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研究成果の概要（和文）：予後不良な14歳男児の骨髄抗原陽性のB細胞性急性リンパ性白血病(ALL)にt(9;17)(p24;q21)
を検出し、次世代シークエンサーによるmRNA-sequencingを用い、新規のSPAG9-JAK2融合遺伝子を同定した。SNPアレイ
およびmultiple ligation-dependent probe amplification法によりCDKN2Aのホモ欠失とCDKN2B, PAX5, BTG1, IKZF1 
のヘミ欠失も同定した。この白血病は遺伝子発現がBCR-ABL1 ALLに類似した予後不良のPh like ALLと考えられ、JAK2
阻害剤が分子標的治療となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We observed a t(9;17)(p24;q21) translocation in a 14-year old male with 
B-progenitor acute lymphoblastic leukemia having myeloid antigen who had poor prognosis, and identified a 
novel SPAG9-JAK2 fusion gene using paired end messenger RNA sequencing (mRNA-seq). Further SNP array and 
multiple ligation-dependent probe amplification analysis (MLPA) identified the homozygous deletion of 
CDKN2A and hemizygous deletion of CDKN2B, PAX5, BTG1, and IKZF1. This ALL having both rearrangement of 
activating tyrosine kinase and genomic lesions affecting lymphoid transcription factors is similar to the 
Philadelphia chromosome (Ph) /BCR-ABL1 like ALL subgroup. This novel translocation identifies JAK2 gene 
as a possible therapeutics target in ALL.

研究分野：小児科
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１．研究開始当初の背景 
かつて「不治の病」と言われた小児の白

血病は，近年治癒可能となった．この進歩

は，徹底したリスク分類を行い，予後不良

予測による治療強化，極めて予後不良例に

は造血幹細胞移植をも行った結果による．

リスク分類は，免疫表面抗原による白血病

の表現型，特異的な染色体転座，非特異的

な癌遺伝子・癌抑制遺伝子の解析，染色体

転座に基づく遺伝子診断等によって行われ，

微少残存病変 (MRD) を検出して治療効果
の判定に利用するなど，著しい進歩があっ

た．しかし，こうしたリスク分類に従い同

一治療を行っても治癒する例と難治例が存

在する．申請者らは，t(1:19) 急性リンパ性
白血病 (ALL) について p53遺伝子異常が
予後不良であることを報告した 
(Kawamura et al., Blood 85:2546, 1995)．また
小児の T細胞性 ALLは p16/MTS1遺伝子点
突然変異ではなく，homozygous deletionが
発症に関与し (Ohnishi, Kawamura et al., 
Blood 86:187, 1995)，各々の症例について
p53, p21, p16, p15および RAS遺伝子の変異
と予後との関連を報告した (Kawamura et 
al., Leuk Res 23:115, 1999)． 
申請者らは ALLと診断された 14歳男児
に対し，強力な治療を行うも治療中再発し，

自家末梢血幹細胞移植を行ったが救命し得

なかった，極めて予後不良の症例を経験し

た．本症例は，初診時白血球数 80,000/l，
FAB分類 L2，骨髄系マーカー陽性 ALLで 
t(9;17)(p24;q21) の染色体異常が見られた．
当時この染色体転座に手がかりはなかった

が，1997年 9p24に非受容体型チロシンキナ
ーゼ Janus kinase 2 (JAK2) が存在し，
t(9;12)(p24;p13) を持つ小児 T細胞性ALLか
ら TEL-JAK2融合タンパクが産生されると
の報告がなされた (Science 278:1309, 1997)．
これをきっかけに，t(9;12)(p24;p13) を持つ
小児 B前駆型 ALLから TEL-JAK2融合タン
パクが，また t(9;15;12)(p24;q15;p13) を持つ
成人 CMLから TEL-JAK2および TEL-EVI1
融合タンパクが産生されるとの報告がなさ

れ，JAK2の白血病への関与が明らかになっ
た (Blood 90:2535, 1997)．さらに，
t(8;9)(p22;p24) を持つ CMLから
PCM1-JAK2融合タンパク (Oncogene 
24:7248, 2005)，t(9;22)(q34;q11.2) を持つ

CMLから BCR-JAK2融合タンパク (Genes 
Chromosomes Cancer 44:329, 2005)，および 
t(5;9)(q14.1;p24.1) を持つ pre-B ALLから
SSBP2-JAK2融合タンパク (Genes 
Chromosomes Cancer 47:884, 2008) 等の報告
が続き，JAK2遺伝子関連白血病は他にも存
在する可能性が示唆された．そこで我々の

症例も染色体の核型から 9p24の JAK2遺伝
子との関連を疑い，FISH解析を行い，JAK2
遺伝子が転座に関わることを確認し，これ

を契機に本症の病態解明研究を開始した． 
一方，真性赤血球増加症，本態性血小板

血症，特発性骨髄線維症は一つの多能性前

駆 細 胞 に 起 因 す る ク ロ ー ン 性 の

Myeloproliferative disorder (MPD) と考えら
れているが，JAK2 の変異 (V617F) が真性
赤血球増加症で 57%，本態性血小板血症で
23%，特発性骨髄線維症で 23%の患者に報
告された．体細胞変異による JAK2の異常活
性化が発症に関与するものと考えられ，

JAK2 は新たな治療標的として注目された 
(N Engl J Med 352:1779, 2005)．またダウン症
の ALLの 18%に JAK2の 683番の変異が報
告され (Lancet 372:1484, 2008), JAK2遺伝子
と ALLの関与が注目された． 
現在，難治性白血病の治療戦略において，

抗がん剤治療で根治できない場合は，造血

幹細胞移植を行うことで生命的な予後は改

善された．しかし，放射線や大量化学療法

による治療関連死亡や晩期障害が問題とな

り，できるだけ症例を限る必要がある．様々

な標的分子阻害剤も開発されており，造血

に重要なチロシンキナーゼである JAK2遺
伝子は有力なターゲットになり，本症例の

発癌機構の解明は，新たな治療法の確立に

役立つと考えられた． 
２．研究の目的 
本研究は，t(9;17)(p24;q21) を持つ難治性の

ALLの発がん機構を解明し，その治療法の開
発への糸口をつかむことを目的とした． 
１）この転座に認められる新規融合遺伝子の

同定：JAK2遺伝子が転座に関与していること
をFISHで確認しており，相手遺伝子のクロー
ニングを行う． 
２）新規融合遺伝子および転座相手遺伝子の

細胞培養系を用いた機能解析． 
３）マイクロアレイ解析を用いた関連遺伝子

の探索． 



 

図１ ダブルカラーFISH
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４）分子標的治療法の可能性に関する解析． 
３．研究の方法 
１）FISH法：患者骨髄白血病細胞からJAK2を
挟む2つのBACクローンRP11-114N5（赤）と
RP11-980L14（緑）を用いてダブルカラーFISH
を行った． 
２）相手遺伝子の同定：JAK2と融合する転写
産物を同定のため，滝らが報告したcDNA 
bubble PCR法を用いた．cDNAを作製し，制限
酵素Rsa Iで切断し，Bubble oligoをつないだの
ち，JAK2およびBubble oligoの配列を利用した
nested PCRによりJAK2遺伝子の転座相手遺伝
子をクローニングする方法であったが，同定で

きなかった．次にPCRを原理とする5’RACE法
も用いたが同定できなかった． 
そこで次世代シークエンサーによる RAN 

sequencingにより相手遺伝子の同定を行った．
白血病細胞から total RNAを抽出し，Agilent 
Bioanalyzerによって RNAの量および質を評
価した．Total RNAの分解度 RIN (RNA 
Integrity Number) は 9.60で良好であった．こ
れから，Dynabeads® Oligo (dT) 25 mRNA 
isolation beads (Life technologies) を用いて
mRNAを抽出した．そしてmRNAより，
NEBNext mRNA Library Prep Master Mix Set 
for Illumina (#E6110S) とNEBNext Multiplex 
Oligos for Illumina (Index Primers 1–12) を用
いて Illuminaシーケンシング用のライブラリ
ーを調製し，得られた DNAは 12サイクルの
PCRで増幅した．取得ライブラリーに対し，
Illumina HiSeq 2000により 100 bp，paired end
のシーケンシングを行った．シーケンスデー

タから融合遺伝子を検出する解析は deFuse 
(http://compbio.bccrc.ca) を用いた． 
３）細胞培養系を用いた機能解析は相手遺伝子

同定の遅れから次期研究に延期した． 
４）ゲノムアレイ解析：白血病細胞から抽出し

たDNAで高密度オリゴヌクレオチドアレイ
（Affymetrix社製Human Mapping 250K Sty 
array）解析を行った． 
５）分子標的治療に関してPh/BCR-ABL1との
関連を解析：BCR-ABL1を持つPh陽性ALLに
似た発現プロファイルを持つPh/BCR-ABL1 
like ALLとの関連を調べるため，multiplex 
ligation-dependent probe amplification (SALSA 
MLPA kit P335-A1, MRC Holland, Amsterdam, 
The Netherlands) MLPA法によってIKZF1 (8 
probes), CDKN2A/2B (3 probes), PAX5 (6 probes), 

EBF1 (4 probes), ETV6 (6 probes), BTG1 (4 
probes), RB1 (5 probes)を解析した．白血病に関
わるN, H, K-ras, CRLF2, JAK2, TP53について
PCR法とダイレクトシークエンスで変異を同
定した． 
４．研究成果 
１）ダブルカラーFISH： 
正常 9番染色体上での 2つのシグナルの融
合と，der(9)t(9;17) 上に赤，der(17)t(9;17) 上に

緑のそれぞれ単

独のシグナルを

認め，本症例の転

座にJAK2遺伝子
が関わっている

ことを確認して

いた（図 1）． 
 

２）RNA-sequencingによる遺伝子同定： 
相手遺伝子は次世代シークエンサーによる

RNA-sequencing によって同定した (Illumina 
GA II and HiSeq, 2000). deFuseによって JAK2
遺伝子と 17q21.33 の SPAG9 遺伝子との新規
融合遺伝子を同定した．融合部位をターゲッ

トとした RT-PCRとダイレクトシークエンシ
ングで in frameであることを確認した．（図 2）． 

 

 
 
SPAG9 遺伝子は近年，様々ながんで

overexpressionが報告されているが，白血病に
関する融合遺伝子の報告はこれがはじめて

である (Kawamura et al., Genes Chromosomes 
Cancer, 54:401-8, 2015)．SPAG9遺伝子は c-Jun 
N-terminal kinase-interacting protein としての
働きを持つ．SPAG9-JAK2 融合遺伝子は，5’
側の SPAG9遺伝子には coiled-coil構造モチー
フを持ち二量体を形成し，3’側は他の融合遺
伝子の白血病にみられるように JAK2 遺伝子
のチロシンキナーゼドメインと融合して恒

常的活性化されたチロシンキナーゼが生じ

ると予想され，これが白血病の発症，悪性化

に関わっていると考えられる（図 3） 



 

 

 

 

図 3 SPAG9-JAK2 タンパクの模式図 

またその融合部位は JAK2遺伝子の exon19
に見出され，同部位は PAX5-JAK2 の全例，
BCR-JAK2，PPFIBP1-JAK2，TERF2-JAK2 に
も見出されている。これらはキナーゼドメイ

ンをのみを持ち pseudokinaseドメインを持た
ないと報告があり，これによって JAK2 阻害
剤の効果にも違いがあるとの報告がある． 
３）SNPアレイ法による JAK2領域の解析： 

SNP アレイでは 9p24 と 17q21 付近にはゲ
ノムコピー数の変化はみられなかったが，9
番染色体上では 9p21の p16, p15領域および
9p13 の PAX5 遺伝子領域の欠失がみられた
（図 4）．また CDKN2B, PAX5, BTG1, CDK6, 
ADARB2, IKZF の hemizygous deletion と
CDKN2Bの homozygous deletionを確認した． 

図 4 オリゴヌクレオチドアレイ解析結果 
４）MLPA法による解析： 

Multiplex ligation-dependent probe 
amplification (MLPA) 法の P202 B1  (IKZF1), 
P294 A1 (Tumor Loss), P335 A4 (IKZF1-ALL) 
キットを用いた解析で，SNP arrayの結果に加
えより詳細な情報が得られた．CDKN2A の
exons 2-5 と CDKN2B の exon １ で は
hemizygous deletion，その間の CDKN2B exon 2 
to CDKN2A intron1 では homozygous deletion
であり，IKZF1 では exon 2-7 の hemizygous 
deletionも明らかになった（図 5） 

 

 

図 5 MLPA analysis (P335 IKZF1-ALL) 

まとめと考察 
上記のように，申請者らは思春期の予後不

良のB前駆細胞性ALLで JAK2の新規融合遺
伝子を持つ白血病の解析を行ってきた．2009
年オランダの Den Boerらは，BCR–ABL1陽
性 ALLと類似した遺伝子発現プロファイル，
リンパ系転写因子をコードする遺伝子の変

異，予後不良を特徴とする BCR-ABL1-like 
ALLが B前駆細胞性 ALLの中で重要な一群
であることを示した (Den Boer ML, Lancet 
Oncol 10, 2009)．その一群の中で JAK2融合遺
伝子を持つ白血病は非常に頻度が低く，様々

な融合遺伝子を持つことが示されている．し

かし近年 JAK2 阻害剤の出現により，この予
後不良の一群に新たな分子標的治療の可能

性が期待できるようになった．チロシンキナ

ーゼの活性化と IKZF1 遺伝子の欠失を持つ
B-ALLを，Ph/BCR-ABL1 like ALLと分類し，
治療研究が行われ始めている．本症例は，遺

伝子発現解析は行っていないが，MLPA法の
解析結果より Ph-like ALLと考えられた．  

Ph-like ALLの頻度は，標準リスク小児 ALL
の 10%，若年成人 ALL の 27%と年齢ととも
に上昇し，Ph-like ALL は予後不良である 
(Roberts KG, N Engl J Med 371, 2014)．この中
の JAK2融合遺伝子白血病は，JAK2阻害剤に
感受性を示し，この融合遺伝子を検出するこ

とは難治性白血病の治療成績を向上させる

可能性がある．近年晩期合併症を考える時，

特に小児においては正常組織への影響の少

ない治療薬を用いた治療法の開発が必要に

なってくる．今後は，細胞を用いた実験系で

この白血病細胞に対する JAK2 阻害剤の効果
も確認する必要がある． 
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