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研究成果の概要（和文）：びまん性大細胞型Ｂリンパ腫（DLBCL）細胞株のdouble-color FISH (DC-FISH)解析
で，add(8)(q24)とder(14)t(14;16)によるIGH遺伝子への8q24領域の挿入と診断した．独自に作成したPVT1プロ
ーブにより，8q24切断点をlncRNA PVT1 のexons1-2に同定し，RNA-SeqによりPVT1-ELK2APキメラを見出した．別
のDLBCL細胞株で，派生染色体der(8)の均一染色部位におけるMYCの高度増幅を認めた．8q24増幅単位のサイズは
1.4Mbであり，MYCとPVT1の両者を含んでおり，FISHでもPVT1の高度増幅を認めた．

研究成果の概要（英文）：We have detected alteration of long noncoding RNA (lncRNA) PVT1 gene in two 
diffuse large B-cell lymphoma cell lines; chimeric gene in one and high-magnitude amplification in 
the other. Fluorescence in situ hybridization (FISH) using own two original FISH probes, 
PVT1-adjacent (PVT1-A) and PVT1-spanning (PVT1-S), demonstrated a breakpoint of the chimeric gene 
around exons 1-2 of PVT1. RNAseq analysis identified this chimeric gene as PVT1-ELK2AP. 
High-magnitude amplification of PVT1 gene was found on homogeneously staining region at the 
derivative chromosome 8 as detected by FISH with PVT1-S probe. The amplicon harbored both MYC and 
PVT1 gene, the size of which was 1.4Mb. The current study suggests that chimeric formation and 
amplification of lncRNA PVT1 gene may contribute to the pathophysiology and the molecular mechanism 
of refractoriness to treatment in diffuse large B-cell lymphoma.

研究分野： 血液腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
非ホジキンリンパ腫の難治性に関与する新規分子異常が同定できれば，診断や適切な治療法選択の指標と応用で
きる．そのためには，PVT1キメラをゲノムやmRNAレベルで迅速に検出する臨床検査法の確立が重要であり，PCR
やFISHによって日常診療への導入が促進される．さらに，新規分子異常が同定は新規治療薬の開発にも寄与す
る．新規分子異常に基づいた層別化あるいはリスク分類を確立し，適切な治療戦略が立案できれば，難治性であ
るがゆえの過剰治療を回避することが可能である．人口構成が高齢化するなか非ホジキンリンパ腫の罹患率は上
昇しているため，本研究の社会的ならびに医療経済的なインパクトは大きいと考えられる．



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

8q24 染色体異常は MYC 過剰発現に関連し予後不良因子である．非ホジキンリンパ腫（NHL）

と多発性骨髄腫（MM）で高頻度であり，急性骨髄性白血病（AML）でも認められ，血液腫瘍

の発生や進展に共通した分子メカニズムが推定される．我々は，8q24 染色体異常における切断

点の多くは，MYC の約 54Kb 下流に存在する long non-coding RNAs（lncRNA）である PVT1

にあることを見出した．MM では，高頻度に PVT1 に切断点を認め，8q24 染色体異常（22.2%）

のうち約 60%を占めており，PVT1-NBEA と PVT1-WWOX のキメラ mRNA を見出した

（Nagoshi H et al., Cancer Res 2012）．MM におけるキメラ遺伝子として初めての知見である． 

さらに，8q24 増幅を認めた AML で，8q24 に存在する遺伝子間のキメラ PVT1-NSMCE2

と CCDC26-NSMCE2 を新たに同定した (Chinen et al. J Hematol Oncol. 2014)．CCDC26

も lncRNAである．PVT1キメラは固形がんでも報告が多く，相手遺伝子はCHD7, NDG1, MYC, 

APIP, PDHX, ATE1, PRAPDC1A などである． 

びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫 (DLBCL)では約 20%に 8q24 転座・増幅を認め， 成人 T

細胞白血病リンパ腫では，8q24 切断点が 10p13, 14q11，14q32 と並んで高頻度である（Hidaka 

et al. Blood 2008）．8q24 領域の切断点は広範囲に分布しており（Bertrand P et al. Leukemia. 

2007 ），我々の検討でも，切断点が PVT1 にある場合が稀でなかった（Tsutumi et al. Leuk 

Lymphoma. 2013）． 

DLBCL では，8q24 増加が MYC mRNA の高発現に関与し，再発の多い傾向が報告されて

いる（Stasik CJ, et al. Haematologica. 2010）．乳がんや卵巣がんでは，PVT1 増幅が造腫瘍

性に関与しており，siRNA によって増殖が抑制される（Guan Y et al. Clin Cancer Res 2007）．

また，MYC 蛋白質が PVT1 の転写を促進し，lncRNA の PVT1 は MYC 蛋白質を安定化し腫

瘍発生と増悪に関与することが示唆されている（Tseng YY et al.Nature 2014）. 

 

２．研究の目的 

(1) 難治性リンパ腫の 8q24 転座・増幅を解析し，腫瘍化に関与する候補遺伝子を同定する． 

(2) PVT1 再構成を検出した場合には，切断点とキメラ形成の相手遺伝子を同定する． 

(3) PVT1 キメラ mRNA と MYC 蛋白質発現の関連性を検討し，腫瘍化への関与を解析する． 

(4) 同定した遺伝子再構成と臨床所見の関連性について検討し，治療選択の指標とする． 

 

３．研究の方法 

(1) 8q24 染色体転座・増幅の同定と DNA 切断点の解析 

DLBCL と ATLL の樹立細胞株と臨床検体を対象とし，G 染色と SKY で核型を解析する．

8q24 転座は，MYC Break Apart probe（Vysis）でスクリーニングし，BAC probe PVT1-A, 

PVT1-S による FISH で同定する. 

(2) PVT1 再構成などのキメラ mRNA と相手遺伝子の同定 

SKY と array CGH の結果を統合し，8q24 の DNA 増幅領域と切断点を同定する. RT-PCR 

でキメラ産物を検出し，増幅産物の塩基配列を決定する．コーディング領域に切断点がある場

合には，cDNA bubble PCR で PVT1 キメラの相手遺伝子を同定する． 

(3) PVT1 mRNA，MYC mRNA，MYC 蛋白質の発現解析 

RT-PCR と real-time PCR で，PVT1 mRNA，MYC の mRNA 発現を解析する．ウエスタン

ブロットと免疫組織化学で MYC タンパク質の発現を解析する．  

(4) 臨床像と予後あるいは治療反応性との関連性の検討 



 

４．研究成果 

DLBCL 樹 立 細 胞 株 の double-color FISH (DC-FISH) 解 析 で は add(8)(q24) と

der(14)t(14;16)(p11.2;q11.2)に MYC-IGH 融合シグナルを検出し，MYC 遺伝子の IGH 遺伝子

への挿入と診断した．PVT1 をはさむ” PVT1-adjacent (PVT1-A)”と，PVT1 のみをカバーする” 

PVT1-spanning (PVT1-S)”の独自に作成したプローブを用いた DC-FISH により，8q24 異常切

断点を PVT1 exons1-2 に同定した．RNA-Seq により PVT1-ELK2AP キメラを見出した．別

の DLBCL 症例からで樹立された細胞株の SKY 解析により，第 8 染色体由来の派生染色体を

der(8)(8pter→8q24::hsr::6p21→6pter)と同定した． DC-FISH 解析では，LSI LSI IGH/MYC

プローブ（VYSIS）により MYC-IGH 融合と IGH 転座は認めなかったが，der(8)の均一染色

部位（homogeneously staining region, hsr）における MYC 遺伝子の高度増幅を認めた．オリ

ゴヌクレオチドアレイ解析から 8q24 における増幅単位のサイズは 1.4Mb であり，MYC 遺伝

子と PVT1 遺伝子の両者が含まれていた．PVT1-A プローブを用いた FISH では，PVT1 遺伝

子の高度増幅が確認できた．長鎖非コード RNA (lncRNA) である PVT1 は，キメラ遺伝子形成

と高度増幅によってタンパク質に翻訳されずに難治性リンパ腫の分子病態に関与する可能性が

ある．  
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