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研究成果の概要（和文）：骨髄増殖性腫瘍(MPN)細胞は、低酸素環境では低酸素応答転写因子(HIF)を介して、乳
酸の細胞外移送に関わるMCT1/MCT4の発現が上昇し、細胞外に乳酸を排出させることを明らかにした。一方、糖
代謝センサーAMPKを活性化させることにより、過剰な蛋白合成が抑制され、その結果として小胞体ストレス応答
が低下し、最終的には線維化の進行に関わる酵素lysyl oxidaseの発現が抑制されることも見出した。さらに、
MetforminはPP2Aの活性化を介して、MPNの発症に中心的な役割を果たしている変異型JAKキナーゼ(JAK2V617F)の
機能を抑制し、MPN細胞の増殖を抑制していた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we focused our attention on the role of 
microenvironment and cell to cell interaction to understand the mechanisms for development of 
myelofibrosis in myeloproliferative neoplasms (MPN). We found that JAK2V617F-positive cell lines 
derived from MPN patients showed elevation of several ER stress markers including phosphorylation of
 eIF2-alpha, nuclear localization of ATF6 and XBP1s and upregulation of glucose response protein 78.
 We also confirmed elevation of Lysyl-oxidase (LOX), an enzyme that regulates the crosslinking of 
extracellular matrix proteins such as collagen in these cells. Treatment with metformin diminished 
activation of ER stress pathways and suppressed LOX levels. These results indicated that LOX levels 
were regulated by ER stress in MPN cells. In addition, it is suggested that metformin might be a new
 and attractive compounds to suppress myelofibrosis in MPN.

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
骨 髄 線 維 化 は 、 骨 髄 増 殖 性 腫 瘍
( myeloproliferative neoplasms; MPN)にお
ける終末的な病態であり、一旦進行するとそ
の生命予後は非常に不良となる。このため、
骨髄線維化のメカニズム解明とその進行を
抑制する方法の構築は、血液内科領域の重要
課題の一つであった。本研究を着想した時点
では、MPN に伴う骨髄線維化の病態解明は
遺伝子変異同定が中心であり、細胞間相互作
用や微小環境変化が骨髄線維化進行に及ぼ
す影響は注目されていなかった。一方、固形
癌における局所線維化進行には、がん細胞と
周囲間質細胞とのグルコース代謝を介した
相互作用が重要であることが明らかになり
つつあった。この時点で、我々は骨髄内の酸
素やグルコースなどの基礎的な環境変化が、
骨髄系腫瘍細胞の増殖に大きな影響を示す
ことを明らかにしており(Mitsumori, et al. 
Exp.Hematol, 2014) 、MPNにおける線維
化進行にも糖代謝変化やそれによる細胞間
相互作用が重要な役割をはたしているので
はないかとの仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、MPN における骨髄線維化進行
において、グルコース代謝およびその代謝産
物である乳酸がどのような役割を果たして
いるかを明らかにすることを目的とした。さ
らに、ビグアナイド系薬剤metforminを用い、
糖代謝を制御することにより、この過程がど
のように変化するかを検討し、骨髄線維化制
御のための新たな手法へと発展させ得るか
についても検討した。 
 
３．研究の方法 
JAK2V617F 変異を有する MPN 由来細胞株(HEL
および SET-2)、ヒト骨髄間質細胞由来細胞株 
HS-5 を用いて in vitro での解析を行った。
低酸素環境の影響を調べるために、上記の細
胞について1%O2環境での培養も行っている。 
タンパクの発現については、ウェスタンブロ
ットにより解析を行い、定量的解析のために、
画像解析ソフトウェア Image J を用いた。得
られた結果についての統計的解析には、
Mann-Whitney U test（２群の比較の場合）
もしくは Kruskal Wallis test(３群以上の
比較の場合)。PP2A の各サブユニットの機能
を解析するために、 Neon transfection 
system を用いて siRNA を各細胞に導入し、そ
れぞれのタンパクのノックアウトを行なっ
ている。細胞のアポトーシス解析は、Annexin 
V 染色を用いて行なっている。 
 
４．研究成果 
（１）MPN 細胞を低酸素で処理することによ
り、乳酸の移送に関わる MCT1/MCT4 の発現が
誘導された。また、メディウム中への乳酸の
産生が増加した。この現象は、低酸素応答転
写因子(HIF)の阻害剤により抑制された。 

（２）MPN 細胞を、ミトコンドリアの電子伝
達経路を抑制するビグアナイド系薬
metformin で処理すると、MPN のドライバー
分子であるJAK2V617Fのキナーゼ活性が抑制
された。また、この過程にはフォスファター
ゼ分子 PP2A が関与しており、その中でも B56
αサブユニットが重要な役割を果たしてい
た。なお、Metformin による JAK2V617F 抑制
は、JAK2 阻害剤 ruxolitinib と相乗的に認め
られた。Metformin は JAK2V617F を抑制する
のみでなく、その増殖をも抑制した。 
（３）骨髄間質細胞株であるHS-5について、
骨髄線維化に関わるサイトカインである
TGF-βで処理すると、SMAD2 の活性化が誘導
された。同時に、骨髄間質組織の線維化に関
わるLysyl oxidae(LOX)の発現が誘導された。
HS-5 を低酸素環境下で培養した場合にも、
LOX の発現が誘導されることも確認した。 
（４）LOX は骨髄間質細胞のみでなく、MPN
細胞株においても発現していた。MPN 細胞株
における LOX の発現は、JAK2 阻害剤
ruxolitinib により抑制はされなかった。一
方、metformin で処理した場合には LOX の発
現が抑制された。 
（５）metformin による LOX の発現抑制のメ
カニズムとしては、metformin がエネルギー
センサータンパク AMPK を活性化させること
が重要と考えられた。すなわち、AMPK は
p-70S6 キナーゼや 4EBP1 の機能を抑制し、過
剰なタンパク合成が抑制する。タンパク合成
が低下することにより、小胞体ストレスが緩
和され、結果として Unfolded protein 
response(UPR)経路の活性が低下する。UPR の
低下により、その下流で制御される LOX の発
現が低下することが考えられた。(下図) 
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