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研究成果の概要（和文）：我々は、骨髄増殖性腫瘍および外性器奇形を持つ先天性症候群の兄弟につき、JAK2遺伝子の
解析を行ったところ、スプライシング異常を認めた。この異常スプライシングJAK2を導入した細胞では下流シグナル分
子のリン酸化の明確な亢進は認めず、本異常を持つトランスジェニックマウスにも明らかな造血器異常や先天奇形は見
られなかった。本症候群の原因遺伝子の検索のため、患者およびその家族を含めて全ゲノムの解析を施行したところ、
X染色体上のGATA1遺伝子およびDGKK遺伝子の異常を認めた。前者は本症候群の造血器異常に、後者は本症候群の外性器
異常に、それぞれ関与すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We found a JAK2 splicing mutation in an infant and a fetus presenting with 
myeloproliferative neoplasm and genital anomalies. No enhancement of phosphorylation of downstream signal 
molecules was observed in cell lines with this JAK2 mutation. Transgenic mice with this aberrant JAK2 did 
not develop hematopoietic abnormalities or genital anomalies. To explore the underlying mechanism causing 
these clinical features and aberrant JAK2 splicing, we performed exome analysis for these patients and 
their parents and siblings. We identified G221D mutation of GATA1 gene located on X chromosome in these 
patients and their mother, suggesting that GATA1 mutation is associated with the hematopoietic 
abnormalities in these patients. In addition, we found mutations in DGKK gene, which is reported to be 
related to hypospadias, suggesting that DGKK mutation is associated with the genital anomalies in these 
patients.

研究分野：小児血液腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
JAK2 分子は、JAK-Stat 系の細胞内シグ

ナル伝達に重要な役割を果たしている分子

である。近年真性多血症をはじめとする骨髄

増殖性腫瘍(MPN)においてJAK2遺伝子変異

が高頻度に見られることが報告され、本遺伝

子と造血系腫瘍疾患との関係が注目されて

いる。現在、MPN における JAK2 変異は

V617F 変異以外にも多くの種類が知られて

い る が 、 い ず れ も JAK2 分 子 の

pseudo-kinase domain (PKD)と呼ばれる部

分の変異である。この部位は、JAK2 のキナ

ーゼ活性を自己抑制することが知られ、キナ

ーゼ活性の調節に関与すると考えられてい

る。この部位に生じた変異により PKD の自

己抑制的機能が失われ、JAK2 の恒常的活性

化が生じ、下流分子である Stat 等の活性化

を通じて、細胞の異常増殖に関わることが想

定されている。実際、V617F変異をもつJAK2

分子では、そのキナーゼ活性が正常よりも大

幅に亢進しており、これが直接細胞増殖に関

与していることが証明されている。 

我々は、主に成人の MPNにおける JAK2

変異を、さまざまな検査材料や方法を用いる

ことにより、迅速かつ高感度に検出する手法

について比較検討してきた。その過程で、

MPN に閉塞性黄疸と生殖器異常、心肥大の

先天異常を伴い、早期に死亡した新生児につ

いて検討する機会を得た。本児の末梢血液お

よび骨髄細胞において JAK2 遺伝子の

RT-PCRを行ったところ、異常バンドが検出

され、その本態はスプライシング異常による

JAK2 PKD内の 267bpの欠損であることが

判明し、結果について報告を行った１）。興味

深いことに、その後胎内死亡したその弟にあ

たる胎児において全く同じフェノタイプが

認められ、かつ種々の臓器において兄と全く

同一の JAK2遺伝子異常が認められた。この

ような症例の報告は過去に見られず、家族内

発症から新規の遺伝性症候群である可能性

が考えられた。両例に見られた JAK2スプラ

イシング変異は、これまで健常人も含めて報

告がないものであるが、PKD 部位の欠失で

あり、本症候群に関与している可能性が高い

と考えられた。 
 
２．研究の目的 
以上の背景およびこれまでの結果を受け、

本児で見られた様々な異常が生じたメカニ

ズムについて明らかにするため、以下のよう

な目的で研究を行った。 

（１）異常 JAK2分子の機能について：この

異常 JAK2遺伝子が他の JAK2変異と同様、

JAK2 キナーゼ活性の亢進の原因となって

いることを明らかにする。 

（２）造血細胞の増殖効果について：造血器

細胞の増殖に対する本異常 JAK2分子の関

与について明らかにする。 

（３）先天異常への関与について：本異常

JAK2 分子により、本症例で見られたよう

な骨髄異常および性腺・肝胆系異常・心肺

系異常が生ずるかどうかを明らかにする。 

（４）患者および家族の遺伝子解析：患者お

よびその家族の DNA・RNAについて解析

し、このスプライシング異常が形成される

機序および MPN・先天異常の発症機序に

ついて解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）異常 JAK2 遺伝子のリン酸化活性につ

いての検討 

① 異常 JAK2 遺伝子のクローニング 

患者で認められた異常 JAK2 遺伝子を

PCR法により増幅し、TAクローニングに

より増幅用ベクター(pCR2.1-TOPO)に組

み入れ、大腸菌により増幅した後、ベクタ

ーを精製した。 

②  異常 JAK2 分子の細胞株内への導入 

制限酵素を用いて、異常 JAK2遺伝子を増

幅 用 ベ ク タ ー か ら 発 現 ベ ク タ ー

pCMV-JAK2 にトランスファーし、BaF3



細胞に導入した。 

③ 免疫沈降法およびフローサイトメトリ

ーによる JAK2 分子活性の測定 

IL-3 およびエリスロポイエチンを用いて、

正常 JAK2を導入したBaF3細胞および変

異 JAK2細胞を導入したBaF3細胞を短時

間刺激し、免疫沈降法およびフローサイト

メトリーによりJAK2の下流にあるシグナ

ル伝達分子のリン酸化の程度を比較した。 

（２）異常 JAK2 遺伝子が造血細胞に与える

影響の検討 

①マウス受精卵に異常 JAK2遺伝子を導入し

た。 

②新生仔マウスに骨髄異常が見られるかど

うかを病理学的に検討した。 

③その後マウスに造血器腫瘍が発生するか

どうかについて検討した。 

（３）マウス受精卵への異常 JAK2 遺伝子導

入による先天異常発生の検討 

①上記のマウスを交配させ、JAK2 異常遺伝

子をより多量に発現するマウスを作成し、

生殖器・肝胆系・心肺系その他に異常が見

られるかどうかを病理学的に検討した。 

（４）患者家族における遺伝子解析による、

本患者に見られた異常の原因となる遺伝子

変異の解明 

① 患者家族から、同意の上血液を採取し、

血液細胞からDNAおよびRNAを抽出し

た。 

② DNAの直接シークエンスにより、患者家

族の JAK2遺伝子異常について検討した。 

③ 近縁遺伝子である JAK1遺伝子のスプラ

イシング異常の有無について、RT-PCR

により検討した。 

④ 患者および家族の DNA について、エク

ソン部分の全ゲノム解析（エクソーム解

析）を行い、患者で認められた種々の異

常に関与する可能性のある遺伝子変異に

ついて探索した。 
 
４．研究成果 

（１）異常 JAK2 遺伝子のリン酸化活性につ

いての検討 

異常JAK2遺伝子が導入された発現ベクタ

ーpCMV-JAK2M および正常ベクター

pCMV-JAK2 を BaF3 細胞に導入し、

RT-PCRにより異常・正常 JAK2遺伝子が

発現していることを確認できた。これらの

pCMV-JAK2M 導入 BaF3 細胞および

pCMV-JAK2導入BaF3細胞について、Akt

および STAT3 のリン酸化の程度を比較し

た。結果は、IL-3刺激では変異 JAK2導入

BaF3細胞で Aktのリン酸化は正常 JAK2

遺伝子導入細胞に比べ若干亢進していた

が、Stat3のリン酸化に明らかな差はなく、

エリスロポイエチン刺激後 15 分では有意

な差は見られなかった。 

（２）異常 JAK2 遺伝子が造血細胞に与える

影響の検討 

変異 JAK2遺伝子をマウス胚に導入してトラ

ンスジェニックマウスを作成した結果、9 匹

の変異 JAK2遺伝子をもつマウスが得られた。

これらについて、継続的に血液中の赤血球・

白血球・血小板数について確認したところ、

一部で多血や血小板増加を示すマウスが見

られたが、全体的には平均すると明らかな造

血器細胞の異常は認められなかった。また、

1 匹のマウスに肝臓の多発腫瘍が見られたが、

病理学的検討では造血器細胞腫瘍とは認め

られなかった。 

（３）マウス受精卵への異常 JAK2 遺伝子導

入による先天異常発生の検討 

上記で得た 9匹のトランスジェニックマウ

スを交配させ、さらに 7匹の JAK2異常遺

伝子発現マウスを得た。これらの計 16 匹

の JAK2変異マウスについては、特に早期

死亡の傾向はなく、死後の解剖においても

生殖器・肝胆系・心肺系について明らかな

奇形は認められなかった。 

（４）患者および家族の DNA・RNA 解析 

① 患者および家族について JAK2遺伝子の



周辺の DNA の解析を行ったが、スプライシ

ング異常の原因となるような明らかな異常

は見られなかった。一方、両患者では近縁遺

伝子である JAK1のスプライシング異常も同

時に認められており、本疾患ではスプライシ

ング機構そのものに異常が生じている可能

性も考えられた。 

② 患者および家族の血液細胞につい

てエクソーム解析を行ったところ、原因とな

る遺伝子異常の候補が複数認められた。具体

的には、常染色体上に座位する遺伝子８個

（DTHD1、EGFLAM、EPX、MZF1、NBPF1、

NRAP、RANBP17、RTL1）およびＸ染色体

上に座位する遺伝子４個（GATA1、DGKK、

KIAA1210、MORC4）に変異が認められた。

このうち、GATA1 遺伝子は過去の報告にお

いて先天性の貧血で変異が認められており、

本疾患の造血器異常に関与している可能性

が考えられた。一方、DGKK遺伝子は尿道下

裂の患者で変異が認められることが報告さ

れており、本患者の外性器異常に関与してい

る可能性が示唆された。そのほかの遺伝子に

ついては、機能が不明なものや本患者で異常

が認められた臓器で発現していないもので

あり、本疾患への関与は不明であった。スプ

ライシング機構に関与する遺伝子の変異は

認められず、本疾患で JAK2その他の遺伝子

にスプライシング異常が認められた原因に

ついては現状では明らかとならなかった。現

在、本患者で認められた G221D 異常を持つ

GATA1 遺伝子を細胞株に導入し、スプライ

シングの異常が見られるか否かについて検

討中である。 
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