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研究成果の概要（和文）：チロシンキナーゼJAK2の点変異体 (V617F) は、慢性骨髄増殖性腫瘍の原因遺伝子である。J
AK2V617F変異体は恒常的な活性化型であり、異常な細胞増殖や腫瘍形成を誘導することが知られているが、JAK2 V617F
変異体が誘導する発がんシグナルの分子機構は不明である。JAK2V617F変異体が誘導する発がんシグナルを理解するに
は、JAK2V617F変異体の下流における全てのシグナル分子の状態変化を同時に網羅的に解析する必要がある。本研究で
は、定量的リン酸化プロテオーム解析を行い、JAK2V617F変異体の下流でリン酸化される分子を同定し、それらの発が
んシグナルにおける役割を解析した。

研究成果の概要（英文）：A somatic mutation (V617F) in tyrosine kinase JAK2 was found in the majority of 
myeloproliferative neoplasm (MPN) patients. It has been shown that the JAK2 V617F mutant was 
constitutively active and induced the cytokine-independent cell proliferation and tumorigenesis, 
suggesting that it behaves as a potent oncogene product. However, the molecular mechanism how JAK2 V617F 
mutant induces cellular transformation has not been elucidated. To clarify the molecular mechanism of 
JAK2 V617F mutant-induced transformation, it is necessary to analyze the states of all signal molecules 
at the downstream of JAK2 V617F mutant at the same time. Therefore, we performed quantitative 
phosphoproteome analysis to identify the phosphorylated proteins at downstream of JAK2 V617F mutant and 
analyze the roles of these molecules.

研究分野： シグナル伝達
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１． 研究開始当初の背景 

チロシンキナーゼ JAK2 は、血球細胞の分

化・増殖を誘導するサイトカインの重要なシ

グナル伝達分子であり、その活性制御の破綻

が多くの疾患の原因となることが知られて

いる。2005 年に、慢性骨髄増殖性腫瘍 

(myeloproliferative neoplasm; MPN) 患者

において、JAK2 の点変異 (V617F) が認めら

れることが報告された。JAK2 変異体 (V617F) 

のノックインマウスは、赤血球や血小板の異

常な増加をはじめとするMPN様の症状を呈す

ることが報告されており、JAK2 変異体が MPN

の原因遺伝子であることが明らかにされた。  

また、私達は、JAK2 変異体は恒常的に活性

化状態にあり、サイトカイン依存性増殖を示

す Ba/F3 細胞に JAK2 変異体を導入すると、

サイトカイン非依存的な増殖を示すことを

見出した。さらに、JAK2 変異体を発現した細

胞をヌードマウスに移植すると、顕著な腫瘍

形成を誘導することを見出し、JAK2 変異体が

強力な癌遺伝子産物として機能することを

明らかにした。しかしながら、JAK2 の点変異

がMPN発症へと至るメカニズムは不明であり、

分子レベルにおけるMPNの発症機序の解明が

重要な問題として残されていた。 

 
２． 研究の目的 

JAK2 変異体が誘導する複雑な発がんシグ

ナルを理解し、そのメカニズムの全貌を明ら

かにするためには、細胞内において JAK2 変

異体の下流における全てのシグナル分子の

状態変化を同時に網羅的に解析する必要が

ある。したがって、本研究では、1) 異なる

安定同位体で標識した野生型JAK2 (WT) 発現

細胞およびJAK2変異体 (V617F) 発現細胞を

用いた定量的リン酸化プロテオーム解析に

より、JAK2 変異体の下流で、特異的にリン酸

化されるタンパク質を網羅的に探索するこ

とを目的とした。このリン酸化タンパク質の

中には、JAK2 変異体の発がんシグナルにおい

て中核的に機能するタンパク質が含まれる

ことが期待される。さらに、プロテオーム解

析により得られた各シグナル分子の機能や

シグナル伝達機構を解析することにより、

JAK2 変異体のシグナル伝達機構の全貌を解

明し、MPN の発症機序を理解することをめざ

した。 

 

３．研究の方法  

(1) 細胞株の作成 

レトロウィルス感染により、マウス Ba/F3

細胞に、エリスロポエチン受容体 (EpoR) と

共に、野生型 JAK2 あるいは JAK2 V617F 変異

体を発現させた細胞株を作製した。 

(2) 定量的リン酸化プロテオーム解析 

SILAC 法 (Stable Isotope Labeling by 

Amino acids in Cell culture) により、野

生型 JAK2 発現 Ba/F3 細胞と JAK2V617F 変異

体発現Ba/F3細胞をそれぞれ異なる安定同位

体（12C、13C）で標識されたアミノ酸を含む完

全 培 地 を 用 い て 培 養 し た 。 HAMMOC 法 

(Hydroxy Acid-Modified Metal Oxide 

Chromatography) により回収したリン酸化

ペプチドを LC-MS/MS により同定し、Mass 

Navigator によりペプチドのリン酸化を定量

し、JAK2 変異体の下流でリン酸化されるペプ

チドを同定した。 

(3) リン酸化分子の機能解析 

リン酸化分子の発現ベクターおよび特異

的な shRNA の発現ベクターを作成し、Ba/F3

細胞、JAK2 変異体発現 Ba/F3 細胞にレトロウ

イルス感染により導入した。また、各分子の

非リン酸化変異体を作成し、同様に、Ba/F3

細胞、JAK2 変異体発現 Ba/F3 細胞にレトロウ

イルス感染により導入した。これらの細胞株

の増殖能、腫瘍形成能を検討した。 

 

４．研究成果  

定量的リン酸化プロテオーム解析を行っ

た結果、野生型 JAK2 発現細胞に比べて、JAK2

変異体発現細胞において、リン酸化が 4倍以



上亢進したペプチドを 560 種類同定した。こ

れまでに報告されている JAK2 自体の 523 番

目のセリン残基 (S523) のリン酸化が、野生

型 JAK2 に比べて、JAK2 変異体では約 6 倍亢

進していることが観察された。また、JAK2 変

異体発現細胞の生存に関与するキナーゼ Akt

の 244番目のセリン残基 (S244) のリン酸化

は、JAK2 変異体の下流で約 5倍亢進した (図

1)。 

まず、JAK2V617F 変異体発現細胞で、リン

酸化が亢進していた分子の中には、DNA の安

定化に関与するファンコニ貧血症原因因子 

(FANC) と呼ばれる一連の因子が含まれてい

た。次に、FANC ファミリーの発現を検討し

た結果、JAK2 変異体は転写因子 STAT5 の活性

化を介して、FANCC の発現を特異的に誘導す

ることが明らかになった。FANCC の強制発現

やノックダウンを行っても、JAK2 変異体発現

細胞の増殖能は変化しなかったことから、

FANCCはJAK2変異体による細胞増殖誘導には

関与しないことが示唆された。 

また、JAK2 変異体発現細胞では、FANCC の

発現により、FANCD2 のユビキチン化が誘導さ

れ、DNA 修復系が活性化されることを見出し

た。実際、JAK2 変異体発現細胞は多くの抗が

ん剤に対し耐性を示すことが知られている

が、FANCC をノックダウンすると CDDP (シス

プラチン) や MMC (マイトマイシン) などの

DNA 架橋剤に対して感受性が亢進することが

明らかになった。一方、FANCC をノックダウ

ンしても、JAK2 変異体発現細胞の DNA 切断活

性を持つ BLM (ブレオマイシン) や葉酸代謝

拮抗剤MTX (メトトレキサート)に対する感受

性は変化しなかったことから、FANC ファミリ

ーは、JAK2 変異体発現細胞における DNA 架橋

剤に対する耐性に寄与することが考えられ

た。 

さらに、JAK2 変異体発現細胞では、サイト

カイン抑制因子である SOCS3 の 204 番目およ

び 221 番目のチロシン残基（Y204, Y221） が

リン酸化されていることを見出した。SOCS3

を JAK2V617F 変異体発現 Ba/F3 細胞に強制発

現すると、増殖能が顕著に抑制された。一方、

RNA 干渉法により、内在性 SOCS3 をノックダ

ウンすると、JAK2V617F 変異体発現 Ba/F3 細

胞の増殖能が有意に増強された。さらに、

SOCS3 のリン酸化部位であるチロシン残基を

フェニルアラニンに置換した Y204F 変異体、

Y221F 変異体、Y204/221F 変異体を作成し、

SOCS3 のリン酸化の生理的意義を検討した。

その結果、Y204F 変異体は、SOCS3 と同様に、

JAK2V617F 変異体発現細胞の増殖能を抑制し

たが、Y221F 変異体および Y204/221F 変異体

はJAK2V617F変異体発現細胞の増殖能に影響

を及ぼさなかった。したがって、Y221 のリン

酸化が、SOCS3 の機能を制御することが明ら

かになった。 
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