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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骨髄増殖性腫瘍(MPN)は、末梢血の血球の増加を特徴と
する血液のがんである。MPN患者の多くが、JAK2V617F遺伝子変異を有しており、この変異が病気の発症を規定し
ていると考えられている。これまでマウスや、細胞株を用いた解析がされてきたが、JAK2V617F遺伝子変異がMPN
で見いだされる末梢血の血球の増加を、単独で引き起こすか否かは明らかでなかった。本研究では、健常人由来
のiPS細胞を用いて、JAK2V617F遺伝子変異を導入すると、MPN患者において観察される現象が生じることを示し
た。

研究成果の概要（英文）：Philadelphia negative myeloproliferative neoplasms (MPN) are clonal 
disorders characterized by an overproduction of terminally differentiated hematopoietic cells. A 
majority of patients with MPN harbor JAK2V617F mutation, which is though as a driver gene mutation. 
Despite of several studies using mouse models and cell lines that link the JAK2V617F mutation and 
MPN, it was ambiguous whether JAK2V617F mutation alone was sufficient for the presentation of MPN 
phenotypes such as overproduction of terminally differentiated hematopoietic cells. In this study, 
we employed iPS cells derived from a healthy donor,  introduced JAK2V617F mutation into these iPS 
cells, and demonstrated that the  JAK2V617F alone was sufficient to induce MPN phenotypes in vitro.

研究分野： 骨髄増殖性腫瘍

キーワード： 骨髄増殖性腫瘍　iPS細胞　JAK2V617F変異　CRISPR/Cas9
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研究成果の学術的意義や社会的意義
健常人から作ったiPS細胞にJAK2V617F変異を導入したところ、骨髄増殖性腫瘍患者でみられる造血能の亢進を、
iPS細胞でも観察することができ、このiPS細胞を用いてJAK2V617F遺伝子の役割を解析することに成功した。こ
のことから、今後はこのiPS細胞を用いて、新たな治療法の開発や病態解明がすすめられることから、その学術
的意義、社会的意義は大きいと考える。

※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 
(1) フィラデルフィア染色体陰性骨髄増殖性腫瘍(myeloproliferative neoplasms; MPN)は、造
血幹細胞に体細胞変異が生じることにより、一系統以上の骨髄系細胞のクローナルな増殖をき
たす血液疾患である。MPN は、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)などに分
類され、日本では高齢者を中心に、年間 2000 人を超える新規発症者がいる。MPN の予後は一般
に良好であるが、脳梗塞や心筋梗塞の発症リスクが高い。さらに、特定疾患に指定されている難
病の PMF を発症、あるいは PV や ET から二次性骨髄線維症に病型移行すると、全身症状の悪化
が進み、QOL が著しく低下する上、高率に予後不良の急性白血病を発症する。このため、PMF 患
者の生存期間中央値は 3.8 年と極めて短い。MPN に対する根本的な治療法は、治療関連死のリス
クを伴う造血幹細胞移植に限られるが、MPN 患者は高齢者が多いことなどから、移植適応症例は
ごく少数である。これらのことから、MPN 発症メカニズムの解明による、MPN の早期診断と有効
な治療戦略の確立が求められている。 
 
(2) MPN 患者では、欧米と同様に日本においても、サイトカインシグナル伝達に関与する JAK2、
MPL、CALR遺伝子の変異が、相互排他的に見出される(Shirane S, et al. Haematologica, 2015)。
これらの遺伝子変異は、サイトカインシグナル伝達系の機能を亢進させることが明らかにされ
ており、モデル動物を用いた解析から、細胞の腫瘍化を引き起こすドライバー遺伝子変異である
ことが定義づけられている。さらに、最近の解析から、エピゲノム制御因子の異常により、造血
幹細胞の自己複製能が亢進し、ドライバー遺伝子変異と協調して MPN の発症を引き起こしてい
ることが明らかになってきた(Ortmann CA, et al. N Engl J Med. 2015)。 
 
(3) 申請者は、これまでに 1500 以上の MPN(疑いを含む)症例を解析する中で、家族内で MPN を
頻発する極めて稀な 4家系を見出した。これらの家族性症例において、胚細胞系列に発病因子は
見出されなかったことから、発病因子以外の異なる遺伝的要素(プレ因子)が胚細胞を経て引き
継がれ、その結果、発病因子を誘発し、MPN を発症していることが示唆された。 
  
２．研究の目的 
(1) 本研究課題では、試験管内で MPN の発症を再現できる実験系（MPN モデル系）を構築し、MPN
発症にプレ因子が必要であるのか、あるいは発病因子だけが必要であるかを明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 全ゲノム解析によるプレ因子候補の探索 
 家族性 MPN 患者と非発症者の末梢血細胞からゲノム DNA を抽出し、高速シークエンサーを用
いて全ゲノム配列を決定した上で、発症者と非発症者の配列を比較し、プレ因子の候補を探索し
た。 
 
(2) iPS 細胞株を用いた試験管内病態モデルの構築 
家族性 MPN 患者の末梢白血球と非発症者の CD3 細胞に初期化因子(Oct3/4, Sox2、Klf4、L-Myc、

LIN28、EBNA-1、shp53)を発現するエピソーマルベクターをエレクトロポレーション法により一
過性に導入し、マウス胚性線維芽細胞上において bFGF 存在下で培養し(Okita K, et al. Stem 
Cells. 2013)、iPS 細胞株を樹立した。次に、PCR 法により、初期化因子がゲノム上に挿入され
ていない iPS 細胞株をスクリーニングした上で、未分化マーカーの発現を間接免疫蛍光染色法
と RT-PCR 法により確認した。家族性 MPN 患者由来の iPS 細胞については、患者が有している
JAK2V617F 変異が存在することを、ABC-PCR 法(Morishita S, et al. PLOS ONE. 2015)を用いて
確認した。続いて、iPS 細胞をマウス C3H10T1/2 細胞上において VEGF 含有培地で２週間培養し、
内部に血液前駆細胞を多く含む嚢胞状の iPS-Sac を形成させた。iPS-Sac に含まれる CD34 と
CD43 陽性の血球幹・前駆細胞を、フローサイトメーターを用いて計数し、血球幹・前駆細胞の
誘導効率を求めた。iPS-Sac から CD34 陽性造血幹・前駆細胞を抗体ビーズを用いて精製してか
ら、異なる量のサイトカインを含む分化培地(Takei H, et al. Br J Haematol. 2018)で１週間
培養した。得られた血球細胞を系譜特異的な表面抗原マーカーCD235a と CD42b で染色し、血球
分化能を評価した。また、コラーゲン培地を用いた分化誘導を行い、赤芽球系と巨核球系コロニ
ーの形成能を評価した。 
 
(3) 試験管内病態モデルを用いた変異遺伝子の機能解明 
健常者由来の iPS 細胞株に、CRISPR/Cas9 ゲノム編

集技術を用いて発病因子である JAK2V617F 変異を導
入し、試験管内病態モデルにおける影響を検討した
（図 1）。具体的には、JAK2V617F 変異の存在する
exon14 付近の塩基配列を切断する gRNA/Cas9 発現ベ
クターを構築した。また、ゲノム編集に成功したクロ
ーンを選択する薬剤耐性カセットとしてピューロマ



イシン耐性遺伝子を挿入した JAK2V617F 遺伝子のドナーベクターを構築した。この際、ピューロ
マイシン耐性遺伝子は、piggyBac transposase で除去可能な構造にした。これら２つのベクタ
ーをエレクロポレーション法によって iPS 細胞に導入し、ピューロマイシンによるセレクショ
ンを行い、得られたクローンに、piggyBac トランスポターゼ処理を行うことで、変異と同時に
挿入されたピューロマイシン耐性遺伝子を除去した。最終的に得られた iPS クローンを、サンガ
ーシークエンス法により JAK2V617F 変異の導入を確認した。 
 
４．研究成果 
(1) 全ゲノム解析によるプレ因子候補の探索 
MPN 多発家系における MPN 患者の CD3 陽性細胞と末梢白血球、非発症者の末梢白血球からゲノ

ム DNA を精製し、全ゲノム配列を決定、配列比較を行うことで、MPN 発症者に特異的に見いださ
れるゲノム異常の探索を行った。多数の１塩基多型が見いだされ、発症者に特異的なものを同定
することはできなかった。 
 
(2) 試験管内 MPN モデル系の構築 
 家族性 MPN 患者細胞と非発症者の末梢血から樹立した iPS 細胞株から形成させた iPS-Sac で
は、CD34 を発現する血球幹・前駆細胞の誘導効率はクローン間によって差があるものの、家族
性と非発症者とで大きな差は認めなかった（図 2）。続いて、CD34 陽性血球幹・前駆細胞の血球
分化を誘導し、フローサイトメトリーを用いて赤芽球系と巨核球系への分化（図 3）を行ったと
ころ、家族性 MPN 患者細胞由来の iPS から得られた細胞には、サイトカイン非依存性の血球分化
が見いだされた（図 4）。さらに、CD34 陽性血球幹・前駆細胞のコロニー形成能を調べたところ、
MPN 患者由来の細胞ではトロンボポエチン非依存的に誘導される巨核球系コロニーが見られた

が、非発症者由来の細胞ではサイトカイン非依存的なコロニー形成はみられなかった。これらの
実験結果により、MPN の病態を試験管内で再現するモデル系の構築に成功した。なお解析に用い
た iPS 細胞株や患者末梢血から得られたゲノム DNA の網羅的遺伝子変異解析を行ったところ、
MPN において散発的に見出されるエピゲノム制御因子やスプライシング因子の遺伝子変異は見
いだされなかった。 
 
(3) 試験管内病態モデルを用いた変異遺伝子の機能解明 
プレ因子が見いだされず、発病因子を有する iPS 細胞から誘導した造血幹・前駆細胞が、サイ

トカイン非依存性の血球分化を呈したことから、発病因子単独で MPN 表現型が生じることが予
想された。そこで、健常者由来の iPS 細胞株に、ゲノム編集により JAK2V617F 変異を導入し、サ
ンガーシークエンス法で確認して（図 5）、
JAK2V617F ホモ接合型の iPS 細胞株を樹立
した。多能性マーカーの発現を確認した
後、試験管内において造血幹・前駆細胞へ
の分化を誘導したところ、ゲノム編集の前
後で誘導効率に差は見られなかった（図
6）。続いて、CD34 陽性造血幹・前駆細胞を
分取し、分化培地を用いて赤血球や巨核球
への分化誘導を行い、赤芽球マーカー
CD235aや巨核球マーカーCD42bで標識され
る細胞数をフローサイトメーターで計測
した。その結果、JAK2V617F 変異遺伝子を



有する幹・前駆細胞は、正常な細胞に比べて、エリスロポエチンやトロンボポエチンを含まない
培地において、赤芽球や巨核球への分化が亢進していることが明らかになった（図 7）。すなわ
ち、MPN の表現型は、少なくとも試験管内では、発症因子により出現することが示された。 

JAK2V617F 遺伝子変異は上述した PV、ET、PMF の三疾患でみられるものの、同一の変異が、こ
れら 3疾患の異なる病型をどのようにして引き起こすかは未だ明らかでない。今後は、本研究で
構築した試験管内病態モデル系を用いて、疾患発症メカニズムが解明されることが、大いに期待
される。 
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