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研究成果の概要：真性赤血球増加症患者で見出されたJAK2 V617F変異体は、恒常的な活性化を

示すことが報告されていたが、その詳細な活性化機構およびJAK2変異体の機能は不明であった。

本研究では、JAK2の活性に重要なチロシン残基として613を、また新規リン酸化部位としてY913

を同定した。また、JAK2V617F変異体発現細胞が異常な増殖を示し、ヌードマウスに投与する

と、腫瘍を形成することを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

チロシンキナーゼJAK2は，赤血球分化を誘

導するサイトカインであるエリスロポエチ

ン (Epo) の重要なシグナル分子である。

2005年に、真性赤血球増加症の大多数の患者

において、JAK2の点変異 （V617F） が報告

された。しかしながら、研究課開始時は、こ

の変異が JAK2の恒常的な活性化を誘導する

ことが報告されているのみであり、その詳細

な活性化機構は不明であった。また、真性赤

血球増加症の発症へと至る分子機構に関し

ては、ほとんど明らかにされていなかった。

  

 
 
 
２．研究の目的 
 

 本研究では，JAK2の詳細な活性機構の解析
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および恒常的活性化型 JAK2による赤血球分

化・増殖機構の解明により，最終的には真性

多血症の新たな予防法ないし治療法の開発

をめざした。そのために、次の（１）～（４）

の研究目的に対し、一連の研究を行った。 

(1) JAK2のリン酸化と活性との関連性を明ら

かにすることにより、JAK2の活性制御機構

の解明を目的とした。 

(2) 病態由来の活性化型 JAK2変異体の機能

解析を目的とした。 

(3) 活性化型 JAK2変異体の細胞内シグナル

伝達機構の解析を目的とした。 

(4) 活性化型 JAK2変異体によるサイトカイ

ン非依存的増殖に関与する分子を包括的

に探索することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 

(1) ①Mass-spec 解析により、新たな JAK2

のリン酸化部位の同定を試みた。②特異

的リン酸化抗体を作製した。③チロシン

残基をフェニルアラニンに置換した変異

体 Y913Fを Mutagenesis PCR法により作

成した。④作成した変異体をJAK2欠損線

維芽細胞にレトロウイルスを用いて導入

し、活性化およびシグナル伝達機構の解

析を行った。⑤さらに、JAK2欠損マウス

胎児肝細胞にレトロウイルスを用いて導

入し、赤血球分化能をin vitro コロニー

アッセイにより CFU-Eおよび BFU-Eコロ

ニー形成能を指標に検討した。 

(2) ①真性赤血球増加症由来 JAK2変異体 

(V617F)およびまだ機能の分かっていな

い急性リンパ性白血病由来のJAK2変異体 

(L611S)をMutagenesis PCR法により作成

した。②JAK2欠損マウス胎児肝細胞にレ

トロウイルスを用いて導入し、赤血球分

化能をin vitro コロニーアッセイにより

検討した。③また、サイトカイン依存性

増殖を示すBaF3細胞に、レトロウイルス

を用いて作成した変異体を導入し、サイ

トカイン存在下・非存在下における増殖

能を検討した。④JAK2変異体を発現した

BaF3細胞をヌードマウスに投与し、in 

vivoにおける腫瘍形成能を検討した。 

(3) ①JAK2変異体を発現した BaF3細胞を

Epo存在下、非存在下で培養後、Stat5, ERK, 

Akt, NF-kBの活性化をWestern blotting、

ゲルシフト法、ルシフェラーゼアッセイ

により検討した。②JAK2変異体を発現し

たBaF3細胞を各シグナル分子の阻害剤で

処理を行い、細胞増殖能、抗アポトーシ

ス作用に及ぼす影響を検討した。また、

in vivoにおいて、阻害剤の腫瘍形成能に

及ぼす影響を検討した。 

(4)遺伝子発現を比較するために、JAK2変異

体を発現した BaF3細胞と野生型 JAK2を

発現した BaF3細胞から、RNAを調製後、

DNAアレイを行った。（申請時には、

Differential Display法により遺伝子の

発現パターンの差異を包括的に検索する

ことを計画していたが、より簡便で効率

のよいDNAアレイ法を行うことにした。） 

 
４．研究成果 
 

(1) ①新たな JAK2のリン酸化部位として

Y913を同定し、特異的リン酸化抗体を用

いたwestern blotting法により、Epoの

刺激に依存して、Y913のリン酸化が誘導

されることが明らかになった。野生型

JAK2に比べて、Y913F変異体は高い活性

を示し、JAK2欠損マウス胎児肝細胞に導

入後、より高いCFU-EおよびBFU-Eコロ

ニー形成能を示した。一方、リン酸化状

態を模倣した変異体であるY913Eは、活

性を示さず、CFU-E、BFU-Eコロニーを形

成できなかった。以上の結果より、Y913



のリン酸化は、JAK2の活性を抑制する機

能があると考えられた。 

(2) ①JAK2 V617F変異体だけでなく、急性

リンパ性白血病で報告された JAK2 

L611S変異体もまた、恒常的な活性を示

すことが明らかになった。JAK2 V617F

変異体およびJAK2 L611S変異体を導入

したJAK2欠損マウス胎児肝細胞は、Epo

非存在下においても CFU-Eコロニーを

形成しうることを明らかにした。 

A. JAK2 V617F変異体による赤血球分化

CFU-E

Epo
Control

- +
Wild type
- +

V617F
- +

JAK2

A. JAK2 V617F変異体による赤血球分化

CFU-E

Epo
Control

- +
Wild type
- +

V617F
- +

JAK2

A. JAK2 V617F変異体による赤血球分化

CFU-E

Epo
Control

- +
Wild type
- +

V617F
- +

JAK2

A. JAK2 V617F変異体による赤血球分化

CFU-E

Epo
Control

- +
Wild type
- +

V617F
- +

JAK2

 

図１ JAK2 V617F変異体による

CFU-Eコロニー形成 

 

②また、野生型 JAK2を発現した BaF3細

胞は、サイトカイン除去後、アポトー

シスを誘導したが、これらのJAK2変異

体発現BaF3細胞は、サイトカイン非存

在下においても、アポトーシスを誘導

せず、異常な細胞増殖を示した。 

③さらに、JAK2変異体発現BaF3細胞をヌ

ードマウスに投与したところ、投与部位

に腫瘍が形成され、脾臓および肝臓に

BaF3細胞が浸潤することが明らかにな

った。JAK2変異体発現BaF3細胞をヌー

ドマウスは、約16日間で死亡した。し

たがって、JAK2変異体は腫瘍形成能を

有することが示された。 
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A. JAK2 V617F変異体による腫瘍形成
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C. JAK2 V617F変異体によるヌードマウスの致死

B. JAK2 V617F変異体による脾臓の増大

MSCV WT V617F
図2 JAK2 V617F変異体発現細胞は、
ヌードマウスにおいて腫瘍を形成した。

MSCV WT V617FMSCV WT V617F

A. JAK2 V617F変異体による腫瘍形成

MSCV)
WT
V617F)

0
20
40
60
80

100

5 10 15 20 25 30

S
ur

vi
va

l (
%

)

MSCV)
WT
V617F)

MSCV)
WT
V617F)

0
20
40
60
80

100

5 10 15 20 25 30

S
ur

vi
va

l (
%

)

C. JAK2 V617F変異体によるヌードマウスの致死

B. JAK2 V617F変異体による脾臓の増大
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図2 JAK2 V617F変異体発現細胞は、
ヌードマウスにおいて腫瘍を形成した。

 

 (3) ①JAK2変異体を発現した BaF3細胞で

は、Epo非存在下においても、Stat5, ERK, 

Akt, およびNF-kBの恒常的な活性化が観

察された。Aktおよび NF-kBを阻害剤

Ly294002および DHMEQを用いて抑制する

と、JAK2変異体発現BaF3細胞は、アポト

ーシスを誘導した。一方、ERK阻害剤U0126

は、JAK2変異体発現BaF3細胞の細胞増殖

を阻害した。現在、各シグナル分子とJAK2

変異体の機能との関連性を検討している。 

 (4) DNAアレイを行った結果、JAK2変異体

を発現したBaF3細胞では、抗アポトーシ

ス因子であるBcl-2, 癌遺伝子であるMyc, 

Pim-1, Pim-2の発現が顕著に増強されて

いることが明らかになった。現在、これ

らの遺伝子の発現機序の解析、および遺

伝子産物と JAK2V617F変異体による細胞

の異常増殖および腫瘍形成能の関連を検

討している。 
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