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研究成果の概要（和文）：骨髄増殖性腫瘍に分類される本態性血小板血症、原発性骨髄線維症で高頻度に変異が
生じているCalreticulin(CALR)について、その正常造血に果たす役割、および変異型CALRがMPNを発症させる仕
組みを試験管内及び複数のマウスモデルを作成して個体レベルで解明した。CALR変異は細胞に増殖優位性やサイ
トカイン非依存性を与え、マウスに本態性血小板血症を発症させることを明らかにした。本研究では、同時に
CALR変異が造血幹細胞に対しては負の影響を与えることも明らかとなり、変異が生じた造血幹細胞の維持や疾患
の発症にはCALR変異以外の要素が必要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed Calreticulin (CALR), which is frequently mutated in essential 
thrombocythemia and primary myelofibrosis. The role of CALR in normal hematopoiesis and the 
mechanism by which mutant CALR causes MPN were elucidated in in vitro experiments and in in vivo 
experiments by creating multiple mouse models. We found that CALR mutation conferred cell 
proliferation and cytokine independence and caused mice to develop essential thrombocythemia. 
However, at the same time, it also became clear that they have a negative effect on hematopoietic 
stem cells, suggesting that maintenance of mutated hematopoietic stem cells and development of 
disease require elements other than CALR mutation.

研究分野：血液内科学

キーワード： 骨髄線維症　骨髄増殖性腫瘍　マウスモデル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
原発性骨髄線維症の予後は5年生存率40%と不良であり、新規治療法へのアンメットメディカルニーズがある。
CALR変異は原発性骨髄線維症の約3割の患者で認められることから治療標的として注目されている。本研究で見
出したCALR変異による疾患発症の仕組みは、原発性骨髄線維症を始め、同じくCALR変異を有する本態性血小板血
症の克服、治癒を目指した治療法開発につながる成果という意味で極めて意義が大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
    赤血球が増加する真性多血症(polycythemia vera; PV)、血小板が増加する本態性血小板血
症(essential thrombocythemia; ET)、骨髄で巨核球が増加し、間質の線維化が生じる原発性骨
髄線維症(primary myelofibrosis; PMF)の 3疾患からなるMPNでは、造血サイトカインのシ
グナル伝達を担うチロシンキナーゼ JAK2 に活性化変異(JAK2V617F 変異)が高率に生じてい
る(James C et al. Nature 2005)。JAK2V617F変異は PVの 95%、ET, PMFの 60%の症例で
見られる。ET,PMFでは、JAK2上流のトロンボポエチン受容体(MPL)の活性化変異が、それ
ぞれ全体の 5%, 10%に認められる。これらの変異は、導入したマウスに血球増多、肝脾腫、骨
髄線維化といったヒトの病態を再現し、確かに病因である。JAK2V617F 変異や MPL 変異を
持たない ET, PMFの病因は、大きな謎であった。2013年、JAK2及びMPLに変異を持たな
い ET,PMFの半数以上(ET,PMF全体の約 25%)の症例に、小胞体においてタンパクの folding
や輸送に関わるシャペロンとして知られる CALR の exon9 に変異が生じていることが報告さ
れた(Klampfl T et al. NEJM 2013）。CALR変異は、MPLや JAK2変異と相互排除的に生じ
ていることから、「サイトカインシグナルの活性化」の機能をもつと予想されるが、CALR は
既知のシグナル伝達経路にマッピングされていなかった分子であり、CALR変異が ET,PMFの
病態にどのように関与するか未解明であった。 
 
２．研究の目的 
  骨髄増殖性腫瘍(myeloproliferative neoplasms: MPN)に分類される本態性血小板血症
(essential thrombocythemia; ET)、原発性骨髄線維症(primary myelofibrosis; PMF)で新たに
高頻度の変異が発見された Calreticulin(CALR)について、その正常造血に果たす役割、および
変異型 CALRがMPNを発症させる仕組みを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) テーマ 1:変異 CALR の in vitro 解析 
①変異 CALR, MPL の様々な変異体を作成し、その活性を調べる事により活性責任部位を
同定する. 
②MPL を発現するヒト巨核球系細胞株に CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集技術を
用いて、ヒト MPN と同一の CALR 変異をノックイン(knockin:KI)し、細胞増殖に与え
る影響、JAK-STAT 経路の活性化の程度、MPL タンパクの発現量、などを元の細胞と比
較し、CALR 変異の生物学的活性を明らかにする。 

(2) テーマ 2:変異 CALR、及び正常 CALR の in vivo 解析 
      ①造血幹細胞レベルから外来遺伝子を発現可能な MHC classⅠプロモータの制御下に変
異 CALR を発現するトランスジェニック(TG)マウスを作成し、CALR 変異の in vivo 表
現型を明らかにする。 
②内在性の CALR 遺伝子に CRIPR/Cas9 を用いてフレームシフト(frameshift:FS)変異を
導入したマウスを作成し、変異 CALR の in vivo 表現型を明らかにする。 
③ヒト患者において変異は一方のアリルにヘテロに生じており、正常 CALR の量が半分に
なっていること(ハプロ不全)に着目し、ハプロ不全のモデルとして CALR のヘテロノッ
クアウト(hKO)マウスを導入し解析する。 

 
４．研究成果 
(1) テーマ 1:変異 CALR の in vitro 解析 
      ①CALR 変異体の部分欠失変異体について、それぞれ(1)MPL との結合能、(2)細胞内シグ
ナル活性化能、(3)細胞内局在、(4)in vivo 疾患誘導能、を解析する実験系を確立し
た。現在解析を継続中である。今後、CALR 変異蛋白の活性を阻害し、治療標的化する
ために必要なデータが得られる予定である。 

   ②MPLを発現するヒト巨核球系細胞株にヒトMPNと同一のCALR変異をノックインしたと
ころ、元の細胞と比較し、シグナル伝達分子の恒常的活性化、細胞増殖の亢進、サイ
トカイン非依存性の獲得などが認められた。細胞表面の MPL タンパクの発現量に差は
認めなかった。 

 (2) テーマ 2:変異 CALR、及び正常 CALR の in vivo 解析 
      ①TG マウスは HSC レベルから変異 CALR が発現しており、その発現量はヒト骨髄細胞、
ヒト細胞株における生理的な正常 CALR 発現と同等であった。TG マウスの赤血球数や
白血球数は野生型マウスと差がなく、血小板数のみが増加していた。骨髄、脾臓では
大型の成熟巨核球が増加していた。TG マウスを約 2年間飼育しても骨髄線維化、肝脾
腫といった変化は認めず、生存も野生型マウスと同等であった。すなわち生理的発現
レベルの CALR 変異は、マウスに ETを発症させた。 
この TGマウスでは、HSC を含む広範な造血前駆細胞分画の増加が認められた。一方
で、HSC の自己複製能を反映する骨髄細胞の replating assay では TG と野生型マウス
の継代回数に差はなく、同数の LSK 細胞を用いた競合移植実験でも、野生型マウス細
胞に対する増殖優位性を認めなかったことから、変異造血幹細胞のクローン拡大には、
CALR 変異以外の要素が必要である可能性が示唆された。 



②まず Calr 遺伝子 exon9 を編集したマウス ES細胞クローンを複数樹立した。次に、そ
の中からヒトの変異と相同的なフレームシフト変異(19 塩基欠失)が生じているクロ
ーンを選択し、マウス個体を作成した(Calr del19-FS)。このマウスでは、わずかな
血小板数増加が認められるものの、巨核球の増加や造血幹・前駆細胞の増加などは認
められなかった。このマウスに発現する Calr del19 変異体とヒト患者にみられる
CALRdel52 変異体との間で、ヒト MPL やマウス MPL に対する結合能を調べたところ、
Calr del19 変異体では MPL に対する結合能が著しく低い事がわかった。マウス Calr
のフレームシフト変異で生じたアミノ酸配列は、ヒト変異とはアミノ酸の電荷逆転な
ど類似部分も多いが、アミノ酸の数や種類などで異なっている部分もある。この差異
が MPL との結合能に極めて重要であることを明らかにした。 
③CALR のヘテロノックアウト(hKO)マウスの解析から、CALR のハプロ不全は、変異 CALR
蛋白の作用により障害された HSC 機能を回復させること、その結果、変異 HSC の ET
発症能力を高めること、などを見出しつつある。今後はさらに解析を継続し、CALR
変異 MPN における CALR ハプロ不全の意義を解明する。 
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