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研究成果の概要（和文）：本研究では，多発性骨髄腫における反復配列 LINE-1の異常低メチル

化とその染色体欠失との関連，低メチル化と予後不良との関連が示された．さらに，DNA 切

断領域には LINE-1密度が高い点や次世代シーケンサーのメチル化解析における有用性も見出

された．以上の結果は Genome Medicine 2012;4:101 として報告した．本研究の成果により，

反復配列メチル化異常を標的とした新規的診断法・治療法の発展が期待される． 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we observed aberrant hypomethylation of LINE-1 and 

other repeated sequences in multiple myeloma, its association with genomic deletion, and 

the association between hypomethylation and poor prognosis. In addition, it was indicated 

that LINE-1 sequences are dense in the commonly deleted legion and also usefulness of 

MBD-sequencing. We reported these results in Genome Medicine 2012;4:101. Our study 

suggested the potential of LINE-1 targeting strategy in clinical situation. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

多発性骨髄腫は形質細胞に由来する悪性
腫瘍で，近年，新規薬剤が数多く開発され臨
床現場での利用が始まっている．しかしなが
ら，依然として治癒を得ることは困難であり，
その予後規定因子の一つとして様々な染色
体異常の存在がある．また，多くの悪性腫瘍
において DNA メチル化をはじめとするエピ
ジェネティックな異常が報告され，多発性骨
髄腫も例外ではないが，中でも Long 

interspersed nuclear elemnt-1 (LINE-1) 等
の DNA 繰り返し配列の低メチル化と腫瘍細
胞における染色体不安定性との関連が指摘
されている． 

 

２．研究の目的 

 

以上のような背景の下，多発性骨髄腫にお

ける LINE-1 をはじめとする DNA 繰り返し

配列のメチル化，全ゲノムのグローバルな

DNA メチル化レベルの検討，および染色体

異常や臨床遺伝学的特徴との関連性につい

ての検討などを行うことを目的とし本研究

を計画した． 

本研究では，多発性骨髄腫症例を症例群，

前 骨 髄 腫 状 態 で あ る monoclonal 

gammopathy of undetermined significance 

(MGUS) 症例と非MGUS非多発性骨髄腫症

例（正常形質細胞）を対照群とした対照研究
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の形を取っており，3 つの状態を比較するこ

とにより多段階的なエピジェネティック変

化についても検討を行う． 

 

３．研究の方法 

 
74例の多発性骨髄腫症例，8例の

monoclonal gammopathy of undetermined 

significance (MGUS) 症例，4例の非 MGUS，
非多発性骨髄腫症例（正常形質細胞）から骨
髄液の提供を受け，形質細胞のマーカーであ
る CD138陽性細胞を分離し DNAを抽出し，
実験に使用した． Bisulfite- pyrosequencing

法にて LINE-1, AluYb8, AluYa5, Sat-αの 4

つの DNA繰り返し配列のメチル化レベルを
測定し，染色体異常は array comparative 

genomic hybridization(aCGH)によって検出
した.全ゲノムの DNAメチル化レベルは
Methyl-CpG binding domain sequencing 

(MBD-seq) によって測定した. 

 

４．研究成果 

 

今回調べられた繰り返し配列はいずれも
正常形質細胞から MGUS，多発性骨髄腫と悪
性度を増すにつれてそのメチル化レベルが
有意に低下していることが示された(図 1)．
繰り返し配列のメチル化レベルと染色体異
常の相関を検討した結果，繰り返し配列のメ
チル化レベルが低い検体ほど染色体欠失が
多い傾向を示した．特に LINE-1でその傾向
が強く，aCGH法にて検出された欠失プロー
ブ数と LINE-1のメチル化レベルは有意な逆
相関を示した(図 2)．またいずれかの染色体
の欠失を持つ検体と持たない検体の LINE-1

メチル化レベルを比較した結果、染色体欠失
のある群が有意に LINE-1のメチル化レベル
が低いことが示された(図 3). 

 

図 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

欠失領域とその隣接するプローブ間の領
域をゲノム欠失の原因となる breakpoint と
して同定し，4 検体以上で共通して認められ
る breakpointを common breakpoint(CBP)

と定義し検討を進めた．CBP 上の LINE-1

の密度を測定した結果，全ゲノムと比較し
CBP 上では LINE-1 の密度が高いことが示
された(図 4)．また各検体における LINE-1

のメチル化レベルと breakpoint 数を比較し
たところ有意な逆相関を示し，LINE-1 のメ
チル化レベルが低い検体ほど breakpoint 数
が多いことが示された． 

 

図 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MBD-seqによりCBP領域および全ゲノム
上のグローバルなメチル化レベルを測定し
た結果，多発性骨髄腫では CBP 領域のメチ
ル化レベルがより低下していることが示さ
れた．一方，正常形質細胞では CBP 領域の
メチル化レベルの方が高く,MGUS では両者
で差がないことが示された .全ゲノムを
LINE-1 の密度毎に分類し各領域のグローバ
ルなメチル化レベルを検討した結果,多発性
骨髄腫では LINE-1の密度が高い領域ほどメ
チル化レベルが高いことが示された 

 

図 5 
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続いて我々は，血液悪性腫瘍においてしば
しば欠失が認められる 12番染色体のCBP領
域および同染色体上の非 CBP 領域に存在す
る局所特異的な LINE-1について，5’UTRの
メチル化レベルを測定した結果,これまでに
測定していたグローバルな LINE-1のメチル
化レベルと極めて高い相関傾向を示した（図
6）．一方で LINE-1 の gene body に相当す
る領域のメチル化レベルは 5’UTR のメチル
化レベルと比較し明らかに高値であり，相関
は認められなかった．グローバルな LINE-1

のメチル化レベルは 5’UTR 領域のメチル化
レベルを測定していることから，今回の結果
と一致していた 

 

図 6 

 

 

 

 

 

 

最後に，LINE-1 のメチル化レベルと予後
の相関を検討した結果，LINE-1 の低メチル
化は有意な予後不良因子であることが示さ
れた．ISS 病期および年齢による層別解析を
行った場合においても，LINE-1 の低メチル
化は独立した予後因子であることが示され
た（図 7）． 

 

図 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

今回我々は，多発性骨髄腫における DNA

繰り返し配列のメチル化レベルと染色体異
常および予後との関連について検討を行っ
た．DNA 繰り返し配列の中でも LINE-1 は
最も多く存在しヒトゲノムの約 20%を占め
る．LINE-1 は逆転写酵素活性による自律性
増殖能を持ち，ゲノム上の他の領域への転位
が可能である（retrotransposition）．LINE-1

が転位する際に染色体不安定が生じ，挿入さ
れた領域の近隣にある癌関連遺伝子の活性

に影響を与えることによって腫瘍形成に関
与しているのではないかと推察されている．
そして LINE-1の活性調節の一因子としてエ
ピジェネティックな制御機構が考えられて
いる． 

 

これまでにも様々な腫瘍においてその低
メチル化が指摘されているが，今回の検討に
より多発性骨髄腫においても LINE-1は有意
に低メチル化していることが示され，かつそ
の前癌病変である MGUS は正常コントロー
ルと骨髄腫の中間のメチル化レベルを示し
たことから多発性骨髄腫の進展に伴いメチ
ル化レベルが段階的に低下する可能性が示
された．さらに，LINE-1 メチル化レベルと
と染色体欠失の程度には有意な逆相関を認
め，LINE-1 が低メチル化している検体ほど
染色体欠失が多いことが示された．CBP領域
にはその他の領域と比較し LINE-1がより多
く存在することが示され，かつ breakpoint

の数と LINE-1のメチル化レベルには有意な
逆相関が認められたことから，LINE-1 が高
密度であり低メチル化を生じている検体で
は染色体欠失が生じやすいことが推察され
た． 

 

また，LINE-1 のメチル化レベルと予後の
相関を検討した結果，LINE-1 の低メチル化
は独立した予後不良因子であることが示さ
れた．多発性骨髄腫においては染色体が
non-hyperdiploidy（染色体の高度な増幅を伴
わない）である群が予後不良であることが知
られているが，non-hyperdiploidy は染色体
欠失に特徴づけられる一群であり，このこと
は今回の結果と一致すると考えられた． 

 

本研究において，DNA 繰り返し配列のグ
ローバルな低メチル化が染色体の欠失を通
じ，多発性骨髄腫の進展に関与することが示
唆された．特に LINE-1は，最も染色体異常
に影響を与える反復配列であることが推察
された．グローバルな低メチル化を介して染
色体異常が生じる具体的なメカニズムに関
しては今後のさらなる検討が必要と考えら
れた．また、本研究の成果により反復配列メ
チル化異常を標的とした臨床応用の発展が
期待される。 

 

なお，当初予定していた生活習慣に関わる
多発性骨髄腫の発症要因の探索については、
大規模コホート研究の結果の検討をもって
これを行うこととし、現在解析中である。そ
の結果は今後論文等で報告する。現在のとこ
ろ，肥満との関連が見出されており，喫煙や
飲酒との関連は大きくないことが示唆され
ている(図 8)． 

 

R = 0.613*** R = 0.921***

12p13.2 (CBP) 12q21.2 (non-breakpoint) 

 

Log rank test  P = 0.015

Overall Survival (months)

from sample donation

HR = 2.8 (1.2 - 6.4)

S
u

rv
iv

a
l p

ro
p

o
rt

io
n

ISS stage = 1 ISS stage = 2, 3

Stratified log rank test  

P = 0.030

HR = 2.5 (1.1 - 6.0)

LINE-1 ≥ 36.0%

LINE-1 < 36.0%

S
u

rv
iv

a
l p

ro
p

o
rt

io
n

 



 

 

図 8 
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95%CI

BMI N Case P HR Lower Upper

Male <18.5 2463 3 Ref

18.5-24.9 33371 49 0.981 0.99 0.30 3.22 

25-30 7581 9 0.828 0.86 0.22 3.31 

30< 465 1 0.594 1.86 0.19 18.09 
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18.5-24.9 42509 54 0.576 1.40 0.43 4.53 

25-30 12341 12 0.983 0.99 0.27 3.66 
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Adjusted by age, sex, smoking and drinking

 


