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研究成果の概要（和文）： 

ChIP アッセイによって MYCN が直接 Bmi1 プロモーターに結合することを見出し、
MYCN が Bmi1 の転写を活性化することをルシフェラーゼアッセイで明らかにした。
MYCN の発現誘導株 Tet21/N を用いて、MYCN 誘導が転写レベルで Bmi1 を誘導するこ
とを見出した。 
さらに、Bmi1 が神経芽腫細胞の増殖を調節する重要な因子の一つであることを、Bmi1
過剰発現株で神経芽腫細胞株の増殖が促進されることで確認した。Bmi1 をノックダウン
した細胞では、これらの WST-8 アッセイおよび軟寒天培地中でのコロニー形成アッセイ
で増殖能・コロニー形成能が低下することも示された。Bmi1 の転写抑制の標的として、
がん抑制遺伝子 KIF1Bb と TSLC1 が重要であることを発現遺伝子のチップアッセイによ
る網羅的解析で見出した。Bmi1 の過剰発現株とノックダウン株を用いて、Bmi1 が
KIF1Bb と TSLC1 の転写を阻害していることを複数の神経芽腫細胞株を用いて明らかに
した（Ochiai H et al., ONCOGENE, 2010）。 
網羅的スクリーニングの結果、重要ながん抑制遺伝子 RUNX3 が BMI1 の新たなターゲッ
トである可能性が示唆された。BMI1 ノックダウンで RUNX3 転写再活性化
（de-repression）が起きるかを検討したところ、複数の細胞株で RUNX3 転写再活性化が
認められた。BMI1 によるエピジェネティックな RUNX3 転写抑制が、発がんに重要な現
象であることが示唆された。 
BMI1 ノックダウン由来アポトーシスのメカニズムを詳細に検討したところ、RUNX3 の
占める役割よりも BMI1 ノックダウンによる DNA ダメージ誘導が重要な役割を行ってい
ることを見出した。このアポトーシスは p53/p73 依存性であり、活性酸素産生が関与して
いた。さらに、この BMI1 ノックダウン由来アポトーシスについては、BMI1 のポリコー
ムタンパクとしての機能が重要化が明らかにされていなかった。そこで BMI1 ノックダウ
ンに先立ってポリコームタンパク PRC2 群の Key 分子 EZH2 または PRC1 群の Key 分子
Ring1b（ヒストン H2 ユビキチンリガーゼ）をレンチウイルスで発現し、このアポトーシ
スをキャンセルできるかを検討したが、部分的なものであった。BMI1 のポリコームに関
連しない機能が、このアポトーシス誘導に重要である可能性が示唆された。難治性神経芽
腫の分子標的療法開発に重要な知見と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We clarified the direct binding of MYCN to Bmi1 promoter and upregulation of Bmi1 
transcription by MYCN. A correlation between MYCN and polycomb protein Bmi1 
expression was observed in primary NB tumors. Expression of Bmi1 resulted in the 
acceleration of proliferation and colony formation in NB cells. Bmi1-related inhibition 
of NB cell differentiation was confirmed by neurite extension assay and analysis of 
differentiation marker molecules. Intriguingly, the above-mentioned Bmi1-related 
regulation of the NB cell phenotype seems not to be mediated only by 
p14ARF/p16INK4a in NB cells. Expression profiling analysis using a tumor-specific 
cDNA microarray addressed the Bmi1-dependent repression of KIF1Bb and TSLC1, 
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which have important roles in predicting the prognosis of NB. Chromatin 
immunoprecipitation assay showed that KIF1Bb and TSLC1 are direct targets of Bmi1 
in NB cells. 
Further comprehensive molecular analysis indicated that RUNX3 appears to be a 
target of Bmi1 and its transcription was suppressed by Bmi1 in several malignancies, 
including neuroblastoma.  
Analysis of the molecular mechanism of Bmi1-knockdown-induced apoptosis clarified 
that DNA damage induced by Bmi1 knockdown has an important role. This apoptosis 
is dependent on p53 and/or p73 and accompanied by production of reactive oxygen 
species. Furthermore, we studied the role of the other polycomb group molecules in the 
Bmi1-knockdown-induced apoptotic cell death. 
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１．研究開始当初の背景 

神経芽腫は小児固形悪性腫瘍では、頭蓋外で
は最も頻度の高い固形悪性腫瘍であり、わが
国の年間発症者数は 200～250 人程度と推測
されている。早期例の予後は良好な結果であ
るが、進行例の予後は IV 期で 40％程度と改
善の余地がある。神経芽腫進行例の臨床的特
徴の一つとして、初期の化学療法への反応性
は良好～中等度良好な症例が多いが、化学療
法施行中または終了後に再発する例が多い
ことが挙げられる。また、進行例では
progressive disease (PD)となる例も化学療
法施行中に認められ、難治化例として大きな
問題となる。このように神経芽腫進行例では、
難治化例および再発例に対する治療法を改
善することが、臨床的に大きな課題として長
年にわたって存在し続けているのが現状で
ある。 

近年、がんの難治化および再発の原因として
注目されているのが“がん幹細胞”という概
念である。 

がん幹細胞の性質を列挙すると、１．自己複
製能を持つ、２．分化能を持つ、３．薬剤耐
性能が高い、4．造腫瘍能が高い、5．通常は
静止期に属しているなどのがん幹細胞によ
るがんの難治化、再発に関与する性質が挙げ
られる。このがん幹細胞を特異的にターゲッ
トとする治療法：がん幹細胞特異的療法が開

発できれば再発がん、難治がんに対する画期
的治療法となることが想定される。がん幹細
胞特異的療法の開発には、がん幹細胞の特徴
を把握する必要がある。このようながん幹細
胞の幹細胞性を規定する分子の中で、ポリコ
ーム遺伝子群に属する Bmi1 が注目されてい
る。 

ポリコーム蛋白質は当初ショウジョウバエ
の奇形 extra sex combs (esc) と Polycomb 

(Pc)から同定された蛋白質である。がんでは
ポリコームは高発現し、p14ARF/p16INK4a

などのがん抑制遺伝子の転写を抑制するこ
とが知られている。 

Bmi1 はポリコーム遺伝子群の中の PRC1 複
合体に含まれる。PRC1 複合体の Bmi1、
PRC2 複合体の EZH2, SUZ12 などのポリコ
ームは、様々ながん腫で高発現することが報
告されている。我々は神経芽腫における
Bmi1 の発がん機序への役割を解明するため
に、この研究に 2006 年に着手した。この結
果、神経芽腫細胞における Bmi1 ノックダウ
ンが顕著な増殖抑制と腫瘍コロニー形成阻
害をきたすことを見出した。さらに Bmi1 過
剰発現は神経芽腫細胞の増殖促進、コロニー
形成促進をもたらした。 

 

２．研究の目的 

我々はこれまでの研究によって Bmi1 が



MYCN によってダイレクトに転写活性化さ
れ、神経芽腫細胞の増殖を調節する重要な因
子の一つであることを明らかにしてきた。さ
らに、この増殖・造腫瘍調節に Bmi1 を含む
ポリコーム複合体によるクロマチン修飾の
制御が重要であるという基礎的データを得
ている。 

そこで今回の研究では、Bmi1 を含むポリコ
ーム複合体によるクロマチン修飾の制御が
どのような遺伝子に及び、神経芽腫細胞の発
がん制御にどのような影響を及ぼしている
かを明らかにしたい。 

Bmi1 ノックダウン神経芽腫細胞株とコント
ロール株の比較によって 

①． Bmi1 ノックダウンで転写活性化
（de-repression）を受ける遺伝子及び Bmi1

過剰発現で転写抑制される遺伝子を DNA チ
ップによって網羅的に解析する 

②．この Bmi1 による転写制御遺伝子群を
ChIP-on-chip法またはChIP法によって検証
する。 

③．上記１，２によって判明した候補遺伝子
を RT-PCR 法、ウエスタンブロット法によっ
て検証する。 

④．候補遺伝子の神経芽腫細胞における機能
解析を行う。 

 

３．研究の方法 

Lentivirus(Sigma-Aldrich)による shRNA を
用いて定常 Bmi1 ノックダウン神経芽腫細胞
株、またはｃDNA による Bmi1 過剰発現株
SK-N-BE をすでに作成してある。 
これらの株とコントロール株（mock virus 感
染株）の比較によって以下の実験を行う。 
 
①．Bmi1 発現で転写抑制または Bmi1 ノック
ダウンで転写活性化（de-repression）を受
ける遺伝子を DNAチップによって網羅的に解
析する。 
 
②．このBmi1による転写制御遺伝子群をChIP
法または ChIP-on-chip 法によって検証する。 
 
③．上記１，２によって判明した候補遺伝子
を、上記定常 Bmi1 ノックダウン神経芽腫細
胞株を用いた RT-PCR 法、ウエスタンブロッ
ト法によって検証する。Bmi1 ノックダウンに
よって転写活性化（de-repression）を受け、
なおかつプロモーター領域に Bmi1 が結合す
る遺伝子群を同定する。この候補遺伝子群の
転写レベルでの活性化を RT-PCR 法、必要に
応じて Real-time RT-PCR 法で検索する。 
さらに蛋白レベルでの検索はウエスタンブ
ロット法で行う。 
 
④．候補遺伝子の神経芽腫細胞における機能
解析を行う。 

④－１．候補遺伝子の発現解析 
まず候補遺伝子の発現を神経芽腫細胞株
（MYCN single5 株、MYCN amplified 21 株）
で検討する。さらに Favorable NBs (Stage 1, 
age < 1, MYCN single,  TrkA high)16 腫瘍
検体、Unfavorable NBs (Stage 3, 4, age > 
1, MYCN amplify, TrkA low)16 腫瘍検体で
RT-PCR 法、または Real-time RT-PCR 法によ
る発現解析を行う。 
④－２．候補遺伝子の過剰発現による機能解
析 
候補遺伝子を Lentivirus vector: 
CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd に導入する。 
CSII-CMV-MCS-IRES2-BsdはBlasticidinによ
る選択が可能になるので、定常発現株が容易
に作成可能となる。 
定常発現株で増殖測定（WST 法、コロニー形
成法、軟寒天コロニー形成法）、腫瘍形成（免
疫不全マウス）を行う。そのほか候補遺伝子
独自の機能を適切な実験系で検討する。 
④－３．候補遺伝子のノックダウンによる解
析 
候補遺伝子に対して、Lentivirus vector に
よる shRNAを用いたノックダウンを神経芽腫
細胞株で行う。MISSIONR shRNA plasmid 
vector にて作成された shRNA vector5 種の中
から最適な vector を選択する。 
ノックダウン株で増殖測定（WST 法、コロニ
ー形成法、軟寒天コロニー形成法）、腫瘍形
成（免疫不全マウス）を行う。そのほか候補
遺伝子独自の機能を適切な実験系で検討す
る。 
 
４．研究成果 
我々は、ChIP アッセイによって MYCN が直接
Bmi1 プロモーターに結合することを見出し、
MYCN が Bmi1 の転写を活性化することをルシ
フェラーゼアッセイで明らかにした。ルシフ
ェラーゼアッセイでは MYCN が結合する E box
配列に変異を導入して、転写活性が低下する
ことを確認した。また、テトラサイクリンに
よる MYCN の発現誘導株 Tet21/N を用いて、
MYCN 誘導が転写レベルで Bmi1 を誘導するこ
と、Bmi1 の蛋白レベルでの増加に伴い同じ
Polycomb複合体PRC1に含まれるRing1bが蛋
白レベルで増加することを見出した。 
さらに、Bmi1 が神経芽腫細胞の増殖を調節す
る重要な因子の一つであることを、Bmi1 過剰
発現株で神経芽腫細胞株の増殖が促進され
ることを WST-8アッセイおよび軟寒天培地中
でのコロニー形成アッセイで確認した。Bmi1
をノックダウンした細胞では、これらの
WST-8 アッセイおよび軟寒天培地中でのコロ
ニー形成アッセイで増殖能・コロニー形成能
が低下することも示された。この増殖・造腫
瘍調節に Bmi1 を含むポリコーム複合体によ
るクロマチン修飾の制御が重要であるとい



うデータを得、Bmi1 を含むポリコーム複合
体によるクロマチン修飾の制御がどのよう
な遺伝子に及び、神経芽腫細胞の発がん制御
にどのような影響を及ぼしているかを明ら
かにするかを検討した。その結果、Bmi1 の転
写抑制の標的として、がん抑制遺伝子 KIF1Bb
と TSLC1が重要であることを発現遺伝子のチ
ップアッセイによる網羅的解析で見出した。
Bmi1 の過剰発現株とノックダウン株を用い
て、Bmi1 が KIF1Bb と TSLC1 の転写を阻害し
ていることを複数の神経芽腫細胞株を用い
て明らかにした（Ochiai H et al., ONCOGENE, 
2010）。 

更なる Bmi1のターゲット検索を、Lentivirus 
(Sigma-Aldrich)によって産生された shRNA 
を用いて Bmi1 ノックダウンした神経芽腫細
胞株でおこなった。また Lentivirus によっ
て BMI１を過剰発現し、この神経芽腫細胞を
用いて ChIP on chip アッセイを行った。こ
の網羅的スクリーニングの結果、重要ながん
抑制遺伝子 RUNX3 が BMI1 の新たなターゲッ
トである可能性が示唆された。 
神経芽腫細胞において、BMI1 ノックダウン
で RUNX3 転写再活性化（de-repression）が
起きるかを qPCR および semi-quantitative 
RT-PCR で検討したところ、複数の細胞株（神
経芽腫 SH-SY5Y, NB69)で RUNX3 転写再活性化
が認められた。さらに小細胞肺がん細胞株
SBC-3, QG90 でも RUNX3 転写再活性化が認め
られ、BMI1 によるエピジェネティックな
RUNX3 転写抑制が、組織を超えた普遍的な現
象であることが示唆された。 
BMI1 ノックダウンによって様々な神経芽腫
細胞で細胞死を誘導できることを見出して
いる。この細胞死はアポトーシスであり、現
在そのメカニズムを解析している。この BMI1 
ノックダウン由来アポトーシスのメカニズ
ムを詳細に検討したところ、RUNX3 の占める
役割よりも BMI1 ノックダウンによる DNA ダ
メージ誘導が重要な役割を行っていること
を見出した。BMI1 ノックダウンによって、ま
ずヌードマウス移植腫瘍の顕著な増殖抑制
とアポトーシス誘導を TUNEL 法で明らかにし
た。さらに細胞レベルの実験において BMI1

ノックダウン誘導アポトーシスに先立って、
DNAダメージの際に認められるγ-H2Xの増加
と、ATMSer1981 リン酸化の増加が認められる
ことを見出した。これは神経芽腫における
BMI1 ノックダウン由来アポトーシスのメカ
ニズムとしてきわめて重要と考えられる。 
上記の BMI1 ノックダウン由来アポトーシス
については、BMI1 のポリコームタンパクとし
ての機能が重要化が明らかにされていなか
った。そこで BMI1 ノックダウンに先立って
ポリコームタンパク PRC2 群の Key 分子 EZH2
または PRC1 群の Key 分子 Ring1b（ヒストン
H2 ユビキチンリガーゼ）をレンチウイルスで
発現し、このアポトーシスをキャンセルでき
るかを検討したが、部分的なものであった。
BMI1 のポリコームに関連しない機能が、この
アポトーシス誘導に重要である可能性が示
唆された。難治性神経芽腫の分子標的療法開
発に重要な知見と考えられた。 
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