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研究成果の概要（和文）：本研究では、フィラデルフィア染色体陰性の骨髄増殖性腫瘍（MPN）患者の一部に見
出されるcalreticulin(CALR)遺伝子変異依存性に増殖する細胞株を用いた化合物ライブラリースクリーニングに
より得られた、腫瘍細胞選択性の高い低分子化合物（化合物X)について、MPNのモデル細胞およびモデル動物を
用いて解析を行った。その結果、化合物Xが医薬候補分子としての有望であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, by use of myeloproliferative neoplasms (MPNs) model cell 
lines and animals, we analyzed a small molecule (compound X) with high tumor cell selectivity 
obtained by compound library screening using a cell line proliferating in a manner dependent on 
mutant calreticulin that was found in patients with MPNs. As a result, it was found that compound X 
is promising as a drug candidate molecule.

研究分野： 血液腫瘍学

キーワード： 骨髄増殖性腫瘍　mutant CALR　低分子化合物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄増殖性腫瘍(MPN)は、造血幹細胞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。最新の
分子標的薬を用いても寛解には至らず、根治は、治療関連死のリスクのある造血幹細胞移植に限られていること
から、根治を目指した有効な治療薬の開発が切望されている。本研究により明らかにされた医薬候補分子を基盤
としてMPNの根治を可能にする治療薬の開発が大いに期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



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

MPN に分類される本態性血小板血症(以下 ET と略する)や原発性骨髄線維症(以下
PMF と略する)は、造血幹細胞に体細胞変異が生じ、末梢血中の血症板の異常な増加や
骨髄の線維化を呈する造血器腫瘍である。ET の予後は一般に良好であるが、出血症状
や QOL の著しい低下を招く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 患者では、骨髄の線維化に伴う脾腫の進行、貧血による
輸血依存、その他の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、骨髄線維症発症者の生存期間中央値は、約 3 年
半と極めて短い。 

MPN に対しては、治療関連死のリスクを伴う造血幹細胞移植が唯一の根本的な治療
法であるが、MPN 患者は高齢者が多いことなどから、移植適応症例の数は少ない。ま
た、現在、最も効果的と考えられている JAK2 阻害薬による治療も、JAK2 阻害薬の腫
瘍細胞に対する選択性がないことから、寛解には至らない。これらのことから、疾患の
発症メカニズムを標的とした、より有効な治療薬の開発が求められている。 

申請者らは、JAK2 変異と MPL 変異がともに陰性の ET と PMF の症例で見出され
た CALR 変異遺伝子が、巨核球系細胞の腫瘍性増殖を引き起こすことを世界に先駆け
て明らかにした。次に、この変異遺伝子産物が発する増殖シグナルを標的とすることに
より、腫瘍細胞を完全に駆逐できると考え、質の高い化合物ライブラリーを所蔵する東
京大学創薬支援機構の協力の元、208,999 個の化合物のスクリーニングを行った。その
結果、11 個のヒット化合物を得たが、それらの化合物の作用機序は不明であった。そこ
で、変異型 CALR による腫瘍性細胞増殖を標的とした、より効果的な医薬候補分子の
取得に必要な、これらの低分子化合物の作用機序を詳細に明らかにするために、本研究
を着想した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、MPN に対する有効な治療薬を開発するために、質の高い化合物ライブ
ラリーのスクリーニングで得た低分子化合物による変異型 CALR 依存性細胞増殖の抑
制メカニズムを解明するとともに、医薬候補分子としての可能性を明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 化合物 X が細胞の腫瘍原性に与える影響の評価  

変異型CALRによるTPO非依存性のMPL活性化が生じているUT-7/TPO細胞を、
IMDM 培地 100ul 中に 10,000 個播種後、化合物 X を添加し、経時的に細胞の増殖を
WST-8 アッセイにより評価した。 
 
(2) 化合物 X により活性化が阻害されるシグナル伝達経路のイムノブロットによる評
価 

変異型 CALR による TPO 非依存性の MPL 活性化が生じている UT-7/TPO 細胞を、
化合物 X 存在下で培養し、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。 
 
(3) 化合物 X が変異型 CALR と MPL の相互作用に与える影響の評価 

変異型 CALR と MPL の相互作用に化合物 X が影響を与えるか評価するために、そ
れぞれ FLAG タグと V5 タグを付加した変異 CLAR 遺伝子と MPL 遺伝子をリポフェ
クションにより導入した HEK293T 細胞を化合物 X 存在下で一定時間培養した後、細
胞を遠心により回収し、0.1%Triton-X100 リン酸緩衝液で懸濁、超音波破砕することで、
細胞抽出液を調整した。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 CLAR に結合したタンパク質を捕捉した上
で、ビーズに結合した蛋白質を SDS と還元剤を用いて溶出した。得られたタンパク質
をイムノブロットにより解析し、変異型 CALR と MPL の相互作用に化合物 X が影響
を与えているか評価した。 
 
(4) MPN モデルマウスを用いた化合物 X の医薬候補分子としての可能性の評価 

免疫不全マウスの皮下に変異型 CALR による TPO 非依存性の MPL 活性化が生じて
いる UT-7/TPO 細胞を移植し、皮下での腫瘍形成後、一週間経ってから、化合物 X を経
口投与し、免疫不全マウスの皮下での造腫瘍能の抑制を評価した。 



 
４．研究成果 
(1) 化合物 Xは MPL の下流シグナル伝達経路の活性化を阻害する 

申請者らは、変異型 CALR による腫瘍性細胞増殖を試験管内で再現した系を用いて、
化合物ライブラリースクリーニング
を行い、変異型 CALR 依存性の細胞増
殖を阻害する11個の低分子化合物を
取得た。次に、変異型 CALR 依存性の
細胞増殖を阻害する11個の低分子化
合物について、化合物ライブラリー
スクリーニングの再現性を確認する
ため、取得した低分子化合物が変異
型CALR依存性の細胞増殖を阻害する
か、WST-8 アッセイにより評価した。
その結果、取得した 11個のうち 1個
の低分子化合物（以下、化合物 Xと略
する）において、化合物ライブラリー
スクリーニングの再現性を確認でき
た（図 1）。 

そこで、化合物
X の受容体下流シ
グナル伝達機構へ
の影響を明らかに
するため、変異型
CALR による TPO 非
依存性の MPL 活性
化が生じている
UT-7/TPO 細胞を、
化合物 X 存在下で
培養した上で、蛋
白質抽出液を調製
し、イムノブロッ
ト法を用いて、MPL
下流シグナル伝達
分子である JAK2、
ERK、STAT ファミリ
ーの活性化状態を
評価した。その結
果、化合物 Xは、こ
れらのシグナル伝
達系全てを阻害す
ることが明らかと
なった（図 2）。 
 
(2) 化合物 Xは変異型 CALR と MPL の分子間相互作用に影響を与えない 

そこで、変異型 CALR 依存性の細胞増殖および変異型 CALR による TPO 非依存性の MPL
活性化を阻害する化合物 X が変異型 CALR と MPL の分子間相互作用に影響を与えるか
評価を行なった。具体的には、FLAG タグを付加した 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型 CALR 遺伝子や受容体である MPL に V5 タグを付加
した遺伝子をリポフェクションにより
共発現させた HEK293T 細胞を低分子
化合物とともに一定時間培養後、細胞
抽出液を調製し、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、変異型 CALR と MPL の結合が
阻害されるかの評価を行なった。しか
しながら、化合物 Xは変異型 CALR と
MPL の分子間相互作用に影響を与えな
かった（図 3）。 

 
 



(3) 化合物 Xは変異型 CALR を発現する細胞の皮下での腫瘤形成を抑制する 
化合物 Xが、腫瘍性の細胞増殖

に影響を与えるか MPN 病態モデル
マウスを用いて解析を行なった。
具体的には、変異型 CALR 遺伝子 
を導入した UT-7/TPO 細胞を免疫
不全マウスの皮下に移植し、腫瘤
の形成を確認した後、化合物 X を
経口投与することで皮下での腫瘤
の形成が抑制されるか検討を行な
った。その結果、コントロールマウ
スに比べ、化合物 X を投与したマ
ウスの皮下の腫瘤の大きさは有意
に小さく、化合物 Xは変異型 CALR 
を発現する細胞の皮下での腫瘤形
成を抑制することが明らかとなっ
た（図 4）。 
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