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研究成果の概要（和文）：典型的な体細胞変異が見いだされない本態性血小板血症(ET)患者は、非典型的なMPL
の変異を有する集団と、変異が見いだされない集団に分類された。このうち後者の患者は若年女性が多く、血栓
症や二次性線維化リスクが低かった。また患者血液細胞は、ポリクローナルな造血を呈したが、幹細胞には自律
性の巨核球コロニー形成能が見いだされた。一方でMPLの野生型遺伝子をBa/F3細胞に発現させ、サイトカイン非
存在下で数週間培養すると、リガンド非依存性に細胞増殖し、MPL下流のシグナル伝達経路の恒常的な活性化が
生じることが明らかとなり、未知のMPL活性化機構が存在すること、これによりETが発症する可能性が示され
た。

研究成果の概要（英文）：Patients with essential thrombocythemia (ET) without typical somatic 
mutations were classified into those with atypical MPL mutations and those with no mutation. Of 
these, the latter patients were mostly young women and were at low risk of thrombosis and secondary 
fibrosis. The blood cells of the patient exhibited polyclonal hematopoiesis, but the stem cells 
exhibited a capacity to form cell-autonomous megakaryocytic colonies. On the other hand, when Ba/F3 
cells was transduced with wild-type MPL and cultured for several weeks in the absence of cytokine, 
cells gained a capacity to proliferate in the absence of cytokine associated with constitutive 
activation of MPL downstream molecules. These findings strongly suggested an existence of yet 
unidentified molecular mechanism for the MPL activation, which may play a role in the development of
 ET with no mutation. 

研究分野： 血液腫瘍学

キーワード： triple-negative MPN　骨髄増殖性腫瘍

  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、典型的な遺伝子変異の見つからないETの病態の理解を深める知見が得られた。さらに、リガンド
非依存性にMPL下流シグナルを活性化する未知のメカニズムが存在することが初めて明らかになるとともに、こ
のメカニズムによりETが発症する可能性が示された。今後の研究により、ET発症の新たな分子基盤が解明される
ことが見込まれることから、当該患者に対する迅速な診断法や有効な治療法の開発が期待される。

※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 

フィラデルフィア染色体陰性の骨髄増殖性腫瘍（以下 MPN と略する）は、造血幹細胞レベルに体細
胞変異が生じることで引き起こされる造血器の腫瘍である。2005 年に、MPN に含まれる真性赤血球増
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）の患者の多くに JAK2 遺伝子変異が見出された。さらに 2006 年に、ET
と PMF 患者において MPL 遺伝子変異が発見され、変異遺伝子産物がサイトカイン受容体を恒常的に
活性化することで、腫瘍化を引き起こしていることが明らかにされた。そして、2013 年末には、JAK2 や
MPL 遺伝子変異が見出されない ET や PMF 患者の多くに共通して、分子シャペロンをコードしている
CALR 遺伝子に変異が存在することが報告された。CALR 変異による MPN 発症メカニズムは不明のま
まであったが、研究代表者の所属する研究室や他の研究室により、変異型 CALR がサイトカイン受容体
を活性化することで MPN を発症させることが証明されたことから(Blood. 2016; 127(10): 1307-16 など)、
現在では PV の約 95%、ET, PMF の約 75%の発症メカニズムが明らかになっている。 

一方で、これらのドライバー遺伝子変異が検出されない triple-negative 症例（PV の約 5%, ET およ
び PMF の約 25%）が存在する。これらの症例では、典型的な遺伝子変異が見出されないことから、診断
に難渋することも多く、積極的な治療が難しい症例も少なからず存在する。さらに、triple-negative MPN
の中でも PMF 症例は、発症後の余命が 2 年ほどであり他の変異を有する患者に比べて著しく予後が悪
いことが報告されている（Blood. 2014; 124: 2507-13）。現在、MPN の根本的な治療法は、治療関連死
のリスクを伴う造血幹細胞移植に限られている上に、移植適応となる症例も少ない。これらのことから、臨
床現場では、triple-negative MPN 症例の診断に有効な新たな遺伝子変異マーカーの同定と、新たな
発症メカニズムに基づいた、完治を目指す新規治療戦略の開発が切望されている。 

このような状況において、triple-negative ET 患者の 1 割弱に、これまでに報告のない非典型的な
MPL 遺伝子変異が見いだされることが報告された(Blood. 2016 ;127(3):325-32, 333-42)。しかし、この
変異体によるサイトカイン受容体下流シグナルの活性化は、従来知られていた変異体に比べて極めて
限定的なものであった。 
 
２．研究の目的 

triple-negative MPN の迅速な診断と発症原因を標的としたより効果的な治療に資する、病態と発症
原因の解明を目的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) triple-negative ET 患者の抽出 

申請者の所属する研究室の MPN データベースから、WHO2016 診断基準に基づき ET と診断され
た症例を抽出し、ドライバー遺伝子変異解析（PCR 法)と骨髄生検の病理中央診断を行った。 

 
(2) クローナリティの解析 

女性患者の末梢血において、X 染色体上の遺伝子多型の偏りを HUMARA 法により求め、クローン
性の細胞増殖の有無を調べた。具体的には、triple-negative ET 確定症例患者の末梢血より顆粒球と、
正常細胞のコントロールとして CD3 陽性細胞を採取し、ゲノム DNA を抽出後、PCR により Xq11-12 に
存在するアンドロゲン受容体遺伝子(HUMARA)を増幅、増幅産物を制限酵素 Hpa II で処理し、CD3 陽
性細胞と顆粒球のゲノム DNA の切断頻度を比べることで、クローナリティの有無を判定した。 

 
(3) 巨核球系幹細胞コロニー(CFU-Mk)アッセイ 

triple-negative ET 確定症例および正常な骨髄より CD34 陽性細胞を精製し、collagen を含む培地
で 12 日間培養した。その後、細胞を固定し、抗 CD41 抗体で免疫染色を行い、CD41 陽性のコロニー
数を数えた。 

 
(4) シークエンス解析 

triple-negative ET 確定症例患者の末梢血球と、正常細胞のコントロールとして CD3 陽性細胞を採
取し、ゲノム DNA を抽出後、次世代シークエンサーを用いて全エクソン配列を決定した。バイオインフォ
マティクス解析には MuTect および SID を利用し、triple-negative ET 確定症例患者特異的に見出され
る変異を同定した。 

 
(5) 細胞株の樹立と腫瘍原性の評価  

レトロウィルスベクターpMSCV-IRES-GFP の EcoRI-XhoI サイトに、解析対象遺伝子をクローニング
し、発現ベクターの構築を行った。発現ベクターをヘルパーベクターVSVG とともに Plat-GP 細胞にト
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、インター
ロイキン 3 (IL-3) 依存性のマウス pro-B 細胞株 Ba/F3 細胞に感染させた。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分取する
ことで、細胞株を樹立した。樹立した細胞を、IL-3 を含まない 10%ウシ胎児血清を含む RPMI 培地 
100μL 中に 10,000 個播種し、経時的な細胞の増殖を WST-8 アッセイにより評価した。  

 
(6) 細胞の腫瘍化により活性化されるシグナル伝達経路のイムノブロットによる評価 

上記で樹立した細胞株を、IL3 存在下、あるいは非存在下で 1 晩培養し、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(PBS)で洗浄、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。これらの細胞抽出液を、SDS-PAGE 電気泳動後に PVDF 膜に転写し、
5%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、さらに、ペルオキシダーゼ
標識された 2 次抗体と反応させた後、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 カメラで検出した。 
 
(7)レポーターアッセイによる細胞の腫瘍化により活性化されるシグナル伝達経路の評価 

HEK293T 細胞を 2×104 個/well で 96-well plate に播種した後、解析対象遺伝子を発現する
pcDNA3.1 ベクター、STAT5 プロモータ下流にホタルルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだレポーター
pGL4.52、HSV-チミジンキナーゼプロモーター下流にレニラルシフェラーゼを遺伝子に組み込んだコン
トロールのレポーターpRL-TK、以上の 3 種類のプラスミドを、Lipofectamine 2000 を用いてトランスフェク
ションした。48 時間後に Dual Luciferase kit を用いて基質を発光させて、GLOMAX を用いて発光シグ
ナルを測定した。 
 
４．研究成果 
(1) triple-negative ET(TN-ET)症例の臨床的特徴 

申請者の所属する研究室の MPN データベースから、
WHO2016 診断基準に基づき ET と診断された症例を抽
出し、ドライバー遺伝子変異解析（PCR 法)と骨髄生検病
理中央診断を行ったところ、ET と診断された症例が 23 例
抽出された。そこで、さらに、ドライバー遺伝子として報告
されている JAK2, MPL, CALR の全エクソン領域のアンプ
リコンシークエンス、あるいは全エクソン配列解析を行い、
変異の検索を行った。その結果、4 例の TN-ET 症例にお
いて、JAK2 あるいは MPL の非典型的変異が同定された
が、TN-ET に共通する体細胞変異は同定できなかった。 

そこで、TN-ET を 非典型的 JAK2/MPL 変異のない
Absolute TN-ET (aTN-ET ； 19 例 ) と  非 典 型 的
JAK2/MPL 変異のある Non-canonical TN-ET (ncTN-ET；
4 例) に分類し、典型的なドライバー変異のある ET と臨床
データの統計学的解析を行った。その結果、aTN-ET は女
性比率が 84.2%と高く、年齢中央値が 35 歳と若年であるこ
と（表 1）、さらに、血栓症や二次性線維化リスクが低いこと
が明らかとなった（表 2）。これらの解析結果は，aTN-ET が
ドライバー変異陽性 ET とは異なる疾患群である可能性を
強く示唆していた。 
 
(2) aTN-ET 症例におけるポリクローナル造血と自律性巨核球コロニー形成 

女性の aTN-ET 患者 13 例の顆粒球と CD3 陽性
細胞からゲノム DNA を抽出し、HUMARA 法を用いて
クローナリティの解析を行った。その結果、クローナリ
ティを示したのは 1 例のみであった。このことは、大部
分の aTN-ET ではクローナルな造血が生じていない
ことを示している。そこで、非腫瘍性の疾患である可
能性を調べるために、aTN-ET 症例の骨髄より CD34
陽性造血幹細胞を分取し、 CFU-Mk アッセイを行っ
た。その結果、予想に反して、aTN-ET の患者から採
取した細胞は TPO 非存在下でも巨核球コロニーを
形成した（図 1）。これらのことは、aTN-ET では、ポリ
クローナルな造血が生じているものの、ET で観察さ
れ る 自 律 性 の 巨 核 球 コ ロ ニ ー の 形 成
（Haematologica. 2004;89:1207-1212）が見られること
から、生殖系列の遺伝子異常になんらかの環境要因が加わることで、自律性の巨核球増殖が生じた結
果、血小板増多をきたしている可能性が示唆された。 
 
(3)非典型的 MPL 変異遺伝は STAT5 を活性化しない 

次に、(1)の JAK2, MPL, CALR の全エクソン領域のアンプリコンシークエンス、あるいは全エクソン配
列解析により見出された MPL の非典型的変異である MPL A58V、MPL S204F、MPL S204P および



MPL 636WX12 による下流シグナルの活性
化状態を、STAT5 レポーターアッセイ系によ
り解析した。その結果、ドライバー変異である
MPL W515L では STAT5 の強い活性化が見
られたのに対し、いずれの非典型的変異な
MPL 変異も、野生型と大きな違いはなかった
（図 2）。 
 
(4) MPL 発現による自律性細胞増殖の獲得 

続いて、MPL の非典型的変異である
MPL 636WX12 および、その野生型遺伝子
をレトロウイルスベクターにより Ba/F3 細胞に
導入して、細胞株を樹立し、細胞増殖に対
す る 影 響 を 評 価 し た 。 そ の 結 果 、 MPL 
636WX12 を発現させてサイトカインのない環
境で長期間培養すると、サイトカイン非依存
性の増殖能の獲得が観察された。この現象は、
ベクターを導入した細胞(vector 細胞)では観察
されなかったが、野生型 MPL を発現させた細胞
(MPL 細胞)をサイトカインのない環境で長期間
培養した細胞（MPL-FR 細胞）においても、観察
された（図 3）。 

そこで、vector、MPL、MPL-FR 細胞を図４に
示した条件で培養し、細胞抽出液をイムノブロッ
ト法解析することで、MPL 下流シグナル伝達因
子の活性化状態を調べた。その結果、MPL 細
胞では、TPO 依存性に JAK2、AKT、STAT1、STAT3
のリン酸化が観察されたが、ERK1/2 のリン酸が見られ
なかった。一方で、サイトカイン非依存性の細胞増殖
能を獲得した MPL-FR 細胞では、JAK2 や AKT のリン
酸化の亢進、STAT1 や STAT3 のリン酸化に加え、
ERK1/2 の極めて強いリン酸化が生じていることが明ら
かになった（図 4）。つまり、MPL 細胞では、ERK は
MPL の下流に存在しないが、サイトカインのない環境
で一定期間培養されサイトカイン非依存性の細胞増
殖能を獲得した MPL-FR 細胞の MPL の下流には
ERK が存在する可能性が示唆された。これらのことか
ら、リガンド非依存性に MPL 下流シグナルを活性化す
る未知のメカニズムが存在すること、それが aTN-ET の発症に関与する可能性が示唆された。 
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Homomultimerization of mutant calreticulin is a prerequisite for MPL binding and activation
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稲野資明, 荒木真理人, 森下総司, 落合友則, 三澤恭平, 福田泰隆, 緑川直子, 橳島麻衣, 伊藤雅文, 大佐賀智, 枝廣陽子, 今井美沙, 田
口鉄平, 奥田真帆, 大坂顯通, 小松則夫.

北澤爽汰, 荒木真理人, 塩入香穂, 森下総司, 増渕菜弥, 馬場照美, 山本誠司, 堀内祥行, 今井美沙, 大坂顯通, 小松則夫.

今井美沙, 福田泰隆, 田口鉄平, 三澤恭平, 童紅連, 荒木喜美, 大里元美, 荒木真理人, 大坂顯通, 小松則夫.

水上喜久, 荒木真理人, 今井美沙, 林英里奈, 増渕菜弥, 楊印杰, 木原慶彦, 弘中由美, 大坂顯通, 小松則夫.

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

真正トリプルネガティブ本態性血小板血症における臨床的・分子生物学的特異性.
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The Zygosity of JAK2V617F Determines the Disease Entities of Myeloproliferative Neoplasms By Modulating Erythropoiesis but
Not Megakaryopoiesis

JAK2 exon 12変異およびSF3B1 変異を有する MDS/MPN-RS-T における 腫瘍クローンの様相の解明.
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Boarding on the secretary pathway is required for the oncogenic property of mutant calreticulin.

Establishment of an in vitro model for the skewed megakaryopoiesis by calreticulin mutation in human cells.

Localization of Mutant Calreticulin in the Golgi Apparatus Is Required for Its Oncogenic Capacity.

変異型CALRタンパク質の発現を制御するメカニズム
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