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研究成果の概要（和文）：アナグレリドがPOEMS症候群のVEGFを抑制するという報告があるため巨核球細胞株の
imMKCLとアナグレリドの関係を中心に検討を行った。アナグレリドによる血小板産生抑制および巨核球の成熟抑
制作用を再現することに成功した。その後、アポトーシスの有無、細胞周期の解析やRNA sequenceを行い、巨核
球のapoptosisは誘導せずに細胞周期を制御していること、また、複数の遺伝子の発現を制御して血小板産生を
抑制していることを明らかにすることが出来た。POEMS症候群に関連した遺伝子の一つであるVEGFの発現に関し
てはアナグレリドの投与前後で変化を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：Although anagrelide is a widely used therapeutic agent for patients with 
essential thrombocythemia, the exact mechanism of action is unclear. Immortalized megakaryocyte 
progenitor cell lines (imMKCLs) were established from human induced pluripotent stem (iPS) cells.  
Both undifferentiated and differentiated imMKCLs were treated with several different concentrations 
of anagrelide and followed by mRNA sequencing and some assaying procedures. We successfully 
reproduced the platelets-lowering effect of anagrelide by using imMKCLs from human iPS cells which 
could generate functional platelets in vitro. We also demonstrated that anagrelide inhibits the 
proliferation in undifferentiated imMKCLs through specifically suppressing the megakaryogenesis and 
platelet-formation related genes, and the maturation in differentiated imMKCLs through the altering 
of cell cycle related genes.

研究分野：血液学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞由来巨核球細胞を用いて、作用機序の明らかでなかったアナグレリドの作用機序の一端を明らかにする
ことが出来た。これは将来、本態性血小板血症の治療薬の開発につながっていく可能性がある。また、本研究に
より、これまで単離が困難で研究が進みにくかった巨核球に関する研究を行う際にiPS細胞由来巨核球細胞を用
いることで、より詳細な解析が行えることを明らかにすることが出来た。今後、巨核球が病態に関与しているこ
とが想定されているPOEMS症候群を始めとする疾患の研究に寄与することが出来るものと考えられる。

※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 

POEMS 症候群(Crow-Fukase 症候群，高月病）は、plasma cell dyscrasia を基盤に、多発神

経炎による末梢神経障害、臓器腫大、浮腫・胸腹水、皮膚症状(剛毛、色素沈着、血管腫)、

骨硬化性骨病変、モノクローナル蛋白（M蛋白）血症などを呈する全身性疾患であり、稀で

はあるが、本邦で比較的頻度の高い疾患である。多彩な症状の中で、特に末梢神経障害が患

者の ADL を著しく障害し、末期には四肢麻痺、多臓器不全に至る予後不良な疾患である。近

年、多発性骨髄腫に準じて自家末梢血幹細胞移植、サリドマイドなどの新規薬剤により末梢

神経障害を改善して ADL を改善し、生命予後も改善しうることが明らかとなってきた

(Kuwabara S, Nakaseko C et al. Cochrane Database Syst Rev 2012)。 

1996 年に本症候群患者血清中で血管内皮増殖因子(VEGF)が異常高値であることが報告され

て以来、VEGF が多彩な症状を惹起していることが推定されている(Watanabe et al. Lancet 

1996)。当初、VEGF はモノクローナル形質細胞が産生していると考えられていたが、一方で

VEGF は本患者の血小板に高濃度に蓄積されて生理的な刺激により放出されることが判明し

ている(Hashiguchi et al. Muscle Nerve 2000)。さらに POEMS 症候群では、M蛋白軽鎖は

ほぼ全例でλ型であるという、他の形質細胞腫瘍では見られない極めてユニークな特徴を

有する。 

申請者らは千葉大学神経内科と協力してこれまで世界的に見ても多数例の POEMS 症候群患

者を治療するとともに、臨床検体を用いて以下の事実を明らかにしてきた。 

自家移植やサリドマイド治療により血清 VEGF 値は有意に低下し、重篤な末梢神経障害等の

臨床症状、生存期間を改善させる。(Kuwabara et al. Neurology, 2006,他多数) 

λ型再構成軽鎖は全例 Vλ1 subfamily に属し、しかも IGLV1-40 と IGLV1-44 というわずか

2種類の特定の germline 遺伝子に由来する(Abe D et al. Blood 2008)。 

VEGF は血清中よりも骨髄液中に高濃度に存在する

（未発表データ。右図） 

しかし、VEGF がどの細胞で産生されるか、また、そ

の制御機構は未だ明らかではない。 

 申請者らは、VEGF の産生部位として骨髄内の形質

細胞、ストローマ細胞、巨核球などを想定している

が、血小板中に VEGF が多量に含まれている事や、

POEMS 症候群と診断がつく前に本態性血小板血症の治療薬である Anagrelide（アグリリン

®）を投与された症例で、Anagrelide 投与下では血清 VEGF が低値であったが Anagrelide 中

止後に血清 VEGF が異常高値を示し POEMS 症候群の診断がついたとする報告を認めることか

ら（2016 年日本血液学会総会にて城島らにより発表）、巨核球が VEGF の重要な産生源では

ないかと想定している。また、非常に偏った germline 由来の M蛋白が原因となっている事

から、この M蛋白が巨核球に直接アゴニストとして作用して VEGF の産生を亢進させている

という仮説を考え、実証する方法を検討した。 

 

２．研究の目的 

POEMS 症候群の発症機序のうち、最も核心部分と考えられる M蛋白と巨核球の関係を重点的

に明らかとし、さらに、巨核球もしくは血小板において VEGF の増加をもたらす状態を再現

できた場合、Anagrelide によってその抑制ができるか検証し、そのメカニズムを明らかと

する。（右図） 



 

具体的には、以下の点を明らかとする予定であ

る。 

a)POEMS 患者由来の M 蛋白を巨核球に作用させ

て VEGF 産生が亢進するか。亢進する場合、シグ

ナル経路を明らかとする。 

b)M 蛋白と結合する蛋白の同定 

c)Anagrelide による VEGF 産生抑制効果の有無

の解析。産生抑制効果があれば、その機序の解

析。 

 

 

 

３．研究の方法 

１．POEMS 症候群患者骨髄検体より形質細胞を single cell sort し、cDNA ライブラリーを

作成。そこから RT-PCR 法を用いて免疫グロブリンの可変部領域を増幅し、得られた可変部

領域の遺伝子断片を抗体発現ベクターに組み込み、培養細胞株（293 細胞）へ遺伝子導入し

て抗体を産生させる。これによって POEMS 症候群の形質細胞が産生する抗体を得ることが

できる。 

２．imMKCL と POEMS 症候群患者由来の抗体を反応させて、VEGF の産生亢進が起きるか確認

する。VEGF の産生が亢進していた場合は、抗体の作用部位の解析、細胞内シグナル経路の

解析を行う。 

３．Anagrelide を用いて imMKCL における VEGF 産生抑制効果の有無を確認する。 

 

４．研究成果 

POEMS 症候群患者および多発性骨髄腫患者の骨髄中の形質細胞を Single cell sorting し

た上で、cDNA ライブラリー作成を行った。その結果、免疫グロブリン軽鎖および重鎖の配

列が相同な複数の細胞が検出され、特に POEMS 症候群患者においては既報の特定の軽鎖が

認められた事から、POEMS 症候群の腫瘍クローン由来の配列と推定し、重鎖および軽鎖のク

ローニングを行った。その後、腫瘍クローン由来の重鎖および軽鎖を元に２９３T細胞内で

抗体の産生を行い、その精製を行った。精製された抗体と各種細胞株を用い、フローサイト

メトリーやウェスタンブロッティング法で抗体の認識する抗原のスクリーニングを行い、

抗体が認識する候補蛋白として蛋白質 A を同定した。その作用や POEMS 症候群の病態にお

ける意義については現在も検討中である。 

また、imMKCL による血小板産生については、共同研究者と連携し、feeder free の方法を

用いて血小板産生を行うことに成功した。その後、Anagrelide による血小板産生抑制がど

のように起きているかを確認するためにアポトーシスの有無、細胞周期の解析や RNA 

sequence を行った。Anagrelide の投与を行うことで imMKCL においても血小板産生抑制が

起こることを明らかにし（図３）、既報で Anagrelide によって発現が低下するとされる PF4

などの遺伝子発現は低下していることが確認でき（図４）、また、アポトーシスは誘導しな

いこと（図５）、細胞周期に関連する遺伝子群の発現を変化させていること（図６）を確認

できた。 



 

（図３） 

 

 
（図４） 

 

（図５） 

 



 

（図６） 

 

 

POEMS症候群に関連した遺伝子の一つであるVEGFの発現に関してはAnagrelideの投与前後

で変化を認めなかったが、定常状態での評価であったことから病的に VEGF の産生亢進を起

こしている状況での検討については今後の検討課題である。 
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