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研究成果の概要（和文）：本研究では、造血器悪性腫瘍の１つである骨髄増殖性腫瘍で高頻度に見られるJAK2遺伝子の
V617F変異によりもたらされる病態、とりわけ同疾患の発症、急性骨髄性白血病への進展機序を解明することを目的と
した。具体的には骨髄増殖性腫瘍細胞から過剰分泌されるリポカリン-2という因子に注目し、その働きを解析した。ま
ず、同因子はパラクライン作用により正常造血細胞にDNA損傷を誘導し、このことが遺伝子変異の蓄積、白血病発症に
寄与しうることを示した。さらに、リポカリン-2はDNA損傷に伴うp53経路の活性化により正常造血系を抑制することで
、骨髄増殖性腫瘍の発症に寄与することを示した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to elucidate the pathogenesis of 
myeloproliferative neoplasm (MPN), one of the major hematological malignancies. We focused on JAK2V617F 
mutation frequently seen in MPN and analyzed its contribution to the incidence of MPN and the 
transformation of MPN into acute myelogenous leukemia (AML). We found that MPN cells abundantly secreted 
lipocalin-2. First, lipocalin-2 induced DNA damage in the neightbouring normal hematopoietic cells within 
MPN bone marrow in a paracrine manner, which could contribute to the progression of MPN into AML through 
accumulation of the genetic mutation. Moreover, we showed that lipocalin-2 suppressed normal 
hematopoiesis through inducing the DNA damage-induced apoptosis. Since proliferation of MPN clones were 
not affected by lipocalin-2, lipocalin-2 secretion resulted in the relative growth advantage of MPN 
clones over normal hematopoietic cells, which promoted the development of MPN.

研究分野：血液学
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１．研究開始当初の背景 
(1)BCR/ABL陰性の骨髄増殖性腫瘍（MPN；

myeloproliferative neoplasm ） は 主 に

JAK2V617F 変異による JAK-STAT 経路の

恒常的活性化により発症し、真性多血症

(polycythemia vera; PV)、本態性血小板血症

(essential thrombocythemia; ET)、骨髄線維

症(myelofibrosis; MF)などの病態を呈するが、

経過とともに一部の症例で急性骨髄性白血

病（AML；acute myeloid leukemia）AML

への急性転化が生じ、極めて予後不良な転帰

をたどる。その頻度は PV, ETで 2-5%, MF

で 20%と健常人と比較して高い[1]。白血病発

症においては付加的遺伝子変異の獲得が重

要であるため、MPN ではゲノムの不安定性

亢進に伴い遺伝子変異が生じやすくなって

いることが予想されているが、その詳細な機

序はわかっていない。 

(2)また、JAK2V617F変異陽性のMPNから

のAML発症例において、白血病細胞の JAK2

変異を調べるとおよそ半数の症例でこの遺

伝子変異が消失していることが報告されて

いる[2,3]。すなわち、MPN 骨髄中に存在し

ている JAK2変異を持たない正常造血細胞ク

ローンが MPN クローンと同程度の確率で

AML への転化を来たすリスクを持つと考え

られる。 

２．研究の目的 

本研究では、MPN から AML への急性転化

のメカニズムを解明し、その進展を予防的に

抑制する治療開発へつなげることを目的と

する。特に、上記のMPNにおいて高頻度に

見られるJAK2V617F遺伝子変異陽性例から

進展した AMLの約半数例で JAK2変異が陰

性となっているという報告に着目し、JAK2

変異陽性細胞が何らかの変異原性物質を分

泌し、パラクライン作用により自身の細胞の

みならず周囲の正常骨髄細胞の DNA 損傷を

引き起こし、白血病進展への遺伝子変異を引

き起こすという仮説を立て、その詳細な分子

機序の解明と、将来的な臨床応用を視野に入

れた抑制効果の検証を行うことを目的とす

る。具体的には、まずマウスMPNモデルを

用いて DNA 損傷応答の有無を観察し、その

後 JAK2V617F 陽性細胞の遺伝子発現プロ

ファイル解析をもとに変異原性物質を同定

する。さらに同因子の作用機序、MPN にお

ける役割の解明についても研究を進める。 
 
３．研究の方法 

(1)MPN モデルについては、レトロウイルスに

よりJAK2V617Fをマウスの骨髄細胞に導入し、

これを同系のマウスに移植することで作成

する。同マウスの骨髄中の造血細胞をコント

ロールの骨髄細胞と比較し、DNA 損傷の程度

をヒストン H2のセリン 139番のリン酸化(γ

H2AX)により評価する。詳細な in vitro での

実験には、JAK2V617F をマウスの骨髄球系細

胞株の 32D 細胞に導入して解析を進める。 

(2)変異原性物質の同定は、公表されている

マイクロアレイデータを用いて候補遺伝子

を抽出する。これらの遺伝子について、shRNA

ウイルスベクターを作成し、その DNA 損傷に

関する効果についての解析を進める。 

(3)DNA 損傷を引き起こす物質を同定後、マウ

スモデルを用いて白血病発症の予防効果を

検証する。また MPN 患者検体を用いて、同因

子の分泌能、白血病発症リスクとの関連性に

ついても検証を行う。 

４．研究成果 

(1)方法で記載したように、JAK2V617F をマウ

スの骨髄細胞に導入し、これを同系のマウス

に移植することで作成するMPNモデルマウス

の骨髄細胞のDNA損傷を観察した。JAK2V617F

ウイルスベクターにはGFP蛍光がつけており、

JAK2V617F の入っている細胞とそうでない細

胞を区別することができる。図１に示すよう

に、JAK2V617F 導入骨髄細胞では、GFP 陽性

(MPN 細胞)、陰性(正常骨髄細胞)双方におい

て、γH2AX の増加が見られた。すなわち、

JAK2V617F 陽性細胞による何らかのパラクラ



イン作用により周囲の正常骨髄細胞の DNA

損傷が引き起こされていることが示唆され

る。 

 
 

 

 

(2)既存のマイクロアレイデータを用いて、

JAK2V617F 導入細胞で発現上昇が見られる遺

伝子のうち、液性因子をコードする遺伝子を

抽出した。図 2のように、８種類の候補遺伝

子が得られた。 

 

 

 

 

(3)これらの遺伝子に対する shRNA ウイルス

ベクターを作成し、32D 細胞株に JAK2V617F

とともに各々を導入した。JAK2V617F陽性 32D

細胞では、同細胞の培養上清が元の 32D 細胞

にγH2AX の増加を引き起こす効果を獲得し、

マウスMPNモデルと同様にパラクライン作用

による DNA 損傷が見られる。上記の遺伝子の

うち、リポカリン 2(Lcn2)の発現をノックダ

ウンすると、図３に示すように、γH2AX が減

少し、同因子がパラクライン作用による DNA

損傷を担っていることがわかった。 

 

 

 

(4) さらにリポカリン 2の DNA 損傷を引き起

こすメカニズムについて解析を進めたとこ

ろ、細胞内の鉄濃度の亢進に伴う活性酸素の

上昇によることが示唆された。図 4に示すよ

うに、リポカリン 2を外的に投与すると細胞

内の活性酸素が上昇するが、鉄キレート剤を

共投与すると、その効果がキャンセルされた。 

 

 

 

(5)正常細胞では リポカリン 2により DNA損

傷、これに伴う p53 経路の活性化、アポトー

シスの亢進が観察されたが、これとは対照的

に、JAK2V617F 陽性細胞では p53 経路の活性

化が弱く、アポトーシスが見られなかった。

このためリポカリン 2 投与によっても、

図 1. 免疫蛍光染色によるマウス骨髄

細胞内の DNA損傷の観察 

図 2. DNA損傷に関わる候補遺伝子の探

索 

図 3. リポカリン 2によるDNA損傷効

果の確認 

図 4. リポカリン 2による細胞内鉄、活

性酸素の上昇 



JAK2V617F 陽性細胞では in vitro でのコロニ

ー形成能の低下は見られなかった。すなわち、

リポカリン２に対する反応性に違いが見ら

れた(図 5, 図 6)。 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

(6)上記の結果をヒト細胞でも確認するため、

MPN 患者由来骨髄細胞のコロニー形成能をリ

ポカリン 2投与の有無で比較したところ、コ

ントロール骨髄細胞ではコロニー数の減少

が見られたが、MPN 細胞ではこれが見られな

かった。すなわち、マウスモデルと同様、リ

ポカリン2に対する反応性の違いが確認され

た。従って同因子はパラクライン作用による

DNA 損傷を介して、正常造血を抑制すること

で、MPN 骨髄細胞の相対的な増殖に寄与して

いると考えられる。 
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図 5. リポカリン 2 による p53 経路活
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図 6. マウス骨髄細胞における、リポカ

リン 2投与下でのロニー形成能の比較 
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