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研究成果の概要（和文）：悪性リンパ腫発症における8番染色体長腕24バンド(8q24)のMYC下流にあるlong 
non-coding RNA (lncRNA)であるPVT1の役割を検討した。PVT1内に転座点を有する細胞株ではMYC周辺に転座点を
有する細胞株よりMYC発現は高かった。転座点の位置とmiR発現量の間に一定の関係性は見られなかった。MYC発
現を阻害するJQ1を作用させると、8q24転座を有する細胞株では細胞増殖が抑制された。その際、MYC発現のみで
なくPVT1 5’の発現も低下した。PVT1 5’発現阻害とmiR1204阻害では現在のところ細胞増殖抑制効果は見られ
ていない。

研究成果の概要（英文）：The role of PVT1, which is a long non-coding RNA gene located downstream of 
the MYC gene, was examined. The expression of MYC was higher in cell lines with breakpoints in the 
PVT1 gene than in cell lines with breakpoints around the MYC gene. The expression pattern of 
microRNAs encoded by PVT1 was not associated with the location of breakpoints in the 8q24 region. A 
BET bromodomain inhibitor, JQ1, suppressed the growth of B-cell lines with 8q24 breakpoints through 
the reduction of MYC and PVT1 5’ expression. The inhibition of PVT1 5’ and miR1204 expression did 
not lead to the suppression of B-cell proliferation.

研究分野： 血液内科学

キーワード： PVT1　8q24転座　long non-coding RNA　microRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
8q24転座を有する悪性リンパ腫の中には予後が悪い一群があり、悪性リンパ腫に対する新たな治療法の開発が望
まれる。8q24にはガン遺伝子であるMYCが存在するが、MYCは正常細胞でも重要な機能を有しているためMYCを標
的とした薬剤は開発が難しい可能性がある。近年、lncRNAをターゲットとした核酸医薬開発への注目が高まって
おり、PVT1は治療標的になり得ると考えている。本研究は悪性リンパ腫発症におけるPVT1の役割を考える上で基
礎的な知見を与える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 悪性リンパ腫の予後は分子標的薬である抗 CD20 モノクローナル抗体により改善したが、進行
期悪性リンパ腫の 5 年生存率は約 55%と十分ではない。悪性リンパ腫患者数は高齢化とともに
増加傾向で、高齢者でも受けられる副作用の少ない治療薬の開発が必要であり、治療標的分子探
索のための悪性リンパ腫発症機序解明は重要である。近年、次世代シークエンサーの開発などに
よりタンパク質をコードしない RNA 分子が遺伝子発現の調節に重要な役割を果たしていること
が明らかになっている。しかし、各種ガンの腫瘍化におけるそれらの役割は未だ不十分である。
悪性リンパ腫発症において染色体転座点近傍には腫瘍発生に重要な遺伝子が存在することが多
い。8q24 転座を有する悪性リンパ腫の中には極めて予後不良な疾患群があり、8q24 転座を有す
る悪性リンパ腫患者より細胞株を樹立して染色体転座点を解析した。8q24 転座点は MYC 下流に
ある PVT1（Plasmacytoma variant translocation 1）内に存在していた。そのため悪性リンパ腫発症
には MYC のみでなく PVT1 も腫瘍化に関係していると考えた。PVT1 は種々の悪性リンパ腫で発
現異常を呈すると報告されいてるが、悪性リンパ腫発症における PVT1 の役割はまだ明らかにな
っていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は難治性悪性リンパ腫において long noncoding RNA (lncRNA)である PVT1 と

PVT1 内 microRNA (miR)が悪性リンパ腫発症に果たす役割を解明することである。PVT1 が腫瘍
発症に果たす役割は明らかでない。PVT1 内には 6 個の microRNA (miR)が存在する。miR は小さ
な機能性 RNA であり、近年様々な miR が腫瘍化に関連していることが報告されている。PVT1
は非常に大きな領域であるため、PVT1 に散在する miR に着目した。本研究により、申請者らが
樹立した 8q24 に転座点を有する細胞株を用いて、PVT1 や PVT1 内 miR の悪性リンパ腫発症に
果たす役割を明らかにし、難治性悪性リンパ腫の治療開発の糸口とすることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
当科で樹立した細胞株を含む下記の細胞株を用いた（表 1）。細胞培養液は RPMI+10%FBS を

用いた。WILL3 の転座点解析は既報の如く行った（Shimanuki M., Hosoi H. et al. Eur J Haematol 
2012）。細胞株からの RNA 抽出は RNeasy Mini kit、miRNeasy Mini kit (QIAGEN)を用いた。各細
胞株における MYC、PVT1 の発現検討には QuantiTect SYBR Green PCR kit (QIAGEN)、Power Up 
SYBR Green kit (Applied Biosystems)を、miR 発現検討には miScript PCR system (QIAGEN)を用い
た。qRT-PCR には CFX96 リアルタイム PCR システム（BioRad）を使用した。JQ1 (Sigma)添加後
の細胞増殖変化は Cell Counting kit-8 (Dojindo)を用い、吸光度をマイクロプレートリーダー（コ
ロナ）で測定した。PVT1 阻害には Antisense LNA GapmeRs(QIAGEN)を、miR1204 阻害には
miRCURY LNA miRNA Inhibitor (QIAGEN)を用いた。GapmeRs、miR inhibitor の細胞への導入に
は Lipofectamine 3000 (Invitrogen)を用いた。細胞導入効率検討について GapmeRs、miR1204 にラ
ベルされた FAM の陽性率を蛍光顕微鏡 BZ-X800（Keyence）と FACSVerse、FACSMelody (Becton 
Dickinson)を使用して解析した。 
 
表 1（細胞株と染色体転座点の関係。申請者らが樹立した細胞株を含む。） 
 

細胞株 疾患 染色体転座 ゲノム上の遺伝子再結合 

KHM2B DHL t(14;18)(q32;q21), t(8;14)(q24;q32) BCL2/IGH, MYC/IGH 

MD901 DHL t(3;22)(q27;q11), t(8;22)(q24;q11) BCL6/IGλ, PVT1/IGλ 

WILL1 DHL t(6;8;14)(q27;q24;q32) ?/MYC/IGH 

WILL2 DHL t(14;18)(q32;q21), t(8;22)(q24;q11) BCL2/IGH, PVT1/IGλ 

WILL3 DHL t(14;18)(q32;q21), t(8;22)(q24;q11) BCL2/IGH, MYC/IGλ 

WILL5 DLBCL t(8;14)(q24;q32) MYC/IGH 

Raji BL t(8;14)(q24;q32) MYC/IGH 

KHM10B BL t(8;22)(q24;q11) PVT1/IGλ 

 
 
 
 



４．研究成果 

(1) 新規樹立細胞株の 8q24 転座点の検討 
 難治性びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫（DLBCL）の患者骨髄より細胞を抽出して培養し、
新規細胞株 WILL3 を樹立した。骨髄液の G-band 検査で腫瘍細胞は t(14;18)(q32;q21)に加えて
8q24 転座を有していることが分かった。t(14;18)に関して、JHのサザンブロット解析で IgH 再構
成を確認した。JHの long distance inverse PCR (LDI-PCR)を行い、PCR 産物のシークエンスを行っ
て 14q32 の切断点を明らかにした。JHは 18q21 の BCL2/icr と再結合していた。また、8q24 の転
座点を明らかにするため、Cλのサザンブロット解析を行い、Cλ2の LDI-PCR を行った。8q24 の
転座相手は 22q11 であり、t(8;22)(q24;q11)は Jλ2と MYC 下流 5kb で再結合していた。8q24 転座点
の近傍には activation induced cytidine deaminase 認識配列があった。 
さらに、別の難治性 DLBCL の患者胸水より細胞を抽出して培養し、新規細胞株 WILL5 を樹

立した。G-band 検査、FISH 検査で t(8;14)(q24;q32)を認めた。我々が樹立した細胞株を含む 8q24
転座点は図 1 のようにまとめられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 8q24 に転座点を有する細胞株の MYC 発現検討 

種々の8q24転座点を有する細胞株を用いて、
8q24 転座点の位置と MYC 発現に関連があるか
を明らかにするため、MYC 発現を qRT-PCR 法
で検討した。WILL3、KHM10B、WILL2 といっ
た MYC 下流や MYC 下流の PVT1 内に切断点を
有する細胞株では、Raji、KHM2B などの MYC
近傍に切断点を有する細胞株よりも MYC 発現
は高かった（図 2）。ただ、WILL3、KHM10B、
WILL2 は t(8;22)を有している。MYC 発現の違
いは 8q24 転座相手が免疫グロブリン重鎖であ
るか、免疫グロブリン λ鎖であるかといった違
いを反映している可能性も考えられた。 
 
(3) 8q24 に転座点を有する細胞株の PVT1 内 miR 発現検討 

PVT1 は 300 kb をこえる大きな領域のため、PVT1 内に散在する miR に着目して、8q24 転座点
を有する各細胞株における miR 発現を qRT-PCR 法で検討した。MYC 近傍に転座点を有する
WILL5 に比べて、PVT1 内に転座点を有する細胞株では miR1206 以外の各 miR 発現は高い傾向
にあった（図 3）。転座点の物理的位置と転座点前後の miR 発現量には関連性が認められなかっ
た。miR1206 発現は KHM10B で極めて低く、MD901 で特に高かった。なお、miR1204 発現は絶
対量としては低く、miR1204 発現の再検討を要する。 

 

 
図 1 新たに樹立した細胞株を含む各種細胞株の 8q24 転座点 

 

図 2 8q24 転座を有する細胞株の MYC 発現 

 

図 3 8q24 転座を有する細胞株における PVT1 内 miR 発現量（KHM10B を 1 とする。） 



(4) JQ1 による細胞増殖抑制効果の検討 
PVT1 内に転座点を有する細胞株では MYC 発現が高かったため、JQ1 を用いて MYC 発現を低

下させることによる細胞増殖変化を調べた。JQ1 は BET ブロモドメイン阻害剤で、がん細胞特
有のスーパーエンハンサーとよばれる遺伝子発現調節領域に作用することにより間接的に MYC
発現を阻害することが知られている。8q24 転座点を有する細胞に JQ1 を作用させると DMSO の
み添加のコントロール群と比較して細胞増殖が抑制された（図 4）。K562 は慢性骨髄性白血病細
胞株で JQ1 抵抗性であることが報告されており、GM12878 は EB ウイルス関連リンパ芽球様細
胞株で JQ1 感受性があることを他の研究で確認している（Hosoi H. et al. Gene 2021.）。PVT1 内に
転座点を有する細胞株である KHM10B、WILL2、MD901 では JQ 作用 24 時間後の早期より細胞
増殖抑制がみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(5) JQ1 作用下の MYC、PVT1 発現変化の検討 

JQ1 作用後の細胞増殖抑制がみられた細胞株で MYC 発現を検討した。JQ1 作用後 3 時間で細
胞を回収して RNA を抽出し、DMSO コントロール群と比較して MYC 発現の変化を調べた。
KHM2B、KHM10B、MD901 では MYC 発現が低下していた（図 6 左）。興味深いことに PVT1 5’
の発現も検討すると、JQ1 作用群では PVT1 5’発現低下もみられていた（図 6 右）。特に MYC の
下流に 8q24 転座点を有する細胞株である WILL3、KHM10B、WILL2、MD901 では JQ1 による
PVT1 5’発現低下割合は MYC 発現低下割合よりも高度であった。また、PVT1 5’発現の低下に反
して、PVT1 3’発現は上昇していた（data not shown）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(6) GapmeRs による PVT1 発現抑制下での細胞増殖変化の検討 

PVT1 5’領域に対して antisense oligonucleotide である GapmeRs を設計し、PVT1 5’発現抑制下
での各種細胞の細胞増殖変化を検討した。PVT1 5’領域に対する GapmeRs 添加では細胞増殖抑制
効果は示されなかった。ただ、PVT1 5’抑制効果が低かったため、現在再検討を行っている。な
お、蛍光顕微鏡、FACS による transfection 効率の評価では、transfection 効率は 3 割程度であっ
た。 
 

 

図 5 8q24 転座点を有する細胞株における JQ1 による細胞増殖抑制 

   
図 6 JQ1 による PVT1 5’ (A)、PVT1 3’ (B)の発現変化（-: DMSO control; +: JQ1、各々の

細胞株で control の PVT1 発現を 1 とする。） 



(7) miR inhibitor による miR1204 発現抑制下での細胞増殖変化の検討 
JQ1 による細胞増殖抑制がみられた際に PVT1 5’の発現が抑制されていたことから、PVT1 5’に

位置する miR1204 に着目した。miR1204 を抑制すると 8q24 転座点を有する細胞株の細胞増殖が
抑制されると仮説をたて、miR1204 を miR1204 inhibitor で抑制した。miR1204 inhibitor を FAM 
label して transfection 効率をフローサイトメトリーで確認した。miR1204 inhibitor 作用後 24 時間
で約 30%程度の細胞に miR inhibitor が transfection されていた。miR1204 を阻害しても細胞増殖
抑制はみられなかった。miR1204 発現量は低いため、qPCR による miR1204 抑制効果の正確な検
討が困難であった。今後再検討の余地がある。 
 
 
これらの結果から、PVT1 は MYC と協同して悪性リンパ腫発症に何らかの作用を与えている

と考えられる。PVT1 発現抑制効果の再検討と免疫グロブリンエンハンサーが PVT1 に与える影
響の検討を現在引き続き行っている。 
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