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研究成果の概要（和文）：今回の検討により多発性骨髄腫において長鎖散在反復配列（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ことが示唆された。さらに，LINE-1メチル化レベル
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
。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。

研究成果の概要（英文）：Global levels of the long interspersed nuclear element-1 (LINE-1) methylation decl
ined with the degree of malignancy of plasma cells, and there was a significant inverse correlation betwee
n the degree of genomic loss and the LINE-1 methylation levels. Finally, there was a significant associati
on between LINE-1 hypomethylation and poorer overall survival. Our findings suggest that global hypomethyl
ation of LINE-1 may increase the malignant potential of myeloma cells by inducing broad copy-number losses
.
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１．研究開始当初の背景 
多発性骨髄腫は、B細胞の最終分化段階で

ある形質細胞の悪性腫瘍であり、経過中に治
療抵抗性を獲得するため、新規治療薬（ボル
テゾミブ・サリドマイド・レナリドマイド）
の臨床導入にも関わらず、依然として治癒困
難である。この問題の一部として、多発性骨
髄腫が、多彩なレベルでの染色体構造異常・
遺伝子異常・メチル化異常を呈する不均一な
疾患であることが挙げられる（Fonseca et al, 
Leukemia, 2009）。 

近年、がん細胞におけるDNAコピー数異常
が高い頻度で起きている事が明らかとなり、
Comparative Genomic Hybridization （CGH）
法とDNAマイクロアレイとを組み合わせたア
レイCGH法やその変法を用い、微細なゲノム
構造異常のハイスループット解析が可能と
なった。実際に、がん細胞における10kBレベ
ルの欠失を検出し、そのゲノムコピー数異常
領域内から癌抑制遺伝子の単離を試みる事
が可能となりつつある (Beroukhim et al, 
Nature, 2010)。 
一方、DNA メチル化やヒストン修飾などの

エピジェネティックな変化が、癌の発生と進
展に関与することが明らかとなりつつある。
骨髄腫においても、さまざまな知見が集積し
つつあり、DNA メチル化異常による遺伝子不
活化の報告として、申請者らによる BNIP を
はじめ (Murai et al, Br J Cancer, 2005)、
細胞周期に関わる分子（p15INK4b, p16INK4a），
細胞シグナルに関わる分子（SOCS-1, SFRP），
アポトーシス関連分子（DAPK, BAD, BAK, BIK, 
BAX）等の報告がある。さらに申請者らは、骨
髄腫細胞株におけるメチル化阻害剤により発
現変動する遺伝子群を検索し、細胞株及び臨
床検体を用いたメチル化プロファイルの結果、
RASD1 がメチル化標的遺伝子の一つであるこ
と を 発 見 し た (Clin Cancer Res. 
2009;15:4356-64)。近年、脱メチル化剤アザ
シチヂンやデシタビンが骨髄異形成症候群で
有用性を認められ、DNA メチル化を標的とし
た血液悪性疾患の治療が有望視されるように
なり、どのような患者に有効であるかを知る
バイオマーカーの探索が重要である。 
このような状況の中、多発性骨髄腫におけ

るアレイ CGH 法によるゲノム構造解析と、次

世代シークエンサーを用いた全ゲノムレベル
でのメチル化解析とを組み合わせ、ゲノム・
エピゲノム異常と臨床情報とを包括的に解析
し、抗癌剤抵抗性に関わるゲノム構造異常と
メチル化異常を同定する研究を継続する必要
があると考えられた。 
 
２．研究の目的 
多発性骨髄腫における染色体異常は極めて多
様であり、その解析は、骨髄腫の発生・進展
機序の解明に有用である。本研究は、アレイ
CGH 法を用いたゲノム構造解析と、次世代シ
ークエンサーを用いた全ゲノム領域の DNA 異
常メチル化解析とを組み合わせ、ゲノム・エ
ピゲノム異常を包括的に解析し、発がん・病
態進展に関連する標的遺伝子を探索すること
で疾患の発生と進展における役割を明らかに
する。次に、ゲノムワイドなメチル化異常を
解析するため、ヒトゲノムの 42%を占めるレ
トロトランスポゾン（LINE-1、Alu 等）のメ
チル化解析を行うとともに、臨床データと照
らし合わせ、治療効果・予後との関連も検索
することを目的とした。   
 
３．研究の方法 
骨髄腫細胞株および臨床検体を用いて、ア

レイ CGH 法を用いたゲノム構造解析と、次世
代シークエンサーを用いた全ゲノム領域の
DNA 異常メチル化解析を行う。バイオインフ
ォマティクスを用いて、ゲノム・エピゲノム
異常を包括的に解析し、発がん・病態進展に
関連する標的遺伝子を探索する。特にレトロ
トランスポゾンのうち、LINE-1 に注目し、骨
髄腫細胞を用いて、そのメチル化の状態をメ
チル化定量法で評価する。さらに DNA メチル
化領域の新しいゲノムワイドスクリーニング
法として、骨髄腫細胞に対して次世代シーク
エンサーを用いた Methyl-CpG -binding 
domain protein (MBD) シーケンス法を行う。
これらの検討により判明したメチル化情報と、
臨床情報・細胞遺伝学的情報との相関を解析
する。 
 
４．研究成果 
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。
まずヒトゲノムの 42%を占めるレトロトラ
ンスポゾンのメチル化レベルを検討した。
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。aCGH により遺伝子のコピー数
に関しては予後不良と関係する 13 番染色
体の欠失と１q の増幅を持つ群が同定され
た。さらに，LINE-1 メチル化レベルと染色
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．染色体欠失
が生じる場合には染色体欠失領域の両断端
が重要と考え，染色体欠失領域の断端と隣
接するプローブの間の領域を Breakpoint
として抽出し詳細な検討を行った。
Breakpoint のうち 4症例以上で共通して認
められるものを Common break point (CBP)
と定義したところ、全ゲノム中に 80 の CBP
が同定された。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。さ
らに予後分類である ISS のステージ-1、ス
テージ2/3の患者群においてLINE-1の低メ
チル化と予後を検討したところ、同じステ
ージ内でも LINE-1 の低メチル化症例は有
意に予後不良であった。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。 
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