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研究成果の概要（和文）： 

ダウン症候群の一過性骨髄増殖性疾患（TMD）と急性巨核球性白血病（DS-AMKL）にお

ける細胞増殖機構を解明するために本研究を行い、以下の成果を得た。 

1. DS-AMKL の細胞株と TMD 患者検体から計 3 種類の JAK3 遺伝子変異を発見し、これ

らの変異が活性化変異であることを証明した。  

2. JAK3 阻害薬が、JAK3 変異を持つ TMD と DS-AMKL に対する新規治療薬の有力な候

補となりうることを明らかにした。  

 

研究成果の概要（英文）： 

We performed this study to clarify molecular mechanisms of abnormal cell proliferation 

in transient myeloproliferative disorder (TMD) and acute megakaryoblastic leukemia of 

Down syndrome (DS-AMKL), and found the following results. 

1. We identified 3 novel JAK3 mutations in a DS-AMKL cell line and a TMD patient, and 

demonstrated that these mutations were all activating mutations. 

2. We showed that JAK3 inhibitors would have therapeutic effects on TMD and DS-AMKL 

patients carrying activating JAK3 mutations. 
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１． 研究開始当初の背景 
(1) 21番染色体の過剰により生じるダウン症

候群（ダウン症）は白血病を高率に発症

し、その頻度は健常人の約 20 倍である。
発症する白血病のほとんどが、一般には
稀 な 急 性 巨 核 球 性 白 血 病 （ acute 
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megakaryoblastic leukemia, AMKL）であ
る。ダウン症の新生児の約 10%に一過性
骨 髄 増 殖 性 疾 患 （ transient 
myeloproliferative disorder, TMD）と
呼ばれる一過性の類白血病反応がみられ、
その 20～30％が 4 年以内に AMKL を発症
することから、TMD は前白血病状態と考
えられている。重症の TMD と AMKL に対し
て抗癌剤を用いた化学療法が行われてい
るが、ダウン症の患者では健常人に比べ
て抗癌剤に対する認容性が低く副作用が
強く現れるため、治療関連死亡の割合が
高いことが問題となっている。近年、慢
性骨髄性白血病において、異常な細胞増
殖を促進する疾患特異的キメラ蛋白
BCR-ABL を阻害する分子標的療法が実用
化された。分子標的療法は従来の治療法
と比べて毒性が低く、治療関連死亡が問
題となるダウン症のTMDとAMKLにおいて、
非常に魅力的な治療法と考えられる。 

(2) AMKL の発症には、分化障害を生じる転写
因子などの遺伝子変異に加え、細胞増殖
を促進する遺伝子異常が必要と考えられ
ている。そこで候補遺伝子の探索を行っ
ていたところ、ダウン症関連 AMKL
（ DS-AMKL）から樹立された細胞株
CMK11-5 と２人の AMKL 患者（１人はダウ
ン症）の白血病細胞において、細胞増殖
に関わる細胞内シグナル伝達物質のひと
つである JAK3 の活性化変異が報告され
た。我々も DS-AMKL 細胞株 MGS について
JAK3 変異を解析したところ、２種類の遺
伝子変異を発見した。さらに DS-AMKL と
TMD それぞれ 11 例の患者検体を用いて
JAK3変異の解析を行ったところ、DS-AMKL
とTMDのそれぞれ１例においてJAK3変異
を発見した。現在 JAK3 阻害薬の開発が進
んでおり、JAK3 変異が高頻度にみられる
ようであれば、JAK3 阻害薬は TMD と
DS-AMKL に対する分子標的療法の有力な
候補になると考えられる。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、TMD と DS-AMKL における

細胞増殖促進機構を解明し、分子標的療法の
実験的根拠を提示することである。 

具体的には以下の 4点に焦点を絞って研究
を行う。 
(1) さらに多数例の TMD と DS-AMKL の患者検

体を用いて JAK3の遺伝子変異を解析し、
変異の頻度、特徴を決定する。 

(2) 細胞株と患者から得られた変異 JAK3 遺
伝子をサイトカイン依存性細胞株に導入
し、変異が活性化変異であることを証明
する。 

(3) JAK3 阻害薬により、変異 JAK3 を導入し
た細胞株の細胞増殖が抑制され、細胞死

が誘導されることを確認する。 
(4) DS-AMKL 細胞株 MGS を用いて、JAK3 が細

胞増殖・生存において必須の役割を果た
していることを証明し、JAK3 阻害薬の効
果を解析する。 

 
３．研究の方法 
(1) TMDと DS-AMKLの患者検体を用いた JAK3

遺伝子変異の解析 
TMD と DS-AMKL 患者の末梢血または骨髄
液から全 RNA を抽出し、cDNA を合成する。
JAK3 の cDNA 全長にわたり PCR を行い、
ダイレクトシークエンス法により遺伝
子変異を確認する。 

(2) 変異 JAK3 遺伝子のサイトカイン依存性
細胞株への導入と解析 
レトロウイルスベクターに各種変異
JAK3 遺伝子または正常 JAK3 遺伝子を組
み込み、サイトカイン依存性細胞株に遺
伝子導入し、サイトカイン依存性が消失
するかどうか解析する。ウエスタンブロ
ット法により、変異 JAK3 と STAT 転写因
子群の活性化を解析する。 

(3) 変異 JAK3 導入細胞株に対する各種 JAK
阻害薬の影響の解析 
変異 JAK3 導入細胞株に汎 JAK 阻害薬、
JAK3 特異的阻害薬などを添加し、細胞増
殖・生存に対する影響を解析する。ウエ
スタンブロット法と RT-PCR 法により、
STAT 転写因子群の活性化と細胞増殖・ア
ポトーシスに関わる遺伝子群の発現レ
ベルの変化を解析する。 

(4) DS-AMKL 細胞株 MGS の細胞増殖機構の解
析 
MGS において新たに発見された 2 種類の
JAK3 変異により、JAK3 が恒常的にリン
酸化されていることをウエスタンブロ
ット法にて確認し、下流で活性化してい
る STAT 転写因子の種類を同定する。汎
JAK 阻害薬、JAK3 特異的阻害薬などを添
加し、JAK-STAT 経路が MGS の細胞増殖・
生存に必須の役割を果たしていること
を証明する。 

 
４．研究成果 
(1) TMD と DS-AMKL の細胞増殖機構にお

ける細胞内シグナル伝達物質 JAK3
の 役 割 を 明 ら か に す る た め に 、
DS-AMKL の細胞株と TMD 患者検体を
用いて JAK3 遺伝子変異の解析を行
った。DS-AMKL の細胞株 MGS におい
て 、 2 種 類 の JAK3 遺 伝 子 変 異
（JAK3Q501H、JAK3R657Q）を見出した。
Ba/F3 細胞にこれらの変異遺伝子を
導入したところ、サイトカイン非依
存性の細胞増殖が認められ、これら
の変異が活性化変異であることを



 

 

証明した。TMD11 例中 1 例で JAK3 の
遺伝子変異（JAK3I87T）が認められ、
この変異も活性化変異であった。こ
れらの変異 JAK3 を導入した Ba/F3
細胞では、STAT5 が恒常的にリン酸
化されていることが明らかとなっ
た。MGS および変異遺伝子を導入し
た Ba/F3 細胞を JAK3 阻害薬で処理
したところ、細胞増殖の抑制が認め
られた。JAK3 阻害薬が、JAK3 変異
を持つ DS-AMKL、TMD に対する新規
治療薬の有力な候補となりうるこ
とが示唆された。 

(2) 先天性白血病患者の一部で、TMD と
同様に自然寛解がみられることは
以前より知られていたが、その機序
はいまだに不明である。最近当科で
経験した t(1;16;8)の染色体異常を
持つ先天性急性骨髄性白血病の自
然寛解例において FISH 法による解
析を行ったところ、予後不良の成人
AML でみられる染色体異常 t(8;16)
と同様に、MOZ 遺伝子と CBP 遺伝子
が白血病の発症に関与しているこ
とが示唆された。RT-PCR 法により 2
種類の MOZ-CBP 融合遺伝子を検出し
たが、これらは今までに報告のない
新規 variant であった。形成される
融合タンパクの構造の違いにより、
白血病の生物学的性状、予後が大き
く変わる可能性が示唆された。 

(3) TMD のほぼ全例で GATA1 遺伝子変異を認
める。いずれの変異も全長型の GATA1 タ
ンパクの発現を障害し、N 末端を欠いた
短い GATA1 タンパク（GATA1s）のみの発
現を引き起こすが、遺伝子変異は多彩で
ある。66 例の TMD について GATA1 変異の
タイプと臨床像の関係を調べたところ、
GATA1s の発現が低いタイプ（n=26）は、
GATA1s の発現が高いタイプ（n=40）に比
べて白血球数が尐ない（39,000 vs 
105,650 /l, p=0.004 ）が、高率に
DS-AMKLに進展する（Gray検定、p=0.001）
ことが明らかとなった。GATA1s の発現量
がTMDの細胞増殖促進機構に重要な役割
を果たしていることが示唆されるとと
もに、著明な細胞増殖が必ずしも将来の
DS-AMKL への進展に有利ではないことが
明らかとなった。 

(4) ダウン症候群はAMLのみならず急性リン
パ 性 白 血 病 （ acute lymphoblastic 
leukemia, ALL）も高率に発症する。最
近ダウン症候群 ALL（DS-ALL）の約 20％
に JAK2 の活性化変異がみられること、
約 60％でサイトカインレセプターの１
つであるCRLF2の高発現がみられること
が報告され、さらに CRLF2 の高発現がみ

られる症例のほとんど（DS-ALL の約半
数）で、P2RY8-CRLF2 融合遺伝子が形成
されていることが明らかとなった。そこ
で本邦の DS-ALL 14 例について同様の解
析を行ったところ、JAK2 変異は 1例もみ
られず、P2RY8-CRLF2 融合遺伝子も 2 例
で認められたのみであった。本邦におけ
る DS-ALL の遺伝子異常は欧米とは異な
る可能性が示唆された。今後症例数を増
やして遺伝子解析を行う必要があるた
め、high resolution melt analysis を
用いて JAK2 変異の有無をスクリーニン
グする方法を確立した。 
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