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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫患者の病態や進展、および分子標的薬の感受性を事前に予測する血液中
バイオマーカーを探索した。患者末梢血中の遊離核酸や脂質代謝物を網羅的に測定し、臨床情報との関連につい
て解析した。プロテアソーム阻害剤のボルテゾミブ感受性を予測する血清マイクロRNAを複数同定した。末梢血
cell free DNAを用いた同一患者の経時的な解析によって、骨髄腫の病勢増悪に関与する変異遺伝子群を同定し
た。血清中リピドミクス解析によって、ボルテゾミブとデキサメタゾン併用療法の臨床効果と末梢神経障害の発
症を予測する脂質バイオマーカー候補分子を同定した。今後、これらの因子を多数例での解析で検証する必要が
ある。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to explore predictive or prognostic biomarkers 
in blood in patients with multiple myeloma (MM). Cell free nuclear acids such as microRNA and cfDNA 
isolated from peripheral blood were analyzed by next generation sequencing in association with 
clinical information including patients’ prognosis and sensitivity to molecular targeting agents. 
Our study identified several serum microRNAs associated with sensitivity to bortezomib therapy. 
Sequential genetic analysis of cfDNAs in the same patients could identify some specific mutations 
relevant to the disease progression in MM. As well, serum lipid metabolites were comprehensively 
analyzed. It identified some lipid metabolites which might predict poor response to bortezomib plus 
dexamethasone therapy and occurrence of grade 2 or higher bortezomib-induced peripheral neuropathy. 
Further studies are needed to validate such candidate biomarkers in prospective large-scale studies.

研究分野： 血液内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、採取が簡便で臨床応用しやすい血液サンプルから診断マーカーとして血清中の遊離核酸と脂質代謝
物を検討した点が特色である。これまでの造血器腫瘍、特に多発性骨髄腫領域では、その測定系や評価法は十分
に確立されていない。本研究により、リキッドバイオプシーの臨床応用に向けた新たな基盤を形成できたと考え
ている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

  多発性骨髄腫の治療薬として新規薬剤（ボルテゾミブ・サリドマイド・レナリドミド・

ポマリドミド）が導入され、骨髄腫患者の予後は大きく改善した。しかし、各薬剤には

特有の副作用が認められ、各薬剤の治療効果は投与してみるまで予測出来ないのが実情

である。したがって、各分子標的薬の治療効果や副作用を血液中の簡易なバイオマーカ

ー検査で予測可能となれば、不要な副作用を回避するとともに最も適した薬剤の選択が

可能となる。我々は、既にプロテアソーム阻害剤ボルテゾミブの作用機序として、アポ

トーシス誘導因子である NOXA の活性上昇(Cancer Sci 100:341,2009)、そして薬剤耐性

機序としてプロテアソームの遺伝子変異を同定した(Leukemia 24:1506,2010)。しかし、

これまでの研究は骨髄腫細胞の薬剤感受性規定因子を同定したに過ぎず、骨髄微小環境

と腫瘍細胞との相互作用がもたらす薬剤感受性や耐性への影響を解明したわけではな

い。新規薬剤は骨髄腫細胞だけでなく骨髄微小環境や免疫細胞にも作用するため、骨髄

腫患者の体内環境全体を反映させる手法が、薬剤感受性に関わるバイオマーカーの同定

には不可欠である。骨髄腫細胞と微小環境内のストローマ細胞との相互作用に関わる因

子として、様々な接着分子・細胞外基質・サイトカインが同定されている。臨床的に有

用なバイオマーカーを開発するには、採取が簡便な末梢血中に存在する物質の探索が必

須と考え、血清中の遊離核酸である small RNA および cell free DNA(cfDNA)、そし

て血清を用いたリピドミクス解析に着目した。 
 
 
２．研究の目的 

  本研究では、多発性骨髄腫の病態や進展、そして治療薬の感受性や副作用を予測しう

る分子を末梢血中から探索することを目的とする。特に患者末梢血中の遊離核酸と、血

清中の脂質分画の網羅的解析に重点を置いた。網羅的解析によって得られたデータと、

病態や予後、さらに薬剤の治療効果や副作用に関わる臨床情報を照合することによって、

血液中から臨床的に有用なバイオマーカーを探索することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 

(1) 多発性骨髄腫患者由来の骨髄形質細胞と末梢血検体の採取 

施設 IRB 承認を得た説明・同意文書で試料提供の同意を得た多発性骨髄腫患者 81 名

から末梢血採取を行い血清保存を行った。同様に骨髄穿刺検査時の残余骨髄検体を用い、

抗 CD138 抗体ビーズを用いて CD138 陽性形質細胞を純化し保存した。コントロールとし

て研究参加同意を得た健常者 10 名由来の末梢血を採取し血清を保存した。 

 

(2) 末梢血血清中の small RNA の抽出とその解析 

各患者由来の血清 1mL から small RNA の抽出を行い、次世代シークエンス法（NGS）に

より、リード数を基に small RNA の定量を行った。 

 

(3) 末梢血血清中の cfDNA の抽出 

QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit(キアゲン)を用いて，各患者由来の血清 1mL か

ら cfDNA の抽出を行った。cfDNA の定量には QuantiFluor dsDNA System(プロメガ)を用

いた。 

 



(4) 末梢血 cfDNA の定性 

抽出した末梢血 cfDNA の分子量分布を確認するため，Agilent 2100 バイオアナライザ

ー(Agilent)の Agilent High Sensitivity DNA kit を使用し分子量を確認した。 

 

(5) 骨髄形質細胞からの gDNA の抽出 

Allprep DNA/RNA Mini Kit(キアゲン)を用いて， 骨髄中形質細胞から gDNA の抽出を行

った。gDNA の定量には末梢血 cfDNA と同様に QuantiFluor dsDNA System を用いた。 

 

(6) シークエンス用ライブラリーの調整と定量 

QIAseq Targeted DNA Panel(キアゲン)を用いて，抽出した骨髄形質細胞由来 gDNA 及び

末梢血 cfDNA を用いてライブラリーの調整を行った。遺伝子パネルは Human 

Comprehensive Cancer Panel (275 遺伝子)を使用した。 

 調整したライブラリーは QIAseq Library Quant Assay Kit(キアゲン)で定量し，そ

の結果得られた濃度を元にサンプルの調整を行った。 

 

(7) シーケンスと解析 

シーケンスにはNGSのMiseq (Illumina)を使用し，専用のカートリッジ (MiSeq Reagent 

Kit v3 150bp ペアリード)を用いた。シーケンスにより得られたデータは Genomic Work 

Bench (Filgen)を使用し，Variant Allele Frequency (VAF)を骨髄形質細胞 gDNA では

5%以上，末梢血 cfDNA では 1%以上で変異コールとした。また，シーケンスデータは信頼

性評価(エラーの除去)として Quality は 20 以上とした。一方で，上記の体細胞変異の

候補から胚細胞変異(SNPs)を除去するために骨髄形質細胞 gDNA と同様に腫瘍混入のな

い末梢血単核球からも gDNA の抽出を行い、シーケンスを行い、各患者における SNP デ

ータを揃えた。更にアジア人・日本人の公共の SNPs のデータベースも活用した。 

 

(8) 血清中脂質分画の同定と定量 

当院でボルテゾミブ＋デキサメタゾン併用(Bd)療法を受けた 59 名の治療開始前の脂質

組成、特に燐脂質、スフィンゴ脂質、中性脂質、多価不飽和脂肪酸およびその酸化体に

ついて UPLC-TOFMS と UPLC/MS/MS を用いて解析した。各脂質の定量結果と Bd 療法の奏

効レベル、およびボルテゾミブ投与時に問題となるグレード 2以上の末梢神経障害の発

生の有無との関連について解析した。 
 
 
４．研究成果 

(1) 骨髄腫患者さんにおける末梢血血清の small RNA の抽出とその発現量解析 

まず疾患特異的な血清マイクロ RNA の同定を試みた。具体的には、骨髄腫患者と健常人の

血清マイクロ RNA の発現解析を行い比較した。健常人 15 名・初発骨髄腫患者 10名・再発難

治骨髄腫患者 52 名の血清中マイクロ RNA を次世代シークエンサーにて発現量の解析を行っ

た。検出された 200 前後のマイクロ RNA のうち、32 個のマイクロ RNA が健常人と比べて骨

髄腫患者血清中で有意に高値であった。その中で 5種類のマイクロ RNA（mir-10a, 10b, 92a, 

378a, 378d）は、骨髄腫患者においても、再発・難治例において、初発例と比べて有意に高

値であることが判明した。これら 5つのマイクロ RNA は、乳がん等の固形腫瘍においては、

細胞増殖・薬剤耐性・転移能などの悪性能に関わることが報告されている。さらに mir-92a



に関しては骨髄腫患者由来の骨髄中形質細胞を用いた検討で、ボルテゾミブを含んだ治療

レジメンの感受性に関わることが、後方視的な解析で判明している。 

 

(2) 初発骨髄腫患者における末梢血血清中 cfDNA の抽出とその遺伝子変異解析 

初発の多発性骨髄腫患者約 80例の、治療前に採取・保存された末梢血血清の解析に着手

した。血清 1ml から、QIAGEN 社の circulating nuclear acid kit を用いて cfDNA 相当と考

えられる血清中 DNA の抽出行った。またコントロールとして健常者 10 名の血清からも同様

に抽出を行った。健常者 10 名と骨髄腫患者 80 名で比較したところ、血清 1ml あたりの DNA

収量は、31.6ng/ml vs 77.0ng/ml と有意に骨髄腫患者さんの血清中の DNA が多い結果であ

った（P=0.015）。また、これら血清中の DNA をバイオアナライザーで解析したところ、mono-

nucleosome (150〜200 bp）、Di-nucleosome(300-400b)、Tri-nucleosome(600bp 程度)に相

当するピークが認められた。末梢血 cfDNA 量と腫瘍量(形質細胞)との相関性を解析するた

めに初発時における末梢血 cfDNA 量と腫瘍量の指標となる免疫グロブリンの遊離軽鎖(FLC)

の値との相関を解析した。初発骨髄腫 34症例について末梢血 cfDNA と FLC の値を評価する

と R2=0.0985(0.2<|r|<0.4)となり弱いながらも相関がみられた。 

一方、同一患者において, 治療経過中の末梢血 cfDNA 量の変化について観察した。初回

治療後に, 再発難治性骨髄腫（Relapsed/refractory multiple myeloma: RRMM）に至った患

者７名について未治療時と再発・再燃時の cfDNA の増減比をとって比較したところ、FLC の

増減比との相関性が確認された。 

 

(3) 予後不良な患者さん検体の末梢血中の遺伝子変異の経時的な変化 

多発性骨髄腫患者 80 例中、短期間で病態が進展し予後が極めて不良であった 4例の血清

cfDNA を QIAGEN 社の、ターゲットシークエンスパネル（Comprehensive cancer panel）に

て、数百の遺伝子のエクソンをカバーするアンプリコンを作成し、経時的な解析を施行した

ところ、およそ 5から 40ヶ所の遺伝子変異が新規に出現、もしくは消失していた。変動の

見られた遺伝子変異のその意義について現在も検討中である。 

 

(4) ボルテゾミブ＋デキサメタゾン併用(Bd)療法の効果と副作用を予測する血清脂質バイ

オマーカーの探索 

 当院で Bd 療法を受けた 59 名の多発性骨髄腫患者の治療前に採取された起床空腹時

の 血 清 中 に 385 種 類 の 脂 質 代 謝 物 が 同 定 さ れ た 。 そ の 中 で 数 種 類 の

glycerophospholipids、sphingolipids と cholesteryl ester の低値が非奏効（部分奏

効未満）に関連し、数種類の lysophosphatidylcholines (LPCs)、PCs、DG、TG や 8,9-

diHETrE、14,15-diHETEの高値がグレード2以上の末梢神経障害の発症と関連していた。

臨床効果に関連した脂質として血小板活性化因子の合成に関わる代謝物、末梢神経障害

に関連した脂質としてミエリン障害や炎症刺激に関わる代謝物がバイオマーカー候補

として同定された。しかし、本研究は探索的な研究であるため、今後は大規模前向き臨

床試験での検証を計画している。 
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