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研究成果の概要（和文）：骨髄増殖性腫瘍の発症に、機能獲得型変異JAK2V617Fが関わることが明らかになり、
JAK2V617Fを特異的に阻害する治療戦略が求められている。
申請者は、JAK2V617F特異的にAP-1の結合配列が活性化されることを明らかにし、ルシフェラーゼレポーター解
析などからJAK2V617Fの下流にc-Fosが存在することを示した。さらに、JAKI2V617Fによるc-Fosの活性化には、
c-Fosの産生亢進だけでなく、ユビキチン蛋白質分解経路の阻害にもよることを明らかにした。以上から、c-Fos
を標的とした治療法の開発、またこのレポーター解析法を用いた薬剤スクリーニングが今後可能となると考え
る。

研究成果の概要（英文）：JAK2V617F, a gain-of-function mutation in the tyrosine kinase JAK2, is 
frequently detected in myeloproliferative neoplasms (MPN), however its molecular mechanism in terms 
of MPN development is not fully understood. The identification of the JAK2 mutation in MPN led to 
the development of JAK2 inhibitors, however, treatment with these inhibitors is associated with side
 effects caused by blockade of function of wild-type JAK2; therefore, a new therapeutic strategy 
based on understanding of MPN development is required.
In this study, I found that AP-1 activation by JAK2V617F through c-FOS induction involves an 
unidentified molecular mechanism suggesting that deregulation of AP-1 plays a role in MPN 
development. Additionally, the AP-1 reporter assay system I have established should be useful not 
only for screening novel compounds for MPN treatment but also in studying the novel pathway 
regulated by JAK2V617F, which would lead to the development of a novel therapeutic strategy against 
MPN.
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１．研究開始当初の背景 
 
骨 髄 増 殖 性 腫 瘍 (myeloproliferative 

neoplasms; MPN)は、造血幹細胞の異常によ
って一系統以上の骨髄系細胞のクローナル
な増殖をきたす疾患である。フィラデルフィ
ア染色体(Ph)陰性 MPNの代表的な 3疾患であ
る、真性赤血球増加症（polycythemia vera; 
PV ）、 本 態 性 血 小 板 血 症 （ essential 
thrombocythemia; ET）、原発性骨髄線維症
（primary myelofibrosis; PMF）患者の多く
に共通してみられる遺伝子変異、JAK2 V617F
変 異 が 2005 年 に 報 告 さ れ た (Nature 
2005;434:1144-1148 他)。野生型 JAK2 は、サ
イトカイン受容体の細胞質内部分に結合し、
サイトカインの結合に依存したレセプター
の構造変化によって活性化され、下流の STAT、
MAPK、PI3K へのシグナル伝達がおこる。一方
で、V617F 変異は、キナーゼ活性を有する JH1
ドメインの機能を抑制していると考えられ
ている JH2 ドメインに存在し、この変異によ
って JH2ドメインによる JH1ドメインの抑制
が減弱され、サイトカイン非依存性に JAK2
シグナル伝達系の恒常的な活性化が起こり、
血球細胞の異常な増加が生じていると考え
られている。 
JAK2 V617F 変異の発見以降、JAK2 阻害薬

の臨床応用が始まり (N. Engl. J. Med 
2010;363:1117-1127 他)、骨髄線維症の患者
において、JAK2 阻害薬の使用によって約半数
の患者で脾腫や臨床症状の改善を得られる
ことが報告された。しかし同時に野生型の
JAK2 も阻害されるため、約 20%で血小板減少
や貧血などの副作用が生じて阻害薬の投与
継続が不可能となる。また慢性骨髄性白血病
(Chronic myeloid leukemia)に対するイマチ
ニブと異なり、JAK2 V617F 変異を有する腫瘍
細胞数の低下で示される分子生物学的寛解
への到達や、生存期間の延長についてはいま
だ不明な点も多いなど、多くの課題が残って
いる。さらに、JAK2 阻害薬を長期使用すると
薬剤耐性が生じることも懸念されており、こ
れは試験管内で既に示されているように、
JAK2 阻害薬の長期使用で、JAK2 が通常形成
するホモ二量体ではなく、JAK1 や TYK2 との
ヘテロ二量体を形成し、その結果、下流のシ
グナル伝達を再活性化することで薬剤耐性
が生じていると考えられている。(Nature 
2012;489:155-159)。Ph 陰性 MPN 患者にみら
れる epigenetic な異常や免疫学的異常を、
直接標的とする HDAC 阻害薬や DNA メチルト
ランスフェラーゼ阻害薬、免疫調節薬などの
他の薬剤による臨床試験も行なわれている
(Blood. 2011;118:2069-2076 他)が、完治を
望める治療薬の発見には至っておらず、新た
な治療戦略の開発が必要と考えられた。特に、
JAK2 V617Fを特異的に阻害するこれまでと異
なる治療戦略の開発が、MPN に必要な背景が
あった。 
 

２．研究の目的 
 
上記を踏まえて、JAK2 V617F 特異的なシグ

ナルの解明による新たな治療戦略の開発が
必要と考えた。そこで、JAK2 V617F 特異的に
活性化される転写因子の存在を明らかにし、
この転写因子による骨髄増殖性腫瘍の発症
メカニズムを明らかにすることで、JAK2 
V617F を特異的に阻害する骨髄増殖性腫瘍の
新たな治療戦略を開発することを本研究の
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 骨髄増殖性腫瘍のドライバー遺伝子変異
の一つである JAK2 V617F の下流シグナルを
解析するために、JAK2 V617F によって活性化
されるプロモーターの解析を行い、JAK2 
V617F 特異的に活性化される配列(JVRE)を同
定した。続いて、この配列に結合する転写因
子(JVRBP1)を明らかにし、この転写因子につ
いて、mRNA、蛋白質の発現レベルを解析し、
MPN の発症にどのように関わっているかを明
らかにすることとした。 
また、順天堂大学医学部附属順天堂医院に

通院中の骨髄増殖性腫瘍が疑われる症例を
収集し、JAK2 V617F 変異の有無を確認した。
確認には、JAK2 V617F変異を極めて高感度に、
かつ、正確に検出できる技術を使用した
(Luek Res 2011;35:1632-1636)。こうして
JAK2 V617F 変異が確認された検体から、CD34
陽性細胞を分離し、患者由来の細胞における、
JVRB1 の役割を解明することとした。 
さらに、細胞株における JAK2 V617F の下

流シグナルを解析するために、ヒトの骨髄球
系細胞株である UT-7/GM をもとに、テトラサ
イクリンによる誘導によって JAK2 V617F が
発現する細胞株の作製を試みた。こうして得
られた細胞株を用いて、JAK2 V617F が発現し
た時の mRNA の発現の変化を解析することと
した。 
 また、骨髄増殖性腫瘍のドライバー遺伝子
として、JAK2 V617F 変異の他に、CALR 遺伝
子変異が 2015 年に報告された。そこで、CALR
変異の独自の検出方法を構築し、本邦での
CALR 変異患者の特徴を解析した。さらに、骨
髄増殖性腫瘍における CALR 遺伝子変異の働
きについても解析することとした。 
 
４．研究成果 
 
1) 日本人における骨髄増殖性腫瘍の遺伝子

変異の解析 
 日本全国の医療機関から収集した4000
例超の骨髄増殖性腫瘍が疑われる症例の
検体から，JAK2 V617F 変異の有無を解析
するとともに、同じく骨髄増殖性腫瘍の
ドライバー遺伝子である MPL 遺伝子、
CALR 遺伝子変異を、独自に構築した検出
法 を 用 い て 解 析 し た （ PLoS ONE. 



2014;9(8):e104958 、 Haematologica 
2015;100:e46-e48）。さらに、WHO 2008
分類の診断基準に照らして、PV、ET、PMF
の診断を確定させた。診断を確定させた
PV:191 人、ET:370 人、PMF:76 人のうち、
JAK2 V617F 変異陽性率はそれぞれ 90%、
54%、52%であった。ET、PMF における CALR
変異陽性率はそれぞれ24%、28%であり（図
1）、いずれもこれまでの欧米からの報告
と同様であることを示した。 

  
2) JAK2 V617F により特異的に活性化される

転写配列の同定 
JAK2 V617F により特異的に活性化され

る CMV プロモーターについて、プロモー
ターの一部を削り、JAK2 V617F 特異的な
活性が消失する部位を探索し、その部位
にJAK2 V617Fに特異的に活性化される転
写配列(JVRE)をみつけ、この中に AP-1 の
配列が含まれることを明らかにした（図
2）。 

さらにこの活性が、JAK2 阻害薬で阻害
されることを確認し、この転写因子が
JAK2 V617F 特異的に活性化されているこ

とを示した。 
 
3) JVRE に結合する蛋白質の解析 

JAK2 V617F を過剰発現
させた細胞では、JVRE に結
合する蛋白質が、JAK2 野生
型よりも多いことを、gel 
shift assay を行って確認
した（図 3）。また、この配
列には AP-1 の配列が含ま
れ て い る こ と か ら 、
competitor assay を行い、
AP-1 の配列が特異的に
JAK2 V617F によって活性
化されていることを示し
た。 

 
4) JVRE の活性化をおこす蛋白質の解析 

複数の AP-1 ファミリーの抗体を用い
て、supershift assay を行ったところ、
AP-1 ファミリーの中でも、c-Fos と JunB
が JVREと結合することを示した（図4）。
さらに、c-Fos と JunB について、JVRE へ
の活性の影響を検討したところ、c-Fos
が JVRE を活性化させるのに必要十分で
あることを示した（図 5）。 

 
5) JAK2 V617F の下流のシグナル解析 

JAK2 の代表的な下流のシグナルとし
て、MEK、PI3K、STAT が挙げられること
から、これらのいずれのシグナル経路と
JVRE が関与しているかを解析した。その
結果、MEK の阻害薬(PD98059)および PI3K
の阻害薬(LY294002)を用いて ERK、PI3K
を阻害しても、JAK2 V617F による JVRE
の活性は阻害されないことが示された
（図 6）。 

また、STAT3 や STAT5 単独では JVRE
の活性が促進されないことを示した。 
これらのことから、JVRE の活性には、



MEK、PI3K、STAT のいずれのシグナル経
路も関与していないことが示唆された。 

 
6) JAK2 V617F による c-Fos 蛋白質の発現亢

進のメカニズムの解析 
JAK2 V617F により c-Fos の蛋白質の発

現が亢進されるメカニズムについて解析
した。c-Fos の mRNA について解析したと
ころ、JAK2 V617F により蛋白質の増加の
みでなく、mRNA のレベルでも発現が亢進
されていることを確認した（図 7）。 

さらに、シクロヘキサマイドを用いて
半減期を解析したところ、JAK2 V617F に
より c-Fos の蛋白質の分解が阻害されて
いることが示された（図 8）。 

 また、プロテアソーム阻害薬(MG-132)
を用いた解析によって、c-Fos の蛋白質
の分解の阻害に、ユビキチン化蛋白質分
解が関与していることを示した（図 9）。 

 
7) AP-1 阻害薬を用いた解析 

JAK2 V617F によって c-Fos の発現が特
異的に亢進されたため、AP-1 阻害薬を用
いた解析を行った。しかし AP-1 阻害薬を
投与しても、JVRE の活性の抑制は確認で

きなかった。 
 

8) 細胞株を用いたJAK2 V617Fの下流シグナ
ルの解析 
ヒトの骨髄球系細胞株である UT-7/GM

をもとに、テトラサイクリンによる誘導
によって、JAK2 V617F が発現する細胞株
D9 を作製した。この細胞株 D9 では、サ
イトカイン非依存性に細胞増殖が観察さ
れ、STAT の活性化および、赤芽球系細胞
への分化がみられ、JAK2 V617F を有する
PV患者と同様の傾向を示すことが確認で
きた。そこで、JAK2 V617F を発現させた
時の mRNA の発現の変化を解析したとこ
ろ、AIM2、IL1B、CASP1 の発現が有意に
亢進していることが示された。これまで
に、JAK2 V617F 変異をもつマウスモデル
においても、IL1B が骨髄線維化に関与し
ていることが報告されており（Nature 
2014;512:78–81）、MPN の病態解析におけ
る細胞株 D9 の有用性が示唆された。 
 

9) 骨髄増殖性腫瘍における CALR 遺伝子変
異の役割の解析 
 CALR 遺伝子変異は PV ではみられず、
血小板増加がみられるETとPMFでみられ
ることから、血小板産生に関わる巨核球
細胞に異常がある可能性を考え、巨核球
細胞の分化や増殖に必要なトロンボポエ
チン(TPO)とその受容体である MPL に着
目した。その結果、変異型 CALR タンパク
質が MPL と結合して、TPO 非存在下でも
MPL を活性化させることを示した。さら
に、変異型CALR蛋白質とMPLとの結合は、
変異型タンパク質に特徴的な構造により
生み出されていることを明らかにした。 

 
以上のように、本研究では、以下の点を明ら
かにした。 
① 日本人の骨髄増殖性腫瘍患者について、

JAK2/MPL/CALR 遺伝子変異解析を行った
が、その変異の割合は、欧米からの報告
と同等であった。 

 
② JAK2 V617F により c-Fos の発現が蛋白質

のレベルでも mRNA のレベルでも亢進し
ており、ユビキチン化蛋白質分解が関与
していることを示した。 

 

③ AP-1 の阻害薬を用いても、JAK2 V617F に
よる c-Fos の発現亢進は抑制されず、さ
らなる解析が必要と考えた。 

 
④ JAK2 V617F を誘導できる細胞株を作製し、

その下流の mRNA 解析を行い、AIM2 など
の mRNA の発現が亢進していることを示
した。 

 

⑤ 骨髄増殖性腫瘍のドライバー遺伝子の一



つである CALR 遺伝子変異によって、TPO
受容体である MPL がサイトカイン非依存
的に活性化され、骨髄増殖性腫瘍の発症
に関与していることを示した。 
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