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研究成果の概要（和文）：MDSにおける遊離鉄とそれを介した酸化ストレスの病態生理に与える影響は不明である。本
研究では、鉄キレート剤デフェラシロクス投与前後の、末梢血単核球 (PBMC) 中の8-OHdG量を解析した。MDS 患者のPB
MC の8-OHdG量は、健常人に比べて有意に高かった。さらに、血清フェリチン量、8-OHdG量および染色体異常との間に
、正の相関が認められた。MDS 患者のPBMC 中の8-OHdG量は、鉄キレート剤投与により有意に減少した。したがって、M
DS の病態生理に過剰鉄は関与し、鉄キレート療法が、MDSの病態進行を抑制できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Most MDS patients eventually require red RBC transfusions for anemia and 
consequently develop iron overload. Excess free iron in cells catalyzes generation of reactive oxygen 
species that cause oxidative stress, including oxidative DNA damage. However, it is uncertain how 
iron-mediated oxidative stress affects the pathophysiology of MDS. We analyzed 8-OHdG levels in 
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) obtained from MDS patients before and after iron 
chelator,deferasirox, administration. We showed that the 8-OHdG levels in MDS patients were significantly 
higher than those in healthy volunteers and were positively correlated with SF and chromosomal 
abnormalities. Importantly, the 8-OHdG levels in PBMC of MDS patients significantly decreased after 
deferasirox administration, suggesting that iron chelation reduced oxidative DNA damage. Thus, excess 
iron could contribute to the pathophysiology of MDS and iron chelation therapy could improve the 
oxidative DNA damage in MDS patients.

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
MDSの発症は、男女比 1.5〜1.7と男性に多
く、発症年齢は若年者からも見られるが 40
代から患者数が次第に増加し、死亡率では 70
歳代以上の高齢者で高い。このため、高齢化
の進む我が国では患者数が増加してくるも
のと予測されるため、新規治療法の開発のみ
ならず病気の発症・進展を予防する方策が必
要と考えられる。MDS は、造血前駆・幹細
胞レベルの異常により発症する疾患であり、
造血細胞の遺伝子異常がその発症の主因と
されているが、遺伝子異常を惹起する誘因に
関しては不明である。最近、申請者らは鉄過
剰状態が MDSの白血化と関連することを明
らかにしたが（Kiluchi-S, Kobune-M, et al. 
Int. J. Hematology 2012）、その分子機構は
未解決である。このことに関して、申請者ら
は MDS 患者血球における酸化的 DNA 損傷
のマーカーである 8-OHdG の測定を行った
結果、健常人に比較し有意に増加しているこ
とを preliminaryながら見出した。これまで
申請者らは、肝発癌過程には細胞内フリー鉄
が触媒し誘導された活性酸素種 (reactive 
oxygen species; ROS）による酸化的 DNA損
傷が関与する可能性を提唱し、明らかにして
きた(Kobune M 2nd, et al. Cancer Res, 
2001；Kobune M 3rd, et al. J Gastroenterol, 
2007）。これらの背景から、MDS患者血球内
においても遊離鉄により惹起された ROS が
病態を進展させ、鉄キレート剤を投与するこ
とで、MDS の進展を抑制できる可能性を想
定した。 
 
２．研究の目的 
血清フェリチンのみならず、MDS 患者血球
における酸化的 DNA 損傷のマーカーである
8-OHdGの測定を行い比較検討する。さらに、
① 8-OHdG 予後因子としての意義、②
8-OHdG 量と鉄キレートによる造血回復と
の関連および③8-OHdG量とMDSの発症・
白血化との関連④8-OHdG 量からみた抗酸
化療法および鉄キレート療法の新たな適応
基準について検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 末梢血および骨髄細胞の採取 
本研究は申請者らの所属施設における倫理
委員会で承認ずみであり、患者血清、末梢血
および骨髄細胞のバンク化を進めている。本
研究における患者登録に際しては、倫理委員
会で承認された説明書を用い研究内容に対
して十分なインフォームドコンセント行い
同意が得られたMDS患者および再生不良性貧
血患者等から EDTA・Na2 採血管に 5 ml の末
梢血あるいは骨髄を採取する。適時 CD34 抗
体あるいは CD45 抗体を用いた blast gating
法により、Auto MACS により腫瘍細胞を分離
する。一時-80℃にて凍結保存する。保険診
療でえられた染色体分析結果、血球数、異形
細胞数および芽球数を含めデータベース化

する。骨髄生検組織はホルマリン固定して病
理組織学的検討および免疫組織学的検討に
用いる。末梢血および凍結保存した骨髄細胞
からは、後述するごとく、蛋白および高分子
DNA を抽出し酸化的 DNA 損傷、SNPs の検討、
8-オキソ体および DNA 修復活性（OGG1/MutYH
活性）の測定などに用いる。 
 
(2) 8-OHdG の免疫組織学的検討 
定法に従い、骨髄組織固定標本の 4μm 切片
を作製し、FITC 蛍光標識・抗 8-OHdG 抗体お
よび抗 Ogg1 抗体を用いて免疫染色し、
flowcytometry(OxyFlow)あるいは共焦点レ
ーザー顕微鏡にてそれらの細胞内分布を検
討する。また、分化マーカーや幹細胞マーカ
ーと蛍光多重染色を行うことにより、8-OHdG
が蓄積する血球のタイプについて詳細な検
討を加える。 
 
(3) 鉄キレート療法後の末梢血細胞および
骨髄細胞における DNA 損傷の定量(8-OHdG 定
量) 
既報（Kato J et al, Cancer Res 2001）に
準じて測定する。血球細胞から得られた高分
子 DNA 5-10μgを nuclease P1 で消化した後、
未消化の高分子 DNA を spin column で除去精
製した後、HPLC で分画して electro chemical 
detector (ECD) によって 8-OHdG ピークを検
出する。なお定量には、8-OHdG および dG 標
準品（和光）を同様にロードして行い、dG と
の含有比率を算出する。 
 
(4) 末梢血および骨髄細胞における ROS 測
定・脂質過酸化反応の評価 
常法に準じて血球細胞中の OFR(oxygen free 
radicals) は Red-CC-1 などの Molecular 
probe と反応させ、FACSCantoII あるいは
Biozero BZ-8000 蛍光顕微鏡 (KEYENCE)を用
いて蛍光信号を定量する。 
 
４．研究成果 
それぞれの年度の研究成果の概要は以下の
ごとくであった。 
平成 24 年度の成果 
MDS 患者から分離した単核球中の活性酸素を
Molecular probe を用いて測定すると共に、
ゲノム内の酸化的 DNA 損傷を 8-OHdG 蛍光染
色法を用いて検討した。その結果、MDS 患者
においては健常人に比し、単核球内の活性酸
素が増加していることが示された。さらに
8-OHdG 蛍光染色の結果、MDS 患者においては
健常人に比し、8-OHdG が強く染色され、特に
血清フェリチン 500ng/mL 以上を示す鉄過剰
状態の MDS 患者では、8-OHdG の染色性が増強
することが明らかとなった。 
 
平成 25 年度の成果   
血球内 8-OHdG を高速液体クロマトグラフィ
ー・電気化学検出器(HPLC-ECD 法)を用いて定
量を行った。MDS 全症例の末梢血内 8-OHdG レ



ベルは、健常人と比較し、有意に高値であっ
た(2.287 ±  1.540 vs. 0.871 ±  0.877 
/105dG, P=0.003 )(図 1)。 
8-OHdG 量と血清フェリチン値には正の相関
が認められた(r=0.495, P=0.003)(図 2)。 
 
すなわち、鉄過剰が進行する程、酸化的 DNA
損傷が高度になる可能性が示唆された。さら
に、High リスク MDS（Int-2 および High）の
末梢血球ゲノム内8-OHdG量はLowリスクMDS

（Low および Int-1）と比較し有意に高値で
あった(3.191 ± 1.792 vs. 1.564 ± 0.821 

/105dG, P=0.016 )。IPSS の各予後因子であ
る血球減少、骨髄芽球比率および染色体異常
別に 8-OHdG を検討した結果、染色体異常の
有無のみが8-OHdGと相関があった(正常核型 
vs. 異常核型 : 1.538 ± 0.833 vs. 3.036 
± 1.756 /105dG, P=0.019 )。MDS 患者末梢
血単核球中の 8-OHdG 量は、Deferasirox 投与
後に、ほぼ正常値まで回復した(図 3)。 
 
平成 26 年度の成果 
MDS に対する鉄キレート療法の効果を、鉄キ
レート群 13例および非鉄キレート群 47例に
分け後方視的に検討した結果、鉄キレート群
で 2例の死亡例が認められたが（感染症およ
び肝不全）、白血病に移行した症例は認めら
れなかった。一方、非鉄キレート群では、観

察期間内の生存率が 40%で、約 50%に白血病
への移行が認められた（Log rank Test, 
P<0.05）（図 4）。 

平成 24～26年度の本研究期間の成果により、
MDS 患者では、血球内の酸化ストレスが増加
しており、鉄キレート剤により酸化ストレス
を軽減できることが示された。また、後方視
的ながら、鉄キレート療法群で、白血病移行
率が低下することが明らかとなった。今後、
MDS において、酸化ストレスが亢進する分子
機構を解明することで、新たな治療アプロー
チを開発する他、前向き臨床試験によって、
MDS に対する治療効果を検討する必要がある
と考えられた。 
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