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Background : Janus tyrosine kinase 2 (JAK2) V617F mutation has been 

described in a high proportion of patients with Philadelphia 

chromosome-negative chronic myeloproliferative disorders (Ph- CMPD), ie 

polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET), chronic idiopathic 

myelofibrosis (IMF) and chronic myeloproliferative disorders, unclassified 

(UMPD). However, the incidence rates of JAK2 V617F for the Ph- CMPD 

was variable by reporters. Therefore, we investigated the frequency of JAK2 

V617F mutation and its correlation with other clinical laboratroy  

characteristics in Ph- CMPD.

Methods : Herein, we carried out a retrospective study comprised 133 

patients with Ph- CMPD (PV, 24; ET, 80; IMF, 18; UMPD, 11), covering the 

years from 1999 to October 2007 in three university hospitals. Genomic 

DNA extracted from bone marrow aspirates on glass slides were tested for 

occurrence of the JAK2 V617F mutation by allele-specific PCR (ASP). 

Results : The JAK2 mutation was detected in 77/133 (57.9%) patients; 

20/24 (83.3%) in PV, 42/80 (52.5%) in ET, 7/18 (38.9%) and 8/11 (72.7%) 

in UMPD. The presence of JAK2 mutation closely correlated with old age, 

leukocytosis and erythrocytosis in Ph- CMPD, with leukocytosis and 

thrombocytosis in PV, with old age and erythrocytosis in ET, with old age 
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and leukocytosis in IMF, and with thrombocytosis in UMPD. 

Conclusions : The JAK2 V617F mutation rates performed by ASP 

correlate well with results already reported. JAK2 V617F mutation assay 

should be performed at the diagnosis of Ph- CMPD in Korean patients.

--------------------------------------------------------- 

Key Word: JAK2, Mutation, Chronic myeloproliferative disorders, 

Philadelphia chromosome
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1.1.1.1. 서   서   서   서   론론론론

만성골수증식성질환(chronic myeloproliferative disorders, CMPD)은  클론성 조

혈모세포의 지속적이며 비조절된 증식으로 인한 조혈작용의 증가를 특징으로 하는 이

질적인 질환군이며(Levine RL et at, 2007; Hussein K et at, 2007) 만성골수성백혈병

(chronic myelogenous leukemia, CML), 진성적혈구증다증(polycythemia vera, PV), 

만성원발성골수섬유증(chronic idiopathic myelofibrosis, IMF), 진성고혈소판혈증

(essential thrombocythemia, ET), 만성중성구백혈병(chronic neutrophilic leukemia, 

CNL), 만성호산구백혈병(chronic eosinophilic leukemia, CEL), 특발성과호산구증후

군(hypereosinophilic syndrome, HES), 미분류만성골수증식성질환(chronic 

myeloproliferative disorders, unclassified, UMPD) 등으로 분류된다(Imbert M et at. 

2001). CMPD에 대한 분자적 병인 연구는 새로운 진단과 치료에 대한 접근을 제시하

여 분자유전학이 포함된 새로운 질병 분류 체계가 고안될 수 있다. 예를 들어 CML의 

경우 필라델피아 염색체가 발견되어 염색체 변이가 암을 일으킬 수 있음을 처음으로 

증명되었고 또한 BCR/ABL 융합 유전자가 발견되어 이를 진단과 치료에 이용함으로써 

암 정복에 커다란 진보를 하게 되었다(Kurzrock R et at. 2003). 하지만 Ph- CMPD에

서 BCR/ABL 같은 질병특이적인 표지자가 발견되지 않았으나 최근 Ph- CMPD 환자의 

상당수에서 야누스 타이로신 카이나제 2 (Janus tyrosine kinase 2, JAK2)의 617번 아

미노산이 발린에서 페닐알라닌으로 치환되는 점돌연변이(JAK2 V617F)가 발견되어

(Kralovics R et at. 2005; Levine RL et at. 2005; James C et at. 2005) Ph- CMPD

를 JAK2 V617F positive CMPD와 JAK2 V617F negative CMPD로 구분할 수 있게 되

었고 항JAK2제제(anti-JAK2 agents)의 가능성을 열게 되었다(Tefferi A et at. 2007). 

또한 CMPD는 엄격한 진단기준에 의해 분류됨에도 불구하고 이차성 질환, 다른 골수

증식성질환 그리고 다른 골수계 암들, 즉 골수이형성증후군(myelodysplastic 

syndromes, MDS)와 급성골수성백혈병(acute myeloid leukemia, AML) 간의 감별이 

쉽지 않았으나(Levine RL et at. 2007; Ahn JY et at. 2007) JAK2 V617F 유무에 따른 

분자생물학적 감별진단에도 도움을 주게 되었으며 Ph- CMPD의 분자생물학적 진단기

준으로 적용이 가능하게 되었다(Tefferi A et at. 2007).  그러나 Ph- CMPD에서 JAK2 

V617F 돌연변이 발생 빈도에 대한 다양한 범위의 보고들이 있다(Kralovics et at. 

2005; Levine et at. 2005; James et at. 2005; Baxter et at. 2005; Jones et at. 
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2005; Jelinek J et at. 2005; Horn et at. 2006; Levine RL et at. 2006; Bang SM et 

at. 2006; Speletas et at. 2007; Langabeer et at. 2007; Chen S et at. 2007). 이에 

저자들은 Ph- CMPD에서 JAK2 V617F 유전자 돌연변이 빈도와 돌연변이 유무에 따른 

임상적 특성의 차이를 살펴보고자 한다. 
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2.   2.   2.   2.   재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

I. I. I. I. 대상대상대상대상 

1999년 7월부터 2007년 10월까지 호남 지역에 소재한 세 개의 대학병원에서 

CMPD로 새로이 진단받은 환자 133명을 대상으로 하였으며 PV 24명(18.0%), ET 80

명(60.2%), IMF 18명(13.5%) 그리고 UMPD 11명(8.3%)이었다. 1999년부터 2001년

까지 기간 동안 진단된 환자에 대해서는 PV와 ET의 경우 TVSG 진단기준을 따랐으며

(Michiels JJ et at. 1997) IMF의 경우 Barosi G 등이 제안한 진단기준을 따랐다

(Barosi G et at. 1999). UMPD의 경우 상기 진단기준들을 충족시키지 못한 경우 분류

하였다.  2002년 이후 진단된 환자에 대해서는 상기 4가지 아형 모두 World Health 

Organization (WHO) 진단 기준(Vardiman JW et at. 2002)을 따랐다. 그리고 염색체

검사결과상 필라델피아 염색체 음성인 경우 또는 역전사 중합효소연쇄반응법에 의한 

BCR/ABL 재배열 음성인 환자를 대상으로 하였으며 각 환자에 대해 병록지를 조회하

여 성별, 나이, 일반혈액검사 결과 등을 조사하였다. 

II. II. II. II. 골수도말검체에서 골수도말검체에서 골수도말검체에서 골수도말검체에서 DNA DNA DNA DNA 추출 추출 추출 추출 및 및 및 및 정제정제정제정제

골수도말검체에서 유전체 DNA는 Puregene tissue core kit (Gentra Systems, 

Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 제조회사의 지침과 Aplenc 등(Aplenc R et at. 

2002)의 변형된 지침을 참조하여 추출하였다. 

추출과정을 간략히 적으면 다음과 같다. 건조된 비염색 슬라이드 도말 검체의 경

우 2 ~ 3장의 슬라이드 도말 검체를 이용하였으며 도말된 검체에 10~15 μL의 cell 

lysis buffer (Gentra Systems)를 이용하여 충분히 젖게 한 후 다른 깨끗한 슬라이드를 

이용하여 긁어 1.5 mL 미세원침관에 옮겨 담았다. 이 원침관에 cell lysis buffer 

(Gentra Systems) 600 μL를 넣은 후 20초 이상 강하게 진탕한 후 다시 20mg/mL 농

도의 proteinase K (Gentra Systems) 3.0 μL를 넣고 진탕하여 섞어 주었다. 55℃로 

미리 맞추어 둔 진탕항온수조 (SWB-03; Jeio Tech, DaeJeon, Korea)에 48시간 동안 

방치하였다. 진탕항온수조에서 검체를 꺼내어 바로 4℃ 냉장고에 5분 동안 넣어두어 

처리 중인 검체의 온도를 실온으로 맞추었다. Protein precipitation buffer (Gentra 
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Systems) 200 μL를 미세원침관에 넣은 후 20초 이상 강하게 진탕하여 충분히 섞어 주

었다. 4℃ 냉장고에 15분 동안 방치한 후 실온에서 14000 rpm으로 5분 원심분리를 시

행하였다. 침전물이 상층액에 섞이지 않도록 주의하며 상층액을 깨끗한 1.5 mL 미세

원침관으로 옮겨 담은 후 실온의 isopropanol (Amresco, Solon, OH, USA) 600 μL를 

첨가하였다. 여기에 20 mg/mL 농도의 glycogen (Gentra Systems) 1 μL를 첨가한 후 

부드럽게 50회 이상 상하 반전하여 섞어 주었다. -20℃ 냉동고에 3시간 방치한 후 항

온고속원심분리기(Mega 17R; Hanil Science Industrial, Incheon, Korea)를 이용하여 

4℃에서 14000 rpm으로 15분간 원심분리를 하였다. 침전된 DNA pellet이 떨어지지 

않도록 주의하며 상층액을 깨끗이 제거하였다. 70% 에탄올 600 μL를 넣은 후 수회 위

아래로 반전하여 섞어 주었다. -20℃ 냉동고에 30분 동안 방치한 후 다시 4℃에서 

14000 rpm으로 5분간 원심한 후 상층액을 버리고 실온에서 15분간 방치하여 건조시

켰다. DNA hydration solution (Gentra Systems) 20 μL를 첨가한 후 65℃로 미리 맞

추어 둔 진탕항온수조(Jeio Tech)에서 1시간 방치하여 DNA를 녹였다. 

Wright-Giemsa 염색된 슬라이드 도말 검체의 경우 1장의 슬라이드 검체를 이용

하였으며 슬라이드를 Xylene으로 채워진 coplin jar에 넣은 후 실온에서 3일 동안 넣어

두어 봉입제를 녹인 후 커버슬라이드를 떼어 내었다.  100% 에탄올을 이용하여 세척

한 후 1시간 이상 실온에서 건조시켰다. 이 후 비염색 슬라이드 도말 검체와 동일한 방

법으로 DNA를 추출하여 실험에 이용하였다.

III. III. III. III. 대립유전자특이중합효소연쇄반응법대립유전자특이중합효소연쇄반응법대립유전자특이중합효소연쇄반응법대립유전자특이중합효소연쇄반응법(allele-specific (allele-specific (allele-specific (allele-specific PCR, PCR, PCR, PCR, ASP)ASP)ASP)ASP)

  

JAK2 V617F 변이 유무는 대립유전자특이중합효소연쇄반응법(allele-specific 

polymerase chain reaction, ASP)을 이용하여 판정하였다(Baxter EJ et at. 2005). 이 

ASP법은 정성적이며 JAK2 V617F의 동형과 이형접합변이 여부를 판정할 수 없다. 

PCR 반응물 조제는 Hot start PCR 반응 혼합액인 2x Anydirect Max Red premix 

(1.5mM MgCl2, 200 uM dNTPs) (BioQuest, Seoul, Korea)와 2 uL 시발체 혼합물

(Table 1)을 넣고 DNA 농도는 10 ng을 사용하여 최종 반응량이 20 μL가 되도록 하였

다. 시발체 혼합물은 10 μM의 공통 역시발체(common reverse primer)와 5 μM의 돌

연변이 특이적 전시발체(mutant specific forward primer) 그리고 2.5 μM의 내부 대조 

전시발체(internal control forward primer)로 구성되었다. 돌연변이 특이적 전시발체
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의 경우 돌연변이 대립유전자(mutant allele)에 특이적이고 고의적 불일치를 포함하며 

203 bp의 산물로 나타난다. 내부 대조 전시발체의 경우 변이형과 야생형 대립유전자 

모두에서 관찰되어 PCR의 성공 여부를 판정하게 되며 364 bp의 반응산물이 관찰된

다. Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany)를 이용하여 증폭과정

을 수행하였으며 94℃에서 5분 반응시키고 94℃에서 30초, 60℃에서 30초, 72℃에서 

30초를 40회 반복한 후 72℃에서 5분간 연장반응을 시켰다. 2% 아가로오즈겔

(iNtRon, Seoul, Korea)을 사용하여 PCR 산물을 전기영동하여 분석하였다(Fig. 1).   

Baxter EJ (Baxter EJ et at. 2005) 등이 개발한 ASP를 이용한 연구는 많이 보고

되었으나 구체적인 PCR 조건에 대한 기술은 제시되어 있지 않았다. 따라서 본 연구에 

이용된 PCR 조건의 적절성을 평가하고 최저검출한계를 알아보기 위하여 동형접합성 

JAK2 F617 돌연변이를 가진 세포주인 HEL 92.1.7 (human erythroleukemia, 

TIB-180; American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA)에서 유전체 DNA

를 추출한 후 형광광도계(Qubit; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)로 정량하여 100 ng/

μL으로 농도를 조절하였으며 정상인에게서 추출된 JAK2 V617 야생형 유전체 DNA를 

동일한 방법으로 100 ng/μL로 농도를 조절하고 이 두 DNA를 적절히 조합하여 여러 

비율로 만들어 각 희석액에서 PCR을 실시하였다.

III. III. III. III. 통계분석통계분석통계분석통계분석

JAK2 V617F 돌연변이 유무에 따른 군간 혈액학적 지표의 차이를 분석하기 위해 

Student's t-test 또는 Mann-Whitney U test를 실시하였으며 비연속변수인 성별간 비

교를 위해 chi-sqaure test을 이용하였다. 통계프로그램은 SPSS version 12.0 (SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하였고 P<0.05를 통계적으로 유의한 것으로 하였다.
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3. 3. 3. 3. 결   결   결   결   과과과과

I. I. I. I. 분석환자들의 분석환자들의 분석환자들의 분석환자들의 임상적 임상적 임상적 임상적 특징특징특징특징

        Ph- CMPD 환자군의 성별 구성은 남성 73명(54.9%), 여성 60명(45.1%)로 남성

이 많았으며 각 아형에서도 UMPD를 제외하고 모두 남성이 더 많은 비율을 차지하였

다. 중위연령과  범위는 62세 및 11 ~ 87세이었는데 IMF가 가장 중위연령이 높고 

UMPD는 가장 중위연령이 낮았다. 하지만 각 아형간 연령에 따른 통계적 유의성은 없

었다(P>0.05). 혈액학적 지표는 각 아형의 특성에 맞게 다양한 범위를 보였다(Table 

1).

II. II. II. II. ASPASPASPASP법의 법의 법의 법의 최저검출한계최저검출한계최저검출한계최저검출한계

본 연구에서 이용된 PCR 조건으로 실시된 동형접합성 변이 유전체 DNA의 최저검

출한계는 0.5%로서 이 번 실험에 이용된 슬라이드 검체 내에 존재하는 유핵세포 중에 

JAK2 V617F 이형접합성 변이를 가진 세포가 1% 이상만 있어도 검출이 가능하였으며 

100% JAK2 V617 야생형 유전체 DNA의 ASP 경우 203 bp의 변이형 밴드는 관찰되지 

않았다 (Fig. 2).

   

III. III. III. III. JAK2JAK2JAK2JAK2    V617F V617F V617F V617F 변이 변이 변이 변이 발생 발생 발생 발생 빈도빈도빈도빈도

    JAK2 V617F 돌연변이 결과는 Ph- CMPD, PV, ET, IMF 그리고 UMPD 각각 

77/133 (57.9%), 20/24 (83.3%), 42/82 (52.5%), 7/18 (38.9%) 그리고 8/11 

(72.7%)이었다.  

IV. IV. IV. IV. JAK2JAK2JAK2JAK2    V617F V617F V617F V617F 돌연변이 돌연변이 돌연변이 돌연변이 유무에 유무에 유무에 유무에 따른 따른 따른 따른 군간 군간 군간 군간 임상적 임상적 임상적 임상적 특징 특징 특징 특징 비교비교비교비교(Table (Table (Table (Table 5)5)5)5)

   JAK2 V617F 돌연변이 양성군은 남녀 각각 42명, 35명이었으며 음성군은 남녀 

각각 31명, 25명이었다. 남녀간 V617F 돌연변이 양성률의 차이는 관찰되지 않았다

(P=0.926). 평균연령은 JAK2 V617F 돌연변이 양성군이 62.1세, 음성군이 51.1세로 
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통계적으로 유의하게 양성군에서 높았다(P=0.001). 평균 혈색소(hemoglobin, Hgb)

치는 양성군이 13.2 g/dL, 음성군이 12.9 g/dL이었고 평균 백혈구(white blood cell, 

WBC)수는 양성군, 음성군 각각 12.5X109/L, 18.7X109/L이었고 평균 혈소판(platelet, 

PLT)수는 각각 797X10
9
/L, 817X10

9
/L으로 JAK2 V617F 양성군에서 모두 더 높았으나 

백혈구수만이 통계적으로 유의하였다(p=0.011). 

연령은 모든 아형에서 돌연변이 양성군에서 높았으며 ET와 IMF에서 통계적으로 

유의하였다(각각 P=0.021, P=0.001). 성별은 UMPD를 제외한 아형의 경우 양성군 및 

음성군 모두에서 남성의 비율이 더 높았다. 백혈구수는 모든 아형에서 양성군에서 높

았으며 PV와 IMF에서 그 차이가 통계적으로 유의하였다(각각 P=0.010, P=0.033). 혈

색소치는 ET와 IMF의 경우 돌연변이 양성군에서 높았으며 ET에서 통계적으로 유의한 

차이를 보였다(P=0.003). 혈소판수는 ET를 제외한 아형의 경우 양성군에서 더 높았으

며 PV와 UMPD에서 통계적으로 유의하게 더 높았다(각각 P=0.013, P=0.014).
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4. 4. 4. 4. 고   고   고   고   찰찰찰찰

타이로신 키나제 (protein tyrosine kinase, PTK)는 ATP를 이용하여 표적단백질

(target protein)의 타이로신 잔기들을 인산화를 시켜 표적단백질의 구조 및 기능 변화

를 일으키고 이를 통한 일련의 과정으로 세포의 성장, 분화, 대사 그리고 자가세포사멸

(apoptosis)과 같은 소기의 목적을 달성하며 최종적으로 정상적인 세포의 교류와 항상

성 유지를 한다(Hunter T 2000; Schlessinger J 2000; Paul MK et at. 2004). 하지만 

PTK의 기능 이상이나 비정상적인 조절은 암 발생에 중요한 사건으로 작용한다

(Levitzki A et at. 1995). 따라서 PTK를 표적으로 하는 많은 항암제가 개발되고 있다

(Paul MK et at. 2004). PTK는 세포막을 관통하는 수용체성 타이로신 키나제(receptor 

tyrosine kinase, RTK)와 수용성 세포질내 효소(soluble cytoplasmic enzyme)인 비수

용체성 타이로신 키나제(non-receptor tyrosine kinase, NRTK)로 분류되며 인간의 경

우 90개의 알려진 PTK 유전자가 있으며 이중 RTK는 58개, NRTK는 32개이다(Tefferi 

A 2005). RTK로는 EGFR (epidermal growth factor receptor), PDGFR (platelet 

derived growth factor receptor), FGFR (fibroblast growth factor receptor) 그리고 

insulin receptor 등이 있으며 NRTK로는 SRC(homologues of the Rous sarcoma 

virus tyrosine kinase), ABL (homologues of the Abelson leukemia virus tyrosine 

kinase), FAK (focal adhesion kinase) 그리고 JAK (Janus tyrosin kinase) 등이 있다

(Paul MK et at. 2004). 

야누스 타이로신 키나제(Janus tyrosine kinase, JAK)는 세포질에 있는 NRTK로

서 타이로신 키나제 도메인이 내재되어 있지 않는 수용체로부터 전달된 신호를 STAT

를 통해 핵 내로 전달시키는 역할을 한다(Ward AC et at. 2000). JAK 패밀리는 JAK1, 

JAK2, JAK3 그리고 TYK2 (tyrosine kinase 2)로 구성되어 있으며 약간의 기능적 차이

가 있으나 이들은 모두 JH1(JAK homology 1)부터 JH7까지 7개의 도메인으로 구성되

어 있다(Goldman JM 2005). JAK은 'Just Another Kinase'의 약어로서 키나제의 공통

부분을 표적으로 하여 실시된 PCR-based screen을 통해 발견될 당시(Wilks AF 

1989) 기능에 대한 이해가 불충분 상황에서 별명으로 불리던 것이다(Ransohoff RM 

1998; Tefferi A et at. 2005). 그러나 역설적으로 JAK은 단지 또 하나의 키나제가 아

닌 사이토카인-세포신호전달체계에서 중심 역할을 하며(Ransohoff RM 1998; 

Tefferi A et al. 2005) 이를 통해 세포 증식, 분화, 대사 그리고 자가세포사멸
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(apoptosis) 등의 조절에 관여한다(van der Geer P et at. 1994; Liu X et at. 1994; 

Levitzki A et at. 1995; Marshall CJ 1995; Schlessinger J 2000; Paul MK et at. 

2004). 현재 사용되는 명칭인 야누스(Janus)는 그리스신화에서는 나타나지 않고 오직 

로마신화에만 등장하는데 서로 반대방향을 바라보는 두 개의 얼굴을 가지고 있는 수문

장격인 신이다. 이는 한 단백질 안에 아미노산의 염기서열이 비슷하면서 서로 인접해 

있는 두 개의 도메인이 존재를 지칭하는 것이다(Tefferi A et al. 2005). 두 개의 얼굴은 

JH1 도메인과 JH2 도메인이다. JH1 (JAK homology 1) 도메인은 타이로신 카이나제 

기능을 소유하고 있어서 JAK-STAT 신호전달에 중심적인 역할을 하며 이와 달리 JH2 

(JAK homology 2) 도메인은 pseudo-kinase 도메인으로서 JH1 도메인과 아미노산 

서열은 유사하나 JH1에 의한 신호전달의 과항진(overactivation)을 억제하는 자가억제

기능(autoinhibitory function)을 가지고 있다(Watanabe S et at. 1996; Saharinen P 

et at. 2000). 따라서 JAK의 이중적 자가 조절 기능(autoregulatory function)을 비유

적으로 잘 표현한 단어라고 할 수 있다. 

JAK은 여러 신호전달체계와 연결되어 있으나 JAK/STAT 신호전달체계가 가장 많

이 알려져 있다(Ward AC et at. 2000). JAK/STAT 신호전달체계는 처음에 인터페론의 

신호전달을 관장하는 분자로서 동정되었으나(Yamaoka K et at. 2004), 그 후 I형 및 II

형 사이토카인 수용체의 신호전달체계에 관여한다는 것이 알려졌다(Gadina M et at. 

2001). I형 사이토카인 수용체는 JAK 패밀리는 4종류(JAK1~3, Tyk2), STAT 패밀리는 

7종류 (STAT 1~4, 5a, 5b, 6)로 구성되며 조혈기능과 관련된 수용체는 I형 사이토카

인 수용체이며 erythropoietin (EPO), thromboplastin (TOP), GM-CSF, IL-3 그리고 

IL-5 등이 JAK2/STAT5를 통해 신호가 전달된다(Oda A et at. 1998). 타이로신 키나

제 도메인이 내재되어 있지 않는 I형 사이토카인 수용체에 사이토카인 또는 배위자

(ligand)가 결합하면 소단위로 떨어져 있던 수용체가 결합하면서 이종 복합체 또는 동

종이량체가 되고 동시에 세포질 내의 도메인에 결합하고 있는 JAK끼리 끌어당기게 된

다. 접근한 JAK는 서로가 상대의 키나제 도메인 안의 활성화 루프에 존재하는 타이로

신 잔기를 인산화 시킴으로서 구조변화를 일으켜 활성화 된다. 활성화된 JAK은 수용

체의 세포질 내 영역의 타이로신 잔기를 인산화하고 이렇게 인산화된 타이로신 잔기는 

SH2 (Src homology 2) 도메인이나 PTB (phosphotyrosine binding) 도메인을 지닌 

각종 신호전달분자가  결합할 수 있는 토대가 된다. STAT(signaling transducers and 

activators of trascription)이 JAK에 의해 활성화된 수용체의 인산화된 타이로신 잔기
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에 결합한 후 JAK에 의해 인산화되어 활성화가 된다. 이렇게 활성화된 STAT은 핵 내

로 이동하여 전사인자(transcription factor)로 작용한다(Levy DE et at. 2002; 

Matsuda T et at. 2004). 

JAK2는 1132개의 아미노산으로 구성된 131 KDa의 JAK 패밀리 중 하나이며

(Saltzman A et at. 1998) 이 단백질에 대한 유전정보는 9p24.1에 존재한다

(Quentmeier H et at. 2006). JAK2는 GHR (growth hormone receptor), EPOR 

(erythropoietin receptor), MPL (thrombopoietin receptor), CSF3R (colony 

stimulating factor 3 receptor) 등의 다양한 사이토카인 수용체들로부터의 신호를 

STAT를 통하여 핵 내로 전달하는 역할을 한다(Watanabe S et at. 1996).

1960년 Nowell과 Hungerford는 CML에서 필라델피아 염색체의 존재를 보고 하였

는데(Nowell PC et al. 1960) 이는 CMPD에서 처음으로 보고된 질병특이적인 세포유

적학적 표지자이었다(Tefferi A et al. 2005). 1984년 Grosveld에 의해 필라델피아 염

색체에 내재되어 있는 발암성 돌연변이인 bcr/abl의 존재가 밝혀졌다(Groffen G et al. 

1984). 이러한 동안 Ph- CMPD에도 질병특이적인 돌연변이들이 소개되어졌다. CNL 

일부에서 엑손 c3과 c4 사이에서 절단이 발생하여 230 kDa의 BCR/ABL 융합단백질

을 발생하고(Pane F et al. 1996) CEL에서 4q12의 부분적 결실로 인해서 발생하는 

FIP1L1/PDGFRA 융합 유전자가 특이적으로 관찰되며(La Starza R et al. 2005) ET의 

약 1%와 IMF  약 5%정도에서 thrombopoietin 수용체에 대한 유전정보를 가지고 있는 

MPL 유전자의 돌연변이(MPL W515L와 MPL W515K)가 보고되고 있으며(Pikman Y et 

al. 2006; Pardanani AD et al. 2006) 전형적인 CMPD의 상당수에서 JAK2의 JH2 도

메인을 구성하는 617번 아미노산이 발린에서 페닐알라닌으로 치환되는 V617F 돌연변

이가 보고되고 있다(Kralovics R et at. 2005; Levine RL et at. 2005; James C et at. 

2005). 이들 돌연변이는 모두 타이로신 카이나제 신호전달체계의 활성을 유발한다

(Levine RL et at. 2007).

  JAK2 V617F 돌연변이을 검출하기 위해 직접서열분석법(direct sequencing), 중

합효소연쇄반응-제한효소길이다양성법(PCR-RFLP), 대립유전자특이중합연쇄반응법

(allele-specific PCR, ASP) (Baxter EJ et at. 2005), 증폭내화성돌연변이시스템

(amplification-refractory mutation system, ARMS) (Jones AV et at. 2005), 

Pyrosequencing법(Jones AV et at. 2005), Taqman PCR법(Bousquet M et at. 

2006; Levine RL et at. 2006), 소식자해리분석법(probe dissociation analysis) 
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(Lay M et at. 2006), Locked nucleic acid-modified nucleotides (LNA) probes

법(Markova J et at. 2007), 대립유전자특이경쟁적방해자중합연쇄반응법

(allele-specific competitive blocker PCR, ACB) (Tan AY et at. 2007) 그리고  

MALDI-TOF법(Koren-Michowitz M et at. 2007) 등이 소개되어 활용되고 있다. 이

들 검사법 중 기본적인 PCR 장비만으로 JAK2 V617F 변이를 검출할 수 있는 검사

법은 PCR-RFLP, ASP, ARMS 그리고 ACB 등이 있다. 이 중 ASP와 ACB를 제외

한 PCR-RFLP과 ARMS는 반정량적으로 돌연변이 대립유전자의 비율을 측정할 수 

있다. 기존 보고에 의하면 직접서열분석법, PCR-RFLP법, ASP법, ARMS 그리고 

ACB법의 민감도는 각각 20%(Baxter EJ et at. 2005), 5%(Frantz C et at. 2007), 

1.5%(Baxter EJ et at. 2005), 1~2%(Jones AV et at. 2005) 그리고 1%(Tan AY 

et at. 2007)이다. 본 연구에서 ASP의 민감도는 1%로 기존 연구와 비슷하였다. 그

리고 JAK2 V617F의 초기 진단에 있어서 직접서열분석법을 적용하는 것은 낮은 민

감도로 인해 권장되지 않는다(Frantz C et at. 2007). ASP법은 Baxter 등에 의해 

수행된 90예의 대조군 실험에서 모두 음성 결과를 보여 좋은 특이도를 보였다

(Baxter EJ et at. 2005). 따라서 ASP법은 높은 특이도와 민감도를 보이므로 JAK2 

V617F를 검출하기 위한 검사법으로 적절할 것으로 사료되었다.

Ph- CMPD에서 JAK2 V617F 발생 빈도는 57.9%로서 상당수에서 JAK2 

V617F 돌연변이가 존재함을 알 수 있었다. JAK2 V617F 돌연변이 빈도는 성별에

서는 유의한 차이를 보이지 않았다. 이는 기존 연구들과 비슷한 결과이다

(Kralovics R et al. 2005; Baxter EJ et al. 2005; Levine RL et al. 2006; 

Speletas M et al. 2007). 이와 달리 JAK2 V617F 빈도는 연령의 증가와 통계적으

로 유의하게 관련이 있었다. 병원에 내원한 중국인을 대상으로 한 JAK2 V617F 돌

연변이에 대한 무작위 단면 연구(uncontrolled cross-sectional study)에 의하면 

약 1% (37/3935)에서 JAK2 V617F 변이를 보였으며 한 증례를 제외한 모든 

V617F 양성 증례에서 혈액학적 검사 소견상 정상이었다고 한다. 또한 통계적으로 

JAK2 양성군과 음성군간의 연령에 따른 차이가 있다고 하였다(Xu X et al. 2007). 

또한 이러한 연령과의 관련은 기존 연구에서도 보고되고 있는 것이다(Kralovics R 

et al. 2005; Baxter EJ et al. 2005; Levine RL et al. 2006; Speletas M et al. 

2007). 노화에 따른 수복유전자의 변화로 인한 것으로 생각해 볼 수 있으나 이에 

대한 면밀한 추가 연구가 필요할 것으로 사료되었다.
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높은 JAK2 V617F 양성률을 보이는 PV의 경우 JAK2 V617F 양성군에서 세포수가 

더 높을 것으로 생각할 수 있으나 혈색소치의 경우 다양한 결과를 보인다. Horn T 등

의 보고에 의하면 JAK2 V617F 음성군에서 혈색소치가 더 높았으나(Horn T et al. 

2005) Speletas M 등은 JAK2 V617F 양성군에서 음성군에 비해 혈색소치가 높다고 하

였으며 Lippert E 등에 의한 연구에 따르면 JAK2 V617F 양성 세포의 비율의 증가가 

혈색소 증가와 관련되어 있다고 하였다(Lippert E et al. 2006). 본 연구에서는 Horn T 

등의 연구결과와 유사하게 양성군에서 더 낮은 혈색초치를 보였다. 여성을 배제하고 

남성만을 분석한 결과 평균 혈색소치가 19.1 g/dL로서 동일하였는데 이는 V617F 음

성군의 경우 여성보다 정상적으로 높은 혈색소치를 보이는 남성만 있어서 성별에 의한 

효과와 적은 수의 분석대상으로 인한 것으로 사료되었으나 추가연구가 필요할 것으로

생각되었다. 

총 150명의 ET를 대상으로 한 Wolanskyj 등의 연구에서 JAK2 V617F 양성군에서 

연령, 혈색소치, 백혈구수가 통계적으로 유의하게 높았다고 하였으며(Wolanskyj AP 

et at. 2005)  Baxter EJ 등은 51예의 ET환자를 대상으로 한 연구에서 백혈구수와 혈

소판수가 더 높았으나 통계적으로는 유의하지 않았다고 하였다(Baxter EJ et at. 

2007). 본 연구에서는 양성군에서 연령 및 혈색소치 그리고 백혈구수가 음성군보다 더 

높았으나 연령과 백혈구수만이 통계적으로 유의하였다.  

Barosi G 등은 prefibrotic stage를 제외한 primary myelofibrosis 174명을 대상으

로한 연구에서 JAK2 V617F 양성군에서 혈색소치와 백혈구수 그리고 혈소판수가 통계

적으로 유의하다고 하였다(Barosi G et at. 2007). 본 연구결과에서는 돌연변이 양성

군에서 백혈구수와 혈소판수가 더 높았으나 백혈구수만이 통계적으로 유의하였다. 하

지만 혈색소치는 오히려 양성군에서 더 낮았는데 이는 본 연구에서 prefibrotic stage

를 포함하고 있어서 서로 다른 결과가 보인 것으로 생각되었다. 

미분류골수증식성질환의 경우 JAK2 V617F의 양성률은 알 수 있었으나 V617F 변

이 유무에 따른 환자군간 임상적 특성을 비교한 자료는 찾을 수 없었다(Horn T et at. 

2006; Langabeer SE et at. 2007). 본 연구에서의 양성률은 Horn 등의 연구결과와 비

슷하였으나 Langabeer 등의 연구와는 많은 차이를 보여서 미분류골수증식성질환의 

증례를 늘려서 추가연구가 필요할 것으로 사료되었다.

본 연구를 통해 한국인의 필라델피아 염색체 음성 골수증식성질환에서도 JAK2 

V617F 돌연변이 발생 빈도가 높고 기존 연구와 비슷한 임상적 특성을 갖는다는 
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것을 알 수 있었다. 골수증식성질환에 있어서 JAK2 V617F 유무를 판정하는 것은 

진단  하는데 도움이 될 것으로 생각되었다.
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5. 5. 5. 5. 요   요   요   요   약약약약

배경 : 야누스 타이로신 카이나제 2 (Janus tyrosine kinase 2, JAK2)의  V617F 돌

연변이는 필라델피아 염색체 음성 만성골수증식성질환(Ph- CMPD) 즉, 진성적혈구증

다증(polycythemia vera, PV), 진성고혈소판증(essential thrombocythemia, ET), 만

성특발성골수섬유증(idiopathic myelofibrosis, IMF) 그리고  미분류만성골수증식성질

환(chronic myeloproliferative disorders, unclassified, UMPD)의 상당수에서 보고되

어지고 있다. 그러나 Ph- CMPD에서 JAK2 V617F 돌연변이 빈도에 대한 다양한 보고

가 있다. 이에 저자는 Ph- CMPD에서 JAK2 V617F 돌연변이 빈도와 임상적 특징간의 

연관성을 살펴보고자하였다.

방법 : 1999년부터 2007년 10월까지 세 대학병원에서 Ph- CMPD (PV, 24명; ET, 

80명; IMF, 18명; UMPD, 11명)로 진단된 133명을 대상으로 하여 후향적 연구를 하였

다. 슬라이드에 도말된 골수천자액 검체에서 유전체 DNA를 추출하고 대립유전자특이

중합효소연쇄반응법(allele-specific PCR, ASP)을 이용하여 JAK2 V617F 돌연변이 여

부를 판정하였다. 

결과 : 환자군 전체에서 JAK2 V617F 돌연변이는 77/133 (57.9%)가 관찰되었으며 

PV에서는 20/24 (83.3%), ET에서는 42/80 (52.5%), IMF의 경우 7/18 (38.9%) 그리

고 UMPD인 경우는 8/11 (72.7%)의 양성률을 보였다. JAK2 V617F가 양성인 군에서

는 음성군에 비해 연령이 높고 백혈구증다증과 적혈구증다증이 관찰되었다. JAK2 

V617F 양성군과 음성군 환자들간에 유의한 차이를 보이는 특징을 아형별로 열거하면 

PV의 경우 상대적으로 높은 백혈구수와 혈소판수, ET에서는 상대적으로 높은 연령과 

혈색소치, IMF에서는 상대적으로 높은 연령과 백혈구수, 그리고 UMPD에서는 상대적

으로 높은 혈소판수로 나타났다. 

결론 : 한국인 Ph- CMPD 환자에서  JAK2 V617F 돌연변이 발생 빈도는 높았으며 

이는 기존 연구와 비슷하였다. 한국인에서 Ph- CMPD을 진단하는데 JAK2 V617F 돌

연변이 여부를 확인하는 것이 반드시 필요할 것으로 사료되었다.
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Table Table Table Table 1. 1. 1. 1. Allele-specific Allele-specific Allele-specific Allele-specific PCR PCR PCR PCR primers primers primers primers and and and and condition condition condition condition for for for for detecting detecting detecting detecting the the the the JAK2JAK2JAK2JAK2    V617F V617F V617F V617F 

mutationmutationmutationmutation
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Table Table Table Table 2. 2. 2. 2. Clinical Clinical Clinical Clinical laboratory laboratory laboratory laboratory characteristics characteristics characteristics characteristics of of of of the the the the patients patients patients patients with with with with Philadelphia Philadelphia Philadelphia Philadelphia chromosome-negative chromosome-negative chromosome-negative chromosome-negative myeloproliferative myeloproliferative myeloproliferative myeloproliferative 

disorders disorders disorders disorders at at at at the the the the time time time time of of of of bone bone bone bone marrow marrow marrow marrow examinationexaminationexaminationexamination

Abbreviations: Abbreviations: Abbreviations: Abbreviations: PV, PV, PV, PV, polycythemia polycythemia polycythemia polycythemia vera; vera; vera; vera; ET, ET, ET, ET, essential essential essential essential thrombocythemia; thrombocythemia; thrombocythemia; thrombocythemia; IMF, IMF, IMF, IMF, idiopathic idiopathic idiopathic idiopathic myelofibrosis; myelofibrosis; myelofibrosis; myelofibrosis; UMPD, UMPD, UMPD, UMPD, unclassified unclassified unclassified unclassified 

myeloproliferative myeloproliferative myeloproliferative myeloproliferative disorders.        disorders.        disorders.        disorders.        
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Table Table Table Table 3. 3. 3. 3. Frequency Frequency Frequency Frequency of of of of the the the the JAK2JAK2JAK2JAK2    V617F V617F V617F V617F mutation mutation mutation mutation in in in in previously previously previously previously reported reported reported reported studies studies studies studies and and and and in in in in this this this this study study study study 

    Abbreviations: Abbreviations: Abbreviations: Abbreviations: NM, NM, NM, NM, not not not not mentioned; mentioned; mentioned; mentioned; PB, PB, PB, PB, peripheral peripheral peripheral peripheral blood; blood; blood; blood; BM, BM, BM, BM, bone bone bone bone marrow; marrow; marrow; marrow; SQ, SQ, SQ, SQ, sequencing; sequencing; sequencing; sequencing; ASP, ASP, ASP, ASP, allele-specific allele-specific allele-specific allele-specific PCR; PCR; PCR; PCR; 

ARMS, ARMS, ARMS, ARMS, amplification amplification amplification amplification refractory refractory refractory refractory mutation mutation mutation mutation screening; screening; screening; screening; PSQ, PSQ, PSQ, PSQ, pyrosequencing; pyrosequencing; pyrosequencing; pyrosequencing; qASP, qASP, qASP, qASP, quantitative quantitative quantitative quantitative allele-specific allele-specific allele-specific allele-specific PCR; PCR; PCR; PCR; AST, AST, AST, AST, 

allele-specific allele-specific allele-specific allele-specific Taqman Taqman Taqman Taqman assay; assay; assay; assay; See See See See Table Table Table Table 1 1 1 1 for for for for the the the the others.others.others.others.
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Table Table Table Table 4. 4. 4. 4. Comparison Comparison Comparison Comparison of of of of the the the the clinical clinical clinical clinical laboratory laboratory laboratory laboratory characteristics characteristics characteristics characteristics according according according according to to to to the the the the mutational mutational mutational mutational status status status status of of of of JAK2JAK2JAK2JAK2    V617FV617FV617FV617F

****
W, W, W, W, JAK2JAK2JAK2JAK2    V617 V617 V617 V617 wild wild wild wild type; type; type; type; 

††††
M, M, M, M, JAK2JAK2JAK2JAK2    V617F V617F V617F V617F mutant mutant mutant mutant typetypetypetype

Abbreviation: Abbreviation: Abbreviation: Abbreviation: See See See See Table Table Table Table 1.1.1.1.
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Fig. 1. The allele-specific PCR assay in patients with philadelphia 

chromosome-negative chronic myeloproliferative disorders. The 364 bp of PCR 

product is an internal control and 203 bp is an mutant specific product. Lane SM, 

φX174/HindⅢ DNA size marker (TaKaRa, Siga, Japan); lane M, JAK2  V617F 

mutation positive control; lane W, JAK2 V617 wild negative control; lane 1, 4, 

positive results from clinical samples; lane 2 and 3, negative results from clinical 

samples;  lane D/W, deionized water.
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Fig. 2. Detection limit of the allele-specific PCR assay (ASP). DNA from the HEL 

cell line (homozygous for the V617F mutation) was serially diluted with DNA from 

a normal individual and amplified in the ASP. Percentage above each lane 

indicate percentage of DNA of HEL cell line. The marker (SM) is  φX174/HindⅢ 

DNA size marker (TaKaRa, Siga, Japan).
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은 것들을 배울 수 있었던 알 찬 시간이었습니다. 연구 하는 동안 물심양면 많은 

분들이 관심을 써주시고 격려해주셔서 미력하나마 이 논문을 제출할 수 있게 되었

습니다. 특히 지도교수님이신 박영진 교수님은 연구 방향과 논문의 서술 방향 등을 

지도해 주시고 격려해주셨던 스승이라는 두 글자의 의미를 알 수 있도록 해주신 

분이십니다. 그리고 진단검사의학과의 문대수 교수님과 장숙진 교수님의 전공의 시

절부터 베풀어 주셨던 은혜에 감사드립니다. 또한 환자 검체를 제공해주시고 많은 

아이디어를 제공해주셨던 전남대학교 양동욱 교수님과 신명근 교수님, 전북대학교 

최삼임 교수님과 조용곤 교수님, 원광대의 이영진 교수님께도 감사드립니다. 

  지금까지 저를 위해 새벽을 깨우시면서 기도하시는 아버님과 모든 일에 합력하

여 선을 이루시는 하나님 아버지께 감사드립니다.

서석골에서 

2007. 12. 20
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논문제목

한글: 한국인 필라델피아 염색체 음성 만성골수증식성질환 

환자에서 JAK2 V617F 돌연변이에 대한 연구

영어: JAK2 V617F Mutation in Korean Patients with 

Philadelphia chromosome-Negative chronic 

myeloproliferative disorders

  본인이 저작한 위의 저작물에 대하여 다음과 같은 조건아래 조선대학교가 

저작물을    이용할 수 있도록 허락하고 동의합니다.

- 다         음 -

1. 저작물의 DB구축 및 인터넷을 포함한 정보통신망에의 공개를 위한 저작물의 

복제, 기억장치에의 저장, 전송 등을 허락함

2. 위의 목적을 위하여 필요한 범위 내에서의 편집ㆍ형식상의 변경을 허락함. 

다만, 저작물의 내용변경은 금지함.

3. 배포ㆍ전송된 저작물의 영리적 목적을 위한 복제, 저장, 전송 등은 금지함.

4. 저작물에 대한 이용기간은 5년으로 하고, 기간종료 3개월 이내에 별도의 의사 

표시가 없을 경우에는 저작물의 이용기간을 계속 연장함.

5. 해당 저작물의 저작권을 타인에게 양도하거나 또는 출판을 허락을 하였을 

경우에는 1개월 이내에 대학에 이를 통보함.

6. 조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는 타인에 

의한 권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음

7. 소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한 

저작물의 전송ㆍ출력을 허락함.

동의여부 동의여부 동의여부 동의여부 : : : : 동의동의동의동의(  (  (  (  ○○○○            )   )   )   )   반대반대반대반대(     (     (     (     ) ) ) ) 

2008년       2 월          일

                      저작자:      박   건         (서명 또는 인)

조선대학교 조선대학교 조선대학교 조선대학교 총장 총장 총장 총장 귀하귀하귀하귀하
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