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研究成果の概要（和文）：フィラデルフィア染色体陰性の骨髄増殖性腫瘍(MPN)において見出されるCALR遺伝子
変異によるMPN発症メカニズムの解明を行い、変異型CALRがトロンボポエチン受容体と特異的に結合し、サイト
カインのようにMPLを活性化することで、下流のJAK2、ERK1/2、STAT5を恒常的に活性化させて、細胞を腫瘍化す
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：By studying the mechanism for the development of myeloproliferative 
neoplasms (MPN) by calreticulin mutation, this study uncovered that mutant CALR preferentially 
interacted with MPL, induced activation of MPL like cytokine, constitutively activated its 
downstream molecules such as JAK2, ERK1/2, and STAT5, and thus promoted the cellular transformation.

研究分野：血液学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、CALR変異遺伝子による骨髄増殖性腫瘍(MPN)の発症メカニズムが明らかになったことから、CALR
遺伝子変異を有するMPN患者に対する有効な治療薬の開発が大いに期待される。さらに、『分子シャペロンの変
異による受容体活性化が引き起こす細胞腫瘍化』という新しい腫瘍生物学の概念が明らかになったことから、他
の疾患や生命現象の解明に結びつくことが大いに期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

フィラデルフィア染色体陰性の骨髄増殖性腫瘍(MPN: myeloproliferative neoplasms)は、
造血幹細胞の異常によって一系統以上の骨髄性細胞のクロ―ナルな増殖をきたす血液疾患であ
る。2005 年に、MPN の代表的な 3 疾患である真性赤血球増加症(PV: polycythemia vera)、本
態性血小板血症 (ET: essential thrombocythemia)、原発性骨髄線維症 (PMF: primary 
myelofibrosis)の患者の多くにおいて、サイトカイン受容体シグナル伝達において中心的な役割
を果たす、チロシンキナーゼ JAK2 を恒常的に活性化する変異が見出された (N Engl J Med. 
2005;352:1779-90 など)。この発見により、少なくとも JAK2 変異を有する MPN 患者では、
サイトカインシグナル伝達系の機能亢進により MPN が発症していることが強く示唆され、そ
の後の JAK2 阻害薬の開発と、MPN 患者への使用へと結びついた (N Engl J Med. 
2010;363:1117-27)。しかし JAK2 阻害薬は、患者の全身症状や脾腫を改善するものの、腫瘍細
胞を完全に排除することができないことから根治に至らない。MPN の根本的な治療法として
は、骨髄移植があるが、治療関連死のリスクや、移植不適応症例が多いことなどから、実際に
移植の行われる症例はごくわずかである。これらのことから、MPN 発症メカニズムの理解に
基づき、完治を目指す新たな治療戦略の開発が望まれている。 

先に述べたように、多くの MPN 患者に共通して腫瘍細胞に特異的な JAK2 V617F 変異が
見出されるが、ET や PMF 患者の約半数には、JAK2 V617F 変異が見られない(Leukemia. 
2010;24:1128-38)。その後、JAK2 変異陰性の MPN 患者から、トロンボポエチン(TPO)受容体
MPL を恒常的に活性化する変異が、見出されたが、変異を有する患者はごくわずかであった
(Leukemia. 2010;24:1128-38)。しかし、2013 年に、JAK2 変異陰性の ET、PMF 患者の約 70%
に共通して、CALR 遺伝子変異が認められ(N Engl J Med. 2013;369:2379–90、2391–405)、本
邦の MPN 患者においても、同様の変異が見られることを申請者らが明らかにしている。 

野生型 CALR 遺伝子産物は、小胞体に局在する分子シャペロンとしての機能を有すること
は示されているが(Biochem J. 2009;417:651-66)、JAK2 をはじめとするサイトカインシグナル
伝達系への関与は未解明である。MPN 患者における CALR 遺伝子変異は、これまでに 50 種
類以上報告されているが、その全てが第 9 エクソンへの短い塩基の挿入か欠失である。興味深
いことに、全ての変異蛋白質に共通して、C 末端に野生型には存在しない新たなアミノ酸配列
を有している。さらに、変異型 CALR 遺伝子を、IL-3 依存性のマウス B 細胞リンパ腫細胞株
Ba/F3 に導入すると、IL-3 非依存的に細胞が増殖することが明らかにされている(N Engl J 
Med. 2013;369:2379–90）。これらのことから、CALR 変異遺伝子は、機能獲得型の変異である
と考えられているが、IL-3 シグナル伝達系と MPN 発症との関係がこれまでに明らかになって
いないことなどから、変異 CALR 遺伝子による MPN 発症の具体的なメカニズムは未解明のま
まである。 
 
２．研究の目的 

本研究では、上記の背景を踏まえて、変異 CALR 遺伝子による MPN 発症メカニズムを明
らかにするために、以下のことを明らかにすることを目的とした。 
(1) 変異 CALR 遺伝子が、腫瘍原性を有していること。 
(2) 腫瘍化に際して、変異型 CALR により活性化されるシグナル伝達経路。 
(3) 腫瘍化に必要なシグナル伝達経路を活性化させる分子メカニズム。 
(4) 変異型 CALR が特異的な腫瘍化能を有する分子メカニズム。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞株の樹立と腫瘍原性の評価 

MPN 患者で最も高頻度で見出される２つの変異 CALR 遺伝子である、52 塩基欠失型
(Del52)と 5 塩基挿入型(Ins5)を、MPN 患者末梢血単核球の mRNA を逆転写して得た cDNA
を鋳型にした PCR 反応により増幅した。増幅した DNA 断片の蛋白質翻訳領域のカルボキシル
末端に FLAG タグを付加してから、レトロウイルスベクターpMSCV-IRES-GFP の EcoRI サ
イトにクローニングした上で、Plat-GP 細胞にヘルパーベクターVSVG とともにトランスフェ
クションし、産生されたレトロウイルスを培養上清から回収した後、遠心濃縮してから、トロ
ンボポエチン(TPO)依存性の細胞株 UT-7/TPO に感染させた。セルソーターを用いて、発現ベ
クター上のマーカー遺伝子産物である GFP を指標に、ウイルスの感染した細胞のみを精製す
ることで、変異型 CALR Del52 と Ins5 を発現する細胞株を樹立した。樹立した細胞を、TPO
を含まない 10%ウシ胎児血清を含む IMDM 培地 100μL 中に 10,000 個播種し、経時的に細胞
の増殖を WST-8 アッセイにより評価した。 
 
(2) 腫瘍化に際して活性化されるシグナル伝達経路の評価 

変異型 CALR を発現することでサイトカイン非依存性に増殖している UT-7/TPO 細胞を遠
心して回収後、脱リン酸化阻害剤を添加したリン酸緩衝液で洗浄後、RIPA バッファーで懸濁
し、超音波破砕することで、細胞抽出液を調製した。さらに、コントロールとして、UT-7/TPO
細胞を、TPO 存在下、あるいは非存在下で 1 晩培養したのち、同様の操作を行って、細胞抽出
液を調製した。これらの抽出液を、SDS-PAGE 電気泳動後に PVDF 膜に転写した上で、スキ
ムミルク溶液でブロッキングしてから、リン酸化特異的抗体と反応させた。膜状のリン酸化蛋



白質と結合した抗体を、ペルオキシダーゼ標識された 2 次抗体で標識した後、基質を加えて、
リン酸化蛋白質特異的なシグナルを、高感度 CCD カメラで撮像した(以下、SDS-PAGE からの
一連の操作をイムノブロットと呼ぶ)。さらに、このようにして同定したシグナル伝達経路に対
する特異的な阻害剤を、変異型 CALR を発現する UT-7/TPO 細胞を培養している培地中に添加
した上で、同様の操作を行い、同定したシグナル伝達経路の活性化の阻害を評価した。 
 
(3) シグナル伝達経路活性化を引き起こす分子メカニズムの評価 

変異型 CALR を発現することでサイトカイン非依存性に増殖している UT-7/TPO 細胞にお
いて活性化しているシグナル伝達経路の上流に位置する受容体遺伝子に対する shRNA を発現
するために、標的遺伝子に対する 3 つの shRNA 配列と、コントロールの shRNA 配列を合成
し、赤色蛍光蛋白質マーカーを搭載した pLKO ベクターの EcoRI と AgeI サイトにクローニン
グした。これらのベクターを HEK293T 細胞に、ヘルパーベクターGag/Pol と VSVG とともに
トランスフェクションし、産生されたレトロウイルスを培養上清から回収した後、遠心濃縮し
てから、変異型 CALR を発現する UT-7/TPO 細胞に、ほぼ全ての細胞が感染するような条件で
感染させた。感染 48 時間後に、細胞を回収し、RNA を抽出、精製したのち、標的遺伝子に対
する定量 RT-PCR を行い、RNA 干渉による標的遺伝子の発現抑制を評価した。感染 72 時間後
に、細胞をトリパンブルー染色することで、死細胞数を評価した。 

同定した受容体と、変異型 CALR の相互作用を評価するために、上述の変異 CALR 遺伝子
を導入した UT-7/TPO 細胞や、FLAG タグを付加した変異 CALR 遺伝子や受容体遺伝子をリ
ポフェクションにより発現させた HEK293T 細胞を遠心により回収、リン酸緩衝液で洗浄した
のち、0.1%Triton-X を含有するリン酸緩衝液で懸濁、超音波破砕することで、細胞抽出液を調
製した。細胞抽出液に、抗 FLAG 抗体を添加してから Protein G ビーズと反応させることで、
ビーズ上に変異型 CALR に結合した蛋白質を捕捉した上で、ビーズを洗浄してから SDS と還
元剤存在化で結合した蛋白質を溶出した(以下、ビーズによる結合蛋白質の捕捉を共免疫沈降と
呼ぶ)。得られた蛋白質をイムノブロットにより解析し、変異型 CALR と結合している蛋白質
を評価した。 

 
(4) シグナル伝達経路活性化を引き起こす分子メカニズムの評価 

上述の変異 CALR 遺伝子を導入した UT-7/TPO 細胞から調製した蛋白質抽出液を、グリセ
ロールの密度勾配を有するリン酸緩衝液の上に重層した上で、一晩 4 度で超遠心を行い、蛋白
質を大きさごとに分画した。得られた分画を、イムノブロットにより解析し、変異型 CALR に
特異的な大きさの違いを評価した。 

変異型 CALR の分子間相互作用を評価するために、FLAG タグと V5 タグを付加した変異
CALR 遺伝子をリポフェクションにより導入した HEK293T 細胞を遠心により回収、リン酸緩
衝液で洗浄したのち、0.1%Triton-X を含有するリン酸緩衝液で懸濁、超音波破砕することで、
細胞抽出液を調製した。得られた細胞抽出液から、共免疫沈降により得られた蛋白質をイムノ
ブロットにより解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 変異 CALR 遺伝子による細胞腫瘍化 

CALR Del52 あるいは Ins5 遺伝子を発現させ
ると、TPO 依存性の細胞株 UT-7/TPO は、TPO
非依存性に増殖した (図 1)。一方で、野生型の
CALR 遺伝子では、そのような変化は見出されな
かった(図 1)。これらのことから、変異 CALR 遺
伝子は腫瘍原性を有することが明らかになった。 

 
(2) 変異 CALR 遺伝子により活性化されるシグナ
ル伝達経路 

CALR Del52 あるいは Ins5 遺伝子を発現して
TPO 非依存性に増殖する細胞では、TPO 非存在
下においても、JAK2、ERK1/2、STAT5 の活性
化を示すリン酸化が、コントロールの UT-7/TPO
細胞を TPO 存在下で培養したときと同程度検出
された(図 2)。さらに、JAK2 阻害剤 JAK inhibitor 
Iにより、変異CALR遺伝子の発現によるERK1/2
や STAT5 の活性化は、著しく抑制された(図 3)。
これらのことから、変異 CALR 遺伝子は、
UT-7/TPO細胞において、チロシンキナーゼJAK2
を恒常的に活性化し、下流の ERK1/2 や STAT5
を活性化することで、腫瘍原性を獲得しているこ
とが明らかになった。 

 



(3) 変異型 CALR によるシグナル伝達経路活性化のメカニズム 
変異CALR遺伝子を発現する細胞において、

JAK2 の上流である、TPO 受容体 MPL の発現
を RNA 干渉により抑制したところ、48 時間後
に著明な MPL 遺伝子の発現低下が認められた
(図 4)。さらに 24 時間培養したところ、それま
で TPO 非依存性に増殖していた UT-7/TPO 細
胞は、MPL 遺伝子の発現が抑制されると、細
胞死が誘導された(図 5)。 

変異 CALR 遺伝子の MPL 遺伝子依存的な
腫瘍原性の分子メカニズムを明らかにするため
に、共免疫沈降実験を行ったところ、細胞抽出
液において MPL は、変異型 CALR と特異的に
相互作用していることが明らかになった(図 6)。一方、MPL と野生型 CALR の相互作用は、極
めて弱いものであった。これらのことから、変異型 CALR は、MPL と強く相互作用すること
で、MPL 下流の JAK2 を恒常的に活性化することで、細胞を腫瘍化していることが明らかに
なった。 

 
 

 
(4) 変異型 CALR によるシグナル伝達経路活性化を引き起こす分子メカニズム 

変異型 CALR をグリセロール密度勾配遠心により分画したところ、野生型に比べて、大き
さが 2 倍以上になっていることを見出した(図 7)。共免疫沈降実験を行ったところ、変異型
CALR は、分子間で相互作用することが明らかになった(図 8)。一方で、野生型 CALR では、
このような分子間相互作用は見られなかった(図 8)。これらのことから、変異型 CALR は、ホ
モ 2 量体を形成することで、MPL との結合能を獲得する構造変化を生じさせるとともに、ホ
モ 2 量体化した変異型 CALR がホモ 2 量体形成した MPL と結合することで、あたかもサイト
カインのように MPL を活性化し、下流の JAK2 を恒常的に活性化することで、細胞の腫瘍化
を引き起こしていることが明らかになった(図 9)。 
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