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研究成果の概要（和文）： 

多発性骨髄腫（MM）の病型診断，予後推定，治療薬開発に寄与する遺伝子異常を同定
することを目的として今回の研究を行った．蛍光 in situ 分子雑種（FISH）法，多色蛍光
染色体解析（SKY）法，高密度 SNP アレイ解析，PCR を用いて MM 症例と MM 細胞株
を解析した．MM における PVT1 再構成の頻度は，臨床例で 7/54 例（13.0%），細胞株で
5/11株（45.5%）であった．MM細胞株から新規のキメラ遺伝子として，PVT1 exon 1-NBEA 
exon 3 と PVT1 exon 1 -WWOX exon 9 を同定し，これらの異常 NBEA と異常 WWOX は
N末端を欠いていると考えられた. MMにおける 8q24染色体異常では従来からMYC遺伝
子の関与が議論されていたが，今回の研究から，PVT1 が高頻度に再構成し，PVT1 との
融合により相手遺伝子の発現が変化することによって，MM の進展に関与することが示唆
された．一方，18q21.1-q21.3 領域の解析から，DCC のエクソン 2 とイントロン 1 の 5’
側の一部が融合し，エクソン 1 のみを欠く異常 mRNA を検出した．免疫沈降法による解
析では，DCC 蛋白は検出できなかった．従って，異常 DCC mRNA が正常 DCC の発現を
抑制する long non-coding RNA として機能している可能性が考えられた． 
 
研究成果の概要（英文）： 

To elucidate pathophysiology of multiple myeloma (MM), we performed molecular 
dissection of the breakpoints at chromosomal 8q24 and 18q21 rearrangements using 
FISH, SKY, oligonucleotide array, and RT-PCR procedures. PVT1 rearrangements 
were detected in 7 (13.0%) of 54 MM patients and 5 (45.5 %) of 11 MM cell lines. Two 
novel chimeric genes were identified, PVT1-NBEA and PVT1-WWOX. The 
PVT1-NBEA chimera in which PVT1 exon 1 was fused to NBEA exon 2 and the 
PVT1-WWOX in which PVT1 exon 1 was fused to WWOX exon 9 were associated with 
the expression of abnormal NBEA and WWOX lacking their N-terminus, respectively. 
These findings suggest that PVT1 rearrangements may represent a novel molecular 
paradigm underlying the pathology of 8q24 rearrangement-positive multiple myeloma. 
On the other hand, our studies focusing on 18q21 identified abnormal DCC transcripts 
in which DCC exon 2 was fused to part of DCC intron 1 hence lacking exon 1 in 15 cell 
lines using bubble PCR for cDNA. Putative abnormal DCC protein lacks a part of 
N-terminus, suggesting that structural abnormalities of DCC play some roles in the 
development and progression of MM. 
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１．研究開始当初の背景 

多発性骨髄腫（MM）では，約 60％の症例
で免疫グロブリン H 鎖遺伝子(IGH )の染色
体再構成により，B 細胞の分化や増殖，細胞
死に関する遺伝子が脱制御される．IGH 転
座の相手遺伝子には，FGFR3/MMSET，
MUM1(IRF4)，MAF, CCND1 などがあり，
予後推定や分子標的薬の開発に寄与するこ
とが期待される．  

一方，治療抵抗性の指標とされる 8q24 異
常の解析は遅れており，MYC の過剰発現に
関連するとされているが，MYC の約 54Kb

下流に存在する非コード遺伝子である PVT1
再構成がMMの約 20%に認められる． PVT1
内にはマイクロ RNA をコードする領域が同
定されており，研究が新たに展開している．
このような観点から，臨床応用を目標として，
MM の腫瘍化と進展に関与する遺伝子の単
離同定への応用に取り組んできた（Blood 

1997, Cancer Genet Cytogenet, 2000, 

Immunity 2001, Jap J Cancer Res 2001, 

Leukemia 2003）． 

 

２．研究の目的 

MM の腫瘍化と進展には多数の遺伝子異
常が関与しており，最近では，DNA アレイ
解析により新知見が得られている（Cancer 

Cell 9:313, 2006）．我々は，高密度 SNP ア
レイ解析に多色蛍光染色体解析（Spectral 

Karyotyping, SKY）を併用し，染色体構造異
常の DNA 切断点を詳細に解析しており，
18q21 に存在する DCC の異常発現を報告し
た（第 68 回日本癌学会）．DCC はネトリン 1

受容体遺伝子である． 

一方，MM の治療成績は，ボルテゾミブや
レナリドマイドが開発されてから着実に向
上しているが，特有の毒性がありときに重症
化する．従って，分子標的薬の選択するため
の指標や，新規治療薬の開発に寄与する分子
異常の同定は急務である．  

本研究では，MM の腫瘍化と進展に関与す
る染色体遺伝子異常を解析し，層別化治療に
寄与する分子遺伝学的な指標を同定するこ
とを目的として，以下の点を明らかにする． 

(1) MMに特異的な IG転座の相手遺伝子の単
離同定 

SKY，FISH，高密度オリゴヌクレオチド

アレイを用いたゲノム解析により IG 転座の
相手遺伝子や増幅遺伝子を単離し，腫瘍化と
進展への関与を検討する．IG 転座の再構成遺
伝子はしばしば増幅するので，アレイ解析で
DNA 切断点の同が容易である． 

(2) 8q24 領域の MYC 遺伝子と PVT1 遺伝子
の再構成と転座相手の同定 

高密度リゴヌクレオチドアレイ，SKY，
FISH 法を用いて解析し，PVT1mRNA とマ
イクロ RNA 発現をノザンブロッティングや
RT-PCR で解析する．mRNA の構造異常は，
cDNA bubble PCR で得た増幅産物を用いて
解析する． 

(3) 18q21に存在する DCC 遺伝子の mRNA発
現と構造異常の同定 

私共のこれまでの解析では，DCC は B 細
胞リンパ腫では殆ど発現していないが，MM

では発現しているが，mRNA の構造異常を認
めている．今回の研究では，細胞株と臨床検
体を用いて，mRNA の構造異常を cDNA 

bubble PCR で得た増幅産物の塩基配列解析
し，詳細に検討する．タンパク発現について
ウエスタンブロッティングと免疫組織化学
で検討する． 

(4) 臨床像や予後あるいは治療反応性との関
連性の検討 

(1)～(3)で得られた成績を多数の臨床検体
で評価確認し，臨床像や予後を検討し，診断
や治療選択の指標を確立する． 

 

３．研究の方法 

(1) IG 転座のゲノム解析と相手遺伝子の単離
同定 

IG 遺伝子の FISH 解析で同定された転座相
手に局在する遺伝子を，SKY 法とオリゴヌク
レオチドアレイ解析を組み合わせて，検索し
同定する．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) PVT1 遺伝子（8q24）の再構成と mRNA 発
現解析 

8q24 の再構成を MYC Break Apart probe

（Vysis）で検出し，8q24 再構成陽性例では，
適切な BAC をプローブにした FISH 法で
PVT1 の再構成と転座相手を検討する．PVT1

転座を見出した場合には， SKY 法とオリゴ



ヌクレオチドアレイ解析を組み合わせて相
手染色体異常の DNA 切断点を同定する．
Coding 領域に切断点がある場合には，cDNA 

bubble PCR で得られた遺伝子産物をサブク
ローニング，塩基配列を検討して，キメラを
形成する相手遺伝子を同定する． 

(3) DCC 遺伝子（18q21）の mRNA 構造異常
の解析 

DCC 遺伝子の異常発現を RT-PCR と cDNA 

bubble PCR で検討する．既報のプライマーを
用いた RT-PCR による DCC の発現解析では，
腫瘍では一般に発現していないことが多い
が，MM では発現が認められる． 

 
４．研究成果 
(1) IG 転座相手 

今回の研究では，MM における IG 転座の
新規の相手遺伝子は検出されなかった． 

(2) PVT1 遺伝子の再構成と転座相手の同定 

MM 54 例と MM 樹立細胞株 11 株を対象に
FISH 法を用いて PVT1 再構成を検索した．
PVT1 をはさむ 2 種類の BAC クローンと，
PVT1 をカバーする 2 種類の BAC クローンを
プローブとして 2色で FISH法を行い，各々，
7 例 (13.0%)と 5 細胞株 (45.5%)に PVT1 再構
成を認めた．PVT1 再構成を認めた MM 細胞
株のうち，t(8;13)(q24;q13)を検出した細胞株
と der(16)t(16;22)ins(16;8) (q23;q24)を検出し
た細胞株から新規の PVT1 キメラ遺伝子を単
離同定した．t(8;13)(q24;q13)を示した細胞株
のゲノムアレイ解析から切断点が PVT1 内の
第 1 エキソン近傍にあることを推定した．同
領域を中心に cDNA bubble PCR で解析し，得
られた遺伝子産物をサブクローニング，塩基
配列を検討，キメラを形成する相手遺伝子と
して Neurobeachin (NBEA) を同定した．NBEA

は 13q13に存在しMMで高頻度に欠失するこ
とが報告されている．PVT1-NBEA キメラ遺伝
子は，PVT1 のエキソン 1 と NBEA のエキソ
ン 3 で融合しており，NBEA のエキソン 2 の
スタートコドンが欠失しエキソン 3 の ATG

がスタートコドンとなることが予想される．
RT-PCR の結果，N 末端を欠くと考えられる
異常な NBEA の高発現を認めた．一方，
der(16)t(16;22)ins(16;8)(q23;q24)を示した MM

細胞株では，PVT1 再構成の相手遺伝子とし
て WW domain-containing oxido- reductase 

(WWOX)を同定した．RT-PCR を行い，PVT1 

exon 1 -WWOX exon 9 の融合を確認した．キ
メラ遺伝子を形成した異常 WWOX は高発現
していた．従って，MM における 8q24 染色
体異常では PVT1 が高頻度に再構成し，PVT1

との融合により癌関連遺伝子の発現が変化
することで MM の進展に関与していると考
えられた． 

(3) DCC遺伝子の mRNA発現と構造異常の同
定 

MM 細胞株と B 細胞リンパ腫(B-NHL)細胞
株に共通する 18q21.1-q21.3 の gain を同定し，
その領域に存在しがんに関連する遺伝子を
RT-PCR で解析した．B-NHL 細胞株では DCC

発現が消失するか著明に減弱していたが，
MM 細胞株では殆どに発現が認められた．詳
細な検討の結果，MM 細胞株 3 株でエクソン
1 のみを欠く転写産物の存在が示唆された．
塩基配列解析から，DCC のエクソン 2 とイン
トロン 1 の 5’側の一部の融合が明らかになり，
エクソン 2 との融合は全て同じ箇所で起こっ
ていた．”Exon extended”といわれる現象と考
えられる．エクソン 1 の消失により開始コド
ンが消失することによって，N 末側の一部が
欠失するかあるいは変異した異常 DCC 蛋白
が発現していると考え，免疫沈降法による解
析を行った．しかし，C 末(細胞内ドメイン)

側の抗体と N 末(細胞外ドメイン)側の抗体の
何れを用いても蛋白は検出できなかった．従
って，異常 DCC mRNA が正常 DCC の発現を
抑制する long ncRNA として機能している可
能性が考えられた． 

(4) 臨床像や予後との関連性 

8q24 異常と PVT1 再構成を認めた症例の予
後を検討したところ，8q24 異常が予後不良に
関与していたが，PVT1 再構成と予後に間に
相関は認められなかった． 
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