
(57)【要約】
　正常 B細胞 /形質細胞と多発性骨髄腫細胞との間の遺伝子発現プロファイリングは、予後
不良と関連することが知られている臨床徴候と有意な相関を有する、多発性骨髄腫形質細
胞の 4つの異なる部分集団を明らかにした。 14個の遺伝子の発現の差に基づく多発性骨髄
腫 (およびおそらく意義不明単クローン性免疫グロブリン血症 )の診断、ならびに 24個の遺
伝子の発現に基づく多発性骨髄腫の 4つの部分集団の予測もまた確立された。遺伝子発現
プロファイリングはまた、正常形質細胞分化の発生図式と平行する発生図式に多発性骨髄
腫を当てはめることを可能にする。遺伝子発現または発生段階に基づく多発性骨髄腫の分
類システムの開発は、多発性骨髄腫のためのより正確で高感度の診断、予測および腫瘍特
異的治療の合理的設計に繋がる。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る 個 体 ま た は 有 さ な い 個 体 か ら 形 質 細 胞 を 単 離 し ;
前 記 形 質 細 胞 か ら 核 酸 試 料 を 単 離 し ;
前 記 核 酸 試 料 を DNAマ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ ;さ ら に
前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 得 ら れ た デ ー タ に つ い て 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 を 実
施 す る ； 各 工 程 を 含 み 、 前 記 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 が 、 多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る 個 体 と 有 さ な
い 個 体 と を 異 な る 部 分 集 団 に 分 類 す る こ と を 特 徴 と す る 、 遺 伝 子 発 現 に 基 づ く 多 発 性 骨 髄
腫 の 分 類 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
多 発 性 骨 髄 腫 の 前 記 部 分 集 団 が 、 MM1、 MM2、 MM3お よ び MM4で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る 個 体 か ら 形 質 細 胞 を 単 離 し ;
前 記 形 質 細 胞 か ら 核 酸 試 料 を 単 離 し ;
前 記 核 酸 試 料 を DNAマ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ ;さ ら に
前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 得 ら れ た デ ー タ に つ い て 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 を 実
施 す る ； 各 工 程 を 含 み 、 前 記 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 が 、 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 の 部 分 集 団 に お い
て 高 い 発 現 を 有 す る 遺 伝 子 を 特 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 の 部 分 集 団 に
お い て 高 い 発 現 を 有 す る 遺 伝 子 を 特 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 遺 伝 子 が 、 M64347、 U89922、 X67325、 X59798、 U62800、 U35340、 X12530、 X59766、 U5
8096、 U52513、 X76223、 X92689、 D17427、 LI1329、 L13210、 U10991、 L10373、 U60873、 M6
5292、 HT4215、 D13168、 AC002077、 M92934、 X82494、 お よ び M30703よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ
れ る 登 録 番 号 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る 個 体 ま た は 有 さ な い 個 体 か ら 形 質 細 胞 を 単 離 し ;
前 記 形 質 細 胞 か ら 核 酸 試 料 を 単 離 し ;
前 記 核 酸 試 料 を DNAマ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ ;
前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 得 ら れ た デ ー タ に つ い て 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 を 実
施 し ;さ ら に
多 発 性 骨 髄 腫 患 者 に お い て 健 常 者 と 比 較 し て 発 現 レ ベ ル が 有 意 に 異 な る 遺 伝 子 を 特 定 す る
； 各 工 程 を 含 み 、 前 記 遺 伝 子 が 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 標 的 候 補 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 多
発 性 骨 髄 腫 の 治 療 標 的 候 補 を 特 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
多 発 性 骨 髄 腫 の 前 記 治 療 標 的 候 補 が 、 L36033、 M63928、 U64998、 M20902、 M26602、 M21119
、 M14636、 M26311、 M54992、 X16832、 M12529、 M15395、 Z74616、 HT2152、 U97105、 U81787
、 HT3165、 M83667、 L33930、 D83657、 M11313、 M31158、 U24577、 M16279、 HT2811、 M26167
、 U44111、 X59871、 X67235、 U19713、 Y08136、 M97676、 M64590、 M20203、 M30257、 M93221
、 S75256、 U97188、 Z23091、 M34344、 M25897、 M31994、 Z31690、 S80267、 U00921、 U09579
、 U78525、 HT5158、 X57129、 M55210、 L77886、 U73167、 X16416、 U57316、 Y09022、 M25077
、 AC002115、 Y07707、 L22005、 X66899、 D50912、 HT4824、 U10324、 AD000684、 U68723、 X1
6323、 U24183、 D13645、 S85655、 X73478、 L77701、 U20657、 M59916、 D16688、 X90392、 U0
7424、 X54199、 L06175、 M55267、 M87507、 M90356、 U35637、 L06845、 U81001、 U76189、 U5
3225、 X04366、 U77456、 L42379、 U09578、 Z80780、 HT4899、 M74088、 X57985、 X79882、 X7
7383、 M91592、 X63692、 M60752、 M96684、 U16660、 M86737、 U35113、 X81788、 HT2217、 M6
2324、 U09367、 X89985、 L19871、 X69398、 X05323、 X04741、 D87683、 D17525、 M64347、 U8
9922、 X67325、 X59798、 U62800、 U35340、 X12530、 X59766、 U58096、 U52513、 X76223、 X9
2689、 D17427、 LI1329、 L13210、 U10991、 L10373、 U60873、 M65292、 HT4215、 D13168、 AC
002077、 M92934、 X82494、 お よ び M30703よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 登 録 番 号 を 有 す る 遺 伝
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子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る 個 体 ま た は 有 さ な い 個 体 か ら 形 質 細 胞 を 単 離 し ;
前 記 形 質 細 胞 か ら 核 酸 試 料 を 単 離 し ;
前 記 核 酸 試 料 を DNAマ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ ;
統 計 的 に 有 意 な 差 の あ る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 特 定 し ;さ ら に
直 線 回 帰 分 析 を 適 用 し て 一 群 の 遺 伝 子 を 特 定 す る ； 各 工 程 を 含 み 、 前 記 一 群 の 遺 伝 子 が 正
常 形 質 細 胞 と 多 発 性 骨 髄 腫 の 形 質 細 胞 と を 正 確 に 識 別 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る
、 正 常 形 質 細 胞 と 多 発 性 骨 髄 腫 の 形 質 細 胞 と を 識 別 す る こ と が で き る 一 群 の 遺 伝 子 を 特 定
す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 一 群 の 遺 伝 子 が 、 登 録 番 号 HT5158、 L33930、 L42379、 L77886、 M14636、 M26167、 U103
24、 U24577、 U35113、 X16416、 X64072、 X79882、 Z22970、 お よ び Z80780を 有 す る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る 個 体 か ら 形 質 細 胞 を 単 離 し ;
前 記 形 質 細 胞 か ら 核 酸 試 料 を 単 離 し ;
前 記 核 酸 試 料 を DNAマ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ ;
統 計 的 に 有 意 な 差 の あ る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 特 定 し ;さ ら に
直 線 回 帰 分 析 を 適 用 し て 一 群 の 遺 伝 子 を 特 定 す る ； 各 工 程 を 含 み 、 前 記 一 群 の 遺 伝 子 が 多
発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 を 正 確 に 識 別 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 、 多 発 性 骨 髄 腫 の
部 分 集 団 を 識 別 す る こ と が で き る 一 群 の 遺 伝 子 を 特 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 一 群 の 遺 伝 子 が 、 登 録 番 号 X54199、 M20902、 X89985、 M31158、 U44111、 X16416、 HT28
11、 D16688、 U57316、 U77456、 D13645、 M64590、 L77701、 U20657、 L06175、 M26311、 X043
66、 AC002115、 X06182、 M16279、 M97676、 U10324、 S85655、 お よ び X63692を 有 す る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
個 体 か ら 形 質 細 胞 を 単 離 し ;
前 記 形 質 細 胞 内 に お け る 、 登 録 番 号 HT5158、 L33930、 L42379、 L77886、 M14636、 M26167、
U10324、 U24577、 U35113、 X16416、 X64072、 X79882、 Z22970、 お よ び Z80780を 有 す る 一 群
の １ ４ 遺 伝 子 の 発 現 を 調 べ て ； さ ら に
前 記 一 群 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に つ い て 統 計 分 析 を 実 施 す る ； 各 工 程 を 含 み 、 前 記 分 析 の
統 計 的 に 有 意 で あ る 値 が 、 前 記 個 体 が 多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る こ と を 示 唆 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 １ ４ 遺 伝 子 の 発 現 が 、 核 酸 レ ベ ル ま た は タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 調 べ ら れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
個 体 か ら 形 質 細 胞 を 単 離 し ;
前 記 形 質 細 胞 内 に お け る 、 登 録 番 号 X54199、 M20902、 X89985、 M31158、 U44111、 X16416、
HT2811、 D16688、 U57316、 U77456、 D13645、 M64590、 L77701、 U20657、 L06175、 M26311、
X04366、 AC002115、 X06182、 M16279、 M97676、 U10324、 S85655、 お よ び X63692を 有 す る 一
群 の ２ ４ 遺 伝 子 の 発 現 を 調 べ て ； さ ら に
前 記 一 群 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に つ い て 統 計 分 析 を 実 施 す る ； 各 工 程 を 含 み 、 前 記 分 析 の
統 計 的 に 有 意 で あ る 値 が 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 の 診 断 を 提 供 す る こ と を 特 徴 と す る 、
多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 ２ ４ 遺 伝 子 の 発 現 が 、 核 酸 レ ベ ル ま た は タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 調 べ ら れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
U09579、 U78525、 HT5158、 X57129、 M55210、 L77886、 U73167、 X16416、 U57316、 Y09022、
M25077、 AC002115、 Y07707、 L22005、 X66899、 D50912、 HT4824、 U10324、 AD000684、 U687
23、 X16323、 U24183、 D13645、 S85655、 X73478、 L77701、 U20657、 M59916、 D16688、 X903
92、 U07424、 X54199、 L06175、 M55267、 M87507、 M90356、 U35637、 L06845、 U81001、 U761
89、 U53225、 X04366、 U77456、 L42379、 U09578、 Z80780、 HT4899、 M74088、 X57985、 X798
82、 X77383、 M91592、 X63692、 M60752、 M96684、 U16660、 M86737、 U35113、 X81788、 HT22
17、 M62324、 U09367、 X89985、 L19871、 X69398、 X05323、 X04741、 D87683、 D17525、 M643
47、 U89922、 X67325、 X59798、 U62800、 U35340、 X12530、 X59766、 U58096、 U52513、 X762
23、 X92689、 D17427、 LI1329、 L13210、 U10991、 L10373、 U60873、 M65292、 HT4215、 D131
68、 AC002077、 M92934、 X82494、 お よ び M30703よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 登 録 番 号 を 有 す
る 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 工 程 を 含 む 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
L36033、 M63928、 U64998、 M20902、 M26602、 M21119、 M14636、 M26311、 M54992、 XI6832、
M12529、 M15395、 Z74616、 HT2152、 U97105、 U81787、 HT3165、 M83667、 L33930、 D83657、
M11313、 M31158、 U24577、 M16279、 HT2811、 M26167、 U44111、 X59871、 X67235、 U19713、
Y08136、 M97676、 M64590、 M20203、 M30257、 M93221、 S75256、 U97188、 Z23091、 M34344、
M25897、 M31994、 Z31690、 S80267、 U00921よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 登 録 番 号 を 有 す る 遺
伝 子 の 発 現 を 高 め る 工 程 を 含 む 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
(a)健 常 者 か ら 形 質 細 胞 お よ び B細 胞 を 単 離 し ;
(b)前 記 形 質 細 胞 お よ び B細 胞 か ら 核 酸 試 料 を 単 離 し ;
(c)前 記 核 酸 試 料 を DNAマ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ ;
(d)前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 得 ら れ た デ ー タ に つ い て 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析
を 実 施 し 、 こ こ で 該 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 が 、 前 記 形 質 細 胞 お よ び B細 胞 を そ の 発 生 段 階 に
し た が っ て 分 類 す る 遺 伝 子 を 特 定 す る ;
(e)多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る 個 体 か ら 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 を 単 離 し ;
(f)前 記 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 か ら 核 酸 試 料 を 単 離 し ;
(g)(f)の 核 酸 試 料 を DNAマ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ ;
(h)(d)お よ び (g)か ら 得 ら れ た デ ー タ に つ い て 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 を 実 施 し 、 こ こ
で 該 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 が 前 記 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 を 正 常 B細 胞 お よ び 形 質 細 胞 の 発 生
段 階 に し た が っ て 分 類 す る ； 各 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 発 生 段 階 に
基 づ く 分 類 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
扁 桃 、 骨 髄 、 粘 膜 組 織 、 リ ン パ 節 お よ び 末 梢 血 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 器 官 か ら 前 記 形
質 細 胞 が 単 離 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
扁 桃 、 骨 髄 、 リ ン パ 節 お よ び 末 梢 血 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 器 官 か ら 前 記 B細 胞 が 単 離
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
DNAマ イ ク ロ ア レ イ に よ っ て 遺 伝 子 発 現 デ ー タ を 得 て ;さ ら に
ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 、 決 定 樹 、 投 票 集 団 、 ナ イ ー ブ ベ イ ズ 、 ベ イ ズ ネ ッ ト ワ ー ク お よ び サ
ポ ー ト ベ ク ト ル マ シ ン よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 前 記 デ ー タ に つ い て 統 計 分
析 を 実 施 す る ； 各 工 程 を 含 み 、 前 記 分 析 が 、 正 常 、 過 形 成 お よ び 悪 性 の 形 質 細 胞 を 識 別 す
る こ と を 特 徴 と す る 、 正 常 、 過 形 成 お よ び 悪 性 の 形 質 細 胞 を 識 別 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
DNAマ イ ク ロ ア レ イ に よ っ て 遺 伝 子 発 現 デ ー タ を 得 て ;さ ら に
ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 、 ツ リ ー 、 投 票 集 団 、 ナ イ ー ブ ベ イ ズ 、 ベ イ ズ ネ ッ ト ワ ー ク お よ び サ
ポ ー ト ベ ク ト ル マ シ ン よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 前 記 デ ー タ に つ い て 統 計 分
析 を 実 施 す る ； 各 工 程 を 含 み 、 前 記 分 析 が 正 常 と 悪 性 の 形 質 細 胞 間 で 発 現 が 異 な る 遺 伝 子
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を 同 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 正 常 と 悪 性 の 形 質 細 胞 間 で 発 現 が 異 な る 遺 伝 子 を 同 定 す る
方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 概 し て 癌 研 究 の 分 野 に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 健 常 者 、 お よ び 多 発
性 骨 髄 腫 と 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 を 有 す る 患 者 に 由 来 す る 形 質 細 胞 の
遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫  (MM)は 、 骨 髄 に ホ ー ミ ン グ し て 骨 髄 中 で 増 殖 す る 最 終 分 化 し た 形 質 細 胞  
(PCs)の 一 様 に 致 死 的 な 腫 瘍 で あ る 。 IGV遺 伝 子 の 体 細 胞 突 然 変 異 の 存 在 に よ っ て 示 唆 さ れ
る よ う に 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 発 症 に 繋 が る 最 初 の 形 質 転 換 現 象 は 、 発 生 の 胚 中 心 後 の 段 階 (p
ost-germinal center)に 生 じ る と 考 え ら れ て い る が 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 生 物 学 お よ び 遺 伝 学
の 理 解 お よ び 治 療 の 発 展 に お け る 進 歩 は 遅 い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 は 多 様 な 抗 ア ポ ト ー シ ス シ グ ナ ル 伝 達 機 構 を 有 し 、 こ れ が 現 在 の 化 学
療 法 に 対 す る 抵 抗 性 、 お よ び し た が っ て 大 部 分 の 患 者 に と っ て 最 終 的 に 致 死 的 な 結 果 の 原
因 と な る 。 間 期 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (FISH)お よ び DNAフ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー に よ る 異 数 性 が 症 例 の >90%で 観 察 さ れ る 一 方 、 こ の 典 型 的 に は 低 増 殖 性 の 腫 瘍 に お け る
細 胞 遺 伝 学 的 異 常 は 症 例 の 約 30%だ け で 有 用 で あ り 、 ま た 典 型 的 に は 複 雑 で 、 平 均 し て 7つ
の 異 な る 染 色 体 が 関 与 す る 。 こ の 「 遺 伝 的 混 沌 」 を 考 慮 す る と 、 遺 伝 子 異 常 と 臨 床 転 帰 と
の 間 に 相 関 を 確 立 す る こ と は 困 難 だ っ た 。 最 近 に な っ て 漸 く 、 第 13染 色 体 欠 失 が 重 篤 な 予
後 を 有 す る 明 確 な 疾 患 単 位 と し て 同 定 さ れ て い る 。 し か し 、 β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン (β 2M)
、 C反 応 性 タ ン パ ク 質 (CRP)、 形 質 細 胞 標 識 率 (PCLI)、 中 期 核 型 分 析 、 お よ び FISHと い っ た
臨 床 検 査 項 目 の 最 も 包 括 的 な 分 析 を 用 い て も 、 臨 床 的 不 均 一 性 の 20%し か 説 明 す る こ と が
で き な い た め 、 多 発 性 骨 髄 腫 に 罹 患 し た 患 者 の 臨 床 経 過 は 概 算 す る こ と し か で き な い 。 こ
の よ う に 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 異 な る 臨 床 的 部 分 集 団 が 存 在 し 、 現 代 の 分 子 検 査 が こ れ ら の 実
体 を 同 定 で き る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 (MGUS)と 多 発 性 骨 髄 腫 は 、 単 ク ロ ー ン 性 免 疫
グ ロ ブ リ ン 血 症 の 最 も 頻 度 の 高 い 形 で あ る 。 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 は
最 も 一 般 的 な 形 質 細 胞 疾 患 で あ り 、 75歳 を 超 え る 集 団 の 最 大 10％ の 頻 度 を 有 す る 。 意 義 不
明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 お よ び 多 発 性 骨 髄 腫 の 分 子 的 基 盤 は あ ま り よ く 理 解 さ
れ て お ら ず 、 そ の 2つ の 疾 患 を 鑑 別 す る の は 容 易 で な い 。 多 発 性 骨 髄 腫 ま た は 意 義 不 明 単
ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 診 断 は 症 例 の 2/3で 同 一 で あ り 、 骨 髄 形 質 細 胞 増 殖 の 量
、 尿 中 ま た は 血 清 中 の 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 濃 度 、 骨 病 変 の 存 在 と い っ た 臨 床 基 準
の 組 み 合 わ せ に 基 づ く 分 類 シ ス テ ム を 用 い る 。 特 に 多 発 性 骨 髄 腫 の 初 期 で は 、 鑑 別 診 断 は
あ る 程 度 の 不 確 実 性 を 伴 う 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 診 断 に お い て は 、 臨 床 医 は 、 た と え ば 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 結 合
組 織 疾 患 、 ま た は 患 者 が 骨 転 移 に 伴 う 溶 骨 性 病 変 を 有 し う る 転 移 性 癌 と い っ た 、 形 質 細 胞
反 応 が 起 こ り う る 他 の 疾 患 を 除 外 し な け れ ば な ら な い 。 し た が っ て 、 多 発 性 骨 髄 腫 が 長 い
潜 伏 期 間 を 有 す る と 考 え ら れ て お り ま た 臨 床 徴 候 が 悪 性 の 発 生 か ら 何 年 も 後 に 認 め ら れ る
こ と を 考 慮 す る と 、 こ の 疾 患 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 鑑 別 診 断 を 提 供 す る 、
た と え ば 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 に 対 し て 多 発 性 骨 髄 腫 を 、 ま た は 多
発 性 骨 髄 腫 の さ ま ざ ま な 亜 型 を 識 別 す る 、 新 し い 分 子 診 断 手 法 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の よ う に 、 従 来 手 法 は 、 鑑 別 診 断 、 お よ び 違 い の あ る 予 後 診 断 的 に 関 連 す る 多 発 性 骨
髄 腫 の 臨 床 的 部 分 集 団 を 同 定 す る 方 法 を 欠 く 。 本 発 明 は 、 当 該 分 野 に お け る こ の 長 年 に わ
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た る 必 要 と 要 望 を 満 た す 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】

　 新 た に 診 断 さ れ た 多 発 性 骨 髄 腫 の 患 者 74名 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症
(MGUS)患 者 5名 、 お よ び 健 常 者 31名 (正 常 形 質 細 胞 )に 由 来 す る 骨 髄 形 質 細 胞 を CD138＋ 選 択
に よ っ て 精 製 し た 。 精 製 形 質 細 胞 と 7つ の 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 の 遺 伝 子 発 現 を 、 6,800個 の
遺 伝 子 を 調 べ る 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て プ ロ フ ァ イ リ ン グ し た
。 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 で 、 正 常 お よ び 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 を 識 別 し 、 多 発 性 骨 髄
腫 の 4つ の 異 な る 部 分 集 団 (MM1、 MM2、 MM3、 MM4)を 同 定 し た 。 MM1の 発 現 パ タ ー ン は 、 正 常
形 質 細 胞 お よ び 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 と 同 様 で あ っ た が 、 一 方 、 MM4
は 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 と 同 様 で あ っ た 。 異 常 核 型 (P=0.0003)お よ び 高 い 血 清 β 2-ミ ク ロ グ
ロ ブ リ ン 濃 度 (P=0.0004)の よ う な 、 予 後 不 良 と 関 連 す る 臨 床 パ ラ メ ー タ は 、 MM4で 非 常 に
多 か っ た 。 DNA代 謝 お よ び 細 胞 周 期 調 節 に 関 与 す る 遺 伝 子 は 、 MM1と MM4の 比 較 で 過 剰 発 現
し て い た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 カ イ 二 乗 検 定 お よ び Wilcoxonの 順 位 和 検 定 を 用 い て 、 正 常 と 悪 性 の 形 質 細 胞 の 間 で 差 が
見 ら れ た (P<0.0001)120個 の 新 し い 疾 患 遺 伝 子 候 補 が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 候 補 遺 伝 子 の
多 く は 、 接 着 、 ア ポ ト ー シ ス 、 細 胞 周 期 、 薬 物 耐 性 、 増 殖 停 止 、 腫 瘍 形 成 、 シ グ ナ ル 伝 達
、 転 写 に 関 与 し て い る 。 さ ら に 、 FGFR3と CCND1を 含 む 合 計 156個 の 遺 伝 子 が 、 多 発 性 骨 髄
腫 74例 の う ち 少 な く と も 4例 で 非 常 に 高 い (「 ス パ イ ク し た 」 )発 現 を 示 し た (ス パ イ ク 幅 :4
か ら 25)。 FGFR3と CCND1の 高 発 現 は 、 t(4;14)(p16;q32)ま た は t(11;14)(q13;q32)の 転 座 に
よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 多 変 量 逐 次 選 択 判 別 分 析 を 通 じ て 、 発 現 が 多 発 性 骨 髄 腫 の 悪 性 の 徴 候 と
密 接 に 関 連 し て い る 遺 伝 子 の 最 小 部 分 集 団 を 特 定 す る 。 14個 の 遺 伝 子 が 、 多 発 性 骨 髄 腫 患
者 の 形 質 細 胞 を 正 常 形 質 細 胞 か ら 高 い 精 度 で 識 別 す る こ と の で き る 予 測 因 子 と し て 特 定 さ
れ 、 そ し て 24個 の 遺 伝 子 が 、 こ こ で 記 載 す る 多 発 性 骨 髄 腫 の 異 な る 部 分 集 団 (MM1、 MM2、 M
M3、 MM4)を 識 別 す る こ と の で き る 予 測 因 子 と し て 特 定 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら に 、 こ こ で 開 示 す る デ ー タ は 、 多 発 性 骨 髄 腫 は 正 常 形 質 細 胞 分 化 の 発 生 図 式 と 平 行
す る 発 生 図 式 に 当 て は め る こ と が で き る こ と を 示 し た 。 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 基
づ き 、 上 述 の MM4、 MM3、 お よ び MM2部 分 集 団 は そ れ ぞ れ 、 扁 桃 B細 胞 、 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ
び 骨 髄 形 質 細 胞 と 類 似 性 を 有 す る こ と が わ か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 不 可 解 な 多 発 性 骨
髄 腫 を 、 遺 伝 子 発 現 /発 生 段 階 に 基 づ く 分 類 シ ス テ ム に 修 正 可 能 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 DNA マ イ ク ロ ア レ イ お よ び 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 を 用 い て 、
多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 を 分 類 し 、 多 発 性 骨 髄 腫  患 者 の 部 分 集 団 に お い て 高 発 現 で あ る
遺 伝 子 を 同 定 し 、 そ し て 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 標 的 候 補 を 同 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 の 形 質 細 胞 を 正 常 形 質 細 胞 か ら 識 別 す る こ と
が で き る か 、 ま た は 多 発 性 骨 髄 腫 の 異 な る 部 分 集 団 を 識 別 す る こ と が で き る 遺 伝 子 群 を 同
定 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 14個 の 遺 伝 子 の 集 団 ま た は 24個 の 遺 伝 子 の 集 団 の 発 現 に
そ れ ぞ れ 基 づ い た 、 多 発 性 骨 髄 腫 ま た は 多 発 性 骨 髄 腫 の 診 断 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 法 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 は
、 こ こ で 開 示 さ れ る よ う に 多 発 性 骨 髄 腫  患 者 に お い て そ れ ぞ れ 過 剰 発 現 さ れ て い る か ま

10

20

30

40

50

(6) JP 2005-512557 A 2005.5.12



た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る こ と が 見 出 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 ま た は 促 進 す る
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 と 正 常 B細 胞 ま た は 形 質 細 胞 と の 間 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ
フ ァ イ リ ン グ に 基 づ く 、 多 発 性 骨 髄 腫 の た め の 発 生 段 階 に 基 づ く 分 類 の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 態 様 、 特 徴 、 利 点 は 、 本 発 明 の 現 在 好 ま し い 実 施 形 態 の 以 下 の 記 述
か ら 明 ら か に な る 。 こ れ ら の 実 施 形 態 は 開 示 の 目 的 の た め に 与 え ら れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の 上 記 の 特 徴 、 利 点 、 お よ び 目 的 な ら び に 明 ら か に な る そ の 他 が 達 成 さ れ 詳 細 に 理
解 さ れ る た め に 、 上 記 に 簡 潔 に 要 約 し た 本 発 明 の 、 よ り 詳 細 な 記 述 お よ び 一 部 の 実 施 例 を
付 属 の 図 で 説 明 す る 。 こ れ ら の 図 は 本 明 細 書 の 一 部 分 を な す 。 し か し 、 付 属 の 図 は 本 発 明
の 好 ま し い 実 施 例 を 説 明 し 、 ゆ え に そ の 範 囲 に お い て 制 限 的 で あ る と は 理 解 す べ き で な い
こ と に 注 意 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図 1Aは ク ラ ス タ ー 順 序 化 デ ー タ 表 を 示 す 図 で あ る 。 ク ラ ス タ リ ン グ は 着 色 像 と し て 画 像
的 に 示 さ れ て い る 。 縦 軸 に 沿 っ て 、 分 析 さ れ た 遺 伝 子 は ク ラ ス タ リ ン グ  ア ル ゴ リ ズ ム に
よ っ て 順 序 化 さ れ た 通 り に 並 べ ら れ て い る 。 最 も 類 似 し た 発 現 パ タ ー ン を 持 つ 遺 伝 子 は 互
い に 隣 接 し て 配 置 さ れ て い る 。 同 様 に 、 横 軸 に 沿 っ て 、 実 験 試 料 が 並 べ ら れ て い る ;す べ
て の 遺 伝 子 に わ た っ て 最 も 類 似 し た 発 現 パ タ ー ン を 持 つ 試 料 は 互 い に 隣 接 し て 配 置 さ れ て
い る 。 試 料 と 遺 伝 子 の 群 分 け の 両 方 は 、 個 々 の 成 分 を よ り 大 き な 群 に 結 び つ け る 実 線 （ 枝
） を た ど る こ と に よ っ て さ ら に 記 述 す る こ と が で き る 。 表 形 式 の 画 像 の 各 セ ル の 色 は 各 遺
伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 表 し 、 赤 は 平 均 よ り 高 い 発 現 を 示 し 、 緑 は 平 均 よ り 低 い 発 現 を 示 し 、
色 の 強 さ が 濃 い ほ ど 平 均 か ら の 偏 差 の 程 度 が 大 き い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 1Bは 、 MMで ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 を 示 す 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を
示 す 図 で あ る 。 特 徴 付 け ら れ 、 か つ 配 列 が 確 認 さ れ た cDNAが コ ー ド す る 遺 伝 子 の ほ と ん ど
は 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る こ と が 分 か っ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図 1Cは 、 発 現 レ ベ ル が 腫 瘍 形 成 、 細 胞 周 期 、 お よ び 増 殖 速 度 と 相 関 す る 遺 伝 子 を 多 く 含
む ク ラ ス タ ー を 示 す 図 で あ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 多 く は ま た 、 多 発 性 骨 髄 腫 統 計 的 に 有 意
に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た (χ 2 お よ び WRS検 定 )(表 5を 参 照 )。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 図 1Dは 、 階 層 的 な ク ラ ス タ ー の 樹 状 図 を 示 す 図 で あ る 。 74例 の 新 た に 診 断 さ れ た 未 治 療
の 多 発 性 骨 髄 腫 、 5例 の 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 、 8株 の の 多 発 性 骨 髄 腫
細 胞 株 、 そ し て 31例 の 正 常 骨 髄 形 質 細 胞 試 料 が 、 5,483個 の 遺 伝 子 (プ ロ ー ブ セ ッ ト )と の
相 関 に 基 づ い て ク ラ ス タ ー 化 さ れ た 。 別 々 に 着 色 し た 枝 は 、 正 常 形 質 細 胞 (緑 )、 意 義 不 明
単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 (青 矢 印 )、 多 発 性 骨 髄 腫 (黄 色 )お よ び 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞
株 (茶 矢 印 )を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 図 1Eは 、 74例 の 新 た に 診 断 さ れ た 未 治 療 の 多 発 性 骨 髄 腫 単 独 の 階 層 的 な ク ラ ス タ ー 分 析
の 樹 状 図 を 示 す 図 で あ る (ク ラ ス タ ー 図 は 記 載 し な い )。 二 つ の 主 要 な 枝 は 2つ の 異 な る ク
ラ ス タ ー 群 を 含 ん だ 。 MM1(水 色 )お よ び MM2(青 )と 表 し た 、 右 の 枝 の 下 の 部 分 集 団 は 、 図 1D
の 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 症 例 と よ り 関 連 し て い た 。 MM3(紫 )お よ び M
M4(赤 )と 表 し た 、 左 の 枝 の 下 の 2個 の 部 分 集 団 は 、 図 1Dで 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 と よ り 関 連
し て い た 試 料 を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 図 2は 、 FGFR3、 CST6、 IFI27、 お よ び CCND1遺 伝 子 発 現 の ス パ イ ク プ ロ フ ァ イ ル 分 布 を 示
す 図 で あ る 。 プ ロ ー ブ セ ッ ト と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ リ ト リ
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ン 染 色 ビ オ チ ニ ル 化 cRNAの 蛍 光 強 度 の 正 規 化 平 均 差 (AD)値 を 縦 軸 に 、 試 料 を 横 軸 に 取 っ て
い る 。 試 料 は 左 か ら 右 へ 順 に :正 常 形 質 細 胞 (NPC)(緑 )、 MM1(水 色 )、 MM2(紺 )、 MM3(紫 )、 M
M4(赤 )で あ る 。 31例 の 正 常 形 質 細 胞 に お け る 相 対 的 に 低 い 発 現 、 お よ び 多 発 性 骨 髄 腫 試 料
（ 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 ） 74例 中 5例 の 部 分 集 団 に お け る ス パ イ ク し た 発 現 に 注 意 す る 。
有 意 な 非 ラ ン ダ ム ス パ イ ク 分 布 に つ い て の 検 定 の P値 が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 図 3Aは MS4A2(CD20)遺 伝 子 発 現 の GeneChip HuGeneFL分 析 を 示 す 図 で あ る 。 MS4A2遺 伝 子
の 異 な る 領 域 に 位 置 す る 2つ の 独 立 し た プ ロ ー ブ セ ッ ト (登 録 番 号 M27394(青 )お よ び XI2530
(赤 )と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ リ ト リ ン 染 色 ビ オ チ ニ ル 化 cRNA
の 蛍 光 強 度 の 正 規 化 平 均 差 (AD)値 を 縦 軸 に 、 試 料 を 横 軸 に 取 っ て い る 。 31例 の 正 常 形 質 細
胞 に お け る 相 対 的 に 低 い 発 現 、 お よ び 多 発 性 骨 髄 腫 試 料 （ 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 ） 74例 中
5例 に お け る ス パ イ ク し た 発 現 に 注 意 す る 。 ま た 、 2つ の 異 な る プ ロ ー ブ セ ッ ト に よ っ て 検
出 さ れ た 発 現 レ ベ ル の 類 似 性 に も 注 意 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 図 3Bは ク ロ ー ン 性 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 に お け る CD20発 現 に つ い て の 免 疫 組 織 化 学 法 を
示 す 図 で あ る :(1)非 同 期 型 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 を 示 す 骨 髄 生 検 断 面 (H&E,x500);(2)CD20 + 多
発 性 骨 髄 腫 細 胞 (x100;挿 入 像 x500);(3)非 同 期 型 お よ び Marschalko型 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 の
混 合 し た 患 者 由 来 の 生 検 (H&E,x500);(4)CD20 + 単 一 リ ン パ 球 お よ び CD20 - 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞
(x200)。 CD20免 疫 組 織 化 学 法 は 病 歴 ま た は 遺 伝 子 発 現 知 見 の 知 識 無 し に 検 査 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 4は 遺 伝 子 発 現 が タ ン パ ク 質 発 現 と 相 関 す る こ と を 示 す 図 で あ る 。 B細 胞 分 化 の 間 に 発
現 に 差 が あ る こ と が 知 ら れ て い る CDマ ー カ ー の 遺 伝 子 と タ ン パ ク 質 発 現 を 、 多 発 性 骨 髄 腫
細 胞 株 CAG(左 図 )と Epstein-Barrウ イ ル ス (EBV)形 質 転 換 Bリ ン パ 芽 球 株 ARH-77(右 図 )と の
間 で 比 較 し た 。 両 方 の 図 で 、 8種 類 の CDマ ー カ ー が 各 図 の 左 列 に 列 記 さ れ て い る 。 タ ン パ
ク 質 発 現 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 は 2つ め の 列 に 示 さ れ て い る ;遺 伝 子 発 現 の 平 均 差 (A
D)と 絶 対 評 定 (AC)値 は 第 3と 第 4の 列 に 示 さ れ て い る 。 CAG細 胞 に お け る CD138お よ び CD38に
つ い て 遺 伝 子 と タ ン パ ク 質 の 両 方 の 強 い 発 現 と 、 し か し ARH77細 胞 に お け る 低 発 現 に 注 意
す る 。 残 り の マ ー カ ー に つ い て は 反 対 相 関 が 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 5は 、 す べ て の 正 常 形 質 細 胞 、 MM、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 お よ び
多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 の 14特 性 の 多 変 量 判 別 分 析 を 示 す 図 で あ る 。 こ の 散 布 図 は 、 2つ の 中
心 に よ っ て 定 義 さ れ る 平 面 上 へ の 症 例 ご と の 値 の 正 射 影 の 結 果 と し て 得 ら れ た 。 緑 の プ ロ
ッ ト は 正 常 形 質 細 胞 を 表 す ;青 の プ ロ ッ ト は 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 お よ び 多 発 性 骨 髄 腫 細
胞 株 を 表 す ;桃 色 の プ ロ ッ ト は 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 図 6Aは 5,483遺 伝 子 (プ ロ ー ブ セ ッ ト )と の 相 関 に 基 づ い て ク ラ ス タ ー 化 し た 269症 例 の 多
発 性 骨 髄 腫 、 7株 の 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 、 7例 の 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症
お よ び 32例 の 正 常 形 質 細 胞 試 料 を 示 す 図 で あ る 。 2本 の 主 要 な 枝 が 2つ の 異 な る ク ラ ス タ ー
群 を 含 ん だ 。 正 常 形 質 細 胞 試 料 を 含 む 部 分 集 団 は 、 1例 の 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 血 症 (緑 矢 印 )お よ び 2例 の 誤 っ て 分 類 さ れ た 多 発 性 骨 髄 腫 試 料 (桃 色 矢 印 )を 含 ん だ
。 図 6Bは 正 常 群 と 結 び つ い た 試 料 を 示 し て い る 増 幅 さ れ た 試 料 ク ラ ス タ ー を 示 す 図 で あ る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 7は 、 す べ て の 多 発 性 骨 髄 腫 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 お よ び 多 発
性 骨 髄 腫 細 胞 株 の 24特 性 の 多 変 量 判 別 分 析 を 示 す 図 で あ る 。 こ の 散 布 図 は 、 4つ の 中 心 に
よ っ て 定 義 さ れ る 平 面 上 へ の 症 例 ご と の 値 の 正 射 影 の 結 果 と し て 得 ら れ た 。 赤 の プ ロ ッ ト
は MM1部 分 集 団 を 表 す ;緑 の プ ロ ッ ト は MM2部 分 集 団 を 表 す ;青 の プ ロ ッ ト は MM3部 分 集 団 を
表 す ;桃 色 の プ ロ ッ ト は MM4部 分 集 団 を 表 す ;水 色 の プ ロ ッ ト は 群 分 け さ れ な い 症 例 で あ る ;
大 き い 黄 色 の プ ロ ッ ト は 群 中 心 を 表 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 図 8Aは 正 常 形 質 細 胞 お よ び 約 200名 の 骨 髄 腫 患 者 に お け る PIか ら 始 ま り P226ま で の エ ン
ド セ リ ン B受 容 体 (ENDBR)発 現 を 示 す 図 で あ り 、 Y軸 上 に 描 か れ た マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ の
平 均 蛍 光 強 度 に よ っ て 示 さ れ る 。 図 8Bは 正 常 形 質 細 胞 お よ び 新 た に 診 断 さ れ た 骨 髄 腫 患 者
に お け る エ ン ド セ リ ン B受 容 体 発 現 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 9Aは 支 持 細 胞 お よ び 骨 髄 腫 細 胞 P323と P322に お け る 共 培 養 前 後 の エ ン ド セ リ ン B受 容
体 (ENDBR)の 発 現 を 示 す 図 で あ る 。 図 9Bは 支 持 細 胞 お よ び 骨 髄 腫 細 胞 P323と P322に お け る
共 培 養 前 後 の エ ン ド セ リ ン 1の 発 現 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 図 10は 正 常 B細 胞 お よ び 形 質 細 胞 試 料 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 免 疫 蛍 光 お よ び 細 胞 学
的 分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 CD19ソ ー ト 扁 桃 B細 胞 :扁 桃 由 来 単 核 球 画 分 を 、 CD20/CD38(aお よ び b)に 対 す る 抗 体 を 用
い た 二 重 染 色 FACS分 析 に よ る 抗 CD19免 疫 磁 気 ビ ー ズ ソ ー ト の 前 に 、 扁 桃 B細 胞 の パ ー セ ン
テ ー ジ に つ い て 検 査 し た 。 扁 桃 B細 胞 試 料 の ソ ー ト 後 の 純 度 は 、 CD20/CD38(cお よ び d)、 CD
138/CD20(e)、 お よ び CD138/CD38(f)染 色 に よ っ て 測 定 し た 。 精 製 扁 桃 B細 胞 試 料 の サ イ ト
ス ピ ン 標 本 を ラ イ ト ギ ム ザ 染 色 し 、 細 胞 形 態 を 光 学 顕 微 鏡 で 観 察 し た (g)。 精 製 B細 胞 は ま
た 細 胞 質 免 疫 グ ロ ブ リ ン (cIg)軽 鎖 (Kお よ び A)に 対 す る AMCAお よ び FITC抗 体 で 染 色 し 、 免
疫 蛍 光 顕 微 鏡 法 で 観 察 し た (h)。 cIg染 色 が 無 い こ と 、 し た が っ て 扁 桃 B細 胞 画 分 に お け る
形 質 細 胞 混 入 が 最 小 で あ る こ と に 注 意 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 CD138で ソ ー ト し た 扁 桃 形 質 細 胞 :扁 桃 単 核 球 画 分 を 、 CD38/CD45(i)お よ び CD138/CD45(j
)に 対 す る 抗 体 を 用 い た 二 重 染 色 FACS分 析 に よ る 抗 CD138免 疫 磁 気 ビ ー ズ ソ ー ト の 前 に 、 形
質 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ に つ い て 検 査 し た 。 扁 桃 形 質 細 胞 試 料 の ソ ー ト 後 の 純 度 は 、 CD38
/CD45(k)、 CD138/CD45(1)、 CD38/CD20(m)、 お よ び CD138/CD38(n)の 二 重 染 色 FACS分 析 に よ
っ て 測 定 し た 。 精 製 扁 桃 形 質 細 胞 の サ イ ト ス ピ ン 標 本 を 形 態 学 的 外 観 (o)お よ び cIg(p)に
つ い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 CD138で ソ ー ト し た 骨 髄 形 質 細 胞 :骨 髄 吸 引 液 由 来 の 単 核 球 画 分 を 、 CD38/CD45(q)お よ び
CD138/CD45(r)に 対 す る 抗 体 を 用 い た 二 重 染 色 FACS分 析 に よ る 抗 CD138免 疫 磁 気 ビ ー ズ ソ ー
ト の 前 に 、 形 質 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ に つ い て 検 査 し た 。 骨 髄 形 質 細 胞 試 料 の ソ ー ト 後 の
純 度 は 、 CD38/CD45(s)、 CD138/CD45(t)、 CD38/CD20(u)、 お よ び CD138/CD38(v)の 二 重 染 色
FACS分 析 に よ っ て 測 定 し た 。 精 製 骨 髄 形 質 細 胞 の サ イ ト ス ピ ン 標 本 を 形 態 学 的 外 観 (w)お
よ び cIg(x)に つ い て 分 析 し た 。 明 ら か な 形 質 細 胞 の 形 態 学 的 特 徴 を 有 す る cIg陽 性 骨 髄 形
質 細 胞 の 割 合 が 高 い こ と に 注 意 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 図 11は 正 常 ヒ ト 形 質 細 胞 の 2次 元 階 層 的 ク ラ ス タ ー 分 析 を 示 す 図 で あ る 。 4866プ ロ ー ブ
セ ッ ト の 実 験 に よ る 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 相 関 に 基 づ い て ク ラ ス タ ー 化 さ れ た 、 7例 の 扁 桃 B
C(TBC)、 7例 の 扁 桃 PC(TPC)、 お よ び 7例 の 骨 髄 PC(BPC)試 料 が 含 ま れ る 。 ク ラ ス タ リ ン グ は
着 色 像 と し て 画 像 で 示 す 。 縦 軸 に 沿 っ て 、 分 析 さ れ た 遺 伝 子 は 、 ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ
ズ ム に よ っ て 順 序 化 さ れ た 通 り に 配 列 さ れ て い る 。 発 現 の パ タ ー ン が 最 も 類 似 し て い る 遺
伝 子 は 互 い に 隣 接 し て 配 置 さ れ て い る 。 実 験 試 料 は 同 様 に 横 軸 に 配 列 さ れ て い る 。 表 形 式
図 中 の 各 セ ル の 色 は 各 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 表 し 、 赤 は 平 均 よ り 高 い 発 現 を 示 し 、 緑 は 平
均 よ り 低 い 発 現 を 示 し 、 色 の 強 さ が 濃 い ほ ど 平 均 か ら の 偏 差 の 程 度 が 大 き い こ と を 示 す 。
上 の 樹 状 図 は 2本 の 主 要 な 枝 を 生 じ 、 扁 桃 BCを PCか ら 分 離 す る 。 さ ら に 、 PCク ラ ス タ ー 内
で 、 扁 桃 PCと 骨 髄 PCは 3本 の 独 自 の 枝 に 分 か れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 図 12は 30例 の EDG-MMの 実 験 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル お よ び 遺 伝 子 の 挙 動 の 2次 元 階 層 的 ク ラ
ス タ ー 分 析 を 示 す 図 で あ る 。 B細 胞 、 扁 桃 お よ び 骨 髄 形 質 細 胞 、 そ し て 多 発 性 骨 髄 腫 (MM)
試 料 を 、 ク ラ ス タ ー 順 序 化 デ ー タ 表 を 用 い て 分 析 し た 。 扁 桃 B細 胞 、 扁 桃 形 質 細 胞 、 骨 髄
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形 質 細 胞 試 料 は そ れ ぞ れ 赤 、 青 、 金 色 の 棒 線 で 示 す 。 74例 の MM試 料 の 命 名 は Zhan et al.(
2002)に 示 さ れ る 通 り で あ る 。 縦 軸 に 沿 っ て 、 分 析 さ れ た 遺 伝 子 は 、 ク ラ ス タ リ ン グ ア ル
ゴ リ ズ ム に よ っ て 順 序 化 さ れ た 通 り に 配 列 さ れ て い る 。 発 現 の パ タ ー ン が 最 も 類 似 し て い
る 遺 伝 子 は 互 い に 隣 接 し て 配 置 さ れ て い る 。 試 料 と 遺 伝 子 の 群 分 け の 両 方 は 、 個 々 の 成 分
を よ り 大 き な 群 に 結 び つ け る 実 線 （ 枝 ） を た ど る こ と に よ っ て よ り 詳 し く 記 述 さ れ る 。 扁
桃 B細 胞 ク ラ ス タ ー は 赤 い 横 棒 に よ っ て 識 別 さ れ る 。 表 形 式 図 中 の 各 セ ル の 色 は 各 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル を 表 し 、 赤 は 平 均 よ り 高 い 発 現 を 示 し 、 緑 は 平 均 よ り 低 い 発 現 を 示 し 、 色 の
強 さ が 濃 い ほ ど 平 均 か ら の 偏 差 の 程 度 が 大 き い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 図 13は 50例 の LDG-MM1遺 伝 子 の 実 験 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル お よ び 遺 伝 子 の 挙 動 の 2次 元 階 層
的 ク ラ ス タ ー 分 析 を 示 す 図 で あ る 。 類 似 性 に し た が っ て 、 遺 伝 子 は 縦 軸 (右 側 )に 沿 っ て プ
ロ ッ ト さ れ 、 実 験 試 料 は 上 側 の 横 軸 に 沿 っ て プ ロ ッ ト さ れ て い る 。 扁 桃 形 質 細 胞 ク ラ ス タ
ー は 青 い 横 棒 に よ っ て 識 別 さ れ る 。 扁 桃 B細 胞 、 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び 骨 髄 形 質 細 胞 試 料
は 、 図 12と 同 様 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 図 14は 50例 の LDG-MM2遺 伝 子 の 実 験 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル お よ び 遺 伝 子 の 挙 動 の 2次 元 階 層
的 ク ラ ス タ ー 分 析 を 示 す 図 で あ る 。 類 似 性 に し た が っ て 、 遺 伝 子 は 縦 軸 (右 側 )に 沿 っ て プ
ロ ッ ト さ れ 、 実 験 試 料 は 上 側 の 横 軸 に 沿 っ て プ ロ ッ ト さ れ て い る 。 骨 髄 形 質 細 胞 ク ラ ス タ
ー は 金 色 の 横 棒 に よ っ て 識 別 さ れ る 。 扁 桃 B細 胞 、 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び 骨 髄 形 質 細 胞 試
料 は 、 図 12と 同 様 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 図 15は 増 殖 遺 伝 子 の 発 現 に お け る 差 が 扁 桃 B細 胞 と MM4の 間 の 類 似 性 を 明 ら か に す る こ と
を 示 す 図 で あ る 。 デ ー タ は Kruskal-Wallis検 定 値 の ボ ッ ク ス プ ロ ッ ト で 示 さ れ て い る 。 分
析 し た 7つ の 群 (扁 桃 B細 胞 、 扁 桃 形 質 細 胞 、 骨 髄 形 質 細 胞 、 お よ び 遺 伝 子 発 現 で 定 義 さ れ
る 部 分 集 団 MM1、 MM2、 MM3、 MM4)を ｘ 軸 に 沿 っ て 並 べ 、 自 然 対 数 に 変 換 し た 平 均 差 を Y軸 に
プ ロ ッ ト し て い る 。 EZH2;P=7.61× 10 - 1 1 ;KNSL1、 P=3.21x10 - 8 ;PRKDC、 P=2.86× 10 - 1 1 ;SNR
PC、 P=5.44× 10 - 1 2 ;CCNB1、 P=2.54× 10 - 8 ;CKS2、 P=9.49× 10 - 1 1 ;CKS1、 P=5.86× 10 - 9 ;PRI
M1、 P=4.25× 10 - 5 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 16は 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 (MGUS)と 対 比 し た 多 発 性 骨 髄 腫 (MM)分
類 に つ い て の 受 信 者 操 作 特 性 (ROC)曲 線 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 現 在 、 全 体 的 な 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ が 、 識 別 困 難 で あ っ た 類 似 の ま た は 関 連 す
る 造 血 器 腫 瘍 の 分 子 的 異 質 性 を 明 ら か に で き る と い う 強 力 な 証 拠 が あ る 。 正 常 お よ び 悪 性
の 細 胞 の 比 較 に お い て 最 も 有 意 に 発 現 量 の 異 な る 遺 伝 子 は 、 臨 床 的 に 意 義 の あ る 診 断 の 開
発 に 用 い る こ と が で き 、 ま た 細 胞 形 質 転 換 の 基 礎 的 機 構 に つ い て の 手 掛 か り を 提 供 す る 。
実 際 、 こ れ ら の プ ロ フ ァ イ ル は 、 臨 床 症 状 が 存 在 し な い 場 合 で さ え 、 悪 性 細 胞 を 発 見 す る
の に 用 い る こ と が で き る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 遺 伝 子 産 物 が 作 用 す る 生 化 学 経
路 は 、 新 し い 治 療 薬 の 標 的 と な り う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 抗 CD138ベ ー ス の 免 疫 磁 気 ビ ー ズ 陽 性 選 択 を 用 い て 、 骨 髄 吸 穿 刺 か ら 、 正 常
お よ び 悪 性 の 形 質 細 胞 の 両 方 を 精 製 し て 均 質 に す る こ と が で き る こ と を 実 証 す る 。 こ れ ら
の 細 胞 を 用 い て 、 本 発 明 は 新 し く 診 断 さ れ た 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 の 最 初 の 包 括 的 な 全 体 的 遺
伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 提 供 し 、 こ れ ら の 発 現 パ タ ー ン を 正 常 形 質 細 胞 の 発 現 パ タ ー
ン と 比 較 し た 。 こ こ に 開 示 す る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 方 法 を 用 い て 、 新 規 の 多 発
性 骨 髄 腫 疾 患 遺 伝 子 候 補 が 同 定 さ れ 、 こ の プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 多 発 性 骨 髄 腫 用 の 遺 伝 子 に
基 づ く 分 類 シ ス テ ム の 開 発 に 結 び つ い て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 お よ び 正 常 形 質 細 胞 、 な ら び に 良 性 の 形 質 細 胞 障 害 で あ る 意 義 不 明 単 ク ロ
ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 お よ び 末 期 様 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 に つ い て の 階 層 的 ク ラ ス タ ー
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分 析 の 結 果 は 、 正 常 形 質 細 胞 は 独 特 で あ り 、 ま た 原 発 性 多 発 性 骨 髄 腫 は 意 義 不 明 単 ク ロ ー
ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 ま た は 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 の い ず れ か に 似 て い る こ と を 明 ら か に
し た 。 さ ら に 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 遺 伝 子 発 現 は 、 階 層 的 分 析 に お け る 密 な ク ラ ス タ リ ン
グ に よ っ て 証 明 さ れ る よ う に 均 質 で あ る 。 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 発 現 パ タ ー ン の 、 原 発 性 の
新 た に 診 断 さ れ た 形 の 多 発 性 骨 髄 腫 と の 類 似 性 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 を 多 発 性 骨 髄 腫 の
モ デ ル と し て 使 用 す る こ と の 妥 当 性 を 支 持 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 単 独 の 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ に 際 し て 、 4つ の 異 な る 臨 床 的 多 発 性 骨 髄 腫  
部 分 集 団 (MM1か ら MM4)が 識 別 さ れ た 。 MM1部 分 集 団 は 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 血 症 に よ り 近 い 試 料 を 含 み 、 一 方 、 MM4部 分 集 団 は 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 に よ り 近 い 試 料
を 含 ん だ 。 MM1と MM4に 差 を 付 け る 最 も 有 意 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 細 胞 周 期 調 節 お よ び DN
A代 謝 遺 伝 子 で あ り 、 MM4部 分 集 団 は 、 細 胞 遺 伝 学 的 異 常 、 血 清 _2M高 値 、 ク レ ア チ ニ ン 高
値 、 お よ び 第 13染 色 体 の 欠 失 を 有 す る 可 能 性 が よ り 高 か っ た 。 こ れ ら は 予 後 不 良 に 従 来 か
ら 結 び つ け ら れ て い る 重 要 な 変 数 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】

　 こ こ で 開 示 す る デ ー タ は 、 MM4部 分 集 団 が 最 も 高 リ ス ク な 疾 患 単 位 を 表 す 可 能 性 が 高 い
こ と を 示 し た 。 し た が っ て 、 こ の 特 定 の 部 分 集 団 の 分 子 遺 伝 学 の 知 識 は 、 そ の 生 物 学 へ の
洞 察 を 提 供 し 、 お そ ら く 適 当 な 亜 型 特 異 的 な 治 療 的 介 入 の た め の 理 論 的 根 拠 を 提 供 す る は
ず で あ る 。 MM1と MM4部 分 集 団 に 差 を 付 け る 最 も 有 意 な 遺 伝 子 発 現 変 化 は 、 MM4が よ り 増 殖
性 で 自 律 性 で あ る 表 現 型 を 有 す る こ と を 明 ら か に 示 唆 す る 活 性 を コ ー ド す る 。 そ の 比 較 に
お い て 最 も 有 意 に 変 化 し た 遺 伝 子 で あ る TYMS(チ ミ ジ ル 酸 合 成 酵 素 )は 、 ピ リ ミ ジ ン 生 合 成
経 路 で 機 能 す る が 、 大 腸 癌 に お け る フ ル オ ロ ピ リ ミ ジ ン 化 学 療 法 に 対 す る 抵 抗 性 、 お よ び
予 後 不 良 と も 結 び つ け ら れ て い る 。 MM4に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 他 の 注 目 す べ
き 遺 伝 子 は 、 CAAXフ ァ ル ネ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 FTNAで あ っ た 。 フ ァ ル ネ シ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は RASを プ レ ニ ル 化 し 、 RASが 細 胞 膜 に 付 着 す る の を 可 能 に す る た め に 必
要 な 翻 訳 後 修 飾 で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 高 レ ベ ル の FTNA発 現 を 有 す る 患 者 を 治 療 す る
の に フ ァ ル ネ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 が 有 効 で あ る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 の 構 成 成 分 を コ ー ド す る 2つ の 他 の 遺 伝 子 、 POH1(26Sプ ロ テ ア ソ ー
ム 関 連 pad1ホ モ ロ グ )お よ び UBL1(ユ ビ キ チ ン 様 タ ン パ ク 質 1)も ま た MM4で 過 剰 発 現 し て い
た 。 POH1の 過 剰 発 現 は 、 P-糖 タ ン パ ク 質 非 依 存 性 の 、 多 面 的 な 薬 物 耐 性 を 哺 乳 類 細 胞 に 与
え る 。 UBL1は 、 別 名 を セ ン ト リ ン と い い 、 二 本 鎖 修 復 経 路 で RADS1、 RADS2、 お よ び p53タ
ン パ ク 質 に 結 合 ;核 タ ン パ ク 質 取 り 込 み に 関 与 す る RANOAP1と 結 合 ;そ し て 多 発 性 骨 髄 腫 に
と っ て 重 要 な こ と に 、 Fas/Apo-1(TNFRSF6)ま た は TNFRJ誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス の 両 方 に 対 す
る 保 護 、 を 含 む 多 く の 経 路 に 関 与 す る 。 正 常 形 質 細 胞 と は 対 照 的 に 、 75%を 超 え る 多 発 性
骨 髄 腫 形 質 細 胞 が 、 多 剤 耐 性 遺 伝 子 で あ る 肺 抵 抗 性 関 連 タ ン パ ク 質 (MVP)の mRNAを 多 量 に
発 現 す る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 多 発 性 骨 髄 腫 に お け る MVPの 発 現 は 予 後 不 良 因 子 で あ る こ
と を 示 す 以 前 の 報 告 と 合 致 す る 。 多 発 性 骨 髄 腫 に お け る 化 学 療 法 抵 抗 性 の 一 様 な 発 生 を 考
慮 す る と 、 POH1と MVPの 組 み 合 わ せ の 過 剰 発 現 が こ の 表 現 型 に 重 大 な 影 響 を 与 え る 可 能 性
が あ る 。 産 物 が プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 で 機 能 す る 多 数 の 遺 伝 子 の 、 調 節 解 除 さ れ た 発 現 を 、
PS-341 (Millennium Pharmaceuticals、 Cambridge、 MA)の よ う な プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 の
有 効 性 の 薬 理 ゲ ノ ム 学 的 分 析 に 利 用 し う る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 MM4 で 有 意 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た も う 1つ の  遺 伝 子 は 、 一 本 鎖 DNA依 存 性  ATP依
存 性 ヘ リ カ ー ゼ (G22P1)で あ り 、 こ れ は 別 名 を Ku70自 己 抗 原 と い う 。 DNAヘ リ カ ー ゼ II複 合
体 は 、 p70お よ び p80か ら 成 り 、 細 胞 周 期 に 依 存 し て 、 二 本 鎖 DNAの フ ォ ー ク 様 末 端 に 優 先
的 に 結 合 す る 。 DNAへ の 結 合 は  p70 に よ っ て 媒 介 さ れ る と 考 え ら れ て お り 、 p80と の 二 量
体 化 は ATP依 存 性 DNA巻 き 戻 し 酵 素 (ヘ リ カ ー ゼ II)を 形 成 し 、 同 じ く MM4 で 有 意 に ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー ト さ れ た DNA依 存 性 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ (DNPK)の 調 節 成 分 と し て 作 用 す る 。 DNA二
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本 鎖 切 断 修 復 、 V(D)J組 み 換 え 、 お よ び 特 に 染 色 体 転 座 に お け る ヘ リ カ ー ゼ II 複 合 体 の 関
与 が 提 案 さ れ て い る 。 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る も う 1つ の 遺 伝 子 は DNA断 片 化 因 子 (DFFA)
で あ っ た 。 カ ス パ ー ゼ -3は DFFAに コ ー ド さ れ る 45 kD サ ブ ユ ニ ッ ト を 2ヶ 所 で 切 断 し 、 ア
ポ ト ー シ ス  シ グ ナ ル 伝 達 中 に DNA断 片 化 を 引 き 起 こ す 活 性 因 子 を 生 じ る 。 多 発 性 骨 髄 腫 に
お け る ア ポ ト ー シ ス ま で の 多 数 の 障 害 を 考 慮 す る と 、 DFFA 活 性 化 は 結 果 と し て DNA断 片 化
を 生 じ る 可 能 性 が あ り 、 こ れ は ヘ リ カ ー ゼ II 複 合 体 を 活 性 化 し そ れ が 次 い で 染 色 体 転 座
を 促 進 し う る 。 異 常 核 型 、 お よ び し た が っ て 染 色 体 転 座 は 、 こ れ ら の 二 つ の 遺 伝 子 を 過 剰
発 現 す る 傾 向 に あ っ た MM4つ の 部 分 集 団 に 付 随 す る こ と は 注 目 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 し た が っ て 、 こ こ で 開 示 す る 結 果 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 と 正 常 形 質 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現
パ タ ー ン の 直 接 比 較 に よ っ て 、 形 質 細 胞 の 悪 性 形 質 転 換 に 伴 う 基 礎 的 な 変 化 を 表 し う る 新
規 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き た こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 低 増 殖 性 腫 瘍 と し て の 多 発 性 骨 髄 腫  の 進 行 は 、 速 い 細 胞 複 製 で な く 、 プ ロ グ ラ ム 細 胞
死 の 欠 陥 に 結 び つ い て い る と 考 え ら れ て い る 。 多 発 性 骨 髄 腫 で 過 剰 発 現 さ れ て い る 2つ の
遺 伝 子 、 プ ロ ヒ ビ チ ン  (PHB)お よ び ク ワ イ エ ス シ ン Q6 (QSCN6)は 、 増 殖 停 止 に 関 与 す る 。
こ れ ら の 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 で み ら れ る 典 型 的 に は 低 い 増 殖 指 数 の 原 因 で
あ り う る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 治 療 的 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 結 果 と し て 増
殖 を 促 進 す る こ と で 、 多 発 性 骨 髄 腫  細 胞 を 細 胞 周 期 活 性 の 化 学 療 法 剤 に よ り 感 受 性 に す
る こ と が で き る こ と が 考 え ら れ る 。  
　 CD27を コ ー ド す る 遺 伝 子 TNFRSF7は 、 多 発 性 骨 髄 腫 で 二 番 目 に 有 意 に 低 発 現 で あ る 遺 伝
子 で あ る が 、 Tお よ び B細 胞  増 殖 そ し て B細 胞  免 疫 グ ロ ブ リ ン 産 生 お よ び ア ポ ト ー シ ス に
つ い て 同 時 刺 激 シ グ ナ ル を 提 供 す る 、 腫 瘍 壊 死 因 子 受 容 体  (TNFR) ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の
メ ン バ ー で あ る 。 抗 CD27は 形 質 細 胞 分 化 が 決 定 し た 細 胞 で 作 動 す る Blimp-1お よ び J-chain
転 写 産 物 の 誘 導 を 有 意 に 阻 害 し 、 CD27の B細 胞 へ の 連 結 反 応 が 最 終 分 化 を 妨 げ う る こ と を
示 唆 す る 。 CD27リ ガ ン ド (CD70)は IL-10媒 介 ア ポ ト ー シ ス を 妨 げ 、 CD27 + 記 憶 B細 胞 の 形 質
細 胞 へ の 分 化 を IL-10と 協 同 し て 導 く 。 し た が っ て 多 発 性 骨 髄 腫 に お け る CD27遺 伝 子 発 現
の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は ア ポ ト ー シ ス プ ロ グ ラ ム を 阻 害 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 で の CD47の 過 剰 発 現 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 の 免 疫 監 視 の 回 避 に 関 係 し て い
る 可 能 性 が あ る 。 CD47を 欠 く 細 胞 は 赤 脾 髄 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 血 流 か ら 速 や か に 除 去
さ れ る こ と 、 お よ び 正 常 赤 血 球 上 の CD47が こ の 除 去 を 防 ぐ こ と を 研 究 が 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 で 過 剰 発 現 し て い る DNMT1す な わ ち DNAメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 1の 遺 伝
子 産 物 は 、 哺 乳 類 に お け る シ ト シ ン の メ チ ル 化 を 担 っ て お り 、 後 生 的 な 遺 伝 子 抑 制 に 重 要
な 役 割 を 有 す る 。 実 際 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 異 常 な 高 度 メ チ ル 化 は 、 多 く の 腫 瘍 の 発 生 に お
い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 p16/INK4aの de novoメ チ ル 化 は 、 原 発 性 多 発 性 骨 髄 腫 で 頻 度 が
高 い 所 見 で あ る 。 ま た 、 最 近 の 研 究 は 、 DNMTの ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 発 現 が 、 異 常 な
局 所 的 高 度 メ チ ル 化 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 白 血 病 の 病 因 に 寄 与 し て い る 可 能 性 が あ る こ
と を 示 し て い る 。 DNAメ チ ル 化 は 、 メ チ ル -CpG-結 合 タ ン パ ク 質 MeCP2を 動 員 し 、 そ れ は 次
い で ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 酵 素 活 性 を 動 員 す る が 、 部 分 的 に は そ の こ と に よ っ て 遺 伝 子 を 抑
制 す る 。 Dnmt1に 媒 介 さ れ る DNAメ チ ル 化 の 過 程 は 、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 酵 素 活 性 を 介 す る
ク ロ マ チ ン の 状 態 の 変 化 に 依 存 す る か ま た は そ の 状 態 変 化 を 生 じ さ せ る 可 能 性 が あ る こ と
が 示 さ れ て い る 。 多 発 性 骨 髄 腫 の 症 例 は ま た 、 metastasis associated（ 転 移 関 連 ） 1(MTA
1)の 遺 伝 子 の 有 意 な 過 剰 発 現 も 示 す こ と は 潜 在 的 に 重 要 で あ る 。 MTA1は 当 初 、 転 移 性 細 胞
で 高 発 現 で あ る と し て 特 定 さ れ た 。 よ り 近 年 に は MTA1は 、 ATP依 存 性 ヌ ク レ オ ソ ー ム 破 壊
活 性 だ け で な く ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 酵 素 活 性 も 有 す る 、 NURD(ヌ ク レ オ ソ ー ム 再 構 築 お よ
び ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 )複 合 体 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 一 つ で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 し
た が っ て 、 DNMT1と MTA1の 過 剰 発 現 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 に 劇 的 な
作 用 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 で 活 性 化 さ れ る 発 癌 遺 伝 子 に は 、 ABLお よ び MYCが 含 ま れ た 。 ABLチ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ 活 性 が 多 発 性 骨 髄 腫 で 存 在 す る か ど う か は 明 ら か で な い が 、 ablお よ び c-mycの 過
剰 発 現 の 結 果 と し て マ ウ ス 形 質 細 胞 腫 の 発 生 促 進 が 生 じ た こ と に 注 目 す る こ と は 重 要 で あ
る 。 し た が っ て 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 が ABLお よ び MYCを 有 意 に 過 剰 発 現 す る こ と は 偶 然 の 一
致 だ け で な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 MYC 発 癌 遺 伝 子 な ら び に IGHと IGL 遺 伝 子 が 関 与 し 、 そ の 結 果 と し て  MYC 発 現 の 調 節 異
常 が 生 じ る 染 色 体 転 座 は 、 バ ー キ ッ ト 型 リ ン パ 腫 の 証 明 で あ り 、 マ ウ ス 形 質 細 胞 腫 で 実 験
的 に 誘 導 さ れ る ; し か し 、 MYC/IGH関 連 転 座 は 多 発 性 骨 髄 腫 で は 稀 で あ る 。 MYCの 高  発 現  
は 我 々 の 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 集 団 で は 一 般 的 な 特 性 で あ っ た が 、 そ れ は 非 常 に 変 化 が 大 き く
、 発 現 が ほ と ん ど ま た は 全 く 無 し か ら 非 常 に 増 加 し た 発 現 ま で の 範 囲 に あ っ た 。 産 物 が MY
Cに 結 合 し MYC発 現 を 活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て い る MAZ 遺 伝 子 が 、 MM4つ の 部 分 集 団 で 有
意 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た こ と は 注 目 す べ き で あ る 。 B細 胞 新 生 物 に お け る MYCの 重 要
な 役 割 を 考 慮 す る と 、 多 発 性 骨 髄 腫 に お け る MYCお よ び お そ ら く  ABLの 過 剰 発 現 は 、 生 物
学 的 お よ び お そ ら く 予 後 診 断 的 意 義 を 有 す る と 推 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 EXT1お よ び EXT2は 、 遺 伝 性 多 発 性 外 骨 腫 症 に 関 与 す る 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 で あ り 、 ヘ テ ロ 二
量 体 化 し 、 ま た 細 胞 表 面 ヘ パ ラ ン 硫 酸 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン (GAGs)の 合 成 お よ び 提 示 に 重
要 で あ る 。 EXT1は 多 発 性 骨 髄 腫 お よ び 正 常 形 質 細 胞 の 両 方 で 発 現 し て い る 。 EXT2Lは 多 発
性 骨 髄 腫 で 過 剰 発 現 し て お り 、 機 能 す る グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が 多 発 性 骨 髄 腫 に
お い て 生 成 さ れ う る こ と を 示 唆 し た 。 膜 貫 通 型 ヘ パ ラ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン で あ る シ ン
デ カ ン -1(CD138/SDC1)は 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 上 で 多 量 に 発 現 し て お り 、 ま た 血 清 中 に 入 っ た
場 合 は 予 後 不 良 因 子 で あ る こ と は 注 目 す べ き で あ る 。 し た が っ て 、 異 常 GAG修 飾 SDC1は 多
発 性 骨 髄 腫 の 生 物 学 に お い て 重 要 で あ り う る 。 多 発 性 骨 髄 腫 の 生 物 学 へ の SDC1の 繋 が り は
さ ら に 、 近 年 の WNTプ ロ ト 発 癌 遺 伝 子 産 物 に よ っ て 誘 導 さ れ る シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド で
の SDC1の 関 連 に よ っ て 確 認 さ れ る 。 シ ン デ カ ン -1(SDC1)は Wnt-1誘 導 乳 癌 形 成 に 必 要 で あ
る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ こ で 開 示 す る デ ー タ は 、 原 発 性 多 発 性 骨 髄 腫 の 症 例 に お い て WN
T10Bの 有 意 な ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 。 お と り WNT受 容 体 を コ ー ド す る WNT5A遺 伝
子 お よ び FRZB遺 伝 子 が 、 新 た に 診 断 さ れ た 多 発 性 骨 髄 腫 に お い て わ ず か に ア ッ プ レ ギ ュ レ
ー ト さ れ た こ と も ま た 注 目 に 値 す る 。 WNTは 新 し い ク ラ ス の B細 胞 調 節 因 子 を 表 す こ と を 考
慮 す る と 、 こ れ ら の 成 長 因 子 (WNT5A、 WNT10B)お よ び そ の 受 容 体 (た と え ば 、 FRZB)お よ び
受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 遺 伝 子 産 物 (た と え ば 、 SDC1)の 発 現 の 調 節 解 除 が 、 多 発 性
骨 髄 腫 の 発 生 に 重 要 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 多 変 量 逐 次 選 択 判 別 分 析 を 通 じ て 、 発 現 が 多 発 性 骨 髄 腫 の 悪 性 の 特 質 と
密 に 関 連 し て い る 遺 伝 子 の 最 小 の 部 分 集 団 を 同 定 す る 。 直 線 回 帰 分 析 を 統 計 的 に 有 意 で あ
る 発 現 量 の 異 な る 遺 伝 子 の 上 位 50個 に 適 用 す る こ と に よ っ て 、 14個 の 遺 伝 子 が 、 多 発 性 骨
髄 腫 を 正 常 形 質 細 胞 か ら 高 い 精 度 で 識 別 す る こ と の で き る 予 測 因 子 と し て 定 義 さ れ た 。 こ
の モ デ ル を 、 118例 の 多 発 性 骨 髄 腫 、 6例 の 正 常 形 質 細 胞 お よ び 7例 の MGUSか ら 成 る 妥 当 性
評 価 群 に 応 用 し た 場 合 、 99%を 超 え る 分 類 精 度 が 達 成 さ れ た 。 重 要 な こ と に は 、 7例 の MGUS
の う ち 6例 が 多 発 性 骨 髄 腫 と 分 類 さ れ 、 MGUSが 悪 性 の 遺 伝 子 発 現 の 特 徴 を 有 す る こ と を 示
し た 。 し た が っ て 、 調 査 し た 6,000個 を 超 え る 遺 伝 子 の う ち の 14個 の 遺 伝 子 の 発 現 変 化 は
多 発 性 骨 髄 腫 を 定 義 す る こ と が で き る 。 同 様 の 多 変 量 判 別 分 析 は ま た 、 上 述 の 4つ の 多 発
性 骨 髄 腫 部 分 集 団 を 識 別 す る こ と の で き る 24遺 伝 子 の 組 を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 正 常 形 質 細 胞 と 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 の 群 間 で 統 計 的 に 異 な る 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と に
加 え て 、 本 発 明 は 、 FGFR3と CCND1の よ う に 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 に お い て 非 常 に 高 い
「 ス パ イ ク し た 」 発 現 を 示 す 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 高 発 現 が あ る 患 者 は 、
4つ の 遺 伝 子 発 現 ク ラ ス タ ー 部 分 集 団 の 中 で 有 意 な 分 布 の 違 い を 有 し う る 。 た と え ば 、 FGF
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R3ス パ イ ク は MM1と MM2で 見 ら れ 、 一 方 、 IFI27の ス パ イ ク は MM3と MM4で 見 ら れ る 可 能 性 が
よ り 高 い 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 性 遺 伝 子 IFI27の 非 常 に 高 い 発 現 は 、 全 身 性 ま た は 特 異
的 に こ れ ら の 患 者 か ら の 形 質 細 胞 内 の 、 ウ イ ル ス 感 染 を 示 し て い る 可 能 性 が あ る 。 相 関 分
析 は 、 IFI27ス パ イ ク は MX1、 MX2、 OAS1、 OAS2、 IFIT1、 IFIT4、 PLSCR1、 お よ び STAT1を 含
む 14個 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 性 遺 伝 子 の 高 発 現 と 有 意 に 関 連 (ピ ア ソ ン 相 関 係 数 値 0.77
か ら 0.60)し て い る こ と を 示 し て い る 。 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 の 大 き な 集 団 (N=280)の よ り 近 年
の 分 析 は 、 全 患 者 の 25%近 く が IFI27遺 伝 子 の ス パ イ ク を 有 し た こ と を 示 し た 。 MM4部 分 集
団 に ク ラ ス タ ー 化 さ れ る IFI27ス パ イ ク 患 者 が 不 良 な 臨 床 経 過 を 有 す る 可 能 性 が よ り 高 い
か ど う か を 調 べ る こ と 、 お よ び こ の ク ラ ス の 遺 伝 子 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 引 き 起 こ
す 疑 い の あ る ウ イ ル ス 感 染 を 特 定 す る こ と は 興 味 あ る 問 題 で あ る 。 し た が っ て 、 ス パ イ ク
し た 遺 伝 子 発 現 も ま た 、 臨 床 的 に 意 義 の あ る 予 後 診 断 群 を 開 発 す る の に 用 い る こ と が で き
る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 最 後 に 、 ス パ イ ク し た FGFR3ま た は CCND1遺 伝 子 発 現 と t(4;14)(p14;q32)ま た は t(ll;14)
(q13;q32)転 座 の 存 在 と の 100％ 一 致 、 な ら び に タ ン パ ク 質 発 現 と 遺 伝 子 発 現 と の 間 の 強 い
相 関 は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 精 度 の 重 要 な 妥 当 性 確 認 を 表 し 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ
フ ァ イ リ ン グ が 最 終 的 に 細 胞 表 面 マ ー カ ー 免 疫 表 現 型 分 析 や 分 子 細 胞 遺 伝 学 お よ び 細 胞 遺
伝 学 の よ う な 労 働 集 約 的 で 費 用 の か か る 臨 床 検 査 手 順 に 取 っ て 代 わ る 可 能 性 が あ る こ と を
示 唆 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ た 、 多 発 性 骨 髄 腫 に お い て 有 意 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 発 現 を 示 す 遺 伝 子 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 標 的 候 補 で あ る 。 過 剰
発 現 さ れ た 遺 伝 子 は 、 そ の 発 現 を 低 下 さ せ る 小 分 子 ま た は 阻 害 因 子 の 標 的 に な り う る 。 遺
伝 子 発 現 を 阻 害 す る の に 用 い る こ と が で き る 方 法 お よ び 材 料 、 た と え ば 薬 物 小 分 子 ;ア ン
チ セ ン ス オ リ ゴ 、 ま た は 抗 体 は 、 本 分 野 で 通 常 の 技 能 を 有 す る 者 に 容 易 に 明 ら か に な る 。
一 方 、 低 発 現 遺 伝 子 は 遺 伝 子 治 療 に よ っ て 置 き 換 え る こ と が で き 、 ま た は 薬 物 に よ っ て 誘
導 す る こ と が で き る 。  

　 こ こ で 開 示 す る デ ー タ は 、 多 発 性 骨 髄 腫 は 正 常 形 質 細 胞 分 化 の 発 生 図 式 と 平 行 す る 発 生
図 式 に 当 て は め る こ と が で き る こ と を 示 し た 。 全 体 的 な 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、
ヒ ト 形 質 細 胞 分 化 に 伴 う 転 写 に お け る 明 瞭 な 変 化 を 明 ら か に す る 。 4866個 の 遺 伝 子 と の 階
層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 は 、 扁 桃 B細 胞 、 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び 骨 髄 形 質 細 胞 を 分 離 し た
。 χ 2 お よ び Wilcoxonの 順 位 和 検 定 を 組 み 合 わ せ 、 359個 の 以 前 に 定 義 さ れ た 遺 伝 子 お よ び
新 規 遺 伝 子 が 有 意 に (P<0.0005)扁 桃 B細 胞 を 扁 桃 形 質 細 胞 か ら 識 別 し 、 そ し て 500個 の 遺 伝
子 が 扁 桃 形 質 細 胞 を 骨 髄 形 質 細 胞 か ら 有 意 に 識 別 し た 。 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の
移 行 で 有 意 に 発 現 に 差 が あ っ た 遺 伝 子 は 「 初 期 分 化 遺 伝 子 」 (EDGs)と 称 し 、 扁 桃 形 質 細 胞
か ら 骨 髄 形 質 細 胞 へ の 移 行 で 発 現 に 差 が あ っ た 遺 伝 子 は 「 後 期 分 化 遺 伝 子 」 (LDGs)と 称 し
た 。 一 元 配 置 分 散 分 析 を 次 い で EDGsお よ び LDGsに 適 用 し 、 多 発 性 骨 髄 腫 (MM)と 扁 桃 B細 胞 (
EDG-MM)、 扁 桃 形 質 細 胞 (LDG-MM1)、 ま た は 骨 髄 形 質 細 胞 (LDG-MM2)と の 間 の 統 計 的 に 有 意
で あ る 発 現 の 差 異 を 特 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 階 層 的 な ク ラ ス タ ー 分 析 は 、 MM4(予 後 不 良 亜 型 と 推 測 さ れ る )の 18例 中 13例 (P=0.00005)
が 扁 桃 B細 胞 と 共 に 密 に ク ラ ス タ ー 化 し た こ と を 明 ら か に し た 。 残 り の 群 (MM1、 2、 3)は そ
の よ う な 関 連 を 示 さ な か っ た 。 対 照 的 に 、 扁 桃 形 質 細 胞 と 14/15MM3の 15例 中 14例 (P=0.000
01)と の 間 に 密 な ク ラ ス タ リ ン グ が 存 在 し 、 骨 髄 形 質 細 胞 と (P=0.00009)MM2の 20例 中 14例
と の 間 に 有 意 な 類 似 性 が 見 出 さ れ た 。 MM1は 試 験 し た 正 常 細 胞 型 と は 有 意 な 繋 が り を 示 さ
な か っ た 。 さ ら に 、 XBP1は 、 形 質 細 胞 分 化 に 必 須 の 転 写 因 子 で あ る が 、 発 生 段 階 関 係 と 合
致 し て 、 MM1か ら MM4へ 発 現 に 有 意 な 漸 進 的 低 下 を 示 し た 。 し た が っ て 、 後 期 B細 胞 分 化 と
結 び つ い た 全 体 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が 確 認 さ れ 、 そ し て 全 体 的 な 遺 伝 子 発 現 に 定 義 さ
れ る 多 発 性 骨 髄 腫 の 分 類 シ ス テ ム が 拡 張 さ れ 、 多 発 性 骨 髄 腫 は 独 自 の 起 源 を 有 す る 異 な る
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疾 患 亜 型 群 を 表 す こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 多 発 性 骨 髄 腫 に つ い て 遺 伝 子 に 基 づ く 分 類 方 法 を 導 く 。 多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る
か ま た は 有 し な い 個 体 に 由 来 す る 単 離 さ れ た 形 質 細 胞 の 核 酸 試 料 に DNAマ イ ク ロ ア レ イ を
適 用 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ か ら 得 ら れ た デ ー タ に つ い て 実 施 し た 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析
に よ っ て 、 個 体 を こ こ で 開 示 す る MM1、 MM2、 MM3お よ び MM4部 分 集 団 の よ う な 異 な る 部 分 集
団 に 分 類 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 一 実 施 形 態 で は 、 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 の 部 分 集 団 に お い て 高 発 現 で あ る 遺 伝
子 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る 個 体 に 由 来 す る 単 離 さ れ た 形 質 細 胞
の 核 酸 試 料 に DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 適 用 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ か ら 得 ら れ た デ ー タ に つ い て
実 施 し た 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 に よ っ て 、 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 の 部 分 集 団 に お い て 高 発
現 で あ る 遺 伝 子 を 同 定 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 代 表 的 な 例 を 表 8に 列 挙 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 一 実 施 形 態 で は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 標 的 候 補 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る
。 多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る か ま た は 有 し な い 個 体 に 由 来 す る 単 離 さ れ た 形 質 細 胞 の 核 酸 試 料
に DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 適 用 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ か ら 得 ら れ た デ ー タ に つ い て 階 層 的 ク ラ
ス タ リ ン グ 分 析 を 実 施 し た 。 健 常 者 と 比 較 し て 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 に お い て 有 意 に 異 な る 発
現 レ ベ ル を 有 す る 遺 伝 子 が 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 標 的 候 補 で あ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 代 表
的 な 例 を 表 4、 5お よ び 8に 列 挙 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 一 実 施 形 態 で は 、 正 常 形 質 細 胞 と 多 発 性 骨 髄 腫 の 形 質 細 胞 と を 識 別
で き る 遺 伝 子 の 群 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る か ま た は 有 し な い 個
体 に 由 来 す る 単 離 さ れ た 形 質 細 胞 の 核 酸 試 料 に DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 適 用 し 、 マ イ ク ロ ア
レ イ か ら 得 ら れ た デ ー タ に つ い て 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 を 実 施 し た 。 発 現 パ タ ー ン に
統 計 的 に 有 意 な 差 の あ る 遺 伝 子 が 同 定 さ れ 、 直 線 回 帰 分 析 を 用 い て 、 正 常 形 質 細 胞 と 多 発
性 骨 髄 腫 の 形 質 細 胞 と を 正 確 に 識 別 で き る 遺 伝 子 の 群 を 同 定 し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 代 表
的 な 例 を 表 6に 列 挙 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に ま た 別 の 一 実 施 形 態 で は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 を 識 別 で き る 遺 伝 子
の 群 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る 個 体 に 由 来 す る 単 離 さ れ た 形 質 細
胞 の 核 酸 試 料 に DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 適 用 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ か ら 得 ら れ た デ ー タ に つ い
て 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 を 実 施 し た 。 発 現 パ タ ー ン に 統 計 的 に 有 意 な 差 の あ る 遺 伝 子
が 同 定 さ れ 、 直 線 回 帰 分 析 を 用 い て 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 を 正 確 に 識 別 で き る 遺 伝 子
の 群 を 同 定 し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 代 表 的 な 例 を 表 7に 列 挙 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 一 実 施 形 態 で は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 診 断 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 統 計 的 に
有 意 で あ る 発 現 の 差 が そ の よ う な 個 体 が 多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る こ と を 示 す 、 表 6に 列 挙 す
る 通 り の 14遺 伝 子 の 群 の 発 現 レ ベ ル を 個 体 に 由 来 す る 形 質 細 胞 で 調 べ た 。 遺 伝 子 発 現 レ ベ
ル は 、 本 分 野 の 熟 練 者 に 良 く 知 ら れ て い る 方 法 に 従 っ て 、 核 酸 レ ベ ル ま た は タ ン パ ク 質 レ
ベ ル で 調 べ る こ と が で き る 。  
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 一 実 施 形 態 で は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 に つ い て の 診 断 方 法 を 提
供 す る 。 統 計 的 に 有 意 で あ る 発 現 の 差 が 多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 に つ い て の 診 断 を 提 供 す
る 、 表 7に 列 挙 す る 通 り の 24遺 伝 子 の 群 の 発 現 レ ベ ル を 個 体 に 由 来 す る 形 質 細 胞 で 調 べ た
。 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 本 分 野 の 熟 練 者 に 良 く 知 ら れ て い る 方 法 に 従 っ て 、 核 酸 レ ベ ル ま
た は タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 一 実 施 形 態 で は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の た め の 治 療 方 法 を 提 供 す る ;そ の よ う な
方 法 は 、 表 5ま た は 表 8に 列 挙 す る 遺 伝 子 の う ち の 一 つ の 発 現 を 阻 害 す る こ と 、 ま た は 表 4
に 列 挙 す る 遺 伝 子 の う ち の 一 つ の 発 現 を 増 加 さ せ る こ と を 含 む 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
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レ オ チ ド ま た は 抗 体 を 用 い る 方 法 の よ う な 、 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 ま た は 増 加 す る 方 法 は 、 当
業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。  
　 本 発 明 は ま た 、 多 発 性 骨 髄 腫 に つ い て の 発 生 段 階 に 基 づ く 分 類 の 方 法 を 導 く 。 単 離 さ れ
た B細 胞 お よ び 多 発 性 骨 髄 腫 を 有 す る か ま た は 有 し な い 個 体 に 由 来 す る 形 質 細 胞 の 核 酸 試
料 に DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 適 用 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ か ら 得 ら れ た デ ー タ に つ い て 実 施 し た
階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 が 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 を 、 正 常 B細 胞 お よ び 形 質 細 胞 の 発 生 段 階
に し た が っ て 分 類 す る 。 一 般 的 に 、 正 常 B細 胞 お よ び 形 質 細 胞 は 扁 桃 、 骨 髄 、 粘 膜 組 織 、
リ ン パ 節 ま た は 末 梢 血 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 下 記 の 実 施 例 は 本 発 明 の さ ま ざ ま な 実 施 例 を 説 明 す る 目 的 で 提 示 さ れ 、 い か な る 形 で も
本 発 明 を 制 限 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 以 下 の 研 究 の 試 料 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 74例 の 新 た に 診 断 さ れ た 症 例 と 、 意 義 不 明 単 ク ロ
ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 を 有 す る 5名 に 由 来 す る 形 質 細 胞 、 7試 料 の 扁 桃 Bリ ン パ 球 (扁 桃
BC)、 11試 料 の 扁 桃 形 質 細 胞 (扁 桃 PC)、 お よ び 正 常 で 健 康 な 提 供 者 に 由 来 す る 31試 料 の 骨
髄 PCを 含 ん だ 。 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 (U266、 ARP1、 RPMI-8226、 UUN、 ANBL-6、 CAG、 お よ び
H929 (P.L. Bergsagelよ り 寄 贈 )お よ び Epstein-Barrウ イ ル ス (EBV)形 質 転 換 Bリ ン パ 芽 球
細 胞 株 (ARH-77)は 推 奨 通 り に 培 養 し た (ATCC、 Chantilly、 VA)。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 扁 桃 は 慢 性 扁 桃 腺 炎 で 扁 桃 切 除 を 受 け た 患 者 か ら 得 た 。 扁 桃 組 織 は 細 か く 切 り 、 穏 和 に
処 理 し て 濾 過 し た 。 扁 桃 試 料 お よ び 骨 髄 吸 引 液 由 来 の 単 核 球 画 分 は 標 準 的 な Ficoll-Hypaq
ueグ ラ ジ エ ン ト (Pharmacia Biotech、 Piscataway、 NJ)で 分 離 し た 。 低 密 度 画 分 (S.G.≦ 1.
077)中 の 細 胞 は 10%胎 児 ウ シ 血 清 を 含 む 細 胞 培 地 に 再 懸 濁 し 、 赤 血 球 溶 解 し 、 PBS洗 浄 段 階
を 数 回 行 っ た 。 形 質 細 胞 単 離 は 以 前 に 記 載 さ れ た 通 り に 抗 CD138免 疫 磁 気 ビ ー ズ ソ ー ト を
用 い て 行 っ た (Zhan et al.、 2002)。 Bリ ン パ 球 単 離 は 、 直 接 結 合 し た 単 ク ロ ー ン 性 マ ウ ス
抗 ヒ ト CD19抗 体 と 自 動 セ ル ソ ー タ ー (Miltenyi-Biotec、 Auburn、 CA)を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 細 胞 学 検 査 用 に 、 約 40,000個 の 精 製 扁 桃  BCお よ び  PC 単 核 球 を 1000 x g で 5分 間 、 室
温 に て 細 胞 遠 心 分 離 し た 。 形 態 学 的 研 究 用 に 、 細 胞 は 直 ち に DiffQuick固 定 剤 お よ び 染 色
剤 (Dade Diagnostics、 Aguada、 PR)を 用 い た 固 定 お よ び 染 色 に よ っ て 処 理 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 免 疫 蛍 光 に つ い て は 、 ス ラ イ ド は 基 本 的 に 記 載 さ れ た 通 り に 処 理 し た (Shaughnessy et 
al.、 2000)。 要 約 す る と 、 ス ラ イ ド は 一 夜 自 然 乾 燥 し 、 次 に 100%エ タ ノ ー ル 中 で 5分 間 室
温 に て 固 定 し 、 乾 式 37° Cイ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 6時 間 乾 燥 し た 。 ス ラ イ ド は 次 い で 7-ア ミ
ノ -4-メ チ ル ク マ リ ン -3-酢 酸 (AMCA)結 合 ヤ ギ 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン κ 軽 鎖 (VectorLaborat
ories、 Burlingame、 GA)の 1:20希 釈 液 100μ Lを 用 い て 30分 間 、 加 湿 器 内 で 染 色 し た 。 イ ン
キ ュ ベ ー ト 後 、 ス ラ イ ド を 1xPBS＋ 0.1%NP-40(PBD)中 で 2回 洗 浄 し た 。 AMCAシ グ ナ ル を 強 め
る た め 、 ス ラ イ ド に AMCA標 識 ウ サ ギ -抗 ヤ ギ IgG抗 体 の 1:40希 釈 液 100μ Lを 加 え 30分 間 、 加
湿 器 内 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド は 1xPBDで 2回 洗 浄 し た 。 ス ラ イ ド は 次 い で FITC結
合 ヤ ギ 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン λ 軽 鎖 (Vector Laboratories、 Burlingame、 CA)の 1:100希 釈
液 100μ Lで 30分 間 、 加 湿 器 内 で 染 色 し た ;ス ラ イ ド は 1xPBDで 2回 洗 浄 し た 。 そ の 後 ス ラ イ
ド は ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 0.1μ g/mLの 1xPBS溶 液 に て 5分 間 染 色 し 、 1xPBDで 洗 浄 し 、 10μ L
の 褪 色 防 止 剤 (Molecular Probes、 Eugene、 OR)を 加 え 、 カ バ ー グ ラ ス を か け た 。 細 胞 質 免
疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 陽 性 PCは 、 適 当 な フ ィ ル タ ー を 付 け た Olympus BX60落 射 蛍 光 顕 微 鏡 を 用
い て 視 覚 化 し た 。 画 像 は Quips XL genetic workstation (Vysis、 Downers Grove、 IL)を
用 い て 取 り 込 ん だ 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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実 施 例 1
細 胞 単 離 お よ び 分 析



　 未 精 製 単 核 球 と 扁 桃 BC、 扁 桃 PC、 お よ び 骨 髄 PCに 由 来 す る 精 製 画 分 の 両 方 を 、 FITCま た
は PEに 直 接 結 合 し た 抗 体 の 一 群 を 用 い て 、 CDマ ー カ ー 発 現 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に
供 し た 。 分 析 に 使 用 し た マ ー カ ー は 、 FITC標 識 CD20、 PE標 識 CD38、 FITC標 識 ま た は BCD標
識 CD45、 PE標 識 ま た は PC5標 識 CD138(Beckman Coulter、 Miami、 FL)を 含 ん だ 。 CD138ソ ー
ト 後 の PCs上 の CD138の 検 出 に は 、 免 疫 磁 気 選 択 法 に 使 用 し た マ ウ ス 単 ク ロ ー ン 性 抗 CD138
抗 体 BB4を 検 出 す る FITC標 識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 (Beckman Coulter)を 用 い る 間 接 検 出
法 を 採 用 し た 。  細 胞 は Ficoll Hypaqueグ ラ ジ エ ン ト 後 ま た は 細 胞  精 製 後 に 取 り 、 PBSで
洗 浄 し 、 4℃ に て CD 抗 体 ま た は ア イ ソ タ イ プ 一 致 対 照 Gl 抗 体  (Beckman Coulter)を 用 い
て 染 色 し た ;染 色 後 、 細 胞 は 1xPBSに 再 懸 濁 し 、 EpicsXL-MCLフ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー シ ス テ
ム (Beckman Coulter)を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 総 RNAは RNeasy Mini Kit (Qiagen、 Valencia、 CA)を 用 い て 単 離 さ れ た 。 二 本 鎖 cDNAお
よ び ビ オ チ ニ ル 化 cRNAを 総 RNAか ら 合 成 し 、 HuGeneFL GeneChip マ イ ク ロ ア レ イ  (Affymet
rix、 Santa Clara、 CA)と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 製 造 元 の 作 製 し た 手 順 に 従 っ て 洗 浄 し ス キ
ャ ン し た 。 ア レ イ は Hewlett Packard共 焦 点 レ ー ザ ー ス キ ャ ナ を 用 い て ス キ ャ ン し 、 Affym
etrix3.3ソ フ ト ウ ェ ア (Affymetrix)を 用 い て 可 視 化 し た 。 ア レ イ は 平 均 強 度 1,500に 倍 率
調 整 し 、 独 立 に 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド DNAマ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ を 効 率 的 に 管 理 し デ ー タ マ イ ニ ン
グ す る た め に 、 新 し い デ ー タ 取 り 扱 い 手 法 を 開 発 し た 。 GeneChip由 来 発 現 デ ー タ は MS SQL
サ ー バ ー 上 に 保 存 し た 。 こ の デ ー タ ベ ー ス は 、  Clinical Gene-Organizer（ 臨 床 遺 伝 子 オ
ー ガ ナ イ ザ ー ） と 称 す る MS Accessイ ン タ ー フ ェ イ ス を 経 由 し て 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 の 複 数
の 臨 床 パ ラ メ ー タ デ ー タ ベ ー ス に 接 続 し た 。 こ の デ ー タ マ ー ト 構 想 は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ
ァ イ ル を 、 標 準 的 な 統 計 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 臨 床 パ ラ メ ー タ お よ び 臨 床 転 帰 と 直 接 相
関 さ せ る こ と を 可 能 に す る 。 こ の 分 析 で 使 用 し た す べ て の デ ー タ は Affymetrix 3.3 ソ フ
ト ウ ェ ア か ら 得 た 。 GeneChip3.3出 力 フ ァ イ ル は 、 (1)配 列 特 異 的 完 全 マ ッ チ プ ロ ー ブ セ ッ
ト と ミ ス マ ッ チ プ ロ ー ブ セ ッ ト の 強 度 間 の 差 を 表 す 平 均 差 (average difference)(AD)、 ま
た は (2)GeneChip3.3ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 判 定 さ れ る 存 在 ま た は 非 存 在 の 絶 対 評 定 （ abso
lute call） (AC)、 と し て 与 え ら れ た 。 平 均 差 判 定 値 は 、 平 均 差 が 60未 満 の 試 料 を ど れ も 6
0の 値  (生 ノ イ ズ 平 均 値 の 2.5倍 )で 置 換 後 に 、 自 然 対 数 で 変 換 さ れ た 。 デ ー タ の 統 計 分 析
は SPSS 10.0 (SPSS、 Chicago、 IL)、 S-Plus 2000 (Insightful Corp.、 Seattle、 WA)、 お
よ び Gene Cluster/Treeview (Eisen et aL、 1998) の ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い て 行
っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 の 4つ の 異 な る 部 分 集 団 (MM1 、 MM2、 MM3、 MM4)を 識 別 す る た め に 、 the ce
ntered 相 関  metricを 用 い た 平 均 距 離 ク ラ ス タ リ ン グ の 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ を 採 用 し た
。 ク ラ ス タ リ ン グ は 5,483 遺 伝 子 の 平 均 差  デ ー タ に つ い て 行 っ た 。 ク ラ ス タ ー 群 と AC デ
ー タ の 有 意 差 を 見 出 す の に 、 カ イ 二 乗  (χ 2 )検 定 ま た は Fisherの 直 接 確 率 検 定 の い ず れ か
を 用 い た 。 発 現 レ ベ ル の 比 較 に は 、 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な Wilcoxonの 順 位 和 (WRS)検 定 を
用 い た 。 こ の 検 定 は 、 正 規 分 布 し た  デ ー タ で な く 順 位 に 基 づ く 帰 無 仮 説 を 用 い る 。 上 記
の 検 定 を 実 施 す る 前 に 、 す べ て の 試 料 に わ た っ て 存 在 し な い (AC)遺 伝 子 は 除 去 し た ; 5,48
3 遺 伝 子 を 分 析 に 用 い た 。 χ 2 検 定  お よ び WRS検 定 の 両 方 に つ い て 有 意 (P <0 .0001)で あ
っ た 遺 伝 子 は 、 発 現 に 有 意 に 差 が あ る と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 臨 床 パ ラ メ ー タ を 多 発 性 骨 髄 腫 ク ラ ス タ ー 群 に わ た っ て 検 定 し た 。 連 続 変 数 を 検 定 す る
に は 分 散 分 析 検 定 を 用 い 、 離 散 変 数 を 検 定 す る に は 独 立 χ 2 検 定 ま た は Fisherの 直 接 確 率
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実 施 例 2
標 識 cRNAの 調 製 お よ び 高 密 度 マ イ ク ロ ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

実 施 例 3
Genechipデ ー タ 分 析



検 定 を 用 い た 。 多 発 性 骨 髄 腫 で 発 現 の 「 ス パ イ ク し た プ ロ フ ァ イ ル 」 を 有 す る 遺 伝 子 を 見
出 す た め に 、 平 均 差 デ ー タ の 自 然 対 数 を 用 い た 。 患 者 お よ び 正 常 試 料 の 大 多 数 で 発 現 が 低
い か 検 出 不 能 で あ る 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た (存 在 絶 対 評 定 [P-AC]が 4以 下 )。 合 計 2,030遺 伝 子
が こ の 分 析 の 判 定 基 準 に 合 致 し た 。 患 者 試 料 す べ て に わ た る 遺 伝 子 そ れ ぞ れ の 発 現 の 中 央
値 を 決 定 し た 。 i番 目 の 遺 伝 子 に つ い て 、 こ の 値 を medgene(i)と 称 し た 。 少 な く と も 4患 者
の 発 現 値 >2.5＋ medgene(i)で あ る 場 合 、 i番 目 の 遺 伝 子 は 「 ス パ イ ク (spiked)」 遺 伝 子 で
あ っ た 。 定 数 2.5は 平 均 差 デ ー タ の 対 数 に 基 づ い た 。 こ れ ら の 「 ス パ イ ク 」 遺 伝 子 は 、 最
大 の ス パ イ ク の 平 均 差 発 現 値 が 10,000よ り 大 き い か ど う か に よ っ て さ ら に 部 分 集 団 に 分 け
ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ヒ ト 形 質 細 胞 分 化 に 伴 う 転 写 変 化 を 調 べ る た め に 、 扁 桃 B細 胞 、 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び
骨 髄 形 質 細 胞 の そ れ ぞ れ 7例 に わ た っ て 合 計 4866遺 伝 子 を ス キ ャ ン し た 。 4866遺 伝 子 は 、 6
800個 か ら す べ て の 対 照 遺 伝 子 、 お よ び 最 大 値 － 最 小 値 <1.5(1.5は 平 均 差 の 自 然 対 数 )の テ
ス ト を 満 た さ な い 遺 伝 子 を 除 外 す る こ と に よ っ て 得 た 。 χ 2 検 定 を 用 い て 、 非 存 在 絶 対 評
定 (AAC)を 持 つ 遺 伝 子 を 除 外 し た 。 た と え ば 、 扁 桃 形 質 細 胞 の 骨 髄 形 質 細 胞 と の 比 較 に お
い て 、 3.84よ り 大 の χ 2 値 (P<0.05)を 有 す る か ま た は 各 群 の 試 料 の 半 数 以 上 で 「 存 在 」 AC(
PAC)を 有 す る 遺 伝 子 は 保 持 さ れ た 。 扁 桃 B細 胞 の 扁 桃 形 質 細 胞 と の 比 較 お よ び 扁 桃 形 質 細
胞 の 骨 髄 形 質 細 胞 と の 比 較 に お い て は 、 そ れ ぞ れ 2662お よ び 2549遺 伝 子 が 2つ の 群 を 識 別
す る と し て 保 持 さ れ た 。 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 比 較 す る に は 、 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な Wilcox
onの 順 位 和 (WRS)検 定 を 用 い て 自 然 対 数 変 換 ADを 使 用 し て 2群 を 比 較 し た 。 カ ッ ト オ フ P値
は 、 試 料 の 大 き さ 、 比 較 す る 2集 団 の 不 均 一 性 (扁 桃 B細 胞 、 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び 骨 髄 形
質 細 胞 は ADに よ り 高 い 安 定 度 を 示 し た )、 お よ び 有 意 度 に 依 存 し た 。 こ の 分 析 に お い て 、
扁 桃 B細 胞 に 対 し 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び 扁 桃 形 質 細 胞 に 対 し 骨 髄 形 質 細 胞 の 比 較 で 、 そ れ
ぞ れ 496お よ び 646遺 伝 子 が 有 意 に (P＜ 0.0005)発 現 に 差 が あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 有 意 性
の 方 向 (一 方 の 群 に お け る 発 現 変 化 が 他 方 と 比 較 し て 上 ま た は 下 で あ る )を 定 義 す る た め に
、 ADの ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク Spearman相 関 検 定 を 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 に お い て 有 意 に 発 現 に 差 が あ っ た 遺 伝 子 は 「 初 期
分 化 遺 伝 子 」 (EDGs)と 称 し 、 扁 桃 形 質 細 胞 か ら 骨 髄 形 質 細 胞 へ の 移 行 で 発 現 に 差 が あ っ た
遺 伝 子 は 「 後 期 分 化 遺 伝 子 」 (LDGs)と 称 し た 。 以 前 に 定 義 さ れ た 遺 伝 子 お よ び 新 規 遺 伝 子
が 、 扁 桃 B細 胞 を 扁 桃 形 質 細 胞 か ら 識 別 (359遺 伝 子 )、 そ し て 扁 桃 形 質 細 胞 を 骨 髄 形 質 細 胞
か ら (500遺 伝 子 )、 有 意 に 識 別 し た こ と が 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 を EDGお よ び LDGに 関 し て 分 類 す る た め に 、 74例 の 新 た に 診 断 さ れ た 多 発 性
骨 髄 腫 と 7試 料 の 扁 桃 B細 胞 ,7試 料 の 扁 桃 形 質 細 胞 ,お よ び 7試 料 の 骨 髄 形 質 細 胞 を 、 359個
の EDGsお よ び 500個 の LDGsに わ た っ て 変 動 に つ い て 試 験 し た 。 す べ て の 試 料 に わ た っ て 最
も 有 意 な 変 動 を 示 し た 上 位 50個 の EDGを 骨 髄 腫 (EDG-MM)に 関 す る 初 期 分 化 遺 伝 子 と 定 義 し
た 。 同 様 に 、 す べ て の 試 料 に わ た っ て 最 も 有 意 な 変 動 を 示 し た 上 位 50個 の LDGを 骨 髄 腫 -1(
LDG-MM1)に 関 す る 後 期 分 化 遺 伝 子 と 定 義 し た 。 LDG-MM1を 500個 の LDGか ら 差 し 引 き 、 次 い
で 残 り の 遺 伝 子 に 分 散 に つ い て の 一 元 配 置 分 散 分 析 検 定 を 適 用 す る こ と で 、 骨 髄 形 質 細 胞
と 多 発 性 骨 髄 腫 の 間 で 類 似 性 を 示 す 上 位 50個 の 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 を LDG-
MM2と 定 義 し た 。  
　 EDG-MM50個 中 30個 を 用 い て 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ を す べ て の 試 料 に 適 用 し た 。 合 計 20遺
伝 子 を 最 大 値 － 最 小 値 <2.5を 用 い て 除 外 し た 。 上 位 50個 の EDG-MMの う ち 多 数 が 多 発 性 骨 髄
腫 の 全 体 で 変 動 性 を 示 さ ず 、 し た が っ て 多 発 性 骨 髄 腫 部 分 集 団 を 識 別 す る の に 用 い る こ と
が で き な か っ た た め 、 こ の 群 に つ い て こ の 除 外 を 実 施 し た 。 50個 の LDG-MM1お よ び 50個 の L
DG-MM2を 用 い て 試 料 を ク ラ ス タ ー 化 す る の に 、 同 様 の ク ラ ス タ リ ン グ 方 法 を 採 用 し た ;し
か し 、 こ れ ら の 場 合 に は 50個 す べ て の 有 意 な 遺 伝 子 を ク ラ ス タ ー 分 析 に 用 い た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
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実 施 例 4



　 FGFR3 MMSETに つ い て の RT-PCRは 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に 使 用 し た の と 同 一 の cDNAで 実
施 し た 。 要 約 す る と 、 cDNAは IGJH2(5'CAATGGTCACCGTCTCTTCA-3'： 配 列 番 号 １ )プ ラ イ マ ー
、 お よ び MMSETプ ラ イ マ ー (5'-CCTCAATTTCCTGAAATTGGTT-3'： 配 列 番 号 ２ )と 混 合 し た 。 PCR
反 応 は 、 58℃ の ア ニ ー リ ン グ 温 度 お よ び 72℃ に て 1分 間 の 伸 長 時 間 の サ イ ク ル 30回 か ら 成
り 、 Perkin-Elmer GeneAmp 2400サ ー モ サ イ ク ラ ー (Wellesley、 MA)を 用 い た 。 PCR産 物 は
ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 後 に 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ っ て 視 覚 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 免 疫 組 織 化 学 染 色 は 、 Ventana ES (Ventana Medical Systems、 Tucson、 AZ)で 、 Zenker
固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 骨 髄 切 片 、 ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 手 法  (Ventan
a Medical Systems)、 お よ び 抗 体 L26(CD20、 VentanaMedicalSystems)を 用 い て 実 施 し た 。
熱 誘 導 性 エ ピ ト ー プ 回 収 は 、 pH6.0の 濃 度 1.0-mmol/Lの ク エ ン 酸 緩 衝 液 中 で 28秒 間 、 切 片
を 電 子 レ ン ジ 処 理 し て 行 っ た 。  

　 t(ll;14)(q13;q32)転 座 融 合 シ グ ナ ル の 間 期 検 出 に は 、 LSI IGH/CCND1二 重 染 色 、 二 重 融
合 転 座 プ ロ ー ブ を 使 用 し た (Vysis、 Inc、 Downers Grove、 IL)。 試 料 を 分 析 す る た め に 用
い た TRI-FISH手 順 は 以 前 に 記 載 さ れ て い る 。 要 約 す る と 、 cIg染 色 で 同 定 さ れ た 少 な く と
も 100の ク ロ ー ン 形 質 の 形 質 細 胞 を 、 1つ を 除 く す べ て の 試 料 で 転 座 融 合 シ グ ナ ル の 存 在 ま
た は 非 存 在 に つ い て 計 数 し 、 35形 質 細 胞 だ け が 得 ら れ た 。 多 発 性 骨 髄 腫 試 料 は 、 細 胞 の >2
5%が そ の 融 合 を 含 む 場 合 に そ の 転 座 を 有 す る と 定 義 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 118形 質 細 胞 試 料 に お け る 656,000回 の 遺 伝 子 発 現 測 定 の 結 果 と し て 、 多 発 性 骨 髄 腫 試 料
に お け る 遺 伝 子 発 現 変 化 が 同 定 さ れ た 。 二 次 元 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ は 、 118試 料 の う ち
少 な く と も 1試 料 で 発 現 し て い た 5,483遺 伝 子 に つ い て 実 施 し た 場 合 に 、 遺 伝 子 発 現 に よ っ
て 細 胞 型 を 識 別 し た (図 1A)。 試 料 樹 状 図 は 2本 の 主 要 な 枝 を 生 じ た (図 1Aお よ び 1D)。 枝 の 1
本 は 正 常 の 31試 料 す べ て と 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 1例 を 含 み 、 一 方
、 第 二 の 枝 は 多 発 性 骨 髄 腫 の 74例 す べ て と 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 4
例 お よ び 8細 胞 株 を 含 ん だ 。 多 発 性 骨 髄 腫 を 含 む 枝 は さ ら に 2本 の 分 枝 に 分 か れ 、 一 方 は 4
例 の 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 を 、 も う 一 方 は 8株 の 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株
を 含 ん だ 。 細 胞 株 は す べ て 互 い に 隣 接 し て ク ラ ス タ ー 化 し 、 し た が っ て 遺 伝 子 発 現 に お け
る 細 胞 株 間 の 高 度 の 類 似 性 を 示 し た 。 こ の こ と は 、 多 発 性 骨 髄 腫 を 正 常 形 質 細 胞 か ら 識 別
可 能 で あ る こ と 、 そ し て 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 に よ り 近 い 一 方 と 、 多
発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 に 近 い も う 一 方 の 、 少 な く と も 二 つ の 異 な る 分 類 の 多 発 性 骨 髄 腫 を 区 別
す る こ と が で き る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 手 法 お よ び 分 析 の 再 現 性 を 示 す た め 、 118試 料 す べ て と 患 者 12名 か ら の 2連 の 試 料 (最 初
の 試 料 の 24時 間 後 ま た は 48時 間 後 に 採 取 し た 形 質 細 胞 )を 合 わ せ た 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ
分 析 を 繰 り 返 し た 。 長 期 的 に 研 究 し た 患 者 12名 に 由 来 す る す べ て の 試 料 は 互 い に 隣 接 し て
ク ラ ス タ ー か す る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の こ と は 、 同 一 患 者 に 由 来 す る 試 料 に お け る 遺 伝
子 発 現 は 他 の す べ て の 試 料 と よ り も 互 い に よ り 似 通 っ て い た こ と を 示 し た (デ ー タ 記 載 せ
ず )。  
　 上 記 の ク ラ ス タ リ ン グ の 再 現 性 の 実 証 に 加 え て 、 患 者 一 名 に 由 来 す る 単 一 起 源 RNAに つ
い て 3回 の マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 も ま た 実 施 さ れ た 。 ク ラ ス タ ー 分 析 に 含 め ら れ た 場 合 、 そ
の 3試 料 は 互 い に 隣 接 し て ク ラ ス タ ー 化 し た 。 取 扱 説 明 書 に 合 致 し て 、 試 料 で 見 ら れ た 倍
数 の 変 化 は 、 全 遺 伝 子 の 2%未 満 が 2倍 を 超 え る 差 を 有 し た こ と を 示 し た 。 し た が っ て 、 こ
れ ら の デ ー タ は 同 じ 試 料 に つ い て の 再 現 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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RT-PCRお よ び 免 疫 組 織 化 学

実 施 例 5
間 期 FISH

実 施 例 6
形 質 細 胞 遺 伝 子 発 現 の 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ  



　 ク ラ ス タ ー 図 (図 1A)は 、 無 関 係 の 配 列 で あ る が 同 様 の 機 能 の 遺 伝 子 が 、 縦 軸 に 沿 っ て 互
い に 密 に ク ラ ス タ ー 化 し た こ と を 示 し た 。 た と え ば 、 主 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 主 要
組 織 適 合 遺 伝 子 を コ ー ド す る 22遺 伝 子 の 特 定 の ク ラ ス タ ー は 、 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 で 相
対 的 に 低 発 現 で あ り 、 正 常 形 質 細 胞 で 高 発 現 で あ っ た (図 1B)。 多 発 性 骨 髄 腫 か ら 単 離 さ れ
た 形 質 細 胞 は ク ロ ー ン 性 で あ っ て ゆ え に 単 一 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 可 変 お よ
び 定 常 領 域 遺 伝 子 を 発 現 す る だ け で あ り 、 一 方 、 正 常 提 供 者 由 来 の 形 質 細 胞 は 多 ク ロ ー ン
性 で あ っ て こ れ ら の 2つ の ク ラ ス の 多 数 の 異 な る 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と を 考 慮 す る と 、 こ
の こ と は 予 測 さ れ た 。 195遺 伝 子 の も う 一 つ の ク ラ ス タ ー は 、 多 数 の 発 癌 遺 伝 子 /成 長 関 連
遺 伝 子 (た と え ば 、 MYC、 ABL1、 PHB、 EXT2)、 細 胞 周 期 関 連 遺 伝 子 (た と え ば 、 CDC37、 CDK4
、 CKS2)、 お よ び 翻 訳 機 構 遺 伝 子 (E1F2、 E1F3、 HTF4A、 TFIIA)(図 1C)に 非 常 に 富 ん で い た
。 こ れ ら の 遺 伝 子 は す べ て MMで 、 特 に 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 で 高 発 現 で あ っ た が 、 正 常 形 質
細 胞 で は 発 現 レ ベ ル が 低 か っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 多 発 性 骨 髄 腫 の 74例 だ け に つ い て 二 次 元  ク ラ ス タ ー 分 析 を 実 施 し た 。 試 料  樹 状 図 は 、
各 枝 の 内 部 に 2つ の 異 な る 部 分 集 団 を 有 す る 2本 の 主 要 な 枝 を 認 め た (図 1E)。 4つ の 部 分 集
団 を MM1、 MM2、 MM3、 お よ び MM4と 命 名 し 、 そ れ ぞ れ が 20、 21、 15、 お よ び 18名 の 患 者 を 含
ん だ 。 MM1部 分 集 団 は 、 形 質 細 胞 が 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 形 質 細 胞 に
最 も 関 係 の 近 い 患 者 を 表 し 、 MM4は 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 に 最 も 似 て い る (図 1Dを 参 照 )。 こ
れ ら の デ ー タ は 、 そ の 4つ の 遺 伝 子 発 現 部 分 集 団 は 信 頼 性 を 有 し ま た 4つ の 異 な る 疾 患 単 位
を 表 す 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 次 い で 4つ の 部 分 集 団 に わ た る 遺 伝 子 発 現 の 差 を 、 χ 2 検 定 お よ び WRS検 定 を 用 い て 検 討
し た (表 1)。 予 想 通 り 、 最 大 の 差 は MM1と MM4の 間 (205遺 伝 子 )で 、 最 小 の 差 は MM1と MM2の 間
(24遺 伝 子 )で あ っ た 。 次 に 、 MM4で MM1と 比 較 し て 作 動 し て い る ま た は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト
さ れ る 遺 伝 子 の 上 位 30個 を 検 討 し た (表 2)。 デ ー タ は 、 最 も 有 意 な 遺 伝 子 30個 の う ち 13個 (
上 位 15遺 伝 子 の う ち 10個 )が DNA複 製 /修 復 ま た は 細 胞 周 期 調 節 に 関 与 し て い た こ と を 示 し
た 。 チ ミ ジ ル 酸 合 成 酵 素 (TYMS)は 、 MM4部 分 集 団 を 構 成 す る 18試 料 す べ て に 存 在 し た が 、 M
M1の 20試 料 中 3試 料 だ け に 存 在 し 、 χ 2 検 定 で 最 も 有 意 な 遺 伝 子 を 表 し た 。 DNAミ ス マ ッ チ
修 復 遺 伝 子 で あ る mutS(E. coli) ホ モ ロ グ 2 (MSH2)は WRSの P値 が 2.8x10-6で 、 WRS検 定 で
最 も 有 意 な 遺 伝 子 で あ っ た 。 リ ス ト 中 の 他 の 注 目 す べ き 遺 伝 子 に は 、 CAAXフ ァ ル ネ シ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (FNTA)、 zesteホ モ ロ グ 2の 転 写 因 子 エ ン ハ ン サ ー (EZH2)お よ び MFC関 連
亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 (MAZ)、 真 核 翻 訳 開 始 因 子 (EIF2S1お よ び EIF2B1)、 な ら び に ミ
ト コ ン ド リ ア 翻 訳 開 始 因 子 2(MTIF2)、 シ ャ ペ ロ ン e(CCT4)、 UDP-グ ル コ ー ス ピ ロ ホ ス ホ リ
ラ ー ゼ 2(IUGP2)、 お よ び 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム 関 連 pad1ホ モ ロ グ (POH1)が あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 臨 床 徴 候 に 関 し て ク ラ ス タ ー の 妥 当 性 を 評 価 す る た め に 、 4つ の 部 分 集 団 に わ た っ て さ
ま ざ ま な 臨 床 パ ラ メ ー タ と の 相 関 を 分 析 し た (表 3)。 試 験 し た 17個 の 臨 床 変 数 の う ち 、 異
常 核 型 の 存 在 (P=0.0003)お よ び 血 清 β 2M濃 度 (P=0.0005)は 4つ の 部 分 集 団 間 で 有 意 に 差 が
あ り 、 ク レ ア チ ニ ン 上 昇 (P=0.06)お よ び 第 13染 色 体 の 細 胞 遺 伝 学 的 欠 失 (P=0.09)は わ ず か
に 有 意 で あ っ た 。 傾 向 と し て は 、 MM4部 分 集 団 で 他 の 3つ の 部 分 集 団 と 比 較 し て よ り 高 い β
2Mお よ び ク レ ア チ ニ ン な ら び に 異 常 核 型 お よ び 第 13染 色 体 欠 失 を 有 し た 。
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【 表 ２ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 上 記 で 開 示 し た 階 層 的 な ク ラ ス タ ー 分 析 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 を 正 常 形 質 細 胞 か ら
識 別 可 能 で あ る こ と を 示 し た 。 多 発 性 骨 髄 腫 を 正 常 形 質 細 胞 か ら 識 別 す る 遺 伝 子 は 、 χ 2

分 析 お よ び WRS検 定 で 有 意 で あ る と 認 め ら れ た (P<0.0001。 統 計 分 析 は 、 120個 の 遺 伝 子 が
多 発 性 骨 髄 腫 を 正 常 形 質 細 胞 か ら 識 別 し た こ と を 示 し た 。 発 現 量 の 異 な る 120個 の 遺 伝 子
の Pearson相 関 分 析 を 用 い て 、 MMに お い て そ の 遺 伝 子 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か ま た
は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か を 調 べ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 有 意 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 の 大 多 数 に あ た る 、 免 疫 機 能 と 関 連 し て い る 遺
伝 子 (た と え ば IGH、 IGL、 HLA)を 除 外 し た 場 合 、 50個 の 遺 伝 子 が 多 発 性 骨 髄 腫 に お い て 有
意 な ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た (表 4)。 WRS検 定 の P値 は 9.80x10-5か ら 1.56x10-14ま
で の 範 囲 に わ た り 、 群 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 の χ 2 検 定 は 18.83か ら 48.45の 範 囲 と
な っ た 。 χ 2 検 定 で 最 も 有 意 な 差 を 示 し た 遺 伝 子 は CXCケ モ カ イ ン SDF1で あ っ た 。 多 発 性 骨
髄 腫 形 質 細 胞 の 扁 桃 由 来 形 質 細 胞 と の 比 較 で 、 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 の よ う に 、 扁 桃 形 質
細 胞 も ま た SDF1を 発 現 し な い こ と が 示 さ れ た こ と に 注 意 す る の は 重 要 で あ る 。 2つ の 別 の C
XCケ モ カ イ ン で あ る PF4お よ び PF4V1も ま た 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 に 存 在 し な か っ た 。 2番
目 に 最 も 有 意 な 遺 伝 子 は 、 腫 瘍 壊 死 因 子 受 容 体 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の TNFRF7で あ
り 、 形 質 細 胞 の 成 熟 お よ び ア ポ ト ー シ ス の 調 節 と 結 び つ け ら れ て い る 分 子 で あ る CD27を コ
ー ド す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 遺 伝 子 の 最 大 の 群 で あ る 50個 中 20個 は 、 シ グ ナ ル 伝 達  カ ス ケ ー ド と 結 び つ い て い た 。
多 発 性 骨 髄 腫  形 質 細 胞 は 、 カ ル シ ウ ム  シ グ ナ ル 伝 達  (S100A9と S100A12)ま た は リ ポ タ ン
パ ク 質  シ グ ナ ル 伝 達  (LIPA、 LCN2、 PLA2G7、 APOE、 APOCl)に 関 連 す る 遺 伝 子 の 発 現 が 低
い か ま た は 見 ら れ な か っ た 。  LCN2は 、 別 名 24p3で あ る が 、 分 泌 型 リ ポ カ リ ン を コ ー ド し
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、 こ れ は 成 長 因 子 欠 乏 後 に 前 駆 B細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と が 最 近 示 さ れ
て い る 。 多 発 性 骨 髄 腫  形 質 細 胞 に 存 在 し な い も う 一 つ の 主 要 な 分 類 は 、 接 着 関 連 遺 伝 子
で あ っ た (ITGA2B、 IGTB2、 GP5、 VCAM、 MIC2)。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 相 関 分 析 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 に お い て 70個 の 遺 伝 子 が 作 動 し た か ま た は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
ト さ れ た こ と を 示 し た (表 5)。 発 現 が 存 在 す る か し な い か の χ 2 検 定 を 考 慮 し た 場 合 、 サ イ
ク リ ン 依 存 性 阻 害 因 子 CDKN1Aは 最 も 有 意 に 発 現 に 差 が あ る 遺 伝 子 で あ っ た (χ 2 =53.33、 WR
S=3.65x10-11)。 WRS検 定 を 用 い て 量 的 変 化 を 考 慮 し た 場 合 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 発 癌 遺 伝 子
ABL1が 最 も 有 意 で あ っ た (χ 2 =43.10、 WRS=3.96x10-14)。 リ ス ト 中 の 他 の 発 癌 遺 伝 子 に は
、 USF2、 USP4、 MLLT3、 MYCが あ っ た 。 遺 伝 子 の 最 大 の 分 類 は 、 産 物 が ア ミ ノ 酸 合 成 、 翻 訳
開 始 、 タ ン パ ク 質 折 り た た み 、 グ リ コ シ ル 化 、 輸 送 、 お よ び タ ン パ ク 質 分 解 を 含 む タ ン パ
ク 質 代 謝 に 関 与 す る も の に 相 当 し た (12遺 伝 子 )。 他 の 複 数 メ ン バ ー の ク ラ ス に は 、 転 写 (1
1遺 伝 子 )、 シ グ ナ ル 伝 達 (9遺 伝 子 )、 DNA合 成 お よ び 修 飾 (6遺 伝 子 )、 ヒ ス ト ン 合 成 お よ び
修 飾 (5遺 伝 子 )が あ っ た 。  
　 QSCN6、 PHB、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ PTPRKお よ び PPP2R4、 お よ び キ ナ ー ゼ MAPKAPK3と い っ た シ
グ ナ ル 伝 達 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 は 、 増 殖 停 止 と 結 び つ け ら れ て き た 。 シ グ ナ ル 伝 達 ク ラ ス の
唯 一 の 分 泌 型 成 長 因 子 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 生 物 学 に お い て 役 割 を 果 た す こ と が 知 ら れ て い
る 因 子 の HGFで あ っ た 。 MOX2遺 伝 子 は 、 そ の 産 物 は 通 常 、 活 性 化 T細 胞 お よ び CD19 + B細 胞 上
の 内 在 性 膜 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 し て お り マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 の 阻 害 に 関 与 す る が 、 シ
グ ナ ル 伝 達 ク ラ ス に 属 し た 。 腫 瘍 抑 制 因 子 遺 伝 子 お よ び β -カ テ ニ ン シ グ ナ ル 伝 達 の 負 の
調 節 因 子 APCは 、 シ グ ナ ル 伝 達 ク ラ ス の 別 の メ ン バ ー で あ っ た 。 2つ の メ ン バ ー を 含 む ク ラ
ス に は 、 RNA結 合 、 ミ ト コ ン ド リ ア 呼 吸 、 細 胞 骨 格 マ ト リ ッ ク ス 、 代 謝 、 細 胞 周 期 、 接 着
が あ っ た 。 1つ の メ ン バ ー の ク ラ ス は 、 補 体 カ ス ケ ー ド (MASP1)、 薬 物 耐 性 (MVP)、 グ リ コ
サ ミ ノ グ リ カ ン 異 化 、 ヘ パ リ ン 硫 酸 合 成 (EXTL2)、 小 胞 輸 送 (TSCJ)が あ っ た 。 機 能 不 明 の 4
個 の 遺 伝 子 も ま た 、 MMに お い て 有 意 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る と し て 認 め ら れ た 。
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【 表 ５ － ２ 】
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【 表 ５ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　 本 発 明 は ま た 、 最 小 の 数 の 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 、 正 常 、 前 癌 お よ び 悪 性 の 形 質 細 胞
を 明 瞭 に 識 別 す る の に 用 い る こ と が で き る か ど う か 調 べ る こ と を 目 指 し た 。 多 変 量 逐 次 選
択 判 別 分 析 (MSDA)を 、 正 常 形 質 細 胞 (N=26)お よ び 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 (N=162)に わ た っ
て 有 意 に 発 現 量 の 異 な る 遺 伝 子 の 上 位 50個 に 適 用 し 、 正 常 形 質 細 胞 群 と 多 発 性 骨 髄 腫 群 と
の 間 の 線 形 判 別 関 数 を 観 察 し た 。 変 数 増 加 お よ び 減 少 の 両 方 の 選 択 方 法 を 実 施 し た 。 変 数
を 加 え る か 除 く か の 選 択 は 、 下 記 の よ う に 定 義 さ れ る Wilksの λ 分 析 に 基 づ い た :λ (x)=de
tW(x)/detT(x)、 こ こ で W(x)と T(x)は そ れ ぞ れ 群 内 お よ び 全 体 の 変 動 行 列 で あ る 。 Wilksの
λ は 0か ら 1ま で の 範 囲 の 値 を 取 る こ と が で き る 。 λ の 変 化 の 有 意 性 を F検 定 を 用 い て 検 定
し た 。 多 変 量 逐 次 選 択 判 別 分 析 の 終 わ り に 、 14個 の 遺 伝 子 だ け が 選 択 さ れ 、 正 準 判 別 関 数
を 計 算 し た (表 6)。 多 変 量 逐 次 選 択 判 別 分 析 は 以 下 の 式 を 選 択 し た :判 別 得 点 =HG4716× 3.6
83－ L33930× 3.134＋ L42379× 1.284＋ L77886× 1.792＋ M14636× 5.971－ M26167× 6.834＋ U
10324× 2.861－ U24577× 10.909＋ U35112× 2.309＋ X16416× 6.671－ X64072× 5.143＋ 79822
× 5.53＋ Z22970× 4.147＋ Z80780× 2.64－ 87.795。 カ ッ ト オ フ 値 は -3.3525で あ っ た 。 -3.3
525未 満 の 値 は そ の 試 料 が 正 常 群 に 属 す る こ と を 示 し 、 -3.3525よ り 大 の 値 は そ の 試 料 が 多
発 性 骨 髄 腫 に 属 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 14遺 伝 子 モ デ ル を 次 い で 162試 料 の 多 発 性 骨 髄 腫 お よ び 26試 料 の 正 常 形 質 細 胞 か ら 成 る
練 習 群 に 適 用 し た (デ ー タ 記 載 せ ず )。 交 差 検 定 分 析 を 実 施 し 、 こ こ で そ の 試 料 セ ッ ト か ら
試 料 を 一 度 に 1個 取 り 除 き 、 改 変 し た 試 料 セ ッ ト の 各 ク ラ ス に つ い て 練 習 統 計 値 お よ び 発
現 平 均 値 を 再 計 算 し た 。 改 変 し た 試 料 セ ッ ト の P値 <0.05で あ る 遺 伝 子 を 用 い た 予 測 値 を 生
成 し た 。 練 習 群 中 の 試 料 の 型 の 100%正 確 な 予 測 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 検 証 群 を 次 い で そ の モ デ ル に 適 用 し た 。 多 変 量 逐 次 選 択 判 別 分 析 は 、 原 発 性 多 発 性 骨 髄
腫 の 118試 料 中 116試 料 (98.31%)、 お よ び ヒ ト 骨 髄 腫 細 胞 株 の 8株 中 8株 (100%)を 多 発 性 骨 髄
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腫 と 正 確 に 分 類 し た 。 さ ら に 、 正 常 形 質 細 胞 の 6試 料 中 6試 料 は 正 常 と 分 類 さ れ た 。 重 要 な
こ と に は 、 本 モ デ ル は 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 7例 の う ち 6例 を 多 発 性
骨 髄 腫 と 予 測 し 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 1例 を 正 常 と 予 測 し た (図 5)
。 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 6例 を 多 発 性 骨 髄 腫 と し た 分 類 は 、 こ の 良
性 の 条 件 に あ る 細 胞 が 完 全 に 形 質 転 換 し た 細 胞 と 強 い 類 似 性 を 有 す る こ と を 示 唆 し た 点 で
、 重 要 な 派 生 的 問 題 を 有 す る 。 こ れ ら の 結 果 は ま た 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 血 症 の 病 因 お よ び そ の 顕 在 的 な 多 発 性 骨 髄 腫 へ の 移 行 に つ い て 重 要 な 示 唆 を 有 す る 。 本
モ デ ル が 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 を 多 発 性 骨 髄 腫 と 分 類 し た と い う 事 実
は 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 が た と え ば 多 発 性 骨 髄 腫 で 一 般 的 な IGH遺
伝 子 座 の 転 座 お よ び 第 13染 色 体 の 欠 失 と い っ た 染 色 体 異 常 を 有 す る こ と を 示 し た 最 近 の 研
究 と 合 致 す る 。 将 来 の 研 究 は 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 を 多 発 性 骨 髄 腫
か ら 実 際 に 識 別 で き る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 特 定 に 向 け ら れ る で あ ろ う 。 意 義 不 明 単 ク ロ
ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 症 例 の 大 多 数 が 多 発 性 骨 髄 腫 と 分 類 さ れ た こ と を 考 慮 す る と
、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 1例 が 正 常 と 分 類 さ れ た こ と は 、 1)そ の 患
者 は 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 を 有 し な い か ま た は 2)そ の 意 義 不 明 単 ク ロ
ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 細 胞 は そ の 試 料 中 の 形 質 細 胞 の 少 数 派 に 相 当 し た こ と を 示 し う
る 。 そ の 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 症 例 お よ び 正 常 と 分 類 さ れ た 2例 の
多 発 性 骨 髄 腫 は 、 将 来 そ の 試 料 が 多 発 性 骨 髄 腫 群 に 変 化 す る か ど う か を 調 べ る た め 、 長 期
的 に 追 跡 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 判 別 結 果 を さ ら に 妥 当 性 評 価 す る た め 、 少 な く と も 1試 料 で 発 現 し て い る 927遺 伝 子 に つ
い て 二 次 元 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ を 実 施 し た 。 検 証 群 か ら の 多 発 性 骨 髄 腫 118試 料 、 正 常
形 質 細 胞 32試 料 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 7株 、 お よ び 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン
血 症 7例 を 試 験 し た 。 横 軸 に 沿 っ て 、 実 験 試 料 を 、 す べ て の 遺 伝 子 に わ た っ て 最 も 類 似 し
た 発 現 パ タ ー ン を 有 す る も の が 互 い に 隣 接 し て 配 置 さ れ る よ う に 並 べ た 。 驚 く べ き こ と に
、 判 別 分 析 で 誤 っ て 分 類 さ れ た 多 発 性 骨 髄 腫 の 2例 お よ び 正 常 形 質 試 料 と 分 類 さ れ た 意 義
不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 1例 は 、 ク ラ ス タ ー 分 析 で も ま た 正 常 群 に 結 び つ
け ら れ た (図 6)。 こ の 結 果 は 、 14遺 伝 子 判 別 モ デ ル が 927遺 伝 子 階 層 的 ク ラ ス タ ー モ デ ル と
合 致 し た こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 上 記 の 分 析 中 の 14遺 伝 子 の 機 能 の 調 査 は い く つ か の 興 味 深 い 特 性 を 示 し た 。 そ の 遺 伝 子
は 機 能 で は 関 係 が 無 く 、 し た が っ て 明 ら か に 正 常 細 胞 と 悪 性 細 胞 の 署 名 と し て 用 い る こ と
が で き る 独 特 で 独 立 し た 遺 伝 子 マ ー カ ー に 相 当 す る 。 遺 伝 子 は 微 小 環 境 (ITGB2)、 細 胞 形
質 転 換 (ABL1)お よ び 薬 物 耐 性 (MVP)に 関 連 し て い る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 調 節 解 除 さ れ た 発
現 が 、 形 質 細 胞 の 悪 性 形 質 転 換 に お け る 根 本 的 な 遺 伝 子 異 常 を 表 す 可 能 性 が あ る 。 た と え
ば 、 ITGB2遺 伝 子 は 、 細 胞 -細 胞 お よ び ／ ま た は 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 接 着 現 象 を 媒 介 す る こ
と が 知 ら れ て い る イ ン テ グ リ ン ヘ テ ロ 二 量 体 の 形 成 に 決 定 的 で あ る 糖 タ ン パ ク 質 β -2イ ン
テ グ リ ン (CD18)を コ ー ド す る 。 形 質 細 胞 は 構 成 的 に ICAM-1を 発 現 し 、 こ の 分 子 は 骨 髄 接 着
細 胞 上 に 誘 導 可 能 で あ る た め 、 ITGB2/ICAM-1接 着 経 路 が 形 質 細 胞 間 な ら び に 骨 髄 微 小 環 境
中 の 細 胞 と の 接 着 を 媒 介 す る 機 構 を 想 定 す る こ と が で き る 。 ヒ ト リ ン パ 腫 で は 、 ITGB2発
現 は 軽 度 お よ び 中 等 度 の 悪 性 リ ン パ 腫 の 腫 瘍 細 胞 に み ら れ 、 一 方 で ITGB2の 非 存 在 は 重 度
の 悪 性 リ ン パ 腫 の 特 徴 と 思 わ れ る 。 他 の Bリ ン パ 腫 と 同 様 に 、 ITGB2の 非 存 在 は 多 発 性 骨 髄
腫 に お い て 免 疫 監 視 の 回 避 に 貢 献 し て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 要 約 す る と 、 本 発 明 は 14遺 伝 子 の 発 現 の 差 を 用 い る こ と に よ っ て 多 発 性 骨 髄 腫 の 診 断 を
可 能 に す る モ デ ル を 記 載 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 調 節 解 除 さ れ た 発 現 が 悪 性 表 現 型 の 生 成
に 関 与 し て い る か ど う か 、 ま た は 根 本 と な っ て い る が ま だ 知 ら れ て い な い 何 ら か の 遺 伝 子
欠 陥 の 前 哨 を こ れ ら が 表 す の か ど う か は 現 在 の と こ ろ 明 ら か で な い 。 し か し 、 こ れ ら の 遺
伝 子 の 機 能 は 、 調 節 解 除 さ れ た 発 現 と 悪 性 度 と の 間 に 根 本 の 因 果 関 係 を 示 唆 す る 。
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 本 発 明 は ま た 、 最 小 の 数 の 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 、 5,000を 超 え る 遺 伝 子 の 階 層 的 ク
ラ ス タ リ ン グ で 識 別 さ れ る 、 遺 伝 子 発 現 に 定 義 さ れ る 多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 を 明 瞭 に 識
別 す る の に 用 い る こ と が で き る か ど う か 調 べ る こ と を 目 指 し た 。 上 記 で 考 察 し た 通 り 、 26
3例 の 多 発 性 骨 髄 腫 、 14試 料 の 正 常 形 質 細 胞 、 7例 の MGUSお よ び 7株 の 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株
の 二 次 元 ク ラ ス タ ー 分 析 を 実 施 し た 。 試 料 樹 状 図 は 、 4つ の 部 分 集 団 MM1、 MM2、 MM3、 MM4
を 示 し 、 そ れ ぞ れ 患 者 50、 75、 67、 71名 を 含 ん だ 。 次 い で 、 31試 料 の 正 常 形 質 細 胞 お よ び
74例 の 新 た に 診 断 さ れ た 多 発 性 骨 髄 腫 の カ イ 二 乗 お よ び Wilcoxon検 定 に よ っ て 決 定 さ れ た
、 統 計 的 に 有 意 で あ る 発 現 量 の 異 な る 遺 伝 子 上 位 120個 を 、 正 準 判 別 分 析 に 用 い る た め に
選 ん だ 。 直 線 回 帰 分 析 を 用 い る こ と に よ っ て 、 24遺 伝 子 が 多 発 性 骨 髄 腫 部 分 集 団 を 識 別 す
る こ と の で き る 予 測 因 子 と 定 義 さ れ た (表 7)。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 24 遺 伝 子  予 測 因 子 モ デ ル を 、 各 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 群 の 中 心 に 位 置 す る 多 発 性 骨 髄
腫  形 質 細 胞  試 料 か ら 成 る 練 習 群 に 適 用 し た [合 計 N=129; MM1=23、 MM2=33、 MM3=34、 MM4=
39]。 練 習 群 に つ い て 交 差 検 定 分 析 を 実 施 し 、 こ こ で そ の 試 料 セ ッ ト か ら 試 料 を 一 度 に 1個
取 り 除 き 、 改 変 し た 試 料 セ ッ ト の 各 ク ラ ス に つ い て 練 習 統 計 値 お よ び 発 現 平 均 値 を 再 計 算
し た 。 改 変 し た 試 料 セ ッ ト の P値 <0.05で あ る 遺 伝 子 を 用 い た 予 測 値 を 生 成 し た 。 練 習 群 中
の 試 料 の 型 の 100%正 確 な 予 測 が 得 ら れ た 。
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実 施 例 10
24遺 伝 子 の 発 現 の 差 が 、 遺 伝 子 発 現 に 定 義 さ れ る 多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 を 正 確 に 識 別 す
る こ と が で き る  



【 ０ １ ０ ０ 】
　 検 証 群 を 次 い で そ の モ デ ル に 適 用 し た 。 多 変 量  逐 次 選 択  判 別 分 析 は 、 原 発 性 多 発 性 骨
髄 腫 の 134試 料 中 116試 料 (86.56%)を 別 々 の 部 分 集 団 に 、 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ に よ っ て 定
義 さ れ た 部 分 集 団 と 比 較 し て 正 し く 分 類 し た 。 重 要 な こ と に は 、 ヒ ト  骨 髄 腫  細 胞 株  の 7
株 中 7株 (100%) が 予 想 通 り に MM4へ 分 類 さ れ た 。 さ ら に 、 本 モ デ ル は MGUSの 7例 中 5例 を MM1
と 予 測 し 、 残 り の 例 を そ れ ぞ れ MM2お よ び MM3と 予 測 し た (図 7)。
【 表 ７ 】
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【 ０ １ ０ １ 】

　 多 発 性 骨 髄 腫 の 統 計 分 析 に お い て 正 常 形 質 細 胞 に 対 し て 発 現 が 異 な ら な い と さ れ た が 、
多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 に お い て 非 常 に 過 剰 発 現 さ れ て い る 合 計 156遺 伝 子 も ま た 特 定 さ
れ た 。 少 な く と も 1試 料 に お い て 10,000よ り 大 の ADス パ イ ク を 有 す る 合 計 25遺 伝 子 を 示 す (
表 8)。 接 着 関 連 遺 伝 子 FBLN2は 最 も ス パ イ ク の 頻 度 が 高 く 、 27例 で ス パ イ ク し た 。 イ ン タ
ー フ ェ ロ ン 誘 導 性 タ ン パ ク 質 27の 遺 伝 子 IFI27は 2番 目 に ス パ イ ク の 頻 度 が 高 く 25例 で ス パ
イ ク し 、 10,000を 超 え る ス パ イ ク の 数 が 最 大 で あ っ た (N=14)。 FGFR3遺 伝 子 は 74例 中 の 9例
で ス パ イ ク し た (図 2A)。 こ れ は す べ て の ス パ イ ク が 10,000ADよ り 大 で あ っ た 唯 一 の 遺 伝 子
で あ っ た 。 実 際 、 最 低 の AD値 は 18,961で 最 大 は 62,515で あ り ,こ れ は す べ て の ス パ イ ク の
う ち の 最 大 値 を 表 し た 。 FGFR3の ス パ イ ク の 知 見 は 、 こ れ ら の ス パ イ ク が 多 発 性 骨 髄 腫 特
異 的 な FGFR3活 性 化 t(4;14)(p21;q32)転 座 に よ っ て 誘 導 さ れ た こ と を 示 唆 し た 。 上 記 の 仮
説 を 検 証 す る た め に 、 IGH遺 伝 子 座 と 遺 伝 子 MMSETと の 間 で t(4;14)(p21;q32)転 座 特 異 的 融
合 転 写 産 物 に つ い て RT-PCRを 行 っ た (デ ー タ 記 載 せ ず )。 転 座 特 異 的 転 写 産 物 は 9試 料 す べ
て の FGFR3ス パ イ ク 試 料 に 存 在 し た が 、 FGFR3を 発 現 し な か っ た 5試 料 に は 存 在 し な か っ た
。 こ れ ら の デ ー タ は 、 そ の ス パ イ ク が t(4;14)(p21;q32)転 座 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た こ と
を 示 唆 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 CCND1遺 伝 子 は 、 10,000よ り 大 の AD値 で 13例 に お い て ス パ イ ク し て い た 。 TRI-FISH分 析
を t(11;14)(q13;q32)転 座 に つ い て 実 施 し た (表 9)。 評 価 可 能 な 11試 料 す べ て が TRI-FISHに
よ っ て t(11;14)(q13;q32)転 座 に つ い て 陽 性 で あ っ た ;2試 料 は 保 存 中 に 細 胞 の 全 体 性 が 失
わ れ た こ と に よ り 分 析 不 能 で あ っ た 。 こ の よ う に 、 す べ て の FGFR3お よ び CCND1ス パ イ ク は
そ れ ぞ れ t(4;14)(p21;q32)転 座 ま た は t(ll;14)(q13;q32)転 座 の 存 在 の い ず れ か に よ っ て
説 明 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 次 に 、 遺 伝 子 発 現 に 定 義 さ れ る 多 発 性 骨 髄 腫 部 分 集 団 内 の 、 FGFR3、 CST6、 IFI27、 お よ
び CCND1ス パ イ ク の 分 布 を 調 べ た (図 2)。 デ ー タ は 、 FGFR3お よ び CST6ス パ イ ク は MM1ま た は
MM2で み ら れ る 可 能 性 が よ り 高 か っ た (P<0.005)一 方 、 IFI27の ス パ イ ク は MM3お よ び MM4の
分 布 と 関 連 し て い た (P<0.005)こ と を 示 し た 。 CCND1ス パ イ ク は ど の 特 定 の 部 分 集 団 と も 関
連 し て い な か っ た (P>0.1)。 CST6と CCND1は 両 方 が 11q13に マ ッ ピ ン グ さ れ そ し て ス パ イ ク
に 重 な り が 無 か っ た こ と は 注 目 に 値 す る 。 CST6過 剰 発 現 は 変 異 体 で あ る t(11;14)(q13;q32
)転 座 が 原 因 で あ る か ど う か は 不 明 で あ る 。 MS4A2(CD20)の 5例 の ス パ イ ク は MM1(3例 の ス パ
イ ク )ま た は MM2(2例 の ス パ イ ク )部 分 集 団 の い ず れ か で 見 ら れ た (デ ー タ 記 載 せ ず )。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 CD20分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 MS4A2も ま た 4例 で ス パ イ ク し た 遺 伝 子 で あ る こ と が 見 出 さ
れ た (図 3A)。 ス パ イ ク し た 遺 伝 子 発 現 が タ ン パ ク 質 発 現 と 相 関 し た か ど う か を 調 べ る た め
、 CD20に つ い て 免 疫 組 織 化 学 法 を 、 多 発 性 骨 髄 腫 試 料 74例 の う ち 15例 に 由 来 す る 生 検 で 実
施 し た (図 3B)。 免 疫 組 織 化 学 法 に よ っ て 、 ス パ イ ク し た MS4A2遺 伝 子 発 現 を 有 し た 4例 す べ
て が CD20タ ン パ ク 質 発 現 に つ い て も 陽 性 で あ っ た 一 方 、 MS4A2遺 伝 子 発 現 が 見 ら れ な か っ
た 11例 は CD20に つ い て も 陰 性 で あ っ た 。 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 追 加 の 妥 当 性 確 認
を 加 え る た め 、 CDマ ー カ ー タ ン パ ク 質 と 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 CAGお よ び EBV形 質 転 換 リ ン
パ 芽 球 細 胞 株 ARH-77に お け る 遺 伝 子 発 現 と の 比 較 も ま た 実 施 し た (図 4)。 CD138お よ び CD38
タ ン パ ク 質 の 発 現 と 遺 伝 子 発 現 と は CAGで 高 か っ た が ARH-77細 胞 で は 存 在 し な か っ た 。 一
方 、 CD19、 CD20、 CD21、 CD22、 CD45お よ び CDw52の 発 現 は ARH-77で 強 く CAG細 胞 で は 存 在 し
な い こ と が 見 出 さ れ た 。 FGFR3ま た は CCND1の ス パ イ ク し た 遺 伝 子 発 現 と t(4;14)(p14;q32)
ま た は t(11;14)(q13;q32)転 座 の 存 在 と の ほ ぼ 100%の 一 致 ;原 発 性 多 発 性 骨 髄 腫 に お け る CD
20と MS42A遺 伝 子 発 現 と の 強 い 相 関 ;お よ び B細 胞 と 形 質 細 胞 に お け る CDマ ー カ ー タ ン パ ク
質 と 遺 伝 子 発 現 と の 強 い 相 関 は 、 こ こ で 開 示 す る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 精 度 の 重
要 な 妥 当 性 確 認 を 表 す 。  
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ５ 】

　 上 記 で 開 示 し た 通 り 、 本 発 明 は 多 発 性 骨 髄 腫 に 由 来 す る 形 質 細 胞 に お い て 正 常 対 照 の も
の と 比 較 し て 有 意 に 異 な る 発 現 レ ベ ル を 有 す る い く つ か の 遺 伝 子 を 同 定 し て い る 。 遺 伝 子
多 発 性 骨 髄 腫 に お い て 有 意 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子
は 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 標 的 候 補 で あ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 例 は 表 4、 5、 8に 挙 げ ら れ て い
る 。 こ れ ら の 発 現 量 の 異 な る 遺 伝 子 の 中 に 、 エ ン ド セ リ ン B受 容 体 (ENDBR)が あ る 。 こ の 遺
伝 子 は 正 常 形 質 細 胞 で は 発 現 さ れ て い な か っ た が 、 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 で は 非 常 に 高 い 発 現
を 示 す 。 実 際 、 こ の 遺 伝 子 は 現 在 、 骨 髄 腫 患 者 の 30～ 40%で 高 度 に 発 現 さ れ て い る よ う に
見 え る 。 図 8は 、 ENDBRの 正 常 形 質 細 胞 お よ び P1に 始 ま っ て P226ま で の 約 200名 の 骨 髄 腫 患
者 に お け る 発 現 の 比 較 を 示 す 。 ENDBRは 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 で は 動 作 し て い な い か 高 度 に 発
現 し て い る か の い ず れ か で あ っ た (図 8A)。 ENDBR 発 現 レ ベ ル の 程 度 は 新 た に 診 断 さ れ た 患
者 と 以 前 に 治 療 を 受 け た 患 者 で ほ ぼ 同 じ で あ り 、 そ の 活 性 化 は 進 行 現 象 で は な い こ と を 示
唆 し た  (図 8B)。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ENDBRの い く つ か の 重 要 な 特 性 は 注 目 す べ き で あ る 。 ENDBR遺 伝 子 は 第 13染 色 体 上 に 位 置
す る 。 第 13染 色 体 に お け る 転 座 ま た は 欠 失 と い っ た 異 常 が 多 発 性 骨 髄 腫 の 最 も 強 い 負 の リ
ス ク 因 子 の ひ と つ を 表 す こ と を 考 え る と 、 こ れ は 潜 在 的 に 重 要 で あ る 。 し た が っ て 、 ENDB
R発 現 の 異 常 活 性 化 は 多 発 性 骨 髄 腫 に つ い て 予 後 不 良 の 指 標 で あ る 可 能 性 が あ る 。 エ ン ド
セ リ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 細 胞 成 長 と 結 び つ け る 多 数 の 報 告 も あ り 、 ま た エ ン ド セ リ ン は 、 形
質 細 胞 腫 瘍 形 成 に お け る 病 因 的 役 割 が 記 録 さ れ て い る い く つ か の 鍵 分 子 を 活 性 化 す る こ と
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実 施 例 12
多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 標 的 候 補 と し て の エ ン ド セ リ ン B受 容 体



が 示 さ れ て い る 。 マ ウ ス 形 質 細 胞 腫 の 100％ で 活 性 化 さ れ て お り 多 く の 原 発 性 ヒ ト 骨 髄 腫
細 胞 で 異 常 活 性 化 さ れ て い る 遺 伝 子 で あ る c-MYC発 癌 遺 伝 子 、 お よ び 骨 髄 腫 細 胞 の 主 要 な
成 長 お よ び 生 存 因 子 で あ る IL-6は 注 目 す べ き で あ る 。 エ ン ド セ リ ン は ま た 、 B細 胞 の 主 要
な シ グ ナ ル 伝 達 経 路 で あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ C経 路 を 通 じ て シ グ ナ ル 伝 達 を 行 う よ う に 見 え
る 。 さ ら に 、 最 近 の 論 文 は エ ン ド セ リ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る こ と の 結 果 と し て カ ポ ジ
肉 腫 細 胞 の 増 殖 の 阻 害 が 生 じ た こ と を 報 告 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 の 腫 瘍 細 胞 が 骨 髄 の 微 小 環 境 か ら 取 り 出 さ れ た 場 合 、 腫 瘍 細 胞 は そ の
集 団 の 大 部 分 が エ ン ド セ リ ン 遺 伝 子 を 発 現 し て い る よ う に は 見 え な か っ た 。 そ れ ら は 大 部
分 の 例 で エ ン ド セ リ ン 1、 2、 3の 発 現 を 欠 い て い た 。 し か し 、 骨 髄 腫 細 胞 を 骨 髄 か ら 取 り
出 し 、 骨 髄 微 小 環 境 を 模 し た 独 自 の 支 持 層 上 で 48～ 72時 間 培 養 し た 場 合 、 エ ン ド セ リ ン 1
遺 伝 子 発 現 は 骨 髄 腫 細 胞 P323と P322の 両 方 、 な ら び に 支 持 層 で 大 幅 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト
さ れ た (図 9)。 し た が っ て 、 多 発 性 骨 髄 腫 内 の 主 な 変 数 は エ ン ド セ リ ン の 利 用 可 能 性 で あ
り う る 。 局 所 に お け る ENDBRの ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 発 現 と 組 み 合 わ さ っ た エ ン ド セ
リ ン の 産 生 促 進 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 新 生 物 表 現 型 に 寄 与 す る 可 能 性 が あ り 、 ま た エ ン ド セ
リ ン と エ ン ド セ リ ン 受 容 体 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と は 悪 性 表 現 型 の 発 生 を 妨 げ る 可 能 性 が
あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　 実 施 例 13～ 15は 、 ヒ ト  形 質 細 胞 分 化 に 伴 う 転 写 の 異 な る 変 化 を 明 ら か に す る 全 体 的 な  
遺 伝 子 発 現  プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 記 載 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 下 記 に 示 す デ ー タ は 、 2つ の 独 自 の 造 血 器 で あ る 扁 桃 お よ び 骨 髄 か ら 、 高 度 に 精 製 さ れ
た 形 質 細 胞 を 単 離 す る こ と が で き た こ と を 初 め て 実 証 す る 。 何 百 万 の 細 胞 の こ の 精 製 は 、
非 特 異 的 細 胞 型 か ら の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 「 ノ イ ズ 」 を 除 外 し (図 10を 参 照 )、 そ れ に よ っ て
高 感 度 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 技 術 を 用 い た こ れ ら の 試 料 の 正 確 な 遺 伝 子 プ ロ フ ァ イ
ル お よ び 特 徴 づ け を 可 能 に し た 。 こ こ に 開 示 し た 結 果 は 、 異 な る 細 胞 段 階 に 伴 う 分 子 的 な
転 写 変 化 を 特 徴 づ け 、 特 に 、 形 態 学 的 判 定 基 準 に 基 づ い て 最 終 分 化 産 物 を 表 す と 以 前 に 考
え ら れ て い た 細 胞 で あ る 形 質 細 胞 に お け る 差 異 を 識 別 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 研 究 で 用 い た 扁 桃 と 骨 髄 か ら 単 離 さ れ た CD19 + 扁 桃 B細 胞 と CD138 + 形 質 細 胞 は 、 独 特 の
表 現 型 の 特 徴 を 持 つ 均 一 な 集 団 を 表 す 。 し た が っ て 、 示 し た 結 果 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー ,形 態 ,お よ び cIgの 発 現 に よ っ て 示 す 通 り 、 よ く 特 徴 づ け ら れ た 細 胞 に 基 づ く 。 B細 胞 の
発 生 を 理 解 す る た め に は 大 き な 努 力 が な さ れ て き て い る が 、 形 質 細 胞 に つ い て は お そ ら く
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 特 徴 づ け だ け に 注 目 す る 大 部 分 の 以 前 の 研 究 で は 稀 で あ る た め ほ と
ん ど 知 ら れ て い な い の で 、 こ れ ら の 結 果 は 重 要 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 結 果 か ら の も う 一 つ の 独 自 の 知 見 は 、 階 層 的 な  遺 伝 子 発 現  ク ラ ス タ ー 分 析 を 用 い て  B
細 胞 と 形 質 細 胞 が 2本 の 枝 に 分 か れ た こ と で あ る 。 さ ら に 、 形 質 細 胞 の 枝 の 中 で 、 扁 桃  形
質 細 胞 は 骨 髄  形 質 細 胞 と 区 別 す る こ と が で き 、 独 特 の 造 血 器 か ら の 逸 脱 か ら 疑 わ れ る 通
り 、 そ の 細 胞 が 発 生 の 独 自 段 階 を 表 す こ と を 示 し た 。  こ こ で 特 定 さ れ た 遺 伝 子 (た と え ば
、 細 胞 表 面  マ ー カ ー お よ び 転 写 因 子 )は 、 後 期 B細 胞 発 生 を 識 別 す る と し て 以 前 に 特 定 さ
れ た も の と 一 致 し た 。 見 出 さ れ た 新 規 遺 伝 子 に 加 え て 、 以 前 に 特 定 さ れ た 遺 伝 子 が ア ッ プ
お よ び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 予 測 パ タ ー ン に 従 い 、 形 質 細 胞 分 化 と 結 び つ い て い る か
ま た は 形 質 細 胞 分 化 に 必 須 の 転 写 因 子 で あ る こ と が す で に 示 さ れ て い る 遺 伝 子 と 合 致 し た
。
【 ０ １ １ ２ 】
　 B細 胞 発 生 の 異 な る 段 階 に あ る 細 胞 が CD19を 発 現 す る が 、 こ こ で 試 験 し た 扁 桃 B細 胞 の 大
多 数 が 胚 中 心 の 胚 中 心 芽 細 胞 を 表 す 可 能 性 が 高 い 。 胚 中 心 の 中 心 細 胞 お よ び 中 心 芽 細 胞 は
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ヒ ト 形 質 細 胞 分 化 の 遺 伝 子 発 現 比 較 プ ロ フ ァ イ リ ン グ  



CD44の 発 現 に 基 づ い て 識 別 可 能 で あ る こ と が 知 ら れ て い る (胚 中 心 細 胞 CD44 + ;胚 中 心 芽 細
胞 CD44 - )。 CD44遺 伝 子 の 発 現 は こ の 試 験 で 用 い た 扁 桃 B細 胞 試 料 で は 検 出 不 能 で あ っ た 。
さ ら に 、 増 殖 に 結 び つ い た 遺 伝 子 、 た と え ば MKI67、 PCNA、 CCNB1の 高 レ ベ ル の 発 現 (デ ー
タ 記 載 せ ず )は 、 芽 細 胞 が 扁 桃 B細 胞 の 中 で 細 胞 の 最 大 の 集 団 を な す こ と を 示 唆 す る 。 最 後
に 、 MYBLは 、 そ の 発 現 が CD38＋ CD39 - 中 心 芽 細 胞 の マ ー カ ー で あ る が 、 扁 桃 B細 胞 で 高 度 に
発 現 さ れ 、 扁 桃 形 質 細 胞 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ (P=0.00068)、 そ し て 骨 髄 形 質 細 胞 で
消 滅 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 中 心 芽 細 胞 は す で に ス イ ッ チ 組 み 換 え を 受 け て い る た め 、 こ
こ で 試 験 し た 扁 桃 B細 胞 は 、 初 期 形 質 細 胞 分 化 に 伴 う 遺 伝 子 発 現 変 化 の 比 較 研 究 に 使 用 す
る た め に は 最 適 な 後 期 B細 胞 集 団 に 相 当 す る 。  
　 こ の 試 験 で 用 い た 正 常 細 胞 型 の 代 表 的 な 分 析 を 図 10に 示 す 。 ソ ー ト 前 の 扁 桃 試 料 の FACs
分 析 は 、 CD20 h i /CD38 l o 細 胞 が 集 団 の 70%、 CD38＋ /CD20 - 細 胞 が 30%に 相 当 し た こ と を 示 し
た (図 10a,b)。 抗 CD19免 疫 磁 気 ビ ー ズ ソ ー ト 後 、 CD20 h i /CD38 l o / - 細 胞 は 98%に 濃 縮 さ れ 、 C
D38 + /CD20 - 、 CD138 - /CD20 + 、 お よ び CD138 - /CD38 + 画 分 は 集 団 の 1%に 相 当 し た (図 10b、 c、 e
、 f)。 精 製 画 分 の 細 胞 形 態 も ま た 、 細 胞 の 大 多 数 は 典 型 的 な B細 胞 形 態 を 有 し た こ と を 示
し た (図 10g)。 抗 κ お よ び 抗 λ 抗 体 を 用 い た 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 は 、 cIg + CD19 + 細 胞 の わ ず
か な 混 入 を 示 し た (図 10g)。
【 ０ １ １ ３ 】
　 扁 桃 形 質 細 胞 単 離 の 前 に 、 扁 桃 単 核 球 画 分 の FACs分 析 は 、 CD38 h i /CD45-(図 10i)お よ び C
D138 h i /CD45-細 胞 (図 10j)が 集 団 の 2.4%に 相 当 し た こ と を 示 し た 。 抗 CD138免 疫 磁 気 ビ ー ズ
ソ ー ト 後 、 CD38 h i /CD45 l o (95%)、 CD138 h i /CD45 l o (94%)、 CD38 h i /CD20 l o (91%)、 ま た は CD1
38 h i /CD38 h i (92%)の い ず れ か の 形 質 細 胞 表 現 型 を 持 つ 細 胞 は 大 幅 に 濃 縮 さ れ た (図 10k、 1
、 m、 n)。 扁 桃 CD138で ソ ー ト し た 細 胞 は ま た 、 核 周 囲 Hoffま た は 小 胞 体 の 核 に 対 す る 細 胞
質 の 比 率 が 高 い 典 型 的 な 形 質 細 胞 形 態 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ (図 10o)、 ま た 細 胞 の >95%
が cIg陽 性 で あ っ た (図 10p)。  
　 骨 髄 単 核 球 試 料 の 抗 CD138免 疫 磁 気 ビ ー ズ ソ ー ト 前 の FACs分 析 は 、 扁 桃 試 料 と 比 較 し て
同 様 で あ る が 異 な る プ ロ フ ァ イ ル を 示 し た 。 CD38 h i /CD45 i n t お よ び CD138 h i /CD45 i n t 画 分
は 、 骨 髄 形 質 細 胞 中 に 、 CD45の 発 現 が よ り 低 い よ り 多 く の 細 胞 と 、 よ り 高 い 割 合 の CD138 +

細 胞 を 示 し た (図 10q、 r)。 精 製 後 の FACS分 析 は 、 CD38 h i /CD45 - お よ び CD38 h i /CD20 l o 細 胞
が そ れ ぞ れ 99%と 91%に 濃 縮 さ れ た こ と を 示 し た (図 10s、 u)。 ソ ー ト 後 の 扁 桃 形 質 細 胞 と 骨
髄 形 質 細 胞 の 間 の 差 も ま た 明 ら か で あ り 、 扁 桃 形 質 細 胞 CD38 + /CD45 + お よ び CD38 + /CD20 + 細
胞 の 明 ら か な 証 拠 を 有 し た 一 方 、 こ れ ら の 画 分 は 骨 髄 CD138ソ ー ト し た 細 胞 で は 大 幅 に 減
少 し て い た 。 骨 髄 形 質 細 胞 は ま た 、 扁 桃 形 質 細 胞 よ り 高 い レ ベ ル の CD38を 発 現 し た (図 10s
、 k)。 CD138 h i /CD45 - お よ び CD138 h i /CD38 h i 集 団 は 骨 髄 形 質 細 胞 集 団 の 96%お よ び 95%に 相
当 し (図 10t、 v)、 こ こ で も 扁 桃 形 質 細 胞 と 比 較 し て 少 な い 量 の CD45 + 細 胞 と よ り 高 い 割 合
の CD38 + 細 胞 を 有 し た 。 扁 桃 形 質 細 胞 に つ い て は ,骨 髄 細 胞 の 大 多 数 は 形 質 細 胞 形 態 を 有 し
(図 10w)ま た cIg陽 性 で あ っ た (図 10x)。 こ の よ う に 、 免 疫 磁 気 ビ ー ズ 選 択 の 結 果 と し て 、
相 対 的 に 均 一 な 扁 桃 B細 胞 集 団 お よ び 異 な る 形 質 細 胞 集 団 が 2つ の 異 な る 器 官 か ら 精 製 さ れ
、 異 な る 成 熟 段 階 の 細 胞 に 相 当 す る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 細 胞 の 表 現 型 の 特 徴 を 実 証 し た と こ ろ で 、 次 い で 全 体 的 な mRNA発 現 を 、 約 6800個 の 命 名
さ れ 注 釈 付 き の 遺 伝 子 を 調 べ る Affymetrix高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ を 用
い て 、 7試 料 の 扁 桃 B細 胞 、 11試 料 の 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び 31試 料 の 骨 髄 形 質 細 胞 で 分 析 し
た 。 細 胞 分 析 に 用 い た CDマ ー カ ー の 遺 伝 子 の AD発 現 レ ベ ル の 平 均 値 、 な ら び に 他 の CDマ ー
カ ー 、 ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 ア ポ ト ー シ ス 調 節 因 子 、 お よ び 一 群 の 転 写 因 子 を 正 常 試 料 の 全
体 で 分 析 し た (表 10)。 CD45は 扁 桃 B細 胞 で 高 度 に 発 現 さ れ 、 扁 桃 形 質 細 胞 で は 発 現 が よ り
低 く 、 骨 髄 形 質 細 胞 に は 存 在 し な い こ と が 見 出 さ れ た 。 CD20、 CD79B、 CD52、 お よ び CD19
の 遺 伝 子 は 、 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 漸 進 的 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 伴 う CD45
様 の 発 現 パ タ ー ン を 示 し た 。 CD21は 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ 有 意 な 変 化 を 示 さ な か
っ た が 、 そ の 遺 伝 子 は 骨 髄 形 質 細 胞 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 CD22、 CD83、 お よ び CD
72は 漸 進 的 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 。
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【 ０ １ １ ５ 】
　 FACS分 析 と 合 致 し て 、 シ ン デ カ ン -1(CD138)お よ び CD38は 、 形 質 細 胞 分 化 の 鍵 と な る 抗
体 で あ る が 、 扁 桃 B細 胞 上 に は 存 在 し な い か ま た は 弱 く 発 現 さ れ 、 扁 桃 形 質 細 胞 で は 中 等
度 で 、 骨 髄 形 質 細 胞 上 で は 最 も 高 い 発 現 で あ っ た 。 CD138発 現 の 中 等 度 の レ ベ ル は 、 扁 桃
形 質 細 胞 画 分 中 の 不 均 一 な 混 合 物 の CD138 + 細 胞 を 直 接 反 映 す る 可 能 性 が 高 く (上 記 参 照 )、
そ の 一 部 の 細 胞 は 高 度 に CD138 + で あ り 残 り は 弱 く 陽 性 で あ る が CD138の 表 面 発 現 に 基 づ い
て ソ ー ト が 可 能 で あ る 。 CD38発 現 は 正 常 細 胞 で 、 CD138に 伴 っ て 見 ら れ る 漸 増 を 示 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 CD63遺 伝 子 が 骨 髄 形 質 細 胞 で 有 意 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た こ と も 観 察 さ れ た 。 こ れ
は 、 こ の マ ー カ ー が 形 質 細 胞 分 化 中 の 調 節 に 差 が あ り う る こ と を 初 め て 示 す 。 CD27の 遺 伝
子 は B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 で 有 意 な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し 、 一 方 、 骨
髄 形 質 細 胞 お よ び 扁 桃 形 質 細 胞 は 同 様 の レ ベ ル を 示 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 形 質 細 胞 発 生 に お い て 発 現 に 差 が あ る 転 写 因 子 は 予 測 さ れ た 変 化 を 示 し た 。 IRF4と XBP1
は 扁 桃 お よ び 骨 髄 形 質 細 胞 で 有 意 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 そ し て CTIIA、 BCL6、 お よ
び STAT6は 形 質 細 胞 試 料 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 BSAP(PAX5)は 予 測 さ れ た 変 化 を 示
さ な か っ た が 、 こ れ は 、 BSAP標 的 遺 伝 子 で あ る BLKは 扁 桃 お よ び 骨 髄 形 質 細 胞 で 予 測 さ れ
た ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 さ な か っ た た め 、 BSAP遺 伝 子 に つ い て の 無 効 な プ ロ ー ブ セ
ッ ト が 原 因 で あ っ た と 考 え ら れ る 。 興 味 深 い こ と に 、 MYCは 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ
の 移 行 に お い て 有 意 な ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 一 方 、 そ の 遺 伝 子 は 骨 髄 形 質 細 胞
で 、 扁 桃 B細 胞 で 見 ら れ た よ り 高 い レ ベ ル ま で 再 活 性 化 さ れ た 。 ケ モ カ イ ン 受 容 体 CXCR4お
よ び CXCR5は 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 に お い て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し
た 一 方 、 CXCR4は 遺 伝 子 が 骨 髄 形 質 細 胞 で 再 活 性 化 さ れ る MYC様 の プ ロ フ ァ イ ル を 示 し た 。
BCL2ホ モ ロ グ BCL2A1も ま た 予 測 さ れ た 変 化 を 示 し た 。 こ の よ う に 、 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 遺
伝 子 発 現 パ タ ー ン は 表 現 型 の パ タ ー ン と 合 致 し て お り 、 ま た 形 質 細 胞 分 化 と 強 く 関 連 し て
い る こ と が 知 ら れ て い る 遺 伝 子 は 予 想 さ れ た パ タ ー ン を 示 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 扁 桃
B細 胞 、 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び 骨 髄 形 質 細 胞 は B細 胞 分 化 の 異 な る 段 階 に 相 当 し 、 ま た こ れ
ら の 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 用 い て 分 化 の 分 子 機 構 の よ り 良 い 理 解 を 得 る こ
と が で き る と い う 考 え を 支 持 す る 。
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】

　 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 に 伴 う 遺 伝 子 発 現 変 化 、 お よ び 未 熟 扁 桃 形 質 細 胞
が リ ン パ 節 胚 中 心 を 出 て 骨 髄 へ 移 動 す る 際 に 起 こ る 変 化 を 調 べ る た め に 、 よ り 詳 細 で 包 括
的 な 評 価 を 実 施 し た 。 試 料 間 の 全 体 的 な 発 現 の 差 を 明 ら か に す る た め 、 階 層 的 な ク ラ ス タ
ー 分 析 を 7例 の 扁 桃 B細 胞 、 7例 の 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び 7例 の 骨 髄 形 質 細 胞 の 4866遺 伝 子 に
つ い て 実 施 し た (図 11)。 予 測 通 り 、 こ の 分 析 は 扁 桃 B細 胞 試 料 と 形 質 細 胞 試 料 の 間 の 大 き
な 分 離 を 明 ら か に し 、 扁 桃 形 質 細 胞 の 1試 料 が 扁 桃 B細 胞 と 共 に ク ラ ス タ ー 化 し た 例 外 を 伴
っ た 。 正 常 形 質 細 胞 は さ ら に 、 扁 桃 形 質 細 胞 と 骨 髄 形 質 細 胞 の 2つ の 異 な る 群 に 部 分 分 割
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実 施 例 14
扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 お よ び 扁 桃 形 質 細 胞 か ら 骨 髄 形 質 細 胞 へ の 移 行 に お
い て 発 現 量 の 異 な る 遺 伝 子 の 同 定



さ れ た 。 こ の よ う に 、 全 体 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 扁 桃 形 質 細 胞 と 骨 髄 形 質 細 胞 の 分 離
を 確 認 し 、 ま た 扁 桃 B細 胞 を 両 方 の 形 質 細 胞 型 か ら 識 別 す る こ と を 可 能 に し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 χ 2 お よ び Wilcoxonの 順 位 和 分 析 を 用 い て 、 扁 桃 B細 胞 の 扁 桃 形 質 細 胞 と の 比 較 お よ び 扁
桃 形 質 細 胞 の 骨 髄 形 質 細 胞 と の 比 較 で mRNA発 現 レ ベ ル が 有 意 に 変 化 し た (P<0.00005)そ れ
ぞ れ 359個 と 500個 の 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 で 有 意 に 発
現 に 差 が あ る 遺 伝 子 を 「 初 期 分 化 遺 伝 子 」 (EDGs)と 称 し 、 扁 桃 形 質 細 胞 か ら 骨 髄 形 質 細 胞
へ の 移 行 で 発 現 に 差 が あ る 遺 伝 子 を 「 後 期 分 化 遺 伝 子 」 (LDGs)と 称 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】

　 EDGの 上 位 50個 の う ち (表 11)、 遺 伝 子 の 大 部 分 (43)は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 7遺 伝 子
だ け が こ の 移 行 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 遺 伝 子 発 現 は 可 能 な レ ベ ル の 1～ 5で 記 載 し
た 。 AACは 、 検 出 不 能 か ま た は 存 在 し な い 遺 伝 子 転 写 産 物 を 示 し 、 「 -」 と 定 義 し た 。 群 内
の す べ て の 試 料 に つ い て 、 遺 伝 子 転 写 産 物 が 存 在 し て AD<1000で あ っ た 場 合 は 発 現 レ ベ ル
は 「 +」 、 1000≦ AD<5000の 場 合 は 「 ++」 、 5000≦ AD<10,000の 場 合 は 「 +++」 、 AD≧ 10,000
の 場 合 は 「 ++++」 と 定 義 し た 。 EDGの 最 大 の 群 は 転 写 因 子 を コ ー ド し た 。 16転 写 因 子 の う
ち 、 XBP-1、 IRF4、 BMI1の 3つ だ け が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る EDGで あ っ た 。 ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー ト さ れ る 転 写 因 子 の 中 に 、 MYCと CIITAが 見 出 さ れ た 。 最 大 の フ ァ ミ リ ー は ets領 域
を 有 す る タ ン パ ク 質 を 4つ 含 ん だ :ETS1、 SPIB、 SPI1、 お よ び ELF1。 他 の 転 写 因 子 に は 、 抑
制 因 子 EEDお よ び ID3、 な ら び に 活 性 化 因 子 RUNX3、 ICSBP1、 REL、 ERGS、 FOXM1が あ っ た 。 I
RF4が 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 お よ び 扁 桃 形 質 細 胞 か ら 骨 髄 形 質 細 胞 へ の 移 行
の 両 方 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 際 、 IRFフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー イ ン タ ー フ ェ ロ ン 共 通 配
列 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る ICSBP1は 、 リ ン パ 球 特 異 的 な 負 の 調 節 因 子 で あ る が 、 扁 桃 B細 胞
で +++レ ベ ル で 発 現 し て い た 唯 一 の 遺 伝 子 で あ っ て 、 ま た 扁 桃 形 質 細 胞 と 骨 髄 形 質 細 胞 の
両 方 で 停 止 さ れ て い た こ と は 潜 在 的 に 重 要 で あ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ICSBP1を IRF結 合 部
位 か ら 除 去 す る こ と は IRF4機 能 の 調 節 に お い て 重 要 な 機 構 で あ り う る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 EDGの 2番 目 に 多 い ク ラ ス は シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 ア ポ ト ー
シ ス の 実 行 を 担 う カ ス パ ー ゼ の 活 性 化 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る CASP10は 、 扁 桃 形 質 細 胞 で ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 唯 一 の シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 に 相 当 し た 。 3つ の 低 分 子 量 Gタ ン
パ ク 質 で あ る 、 Rhoフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の ARHGと ARHH、 お よ び 前 発 癌 遺 伝 子 HRASは ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー ト さ れ る EDGで あ っ た 。 腫 瘍 壊 死 因 子 フ ァ ミ リ ー （ TNF） の 2つ の メ ン バ ー と リ
ン フ ォ ト キ シ ン β (LTB)、 な ら び に TNF受 容 体 結 合 タ ン パ ク 質 は LDGで あ っ た 。 ク ラ ス ス イ
ッ チ 組 み 換 え の 開 始 に お け る IL-4の 重 要 な 役 割 を 考 慮 す る と 、 IL4Rの ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン (扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ )、 お よ び 最 終 的 な 消 滅 (扁 桃 形 質 細 胞 か ら 骨 髄 形 質 細
胞 へ )の 観 察 は 、 研 究 対 象 の 細 胞 の 分 化 状 態 と よ く 合 致 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 最 後 に 、 発 現 が Bリ ン パ 球 に 限 ら れ ま た シ グ ナ ル 伝 達 経 路 で 機 能 す る 可 能 性 の あ る 、 Bリ
ン パ 球 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (BLK)の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 こ の キ ナ ー ゼ の 低 下 が 初 期
の 形 質 細 胞 分 化 で 重 要 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 形 質 細 胞 の 生 物 学 に お け る 細 胞 接 着 の
重 要 な 役 割 を 考 慮 す る と 、 ITGA6お よ び PECAM1の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 特 に 重 要 で あ
る 可 能 性 が あ る 。 実 際 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は ま た 扁 桃 形 質 細 胞 か ら 骨 髄 形 質 細 胞 へ の 移 行 に
お い て 継 続 的 な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し 、 そ し て EDG群 の 中 で 唯 一 の 細 胞 外 接 着 遺
伝 子 に 相 当 し た 。 他 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る EDGの 複 数 メ ン バ ー の ク ラ ス に は 、 細 胞
周 期 に 関 与 す る も の (CCNF、 CCNG2、 CDC20)ま た は DNA修 復 /維 持 (TERF2、 LIG1、 MSH2、 RPA1
)に 関 与 す る も の が あ っ た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 し た が っ て 、
形 質 細 胞 の 最 終 分 化 状 体 を 誘 導 お よ び ／ ま た は 維 持 す る の に 重 要 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】

　 LDGの 上 位 50個 の う ち 、 33個 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か ま た は 作 動 し 、 17遺 伝 子 が
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初 期 分 化 遺 伝 子

後 期 分 化 遺 伝 子



ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か ま た は 停 止 し た (表 12)。 16個 の EDGは 転 写 因 子 で あ っ た が 、 5
個 の LDGだ け が こ の ク ラ ス に 属 し た 。 BMI1遺 伝 子 は 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る EDGで あ っ
た が 、 LDGで も あ り 、 そ の 遺 伝 子 が 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 お よ び 扁 桃 形 質 細
胞 か ら 骨 髄 形 質 細 胞 へ の 移 行 の 両 方 に お い て 発 現 が 有 意 に 増 加 す る こ と を 示 す 。 BMI1は 唯
一 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 転 写 因 子 で あ っ た 。 MYBL1、 MEF2B、 お よ び BCL6は 骨 髄 形 質
細 胞 で 停 止 し 、 転 写 伸 長 因 子 TCEA1は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 LDGの 最 大 の 群 は (n=16;
11個 が ア ッ プ 、 5個 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る )シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を コ
ー ド し た 。 核 接 着 お よ び 接 着 斑 の 両 方 の 局 在 化 を 有 す る LIM含 有 タ ン パ ク 質 FHL1;分 泌 型 タ
ン パ ク 質 JAG1、 Notchリ ガ ン ド 、 イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 IGF1;お よ び 骨 形 成 タ ン パ ク 質 BM
P6は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ DUSP5お よ び ケ モ カ イ ン 受 容
体 CCR2は 最 も 劇 的 な 発 現 変 化 を 有 す る 遺 伝 子 に 相 当 し 、 骨 髄 形 質 細 胞 で は 極 め て 高 い レ ベ
ル ま で 作 動 し た 一 方 、 扁 桃 形 質 細 胞 に は 存 在 し な か っ た 。 別 の シ グ ナ ル 伝 達 遺 伝 子 は 、 物
質 の 輸 送 お よ び 多 数 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 組 織 化 に 重 要 な 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 膜 小 窩
CAV1お よ び CAV2を 含 め 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る LDGで あ っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 扁 桃 形 質 細 胞 (数 日 )お よ び 骨 髄 形 質 細 胞 (数 週 間 か ら 数 ヶ 月 )の 寿 命 の 劇 的 な 差 を 考 慮 す
る と 、 抗 ア ポ ト ー シ ス 遺 伝 子 BCL2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン (扁 桃 B細 胞 で － 、 骨 髄 形 質 細
胞 で ++)お よ び ア ポ ト ー シ ス 誘 導 タ ン パ ク 質 BIKの 随 伴 す る ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン (扁 桃 B
細 胞 で +++、 骨 髄 形 質 細 胞 で － )は 正 常 プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 の 調 節 に お い て 決 定 的 で あ る 可 能
性 が あ る 。 EDGで の よ う に 、 LDGは 複 数 の 接 着 関 連 遺 伝 子 を 含 み 、 ま た 、 EDGで の よ う に 、 L
DG接 着 遺 伝 子 は す べ て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 PECAM1遺 伝 子 は EDGと LDGの 両 方 で あ る こ と が 見 出 さ れ 、 こ の 遺 伝 子 の 細 胞 表 面 発 現 の 段
階 的 変 化 が 発 生 に 決 定 的 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 イ ン テ グ リ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ITGA6
が EDGで あ っ た 一 方 、 ITGA4は LDGで あ っ た こ と が 判 っ た 。 ITGA4す な わ ち VLA-4(最 晩 期 抗 原
4)が LDGで あ っ た と い う 知 見 は 、 こ の イ ン テ グ リ ン が 後 期 形 質 細 胞 上 で 最 も 優 勢 で あ る こ
と を 示 す 出 版 さ れ た デ ー タ と 合 致 す る 。 P-、 E-、 L-セ レ ク チ ン と の 高 親 和 性 の 、 カ ル シ ウ
ム 依 存 性 結 合 を 媒 介 し 、 好 中 球 お よ び Tリ ン パ 球 の 内 皮 細 胞 上 の 結 合 お よ び 解 離 を 媒 介 す
る 接 着 分 子 の セ レ ク チ ン Pリ ガ ン ド (SELPLG)は 後 期 形 質 細 胞 で 同 様 の 機 構 を 促 進 す る 可 能
性 が あ る 。 さ ら に 、 細 胞 － 細 胞 相 互 作 用 に 関 与 す る と さ れ る 内 在 性 膜 糖 タ ン パ ク 質 で あ る
上 皮 膜 タ ン パ ク 質 3(EMP3)が 同 定 さ れ た 。 リ ン パ 球 に 制 限 さ れ た 、 MRVI1(IRAG)と の 強 い ホ
モ ロ ジ ー に 基 づ く 内 在 性 ER膜 タ ン パ ク 質 で あ っ て 小 胞 体 貯 蔵 か ら の IPS誘 導 性 カ ル シ ウ ム
放 出 の 重 要 な 酸 化 窒 素 /CGKI依 存 性 調 節 因 子 で あ る 可 能 性 が 高 い LRMP(JAW1)は 、 ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー ト さ れ る LDGで あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 LRMPは ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る LDGで あ
る と い う 発 見 は 、 リ ン パ 球 前 駆 細 胞 で 高 度 に 発 現 さ れ て い る が 形 質 細 胞 で は 停 止 さ れ て い
る こ と を 示 し た 以 前 の 研 究 と 合 致 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 こ の よ う に 、 扁 桃 B細 胞 と 扁 桃 形 質 細 胞 と 扁 桃 形 質 細 胞 と 骨 髄 形 質 細 胞 を 比 較 す る 場 合
、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 結 果 は 以 前 の 観 察 を 確 認 し 、 な ら び に mRNA合 成 に お け る 新
し い 非 常 に 有 意 な 変 化 を 発 見 し た 。
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10

20

30

(43) JP 2005-512557 A 2005.5.12



【 表 １ １ － ３ 】
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【 表 １ ２ － １ 】
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【 表 １ ２ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　 こ の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 研 究 に お い て 、 形 質 細 胞 発 生 に 関 連 す る 以 前 に 同 定 さ
れ た 遺 伝 子 だ け で な く 新 規 遺 伝 子 も ま た 見 つ か っ た 。 形 質 細 胞 分 化 に 関 連 す る 可 能 性 の あ
る 一 部 の 遺 伝 子 を こ こ で 考 察 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 mRNAの ポ リ ア デ ニ ル 化 は 、 3種 類 の 切 断 刺 激 因 子 (CSTF1、 CSFT2、 CSTF3)を 含 む 複 数 の タ
ン パ ク 質 因 子 を 必 要 と す る 複 雑 な 過 程 で あ る 。 CSTF2の 濃 度 は B細 胞 活 性 化 の 間 に 上 昇 す る
こ と が 示 さ れ て お り 、 こ の こ と は IgM重 鎖 mRNA発 現 を 膜 結 合 型 か ら 分 泌 型 へ ス イ ッ チ す る
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実 施 例 15
形 質 細 胞 分 化 に お け る 以 前 に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 お よ び 新 規 遺 伝 子



の に 十 分 で あ る 。 CSTF2遺 伝 子 は 扁 桃 B細 胞 で は 低 レ ベ ル で 発 現 し て い た が 、 扁 桃 お よ び 骨
髄 形 質 細 胞 で は 停 止 し て お り 、 CSTF2遺 伝 子 発 現 も ま た 形 質 細 胞 分 化 を 定 義 す る の に 用 い
る こ と が で き る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 CD63の 遺 伝 子 は 試 験 し た 3つ の 細 胞 型 に わ た っ て 遺 伝 子 発 現 の 漸 増 を 示 し た 。 CD63は 膜
タ ン パ ク 質 の 膜 貫 通 型 4ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー (TM4SF)に 属 す る 。 発 現 は 骨 髄 中 の 造 血 前 駆 細
胞 の 細 胞 内 リ ソ ソ ー ム 膜 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 血 小 板 、 お よ び 血 管 内 皮 の Weibel-Palade小
体 に 見 つ か っ て い る 。 重 要 な こ と に は 、 CD63は 黒 色 腫 進 行 の マ ー カ ー と し て 記 載 さ れ 、 腫
瘍 細 胞 の 運 動 性 、 接 着 、 お よ び β 1イ ン テ グ リ ン と 結 合 し た 基 質 上 へ の 移 動 を 調 節 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 非 常 に 重 要 な こ と に は 、 こ こ で 報 告 し た 新 規 遺 伝 子 の 発 見 は 、 形 質 細 胞 分 化 に 関 与 す る
分 子 機 構 の よ り 広 い 知 識 に 結 び つ く 。 具 体 的 に は 、 EDGの 上 位 50個 の う ち 、 大 部 分 は ダ ウ
ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 EDGの 大 多 数 は 転 写 因 子 で あ っ て 、 転 写 調 節 が 分 化 の 調 節 に 重 要 な
機 構 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 LDGの 中 で 、 転 写 因 子 の 発 現 量 は EDGの 中 よ り ず っ と 低 か っ た
。
【 ０ １ ３ ０ 】

　 形 質 細 胞 の 最 終 分 化 と 合 致 し て 、 細 胞 周 期 調 節 と DNA代 謝 に 関 与 す る 多 く の 遺 伝 子 は ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る EDGで あ っ た 。 DNAリ ガ ー ゼ LIG1;修 復 酵 素 MSHC、 お よ び RPA1、 CDC
20;そ し て サ イ ク リ ン CCNG2お よ び CCNFの 調 節 は 形 質 細 胞 の 休 止 状 態 の 誘 導 に お い て 重 要 な
結 果 を 有 し う る 。 テ ロ メ ア 反 復 結 合 タ ン パ ク 質 TERF2は 、 最 近 ク ロ ー ン さ れ た 2種 類 の 哺 乳
類 テ ロ メ ア 結 合 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の う ち の 1つ で あ る が 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る EDGで
あ っ た 。 TERF2は テ ロ メ ア 末 端 を 保 護 す る 作 用 を し 、 テ ロ メ ア 末 端 ど う し の 融 合 を 防 ぎ 、
遺 伝 子 の 安 定 性 を 維 持 す る の に 重 要 で あ る 可 能 性 が あ る 。 TERF2が す べ て の 細 胞 型 の 最 終
分 化 中 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か ど う か 、 ま た 最 終 分 化 し た 細 胞 の 腫 瘍 に お け る こ の
遺 伝 子 産 物 の 不 足 の 結 果 と し て 、 TERF2遺 伝 子 発 現 を 欠 く 多 発 性 骨 髄 腫 の 顕 著 な 特 徴 で あ
る 高 度 な 染 色 体 構 造 再 構 成 が 生 じ る の か ど う か を 調 べ る こ と は 興 味 深 い (未 出 版 デ ー タ )。
【 ０ １ ３ １ 】
　 CDC28タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ 2遺 伝 子 CKS2は 、 サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ の 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ
ト と 結 合 し そ の 生 物 学 的 機 能 に 不 可 欠 で あ る が 、 LDG遺 伝 子 で 唯 一 の 細 胞 周 期 遺 伝 子 で あ
っ た 。 そ れ は 中 程 度 の 増 殖 能 力 が あ る 扁 桃 形 質 細 胞 で 発 現 し て い た ;し か し 、 CKS2は 骨 髄
形 質 細 胞 で は 完 全 に 消 滅 し て い た 。 し た が っ て 、 CKS2発 現 の 停 止 は 、 骨 髄 形 質 細 胞 の 増 殖
能 を 破 壊 す る こ と に お い て 決 定 的 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 形 質 細 胞 最 終 分 化 の 際 立 っ た 特 徴 は 、 骨 髄 形 質 細 胞 に お け る 延 長 し た 寿 命 の 獲 得 で あ る
。 こ の 現 象 は プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 ま た は ア ポ ト ー シ ス を 通 じ て 調 節 さ れ て い る 可 能 性 が 高 い
。 抗 ア ポ ト ー シ ス 遺 伝 子 お よ び ア ポ ト ー シ ス 促 進 性 遺 伝 子 で あ る BCL2お よ び BIKが 発 現 に
お い て 相 反 す る 変 化 を 示 し た と い う 知 見 は 、 こ れ ら の 2個 の 遺 伝 子 が 骨 髄 形 質 細 胞 の 寿 命
を 延 長 す る 上 で 主 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と と 合 致 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】

　 発 現 量 の 異 な る 遺 伝 子 の 大 多 数 は 転 写 因 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 50個 の EDGの う ち 、 7個
だ け が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 形 質 細 胞 分 化 中 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 知
ら れ て い る 2個 の 遺 伝 子 IRF4と XBP1は こ の 群 に 含 ま れ た 。 両 方 の 遺 伝 子 は 扁 桃 お よ び 骨 髄
形 質 細 胞 で 同 等 の レ ベ ル で 発 現 し 、 こ れ ら の 重 要 な 調 節 因 子 の 発 現 に お け る 継 続 的 な 増 加
は 起 こ ら な い こ と を 示 唆 し た 。 HuGenFLマ イ ク ロ ア レ イ 上 で は な い が 、 第 三 世 代 Affymetri
xU95Av2マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 最 近 の 研 究 は ま た 、 扁 桃 B細 胞 と 比 較 し て 形 質 細 胞 に お け
る Blimp-1(PRDM1)発 現 の 誘 導 を 明 ら か に し て お り (未 出 版 デ ー タ )、 こ れ ら の 転 写 因 子 の 予
測 パ タ ー ン を 確 認 し て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
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　 EDGの 大 多 数 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 EDGの 単 独 で 最 大 の 部 分 集 団 は 転 写 因 子 に 相 当
す る (43遺 伝 子 中 の 13個 )。 13転 写 因 子 の う ち 4個 の 、 ETS1、 SPI1、 SPIB、 ELF1は etsフ ァ ミ
リ ー に 属 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 い く つ か の ETSタ ン パ ク 質 (ETS1、 ELF1、 PU.1(SPI1)、 SP
I-B)は B細 胞 系 統 で 発 現 し て い る こ と を 示 し た 以 前 の 研 究 と 合 致 す る 。 ETS1ノ ッ ク ア ウ ト
マ ウ ス は 脾 臓 お よ び 末 梢 血 中 の 形 質 細 胞 の 劇 的 な 増 加 を 示 す た め 、 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形
質 細 胞 へ の 移 行 の 間 の ETS1の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 重 要 な ス イ ッ チ で あ る 可 能 性 が あ
る こ と に 注 意 す る の は 興 味 深 い 。 さ ら に 、 SPI1(PU.1)は Blimp-1 + 胚 中 心 扁 桃 B細 胞 お よ び
形 質 細 胞 の IRF4と 相 互 作 用 す る が 、 こ こ に 示 す デ ー タ は 、 IRF4は 形 質 細 胞 の 移 行 に お い て
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 一 方 、 SPI1は 扁 桃 お よ び 骨 髄 形 質 細 胞 で 停 止 さ れ る こ と を 示 し
て い る こ と は 興 味 深 い 。 こ の よ う に 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 転 写 因 子 の etsフ ァ ミ リ ー は 造
血 に 重 要 で あ る こ と 、 お よ び 少 な く と も 4個 の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン が 形 質 細 胞 の 最 終 分 化 に お い て 重 要 な 現 象 に 見 え る こ と を 支 持 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 細 胞 骨 格 遺 伝 子 ビ ン キ ュ リ ン (VCL)と MAPキ ナ ー ゼ 相 互 作 用 セ リ ン /ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ 1
遺 伝 子 (MKNK1)は 新 規 の EDGに 相 当 す る 。 ビ ン キ ュ リ ン は F-ア ク チ ン を 膜 に 固 定 す る 機 能 を
持 つ と 考 え ら れ る 一 方 、 MKNK1は eIF4Gへ の 結 合 に よ る eIF4F複 合 体 へ の 動 員 後 に eIF4eを リ
ン 酸 化 す る ERK基 質 で あ る 。 こ れ ら の 2個 の 遺 伝 子 は 、 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移
行 に お い て は 停 止 さ れ た が 、 骨 髄 形 質 細 胞 で は 再 活 性 化 さ れ た 。 MYC前 発 癌 遺 伝 子 も ま た
扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 に お い て 劇 的 な ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し 、 骨
髄 形 質 細 胞 で の 再 活 性 化 を 伴 っ た 。 こ れ ら の 2個 の 遺 伝 子 が MYCに よ っ て 直 接 ま た は 間 接 に
調 節 さ れ て い る か ど う か を 理 解 す る こ と は 重 要 に な る 。 PRDF1-BF1が 形 質 細 胞 の 生 成 を 促
進 す る 機 構 の 1つ が MYCの 抑 制 で あ り 、 そ れ に よ っ て B細 胞 が 細 胞 周 期 を 出 て 最 終 分 化 を 受
け る こ と を 可 能 に す る 。 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 に お い て MYCの 消 失 を 示 し た
本 研 究 は こ の デ ー タ と 合 致 す る 。 骨 髄 形 質 細 胞 に お け る MYCの 、 高 度 に 増 殖 性 で あ る 芽 細
胞 と 思 わ れ る 扁 桃 B細 胞 で 見 ら れ る の と 同 程 度 の レ ベ ル ま で の 再 活 性 化 は 、 解 決 さ れ て い
な い が MYCが 二 重 の 役 割 を 有 す る こ と を 示 唆 す る 。  
　 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 と 同 様 に 、 転 写 因 子 の 大 多 数 は 扁 桃 か ら 骨 髄 形 質
細 胞 へ の 移 行 に お い て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 BCL6遺 伝 子 は 、 有 意 な EDGの 上 位 50個
に は 入 ら な い が 、 LDGの 上 位 50個 の リ ス ト に は 含 ま れ た 。 BCL6は 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細
胞 へ 発 現 の 漸 減 を 示 し た が (表 10を 参 照 )、 そ の 後 に 骨 髄 形 質 細 胞 で 発 現 の 劇 的 な 消 失 が あ
っ た 。 別 の 転 写 因 子 で あ る myb様 遺 伝 子 MYBL1、 お よ び MADSボ ッ ク ス 因 子 MEF2B、 も ま た 骨
髄 形 質 細 胞 で 停 止 さ れ 、 形 質 細 胞 分 化 の 最 終 段 階 の 主 要 な 調 節 因 子 で あ る 可 能 性 が あ る 。
転 写 伸 長 因 子 TCEA1は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た が 存 在 し つ づ け た 。 BMI1は 、 発 生 を 通 じ
て HOX遺 伝 子 を 抑 制 す る こ と に よ っ て 体 節 の 同 一 性 を 調 節 す る 脊 椎 動 物 Polycomb複 合 体 の
メ ン バ ー で あ る が 、 す べ て の 群 に わ た っ て 発 現 に 有 意 な 漸 増 を 示 し た 。 BMI1は 、 当 初 は B
細 胞 リ ン パ 腫 の 誘 導 に お い て 遺 伝 子 導 入 c-Mycと 協 同 す る と し て 発 見 さ れ た 、 マ ウ ス Bmi-1
前 発 癌 遺 伝 子 の ヒ ト ホ モ ロ グ で あ る こ と は 注 意 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 転 写 因 子 の 発 現 レ ベ ル に お け る 変 化 は 、 形 質 細 胞 分 化 の 最 も 著 し い 特 徴 に あ た る と す る
と 、 こ こ で 発 見 さ れ た さ ま ざ ま な ク ラ ス の 転 写 因 子 に よ っ て 進 め ら れ る 転 写 調 節 の 異 な る
経 路 を 解 明 す る こ と は 興 味 深 い 。 こ の こ と は 、 全 体 的 な 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び ベ イ
ズ ネ ッ ト ワ ー ク の よ う な 洗 練 さ れ た デ ー タ マ イ ニ ン グ 手 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 実 施 例 1 6お よ び 17は 、 全 体 的 な  遺 伝 子 発 現  プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 用 い て B細 胞 発 生 段 階
に 基 づ く 多 発 性 骨 髄 腫 の 分 類 の 確 立 を 記 載 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 を 上 記 で 報 告 し た EDGお よ び LDGに 関 し て 分 類 す る た め に 、 74例 の 新 た に 診

10

20

30

40

50

(48) JP 2005-512557 A 2005.5.12

実 施 例 16
多 発 性 骨 髄 腫 と B細 胞 発 生 の さ ま ざ ま な 段 階 の 細 胞 と の 間 で 同 様 の 発 現 で あ る 遺 伝 子 の 同
定



断 さ れ た 多 発 性 骨 髄 腫 、 7試 料 の 扁 桃 B細 胞 、 7試 料 の 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び 7試 料 の 骨 髄 形
質 細 胞 を 、 上 で 開 示 し た 359個 の EDGお よ び 500個 の LDGに わ た っ て 変 動 を 調 べ た 。 す べ て の
試 料 に わ た っ て 最 も 有 意 な 変 動 を 示 し た 上 位 50個 の EDGを 、 骨 髄 腫 に 関 す る 初 期 分 化 遺 伝
子 (EDG-MM)と 定 義 し た ;同 様 に 、 す べ て の 試 料 に わ た っ て 最 も 有 意 な 変 動 を 示 し た 上 位 50
個 の LDGを 、 骨 髄 腫 -1に 関 す る 後 期 分 化 遺 伝 子 (LDG-MM1)と し て 特 定 し た 。 LDG-MM1を 500個
の LDGか ら 除 外 し 、 そ の 後 に 残 り の 遺 伝 子 に つ い て 変 動 に 関 す る 一 元 配 置 分 散 分 析 を 適 用
す る こ と で 、 骨 髄 形 質 細 胞 と 多 発 性 骨 髄 腫 と の 間 で 類 似 性 を 示 す 上 位 50個 の 遺 伝 子 を 特 定
し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は LDG-MM2と 定 義 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 上 位 50個 の EDG-MMの 中 で (表 13)、 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ の 移 行 に お い て ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 18個 の 遺 伝 子 が 、 扁 桃 B細 胞 で 見 ら れ る レ ベ ル 以 下 へ の ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 。 残 り の 32個 の EDG-MMは 逆 の プ ロ フ ァ イ ル を 示 し 、 そ こ で は こ
れ ら の 遺 伝 子 は 扁 桃 B細 胞 か ら 形 質 細 胞 へ の 移 行 に お い て は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た が
、 多 発 性 骨 髄 腫 に お い て は 扁 桃 B細 胞 様 の 発 現 を 示 し た 。 表 13で は 、 遺 伝 子 発 現 は 5段 階 の
可 能 な レ ベ ル の う ち の 1つ と し て 記 載 さ れ た 。 非 存 在 絶 対 評 定 (AAC)は 、 検 出 不 能 か ま た は
存 在 し な い 遺 伝 子 転 写 産 物 を 示 し 、 「 -」 と 定 義 し た 。 群 内 の す べ て の 試 料 に つ い て 、 遺
伝 子 転 写 産 物 が 存 在 し て 平 均 差 (AD)<1000で あ っ た 場 合 は 発 現 レ ベ ル は 「 +」 、 1000≦ AD<5
000の 場 合 は 「 ++」 、 5000≦ AD<10,000の 場 合 は 「 +++」 、 AD≧ 10,000の 場 合 は 「 ++++」 と
定 義 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 EDG-MMを 定 義 す る 最 も 著 し い 遺 伝 子 の 1つ は サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ 8(CDK8)で あ っ て
、 扁 桃 B細 胞 で は 存 在 し な か っ た が 扁 桃 お よ び 骨 髄 形 質 細 胞 で は 極 端 に 高 い レ ベ ル ま で ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ そ の 後 事 実 上 す べ て の 多 発 性 骨 髄 腫 症 例 で 再 び 停 止 さ れ た こ と が 見
出 さ れ た 。 有 糸 分 裂 サ イ ク リ ン は 扁 桃 B細 胞 (++)か ら 扁 桃 形 質 細 胞 (+)へ そ し て 骨 髄 形 質 細
胞 (-)へ 発 現 に 漸 減 を 示 し 、 一 方 、 多 発 性 骨 髄 腫 症 例 は 、 骨 髄 様 の レ ベ ル か ま た は 扁 桃 B細
胞 レ ベ ル の い ず れ か を 示 し た 。 本 研 究 に 用 い た 扁 桃 B細 胞 は 高 度 に 増 殖 性 で あ る 芽 細 胞 に
相 当 す る 可 能 性 が 高 い こ と を 考 え る と 、 同 様 の レ ベ ル を 有 す る 多 発 性 骨 髄 腫 症 例 は 本 疾 患
の 増 殖 性 の 型 を 示 唆 す る 可 能 性 が あ る 。 上 位 50個 の EDG-MMの う ち 合 計 27個 が 多 発 性 骨 髄 腫
に お い て 変 動 性 を 示 さ ず 、 す な わ ち 、 す べ て の 多 発 性 骨 髄 腫 お よ び 扁 桃 B細 胞 試 料 が 同 様
の 発 現 レ ベ ル を 示 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 上 位 50個 の LDG-MM1(表 14)の う ち 大 多 数 （ 50個 中 34個 ） が 、 扁 桃 形 質 細 胞 か ら 骨 髄 形 質
細 胞 へ の 移 行 か ら ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 遺 伝 子 で あ っ た が 、 多 発 性 骨 髄 腫 で は
扁 桃 形 質 細 胞 レ ベ ル へ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 。 LDG-MM1に つ い て 見 ら れ た 全
体 の パ タ ー ン は 、 EDG-MMに つ い て 見 ら れ た も の の 逆 で あ り 、 そ こ で は そ れ ら の 遺 伝 子 の 大
多 数 が 扁 桃 B細 胞 か ら 形 質 細 胞 へ ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し 多 発 性 骨 髄 腫 で は 扁 桃 B細
胞 様 の レ ベ ル へ の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 。 最 も 劇 的 に 変 化 し た LDG-MM1は 、 cxc
ケ モ カ イ ン で あ る SDF1、 PF4、 お よ び PPBPの 、 す べ て の 多 発 性 骨 髄 腫 に お け る 検 出 可 能 な
転 写 産 物 の 完 全 な 非 存 在 と は 対 照 的 な 、 骨 髄 形 質 細 胞 に お け る 大 幅 な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン で 見 ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 SDF1の 異 な る 領 域 を 調 べ る 2組 の 別 々 で 異 な る プ ロ ー
ブ セ ッ ト (登 録 番 号 L36033お よ び U19495)が 同 一 の パ タ ー ン を 示 す こ と が 見 出 さ れ た と い う
事 実 に よ っ て 妥 当 性 が 確 認 さ れ る 。 RB1腫 瘍 抑 制 因 子 遺 伝 子 は 、 扁 桃 形 質 細 胞 (+)か ら 骨 髄
形 質 細 胞 (++)へ の 移 行 に お い て 有 意 な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し 、 多 発 性 骨 髄 腫 で は
い ず れ か の 細 胞 型 と 一 致 す る レ ベ ル を 示 し た 。 EDG-MMに つ い て と は 異 な り 、 上 位 50個 の LD
G-MM1の う ち 15個 だ け が 多 発 性 骨 髄 腫 集 団 内 で 変 動 性 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 骨 髄  形 質 細 胞 と 多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団  と の 間 の 類 似 性 を 示 す LDG-MM2 遺 伝 子  (表 15
)は 、 す べ て の 遺 伝 子 が 多 発 性 骨 髄 腫 の 中 で 変 動 性 を 示 し 、 そ の 変 動 性 は た と え ば ア ポ ト
ー シ ス 阻 害 因 子  BIKの よ う に 劇 的 で あ り う る こ と を 明 ら か に し た 。 EDG-MMお よ び LDG-MM1
で 見 ら れ る も の と は 異 な り 、 LDG-MM2の 大 き な ク ラ ス は 代 謝 に 関 与 す る 酵 素 を コ ー ド す る
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遺 伝 子 に 相 当 し 、 そ の 大 多 数 が グ ル コ ー ス 代 謝 に 関 与 し た 。
【 表 １ ３ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(50) JP 2005-512557 A 2005.5.12



【 表 １ ３ － ２ 】
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【 表 １ ３ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ ３ － ４ 】
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【 表 １ ４ － １ 】
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【 表 １ ４ － ２ 】
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【 表 １ ４ － ３ 】
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【 表 １ ５ － １ 】
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【 表 １ ５ － ２ 】
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【 表 １ ５ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　 多 発 性 骨 髄 腫 (MM)で 見 ら れ る 遺 伝 子 発 現 の 変 動 性 を 、 疾 患 の 部 分 集 団 を 識 別 す る の に 用
い る こ と が で き る か ど う か を 確 か め る た め 、 階 層 的 な ク ラ ス タ ー 分 析 を 、 74試 料 の 新 た に
診 断 さ れ た MM、 7試 料 の 扁 桃 B細 胞 、 7試 料 の 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び 7試 料 の 骨 髄 試 料 に つ い
て 、 EDG-MM(図 12)、 LDG-MM1(図 13)、 お よ び LDG-MM2(図 14)を 用 い て 実 施 し た 。  50個 の EDG
-MMの う ち 30個 を 用 い て 、 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ を す べ て の 試 料 に 適 用 し た 。 合 計 20個 の
遺 伝 子 は 最 大 値 － 最 小 値 ＜  2.5で 除 外 さ れ た 。 上 位 50個 の EDG-MMの う ち 多 数 が MMの 全 体 で
変 動 性 を 示 さ ず 、 し た が っ て MM部 分 集 団 を 識 別 す る の に 用 い る こ と が で き な か っ た た め 、
こ の 群 に つ い て こ の 除 外 を 実 施 し た 。 50個 の LDG-MM1お よ び 50個 の LDG-MM2を 用 い て 試 料 を
ク ラ ス タ ー 化 す る の に 、 同 様 の ク ラ ス タ リ ン グ 方 法 を 採 用 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 次 い で 、 MM症 例 の 扁 桃 B細 胞 と の 、 ま た は 扁 桃 お よ び 骨 髄 形 質 細 胞 と の ク ラ ス タ リ ン グ
を 、 遺 伝 子 発 現 に 定 義 さ れ る MM部 分 集 団 と 相 関 さ せ る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る た
め 、 扁 桃 B細 胞 試 料 と の MM試 料 ク ラ ス タ リ ン グ を 調 べ た (表 16)。 こ の デ ー タ は 、 扁 桃 B細 胞
試 料 と 密 に ク ラ ス タ リ ン グ し た MM症 例 の う ち 、 22例 中 13例 は MM4部 分 集 団 に 属 し 、 MM4の 全
症 例 の う ち の 大 多 数 を 占 め た (MM4試 料 18例 中 の 13例 )こ と を 示 し た 。 遺 伝 子 発 現 に 定 義 さ
れ る MM部 分 集 団 の 、 LDG-MMに 定 義 さ れ る ク ラ ス タ ー 分 布 は 、 扁 桃 形 質 細 胞 試 料 と ク ラ ス タ
リ ン グ し た MM28試 料 の う ち 14試 料 が MM3部 分 集 団 に 属 し た (MM3試 料 15例 中 の 14例 )と い う 点
で 劇 的 に 異 な っ た 。 LDG-MM2も ま た 、 こ の ク ラ ス タ ー の 20例 の MMの う ち 14例 が MM2部 分 集 団
に 属 し た (MM2の 21例 中 の 14例 )と い う 点 で MM部 分 集 団 と 強 い 相 関 を 示 し た 。 こ の よ う に 、 M
Mの MM4、 MM3、 お よ び MM2亜 型 は そ れ ぞ れ 、 扁 桃 B細 胞 、 扁 桃 形 質 細 胞 、 お よ び 骨 髄 形 質 細
胞 と 類 似 性 を 有 し た 。 MM1は こ こ で 試 験 し た 対 応 す る 正 常 細 胞 と 強 い 相 関 を 何 も 有 し な い
唯 一 の 部 分 集 団 を 表 し 、 こ の 分 類 は 未 発 見 の 独 自 の 特 徴 を 有 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 正 常 細 胞 ク ラ ス タ ー 群 に お け る 4つ の MM部 分 集 団 の 分 布 を 次 に 調 べ た (表 17)。 結 果 は 、
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実 施 例 17
EDG-MM、 LDG-MM1、 LDG-MM2に つ い て の 階 層 的 ク ラ ス タ ー 分 析 は 多 発 性 骨 髄 腫 の 発 生 段 階 に
基 づ く 分 類 を 明 ら か に す る



す べ て の MM3症 例 が 分 類 可 能 で あ っ た 一 方 、 6例 の MM1、 5例 の MM2、 お よ び 3例 の MM4が 3回 の
ク ラ ス タ ー 分 析 の ど の 正 常 細 胞 群 と も ク ラ ス タ ー 化 し な か っ た こ と を 示 し た 。 ク ラ ス タ ー
化 が 可 能 で あ っ た す べ て の 試 料 で 、 遺 伝 子 発 現 に 定 義 さ れ る 部 分 集 団 と 正 常 細 胞 型 と の 間
に 、 MM1を 除 い て 強 い 相 関 が あ っ た 。 デ ー タ は ま た 、 3例 の MM1、 2例 の MM2、 4例 の MM3、 お
よ び 1例 の MM4が 2つ の 群 に ク ラ ス タ ー 化 し た の が 見 出 さ れ た こ と を 示 す 。 3つ の 群 に 入 る の
が 見 つ か っ た 試 料 は 無 く 、 2つ の 正 常 群 と ク ラ ス タ リ ン グ す る 試 料 の す べ て は 常 に 、 隣 接
す る 、 時 間 的 に 適 当 な 群 に 入 っ て い た 。 P241は 骨 髄 形 質 細 胞 群 と 扁 桃 B細 胞 群 に ク ラ ス タ
ー 化 し た 点 で 例 外 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 EDG-MMの う ち の 1つ が サ イ ク リ ン B1(CCNB1)(表 13)で あ る こ と が 発 見 さ れ た た め 、 MM4で
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 最 近 見 出 さ れ た 一 群 の 増 殖 関 連 遺 伝 子 を 、 MMの い わ ゆ る
扁 桃 B細 胞 様 型 と し て の MM4の 分 類 を 進 め ま た 妥 当 性 を 確 認 す る の に 用 い る こ と が で き る か
ど う か を 調 べ た 。 CCNB1、 CKS1、 CKS2、 SNRPC、 EZH2、 KNSL1、 PRKDC、 お よ び PRIM1の 発 現
パ タ ー ン の ボ ッ ク ス プ ロ ッ ト は 、 試 験 し た す べ て の 群 に わ た る 有 意 差 を 、 扁 桃 B細 胞 と MM4
の 間 の 強 い 有 意 な 相 関 と 共 に 示 し た (図 15)。 こ の 分 析 に つ い て い く つ か の 重 要 な 観 察 が な
さ れ た 。 す べ て の 遺 伝 子 に つ い て 、 SNRPCを 例 外 と し て 、 扁 桃 B細 胞 か ら 扁 桃 形 質 細 胞 へ そ
し て 骨 髄 形 質 細 胞 へ の 移 行 に お い て 発 現 に 漸 減 が 見 ら れ た 。 さ ら に 、 PRIM1に つ い て 著 し
い 相 関 が 観 察 さ れ た (図 15)。 PRIM1発 現 は 群 全 体 に わ た っ て 有 意 に 差 が あ っ た が (P=4.25x1
0 - 5 )、 扁 桃 B細 胞 と MM4の 間 (Wilcoxonの 順 位 和 [WRS]P=0.1)、 ま た は 扁 桃 形 質 細 胞 と MM3の
間 (WRS P=0.6)に 差 は 存 在 し な い 。 形 質 細 胞 分 化 を 進 め る お よ び ／ ま た は 維 持 す る こ と に
お け る い く つ か の 転 写 因 子 の 重 要 な 機 能 を 考 慮 し て 、 こ れ ら の 因 子 が 試 験 対 象 の 群 に わ た
っ て 発 現 変 化 を 示 し た か ど う か を 決 定 し た 。 他 の 因 子 は 有 意 な 変 化 を 示 さ な か っ た が 、 XB
P1(図 15)は 予 測 通 り 、 扁 桃 B細 胞 と 扁 桃 形 質 細 胞 と の 間 で 非 常 に 大 き な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン を 示 し た 。 し か し 、 そ の 遺 伝 子 は 骨 髄 形 質 細 胞 で 減 少 を 、 ま た 4つ の MM部 分 集 団 に
わ た っ て 漸 減 を 示 し 、 MM4で 最 低 レ ベ ル を 示 し た (P=3.85x10 - 1 0 )。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 従 来 の 形 態 学 的 特 性 に 基 づ い て 、 形 質 細 胞 は 均 一 な 最 終 段 階 の 細 胞 型 を 表 す と 考 え ら れ
て き た 。 し か し 、 こ こ で 開 示 す る 表 現 型 分 析 お よ び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 異 な
る 器 官 か ら 単 離 さ れ た 形 質 細 胞 は 発 生 の 異 な る 段 階 に 属 す る と 考 え る こ と が で き る こ と を
実 証 し た 。 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 は 骨 髄 に 由 来 し 、 正 常 最 終 分 化 し た 骨 髄 形 質 細 胞 の 形 質
転 換 し た 対 応 物 を 表 す と 考 え ら れ て い る 。 し か し 、 生 存 に お け る 劇 的 な 違 い は 、 数 ヶ 月 か
ら 10年 を 超 え る ま で の 幅 を 取 り う る が 、 多 発 性 骨 髄 腫 が 疾 患 の い く つ か の 亜 型 の 集 団 を 表
す 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 す る 。 従 来 の 臨 床 検 査 値 は 、 適 当 な リ ス ク 層 化 を 可 能 に す る 十
分 な 頑 健 性 で 、 異 な る 疾 患 亜 型 を 分 離 す る こ と に つ い て は 特 に 有 用 で は な か っ た 。 さ ら に
、 同 様 の 非 ラ ン ダ ム 反 復 性 染 色 体 転 座 に 基 づ い た 白 血 病 お よ び リ ン パ 腫 の 分 類 に お け る 業
績 と は 異 な り 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 極 端 な 核 型 の 不 均 一 性 は 、 本 疾 患 の 分 子 機 構 を 理 解 す る 試
み お よ び 分 類 予 測 を 事 実 上 不 可 能 に し て き た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 こ こ に 示 す 研 究 で は 、 多 数 の EDGお よ び LDGが 高 度 に 変 動 す る 発 現 を 多 発 性 骨 髄 腫 で 示 す
こ と が 明 ら か に な り 、 多 発 性 骨 髄 腫 が 発 生 段 階 に 基 づ く 分 類 に 従 う 可 能 性 が あ る こ と を 示
唆 し た 。 本 研 究 の 結 果 か ら 、 多 発 性 骨 髄 腫 は 実 際 に 、 B細 胞 分 化 の 異 な る 段 階 を 表 す 細 胞
と の 遺 伝 子 発 現 に お け る 類 似 性 に 基 づ い て 分 類 す る こ と が で き る よ う に 見 え る 。 こ の 発 生
に 基 づ く シ ス テ ム は 、 上 記 で 報 告 し た 遺 伝 子 発 現 に 基 づ く シ ス テ ム と 組 み 合 わ せ て 、 発 生
に 基 づ く シ ス テ ム の 妥 当 性 の 決 定 的 な 確 認 を 表 す 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 近 年 の 研 究 は 、 MM3が 本 疾 患 の 扁 桃 形 質 細 胞 様 型 を 表 す と い う 仮 説 に 支 持 を 提 供 す る 。 1
50例 の 新 た に 診 断 さ れ た 患 者 （ こ こ に 記 載 の 74例 を 含 む ） に つ い て の U95Av2GeneChipを 用
い た マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 第 13染 色 体 欠 失 の 分 析 と 合 わ せ て 、 RB1転 写 産
物 と 第 13染 色 体 の モ ノ ソ ミ ー ま た は 部 分 欠 失 の い ず れ か と の 間 に 有 意 な 繋 が り を 明 ら か に
し た (未 出 版 デ ー タ )。 こ れ ら の 研 究 で 、 第 13染 色 体 欠 失 を 有 す る か ま た は 有 し な い い く つ
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か の 多 発 性 骨 髄 腫 の 症 例 が 、 正 常 扁 桃 形 質 細 胞 で 見 ら れ る の と 同 様 の レ ベ ル で RB1転 写 産
物 を 有 し た こ と が 観 察 さ れ た 。 RB1を 含 む 細 菌 人 工 染 色 体 Ｂ Ａ Ｃ の FISH分 析 は 、 こ れ ら の
症 例 が RB1遺 伝 子 座 の 中 間 部 欠 失 を 有 し な い こ と を 示 し た 。 RB1が LDG-MM1で あ る こ と が 分
か っ た こ と を 考 慮 し て 、 RB1の 低 レ ベ ル が 扁 桃 形 質 細 胞 様 MM、 す な わ ち MM3と 関 連 し て い る
可 能 性 が あ る か ど う か を 調 べ た 。 RB1の AD値 が <1100(RB1の AD値 は 試 験 し た 正 常 骨 髄 形 質 細
胞 35試 料 で 1100以 上 で あ っ た )で あ る 多 発 性 骨 髄 腫 35例 に つ い て 、 74%が MM3分 類 に 属 し た
。 対 照 的 に 、 13番 欠 失 が 無 く RB1の AD値 が 1100よ り 大 で あ る 多 発 性 骨 髄 腫 の 38例 の う ち 、 2
1%だ け が MM3亜 型 に 属 し た (未 出 版 デ ー タ )。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 こ こ に 開 示 す る 細 胞 発 生 に 基 づ く 分 類 と 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 基 づ く 分 類 と の
間 に は 有 意 な 結 び つ き が あ る が 、 予 想 通 り に MM4症 例 の 大 多 数 が 扁 桃 B細 胞 -ク ラ ス タ ー 部
分 集 団 に 属 し た が 、 5例 の MM3、 1例 の MM2、 お よ び 3例 の MM1も ま た こ の ク ラ ス タ ー に 入 っ た
の が 分 か っ た と い う 点 で 例 外 が あ る 。 遺 伝 子 発 現 に 定 義 さ れ る 1つ の 部 分 集 団 内 の 症 例 を
、 正 常 細 胞 に 定 義 さ れ る 2つ の ク ラ ス タ ー に 分 類 す る こ と が で き る と い う 認 識 は 、 こ れ ら
の 症 例 が 異 な る 臨 床 転 帰 を 伴 う 中 間 の 特 徴 を 有 し う る こ と を 示 唆 す る 。 監 視 さ れ な い 遺 伝
子 発 現 に 基 づ く シ ス テ ム ま た は 発 生 段 階 に 基 づ く シ ス テ ム が 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ で 、 頑
健 な リ ス ク 層 化 シ ス テ ム を 創 造 す る こ と が で き る か ど う か を 調 べ る こ と は 興 味 深 い 。 こ の
こ と は 、 診 断 で プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 実 施 し て い る 、 150例 を 超 え る 一 律 に 治 療 し た 多 発 性
骨 髄 腫 症 例 に つ い て 、 十 分 な 追 跡 時 間 を 与 え る こ と に よ っ て 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 MM1は 、 本 研 究 で 分 析 し た 正 常 細 胞 型 の ど れ と も 強 い 類 似 性 を 欠 い た 唯 一 の 、 遺 伝 子 発
現 に 定 義 さ れ る 部 分 集 団 で あ っ た 。 MM1が 、 異 な る 型 の 形 質 細 胞 を 表 す こ と が 最 近 示 さ れ
て い る 粘 膜 由 来 形 質 細 胞 ま た は 末 梢 血 形 質 細 胞 の い ず れ か と 類 似 し て い る 可 能 性 は あ る 。
将 来 の 研 究 は 、 こ の 亜 型 に 発 生 段 階 の 位 置 を 与 え る こ と を 目 標 と す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 の 低 増 殖 性 の 性 質 は 、 1%を ほ と ん ど 超 え る こ と が な い ク ロ ー ン 性 形 質 細 胞
の 標 識 指 数 と 共 に 、 多 発 性 骨 髄 腫 は 形 質 転 換 し て 増 殖 性 で あ る 、 最 終 分 化 し た 形 質 細 胞 に
分 化 す る 前 駆 細 胞 か ら 生 じ る 腫 瘍 で あ る と い う 仮 説 に 結 び つ い て い る 。 IgM配 列 に 結 合 し
た 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 由 来 VDJを IgG-お よ び IgA-分 泌 性 多 発 性 骨 髄 腫 に お い て 転 写 す る
骨 髄 B細 胞 集 団 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 他 の 調 査 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 に お け る ク ロ
ー ン 原 性 細 胞 は 、 ス イ ッ チ 前 で あ る が 体 細 胞 突 然 変 異 し た 、 ク ロ ー ン 内 変 動 を 欠 く B細 胞
か ら 生 じ る こ と を 示 し て い る 。 こ の 仮 説 は 、 ク ロ ー ン 形 質 の Ig重 鎖 VDJ再 構 成 を 多 発 性 骨
髄 腫 形 質 細 胞 と 共 有 す る 循 環 B細 胞 の 高 い 頻 度 を 検 出 す る た め の 、 単 一 細 胞 お よ び in situ
逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 最 近 の 使 用 に よ っ て 支 持 さ れ る 。 研 究 は ま た 、 こ れ ら
の 前 駆 細 胞 が 疾 患 の 展 開 の 媒 介 患 者 生 存 へ の 影 響 に 関 与 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 の 部 分 集 団 と B細 胞 分 化 の 後 期 の さ ま ざ ま な 段 階 を 表 す 細 胞 と の 間 の 遺 伝
子 発 現 パ タ ー ン の 関 連 は 、 MM4と MM3は い わ ゆ る 「 多 発 性 骨 髄 腫 幹 細 胞 」 に 起 源 を 有 す る 可
能 性 が あ る と い う 点 で 上 記 の 仮 説 を さ ら に 支 持 す る 。 こ の 仮 説 は 、 MM3お よ び MM4患 者 の 扁
桃 ま た は リ ン パ 節 ま た は 末 梢 血 か ら B細 胞 を 単 離 し 、 そ れ ら を Tarte et al. (2002)に よ っ
て 記 載 さ れ た 新 し い 方 法 を 用 い て in vitroで 形 質 細 胞 に 分 化 さ せ 、 次 い で 分 化 し た 集 団 内
で 多 発 性 骨 髄 腫 遺 伝 子 発 現 特 性 の 存 在 に つ い て 試 験 す る こ と に よ っ て に よ っ て 検 証 す る こ
と が で き る 。 多 発 性 骨 髄 腫 幹 細 胞 が B細 胞 の う ち の 少 数 集 団 に 当 た る と し て も 、 従 来 の マ
イ ク ロ ア レ イ を 用 い て で な け れ ば 、 よ り 高 感 度 な 定 量 的 リ ア ル タ イ ム RT-PCRに よ っ て 、 多
発 性 骨 髄 腫 遺 伝 子 発 現 特 性 は 認 識 さ れ う る 。 リ ア ル タ イ ム RT-PCR法 は 、 悪 性 の 多 発 性 骨 髄
腫 形 質 細 胞 を 正 常 形 質 細 胞 か ら 99.5%の 精 度 で 識 別 す る わ ず か 20個 の 遺 伝 子 を 用 い る 発 現
プ ロ フ ァ イ ル モ デ ル が 開 発 さ れ て い る こ と か ら 想 定 さ れ て い る (未 出 版 デ ー タ )。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 こ れ ら の 実 験 の 結 果 に か か わ ら ず 、 形 質 細 胞 分 化 の 分 子 機 構 、 お よ び こ れ ら の 現 象 が ど
の よ う に 多 発 性 骨 髄 腫 の 発 生 お よ び 進 行 と 関 係 す る か を 評 価 す る 上 で 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ
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ァ イ リ ン グ が 極 め て 強 力 な 手 法 と な っ て い る こ と は 明 ら か で あ り 、 そ れ は こ の 現 在 の と こ
ろ 致 死 的 で あ る 疾 患 を 治 療 す る よ り 合 理 的 な 方 法 を 提 供 す る 。
【 表 １ ６ 】
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【 表 １ ７ － １ 】
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【 表 １ ７ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　 関 連 す る 形 質 細 胞 疾 患 で あ る 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 (MGUS)お よ び 多
発 性 骨 髄 腫 (MM)の 分 子 機 構 は ほ と ん ど 分 か っ て い な い 。 さ ら に 、 こ れ ら の 2つ の 疾 患 を 識
別 で き る こ と は 難 し い 可 能 性 が あ る 。 こ れ は 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症
は 良 性 の 形 質 細 胞 過 形 成 で あ る 一 方 、 MMは 一 律 に 致 死 的 な 悪 性 疾 患 で あ る た め 、 重 要 な 臨
床 的 意 味 を 持 つ 。 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 は 、 血 清 ま た は 尿 中 の 単 ク ロ ー ン 性 免
疫 グ ロ ブ リ ン の 検 出 お よ び 基 礎 と な る 形 質 細 胞 /Bリ ン パ 球 ク ロ ー ン の 増 殖 に よ っ て 特 徴 づ
け ら れ る 。 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 患 者 は 最 も 進 行 度 の 低 い 疾 患 を 有
し 、 骨 髄 中 の 検 出 可 能 な 形 質 細 胞 集 団 (<10%)お よ び 血 清 中 へ の 検 出 可 能 な (<30g/L)単 ク ロ
ー ン 性 タ ン パ ク 質 の 分 泌 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る が 、 顕 在 的 な 悪 性 の 臨 床 徴 候 (た と え ば
溶 解 性 骨 病 変 、 貧 血 、 ま た は 高 カ ル シ ウ ム 血 症 )を 欠 く 。 顕 在 性 MMの 患 者 は 骨 髄 形 質 細 胞
の 増 加 (>10%)、 血 清 Mタ ン パ ク 質 の 増 加 (>30g/L)を 有 し 、 お よ び 一 般 的 に 貧 血 、 溶 解 性 骨
病 変 、 高 カ ル シ ウ ム 血 症 、 ま た は 腎 不 全 を 示 す 。  
　 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 全 症 例 の う ち 年 間 に 約 2%が 顕 在 性 の 多 発 性
骨 髄 腫 に 変 化 す る が 、 こ れ ら の 症 例 の う ち ど れ が 変 化 す る か を 予 測 す る の は 事 実 上 不 可 能
で あ る 。 多 発 性 骨 髄 腫 の 臨 床 管 理 に お け る 一 つ の 難 点 は 、 生 存 の 極 端 な 不 均 一 性 で あ っ て
、 わ ず か 2ヶ 月 か ら 8年 を 超 え る ま で の 幅 を 取 る こ と が あ り 、 こ の 変 動 性 の 20%だ け し か 現
在 の 臨 床 検 査 で は 説 明 さ れ な い 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 疾 患 の 分 類 お よ び 層 化 の よ り 頑 健
な 方 法 が 強 く 求 め ら れ て い る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
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実 施 例 18
多 発 性 骨 髄 腫 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 、 お よ び 正 常 形 質 細 胞 を 識 別 す
る 診 断 モ デ ル



　 こ の 実 施 例 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 (MM)、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 お よ び 正
常 形 質 細 胞 を 分 類 す る た め の 、 統 計 お よ び デ ー タ マ イ ニ ン グ の 方 法 論 に つ い て 報 告 す る 。
高 度 に 精 製 し た 形 質 細 胞 に お け る 12,000遺 伝 子 の 発 現 を 、 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ
ク ロ ア レ イ 上 で 分 析 し た 。 全 体 的 な 遺 伝 子 発 現 デ ー タ に 適 用 し た さ ま ざ ま な 方 法 が 、 発 現
変 化 に よ っ て 正 常 と 悪 性 の 形 質 細 胞 を 識 別 す る こ と が で き 、 な ら び に 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン
性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 一 部 を 「 類 似 」 MM、 そ の 他 を 「 非 類 似 」 MMと 分 類 す る こ と が で き
る 一 群 の 遺 伝 子 を 特 定 し た 。 産 物 が た と え ば 接 着 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 と い っ た さ ま ざ ま な
細 胞 過 程 に 関 与 す る 、 こ の 遺 伝 子 の 小 さ い 部 分 集 団 の 極 め て 高 い 予 測 力 は 、 そ れ ら の 調 節
解 除 さ れ た 発 現 が 分 子 診 断 を 行 う 上 で 有 用 で あ る こ と を 証 明 す る だ け で な く 、 MMの 発 生 機
構 お よ び /ま た は 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 の 良 性 の 状 態 か ら 非 常 に 悪 性
で 一 律 に 致 死 的 な MMへ の 変 化 に つ い て の 重 要 な 洞 察 を 提 供 し う る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
こ こ で は 6つ の 異 な る 方 法 を 採 用 し た :ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 、 ツ リ ー 、 サ ポ ー ト ベ ク ト ル マ
シ ン (SVM)、 情 報 利 得 が 最 大 で あ る 20個 の 遺 伝 子 を 用 い た 投 票 者 集 団 (EOV)、 ナ イ ー ブ ベ イ
ズ 、 お よ び ベ イ ズ ネ ッ ト ワ ー ク 。 6つ す べ て の モ デ ル は Affymetrix(version5)高 密 度 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 か ら 得 ら れ た マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ に つ い て 実 行 し た
。 未 治 療 MM156試 料 、 34健 常 試 料 、 お よ び 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 と さ
れ た 32試 料 を 比 較 し た 。 Affymetrixソ フ ト ウ ェ ア か ら 入 手 可 能 な 正 規 化 ア ル ゴ リ ズ ム を 用
い た 。 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ の 正 規 化 お よ び 標 準 化 に 関 す る 情 報 は Affymetrixの ウ ェ ブ サ
イ ト か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 2つ の 目 標 を 想 定 し て さ ま ざ ま な 方 法 を 採 用 し た 。 第 1の 目 標 は 、 健 常 試 料 、 意 義 不 明 単
ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 試 料 、 お よ び 悪 性 の MM(多 発 性 骨 髄 腫 )試 料 の 比 較 に お い て
過 剰 発 現 ま た は 低 発 現 が 明 ら か で あ る 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と で あ る 。 第 2の 目 標 は 、 マ イ
ク ロ ア レ イ デ ー タ の 分 析 に 用 い る 最 適 な 方 法 、 具 体 的 に は MGUSお よ び MM患 者 に 由 来 す る 試
料 に つ い て の マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ の 分 析 に 適 用 可 能 な 方 法 を 特 定 す る こ と で あ る 。 こ れ
は 識 別 遺 伝 子 の 同 定 と 、 骨 髄 腫 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 、 お よ び 健 常
試 料 の 間 の 差 を 予 測 し 記 載 す る た め の モ デ ル の 作 成 と を 同 時 に 行 っ た 最 初 の 研 究 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 方 法 の そ れ ぞ れ (お よ び 比 較 の そ れ ぞ れ )に つ い て 、 予 測 誤 差 を 推 定 す る た め 10倍 交 差 検
定 交 差 検 定 を 採 用 し た 。 10倍 交 差 検 定 を 用 い て 、 デ ー タ の 10回 毎 に 1回 を 除 去 し (「 テ ス ト
」 デ ー タ )、 デ ー タ の 残 り 90%(「 訓 練 」 デ ー タ )だ け を 用 い て モ デ ル 全 体 を 作 成 し た 。 テ ス
ト デ ー タ を そ の 後 、 訓 練 モ デ ル で 分 析 し 、 分 類 誤 り が あ れ ば 記 録 し た 。 誤 り 率 は 10回 の 独
立 し た 試 行 の 各 回 か ら の 分 類 誤 り を 集 計 し て 計 算 し た 。 実 験 的 結 果 は 、 10倍 交 差 検 定 は よ
り 一 般 的 な リ ー ブ ワ ン ア ウ ト 交 差 検 定 と 比 べ て 良 い 精 度 推 定 を 与 え る こ と を 示 唆 す る (Koh
avi、 1995)。
【 ０ １ ５ ８ 】

　 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 手 順 は 0と 1の 間 の 数 字 を 与 え る 線 形 モ デ ル を 作 成 す る 。 こ の 値 は 、 た と
え ば 多 発 性 骨 髄 腫 試 料 の 中 に あ る (1に 近 い 予 測 値 )ま た は 正 常 試 料 の 中 に あ る (0に 近 い 予
測 値 )こ と の 予 測 確 率 を 表 す 。 そ の 構 造 は 、 将 来 の 試 料 の 群 成 員 度 を 予 測 す る 上 で の 不 確
実 性 の 知 識 の 余 地 を 与 え る 。 た と え ば 、 新 し い 試 料 は 予 測 確 率 0.53で 分 類 さ れ て 多 発 性 骨
髄 腫 に 分 類 さ れ う る が 、 予 測 確 率 が 0.99で あ る 別 の 試 料 よ り 信 頼 性 は 低 い 。
【 ０ １ ５ ９ 】

　 決 定 樹 誘 導 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 分 類 と 最 も 相 関 し て い る 単 一 の 性 質 を 見 つ け る こ と で 始 ま
る 。 今 の 議 論 の た め に は 、 相 互 情 報 が 用 い ら れ 、 分 類 は 多 発 性 骨 髄 腫 に 対 し 正 常 、 多 発 性
骨 髄 腫 に 対 し 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 血 症 に 対 し 正 常 、 で あ っ た 。 各 性 質 に つ い て 、 ア ル ゴ リ ズ ム は 検 出 お よ び 実 数 値 (
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シ グ ナ ル )の 最 適 分 岐 点 の 情 報 利 得 を 計 算 す る 。 情 報 利 得 は 次 の よ う に 定 義 さ れ る :デ ー タ
セ ッ ト の エ ン ト ロ ピ ー は － plog 2 p－ (1-p)log 2 (1-p)、 こ こ で pは あ る 分 類 の 試 料 の 割 合 で
あ る 。 分 岐 は 1つ の デ ー タ セ ッ ト を 取 り そ れ を 2つ の デ ー タ セ ッ ト に 分 割 す る :特 性 が 分 岐
点 （ ま た は 特 定 の 表 示 値 ） 未 満 の 値 を 有 す る デ ー タ 点 の セ ッ ト お よ び そ の 遺 伝 子 が 分 岐 点
（ ま た は 任 意 の 他 の 表 示 値 ） を 上 回 る デ ー タ 点 の セ ッ ト 。
【 ０ １ ６ ０ 】

　 刈 り 込 み を 行 っ て も 、 決 定 樹 は と き ど き デ ー タ を オ ー バ ー フ ィ ッ ト し う る 。 オ ー バ ー フ
ィ ッ ト を 回 避 す る 一 つ の 方 法 は 、 n個 の 最 も 単 純 な 決 定 樹 を 学 習 し 、 予 測 す べ き 新 し い 例
の そ れ ぞ れ に つ い て こ れ ら の 樹 に 投 票 さ せ る こ と で あ る 。 最 も 単 純 な 決 定 樹 は 決 定 株 で あ
り 、 単 一 の 内 部 ノ ー ド す な わ ち 決 定 ノ ー ド を 有 す る 決 定 樹 で あ る 。 「 投 票 者 集 団 」 (EOV)
手 法 は 、 情 報 利 得 に よ っ て 得 点 を 付 け ら れ た 上 位 20個 の 決 定 株 の 、 重 み づ け を し な い 多 数
決 で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 ナ イ ー ブ ベ イ ズ は 、 す べ て の 特 性 (た と え ば 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル )は 与 え ら れ た 分 類 値 (た
と え ば MMま た は 正 常 )か ら 条 件 付 き 独 立 で あ る と い う (し ば し ば )素 朴 な 仮 定 を 行 う た め そ
の よ う に 名 付 け ら れ て い る 。 こ の 素 朴 な 仮 定 に も か か わ ら ず 、 実 際 に は そ れ は し ば し ば 非
常 に 良 好 に 動 作 す る 。 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 の よ う に 、 ナ イ ー ブ ベ イ ズ は 分 類 値 上 の 確 率 分
布 を 返 す 。 本 モ デ ル は 単 純 に 、 素 朴 な 条 件 付 き 独 立 を 仮 定 し た ベ イ ズ 則 の 形 を 取 る 。
【 ０ １ ６ ２ 】

　 ベ イ ズ ネ ッ ト ワ ー ク  (ベ イ ズ ネ ッ ト )は 、 決 定 樹 と は 非 常 に 異 な っ た 形 の 画 像 的 モ デ ル
で あ る 。 決 定 樹 の よ う に 、 ベ イ ズ ネ ッ ト 中 の ノ ー ド は 特 性 ま た は 変 数 に 対 応 す る 。 分 類 作
業 の た め に は 、 1個 の ノ ー ド は ま た 分 類 変 数 に 対 応 す る 。 ベ イ ズ ネ ッ ト は 変 数 全 体 に わ た
っ て 複 合 確 率 分 布 を 特 定 す る 。 非 循 環 性 の 有 向 グ ラ フ (DAG)で あ る 。 ノ ー ド 間 の ア ー ク は
変 数 間 の 依 存 性 を 特 定 す る 一 方 、 ア ー ク が 存 在 し な い こ と は 条 件 付 き 独 立 を 推 論 す る の に
用 い る こ と が で き る 。 条 件 付 き 独 立 が 存 在 す る 場 合 に は そ れ を 捕 捉 す る こ と に よ っ て 、 ベ
イ ズ ネ ッ ト は 完 全 な 同 時 表 ま た は 他 の 表 示 よ り も は る か に 簡 潔 な 同 時 分 布 の 表 示 を 与 え る
こ と が で き る 。 ベ イ ズ ネ ッ ト モ デ ル を デ ー タ か ら 構 築 す る た め の ア ル ゴ リ ズ ム の 開 発 に つ
い て は 多 く の 現 在 の 研 究 が あ る  (Friedman et al.、 1 999; Murphy、 2001 ; Pe'er et al
.、 2001.)。 ベ イ ズ ネ ッ ト は 分 類 の た め の 際 立 っ た 手 法 で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。  た
と え ば 、  100を 超 え る 参 加 数 の 国 際 デ ー タ マ イ ニ ン グ コ ン テ ス ト で あ る KDD Cup 2001で は
、 ベ イ ズ ネ ッ ト  学 習  ア ル ゴ リ ズ ム で あ る PowerPredictorは マ イ ク ロ ア レ イ  デ ー タ と 強
い 類 似 性 を 持 つ デ ー タ に 関 し て 最 高 の 成 績 で あ っ た  (Cheng et al.、 2000)。 こ れ は 本 研
究 に 採 用 し た ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】

　 サ ポ ー ト ベ ク ト ル マ シ ン (SVM) (Vapnik、 1998; Cristianini and Shawe Taylor、 2000)
は 、 遺 伝 子 発 現 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ に 良 く 適 合 す る こ と が 証 明 さ れ て い る も う 一 つ の 新
し い デ ー タ マ イ ニ ン グ 手 法 で あ る (Brown et al.、 1999; Furey et al.、 2000.)。 最 も 単
純 な 段 階 で は 、 サ ポ ー ト ベ ク ト ル マ シ ン は 2群 の デ ー タ 点 間 に 分 離 直 線 を 見 出 す こ と を 試
み る ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 サ ポ ー ト ベ ク ト ル マ シ ン は 、 2群 の 間 の 幅 、 す な わ ち 分 離 を 最
大 化 す る こ と を 追 求 す る 。 分 離 幅 を 最 大 化 す る こ と は 線 形 プ ロ グ ラ ミ ン グ 手 法 を 用 い て 解
決 し う る 最 適 化 作 業 と 見 な す こ と が で き る 。 「 カ ー ネ ル 法 」 に 基 づ く サ ポ ー ト ベ ク ト ル マ
シ ン は 他 の 機 能 群 に 属 す る 分 離 子 を 効 率 的 に 特 定 す る こ と が で き る 。 一 般 に 用 い ら れ て い
る カ ー ネ ル は ガ ウ ス カ ー ネ ル で あ る 。 に も か か わ ら ず 、 遺 伝 子 発 現 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ
の た め に は 、 単 純 な 線 形 SVMの ほ う が 他 の カ ー ネ ル を 用 い る SVMよ り 良 い 性 能 を 与 え る こ と
が 実 験 的 に く り か え し 実 証 さ れ て い る (Brown et al.、 1999; Furey et al.、 2000)。
【 ０ １ ６ ４ 】
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　 前 述 の 通 り 、 各 モ デ ル は 誤 差 （ 分 類 誤 り ） 率 を 得 る た め 10倍 交 差 検 定 を 用 い て 試 験 し た
。 デ ー タ の 10回 試 行 毎 に 、 試 料 の 10%を 除 き 予 測 モ デ ル を 作 成 し た 。 そ の 後 、 作 成 し た モ
デ ル を 用 い て 、 テ ス ト 試 料 の 群 分 け を 予 測 し 精 度 を 記 録 し た 。 10回 試 行 の す べ て を 完 了 後
、 精 度 値 を 下 記 の 表 に ま と め た (表 18)。
【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ５ 】
　 群 成 員 度 の 予 測 に 関 し て 1つ の 方 法 が 他 よ り 優 れ て い る よ う に は 見 え な い 。 多 発 性 骨 髄
腫 (MM)対 MGUSの 難 し い 分 類 で は 、 投 票 者 集 団 は MGUSを 正 し く 分 類 す る 数 が 最 大 (68.75%)で
あ る が 、 多 発 性 骨 髄 腫 を 正 し く 分 類 す る 数 は 最 小 (57.69%)で あ る 。 ナ イ ー ブ ベ イ ズ を 用 い
る こ と で 、 他 の 方 法 よ り 目 立 っ て 良 く は 見 え な い が 、 最 良 の 分 類 が 得 ら れ る 。 す べ て の 方
法 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 対 正 常 を 非 常 に 良 く 、 ま た MGUS対 正 常 を ほ ぼ 同 程 度 に 分 類 す る こ と が
で き る よ う に 見 え る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 方 法 間 の 精 度 の 違 い を 検 定 す る た め に 、 手 順 の 各 回 に つ い て そ れ ぞ れ の 比 較 の 全 体 と し
て の 正 し い 分 類 率 に 関 し て 対 応 の あ る t検 定 を 実 施 し た 。 MGUS対 多 発 性 骨 髄 腫 の 検 定 で 他
の 方 法 と 比 較 し た 場 合 の EOV以 外 は 方 法 に 有 意 差  (p≦ 0.05) は 無 か っ た 。 対 応 の あ る t検
定 は 、 MGUS対 多 発 性 骨 髄 腫 の 検 定 で 他 の 5つ の モ デ ル と 比 較 し た EOVに つ い て 0.002～ 0.031
の p値 を 与 え る (多 重 比 較 に つ い て 補 正 し て い な い )。 こ の 検 定 に よ る と 、 EOVは 、 上 記 に 示
す 通 り 最 も 正 確 な MGUSの 分 類 方 法 で あ る が 、 正 し い 分 類 の 率 が 有 意 に 低 い 。 2群 の 比 較 で
は 、 こ れ は し ば し ば 感 度 と 特 異 性 の 間 の ト レ ー ド オ フ で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 群 成 員 度 を 予 測 す る モ デ ル を 各 方 法 に つ い て 特 定 し た 。 多 発 性 骨 髄 腫 対 MGUSを 分 類 す る
モ デ ル は 、 多 発 性 骨 髄 腫 対 正 常 (12個 の 固 有 遺 伝 子 )ま た は MGUS対 正 常 (10個 の 固 有 遺 伝 子 )
を 分 類 す る モ デ ル よ り も 多 数 の 重 な り 合 う 遺 伝 子 (17個 の 固 有 遺 伝 子 )を 有 し た 。 こ の こ と
の 可 能 な 説 明 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 と 正 常 試 料 を 識 別 す る 遺 伝 子 は 、 そ の 2群 は 非 常 に 異 な る
た め 、 お そ ら く 多 数 存 在 す る と い う こ と で あ る 。 し か し 、 多 発 性 骨 髄 腫 と MGUSと の 間 の 遺
伝 的 類 似 性 は 、 2群 に わ た っ て 異 な る 遺 伝 子 の 数 が よ り 少 な い こ と に 結 び つ く 。 識 別 遺 伝
子 の こ の 不 足 は 、 ど の よ う な 良 い モ デ ル も 同 じ 限 ら れ た 数 の 遺 伝 子 を 含 む よ う に 制 約 す る
。 特 定 遺 伝 子 の よ り 詳 細 な 考 察 を 結 論 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】

　 方 法 の 予 測 能 力 を 改 善 す る 追 加 段 階 と し て 、 「 メ タ 」 予 測 値  を 計 算 し た 。 ロ ジ ス テ ィ
ッ ク 回 帰 、 サ ポ ー ト ベ ク ト ル マ シ ン 、 お よ び ベ イ ズ ネ ッ ト 手 順 の 各 回 に つ い て 、 限 界 予 測
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群 を 計 算 し 、 そ の 後 に 最 多 得 票 群 と し て 最 終 予 測 を 与 え た 。 試 料 は 、 あ る 群 を 3つ の 方 法
の う ち 少 な く と も 2つ が 予 測 す る 場 合 に そ の 群 に 分 類 さ れ る 。 計 算 は メ タ 投 票 手 順 が 結 果
を 改 善 し な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ６ ９ 】

　 受 信 者 操 作 特 性 (ROC)曲 線 は 、 感 度  (よ り 重 症 の 群 へ の 正 し い 予 測 )と 特 異 性 (よ り 軽 症
の 群 へ の 正 し い 予 測 )と の 間 の 関 係 を 示 す 。 図 16は MM (多 発 性 骨 髄 腫 ) 対 MGUS 分 類 の 比 較
に 関 す る 受 信 者 操 作 特 性 曲 線 を 与 え る 。 難 し い 比 較  (多 発 性 骨 髄 腫 対 MGUS)は す べ て の 方
法 に と っ て 困 難 で あ る 。 た と え ば 、  ナ イ ー ブ ベ イ ズ は 高 い 感 度 を 持 つ が 低 い 特 異 性 の 代
償 と し て で あ る 。 平 凡 な 特 異 性 の 値 の た め に さ え 、 感 度 は 非 常 に 急 速 に 低 下 す る 。 い ず れ
か の 方 法 で 高 感 度 を 得 る た め に  (す な わ ち 、 多 発 性 骨 髄 腫 の 偽 陽 性 を 非 常 に 少 な く す る た
め に )、 MGUSを 正 確 に 予 測 す る 能 力  (特 異 性 )を 比 較 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】

　 多 発 性 骨 髄 腫 と 正 常 試 料 を 異 な る 群 に 分 類 す る モ デ ル は 、 臨 床 デ ー タ に 基 づ い て ど ち ら
の 群 に も 明 瞭 に 入 ら な い 試 料 に つ い て の 予 測 モ デ ル と し て 用 い る こ と も で き る 可 能 性 が あ
る 。 概 し て 、 MGUS試 料 は 臨 床 的 に 健 康 で あ り (免 疫 グ ロ ブ リ ン の 高 レ ベ ル 以 外 は )、 し か し
遺 伝 子 的 に は 悪 性 に 見 え る 。 多 発 性 骨 髄 腫 対 正 常 モ デ ル を MGUS試 料 に 適 用 す る こ と は 、 MG
US試 料 が ど の 群 に よ り 近 く 見 え る か に つ い て の 知 識 を 与 え る 。 表 19は 、 多 発 性 骨 髄 腫 を 正
常 試 料 と 比 較 し た モ デ ル に 基 づ く MGUS試 料 の 多 発 性 骨 髄 腫 群 お よ び 正 常 群 へ の 予 測 分 布 を
提 供 す る 。 平 均 し て 、 約 90%の MGUS試 料 が 多 発 性 骨 髄 腫 と 分 類 さ れ 、 約 10%が 正 常 と 分 類 さ
れ る 。 こ の こ と の 理 由 と し て 可 能 な の は 、 正 常 と 分 類 さ れ る 10%は よ り 長 い 生 存 期 間 と よ
り 低 い 疾 患 進 行 を 持 つ 可 能 性 が あ る と い う こ と で あ る 。 に も か か わ ら ず 、 MGUSの 多 発 性 骨
髄 腫 と の 類 似 性 (MGUS無 し で 得 ら れ た モ デ ル で さ え )は 、 MGUSが 実 際 に 遺 伝 的 に 正 常 献 体 よ
り 多 発 性 骨 髄 腫 と は る か に 類 似 し て い る と い う こ と に 追 加 の 証 拠 を 与 え る 。 2分 群 の 予 測
お よ び 2極 群 へ の MGUS試 料 の 分 類 の 両 方 か ら 、 そ れ ら の 方 法 に 目 立 っ た 差 は 無 い と 結 論 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 MGUS試 料 の 分 類 結 果 が (多 発 性 骨 髄 腫 と 比 較 し た 場 合 )悪 い 背 景 で あ る 機 構 を よ り よ く 理
解 す る た め に 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 、 SVM、 お よ び ベ イ ズ ネ ッ ト の 3つ の 方 法 そ れ ぞ れ に つ
い て 、 多 発 性 骨 髄 腫 と 分 類 さ れ た MGUSの 数 を 表 に し た 。 MGUSの 32試 料 の う ち 、 誤 分 類 率 を
表 20に 示 す 。 MGUSの 26試 料 が ロ ジ ス テ ィ ッ ク 手 順 を 用 い て 誤 分 類 さ れ た ;26試 料 の う ち 17
試 料 は ま た SVMを 用 い て も 誤 分 類 さ れ 、 26試 料 の う ち 18試 料 は ベ イ ズ ネ ッ ト を 用 い て 誤 分
類 さ れ た 。 こ の 交 差 表 は 、 誤 分 類 さ れ た MGUS試 料 は 続 け て 誤 分 類 さ れ て い る こ と を 示 し 、
遺 伝 的 に 多 発 性 骨 髄 腫 試 料 と 類 似 し て い る MGUS試 料 の 部 分 集 団 の 可 能 性 に 証 拠 を 与 え る 。
【 表 １ ９ 】
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【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ２ 】

　 6つ の 異 な る 統 計 お よ び デ ー タ マ イ ニ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム を 、 正 常 、 過 形 成 、 お よ び 悪 性
の 細 胞 を 最 大 12,000個 の 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン に 基 づ い て 識 別 す る 能 力 に つ い て 調 べ た 。
モ デ ル は 正 常 形 質 細 胞 の 異 常 細 胞 か ら の 識 別 に お い て 非 常 に 正 確 で あ っ た 。 し か し 、 こ れ
ら の モ デ ル は 過 形 成 細 胞 と 悪 性 細 胞 の 間 の 識 別 で は 一 律 の 誤 り を 示 し た 。 本 研 究 の 主 な 目
標 は 、 た と え ば 正 常 、 前 癌 、 お よ び 癌 細 胞 と い っ た 細 胞 の 群 を 識 別 す る た め に 、 巨 大 な 遺
伝 子 発 現 デ ー タ セ ッ ト か ら 遺 伝 子 の 小 さ な 部 分 集 団 を 捕 捉 す る 目 的 で 、 デ ー タ マ イ ニ ン グ
手 法 を 開 発 ま た は 改 変 す る こ と で あ り 、 究 極 の 目 標 は 高 感 度 で 再 現 性 の あ る 分 子 に 基 づ く
診 断 検 査 を 作 り 出 す こ と で あ っ た 。 さ ら に 、 将 来 の 研 究 は 、 リ ス ク 層 化 お よ び 予 測 の た め
に 、 疾 患 の 部 分 集 団 を 識 別 す る こ と の で き る 遺 伝 子 の 最 小 の 部 分 集 団 を 特 定 す る の に 同 様
の 方 法 を 用 い る こ と を 目 指 す こ と が で き る 。 多 発 性 骨 髄 腫 に お け る 全 体 の 生 存 は 非 常 に 変
動 が 大 き く 、 一 部 の 患 者 は 10年 も の 長 期 間 生 存 す る 一 方 、 別 の 患 者 は 診 断 の 数 ヶ 月 以 内 に
死 亡 す る た め 、 こ れ は 特 に 重 要 な 概 念 で あ る 。 現 在 の マ イ ク ロ ア レ イ 試 験 は 多 数 の 細 胞 の
単 離 を 要 し 、 先 進 設 備 と 専 門 技 術 が 必 要 で あ る 。 遺 伝 子 の よ り 小 さ な 、 高 い 予 測 力 を 有 す
る 部 分 集 団 (10～ 20個 )は 、 ス ケ ー ル の 大 幅 な 縮 小 を 可 能 に し 、 そ れ が 今 度 は 商 業 的 検 査 の
開 発 を よ り 大 量 生 産 に 乗 せ や す く し 、 し た が っ て 臨 床 利 用 を 広 め る た め 、 本 実 施 例 で 記 載
し た 研 究 は こ の 過 程 の 合 理 化 に 向 け た 最 初 の 段 階 に 相 当 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 モ デ ル が 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 を 多 発 性 骨 髄 腫 か ら 識 別 す る こ と が
で き な い こ と の 可 能 な 理 由 の 1つ は 、 MGUSが 少 な く と も 2つ の 異 な る 疾 患 に 相 当 す る こ と で
あ る 。 こ れ は 表 19-20に 示 す 通 り 、 MGUS 試 料 の 誤 分 類 に お け る 重 な り に よ っ て 支 持 さ れ る
。 単 純 化 す る と 、 MGUSは 無 症 候 性 に 留 ま る 疾 患 ま た は 悪 性 の 顕 在 化 へ 変 化 す る 疾 患 と 見 な
す こ と が で き る 。 安 定 性 お よ び 進 行 性 の MGUS症 例 を 十 分 な 追 跡 期 間 と と も に 十 分 数 集 め る
こ と は こ の 問 題 の 解 決 に 役 立 つ 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 モ デ ル が そ の 2つ の 病 型 を 識 別 す る こ と に 失 敗 し た の は 、 現 在 の 方 法 の 限 界 と 関 係 づ け
る こ と が で き る 。 こ こ で 利 用 し た マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 推 定 35,000個 の ヒ
ト 遺 伝 子  (International Human Genome Sequencing Consortium、 2001; Venter et al.
、 2001)の 1/3し か 調 べ て お ら ず 、 し た が っ て 全 ゲ ノ ム 調 査 が 識 別 可 能 な 特 性 を 明 ら か に す
る 可 能 性 が あ る 。 す べ て の ヒ ト 遺 伝 子 を 調 べ る と 考 え ら れ て い る 新 型 の AffymetrixU133Ge
neChipシ ス テ ム を 、 こ の 問 題 に 対 処 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 全 ゲ ノ ム 分 析 が 有 意
差 を 示 さ な い こ と も ま た あ り う る 。 こ れ が 明 ら か に な る こ と は さ ま ざ ま な 可 能 性 の い ず れ
を も 意 味 し う る :(1)2つ の 疾 患 の 間 に は 遺 伝 子 の 差 が 無 い 、 (2)多 発 性 骨 髄 腫 と 分 類 さ れ る
MGUSだ け が 多 発 性 骨 髄 腫 と 遺 伝 的 に 類 似 し て お り 、 臨 床 検 査 は そ の 違 い を 識 別 す る こ と が
で き な い 、 (3)現 在 の マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 は 特 異 性 が 十 分 で な く 、 2つ の 疾 患 の 間 の 差 を 測
定 で き な い 、 (4)上 記 の 方 法 は こ の 型 の 分 析 に は 適 当 で な い 。 (1)ま た は (2)が 真 で あ る 場
合 は 、 こ れ ら の 結 果 は 、 た と え ば 遺 伝 子 的 疾 病 素 質 、 ま た は 遺 伝 子 発 現 に 明 示 さ れ な い 体
細 胞 DNA突 然 変 異 、 素 因 と な る こ れ ら の 遺 伝 子 特 性 と 相 互 作 用 す る 特 異 な 環 境 曝 露 、 あ る
い は 形 質 細 胞 成 長 を 促 進 す る 非 腫 瘍 細 胞 微 小 環 境 ま た は 「 土 壌 」 、 と い っ た 無 症 候 性 ま た
は 悪 性 の 経 過 の 別 の 決 定 因 子 を 示 す 。
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【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 研 究 の も う 1つ の 目 標 は 、 全 体 的 な  遺 伝 子 発 現  プ ロ フ ァ イ リ ン グ の モ デ ル を 用 い て  
、 形 質 細 胞 の 正 常 ホ メ オ ス タ シ ス か ら 良 性 の 過 形 成 へ 、 お よ び 過 形 成 か ら 悪 性 顕 在 化 へ の
移 行 に 伴 う 決 定 的 な 遺 伝 子 変 化 を 定 義 す る こ と で あ っ た 。 6つ の モ デ ル か ら の デ ー タ を 統
合 し て 、 モ デ ル の う ち 2つ 以 上 に 見 ら れ た 一 群 の 遺 伝 子 が 明 ら か に な っ た 。 本 研 究 の 目 的
の た め に 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は こ れ ら の 移 行 に お い て 最 も 発 現 に 差 が あ る 遺 伝 子 に 相 当 す る
と 解 釈 さ れ た 。 10個 の 共 通 遺 伝 子 が 正 常 と MGUS(意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血
症 )と の 比 較 に お い て 同 定 さ れ 、 そ の 遺 伝 子 の う ち 8個 が 異 常 細 胞 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ
れ る か ま た は 停 止 さ れ て い た 。 同 様 の 現 象 が 正 常 対 多 発 性 骨 髄 腫 の 比 較 で み ら れ 、 12個 の
共 通 遺 伝 子 の う ち 9個 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い た 。 こ れ は MGUS対 多 発 性 骨 髄 腫 の 比
較 で プ ロ ー ブ セ ッ ト の ほ ぼ 半 分 (17個 の 固 有 遺 伝 子 に 相 当 す る 18プ ロ ー ブ セ ッ ト の う ち 8個
)が 多 発 性 骨 髄 腫 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い た の と 対 照 的 で あ っ た 。 4個 の 異 な る ケ モ
カ イ ン 遺 伝 子 SCYA23(正 常 対 MGUS)、 SDF1(正 常 対 MM)、 お よ び SCYC2と SCYA18(MGUS対 MM)の
プ ロ ー ブ セ ッ ト が そ の 3つ の 比 較 の そ れ ぞ れ に お い て 後 者 の 群 で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ
た 。 SCYA18の 2個 の プ ロ ー ブ セ ッ ト が MGUS対 MMの 比 較 で 見 つ か っ た 。 こ れ は SCYA18遺 伝 子
発 現 が そ の 2つ の 条 件 で 真 に 異 な っ て い る こ と の 重 要 な 確 認 で あ る 。 ケ モ カ イ ン は 免 疫 反
応 の 重 要 な 媒 介 因 子 で あ り 、 特 定 の 免 疫 細 胞 の 炎 症 部 位 へ の 移 動 を 誘 導 す る 可 溶 性 因 子 と
し て 作 用 す る 。 形 質 細 胞 疾 患 に お い て 複 数 の ケ モ カ イ ン 遺 伝 子 の 発 現 が 失 わ れ る こ と の 潜
在 的 な 意 義 は 不 明 で あ る が 、 腫 瘍 が ど の よ う に 抗 腫 瘍 反 応 を 抑 制 す る か を 示 す 可 能 性 が あ
る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 SCYA18に つ い て と 同 じ よ う に 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 遺 伝 子 frizzled(FZD2)の ヒ ト ホ
モ ロ グ に 対 す る 2つ の 無 関 係 の プ ロ ー ブ セ ッ ト が 、 正 常 か ら MGUSへ の 移 行 に お い て ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 FZD2は 、 WNTと し て 知 ら れ る 可 溶 性 リ ガ ン ド の 高 度 に 保 存 さ れ た フ
ァ ミ リ ー と 結 合 す る 膜 結 合 受 容 体 を コ ー ド す る 。 WNTシ グ ナ ル 伝 達 は ハ エ か ら ヒ ト に わ た
る 多 細 胞 生 物 で ホ メ オ テ ィ ッ ク パ タ ー ン 形 成 お よ び 細 胞 運 命 決 定 を 調 節 す る 。 マ ウ ス に お
い て ウ イ ル ス 挿 入 突 然 変 異 に よ る Wnt-1遺 伝 子 の 異 常 活 性 化 は 自 然 発 症 乳 癌 形 成 を 引 き 起
こ し た た め 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド は ま た 腫 瘍 形 成 に 関 与 す る こ と が 示 さ れ て い る
。 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ が 多 発 性 骨 髄 腫 お よ び 形 質 細 胞 白 血 病 に お い て WNTシ グ ナ ル 伝 達
経 路 の 複 数 メ ン バ ー の 調 節 解 除 さ れ た 発 現 を 明 ら か に し て い る (結 果 は 上 記 に 示 す ; Zhan 
et al.、 2002; De Vos et al.、 2001)こ と を 考 慮 し て 、 FZD2発 現 の MGUSに お け る 消 失 は 潜
在 的 な 重 要 性 を 有 す る と 推 測 さ れ て い る 。 上 記 の 実 施 例 中 の 結 果 は ま た 、 WNTシ グ ナ ル 伝
達 の 分 泌 型 拮 抗 因 子 で あ る FRZBが 、 正 常 形 質 細 胞 と 多 発 性 骨 髄 腫 の 比 較 に お い て 高 発 現 を
示 す こ と を 明 ら か に す る  (Zhan et al.、 2002; De Vos et al.、 2001)。 そ の 同 時 に 起 こ
る か ま た は お そ ら く 連 続 的 な 、 機 能 す る WNT受 容 体 (FZD2)の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ
び お と り 受 容 体 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 WNTシ グ ナ ル 伝 達 の 破 壊 が 多 発 性 骨 髄 腫 発
生 に お い て 病 因 的 役 割 を 果 た す こ と を 強 く 示 唆 す る 。 受 容 体 遺 伝 子 お よ び お と り 遺 伝 子 の
異 常 に 加 え て 、 リ ガ ン ド の 遺 伝 子 WNT5Aお よ び WNT10Bが 多 発 性 骨 髄 腫 で 変 化 し て い る こ と
が 特 定 さ れ て い る (結 果 は 上 記 に 示 す ;Zhanet.al.、 2002)。 WNT5Aが 多 発 性 骨 髄 腫 で ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 一 方 、 WNT10Bは 正 常 形 質 細 胞 で は 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ て い る が 多 発 性
骨 髄 腫 形 質 細 胞 の 大 多 数 で は そ う で な い (Zhanetal.、 2002)。 最 近 の 研 究 が 、 Wnt-5A、 Wnt
-2B、 Wnt-10B、 Wnt-11は 造 血 細 胞 調 節 因 子 の 新 規 の ク ラ ス を 構 成 す る こ と を 示 し て い る こ
と は 注 目 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 こ れ ら の 知 見 を 総 合 す る と 、 調 節 解 除 さ れ た 自 己 分 泌 お よ び /ま た は 傍 分 泌 Wntシ グ ナ ル
伝 達 は 形 質 細 胞 疾 患 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が あ り 、 ま た そ の シ グ ナ ル 伝 達
複 合 体 の 複 数 の 成 分 の 漸 進 的 な 調 節 解 除 は 、 正 常 形 質 細 胞 か ら 過 形 成 の し か し 良 性 の MGUS
へ 、 次 い で 顕 在 性 の 多 発 性 骨 髄 腫 へ の 疾 患 進 行 を 伴 う 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 結
論 と し て 、 こ こ で 採 用 し た よ う な 方 法 が 、 新 し い 分 子 的 診 断 お よ び 予 測 検 査 の 作 成 を 可 能
に し 、 腫 瘍 形 成 形 質 転 換 の 遺 伝 子 機 構 に つ い て の 有 用 な 洞 察 を 与 え る こ と が 予 期 さ れ る 。
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【 ０ １ ７ ８ 】
　 下 記 の 参 考 文 献 が こ こ に 引 用 さ れ て い る :
【 参 考 文 献 】
【 ０ １ ７ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 本 明 細 書 中 で 言 及 さ れ た 特 許 ま た は 刊 行 物 は 、 本 発 明 の 属 す る 分 野 の 熟 練 者 の レ ベ ル を
示 す 。 さ ら に 、 こ れ ら の 特 許 お よ び 刊 行 物 は 、 各 刊 行 物 に つ い て 具 体 的 か つ 個 別 に 引 用 に
よ っ て 開 示 に 含 ま れ る こ と が 示 さ れ る の と 同 等 に 、 引 用 に よ っ て 本 開 示 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 が 目 的 を 達 成 し 記 載 の 結 果 お よ び 利 点 な ら び に 固 有 の 結 果 お よ び 利 点 を を 得 る の
に よ く 適 し て い る こ と を 当 業 者 は 容 易 に 理 解 し う る 。 本 実 施 例 は 、 こ こ に 記 載 の 方 法 、 手
順 、 処 理 、 分 子 、 お よ び 特 定 の 化 合 物 と と も に 好 ま し い 実 施 例 を 現 在 の と こ ろ 代 表 し 、 典
型 的 で あ り 、 ま た 発 明 の 範 囲 の 制 限 を 意 図 し な い 。 請 求 項 の 範 囲 に よ っ て 定 義 さ れ た 本 発
明 の 精 神 内 に 包 含 さ れ た そ の 変 更 お よ び 他 の 使 用 を 、 当 該 分 野 の 熟 練 者 は 考 え る こ と が で
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き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ １ 】
【 図 １ Ａ 】 図 1Aは ク ラ ス タ ー 順 序 化 デ ー タ 表 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ Ｂ 】 図 1Bは 、 MMで ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 を 示 す 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 ク ラ
ス タ ー を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ Ｃ 】 図 1Cは 、 発 現 レ ベ ル が 腫 瘍 形 成 、 細 胞 周 期 、 お よ び 増 殖 速 度 と 相 関 す る 遺 伝 子
を 多 く 含 む ク ラ ス タ ー を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ Ｄ 】 図 1Dは 、 階 層 的 な ク ラ ス タ ー の 樹 状 図 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ Ｅ 】 図 1Eは 、 74例 の 新 た に 診 断 さ れ た 未 治 療 の 多 発 性 骨 髄 腫 単 独 の 階 層 的 な ク ラ ス
タ ー 分 析 の 樹 状 図 を 示 す 図 で あ る
【 図 ２ 】 図 2は FGFR3、 CST6、 IFI27、 お よ び CCND1遺 伝 子 発 現 の ス パ イ ク プ ロ フ ァ イ ル 分 布
を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ Ａ 】 図 3Aは MS4A2(CD20)遺 伝 子 発 現 の GeneChip HuGeneFL分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 図 3Bは ク ロ ー ン 性 多 発 性 骨 髄 腫 形 質 細 胞 に お け る CD20発 現 に つ い て の 免 疫 組 織
化 学 法 を 示 す 図 で あ る
【 図 ４ 】 図 4は 遺 伝 子 発 現 が タ ン パ ク 質 発 現 と 相 関 す る こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 す べ て の 正 常 形 質 細 胞 、 MM、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症
お よ び 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 の 14特 性 の 多 変 量 判 別 分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ Ａ 】 図 6Aは 5,483遺 伝 子 (プ ロ ー ブ セ ッ ト )と の 相 関 に 基 づ い て ク ラ ス タ ー 化 し た 269
症 例 の 多 発 性 骨 髄 腫 、 7株 の 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 、 7例 の 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 血 症 お よ び 32例 の 正 常 形 質 細 胞 試 料 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ Ｂ 】 図 6Bは 正 常 群 と 結 び つ い た 試 料 を 示 し て い る 増 幅 さ れ た 試 料 ク ラ ス タ ー を 示 す
図 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 す べ て の 多 発 性 骨 髄 腫 、 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 お よ
び 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 の 24特 性 の 多 変 量 判 別 分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ Ａ 】 図 8Aは 正 常 形 質 細 胞 お よ び 約 200名 の 骨 髄 腫 患 者 に お け る PIか ら 始 ま り P226ま
で の エ ン ド セ リ ン B受 容 体 (ENDBR)発 現 を 示 す 図 で あ り 、 Y軸 上 に 描 か れ た マ イ ク ロ ア レ イ
デ ー タ の 平 均 蛍 光 強 度 に よ っ て 示 さ れ る 。
【 図 ８ Ｂ 】 図 8Bは 正 常 形 質 細 胞 お よ び 新 た に 診 断 さ れ た 骨 髄 腫 患 者 に お け る エ ン ド セ リ ン
B受 容 体 発 現 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ Ａ 】 図 9Aは 支 持 細 胞 お よ び 骨 髄 腫 細 胞 P323と P322に お け る 共 培 養 前 後 の エ ン ド セ リ
ン B受 容 体 (ENDBR)の 発 現 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｂ 】 図 9Bは 支 持 細 胞 お よ び 骨 髄 腫 細 胞 P323と P322に お け る 共 培 養 前 後 の エ ン ド セ リ
ン 1の 発 現 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 正 常 B細 胞 お よ び 形 質 細 胞 試 料 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 免 疫 蛍 光 お よ
び 細 胞 学 的 分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 11は 正 常 ヒ ト 形 質 細 胞 の 2次 元 階 層 的 ク ラ ス タ ー 分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 30例 の EDG-MMの 実 験 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル お よ び 遺 伝 子 の 挙 動 の 2次 元 階
層 的 ク ラ ス タ ー 分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 50例 の LDG-MM1遺 伝 子 の 実 験 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル お よ び 遺 伝 子 の 挙 動 の 2
次 元 階 層 的 ク ラ ス タ ー 分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 50例 の LDG-MM2遺 伝 子 の 実 験 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル お よ び 遺 伝 子 の 挙 動 の 2
次 元 階 層 的 ク ラ ス タ ー 分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 増 殖 遺 伝 子 の 発 現 に お け る 差 が 扁 桃 B細 胞 と MM4の 間 の 類 似 性 を 明 ら か に
す る こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 16は 意 義 不 明 単 ク ロ ー ン 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 (MGUS)と 対 比 し た 多 発 性 骨 髄
腫 (MM)分 類 に つ い て の 受 信 者 操 作 特 性 (ROC)曲 線 を 示 す 図 で あ る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】

【 図 １ Ｄ 】

【 図 １ Ｅ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ Ａ 】 【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ９ Ａ 】 【 図 ９ Ｂ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 10月 14日 (2004.10.14)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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