
宮崎大学・医学部・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）

１７６０１

基盤研究(B)（一般）

2019～2017

創薬に向けた、CALR変異とfibrocyteに着目する骨髄増殖性腫瘍研究

Myeloproliferative neoplasms research for drug discovery focusing on CALR 
mutation and fibrocyte

９０３１１８４４研究者番号：

下田　和哉（Shimoda, Kazuya）

研究期間：

１７Ｈ０４２１０

年 月 日現在  ２   ６ １２

円    12,900,000

研究成果の概要（和文）：骨髄増殖性腫瘍(MPN)の病態解明はドライバー変異であるJAK2,CALR変異の同定により
大きく進んだ。一方でCALR変異がMPNを発症させる機序や、骨髄線維症の本態である線維化の機序には未解明の
部分が多い。本研究により、前者については、CALRの正常造血に果たす役割、及びCALR変異が生じた造血幹細胞
がクローンを拡大する仕組みが、後者については、線維化の本態である骨髄中のコラーゲン産生細胞の大部分が
腫瘍クローンから分化する腫瘍性fibrocyteであるという知見が見出された。これらは、MPNの病態形成への理解
を進める大きな成果であり、アンメットニーズに応える新たな治療法開発へとつながる。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of the pathophysiology of myeloproliferative neoplasms (MPNs) 
has been greatly advanced by the identification of the driver mutations JAK2 and CALR. On the other 
hand, the mechanism by which CALR mutations cause MPN and the mechanism of fibrosis, which is the 
most important feature of myelofibrosis, remain unclear.
We elucidated the role of CALR in normal hematopoiesis and the mechanism of clonal expansion of 
CALR-mutated aberrant hematopoietic stem cells. We also found that the majority of 
collagen-producing cells in the bone marrow, which are the main players in fibrosis, are neoplastic 
fibrocytes that differentiate from tumor clones via monocytes.
These are major achievements that promote the understanding of the pathogenesis of MPN, leading to 
the development of new treatment methods that meet unmet needs of patients.

研究分野： 血液内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄増殖性腫瘍(MPN)の有病率は血液腫瘍性疾患の中でも高く、患者は慢性的な随伴症状や重症化した病態であ
る骨髄線維症への進展に苦しんでいる。本研究により、MPNの主要なドライバー変異であるCALR変異がMPNを発症
させる機序について、未解明の疑問に答える大きな知見を示すことができた。また、骨髄線維化の本態であるコ
ラーゲン産生細胞のほとんどが、腫瘍性単球由来のfibrocyteであるという従来の定説を覆す知見も示すことが
できた。これらの成果は、学術的には病態解明の歩みに大きな一歩を刻むものであり、社会的にはアンメットニ
ーズに応えMPNの発症・進展を食い止める革新的治療開発の礎となる成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
真性多血症 (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)などの骨髄増殖性腫瘍 (myeloproliferative 
neoplasms: MPN)の 80～95%に JAK2、MPL、Calreticulin (CALR)、のいずれかの変異がみられ、
MPN は「造血幹細胞レベルで生じた遺伝子変異により JAK-STAT 系が恒常的に活性化され、巨核
球、顆粒球系細胞が異常増殖する疾患」と考えられている。 
（１） CALR は JAK-STAT シグナル伝達系の構成分子ではないが、変異 CALR がトロンボポエチ
ン(TPO)のレセプターである MPL と会合することにより JAK-STAT 系を恒常的に活性化する。し
かし、その詳細な機序は不明であり、変異 CALR そのものを標的とした治療法も開発されていな
い。 
（２） PMF と、PV、ET に続発する 2次性骨髄線維症は、骨髄の線維化、髄外造血、巨大脾腫、
貧血、全身症状を呈し、予後不良である。従来骨髄の線維化は、巨核球などが過剰産生するサイ
トカインにより mesenchymal stroma 細胞(MSCs)が刺激されて生じる反応性の変化と考えられて
きた。しかし、肺線維症、腎線維症、心線維症など骨髄以外の臓器に線維化をきたす疾患では、
MSCsではなく、単球由来のfibrocyteが線維化の中心的な役割を果たすことが報告されている。
また PMF 患者骨髄細胞を免疫不全マウスに移植すると、骨髄の紡錘形細胞（従来これは MSCs 由
来の線維芽細胞と考えられてきた）の一部に JAK2 変異がみられること、ヒト由来 fibrocyte が
レシピエントマウス骨髄に検出されることが報告されており、骨髄線維症病態の中心をなすコ
ラーゲン産生細胞の起源に関しては結論が出ていない。 
 
 
２．研究の目的 
MPN に関連する未解明の２つの課題、（１）CALR 変異が MPN を発症させる機序、（２）骨髄線維化
に寄与するコラーゲン産生細胞の起源とその分化メカニズム、について解明し新規治療開発に
つなげることを目的として研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
（１）CALR 変異が MPN を発症させる機序について 
①野生型 CALR の造血における機能を明らかとするため、Calr 遺伝子の血液細胞特異的ノックア
ウト(KO)マウスを作成し解析を行った。 
②変異 CALR が MPL を活性化する機序を明らかにするため、様々な変異 CALR の部分欠失変異体
を作成し、in vitro において変異 CALR と MPL の結合に必須な領域、および変異 CALR による MPL
下流の STAT の恒常的活性化に必須な領域の同定を試みた。 
 
（２）骨髄線維化に寄与するコラーゲン産生細胞の起源とその分化メカニズムについて 
①ヒトと酷似した骨髄線維症を発症する JAK2V617F 変異 TG マウスの骨髄細胞と野生型マウスの
骨髄細胞を混ぜて移植されたマウスは、骨髄線維症を発症する。骨髄中のコラーゲン細胞を種々
の表面マーカーで免疫染色し、レシピエントマウスの MSC に由来する myofibroblast(線維芽細
胞)なのか、ドナー血液細胞に由来する fibrocyte なのかを調べた。 
②fibrocyte は主に単球に由来していると考えられている。Cldoronate liposome 連日静注、あ
るいはCD11bのプロモーター下にdiphtheria toxin receptor(DTR)を発現するJAK2変異/CD11b-
DTR TGマウスに DTを投与し、骨髄線維症を発症する JAK2変異マウスの単球を除去することが、
fibrocyte の数や線維化進行に与える影響について解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）CALR 変異が MPN を発症させる機序について 
Calr 遺伝子の KO マウスは心臓の発生に必要な転写因子の発現が障害され胎生致死であるこ

とから、Calreticulin の造血系における役割は未解明であった。血液細胞特異的 CalrKO マウス
を作成し造血組織を解析した。CalrKO マウスと野生型マウスの末梢血白血球、ヘモグロビン値、
血小板数に差は見られなかった。一方で、CALR 欠損は、骨髄における多能性前駆細胞分画と
Granulocyte-macrophage progenitor (GMP)分画の増加、赤血球形成不全、脾腫および EMH を誘
発した。 これは、ＣＡＬＲ変異体細胞に残っている野生型ＣＡＬＲ蛋白の発現量がＭＰＮの表
現型を修飾し得ることを示唆している。 
CALR 変異を有する腫瘍細胞の中では、変異により異常な CALR 蛋白が新たにできる一方で、正

常 CALR の発現量が半分(ハプロ不全)になっている。変異 CALR の生物学的活性は詳細に解明さ
れているが、CALR のハプロ不全の意義については未解明である。したがって、CalrKO マウスの
解析と同時に Calr のヘテロ KO マウスについて解析した。Calr ヘテロ KO マウスでは、血球数、
臓器重量、骨髄と脾臓の細胞分画、組織像、生存のいずれも野生型マウスと同等であった。一方
興味深いことに、骨髄細胞の競合継代移植実験を行うと、1次移植、2次移植マウスにおいて、
野生型細胞より優位にヘテロ KO マウス細胞のキメリズムが高かった。つまり CALR のハプロ不
全は造血幹細胞の競合再構築能が亢進させることを見出した。 



CALR ハプロ不全が CALRdel52
変異 TG マウスの造血に与える
影響を解析した。野生型マウス、
CALRdel52 変異 TG マウス、
CALRdel52/ Calr ヘテロ KO二重
変異マウスについて、それぞれ
LSK 細胞 4000 個をソートし
1x10(6)個の野生型骨髄細胞と
競合移植実験を行った。移植後
12 週以降、TG細胞のキメリズム
は野生型コントロールより優位
に低く、CALR 変異は造血幹細胞
のクローン拡大に負の影響を与
えることがわかった。一方で、
CALRdel52/ Calr ヘテロ KO二重
変異マウス細胞のキメリズムは
移植後 12 週までは野生型細胞
よりも有意に高く、移植後 20 週
以降は野生型と同等であった。
また CALRdel52/ Calr ヘテロ KO
二重変異マウスの細胞を移植さ
れたマウスは、CALRdel52 変異
TGマウスの細胞を移植されたマ
ウスよりも高度の血小板増多を
呈した。これらのデータは、CALR
のハプロ不全は、CALR 変異により障害された造血幹細胞機能を回復させること、その結果、造
血幹細胞の MPN 発症能力が高められることを示している。細胞が CALR 変異を獲得する際には、
造血幹細胞にこの障害と回復という２つの現象が同時に生じていること、CALR のハプロ不全が
CALR 変異造血幹細胞の維持に重要な役割を持つことが明らかとなった。 
 以上の成果は、いずれも我々が世界で初めて見出した知見であり、Blood 誌に発表した。CALR
変異陽性 MPN では、変異蛋白を標的とした薬剤開発が進んでいるが、今後は Calr ハプロ不全に
よりもたらされる造血幹細胞の機能亢進の分子機構の治療標的化が必要と考えられ、現在更に
研究を進めている。 
  
CALR 変異蛋白が MPL を活性化する仕組みについても解析を行った。様々な変異 CALR の部分欠

失変異体を作成し、in vitro において変異 CALR と MPL の結合に必要なな領域、および変異 CALR
による MPL 下流の STAT の恒常的活性化に必要な領域を同定した。更にこれらの変異体をレトロ
ウイルスベクターによってマウス骨髄細胞に導入し、in vivo MPN 発症誘導に必要な領域の同定
を現在進めている。最終的には in vivo MPN 発症に必要な領域について、その活性を阻害する治
療法開発へと進む予定である。 
 
（２）骨髄線維化に寄与するコラーゲン産生細胞の起源とその分化メカニズムについて 
 Jak2V617F 変異 TG マウスの骨髄細胞と野生型マウスの骨髄細胞を混ぜて移植された骨髄線維
症モデルマウスを用いて、コラーゲン産生細胞の起源を解析した。骨髄中のコラーゲン細胞を
種々の表面マーカーで免疫染色し、レシピエントマウスの MSC に由来する myofibroblast(線維
芽細胞)なのか、ドナー血液細胞に由来する fibrocyte なのかを調べたところ、骨髄中のコラー
ゲン産生細胞のほとんどは、Jak2V617FTG マウスの血球に由来する fibrocyte であることが明ら
かになった。従来、コラーゲン産生細胞の主体は mesenchymal stroma 細胞(MSCs)由来の
myofibroblast だと考えられており、定説を覆す知見といえる。 
更に、我々は CD11b のプロモーター下に diphtheria toxin receptor(DTR)を発現し、DT投与

により単球のみを除去できる CD11b-DTR TG マウスを用いて、fibrocyte の由来とされる単球を
除去することが骨髄線維化に与える影響を調べた。Jak2 変異/CD11b-DTR TG マウスにおける単
球除去は、骨髄・脾臓における fibrocyte の数を大きく減少させ、線維化を改善した。興味深い
ことに、単球除去マウスでは脾腫や貧血などの骨髄線維症に伴う症状が改善しており、炎症性サ
イトカインを始めとする血漿中で上昇していた様々なサイトカイン濃度が抑制されていた。我々
は特に線維化に必須なサイトカインである TGFβが低下していることに着目し、腫瘍性
fibrocyte が TGFβを豊富に産生していること、単球から fibrocyte への文化には TGFβが必要
であることなどを明らかにした。 



以上の成果は、単球由来
fibrocyte が骨髄線維症の病態
形成に大きく寄与しているこ
と、そして治療標的と成り得る
ことを示しており、Leukemia 誌
に発表した。現在、単球の中で
fibrocyte へと分化するサブ分
画を同定しその特性を明らか
にする解析を進めている。
fibrocyte へのさらに詳細な分
化機序が同定されれば、同細胞
分画を標的とした新規治療法
開発へとつながると考えてい
る。 
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