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研究成果の概要（和文）：真性多血症患者の多くにJAK2V617F変異が認められるが、エピジェネティクス関連遺
伝子であるASXL1変異との協調において予後不良な骨髄線維症を発症する。骨髄増殖性疾患ドライバー変異を有
するJAK2V617FマウスはAsxl1欠失と協調し骨髄線維症に進展した。JAK2V617F;Asxl1+/- マウスでは巨核球の過
形成および骨髄性白血病への進展を認めた。プロモーター領域におけるH3K4me3の高発現によるがん原遺伝子の
活性化が要因として示唆される。

研究成果の概要（英文）：The somatic mutation of JAK2V617F is present in >95% of polycythemia vera 
(PV) patients. PV patients with co-mutations of epigenetic regulators such as ASXL1 and JAK2V617F 
occurred myelofibrosis (MF) with poor prognosis. Asxl1 loss accelerates MF in JAK2V617F-driven 
myeloproliferative neoplasm (MPN) in mice. JAK2V617F;Asxl1+/- mice induces megakaryocytic 
hyperplasia and can transform to myeloid leukemia. Haploinsufficiency of Asxl1 and JAK2V617F trigger
 myeloid leukemia transformation through an additive effect to enhance H3K4me3 levels in the 
promoter region with oncogene. 

研究分野： 小児血液腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄増殖性疾患はJAK2V617F変異を高頻度に認める疾患であるが、近年、ASXL1などのエピジェネティック制御に
関わる遺伝子変異が協調することで予後不良な骨髄線維症や骨髄性白血病を発症すると考えられている。本研究
では、ヒトにおける疾患の特徴を明らかにすると同時に、モデルマウスにおいても同様の事象を確認しえた。ま
た、疾患発症のメカニズムを解明し、至適薬剤を検討することで新規治療法開発につなげることが可能となり社
会的意義を有する研究である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
全ゲノム解析が容易に実施できるようになり、急性骨髄性白血病 (AML)や骨髄増殖症候群 

(MPN)の遺伝子異常が明らかとなった。MPN は骨髄系細胞のうち 1 系統以上の細胞が末梢血また
は骨髄においてクローナルに増殖する疾患であり、骨髄線維症や AML へ進展する。MPN は主に真
性多血症 (PV)、本態性血小板血症 (ET)、原発性骨髄不全症 (PMF)に分類されている。MPN では
JAK-STAT シグナル伝達系の異常と、エピジェネティクス関連遺伝子変異がみられる。 
JAK-STAT シグナル伝達系の異常では JAK2V617F があり、PVの 95%異常、ET、PMF の約半数に同変
異がみられる。JAK2V617F はサイトカイン刺激がない状態でも JAK-STAT シグナル伝達系を恒常
的に活性化させるドライバー変異であるが、同変異に加えて、頻度は少ないものの ASXL1、TET2、
IDH、EZH2、DNMT3A などのメチル化やヒストン修飾といったエピゲノム制御関連遺伝子の異常が
MPN ではみられる。ASXL1 遺伝子はクロマチン修飾が主な機能であるポリコーム蛋白であり、
ASXL1 遺伝子変異により骨髄悪性疾患を発症する。JAK2V617F は PMF を発症させうるが、特にエ
ピゲノム制御関連遺伝子の異常を併発している症例において PMF の発症が高頻度であり、その
予後は極めて不良であると考えられている。しかしながら、その発症メカニズムは解明されてお
らず、至適治療も開発されていない。 
 
２．研究の目的 
 
上記の背景をもとに、特にエピジェネティクス関連遺伝子である ASXL1 遺伝子に着目し、ASXL1

変異が、MPN の発症ならびに疾患の進展に関わる影響について明らかにすること、さらには新規
治療法の開発を目指すことを本研究の目的とした。 
 

具体的には、JAK-STAT シグナル伝達系の恒常的刺激を起こす JAK2V617F と ASXl1 変異が協調す
ることで起こりうる疾患 (MPN の中でも特に PMF の発症頻度など)とそのメカニズムを明らかに
することで新規治療開発につなげることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 患者サンプルの評価 
JAK2V617F（ASXL1 変異あり/なし）がある PV 患者 95 名を対象とし、生存率および疾患の特徴、
血液検査データを解析する。 
 
(2) 疾患モデルマウスの樹立および解析 
○1  Asxl1+/-マウスと JAK2V617F トランジェニックマウスの交配より JAK2V617F;Asxl1+/-マウスを樹
立し、Asxl1+/-マウス、JAK2V617F トランジェニックマウス、JAK2V617F;Asxl1+/-マウス 3種類の表
現型を比較検討する。 
出生後、2か月毎の末梢血検査、メイギムザ染色、骨髄および脾臓の病理学的検査を行う。 
病理学的検査は骨髄および脾臓組織の HE 染色を行い、骨髄線維症の評価としてレチクリン染色
を施行する。 
生後 2か月毎に sacrifice したマウスについて、上記の解析を行い、各マウスにおいて発症した
疾患の種類、発症時期などについて検討する。 
 
○2  Flow cytometry analysis 
骨髄および脾臓の HSC/HPC 細胞を Flow cytometry 解析する。 
 
○3  Colony-forming Unit (CFU) assays 
骨髄および脾臓の細胞に MethoCult M3134、mSCF、hIL-6、mIL3、EPO、TPO を添加して培養し、
6日後に BFU-E、CFU-GM、CFU-GEMM、CFU-E、CFU-MK をそれぞれカウントする。 
 
(3) 病態解析 
○1  Whole-exome sequencing analysis 
JAK2V617F;Asxl1+/- mice leukemic cells, and control 
A read length of 2×100bp using the Illumina Hiseq system 
 
○2  RNA-Seq analysis 
Purified cKit+ cells from JAK2V617F;Asxl1+/- preleukemic mice and age matched WT, Asxl1+/-、
JAK2V617F mice were used.  
A read length of 2×76bp using the Illumina NextSeq 500 
 



○3   Western blot analysis 
H3K4me3 using BM cKit+ cells  
 
○4  RT-qPCR analysis 
 
○5  ChIP-Seq (cKit+ cells) 
Genomic DNA regions: H3K4me3、H3K4me1、H3K27ac、H3K27me3、 
JAK2V617F;Asxl1+/- and WT control 
A read length of 76bp using the Illumina NextSeq 500 system 
 
(4) Inhibitor treatment 
JAK2 inhibitor、BAP1 inhibitor、and both 
In vitro: CFU assay using cells from JAK2V617F;Asxl1+/- mice with dose drugs 
In vivo: JAK2V617F;Asxl1+/- mice are randomized to begin treatment with drugs after birth 
         Tumor transplanted mice are also randomized two weeks after SCT. 
  
 
４．研究成果 
 
(1) MPN 症例 (PV 患者)において JAK2V617F/ASXL1 変異ありの予後は不良である。 
 
a. JAK2v617F; ASXL1MUTは JAK2v617F; ASXL1WTと比較して無骨髄線維症生存率は有意に不良である。 
b. JAK2v617F; ASXL1MUTは骨髄線維症の頻度が高い。 
c,d,e. JAK2v617F; ASXL1MUTは白血球高値、重篤な貧血、血小板減少がみられる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(2) モデルマウスにおいて ASXL1 変異は JAL2V617F と協調して骨髄線維症を促進させる。 
 
a. JAK2V617F;Asxl1+/- マウスは生後 2-6 か月で骨髄線維症を発症し、さらには 2次性急性骨髄性   

白血病 (sAML)を発症する。 
b,c,d. JAK2V617F;Asxl1+/- マウスにおいて白血球高値、好中球高値、血小板減少を有意に認める。 
e. JAK2V617F;Asxl1+/- マウスは生後 3か月で繊維化を認める。 
f. JAK2V617F;Asxl1+/- マウス脾細胞ではEPO、TPO添加によってBFU-E,CFU-E,CFU-MKが増加する。 
 

 
 
(3) JAK2V617F;Asxl1+/- マウスは早期に死亡し、高頻度に骨髄線維症を認める。 
 
JAK2V617F;Asxl1+/- マウスは Asxl1+/- マウス、JAK2V617Fマウスと比較して早期に死亡する。 
また、JAK2V617Fマウスの 14%に骨髄線維症を認めたが、JAK2V617F;Asxl1+/- マウスでは、31%に骨髄
線維症を認め、さらには 12%に白血病を発症した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(4) ASXL1 変異は JAL2V617F と協調して赤芽球、巨核球への分化を促進する。 
 
JAK2V617F;Asxl1+/- マウスでは short-term-HSC と megakaryocyte/erythroid progenitor (MEP)は
増加し、multipotent hematopoietic progenitors (MPP)は減少する。(A,B,C) 
また、コロニーアッセイでは、コロニー数、replating capacity のいずれも多い。(D) 
骨髄においても EPO、TPO 添加によって BFU-E,CFU-E,CFU-MK が増加する。(E) 
 

 
 
(5) Increased H3K4me3 enrichment contributes to aberrant activation  

of key signature in JAK2V617F;Asxl1+/- cKit+ cells   
 
oncogene 遺伝子のプロモーター領域において H3K4me3 発現が増加することで oncogene 遺伝子 
が活性化する。 
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