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研究成果の概要（和文）： 多発性骨髄腫は，難治性腫瘍の一つであり，未だ治癒を期待できる治療法は確立されてい
ない．申請者らは，これまでBCL9という分子が多発性骨髄腫の細胞増殖，転移・浸潤，腫瘍血管新生に重要であること
を見出している．本研究では，多発性骨髄腫に対する新規治療標的分子を同定する目的でBCL9分子に結合し，多発性骨
髄腫の病態にかかわっている分子をクロマチン免疫沈降シークエンス法も用いて探索した．その結果，CYBRD1という鉄
代謝関連分子が治療標的分子になりうる可能性を見出した．

研究成果の概要（英文）：Multiple myeloma (MM) is characterized by clonal proliferation of long-lived 
plasma cells within the bone marrow. Despite recent advances in its treatment, MM remains an incurable 
disease, underlining the need to continue exploring its molecular characteristics. We have identified 
that BCL9 has a pivotal role in MM pathogenesis. In this study, we found that CYBRD1, which is a iron 
regulating molecule, as a novel therapeutic target in MM using BCL9-Chromatin Immunoprecipitation 
(ChIP)-Sequence (Seq) (ChIPSeq).

研究分野：多発性骨髄腫

キーワード： BCL9
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１．研究開始当初の背景 

 

本邦では高齢化に伴い，多発性骨髄腫(MM)

の発生率は増加の一途にあり，年間死亡者数

は約 4,200 人以上にものぼる．本疾患の治療

成績はサリドマイド，ボルテゾミブ，レナリ

ドミドの導入により向上してきている．しか

しながら，未だ治癒を期待できる治療法はな

く，予後不良な疾患である．よって，より効

果的な新規治療法の開発が待たれている．多

くの MM では，Wnt/β-カテニンシグナルが活

性化され，細胞増殖能を亢進させていること

から，MM 治療において同シグナルは分子標的

薬のターゲットとして極めて重要である

(Takada K et al, Leukemia 2012)．一方，

同シグナルは骨髄幹細胞をはじめとする

様々な幹細胞の維持や創傷治癒の制御に必

須である．したがって，Wnt シグナル抑制剤

投与により重篤な合併症を誘発する危険性

がある．実際に，TCF/β-カテニン複合体拮

抗剤として開発された PKF115-584 を MM 担癌

マウスに投与すると高度な骨髄抑制と体重

減少が惹起された．これらの知見より，MM 治

療の標的となり得る新たな Wntシグナル分子

の同定が待たれていた．申請者らは，β-カ

テニンの co-factor である BCL9 が MM で高発

現していることを見出した．一方，BCL9 は

MM の発生母地である形質細胞には発現して

いないことを証明している．さらに，MM 担癌

マウスにおいて，shRNA を用いて MM の BCL9

の発現を抑制することにより Wnt シグナルの

下流遺伝子群の発現が低下し，MM の増殖，転

移・浸潤および腫瘍血管新生が抑制され，そ

の結果として MM 担癌マウスの生存率を有意

に向上させることを明らかにしている 

(Takada K et al, Cancer Res 2009)．以上

より，BCL9 は MM 治療の標的として理想的な

分子であることが推定された．BCL9 はβ-カ

テニンに結合し，Wnt シグナルを正に制御す

る転写因子として機能している．結晶構造の

解析結果から BCL9 は，α-Helix を形成する

HD2 ドメインを介してβ-カテニン表面の

groove に結合する．申請者らは，HD2 の構造

を模倣した Stabilized Alpha-Helix of BCL9 

peptide (SAH-BCL9)を設計・合成し，SAH-BCL9

が Wnt/β-カテニン転写活性を特異的かつ効

果的に阻害し，MM 細胞に対して抗腫瘍効果な

らびに腫瘍血管新生抑制作用を示すことを

明らかにした(Takada K et al, Sci Transl 

Med 2012)．以上の検討結果より，BCL9 転写

複合体が MM 治療の標的として有望であるこ

とを明らかにしている． 

 

２．研究の目的 

 

前述のごとく，BCL9 転写複合体が MM 治療

の標的として有用であるが，BCL9 の標的遺伝

子群およびその発現調節機構は不明である．

本 研 究 目 的 は ， Chromatin 

Immunoprecipitation (ChIP)-Sequence 

(Seq) (ChIPSeq) 法を用いて MM における

BCL9 による転写制御ネットワーク機構を解

明し，MM に特異的な新規治療標的分子を同定

することである． 

 

３．研究の方法 

 

(1) sh-cont および sh-BCL9 細胞の樹立 

 MM1S 細胞にレンチウイルスシステムを用

いて sh-cont-GFP または sh-BCL9-GFP を感染

させ，GFP 陽性細胞を flow cytometer で

sorting した． 

(2) BCL9 抗体を用いた ChIPSeq による BCL9

下流遺伝子のゲノムワイドシークエンス 

(1)で樹立した sh-cont および sh-BCL9 細胞

を用いて ChIPSeq のライブラリ作製を行う．

同細胞を 1% formaldehyde 処理し，蛋白と DNA

のcrosslinkを行った．細胞ペレットをlysis 

buffer で可溶化し，Bioruptor®を用いて DNA

を断片化し，BCL9 抗体を用いて ChIP を行っ

た．適切なライブラリ 10 ng をプロトコール



 

 

に従い SOLiDTM Fragment Library Barcoding 

Kit Module 1-16 を用いてバーコーディング

を 行 っ た ． 前 述 の ライ ブ ラ リ DNA を

End-repair し，個々のライブラリ DNA に

Barcode adaptors (1-16)(Life Technology) 

を ligation する．さらに，Nick translate を

行い，emulsion PCR (ePCR) でライブラリを

増幅した．ePCR 後のライブラリを SOLiDTM 

Library TaqMan® Quantification Kit を用い

て定量した後に，ライブラリを SOLiDTM 

sequencer でシークエンスした． 

(3) ChIPSeq の解析 

シークエンスデータを Bowtie package を用

いて Human genome browser (GRCh37/hg19)

へマッピングし，同 Bowtie マップから MACS

と SPP software により BCL9 結合領域同定を

行 っ た ． シ ー ク エ ン ス の １ 次 解 析 は

ChIPpeakAnno bioconductor package と

ENSEMBL database で行う．次に BCL9 結合領

域の転写開始点からの距離とその分布を算

出する． 

(4) ChIPSeq と GEP の統合解析 

抽出された BCL9 標的

遺伝子候補を，GEP 

(Takada K et al, 

Cancer Res, 2009) 

と統合し， BCL9 標的

遺伝子候補を抽出し

た． 

 

４．研究成果 

(1) sh-cont および sh-BCL9 細胞 

既報に準じて sh-cont, sh-BCL9 細胞を樹立

し，図 1 に示すように BCL9 抗体を用いた

Western blot 法で評価した． 

 

(2) BCL9 ChIPSeq 

ChIPpeakAnno bioconductor package と

ENSEMBL databaseでシークエンスの解析を行

い，BCL9 結合領域の分布と転写開始点からの

距離を算出した(図 2A)．sh-BCL9 においては

BCL9 結合領域が 68 %減少しており，sh-BCL9

で検出されなかった遺伝子が BCL9 標的遺伝

子候補である（図 2B）． 

 

 

 

(3) ChIP-qPCR  

ChIPSeqとGEPの統合解

析結果から，BCL9 の標

的遺伝子の一つとして

CYBRD1 を同定した．

sh-cont および sh-BCL9

細 胞 を 用 い て

ChIP-qPCR を行ったと

ころ sh-BCL9 で有意に

プロモーター領域の

enrichment は低下して

いた（図 3）． 

 

(4) CYBRD1 が MM 患者の予後に与える影響 

MAQC-II Project MM data set (publicly 

available gene expression data set) を用



 

 

いて CYBRD1 が予後に影響を与える影響を解

析した．CYBRD1 高発現群の全生存期間が有意

に良好であった． 
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