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研究成果の概要（和文）：Malignant rhabdoid tumor（MRT）では、ほぼ全例で SNF5の機能喪失が認められ、MRT腫瘍
原性の解明にSNF5の機能解析は重要である。近年、Bcl-2 ファミリーに結合・阻害し、アポトーシスを誘導するNOXAが
、SNF5 により直接転写活性を受けると報告された。MRTで、SNF5の機能喪失によるNOXAの発現低下とアポトーシス誘導
機構と薬剤感受性を検討した結果、MRT では SNF5 欠損によるエピジェネティックな NOXA の発現抑制により、NOXA 
と MCL-1 との結合を介したアポトーシスが阻害され、薬剤抵抗性を獲得していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Malignant rhabdoid tumor (MRT) is a highly aggressive pediatric cancer 
characterized by inactivation of SNF5, a core subunit of SWI/SNF complexes.　Previously, we showed SNF5 
contributes to transcriptional activation of NOXA, a pro-apoptotic protein that binds and inhibits the 
anti-apoptotic protein MCL-1. In this study, we found that NOXA expression was downregulated in both MRT 
cell lines and in clinical samples and that ectopically expressed NOXA bound MCL-1 and increased the 
sensitivity of MRT cell lines to doxorubicin (DOX) by promoting apoptosis. We also showed that knockdown 
of MCL-1 in MRT cell lines induced apoptosis and increased DOX sensitivity in MRT cells. Furthermore, we 
generate mice xenografts for both MCL-1 knockdown (KD) and control cell lines. We observed that mean 
tumor volume in the DOX-treated MCL-1 KD group was significantly smaller than that in the control group. 
Our results suggest that modulation of the NOXA/MCL-1 pathway underlies a chemoresistance in MRT.

研究分野：小児がん

キーワード： ラブドイド腫瘍　SNF5　クロマチンリモデリング　NOXA　薬剤感受性　アポトーシス
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１．研究開始当初の背景 

(1) Malignant rhabdoid tumor（MRT）は主

に小児期の腎・中枢神経・軟部組織に発生す

る悪性軟部肉腫である。集学的治療の進歩に

もかかわらず生命予後の改善は乏しく、5年

生存率は約 30%にとどまっている。MRT はほ

ぼ全例で両アリルに SNF5 遺伝子の変異を認

めることが知られており、SNF5 遺伝子の機能

解析及び標的遺伝子の検索がMRTの腫瘍原性

の解明に必要と考えられている。 

(2)我々は以前，NOXA 遺伝子が SNF5 の標的遺

伝子であることを明らかにした。NOXA は

MCL-1 に結合し，その機能を阻害することで

アポトーシスを誘導することが知られてい

る。 

 

２．研究の目的 

(1) MRT における NOXA 遺伝子の機能解析。 

(2) NOXA 類似薬の抗腫瘍効果を検討。 

 

３．研究の方法 

(1)MRT細胞株及び臨床検体のSNF5とNOXA発

現の評価 

MRT 細胞株における SNF5 と NOXA の発現を、

ウェスタンブロット法を用いて他の小児が

ん細胞株と比較した。また、mRNA を抽出して

cDNA 合成を行い、リアルタイム PCR 法により

SNF5 遺伝子および NOXA 遺伝子の発現比較も

行った。発現の比較は GAPDH を用いたΔΔCt

法により行った。MRT の臨床検体に対しては、

SNF5 と NOXA の免疫組織染色を行った。 

 (2) NOXA 強制発現による薬剤感受性の変化

の評価 

pcDNA3.1(+)プラスミドにNOXAのコンストラ

クトを導入し、MRT 細胞株 (TTC549)に NOXA

遺伝子を強制発現させた。強制発現した NOXA

と内因性のMCL-1蛋白の結合を免疫沈降法に

より強化した。次に、DNA 傷害性抗がん剤で

あるdoxorubicin (DOX) を段階的に希釈投与

し NOXA 強制発現株に投与して IC50を検討し

た。さらに、NOXA 強制発現株を DOX 投与下に

培養し、フローサイトメトリーを用いた

TUNEL 法及び Cleaved caspase-9 と Cleaved 

caspase-3 をウェスタンブロット法により評

価し、アポトーシス誘導の変化を検討した。 

 (3) MCL-1発現抑制による薬剤感受性の変化

の評価 

siRNA 法を用いて、MRT 細胞株 (TTC549, 

KP-MRT-RY)の MCL-1遺伝子の発現を抑制した。

発現抑制株にDOXを段階的に希釈投与し、IC50

を検討した。また、MCL-1 発現抑制株を DOX

投与下に培養し、フローサイトメトリーを用

いたTUNEL法によりアポトーシス誘導の変化

を検討した。次に shRNA 法を用いて MRT 細胞

株 (TT549)の MCL-1遺伝子の発現を安定的に

抑制した。発現抑制株をヌードマウスに皮下

移植し、腫瘍形成後に DOX を静脈内注射し腫

瘍体積の変化を検討した。  

 (4) TW-37 の抗腫瘍効果の検討 

NOXA類似薬であるTW-37を段階的に希釈して

それぞれ MRT 細胞株 (TTC549, KP-MRT-RY)し、

IC50を検討した。また、低濃度の TW-37 存在

下に段階希釈した DOXをそれぞれ MRT細胞株

に加え、combination index を検討した。さ

らにMRT細胞株をヌードマウスに皮下移植し、

DOX と TW-37 をそれぞれ静脈内投与、静脈内

投与し腫瘍体積の変化を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) MRT 細胞株及び臨床検体では SNF5および

NOXA の発現が低下している。 

 

MRT 細胞株は、他の小児がんの細胞株に比べ

て SFN5 および NOXA の蛋白発現が低下してお

り (図 1A)、mRNA の発現レベルと相関してい

た(図 1B)。また、MRTの臨床検体においても、

SNF5 および NOXA の発現は低下していた(図

1C)。 



 

 
 

(2) MRT は NOXAの発現低下によりアポトーシ

ス誘導が障害されており、化学療法抵抗性を

獲得している。 

 

欠損しているNOXAの機能を解析するために、

MRT 細胞株において NOXA を強制発現させた。

NOXA 強制発現群に対する DOX の IC50は 29nM

であり、コントロール群の 49nM に対して優

位に低下していた(図 2A)。100nM の DOX 投与

下で MRT 細胞株を培養すると、TUNEL 陽性率

は強制発現群で 45%であり、コントロール群

の 28%に比べて優位に低下していた(図 2B)。

また、強制発現群では Cleaved caspase-9 と

Cleaved caspase-3の発現が増強していた(図

2C)。これらの結果から、MRT 細胞株では NOXA

が発現低下しておりアポトースが誘導され

ないために、化学療法抵抗性を獲得している

ことが示唆された。 

 

 

 

 

 

(3) NOXA発現低下によるアポトーシス誘導の

障害と化学療法抵抗性の獲得は、MCL-1 の機

能を阻害できないことが原因である。 

 

NOXA は MCL-1 に結合し，その機能を阻害する

ことでアポトーシスを誘導することが知ら

れている。MRT 細胞株において強制発現させ

た NOXA も内因性の MCL-1 と結合しているこ

とを確認した(図 3A)。次に MRT 細胞株におけ

る MCL-1 の発現を抑制すると、DOX の IC50は

コントロール群に比べて優位に低下した(図

3B)。 

 

 

 



また、50nM の DOX 投与下で MRT 細胞株を培養

すると、TUNEL 陽性率は MCL-1 発現抑制群で

優位に低下していた(図 3C)。MRT のアポトー

シス誘導の障害と化学療法抵抗性の獲得は、

NOXAの発現低下によりMCL-1の機能を阻害で

きないことが原因であることが示唆された。 

図 3C  

 
 (4) TW-37 は MRT細胞株の増殖を抑制し、DOX

と相乗効果を示す。 

 

MCL-1 遺伝子の発現抑制により，MRT 細胞株

のdoxorubicin (DOX) に対する感受性が改善

し，アポトーシスが誘導されていることを示

した．また MCL-1 阻害剤の 1 つである TW-37

が DOX との併用により MRT細胞株の増殖抑制

に関して相乗効果を有することを示した（図

４A､B）． 

 

また、マウス皮下への MRT 細胞株移植腫瘍に

対して、DOX と TW-37 の単独または併用効果

を検討したところ、併用群で腫瘍の増殖を抑

制した（図 4C）。 

 

以上の結果から，MRT では SNF5 の欠損により

NOXA の発現が低下し，MCL-1 の機能を抑制す

ることが出来ないことが化学療法抵抗性に

関与することが証明された．また，MRT の新

規治療としてMCL-1が有効な分子標的になり

得ることが示された． 
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