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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫（MM）は終末分化したB細胞である形質細胞が腫瘍化したものと考えられてい
るが、悪性化の背景に，腫瘍細胞におけるゲノム不安定性が存在していると考えられている。MMにおいて，DNA損傷応
答とゲノム不安定性との関連を明らかにした報告はなく，この点に着目して研究をおこなった。胚中心B細胞に発現す
る転写抑制因子BCL6がMMにおいても発現していること，AIDは発現していないことを明らかにした。また，BCL6によっ
てATMの転写が抑制され，DNA損傷認識が阻害され，ゲノム不安定性に関与している可能性が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Multiple myeloma (MM) is plasma cell neoplasm, which is a tumor of terminally 
differenced B cell. Though genomic instability is considered as one of the underling mechanisms of the 
tumor progression, its molecular mechanisms remains to be elucidated. AID and BCL6 has been reported to 
play a pivotal role in B cell tumors but its role in MM has not been studied. In this study, we showed an 
abundant expression level of BCL6 in myeloma cells but not AID. We evaluated the role of BCL6 in DNA 
damage responses. BCL6 negatively regulated the expression of ATM and therefore inhibited the formation 
of gamma H2AX upon X irradiation, which can lead to genomic instability in the myeloma cell treated with 
anti cancer drugs and irradiation.
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１．研究開始当初の背景 
多発性骨髄腫（MM）は終末分化した B 細胞
である形質細胞が腫瘍化したものと考えら
れているが、前がん状態である monoclonal 
gammopathy with undermined significance 
(MGUS)から年間 1%程度が MM へと悪性化
し、初期には治療反応性の MM が次第に治療
抵抗性になることが知られている。このよう
な現象を引き起こす背景に，腫瘍細胞におけ
るゲノム不安定性が存在していると考えら
れている。一方，胚中心 B 細胞では免疫多様
性をもたらすのに必要なゲノム改変が AID
という酵素を介して行われるが，B 細胞の生
存を担保するために ATR, p53, p21, Chk1 な
どの DNA 損傷応答(DDR)遺伝子の抑制が
BCL6 を介して起きていると言われている。
マウスモデルの解析から胚中心における遺
伝子変異が MM の起源であるとの説が注目
されている。しかし，MM において，胚中心
B 細胞で発現する各種蛋白(AID/BCL6 など)
の働きとゲノム不安定性との関連を明らか
にした報告はなく，この点に着目して研究を
おこなった。また，MMSET の転座を有する
細胞では DNA 損傷応答が抑制されるとの報
告があり，注目されている。 
２．研究の目的 
胚中心 B 細胞で発現する AID および BCL6
の発現を定量的に評価し，MM におけるその
役割を明らかにする。 
特にMM細胞においてDNA損傷応答におけ
るその役割を明らかにする。MMSET 転座を
有する細胞において DNA 損傷応答の変化を
検討する。 
３．研究の方法 
(1）骨髄腫患者の骨髄中の CD138 陽性骨髄腫
細胞における AID, BCL6 の発現量を定量的に
評価する。 
(2）細胞株における BCL6 の発現およびプロ
モーター領域の点突然変異の有無を解析す
る。また，患者骨髄腫細胞においても点突然
変異を解析する。 
(3)BCL6 の強制発現株を作成し，その DNA 損
傷応答における役割を検討する。 
(4)細胞株を用いて MMSET 転座を有する細胞
株および有さない細胞株（KMS11，KMS12）を
用いて X線照射後のγH2AX・53BP1 の foci 形
成を定量的に評価した。 
 
４．研究成果 
(1)患者骨髄腫細胞（40 症例）および骨髄腫
細胞株（7 種）において AID の発現はほとん
ど見られなかった。しかし，細胞株を末梢血
より単離し分化させた樹状細胞と共培養す
ると，AID の発現が見られるようになった。
これらのことから，骨髄環境微小環境におけ
る骨髄腫細胞ではAIDが一定の条件で発現し
ている可能性がある。一方 BCL6 について発
現量を定量的に評価すると，骨髄腫細胞でも
高発現している患者と低発現の患者とが存
在することが明らかになった。しかし，その

発現量と病期・MMSET を含む染色体転座との
関連は今回検討した症例では明らかでなか
った。長期的な経過との関連を今後検討する
予定である。 
(2)MMSET転座を有する細胞ではDNA損傷部位
にクロマチン変化が起きにくく，DNA 損傷部
位における53BP1の集積が起きにくいと報告
されているが，X線照射後に KMS11（MMSET 転
座陽性）と KMS12(転座陰性)の免疫染色をお
こなった結果では 53BP1 の集積，γH2AX の集
積ともに差を認めず，報告は追試できなかっ
た。 
(3)BCL6 のプロモーター領域は AID による点
突然変異が高頻度に起きることが知られて
おり，AID が働いたフットプリントとして確
認できる。そのような変異が BCL6 の発現に
影響を与える可能性を検討した。細胞株にお
いては変異が見られたが，BCL6 の高発現患者
および低発現患者のプロモーター領域をシ
ークエンスにて確認したところ,両者ともに
点突然変異は認められず，BCL6 の発現調節に
おいてAIDによる変異が関与している可能性
は低いと考えらえた。 
(4）次に杯中心 B 細胞において BCL6 が転写
を抑制的していることが既知の DDR 遺伝子
(ATR,p53,p21,Chk1)について骨髄腫細胞に
おける発現量を調べた。BCL6 の発現と DDR 遺
伝子との間に発現量の相関を認めず，骨髄腫
細胞では BCL6 がこれらの転写を抑制してお
らず，胚中心 B細胞とは異なる制御を行って
いると考えられた。 
(5)BCL6 が骨髄腫細胞で高発現していること
の意義を明らかにするため，細胞株を用いて
実験を行った。骨髄腫細胞株の BCL6 発現量
は患者サンプルに比べて著しく低かったが，
報告されているようにIL6を添加して培養す
ると BCL6 の発現が誘導された。このことは
骨髄環境中においてサイトカインなどの外
的液性因子を介して BCL6 の発現が誘導され
ることを示唆しており，患者ごとに高発現と
低発現が見られる原因の一つと考えられた。
骨髄腫細胞株 7 種類（KMS12PE, KMS12BM, 
KMS11, KMS26, RPMI8226, KMS18, ARH77）で
は KMS12PE において低いながらも BCL6 の発
現がみられた。そこで， KMS12PE に BCL6 を
レトロウィルスにより強制発現し，さらなる
解析を行った。BCL6 の強制発現により
KMS12PE 細胞に増殖抑制がみられた。 
 

胚中心由来の B 腫瘍では BCL6 は増殖促進的



に働くことから，骨髄腫においては BCL6 の
役割が異なることが示唆された。また，この
細胞株を用いてDDR遺伝子の発現も定量的に
評価したが，いずれも抑制されておらず，胚
中心由来のB細胞とは異なる制御を受けてい
ると考えられた。BCL6 がこれらの遺伝子のプ
ロモーターに結合しているかを調べるため
に CHIP アッセイを行ったところ，BCL6 はこ
れらの既知の遺伝子のプロモーター上に結
合しており，BCL6 が結合することが直接転写
抑制に結びつかない原因として転写抑制因
子（コリプレッサー）の働きが細胞毎に異な
る可能性が考えられた。 
(6）次に，骨髄腫における BCL6 が DNA 損傷
応答にどのような役割を果たしているかを
明らかにするために放射線照射および抗が
ん剤暴露による DNA 損傷時の応答を調べた。
照射後のDNA損傷部位を認識するγH2AX形成
を定量的に評価すると，BCL6 強制発現骨髄腫
細胞株においてはγH2AX の形成が抑制され
ていた。 
 
 
 

このことは損傷が起きたDNAが正常に認識さ
れていないことを示唆し，ゲノム不安定性を
もたらすものと考えられる。γH2AX 形成は
DNA 損傷によって ATM が活性化することに依
存しているため，ATMの発現量をRNAレベル，
蛋白レベルで解析した。すると，BCL6 強制発
現株においては ATM の転写レベル，蛋白レベ
ルともに抑制されていることが明らかとな
った。これらの結果より骨髄腫細胞に発現さ
せた BCL6 は ATM の転写抑制を介しての DNA
損傷応答における最初の損傷を認識するス
テップを抑制し，ゲノム不安定性をもたらし
ている可能性が示唆された。このことは現在
の骨髄腫治療において用いられているDNA損
傷をおこす抗がん剤治療や放射線治療によ
って BCL6 発現細胞においてはゲノム不安定
性による病期進展につながる可能性を示唆
する重要な知見と考えられる。 
(7）次に，BCL6 による ATM の転写抑制がその
直接的作用かを検討するために BCL6 と転写
抑制因子（コリプレッサー）との結合阻害剤
を添加して培養した細胞を用いてATMの転写
抑制が解除されるかを検討したが， ATM の転

写抑制は解除されず，コリプレッサーを介し
た転写抑制ではないと考えられた。 
(8)また，BCL6 強制発現株と非発現株を比較
し，現在網羅的に RNA 発現解析をおこなって
おり，データ解析をおこなっている。主たる
パスウェイとしてサイトカインシグナル、接
着分子のパスウェイが抽出されてきており、
今後さらに詳細に検討する予定である。 
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