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研究成果の概要（和文）：200字 
 本研究では、（１）メラノーマ細胞の接着、浸潤、転移に関わるFAK下流分子としてPLP2を

同定し、その機能を解析した。（２）JAK2V617F変異体は恒常的に活性化ならびに腫瘍形成能を

示すが、その下流分子を同定した。下流分子として STAT5、さらに、STAT5の標的分子として

Akt, Aurka, c-Myc, Pim-1,2, FANCC, CISを同定し、これらの役割について詳細に解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 (1) We previously reported that a FAKY929F mutant in the B16F10 melanoma cell line gave poor 

metastasis. Here, we identified that the phospholipid protein (PLP)2 was downregulated in this cell line, 

acting as an effector molecule downstream of FAK. Why PLP2 induces the metastatic activity was 

investigated in vitro and in vivo. (2) A JAK2 mutant, JAK2V617F was constitutively active and induced 

abnormal proliferation, tumorigenesis in nude mice, as well as exhibited resistance to antitumor drugs 

including cisplatin. The reason why JAK2V617F has such potent activities was studied. We presented a 

notion that JAK2 mutation constitutively activated STAT5, which enhanced various transcription factors 

and kinases including c-Myc, Aurora kinase A or Pim-1/2, thus inducing transformation in vitro and in 

vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

 我々はこれまで、接着斑キナーゼ(FAK)が

種々のがん細胞において増殖や接着、抗アポ

トーシス作用があることを示す他、メラノー

マ細胞の転移に関与することを明らかにし

てきた。FAK分子ではどの部位が直接がん細

胞の浸潤や転移に関与しているかその役割

についてはまだ解析が不十分であった。FAK

の自己リン酸化部位である Y397やパキシリ

ンとの結合に必要な Y925部位が抗アポトー

シス作用に重要である。そこで、これらの部

位の変異体を導入したメラノーマ細胞を作

成し、in vitro での接着能や浸潤能ならび

に、in vivoでの転移能が抑制されるかどう

か検討が必要と考えた。また、FAKのリン酸

化が下流のどのようなシグナル分子を介し

て NF-κBの活性化やがん細胞の接着、転移

を制御しているかの理解はまだ不十分であ

り、解析が必要である。 

 一方、チロシンキナーゼJAK2はIL-3やエ

リスロポエチン(Epo)などのサイトカインシ

グナル系で中心的な役割を果たしている。

我々はこれまでに、JAK2内の多数のリン酸化

部位の役割について検討を重ねてきた。とく

に、JH2ドメイン内のY613は構成的な活性化

に関わる部位であり、また、JH1キナーゼド

メイン内の Y913は Epoシグナル系で負に制

御する部位であることなどを明らかにした。

また、これまでにJAK2 V617F変異体を BaF3

に発現させた細胞は増殖因子非依存的に増

殖するのみならず、in vivoでの転移、浸潤

能が亢進することを明らかにしてきた。 

 細胞内シグナル分子群のシグナルネット

ワークにおける役割は複雑であり、本研究で

は、細胞の異常増殖、接着、転移という正常

および異常な細胞の基本的な特性の解明の

ために、特に JAK2分子のその下流シグナル

の解析を遺伝子変異導入による改変、DNAア

レー、プロテオミクス等の方法を駆使して、

新たなアプローチで解析することが必要と

考えた。さらに、種々のキナーゼ類に対する

阻害剤がすでにがんの分子標的治療薬が開

発されているが、当初期待されたような特異

性は必ずしも高くはなく、JAK2シグナル系を

特異的な阻害剤の検討が必要と考えた。 

 

２．研究の目的 

（１）メラノーマ細胞の接着、浸潤、転移に

関わる FAK下流分子の同定とその役割の解

析： Y925F変異 FAKの下流分子として、

Proteolipid protein 2 (PLP2)を同定してお

り、PLP2過剰発現細胞はメラノーマの転移を

亢進させることを見いだした。そこで、in 

vitro および in vivoにおいて、PLP2の果

たす役割とその機序の解明をめざす。 

（２）JAK2V617F変異体細胞の増殖因子非依

存性増殖ならびに腫瘍形成能の検討：JAK2の

V611S、V617F変異体は JAK2欠損胎児細胞あ

るいは BaF3細胞に導入した細胞の赤血球分

化誘導や腫瘍形成において重要であること

を証明しているが、本プロジェクトでは、

JAK2内の多数のリン酸化部位の役割につい

ての解析を行う。さらに、JAK2V617F変異体

細胞の in vitroでの細胞増殖亢進の機序、

抗アポトーシス耐性の機序、抗がん剤耐性の

機序、ならびにin vivo腫瘍形成とその機序

の解析をめざす。 

（３）JAK2V617F変異体細胞の下流分子の解

析：V617F細胞の異常増殖ならびに腫瘍形成

の機序については現在不明であり、その機序

の解析ならびに下流のシグナル分子を同定

することが急務である。JAK2点変異体V617F

細胞は恒常的に活性化されて、下流の標的分

子を明らかにすることは、本プロジェクトの

重要な目標である。 

 

３．研究の方法 

（１）マウスメラノーマ細胞株へのFAK変異

体ならびに PLP2導入細胞株の作成と転移実

験：Y925F変異体を導入したマウスメラノー

マ細胞（B16F10）とコントロールベクター導

入した細胞での発現遺伝子の解析から、

Y925F変異体では、PLP2の発現が低下してい

ることを見いだした。そこで、PLP2過剰発現

細胞株を作成するとともに、特異的な抗体を

調整した。PLP2過剰発現細胞をマウスに皮下

注し、肺への転移能を解析した。さらに、PLP2

の細胞内局在や会合する分子の解析を行っ

た。 

（２）JAK2点変異体V617Fの作成と腫瘍形成

能の検討： 

Epo受容体のリン酸化を阻害する変異体  

(Y343F, Y401F, Y479F)の発現ベクターを作

成しレトロウイルスを用いてBaF3細胞で過

剰発現細胞株を作成した。細胞増殖や細胞周

期は，BrdUならびにFACSを用いて解析するほ



 

 

か、ヌードマウスでの腫瘍形成能を測定した。 

さらに、JAK2の下流分子の同定を行う目的

で、DNAアレー法ならびにプロテオーム解析

を行った。 

 

４．研究成果 

（１）FAK 下流分子としてのPLP2役割の解

析：FAKのメラノーマ細胞の浸潤や転移にお

ける役割を明らかにするために、Y925F変異

体導入メラノーマ細胞の転移能をinvivoで

検討したところ、著明に低下していた。そこ

で、Y925F変異体を導入細胞でのDNAアレー

の結果から、PLP2の発現が低下しており、

この新規分子に着目した。PLP2過剰発現し

たメラノーマ細胞株を作成して、in vitro

で検討したところ、その接着、運動、浸潤能

の増大がみられた。また、in vivoでマウス

転移能を検討した所、肺への転移が亢進する

ことがわかった（Sonoda et al. Oncol Report 
2010）。さらに、その機序についての解析す
すめた。一方、メラノーマ細胞を用いて、天

然物由来化合物によるin vitroにおけるス

クリーニングを行い、in vitroでの接着、

運動、浸潤能を指標に、フラボノイドならび

3,6-スルファチドなど、転移、浸潤を抑制す

る新たな化合物を見いだした。 

（２）JAK2点変異体 V617Fの増殖因子非依

存性増殖ならびに腫瘍形成能の検討： 

我々はこれまでに、JAK2内の多数のリン酸化

部位の役割について検討するとともに、JAK2

点変異V617F導入細胞の異常増殖機構の解析

を行った。JAK2V617F変異体は、in vivoに

おいて著明な腫瘍形成を誘導することを見

いだした。そこで、V617F下流のシグナル分

子の同定ならびに腫瘍形成における役割を

解析し、以下のような結果を得た。 
① JAK2内の多数のリン酸化部位の役割につ
いて検討した。JH1やJH2キナーゼドメイン内
のチロシンリン酸化は、Epoシグナル系で負
に制御する部位であることを明らかにした。
Epo受容体やJAK2内のリン酸化部位の検討か
ら、JAK2に少なくとも13カ所のTyrリン酸化
を同定しており、これらの部位間のクロスト
ークと各々の役割を解析し、その活性化や負
に制御する部位の同定を行った。 
② JAK2V617F変異体は、in vitroで異常な

増殖を引き起こし、ヌードマウスにおいて著

明な腫瘍形成を誘導した。JAK2変異体のシグ

ナル伝達経路の解析を行ったところ、JAK2 

V617F変異体が転写因子 STAT5の恒常的な活

性 化 を 誘 導 す る こ と を 見 出 し た

（Funakoshi-Tago et al. J Biol Chem 2010）。 
③ さらに、JAK2変異体の下流においてセリ

ン・スレオニンキナーゼAktがCREBやGSK-3

βのリン酸化を誘導することにより、抗アポ

トーシス因子である Bcl-XLや Mcl-1の発現

を上昇させ、抗アポトーシス作用を示すこと

を明らかにした（Kamishimoto et al. Cell Signal. 
2011）。 
④ JAK2下流分子の中で、STAT5の恒常的な

活性化が重要であるが、さらに、STAT5の標

的分子として Akt, Aurora kinase, c-Myc, 

Pim-1,2, FANCC, CISなどの分子を同定した。

とくに、c-MycはAurora Kinase (Aurka) の

活性化をもたらすことがわかった。Aurkaの

活性化は、JAK2V617F変異体のシスプラチン

耐性に関与していることを明らかにした

（Sumi K et al. Cell Signal, 2011）。また、STAT5
の下流分子として、Pim-1,2の発現亢進が認

められ、この分子をノックアウトすると、増

殖が抑制され、アポトーシスが誘導されるこ

とから、細胞の異常増殖に関わっていること

が明らかとなった。 

⑤ なお、甘草由来のリコカルコン Aは NF-

κB活性化抑制するが、NF-κB阻害作用にお

けるリコカルコン A の構造活性相関の検討

を行った(Int Immunopharmacol. 2010)。さ

らに、3種類のフラボノイド化合物Apigenin, 

Luteolin, Fisetinは、JAK2V617F変異体の

増殖を抑制するとともに、カラゲニン浮腫を

顕著に抑制することを見出し、その作用機構

としてNF-kB活性化を阻害することを明らか

に し た (Funakoshi-Tago M et al. Int 
Immunopharmacol. 2011)。 
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本研究の意義と重要性については、JAK2シ

グナルの異常は真性赤血球増加症や慢性骨

髄増殖性疾患を引き起こすことから容易に

理解される。JAK2シグナルの異常がなぜ標

記疾患の原因となるか、その機構の解析は重

要であり、我々は、シグナル系に関わる標的

分子を明らかにした。とくに、転写因子STAT5

や c-Myc とその下流分子を同定した。JAK2

シグナル系、JAK/STAT経路を標的とする分

子標的治療薬の開発は重要であり、今後、こ

れらの標的分子の活性を制御する天然物由

来ならびに低分子化合物などの薬剤の探索

につなげて行く予定である。 
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