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研究成果の概要（和文）：　8q24増幅をAMLとHL60で認め，NSMCE2再構成によるPVT1-NSMCE2とBF104016/CCDC26-NSMCE2
を同定した．前者は，マーカー染色体を有するAMLで認め，PVT1エクソン1aとNSMCE2エクソン3が融合し，後者はHL60で
認め，BF104016エクソン1とNSMCE2エクソン6が融合していた．BF104016はCCDC26の新規スプライスバリアントと考えら
れた．PVT1，CCDC26，NSMCE2は全て8q24に存在する遺伝子であり，増幅にともなうキメラ遺伝子の形成機構としてクロ
モスリプシスが考えられた．

研究成果の概要（英文）：Specific chromosomal translocations in hematological malignancies are a clue of 
identifying rearranged gene at the region of breakpoints. To gain insight into the role(s) of dmins, we 
cytogenetically and molecularly analyzed 8q24 amplicons in acute myelogenous leukemia (AML) 
patient-derived leukemic cells and AML-derived cell line (HL60), identifying fusion transcripts between 
PVT1 exon 1a and NSMCE2 exon 3 in the patient, and a fusion gene between exon 6 of NSMCE2 and exon 1 of 
BF104016, a noncoding RNA sharing the sequence of CCDC26 exon 4. These novel chimeric RNAs, PVT1-NSMCE2 
and CCDC26-NSMCE2, were identified in association with dmins showing 8q24 amplicons. Chromothripsis is a 
possible cytogenetic mechanism of generating these novel chimeric genes. PVT1 and CCDC26 are long 
intergenic non-coding RNAs (lincRNAs). Our study suggests that the fusion genes involving lincRNAs 
potentially plays as-yet-unknown oncogenic functional roles.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
血液腫瘍における 8q24 染色体異常は予

後不良因子であり，MYC の過剰発現に関

連し治療抵抗性の指標とされる．非ホジキ

ンリンパ腫（NHL）や多発性骨髄腫（MM）

だけでなく，急性骨髄性白血病（AML）

でも予後不良とする報告があり，血液腫瘍

の発生や進展に共通した分子機構が考え

られる． 

しかし，8q24 染色体異常による血液腫

瘍発生の初期変化と進展における分子メ

カニズムには不明な点が多い．実際，MYC

の約 54Kb下流に存在する非コード遺伝子

であるPVT1の再構成が骨髄腫の約 20%に

認められ，PVT1 内には 5 個のマイクロ

RNA 遺伝子が同定されていることから，

研究が新たに展開している．また，AML

では，5q-，7q-などを含む複雑な染色体異

常を示す症例に MYC と PVT1 の増幅が知

られている（Ruecker F et al., J Clin Oncol 

2006）．さらに，固形がんでは，乳がんや

卵巣がんでPVT1の増幅が造腫瘍性に関与

しており，siRNA の細胞導入によって増殖

が抑制されることが報告されている

（Guan Y et al. Clin Cancer Res 2007）．私共

は，MM の腫瘍化に関与する遺伝子同定の

研究から，MMの 8q24染色体異常を 22.2%

に検出し，8q24 異常の 58%では PVT1 に

切断点があり転座再構成を認め た

（Nagoshi H et al., Cancer Res 2012）．転座

相手遺伝子の解析から PVT1-NBEA と

PVT1-WWOX のキメラ mRNA を検出し， 

MM の腫瘍化への関与を報告し た

（Nagoshi H et al., Cancer Res 2012）. 

一方，血液腫瘍の治療成績は，リタキシ

マブ，イマチニブ，ボルテゾミブ，レナリ

ドマイドなどの新薬が開発されてから着

実に向上している．しかし，これらの分子

標的薬には，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

めの指標の同定は急務である．加えて，自

家造血幹細胞移植を併用した高用量化学

療法の適応を決定する今日的な指標を明

らかにすることも非常に重要である． 

 本研究は，8q24 染色体異常とその結果

生じる PVT1 再構成を解析し，血液腫瘍に

おける造腫瘍性の分子メカニズムを解明

する．さらに，同定された遺伝子異常を層

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． 

 
２．研究の目的 

 血液腫瘍における 8q24 染色体異常と

PVT1 遺伝子の再構成を分子細胞遺伝学

的に解析，腫瘍化の分子機構を解明し，

予後推定や治療選択に応用する．そのた

めに，以下の点について研究する． 

① 血液腫瘍で認められる 8q24 染色体

異常の切断点を分子細胞遺伝学的に解

析する．  

② PVT1 再構成を解析し切断点とキメ

ラ mRNA を形成する相手遺伝子を同定

する． 

③ PVT1 キメラ mRNA を認める細胞

株を用いてその機能を siRNA 導入に

より解析する. 
  
３．研究の方法 

① 8q24 染色体異常の同定と切断点の

解析：G 染色法で腫瘍細胞の核型を決定

し 8q24 異常を同定する．8q24 異常の切

断点は FISH でマッピングする．転座相

手は SKY で同定する．  

② PVT1 遺伝子再構成と相手遺伝子の

同定：8q24 の切断点が PVT1 にある場合

には，SKY と高密度オリゴヌクレオチ

ドアレイの結果を比較して相手遺伝子

の切断点を同定する．RT-PCR の増幅産

物の塩基配列を決定し，切断点領域の遺

伝子再構成を解析する．また，不明の相



手遺伝子は cNDA bubble PCR で単離同

定する． 

③ PVT1 キメラ mRNA の機能解析：

PVT1キメラmRNAの増殖への関与に

ついて細胞株を用いて siRNA で検討

する．  
 
４．研究成果 

 8q24 染色体増幅を示す難治性骨髄性白

血病における新規ゲノム異常を解析した．

マーカー染色体を有する急性骨髄性白血病

（AML）の 1 例，AML 39 例，骨髄異形成

症候群（MDS）1 例，白血病細胞株 HL60，

KG1，K562 を対象とした．HL60 は二重

微小染色体（dmins）を有する．方法は，

染 色 体 分 染 法 ， spectral karyotyping 

(SKY)，fluorescence in situ hybridization，

オリゴヌクレオチドアレイ，RT-PCR，

RQ-PCR，bubble PCR，塩基配列決定法を

用いた．8q24 染色体増幅を難治性 AML と

HL60 で認め，NSMCE2 再構成による 2

種類のキメラ mRNA，PVT1-NSMCE2 と

BF104016/CCDC26-NSMCE2 を同定した．

前者は，マーカー染色体を有する AML で

認められたものであり，PVT1 エクソン 1a

と NSMCE2 エクソン 3 が融合していた．

後者は HL60 で認められたものであり，

BF104016 エクソン 1 と NSMCE2 エクソ

ン 6 が融合していた． BF104016 は

CCDC26 のエクソン 4 の一部をエクソン 1

としており，CCDC26 の新規スプライスバ

リアントと考えられた．これら 2 種類のキ

メラ mRNA を RT-PCR によりスクリーニ

ン グ し ， AML 1 例 と K562 で

PVT1-NSMCE2 を検出し， BF104016 

-NSMCE2 は検出されなかった．これらの

異常 NSMCE2 キメラ mRNA の発現を

RQ-PCR で定量的に検出できた．PVT1 と

CCDC26 は何れも非翻訳遺伝子 long 

intergenic non-coding RNA（linc RNA）

であり，NSMCE2 は細胞核内における遺

伝子の発現制御や活性化に関与する翻訳遺

伝子である．非翻訳遺伝子と翻訳遺伝子で

形成されるこれらのキメラ mRNA の未知

の重要な機能が示唆される．また，PVT1，

CCDC26，NSMCE2 は全て 8q24 に存在す

る遺伝子であり，増幅にともなうキメラ遺

伝子の形成機構として chromothripsis（ク

ロモスリプシス）が考えられた．  

 NSMCE2 蛋白質発現の結果は以下のと

おりである．HL60 のウエスタンブロット

解析では，NSMCE2 蛋白質発現が正常骨

髄より若干亢進していたが，KG1 と比較し

て発現増強は認められなかった．免疫組織

化学では，NSMCE2 蛋白質発現は単球と

巨核球の細胞質で強陽性であり，AML 症

例では正常骨髄に比較して発現亢進は認め

られなかった． 

 以上の結果は，白血病発生に関与する新

しい分子機構を解明する手がかりとなり得

ると考えられる． 
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