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1. 序論 

 

非受容体型チロシンキナーゼである Jauns kinase (JAK) ファミリーは、サイトカイン受容

体と結合し、酵素活性のない受容体に代わって、シグナル分子をリン酸化することにより、

細胞内シグナル伝達経路の活性化に寄与する。現在までに、JAKファミリーとして、JAK1、

JAK2、JAK3および Tyk2の 4種類が知られている。JAKファミリーには、保存された 7つ

のアミノ酸の相同性が高い領域である JAK homology (JH) domain が存在する。N 末端側の

JH4-JH7は FERM (four-point-one, ezrin, radixin, moesin) domainと呼ばれ、サイトカイン受容

体との結合に重要な領域である。また、C末端側の JH1は kinase domainであり、JH1に隣

接した JH2は psuedokinase domainと呼ばれ、キナーゼ活性を持たない。JAKは、通常、JH1

と JH2 が会合した折りたたまれた構造をとり、不活性化状態を保っている。サイトカイン

がサイトカイン受容体に結合すると、JAKの JH1-JH2の会合が阻害され、JH1のアクチベー

ションループに存在するチロシン残基が自己リン酸化を受け、活性化される [1-5]。 

サイトカイン受容体は、細胞膜貫通領域の直下に、2 つのプロリン残基を持つ box1 領域

と疎水性に富む box2領域が保存されており、これらの領域を介して JAKファミリーと結合

する。各サイトカイン受容体に結合する JAK ファミリーの種類は決まっており、その違い

によって、サイトカインは多様な生理機能を発揮することが可能になる。例えば、抗ウイル

ス作用や腫瘍増殖抑制作用を持つ Interferon alpha (IFN) の受容体 (IFNR1 および IFNR 

2) には、JAK1および Tyk2が結合し、IFNの受容体 (IFNR1および IFNR 2) には、JAK1

および JAK2が結合する。また、主要な炎症性サイトカインである Interleukin-6 (IL-6) の受

容体 (IL-6R) は、gp130 とヘテロダイマーを形成し、IL-6 刺激により、JAK1 および JAK2

を活性化する。Th1サイトカインである IL-2の受容体 (IL-2R) は、鎖とヘテロダイマーを

形成し、IL-2刺激により、JAK1および JAK3の活性化を誘導する。これらに対し、赤血球

の分化、増殖に重要なエリスロポエチン (Erythropoietin: Epo) や血小板の分化、増殖を制御
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するトロンボポエチン (Thrombopoietin: Tpo) の受容体である EpoR や TpoR は、ホモダイ

マーを形成し、JAK2 のみが結合する [6]。サイトカインが特異的な受容体に結合すると、

JAK を起点として、転写因子 signal transducer and activator of transcription (STAT) や、

phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K)/Akt経路、mitogen activated protein kinase (MAPK) 経路な

どが活性化される。これらのシグナル伝達経路は、細胞の生存、増殖や分化に重要な役割を

果たすことが知られており、JAK ファミリーの活性制御の破綻は多くの疾患の原因となり

得る。 

2005 年に、慢性骨髄増殖性腫瘍 (myeloproliferative neoplasm; MPN) 患者の大多数におい

て、JAK2 の JH2 ドメインに、617 番目のバリンがフェニルアラニンに置換した点変異 

(V617F) が認められることが報告された  [7, 8]。MPN の中でも、真性赤血球増加症 

(Polycythemia vera; PV) 患者では約 95%、本態性血小板血症 (Essential thrombocythemia; ET) 

や原発性骨髄線維症 (Primary myelofibrosis; PMF) では約 50 %の患者において、JAK2V617F

変異が陽性であることが明らかになった。JAK2V617F 変異体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、

JAK2V617F 変異体が MPN の原因遺伝子であることが明らかにされた [9]。しかしながら、

現在まで、JAK2 の点変異が、MPN の発症へと至る分子機構は不明である。また、2011 年

に、米国で最初のMPNの治療薬として JAK2阻害剤 Ruxolitinib (INC424) が承認され、適用

されているが、脾腫の改善効果は認められたものの、MPN の根治や患者の生存率の向上を

もたらすまでの治療効果は得られていない [10]。また、Ruxolitinib は、JAK2V617F 変異体

だけでなく、野生型 JAK2の活性も抑制することから、副作用が問題視されている。したが

って、JAK2 の点変異による MPN 発症メカニズムを分子レベルで解明し、その理解に基づ

いた有効なMPN治療薬を開発することが重要な課題である。 

JAK2V617F 変異体は、血球細胞に、単独で過剰発現しても活性化されないが、EpoR や

TpoR、顆粒球刺激因子受容体 (GCSFR) などのホモダイマー型のタイプ I サイトカイン受
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容体と共発現した際に、恒常的に活性化することが報告されている [11]。これまでに私達

は、IL-3 に依存して増殖するマウス血球細胞 Ba/F3 細胞に、JAK2V617F変異体と EpoR を

共発現すると、IL-3非依存的な増殖能を示すことを報告している。さらに、この JAK2V617F

変異体とEpoRを共発現した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

されることを明らかにし、EpoRの共発現下において、JAK2V617F変異体が強力ながん遺伝

子産物として機能することを示した [12]。 

EpoR は、Ep 刺激により、細胞内ドメインに存在する 8 個のチロシン残基 (Y343, Y401, 

Y429, Y431, Y443, Y460, Y464, Y479) が、JAK2によりリン酸化を受けることが知られてい

る。これまでに、EpoRのリン酸化された Y343に、STAT5が Src homology 2 (SH2) domainを

介して結合することが明らかにされている [13, 14]。また、STAT3は、リン酸化 Y431を介

して活性化されることが報告されている [15]。さらに、アダプター分子 growth factor receptor-

bound protein 2 (Grb2) や PI3K p85サブユニットが、リン酸化された Y464、Y479にそれぞ

れ結合することが知られている [16, 17]。Grb2 は Ras-Raf-mitogen-activated protein kinase 

(MAPK)/ extracellular-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) (MEK) 経路の活性化を介して ERK1/2の

活性化を誘導し [18]、PI3K はホスファチジルイノシトール 2 リン酸 (PIP2) のリン酸化を

介して、生存シグナル分子 Aktの活性化を誘導する [19, 20]。また、リン酸化された EpoR

には、Epoシグナルを負に調節する分子も結合することが報告されている。サイトカインシ

グナル経路の negative regulatorとして知られる Cytokine-inducible SH2-containing protein (CIS) 

はリン酸化された Y401に結合し、また suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) はリン酸

化された Y401に加えて、Y429、Y431に結合する [21-23]。さらに、SH2 domain-containing 

tyrosine phosphatase 1 (SHP1) はリン酸化された Y429、Y431に結合し、JAK2や STAT5の活

性を制御することで Epoによる細胞増殖や分化誘導を阻害する [24-26]。 

一方、JAK2V617F変異体のトランスジェニックマウスにおいて、TpoRをノックアウトす

ると、血小板血症、好中球増加、および脾腫が改善されるなど、MPN 様の症状が緩和され
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たことから、JAK2V617F変異体によるMPN発症において、TpoRもまた、重要な役割を果

たすことが明らかにされている [27]。TpoR の細胞内ドメインには 5 個のチロシン残基 

(Y521, Y533, Y582, Y616, Y621) が存在し、これまでに、Tpo刺激下において、Y582、Y616

および Y621がリン酸化を受けることが知られている。TpoRの Y616のリン酸化を介して、

アダプター分子 Shcやホスファターゼ Shc-associated p145 inositol phosphatase (SHIP) のリン

酸化が誘導される [28-31]。Y616 をフェニルアラニンに置換した TpoR-Y616F 変異体は、

Tpo刺激による STAT3の活性化を顕著に抑制し、Y616と共に Y621をフェニルアラニンに

置換した TpoR-Y616/621F変異体は、Tpo刺激による STAT3の活性化を顕著に抑制する。し

たがって、STAT3 の活性化には、TpoR の Y616 と Y621 のりン酸化が重要であるが、主に

TpoRの Y616のリン酸化を介して誘導されると考えられている。一方、TpoR-Y616/621F変

異体は、Tpo刺激による STAT5の活性化をわずかに抑制するだけであり、TpoRの Y616と

Y621のリン酸化は、STAT5の活性化に部分的に寄与することが示唆される。一方、Y582が

リン酸化を受けると、サイトカイン刺激を負に制御する SHP1がリクルートされることが報

告されている [32]。 

本研究では MPN 発症メカニズムの解明を目指し、まず、JAK2V617F 変異体による形質

転換に重要な役割を果たす EpoR に着目した。特に、JAK2V617F 変異体による発がん誘導

における EpoRのリン酸化の役割を明らかにすることを目的とした。また、TpoRのリン酸

化を介した JAK27F変異体による発がんシグナルの誘導機構について検討した。 
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2、方法 

 

2-1 試薬 

Recombinant murine Interleukin-3 (IL-3) は PEPROTECH INC.より、エリスロポエチン 

(ESPO®3000) は協和発酵キリンより購入した。抗 ERK抗体、抗 PI3Kp85 抗体、抗リン酸化

JAK2抗体 (Y1007/1008)、抗リン酸化 STAT5 抗体 (Y694)、抗リン酸化 Akt抗体 (S473)、抗

リン酸化 STAT3 抗体 (Y705)、および抗リン酸化 ERK 抗体 (T202/Y204) は Cell Signaling 

Technologyより購入した。抗 JAK2抗体、抗 STAT3 抗体、抗 Grb2 抗体、抗-actin抗体およ

び抗リン酸化 STAT5抗体 (S780) は Santa Cruzより購入した。抗 CrkL抗体は abcamより購

入した。抗リン酸化チロシン抗体 (PY20) はBD Biosciensesより購入した。抗HA抗体 (3F10) 

は Rocheより、抗 Flag 抗体 (M2) は SIGMA より購入した。Peroxidase-conjugated rabbit anti-

mouse、goat anti-rabbit、rabbit anti-goat及び rabbit anti-rat 二次抗体は Dako-Japan より購入し

た。 

 

2-2 プラスミド 

 マウス JAK2 c-HA とマウス EpoR c-Flag あるいはマウス TpoR c-Flag をそれぞれ、murin 

stem cell virus (MSCV)-Hygro あるいはMSCV-Puro (Clontech) にサブクローニングした。Site-

Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE) を用いて、JAK2 のアミノ酸置換 (V617F)、

EpoR のアミノ酸置換 (Y343F、Y401F、Y429F、Y431F、Y443F、Y460F、Y464F、Y479F)、

および TpoRのアミノ酸置換 (Y512F、Y533F、Y582F、Y616F、Y621F) を行った。 

 

2-3 細胞培養 

 Ba/F3細胞は、10% 非働化ウシ胎児血清 (FBS) (gibco)、2 mM L-グルタミン (Nacalai tesque)、

100 U/mL ペニシリン (Nacalai tesque) および 100 g/mL ストレプトマイシン  (Nacalai 
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tesque) を含有する Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) (Nacalai tesque) を用い、IL-3 

(2 ng/mL) の存在下において、37℃ 5% CO2に保たれたインキュベーター内で培養した。ま

た、JAK2 ノックアウト murine embryonic fibroblasts (MEFs) および HEK293T細胞は、10 % 

FBS 含有 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Nacalai tesque) を用いて 37℃ 5% CO2

に保たれたインキュベーター内で培養した。 

 

2-4 レトロウイルスの調製 

 HEK293T 細胞 (3×105 cells) を 10 cm dish に播種し、各 1.3 gの 2種類のヘルパーベクタ

ー (pE-Eco helper, pGP helper) および 1.4 g の各レトロウイルス発現ベクター を 12 L の

Fugene 6 (Roche) を用いてトランスフェクトした。16時間培養後、メディウムを除き、新し

い培養メディウムを 3.5 mL 加えた。4～6 時間後にレトロウイルスを含む培養上清を回収

し、さらに 3.5 mLの新しい培養メディウムを加えた。この操作を 2日間繰り返した後、回

収したレトロウイルスを含む培養メディウムを 0.45 m のフィルターでろ過し、-80℃に保

存した。 

 

2-5 レトロウイルスの感染 

 ノントリートメントタイプの 6 wellプレート (IWAKI) あるいは 24 well プレートに、50 

g/mLの RetroNectin® (TAKARA) を 2 mLあるいは 500 L加え、4℃で一晩静置し、プレ

ートをコーティングした。RetroNectin®を除き、2% BSA/PBS 溶液を 2 mLあるいは 500 L

加え、室温で 30分間静置し、ブロッキングを行った。2% BSA/PBS溶液を除き、PBSで洗

浄後、レトロウイルス溶液を 3 mL あるいは 1 mL 加え、37℃で 5 時間インキュベートし

た。レトロウイルス溶液を除き、IL-3 (2 ng/mL) および 10% FBS 含有 RPMI培地で 1×104 

cells/mL となるように調整した Ba/F3 細胞懸濁液を 2 mL 加え、37℃で 2 日間培養した。

感染した細胞を選別するために、IL-3 (2 ng/mL) に加えて、Hygromycine (200 g/mL) ある
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いは Puromycine (2 g/mL) を添加した 10 % FBS 含有 RPMI培地で 3～4日間培養し、それ

ぞれの細胞株を樹立した。 

 また、JAK2ノックアウトMEFsをウイルス感染させるために、培養メディウムを除去後、

polybrene (100 ng /mL) 含有レトロウイルス溶液を 4 mL添加し 4時間 37℃で培養した。そ

の後さらに polybrene含有レトロウイルス溶液を 4 mL加え、4時間 37℃で培養した。培養

メディウムをさらに 4 mL加え、一晩 37℃で培養した。翌日、培養メディウムを除去し、

新しいメディウム 10 mLを添加し、37℃で 2日間培養した。感染した細胞を選別するため

に、Hygromycine (200 g/mL) あるいは Puromycine (2 g/mL) を添加した 10 % FBS 含有

DMEM 培地で 4日間培養し、それぞれの細胞株を樹立した。 

 

2-6 細胞生存率、増殖能の測定 

 マウス Ba/F3細胞株 (1×105 cells/mL) を 1 % FBS 含有 RPMI培地を用いて、24 wellプレ

ートに 1 mL ずつ播種し、サイトカイン非存在下、Epo 存在下 (1 U/mL) あるいは IL-3 (2 

ng/mL) 存在下で培養した。Beckman Coulter VI-Cell (Beckman Coulter, Fullerton, CA) を用い

て細胞数を測定し、細胞生存率を算出した。 

 また Ba/F3細胞株 (1×105 cells/mL) を 1 % FBS 含有 RPMI培地を用いて、96 wellプレー

トに 100 L ずつ播種し、サイトカイン非存在下、Epo 存在下 (1 U/mL) あるいは IL-3 (2 

ng/mL) 存在下で培養した。24 時間、48 時間、72 時間後に WST-1 試薬 (Nacalai tesque) を

10 L添加し、37 ℃で 2時間インキュベートした。その後、波長 450 nmで吸光度を測定し

た (対照波長 : 690 nm)。 

 

2-7  細胞周期解析 

 マウス Ba/F3 細胞株 (1×105 cells/mL) を 1% FBS 含有 RPMI 培地を用いて 48 時間培養し

た。細胞を回収後、PBS (-) で洗浄し、-20℃の 70% エタノールで細胞を一晩固定した。翌
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日、細胞を 5,000 rpm で 2 分間遠心し、10 g/mL の RNase および 100 g/mL の propidium 

iodide (PI) (Sigma) 含有 PBSで再溶解した。30分後、FACSCaliburを用いて細胞周期のパラ

メーターを測定し、測定値をソフトウェア ’’CellQuest’’ を用いて解析した。 

 

2-8 RNA抽出と RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) 

 マウス Ba/F3細胞株 (1×105 cells/mL) を 1 % FBS 含有 RPMI培地を用いて 24時間培養し

た。細胞を回収後、PBS (-) で洗浄し、Trizol (Life technologies) により、total RNAを抽出し

た。first-strand cDNA の合成には total RNA 1 g 及び oligo (dT)20 primer (10 pmol/L) を用い

て、42℃で 60 分間逆転写反応を行った。cDNA をテンプレートとし、KAPA SYBR® FAST 

qPCR Kit (KAPA Biosystems) 5 Lを添加し (全量 10 L)、PCR を行った。iCycler detection 

system (Bio Rad) により遺伝子発現量を解析した。各遺伝子を増幅するために用いたプライ

マーは以下の通りである。 

GAPDH 5’-actccactcacggcaaattc-3’ (upstream) and 5’-ccttccacaatgccaaagtt-3’ (downstream); IL-2R 

5’-agaacaccaccgatttctgg-3’ (upstream) and 5’-agctggccactgctacctta-3’ (downstream); Pim-1 5’-

cttcggctcggtctactctg-3’ (upstream) and 5’-ccgagctcaccttcttcaac-3’ (downstream); CIS 5’-

cccagaggaagtgacagagg-3’ (upstream) and 5’-tagtgctgcacaaggctgac-3’ (downstream); c-Myc 5’-

tgcgacgaggaagagaattt-3’ (upstream) and 5’-aacccgctccacatacagtcc-3’ (downstream). 

 

2-9 免疫沈降 (Immunoprecipitation (IP)) および Immuno blot 法  

 JAK2ノックアウトMEFs および Ba/F3細胞株 (5×106 cells/mL) をそれぞれ、1 % FBS 含

有 DMEM培地あるいは 1 % FBS含有 RPMI培地を用いて 24時間培養した。細胞を回収後、

PBS (-) で洗浄し、Lysis バッファー [50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 120 mM NaCl, 1 mM EDTA, 

0.5% NP-40, 10 mM -glycerophosphate, 2.5 mM NaF, 0.1 mM Na3VO4, 2 g/mL aprotinin, 2 g/mL 

leupeptin] を加え細胞を溶解した。細胞溶解液を 4℃、15,000 rpm で 15分間遠心分離し、上
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清を用いて Bradford 法によりタンパク定量を行なった。タンパク量を一定に補正した後、

免疫沈降したサンプルでは、各抗体と共に protein G sepharose (Zymed Laboratory) を添加し、

4℃で 4 時間 rotate した。免疫複合体を沈降後、5 回洗浄し、SDS サンプルバッファーを加

え、100℃で 10分間加熱した。EpoRや EpoR複合体の免疫沈降では、5回洗浄後、3×FLAG

ペプチド (200 g/mL) (Sigma) を用いて複合体を溶出し、SDS サンプルバッファーを加え、

100℃で 10 分間加熱した。ポリアクリルアミドゲル電気泳動  (polyacrylamide gel 

electrophoresis : PAGE) を行った後、500 mAの定電流で 90分間通電し PVDF膜に転写した。

転写した PVDF 膜を 5% スキムミルク/T-PBS (0.02% Tween20 含有 PBS) あるいは 1% 

BSA/T-PBSを用い 1時間ブロッキングを行った。抗体 (1:1000希釈) を加えた 5% スキムミ

ルク/T-PBS または 1% BSA/T-PBS に PVDF 膜を入れ、室温で１時間あるいは 4℃で一晩静

置した。次に PVDF膜を T-PBS で 5分間洗浄し、これを 3回繰り返した。2次抗体 (1:3000

希釈) を加えた 5% スキムミルク/T-PBS または 1% BSA/T-PBSに PVDF膜を浸し、1時間振

とうした。その後、PVDF 膜を T-PBS で 5 分間洗浄し、これを 3 回繰り返した。ECL 反応

液 (GE Healthcare) を用いて目的のタンパク質を可視化した。 

 

2-10  クロマチン免疫沈降法 (ChIP) 

マウス Ba/F3細胞株 (5×106 cells/mL) を 1 % FBS 含有 RPMI培地を用いて 24時間培養し

た。細胞を回収後、ホルムアミド (final 1%) を添加し室温で 5分間インキュベートした。グ

リシンを加え、クロスリンク反応を停止させた後、SDS lysis buffer [50 mM Tris-HCl (pH8.0), 

10 mM EDTA (pH8.0), 1% SDS, 2 g/mL PMSF, 2 g/mL aprotinin, 2 g/mL leupeptin] で細胞を

溶解した。細胞溶解液を超音波処理後、4℃、15,000 rpm で 15分間遠心分離し、上清を 2 mL

に希釈した (input画分)。input画分の一部に抗 STAT5 抗体、抗 STAT3抗体あるいは抗 normal 

rabbet IgG 抗体を 2 g 添加し、4℃で 12時間 rotate した。さらに protein G sepharose/salmon 

sperm DNA slurry (millipore) を 20 L加え、4℃で 2時間 rotateした。免疫複合体を 5回洗浄
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した後、200 Lの elution buffer [10 mM Tris-HCl(pH 8.0), 300 mM NaCl, 5mM EDTA, 0.5% SDS] 

を加え、65℃、4時間加熱した。これらのサンプルに RNase A (20 g/mL) (Nacalai tesque)、

proteinase K (50 g/mL) (invitrogen) を加え 37℃で 1時間ずつインキュベートした。さらにフ

ェノール/Chloroform:Isoamyl Alcohol (CIAA) (Nacalai tesque) を用いて各抗体に結合したゲノ

ム DNA を精製した。精製した DNA を 150 Lの TE buffer で溶解し、これをテンプレート

として KAPA SYBR® FAST qPCR Kit5 L を添加し (全量 10 L)、PCR を行った。iCycler 

detection system により遺伝子発現量を解析した。PCR に用いたプライマーは以下の通りで

ある。 

IL-2R-15’-gcatgatatgatgtgcagtttcttc-3’ (upstream) and 5’-tcaggactggtggttggttg-3’; cis-1: 5’-

caactctaggagctccccgcc-3’ (upstream) and 5’-aacacctttgacagatttccaagaac-3’ (downstream); cis-2: 5’-

gtccaaagcactagacgcctg-3’ (upstream) and 5’-ttcccggaagcctcatctt-3’ (downstream); c-myc-1:  5’-

ccctcctgcctcctgaagg-3’ (upstream) and 5’-caggatccctcccctccc-3’ (downstream); c-myc-2: 5’-

gaacaggaagctggggaaat-3’ ( upstream) and 5’-tgcaaggaggcttttcctaa-3’ (downstream); c-myc-3: 5’-

caccccagcctcaattcagt-3’ (upstream) and 5’-gctgcgatgacttctaaacgg-3’ (downstream); pim-1-1: 5’-

cccaggatctagcccacata-3’ (upstream) and 5’-tctgtgtttcccggagattt-3’ (downstream); pim-1-2: 5’-

ttgggtttgaatcgatacgc-3’(upstream) and 5’-gcttcagccaaggacaagac-3’ (downstream). 

 

2-11  ヌードマウスへの移植 

 in vivoにおける腫瘍形成能を検討するため、マウス Ba/F3細胞株 (1×107 cells/mL) を 4週

齢雌の BALB/cSlc-nu/nu マウス (三共ラボラトリー) の皮下に移植した。移植後 13日後、あ

るいは 21日後に肝臓、脾臓、リンパ節を摘出し各臓器の重量を測定した。また、肝臓およ

び脾臓の組織切片を作製し、Hematoxylin and Eosin (HE) 染色を行った。All-in-One 

Fluorescence Microscope (BZ-X710) (KEYENCE) で、肝臓および脾臓の組織切片を観察した。

動物実験のプロトコルは慶應義塾大学動物実験委員会により承認されており  (承認番号
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15029-0)、また承認されたガイドラインに従って動物実験を行った。 
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3. 結果 

 

3-1  JAK2V617F変異体による Epo非依存的な EpoRのリン酸化 

 EpoR の細胞内ドメインに存在する 8 個のチロシン残基 (Y343, Y401, Y429, Y431, Y443, 

Y460, Y464, Y479) は、JAK2 によりリン酸化されることが知られている [33-35](Fig. 1A, 

EpoR)。JAK2V617F変異体による発がんシグナルにおける EpoR のリン酸化の役割を検討す

るため、まず 8 個のチロシン残基をすべてフェニルアラニンに置換した非リン酸化 EpoR-

8YF変異体を作成した (Fig. 1A, 8YF)。JAK2 ノックアウトマウス由来線維芽細胞 (JAK2-/-

MEF) に、レトロウイルス感染により、C 末端側に Flag タグを付加した EpoR や 8YF 変異

体と共に、C 末端側に HA タグを付加した野生型 JAK2 (WT) あるいは JAK2V617F 変異体

と共発現した(Fig. 1B)。 

まず、JAK2 の活性化ループに存在する Y1007/1008のリン酸化を指標として、Epo刺激の

有無による野生型 JAK2 (WT) や JAK2V617F 変異体の活性化を検討した。抗 HA 抗体を用

いて、野生型 JAK2 (WT) や JAK2V617F 変異体を免疫沈降後に、抗リン酸化 JAK2 抗体 

(Y1007/Y1008) を用いたイムノブロット法を行い、JAK2 のリン酸化を検出した。EpoR や

8YF変異体と共発現させた際に、Epo刺激によって、野生型 JAK2 (WT) のリン酸化が誘導

された (Fig. 2, Lane 10, 12)。一方、Epo刺激や EpoRの有無に関わらず、JAK2V617F変異体

の Y1007/1008のリン酸化はわずかに誘導された (Fig. 2, Lane 13-18)。さらに、EpoRや 8YF

変異体との共発現下において、JAK2V617F変異体のリン酸化は増強された (Fig. 2, Lane 15-

18)。次に、EpoR や 8YF 変異体と野生型 JAK2 (WT) や JAK2V617F変異体との結合および

EpoR や 8YF変異体のリン酸化を検討するために、抗 Flag抗体で免疫沈降を行い、抗 HA抗

体および抗リン酸化チロシン抗体 (pY) を用いてイムノブロット法を行った。野生型 JAK2 

(WT) および JAK2V617F 変異体は、Epo 刺激に関わらず、恒常的に EpoR や 8YF 変異体と

結合した (Fig. 2, Lane 9-12, 15-18)。したがって、EpoRのリン酸化状態や JAK2 の活性化状
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態は、EpoR と JAK2 との結合に影響しないことが示唆された。また、野生型 JAK2 (WT) と

共発現した際、Epo 刺激により、EpoR のリン酸化は誘導されたが、Epo 刺激後も、8YF 変

異体はリン酸化されなかった (Fig. 2, Lane 10, 12)。JAK2V617F変異体を共発現した場合に

は、Epo刺激の有無に関わらず、EpoR のリン酸化が誘導されたが (Fig. 2, Lane 15, 16)、8YF

変異体はリン酸化を受けなかった (Fig. 2, Lane 17, 18)。これらの結果より、EpoR は、Epo 刺

激により活性化した野生型 JAK2 (WT) によってリン酸化されるだけでなく、恒常的に活性

化した JAK2V617F 変異体によってもリン酸化を受けることが明らかになった。さらに、

EpoR のリン酸化状態は、JAK2 との会合や JAK2V617F変異体の活性化に影響を及ぼさない

ことが示唆された。 

 

3-2  JAK2V617F 変異体によるサイトカイン非依存的な細胞増殖に及ぼす EpoR のリン酸

化の役割 

JAK2V617F 変異体による形質転換に及ぼす EpoR のリン酸化の役割を検討するため、レ

トロウイルス感染により、Ba/F3 細胞に、空ウイルス (-)、Flagタグを付加した EpoRや 8YF

変異体と共に、HA タグを付加した野生型 JAK2 (WT) あるいは JAK2V617F変異体 (V617F) 

を発現させ、9種類の細胞 (-/-, -/EpoR, -/8YF, WT/-, WT/EpoR, WT/8YF, V617F/-, V617F/EpoR, 

V617F/8YF) を作成した (Fig. 3A)。 

まず、Ba/F3 細胞において、EpoRや 8YF変異体と野生型 JAK2 (WT) や JAK2V617F変異

体との結合を検討するために、抗 Flag 抗体で免疫沈降を行い、抗 HA 抗体を用いてイムノ

ブロット法を行った。Epo非存在下において、野生型 JAK2 (WT) や JAK2V617F変異体は、

EpoR あるいは 8YF変異体と結合した (Fig. 3B, Lane 5, 6, 8, 9)。さらに、9種類の細胞を Epo

で刺激し、野生型 JAK2 (WT) や JAK2V617F 変異体のリン酸化を検討した。抗 HA 抗体で

免疫沈降後、抗リン酸化 JAK2 抗体 (Y1007/Y1008) を用いたイムノブロット法を行った。

Ba/F3 細胞においても、EpoR や 8YF 変異体の共発現下において、野生型 JAK2 (WT) は、
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Epo 刺激によってリン酸化されたが、JAK2V617F 変異体は、Epo 刺激に関わらず恒常的に

リン酸化された (Fig. 3C, Lane 9-12, 15-18)。 

次に、WST assayにより、サイトカイン存在下あるいは非存在下における 9種類の細胞の

増殖能を検討し、Epo 刺激、IL-3 刺激および JAK2V617F 変異体による細胞増殖における

EpoR のリン酸化の役割を検討した。サイトカイン非存在下では、JAK2V617F変異体と EpoR

を発現させた V617F/EpoR 細胞のみが増殖した (Fig. 4A, left graph)。一方、V617F/8YF細胞

は、細胞増殖を誘導できなかったことから、EpoRのリン酸化は、JAK2V617F変異体による

サイトカイン非依存的な細胞増殖に必須であることが示唆された。また、Epo 刺激により、

EpoR を発現した Ba/F3 細胞 (-/EpoR, WT/EpoR, V617F/EpoR) はすべて高い増殖能を示した 

(Fig. 4, right graph)。これらの細胞の増殖能に比べて、8YF 変異体を発現した Ba/F3 細胞 (-

/8YF, WT/8YF, V617F/8YF) では、部分的な増殖能の低下が認められた (Fig. 4A, right graph)。

IL-3存在下では、すべての細胞は同程度の増殖能を示した (Fig. 4B)。また、9種類の細胞を

Epo存在下、非存在下で培養し、トリパンブルー染色により、生存率を測定した (Fig. 5A)。

Epo刺激により、EpoR を発現した Ba/F3 細胞 (-/EpoR, WT/EpoR, V617F/EpoR) はすべて高

い生存率を示した。これらの細胞の生存率に比べて、Epo 存在下における 8YF 変異体を発

現した-/8YF細胞やWT/8YF細胞の生存率はわずかに低下したが、V617F/8YF細胞の生存率

は、V617F/EpoR細胞の生存率とほとんど同じであった。一方、Epo 刺激の有無に関わらず、

V617F/EpoR 細胞は高い生存率を示したのに対し、Epo 非存在下において、V617F/EpoR 細胞

の生存率は顕著に低下した (Fig. 5A)。さらに、フローサイトメトリーを用いて、Epo 存在下

あるいは非存在下における 9 種類の細胞の細胞周期を解析した (Fig. 5B)。Epo 非存在下で

は、V617F/EpoR 細胞以外の細胞で、S 期の細胞の割合が減少し、アポトーシスの指標とな

る sub-G1 期の細胞の割合が顕著に増加した。Epo 存在下では、EpoR や 8YF 変異体を発現

した Ba/F3 細胞 (-/EpoR, -/8YF, WT/EpoR, WT/8YF, V617F/EpoR, V617F/8YF) における S 期

の細胞の割合は増加し、sub-G1 期の細胞の割合は減少した。以上の結果より、JAK2V617F
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変異体によるサイトカイン非依存的な細胞増殖や生存には、EpoRのリン酸化が必要である

ことが明らかになった。また、リン酸化を受けない 8YF 変異体も、Epo 刺激による細胞増

殖や生存を誘導したことから、Epo 刺激による細胞増殖や生存には、EpoR のリン酸化は必

須ではないことが示唆された。 

 

3-3  JAK2V617F 変異体によるサイトカイン非依存的な細胞増殖における EpoR の複数の

チロシン残基のリン酸化の必要性 

 JAK2V617F 変異体が発現した細胞において、実際に EpoR の細胞内ドメインに存在する

8 個のチロシン残基がリン酸化を受けているかを検討した。まず、各 1個のチロシン残基を

保存し、残りの 7 個のチロシン残基をフェニルアラニンに置換した 8 種類の EpoR-7YF 変

異体  (7YF-Y343, 7YF-Y401, 7YF-Y429, 7YF-Y431, 7YF-Y443, 7YF-Y460, 7YF-Y464, 7YF-

Y479) を作成した。 JAK2 ノックアウトマウス由来線維芽細胞  (JAK2-/-MEF) に、

JAK2V617F変異体と共に、EpoR、EpoR-8YF変異体、およびこれらの 7YF変異体を発現さ

せた。抗 Flag 抗体で EpoR や EpoR 変異体を免疫沈降後、抗リン酸化チロシン抗体 (pY)を

用いてイムノブロットを行い、EpoR や EpoR変異体のリン酸化を検出した。JAK2V617F変

異体を発現した JAK2-/-MEF において、EpoR はチロシンリン酸化されたが、8YF変異体は

リン酸化を受けなかった (Fig. 6, Lane 2, 3)。また、すべての EpoR-7YF変異体のチロシンリ

ン酸化を示すバンドが検出された (Fig. 6, Lane 4-11)。よって、JAK2V617F変異体発現細胞

において、EpoR の 8 個すべてのチロシン残基がリン酸化を受けることが明らかになった。 

そこで次に、JAK2V617F 変異体が誘導するサイトカイン非依存的な細胞増殖における、

EpoRの各リン酸化チロシン残基役割を検討することを試みた。レトロウイルス感染により、

Ba/F3 細胞あるいは JAK2V617F 変異体を発現した Ba/F3 細胞に、7YF 変異体を発現させた 

(Fig. 7A, 8A)。 WST assay を行い、増殖能を検討した結果、Epo 刺激により、7YF-Y343、

7YF-Y401、7YF-Y431、7YF-Y460、7YF-Y464、7YF-Y479 変異体を発現した細胞は、8YF変
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異体発現細胞と比較して、高い増殖能を示した (Fig. 7B)。一方、7YF-Y429や 7YF-Y443 変

異体は、8YF変異体と同程度の増殖能であった。トリパンブルー染色により、生存率を測定

した結果、すべての EpoR-7YF変異体を発現した細胞が、8YF変異体発現細胞より高い生存

率を示した (Fig. 7C)。以上の結果より、EpoR の Y343、Y401、Y431、Y460、Y464、Y479

のリン酸化は、Epo による細胞増殖に関与するが、Y429や Y443 のリン酸化は、Epo による

細胞増殖に必要ではないと考えられた。 

また、Epo 非存在下における JAK2V617F 変異体による細胞増殖に及ぼす EpoR-7YF 変異

体の影響をWST assayにより検討した (Fig. 8B)。しかしながら、JAK2V617F変異体と共に、

いずれの 7YF 変異体を発現しても、サイトカイン非依存的な細胞増殖を誘導しなかった 

(Fig. 8B)。さらに、Epo 非存在下で 2日間培養後、これらの細胞は、V617F/8YF細胞と同程

度の低い生存率を示し、細胞死を誘導した (Fig. 8C)。以上の結果より、JAK2V617F変異体

による細胞増殖には、EpoR の 1個のチロシン残基のリン酸化では不十分であり、複数のチ

ロシン残基のリン酸化が必要であることが示唆された。 

 

3-4  JAK2V617F 変異体によるサイトカイン非依存的な細胞増殖に重要な EpoR のチロシ

ン残基 Y343, Y460, Y464の同定 

 これまでに、JAK2V617F 変異体によるサイトカイン非依存的な細胞増殖には転写因子

STAT5が重要であることを報告している [36]。また、Epo 刺激により、EpoR はリン酸化さ

れた Y343 を介して STAT5 と結合し、STAT5 の活性化を誘導することで、細胞増殖を誘導

することが明らかにされている [13, 14]。これらの知見より、JAK2V617F変異体による細胞

増殖には、EpoR の Y343が重要な役割を果たすと推測し、Y343に加えて、さらに他のチロ

シン残基を 1 個保存し、残りの 6 個のチロシン残基をフェニルアラニンに置換した 7 種類

の EpoR-6YF 変異体  (6YF-Y343/401, 6YF-Y343/429, 6YF-Y343/431, 6YF-Y343/443, 6YF-

Y343/460, 6YF-Y343/464, 6YF-Y343/479) を作成した。レトロウイルス感染により、
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JAK2V617F変異体を発現した Ba/F3 細胞に、これらの 6YF変異体を発現させた (Fig. 9A)。

WST assay を行い、JAK2V617F 変異体による細胞増殖誘導における EpoR-6YF 変異体の影

響を検討した (Fig. 9B)。JAK2V617F変異体と共に、6YF- Y343/460 あるいは 6YF-Y343/464

変異体を発現した Ba/F3 細胞は、V617F/EpoR 細胞に比べて弱いが、サイトカイン非依存的

な細胞増殖を部分的に誘導した (Fig. 9B)。また、トリパンブルー染色により、生存率を測定

した結果、V617F/8YF 細胞の生存率と比べて、6YF-Y343/460 あるいは 6YF-Y343/464 変異

体を発現した JAK2V617F 変異体発現細胞の生存率は有意に高かった (Fig. 9C)。したがっ

て、JAK2V617F変異体によるサイトカイン非依存的な細胞増殖には、EpoRの Y343に加え

て Y460、Y464のリン酸化が重要である可能性が示唆された。 

さらに、Y343、Y460に加えて、他のチロシン残基を 1個保存し、残りの 5個のチロシン

残基をフェニルアラニンに置換した EpoR-5YF 変異体  (5YF-Y343/460/401, 5YF-

Y343/460/429, 5YF-Y343/460/431, 5YF-Y343/460/443, 5YF-Y343/460/464, 5YF-Y343/460/479) 

を作成し、同様に JAK2V617F 変異体発現細胞に発現させた (Fig. 10A)。WST assay を行っ

た結果、JAK2V617F変異体と共に、5YF-Y343/460/464 変異体を発現した細胞が、V617F/EpoR

細胞と同程度のサイトカイン非依存的な細胞増殖を誘導した (Fig. 10B)。5YF-Y343/460/401、

5YF-Y343/460/429、あるいは 5YF-Y343/460/443 変異体発現細胞は、6YF-Y343/460変異体発

現細胞と同程度の増殖能を示した。一方、5YF-Y343/460/431や 5YF-Y343/460/479 変異体発

現細胞は、6YF-Y343/460変異体発現細胞に比べて、増殖能が低下した (Fig. 10B)。以上の結

果より、Y343、Y460、Y464 の EpoR の 3個のチロシン残基のリン酸化を介して、JAK2V617F

変異体はサイトカイン非依存的な細胞増殖を誘導することが示された。また、トリパンブル

ー染色を行い、生存率を測定すると、JAK2V617F変異体と共に、5YF-Y343/460/464変異体

を発現した細胞の生存率は、6YF-Y343/460 変異体を発現した細胞の生存率より有意に増加

し、V617F/EpoR 細胞の生存率と同程度であった (Fig. 10C)。 

また、EpoR の Y343、Y460、Y464 の重要性を確かめるために、Y343、Y464 に加えて、
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他のチロシン残基を 1 個保存し、残りの 5 個のチロシン残基をフェニルアラニンに置換し

た EpoR-5YF 変異体  (5YF-Y343/464/401, 5YF-Y343/464/429, 5YF-Y343/464/431, 5YF-

Y343/464/443, 5YF-Y343/460/464, 5YF-Y343/464/479) を作成し、JAK2V617F変異体発現細胞

に発現させた (Fig. 11A)。WST assayを行った結果、同様に、JAK2V617F変異体と共に、5YF-

Y343/460/464変異体を発現した細胞が、V617F/EpoR 細胞と同程度の増殖能を示すことが確

認された (Fig. 11B)。また、JAK2V617F変異体と共に、6YF- Y343/464変異体を発現した細

胞に比べて、5YF-Y343/464/401 変異体を発現した細胞が、わずかに高い増殖能を示しただ

けであった (Fig. 11B)。IL-3存在下では、JAK2V617F変異体と共に、いずれの EpoR-5YF変

異体を発現した細胞の増殖能に違いは認められなかった (Fig. 11C)。 

さらに、JAK2V617F 変異体による細胞増殖における EpoR の Y343、Y460、Y464 の役割

の差異を検討するために、Y460 と Y464 を保存し、残りの 6 個のチロシン残基をフェニル

アラニンに置換した 6YF-Y460/464 変異体を作成した。レトロウイルス感染により、EpoR-

7YF 変異体  (7YF-Y343, 7YF-Y460, 7YF-Y464)、EpoR-6YF 変異体  (6YF-Y343/460, 6YF-

Y343/464、6YF-Y460/464)、5YF-Y343/460/464 を JAK2V617F 変異体発現細胞に発現させた 

(Fig. 12A)。WST assayにより、サイトカイン非存在下、IL-3存在下における各細胞の増殖能

を検討した (Fig. 12B)。これまでの結果と一致して、JAK2V617F変異体と共に、6YF-Y343/460

や 6YF-Y343/464 変異体を発現した細胞は、サイトカイン非存在下において、部分的な増殖

能を示したが、6YF-Y460/464 変異体を発現した細胞は増殖しなかった (Fig. 12B)。一方、IL-

3 存在下では、すべての細胞の増殖能に違いは認められなかった (Fig. 12C)。さらに、フロ

ーサイトメトリーを用いて、サイトカイン非存在下における各細胞の細胞周期を解析した 

(Fig. 12D)。JAK2V617F変異体と共に、6YF-Y343/460 あるいは 6YF-Y343/464変異体を発現

した細胞では、V617F/8YF細胞と比較して、sub-G1 期の細胞の割合が減少し、S 期の細胞の

割合が増加した (Fig. 12D)。一方、JAK2V617F 変異体と共に、5YF-Y343/460/464 変異体を

発現した細胞の細胞周期は、V617F/EpoR細胞と同様であり、6YF-Y460/464変異体を発現し
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た細胞の細胞周期は、V617F/8YF 細胞と同様であった (Fig. 12D)。これらの結果より、

JAK2V617F変異体による細胞増殖に必要な EpoRの Y343, Y460, Y464の 3個のチロシン残

基の中でも、Y343のリン酸化が、JAK2V617F変異体による細胞増殖に不可欠であると考え

られた。 

 

3-5  JAK2V617F 変異体によるサイトカイン非依存的な細胞増殖における EpoR の Y343, 

Y460, Y464のリン酸化の役割 

JAK2V617F 変異体による細胞増殖における EpoR の 3 個のチロシン残基 Y343、Y460、

Y464 の重要性をさらに確かめるため、これらのチロシン残基をフェニルアラニンに置換し

た EpoR変異体 (Y343F, Y460F, Y464F, Y343/460F, Y343/464F, Y460/464F, Y343/460/464F) を

作成し、レトロウイルス感染により、これらの変異体を JAK2V617F変異体発現細胞に発現

させた (Fig. 13A)。WST assay により増殖能を検討した結果、JAK2V617F 変異体と共に、

Y343F、Y460F、あるいは Y343/460F 変異体を発現した細胞では、V617F/EpoR 細胞と比べ

て、部分的に増殖能が低下した (Fig. 13B)。Y464F、Y343/464F、あるいは Y460/464F変異体

を発現した細胞では、さらに顕著な増殖能の低下が認められた (Fig. 13B)。また、V617F/8YF

細胞と同様に、Y343/460/464F 変異体を発現した細胞の増殖能は、ほぼ完全に抑制された 

(Fig. 13B)。トリパンブルー染色を行い、生存率を測定すると、V617F/EpoR細胞の生存率と

比較して、Y464F、Y343/460F、Y343/464F、あるいは Y460/464F変異体を発現した細胞の生

存率は、有意に低下した (Fig. 14A)。また、Y343/460/464F 変異体を発現した細胞の生存率

は、V617F/8YF細胞の生存率と同程度であった (Fig. 14A)。さらに、フローサイトメトリー

を用いて、これらの細胞の細胞周期を解析した (Fig. 14B)。V617F/EpoR 細胞に比べて、

Y343/464F変異体を発現した細胞では、sub-G1期の細胞の割合が増加した (Fig. 14B)。さら

に、Y343/460/464F変異体を発現した細胞の細胞周期は、V617F/8YF細胞の細胞周期と同様

であり、sub-G1期の細胞の割合の顕著な増加に加えて、S期や G2/M期の細胞の割合の低下
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が認められた (Fig. 14B)。これらの結果から、JAK2V617F変異体による細胞増殖には EpoR

の Y343、Y460、Y464 のリン酸化が必須であることが確かめられた。また、EpoR の Y343

や Y460のリン酸化の抑制に比べて、Y464のリン酸化の抑制は、JAK2V617F変異体による

細胞増殖を最も顕著に阻害すると考えられた。 

 

3-6  JAK2V617F変異体による EpoRの Y343, Y460, Y464のリン酸化を介した STAT5の活

性化 

 これまでに、EpoRのリン酸化された Y343 には転写因子 STAT5が結合し、リン酸化され

た Y460にはアダプター分子 CrkLが結合することが知られている [13, 14, 37]。また。リン

酸化された Y464 にはアダプター分子 Grb2 が結合し、リン酸化された Y479 には PI3Kp85

がリクルートされ、Aktの活性化を誘導することが報告されている [16, 17]。JAK2V617F変

異体による細胞増殖に必要な EpoR の Y343, Y460, Y464 の役割を検討するために、

JAK2V617F変異体と共に、EpoR、8YF変異体、7YF変異体 (7YF-Y343, 7YF-Y460, 7YF-Y464) 

および 5YF-Y343/460/464変異体を発現した Ba/F3 細胞を用いて、免疫沈降-イムノブロット

法により、EpoRや EpoR変異体と、JAK2V617F変異体、STAT5、Grb2、CrkL、PI3K p85 と

の結合を検討した。JAK2V617F 変異体は、EpoR やすべての EpoR 変異体と結合した (Fig. 

15, IB: HA)。EpoR は、STAT5、Grb2、PI3Kp85 と結合したが、8YF変異体はこれらの分子と

結合しなかった (Fig. 15, Lane 2, 3)。一方、CrkLは、JAK2V617F変異体発現細胞において発

現が確認されたが、EpoRと結合しなかった (data not shown)。興味深いことに、STAT5は、

EpoR とだけでなく、7YF-Y343 や 7YF-Y460、5YF-Y343/460/464 とも結合したことから、

JAK2V617F 変異体発現細胞において、STAT5 は EpoR のリン酸化された Y343 や Y460 に、

STAT5 は結合すると考えられた (Fig. 15, Lane 2, 4, 5, 7)。また、7YF-Y460 および 5YF-

Y343/460/464 変異体が、Grb2 と結合したことから、リン酸化された Y460 のリン酸化を介

して Grb2が EpoR にリクルートされることが示唆された (Fig. 15, Lane 2, 5, 7)。さらに、こ
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れらの EpoR 変異体はすべて、PI3Kp85 と結合しなかったことから、PI3K/Akt 経路は

JAK2V617F変異体による細胞増殖誘導には必要でないと考えられた (Fig. 15, Lane 2-7)。 

 次に、JAK2V617F変異体と共に、EpoR、8YF変異体、7YF変異体 (7YF-Y343, 7YF-Y460, 

7YF-Y464)、6YF 変異体  (6YF-Y343/460, 6YF-Y343/464, 6YF-Y460/Y464) および 5YF-

Y343/460/464変異体を発現した Ba/F3 細胞を用いて、JAK2V617F変異体による STAT5およ

び ERKの活性化に及ぼす Y343、Y460、Y464のリン酸化の影響をイムノブロット法により

検討した。EpoR との共発現下において観察された JAK2V617F変異体による STAT5の Y694

のリン酸化は、8YF変異体との共発現下ではほぼ完全に抑制された (Fig. 16, Lane 2, 3)。7YF-

Y343、7YF-Y460、7YF-Y464 変異体は、8YF 変異体よりもわずかに強く STAT5 の Y694 の

リン酸化を誘導した (Fig. 16, Lane 3-6)。6YF-Y343/460 や 6YF-Y343/464 変異体は、各 7YF

変異体に比べてより強く、STAT5 の Y694 のリン酸化を誘導したが、6YF-Y460/464 変異体

は STAT5 のチロシンリン酸化を誘導できなかった  (Fig. 16, Lane 7-9)。一方、5YF-

Y343/460/464 変異体は、EpoR と同程度に、STAT5 の Y694 のリン酸化を誘導した (Fig. 16, 

Lane 10)。これまでに、Pircherらにより、ERKが直接 STAT5aと相互作用し、STAT5aの trans- 

activation domain に存在する S780 をリン酸化することが報告されている [38]。しかしなが

ら、JAK2V617F変異体発現細胞において、STAT5aの S780 はリン酸化されており、EpoR や

EpoR 変異体の共発現によってリン酸化レベルは変化しなかった  (Fig. 16, IB: p-STAT5 

(S780))。また、JAK2V617F変異体と EpoRを共発現すると、ERK1/2 のリン酸化が誘導され

たが、8YF 変異体、7YF-Y343、7YF-Y460、7YF-Y464、6YF-Y343/460 変異体を共発現させ

ても、ERK1/2 はリン酸化されなかった (Fig. 16, Lane 2-7)。一方で、6YF-Y343/464、6YF-

Y460/464や 5YF-Y343/460/464 変異体を JAK2V617F変異体と共発現すると、ERK1/2 のリン

酸化が誘導された (Fig. 16, Lane 8-10)。したがって、JAK2V617F変異体発現細胞において、

EpoR の Y464のリン酸化だけでは ERKの活性化に不十分であるが、Y464 に加えて Y343や

Y460 がリン酸化されると、ERK の活性化が誘導されると考えられた。以上の結果より、
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JAK2V617F変異体の下流では、EpoR の Y343、Y460、Y464 のリン酸化を介して、STAT5の

Y694 のリン酸化が誘導されることが明らかになった。 

 次に、これらの細胞における STAT5 の標的遺伝子として知られる IL-2R、CIS、c-Myc、

Pim-1 の mRNA 発現を RT-PCR により解析した (Fig. 17)。V617F/EpoR 細胞では、IL-2R、

CIS、c-Myc、Pim-1の mRNA 発現が誘導された。JAK2V617F変異体と 5YF-Y343/460/464 変

異体を共発現した細胞では、V617F/EpoR 細胞と同程度に、IL-2R、CIS、c-Myc、Pim-1の

mRNA 発現が誘導された。JAK2V617F 変異体発現細胞において、6YF-Y343/460 や 6YF-

Y343/464変異体を発現すると、IL-2R mRNAの発現がわずかに誘導され、CIS mRNAの発

現は顕著に誘導された。一方、他の EpoR 変異体は、IL-2Rおよび CIS の mRNA 発現を誘

導しなかった。それに対して、c-Myc mRNA の発現は、JAK2V617F変異体と共に、7YF-Y460

あるいは7YF-Y464変異体を発現すると、わずかに誘導され、6YF-Y343/460や 6YF-Y343/464

変異体の発現により、より強く誘導された。Pim-1 mRNA 発現は、7YF-Y343 や 6YF-Y343/460

変異体の発現によりわずかに誘導され、6YF-Y343/464 変異体の発現により顕著に誘導され

た。以上の結果より、JAK2V617F変異体による IL-2R、CIS、c-Myc、Pim-1の mRNA 発現

誘導には、EpoR の Y343, Y460, Y464 の 3 個のチロシン残基のリン酸化が必要であるが、

個々のリン酸化チロシン残基の役割は、遺伝子の種類により異なることが示唆された。 

種々のがん細胞において、STAT5 だけでなく STAT3 も高頻度に活性化されていることが

報告されている  [39-41]。また、STAT3 と STAT5 はどちらも、STAT 結合サイト 

(TTCNNNGAA) と結合し、遺伝子発現を誘導する。そこで、JAK2V617F変異体の下流で発

現が誘導された IL-2R、CIS、c-Myc、Pim-1の遺伝子発現における STAT3 および STAT5の

関与を検討するために、クロマチン免疫沈降法 (ChIP) を行った。V617F/-細胞および

V617F/EpoR 細胞由来のゲノム DNA (gDNA) を抗 STAT3 抗体、あるいは抗 STAT5 抗体を用

いて免疫沈降を行った。Fig. 18 に示す IL-2R、CIS、c-Myc、Pim-1 のプロモーター領域や

エンハンサー領域に存在する STAT結合サイトを含む DNA 断片を特異的に増幅するプライ
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マーを設計し、リアルタイム PCR を行った (Fig. 19)。V617F/EpoR細胞において、IL-2Rや

CIS のプロモーター領域における STAT 結合部位に、STAT3 ではなく、STAT5 が結合した 

(IL-2R-1, CIS-1, CIS-2)。c-Myc 遺伝子は、プロモーター領域だけでなく、下流のエンハン

サー領域にも 2箇所の STAT 結合サイトが存在する。c-Myc のエンハンサー領域に、STAT3

ではなく、STAT5が結合した (c-Myc-2, c-Myc-3)。Kiuchiらは、STAT3が c-Myc のプロモー

ター領域内の STAT結合サイトに結合することを報告しているが [42]、V617F/EpoR 細胞で

は、c-Myc のプロモーター領域には、STAT3および STAT5 は結合しなかった (c-Myc-1)。一

方、Pim-1のプロモーター領域内の 2箇所の STAT結合サイトにおける、STAT3および STAT5

の結合は観察されなかった (Pim-1-1, Pim-1-2)。さらに、抗リン酸化 STAT5抗体 (Y694) を

用いて免疫沈降後、ChIP アッセイを行い、IL-2Rや CIS のプロモーター領域や c-Mycのエ

ンハンサー領域に、リン酸化された STAT5が結合することを明らかにした (Fig. 20)。また、

V617F/EpoR細胞では、STAT3はリン酸化されていないことを確認している (data not shown)。

以上より、JAK2V617F変異体は、EpoR との共発現下において、STAT5の活性化を誘導する

ことにより、IL-2R、CIS および c-Mycの mRNA発現を誘導することが明らかになった。 

 

3-7  JAK2V617F変異体による STAT5の活性化における EpoRの Y343, Y460, Y464のリン

酸化の役割 

 続いて、JAK2V617F 変異体による STAT5 や ERK1/2 のリン酸化に対する EpoR の Y343、

Y460、Y464の重要性を確かめるために、JAK2V617F変異体発現細胞において、これらのチ

ロシン残基をフェニルアラニンに置換した EpoR 変異体 (Y343F, Y460F, Y464F, Y343/460F, 

Y343/464F, Y460/464F, Y343/460/464F) の影響を検討した。Y343/460/464F変異体は、8YFと

同様に、STAT5 のチロシンリン酸化  (Y694) を誘導しなかった (Fig. 21, Lane 3, 10)。

JAK2V617F変異体と共に、Y343F、Y460F、Y464F、および Y460/464F変異体を共発現した

細胞では、V617F/EpoR 細胞と同程度の STAT5 の Y694 のリン酸化が誘導された。一方、
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Y343/460Fや Y343/464F変異体を共発現した細胞では、STAT5の Y694のリン酸化がわずか

に抑制された (Fig. 21, Lane 4-9)。また、STAT5aの S780のリン酸化は、JAK2V617F変異体

発現細胞で認められ、EpoR 変異体の共発現によって、そのリン酸化レベルは変化しなかっ

た (Fig. 21, IB: p-STAT5 (S780))。さらに、ここで用いた Y343F, Y460F, Y464F, Y343/460F, 

Y343/464F, Y460/464F, Y343/460/464F のいずれの EpoR 変異体も、8YF 変異体と同様に、

JAK2V617F変異体による ERK1/2 のリン酸化を誘導しなかった (Fig. 21, Lane 3-10)。 

次に、これらの細胞における STAT5標的遺伝子 (IL-2R、CIS、c-Myc、Pim-1) の mRNA

発現を RT-PCR により検討した (Fig. 22)。V617F/EpoR 細胞における IL-2R mRNA の発現

量に比べて、JAK2V617F変異体と共に、Y343Fおよび Y460/464F変異体を発現した細胞で

は、IL-2R mRNAの発現量はわずかに低下したが、Y460F、Y464F、Y343/460Fや Y343/464F、

Y343/Y460/Y464変異体を共発現した細胞では、IL-2R mRNA の発現量は顕著に低下した。

V617F/EpoR 細胞における CIS mRNA の発現量に比べて、Y343F、Y343/460F, Y343/464F, 

Y460/464F, Y343/460/464F変異体を共発現した細胞では、CIS mRNA の発現量が顕著に低下

した。したがって、CIS mRNAの発現誘導には Y343 のリン酸化が最も重要であると考えら

れた。また、ここで用いたいずれの EpoR 変異体も、8YF 変異体と同様に、JAK2V617F 変

異体による c-Myc mRNA の発現を誘導しなかった。Fig. 21 で示した STAT5の Y694のリン

酸化誘導能と同様に、JAK2V617F変異体と共に、Y343F、Y460F、Y464F、および Y460/464F

変異体を共発現した細胞では、Pim-1 mRNA の発現量が高く、Y343/460F や Y343/464F、

Y343/460/464F変異体を共発現した細胞では、Pim-1 mRNA の発現はほとんど誘導されなか

った。以上の結果より、各 STAT5標的遺伝子の発現に対する Y343、Y460、Y464 の役割は

異なったが、JAK2V617F変異体による STAT5の full activation には、これら 3個のチロシン

残基のリン酸化が必要であると考えられた。 

 

3-8  JAK2V617F変異体による EpoRの Y343, Y460, Y464のリン酸化を介した腫瘍形成 
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JAK2V617F 変異体による腫瘍形成能に及ぼす EpoR の Y343、Y460、Y464 の役割を明ら

かにするため、JAK2V617F 変異体と EpoR や各 EpoR 変異体 (8YF, 7YF-Y343, 7YF-Y460, 

7YF-Y464, 6YF-Y343/460, 6YF-Y343/464, 6YF-Y460/Y464, 5YF-Y343/460/464) を発現させた

Ba/F3 細胞をヌードマウスに移植した。JAK2V617F 変異体を単独で発現させた (-) 細胞を

移植したヌードマウスでは変化が認められなかったが、JAK2V617F変異体と共に、EpoRや

5YF-Y343/460/464 変異体を発現させた Ba/F3 細胞を移植したマウスでは顕著な腫瘍形成が

観察された (Fig. 23A, B)。一方、8YF変異体や、7YF-Y464、6YF-Y460/464変異体を共発現

した Ba/F3 細胞を移植したマウスでは、小さな腫瘍が形成された。それに比べて、7YF-Y343

や 7YF-Y460 変異体を共発現した Ba/F3 細胞を移植したマウスでは、わずかに大きな腫瘍が

形成された。さらに、6YF-Y343/460や 6YF-Y343/464 を共発現した Ba/F3 細胞を移植したマ

ウスでは、EpoR を共発現した細胞を移植したマウスで形成された腫瘍よりは小さいが、よ

り大きな腫瘍が形成された (Fig. 23A, B)。各EpoR変異体が示した腫瘍形成能は、JAK2V617F

変異体発現細胞の増殖に及ぼす影響と一致していた。さらに、細胞移植後 13 日のヌードマ

ウスから、脾臓、肝臓、リンパ節を摘出し、各臓器の重量を測定した (Fig. 24A, B)。JAK2V617F

変異体とEpoRや5YF-Y343/460/464変異体を共発現したBa/F3細胞を移植したマウスでは、

脾臓、肝臓、リンパ節が顕著に肥大化していた。また、6YF-Y343/460や 6YF-Y343/464変異

体を共発現した Ba/F3 細胞を移植したマウスでは、脾臓やリンパ節がわずかに肥大化して

いた (Fig. 24A, B)。 

さらに、JAK2V617F 変異体による腫瘍形成能に及ぼす EpoR の Y343、Y460、Y464 の重

要性を確認するため、EpoR 変異体 (Y343F, Y460F, Y464F, Y343/460F, Y343/464F, Y460/464F, 

Y343/460/464F) を共発現した Ba/F3 細胞をヌードマウスに移植した。EpoRと同様に、Y343F、

Y460F、Y464F、Y343/460F、Y343/464F、および Y460/464F変異体を共発現した Ba/F3 細胞

を移植したマウスでは、顕著な腫瘍形成が観察されたが、Y343/460/464F変異体を共発現し

た Ba/F3 細胞を移植したマウスで形成された腫瘍の重量は有意に低下した (Fig. 25A, B)。ま
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た、Y343/460/464F変異体を共発現した Ba/F3 細胞を移植したマウスでは、8YF変異体を共

発現した Ba/F3 細胞を移植したマウスと同様に、脾臓、肝臓、リンパ節の肥大化は観察され

なかった (Fig. 26A, B)。Y464F や Y460/464F 変異体を共発現した Ba/F3 細胞を移植したマ

ウスでは、脾臓、肝臓、リンパ節の肥大化が観察された (Fig. 26A, B)。これらの結果より、

EpoR の Y343, Y460, Y464 のリン酸化が、JAK2V617F 変異体による腫瘍形成能に重要な役

割を果たすことが明らかになった。 

 

3-9  JAK2V617F変異体による TpoRを介した形質転換 

 JAK2V617F変異体は、EpoR との共発現だけでなく、他の I型サイトカイン受容体である

TpoR と共発現させた場合にも、恒常的に活性化することが知られている [11]。しかしなが

ら、JAK2V617F 変異体による TpoR を介した発がんシグナルの分子機構はほとんど解析さ

れていない。そこで、次に、JAK2V617F 変異体が誘導するサイトカイン非依存的な細胞増

殖や腫瘍形成における TpoR の役割を検討し、JAK2V617F 変異体の TpoR を介したシグナ

ル伝達機構の解明をめざした。 

 まず、Ba/F3 細胞、野生型 JAK2 (WT) 発現細胞、あるいは JAK2V617F 変異体発現細胞

に、空ウイルス (-)、あるいは TpoR c-Flag を発現したレトロウイルスを感染させた細胞 (-

/-, WT/-, V617F/-, -/TpoR, WT/TpoR, V617F/TpoR) を作成した (Fig. 28A)。これらの細胞を用

いて、Tpo刺激による野生型 JAK2 (WT) や JAK2V617F変異体の活性化、および TpoRとの

結合を調べた。まず抗 HA抗体で、野生型 JAK2 (WT) や JAK2V617F変異体を免疫沈降し、

JAK2 の活性化の指標である Y1007/1008 のリン酸化をイムノブロット法により検討した。

TpoR と共発現した際には、Tpo 刺激によって、野生型 JAK2 (WT) のリン酸化が誘導された 

(Fig. 28B, Lane 8)。一方、JAK2V617F変異体は、Tpo 刺激の有無に関わらず、恒常的にリン

酸化された (Fig. 28B, Lane 11, 12)。また、抗 Flag抗体で、TpoR を免疫沈降し、抗 HA抗体

を用いたイムノブロット法を行い、TpoRと野生型 JAK2 (WT) や JAK2V617F変異体との結
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合を検討した。その結果、Tpo刺激の有無に関わらず、野生型 JAK2 (WT) や JAK2V617F変

異体は、恒常的に TpoRと結合した (Fig. 28B, Lane 7, 8, 11, 12)。 

次に、WST assayにより、これらの細胞の増殖能を解析した (Fig. 29A)。Tpo 非存在下に

おいて、JAK2V617F変異体と TpoR を共発現させた V617F/TpoR 細胞のみが、顕著な増殖能

を示した (Fig. 29A, left graph)。また、Tpo 存在下では、TpoR を発現した-/TpoR 細胞や

WT/TpoR細胞は、3日目まで増殖したが、5日目では増殖能が低下した。この現象は、おそ

らく、5 日間の培養の間に、Tpo が枯渇してしまったためだと考えられた。それに対し、

V617F/TpoR 細胞は、Tpo 刺激後 5 日目においても顕著な増殖能を示した (Fig. 29A, right 

graph)。また、各細胞を Tpo 存在下、あるいは非存在下において 2日間培養し、フローサイ

トメトリーを用いて細胞周期を解析した (Fig. 29B)。Tpo非存在下において、V617F/TpoR 以

外の細胞では、アポトーシスの指標となる sub-G1 期の細胞の割合が顕著に増加した (Fig. 

29B)。一方、Tpo 存在下では、TpoR 発現細胞 (-/TpoR、WT/TpoR、V617F/TpoR) における

sub-G1期の細胞の割合は減少した (Fig. 29B)。以上のことから、JAK2V617F変異体を TpoR

と共発現した Ba/F3 細胞は、Tpo 非存在下においても、顕著な増殖能を示すことが明らかに

なった。 

さらに、Tpo刺激により活性化されることが知られている STAT5、STAT3、Akt、ERK1/2

のリン酸化をイムノブロット法により検討した (Fig. 30)。 -/TpoR 細胞や WT/TpoR 細胞で

は、Tpo 刺激によって、STAT5、STAT3、Akt、ERK1/2 のリン酸化が誘導された (Fig. 30)。

V617F/TpoR 細胞では、Tpo 刺激に関わらず、恒常的に STAT5、STAT3、Akt、ERK1/2 がリ

ン酸化された (Fig. 30)。以上の結果より、JAK2V617F変異体を TpoRと共発現した Ba/F3 細

胞では、恒常的な STAT5、STAT3、Akt、ERKの活性化が誘導されることが確認された。 

 さらに、空ウイルスを感染させたコトントール細胞 (-/-)、-/TpoR 細胞、WT/TpoR 細胞、

および V617F/TpoR 細胞をヌードマウスの皮下に移植し、これらの細胞の腫瘍形成能を検討

した (Fig. 31 A, B)。コントロール細胞 (-/-) や -/TpoR細胞を移植したヌードマウスでは、
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腫瘍は形成されなかったが、WT/TpoR 細胞を移植したヌードマウスでは、小さな腫瘍が形

成された。V617F/TpoR 細胞を移植したヌードマウスでは、顕著な腫瘍形成が観察された 

(Fig. 31A, B)。さらに、移植後 21日後のマウスから脾臓、肝臓、リンパ節を摘出し、各臓器

の重量を測定した (Fig. 32A, B)。V617F/TpoR 細胞を移植したマウスでは、脾臓、肝臓、リ

ンパ節が顕著に肥大化した。また、肝臓および脾臓の組織切片を作成し、Hematoxylin & Eosin 

(H & E) 染色により、組織構造を観察した (Fig. 33A, B)。V617F/TpoR細胞を移植したマウ

スでは、肝細胞の構造が変化し、青色に核が染色されたがん細胞と思われる細胞が門脈に多

く浸潤していた (Fig. 33A)。また、コントロール細胞  (-/-) や -/TpoR 細胞、あるいは

WT/TpoR 細胞を移植したマウスの脾臓では、リンパ球の産生に関わる白脾髄が放射状に形

成され、その周辺を、赤血球からなる赤脾髄が囲んだ特徴的な構造が観察された (Fig. 33B)。

一方、V617F/TpoR 細胞を移植したマウスの脾臓では、白脾髄および赤脾髄の区別が不明瞭

になっており、脾臓の組織構造が破綻していた (Fig. 33B)。これらの結果より、TpoR の共

発現下において、JAK2V617F 変異体ががん原遺伝子産物として機能することが明らかにな

った。 

 

3-10  JAK2V617F変異体による細胞増殖における TpoRの Y616, Y621のリン酸化の役割 

 TpoRは細胞内ドメインに 5個のチロシン残基 (Y512, Y533, Y582, Y616, Y621) が存在す

る (Fig. 34A)。JAK2V617F変異体による発がん誘導における TpoRのリン酸化の役割を検討

するために、それぞれのチロシン残基をフェニルアラニンに置換した TpoR-YF 変異体 

(Y512F, Y533F, Y582F, Y616F, Y621F, Y616/621F) を作成し、JAK2V617F変異体発現細胞に

発現させた (Fig. 34B)。まず、抗 Flag抗体で免疫沈降後、抗リン酸化チロシン (pY) 抗体で

イムノブロット法を行い、JAK2V617F変異体発現細胞における TpoR および TpoR-YF変異

体のリン酸化を検討した。その結果、Tpo 非存在下において、JAK2V617F 変異体発現細胞

では、TpoR がリン酸化された。また、Y512F、Y533F、Y582F、Y616F、および Y621F変異
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体は、リン酸化されたが、Y616/621F変異体はリン酸化されなかった (Fig. 34B)。したがっ

て、JAK2V617F 変異体発現細胞において、TpoR の Y616 と Y621 が恒常的にリン酸化され

ることが明らかになった。 

 さらに、サイトカイン非存在下におけるこれらの細胞の増殖能を検討した (Fig. 35A)。

JAK2V617F変異体と共に、Y512F、Y533F、Y582F、Y616F、あるいは Y621F変異体を発現

した細胞は、TpoR を共発現した細胞と同程度の細胞増殖能を示した (Fig. 35A)。一方、

JAK2V617F変異体と共に、Y616/Y621F変異体を発現した細胞は増殖しなかった (Fig. 35A)。

次に、フローサイトメトリーを用いて、細胞周期を解析した結果、サイトカイン非存在下、

JAK2V617F 変異体を単独で発現した細胞では、S 期の細胞の割合が低く、sub-G1 期の細胞

の割合が高かったことから、アポトーシスが誘導されたと考えられた  (Fig. 35B)。

JAK2V617F変異体と共に、TpoR、Y512F、Y533F、Y582F、Y616、あるいは Y621F変異体

を発現した細胞では、S期の細胞の割合が高く、sub-G1期の細胞の割合は低かった (Fig. 35B)。

それに対して、JAK2V617F変異体と共に、Y616/Y621F変異体を発現した細胞では、S期の

細胞の割合が低く、sub-G1 期の細胞の割合が高かったことから、アポトーシスが誘導され

たと考えられた (Fig. 35B)。以上の結果より、JAK2V617F変異体によるサイトカイン非依存

的な細胞増殖や生存には、TpoR の Y616 および Y621 の両方のチロシン残基のリン酸化が

必要であることが明らかになった。 

また、JAK2V617F変異体による STAT5、STAT3、Akt、ERK1/2のリン酸化に対する TpoR-

YF変異体の影響をイムノブロット法により検討した (Fig. 36)。JAK2V617F変異体と共に、

TpoR、Y512F、Y533F、Y582F、あるいは Y621F変異体を発現した細胞では、STAT3および

Aktのリン酸化が誘導されたが、Y616F変異体および Y616/Y621F変異体を共発現した細胞

では、STAT3および Aktはリン酸化されなかった (Fig. 36)。さらに、JAK2V617F変異体と

共に、TpoR、Y512F、Y533F、Y582F、あるいは Y621F変異体を発現した細胞では、STAT5

および ERK1/2 がリン酸化されたが、Y616/Y621F 変異体を共発現した細胞では、STAT5 お
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よび ERK1/2はリン酸化されなかった (Fig. 36)。これらの結果より、JAK2V617F変異体は、

TpoR の Y616のリン酸化を介して、STAT3や Aktを活性化するが、JAK2V617F変異体によ

る STAT5や ERKの活性化には、TpoR の Y616と Y621 の両方のチロシン残基のリン酸化が

必要であることが明らかになった。 

 

3-11  JAK2V617F変異体による腫瘍形成における TpoRの Y616, Y621のリン酸化の役割 

 次に、ヌードマウスにおける JAK2V617F 変異体による腫瘍形成に及ぼす TpoR の細胞内

ドメインに存在するチロシン残基の役割を検討した (Fig. 37A, B)。JAK2V617F変異体と共

に、TpoR、Y512F、Y533F、Y582F、あるいは Y621F変異体を発現した Ba/F3 細胞を移植し

たヌードマウスでは、顕著に腫瘍が形成された (Fig. 37A, B)。一方、JAK2V617F変異体と

共に、Y616/Y621F変異体を共発現した Ba/F3 細胞を移植したヌードマウスでは、腫瘍形成

が有意に抑制された (Fig. 37A, B)。さらに、移植後 21日後のマウスから脾臓、肝臓、リン

パ節を摘出し、各臓器の重量を測定した (Fig. 38A, B)。JAK2V617F 変異体と共に、TpoR、

Y512F、Y533F、Y582F、あるいは Y621F変異体を発現した Ba/F3 細胞を移植したヌードマ

ウスでは、脾臓、肝臓、およびリンパ節の肥大化が見られた (Fig. 38A, B)。それに対して、

JAK2V617F変異体と共に、Y616/Y621F変異体を共発現した Ba/F3 細胞を移植したヌードマ

ウスの脾臓、肝臓、およびリンパ節の肥大化は、有意に抑制された (Fig. 38A, B)。また、

JAK2V617F 変異体と共に、TpoR、Y616F、Y621F、あるいは Y616/621F 変異体を発現した

Ba/F3 細胞を移植したヌードマウスの脾臓および肝臓の組織切片を作成し、Hematoxylin & 

Eosin (H & E) 染色を行った (Fig. 39A, B)。JAK2V617F変異体と共に、TpoR、Y616F、ある

いは Y621F 変異体を発現した Ba/F3 細胞を移植したマウスの肝臓では、核が青色に染色さ

れたがん細胞と思われる細胞が門脈に多く観察されたが、Y616/621F 変異体を発現した

Ba/F3細胞を移植したマウスの肝臓では、これらのがん細胞の浸潤が認められなかった (Fig. 

39A)。また、JAK2V617F変異体と共に、TpoR、あるいは Y616F変異体を発現した Ba/F3 細
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胞を移植したマウスの脾臓では、白脾髄および赤脾髄から構成される特徴的な脾臓の構造

が破綻していた (Fig. 39B)。それに対し、JAK2V617F変異体と共に、Y621F変異体を発現し

た Ba/F3 細胞を移植したマウスの脾臓では、白脾髄および赤脾髄が確認でき、Y616/621F変

異体を発現した Ba/F3 細胞を移植したマウスの脾臓の構造は正常に近く、JAK2V617F 変異

体による脾臓の構造破綻はほとんど認められなかった (Fig. 39B)。これらの結果より、

JAK2V617F 変異体による腫瘍形成にも、TpoR の Y616 および Y621 のリン酸化が重要であ

ることが示された。 

 

3-12  Tpo刺激による細胞増殖、STAT5、STAT3、Akt、ERKの活性化における TpoRの各

チロシン残基の役割 

 最後に、Tpo刺激による細胞増殖における TpoR の細胞内ドメインに位置する 5個のチロ

シン残基の影響を検討するために、Ba/F3 細胞に、TpoR、TpoR-YF 変異体 (Y512F, Y533F, 

Y582F, Y616F, Y621F, Y616/621F) あるいは 5個全てのチロシン残基をフェニルアラニンに

置換した TpoR-5YF変異体を発現させた (Fig. 40A)。Tpo 非存在下では、いずれの細胞も増

殖しなかった (Fig. 40B, C, left graph)。Tpo存在下で培養した際、3日目まで、TpoR、Y512F、

Y533F、あるいは Y621F変異体を発現した細胞は、同程度の増殖能を示した (Fig. 40B, right 

graph)。一方、Y582F変異体を発現した細胞は、より高い増殖能を示した。それに対し、Y616F

変異体、あるいは Y616/621F変異体を発現した細胞の増殖能は、部分的に抑制された (Fig. 

40B, right graph)。したがって、Tpo刺激による細胞増殖には、TpoR の Y616 と Y621 のリン

酸化が部分的に寄与し、TpoR の Y582 のリン酸化は、Tpo 刺激による細胞増殖に対し、抑

制的に機能することが示唆された。さらに、Tpo 存在下では、TpoR 発現細胞に比べて弱い

が、TpoR-5YF変異体発現細胞も増殖した (Fig. 40C, right graph)。 

フローサイトメトリーを用いて、細胞周期を解析した結果、TpoR、Y512F、Y533F、Y582F、

Y616F、Y621F、Y616/621Fおよび TpoR-5YF変異体を発現したすべての細胞において、Tpo
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刺激により、sub-G1期の細胞の割合は顕著に減少し、S期の細胞の割合は増加した (Fig. 41A, 

B)。以上の結果より、TpoR の Y616 と Y621 のリン酸化は、JAK2V617F 変異体による細胞

増殖には必須であるが、Tpo 刺激は TpoRのリン酸化を介さずに細胞増殖および生存を誘導

すると考えられた。 

また、各細胞における Tpo 刺激による STAT5、STAT3、Aktおよび ERK1/2 のリン酸化を

イムノブロット法により検討した (Fig. 42)。TpoRおよび TpoR-YF変異体発現細胞を Tpo存

在下、非存在下で培養後、細胞溶解液を作成した。Tpo 刺激により、TpoR およびすべての

TpoR-YF変異体発現細胞において、JAK2 のリン酸化が誘導された (Fig. 42, IB: p-JAK2)。さ

らに、TpoR 発現細胞では下流の STAT5、STAT3、Akt および ERK1/2 のリン酸化が誘導さ

れることが確認できた (Fig. 42, Lane 4)。Y512F変異体は、TpoR と同程度に、STAT5のリン

酸化を誘導したが、Y533F、Y582F、Y616F、Y621F、および Y616/Y621F変異体は、STAT5

のリン酸化を部分的に抑制した。また、Y512F、および Y582F変異体は、TpoR と同程度に

STAT3のリン酸化を誘導し、Y533F、Y616F、Y621F変異体は、STAT3のリン酸化を部分的

に抑制した。さらに、Y616/Y621F変異体は、STAT3 のリン酸化をほぼ完全に抑制した。ま

た、いずれの TpoR-YF変異体も Akt のリン酸化を抑制しなかった。さらに、Y512F変異体

は TpoRと同程度に、ERK1/2のリン酸化を誘導したが、Y533F、Y582F、Y616F、および Y621F

変異体は、ERK1 のリン酸化を抑制した。一方、Y616/Y621F変異体は、ERK1 だけでなく、

ERK2 のリン酸化も部分的に抑制した。したがって、Tpo 刺激によって、TpoR の Y533、

Y616、Y621 を介して STAT3 や ERKが活性化され、TpoR の Y533、Y582、Y616、Y621 を

介して STAT5 が活性化されると考えられた。また、いずれの TpoR-YF変異体も、少なくと

も部分的に STAT5、Akt、ERK1/2のリン酸化を誘導したことから、STAT5、Akt、ERKの活

性化は TpoRのリン酸化を介さずに部分的に誘導されることが示唆された。 
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Figure 1. JAK2-/-MEFにおける野生型JAK2 (WT)、JAK2V617F変異体、EpoR、8YF変異体の
発現
(A) EpoR c-FlagとEpoRの細胞内ドメインに存在する8個のチロシン残基 (Y343, Y401, Y429,

Y431, Y443, Y460, Y464, Y479) をフェニルアラニンに置換した8YF変異体c-Flagの模式図。
TM は膜貫通ドメインを表している。JAK2はEpoRのBox1およびBox2を介して結合する。 (B)

レトロウイルス感染により、 JAK2-/-MEFに、野生型JAK2 c-HA (WT)、あるいはJAK2V617F

変異体c-HA (V617F)、およびEpoR c-Flag あるいは8YF変異体 c-Flag (8YF) を発現させた。細
胞溶解液を作成し、抗HA抗体、抗Flag抗体、あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブロット
法を行った。
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Figure 2. . JAK2-/-MEFにおける野生型JAK2 (WT)、JAK2V617F変異体、EpoR、8YF

変異体のリン酸化
レトロウイルス感染により、野生型JAK2 (WT)、JAK2V617F変異体 (V617F)、EpoR あ
るいは8YF変異体を発現したJAK2-/-MEFを1% FBS含有DMEMで24時間培養後、Epo (1

U/mL) で15分刺激した。細胞溶解液を抗HA抗体あるいは抗Flag抗体を用いて免疫沈降
した (IP: HAやIP: Flagと表記)。その後、抗リン酸化JAK2 (Y1007/1008) 抗体 (IB: p-

JAK2と表記)、抗HA抗体、抗リン酸化チロシン (pY) 抗体、あるいは抗Flag抗体を用い
てイムノブロット法を行った。
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Figure 3 Ba/F3細胞における野生型JAK2 (WT)、JAK2V617F変異体、EpoR、8YF変異体の発現、結
合およびリン酸化
Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、野生型JAK2 c-HA (WT)、あるいはJAK2V617F変異体c-HA

(V617F) を発現させた後、レトロウイルス感染により、 EpoR c-Flag あるいは8YF変異体 c-Flag (8YF)

を発現させた。(A) Ba/F3細胞株を1% FBS含有RPMIで24時間培養した。細胞溶解液を作成し、抗HA

抗体、抗Flag抗体、あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブロット法を行った。 (B) Ba/F3細胞株を1%

FBS含有RPMIで24時間培養後、細胞溶解液を作成し、抗Flag抗体を用いて免疫沈降した (IP: Flagと表
記) 。免疫沈降物をFlag peptide (200 mg/mL) を用いて溶出し、抗HA抗体あるいは抗Flag抗体を用いて
イムノブロット法を行った。 (C) Ba/F3細胞株を1% FBS含有RPMIを用いて、 Epo (1 U/mL) 存在下、非
存在下において24時間培養した。細胞溶解液を作成し、抗HA抗体を用いて免疫沈降し (IP: HAと表記)、
抗リン酸化JAK2 (Y1007/1008) 抗体あるいは抗HA抗体を用いてイムノブロット法を行った。
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Figure 4.  Epo刺激、IL-3刺激、あるいはJAK2V617F変異体による細胞増殖におけるEpoRの
リン酸化の役割
(A) Ba/F3細胞株を、 1% FBS含有RPMIを用いて、Epo (1 U/mL) 存在下、非存在下で3日間培養
した。 (B) Ba/F3細胞株を、 1% FBS含有RPMIを用いて、IL-3 (2 ng/mL) 存在下で3日間培養し
た。 (A, B) WST-1 assayにより細胞増殖能を測定した。(n=4, *p<0.05、p***<0.001)
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(B) Ba/F3細胞株を、 1% FBS含有RPMIを用いて、 Epo (1 U/mL) 存在下、非存在下で48時間
培養した。 細胞を固定し、propidium iodide (PI) で染色後、フローサイトメトリーにより細
胞周期を解析した。
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Figure 6. JAK2V617F変異体発現細胞におけるEpoRの8個のチロシン残基のリン酸化
JAK2-/-MEFに、レトロウイルス感染により、 JAK2V617F変異体c-HA (V617F) を発現させた後に、レトロ
ウイルス感染により、EpoR c-Flag 、または8YF変異体 c-Flag (8YF)、あるいは7YF変異体 (7YF-Y343, 7YF-

Y401, 7YF-Y429, 7YF-Y431, 7YF-Y443, 7YF-Y460, 7YF-Y464, 7YF-Y479)を発現させた。各JAK2-/-MEFを1% 

FBS含有DMEMで24時間培養し、細胞溶解液を作成した。抗Flag抗体を用いて免疫沈降し、抗リン酸化チ
ロシン抗体 (pY)、あるいは抗Flag抗体を用いてイムノブロット法を行った。また、細胞溶解液を作成し、
抗HA抗体、抗Flag抗体あるいは抗b-actin抗体を用いたイムノブロット法を行った。
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Figure 7. Epo刺激による細胞増殖におけるEpoR-7YF変異体の役割
Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、EpoR c-Flag、または8YF変異体 c-Flag (8YF)、あるいは7YF

変異体 c-Flag (7YF-Y343, 7YF-Y401, 7YF-Y429, 7YF-Y431, 7YF-Y443, 7YF-Y460, 7YF-Y464, 7YF-Y479)

を発現させた。(A) 細胞溶解液を作成し、抗Flag抗体あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブロット法
を行った。 (B) 1% FBS含有RPMIを用いて、 Ba/F3細胞株をEpo (1 U/mL) 存在下で3日間培養した。
WST-1 assayにより細胞増殖能を測定した。 (n=4, *p<0.05、p***<0.001 (vs 8YF)) (C) 1% FBS含有RPMIを
用いて、 Ba/F3細胞株をEpo (1 U/mL) 存在下で72時間培養したトリパンブルー染色法により、細胞生存
率を算出した。(n=3, *p<0.05)
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Figure 8. JAK2V617F変異体による細胞増殖におけるEpoR-7YF変異体の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、EpoR c-Flag、または8YF変異体
c-Flag (8YF)、あるいは7YF変異体 c-Flag (7YF-Y343, 7YF-Y401, 7YF-Y429, 7YF-Y431, 7YF-Y443,

7YF-Y460, 7YF-Y464, 7YF-Y479) を発現させた。(A) 細胞溶解液を作成し、抗HA抗体、抗Flag抗体
あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブロット法を行った。(B) 1% FBS含有RPMIを用いて、
Ba/F3細胞株をサイトカイン非存在下で3日間培養した。 WST-1 assayにより細胞増殖能を測定した。
(n=4) (C) 1% FBS含有RPMIを用いて、 Ba/F3細胞株をサイトカイン非存在下で72間培養した。ト
リパンブルー染色法により、細胞生存率を算出した。(n=3, ***p<0.001 (vs EpoR))
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Figure 9. JAK2V617F変異体による細胞増殖におけるEpoR-6YF変異体の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 EpoR c-Flag、または8YF変異体 c-Flag

(8YF)、7YF-Y343変異体、あるいは6YF変異体 (6YF-Y343/401, 6YF-Y343/429, 6YF-Y343/431, 6YF-

Y343/443, 6YF-Y343/460, 6YF-Y343/464, 6YF-Y343/479) を発現させた。(A) 細胞溶解液を作成し、抗HA

抗体、抗Flag抗体あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブロット法を行った。(B) 1% FBS含有RPMIを用
いて、 Ba/F3細胞株をサイトカイン非存在下で3日間培養した。WST-1 assayにより細胞増殖能を測定し
た。(n=4, **p<0.01 , ***p<0.001 (vs 8YF)) (C) 1% FBS含有RPMIを用いて、 Ba/F3細胞株をサイトカイン
非存在下で72間培養した。トリパンブルー染色法により、細胞生存率を算出した。(n=3, ***p<0.001 (vs 

8YF))
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Figure 10. JAK2V617F変異体による細胞増殖におけるY343およびY460のリン酸化の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 EpoR c-Flag、または8YF変異体 c-Flag

(8YF)、6YF-Y343/460変異体、あるいは5YF変異体 (5YF-Y343/460/401, 5YF-Y343/460/429, 5YF-

Y343/460/431, 5YF-Y343/460/443, 5YF-Y343/460/464, 5YF-Y343/460/479) を発現させた。(A) 細胞溶解液を
作成し、抗HA抗体、抗Flag抗体あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブロット法を行った。(B) 1% FBS

含有RPMIを用いて、 Ba/F3細胞株をサイトカイン非存在下で3日間培養した。 WST-1 assayにより細胞増
殖能を測定した。(n=4, **p<0.01 , ***p<0.001 (vs 6YF-Y343/460)) (C) 1% FBS含有RPMIを用いて、 Ba/F3細
胞株をサイトカイン非存在下で72時間培養した。トリパンブルー染色法により、細胞生存率を算出した。
(n=3, *p<0.001 (vs 6YF-Y343/460))
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Figure 11. JAK2V617F変異体による細胞増殖におけるY343およびY464のリン酸化の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、EpoR c-Flag、または8YF変異体 c-Flag

(8YF)、6YF-Y343/464変異体、あるいは5YF変異体 (5YF-Y343/464/401, 5YF-Y343/464/429, 5YF-

Y343/464/431, 5YF-Y343/464/443, 5YF-Y343/460/464, 5YF-Y343/464/479) を発現させた。(A) 細胞溶解液を
作成し、抗HA抗体、抗Flag抗体あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブロット法を行った。(B) 1% FBS

含有RPMIを用いて、 Ba/F3細胞株をサイトカイン非存在下で3日間培養した。 WST-1 assayにより細胞増
殖能を測定した。(n=4, **p<0.01 (vs 6YF-Y343/464)) (C) 1% FBS含有RPMIを用いて、 Ba/F3細胞株をIL-3 (2 

ng/mL) 存在下で3日間培養した。 WST-1 assayにより細胞増殖能を測定した。(n=4) 

**p<0.01 (vs 6YF-Y343/464)

**
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Figure 12. JAK2V617F変異体による細胞増殖におけるEpoR のY343, Y460, Y464の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 EpoR c-Flag、または8YF変異体 c-

Flag (8YF)、 7YF変異体 (7YF-Y343, 7YF-Y460, 7YF-Y464)、6YF変異体 (6YF-Y343/460, 6YF-Y343/464, 

6YF-Y460/464)、あるいは5YF-Y343/460/464変異体を発現させた。(A) 細胞溶解液を作成し、抗HA抗体、
抗Flag抗体あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブロット法を行った。(B) 1% FBS含有RPMIを用いて、
Ba/F3細胞株をサイトカイン非存在下で3日間培養した。WST-1 assayにより細胞増殖能を測定した。
(n=4, **p<0.01, ***p<0.001 (vs 8YF)) (C) 1% FBS含有RPMIを用いて、 Ba/F3細胞株をIL-3 (2 ng/mL) 存在
下で3日間培養した。 WST-1 assayにより細胞増殖能を測定した。(n=4) 

(D) 1% FBS含有RPMIを用いて、 Ba/F3細胞株をサイトカイン非存在下で3日間培養した。細胞を固定し、
propidium iodide (PI) で染色後、フローサイトメトリーにより細胞周期を解析した。

sub-G1 G0/G1 G2/MS

**p<0.01, ***p<0.001 (vs 8YF)

**

**

***
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Figure 13. JAK2V617F変異体による細胞増殖におけるEpoR のY343, Y460, Y464のリン酸化の重要性
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、EpoR c-Flag、または8YF変異体 c-

Flag (8YF)、 Y343F変異体、Y460F変異体、Y464F変異体、Y343/460F変異体、Y343/464F変異体、
Y460/464F変異体、Y343/460/464F変異体を発現させた。(A) 細胞溶解液を作成し、抗HA抗体、抗Flag抗
体あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブロット法を行った。(B) 1% FBS含有RPMIを用いて、 Ba/F3細
胞株をサイトカイン非存在下で3日間培養した。 WST-1 assayにより細胞増殖能を測定した。(n=4,

**p<0.01 , ***p<0.001 (vs EpoR))
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Figure 14. JAK2V617F変異体による細胞生存におけるEpoR のY343, Y460, Y464のリン酸化の重要性
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 EpoR c-Flag、または8YF変異体 c-Flag

(8YF)、 Y343F変異体、Y460F変異体、Y464F変異体、Y343/460F変異体、Y343/464F変異体、Y460/464F変
異体、Y343/460/464F変異体を発現させた。(A) 1% FBS含有RPMIを用いて、 Ba/F3細胞株をサイトカイン
非存在下で3日間培養した。トリパンブルー染色法により、細胞生存率を算出した。(n=4, **p<0.01、
p***<0.001 (vs EpoR)) (B) 1% FBS含有RPMIを用いて、 Ba/F3細胞株をサイトカイン非存在下で3日間培養
した。細胞を固定し、propidium iodide (PI) で染色後、フローサイトメトリーにより細胞周期を解析した。

sub-G1 G0/G1 G2/MS
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Figure 15. JAK2V617F変異体発現細胞におけるSTAT5, Grb2, PI3Kp85との結合に対するEpoR のY343,

Y460, Y464の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、EpoR c-Flag、または8YF変異体 c-Flag

(8YF)、7YF-Y343変異体、7YF-Y460変異体、7YF-Y464変異体、あるいは5YF-Y343/460/464変異体を発
現させた。細胞溶解液を作成し、抗Flag抗体を用いて免疫沈降を行い、免疫沈降物をFlag peptide (200

mg/mL) を用いて溶出した。抗HA抗体、抗STAT5抗体、抗Grb2抗体、抗PI3Kp85抗体、または抗Flag抗体
を用いてイムノブロット法を行った。 細胞溶解液を作成し、抗HA抗体、抗STAT5抗体、抗Grb2抗体、
抗CrkL抗体、抗PI3Kp85抗体、または抗b-actin抗体を用いてイムノブロット法を行った。
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Figure 16. JAK2V617F変異体によるSTAT5およびERK1/2のリン酸化におけるEpoR のY343, Y460,

Y464のリン酸化の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、EpoR c-Flag、または8YF変異体 c-

Flag (8YF)、 7YF変異体 (7YF-Y343, 7YF-Y460, 7YF-Y464)、6YF変異体 (6YF-Y343/460, 6YF-Y343/464,

6YF-Y460/464) あるいは5YF-Y343/460/464変異体を発現させた。細胞溶解液を作成し、抗リン酸化
STAT5抗体 (Y694)、抗リン酸化STAT5抗体 (S780)、抗STAT5抗体,

抗リン酸化ERK1/2抗体、抗ERK1/2抗体を用いて、イムノブロット法を行った。Image Jを用いて、
STAT5、ERK1、ERK2のリン酸化を定量化した。 (n=3, *p<, *p<0.01, ***p<0.001 (vs 8YF))
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Figure 17. JAK2V617F変異体によるIL-2Ra, CIS, c-Myc, Pim-1 mRNA発現誘導に及ぼすEpoR のY343,

Y460, Y464の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 EpoR、または8YF変異体、7YF変異体
(7YF-Y343, 7YF-Y460, 7YF-Y464)、6YF変異体(6YF-Y343/460, 6YF-Y343/464, 6YF-Y460/464) あるいは5YF-

Y343/460/464変異体を発現させた。Ba/F3細胞株を1% FBS含有RPMIで24時間培養し、total RNAを抽出した。
IL-2Ra, CIS, c-Myc, Pim-1 mRNA発現をRT-PCR法により測定した。 GAPDH mRNAの発現量を用いて、各
遺伝子のmRNA発現量を標準化した。(n=4, *p<, 0.05, *p<0.01, ***p<0.001 (vs 8YF))
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Figure 18. IL-2Ra, CIS, c-Myc, Pim-1のプロモーターおよびエンハンサーにおけるSTAT結合部位
転写開始点を+1と表記した。また、 IL-2Ra, CIS, c-Myc, Pim1遺伝子のプロモーター領域およびエン
ハンサー領域に存在するSTAT結合部位を黒色で示した。また、設計したPrimerにより、増幅される
PCR産物を灰色で示した。
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Figure 19. IL-2Ra, CIS, c-Myc, Pim-1のプロモーターあるいはエンハンサーのSTAT結合部位におけ
るSTAT3およびSTAT5の結合
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 EpoRを発現させ、1% FBS含有
RPMIで24時間培養した。細胞溶解液を作成し、コントロール抗体 (Control IgG)、抗STAT3抗体、あ
るいは抗STAT5抗体を用いてクロマチン免疫沈降 (ChIP) を行った。沈降したゲノムDNAを用いて、
qPCRを行った。(n=3, ***p<0.001)
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Figure 20. IL-2Ra, CIS, c-Myc, Pim-1のプロモーターあるいはエンハンサーのSTAT結合部位における
リン酸化STAT5の結合
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 EpoRを発現させ、1% FBS含有
RPMIで24時間培養した。細胞溶解液を作成し、コントロール抗体 (Control IgG)、抗STAT5抗体、ある
いは抗リン酸化STAT5 (Y694) 抗体を用いてクロマチン免疫沈降 (ChIP) を行った。沈降したゲノム
DNAを用いて、qPCRを行った。(n=3, ***p<0.001)
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Figure 21. JAK2V617F変異体によるSTAT5およびERK1/2のリン酸化におけるEpoR のY343, Y460,

Y464の重要性
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 EpoR、または8YF変異体、
Y343F変異体、Y460F変異体、Y464F変異体、Y343/460F変異体、Y343/464F変異体、Y460/464F変異
体、Y343/460/464F変異体を発現させた。細胞溶解液を作成し、抗リン酸化STAT5抗体 (Y694)、抗
リン酸化STAT5抗体 (S780)、抗STAT5抗体、抗リン酸化ERK1/2抗体、抗ERK1/2抗体を用いて、イ
ムノブロット法を行った。Image Jを用いて、STAT5、ERK1、ERK2のリン酸化を定量化した。 (n=3,

*p<0.05, *p<0.01, ***p<0.001 (vs EpoR))
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Figure 22. JAK2V617F変異体によるSTAT5の活性化に及ぼすEpoRのY343, Y460, Y464点変異の影響
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 EpoR、または8YF変異体、
Y343F変異体、Y460F変異体、Y464F変異体、Y343/460F変異体、Y343/464F変異体、Y460/464F変異
体、Y343/460/464F変異体を発現させた。Ba/F3細胞株を1% FBS含有RPMIで24時間培養し、total

RNAを抽出した。IL-2Ra, CIS, c-Myc, Pim-1 mRNA発現をRT-PCR法により測定した。GAPDH

mRNAの発現量を用いて、各遺伝子のmRNA発現量を標準化した。 (n=4, *p<0.05, *p<0.01,

***p<0.001 (vs EpoR))
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Figure 23. JAK2V617F変異体による腫瘍形成におけるEpoR のY343, Y460, Y464の役割
Ba/F3細胞に空ウイルス (-) を感染させた。 JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感
染により、 EpoR、または8YF変異体、7YF変異体 (7YF-Y343, 7YF-Y460, 7YF-Y464)、6YF変異体
(6YF-Y343/460, 6YF-Y343/464, 6YF-Y460/464) あるいは5YF-Y343/460/464変異体を発現させた。
Ba/F3細胞株 (1× 107) をヌードマウスに皮下注射した。(A) 移植12日後のヌードマウスの写真を撮
影した。(B) 移植13日後にヌードマウスに形成された腫瘍を摘出し、重量を測定した。 (n=3, 

**p<0.01, ***p<0.001 (vs 8YF))
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Figure 24. JAK2V617F変異体による脾臓、肝臓、リンパ節の肥大化におけるEpoR のY343, Y460, 

Y464の役割
Ba/F3細胞に空ウイルス (-) を感染させた。 JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感
染により、 EpoR、または8YF変異体、7YF変異体 (7YF-Y343, 7YF-Y460, 7YF-Y464)、6YF変異体
(6YF-Y343/460, 6YF-Y343/464, 6YF-Y460/464) あるいは5YF-Y343/460/464変異体を発現させた。
Ba/F3細胞株 (1× 107) をヌードマウスに皮下注射した。(A) 移植13日後にヌードマウスの脾臓、肝
臓、リンパ節を摘出し、各臓器の写真を撮影した。(B)脾臓、肝臓、リンパ節の重量を測定した。
(n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (vs 8YF))
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Figure 25. JAK2V617F変異体による腫瘍形成におけるEpoR のY343, Y460, Y464の役割
Ba/F3細胞に空ウイルス (-) を感染させた。 JAK2V617F変異体発現に、レトロウイルス感染により、
EpoR、または8YF変異体、 Y343F変異体、Y460F変異体、Y464F変異体、Y343/460F変異体、
Y343/464F変異体、Y460/464F変異体、Y343/460/464F変異体を発現させた。 Ba/F3細胞株 (1× 107) 

をヌードマウスに皮下注射した。(A) 移植12日後のヌードマウスの写真を撮影した。(B) 移植13日後
にヌードマウスに形成された腫瘍を摘出し、重量を測定した。 (n=3, *p<0.05, ***p<0.001 (vs EpoR))
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Figure 26. JAK2V617F変異体による脾臓、肝臓、リンパ節の肥大化におけるEpoR のY343, Y460, 

Y464の役割
Ba/F3細胞に空ウイルス (-) を感染させた。 JAK2V617F変異体発現に、レトロウイルス感染により、
EpoR、または8YF変異体、 Y343F変異体、Y460F変異体、Y464F変異体、Y343/460F変異体、
Y343/464F変異体、Y460/464F変異体、Y343/460/464F変異体を発現させた。 Ba/F3細胞株 (1× 107) 

をヌードマウスに皮下注射した。Ba/F3細胞株 (1× 107) をヌードマウスに皮下注射した。(A)  移植
13日後にヌードマウスの脾臓、肝臓、リンパ節を摘出し、各臓器の写真を撮影した。(B)脾臓、肝
臓、リンパ節の重量を測定した。 (n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (vs EpoR))
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Figure 27. JAK2V617F変異体が示す形質転換におけるEpoR のY343, Y460, Y464のリン酸化の役割
JAK2V617F変異体は、EpoRと結合した際に恒常的な活性化を示した。活性化したJAK2V617F変異
体はEpoRの細胞内ドメインに存在する8個のチロシン残基をリン酸化した。その中で3個のチロシン
残基 (Y343, Y460, Y464) が、JAK2V617F変異体によるサイトカイン非依存的な細胞増殖や腫瘍形成
に重要であった。EpoRのリン酸化されたY343およびY460は、STAT5の結合に関与しており、 EpoR 

のY343, Y460, Y464のリン酸化がSTAT5の活性化に必要であった。一方、Grb2はEpoRのリン酸化さ
れたY460に結合した。また、EpoRのY343とY460のリン酸化および Y343とY464のリン酸化が
ERK1/2の活性化に必要であった。
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Figure 28. Ba/F3細胞における野生型JAK2 (WT), JAK2V617F変異体、TpoRの発現およびリン酸化
Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、野生型JAK2 c-HA (WT)、またはJAK2V617F変異体c-HA

(V617F) を発現させた後、レトロウイルス感染により、 TpoR c-Flag を発現させた。(A) Ba/F3細胞株
を1% FBS含有RPMIで24時間培養した。細胞溶解液を作成し、抗HA抗体、抗Flag抗体、あるいは抗b-

actin抗体を用いてイムノブロット法を行った。 (B) Ba/F3細胞株を1% FBS含有RPMIを用いて、Tpo (5

ng/mL) 存在下、非存在下で24時間培養した。細胞溶解液を作成し、抗HA抗体あるいは抗Flag抗体を
用いて免疫沈降した。抗リン酸化JAK2 (Y1007/1008) 抗体、抗HA抗体、抗Flag抗体を用いて、イムノ
ブロット法を行った。
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Figure 29. Tpo刺激、あるいはJAK2V617F変異体による細胞増殖誘導
Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、野生型JAK2 (WT)、またはJAK2V617F変異体
(V617F) を発現させた後、レトロウイルス感染により、 TpoR c-Flag を発現させた。(A)

Ba/F3細胞株を1% FBS含有RPMIを用いて、 Tpo (5 ng/mL) 存在下、非存在下で5日間培養した。
WST-1 assayにより細胞増殖能を測定した。(n=4, *p<0.05、p***<0.001)

細胞溶解液を作成し、抗HA抗体、抗Flag抗体、あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブロッ
ト法を行った。 (B) Ba/F3細胞株を、 1% FBS含有RPMIを用いて、 Tpo (5 ng/mL) 存在下、非
存在下で48時間培養した。細胞を固定し、propidium iodide (PI) で染色後、フローサイトメト
リーにより細胞周期を解析した。
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Figure 30. Tpo刺激、あるいはJAK2V617F変異体によるSTAT5, STAT3, Akt, ERKの活性化
Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、野生型JAK2 (WT)、またはJAK2V617F変異体
(V617F) を発現させた後、レトロウイルス感染により、 TpoR c-Flag を発現させた。 Ba/F3細
胞株を1% FBS含有RPMIを用いて、 Tpo (5 ng/mL) 存在下、非存在下で24時間培養した。細
胞溶解液を作成し、抗リン酸化STAT5 (Y694) 抗体、抗STAT5抗体、抗リン酸化STAT3

(Y705) 抗体、抗STAT3 抗体、抗リン酸化Akt (S473) 抗体、抗Akt抗体、抗リン酸化ERK1/2

(T202/Y204)抗体あるいは抗ERK1/2抗体を用いてイムノブロット法を行った。
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Figure 31. JAK2V617F変異体とTpoRを共発現したBa/F3細胞の移植による腫瘍形成
Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、野生型JAK2 (WT)、またはJAK2V617F変異体 (V617F) 

を発現させた後、レトロウイルス感染により、 TpoR c-Flag を発現させた。Ba/F3細胞株 (1× 107) 

をヌードマウスに皮下注射した。(A) 移植20日後のヌードマウスの写真を撮影した。(B) 移植21日後
にヌードマウスに形成された腫瘍を摘出し、重量を測定した。(n=3, ***p<0.001)
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Figure 32. JAK2V617F変異体とTpoRを共発現したBa/F3細胞の移植による脾臓、肝臓、リンパ節の
肥大化
Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、野生型JAK2 (WT)、またはJAK2V617F変異体 (V617F) 

を発現させた後、レトロウイルス感染により、 TpoR c-Flag を発現させた。 Ba/F3細胞株 (1× 107) 

をヌードマウスに皮下注射した。移植21日後にヌードマウスの脾臓、肝臓、リンパ節を摘出した。
(A) 各臓器の写真を撮影した。(B) 各臓器の重量を測定した。(n=3, ***p<0.001)
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Figure 33. JAK2V617F変異体とTpoRを共発現したBa/F3細胞の移植による脾臓、肝臓の組織の変化
Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、野生型JAK2 (WT)、またはJAK2V617F変異体 (V617F)

を発現させた後、レトロウイルス感染により、 TpoR c-Flag を発現させた。 Ba/F3細胞株 (1 × 107)

をヌードマウスに皮下注射した。移植21日後にヌードマウスの脾臓および肝臓を摘出した。組織切
片を作製後、 Hematoxylin and eosin (H&E) 染色を行った。(A, B) All-in-One Fluorescence Microscope

(BZ-X710) で、肝臓および脾臓の組織切片を観察した。
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リン酸化
(A) TpoR c-Flagの模式図。TpoRの細胞内ドメインには、存在する5個のチロシン残基 (Y512, 

Y533, Y582, Y616, Y621 ) が存在する。TM は膜貫通ドメインを表している。JAK2はEpoRの
Box 1およびBox 2を介して結合する。 (B) JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイ
ルス感染により、 TpoR c-Flag あるいは TpoR-YF変異体 c-Flag (Y512F, Y533F, Y582F, Y616F, 

Y621F, Y616/621F) を発現させた。Ba/F3細胞株を1% FBS含有RPMIで24時間培養した。細胞
溶解液を作成し、抗Flag抗体で免疫沈降後 (IP: Flagと表記) 、抗リン酸化チロシン (pY) 抗体
あるいは抗Flag抗体を用いてイムノブロット法を行った。細胞溶解液を作成し、抗リン酸化
JAK2 (Y1007/1008) 抗体、抗HA抗体、抗Flag抗体、あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブ
ロット法を行った。
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Figure 35. JAK2V617F変異体による細胞増殖および細胞生存におけるTpoR-YF変異体の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 TpoR あるいは TpoR-YF変異体
(Y512F, Y533F, Y582F, Y616F, Y621F, Y616/621F) を発現させた。(A) Ba/F3細胞株を1% FBS含有RPMIを
用いて、5日間培養した。WST-1 assayにより細胞増殖能を測定した。(n=4, ***p<0.001 (vs TpoR)) (B) 

Ba/F3細胞株を1% FBS含有RPMIを用いて、48時間培養した。細胞を固定し、propidium iodide (PI) で染色
後、フローサイトメトリーにより細胞周期を解析した。
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Figure 36. JAK2V617F変異体によるSTAT5, STAT3, Akt, ERKの活性化におけるTpoR-YF変
異体の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 TpoRあるいは TpoR-YF

変異体 (Y512F, Y533F, Y582F, Y616F, Y621F, Y616/621F) を発現させた。(A) Ba/F3細胞株を
1% FBS含有RPMIを用いて、24時間培養した。細胞溶解液を作成し、抗リン酸化STAT5

(Y694) 抗体、抗STAT5抗体、抗リン酸化STAT3 (Y705) 抗体、抗STAT3 抗体、抗リン酸化
Akt (S473) 抗体、抗Akt抗体、抗リン酸化ERK1/2 (T202/Y204) 抗体、あるいは抗ERK1/2抗体
を用いてイムノブロット法を行った。
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Figure 37. JAK2V617F変異体による腫瘍形成におけるTpoR-YF変異体の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 TpoR あるいは TpoR-YF変異体
(Y512F, Y533F, Y582F, Y616F, Y621F, Y616/621F) を発現させた。Ba/F3細胞株 (1× 107) をヌードマ
ウスに皮下注射した。(A) 移植20日後のヌードマウスの写真を撮影した。(B) 移植21日後にヌードマ
ウスに形成された腫瘍を摘出し、重量を測定した。 (n=3, **p<0.01)

69



0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

s
p

le
e

n
 (

g
) 

**

0

0.5

1

1.5

2

li
v
e

r 
(g

) 

**

0

10

20

30

L
y
m

p
h

 n
o

d
e
 (

g
) 

**

+ JAK2V617F-HA

-

T
p

o
R

Y
5

1
2
F

Y
5

3
3
F

Y
5

8
2
F

Y
6

2
1
F

Y
6

1
6

/6
2

1
F

Y
6
1
6
F

-

- + JAK2V617F-HA

-

T
p

o
R

Y
5

1
2
F

Y
5

3
3
F

Y
5

8
2
F

Y
6

2
1
F

Y
6

1
6

/6
2

1
F

Y
6

1
6
F

-

- + JAK2V617F-HA

-

T
p

o
R

Y
5

1
2
F

Y
5

3
3
F

Y
5

8
2
F

Y
6

2
1
F

Y
6
1
6
/6

2
1
F

Y
6

1
6
F

-

-

-/- - TpoR

Y512F Y533F Y582F

Y616F Y621F Y616/621F

spleen

-/- - TpoR

Y512F Y533F Y582F

Y616F Y621F Y616/621F

liver

-/- - TpoR

Y512F Y533F Y582F

Y616F Y621F Y616/621F

lymph node
A

B

Figure 38. JAK2V617F変異体による脾臓、肝臓、リンパ節の肥大化におけるTpoR-YF変異体の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 TpoR あるいは TpoR-YF変異体
(Y512F, Y533F, Y582F, Y616F, Y621F, Y616/621F) を発現させた。Ba/F3細胞株 (1× 107) をヌードマ
ウスに皮下注射した。移植21日後にヌードマウスの脾臓、肝臓、リンパ節を摘出した。(A) 各臓器
の写真を撮影した。(B) 各臓器の重量を測定した。 (n=3, **p<0.01)
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Figure 39. JAK2V617F変異体による肝臓および脾臓の組織変化におけるTpoR-YF変異体の役割
JAK2V617F変異体発現Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 TpoR、Y616F変異体, Y621F変異
体あるいはY616/621F変異体を発現させた。Ba/F3細胞株 (1 × 107) をヌードマウスに皮下注射した。
移植21日後にヌードマウスの脾臓および肝臓を摘出した。組織切片を作製後、 Hematoxylin and

eosin (H&E) 染色を行った。(A, B) All-in-One Fluorescence Microscope (BZ-X710)で、肝臓および脾臓
の組織切片を観察した。
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Figure 40. Tpo刺激による細胞増殖におけるTpoR-YF変異体の役割
Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 TpoR c-Flag、TpoR-YF変異体 c-Flag (Y512F, 

Y533F, Y582F, Y616F, Y621F, Y616/621F, 5YF) を発現させた。 (A) 細胞溶解液を作成し、抗Flag

抗体、あるいは抗b-actin抗体を用いてイムノブロット法を行った。 (B, C) 1% FBS含有RPMIを
用いて、Ba/F3細胞株をTpo (5 ng/mL) 存在下、非存在下で5日間培養した。WST-1 assayにより細
胞増殖能を測定した。(n=4, **p<0.01 (vs TpoR))
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Figure 41. Tpo刺激による細胞周期の変化におけるTpoR-YF変異体の役割
Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 TpoR c-Flag、TpoR-YF変異体 c-Flag (Y512F,

Y533F, Y582F, Y616F, Y621F, Y616/621F, 5YF) を発現させた。 (A, B) 1% FBS含有RPMIを用
いて、Ba/F3細胞株をTpo (5 ng/mL) 存在下、非存在下で48時間培養した。細胞を固定し、
propidium iodide (PI) で染色後、フローサイトメトリーにより細胞周期を解析した。
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Figure 42. Tpo刺激によるJAK2、STAT5、STAT3、Akt、ERK1/2の活性化におけるTpoR-YF

変異体の役割
Ba/F3細胞に、レトロウイルス感染により、 TpoR c-Flag、TpoR-YF変異体 c-Flag (Y512F,

Y533F, Y582F, Y616F, Y621F, Y616/621F) を発現させた。1% FBS含有RPMIを用いて、Ba/F3

細胞株をTpo (5 ng/mL) 存在下、非存在下で24時間培養した。細胞溶解液を作成し、抗リン酸
化JAK2 (Y1007/1008) 抗体、抗JAK2抗体、抗リン酸化STAT5 (Y694) 抗体、抗STAT5抗体、
抗リン酸化STAT3 (Y705) 抗体、抗STAT3 抗体、抗リン酸化Akt (S473) 抗体、抗Akt抗体、抗
リン酸化ERK1/2 (T202/Y204) 抗体、あるいは抗ERK1/2抗体を用いてイムノブロット法を
行った。
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JAK2V617F変異体は、TpoRと結合した際に恒常的な活性化を示した。活性化したJAK2V617F変異
体はTpoRの細胞内ドメインに存在する2個のチロシン残基 (Y616, Y621) をリン酸化した。
JAK2V617F変異体によるサイトカイン非依存的な細胞増殖や腫瘍形成には、TpoRのY616とY621の
リン酸化が必要であった。TpoRのY616のリン酸化を介して、STAT3やAktの活性化が誘導されたの
に対し、リン酸化されたY616 , Y621がSTAT5やERKの活性化に関与すると考えられた。
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5. 考察 

 

 これまでにいくつかの研究グループから、JAK2V617F 変異体の恒常的な活性化やそれに

伴う形質転換に、EpoR や TpoR をはじめとするホモダイマーを形成する I 型サイトカイン

受容体が必要であることが報告されている [11, 12, 36, 43]。JAK2 の FERMドメインは、サ

イトカイン受容体との結合に重要な領域であるが [44, 45]、これまでに、JAK2 の FERMド

メインに存在する Y119 が自己リン酸化されると、EpoR との結合能が低下し、活性が阻害

されることが明らかになっている [46]。実際、JAK2V617F 変異体の Y119 をグルタミン酸

に置換したリン酸化を模倣した変異体 (JAK2V617F/Y119E) は、EpoR を共発現しても、活

性化されず、形質転換能も欠失する [43]。さらに、Wernig らは、JAK2V617F変異体に、FERM

ドメインの機能を欠損する Y114A という別の変異を導入した際にも、EpoR との共発現に

よる活性化が誘導されないことを報告しており [47]、JAK2V617F変異体の恒常的な活性化

には、サイトカイン受容体との結合が不可欠であると考えられた。 

 本研究では、JAK2V617F変異体によるサイトカイン非依存的な細胞増殖に、EpoRや TpoR

のリン酸化が必要であることを初めて明らかにした。しかしながら、JAK2V617F 変異体と

共に、リン酸化されない EpoR-8YFや TpoR-Y616/621Fを共発現した細胞をヌードマウスに

移植した際、わずかながら腫瘍の形成が観察された。また、Luらはこれまでに、JAK2V617F

変異体と EpoR-8YF変異体を共発現させた Ba/F3 細胞が、わずかに増殖能を示すことを報告

している [11]。今回、私達は、1% FBS 含有培地を用いて、各 Ba/F3 細胞株の増殖能を検討

したが、Luらは 10% FBS含有培地の条件で実験を行っている。用いた血清の濃度の違いが、

得られた結果に違いを生じた可能性が考えられる。一方、Fig. 4 および Fig. 42 に示すよう

に、EpoR-8YF 変異体や TpoR-Y616/621F 変異体は、Epo や Tpo 刺激による細胞増殖を部分

的に抑制しただけであった。このことから、EpoRや TpoRのリン酸化は、JAK2V617F変異

体による細胞増殖に必須であるが、サイトカイン刺激による細胞増殖には必要ではないと
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考えられた。また、EpoR-8YF変異体を発現した Ba/F3 細胞では、Epo 刺激による STAT5の

Y694 のリン酸化がほぼ完全に抑制されることを見出しており (data not shown)、Epo 刺激に

よる細胞増殖には、STAT5 以外の別のシグナル分子が関与していることが示唆された。これ

までに、Halupaらは、EpoR を発現した Ba/F3 細胞と比較して、8YF変異体を発現した Ba/F3

細胞では、Epo 刺激による ERK1/2 のリン酸化が、遅延して誘導されることを報告している 

[48]。よって、ERK の活性化が、Epo 刺激による細胞増殖に関与している可能性がある。

TpoR-Y616/621F変異体を発現した Ba/F3 細胞においても、Tpo 存在下では、弱いながらも、

ERK1/2 のリン酸化が誘導されており、TpoR のリン酸化を介さずに誘導される細胞増殖に

おいても、ERKの活性化が関与する可能性が考えられた。 

 今回、EpoR の 3 個のチロシン残基、Y343、Y460、Y464 のリン酸化や TpoR の 2 個のチ

ロシン残基 Y616、Y621 のリン酸化が、JAK2V617F 変異体による形質転換に重要であるこ

とを示した。しかしながら、EpoR や TpoRのリン酸化状態は、JAK2V617F変異体の活性化

には必要ではなかった。したがって、JAK2V617F変異体は、EpoR や TpoR と結合すること

で活性化し、EpoR や TpoR のリン酸化を誘導することにより、発がんシグナルを活性化す

ることが明らかになった (Fig. 27, 43)。Fig. 2において、JAK2V617F変異体は、JAK2-/-MEF

に発現しただけでリン酸化され、EpoRの発現により、JAK2V617F変異体のリン酸化が亢進

した。一方、JAK2V617F 変異体は、Ba/F3 細胞に発現しただけではリン酸化されなかった 

(Fig. 3C)。ホモダイマーを形成する I型サイトカイン受容体には、EpoRや TpoR以外に、成

長ホルモン受容体 (growth hormone receptor :GR) が含まれる。GRは広範な組織や細胞に発

現が認められ、JAK2 と会合することが知られている。したがって、JAK2-/-MEF において

観察された JAK2V617F変異体のリン酸化は、内在性の GR との結合を介して生じている可

能性が考えられた。 

本研究を通して、EpoRの Y343、Y460、Y464のリン酸化は、STAT5の full activation に必

要であることを明らかにした (Fig. 16, 17, 21, 22)。これまでに、shRNAにより、STAT5の発
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現を抑制すると、JAK2V617F 変異体と EpoR を共発現した Ba/F3 細胞の増殖能や腫瘍形成

能が顕著に抑制されることを見出している。また、STAT5の恒常的活性化型変異体を過剰発

現させた Ba/F3 細胞は、サイトカイン非依存的な細胞増殖を誘導し、顕著な腫瘍形成能を示

すことを明らかにしており、JAK2V617F 変異体による形質転換に、STAT5 が重要な役割を

果たすと考えられている [36]。EpoR の Y343、Y460、Y464の中でも、Y343や Y460のリン

酸化には、STAT5 を EpoR へリクルートする役割があったが (Fig. 15)、Y343 や Y460 のリ

ン酸化だけでは、STAT5の full activationを誘導することはできなかった。また、JAK2V617F

変異体と共に、6YF-Y460/464 変異体を発現しても、STAT5 の標的遺伝子を発現しなかった

が、6YF-Y343/460 変異体や 6YF-Y343/464 変異体を共発現した細胞では、STAT5 の標的遺

伝子の発現が部分的に誘導された。したがって、STAT5 の活性化には、EpoR の Y343, Y460, 

Y464 すべてのリン酸化が必要であるが、これら 3個のチロシン残基の中で、Y343 のリン酸

化が、STAT5の活性化に最も寄与していると推察された。 

一方、EpoR の Y464 は、Grb2が結合するコンセンサス配列 (YXNX) に位置し、これまで

に、Epo 刺激によってリン酸化された EpoR の Y464 に、Grb2が結合することが報告されて

いる [16]。しかしながら、今回、JAK2V617F 変異体によって形質転換した細胞において、

Grb2 は、Y464 ではなく Y460 と結合することが分かった (Fig. 15)。また、EpoR-Y460F 変

異体は Grb2 と結合できないことを確認している (data not shown)。EpoR の Y464 単独のリ

ン酸化では、JAK2V617F変異体によるERKの活性化を誘導するのに不十分であったが (Fig. 

16)、JAK2V617F変異体と共に、6YF-Y343/464変異体や 6YF-Y460/464変異体を発現した細

胞では、ERK1/2 の活性化が誘導された。したがって、EpoRの 3個のチロシン残基の中で、

Y464 のリン酸化は、ERK の活性化に最も重要であると考えられた。これらの結果から、

EpoR の下流で活性化される STAT5や ERKが、JAK2V617F変異体による形質転換に重要で

ある可能性が考えられた。また、JAK2V617F変異体と共に、TpoR-Y616F変異体を発現する

と、STAT3 や Akt の活性化は抑制されたが、細胞増殖は抑制されなかった。さらに、
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JAK2V617F変異体と TpoR-Y616/621F変異体を共発現すると、STAT5や ERKの活性化が抑

制され、細胞増殖も抑制された。以上の結果より、特に、EpoR や TpoR を介して誘導され

る STAT5 や ERK の活性化が、JAK2V617F 変異体による形質転換に重要であることが強く

示唆された。これまでに、JAK2V617F変異体発現細胞において、STAT3を siRNAによりノ

ックダウンしても、細胞増殖が抑制されないことが報告されている [49]。また、JAK2V617F

変異体のノックインマウスにおいて STAT3 を欠損させると、血中の好中球の数や骨髄およ

び脾臓における造血幹細胞の数が増加し、マウスの生存率が著しく減少するなど、MPN 様

の症状が悪化することが報告されている [50]。したがって、STAT3の活性化が、JAK2V617F

変異体による形質転換に必要ではない可能性が考えられた。今後、RNA 干渉法や阻害剤を

用いて、JAK2V617F変異体と EpoRや TpoRを発現した Ba/F3細胞における STAT5、STAT3、

Akt、ERKの役割を検証することが重要である。 

また、これまでに、EpoRの 8個のチロシン残基のうち、Y343 以外のチロシン残基を含む

細胞内ドメインを欠損した EpoR-H 変異体は、JAK2V617F 変異体による腫瘍形成や STAT5

の活性化を誘導することを報告している [36]。また、この EpoR-H 変異体の Y343をフェニ

ルアラニンに置換した EpoR-HM 変異体は、JAK2V617F 変異体による STAT5 の活性化や細

胞増殖を抑制することを示している。これらの知見は、JAK2V617F変異体の下流で、EpoR

の Y343、Y460、Y464や TpoR の Y616、Y621 のリン酸化を介して誘導される様々なシグナ

ル分子の中でも、STAT5 が発がん誘導機構において最も重要な役割を果たすことを示唆す

るものである。 

 Fig. 17, 22 に示すように、STAT5 のそれぞれの標的遺伝子に対して、EpoR の各リン酸化

チロシン残基は別の役割を持ち、それぞれのチロシン残基のリン酸化の組み合わせによっ

て、異なる遺伝子発現誘導のパターンを示すことが明らかになった。現時点では、STAT5標

的遺伝子の発現誘導機構における EpoR のリン酸化の詳細な役割は明らかになっていない

が、1つの仮説として、標的遺伝子ごとに異なる STAT5複合体が形成され、各標的遺伝子の
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発現を制御している可能性が考えられる。これまでに、活性化した STAT5 は、ダイマーを

形成するだけでなく、N 末端側領域を介してテトラマーを形成し、DNA に結合し遺伝子発

現を制御することが知られている [51, 52]。多くの白血病患者由来の骨髄や末梢血から採取

した白血病芽細胞では、ダイマーを形成した STAT5 よりも、テトラマーを形成した STAT5

が多く存在することが報告されており、STAT5 のテトラマー形成と白血病発症との関連性

が示唆されている [53, 54]。現在までに、STAT5の N 末端側領域に変異を導入することによ

り、STAT5のテトラマー形成を阻害した STAT5A-STAT5Bのダブルノックインマウスが作成

されている。このマウス由来の T 細胞を用いた実験により、IL-2 刺激後、テトラマーを形

成した STAT5 により特異的に発現が誘導される遺伝子群が同定され、その代表的な遺伝子

として IL-2Rが見出された [55]。今回、解析した STAT5 の標的遺伝子の中で、JAK2V617F

変異体と EpoR 変異体を発現した各細胞の IL-2Rの mRNA の発現誘導能と、細胞増殖能や

腫瘍形成能には、高い相関が認められた (Fig. 11, 13, 17, 22)。したがって、JAK2V617F変異

体発現細胞において、EpoR の Y343, Y460, Y464 のリン酸化を介して、STAT5 のテトラマー

形成が誘導されている可能性が考えられた。また、STAT5は、チロシン残基がリン酸化され

るだけでなく、セリン残基もリン酸化されることが知られている。STAT5のチロシンリン酸

化がダイマー形成や DNA結合活性に重要であるのに対し、セリン残基のリン酸化は転写活

性の増強に関与すると考えられている [56, 57]。Pircher らは、ERK が直接 STAT5a に結合

し、STAT5a の S780 をリン酸化することを証明している [38]。しかしながら、本研究では

STAT5の S780のリン酸化は恒常的に観察され、JAK2V617F変異体や EpoR変異体の発現に

よって、STAT5の S780のリン酸化レベルは変化しなかった (Fig. 16, 21)。よって、ERK以

外の分子が STAT5 の S780 のリン酸化を制御しているのではないかと考えられた。また、

Friedbichlerらは、白血病細胞では、STAT5のセリン残基 (S725 in STAT5A, S779 in STAT5B) 

がリン酸化されることを報告している [58]。他にも、白血病の原因として知られる BCR-

ABL 融合遺伝子によって形質転換した細胞において、p21-activated kinase (PAK) が STAT5
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のセリン残基をリン酸化することが報告されている [59]。したがって、今後、STAT5 のテ

トラマー形成やSTAT5のS780以外のセリン残基のリン酸化に及ぼす、EpoRのY343、Y460、

Y464 のリン酸化、および TpoR の Y616、Y621 のリン酸化の役割を解析することが重要で

ある。 

 本研究により新たに得られた知見により、MPN の治療標的として、発がんの誘導に必須

な役割を果たす EpoR や TpoR のリン酸化部位をターゲットとすることは大変合理的であ

る。また、JAK2V617F変異体を発現した Ba/F3 細胞に、EpoR または TpoR を共発現させる

と、受容体ごとに活性化されるシグナル分子が異なることが明らかになった。今後は、

JAK2V617F 変異体発現細胞における EpoR および TpoR の複合体を精製し、構成タンパク

質を解析することにより、JAK2V617F 変異体による発がんシグナルの全貌が解明されると

期待できる。 
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