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研究成果の概要（和文）：骨髄増殖性腫瘍のうち、本態性血小板血症患者でJAK2 V617F変異とLnk遺伝子異常について
解析した。その結果、JAK2 V617F変異陰性であった1人にLnk遺伝子のSH2ドメインにheterozygousな遺伝子異常を発見
した。この変異は今までに報告されていない新たな変異であった。そこで、今回発見したLnkの遺伝子異常がJAK2 V617
F変異と同じように恒常的にJAK/STAT系でリン酸化を起こしシグナルが伝わっているかをBaF3細胞とマウスES細胞を用
いて検討した。

研究成果の概要（英文）：I analyzed for the JAK2 V617F mutation and Lnk mutations in patients with 
essential thrombocythemia. As a result, it was found a heterozygous gene abnormality in the SH2 domain of 
Lnk gene in a patient with JAK2 V617F mutation negative. This mutation was a new variant that has not 
been reported previously. Therefore, I analyzed the impact of this Lnk mutation on the signaling and 
phosphorylation in JAK / STAT system using BaF3 cells and mouse ES cells.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 本態性血小板血症
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１．研究開始当初の背景 

骨髄増殖性腫瘍は造血幹細胞の異常によ

り、一系統以上の骨髄性細胞のクローナルな

増殖をきたす疾患と定義づけられている。そ

のうち、真性赤血球増加症、本態性血小板血

症、そして原発性骨髄線維症の３病系におい

て、その原因として2005年にJAK2遺伝子変異

（V617F）が同定された。この変異により、

チロシンキナーゼが恒常的な活性化状態と

なり、過剰な細胞増殖シグナルを発生し、赤

血球や血小板が増加した状態となる。真性赤

血球増加症ではJAK2遺伝子変異が95％以上

で認められるが、本態性血小板血症と原発性

骨髄線維症では約50％にしか認められず、そ

の発症機序はまだ明らかではない。 

一方、細胞内アダプター蛋白であるLnkは、

脾臓、リンパ節、骨髄などリンパ系組織で比

較的強く発現し、特にB細胞や造血前駆細胞

で強く発現しており、サイトカインレセプタ

ーのいくつかのシグナル経路を制御してい

る。このlnk欠損マウスでは、造血幹細胞、B

リンパ球、血小板の増加を認めると報告され

ている。特に、血小板数は正常マウスに比べ、

約5倍に増加している（J.Clin.Inv. 120:179

-190,2010）。このことより、本態性血小板

血症の患者の中にはLnkに何らかの遺伝子変

異があり、発現もしくは機能が制御されるこ

とによって血小板数が増加している可能性

もあると考え、申請者はこのLnk遺伝子に注

目し、検討することとした。 
 
２．研究の目的 
骨髄増殖性腫瘍の JAK2 遺伝子変異とは別

の新しい原因遺伝子の特定を目的とする。 
 

３．研究の方法 

(1)本態性血小板血症患者から血小板を分離

し、血小板mRNAを抽出。RT-PCR法でLnk mRNA

を増幅し、シークエンス解析を行う。同時に、

JAK2 V617F変異の有無について、allele  

specific PCR法と直接シークエンス法に 

よって解析する。この遺伝子解析は愛媛大学

ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理委員会の承

認を得ている。 

 

(2) Lnk変異体の作製とその遺伝子発現によ

るJAK/STAT系シグナルの確認 

 今回発見したLnkの遺伝子異常がJAK2  

V617F変異と同じように恒常的にJAK/STAT系

でリン酸化を起こし、シグナルが伝わってい

るかを確認するのために今回発見した遺伝子

異常のLnk変異体と、TPO依存性の細胞増殖を

阻害すると報告されているLnk R392E、 

polymorphismとして報告されているLnk  

N537Dを作成する。これらと野生型のLnkを 

BaF3細胞に遺伝子導入して、JAK/STAT系のシ

グナルについて検討する。 

また、JAK2阻害剤の効果についてもLnkの野

生型とそれぞれの変異体が発現した細胞と共

培養することで、JAK/STAT系のシグナルにつ

いて検討する。 

 

(3) siRNAの作製とその遺伝子発現抑制効果

の確認 

まずマウスLnk messenger RNAを分断する 

short interfering RNA(siRNA)配列を決定す

るためにマウスLnkの配列からノックダウン

する確率が高い配列を選ぶ。マウスの細胞に

おいて、short hairpin構造によるセンス、ア

ンチセンスRNA配列をU6 RNAプロモーターを

使って導入し二本鎖RNAが細胞内で形成でき

るようにする。この系で作られたsiRNAの効果

は、マウスNIH3T3細胞にsiRNAをトランスフェ

クトし、RT-PCR法を用いて確認する。コント

ロールのsiRNAはノックダウンできたマウス 

LnkのsiRNA配列から３ないし４のコドンを変

化させたミスマッチsiRNAを作製する。これを

同じようにマウスNIH3T3細胞にトランスフェ

クトして、マウスLnkの発現がトランスフェク

トしていない細胞と変わらないことを確認す

る。 

 

(4) ES細胞の分化 

マウスES細胞は、赤血球、血小板への分化

の効率が良いとされるR1クローン（F1 cross 

129/Sv x 129/Sv-CP inbred sub-strains）を

用いる。ES細胞とマウスOP9ストローマ細胞

（（C57BL/6 x C3H）F2-osteopetrosis 

(op/op)マウスから確立した骨髄ストローマ

細胞で、macrophage colony-stimulating  

factorを欠失している。この細胞は、ES細胞

から血液細胞、血管内皮細胞を含む中胚葉系

への分化が促進することが証明されている。）

との共培養を行う。培養5日目までに出現する

中胚葉細胞にerythropoietin(EPO)、またはt

hrombopoietin(TPO)を加えて引き続きOP9ス

トローマ細胞と共培養する。培養8日目から新



しいOP9ストローマ細胞とEPO、またはTPO存在

下に共培養を続けることで、赤芽球系細胞、

または巨核球系細胞を培養12－13日までに得

ることができる。 

 

(5) siRNAのES細胞への導入 

siRNA効果を発揮するRNA配列とコントロー

ルsiRNA配列を、GFPをマーキングとしたレン

チウイルスベクターを用いてES細胞に導入す

る方法と、薬剤耐性をもつベクターを用いて 

ES細胞に導入しクローンを確立する方法をと

る。 

レンチウイルスベクターは、ES細胞の分化

後においても遺伝子のsilencingが発生しな

いため、未分化ES細胞にも遺伝子導入できる。

しかし、今回はレンチウイルスベクターによ

る導入遺伝子のintegrationには1－2日必要

なこと、siRNA形成後dicerによってmRNAの分

断が開始されるまで2日以上必要なことを前

提条件として考慮し、未分化ES細胞ではなく

分化開始5日目のES細胞由来中胚葉細胞にお

いて感染させる。その後、赤芽球系細胞、ま

たは巨核球系細胞に分化させてコントロール

と比較して検討する。 

また、クローンを確立する方法は、Lnk  

siRNAを含む薬剤耐性をもつベクターをES細

胞にelectroporationを用いて導入し、その後、

耐性薬剤と培養することでクローンを確立す

る。その後、ES細胞にLnkの野生型と変異型を

遺伝子導入し、それぞれを赤芽球系細胞また

は巨核球系細胞に分化させてコントロールと

比較して検討する。 

 

(6) Lnk siRNA導入ES細胞とLnk変異遺伝子導

入ES細胞の分化に関する検討 

まず、Lnk siRNA導入ES細胞およびLnk変異遺

伝子導入ES細胞の遺伝子発現をコントロール

ES細胞と網羅的に比較検討する。次に、さま

ざまな細胞への分化誘導系を用いて、JAK 

/STAT系シグナルについて検討すると共に、 

Lnkの細胞分化に関する役割を明らかにする。

特に、赤芽球系分化に関する影響を、 

glycophorin Aの発現、benzidine染色による 

hemoglobin産生などによってコントロールと

比較する。さらに、巨核球系分化に関する影

響を、CD41やCD61の発現、フィブリノゲンへ

の結合などによってコントロールと比較する。 

また、JAK2阻害剤の効果についてもLnkの野

生型とそれぞれの変異体が発現した細胞と共

培養することで、JAK/STAT系のシグナルにつ

いて検討する。 

 

(7) Lnk変異ノックインマウスの作製と解析 

lnk欠損マウスは解析が進められている。そ

れを利用し、Lnk変異遺伝子を導入したマウ

スを作製することを計画する。まずは、Lnk

変異ノックインマウスの表現系を形態学的

に詳細に観察する。その結果によって、異常

臓器を中心として研究計画を立案する。特に、

骨髄増殖性腫瘍としての特徴を持っている

か（真性赤血球増加症になるのか、本態性血

小板血症になるのか）を詳細に検討する。造

血器系に異常を認めた場合には、骨髄細胞を

用いたin vitro実験系で分化増殖能に関す

る検討を実施する。 

また、骨髄増殖性腫瘍の特徴を持つような

ら、JAK/STAT系シグナルについて検討すると

共に、JAK2阻害剤を投与することで、骨髄増

殖性腫瘍の所見が改善するかどうかを検討

する。 

 
４．研究成果 

骨髄増殖性腫瘍のうち、本態性血小板血症

患者から血小板を分離し、血小板mRNAを抽出

した。RT-PCR法でLnk mRNAを増幅し、シーク

エンス解析を行った。同時に、JAK2 V617F変

異の有無について、allele specific PCR法

と直接シークエンス法によって解析した。そ

の結果、本態性血小板血症患者28人のうち 

JAK2 V617F変異を21人に認めた。そこでJAK2

変異陰性であった7人の患者でLnk遺伝子配

列を調べたところ、1人にSH2ドメインに 

heterozygousな遺伝子異常を発見した。この

変異はpolymorphismとしては報告されてい

ない新たな変異であった。 

そこで、今回発見したLnkの遺伝子異常が 

JAK2 V617F変異と同じように恒常的にJAK 

/STAT系でリン酸化を起こし、シグナルが伝わ

っているかを確認することを計画し、今回発

見した遺伝子異常のLnk変異体と、TPO依存性

の細胞増殖を阻害すると報告されているLnk  

R392E、polymorphismとして報告されている 

Lnk N537Dの3つの変異体を作成した。これら

と野生型のLnkをBaF3細胞に遺伝子導入して、

JAK/STAT系のシグナルについて検討した。さ

らにはマウスES細胞に遺伝子導入を行い、赤



芽球系細胞または巨核球系細胞に分化させ、

細胞分化についても検討した。 
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