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研究成果の概要（和文）：多発性骨髄腫患者の骨髄検体を解析してRAS遺伝子変異の有無を解析し、RAS変異陽性
例を対象に血漿由来のcfDNAを用いてデジタルPCRでRAS遺伝子変異のmutation allele frequency（MAF)の解析を
経時的に行い、血清フリーライトチェーンなどの臨床所見との関連性を検討した。その結果、一部の症例で臨床
的な増悪を認める前に血漿中でMAFの増加を認め、血漿由来cfDNAでの解析が骨髄腫の病勢を反映する可能性が示
唆された。さらに、RAS遺伝子変異を認める症例では認めない症例に比べ予後が不良である可能性を示唆する結
果も得られており、今後学会での報告を予定している。

研究成果の概要（英文）：We analayzed for the presence of RAS mutations using bone marrow samples 
from patients with multiple myeloma (MM), and, in the patients with RAS mutation positive, we 
analyzed mutation allele frequency (MAF) using cfDNA from plasma. Furthermore, we examined the 
association with MAF of cfDNA and clinical findings such as serum free light chain. The rerults 
showed that MAF increased in plasma before clinical progression in som cases, suggesting that 
analysis of cfDNA from plasma may reflect the disease status of MM. Furthermore, in the other 
analysis, the results suggest that patient with RAS mutation may have a poorer prognosis that those 
without RAS muations, which will be reported in the future.

研究分野：医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性骨髄腫（MM）は同一個体内でも病変が不均一に分布すると考えられており、骨髄内に腫瘍細胞がなく、骨
病変などの髄外病変を認める場合がある。現在、骨髄細胞を用いたマルチカラーフローサイトメトリーによる微
小残存病変（MRD）の評価が治療効果判定等に有用とされているが、骨髄での解析だけでは不十分である可能性
もある。本研究では血漿由来のcfDNAを用いた解析がMMの病勢を反映する可能性が示唆された。血漿由来のcfDNA
は骨髄以外の病変由来の遺伝子変異の解析も可能であることから、現在のMRDの解析よりもより正確にMMの病勢
を反映する可能性もあり、今後、現在のMRD評価の代替となる可能性が考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 多発性骨髄腫（multiple myeloma: MM）は分化過程の B細胞に複数のゲノム異常が蓄積して
発症する形質細胞性の腫瘍である。その前駆病変として単クローン性免疫グロブリン血症
（monoclonal gammopathy of undetermined significance: MGUS）が知られており、MGUS
からMMへの移行は年率約 1%とされる（Mouhieddine TH, et al. Blood. 2019）。その進行に
は、骨髄腫細胞内で起こるゲノム不安定性や遺伝子プロモーターのメチル化などのエピジェネ
ティックな制御の異常や、特定の遺伝子変異が関わっていると考えられている。 
 一方で、MM において病勢把握や治療評価に重要とされている微小残存病変（minimal 
residual disease: MRD）については、現時点では骨髄液での解析に留まっており、侵襲を伴う
ため頻回の評価が難しい。さらに、MMは一個体内でも腫瘍細胞の分布が不均一（Rasche L. et 
al, Nat Commun. 2017）で、形質細胞腫等の髄外病変を有する症例も見られることから、骨髄
でのMRD解析のみで正確な病勢の評価では不十分な症例も存在する可能性が考えられている。
近年、血漿遊離核酸（cell-free DNA: cfDNA）を試料とした遺伝子解析が着目されている。この
cfDNAを用いた遺伝子解析が髄外病変を有する症例を含めたMMのゲノム異常を低侵襲かつ包
括的に補足可能であることが予測され、また病勢や予後指標としても有用であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 MM および MGUS 患者では約 40％の症例で KRAS もしくは NRAS 変異が見られることが
知られているが、それらが予後や治療反応性に寄与するかは十分な検討がなされていない。さら
に、膵癌などの固形がんでは cfDNAを用いた解析が病勢把握に有用であることを示唆する報告
があるが、MMについては cfDNAによる解析が有用であるか十分な検討がなされていない。そ
こで、本研究では、MMおよびMGUS患者における KRAS、NRAS変異の有無と cfDNAにお
ける変異アレル頻度（mutation allele frequency: MAF）の割合が化学療法への感受性や予後に
影響するか、あるいはMGUSや無症候性MMから症候性MMへの進展に影響するか検討し、
最終的には cfDNAによる KRAS、NRAS変異の解析による MMの病勢把握が可能かを検討す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 書面にて同意を得られた MM および MGUS 患者の骨髄液検体および血漿検体を採取し、骨髄検
体からは DNA を、血漿検体からは cfDNA を抽出する。なお、これらの検体は通常診療の検査の際
に採取する。 
 まずは骨髄由来の DNA 検体を用いて、本研究グループ独自で作成した骨髄腫の遺伝子変異解
析パネルを用いた解析を次世代シークエンサーを用いて行い、KRAS や NRAS を含めたドライバー
遺伝子変異の有無について検証する。その結果、ドライバー遺伝子変異が解析できた症例につい
ては、臨床情報と照らし合わせながら経時的に血漿検体を採取し、それらから抽出した血漿
cfDNA を用いてデジタル PCR で解析を行い、ドライバー遺伝子変異の MAF を算出する。 
 それと並行して、骨病変をはじめとした髄外病変を有する患者で、同部位から検体を採取でき
た症例については、パラフィン包埋後の FFPE 検体から DNA を抽出し上記と同様の解析を行い、
ドライバー遺伝子変異有無と MAF の解析を行った。 
 以上の方法で得られた情報をもとに、以下の解析を行った。 
（1）cfDNA 解析で得られた MAF の変動と MM の病勢における相関性の検討 
 特に再発・難治例の MM 患者の骨髄検体でドライバー遺伝子変異が確認できた症例を対象に、
経時的に血漿検体を採取し cfDNA における該当ドライバー遺伝子の MAF の推移と臨床所見（血
清 M蛋白量、フリーライトチェーン（free light chain: FLC）など）との相関性について検討
した。 
（2）同一個体内でのドライバー遺伝子 MAF の不均一性に関する検討 
 初発、再発を問わず骨病変を中心とした髄外病変を有し、髄外病変からの検体採取を行った患
者について、骨髄由来の DNA と髄外病変由来の DNA でドライバー遺伝子の有無と、陽性だった場
合その MAF を算出し、骨髄と髄外病変とで違いがあるか検討した。 
（3）ドライバー遺伝子の有無と MM 患者の予後の相関性についての検討 
 初発症候性 MM 患者を対象に、KRAS や NRAS、BRAF といったドライバー遺伝子変異の有無で無
病生存割合（progression free survival: PFS）や全生存割合（overall survival: OS）等に差
があるか検討した。なお、これらの解析では EZR（Kandda Y. Bone Marrow Transplant, 2013）
を用いて統計学的検討を行った。 
 
４．研究成果 
（1）cfDNA 解析で得られた MAF の変動と MM の病勢における相関性の有無の検討 
上記（1）の解析を行った結果、少数例での検討ではあるが、cfDNA における MAF の推移が臨
床所見と相関する症例が一定数認められることが示唆された。 



 その中で、再発難治
例の IgA-κ型で KRAS
遺伝子変異陽性の MM
症例（髄外病変あり）
では、自家末梢血幹細
胞移植後の骨髄での
MRDは陰性で、血清FLC
やIgAの増加がみられ
ていないにも関わら
ず、血漿 cfDNA におけ
る KRAS MAF が増加傾
向となり、その直後に
臨床的再発が見られ
た（右図）。この結果か
ら、cfDNA での MAF の
増加が臨床的再発よ
りも早期に MM の病勢
悪化としてとらえられる可能性が示唆された。この結果については第 84 回日本血液学会学術集
会での学会発表、並びに論文発表（Clinica chimica acta; 551 117590-117590 2023）にて報告
済みである。 
 本症例以外にも同様にドライバー変異の MAF が病勢を反映して増減している症例が複数あり、
今後さらなる解析や検討を行う予定である。 
 
（2）同一個体内でのドライバー遺伝子 MAF の不均一性に関する検討 
 本研究期間中に骨髄および髄外病変の DNA サンプルが得られた症例のうち、3例でドライバー
遺伝子変異が見られ（TP53 陽性例 1 例、KRAS 変異陽性 1 例、NRAS 変異陽性 1 例）、いずれも髄
外病変は骨病変であった。この 3 例について骨髄と骨病変とでドライバー遺伝子変異の MAF に
差があるか検討したところ、腫瘍細胞割合に対して 2 例は骨病変のほうが MAF 陽性の割合が高
く、1例は骨髄病変ではドライバー遺伝子変異は認めず、骨病変でのみ陽性であった。以上の結
果から、髄外病変は骨髄病変と比べてドライバー遺伝子変異の頻度が高くなる、あるいは新たに
ドライバー遺伝子変異が加わり、より悪性度が高くなっている可能性が示唆された。本内容につ
いては、第 85 回日本血液学会学術集会にて報告済である。 
 
（3）ドライバー遺伝子の有無と MM 患者の予後の相関性についての検討 
 2018 年 4 月から 2023 年 4 月までに症候性 MM と診断された 15 例を対象に、ドライバー遺伝子
変異の有無と予後との相関の有無について検討した。症例のうち 6 例はドライバー遺伝子変異
陰性で、残り 9例が陽性（KRAS 陽性 4 例、NRAS 陽性 1 例、BRAF 陽性 1 例、NRAS および BRAF
陽性 1 例）であった。ドライバー遺伝子変異の有無で 2群に分け解析を行った。両群間に R-ISS
や予後不良の遺伝子異常の有無も含め、患者背景に有意差はなく、また自家末梢血移植実施割合
についても有意差はなかった。初回治療反応性については、ドライバー遺伝子陽性群で陰性群に
比べて悪かったが有意差は認めなかった。しかし、PFS についてはドライバー遺伝子変異陽性群
が有意に悪かった。以上のことから、ドライバー遺伝子変異は R-ISS などほかの予後不良因子と
は独立した予後因子となる可能性が示唆された。本内容については、現在第 86 回日本血液学会
学術集会での報告に向けて演題応募を行っている。 
 
 ただ、今回の検討はいずれも少数例かつ観察期間も短く、今後さらなる症例数および観察期間
での検討が必要である。 
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