
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年６月 １７日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：１９５９１２７２ 

研究課題名（和文） 小児腫瘍におけるエピゲノム変異：ポリコームによるクロマチン修飾の

ダイナミック解析 

研究課題名（英文） Epigenetic modification in pediatric malignancies:  

Analysis of chromatin regulation by Polycomb proteins 

研究代表者      

上條 岳彦（KAMIJO TAKEHIKO） 

千葉県がんセンター（研究所）発がん制御（生化学）研究部・部長 

研究者番号：９０２６２７０８ 

 
研究成果の概要： 
これまでの研究によって、神経芽腫における MYCN の新規ターゲット検索を行った結果、遺
伝子発現の抑制を介して発がん起序に深く関与するポリコーム複合体の構成分子BMI1を見出
した。MYCN によって BMI1 の転写が調節され、In vivo における MYCN の BMI1 プロモー
ターへの結合を ChIP アッセイで検証した。BMI1 の発現は神経芽腫細胞の増殖を促進した。
また神経芽腫細胞の分化誘導において BMI1 が分化を抑制していることが示された。 
さらに、BMI1 のノックダウン系および過剰発現系の実験を行った結果、神経芽腫細胞の増殖・
分化に関る BMI1 の発現調節標的分子として、がん抑制遺伝子 p14ARF と p16INK4a 以外の
重要な分子の存在が推定された。この BMI1 標的遺伝子のスクリーニングを BMI1 ノックダウ
ン細胞での発現チップ解析にて行った結果、当研究所でこれまで神経芽腫で予後を左右する因
子であり、がん抑制遺伝子であると報告していた分子が標的である可能性を見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
ポリコーム複合体の中で、Bmi1 は当初 B細胞
性腫瘍において c-Mycと協調的に発がんを促
進 す る 蛋 白 と し て 同 定 さ れ 、 そ の 後
Drosophila polycomb と相同性があることが
判明した蛋白である。B 細胞性腫瘍などの悪
性腫瘍において高発現し、ARF/INK4a の転写
を抑制する機能が判明しており、この機能に
よって c-Myc による ARF/p53 経路の活性化を
抑制して発がんに寄与する。しかしながら、

Bmi1 KO で認められたフェノタイプの一部の
みが ARF/p16INK4a KO とのダブル KO で改善
されないことから、Bmi1 の制御している重要
遺伝子群が他にも存在すると考えられてい
る。この ARF/p16 非依存性の Bmi1 機能で最
も注目されるのが、神経幹細胞の増殖細胞死
制御である。Bmi1 KO では中枢神経系の形成
異常が認められ、これはどのような経路を介
するのかわかっていない。また、近年がんの
増殖においてがん幹細胞の概念が注目され、



この同定とその形質の解析研究が盛んに行
われている。神経芽腫においてもがん幹細胞
の存在は推定されているが、がん幹細胞マー
カーとして有効な分子は見い出されておら
ず、解析は進行していない。進行期神経芽腫
の治療法として有効な手段が開発されてい
ない現在、神経芽腫の増殖・悪性化機構、神
経芽腫幹細胞における Bmi1 の役割の解析は
重要な事項と考えられ、分子標的治療開発の
ターゲットとなり得ると推測される。 
このような現状の中で、多くの小児がんにお
いてエピゲノム解析の重要性は近年高まり
を見せている。特に ARF/p16INK4a はプロモ
ーターDNA メチル化解析が多くの腫瘍で行わ
れており、発現とエピゲノム変異の相関、さ
らにエピゲノム変異(多くは DNAメチル化)と
予後との相関が検討されている。しかしなが
ら、ヒストン修飾の解析については未だ少な
く、さらにヒストン修飾におけるポリコーム
の役割を小児固形腫瘍で解析した報告はこ
れまでにほとんどない。 
 
２．研究の目的 
小児腫瘍特に神経芽腫の新たな治療法開発
に向けて、神経芽腫における Bmi1 の転写制
御機構を明らかにする。 
またポリコーム複合体蛋白 Bmi1 のターゲッ
ト分子として、神経芽腫発がんに関るエピゲ
ノミック変異を解析する系を確立する。 
2-1. 神経芽腫においては MYCN の発がん、
悪性化に関わる意義が非常に大きい。我々は
Bmi1 プロモーターに MYCN 結合部位の候
補を見出しており、この研究で Bmi1 の転写
制御における MYCN の重要性を検討し、そ
の機構を明らかにする。 
2-2．ポリコーム遺伝子産物のなかでも発がん
過程に深く関与することが知られている
Bmi1 のターゲットの網羅的解析をゲノミッ
ク・エピゲノミック双方から実施する。神経
芽腫腫瘍検体を用いて Bmi1 と ARF および
p16INK4a の発現解析の相関を検討する。 
2-3 ． Bmi1 の 制 御 タ ー ゲ ッ ト は
ARF/p16INK4a 以外にも存在することが予
測されており、とくに神経発生に関与するタ
ーゲット遺伝子群を網羅的に解析し、これら
の機能解析へ研究を発展させる。 
 
３．研究の方法 
3-1．がん遺伝子 MYCN による Bmi1 の発現
調節の解析 
コンピューターによる in silico 解析によって、
Bmi1 プロモーターに MYCN 結合部位の候
補を検討する。 
MYCN 増幅神経芽腫株では、Bmi1 の mRNA
および蛋白質の発現解析を行う。 
Bmi1 のプロモーター部分をゲノムから増幅
し、このゲノムフラグメントにプロモーター

活性があるかをルシフェラーゼアッセイで
確認する。 
Bmi1 のプロモーターゲノムフラグメントの
欠失変異体を作成し、プロモーター活性に重
要な部分を同定する。 
この Bmi1 のプロモーターゲノムフラグメン
トには MYCN 結合配列があるので、ChIP ア
ッセイによって MYCN の直接結合を確認す
る。 
3-2. Bmi1 強制発現系における神経芽腫エ
ピ ゲ ノ ム 変 化 の 影 響 の 解 析 と Bmi1 
knockdown 系による神経芽腫エピゲノム変
化の解析 
近年ポリコームは Molecular Lock として注
目されているが、成体細胞においてその
Molecular Lock がどのような状況で変化す
るかは詳細に解析されていない。特にポリコ
ームはがん細胞での変化が発がんと関連し
ていることを示すデータが集積しつつある
が、神経芽腫における報告は乏しく、その役
割の詳細は明らかでない。 
神経芽腫細胞のうち Bmi1 発現が比較的低値
であるSH-SY5YとTet21/N（MYCN誘導株）
にて Bmi1 が神経芽腫細胞の増殖を促進でき
ることを前年度に見出した。この 2 種類の細
胞系で増殖への影響をコロニーアッセイ、軟
寒天培養、WST アッセイを行い、データを
取得する。 
Bmi1 のノックダウンをレンチウイルスを用
いた shRNA 系で神経芽腫細胞にて行い、増
殖に対する影響を検討する。コロニーアッセ
イ、軟寒天培養、WST アッセイを行う。強
制発現系と相反する結果となることが推測
される。さらに細胞死に対する影響を
Doxorubicin, VP-16, Cis-platinam 投与時
の subG0/G1分画のFACScan解析で調べる。 
Bmi1 knockdown 後に ARF/INK4 部位に対
するポリコーム結合を Real-time genome 
ChIP 法で検討し、特に p16INK4a のプロモ
ーター部分へのヒストン修飾の変化と
p16INK4a 発現の相関を検討する。 
 
４．研究成果 
（結果） 
4-1. コンピューターによる in silico 解析に
よって、Bmi1 プロモーターに MYCN 結合部
位の候補を検索した。エクソン 1 の 5‘末端
を＋１とすると、-１８１に CACGTG 配列を
見出した。 
4-2. 神経芽腫細胞株 10 種を解析し、MYCN
蛋白質量が豊富な株では Bmi1 mRNA 量、
Bmi1 蛋白量が増加していることを見出した。
また、神経芽腫腫瘍検体では免疫染色法によ
って、MYCN 増幅検体で Bmi1 の核内発現が
増加していることを見出した。 
4-3. 推定 Bmi1 プロモーター部位を-1069 ま
で PCR にてクローニングし、PGL4 ベクタ



ーにクローニングしてルシフェラーゼアッ
セィを行った。 -181E-box （MYCN 結合
CACGTG 配列）を含む 88 塩基対がコントロ
ールに比較して 20 倍以上の活性を示してい
た。この 88 塩基対の E-box に点変異を導入
すると活性は 1/10 以下に低下することから、
Bmi1 転写活性化における MYCN の重要性
が明らかになった。またこの E-box の近傍に
E2F 結合部位があるが、これを前述の 88 塩
基対に付加しても、活性は 1.3 倍ほど上昇し
たのみであったので、E2F 結合に比して
MYCN 結合が重要な意義を持っていること
が示された。 
4-4. Bmi1 プロモーターE-box に対する
MYCN の結合をクロマチン免疫沈降法で行
っ た 。 MYCN 増 幅 神 経 芽 腫 株 で は
MYCN-single 株 と 比 較 し て Fold 
enrichmentで 3倍以上の濃縮が認められた。
また、MYCN 誘導 Tet21/N 株では MYCN 誘
導時に結合の増加が認められた。以上から、
細胞内での Bmi1 プロモーターE-box に対す
る MYCN の結合が確認された。 
4-5. Bmi1 による神経芽腫細胞の増殖促進 
Bmi1 による神経芽腫細胞の増殖への影響を
検討するために、レンチウイルスで Bmi1 を
過剰発現させた。複数の株で Bmi1 による増
殖促進、コロニー形成能の促進が認められた。 
これは Bmi1 ノックダウンで細胞増殖が抑制
されることからも証明された。 
4-6. Bmi1 による神経芽腫細胞の分化抑制 
神経芽腫細胞を TPA, RA などで分化誘導する
と、神経突起延長、分化マーカー蛋白の転写
増加と共に、Bmi1 が蛋白質レベルで減少した。
逆に Bmi1 をノックダウンすると神経突起の
延長と共に分化マーカー蛋白（Gap43, NF68）
の増加が認められた。 
4-7. 神経芽腫細胞における Bmi1新規ターゲ
ット遺伝子の検索 
Bmi1 過剰発現系およびノックダウン系実験
から既知の p14ARF および p16INK4a 以外の重
要なターゲットが存在することが推測され
た。そこで Bmi1 ノックダウン神経芽腫細胞
を用いて Bmi1 抑制で転写が増加する遺伝子
群を当研究所で中川原らが開発した発現
chip を用いてスクリーニングした。その結果、
神経芽腫において予後を作用する重要なが
ん抑制遺伝子（NBXXXX1, NBXXXX2）が Bmi1
によって発現抑制を受ける遺伝子の No.1 と
No.2 にランクされることが明らかになった。
Semi-quantative RT-PCR で Bmi1 による
NBXXXX1, NBXXXX2 の転写抑制は検証され、こ
れらの遺伝子のプロモーターへの Bmi1 の結
合は ChIP アッセイで示された。 
（考察） 
高等哺乳動物におけるポリコームの機能解
析は遺伝子改変マウスの作成によって従来
検討されてきた。その結果、ポリコーム欠損

（BMI1, MEL18, Rae28 KO）マウスでは造血
幹細胞、神経幹細胞、小脳前駆細胞などの機
能低下が報告され、ポリコームの幹細胞性の
維持における重要な役割が示唆されてきた。
ポリコーム、特に Bmi1 は腫瘍におけるその
機能的役割が、p14ARF/p16INK4a という重要
ながん抑制遺伝子群の制御によって注目さ
れ、実際のヒト腫瘍でも骨髄異形成症候群、
骨髄性白血病、悪性リンパ腫、大腸がん、髄
芽腫、乳がん、非小細胞性肺がんなどで Bmi1
は高発現することが知られており、発がん過
程におけるその重要度は高いと考えられて
きた。 
今回の我々の報告では、小児固形腫瘍の重要
な腫瘍である神経芽腫において、がん遺伝子
産物 MYCN が Bmi1 のプロモーターに結合して
その転写を更新させることを初めて明らか
にし、Bmi1 が神経芽腫細胞の増殖に促進的な
作用を持ち、さらに細胞分化を抑制して幹細
胞性の維持に関っていることを見出した。こ
の分化の抑制は神経突起の伸展、および分化
マーカー（GAP43, NF68 など）の指標で示さ
れた。この神経芽腫における Bmi1 の作用機
序を明らかにするために、我々は当研究所で
中川原らが開発した発現 chip を用いてスク
リーニングした結果、神経芽腫において予後
を作用する重要ながん抑制遺伝子（NBXXXX1, 
NBXXXX2）が Bmi1 によって発現抑制を受ける
ことが明らかになった。これらの遺伝子のプ
ロモーターへの Bmi1 の結合は ChIP アッセイ
で示された。 
これらの結果はこれまでに他に報告は無く、
神経芽腫におけるポリコームの機能を体系
的に解析して明らかにし、がん抑制遺伝子群
の転写抑制に新治験をもたらした報告であ
る。今後はChIP on chip実験によって神経芽
腫細胞でBmi1 がプロモーターに結合する遺
伝子群の検索を網羅的に行い、Bmi1 ノックダ
ウン細胞での発現チップ解析の結果とあわ
せて検討して、神経芽腫におけるBmi1 のター
ゲットをさらに明らかにしていきたい。 
 

図．神経芽腫における MYCN/Bmi1 経路はがん
抑制遺伝子群の転写を抑制する 
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