
緒 言

骨髄異形成症候群（MDS）は末梢血では 2ないし 3

血球系の血球減少症を示すにもかかわらず，骨髄はそ

れに反し過形成造血を示す無効造血を呈する．本症候

群は予後不良の疾患群であり，白血病に移行する症例

が多いことから，前白血病状態とも考えられている．

MDSは FAB分類1 により 5病型に分けられ，病型毎

に予後が異なるが白血病化，あるいは骨髄不全の進行

による感染症や出血により死に至る．MDSは高齢者

に好発し，高齢化社会になるにつれ発症患者数も増加

の一途をたどり，今後臨床的にさらに重要性を増す疾

患である．MDSの発症や白血病への進展には正常者

には認められない複数の癌遺伝子や癌抑制遺伝子の異

常が関わっているとされている．MDSにおけるN-ras

癌遺伝子あるいは p 53 癌抑制遺伝子解析の報告は現

在までにいくつか見られるが，MDSの予後との関連

の有無に関する報告は少なく結論はでていない2－4．ま

た，同一MDS患者における複数の遺伝子解析の報告

もほとんどみあたらない．我々はN-ras，p 53，deleted

in colorectal carcinoma（DCC），FMS-like tyrosine

kinase 3（FLT-3）の 4癌関連遺伝子の同時解析を試み，

MDSにおける異常の頻度を解析し，その病態におけ

る意義を検討するとともにそれぞれ予後との関連を検

討し，さらなるMDS病態の解明を目的とした．

対象および方法

（1）対象患者

1987 年 5 月より 1997 年 10 月までの間に日本医科

大学を受診し，治療を受けたMDS患者 59 例（男性 47

例，女性 12 例）を対象とした．FAB分類による病型別

内訳は，refractory anemia（RA）21 例，RA with ringed
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Table 1　Mutation of the N-ras gene

N-ras mutation
FAB typeCase No.

Codon 61Codon 13Codon 12

CAA→ CGARAEB-T7
（Gln → Arg）

GGT→ GCTRAEB-T8
（Gly → Ala）
GGT→ GATRAEB-T15
（Gly → Asp）
GGT→ TGTGGT→ GATRAEB-T18
（Gly → Cys）（Gly → Asp）

GGT→ GATRAEB-T43
（Gly → Asp）
GGT→ GCTRAEB-T56
（Gly → Ala）

GGT→ GCTRAEB-T59
（Gly → Ala）

sideroblasts（RARS）4 例，RA with excess of blasts

（RAEB）10 例，chronic myelomonocytic leukemia

（CMMoL）1 例，RAEB in transformation（RAEB-T）

23 例である．治療は患者により経過観察（RA，RARS，

CMMoL），蛋白同化ホルモン（RA，RARS，RAEB），

RAEB-T には少量 cytarabine（Ara-C）療法もしくは少

量 etoposide（VP-16）療法などを基本とし施行した．

対象患者 59 例の発症診断時の平均年齢は 61.2 歳（21

～86 歳）であった．RA 21 例の平均年齢は 61.4 歳（28

～86 歳）で，RARSは 34 歳，56 歳，75 歳および 75

歳の 4例であった．RAEB 10 例の平均年齢は 63.8 歳

（42～84 歳），RAEB-T 23 例の平均年齢は 59.6 歳（21

～78 歳），CMMoL 1 例は 72 歳であった．骨髄細胞を用

いた癌関連遺伝子解析は患者の同意を得て施行した．

（2）遺伝子解析

遺伝子解析は治療前，診断時の骨髄細胞を用いて

行った．N-ras5，6，p 537，DCC遺伝子8 変異解析法は

我々の前法にしたがって行った．FLT-3 遺伝子解析は

Kiyoi らの方法9 に準じた．DNAおよびRNAは骨髄単

核球より抽出した5，8.

N-ras 遺伝子変異解析は抽出高分子DNA（200

ng）より polymerase chain reaction（PCR）後の突然

変異特異的オリゴマーによる dot blot 解析5 と直接塩

基配列決定法6 を併用して検出した．コドン 12 および

13 検出用 5’側プライマーは（5’-ATGACTGAGTAC-

AAACTGGT-3’），3’側プライマーは（5’-CTATGGT-

GGGATCATATTCA-3’）を使用した．コドン 61 検出

用 5’側プライマーは（5’-GGTGAAACCTGTTTGTT-

GGA-3’），3’側プライマーは（5’-GATGGCAAATAC-

ACAGAGGA-3’）を使用し増幅した．

p 53 遺伝子変異解析は抽出RNA（100 ng）よりMa-

loney マウス白血病ウィルスの逆転写酵素にて鋳型

DNAを作成後，エクソン 5，6，7，8に相当するコドン

126－306 を polymerase chain reaction（PCR）にて増

幅 し（reverse transcriptase PCR; RT-PCR），single

strand chain polymorphism（SSCP）法により検出し

た7．遺伝子変異が陽性のサンプルはその後 PCR産物

を pGEM-5 Zf クローニングベクターのEcoRVに挿入

し，塩基配列決定を行い遺伝子変異を同定した10.

DCC 遺伝子発現解析は抽出RNAより β-actin をイ

ンターナルコントロールとして用いて，半定量的RT-

PCR法にて発現の有無を同定した8．PCR産物はアガ

ロースゲル電気泳動を行い発現の有無をエチジウムブ

ロマイド染色後に判定した．コントロールと比較し，

明らかに PCR産物が減少，消失しているものを発現の

異常として陽性とした．

FLT-3 遺伝子解析は抽出RNAより RT-PCRを行っ

た．異常が集中するエクソン 11 および 12 領域を検出

するプライマーを用いた．5’側プライマーはF-1（5’-

GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’），3’側プラ

イマーはF-2（5’-CTTTCAGCATTTTGACGGCAA-

CC-3’）を使用した9．PCR産物はアガロースゲル電気

泳動を行いエチジウムブロマイドにて染色後異常

PCRバンドを検出した．異常 PCRバンドは前述のよ

うにクローニング後遺伝子配列決定を行い遺伝子変異

を確認した10.

（3）臨床統計

生存曲線は，Kaplan-Meier 法にて解析した11．解析

した遺伝子異常と生存期間との相関はCox Mantel テ

ストを用いて検定し，危険率 5％以下を有意と判定し

た11.
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Table 2　Mutation of the p53 gene

NucleotideCodonFAB typeCase No.

CAT→ CGT193RAEB14
（His → Arg）
ATC→ACC195
（Ile → Thr）
Deletion of the p53 geneRA19
TCC→ TC241RAEB-T20
（frame shift）
AAC→ GAC239RAEB-T40
（Asn → Asp）
GCC→ GTGCC276
（frame shift）
GTT→ TT147RAEB-T43
（frame shift）
TCC→ TGC241RA50
（Ser → Cys）
ACGCATGAACCGGAGGCCCAT251RARS57
insertion
（ThrHisGluProGluAlaHis insertion）

bp

530

233

b-actin

DCC

B
M
1

B
M
2

M
D
S1

M
D
S2

M
D
S3

結 果

1．N-ras遺伝子変異の解析

7 例（11.9％）に従来認められているN-ras 遺伝子変

異を認めた（Table 1）．内訳はすべてRAEB-T 症例で

あり，RA，RARS，RAEBには異常は検出しなかった．

コドン 12 に 3 例，コドン 13 に 4 例，コドン 61 に 1 例

それぞれ異常が検出された．Case No. 18（RAEB-T）で

はコドン 12 とコドン 13 に変異を同時に認めた．

2．p 53遺伝子変異の解析

7 例（11.9％）に 1例を除き従来認められている p 53

遺伝子変異を認めた（Table 2）．内訳はRA 2 例，RARS

1 例，RAEB 1 例，RAEB-T 3 例である．Case No. 14

（RAEB）ではコドン 193 とコドン 195 に変異を認め

た．Case No. 40（RAEB-T）ではコドン 239 とコドン

276 に変異を認めた．Case No. 19（RA）では p 53 遺伝

子 2 allele の欠失を認めた．p 53 遺伝子の異常は点突

然変異が多く 1塩基の置換，1塩基の欠損，2塩基の挿

入などが見られたが，Case No. 57（RARS）では既報に

はない新しい 21 塩基の挿入が検出された．

3．DCC遺伝子発現変異の解析

DCC遺伝子のRT-PCR解析症例を示す（Fig. 1）．16

例（27.1％）にDCC遺伝子発現の消失を認めた．内訳

は RA 5 例（Case No. 1，16，22，25，50），RARS 1 例

（Case No. 42），RAEB 4 例（Case No. 9，14，27，55），

RAEB-T 5 例（Case No. 15，18，20，21，40）であった．

4．FLT-3遺伝子変異の解析

1 例（1.7％）の RAEB-T 症例（Case No. 45）に FLT-

3 遺伝子変異を認めた．遺伝子異常はエクソン 11 の

108 bp に お よ ぶ 既 報 に な い tandem duplication

（TD）であった（Fig. 2）．

5．各遺伝子異常と生存期間との関連

対象 59 例を 60 歳以上（24.7 カ月）と 60 歳未満（33.2

カ月）の 2群に分けたが，生存期間に有意差は認めな

かった（p＜0.20）．

N-ras 遺伝子変異はすべてRAEB-T 症例にもかかわ

Fig. 1 Example of RT-PCR analysis of DCC-gene ex-
pression of MDS patients. Lane BM 1 shows
normal bone marrow cells; lane BM 2, normal
bone marrow cells; lane MDS 1, DCC-negative
MDS patients; lanes MDS 2 and 3, DCC-
positive MDS patients . The left lane shows
markers of λ DNA fragments digested by
Hind III and φx 174 DNA fragments digested
by HaeIII . Expressions of β-actin and DCC
genes are shown at 530 and 233 bp, respec-
tively.
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らず，N-ras 遺伝子正常者 52 例とN-ras 遺伝子変異 7

例との 2群間で生存期間の有意差（p＜0.63）は認めら

れなかった（Fig. 3）．p 53 遺伝子正常者 51 例と p 53

遺伝子変異 7例との 2群間で有意に（p＜0.0245）生存

期間の差を認めた（Fig. 4）．

DCC遺伝子正常者 43 例とDCC遺伝子発現消失 16

例との 2群間で有意に（p＜0.004）生存期間の差を認め

た（Fig. 5）．FLT-3 遺伝子TD変異症例の生存期間は

14 ヵ月であった．

6．DCC異常と p 53遺伝子異常患者の臨床像

癌関連 4遺伝子の異常のうちDCC異常と p 53 遺伝

子異常が予後との相関を認めたため，それぞれの群に

おける臨床像の比較を行った（Table 3）．DCC正常群

と異常群ではFAB分類による病型，年齢，性に偏りは

認めなかった．p 53 遺伝子正常群と異常群の間にも病

型，年齢，性に偏りは認めなかった．

考 察

腫瘍細胞における ras 遺伝子（H－，K－，N-ras）変

異はコドン 12，13 および 61 に生じており，この点突然

変異により恒常的にRas 分子が燐酸化され下流のシ

グナル伝達系が活性化すると理解されている12．これ

が癌遺伝子 ras の癌化能である．一方で，p 53 遺伝子は

点突然変異などの遺伝子変異により機能が不活化す

る．正常の p 53 遺伝子は細胞回転の制御，アポトーシ

スの制御など多数の機能を持ち合わせている．点突然

変異，frame shift，挿入変異などの異常によりこれらの

機能が失活することにより発癌に導かれる13．これら

の遺伝子異常はそれぞれ治療や経過によって変化せず

不変であり，蓄積され腫瘍細胞のさらなる悪性化に関

与する12，13.

MDS 症例におけるN-ras 遺伝子変異の発現率は 3

～38％（平均 11％）と報告されている12．今回の我々の

解析でも 7症例�59 症例（11.8％）であり，従来の報告

Fig. 2 Schema of the tandem duplication（TD）of the
FLT-3.108 bases were inserted as TD.

Fig. 3 Survival curve of the 59 MDS patients accord-
ing to the N-ras status. There was no signifi-
cant difference between the N-ras mutated
cases（---）and the non-mutated cases（―）（p
＜0.63）

Fig. 4 Survival curve of the 59 MDS patients accord-
ing to the p 53 status. Statistically significant
difference was observed between the p 53
mutated cases（---）and the non-mutated cases
（―）（p＜0.0245）.

Fig. 5 Survival curve of the 59 MDS patients accord-
ing to the DCC status. Statistically significant
difference was observed between the loss of
DCC expression cases（---）and the normal
DCC expression cases（―）（p＜0.004）
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Table 3　Clinical characteristics of the patients according to the status of the p53 gene and DCC expression

p53 mutationDCC expression

p valueMutationNormalp valueLoss of
expression

Normal
expression

NSNSFAB
219516RA
1946RAEB
320617RAEB-T
1313RARS
0101CMMoL

NS62.561.0NS62.560.7Age（yr）　mean
（37―74）（21―86）（31―75）（21―86）range

NSNSSex
7401433Male
012210Female

Numbers indicate patients numbers. Abbreviation: NS, not significant.

を裏付けていた．また，従来よりコドン 12 とコドン 13

に変異が多く14，コドン 61 に変異が少ないが，これも

我々の検討と一致した．N-ras 遺伝子変異と予後との

関連の有無に関する報告は多数みられるが未だに結論

はでていない．今回の我々の検討で生存期間との関連

は認められなかったが，N-ras 遺伝子変異と予後との

関連の有無に関しては今後も症例の蓄積が必要と考え

られる．興味深いことにN-ras 遺伝子変異は全例

RAEB-T 症例で検出したが，生存期間との間に有意差

は認めなかった．これはN-ras 遺伝子活性化変異が

MAPキナーゼシグナル伝達系の活性化を必ずしも意

味していないことを示唆しているのかもしれない15．

一方，N-ras 遺伝子変異を認めたのがすべてRAEB-T

症例であったことは，MDS病型進展におけるN-ras

遺伝子変異の分子生物学的役割は他の癌関連遺伝子異

常に比べて病態進展後期であることを示唆している．

MDS症例における p 53 遺伝子変異は 11％前後と

されている16．今回，我々の解析では p 53 遺伝子変異

は 7症例�59 症例（11.9％）であった．p 53 遺伝子正常
者群と p 53 遺伝子変異群との 2群間で有意に（p＜

0.0245）生存期間の差を認めたことは，従来の報告のご

とく p 53 遺伝子の変異が明確な予後不良因子である

ことを示している3．p 53 遺伝子の変異はN-ras 遺伝

子変異よりは早期におこる異常であり，MDS症例の

予後を強く左右していると考えられた．しかし，本研

究でN-ras 遺伝子変異と p 53 遺伝子変異を重複して

検出しえたCase No 43（RAEB-T）の生存期間は 19

カ月であり検討対象 59 例の 50％生存期間 20.6 カ月

と差はみられなかった．このことは予後を左右してい

る因子が他にもある可能性を示しており，p 53 遺伝子

変異が絶対的な予後決定因子ではないことを意味する

ものと思われる．

DCC分子はアポトーシス促進分子であることが近

年明らかとなった癌抑制遺伝子である16．DCC遺伝子

を発現させるとG 2�M細胞周期の停止が起こるとの
報告もあり，DCC遺伝子発現の消失は細胞周期を回転

させることになり細胞の増殖につながるものと考えら

れる17．MDS症例におけるDCC遺伝子発現の消失は

10％弱とされているが18，今回の解析では従来の報告

より多い結果となった（16�59 例，27.1％）．DCC遺伝
子発現の消失例は正常例に比して有意に生存期間の短

縮を認めたが，MDS症例でのDCC遺伝子解析の報告

は少なく生存期間との関連を検討している報告は本研

究が初めてである．

急性骨髄性白血病やMDSにおいて，FLT-3 はエク

ソン 11 あるいは 12 の TD異常を認めたとの報告があ

る19）．TD異常により増殖シグナル伝達分子である

STAT 5 やMAPキナーゼを恒常的に燐酸化させるこ

とが示されている20．MDSにおけるTD異常頻度は

約 5％と報告されているが，本研究ではRAEB-T の 1

例に異常を検出したのみであった．しかし，108 bp

の異常はTDとしては最も長い異常であった．FLT-3

の TD異常もMDS症例では未だに報告が少なく今後

症例の蓄積が必要と考えられた．

MDS症例においてN-ras，p 53，DCC，FLT-3 の各癌

関連遺伝子の同時解析を行い，さまざまな頻度での異

常を検出した．また，MDSの発症，進展にそれぞれの

遺伝子が異なった関与のしかたをしていることを示し

た．さらに，p 53 と DCC遺伝子の変異は患者生存期間

に有意に関与していることが明らかとなった．これら

の研究結果は，きわめて予後不良な疾患群である

MDSの病態解明，および臨床にきわめて有益な示唆
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を与えるものである．

結 論

骨髄異形成症候群 59 症例においてN-ras，p 53，

FLT-3 各癌関連遺伝子の遺伝子変異の解析を行うと

ともに，DCC遺伝子発現の減少の有無も検討した．

N-ras，p 53，FLT-3 遺伝子の変異はそれぞれ 7例，7

例，1例で検出した．DCC遺伝子発現の減少は 16 例で

検出した．N-ras 遺伝子変異は 7例全例 RAEB-T 症例

であった．p 53 遺伝子変異やDCC遺伝子発現の減少

は survival time と有意の相関を認めた（p＜0.02，p＜

0.004）．これらの研究結果は，骨髄異形成症候群の分子

生理学的病態を考察するうえで価値がある結果と考え

られた．
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