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主 論 文 要 旨 No.1

報告番号 甲 乙 第 号 氏 名 武田 健吾 

主 論 文 題 名：慢性骨髄増殖性腫瘍におけるRNAヘリカーゼDDX5を介した 

発がん誘導機構の解明 

（内容の要旨） 

【背景】 

慢性骨髄増殖性腫瘍 (Myeloproliferative neoplasm: MPN) は、造血幹細胞に遺伝子異常が生じ、骨髄細胞の過剰

増殖や骨髄の線維化が誘導され、最終的に急性白血病に移行することで致死的となる。MPN は、遺伝子異常や

病型に基づき、真性赤血球増加症 (Polycythemia vera: PV)、本態性血小板血症 (Essential thrombocythemia: ET)、原

発性骨髄線維症 (Primary Myelofibrosis: PMF)、慢性骨髄性白血病 (Chronic Myeloid Leukemia: CML) に分類される。

これまでに、PV、ET、PMFの共通した原因遺伝子産物として、非受容体型チロシンキナーゼ Janus kinase (JAK2) 

の点変異体 (JAK2V617F) が同定されている (Kralovics R et al. N Engl J Med. 2005.)。また、CMLでは、染色体転

座 t(9:22) (q34;q11) が生じ、フィラデルフィア染色体 (Ph) が形成される。これにより、原因遺伝子産物BCR-ABL

が発現する。JAK2V617FおよびBCR-ABLは、恒常的に活性化したチロシンキナーゼであり、転写因子STAT5

やMEK-ERK経路、Akt-mTOR経路の活性化を介して、細胞増殖や腫瘍形成を誘導する。現在、MPNの治療薬

として選択的JAK1/2阻害剤Ruxolitinibが適用されている。Ruxolitinibは脾腫の改善など一定の効果が認められる

が、JAK2V617F だけでなく、野生型 JAK1/2 も阻害するため、骨髄抑制など重篤な副作用が問題となっている 

(Tefferi A. Am J Hematol. 2023.)。また、BCR-ABL阻害剤が開発され、CMLの治療効果は劇的に改善された。しか

し、治療中にBCR-ABL遺伝子に変異が出現し、薬剤耐性が獲得されることが問題となっている。特に、ゲート

キーパー変異 (T315I) を有する BCR-ABL 変異体は、第一世代、第二世代の BCR-ABL 阻害剤に耐性を示す 

(O'Hare T. et al. Blood. 2007.)。したがって、MPN治療において、JAK2V617Fによる発がん誘導シグナル経路を標

的とした新たな治療戦略の確立、および薬剤耐性を克服できる新規CML治療法の開発が課題である。 

DEAD-box protein 5 (DDX5) は、Asp-Glu-Ala-AspからなるDEAD-boxを有するRNAヘリカーゼである。DDX5

は、ATP依存的に二本鎖RNAを一本鎖RNAに乖離させるヘリカーゼ活性を持ち、様々なRNA代謝プロセスに

関与する。近年、DDX5は、大腸がんや前立腺がん、乳がんなどの固形がんで高発現しており、これらのがんの

進行や悪性化に関与することが報告されている。したがって、DDX5は有力ながん標的分子であると期待される

が、MPNやCMLにおけるDDX5の発現状態や役割は不明である。また、2022年に、Lingらは、Topoisomerase 

I (Topo I) 阻害剤であるCamptothecin (CPT) の誘導体FL118が、DDX5と結合し、DDX5のプロテアソーム分解

を誘導することを報告した (Ling X et al. Clin Transl Med. 2022.)。 

本研究では、JAK2V617FやBCR-ABLによる発がん誘導シグナルにおけるDDX5の関与を検討し、MPNにお

けるDDX5を介した発がん誘導機構を解明することを目的とした。また、MPNおよび薬剤耐性を示すCMLに

対するDDX5阻害剤FL118の抗腫瘍活性を解析し、DDX5を標的としたMPN治療の有効性を検討した。 

【実験方法】 

1. 細胞株の作製 : マウスProB細胞Ba/F3、JAK2V617F陽性MPN患者由来HEL細胞、BCR-ABL陽性CML患

者由来K562細胞を用いた。レトロウイルス感染により、空ベクター ( - )、野生型JAK2、あるいはJAK2V617F

と EpoR を共発現させたBa/F3 細胞 ( - /EpoR 細胞、WT/EpoR 細胞、V617F/EpoR 細胞)、およびBCR-ABLや

BCR-ABL T315I変異体を発現させたBa/F3細胞を作製した。V617F/EpoR細胞あるいはHEL細胞に、sh-scramble

(sh-SCR) あるいは sh-DDX5を発現させた。さらに、sh-DDX5を発現させたV617F/EpoR細胞に、野生型DDX5
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あるいはDDX5変異体 (K144N) を再構成した。レンチウイルス感染により、CRISPR-Cas9システムを用いて、

DDX5をノックアウトしたK562細胞、BCR-ABL発現細胞、BCR-ABL T315I変異体発現細胞を作製した。 

2. 細胞増殖能、細胞生存率、アポトーシス細胞の測定 : WST assay (Nacalai tesque) により細胞増殖能を測定し、

トリパンブルー染色法により細胞生存率を測定した。Annexin V-PE/7-AAD 染色キット (eBioscience) および

Annexin V-FITC/PI染色キット (Nacalai tesque) を用いて、アポトーシス細胞を検出した。 

3. Topo I 活性の測定 : Topoisomerase I assay kit (TopoGEN) を用いた。スーパーコイル型 DNA (pHOT1）と

recombinant murine TopoI を混和し、37℃で 30 分間反応させた後、1％アガロースゲルで電気泳動を行い、TopoI

活性を評価した。また、CPT または FL118 (125、250、500、1000 nM) を添加し、それらの阻害効果を検討した。 

4. Immunoblotting : 細胞溶解液を調製後、SDS-PAGEを行い、タンパク質をPVDF膜に転写した。PVDF膜をブ

ロッキング後、一次抗体 (1:1000希釈) およびHRP標識二次抗体（1:3000希釈）と反応させた。ECLTM Western

Blotting Detaction Reagentsによりタンパク質を可視化した。 

5. RT-PCR : Sepazol (Nacalai tesque) を用いて、細胞からRNAを抽出し、oligo (dT)20プライマー、RevaerTra Ace 

(TOYOBO) を用いて、逆転写反応を行った。Luna Universal qPCR Master Mix (NEW ENGLAND Biolabs) を用いて、

定量的PCRを行った。 

6. ヌードマウスを用いた腫瘍形成能の評価 : ヌードマウス (4 週齢雌) に、各細胞を皮下移植した。移植後 5

日目、7日目、9日目に、マウスにFL118 (2.5 mg/kg) を経口投与した。腫瘍、脾臓、肝臓を摘出し、重量を測

定した。脾臓、肝臓の組織切片を作製し、HE染色を行った。 

【結果・考察】 

1. JAK2V617FによるSTAT5の活性化を介したDDX5の発現誘導 

- /EpoR細胞やWT/EpoR細胞に比べて、V617F/EpoR細胞では、DDX5およびDDX5 mRNAの発現が増強さ

れた。V617F/EpoR細胞におけるDDX5およびDDX5 mRNAの発現は、JAK2阻害剤RuxolitinibやSTAT5阻害

剤Pimozideにより抑制された。また、タンパク合成阻害剤Cycloheximide (CHX) を用いた実験を行った結果、

V617F/EpoR細胞において、RuxolitinibおよびPimozideは、DDX5の分解を誘導することが確認された。さらに、

V617F/EpoR細胞におけるRuxolitinibおよびPimozideによるDDX5の発現低下は、プロテアソーム阻害剤MG132

の添加により回復した。したがって、JAK2V617Fは、STAT5の活性化を介して、DDX5 mRNAの発現を誘導

すると同時に、DDX5タンパク質の安定化を促進することにより、DDX5の発現を増強することが明らかにな

った。しかし、DDX5遺伝子プロモーター領域には、STAT5結合ドメインは存在しないため、JAK2V617の下

流では、STAT5を介して活性化される他の転写因子がDDX5 mRNAの発現を制御する可能性がある。 

2. JAK2V617FによるDDX5を介した発がん誘導機構 

V617F/EpoR細胞におけるDDX5の機能を解析するために、V617F/EpoR細胞およびHEL細胞に、sh-SCRあ

るいはsh-DDX5を発現させた。DDX5のノックダウンは、V617F/EpoR細胞およびHEL細胞の増殖能を抑制し、

生存率を低下させた。また、DDX5のノックダウンは、JAK2、STAT5、ERK、Aktのリン酸化には影響を及ぼ

さなかったが、mTORおよびその基質であるp70S6K、4E-BP1のリン酸化を抑制した。さらに、sh-SCRを発現

させたV617F/EpoR 細胞を移植したヌードマウスでは、顕著な腫瘍形成や肝脾腫が認められ、細胞移植後、18

日で全数が死亡した。一方、sh-DDX5を発現させたV617F/EpoR細胞を移植したヌードマウスでは、腫瘍形成

や肝脾腫が抑制され、生存日数が延長された。したがって、DDX5 は mTOR の活性化を介して、JAK2V617F

による細胞増殖や腫瘍形成に必須の役割を果たすことが明らかになった。 

3. RNAヘリカーゼ活性非依存的なDDX5を介した発がん誘導機構 

MPNにおけるDDX5を介した発がん誘導機構を解析するため、JAK2V617Fによる発がん誘導におけるDDX5

のRNAヘリカーゼ活性の必要性を検討した。sh-DDX5を発現させたV617F/EpoR細胞に、野生型DDX5、ある

いは RNA ヘリカーゼ活性を欠損させた DDX5 変異体 (K144N) を再構成した。DDX5 のノックダウンによる

V617F/EpoR細胞の増殖抑制や生存率低下は、野生型DDX5やDDX5変異体 (K144N) の再構成により、同程度

に回復した。野生型DDX5やDDX5変異体 (K144N) の再構成は、DDX5のノックダウンによるSurvivinやBcl-XL

の発現低下やmTOR経路の抑制を回復し、DDX5のノックダウンによるCaspase-3の活性化やアポトーシス細胞

No.2



別表５ 

  (3) 

の割合の増加を抑制した。さらに、sh-DDX5を発現させたV617F/EpoR細胞を移植したヌードマウスで観察され

た腫瘍形成や肝脾腫の抑制も、野生型DDX5やDDX5変異体 (K144N) の再構成により回復した。したがって、

DDX5は、JAK2V617Fによる発がん誘導に不可欠であるが、そのRNAヘリカーゼ活性は必要ないことが明らか

になった。 

4. MPNに対するFL118の抗腫瘍効果 

DDX5を標的としたMPN治療の有効性を検討するため、CPTおよびFL118の抗腫瘍活性を検討した。まず、

CPTとFL118の in vitroでのTopo I阻害活性を検討した結果、FL118はCPTと同程度のTopo I阻害活性を持つこ

とが明らかになった。次に、V617F/EpoR細胞およびHEL細胞をCPTまたはFL118で処理し、DDX5の発現を

検討した。これらの細胞において、CPTはDDX5の発現に影響を及ぼさなかったが、FL118は濃度依存的にDDX5

の発現を抑制した。さらに、FL118によるDDX5の発現抑制は、MG132処理により阻害されたことから、FL118

は特異的にDDX5のプロテアソーム分解を誘導することが確認された。FL118は、CPTと比較してより低濃度で、

V617F/EpoR細胞およびHEL細胞の増殖能を抑制し、生存率を低下させた。また、これらの細胞において、CPT

はSurvivin およびBcl-XLの発現に影響を及ぼさなかったが、FL118はSurvivinおよびBcl-XLの発現を低下させ、

Caspase-3の断片化を誘導し、アポトーシス細胞の割合を増加させた。さらに、V617F/EpoR細胞を移植したヌー

ドマウスに、FL118を経口投与すると、腫瘍形成や肝脾腫、肝臓および脾臓の組織構造の破壊が抑制された。こ

れらの結果より、FL118を用いたDDX5の分解誘導は、MPNに対して有効な治療戦略になると期待される。 

5. BCR-ABLによる DDX5を介した発がん誘導機構

CMLにおけるDDX5の発現を検討するため、K562細胞、BCR-ABL発現細胞またはBCR-ABL T315I

変異体発現細胞を BCR-ABL 阻害剤 Imatinib で処理し、DDX5 の発現を検討した。K562 細胞および

BCR-ABL 発現細胞では、Imatinib 処理により、DDX5 の発現が低下したが、Imatinib に耐性を示す

BCR-ABL T315I変異体発現細胞では DDX5の発現は変化しなかった。したがって、BCR-ABLはその

キナーゼ活性に依存して DDX5 の発現を誘導することが明らかになった。また、CRISPR-Cas9 シス

テムを用いて、DDX5をノックアウトした K562細胞、BCR-ABL発現細胞または BCR-ABL T315I変

異体発現細胞を作製した。DDX5のノックアウトにより、これらの細胞における Survivin mRNA およ

び Survivin の発現が低下し、増殖能は抑制され、生存率は低下した。したがって、DDX5 は CML細

胞において高発現しており、細胞増殖や生存を誘導することが示唆された。

6. 薬剤耐性 CMLに対する FL118の抗腫瘍効果

CPT および FL118 を用いて、DDX5 を標的とした CML 治療の有効性を評価した。K562 細胞、

BCR-ABL発現細胞および BCR-ABL T315I変異体発現細胞において、CPT は DDX5の発現に影響を

及ぼさなかった。それに対して、FL118 は DDX5 の発現を抑制した。また、FL118 による DDX5 の

発現抑制がMG132処理により阻害されることを確認した。FL118 は、CPT と比較して低濃度で、K562

細胞、BCR-ABL 発現細胞および BCR-ABL T315I 変異体発現細胞の増殖能を抑制し、生存率を低下

させた。また、これらの細胞において、FL118 は、Survivin および Bcl-XLの発現を低下させ、Caspase-3

の断片化を誘導した。以上の結果より、DDX5 は CMLにおいても重要な治療標的分子であり、FL118

を用いた DDX5 の発現抑制は、薬剤耐性を克服できる新規 CML治療法として有効であると期待され

る。 
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