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研究成果の概要 :

多発性骨髄腫の病型診断 と治療法の開発に寄与するバイオマーカーを同定することを目的

として今回の研究を行つた。そのために,多 色蛍光染色体分析 (Sコ節)法 とゲノムアレイ解析

により,発 症 と進展に関与する遺伝子異常の同定に注力 した。多発性骨髄腫 とB細 胞 リンパ腫

のゲノム異常を比較検討 し,両 者に共通 し高頻度に異常を検出 した領域の一つである 1lq22の

lossと 18q21.1‐q21.3の gainを 解析 した,1lq22領 域の lossは 4Mbで あつたが,候 補遺伝子

はまだ同定できていない。18q21.1‐q213領 域に存在す る 9И 4D4つ ∝ J物 妃∂α ttα■4

の掛也ゴァルタリ好z′冴句 ′W四月0フ吃4五匁クJCL2の 発現を RTPCRで 解析 した。その結果,D釘
の発現に明らかな差が認められた。B細 胞 リンパ腫株では発現が消失するか非常に減弱 してい

た。一方,多 発性骨髄腫では殆 どに発現が認められたが,3株 で exOnlを 欠いた発現産物を検

出 した。Exonlに かわつて結合する未知の配列の可能性について,Bubble PCRで 検討中であ

る.
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1.研 究開始当初の背景

多発性骨髄腫では,約 60%の 症例で免疫グ

ロブ リン H鎖 遺伝子竹θ〃 )の染色体再構成

により,腫 瘍化に関与する遺伝子が活性化 さ

れ る 。 rθ〃 転 座 の 相 手 遺 伝 子 に は ,
只餌呪の , 27Dワ吻 工郡 S, 脇 瓦
彪 4几■ OCNDF,CCNDJな どがある.一方,

高二倍数性 (ht t e r d i p l o i d y )や第 13染色体

長腕欠失 (13 q―)の 疾患特異性 と臨床的意義

が強調 されている。例えば,t( 4 , 1 4 )は予後不

良因子であ り,そ の転座の結果である活性化
FGF R 3キ ナーゼを阻害する低分子化合物の

開発が進んでいる。従つて,染 色体ゲノム異

常に起因する遺伝子異常は,診 断,予 後推定



の指標や分子治療薬開発の標的になる。この

ような観点から,多 発性骨髄腫に発症に関与

す る遺伝子単離の共同研究や診断への応用

に取 り組 ん で きた (Blood 1997,Cancer
Genet CytOgenet, 2000, Iェ 1■lunity 2001,

」ap J Cancer Res 2001,Leukemia 2003 )

2.研 究の目的

研究開始当初の背景で述べたように,多 発

性骨髄腫の腫瘍化 と増悪進展の分子機構は

きわめて複雑であ り,多 数の遺伝子異常が蓄

積 している.従 って,ゲ ノム異常を統合的に

解析する必要があ り,DNAア レイ解析によ

り新知見が得 られている(Cancer Cel1 9:313,
2006)私 共は,高 密度 SNPア レイ解析に多

色蛍光染色体解析 (Spectral Karyoけping,
SI釘)を 併用 し,染 色体構造異常と切断点を

詳細に解析 している.18q21の 均一染色部位

(homogeneOusly staining region,HSR)に

よる増幅,スタ助″ の含まれる lp21の増幅,
1lq22の ホモ欠失を同定 している (第 65回

日本癌学会総会,第68回 日本血液学会総会).

今回の研究は,多 発性骨髄腫の予後推定 と治

療菜の開発に寄与す る標的分子を同定す る
ことを目的 として,以 下の点を明らかにする。

(1)多発性骨髄腫の腫瘍化 と増悪進展に関与

す る遺伝子異常を,高 密度 ゲノムア レイ と

Sでrを 用いて細胞株を解析することによつ

て同定す る 同 定された分子について,保 存

検体 を含む多数の臨床例で予後推定に寄与

するか否か検討する。

(2)すでに同定 している 18q21(2箇 所,各 々

約 500KB)と lp21の 増幅領域 (約 3MB)

について候補遺伝子を特定する.過 剰発現 し

ている遺伝子については,siRNAの 導入によ

る細胞増殖抑制の検討を行い,分 子標的治療

薬の候補になるか否かを検討する。

(3)1lq22に 同定 しているホモ欠失領域 (約
4MB)に おける責任遺伝子を同定するために,

候補遺伝子の発現 をノザ ンブ ロッテ ィング

や RTPCRで 解析する.

研究の方法

18q21増 幅領域における候補遺伝子の同

ゲノムア レイ解析によつて,す でに第 18

染色体長腕 (18q21)で 10倍 の増幅を同定 し

ている.SI軒 とFISH解 析から,増幅部位は,

均一
染色部位 (HSR)を 形成 していることが

明 らかにした。骨髄腫患者の胸水から樹立さ

れた細胞株に見出された異常であり,同
一患

者の骨髄か ら樹立 された細胞株には この異

常が見出されていない。従つて,骨 髄腫の増
悪進展に関与する遺伝子が想定される。

18q21の増幅領域は 2箇 所あ り,い ずれ も約
500KBの サイズである セン トロメア側の増

幅部位には 」CL2)Fレ 物 ,見 晩グ?が 含まれ

ていたが,テ ロメア側の 430KBの 増幅部位

には遺伝子はマ ップされてない。後者の領域

について,エ キソン トラップによる発現遺伝

子の同定,ま たノザンプロッティングにより
マイクロ RNAを 直接検出するほか,前 駆体
の発現を RTPCRで 検討する。

未知のマイクロ RNAの 場合にはクローエン

グを行 う 新 規のマイクロ RNAが 検出され

た場合には,発 現を各臓器 と血液腫瘍細胞株

や臨床検体で発現を検討 し,腫 瘍化への関与

を検討する。

(2)欠 失 と染色体再構成が同時に認められ る

領域の FISH解 析

ゲノムア レイで同定 した欠失領域 と,SKY

解析の染色体転座の一F~kする領域 を解析す

る,そ のために,SKn‐で同定 した染色体転座

の切断点を FISH法 で解析する.切 断点をカ
バーする BACか ら遺伝子を特定 し,欠 失の

切断点領域 に存在す る遺伝子 との再構成 を

RTPCRで 検討する 。必要に応 じて,点 突

然変異の検討 も行 う。

ゲノムア レイ解析によつて同定できたホ

モ欠失については,ノ ザンブロッティングや

RT‐PCRで 発現を解析する。すでに第 11染

色体長腕 (1lq22)の ホモ欠失を同定 してい

る.1匁 PF,Pθ Я′,れ0中;夕吻″ 捻盟ル などが

含まれてお り,完 全に発現が消失 している遺

伝子については,in vitroの機能解析や遺伝

子改変マ ウスを作成 して個体 レベルで解析

する.

4.研 究成果

多発性骨髄腫では,約 60%の 症例で免疫グ
ロブ リン H鎖 遺伝子竹θ〃 )の染色体再構成

により,腫 易化に関与する遺伝子が活性化 さ

れ る .rθ 〃 転 座 の 相 手 遺 伝 子 に は ,
印 レ物助徳7T, ソ ,イD挽行を寛F妙 , ソ脇 月
拘例班 3CNDゴ ,CCNDJな どがある。しか
し,多 発性骨髄腫の腫易化と増悪進展の分子

機構はきわめて複雑であり,多 数の遺伝子異
常が蓄積 している.

今回の研究では,対時metrix社の高密度オ

リゴヌクレオチ ドアレイと多色蛍光染色体

解析法で多発性骨髄腫細胞株 11株 とB細 胞

リンパ腫細胞株 9株 を解析し,ゲ ノム異常の

集中する領域について遺伝子発現を検討し

た。 いずれにも共通する 1lq22のホモ欠失
と18q領域の gainに注目し解析した。

1lq22領域の 10ssは4Mbで あつたが,候
補遺伝子はまだ同定できていない。18q21.1‐

q21.3の gain領域に存在する0比 4D屯 ″∝
S阿4月Da雰 冴 4免 和wzF,'7り,zダ 『CH,

ハИ兄oソ吃4ん匁夕βCL2の 発現をRTPCRで

解析した。その結果,妙 何 の発現に差が認
められ,B細 胞 リンパ腫株では発現が消失す
るか非常に減弱していた。一方,多 発性骨髄

欲
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腫では殆 どに発現が認められたが,3株 で

exonlを 欠いた発現産物を検出 した,Exonl

にかわつて結合する未知の配列の可能性に

ついて,Bubble PCRで 検討中である.
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