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研究成果の概要（和文）：骨髄増殖性腫瘍と呼ばれる疾患群のうち，一部の疾患では二次性の骨髄線維症へ移行
することが知られている。移行後の予後は極めて不良であることから，線維症の予後因子を見出すことを目的と
した。これまでに，骨髄線維症において見出される遺伝子変異を対象としたターゲットリシーケンシングを100
例超の骨髄線維症患者に対して実施し，ASXL1変異とSRSF2変異の存在が，骨髄線維症の予後不良に相関する可能
性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of primary myelofibrosis (PMF) is poor in comparison to that 
of other subtypes of myeloproliferative neoplasms. To investigate the relationship between mutations
 and prognosis of PMF, a massively parallel target sequencing identifying mutations on 72 regions 
locating at MPNs-relevant 14 genes (CSF3R, MPL, JAK2, CALR, DNMT3A, TET2, EZH2, ASXL1, IDH1/2, 
SRSF2, SF3B1, U2AF1, and TP53) have designed and the mutation spectrum of 101 Japanese patients 
having overt or prefibrotic PMF diagnosed by WHO 2016 criteria. As a result, 66 out of 101 PMF 
patients (65.3%) harbored any mutations other than JAK2, CALR, or MPL mutations. In the 66 patients,
 ASXL1 mutations were the most frequently detected (42.6%). The prognostic risk classification based
 on the combination of CALR and ASXL1 mutation revealed that the CALR-/ASXL1+ group had 
significantly higher mutation load (P<.001). We also clarified that SRSF2 mutations strongly 
associated to the highly risks predicted by DIPSS (P<.05).

研究分野：病態検査医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，これまでの報告と同様，ASXL1変異とSRSF2変異が骨髄線維症の予後不良因子である可能性が示唆さ
れた。実際にこれらの遺伝子変異を有する症例における予後を詳らかにする必要はあるものの，将来的には，事
前にこれらの遺伝子変異の有無を調べることで，骨髄移植など，より積極的な治療を選択できるようになると考
えられ，社会的意義は大きいと言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨髄増殖性腫瘍（myeloproliferative neoplasms: MPN）は，造血幹細胞レベルで後天的に獲得される
遺伝子変異が原因で，幼若細胞から成熟血球細胞までの各分化段階の血球細胞が異常増殖する疾
患である。MPN には，主に赤血球が増加する真性赤血球増加症（polycythemia vera: PV），血小板が
増加する本態性血小板血症（essential thrombocythemia: ET），異常増殖した巨核球より分泌されるサイ
トカインにより骨髄の線維化をきたす原発性骨髄線維症（primary myelofibrosis: PMF）などが分類される。
これら 3 疾患のうち，PV と ET のおよそ 10〜15%程度が二次性の骨髄線維症（post-PV/ET 
myelofibrosis: post-PV/ET MF）へと移行することが知られている。移行後の全生存期間は約 3 年で，
予後は極めて不良であることから，post-PV/ET MF への移行リスクを把握し，いち早く治療へ結びつけ
ることが重要である。これまでに，post-PV/ET MF の診断基準については提唱されている（Barosi G., et 
al., Leukemia 2008）が，線維化への移行リスクを明らかにした報告は存在しない。このような背景から，
申請者らのグループでは，MPN に共通して見出される遺伝子変異のひとつである JAK2V617F と呼ば
れる点突然変異に着目し，患者の全JAK2遺伝子量に対するJAK2V617Fの存在率（JAK2V617F allele 
burden）が上昇する症例では線維化のリスクが高いことを報告した（図 1，Morishita S., et al., Int J 
Hematol 2015）。ところが，線維症へ移行しない症例であっても，JAK2V617F allele burden は罹患期間
とともに上昇する傾向にあり，非移行群であっても急激な上昇を認める症例も存在するため，
JAK2V617F allele burden 上昇量のみでは移行を予測できない。そこで申請者は，同程度の
JAK2V617F allele burden であっても，細胞集団における野生型，ヘテロ変異型，ホモ変異型それぞれ
の細胞数が患者によって異なり，この違いが線維化に関係するのではないかと考えた。この仮説を実証
するためには，患者の血球細胞集団から細胞をひとつずつ取り出し，それらの遺伝子変異を逐一決定
する必要がある。また，遺伝子変異に基づく細胞数の違いが予後に影響することを示すには，望む遺
伝子型の細胞を生きたまま選択的に分取し，これを用いた分子生物学的アプローチによる実証が必須
である。 
 
２．研究の目的 
上述を踏まえ，本研究課題では， (1) 細胞を遺伝子変異に基づき生きたまま 1 細胞ずつ分離できる
技術を開発すること， (2) 開発した技術をもって，血球細胞を遺伝子変異に基づき野生型，ヘテロ変
異型，ホモ変異型に分け，その数を比較することで線維化との関係を明らかにすること，を目的として研
究を開始した。 
 
３．研究の方法 

（1）骨髄線維症で見出される遺伝子変異を網羅的に解析できる技術の開発 

上述のとおり，研究開始当時は細胞に蛍光標識された核酸プローブを導入し，細胞内で発現してい
る JAK2 mRNA を認識して蛍光を発するシステムの構築を目指し，開発を行っていた。本系の構築にあ
たり，まず，JAK2V617F 部位を含む領域で設計され，蛍光標識された核酸プローブと，キャンプ
チャーベイトを設計した。キャプチャーベイトは JAK2V617F 変異を含む領域で，JAK2 mRNA と相
補的な配列となるよう設計し，核酸プローブはキャプチャーベイトに相補的で，より短い鎖長と
なるよう設計した。設計したキャプチャーベイトを金ナノ粒子へチオール結合させたのち，これ
に核酸プローブをハイブリダイズさせた。ハイブリダイズさせた複合体を，JAK2 野生型細胞株
（UT-7/Epo），JAK2V617F ホモ変異型細胞株（HEL）より抽出した total RNA と混合し，遺伝子型
に対応した蛍光の発光が見られるかを試験管内で検討した。その後，金ナノ粒子複合体を UT-
7/Epo 株，HEL 株に導入し，フローサイトメーターを用いることで，遺伝子型に基づいて細胞を
分離できる条件を調べたが，核酸プローブの細胞への取り込みが困難なことが判明した。そこで，新
たな遺伝子変異の獲得による細胞のポピュレーションの動的な変化に着目し，骨髄線維症で比
較的高頻度に見出される遺伝子変異の有無を網羅的に解析できる技術を構築することとした。 
骨髄線維症では，核酸のエピジェネティックな構造変化に関係する遺伝子や，遺伝子スプライシング
に関わる遺伝子などに変異が見出されることが報告されている。そこで，オンラインで公開されているデ
ータベースをもとに，骨髄線維症で比較的高頻度に見出される遺伝子変異として CSF3R，MPL，JAK2，
CALR，DNMT3A，TET2，EZH2，ASXL1，IDH1/2，SRSF2，SF3B1，U2AF1，TP53 遺伝子を選定した。
選定した 14 遺伝子の配列を全ゲノム中から抽出するため，ビオチン標識された核酸プローブを 178 種
類用意し，これを断片化したゲノム DNA とハイブリダイゼーションさせたのち，ストレプトアビジンコートさ
れたマグネティックビーズで回収した。回収された DNA 断片の配列を，次世代シークエンサー（MiniSeq, 
Illumina 社）を用いて解読した。 
 
（2）骨髄線維症患者を対象とした変異スペクトラムの解析 
日本全国の 100 を超える検体提供施設の協力のもと，骨髄線維症患者 101 例を収集した。これ
らの患者を対象に，（1）で構築したシステムを用いて，遺伝子変異を探索した。得られたデータ
から，信頼性の低い遺伝子変異を除外するため，① QC>20，② エクソン上に存在する，③ アミ
ノ酸の置換，もしくは欠失・挿入を伴う，④ コールされた遺伝子変異の頻度が 3%以上である，
⑤ 日本人におけるアレル頻度が 0.5%以下である，もしくは，データベースに存在しない変異で
ある，の条件を設け，これら 5条件全てを満たした遺伝子変異を抽出して解析に用いた。変異ス
ペクトラムの解析には，統計分析フリーソフト Rの GenVisR パッケージを用いた。 



 
（3）遺伝子変異の組み合わせによる予後予測システムを用いた解析 
（2）で明らかとなった変異スペクトラムをもとに，患者を ASXL1 遺伝子変異と CALR 遺伝子変
異の有無の組み合わせで 2群にわけ，それぞれを予後不良群（ASXL1 遺伝子変異陽性，CALR 遺伝
子変異陰性）と予後良好群（ASXL1 遺伝子変異陰性，CALR 遺伝子変異陽性）とした。それぞれの
群における遺伝子変異の獲得数を比較するとともに，予後不良群でのみ見出される遺伝子変異
を決定した。 
 
（4）臨床情報を用いた骨髄線維症の予後予測システムに相関する遺伝子変異の探索 
（3）と並行して，患者の臨床情報をもとにダイナミック IPSS（DIPSS）法と呼ばれる予後予測
システムを用いて，患者のリスク分類を行った。DIPSS では，患者は 4グループ（Low, Int-1, 
Int-2, High）に分類されるが，本研究では，患者を低リスク群（Low or Int-1），高リスク群
（Int-2 or High）の 2群にわけ，決定木解析を用いて，高リスク群に関係する遺伝子変異，も
しくは，遺伝子変異の組み合わせを調べた。 
 
４．研究成果 
（1）骨髄線維症患者を対象とした変異スペクトラムの解析 
骨髄線維症患者 101 名を対象とした遺伝子変異のスペクトラムを図 1に示す。この結果より，
骨髄線維症では，実に 65.3%もの症例で，ドライバー変異とされる JAK2，MPL，CALR 遺伝子変異
の他に遺伝子変異を持つことが明らかとなった。また，それらのうち，もっとも高頻度に見られ
たのは ASXL1 遺伝子変異であり，その頻度は 42.6%であった。続いて，ドライバー変異の種類で
遺伝子変異の獲得数を比較したが，有意な差は認められなかった。ところが，JAK2，MPL，CALR
遺伝子変異のいずれも有さない症例（triple negative PMF）では，遺伝子変異の獲得数が少な
い傾向があった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 骨髄線維症患者の変異のスペクトラム。 
 
（2）遺伝子変異の組み合わせによる予後予測システムを用いた解析 
（1）の結果をもとに，患者を ASXL1 遺伝子変異と CALR 遺伝子変異の組み合わせで 2 群に分
けた。該当する症例数は，それぞれ，予後不良群（ASXL1 遺伝子変異陽性，CALR 遺伝子変異陰性）
31 例，予後良好群（ASXL1 遺伝子変異陰性，CALR 遺伝子変異陽性）14 例であった。この 2群の
遺伝子変異数を比較すると，予後不良群において，有意に遺伝子変異数が多い（P < .001）こと
が明らかとなった。検定には Brunner-Munzel 検定を用いた。過去の報告で，遺伝子変異の獲得
数が多いほど予後不良であることが明らかとなっており（Lundberg G. et al., Blood 2014），
この結果は，ASXL1 遺伝子変異が骨髄線維症において予後不良因子となり得ることが考えられた。 
 
（3）臨床情報を用いた骨髄線維症の予後予測システムに相関する遺伝子変異の探索 
DIPSS 法によって患者の予後のリスク分類を行った。94 例のリスク分類の結果をもとに，患者
を低リスク群（Low or Int-1），高リスク群（Int-2 or High）の 2群にわけ，それぞれの患者の
遺伝子変異のスペクトラムを用いて，もっとも高率にリスク分類を行うことができる遺伝子変
異の組み合わせを決定木解析により決定した。得られた決定木を用いた場合の予測一致率は，
69.8%であった。また，この決定木によれば，SRSF2 遺伝子変異陽性例において，高リスク群の



患者の割合が有意に高いこと（P < .05），triple-negative PMF では全症例が低リスク群である
ことが明らかとなった（図 2）。このことから，SRSF2 遺伝子変異が骨髄線維症の予後不良に関わ

る可能性があることが示唆され
た。 
さらに，（1）の結果と併せて考
えると，triple-negative PMF は
予後良好であることが考えられ
た。これらについては，ASXL1 遺
伝子変異と SRSF2 遺伝子変異の
有無と，ドライバー変異の有無
で全生存率を解析する予定であ
り，今後明らかになっていくも
のと推察される。 
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図 2. 決定木解析による DIPSS リスク分類と遺伝子変異の関係. 
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