本サブタイ
プの悪性化に寄与することを見出した。 
このような研究の進展にも関わらず、神経芽腫の悪性化と自然退縮機構ならびにこれらメカ

ニズムへの BMCC1 の分子関与については依然として不明である。 
 
２．研究の目的 
（研究目的 1）ミトコンドリア依存的な細胞死を誘導した神経芽腫細胞株におけるその鍵分子の
BMCC1 の転写調節メカニズムの解明、ミトコンドリア依存的な細胞死が進行中の神経芽腫細胞
株におけるその鍵分子の BMCC1 蛋白質の量的制御メカニズムの解明、さらに予後良好な神経芽
腫で高発現する BMCC1 の発現意義とその役割について神経芽腫細胞株の網羅的解析による解
明を行い、自然退縮を含む神経芽腫の悪性化防止機構の理解に繋げることを目的とした。 
 
（研究目的 2）DNA 損傷を受けた神経芽腫細胞株における ATM-E2F1 経路を介した BMCC1 の
発現制御メカニズムの解明を行い、ATM のリン酸化（DNA 損傷応答）を促進する働きを持つ
BMCC1 が、神経芽腫のゲノム安定維持に寄与する分子基盤の理解に繋げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（研究方法 1）BMCC1 の転写調節メカニズムの解明は、BMCC1 を発現する神経芽腫細胞株（SK-
N-AS 細胞）に対して抗がん剤のシスプラチンを処理することによってミトコンドリア依存的な
細胞死を誘導する実験系を使用して行った。ミトコンドリア依存的な細胞死が進行して Caspase
の切断と活性化が認められる細胞における BMCC1 蛋白質の分解制御メカニズムを解明するた
めに、Caspase インヒビターを用いた細胞レベルの実験と、活性型 Caspase リコンビナント蛋白
質を用いた試験管レベルの実験を行った。BMCC1 を発現する NBL-S 細胞株に対して shRNA を
用いて BMCC1 のノックダウンを行い、その際に発現が変動する遺伝子についてマイクロアレイ
遺伝子発現解析法を用いて網羅的に調べ、神経芽腫における BMCC1 の発現意義とそのがん抑制
因子としての役割について検討を行った。 
 
（研究方法 2）DNA 損傷を受けた神経芽腫細胞株における ATM-E2F1 経路を介した BMCC1 の
発現制御メカニズムの解明は、シスプラチン処理後に継時的に培養した神経芽腫細胞株（SK-N-
AS 細胞）を用いた。この細胞に対して ATM 阻害剤の処理あるいは shRNA を用いた E2F1 また
は BMCC1 のノックダウンを行い、その影響を検証した。 
 
４．研究成果 
（研究成果 1-1）シスプラチン処理によってミトコンドリア経路の細胞死を誘導した神経芽腫細
胞株 SK-N-AS 細胞について継時的にサンプリングを行った後、ウエスタンブロット法を用いて
BMCC1 の発現時期を検討した。その結果、ATM、Chk2 および H2AX のリン酸化が指標となる
DNA 損傷応答が観察され始める時期（シスプラチン処理後 2-3 時間）に先立って、すなわち、
シスプラチン処理 1 時間後の細胞において BMCC1 蛋白質量の速やかな蓄積が観察された。次
に、シスプラチン処理後、継時的にサンプリングを行った SK-N-AS 細胞より調製した RNA を



用いて BMCC1 の mRNA 量の変化についてリアルタイム PCR 法を用いて検討した。その結果、
シスプラチン処理後の細胞において BMCC1 の mRNA 量が増加することを見出した。これは
DNA 損傷が起きた細胞において BMCC1 が転写レベルで発現制御されることを示唆するもので
ある。そこで、次に DNA 損傷を受けた細胞における BMCC1 の転写調節メカニズムの解明を行
った。先行研究において我々は BMCC1 のプロモーター領域に転写因子の E2F 結合配列を持つ
こと、実際に E2F 結合配列および E2F1 依存的に転写が亢進することを明らかにしていたこと
（文献 3）、E2F1 は細胞増殖関連遺伝子のみならず細胞死関連遺伝子の転写にも関与することが
知られていたことから、E2F1 による BMCC1 の転写制御を検討した。shRNA を用いて E2F1 を
ノックダウンした SK-N-AS 細胞についてシスプラチン処理を行い継時的なサンプリングの後、
ウエスタンブロット法を用いて BMCC1 の発現を調べた。その結果、E2F1 をノックダウンした
細胞では、DNA 損傷後に BMCC1 の発現亢進が見られないことがわかった。ルシフェラーゼア
ッセー法を用いて BMCC1 プロモーターの転写活性を調べたところ、シスプラチン処理 2 時間後
に観察される BMCC1 プロモーターの活性化が、E2F1 をノックダウンした細胞では認められな
くなった。以上の結果より、シスプラチン処理によってミトコンドリア経路の細胞死を誘導した
神経芽腫細胞における BMCC1 の速やかな蓄積は、E2F1 依存的な転写制御によることを明らか
にした（図 1）。本研究成果は、責任著者として BMC Cancer 誌に報告した（Islam and Takano et 
al., 2019）。 

 
（研究成果 1-2）シスプラチン処理によってミトコンドリア経路の細胞死を誘導した SK-N-AS 細
胞について継時的にサンプリングを行った後、ウエスタンブロット法を用いて BMCC1 の発現変
動を検討した。その結果、DNA 損傷後の細胞では BMCC1 の mRNA 量が増加し続けているのに
も関わらず、ミトコンドリア経路の細胞死の指標となる Caspase-9 や PARP1 の切断（活性化）が
観察されるシスプラチン処理後 24 時間以降の細胞において 340-kDa 付近に検出される全長
BMCC1 蛋白質のバンド強度が顕著に減弱することを発見した。これは、BMCC1 と同じくアポ
トーシス促進因子の Bim が、活性化された Caspase-3 によって切断される時期と一致していた。
そこで、BMCC1 も Bim 同様に細胞死の過程で Caspase によって切断されるかについて検証を行
った。BMCC1 のアミノ酸配列を検索した結果、Caspase-9 によって切断される蛋白質が持つ
LEXD 配列が二箇所存在することを見出した。実際に、シスプラチン処理後に全 Caspase 阻害剤
および Caspase-9 阻害剤の存在下で培養して Caspase-9 の切断（活性化）を抑制した SK-N-AS 細
胞において、全長 BMCC1 蛋白質のバンド強度の減弱が見られなくなることがわかった。また、
活性型 Caspase-9 リコンビナント蛋白質を、インビトロで合成した全長 BMCC1 蛋白質と混合し
たところ、加えた Caspase-9 蛋白質量の増加に従って全長 BMCC1 蛋白質が減少することを見出
した。以上の結果から、ミトコンドリア経路の細胞死が引き起こされて Caspase-9 の切断（活性
化）が見られる細胞において、全長 BMCC1 蛋白質は Caspase-9 依存的に切断・分解されること
を明らかにした（図 1）。現時点では、Caspase-9 依存的な全長 BMCC1 蛋白質の分解制御の意義
については不明であるが、BMCC1 は Caspase-9 の切断（活性化）に必要であるとともに（文献
2）、Caspase-9 を活性化した後は分解されることがミトコンドリア経路の細胞死の完了に寄与す
る可能性が考えられる。本研究成果は、責任著者として BMC Cancer 誌に報告した（Islam and 
Takano et al., 2019）。 
 
（研究成果 1-3）予後不良症例では BMCC1 は低発現であることが知られ（文献 1）、BMCC1 の
低発現が神経芽腫の悪性化に寄与すると考えられる。本仮説を実証するために、shRNA を用い
て BMCC1 を神経芽腫細胞株でノックダウンし、マイクロアレイ網羅的遺伝子発現解析を行った
ところ、Akt-生存シグナルの活性化に繋がると考えられる Akt の上流遺伝子群の発現亢進が見ら
れた。これは、BMCC1 が Akt の上流遺伝子群の発現を抑制することによって Akt 生存シグナル
を負に制御する働きを持つことを示す結果である。すなわち、BMCC1 はミトコンドリア経路の
細胞死を誘導する機能に加えて、Akt シグナルを負に制御する本メカニズムを介して神経芽腫の
悪性化防止に寄与すると考えられる。さらに、BMCC1 のノックダウンは活性酸素の増加と解糖
系の亢進が示唆される遺伝子群の発現変化、すなわち BMCC1 の発現低下によってミトコンドリ
アに異常が誘導される可能性が示され、これも神経芽腫の悪性化に寄与すると考えられる。本研
究成果は、学術論文としてまとめ、投稿準備中である。 
 
（研究成果 2）研究成果 1 に記載したように、BMCC1 は DNA 損傷を受けた細胞において E2F1
依存的な転写制御によって発現誘導される。そこで BMCC1 の発現誘導に ATM のリン酸化が関
わっているかについて検討した。シスプラチン処理によってミトコンドリア経路の細胞死を誘
導した SK-N-AS 細胞について ATM 阻害剤存在下で培養し継時的にサンプリングを行った後、
ウエスタンブロット法を用いて BMCC1 の発現誘導について調べた。その結果、ATM 阻害剤に
よって ATM のリン酸化が抑制された細胞において、ATM による E2F1 のリン酸化および E2F1
の発現誘導の減弱が認められ、それに伴って DNA 損傷を受けた細胞で生じる E2F1 依存的な
BMCC1 の発現誘導が転写レベルで観察されなくなることを見出した。実際に、ルシフェラーゼ
アッセー法を用いて BMCC1 プロモーターの転写活性を調べたところ、シスプラチン処理 2 時間
後に観察される BMCC1 プロモーターの活性化が、ATM 阻害剤で処理した細胞では全く認めら
れなかった。以上の結果より、シスプラチン処理によってミトコンドリア経路の細胞死を誘導し



た神経芽腫細胞における BMCC1 の速やかな蓄積は、ATM-E2F1 依存的な転写制御によることを
明らかにした（図 1）。さらに、E2F1 のノックダウンによって DNA 損傷後の BMCC1 の発現亢
進が見られない細胞では、ATM および H2AX のリン酸化を指標とした DNA 損傷応答が観察で
きなくなること、すなわち BMCC1 の発現が DNA 損傷応答を促進してゲノムの安定維持に寄与
することが明らかとなった。本研究成果は、責任著者として BMC Cancer 誌に報告した（Islam 
and Takano et al., 2019）。 
 
（図 1）Islam and Takano et al., BMC Cancer, 2019 
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