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研究成果の概要（和文）：MYCNのアンチセンス遺伝子であるNCYMは神経芽腫において遠隔転移を促進するなど悪
性化に寄与する。このNCYMによるがん進展への寄与は分裂期における細胞死抑制が関与するが、その詳細な分子
機構は解明されていなかった。本研究において我々は構造科学的解析により、NCYMの分裂期制御に重要な
Myc-nick産生能には52番目のアスパラギン残基が重要であることを解明した。またトランスクリプトーム解析か
らNCYMが分裂期関連遺伝子の翻訳効率をグローバルに促進する可能性を示し、NCYM阻害剤添加によるホログラフ
ィック顕微鏡による観察からNCYMが未知の細胞死様式を制御することが発見した。

研究成果の概要（英文）：NCYM, an antisense gene of MYCN, contributes to tumor progression by 
promoting distant metastasis in neuroblastoma. The contribution of NCYM to tumor  progression 
involves inhibition of cell death during mitosis, but the detailed molecular mechanism has not been 
elucidated. In this study, we found that the 52nd asparagine residue is important for the production
 of Myc-nick, which is important for mitotic regulation by NCYM. Transcriptome analysis showed that 
NCYM  globally promote the translational efficiency of mitosis-related genes, and holographic 
microscopy with the treatment of NCYM inhibitors revealed that NCYM regulates an unknown type of 
mitotic cell death.

研究分野： 分子腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NCYMの分裂期制御機構の一端が明らかにされたことで、NCYMがなぜ神経芽腫のがん進展を促進できるのかについ
ての理解が深まった。またNCYM阻害剤が同定されたことで、この阻害剤が神経芽腫における新規薬剤候補となる
可能性が浮上した。今後、本研究で同定された未知の細胞死様式が解明されることで、これまでのがん治療薬と
は全く作用機序が異なる治療法が開発できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)NCYM は神経芽腫を悪性化する 

神経芽腫は小児固形腫瘍であり、がん遺伝子 MYCN が増幅し過剰発現する。MYCN 増幅を伴う神経

芽腫は高頻度で再発・遠隔転移を起こし、その長期生存率は 50%程度である。MYCN を交感神経節

に特異的に過剰発現するマウス(MYCN Tg マウス）は神経芽腫を自然発症するマウスモデルであ

るが（Wiess et al., EMBO J 1997）、遠隔転移は稀でありヒトの病態を反映しない。研究代表者

らは NCYM がヒトでのみタンパク質をコードすることを示し、この NCYM タンパク質は GSK3b の

抑制を介して MYCN を安定化することを発見した(Suenaga et al., PLoS Genet. 2014)。また

MYCN/NCYM Tg マウスを作製し、転移能や薬剤耐性を示す神経芽腫を発症することを示した。

MYCN/NCYM Tg マウス由来の腫瘍ではアポトーシスが著しく抑制されていたことから、アポトー

シスの抑制が神経芽腫悪性化の一因であることが示唆された。 

 

(2)分裂期における NCYM の MYC/MYCN 制御： Myc-nick の産生と GSK3bの抑制 

NCYM ノックダウンによるアポトーシス促進が細胞周期のどこで起こるかを神経芽腫細胞株で調

べたところ、G2/M 期において最も顕著なアポトーシスが誘導された（Shoji et al., BBRC 2015）。

またNCYMは MYCや MYCNのカルパインによる切断を促進し、微小管の安定化に寄与するMyc-nick

産生を増加させることを発見した。これらの結果は NCYM が微小管の安定性を制御して紡錘糸の

安定性に寄与する可能性を示していた。さらに最近、GSK3bの活性が分裂期チェックポイント因

子のキネトコアへの結合に必須であることが示された(Rahid et al., Sci Rep. 2018)。しかし、

NCYM による Myc-nick 産生や GSK3b の抑制が分裂期チェックポイントを制御するかは明らかに

なっていない。 

 

(3)NCYM 抑制による染色体異数化 
そこで分裂期制御が最も研究されている HeLa 細胞を用いて、分裂期における NCYM タンパク質

の局在を調べた。その結果、分裂期において NCYM は紡錘糸、中心体、中央帯に局在し、微小管

との結合が示唆された。また NCYM ノ

ックダウンにより中心体数の増加と

染色体の異数化が誘導された。この

現象は mitotic slippage と呼ばれ、

分裂期チェックポイントが活性化さ

れた後に未熟な有糸分裂の終了が誘

導され、染色体異数性を持つ細胞が

生き残る現象である。この mitotic 

slippage は分裂期崩壊（mitotic 

catastrophe）と相互排他的に起こる

ことが知られている。 

これらの結果から神経芽腫にお
ける NCYM のアポトーシス抑制は
分裂期チェックポイントの抑制による可能性を着想した（図）。 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究の目的を「NCYM がどのように分裂期における細胞死と染色体異数化を抑制す

るのかを明らかにすること」に設定した。 
 
３．研究の方法 
(1) 構造科学的な手法による NCYM機能ドメインの同定 
NCYM はヒトにのみ存在するタンパク質であり既知のタンパク質と全く相同性がないことが機能
予測を困難にしていた。さらに天然変性タンパク質であり、結晶化も困難であった。そこで我々
は溶液中の NCYM 構造を解析できる真空紫外円二色性解析(VUVCD)を採用し、NCYM による Myc-
nick 産性能に影響を与える配列の同定を試みた。 
 
(2)CRISPR-dCAS9法による MYCN/NCYM 転写阻害による細胞死誘導と RNAseq 解析 
研究代表者はこれまで神経芽腫における MYCN/NCYM ゲノム領域の転写制御を研究し、MYCN およ
び OCT4 が MYCN/NCYM の転写を促進して正のフィードバック制御を形成することを示してきた
（Suenaga et al., BBRC 2009; PLoS Genetics 2014; Kaneko et al., Cancer Sci 2015）。こ
の多重フィードバック制御機構の意義を調べる目的で、MYCN/NCYM 領域における MYCN、OCT4 の



結合配列を標的にした gRNAを設計し、これら転写因子の結合を阻害する CRISPR-dCAS9 ベクタ
ーを神経芽腫細胞に導入した。その結果、これら結合配列の阻害により、p53ファミリー遺伝子
の発現が上昇し、Caspase-2依存的なアポトーシスが誘導がされた。中心体の多極化とそれに伴
う分裂期崩壊は DNA 損傷を介さずに p53-Caspase-2 経路を活性化することが知られている。実
際にMYCN、OCT４の結合阻害により分裂期に上昇するリン酸化Cyclin B発現量が亢進していた。
これらの結果から MYCN/NCYM/OCT4 のフィードバック機構の阻害が分裂期崩壊を誘導する可能性
が示唆されたため、この実験系を用いて RNAseq 解析により細胞内経路を探索した。 
 
(3) NCYM阻害剤を用いた分裂期に関与する細胞内経路の探索と細胞死のリアルタイム観察 
我々は最近 NCYM に直接結合し分裂期において細胞死を誘導する薬剤としてクルクミン誘導体を
同定した（未発表）。この阻害剤の添加による発現量変化を RNAseqにより解析するとともに、ホ
ログラフィック顕微鏡により細胞死をリアルタイム観察した。 
 
４．研究成果 
(1) NCYM の Myc-nick 産性能を制御するアミノ酸 N52 の同定 
シンクロトロンによるVUVCDによりNCYMの二次構造を世界で初めて明らかにすることができた。
NCYM の二次構造は中央に集積しドメインを形成しており、この中央ドメイン構造には非同義置
換変異を伴う一塩基多型(SNP)が複数存在していた。これら SNP は東アジアや日本に特異的に存
在し、アフリカやヨーロッパではほとんど見られない。その SNP の一つ N52S変異を持つ NCYM を
神経芽腫細胞に過剰発現させると、NCYM による Myc-nick 産生が増加した。分裂期において NCYM
が Myc-nick を産生し細胞死を抑制する機能を発揮するためにこの N52 は重要な働きを持つこと
が示唆された。この成果は論文としてまとめ、国際誌に報告した（Matsuo et al., Front Oncol 
2021)。 
 
(2)分裂期関連遺伝子のグローバルな転写・翻訳制御の発見  
OCT4結合を阻害するCRISPR-dCAS9を MYCN/NCYM増幅神経芽腫（CHP134およびIMR32)に導入し、
細胞から RNAを抽出して RNA-seqにより発現変動する細胞内経路を Gene ontology 解析により
同定したところ、RNA processing, splicing, 分裂期関連遺伝子が有意に蓄積していた。また翻
訳効率と相関する指標である ORFドミナンスを計算したところ（Suenaga et al., EMBO Rep. 
2022)、ORFドミナンスの高い転写産物が coding, noncoding RNA 共に低下しており、細胞内で
MYCN/NCYM が ORFドミナンスの高い転写産物の発現を維持することが示された。さらに、これら
ORF ドミナンスの高い転写産物群は神経芽腫の不良な予後と有意に関連した。これらの結果は
MYCN/NCYM が分裂期関連遺伝子の翻訳効率をグローバルに制御することで、神経芽腫の悪性化に
寄与する可能性を示唆した。これらの成果は論文としてまとめ、国際誌に報告した（Nakatani et 
al., Front Oncol 2024）。 
 
(3)アポトーシス誘導に必須な経路としての JNK 経路と未知の細胞死様式の発見 
クルクミン誘導体を添加した神経芽腫細胞における RNAseq 解析の結果、JNK 下流の転写因子が
活性化していることが示唆された。実際に JNK 阻害剤によりクルクミン誘導体による Caspase-
3 活性化が抑制された。しかし JNK 阻害剤によっては完全には細胞死が抑制されなかったため、
ホログラフィック顕微鏡を用いて非染色のリアルタイム観察を行った。その結果、クルクミン誘
導体の添加は分裂期後期 A における細胞周期停止を誘導し染色体の両極への移動が阻害された
状態が継続し最終的に細胞が破裂する現象が観察された。このような細胞死は NCYM に結合しな
いクルクミン誘導体では観察されなかった。破裂型の細胞死としてはネクローシスが知られて
いるが、特定の分子によるネクローシス様プログラム細胞死としてネクロトーシスやパイロト
ーシスが知られている。本研究で発見された細胞死も破裂型であるためネクローシス様であり
NCYM が関与するためプログラム細胞死と考えられるが、分裂期後期 A で破裂が起こる点がこれ
まで知られている細胞死とは全く異なる。したがって NCYM はこの未知の細胞死を抑制すること
で細胞生存に寄与することが示唆された。 
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