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研究成果の概要（和文）： 
再生不良性貧血（AA）と低形成骨髄異形性症候群（MDS）の鑑別、特に AA と refractory 
cytopenia of childhood (RCC)の鑑別は困難である。我々はレーザーマイクロダイゼクションを
用いて、TP53 陽性細胞を切り出したところ、RCC では 9 例中 6 例で TP53 遺伝子変異がみら
れたが、AA では変異はみられなかった。また 5 例中 2 例の RCC で p16 遺伝子のプロモータ
ー領域の高メチル化がみられたが、AAからMDSに移行がみられた4例においては、MDS/AML
移行後に Evi-1 や GATA2、AML1/RUNX1 の発現の増加はみられ ,2 例においては、
AML1/RUNX1 の遺伝子変異が確認された。 
  
研究成果の概要（英文）： 
The differential diagnosis between aplastic anemia (AA) and hypoplastic myelodysplastic 
syndrome (MDS), especially, refractory cytopenia of childhood (RCC) is still difficult. Six of 
9 RCC specimens showed the TP53 gene mutation in TP53 positive stained cells cut by 
lazer microdissection system, however, there is no TP53 mutation in AA specimens. 
Furthermore, 2 of 5 RCC specimens showed the highly methylated status in the promotor 
region of p16 gene, but not in AA specimens. Higher expression of Evi-1, GATA-2 and 
AML1/RUNX1 were found than those at AA/MDS phase. We also found AML1/RUNX1 and 
N-RAS mutations occurred in this process.   
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１．研究開始当初の背景 
2008 年の新 WHO 分類で、あらたに小児
MDS の病型として、refractory cytopenia of 

childhood (RCC)が提唱された。実際、小児
造血不全 78 例を新分類にしたがい診断する
と、45例がAA,33例がRCCと診断されたが、
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AA と RCC の鑑別は容易ではない。特に、両
疾患の鑑別は、これまで骨髄塗抹標本や生検
標本の形態や染色体分析の結果に基づいて
おこなわれてきたが、専門医の間でもその一
致度は高いものではない。両疾患の違いにつ
いて、RCC では TP53 染色陽性細胞の増加や、
micromegakaryocyte の増加がみられるなど
の 病 理 学 的 情 報 が 得 ら れ た が 、
genetic/epigenetic な違いについては明らか
となっていない。いっぽうでは、AA から
MDS/AML への病型移行も知られているが、
その分子基盤も明らかではない。 
 
 
２．研究の目的 
小児AAとRCCの genetic/epigeneticな相違
を検討し、鑑別診断に有用であるか検討する。
また、AA から MDS へ病型が移行する症例
を早期に発見するに有用な遺伝子を検討す
る。 
 
 
３．研究の方法 
AA、RCC の残余骨髄単核球検体より DNA
を抽出し、常法通り TP53 遺伝子について
PCR、ダイレクトシーケンスを行った。 
また骨髄クロット標本を用いて、TP53 の免
疫染色を行い、レーザーマイクロダイゼクシ
ョンシステムにて、TP53 陽性細胞を切り出
し、DNA 抽出、PCR、シークエンスを行っ
た。メチル化解析については、抽出した DNA
を用いて、p16 と GATA2 のプロモーター領
域のメチル化解析を行った。また、AA から
MDS に移行がみられた 4 例について、AA お
よび MDS/AML 時期の残余骨髄単核球検体
から RNA を抽出し、定量的 PCR 法で Evi-1, 
GATA-2 and AML1/RUNX1 の発現を検討し
た。同時に抽出した DNA 検体を用いて、
Evi-1, GATA-2 and AML1/RUNX1 遺伝子の
変異の有無についても検討をおこなった。な
お、本研究の実施については、名古屋大学医
学部附属病院の倫理委員会での承認を得て
いる。 
 
 
４．研究成果 
TP53 変異について解析を行ったところ、通
常の骨髄単核細胞由来DNAからはRCC、AA
ともに変異は検出されなかった。また
advanced stageのMDS症例でも検討したが、
従来の報告通り、小児 MDS では TP53 変異
はみられなかった。しかしながら、レーザー
マイクロダイゼクションを用いて、TP53 陽
性細胞を切り出し、解析したところ、RCC で
は 9 例中 6 例で変異がみられたが、AA では
免疫染色で TP53 陽性細胞はみられず、遺伝
子変異もみられなかった。今回得られた結果

は AA と RCC の分子病態の違いを示す代表
的な変化と考えられ、両疾患の鑑別に有用で
ある。またパイロシークエンス法で p16 遺伝
子のプロモーター領域のメチル化異常につ
いて検討したところ、5 例中 2 例の RCC で
高メチル化がみられたが、AA ではみられな
かった。また AA で発現低下のみられる
GATA2 遺伝子についてそのプロモーター領
域の解析を行ったところ、正常骨髄に比して、
AA では高メチル化がみられた。また、AA か
ら MDS に移行がみられた 4 例においては、
MDS/AML 移行後に Evi-1 や GATA2、
AML1/RUNX1の発現の増加はみられ,2例に
おいては、AML1/RUNX1 の遺伝子変異が確
認された。 
 
（図：再生不良性貧血から骨髄異形成症候群
/急性骨髄性白血病への移行前後における転
写因子発現の変化） 

 

 
 



 

 

 
 
結論 
 分子生物学的手法は AA と MDS の鑑別、
病型移行の早期発見に有用であると考えら
れた。 
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