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研究成果の概要（和文）：骨髄増殖性腫瘍(MPN)の増殖機序はJAK2、CALR変異によるJAK-STATシグナル活性化で
ある。一方、CALR変異造血幹細胞(HSC)の特性、および骨髄線維化の機序は未解明である。
マウスモデルを用いて、CALR変異HSCにおけるERストレス経路の遺伝子発現プロファイルを明らかにした。ま
た、化学シャペロンによるERストレス緩和がMPNの病態に与える影響を明らかにした。線維化の責任細胞である
腫瘍性fibrocyte、その前駆細胞である腫瘍性単球の表面抗原を同定した。既存および新規化合物ライブラリー
を用いて単球からfibrocyteの分化を抑制する化合物を同定した。

研究成果の概要（英文）：The cell proliferation mechanism of myeloproliferative neoplasms (MPN) is 
JAK-STAT signaling activation by JAK2 and CALR mutations. On the other hand, the characteristics of 
CALR-mutant hematopoietic stem cells (HSCs) and the mechanism of bone marrow fibrosis are unknown, 
and the mechanisms of bone marrow fibrosis remain to be elucidated.
Using the MPN mouse model, we revealed the gene expression profile of the ER stress pathway in 
CALR-mutant HSCs. We also clarified the effects of ER stress reduction by chemical chaperones on MPN
 pathology.We identified the surface antigens of neoplastic fibrocytes, the cells responsible for 
fibrosis, and their progenitor cells, the neoplastic monocytes. Compounds that inhibit the 
differentiation of monocytes to fibrocytes were identified using existing and novel compound 
libraries.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 骨髄増殖性腫瘍　小胞体ストレス　骨髄線維症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により明らかになったCALR欠損により生じるERストレス応答亢進とその制御に関する知見、そして骨髄線
維化の責任細胞である単球由来の腫瘍性fibrocyteの同定と分化経路、治療標的化に関する知見は、MPNの病態、
骨髄線維症の発症機構の解明に大きく貢献するものである。これらの成果は2次性骨髄線維症早期診断法や、現
在の標準薬物療法であるJAK阻害剤では改善が乏しい骨髄線維化の新規治療法開発の端緒となることが期待でき
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(MPN)の病態において、ドライバー変異である JAK2、CALR 変異による JAK-STAT

シグナル伝達経路の恒常的活性化の機序が明確になってきた。その一方、CALR 変異造血幹細胞 

(HSC) がクローンを拡大するメカニズム、および骨髄線維化のメカニズムに関しては未だ不明

である。 

CALR 変異は骨髄増殖性腫瘍(MPN)のドライバー変異である。CALR 変異は機能獲得型変異であ

るが、同時に野生型(WT)CALR の 3’領域が欠損していることから、CALR変異細胞では一部の WT 

CALRの機能が喪失していると考えられる。我々は CALR変異マウスモデルを用いて、CALRのシャ

ペロン機能喪失がもたらす小胞体ストレス応答の亢進を見出した。他の研究者からは、HSC にお

ける軽度の ERストレスは HSCの自己複製能を亢進させることが報告されており(Nature 510:268, 

2014)、ERストレス応答の亢進は CALR 変異 MPNの病態形成に寄与している可能性がある。 

骨髄線維化の機序は、MPN研究における未解決課題である。骨髄線維症治療の第一選択薬であ

る JAK阻害剤 ruxolitinib 治療は、症状のコントロールや脾腫の改善には有用であるが、骨髄の

線維化や貧血の改善はほとんどみられない。我々は骨髄線維化の病態に間葉系細胞の

fibroblast ではなく、血液細胞由来の fibrocyte が関与することを見出した。 

 

２．研究の目的 

(1) CALR 欠損により生じる ERストレスが変異 HSCに及ぼす影響を解明し、亢進した ERストレ

スを標的とする治療開発の proof of concept を得ること。 

(2)MPN 腫瘍細胞が fibrocyte へ分化するメカニズムの解明と、単球-fibrocyte 分化経路を標的

とした、2次性骨髄線維症早期診断法および新規治療法を開発すること。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞株や CALR 変異(CALRdel52)細胞を用いて、RNAseq や real-time PCR 解析を行い、ERスト

レス経路のプロファイリングを行った。解析の標的細胞としては細胞株の他、HSC を含む LSK 分

画を用いた。 

増殖能が亢進する、あるいはサイトカイン非依存性増殖能を獲得することを見いだしている

CALR 変異ノックイン CMK 細胞株、F-34P-MPL 細胞株を ER ストレスを減弱させる chemical 

chaperon (4-phenylbutyric acid (4PBA), Tauroursodeoxycholic Acid (TUDCA))などで処理し、

細胞増殖能を検討。 

CALR欠損 HSCを WT HSC とともに競合移植し、レシピエントマウスの造血におけるは CALR欠

損細胞のキメリズムを確認する。CALR欠損 HSCでみられる自己複製能亢進が、CALR 欠損により

亢進した ER ストレスによるものなのかを解析するために、同モデルにおいて 4PBA や TUDCA を

投与したレシピエントマウス内でのドナー細胞由来キメリズムを非投与群と比較検討する。 

MPN 患者細胞の中では、CALR 変異蛋白の発現と同時に、CALR のヘテロ欠損または完全欠損が

生じている。CALR+/-;CALRdel52 HSC、CALR-/-;CALRdel52 HSC を WT HSCとともに競合移植すると、レ

シピエントマウスは ET を発症する。このマウスを 4PBA や TUDCA で処理し、ER ストレスの緩和

が病態に与える影響(治療効果)、変異 HSCに与える影響を解析する。 

 

(2) Fibrocyteは単球から分化する。PMFを発症する JAK2変異マウスの末梢血では fibrocyteの



 

 

前駆細胞である単球が増加している。細胞内染色をすると末梢血単球の 2－3 ％は collagen が

陽性である。表面抗原により分取した単球のサブ分画を in vitro で培養し、fibrocyte への分

化能が高い単球分画を同定する。同時に単球のサブ分画ごとに RNAseq による遺伝子発現解析を

行い、高い fibrocyte 分化能をもつ単球分画で特異的に発現が増加する膜蛋白の同定を試みる。 

 単球から fibrocyte への分化を標的とした治療法を開発するために、Jak2 変異 fibrocyte の

生存を指標としたスクリーニング系を確立し、東京大学創薬機構から供与を受けた 1630 種類の

既存薬、1920種類の新規化合物ライブラリーのスクリーニングを行う。 

 

４．研究成果 

 CALR 欠損、CALR ヘテロ欠損、WT の各マウス HSC の遺伝子発現を RNAseq で解析し CALR 変異

HSCにおける ERストレス経路 profiling を行い、明らかにした。また、ER ストレス関連分子に

ついて real-time PCR 発現定量を行った。これらの細胞に CALR変異蛋白を発現させたマウスを

作成し、表現型解析を行った。ケミカルシャペロンを用いた ER ストレスの緩和が与える影響の

解析を行った。 

腫瘍性 fibrocyte、またはその前駆細胞である腫瘍性単球の表面抗原を同定するための実験を

行った。表面抗原により分取した単球サブ分画を培養、fibrocyte前駆分画同定を試みた。ある

程度の純化は達成できたが、高純度で純化できる正確な同定はこの手法では困難だった。次に

collagenの発現を生細胞の状態でモニタリングできる collagen/GFP-TGマウスを用いる手法や、

単一細胞解析の手法を用いて腫瘍性単球の表面抗原の同定を試みており、検討を継続し

ている。 

Jak2 変異 fibrocyte の生存を指標としたスクリーニング系を確立し、東京大学創薬機

構から供与を受けた 1630 種類の既存薬、1920 種類の新規化合物ライブラリーのスクリ

ーニングを行った。単独で Jak2 変異腫瘍性 fibrocytes の生存を 80%以上抑制する既存薬

35 種、新規化合物 10 種を同定した。これらの薬剤が阻害する経路は、fibrocyte の生存

シグナルに必須と想定される。現在、これらの薬剤の効果の in vivo での検証を開始し

ている。同定した化合物の中から、図に示すような優れた抗線維化効果を示すものも得

られた。 
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