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研究成果の概要（和文）：　チロシンキナーゼJAK2V617F変異体は、慢性骨髄増殖性腫瘍の原因遺伝子産物であ
る。本研究では、JAK2V617F変異体が示す形質転換能に必須であるエリスロポエチン受容体 (EpoR) のリン酸化
部位を介して結合する分子としてCISを同定し、EpoR-STAT5を介して発現が誘導される遺伝子産物としてDDX5を
同定した。CISは、JAK2V617変異体によるERKの活性化を阻害し、発がん抑制因子として機能する一方で、DDX5
は、JAK2V617変異体によるmTORの活性化を誘導し、発がん誘導因子として機能することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：A tyrosine kinase JAK2 mutant (V617F) is the causative gene product of 
chronic myeloproliferative neoplasia. In this study, we identified CIS as a binding molecule with 
erythropoietin receptor (EpoR) through the phosphorylation sites of EpoR, which are essential for 
the transforming ability of the JAK2V617F mutant. We also found that JAK2V617F mutant induces 
expression of DDX5 via EpoR-STAT5. We demonstrated that CIS functions as an oncogenic suppressor by 
inhibiting JAK2V617F mutant-induced ERK activation, while DDX5 functions as an oncogenic factor by 
inducing JAK2V617F mutant-induced ｍTOR activation.

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　DDX5

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　現在、JAK2阻害剤Ruxolitinibが慢性骨髄増殖性腫瘍の治療薬として用いられているが、治療効果の低さが問
題となっている。本研究により、慢性骨髄増殖性腫瘍におけるCISやDDX5を介した発がん制御機構を解明したこ
とにより、新たな治療標的分子が同定された。よって、本研究成果は慢性骨髄増殖性腫瘍の治療薬開発の一助と
なると期待される。
　また、JAK2V617F変異体は、EpoRを足場タンパク質として、発がん誘導に対して、正にも負にも機能する多様
なシグナル経路の活性化を誘導することを見出した。本研究により、複雑なJAK2V617F変異体の発がん誘導機構
の一端が解明された。

※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 

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る。慢性骨髄増殖性腫瘍 (myeloproliferative 

neoplasm; MPN) の原因遺伝子として、JAK2 遺伝子の点変異体 (V617F) が同定された。これま

でに、JAK2V617変異体は恒常的に活性化しており、強力な形質転換能を示すがん遺伝子産物で

あることが明らかにされた。近年、JAK2 阻害剤 Ruxolitinib が開発され、MPN の治療に適用され

ているが、治療効果の低さが問題となっている。したがって、より効果的な MPN 治療薬の開発

が望まれており、JAK2V617F 変異体が誘導する発がんシグナルの全貌を解明し、新たな MPN 治

療の標的分子を同定することが重要である。 

私達は、JAK2V617F 変異体とエリスロポエチン受容体 (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、ヌードマウスに移植後、顕著な腫瘍形成

を誘導することを見出した。また、JAK2V617F による細胞増殖や腫瘍形成には、EpoR の 3 個の

チロシン残基 (Y343, Y460, Y464) のリン酸化が協同的に機能し、転写因子 STAT5 の活性化を誘

導することが必要であることを見出した (Ueda & Funakoshi-Tago et al. J Biol Chem 2017)。しかし

ながら、JAK2V617F変異体が、EpoR-STAT5の活性化を介して、どのような発がんシグナルを誘

導するのかは解明されておらず、MPN 発症機序には不明な点が多く残されていた。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、JAK2V617F 変異体が示す形質転換能に必須である EpoR のリン酸化部位を介し

て結合する分子、および EpoR-STAT5を介して発現が誘導される遺伝子産物に着目し、これらの

分子による細胞増殖や腫瘍形成を誘導するシグナル伝達経路を解明することを目指した。特に、

同定した EpoR 結合分子である CIS、および EpoR-STAT5 を介して発現が誘導される RNA ヘリ

カーゼ DDX5に着目し、これらの分子を介した発がん誘導機構を解明し、MPN治療の新規標的

分子の同定を目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

(1) JAK2V617F 変異体および EpoR を発現した Ba/F3 細胞を用いて、EpoR 複合体を精製し、質

量分析により、EpoR結合分子を同定した。 

(2) RNA sequence 解析を行い、JAK2V617F 変異体により、EpoRの Y343, Y460, Y464 のリン酸化

を介して、発現が誘導される遺伝子を同定した。 

(3)  (1) で同定した CIS および SH2ドメインの機能を欠損させた CIS変異体 (R71E)、 (2) で同

定した DDX5 のレトロウイルス発現ベクターを構築し、JAK2V617F 変異体/EpoR 発現 Ba/F3 細

胞に強制発現させた。また、RNA 干渉法により、JAK2V617F 変異体/EpoR 発現 Ba/F3 細胞にお

いて、CIS および DDX5 の発現を抑制した。 

(4) 免疫沈降法により、EpoRと CIS あるいは CIS 変異体 (R71E) の結合を検討した。 

(5) (3) で作製した細胞を用いて、WST アッセイにより細胞増殖能を検討した。また、各細胞株

をヌードマウスに移植し、腫瘍形成能に及ぼす CIS および DDX5の影響を検討した。 

(6) イムノブロット法により、CIS および DDX5の細胞内シグナル伝達経路を解析した。 

(7) JAK2 点変異 (V617F) を有する MPN患者より樹立されたヒト巨赤芽球様細胞株 HELを用い

て、得られた知見を検証した。 



４．研究成果 

【CISによる JAK2V617F変異体の発がん誘導の抑制作用】 

(1) CIS による JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3細胞の増殖抑制作用 

私達は、EpoR 結合分子として、サイトカイン抑制因子である CIS を同定した。はじめに、CIS

あるいは SH2 ドメインの機能を欠失させた CIS 変異体 (R71E) と EpoR との結合を免疫沈降法

により検討した。CIS は EpoR と結合したが、CIS 変異体 (R71E) は EpoR と結合しなかった。

JAK2V617F 変異体発現細胞において、CIS は SH2 ドメインを介して、リン酸化 EpoR と結合す

ることが示唆された。また、CIS の強制発現は JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞の増殖能を顕著

に抑制したが、CIS 変異体  (R71E) の強制発現は増殖能を抑制しなかった  (図 1A)。

JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞において、shRNA により CIS の発現を抑制すると、増殖能が

有意に増強された。一方で、他のサ

イトカイン抑制因子である SOCS1

の強制発現は、JAK2V617F/EpoR 発

現 Ba/F3細胞の増殖能に影響を及ぼ

さなかった (図 1B)。したがって、

CIS は、EpoR と結合し、JAK2V617F

変異体による細胞増殖に対して抑

制的に機能することが明らかにな

った。 

 

(2) JAK2V617F 変異体による ERK の活性化に対する CIS の抑制作用 

JAK2V617F変異体は、転写因子STAT3やSTAT5、キナーゼERKやAktを活性化する。JAK2V617F

変異体発現細胞において、CIS を強制発現しても、STAT3、STAT5、Akt のリン酸化は変化しなか

ったが、ERKのリン酸化が顕著に抑制された。CIS変異体 (R71E) の強制発現は、STAT3、STAT5、

ERK、Akt のリン酸化に影響を及ぼさなかった。一方で、shRNA による CIS の発現抑制は、

JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞における STAT3、STAT5、Akt のリン酸化には影響を及ぼさな

かったが、ERKの活性化を増強した。以上の結果より、CIS は、EpoRと結合し、JAK2V617F 変

異体による ERK の活性化を特異的に抑制することが示唆された。 

 

(3) CIS による JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3細胞の腫瘍形成抑制作用 

JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞をヌードマウスに移植すると、顕著な腫瘍形成が誘導され、

約 3週間でマウスは死亡した。それに対して、CIS を強制発現した JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3

細胞を移植したヌードマウスでは、腫瘍形成が抑制され、生存日数が延長した。一方、CIS 変異

体  (R71E) だけでなく、リン酸化を抑制した CIS 変異体  (Y253F) を強制発現した

JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞を移植したヌードマウスの腫瘍形成や生存日数はほとんど変

化しなかった (図 2A)。また、shRNAにより CIS の発現を抑制した JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3

細胞を移植したヌードマウスでは、腫瘍形成が増強され、生存日数が短縮した。それに対して、

SOCS1 の発現を抑制した JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞を移植したヌードマウスの腫瘍形成

や生存日数はほとんど変化しなかった (図 2B)。以上の結果より、EpoR の結合分子である CIS



は、JAK2V617F 変異体による発がん誘導を負に制御することが明らかになった。 

 

 

【DDX5を介した JAK2V617F変異体の発がん誘導機構】 

(1) JAK2V617F 変異体による DDX5 の発現誘導 

JAK2V617F 変異体による EpoRを介した遺伝子発現誘導を解析した結果、私達は、JAK2V617F

変異体が EpoRの Y343、Y460，Y464のリン酸化を介して、RNAヘリカーゼ DDX5 の mRNA発

現を誘導することを見出した。さらに、RT-PCR、イムノブロット法により、JAK2V617F/EpoR 発

現 Ba/F3細胞における DDX5 mRNAおよび DDX5タンパク質の発現は、STAT5 阻害剤 Pimozide

により顕著に抑制されることを明らかにした。したがって、JAK2V617F 変異体は、EpoR-STAT5

を介して、DDX5の発現を誘導することが示唆された。 

 

(2) DDX5 の発現抑制による JAK2V617F/EpoR 発現

Ba/F3 細胞の増殖抑制 

JAK2V617F 変異体による細胞増殖誘導に及ぼす

DDX5 の役割を検討するために、JAK2V617F/EpoR 発

現 Ba/F3細胞において、sh-RNAにより DDX5の発現

を 抑 制 し た 。 DDX5 の 発 現 抑 制 に よ り 、

JAK2V617F/EpoR発現Ba/F3細胞の増殖能は有意に低

下した 一方、DDX5 に対する shRNAに対して耐性を

示 す 配 列 を 持 つ DDX5 を 強 制 発 現 し た

JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞では、sh-DDX5 を導

入しても増殖能は変化しなかった (図 3)。以上より、

JAK2V617F 変異体は、DDX5 の発現誘導を介して、細

胞増殖を誘導することが示唆された。 

 

(3) JAK2V617F 変異体による mTOR 経路の活性化に対する DDX5発現抑制の阻害作用 

JAK2V617F 変異体の細胞内シグナル伝達経路に及ぼす DDX5 の影響をイムノブロット法によ

り検討した。sh-RNA による DDX5 の発現抑制は、JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞における

STAT5、ERK、Akt のリン酸化には影響を及ぼさかった。一方で、DDX5 の発現抑制は、

JAK2V617F/EpoR発現 Ba/F3細胞におけるmTORのリン酸化およびmTORの基質である p70S6K

や 4E-BP1のリン酸化を抑制した。したがって、JAK2V617F変異体により発現が誘導されるDDX5

は、mTOR 経路の活性化に必須の役割を果たすことが示唆された。 



(4) DDX5 の発現抑制による JAK2V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞の腫瘍形成抑制作用 

JAK2V617F 変異体による腫瘍形成に及ぼす DDX5 の役割を検討するため、sh-scramble あるい

は sh-DDX5 を導入した V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞をヌードマウスに移植した。sh-scramble を

導入した V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞を移植したヌードマウスに比べて、sh-DDX5 を導入した

V617F/EpoR 発現 Ba/F3 細胞を移植したヌードマウスでは、腫瘍形成が抑制され、生存日数が延

長した (図 4)。 

以上の結果より、

JAK2V617F 変異

体は STAT5 を介

して、DDX5 の発

現を誘導し、腫瘍

形成を誘導する

ことが明らかに

なった。 

 

本研究を通して、JAK2V617F 変異体は、EpoR を足場タンパク質として、発がん誘導に対し

て、正にも負にも機能する多様なシグナル経路の活性化を誘導することが明らかになった。本研

究で見出した発がん抑制因子である CIS や発がん誘導因子である DDX5は、MPN 治療における

有用な標的分子となりうると期待される (図 5)。 
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