
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

基盤研究(C)

2013～2011

好酸球増多症候群に対する新しいバイオマーカーに基づいた診断と標準治療法の確立

Development of novel diagnostic and therapeutic biomarkers for hypereosinophilic syn
drome

９０４６７６５５研究者番号：

定　明子（SADA, AKIKO）

神戸大学・医学（系）研究科（研究院）・研究員

研究期間：

２３５９１３８９

平成 年 月 日現在２６   ６ ２０

円     4,100,000 、（間接経費） 円     1,230,000

研究成果の概要（和文）：好酸球増多症候群(HES)は原因が不明な好酸球増加症を伴う疾患群である。本研究では、全
国多施設からの依頼症例に対し情報提供と助言により診断を行い,RT-PCR法によりFIP1L1-PDGFRA(F-P)キメラ遺伝子を
検索した。また、様々な好酸球増加症候群の患者既存検体からリン酸化ペプチドを抽出しnanoLC-MS/MSによる質量分析
を行った。その結果、F-Pキメラ陽性群と反応性好酸球増加症群との間にはリン酸化パターンに明らかな違いがあり、
両者が区別されることがわかった。このリン酸化の違いに着目すれば、HESの原因解明や鑑別診断に有用である可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hypereosinophilic syndrome (HES) is a heterogeneous disorders characterized by pro
longed eosinophilia with causes unknown. We clarified the clinical differential diagnosis of the patients 
who participated in this study, and tested for the existence of FIP1L1-PDGFRA chimeric mRNA by RT-PCR. Mor
eover, we also performed phosphoproteomic studies by mass spectrometry (nanoLC-MS/MS) using the phsphopept
ides extracted from peripheral blood of various patients and found the different profiles with which corre
late the underlying condition of eosinophilia. This information of phosphopeptides could be useful in the 
differential diagnosis of HES.
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１．研究開始当初の背景 
 
好酸球の増加を起こす疾患は様々であり、
高度な好酸球増加症では症状や一般検査か
らは原因を特定することが困難なことが多
い。代表者らは全国多施設からの依頼症例に
対し共同して診断を行い、RT-PCR法により
FIP1L1-PDGFRA(F-P)キメラ遺伝子検査を
行い、HESの臨床像や実態を調査してきた。
F-Pキメラ遺伝子は分子標的治療薬が有効な
分子異常であることから、その検出は診断・
治療方針の両面で臨床的に非常に重要であ
る。しかし、その陽性率は HESの 2割未満
であり、F-P キメラ陰性 HES の一部でもイ
マチニブが有効な例が知られている。イマチ
ニブ有効例では未知のチロシンキナーゼ異
常の関与が示唆され、新しいバイオマーカー
の同定が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 
HESにおいてイマチニブ有効群と無効群の
間にはチロシンリン酸化蛋白発現の違いが
認められることが推察される。そこで、本研
究では様々な原因の好酸球増加症における
リン酸化蛋白の情報を比較することにより、
好酸球増加症の鑑別と分子標的治療法の選
択の指標となり得る新規バイオマーカーの
開発を試みた。 
 
３．研究の方法 
 
(1)HES 患者を担当する全国多施設の担当医
からの依頼を受け、共同して診断を行った。
書面による同意が得られた症例では静脈血
から採取した血液細胞を当施設に凍結保存
し、nested RT-PCR 法による F-P キメラ遺伝
子検査を行い、残りの凍結保存検体を以下の
蛋白質発現解析に使用した。 
 
(2)凍結保存血球細胞から可溶性蛋白質を抽
出し抗リン酸化チロシン残基抗体によるウ
エスタンブロット法を行った。 
 
(3)同様に凍結保存検体からリン酸化ペプチ
ドを抽出し nanoLC-MS/MS による質量分析を
行った。 
 
(4)統計ソフトあるいはデータマイニングソ
フトを用いて多変量解析やデータマイニン
グにより、質量分析で得られたデータを用い
て症例間のリン酸化ペプチド発現の比較解
析を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1)全国多施設からの問合せ症例の累積件数
約 280 件のうち、過半数は反応性好酸球増加
症（サイトカイン依存性）が疑われた。F-P
キメラ陽性例を含むPDGFR遺伝子再構成に関

連した腫瘍性好酸球増加症は全体の 6％であ
り、反応性好酸球増加症を除外した HES 症例
中では 20%の頻度で認められた。諸外国から
の文献報告によるとF-Pキメラ陽性頻度は5%
～50％と幅広く、高度な好酸球増加を伴う反
応性好酸球増加症を母集団からどの程度除
外するかによって異なる。一般的に F-P キメ
ラ陽性率は反応性好酸球増加症を除外した
HES のうち 10-20%と考えられており、本研究
で観察された陽性率は諸外国の頻度とほぼ
合致していると思われる。 
 
(2)十数人の患者末梢血保存検体から抽出し
た可溶性蛋白質を用いて抗リン酸化チロシ
ン残基抗体を用いたウエスタンブロット法
では、類似した症例毎に異なるリン酸化蛋白
の発現パターンが確認できた。臨床データと
照らし合わせ、PDGFRA に該当する高分子量の
チロシンリン酸化の違いは、好酸球増加症の
原因とイマチニブ反応性に関連性があるこ
とが推察された。しかし、検体に含まれる蛋
白は微量であり、ウエスタンブロット法およ
び免疫沈降法などの抗体を用いた技術では、
目的とする蛋白を同定することはできなか
った。 
 
(3)リン酸化蛋白発現の違いを検出するため、
数十例の患者検体を用いて一斉にリン酸化
プロテオミクス解析を行った。その結果約
8000 種類に及ぶ大規模なリン酸化ペプチド
のデータが得られた。クラスター分析では
HES 診断群と反応性好酸球増加症など HES 以
外の疾患群に大別され、分散分析では F-P キ
メラ陽性群と明らかな反応性好酸球増加症
群との間にはリン酸化パターンに明らかな
違いが認められた。この違いの要因をさらに
探索することによりHESの個別化につながる
バイオマーカー候補を特定することは可能
と思われた。 
 
(4)さらに詳細な解析を進めるため、得られ
た実験データとそれぞれの蛋白の機能との
関連性やシグナル伝達経路での位置づけを
行うための準備として、実験データに関連す
る蛋白の機能などの関連情報のデータベー
スを作成した。現在ヒトを対象とした大規模
リン酸化プロテオーム解析の報告例はなく、
本研究結果からは既知情報にとらわれない
先駆的な情報が得られることが期待される。
データマイニングおよびバイオインフォマ
ティクスによる好酸球増加症に伴う解析を
試みており、今後も本研究を継続し、解析を
進めていく予定である。 
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