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研究成果の概要（和文）：チロシンキナーゼJAK2の点変異体 (V617F) が慢性骨髄増殖性腫瘍 (MPN) の原因遺伝
子として同定されたが、JAK2の点変異がMPNを発症するメカニズムには不明な点が多い。本研究では、JAK2変異
体が誘導する形質転換には、エリスロポエチン受容体 (EpoR)の共発現が必須であることを見出した。また、
EpoRのY343、Y460, Y464の3個のチロシン残基のリン酸化が、転写因子STAT5のリン酸化を介して、顕著な発がん
シグナルを誘導することを明らかにした。一方、EpoRのY401のリン酸化は、抑制因子CISが結合し、JAK2変異体
による発がんシグナルを負に制御することを見出した。

研究成果の概要（英文）：A point mutant of tyrosine kinase JAK2 (V617F) was identified as a 
responsible gene for myeloproliferative neoplasm (MPN). However, the molecular mechanism by which 
JAK2 V617F mutant causes the onset of MPN has not yet been elucidated. In this study, we found that 
the co-expression of erythropoietin receptor (EpoR) was required for JAK2 V617F mutant-induced 
cellular transformation. We also clarified that the phosphorylation of three tyrosine residues in 
EpoR (Y343, Y460, Y464) was essential for JAK2 V617F mutant-induced tumorigenesis through STAT5 
activation. Furthermore, we found that CIS which is a negative regulator of the JAK-STAT pathway 
interacted with phosphorylated EpoR at Y401 and prevented activation of STAT5 in the transformed 
cells.

研究分野： シグナル伝達

キーワード： 慢性骨髄増殖性腫瘍 (MPN)　JAK2V617F変異体　エリスロポエチン受容体 (EpoR)　STAT5　ＣＩＳ　チロ
シンリン酸化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、チロシンキナーゼJAK2の変異体が誘導するエリスロポエチン受容体 (EpoR) を介した発がんシ
グナルを解析することにより、慢性骨髄増殖性腫瘍 (MPN)の発症機序の解明へと繋がった。EpoRのY343、Y460、
Y464のリン酸化は、STAT5を介した発がん誘導機構に必須であるのに対して、EpoRのY401のリン酸化は、CISとの
結合を介して、発現シグナルに抑制的に機能することを見出した。本研究成果は、MPNの治療標的分子の同定へ
と繋がることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) チロシンキナーゼ JAK2 は、赤血球の分化・増殖を誘導する造血性サイトカインであるエリ

スロポエチン (Epo) の重要なシグナル伝達分子であり、その活性制御の破綻が多くの疾患の原

因となることが知られている。その中で、JAK2 の点変異体 (V617F) が、慢性骨髄増殖性腫瘍 

(myeloproliferative neoplasm; MPN) の原因遺伝子として同定された。しかしながら、現在まで、

JAK2 遺伝子の V617F 点変異が MPN 発症へと至るメカニズムは不明であり、分子レベルで

MPN の発症機序を解明することが重要な課題として残されていた。 

(2) 申請者らは、JAK2V617F 変異体は、ホモダイマーを形成するエリスロポエチン受容体 

(EpoR) との共発現により、Epo 刺激に関わらず恒常的に活性化することを明らかにした。ま

た、JAK2V617F 変異体と EpoR を共発現したマウス血球細胞 Ba/F3 は、増殖因子に依存しない

異常な増殖能を示し、顕著な腫瘍形成を誘導することを見出した。これまでの研究により、

EpoR の共発現下において、JAK2V617F 変異体が強力な癌遺伝子産物として機能することが明

らかになっていたが、JAK2V617F 変異体が誘導する EpoR を介した発がんシグナルの実体は解

明されていなかった。 

 

２．研究の目的 

(1) 活性化した JAK2 は、EpoR の細胞内ドメインに存在する 8 個のチロシン残基 (Y343, Y401, 

Y429, Y431, Y443, Y460, Y464, Y479) をリン酸化することが知られている。申請者らは、

JAK2V617F 変異体が、Epo 刺激に関わらず、EpoR 細胞内ドメインの 8 個のチロシン残基をリン

酸化することを見出しており、JAK2V617F 変異体が誘導する発がんシグナルにおいて、EpoR の

リン酸化は重要な役割を果たすと考えられた。本研究では、JAK2V617F 変異体が誘導する発が

んシグナルにおける EpoR のリン酸化の役割を明らかにすることにより、EpoR を介した発がん

誘導機構を明らかにすることをめざした。 

(2) EpoR のリン酸化チロシン残基は、下流のシグナル分子の結合部位として機能し、JAK2V617F

変異体が誘導する発がんシグナルを活性化すると推測される。本研究では、JAK2V617F 変異体

によるリン酸化されたチロシン残基を足場に形成される EpoR 複合体の構成分子を同定し、EpoR

結合分子の機能を解析することにより、JAK2V617F 変異体が誘導する発がんシグナルの全容を

解明することをめざした。 

 

３．研究の方法 

(1) Mutagenesis PCR により、EpoR の 8 個のチロシン残基をそれぞれフェニルアラニンに置換し

た YF 変異体を作製した。レトロウイルス感染により、JAK2V617F 変異体と共に、各 EpoR 変異

体を発現した Ba/F3 細胞株を樹立した。 

(2) JAK2V617F 変異体と C 末端側に Flag タグを付加した EpoR を共発現した Ba/F3 細胞を用い

て、抗 FLAG 抗体を架橋したアフィニティー樹脂を用いたアフィニティークロマトグラフィー

を行い、EpoR 複合体を精製した。FLAG ペプチドを用いてタンパク質を溶出後、LC-MALDI-

TOF/TOF を用いた質量分析法により、EpoR 複合体の構成タンパク質を同定した。 

(3) JAK2V617F 変異体と共に、各 EpoR 変異体を発現した Ba/F3 細胞を用いて、免疫沈降-イムノ

ブロット法により、各 EpoR 変異体と同定分子との結合を検討し、同定分子が結合する EpoR の

リン酸化部位を明らかにした。 

(4) EpoR 結合分子のレトロウイルス発現ベクターを構築し、JAK2V617F 変異体と EpoR を共発

現した Ba/F3 細胞 (JAK2V617F/EpoR 細胞) に、EpoR 結合分子を強制発現した。また、shRNA



 
 

を用いて、JAK2V617F/EpoR 細胞において、EpoR 結合分子の発現を抑制した。 

(5) 作製した Ba/F3 細胞株を用いて、WST アッセイにより、EpoR のリン酸化チロシン残基およ

び EpoR 結合分子の細胞増殖に及ぼす影響を検討した。 

(6) 作製した Ba/F3 細胞株をヌードマウスに移植し、腫瘍形成に及ぼす EpoR のリン酸化チロシ

ン残基および EpoR 結合分子の影響を検討した。 

(7) 作製した Ba/F3 細胞株を用いて、JAK2V617F 変異体の下流で活性化されることが知られて

いるシグナル経路 (STAT5, MEK-ERK) に及ぼす EpoR のリン酸化部位および EpoR 結合分子の

役割をイムノブロット法により検討した。 

 

４．研究成果 

(1) JAK2V617F 変異体による発がんシグナルに及ぼす EpoR のリン酸化の役割を検討するため

に、EpoR の 8 個のチロシン残基を全てフェニルアラニンに置換した 8YF 変異体を作製した。レ

トロウイルス感染により、JAK2V617 変異体と共に、EpoR、8YF 変異体を発現した Ba/F3 細胞を

樹立した。各細胞の細胞増殖能を検討

した結果、JAK2V617 変異体は、EpoR

との共発現により、顕著な細胞増殖を

誘導したが、8YF 変異体との共発現は

細胞増殖を誘導しなかった (図 1A)。ま

た、JAK2V617 変異体と EpoR を共発現

した細胞は、顕著な腫瘍形成能を示し

たが、8YF 変異体は、JAK2V617F 変異

体による腫瘍形成を顕著に抑制した 

(図 1B)。したがって、JAK2V617F 変異

体が誘導する発がんシグナルには、EpoR のリン酸化が必須であることが明らかになった。 

(2) 次に、JAK2V617F 変異体による発がんシグナルに重要な EpoR のチロシン残基を同定するこ

とをめざして、各 1 個のチロシン残基のみを有する 7YF 変異体を作製し、JAK2V617F 変異体に

よる細胞増殖におけるリン酸化チロシン残基の役割を解析した。しかしながら、いずれの 7YF

変異体も、JAK2V617F 変異体による細胞増殖を誘導することができなかったことから、

JAK2V617F 変異体が誘導する発がんシグナルには、複数の EpoR のチロシン残基のリン酸化が

必要であることが示唆された。続いて、多数の EpoR YF 変異体を作製し、JAK2V617F 変異体に

よる細胞増殖に及ぼす影響を検討した結果、Y343、Y460 を有する 6YF-Y343/460 変異体および

Y343、Y464 を有する 6YF-Y343/464 変異

体は、JAK2V617F 変異体による細胞増殖

を部分的に誘導することが明らかになっ

た。さらに、Y343、Y460、Y464 を有する

5YF-Y343/460/464 変異体は、EpoR と同程

度に、JAK2V617F 変異体による細胞増殖

を誘導することを見出した (図 2A)。また、

JAK2V617F 変異体と 6YF-Y343/460 変異

体あるいは 6YF-Y343/464 変異体を共発現



 
 

した細胞は、弱い腫瘍形成能を示したが、5YF-Y343/460/464 変異体を共発現した細胞は、EpoR

を共発現した細胞と同程度の腫瘍形成能を持つことが明らかになった (図 2B)。以上の結果より、

JAK2V617F 変異体は、EpoR のリン酸化 Y343、Y460、Y464 を介して、発がんシグナルを誘導す

ることが明らかになった。 

(3) JAK2V617F 変異体が EpoR の Y343, Y460, Y464 のリン酸化を介して誘導する発がんシグナル

機構を解析するために、JAK2V617F 変異体と共に、EpoR、8YF 変異体、7YF-Y343 変異体、7YF-

Y460 変異体、7YF-Y464 変異体、5YF-Y343/460/464 変異体を発現した Ba/F3 細胞を作製した。

EpoR および各 EpoR 変異体を免疫沈降後、イムノブロット法により結合分子を解析した。その

結果、JAK2V617F 変異体発現細胞において、転写因子 STAT5 が、EpoR のリン酸化 Y343 および

Y460 に結合することが明らか

になった。また、MEK-ERK 経

路の活性化に重要なアダプタ

ー分子 Grb2 は、EpoR のリン酸

化 Y460 に結合することが明ら

かになった (図 3)。さらに、

JAK2V617F 変異体と各 EpoR

変異体を共発現した細胞にお

ける STAT5 や ERK のリン酸化

をイムノブロット法により検

討した結果、JAK2V617F変異体

による STAT5 のリン酸化には、

EpoR の Y343, Y460, Y464 のリ

ン酸化が必要であることを見

出した。一方、JAK2V617F 変異体による ERK のリン酸化には、EpoR の Y343 と Y460 のリン酸

化、あるいは Y460 と Y464 のリン酸化が必要であることが明らかになった (図 3)。 

(4) JAK2V617F 変異体による EpoR を介したシグナル伝達機構を理解するために、JAK2V617F 変

異体発現細胞を用いて、EpoR 複合体の精製を行

った。質量分析により、EpoR 結合分子を同定し

た結果、STAT5 に加えて、サイトカインシグナル

の抑制因子である CIS が EpoR に結合することを

見出した。JAK2V617F 変異体と共に、各 EpoR 変

異体を発現した Ba/F3 細胞を用いて、免疫沈降-

イムノブロット法を行った結果、CIS は EpoR の

リン酸化 Y401 に結合することが明らかになった 

(図 4)。 

(5) CIS は、中央に SH2 ドメインを有し、リン酸化チロシン残基と結合することが知られている。

JAK2V617F 変異体と EpoR を共発現した Ba/F3 細胞 (JAK2V617F/EpoR 細胞) に、CIS および

SH2 ドメインの機能を欠失した CIS 変異体 (R107E) を強制発現し、JAK2V617F 変異体による発

がんシグナルにおける CIS の役割を検討した。CIS の強制発現により、JAK2V617F/EpoR 細胞の

増殖能は有意に抑制された。それに対して、CIS 変異体 (R107E) の強制発現は、JAK2V617F/EpoR



 
 

細胞の増殖能に影響を及ぼさなかった (図 5A)。また、CIS の強制発現は、JAK2V617F 変異体に

よる腫瘍形成を顕著に抑制したが、CIS 変

異体 (R107E) の強制発現は、JAK2V617F

変異体による腫瘍形成に影響を及ぼさなか

った (図 5B)。さらに、CIS に対する shRNA

を導入し、CIS の発現を低下すると、

JAK2V617F/EpoR 細胞の増殖能が亢進する

ことを観察した。以上の結果より、CIS は

SH2 ドメインを介して、EpoR のリン酸化

Y401 に結合し、JAK2V617F 変異体による

発がんシグナルに対して抑制的に機能する

ことが明らかになった。 

(6) CIS、CIS 変異体 (R107E) および CIS に対する shRNA を発現した JAK2V617F/EpoR 細胞を

用いて、JAK2V617F 変異体の下流シグナル分子である STAT5、ERK のリン酸化に及ぼす CIS の

影響を検討した。CIS の強制発現

は、 JAK2V617F 変異体による

STAT5、ERK のリン酸化を抑制し

たが、CIS 変異体 (R107E) の強制

発現は、これらの分子のリン酸化

に影響を及ぼさなかった。また、

shRNA を用いた CIS の発現抑制に

より、JAK2V617F/EpoR 細胞にお

ける STAT5、ERK のリン酸化は増

強された。以上の結果より、CIS は

EpoR と結合することにより、

JAK2V617F 変異体による STAT5、

ERK の活性化を阻害し、発がんシ

グナルを抑制することが示唆され

た (図 6)。 

本研究を通して、JAK2V617F 変異体が誘導する発がんシグナルには、EpoR の発現が必須であ

ることが明らかになった。EpoR は JAK2V617F 変異体によりリン酸化され、、発がんシグナルを

正にも負にも制御する足場タンパク質として機能し、JAK2V617F 変異体による形質転換能が複

雑に制御されていることが明らかになった。 
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