
川崎医科大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

３５３０３

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

正常造血及びMPN発症におけるCalreticulinの役割解明

The roles of calreticulin in MPN development and normal hematopoiesis.

７０３４３３０８研究者番号：

北中　明（Kitanaka, Akira）

研究期間：

１５Ｋ０９４８０

平成 年 月 日現在３０   ６ １４

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：変異型Calreticulin (CALR)の骨髄増殖性腫瘍（MPN）発症における役割を解析した。
変異型 CALRは293T細胞においてトロンボポエチン受容体（MPL）の存在下でSTAT5を活性化した。CALR変異導入
巨核球系細胞株では、STAT5リン酸化を伴う細胞増殖亢進、サイトカイン非依存的増殖を認めた。CALR変異導入
トランスジェニックマウスは、骨髄での成熟巨核球増加とともに血小板の増加を示したが、ヘモグロビン上昇や
白血球増加は認めなかった。以上から、変異型 CALRのC末端によるMPL下流のJAK-STATシグナル活性化がMPN発症
において重要な役割を果たしていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We examined the effects of calreticulin (CALR) mutations on 
myeloproliferative neoplasms (MPNs) development. CALR mutations activated signal transducer and 
activator of transcription 5 (STAT5) in 293T cells in the presence of thrombopoietin receptor (MPL).
 Human megakaryocytic cell lines with CALR mutations showed increased growth and acquisition of 
cytokine-independent growth accompanied by STAT5 phosphorylation. Transgenic mice expressing a human
 CALR mutation developed ET, with an increase in platelet count, but not hemoglobin level or white 
blood cell count, in association with an increase in bone marrow mature megakaryocytes. We conclude 
that the C-terminal of mutant CALR activates JAK-STAT signaling specifically downstream of MPL and 
may have a crucial role in CALR-induced MPNs.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 骨髄増殖性腫瘍　Calreticulin
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1. 研究開始当初の背景 
 
 骨髄増殖性腫瘍（Myeloproliferative neo- 
plasms：MPN）は造血幹細胞の異常によって 1
系統以上の骨髄系細胞（顆粒球系、赤芽球系、
巨核球系）が腫瘍性に増殖する疾患の総称で
ある。MPN のうち、真性赤血球増加症（PV）、
本態性血小板血症（ET）、原発性骨髄線維症
（PMF）の 3 疾患は、その臨床的共通点から、
古典的 MPN としてまとめられてきた。わが国
においては、毎年 5-6 千人が新たに MPN を発
症すると考えられている。MPN は高齢での発
症が多いことから、未曾有の高齢化社会を迎
えようとしているわが国では年々罹患者数
が増加しており、その発症機序解明は、有効
な治療法を開発するためにもきわめて重要
である。 
 1951 年に米国のダムシェックが提唱して
以来、半世紀以上にわたって古典的 MPN 発症
の分子メカニズムは不明であったが、2005 年
に PV の大多数、ET および PMF の約半数例で
JAK2 遺伝子の変異が見いだされた。また、翌
年には MPL の遺伝子変異が報告された。これ
らの変異は、サイトカインの刺激なしにサイ
トカイン受容体以降のシグナル伝達を恒常
的に活性化し、細胞の自律増殖を引き起こす
と考えられている。 
 JAK2 や MPL 変異のない ET、PMF 症例の遺伝
子異常は、その後も長らく不明であったが、
2013年、大多数の症数でcalreticulin（CALR）
遺伝子の変異が同定され、これによって引き
起こされたフレームシフトに由来する新規
のC末端を有する変異タンパクが生じること
があきらかとなった。CALR 変異は、JAK2/MPL
変異と相互に排他的であることからMPNの発
症に深く関与すると想像されたが、CALR 変異
が MPN を発症させる機序は不明であった。分
子シャペロンとされる CALR は、従来のサイ
トカイン受容体シグナル伝達経路中にマッ
プされず、CALR 変異が MPN を発症させる分子
メカニズムに注目が集まっていた。 
 
２. 研究の目的 
 
 MPNの臨床検体を用いた先行研究でCALR変
異が JAK2/MPL 変異と相互に排他的であった
ことから、CALR 変異は MPN 発症のドライバー
変異として機能することが予想された。そこ
で、本研究では、in vitro、in vivo モデル
を用いて、変異型 CALR の MPN 発症における
役割と、野生型 CALR の正常造血における役
割を明らかにすることを目的とした。 
 
３. 研究の方法 
 
(1) 変異型 CALR の in vitro機能解析 
① 293T 細胞株に G-CSFR、EPOR、MPL のいず
れかを変異型 CALR と共に導入し、下流の
STAT5 を始めとするシグナル伝達経路の活
性化をレポーターアッセイによって調べる。 

② トロンボポエチン受容体（MPL）を恒常
的に発現している細胞株に、CRISPR/Cas9
遺伝子編集法を用いてCALR遺伝子変異をノ
ックインし、細胞の増殖および細胞内シグ
ナル伝達経路に及ぼす影響を解析する。 

(2) 変異型CALRおよび野生型CALRのin vivo
機能解析 
 MPN症例にみられる52bp欠失のヒトCALR
遺伝子変異（CALRdel52）を発現するトラン
スジェニック（TG）マウスを作成し、個体
レベルでCALR遺伝子変異の影響を検討する。
また、血球特異的な CALR 発現欠損マウスを
用いて正常造血における野生型CALRの機能
解析を実施する。 

 
４．研究成果 
 
 293T 細胞を用いた一過性発現系において、
CALR 遺伝子変異が、シグナル伝達および
STAT5 を活性化するためには MPL の存在が必
須であることをあきらかにした。MPL 以外の
サイトカイン受容体であるG-CSF受容体やエ
リスロポエチン受容体の共存では、変異型
CALRはSTAT5を活性化することができなかっ
た。 
 次に、MPL を恒常的に発現している巨核球
系細胞株CMK11-5および赤白血病由来細胞株
F-36P-MPL に CRISPR/Cas9 システムを用いて
CALR 遺伝子変異をノックインした。樹立した
2種のCALR遺伝子変異ノックイン細胞株いず
れにおいても、STAT5 リン酸化とともに、細
胞増殖の亢進またはサイトカイン非依存的
増殖の獲得が認められ、変異型 CALR がドラ
イバーとして機能することがあきらかとな
った。  
 ヒト MPN症例と同様の CALRdel52 を発現す
る TG マウスでは、骨髄中の成熟巨核球の増
加とともに血小板数が増加し、ET 様の病態を
呈した。CALRdel52-TG マウスではヘモグロビ
ン濃度上昇や白血球数増加は認められず、骨
髄線維症は生じなかった。これらの表現型も
ヒト ET に酷似している。また、in vivoでの
競合的継代移植実験において、CALRdel52-TG
マウスの骨髄細胞は野生型骨髄細胞を排除
しなかった。このことから、CALRdel52 造血
幹細胞（HSC）の自己複製能は野生型マウス
の HSC と同様であることが示唆された。JAK
阻害薬 ruxolitinib は、TG マウスにおいて血
小板血症を改善し、骨髄中の巨核球数および
HSC 数の増加を抑制した。正常 CALR の機能
解析については、これまでに作成した血球特
異的な CALR 発現欠損モデルマウスの解析を
継続中である。 
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