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研究成果の概要（和文）：骨髄増殖性腫瘍(MPN)は、JAK2V617F変異に代表される遺伝子変異が、血液細胞の起源
である造血幹細胞に生じることで発症する造血器腫瘍である。近年、一部のMPN患者ではインターフェロン-α
(IFN-α)により、こうした遺伝子変異を有する細胞が完全に消失することが明らかになってきたが、その明確な
機序は未だ明らかでない。本研究では、MPNの患者の血液からiPS細胞を作成し、試験管内でMPNの病態の再現を
行なった。続けて、このiPS細胞に、IFN-αを投与することで、IFN-αによる腫瘍幹細胞に対する抗腫瘍作用機
序について研究した。

研究成果の概要（英文）：hiladelphia-negative myeloproliferative neoplasms (MPNs) are characterized 
by the clonal proliferation of hematopoietic stem and progenitor cells, driven by somatic mutations 
including JAK2V617F. Recently, some patients have been reported to achieve complete molecular 
remission by interferon-alpha (IFN-α), however its mechanism is not fully understood. In this 
study, I generated iPS cells from a patient with MPN and established an in vitro model system. 
Consequently, I added IFN-α to these iPS cells and analyzed the anti-tumor effect of IFN-α against
 MPN cells.

研究分野：血液内科

キーワード： 骨髄増殖性腫瘍　JAK2V617F
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄増殖性腫瘍（MPN）に対して、病気を完全に治癒させる可能性があるインターフェロン-α(IFN-α)の作用機
序を、iPS細胞を用いて解析した。今回の研究では、JAK2V617F変異を導入したiPS細胞と、変異を有さない野生
型のiPS細胞の両者で、血液細胞に対するIFN-αの効果を認めたが、明らかな差は認めなかった。今後、さらな
る解析を行うことで、MPNの治癒を目指した治療戦略の構築につながると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
フィラデルフィア染色体陰性骨髄増殖性腫瘍(MPN)は、造血幹細胞の異常により骨髄系細胞
のクローナルな増殖をきたす疾患である。代表的な 3 疾患である真性赤血球増加症(PV)、本態
性血小板血症(ET)、原発性骨髄線維症(PMF)の大部分の患者は JAK2、MPL、CALR 遺伝子変
異のいずれかを有しており、本邦における頻度を申請者らは報告している(Haematologica 
2015;100:e46-8、図１)。これらの遺伝子変異は、動物モデルを用いた解析から、細胞の腫瘍化を
引き起こすドライバー遺伝子変異と定義づけられており、特に JAK2V617F 変異は最も代表的
な遺伝子変異である。これまで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
血幹細胞移植のみとされてきたが、近年、一部の MPN 患者ではインターフェロン-α(IFN-α)
により、分子生物学的寛解が得られることが示されてきた。しかし、なぜ IFN-αによって分子
生物学的寛解が得られるのか、すなわちドライバー遺伝子変異 JAK2V617F を有する腫瘍幹細
胞がなぜ消滅するのか、その明確な機序は明らかでない。これまでの複数の臨床試験で、IFN-α
により血液学的寛解や分子生物学的寛解が得られることが報告されている(J Clin Oncol 
2009;5418-24)。一方で、IFN-αの治療効果は患者毎に大きく異なっており、その原因は解明さ
れていない。今後 IFN-αがMPNの治療の中心的役割を果たすと予想されるため、治療効果予
測や有効な治療戦略の開発に不可欠な、IFN-αの作用機序の解明が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、MPN患者由来の iPS細胞で構築した試験管内MPN発症モデルを用いて、IFN-
αの腫瘍幹細胞に対する抗腫瘍効果の検証と、その作用機序の解明を目的とする。IFN-αが、抗
腫瘍免疫を活性化して抗腫瘍効果を発揮することは広く知られているが、IFN-α受容体を欠失
したマウスを用いた実験から、MPNの腫瘍幹細胞に対して直接的な抗腫瘍効果を有する可能性
も示されている。しかしその作用機序の詳細は未だ明らかでない。本研究は、希少疾患である
MPNに着目し、細胞初期化技術、造血幹細胞誘導技術を駆使して、ヒト iPS細胞病態モデルを
構築し、根本的治療となりうる IFN-αの作用機序を解明することを目的とする。これまでに iPS
細胞を用いて IFN-αの効果や作用機序を検討した報告はなく、本研究の独創性は極めて高い。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、JAK2V617F 変異を有する MPN 患者の細胞から iPS 細胞を樹立し、樹立した

iPS 細胞を造血幹細胞に誘導した後に IFN-αを添加し、腫瘍性造血幹細胞の増殖、アポトーシ
ス、血球分化に対する効果を評価した上で、mRNA 発現解析などにより、IFN-αによる腫瘍幹細
胞が減少するメカニズムを明らかにする。 
（１）MPN患者細胞からの iPS細胞の樹立・機能解析 
 これまでに申請者らは、CALR遺伝子変異を有する MPN患者から iPS細胞を樹立することに成
功しており(Br J Haematol 2018;181:791-802)、同様の手法を用いる。最初に JAK2V617F ホモ型
の iPS細胞を樹立し、その後 CRISPR/Cas9 ゲノム編集により、ヘテロ型、野生型の 3 種類の遺伝
子型を有する iPS 細胞を樹立し、これらの iPS 細胞が MPN 患者と同様の特徴を持つかを検証す
る。 
 
（２）IFN-αの腫瘍幹細胞に対する抗腫瘍活性の評価 
前年度までに樹立した JAK2V617F ホモ型、ヘテロ型、野生型の iPS細胞を造血幹細胞に誘導した
後、培養液に IFN-αを添加し、腫瘍幹細胞の増殖、アポトーシス、血球分化などに生じる影響
を明らかにする。 
 
（３）IFN-α受容体の役割の検討 
JAK2V617F変異陽性で IFN-α受容体 IFN-αR1を欠損するマウスの造血幹細胞が、IFN-αに耐性
を示すことより(Blood 2013;121:3692-702)、IFN-αはマウスの腫瘍性造血幹細胞に直接作用し
て、マウスの MPN表現型を改善すると考えられている。そこで、iPS細胞から誘導したヒトの腫
瘍性造血幹細胞において、IFN-αが受容体を介したシグナル伝達により、腫瘍性造血幹細胞に特
異的な反応を引き起こすことを検証する。ゲノム編集技術により JAK2V617F変異を有する iPS細
胞株で IFN-αR1遺伝子をノックアウトし、造血幹細胞を誘導して IFN-αを作用させ、腫瘍性造
血幹細胞に特異的な反応が消失することを示す。以上の実験により、IFN-αがヒト腫瘍性造血幹
細胞に直接作用することで抗腫瘍活性を呈することを明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）MPN患者細胞からの iPS細胞の樹立 
最初に JAK2V617F ホモ型の iPS細胞するために、JAK2V617F変異ホモ型を有する PV患者の末

梢血から単核球細胞を分離し、初期化因子(Oct3/4, Sox2、Klf4、L-Myc、LIN28、EBNA-1、shp53)
をエレクトロポレーション法により導入し、マウス胚性線維芽細胞上において bFGF 存在下で培



養して iPS コロニーを得た。この得られたコロニーから、JAK2V617F ホモ型を有するものを選択
し、未分化マーカーの発現、初期化因子のゲノムへの挿入が無いこと、テラトーマ形成による多
能性の確認を行ない、iPS細胞株を樹立した。つづいて、この iPS細胞株に、JAK2V617F変異の
近傍の塩基配列を切断する gRNA/Cas9 発現ベクターおよび、JAK2 野生型を発現するドナーベク
ターをエレクトロポレション法によって導入し、JAK2 野生型および JAK2V617F ヘテロ型の iPS
細胞株を樹立した。JAK2変異の解析には、当研究室独自の JAK2V617F検出方法 ABC-PCR法（Leuk 
Res 2011;35:1632-36）を用い、Sanger シークエンス法によって確認した。 
 

（２）JAK2V617F変異を有する iPS細胞の機能解析 
樹立した iPS細胞を、マウス C3H10T1/2細胞上で VEGF 含有培地により培養し、iPS-Sacを形

成させ、この iPS-Sac 内に含まれる CD34 と CD43 を発現する血球前駆細胞を分取して培養し、
た。続いて得られた血球前駆細胞を、サイトカインを含む軟寒天培地で培養し、赤芽球や巨核球
コロニーを形成させ（コロニーアッ
セイ）、その形態や、コロニー内の細
胞を巨核球マーカー(CD41、CD42b)や
赤芽球マーカー(GPA/CD235a)を用い
て、血球前駆細胞の分化傾向を解析
した。JAK2V617F を有する iPS 細胞
では、EPO 非存在下でも赤芽球系コロ
ニーを形成したことから、これらの
iPS 細胞が MPN 患者と同様の特徴を
持つことが明らかとなり、試験管内
MPNモデルの構築に成功し（図１）。 
 
（３）IFN-αの腫瘍幹細胞の細胞増
殖に与える影響 
野生型に比べて、JAK2V617F変異ホ
モ型やヘテロ型の腫瘍幹細胞の増
殖、血球コロニー形成が IFN-αによ
ってより抑制されるかを、iPS細胞か
ら誘導される CD34 陽性細胞の数、お
よびコロニー形成能により評価した。IFN-αを投与すると、JAK2V617Fを有する iPS細胞、野生
型ともに、IFN-αによって、細胞増殖が抑制されることが示された。次に、JAK2V617Fを有する
iPS細胞が、特異的に IFN-αに対する感受性が高くなる機序の解明を行った。しかし、JAK2V617F
を有する iPS 細胞の IFN-αに対する感受性は、クローン間によってばらつきが大きかった。そ
こで、さらに iPS細胞のクローン数を増やして解析を行ったが、野生型との比較で有意な差を示
すことができなかった。 
 
（４）IFN-αの腫瘍幹細胞血球分化に与える影響 

IFN-αがホモ型の JAK2V617F 変異を有する細胞により高い抗腫瘍効果を示し(Leukemia 

2014;28: 460-63)、ホモ型の JAK2V617F発現細胞では赤芽球系への分化偏向性があること(Blood 

2006;107:4274-81)から、IFN-αが、JAK2V617F 変異量に依存した腫瘍性造血幹細胞の血球分化

の偏向性に与える影響を解明した。JAK2V617F変異ホモ型の腫瘍性造血幹細胞から、赤芽球や巨

核球系細胞を誘導する際に IFN-αを培地に添加し、血球分化マーカーのフローサイトメトリー

解析を行ない、IFN-αによって起こる血球分化の違いを解析した。 
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