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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨髄増殖性腫瘍（MPN）の発症原因分子である変異型CALR蛋白質の細胞
内蓄積制御メカニズムの解明を目的に研究を行った。その結果、多くの変異型CALR蛋白質が、既存の抗体で検出
できない低分子量の型として存在することを見出した。プロテアーゼによる切断を受けたと考えられる低分子量
の変異型CALR蛋白質に対する抗体を作出したところ、この抗体は全長と低分子量、いずれの変異型CALR蛋白質に
も強く結合した。そこで、この抗体を基盤とするキメラ抗体や二重特異性抗体を作成し、CALR遺伝子変異を有す
るMPN患者に対する治療薬としての可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the regulatory mechanism of 
intracellular accumulation of mutant CALR proteins that causes myeloproliferative neoplasms (MPNs). 
As a result, it was found that the majority of mutant CALR proteins exist as low molecular weight 
forms that could not be detected by existing antibodies. Antibodies against the low-molecular-weight
 mutant CALR protein that was thought to be cleaved by a protease(s) were generated. The antibodies 
bound strongly to both the full-length and low-molecular-weight mutant CALR proteins. Chimeric 
antibodies and bispecific antibodies based on the antibodies exhibited their potential as 
therapeutic agents for MPN patients with CALR mutations.

研究分野： 腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、世界に先駆けて、骨髄増殖性腫瘍（MPN）の発症原因分子である変異型CALR蛋白質の細胞内蓄積
制御メカニズムが明らかになった。さらに、既存の抗体では検出されない低分子量の変異型CALR蛋白質の捕捉を
可能とする抗体も開発できた。そして、この抗体がCALR遺伝子変異を有するMPN患者に対する治療薬として有望
であることが示された。これらの研究成果は、CALR遺伝子変異によるMPN発症メカニズムを明らかにしただけで
なく、変異型CALR蛋白質を標的とする新規治療戦略の開発の道筋を提示しており、学術的にも社会的にも意義深
いと言える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨髄増殖性腫瘍（myeloproliferative neoplasms: MPN）に分類されている本態性血小板血

症（ET）と原発性骨髄線維症（PMF）は、骨髄中における巨核球の腫瘍性増殖により、それ
ぞれ末梢血中の血小板の増加あるいは骨髄の線維化を呈する造血器腫瘍である。ET と PMF 患
者の一部では、分子シャペロンをコードしている CALR 遺伝子の体細胞変異が見出される。こ
れまでに報告者らは、CALR 変異遺伝子による MPN 発症メカニズムの解明を行い、変異型
CALR 蛋白質がホモ多量体を形成し、トロンボポエチン受容体 MPL と特異的に結合すること
で MPL を恒常的に活性化し、血球の腫瘍化を引き起こすことを明らかにしている。これによ
り、CALR 遺伝子変異による MPN 発症メカニズムは明らかになったが、腫瘍原性を有する変
異型 CALR 蛋白質の細胞内における制御メカニズムには、未解明な部分が多く残されていた。 
 
２．研究の目的 
野性型 CALR 蛋白質は、分子シャペロンとして主に細胞内の小胞体に局在しており、組織横

断的な発現を示す極めて安定な蛋白質である。一方で、変異型 CALR 蛋白質は、培養細胞にお
いて同じプロモーターを使用して発現を誘導しても、野性型蛋白質に比べて著しく低い蓄積し
か見られない。さらに、変異型 CALR 蛋白質は、CALR 遺伝子変異陽性患者の骨髄中の巨核球
に強い蓄積が見られるのに対し、変異遺伝子の存在する顆粒球や単核球では変異型蛋白質の蓄
積はほとんど見出されない。つまり、腫瘍化が引き起こされる巨核球細胞ではなんらかのメカ
ニズムにより変異型 CALR 蛋白質が細胞内に高いレベルで維持されるのに対し、他の細胞では
蛋白質の蓄積が抑制されていることが強く示唆されていた。そこで報告者は、CALR 遺伝子変
異陽性の MPN 患者の腫瘍細胞を標的とした新たな治療戦略の開発に資する、変異型 CALR 蛋
白質の細胞内における蓄積制御メカニズムの解明を目的に、本研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）変異型 CALR 蛋白質の蓄積レベルの違いを生む分子メカニズムの解明 
蛋白質の蓄積が抑制される原因として、転写あるいは翻訳の抑制、蛋白質分解あるいは蛋白

質分泌の亢進が考えられた。これまでの解析から、変異型の mRNA に特異的な不安定性は確
認されなかったことなどから、変異型 CALR は蛋白質の分解あるいは分泌により、蓄積が抑制
されていると考えられた。そこで、蛋白質分解や蛋白質分泌の阻害剤を用いて、細胞内のそれ
ぞれの経路を阻害した場合に、変異型 CALR 蛋白質の蓄積が見られるかについて検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）変異型 CALR 蛋白質の蓄積は分泌経路によって規定される 
野性型あるいは変異型 CALR 蛋白質を発現する UT-7/TPO 細胞株に、蛋白質合成阻害薬シク

ロヘキシミド（CHX）を作用させた後、継時的に細胞抽出液を調製し、残存する野性型あるい
は変異型 CALR 蛋白質の量をイムノブロット法により定量した。その結果、変異型蛋白質は野
性型蛋白質の 100 倍の速度で、細胞内から消失していることが見出された（図１）。次に、上
記の細胞に、CHX に加えてプロテアソーム阻害剤 MG132、リソソームおよびオートファジー
阻害剤クロロキンをそれぞれ、あるいは組み合わせて作用させた後、細胞抽出液を調整し、野
性型あるいは変異型 CALR 蛋白質の量をイムノブロット法により定量した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
予想に反して、いずれの蛋白質分解経路を阻害しても、変異型 CALR 蛋白質の顕著な蓄積は

見られなかったことから（図２）、変異型 CALR 蛋白質の消失に、蛋白質分解経路の関与は極
めて限局的であることが明らかになった。次に、上記の細胞に、CHX に加えて蛋白質分泌経



路に対する阻害剤である BFA を作用させた後、細胞抽出液を調製し、野性型あるいは変異型
CALR 蛋白質の量をイムノブロット法により定量した。すると、変異型 CALR 蛋白質は、BFA
処理により顕著な蓄積が見られたことから、変異型 CALR 蛋白質の細胞内からの消失は、蛋白
質分泌経路により規定されていることが明らかになった（図３）。 
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