
  

 

 

博士学位論文 2024年度 
 

 

 

 

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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

慶應義塾大学大学院薬学研究科 

薬科学専攻 

武田 健吾 
 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

目次 

第 1章  序論…………………………………………………………………………………....1 

第 2章  実験方法と材料………………………………………………………………...…….7 

第 3章  結果 

1部 MPNにおける DDX5の発現誘導機構および DDX5の機能の解析………………18 

2部 Ph陰性MPNにおける 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および FL118の抗腫瘍効果の検討..........................25 

3部 CMLにおける DDX5の機能解析および DDX5を標的とした 

治療戦略の効性の検討………………………………………………………..………..34 

第 4章  図表…………………………………………...………………………….…………..39 

第 5章  考察…………………………...………………………………...……………………89 

第 6章  結語………………………...……………………………………………...…………97 

第 7章  参考文献………………………...…………………………………...………………98 

第 8章  謝辞…………………………..……………………………………………………..111



  



1 

 

第 1章 序論 

 

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

生じることで引き起こされる疾患であり、成熟骨髄細胞の過剰増殖や骨髄の線維化が誘導

される。MPN は、臨床的特徴、骨髄形態および遺伝子変異に基づき、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) の 4

つの主要な病型に分類される。PVでは赤血球の過剰増殖が見られ、ETでは血小板の過剰増

殖が認められる。PMF では、過剰増殖した巨核球が放出するサイトカインにより、骨髄中

の線維芽細胞が過剰増殖し、骨髄の線維化が誘導される。CMLでは顆粒球の過剰増殖が見

られる。これらのMPNでは、線維化された骨髄において造血障害が起こり、造血幹細胞が

脾臓に移動することによる髄外造血が発生し、貧血や脾腫が形成される。また、進行に伴い、

分化能を失った異常造血幹細胞が出現することで、末梢血中において幼若な芽球が増殖し、

最終的に急性白血病に移行することで致死的となる [1-4]。 

2005年に、PV、ET、PMFに共通するMPNの原因遺伝子として、非受容体型チロシンキ

ナーゼ Janus kinase 2 (JAK2) 遺伝子の 1849番目の塩基がチミンからグアニンへの置換によ

る、617番目のアミノ酸がバリンからフェニルアラニンへと変化した点変異体 (JAK2V617F) 

が同定された [5, 6]。JAK2V617F変異は、PV患者の約 90%、ETおよび PMF患者の約 50%

で認められる [7]。JAK2は、Janus kinase (JAK) ファミリーに属し、酵素活性を持たないサ

イトカイン受容体に結合し、サイトカインのシグナル伝達分子として機能する [8, 9]。JAK2

は、JAKファミリーに共通して保存された 7つの Janus homology (JH) domainで構成されて

いる。N末端領域に位置する JH4-JH7は、Four-point-one, ezrin, radixin, moesin (FERM) domain

であり、サイトカイン受容体との結合に寄与する [10]。C 末端領域に位置する JH1 は、キ

ナーゼドメインである。また、JH1 に隣接した JH2 は、JH1 と高いアミノ酸相同性を示す
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が、キナーゼ活性を持たない偽キナーゼドメイン (pseudokinase domain) である。JAK2のキ

ナーゼ活性は、JH2 が JH1 と相互作用する立体構造をとることで抑制されている [11]。そ

の後、JH3に存在する SH2ドメインと JH2のリンカー領域 (SH2-JH2 linker) も、JH1の活

性制御に関与することが報告された。SH2-JH2 linkerに存在する S523がリン酸化されるこ

とで、JAK2 の JH１に存在する Activation loop の Y1007/Y1008 のリン酸化が抑制されるこ

とが示され、SH2-JH2 linkerが、JH2と JH1の相互作用を安定化すると推定されている [12-

14]。MPNでは、SH2-JH2 linkerに近接する 617番目のバリンがかさ高いフェニルアラニン

に置換されることで、SH2-JH2 linkerによる JH2 domainと JH1 domainの結合が阻害され、

JAK2V617Fは恒常的に活性化すると考えられている [14]。 

JAK2 は、赤血球の分化・増殖を誘導するエリスロポエチン (Erythropoietin: Epo) や血小

板の分化・増殖を誘導するトロンボポエチン (Thrombopoietin: Tpo) のシグナル伝達経路に

関与する。Epoや Tpoは、それぞれ、エリスロポエチン受容体 (Erythropoetin receptor : EpoR) 

やトロンボポエチンン受容体 (Thrombopoietin receptor : TpoR) に結合する。それにより、

EpoR や TpoR が二量体化し、JAK2 の Y1007/Y1008 がリン酸化され、JAK2 は活性化する 

[7, 8, 15]。JAK2 は、EpoR、TpoR の細胞内ドメインに存在するチロシン残基をリン酸化す

る。これらのリン酸化されたチロシン残基に、下流のシグナル伝達分子が SH2 ドメインを

介して結合する [16, 17]。転写因子 STAT5は、SH2ドメインを介して EpoRや TpoRのリン

酸化チロシン残基に結合すると、JAK2により Y694がリン酸化される。SH2ドメインとリ

ン酸化 Y694を介して、STAT5同士が互いに結合し二量体を形成すると、核内に移行して標

的遺伝子の発現を誘導する [17, 18]。また、Growth factor receptor bound protein 2 (Grb2) や 

Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) p85α subunitが、リン酸化 EpoRや TpoRに結合し、それぞれ

Ras-Raf-Mitogen-activated protein kinase kinase (MEK)-Extracellular signal-regulated kinase (ERK) 

経路や Akt-mammalian target of rapamycin (mTOR) 経路の活性化を誘導する [19-22]。mTOR

は、Raptor、Rictorをそれぞれ構成因子とする mTORC1および mTORC2の 2種類の複合体
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を形成する。mTORC1の活性化は、Rheb GTPaseによって誘導され、Raptorは、下流のシグ

ナル分子である p70S6 Kinase (p70S6K)、4E-binding protein 1 (4E-BP1) の活性化を誘導する

[23, 24]。mTORC2の活性化は、Phosphatidylinositolのリン酸化を介して誘導され、Rictorが

Aktの活性化を誘導する [25]。通常、Epoや Tpoによって JAK2が活性化されると、これら

のシグナル伝達経路が活性化され、赤血球や血小板の分化や増殖が誘導される。しかし、

JAK2V617Fは、恒常的に、STAT5、MEK-ERK経路、Akt-mTOR経路を活性化し、骨髄細胞

の過剰増殖を引き起こす [6, 26]。JAK2V617Fを発現させたノックインマウスでは、赤血球

や血小板の過剰増殖、脾腫形成、骨髄の線維化、生存日数の減少などMPNと同様の症状が

認められ、JAK2V617FはMPNの原因遺伝子産物であることが実証されている [27, 28]。 

MPNの治療として、血液中の赤血球や血小板数を減少させるために、瀉血やリボヌクレ

オチドレダクターゼ阻害剤である Hydroxyureaの投与が行われる [29, 30]。2011年に、JAK1

および JAK2 の選択的阻害剤である Ruxolitinib が FDA で承認されて以降、PMF 患者や

Hydroxyureaに耐性を示す PV患者に適用されている [31-33]。Ruxolitinibの投与は、脾腫形

成の抑制や骨髄の線維化進行の遅延など一定の効果を示すが、骨髄の機能を正常な状態に

回復させることはできない。また、Ruxolitinibは、JAK2V617Fだけでなく、野生型 JAK2も

阻害するため、骨髄抑制による造血障害などの重篤な副作用が問題となっている [34]。し

たがって、JAK2V617Fによる発がん誘導経路を解明し、MPNに特異的に関与する分子を標

的とする治療法の開発が望まれている。現在、MPNの新規治療法を確立するために、STAT5

の標的遺伝子産物としても知られる抗アポトーシス因子 Bcl-XL や BCL2 の阻害剤

Navitoclax と Ruxolitinib を併用した臨床試験が行われており、治療効果の改善が認められ

ている [35-38]。 

CMLの約 95%において、9番染色体と 22番染色体の相互転座 t(9:22) (q34; q11) が生じ、

フィラデルフィア染色体 (Philadelphia Chromosome：Ph) が形成される。それにより、22番

染色体上に位置するグアニンヌクレオチド交換因子 Breakpoint cluster region (Bcr) 遺伝子の
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オリゴマー化ドメインをコードする領域と 9 番染色体上に位置する非受容体型チロシンキ

ナーゼ Abelson tyrosine kinase (Abl) 遺伝子のキナーゼドメインをコードする領域が融合し

た Bcr-Abl遺伝子が発現する [39-41]。BCR-ABLは融合型チロシンキナーゼであり、二量体

化し、自己リン酸化を介して恒常的に活性化する [42]。BCR-ABLは、STAT5の Y694を直

接リン酸化し、STAT5の活性化を誘導する。また、BCR-ABLのリン酸化 Y177にアダプタ

ー分子 Grb2がリクルートされ、MEK-ERK経路や、PI3K-Akt経路が活性化される [43-49]。

この BCR-ABL による増殖シグナルの活性化により、CMLでは顆粒球の過剰増殖が引き起

こされる。

2001 年に FDA および日本で承認された第一世代の BCR-ABL阻害剤である Imatinib は、

BCR-ABLの ATP Binding domainに競合的に結合して活性を阻害する薬剤である [50, 51]。

Imatinib の開発により、CML 患者の予後は大きく改善された [52]。しかし、長期に渡る治

療中に、BCR-ABL 遺伝子のキナーゼドメインにおいて、Y253E、E255K/V、T315I、F317、

M351T、F359V、M396P/Rなどの突然変異が出現し、Imatinibに対する耐性が獲得されるこ

とが明らかになった [53, 54]。第二世代の BCR-ABL 阻害剤として開発された Dasatinib や

Nilotinibは、Imatinibに耐性を示す遺伝子変異を有する BCR-ABLのほとんどを克服できる

薬剤である [55-57]。しかし、ゲートキーパー変異と呼ばれる T315I 変異を持つ BCR-ABL

は、立体障害により Dasatinib や Nilotinib と結合できず、阻害されない [55-58]。その後、

T315I変異を有する BCR-ABLと結合し、活性を阻害できる第三世代の BCR-ABL阻害剤で

ある Ponatinib が開発された [59, 60]。しかし、Ponatinib は、血管閉塞や心不全などの重

篤な副作用の発現が問題となっている。また、同一の Bcr-Abl 遺伝子内に、T315I変異に

加えて E255V、M351T、F359Vなどの複合変異が出現すると、Ponatinibに耐性を示すこと

も明らかになってきた [61, 62]。近年、BCR-ABLのアロステリック阻害剤である Asciminib

が開発された。Asciminib は、BCR-ABL のミリストイル部位に結合し、不活性型の BCR-

ABLの立体構造を安定化することで、その活性を阻害する [63]。Asciminibによる T315I変
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異を獲得した CML 患者に対する良好な治療効果が報告されているが [64]、同様に BCR-

ABLを標的とする薬剤であるため、Asciminibに対する耐性の獲得が懸念されている。その

ため、BCR-ABLによる発がん誘導シグナル経路の解明を通して、CMLの有力な治療標的を

同定することにより、薬剤耐性を克服できる新規治療薬を開発することが重要である。

DEAD-box protein 5 (DDX5) は、Asp-Glu-Ala-Aspからなる DEAD-boxを持つ RNAヘリ

カーゼであり、ATP 依存的に二本鎖 RNA を一本鎖 RNA に乖離する [65, 66]。DDX5 は、

様々な RNA 代謝に関与し、pre-mRNA の選択的スプライシングでは、U1 snRNA を 5′スプ

ライス部位から解離することでプレプライソソームからスプライソソームへの移行を誘導

する [67]。また、 DDX5は、rRNAの生合成過程では、32S rRNAから 28S rRNAへのプロ

セッシングを誘導し、miRNAの生合成過程では、Droshaと共に、Pri-miRNAから Pre-miRNA

の移行を誘導する [68, 69]。さらに、DDX5は、DNA複製の阻害やゲノムの不安定化による

細胞死を誘導する DNA:RNAの三重らせん構造である R-loopを解消し、細胞死を抑制する

働きも有する [70]。 

DDX5は、様々ながん種で高発現しており、がんの進行や悪性化に関与することが報告さ

れている [71-74]。DDX5は、大腸がんや前立腺がん、乳がんなどの固形がんの進行や悪性

化に関与する。大腸がんでは、DDX5 は-catenin や c-Myc などの転写因子のコアクチベー

ターとして機能する [71, 75]。また、前立腺がん、乳がんでは、それぞれ DDX5が Androgen

Receptor (AR) や Estrogen Receptor (ER) のコアクチベーターとして機能し、これらの転写因

子の標的遺伝子の発現誘導を介して、がん細胞の増殖・生存を誘導する [73, 76]。さらに、

白血病の一種である T細胞急性リンパ芽球性白血病（T-cell Acute lymphoblastic leukaemia: T-

ALL)では、DDX5がMastermind like transcriptional coactivator 1 (MAML1) と共に NOTCH1と

複合体を形成することで、その転写を活性化することが示された [77]。また、急性骨髄性白

血病 (Acute myeloid Leukemia: AML) では、DDX5をノックダウンすることにより、活性酸

素種 (ROS) の産生が誘導され、AML 細胞のアポトーシスが誘導されることが報告されて
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いる [78]。一方、肝がんでは DDX5 の発現が抑制されており、DDX5 の発現が低い患者ほ

ど予後が不良であることが報告されている [79]。肝がん細胞に DDX5を過剰発現させると、

細胞増殖が抑制されることが観察されており、DDX5 は肝がんの進行や悪性化に対して抑

制的に機能すると考えられる。これらの報告により、DDX5は発がん制御分子として注目さ

れているが、現在まで、MPNや CMLにおける DDX5の発現状態やその機能は不明である。 

2022年に、Lingらは、Topoisomerase I (Topo I) の阻害剤である Camptothecin (CPT) に、

メチレンジオキシ基を付加した化合物である FL118は、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 [80]。それ以前に、FL118は、Survivinのリポーター

遺伝子アッセイを用いた化合物ライブラリーのスクリーニングにより、Survivinの発現阻害

剤として同定されていた。また、FL118は、大腸がん細胞や膵臓がん細胞の増殖を顕著に抑

制するだけでなく、膵臓がんのヒト腫瘍異種移植モデルにおいて、週 1回の FL118 (5 mg/kg) 

の経口投与が優れた抗腫瘍活性を示すことが報告されている [81]。 

本研究では、MPNにおける DDX5を介した発がん誘導機構を解明し、DDX5を標的とし

た治療戦略の有効性を検討することを目指した。はじめに、(1) JAK2V617Fによる DDX5の

発現誘導機構および MPN細胞の増殖や腫瘍形成における DDX5の役割を検討した。次に、

(2) 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、MPNに対する DDX5阻害剤 FL118の抗腫瘍活性を検討した。最後に、(3) CML細胞の

増殖、生存における DDX5の機能を解析し、BCR-ABL阻害剤に耐性を持つ CML細胞に対

する FL118の抗腫瘍活性を検討した。 
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第 2章 実験方法と材料 

1. 試薬

Recombinant murine interleukin-3 (IL-3)、Recombinant human Epoは、それぞれ PEPROTECH、

協和キリンより購入した。Puromycin, Hygromycinおよび Blasticidinは、InVivoGenより購入

した。Ruxolitinib、Cycloheximide、MG132は、Nacalai tesqueより購入した。Camptothecin (CPT)、

FL118 は、それぞれ MedChemExpress、Adooq Bioscience LLC から購入した。Ipatasertib、

Rapamycin、Imatinib は、Cayman Chemical より購入した。Pimozide、Trametinib は、それぞ

れMerck Millipore、Selleckより購入した。 

2. 抗体

抗 Flag (M2) 抗体は、Sigma-Aldrichより購入した。抗 DDX5抗体は、Merck Milliporeよ

り購入した。抗 HA 抗体は、Roche Applied Science より購入した。抗リン酸化 JAK2 

(Y1007/Y1008) 抗体、抗リン酸化 STAT5 (Y694) 抗体、抗リン酸化 ERK (T202/Y204) 抗体、

抗リン酸化 Akt (S473) 抗体、抗リン酸化 mTOR (S2448) 抗体、抗リン酸化 p70 S6 K (T389) 

抗体、抗リン酸化 4E-BP1 (T37/46) 抗体、抗リン酸化 Abl (Y245) 抗体、抗 ERK 抗体、抗

mTOR抗体、抗 p70 S6 K抗体、抗 4E-BP1抗体、抗 c-Abl抗体および抗 cleaved-caspase-3抗

体、HRP標識抗ラット二次抗体は、Cell Signaling Technologyより購入した。抗 EpoR抗体、

抗 JAK2抗体、抗 STAT5抗体、抗 Akt抗体、抗 Bcl-XL抗体、抗 Survivin 抗体、抗 caspase-

3 (p17) 抗体および抗 β-actin 抗体は、Santa Cruz Biotechnologyより購入した。HRP標識抗マ

ウス二次抗体、HRP標識抗ウサギ二次抗体は Nacalai tesqueより購入した。

3. 細胞培養

マウス Pro-B細胞 (Ba/F3細胞) は、10% 非働化ウシ胎児血清 (FBS) (Biosera)、100 U/mL
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Penicillin、100 g/mL Streptomycin (Nacalai tesque) および 2 ng/mL IL-3を含有した RPMI-1640 

(Nacalai tesque) を用いて培養した。空ベクターまたは JAK2と EpoRを共発現させた Ba/F3

細胞 ( - /EpoR細胞、WT/EpoR細胞) は、10% FBS、100 U/mL Penicillin、100 g/mL Streptomycin、

5 U/mL Epo を含有した RPMI 培地で培養した。JAK2V617F および EpoR を共発現させた

Ba/F3細胞 (V617F/EpoR細胞)、BCR-ABL発現 Ba/F3細胞、BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細

胞、ヒト JAK2V617F陽性MPN患者由来 HEL細胞、ヒト CML患者由来 K562細胞は、10% 

FBS、100 U/mL Penicillin、100 g/mL Streptomycin含有 RPMI培地で培養した。HEK293T細

胞は、10% FBS含有 DMEM (Nacalai tesque) を用いて培養した。各細胞は、37℃、5% CO2 

インキュベーター内で培養した。

4. プラスミド

2種類の EpoR発現ベクターであるMSCV-IRES-GFP-EpoR、MSCV-puro-EpoR-c-Flagおよ

び MSCV-Hygro-JAK2-c-HA、MSCV-Hygro-JAK2V617F-c-HA、MSCV-IRES-GFP-BCR-ABL、

MSCV-IRES-GFP-BCR-ABL T315I を使用した [26,82-84]。MSCV-Puro-N-Flag-DDX5 および

MSCV-Puro-N-Flag-DDX5 K144N [85] をテンプレートとして、HotStarTaq® DNA Polymerase 

(QIAGEN)を用いた PCR を行い、Flag タグを付加した DDX5 および Flag タグを付加した

DDX5 K144Nをコードする cDNAを増幅した。PCR産物を制限酵素 BamH Iおよび Sal Iで

処理した。その後、Ligation High (TOYOBO) を用いて、制限酵素 BamH Iおよび Xho Iで切

断したレトロウイルス発現ベクターMSCV-Blastに挿入し、MSCV-Blast-N-Flag-DDX5および

MSCV-Blast-N-Flag-DDX5K144Nを作製した。 

Horizon Discovery Ltd.の siDESIGN Center (https://horizondiscovery.com/en/ordering-and-

calculation-tools/sidesign-center) を利用し、マウスおよびヒト DDX5に対する shRNAの配列

を設計した。以下に示す配列のオリゴヌクレオチドを合成した (Eurofins Japan)。下線部は

マウス DDX5、ヒト DDX5の塩基配列である。
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shRNA against murine DDX5: 

5’-GATCCCCGTAGATACATACAGAAGAATTCAAGAGATTCTTCTGTATGTATCTAC

TTTTTA-3’および 

5’-AGCTTAAAAAGTAGATACATACAGAAGAATCTCTTGAATTCTTCTGTATGTATCTAC

GGG-3’. 

shRNA against human DDX5:  

5’-GATCCCCCACAAGAGGTGGAAACATATTCAAGAGATATGTTTCCACCTCTTGTG 

TTTTTA-3’および 

5’-AGCTTAAAAACACAAGAGGTGGAAACATATCTCTTGAATATGTTTCCACCTCTTGTG 

GGG-3’. 

100 Mの各オリゴヌクレオチド 4 L、10×Annealing buffer (200 mM Tris-HCL pH7.5, 100 mM 

MgCl2、500 mM NaCl) 2 L、滅菌水 10 Lを 0.6 mLマイクロチューブ内で混和後、ヒート

ブロックを用いて 95℃で 3 分間加熱し、室温で一晩放冷することでアニーリング反応を行

った。Hind III および Bgl II で切断した pSuper-retro-puro (Ologoengine) に、Ligation High 

(TOYOBO) を用いて、アニーリングしたオリゴヌクレオチドを挿入した。 

マウス DDX5 およびヒト DDX5 に対する sgRNA は、CRISPRdirect（http://crispr.dbcls.jp）

を用いて設計し、以下に示す配列のオリゴヌクレオチドを合成した (Eurofins Japan)。下線

部は、マウス DDX5、ヒト DDX5の塩基配列である。 

sgRNA against murine DDX5 

5’-CACCGTCACTCGAATAACCCGACA-3’および 5’-AAACTGTCGGGTTATTCGAGTGAC-3’ 

shRNA against human DDX5:  

5’-CACCGAGACCGCGGCCGGGATCGA-3’および 5’-AAACTCGATCCCGGCCGCGGTCTC-3’ 

shRNA 発現ベクターの作製と同様の方法で、アニーリングしたオリゴヌクレオチドを制酵

素 BsmBIで切断した lentiCRISPR v2 (Addgene) にクローニングした。 
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5. レトロウイルス・レンチウイルスの調製および感染

2 種類のレトロウイルスヘルパーベクター（pE-Eco hepler vector あるいは VSVG helper 

vector および pGP helper vecptr）と各レトロウイルス発現ベクターをそれぞれ 1 µg ずつ混和

した。また、2 種類のレンチウイルスヘルパーベクター (psPAX2 helper vector および pMD2.G 

helper vector) と各 gRNA を挿入した lentiCRISPR v2 をそれぞれ 1 µg ずつ混和した。9 µL の

FUGENE6 Transfection Reagent (Roche) を 250 µL の Opti-MEMTM (GibcoTM) に加えた後、混

和したベクター (計 3 µg) を加え、15 分室温でインキュベートした。その後、HEK293T 細

胞にトランスフェクションした。16 時間後、培地を除き、10% FBS、100 U/mL Penicillin、 

100 µg/mL Streptomycin 含有 DMEM を 2 mL 加えた。4~6 時間おきに、ウイルスを含む培地

を回収し、新たに 2 mL の培地を加える操作を 2 日間繰り返した。回収したウイルス溶液は、 

0.45 µm フィルターを用いてろ過し、使用するまで-80℃に保存した。 

レトロウイルス、レンチウイルスの感染には、RetroNectin® (TAKARA) を用いた。Non-

treat タイプの 24 well プレートに、50 µg/mL となるように PBS で希釈した RetroNectin® 

(TAKARA) を 500 µL 加え、4℃で一晩インキュベートし、プレートをコーティングした。

翌日、24 well プレートから、RetroNectin®を除き、2% BSA/PBS 溶液を 1 mL 加え、30 分間

室温でインキュベートすることで、ブロッキングを行った。2% BSA/PBS 溶液を除いた

後、プレートを 2 mL の PBS で洗浄した。2 mL のレトロウイルス溶液またはレンチウイル

ス溶液を加え、37℃で 6 時間インキュベートした。6 時間後、ウイルス溶液を除き、各細

胞を 2 mL ずつ播種し、37℃で 3 日間インキュベートした。ウイルス感染後、細胞をそれぞ

れ 2 µg/mL Puromycin、400 µg/mL Hygromycin あるいは 7 µg/ml の Blastcidin を添加した培地

で培養し、感染細胞を選択した。

6. Topoisomerase I (Topo I) 活性の測定

Topoisomerase I assay kit (TopoGEN) を用いて、in vitroにおける Topo I活性の測定した。
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スーパーコイル型 DNAである pHOT1 DNA (250 ng) と Recombinant murine Topo I (1.67 U)

に、CPT (125、250、500、1000 nM) または FL118 (125、250、500、1000 nM) を添加し、37℃

で 30分間インキュベートした。Stop Bufferを加えて反応を停止した後、各サンプルを 1％

アガロースゲルで電気泳動した。ゲルを 0.5 μg/mL Ethidium Bromideで染色し、UV照射下

で観察した。

7. WST assay

sh-scramble (sh-SCR) を発現させた V617F/EpoR 細胞および sh-DDX5 を発現させた

V617F/EpoR細胞は、10% FBS 含有 RPMI培地を用いて 5×103 cells/100 Lになるように調

整した。sh-scramble (sh-SCR) を発現させた HEL細胞および sh-DDX5を発現させた HEL細

胞は、10% FBS 含有 RPMI培地を用いて 2×104 cells/100 Lになるように調整した。これら

の細胞を 96 wellプレートに 100 Lずつ播種し、24時間、48時間、72時間培養した。また、

sh-DDX5を発現した V617F/EpoR細胞に、空ベクター、野生型 DDX5 (WT)、DDX5変異体 

(K144N) を再構成した細胞は、10% FBS含有 RPMI培地を用いて 5×103 cells/100 Lになる

ように調整し、96 wellプレートに 100 Lずつ播種し、24時間、48時間培養した。さらに、

V617F/EpoR細胞は、10% FBS 含有 RPMI培地を用いて 1×104 cells/100 Lになるように調

整後、CPTまたは FL118 (12.5, 25, 50 nM) で処理した。同様に、HEL細胞は、10% FBS 含

有 RPMI培地を用いて 2×104 cells/100 Lになるように調整後、CPTまたは、FL118 (2.5, 5, 

10 nM) で処理した。これらの薬剤処理を行った細胞を 96 wellプレートに 100 Lずつ播種

し、24時間培養した。K562細胞は、10% FBS 含有 RPMI培地を用いて 2×104 cells /100 L

になるように調整後、Imatinib (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 M)、CPT (15.6, 31.3, 62.5, 125, 250, 500, 

1000 nM) または FL118 (15.6, 31.3, 62.5, 125, 250, 500, 1000 nM) で処理し、96 wellプレート

に 100 Lずつ播種し、48時間培養した。また、コントロール K562細胞および DDX5-KO 

K562 細胞、コントロール BCR-ABL 発現 Ba/F3 細胞、コントロール BCR-ABL T315I 発現
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Ba/F3 細胞、DDX5-KO BCR-ABL 発現 Ba/F3 細胞および DDX5-KO BCR-ABL T315I 発現

Ba/F3細胞は、1% FBS含有 RPMI培地を用いて 1×104 cells /100 Lになるように調製後、

96 wellプレートに 100 Lずつ播種し、24時間培養した。BCR-ABL発現 Ba/F3細胞または

BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細胞は、10% FBS 含有 RPMI培地を用いて 2×104 cells /100 Lに

なるように調整後、Imatinib (0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 μM）、CPT (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 

400 nM)、または FL118 (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 nM) で処理し、96 wellプレートに

100 Lずつ播種し、24時間培養した。各細胞に、10 LのWST 試薬 (Nacalai tesque) を加

え、37℃で、1.5~2時間インキュベートし、波長 450 nm (対照波長:690 nm) で吸光度を測定

した。

8. 細胞生存率の測定

sh-scramble (sh-SCR) を発現させた V617F/EpoR 細胞および sh-DDX5 を発現させた

V617F/EpoR細胞、また、sh-DDX5を発現した V617F/EpoR細胞に空ベクター ( - )、野生型

DDX5 (WT)、DDX5変異体 (K144N) を再構成した細胞は、10% FBS含有 RPMI培地を用い

て 1×105 cells/1mLになるように調整し、24 wellプレートに 1 mLずつ播種し、48時間培養

した。V617F/EpoR細胞 (1×105 cells/1mL) を CPTまたは FL118 (12.5, 25, 50 nM) で処理し、

24 wellプレートに 1 mLずつ播種し、24時間培養した。HEL細胞 (2×105 cells/1mL) を CPT

あるいは FL118 (2.5, 5, 10 nM) で処理し、24 wellプレートに 1 mLずつ播種し、24時間培

養した。K562細胞 (4×106 cells/4 mL) を Imatinib (1, 2 M)、CPT (125, 250, 500 nM) あるい

は FL118 (125, 250, 500 nM) で処理し、6 cm dishに 4 mLずつ播種し、48時間処理した。さ

らに、コントロール K562細胞および DDX5-KO細胞は、1% FBS含有 RPMI培地を用いて

1×105 cells /1mLになるように調整し、1 mLずつ 24 well plateに播種し、24時間培養した。

BCR-ABL発現 Ba/F3細胞または BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細胞は、1% FBS含有 RPMI培

地を用いて 5×105 cells/1 mLになるように調整した。その後、Imatinib (2 M)、CPT (50, 100 
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nM)、あるいは FL118 (50, 100 nM) で処理し、24 well プレートに 1 mLずつ播種し、18時

間培養した。コントロール BCR-ABL発現 Ba/F3細胞、コントロール BCR-ABL T315I発現

Ba/F3 細胞、DDX5-KO BCR-ABL 発現 Ba/F3 細胞および DDX5-KO BCR-ABL T315I 発現

Ba/F3細胞は、1% FBS含有 RPMI培地を用いて 1×105 cells/1 mLに調整した後、24 well plate

に 1 mLずつ播種し、24時間培養した。Beckman Coulter Vi-Cell (Beckman Coulter) を用いた

トリパンブルー染色法により、各細胞の生存率を測定した。

9. Annexin V-PE/7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) 染色および Annexin V-FITC/PI染色

Annexin V-PE/7-AAD染色キットは eBioscinceから購入し、Annexin V-FITC/PI染色キット

は Nacalai tesqueから購入した。sh-scramble (sh-SCR) を発現させた V617F/EpoR細胞および

sh-DDX5を発現した V617F/EpoR細胞、また、sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR細胞に空

ベクター ( - )、野生型 DDX5 (WT)、DDX5変異体 (K144N) を再構成した細胞は、10% FBS

含有RPMI培地で 24時間培養した。これらの細胞を回収し、PBSで 2回洗浄後、1×106 cells/mL

となるように Annexin結合液に懸濁した。100 Lの細胞懸濁液に、5 Lの Annexin V-PEと

5 Lの 7-AADを加え、暗所で 15分間インキュベートした。15分後、Annexin結合液をさ

らに 400 L加え、BD FACS SymphonyTM A5 (BD Biosciences) を使用し、Annexin V-PEおよ

び 7-AADの陽性割合を測定した。また、V617F/EpoR細胞を CPTまたは FL118 (12.5, 25, 50 

nM) で処理し、48時間培養した。HEL細胞を CPTまたは FL118 (2.5, 5, 10 nM) で処理し、

24時間培養した。薬剤処理後、これらの細胞を回収し、PBSで 2回洗浄後、1×106 cells/mL

となるように Annexin結合液に懸濁した。100 Lの細胞懸濁液に、5 Lの Annexin V-FITC

と 5 Lの PIを加え、暗所で 15分間インキュベートした。15分後、Annexin結合液をさら

に 400 L 加え、同様にフローサイトメーターを用いて解析を行った。FlowJoTM  (BD 

Biosciences) を用いてデータ解析を行い、Annexin Vが陽性であり、かつ 7-AADあるいは PI

が陰性である細胞を初期アポトーシス細胞とし、Annexin V が陽性であり、かつ 7-AAD あ
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るいは PIが陽性である細胞を後期アポトーシス細胞とした。 

10. Immunoblotting

各細胞を回収し、PBSで 1回洗浄した。細胞に、EBC Buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、120

mM Nacl、1 mM EDTA (pH 8.0)、0.5% NP-40、10 mM -glycerophosphate、2.5 mM NaF、0.1 

mM Na3VO4、2 g/mL Aprotinin、2 g/mL Leupeptin) を加えて溶解し、4℃、15,000 rpmで 10

分間遠心した。細胞溶解液のタンパク質濃度を Bradford 試薬により定量し、各サンプルの

タンパク質濃度を一定に揃えた後、SDS化した。SDS化したサンプルを 10%または 15% ポ

リアクルアミドゲルで電気泳動後、480 mAで 90~120分間通電し、PDVF膜 (Merck Milipore)

に転写した。PDVF 膜を 5% スキムミルク/0.05% of Tween20 含有 PBS (T-PBS) または 1% 

BSA/ T-PBSで 1時間ブロッキングした。各一次抗体を 5% ブロッキングワン (Nacalai tesque) 

/T-PBS で 1:1000 に希釈し、PDVF膜と室温で 2時間または 4℃で一晩反応させた。次に、

PVDF膜を T-PBSで 5分間洗浄し、これを 3回繰り返した。その後、PDVF膜と 5% ブロッ

キングワン/T-PBSで 1:3000に希釈した HRP標識二次抗体を室温で 1~1.5時間反応させた。

その後、 T-PBS を用いて、PVDF膜の洗浄を 30 秒間 1 回、5 分間 2 回、20 分間 2 回行っ

た。ECLTM Western Blotting Detaction Reagents (Cytiva) と反応させ、Amersham Imager 600に

よりタンパク質を可視化した。ImageJ により、各バンドを定量し、各タンパク質量を算出

した。

11. RNA抽出および RT-PCR

各細胞を回収し、PBSで 1回洗浄した後、Sepazol (Nacalai tesque) を 1 mL加え、懸濁し

た。200 Lのクロロホルムを加えた後、Vortex を用いてよく混和し、室温で 5 分間インキ

ュベートした。その後、4℃、15,000 rpmで 5分間遠心し、上層 400~500 Lを新しい 1.5 mL

チューブに移した。同量の 2-プロパノールを加え、Vortexを用いてよく混和後、4℃、15,000

rpmで 15分間遠心した。溶液を除いた後、500 l 70% エタノールを加え、4℃、15,000 rpm
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で 5分間遠心した。溶液を除き、沈殿した RNAに RNase不含滅菌水 (Nacalai tesque) を加

え、溶解した。1 gの RNA、1 Lの oligo (dT)20プライマー (TOYOBO) 、RNase不含滅菌

水を合計 5.8 Lとなるように混和し、70℃で 10分間加熱した後、急冷した。その後、サン

プルに 1 Lの RevaerTra Ace® (TOYOBO)、4 Lの 5×RT Buffer、8 Lの 2.5 mM dNTP、 

0.2 L の 40 U RNase inhibitor ( TOYOBO) を混和し、42℃で 60分間逆転写反応を行い、70℃

で 10分間加熱した。Luna Universal qPCR Master Mix (NEW ENGLAND Biolabs) を用いて、

リアルタイム PCRを行った。PCR反応は 95℃ 60秒を 1サイクル、95℃ 15秒の後 60℃ 30

秒を 45サイクルで行った。DDX5 mRNA、Survivin mRNA、BCL-XL mRNAの発現量を β2-

microglobulinの mRNAの発現量で補正し、相対的な各 mRNAの発現量を算出した。 

使用したプライマーの塩基配列を以下に示した。 

Murine DDX5 

Forward: 5’-GCCAGTTGCTCTGAGTGCAT-3′ Reverse: 5’-AGTTCTCGAGTTGGTGCCAG-3′ 

Murine Survivin 

Forward: 5’-CCAGATCTGGCAGCTGTACC-3’ Reverse: 5’-TGGCTCTCTGTCTGTCCAGT-3’ 

Murine Bcl-XL: 

Forward: 5’-TGGTGGTCGACTTTCTCTCC-3’  Reverse: 5’-CTCCATCCCGAAAGAGTTCA-3’ 

Murine β2-microglobulin: 

Forward: 5’-CTGACCGGCCTGTATGCTAT-3’ Reverse: 5’-TCACATGTCTCGATCCCAGT-3’ 

Human DDX5 

Forward: 5’-TGACCTCACACGAAGAATGC-3′ Reverse: 5’-ATCCGTGGCAATGAGGATAG-3′ 

Human Survivin: 

Forward: 5’-TTCTCAAGGACCACCGCATC-3’ Reverse: 5’-AAGACATTGCTAAGGGGCCC-3’  

Human Bcl-XL: 

Forward: 5’-GGTCGCATTGTGGCCTTTTT-3’ Reverse: 5’ -GGTAAGTGGCCATCCAAGCT -3’ 

Human β2-microglobulin 

Forward: 5’-CTCACGTCATCCAGCAGAGA-3’ Reverse: 5’-CGGCAGGCATACTCATCTTT-3’  

 

12. ヌードマウスを用いた腫瘍形成能の評価 

コントロールの空ベクター発現 Ba/F3 細胞 ( - )、sh-scramble (sh-SCR) を発現させた
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V617F/EpoR 細胞、sh-DDX5 を発現させた V617F/EpoR 細胞 (1×107 cells) を 4 週齢雌の

BALB/c ヌードマウス (三協ラボサービス) に皮下移植した (コントロール群は n=12、他は

n=16)。移植後 13日目に、マウスを解剖し、腫瘍、脾臓、肝臓を摘出し、重量を測定した。

また、移植後 25日間、マウスの生存日数を測定した。 

コントロール Ba/F3細胞 ( - )、sh-scramble (sh-SCR) を発現させた V617F/EpoR細胞、sh-

DDX5を発現させた V617F/EpoR細胞に空ベクター（ - ）、野生型 DDX5 (WT)、DDX5変異

体 (K144N) を再構成した細胞 (3×106 cells) を 4 週齢雌の BALB/c ヌードマウスに皮下移

植した (コントロール群は n=3、他は n=6)。移植後 15日目に、マウスを解剖し、腫瘍、脾

臓、肝臓を摘出し、重量を測定した。さらに、コントロール Ba/F3 細胞 ( - ) または

V617F/EpoR細胞 (1×107 cells) を 4週齢雌のBALB/c ヌードマウスに皮下移植した (コント

ロール群は n=3、他は n=12)。Lingらの報告に従い、1.5 mgの FL118を 1% v/v DMSO、0.1%

w/v hydroxypropyl-−cyclodextrin、2.5% propylene glycol、2.5% PEG400を含有した生理食塩

水 6 mLに溶解した [80]。移植後 5日目、7日目、9日目に、各マウスに FL118 (2.5 mg/kg) 

を経口投与した。移植後 11日目にマウスを解剖し、腫瘍、脾臓、肝臓を摘出し、重量を測

定した。これらの動物実験は、慶應義塾大学実験動物委員会の承認を受けている (A2022-

298)。

13. Hematoxylin-Eosin (HE) 染色法

マウスから摘出した脾臓および肝臓は、4％ パラホルムアルデヒドで保存した。脾臓お

よび肝臓を PBS 溶液で洗浄し、切断後、カルノア固定液 (Wako) を用いて 4℃で一晩撹

拌し脱水した。LEICA TP 1020 (Leica Biosystems) を使用し、組織内水分をエタノールに

置換後、キシレンを用いて脱エタノールし、パラフィン固定を行った。パラフィン包埋

装置を用いて、脾臓および肝臓をパラフィンで包埋し、4℃で一晩インキュベートした。

パラフィンブロックを 10 mの厚さで切り、パラフィン切片を作製した。パラフィン切
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片をHematoxylin (Merck) で 5分間処理し、精製水で 10分間洗浄後、Eosin (Nacalai tesque) 

で 5分間処理した。精製水で 10分間洗浄後、Ethanolで 40秒間処理し、Xyleneで 10分間

処理した。切片をよく風乾してマリノールで封入後、オールインワン顕微鏡 BZ-X700 

(Keyence) で脾臓および肝臓の組織構造を観察した。 

 

14. 統計解析 

平均値±標準偏差  (standard deviation: SD) で示した。統計学的解析は、Prism 8.0.1 

(GraphPad) により、A one-way analysis of variance (ANOVA) を用いて行った。P値が 0.05以

下を有意差があるとした。 
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第 3章. 結果 

1部 MPNにおける DDX5の発現誘導機構および DDX5の機能の解析 

 

1. V617F/EpoR細胞における JAK2V617Fの活性に依存した DDX5の発現誘導 

MPNと DDX5の関連性を検討するため、まず、MPNの原因遺伝子産物である JAK2V617F

が DDX5の発現に及ぼす影響を解析した。レトロウイルス感染により、マウス ProB細胞で

ある Ba/F3細胞に、空ベクター ( - )、野生型 JAK2 (WT) あるいは JAK2V617Fを EpoRと共

発現させた 3種類の細胞 (- /EpoR細胞、WT/EpoR細胞、V617F/EpoR細胞) を作製した。

Immunoblottingを行った結果、Epo非存在化において、- /EpoR細胞、WT/EpoR細胞では JAK2

のリン酸化は認められなかったが、V617F/EpoR細胞では JAK2がリン酸化された。また、

Epo非存在化において、 - /EpoR細胞、WT/EpoR細胞では、DDX5はわずかに発現が検出さ

れただけであったが、V617F/EpoR細胞では DDX5が高発現していた (Fig. 1A)。また、RT-

PCR により DDX5 mRNA の発現を調べた結果、-/EpoR 細胞、WT/EpoR 細胞と比較して、

V617F/EpoR 細胞では、DDX5 mRNA の発現量が有意に増加した (Fig. 1B)。したがって、

JAK2V617Fにより、DDX5の発現はタンパク質レベルおよび mRNAレベルで誘導されるこ

とが明らかになった。 

次に、V617F/EpoR細胞を JAK2阻害剤 Ruxolitinib (1, 2 M) で処理し、JAK2V617Fによ

る DDX5の発現誘導に及ぼす JAK2のキナーゼ活性の影響を検討した。Type I JAK2阻害剤

である Ruxolitinib は、活性化された JAK2 の ATP 結合部位に ATP と競合して結合する。

Ruxolitinib により、JAK2 および下流シグナル経路の活性化は抑制される一方で、JAK2 の

activation loop の Y1007/Y1008 のリン酸化は増強されることが報告されている  [86]。

Immunoblottingを行った結果、Ruxolitinibで処理した V617F/EpoR細胞では、V617Fのリン

酸化が増強され、JAK2の下流シグナル分子である STAT5、ERK、Aktのリン酸化が抑制さ

れた。また、この条件下において、DDX5タンパク質の発現が顕著に抑制された (Fig. 2A)。
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さらに、RT-PCRを行った結果、V617F/EpoR細胞における DDX5 mRNAの発現は Ruxolinitib

処理により有意に抑制された (Fig. 2B)。以上の結果より、JAK2 V617Fのキナーゼ活性に依

存して、DDX5 mRNAおよびDDX5タンパク質の発現が誘導されることが明らかになった。 

 

2. V617F/EpoR細胞における STAT5の活性化による DDX5の発現誘導 

JAK2V617F は、STAT5、MEK-ERK 経路、Akt-mTOR 経路の活性化を誘導する [6, 27]。

JAK2V617Fによる DDX5の発現誘導機構を解析するために、V617F/EpoR細胞を STAT5阻

害剤 Pimozide (10 M)、MEK阻害剤 Trametinib (1 M)、Akt阻害剤 Ipatasertib (2.5 M) で処

理し、Immunoblotting および RT-PCR により、DDX5、DDX5 mRNA の発現を検討した。

Pimozide、Trametinibの処理により、それぞれ STAT5、ERKの活性化が抑制された (Fig. 3A, 

C)。Ipatasertib は活性化された Akt の ATP 結合部位に ATP と競合して結合することで、活

性を阻害する。その際に、Aktの立体構造を変化させ、ホスファターゼによる脱リン酸化が

阻害されるため、Aktの S473のリン酸化が増強する [87]。Ipatasertib処理により、V617F/EpoR

細胞において Aktのリン酸化が増強された (Fig. 3E)。Pimozide処理により DDX5の発現が

有意に減少したが、Trametinib処理や Ipatasertib処理は DDX5の発現に影響を及ぼさなかっ

た (Fig. 3A, C, E)。また、Pimozide処理により DDX5 mRNAの発現が有意に抑制されたのに

対し、Trametinib処理や Ipatasertib処理は DDX5 mRNAの発現に影響を及ぼさなかった (Fig. 

3B, D, F)。以上の結果より、JAK2V617Fは、STAT5の活性化を介して、DDX5の発現を誘

導することが明らかになった。 

 

3. V617F/EpoR 細胞における JAK2V617F-STAT5 経路の活性化を介した DDX5 タンパ

ク質の安定化 

Fig. 1-3より、JAK2V617Fの発現や Ruxolitiib、Pimozide処理による DDX5 mRNAの発現

の変動に比べて、DDX5 タンパク質の発現の変動が顕著であったことから、JAK2V617F-
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STAT5 経路が DDX5 タンパク質の安定化を制御する可能性が示唆された。そこで、

V617F/EpoR 細胞をコントロールの DMSO、Ruxolitinib、あるいは Pimozide で 12 時間処理

し、その後、タンパク質合成阻害剤 Cycloheximide (CHX) (100 g/mL) を添加し、経時的に

細胞溶解液を調製することにより、DDX5タンパク質の安定性を評価した。Immunoblotting

を行った結果、DMSOで処理した細胞では、CHX 添加後 6時間まで DDX5の発現量は変化

しなかったが、Ruxolitinibや Pimozideで処理した細胞では、CHX添加後、それぞれ 4時間、

2時間から DDX5の分解が誘導された (Fig. 4)。したがって、JAK2 V617F-STAT5経路の活

性化は、DDX5タンパク質の安定化に寄与することが明らかになった。 

次に、Ruxolitinib、Pimozide処理による DDX5の分解誘導がプロテアソームを介している

かを検討するために、V617F/EpoR細胞を Ruxolitinibあるいは Pimozideで 12時間処理後、

プロテアソーム阻害剤MG132 (10 M) を 5時間添加し、Immunoblottingにより DDX5の発

現を検討した。その結果、Ruxolitinib、Pimozide処理による DDX5の発現抑制は、MG132処

理により有意に阻害された (Fig. 5A, B, C, D)。以上の結果より、JAK2V617Fは、STAT5の

活性化を介して、DDX5 mRNAの発現を誘導すると共に、DDX5のプロテアソームによる分

解を抑制し、DDX5タンパク質の安定化を促進することが明らかになった。 

4. HEL細胞における JAK2V617Fの活性化を介した DDX5の発現誘導

次に、JAK2V617F変異を有するMPN患者由来の HEL細胞を用いて、JAK2V617Fによる

DDX5 発現誘導機構を解析した。HEL 細胞を JAK2 阻害剤 Ruxolitinib (2 M) で処理し、

Immunoblottingを行った結果、JAK2のリン酸化の増強、STAT5、ERK、Aktのリン酸化の抑

制および DDX5 の発現低下が認められた  (Fig. 6A)。また、RT-PCR を行った結果、DDX5 

mRNAの発現は、Ruxolitinib処理により有意に低下した (Fig. 6B)。次に、HEL細胞をPimozide 

(20 M)、Trametinib (1 M)、Ipatasertib (5 M) で処理し、Immunoblotting、RT-PCRにより、

DDX5および DDX5 mRNAの発現を検討した。Pimozide、Trametinibの処理により、それぞ
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れ STAT5、ERKのリン酸化の抑制が確認された。また、Ipatasertib処理により、Aktのリン

酸化亢進が観察された。この条件下において、Pimozide処理は DDX5の発現を抑制したが、

Trametinib処理や Ipatasertib処理は DDX5の発現に影響を及ぼさなかった (Fig, 7A, C, E)。

さらに、HEL 細胞において、Pimozide 処理は DDX5 mRNA の発現を有意に低下させたが、

Trametinib 処理や Ipatasertib 処理は DDX5 mRNA の発現に影響を及ぼさなかった (Fig. 7B, 

D, F)。以上の結果より、HEL 細胞においても、JAK2V617F は、STAT5 の活性化を介して

DDX5の発現を誘導することが明らかになった。 

5. HEL細胞における JAK2V617F-STAT5経路の活性化を介した DDX5タンパク質の安

定化

HEL 細胞においても、JAK2V617Fや STAT5 の活性化が DDX5 タンパク質の安定化に寄

与しているかどうかを検討するため、HEL細胞を DMSO、Ruxolitinibあるいは Pimozideで

12時間処理した後に、CHX (100 g/mL) を添加し、Immunoblottingにより、DDX5の安定性

を評価した。DMSOで処理した細胞では、CHX 添加後 6時間まで DDX5の発現量は変化し

なかったが、Ruxolitinibや Pimozideで処理した細胞では、CHX 添加後 2時後より、DDX5

の発現量が顕著に減少し、DDX5の分解が誘導された (Fig. 8)。 

次に、HEL細胞を Ruxolitinib あるいは Pimozide で 12 時間処理後、プロテアソーム阻害

剤MG132 (10 M) を 5時間添加し、Immunoblottingにより DDX5の発現を検討した。その

結果、Ruxolitinib処理や Pimozide処理による DDX5の発現抑制は、MG132処理により有意

に阻害された (Fig. 9A, B)。以上の結果より、HEL細胞においても、JAK2V617F-STAT5経路

の活性化は、DDX5 mRNAの発現を誘導するだけでなく、DDX5のプロテアソームによる分

解を抑制し、DDX5タンパク質の安定化を促進することが明らかになった。 



22 

 

6. V617F/EpoR細胞における DDX5による mTOR経路の活性化を介した細胞増殖誘導 

V617F/EpoR 細胞における DDX5 の機能を解析するために、レトロウイルス感染により、

shRNAを用いて DDX5の発現を抑制した。Immunoblottingにより、sh-scramble (sh-SCR) を

発現させた V617F/EpoR細胞に比べて、sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR細胞では、DDX5

の発現が有意に減少したことが確認された (Fig. 10A)。WST assayにより、これらの細胞の

増殖能を検討した結果、V617F/EpoR細胞の増殖能は DDX5のノックダウンにより有意に抑

制された (Fig. 10B)。 

次に、DDX5 のノックダウンが、JAK2V617F のシグナル経路の活性化に及ぼす影響を検

討した。Immunoblotting を行った結果、DDX5 のノックダウンは、V617F/EpoR 細胞におけ

る JAK2、STAT5、ERK、Akt の活性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 (Fig.11)。そこで、V617F/EpoR 細胞の増

殖能における mTOR 経路の重要性を検討するために、V617F/EpoR 細胞を mTOR 阻害剤

Rapamycin (5 M) で処理した。Imunoblottingにより、Rapamycin処理により V617F/EpoR細

胞における mTOR、p70S6K、4E-BP1のリン酸化が抑制されたことを確認した (Fig. 12A)。

WST assayを行った結果、Rapamycin処理により V617F/EpoR細胞の増殖能は有意に抑制さ

れた (Fig. 12B)。したがって、mTOR経路の活性化は V617F/EpoR細胞の増殖能に必須であ

ることが示された。以上の結果より、DDX5は、mTOR経路の活性化を介して細胞増殖を誘

導することが明らかになった。 

 

7. HEL細胞における DDX5による mTOR経路の活性化を介した細胞増殖誘導 

HEL細胞における DDX5の機能を解析するために、レトロウイルス感染により、HEL細

胞に sh-scramble (sh-SCR) あるいは sh-DDX5を発現させた。Immunoblottingを行った結果、

sh-DDX5の発現により、HEL細胞における DDX5の発現が有意に抑制されることが確認さ

れた。また、DDX5のノックダウンは、JAK2、STAT5、ERK、Aktの活性化には影響を及ぼ
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さなかったのに対し、mTORおよびその基質である p70S6K、4E-BP1のリン酸化を抑制した 

(Fig. 13A)。WST assayにより、これらの細胞の増殖能を検討したところ、sh-SCRを発現さ

せた HEL細胞に比べて、sh-DDX5を発現させた HEL細胞の増殖能は顕著に低下した (Fig. 

13B)。 

さらに、HEL細胞を Rapamycin (5 M) で処理し、HEL細胞の増殖能に及ぼす mTORの

役割を検討した。Imunoblottingにより、Rapamycinで処理したHEL細胞では、mTOR、p70S6K、

4E-BP1 のリン酸化が抑制されることを確認した (Fig. 14A)。WST assay を行った結果、

Rapamycin処理は HEL細胞の増殖能を有意に抑制した (Fig. 14B)。したがって、mTOR経路

の活性化は、HEL細胞の増殖においても必要であることが示された。以上の結果より、HEL

細胞においても、DDX5は、mTOR経路の活性化を介して細胞増殖を誘導することが明らか

になった。 

 

8. JAK2V617Fによる DDX5を介した腫瘍形成 

JAK2V617Fによる腫瘍形成における DDX5の役割を検討するために、4週齢雌のヌード

マウスに、空ベクターを発現させた Ba/F3細胞 ( - )、sh-SCRを発現させた V617F/EpoR細

胞および sh-DDX5 を発現させた V617F/EpoR 細胞を皮下移植した。移植後 13 日目におい

て、コントロール Ba/F3細胞 ( - ) を移植したマウスでは腫瘍形成が認められなかったのに

対して、sh-SCR を発現させた V617F/EpoR 細胞を移植したマウスでは顕著な腫瘍形成が認

められた。また、sh-SCRを発現させたV617F/EpoR細胞を移植したマウスに比べて、sh-DDX5

を発現させた V617F/EpoR 細胞を移植したマウスでは、腫瘍形成が抑制された (Fig. 15A)。

腫瘍を摘出し、重量を測定したところ、sh-SCR を発現させた V617F/EpoR 細胞を移植した

マウスに比べて、sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR細胞を移植したマウスでは、腫瘍の重

量が有意に減少した (Fig, 15 C)。また、sh-SCRを発現させた V617F/EpoR細胞を移植した

マウスでは、脾臓と肝臓の肥大化が認められたが、sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR細胞
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を移植したマウスでは、脾臓と肝臓の肥大化が抑制された (Fig. 15B)。脾臓、肝臓の重量を

測定した結果、コントロール Ba/F3細胞 ( - ) を移植したマウスに比べて、sh-SCRを発現さ

せた V617F/EpoR細胞を移植したマウスでは、脾臓と肝臓の重量が有意に増加した。一方で、

sh-SCRを発現させた V617F/EpoR細胞を移植したマウスに比べて、sh-DDX5を発現させた

V617F/EpoR細胞を移植したマウスでは、脾臓と肝臓の重量が有意に減少した (Fig. 15C)。 

さらに、各細胞を移植したヌードマウスの生存日数を 25日間測定した。その結果、sh-SCR

を発現させた V617F/EpoR細胞を移植したマウスは、細胞移植後 18日で全数が死亡したの

に対して、sh-DDX5 を発現させた V617F/EpoR 細胞を移植したマウスの生存日数は延長さ

れた (Fig. 15D)。以上の結果より、JAK2V617Fによる腫瘍形成において、DDX5が重要な役

割を果たすことが明らかになった。

これまでの研究を通して得られた結果より、MPNにおいて、JAK2V617Fは、STAT5の活

性化を介して、DDX5 mRNAの発現を誘導すると共に、DDX5のプロテアソーム分解を抑制

し、DDX5タンパク質の安定化にも寄与することが示された。また、DDX5は、JAK2 V617F

の下流で mTOR 経路の活性化を介して、細胞増殖および腫瘍形成を誘導することが明らか

になった (Fig. 16) 
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2部 JAK2V617Fによる発がん誘導における DDX5の RNAヘリカーゼ活性の

必要性および FL118の抗腫瘍効果の検討 

1. V617F/EpoR細胞における RNAヘリカーゼ活性非依存的な DDX5による細胞増殖誘

導

DDX5は JAK2V617Fによる細胞増殖や腫瘍形成において重要な役割を果たすことが明ら

かになったが、MPNにおける DDX5を介した発がん誘導の分子機構は未だ不明である。そ

こで、JAK2V617F による発がん誘導シグナルにおける DDX5 の RNA ヘリカーゼ活性の必

要性を検討するため、DDX5のヘリカーゼコアに存在する ATP 結合部位である 144 番目の

リシン残基をアスパラギンに置換した、RNA ヘリカーゼ活性を欠損した DDX5 変異体

(K144N) を用いた (Fig. 17A)。まず、DDX5 をノックダウンするために、レトロウイルス感

染により、V617F/EpoR 細胞に sh-scramble (sh-SCR) および sh-DDX5を導入した (Fig. 17B)。

さらに、レトロウイルス感染により、sh-DDX5を発現した V617F/EpoR細胞に、空ベクター 

( - )、野生型 DDX5 (WT)、DDX5変異体（K144N）を発現させた（Fig. 17C）。Immunoblotting

を行い、sh-DDX5の導入による DDX5の発現抑制および野生型 DDX5 (WT)、DDX5変異体 

(K144N) の再構成を確認した (Fig. 17B, C)。次に、各細胞の増殖能をWSTアッセイにより

検討した。その結果、DDX5のノックダウンにより、V617F/EpoR細胞の増殖能は低下した

が、野生型 DDX5 (WT) と DDX5 変異体 (K144N) の再構成により、sh-DDX5 を発現した

V617F/EpoR細胞の増殖能は同程度に回復した（Fig. 18A, B）。また、トリパンブルー染色法

により各細胞の生存率を測定した結果、DDX5のノックダウンにより、V617F/EpoR細胞の

生存率は有意に低下したが、この生存率の低下は、野生型 DDX5 (WT) あるいは DDX5 変

異体 (K144N) の再構成により同程度に回復した (Fig. 16B)。以上の結果より、DDX5 は

V617F/EpoR 細胞の生存や増殖に必須であるが、その RNA ヘリカーゼ活性は必要でないこ

とが明らかになった。
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2. V617F/EpoR細胞における RNAヘリカーゼ活性非依存的な DDX5による抗アポトー

シス作用

次に、V617F/EpoR細胞におけるアポトーシス関連分子の発現に及ぼすDDX5とその RNA

ヘリカーゼ活性の影響を検討した。Immunoblotting を行った結果、V617F/EpoR 細胞では、

DDX5のノックダウンにより、抗アポトーシス因子である Survivinや Bcl-XLの発現が抑制

され、Caspase-3の断片化が誘導された (Fig. 19A)。また、野生型 DDX5 (WT) と DDX5変

異体 (K144N) の再構成は、sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR細胞で見られた Survivinや

Bcl-XLの発現抑制を回復し、Caspase-3の断片化を抑制した（Fig. 19B）。RT-PCRにより、

Survivin mRNAや Bcl-XL mRNAの発現を検討した結果、V617F/EpoR細胞では、DDX5の

ノックダウンにより、これらの発現が有意に抑制された。また、野生型 DDX5 (WT) と DDX5

変異体 (K144N) の再構成は、sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR 細胞で見られた Survivin 

mRNAや Bcl-XL mRNAの発現抑制を回復した (Fig. 20A, B)。 

次に、Annexin V-PE/7-AAD 染色により、DDX5 のノックダウンによる V617F/EpoR 細胞

のアポトーシス誘導を検討したところ、sh-SCR を発現させた V617F/EpoR 細胞に比べて、

sh-DDX5 を発現させた V617F/EpoR 細胞では、初期アポトーシス細胞および後期アポトー

シス細胞の割合が有意に増加した (Fig. 21A)。また、野生型 DDX5 (WT) と DDX5 変異体

(K144N) の再構成は、sh-DDX5 を発現させた V617F/EpoR 細胞で見られた初期アポトーシ

ス細胞および後期アポトーシス細胞の増加が抑制された (Fig. 21B)。以上の結果より、

V617F/EpoR細胞の抗アポトーシス作用に、DDX5の発現は不可欠であるが、DDX5の RNA

ヘリカーゼ活性は必要ないことが明らかになった。

3. V617F/EpoR細胞における RNAヘリカーゼ活性非依存的な DDX5による mTORシ

グナル経路の活性化

これまでに、DDX5は JAK2V617Fのシグナル伝達経路において、mTOR経路の活性に関
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与することが明らかになった。そこで、V617F/EpoR細胞における mTOR経路の活性化に及

ぼす DDX5 およびその RNA ヘリカーゼ活性の影響を検討した。sh-SCR を発現させた

V617F/EpoR細胞に比べて、sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR細胞では、mTORおよびそ

の基質である p70S6K、4E-BP1 のリン酸化が抑制された (Fig. 22A)。また、野生型 DDX5 

(WT) と DDX5変異体 (K144N) の再構成は、sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR細胞で見

られた mTOR、p70S6K、4E-BP1のリン酸化を回復した (Fig. 22B)。以上の結果より、DDX5

は、RNA ヘリカーゼ活性非依存的に mTOR 経路の活性化を誘導し、V617F/EpoR 細胞の増

殖・生存に寄与することが明らかになった。

4. JAK2V617Fによる腫瘍形成における DDX5の RNAヘリカーゼ活性非依存的

な役割

JAK2V617Fによる腫瘍形成におけるDDX5およびその RNAヘリカーゼ活性の役割を検

討するために、4週齢雌のヌードマウスに、コントロール Ba/F3細胞 ( - )、sh-SCRを発現

させた V617F/EpoR細胞、sh-DDX5を発現した V617F/EpoR細胞および sh-DDX5を発現し

た V617F/EpoR細胞に野生型 DDX5 (WT) あるいは DDX5変異体 (K144N) を再構成した細

胞を皮下移植し、腫瘍形成を観察した。移植後 15 日目に、ヌードマウスを解剖し、腫瘍、

脾臓、肝臓を摘出した。コントロール Ba/F3細胞 ( - ) を移植したマウスでは、腫瘍形成が

認められなかったのに対し、sh-SCRを発現させたV617F/EpoR細胞を移植したマウスでは、

腫瘍形成が誘導された。また、sh-SCR を発現させた V617F/EpoR 細胞を移植したマウスに

比べて、sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR細胞を移植したマウスでは、腫瘍形成が有意に

抑制された。また、野生型 DDX5 (WT) と DDX5変異体 (K144N) の再構成は、sh-DDX5を

発現させた V617F/EpoR細胞で見られた腫瘍形成の抑制を回復した (Fig. 23A, B)。 

また、コントロール Ba/F3 細胞 ( - ) を移植したマウスに比べて、sh-SCR を発現させた

V617F/EpoR細胞を移植したマウスでは、脾臓と肝臓の肥大化が認められた。sh-SCRを発現
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させた V617F/EpoR細胞を移植したマウスに比べて、sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR細

胞を移植したマウスでは、脾臓と肝臓の肥大化は抑制されたが、野生型 DDX5 (WT) と

DDX5 変異体 (K144N) の再構成により、この脾臓と肝臓の肥大化の抑制は回復した (Fig. 

24A, B, C, D)。 

次に、各細胞を移植したマウスの脾臓と肝臓の組織切片を作製し、HE 染色を行った。コ

ントロール Ba/F3細胞 ( - ) を移植したマウスの脾臓では白髄と赤髄の境界が明瞭であった

のに対し、sh-SCR を発現させた V617F/EpoR 細胞を移植したマウスの脾臓では、白髄と赤

髄の境界が不明瞭であった。それに対して、sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR細胞を移植

したマウスの脾臓では、白髄と赤髄の境界区分が部分的に回復した。さらに、野生型 DDX5 

(WT) あるいはDDX5変異体 (K144N) を再構成した sh-DDX5を発現するV617F/EpoR細胞

を移植したマウスでは、白髄と赤髄の境界が乱れ、脾臓の組織構造が破壊されていた (Fig. 

25)。また、コントロール Ba/F3細胞 ( - ) を移植したマウスの肝臓と比較すると、sh-SCRを

発現させた V617F/EpoR細胞を移植したマウスの肝臓では、小葉内の肝細胞の配列が乱れて

いた。それに対して、sh-DDX5 を発現させた V617F/EpoR 細胞を移植したマウスの肝臓で

は、肝細胞の配列が部分的に回復した。さらに、野生型 DDX5 (WT) あるいは DDX5変異体 

(K144N) を再構成した sh-DDX5を発現させた V617F/EpoR細胞を移植したマウスの肝臓で

は、肝細胞の配列が著しく乱れていた (Fig. 25)。以上の結果より、DDX5は JAK2V617Fの

腫瘍形成に必須であるが、その機能には RNAヘリカーゼ活性は必要ないことが明らかにな

った。 

 

5. CPT、FL118による Topo I阻害効果 

FL118は、Topo I阻害活性を有する Camptothecin (CPT) にメチレンジオキシ基を付加した

誘導体である (Fig. 26 A)。これまでに、FL118は DDX5と結合し、DDX5のプロテアソーム

分解を誘導することが報告された [82]。まず、スーパーコイル型 DNAである pHOT1 DNA 
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とリコンビナント Topo Iを用いて、CPTと FL118 の in vitro Topo I阻害活性を検討した。

pHOT1 DNAにリコンビナント Topo Iを混和すると、pHOT1 DNAは、スーパーコイル型か

らリラックス型に変化した。さらに、CPT (250, 500, 1000 nM) または FL118 (250, 500, 1000 

nM) を添加すると、濃度依存的にスーパーコイル型 pHOT1 DNA の蓄積が認められたが、

この蓄積の程度は CPT処理と FL118処理で同程度であった (Fig. 26B)。以上の結果より、

in vitroにおいて CPTと FL118は同程度の Topo I阻害活性を示すことが明らかになった。 

 

6. V617F/EpoR細胞における FL118による DDX5のプロテアソーム分解誘導 

次に、V617F/EpoR細胞を CPTまたは FL118 (12.5, 25, 50 nM) で処理し、DDX5の発現を

Immunoblottingにより検討した。V617F/EpoR細胞において、50 nMまでの CPT処理は DDX5

の発現に影響を及ぼさなかったのに対して、12.5 nM以上の FL118処理は、DDX5の発現を

有意に低下させた (Fig. 27A)。また、V617F/EpoR細胞における FL118処理による DDX5の

発現抑制は、プロテアソーム阻害剤MG132処理により阻害された (Fig. 27B)。したがって、

V617F/EpoR細胞において、FL118は DDX5のプロテアソーム分解を特異的に誘導すること

が確認された。 

 

7. FL118による V617F/EpoR細胞の増殖抑制、アポトーシス誘導 

 V617F/EpoR細胞を CPTまたは FL118 (12.5, 25, 50 nM) で処理し、V617F/EpoR細胞の増

殖・生存に及ぼす影響をWST assayおよびトリパンブルー染色法により検討した。FL118は、

CPTと比較してより低濃度で、V617F/EpoR細胞の増殖能を抑制した (Fig. 27C)。また、FL118

は、CPTと比較して低濃度で、V617F/EpoR細胞の細胞死を誘導した (Fig. 27D)。    

次に、V617F/EpoR 細胞のアポトーシス関連分子の発現に及ぼす CPT および FL118 の影

響を検討した。Immunoblotingを行った結果、50 nMまでの CPT処理は、Survivinおよび Bcl-

XLの発現に影響を及ぼさず、Caspase-3の断片化をわずかに誘導した。それに対して、12.5 
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nM以上の FL118処理は、Survivinおよび Bcl-XLの発現を低下させ、顕著な Caspase-3の断

片化を誘導した (Fig. 28A)。RT-PCRにより、Survivin mRNAおよび Bcl-XL mRNAの発現を

検討した。V617F/EpoR細胞において、50 nMまでの CPT処理はこれらの発現に影響を及ぼ

さなかったが、12.5 nM以上の FL118処理は、Survivin mRNAおよび Bcl-XL mRNAの発現

を有意に低下させた (Fig. 28B)。 

さらに、Annexin V-FITC/PI染色を行い、CPT、FL118による V617F/EpoR細胞のアポトー

シス誘導を検討した。その結果、CPT処理では、初期アポトーシス細胞の割合の増加が観察

されたが、後期アポトーシス細胞の割合は変化しなかった。それと比較して、FL118処理は、

V617F/EpoR細胞の初期アポトーシス細胞、後期アポトーシス細胞の割合を顕著に増加させ

た (Fig. 29)。以上の結果より、FL118は、CPTと比較して低濃度で、V617F/EpoR細胞の増

殖を抑制し、アポトーシスを誘導することが明らかになった。 

8. V617F/EpoR細胞における FL118による mTOR経路の活性化抑制

V617F/EpoR 細胞における mTOR 経路の活性化に及ぼす CPT および FL118 の影響を

Immunoblottingにより検討した。50 nMまでの CPT処理は、mTOR、p70S6K、4E-BP1のリ

ン酸化に影響を及ぼさなかった。それに対して、12.5 n以上の FL118処理は、mTOR、p70S6K、

4E-BP1 のリン酸化を有意に抑制した (Fig. 30)。以上の結果より、V617F/EpoR 細胞におい

て、FL118 は DDX5 のプロテアソーム分解を誘導することにより、mTOR 経路の活性化を

抑制し、アポトーシスを誘導することが明らかになった。

9. HEL細胞における FL118による DDX5のプロテアソーム分解

次に、HEL細胞に対する FL118の抗腫瘍活性を検討した。まず、HEL細胞を CPTまたは

FL118 (2.5, 5, 10 nM) で処理し、DDX5の発現変化を Immunoblottingにより検討した。10 nM

までの CPT処理は DDX5の発現に影響を及ぼさなかったのに対して、2.5 nM以上の FL118
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処理は、DDX5の発現を有意に抑制した (Fig. 31A)。また、HEL細胞における FL118処理に

よるDDX5の発現抑制は、プロテアソーム阻害剤MG132処理により阻害された (Fig. 31B)。

したがって、FL118 は、HEL細胞においても DDX5 のプロテアソーム分解を特異的に誘導

することが確認された。

10. FL118による HEL細胞の増殖抑制、アポトーシス誘導

HEL細胞を CPTまたは FL118 (2.5, 5, 10 nM) で処理し、WST assayおよびトリパンブル

ー染色法により、増殖能や生存率に及ぼす CPT、FL118の影響を検討した。FL118は、CPT

と比較してより低濃度で、HEL細胞の増殖能を抑制し、生存率を低下させた (Fig. 31C, D)。

さらに、HEL 細胞のアポトーシス関連分子の発現に及ぼす CPT および FL118 の影響を

Immunobloting により検討した。10 nM までの CPT処理は、Survivin および Bcl-XLの発現

に影響を及ぼさず、Caspase-3 の断片化もわずかに誘導しただけであった。それに対して、

2.5 nM以上の FL118処理は、Survivinおよび Bcl-XLの発現を有意に抑制し、顕著な Caspase-

3の断片化を誘導した (Fig. 32A)。RT-PCRにより、Survivin mRNAおよび Bcl-XL mRNAの

発現に及ぼす CPTや FL118の影響を検討した。その結果、10 nMまでの CPT処理はこれら

の発現に影響を及ぼさなかったのに対し、2.5 nM以上の FL118処理は、Survivin mRNAお

よび Bcl-XL mRNAの発現を有意に抑制した (Fig. 32B)。 

次に、Annexin V-FITC/PI染色を行い、CPT、FL118による HEL細胞のアポトーシス誘導

を検討した。10 nMまでの CPTで処理しても、HEL細胞のアポトーシス誘導は観察されな

かったが、FL118処理により、初期アポトーシス細胞および後期アポトーシス細胞の割合が

有意に増加した (Fig. 33)。以上の結果より、FL118は、CPTと比較して、低濃度で HEL細

胞の増殖を抑制し、アポトーシスを誘導することが明らかになった。
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11. HEL細胞における FL118による mTOR経路の活性化抑制

HEL細胞を CPTまたは FL118で処理し、mTOR経路の活性化に及ぼす CPT、FL118の影

響を Immunoblottingにより検討した。10 nMまでの CPT処理は、HEL細胞における mTOR、

p70S6K、4E-BP1のリン酸化に影響を及ぼさなかったのに対し、2.5 n以上の FL118処理は、

mTOR、p70S6K、4E-BP1のリン酸化を抑制した (Fig. 34)。以上の結果より、FL118は、HEL

細胞においても、DDX5のプロテアソーム分解を誘導し、mTOR経路の活性化を抑制するこ

とにより、アポトーシスを誘導することが明らかになった。

12. JAK2V617Fによる腫瘍形成に及ぼす FL118投与による抑制効果

最後に、in vivoにおける JAK2V617Fによる腫瘍形成に及ぼす FL118の抗腫瘍効果を検討

した。4週齢雌のヌードマウスに、コントロール Ba/F3細胞 ( - ) あるいは V617F/EpoR細

胞を皮下移植した (n=6 or n=12)。移植後 5日目、7日目、9日目に、V617F/EpoR細胞を移

植したマウスに、Vehicleまたは FL118 (2.5 mg/kg) を経口投与した。移植後 11日間、各マ

ウスの体重を測定したが、各マウス群において体重変化に有意な差は認められなかった

(Fig. 35A)。また、移植後 11日目に、マウスを解剖し、腫瘍、脾臓、肝臓を摘出した。コン

トロール Ba/F3細胞 ( - ) を移植したマウスでは腫瘍形成が認められなかった。V617F/EpoR

細胞を移植したマウスでは、Vehicle 投与群では顕著な腫瘍形成が認められたのに対して、

FL118投与群では、腫瘍形成が有意に抑制された (Fig. 35B, C)。また、コントロール Ba/F3

細胞 ( - ) を移植したマウスに比べて、V617F/EpoR細胞を移植したマウスの Vehicle投与群

では、脾臓と肝臓の肥大化が認められた。さらに、この Vehicle投与群に比べて、FL118投

与群では、脾臓と肝臓の肥大化が抑制された (Fig. 36A, B, C, D)。各マウスの脾臓と肝臓の

組織切片を作製し、HE 染色を行った。V617F/EpoR 細胞の移植により、脾臓の赤髄と白髄

の境界が不明瞭になり、肝細胞組織の構造変化が誘発されたが、これらの組織構造変化は

FL118 投与により回復した (Fig. 37)。したがって、FL118 の経口投与は、JAK2V617Fによ
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る腫瘍形成を抑制することが明らかになった。

本研究を通して得られた結果より、MPN において、DDX5 は JAK2V617F による mTOR

経路の活性化や細胞増殖および腫瘍形成に必須であるが、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。また、FL118は、DDX5のプロテアソーム分解を誘導すること

により、JAK2V617F による mTOR 経路の活性を阻害し、MPN に対して高い抗腫瘍活性を

示した (Fig. 38)。 
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3部 CMLにおける DDX5の機能解析および DDX5を標的とした治療戦略の

有効性の検討

1. K562細胞における Imatinibによる DDX5の発現抑制

CML における DDX5 の発現を調べるために、CML 患者由来 K562 細胞を Imatinib (1, 2

M) で処理した。Immunoblotting を行った結果、Imatinib 処理により、BCR-ABLおよびそ

の基質である STAT5のリン酸化が抑制された (Fig. 39A)。Survivinは、アポトーシス実行因

子 Caspase-3の断片化を抑制する抗アポトーシス因子であり、STAT5の活性化により、発現

が誘導される [88]。Imatinib処理により、Survivinの発現が抑制され、Caspase-3の断片化が

誘導された (Fig. 39A)。WST assayにより細胞増殖能を検討した結果、Imatinib処理により

K562 細胞の増殖能は有意に抑制された (Fig. 39B)。トリパンブルー染色法を用いて細胞生

存率を測定したところ、Imatinib 処理により濃度依存的に K562 細胞の生存率は減少した 

(Fig. 39C)。さらに、RT-PCRを行った結果、Imatinib処理により、DDX5 mRNAおよび Survivin 

mRNAの発現が有意に抑制された (Fig. 40A)。また、Immunoblottingを行った結果、Imatinib

処理により、K562細胞における DDX5タンパク質の発現が有意に抑制された (Fig. 40B)。

以上の結果より、K562細胞では、BCR-ABLの活性に依存して、DDX5 mRNAおよび DDX5

タンパク質の発現が誘導されることが明らかになった。

2. DDX5ノックアウトによる K562細胞の生存・増殖の抑制

K562細胞におけるDDX5の機能を解析するために、CRISPR-Cas9システムを用いてDDX5

をノックアウトした (Fig. 41A)。DDX5 のノックアウトは、K562 細胞における Survivin の

発現を抑制し、Caspase-3の断片化を誘導した (Fig. 41A)。また、DDX5のノックアウトは、

Survivin mRNAの発現も抑制した (Fig. 41B)。さらに、WST assayおよびトリパンブルー染

色法を行った結果、DDX5のノックアウトは、K562細胞の増殖を有意に抑制し、細胞生存
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率を減少させた (Fig. 41C, D)。以上の結果より、DDX5のノックアウトにより K562細胞の

アポトーシスが誘導されたことから、BCR-ABLの下流で発現が誘導される DDX5は、CML

細胞の増殖や生存に必要であることが示唆された。

3. K562細胞における FL118による DDX5のプロテアソーム分解

次に、DDX5阻害剤である FL118の K562細胞に対する抗腫瘍活性を検討し、DDX5を標

的とした CML治療法の有効性を検証することを目指した。まず、K562細胞を CPTまたは

FL118で処理し、DDX5の発現を Immunoblottingにより検討した。K562細胞において、500 

nMまでの CPTは DDX5の発現に影響を及ぼさなかったが、125 nM以上の FL118処理は、

DDX5 の発現を有意に抑制した (Fig. 42A)。また、K562 細胞における FL118 処理による

DDX5 の発現抑制は、MG132 処理により阻害された (Fig. 42B)。したがって、FL118 は、

K562細胞において DDX5のプロテアソーム分解を特異的に誘導することが確認された。 

4. FL118による K562細胞のアポトーシス誘導

K562細胞を CPTまたは FL118で処理し、Immunobottingにより Survivinの発現やCaspase-

3の断片化を検討した。FL118は、CPTと比較して低濃度で、Survivinおよび Survivin mRNA

の発現を抑制し、Caspase-3の断片化を誘導した (Fig. 43A, B)。また、WST assay、トリパン

ブルー染色法を行った結果、FL118は、CPTと比較して低濃度で、K562細胞の増殖能を抑

制し、細胞生存率を低下させた (Fig. 44 A, B)。以上の結果より、CPT処理に比べて、FL118

処理が低濃度で K562細胞のアポトーシスを誘導したことから、FL118による DDX5の発現

抑制が CML治療に有効であることが示唆された。 

5. BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細胞における Imatinibによる DDX5の発現抑制阻害

T315I変異を有する BCR-ABL (Fig. 45A) は、第一世代、第二世代の BCR-ABL阻害剤に
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耐性を示し、薬剤耐性の克服が CML 治療の課題である [55-58]。したがって、薬剤耐性を

獲得した CMLにおける DDX5を標的とした治療戦略の有効性を検討することを目指した。

まず、レトロウイルス感染により、Ba/F3細胞に、BCR-ABLおよび BCR-ABL T315Iを発現

させた細胞を作製した。Immunoblottingにより、BCR-ABLだけでなく BCR-ABL T315Iの発

現により、DDX5の発現が誘導されることを確認した (Fig. 45B)。次に、BCR-ABL発現 Ba/F3

細胞、BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細胞を 2 Mの Imatinibで処理した。Immunoblottingを行

った結果、Imatinib処理により、BCR-ABL発現 Ba/F3細胞では、BCR-ABLおよび STAT5の

リン酸化が抑制された。また、Imatinib処理により、Survivinおよび Survivin mRNAの発現

が有意に抑制され、Caspase-3の断片化が誘導された。さらに、Imatinib処理により DDX5の

発現が有意に抑制された (Fig. 46A)。一方、BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細胞では、Imatinib

処理後も、BCR-ABL T315Iおよび STAT5のリン酸化は変化しなかった。また、Imatinib処

理は、SurvivinやDDX5の発現に影響を及ぼさず、Caspase-3の断片化も誘導しなかった (Fig. 

46A)。WST assay により細胞増殖能を検討した結果、Imatinib 処理は、濃度依存的に BCR-

ABL発現 Ba/F3細胞の増殖能を抑制し、IC50は 0.62 Mであった。それに対して、Imatinib

処理は、BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細胞の増殖能には影響を及ぼさなかった (Fig. 46B)。さ

らに、トリパンブルー染色法を行った結果、BCR-ABL 発現 Ba/F3 細胞の生存率は Imatinib

処理により有意に低下したが、BCR-ABL T315I発現 Ba/F3 細胞の生存率は Imatinib 処理に

より変化しなかった (Fig. 46C)。以上の結果より、Imatinibに耐性を示す BCR-ABL T315Iを

発現した CMLにおいても、DDX5は高発現していることが明らかになった。 

6. DDX5ノックアウトによる BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細胞の生存・増殖の抑制

次に、CRISPR-Cas9システムを用いて、BCR-ABL発現 Ba/F3細胞および BCR-ABL T315I

発現 Ba/F3 細胞において DDX5 をノックアウトした。Immunoblotting, RT-PCR を行った結

果、DDX5のノックアウトにより、BCR-ABL発現 Ba/F3細胞および BCR-ABL T315I発現
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Ba/F3細胞における Survivinおよび Survivin mRNAの発現が減少した (Fig.47A,B)。さらに、

WST assay、トリパンブルー染色法を行った結果、DDX5のノックアウトにより、BCR-ABL

発現 Ba/F3細胞および BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細胞の増殖能が有意に減少し、生存率が

低下した (Fig. 47C, D)。以上の結果より、DDX5は、薬剤耐性を示す CMLにおいても有効

な治療標的となりうることが明らかになった。

7. FL118による BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細胞のアポトーシス誘導

最後に、BCR-ABL発現 Ba/F3細胞および BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細胞に対する CPT

および FL118 の抗腫瘍活性を検討した。これらの細胞において、100 nM までの CPT は、

DDX5の発現に影響を及ぼさなかったが、50 nM、100 nMの FL118は、DDX5の発現を有意

に抑制した (Fig. 48A)。また、100 nM の CPT は Survivin の発現には影響しなかったが、

Survivin mRNAの発現をわずかに抑制した (Fig.48A, B)。一方で、50 nM、100 nMの FL118

は、Survivinや Survivin mRNAの発現を顕著に抑制した。さらに、50 nM、100 nMの CPT

は、Caspase-3 の断片化をわずかに誘導しただけであったが、同濃度の FL118 は、顕著な

Caspase-3の断片化を誘導した (Fig.48A)。 

WST assayを行った結果、CPTに比べて、FL118は低濃度で、BCR-ABL発現 Ba/F3細胞

および BCR-ABL T315I 発現 Ba/F3 細胞の増殖を抑制した。BCR-ABL発現 Ba/F3 細胞の増

殖に及ぼす CPTの IC50は 122.0 nMであり、FL118の IC50は 5.97 nMであった。また、BCR-

ABL T315I発現 Ba/F3細胞の増殖に及ぼす CPTの IC50は 98.3 nMであり、FL118の IC50は 

6.23 nMであった (Fig. 49A)。また、トリパンブルー染色法を行った結果、FL118は、同濃

度の CPTと比較して、BCR-ABL発現 Ba/F3細胞および BCR-ABL T315I発現 Ba/F3細胞の

生存率をより強く低下させた (Fig. 49B)。したがって、FL118は、薬剤耐性を示す CMLに

おいても、DDX5の発現を抑制し、アポトーシスを誘導することが明らかになった。 

本研究を通して得られた結果より、BCR-ABLおよび BCR-ABL T315I変異体は、DDX5の
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発現誘導を介して、CML細胞の増殖や生存を誘導することが明らかになった。また、FL118

は CPTと同程度の Topo I阻害活性を示すだけでなく、DDX5のプロテアソーム分解を特異

的に誘導することにより、BCR-ABL陽性 CMLだけでなく、薬剤耐性を示す CML細胞にお

いても顕著なアポトーシスを誘導することが明らかになった (Fig. 50)。 
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Fig. 1   JAK2V617FによるDDX5の発現誘導
(A, B) レトロウイルス感染により、Ba/F3細胞に、空ベクター ( - )、野生型JAK2 (WT) 、
JAK2V617FおよびEpoRを発現させた。(A) Immunoblottingにより、JAK2のリン酸化およ
び、JAK2、EpoR、DDX5の発現を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、
***p<0.001)。(B)DDX5 mRNAの発現量をRT-PCRで検討した。DDX5 mRNAの発現量は、
β2-microglobulinの発現量で補正し、算出した (n=3、**p<0.01)。
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Fig. 2   V617F/EpoR細胞におけるDDX5の発現に及ぼすJAK2阻害剤Ruxolitinibの影響
JAK2V617FおよびEpoRを発現させたBa/F3細胞 (V617F/EpoR細胞) をRuxolitinib (1, 2 
mM) で24時間処理した。(A) Immunoblottingにより、JAK2、STAT5、 ERK、Aktのリン
酸化およびDDX5の発現を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、
**p<0.01, ***p<0.001)。(B) DDX5 mRNAの発現量をRT-PCRで検討した。DDX5 mRNA
の発現量は、β2-microglobulinの発現量で補正し、算出した (n=3、**p<0.01)。
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Fig. 3 V617F/EpoR細胞におけるDDX5の発現に及ぼすSTAT5阻害剤Pimoizide、MEK阻
害剤Trameinib、Akt阻害剤Ipatasertibの影響
V617F/EpoR細胞を (A, B) Pimozide (10 mM)、(C, D) Trametinib (1 mM)、(E, F) Ipatasertib
(2.5 mM) で24時間処理した。(A, C, E) Immunoblottingにより、STAT5、ERK、Aktのリン
酸化およびDDX5の発現を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、
***p<0.001)。(B, D, F) DDX5 mRNAの発現量をRT-PCRで検討した。DDX5 mRNAの発現
量は、β2-microglobulinの発現量で補正し、算出した (n=3、*p<0.05)。
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Fig. 4 V617F/EpoR細胞におけるDDX5タンパク質の安定性に及ぼすRuxolitinibおよび
Pimozideの影響
V617F/EpoR細胞を、DMSO (0.1%)、Ruxolitinib (2 mM)、Pimozide (10 mM) で12時間処理
後、CHX (100 mg/mL) を添加し、2時間毎に細胞を回収した。(A) Immunoblottingにより、
DDX5の発現を検討した。(B) 各バンドをImage Jにより、定量化し、グラフ化した (n=3、
**p<0.01, ***p<0.01)。
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Fig. 5 V617F/EpoR細胞におけるRuxolitinib、PimozideによるDDX5の発現低下に及ぼす
プロテアソーム阻害剤MG132の影響
V617F/EpoR細胞を、(A) Ruxolitinib (2 mM)、(B) Pimozide (10 mM) で12時間処理後、
DMSO (0.1%) またはMG132 (10 mM) を添加し、5時間培養した。Immunoblottingにより、
DDX5の発現を検討した。各バンドをImage Jにより定量した (n=3、*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001)。
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Fig. 6 HEL細胞におけるDDX5の発現に及ぼすRuxolitinibの影響
HEL細胞をRuxolitinib (2 mM) で24時間処理した。(A) Immunoblottingにより、JAK2、
STAT5、ERK、Aktのリン酸化およびDDX5の発現を検討した。各バンドをImage Jによ
り定量化した (n=3、***p<0.001)。(B) DDX5 mRNAの発現量をRT-PCRで検討した。
DDX5 mRNAの発現量は、β2-microglobulinの発現量で補正し、算出した (n=3、*p<0.05)
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Fig. 7 HEL細胞におけるDDX5の発現に及ぼすPimoizide、Trameinib、Ipatasertibの影響
HEL細胞を (A, B) Pimozide (20 mM)、(C, D) Trametinib (1 mM)、(E, F) Ipatasertib (5 mM) で
24時間処理した。(A, C, E) Immunoblottingにより、STAT5、ERK、Aktのリン酸化および
DDX5の発現を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、***p<0.01)。(B, D, 
F) DDX5 mRNAの発現量をRT-PCRで検討した。DDX5 mRNAの発現量は、β2-
microglobulinの発現量で補正し、算出した (n=3、**p<0.01)。
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Fig. 8 HEL細胞におけるDDX5タンパク質の安定性に及ぼすRuxolitinib、Pimozideの
影響
HEL細胞をDMSO (0.1%)、Ruxolitinib (2 mM)、Pimozide (20 mM) で12時間処理後、CHX 
(100 mg/mL) を添加し、2時間毎に細胞を回収した。(A) Immunoblottingにより、DDX5の
発現を検討した。(B) 各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、**p<0.01)。
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Fig. 9 HEL細胞におけるRuxolitinib、PimozideによるDDX5の発現低下に及ぼすMG132
の影響
HEL細胞を (A) Ruxolitinib (2 mM)、(B) Pimozide (20 mM) で12時間処理後、DMSO (0.1%) 
またはMG132 (10 mM)を添加し、5時間培養した。(A,B) Immunoblottingにより、DDX5
の発現を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、 *p<0.05, ***p<0.001)。
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Fig. 10 V617F/EpoR細胞の増殖に及ぼすDDX5のノックダウンの影響
V617F/EpoR細胞に、sh-scramble (sh-SCR) およびDDX5に対するsh-RNA (sh-DDX5) をレ
トロウイルス感染により発現させた。(A) Immunoblottimgにより、DDX5の発現を検討
した。各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、***p<0.001)。 (B) WST assayにより細
胞増殖能を検討した (n=4、*p<0.05, ***p<0.001)
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Fig. 11 JAK2V617Fの下流シグナル経路の活性化に及ぼすDDX5のノックダウンの影響
V617F/EpoR細胞に、sh-scramble (sh-SCR) およびDDX5に対するsh-RNA (sh-DDX5) をレ
トロウイルス感染により発現させた。Immunoblottingにより、JAK2、STAT5、ERK、
Akt、mTOR、p70S6K、4E-BP1のリン酸化を検討した。各バンドをImage Jにより定量化
した (n=3、***p<0.001)。
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Fig. 12 V617F/EpoR細胞の増殖に及ぼすmTOR阻害剤Rapamycinの影響
(A) V617F/EpoR細胞をRapamycin (5 mM) で24時間処理した。Immunoblottingにより、
mTOR、p70S6K、4E-BP1のリン酸化を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した
(n=3、***p<0.001)。(B) V617F/EpoR細胞をRapamycin (5 mM) で24時間、48時間、72時間
処理した。WST assayにより細胞増殖能を検討した (n=4、***p<0.001)。
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Fig. 13 HEL細胞の増殖に及ぼすDDX5のノックダウンの影響
HEL細胞に、sh-scramble (sh-SCR) およびDDX5に対するsh-RNA (sh-DDX5) をレトロウ
イルス感染により発現させた。(A) Immunoblottimgにより、DDX5の発現およびJAK2、
STAT5、ERK、Akt、mTOR、p70S6K、4E-BP1のリン酸化を検討した。各バンドを
Image Jにより定量化した (n=3、***p<0.001)。(B) WST assayにより細胞増殖能を検討し
た (n=4、*p<0.05, **p<0.05, ***p<0.001)
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Fig. 14 HEL細胞の増殖に及ぼすRapamycinの影響
(A) HEL細胞をRapamycin (5 mM) で24時間処理した。Immunoblottingにより、mTOR、
p70S6K、4E-BP1のリン酸化を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、
***p<0.001)。(B) HEL細胞をRapamycin (5 mM) で24時間、48時間、72時間処理した。
WST assayにより細胞増殖能を検討した (n=4、***p<0.001)。
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Fig. 15 JAK2V617Fによる腫瘍形成に及ぼすDDX5ノックダウンの影響
空ベクター発現Ba/F3細胞 ( - )、sh-scrambleあるいはDDX5に対するshRNA (sh-DDX5) を
発現させたV617F/EpoR細胞 (1×107 cells)を4週齢雌のヌードマウスに皮下移植した
(n=6)。(A) 移植後13日目に、腫瘍形成を観察した。(B) 移植後13目日に、脾臓および肝
臓を摘出した。(C) 腫瘍、脾臓、肝臓の重量を測定した (*p<0.05, **p<0.01, ***p<。(D) 
移植後25日間、各マウスの生存日数を観察した (-/- n=6,コントロールのV617F/EpoR細胞
移植群、 DDX5をノックダウンしたV617F/EpoR細胞移植群 n=10)。
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JAK2V617F mutant induces 
expression of DDX5 mRNA and 
increases the stability of DDX5 
protein through STAT5 activation. 
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JAK2 V617F mutant induces 
mTOR activation through 
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cellular transformation. 
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Fig. 16 JAK2V617FによるDDX5の発現誘導を介した発がん誘導シグナル経路
JAK2V617Fは、STAT5の活性化を介して、DDX5 mRNAの発現を誘導すると共に、
DDX5タンパク質の安定性も増強する。また、DDX5は、JAK2V617FによるmTOR経路
の活性化、細胞増殖や腫瘍形成に必須の役割を果たす。
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Fig.17 DDX5をノックダウンしたV617F/EpoR細胞における野生型DDX5およびRNAヘリ
カーゼ活性を欠損させたDDX5変異体 (K144N) の再構成
(A) N末にFlag tagを付加した野生型DDX5 (WT) およびRNAヘリカーゼ活性を欠損さあ
せたDDX5変異体 (K144N) の構造を示した。(B) レトロウイルス感染により、
V617F/EpoR細胞に、 sh-scramble (sh-SCR) およびDDX5に対するsh-RNA (sh-DDX5) を発
現させた。(C) レトロウイルス感染により、sh-DDX5を発現したV617F/EpoR細胞に、空
ベクター ( - )、野生型DDX5 (WT)、 DDX5変異体 (K144N) を発現させた。 (B, C)
Immunoblottingにより、DDX5、b-actinの発現を検討した。各バンドをImage Jにより定
量化した (n=3、**p<0.01)
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Fig.18 V617F/EpoR細胞の増殖・生存に及ぼすDDX5のRNAヘリカーゼ活性の影響
(A)各細胞を10%FBS含有RPMI培地で24時間、48時間培養した。WST assayにより細胞
増殖能を検討した (n=4、**p<0.01, ***P< 0.001)。(D) 各細胞を10%FBS含有RPMI培地で
48時間培養した。 Trypan Blue染色により、細胞生存率を測定した (n=3、***p<0.001)
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Fig. 19 V617F/EpoR細胞におけるアポトーシス関連分子の発現に及ぼすDDX5のRNAヘ
リカーゼ活性の影響
(A, B)各細胞を10%FBS含有RPMI培地で24時間培養した。Immunoblottingにより、
Survivin、Bcl-XLの発現、caspase-3の断片化を検討した。各バンドをImage Jにより定量
化した (n=3、*p<0.05, **p<0.01, ***P<0.001)
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Fig. 20 V617F/EpoR細胞におけるアポトーシス関連分子のmRNA発現に及ぼすDDX5の
RNAヘリカーゼ活性の影響
(A, B) 各細胞を10%FBS含有RPMI培地で24時間培養した。RT-PCRにより、Survivin
mRNA、Bcl-XL ｍRNAの発現量を検討した。 Survivin mRNA、Bcl-XLｍRNAの発現量
は、β2-microglobulinの発現量で補正し、算出した。(**p<0.01, ***P<0.001)。
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Fig. 21 V617F/EpoR細胞の抗アポトーシス作用に及ぼすDDX5のRNAヘリカーゼ活性の
影響
(A, B)各細胞を10%FBS含有RPMI培地で24時間培養した。Annexin V-PE/7-AAD染色によ
り、アポトーシス細胞の割合を解析した (n=3)。Annexin V-PE陽性かつ7-AAD陰性の細
胞を前期アポトーシス細胞、Annexin V-PE陽性かつ7-AAD陽性の細胞を後期アポトーシ
ス細胞とした (***P<0.001)
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Fig. 22 V617F/EpoR細胞におけるmTOR経路の活性化に及ぼすDDX5のRNAヘリカーゼ
活性の影響
(A, B)各細胞を10%FBS含有RPMI培地で24時間培養した。Immunoblottingにより、
mTOR、p70S6K、4E-BP1のリン酸化を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した
(n=3、*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)。
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Fig. 23 JAK2V617Fによる腫瘍形成に及ぼすDDX5のRNAヘリカーゼ活性の影響
コントロールの空ベクター発現Ba/F3細胞 ( - )、sh-scramble (sh-SCR)を発現させた
V617F/EpoR細胞、DDX5に対するsh-RNA (sh-DDX5) を発現させたV617F/EpoR細胞に、
空ベクター (-)、野生型DDX5 (WT)、あるいはDDX5変異体 (K144N) を再構成した細胞
(3×106 cells) を4週齢雌のヌードマウスに皮下移植した (コントロール群はn=3，他は
n=6)。(A) 移植後15日に、腫瘍を摘出した。(B) 腫瘍の重量を測定した (**p<0.01,
***p<0.001)。
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Fig. 24 JAK2V617Fによる脾臓、肝臓の肥大化に及ぼすDDX5のRNAヘリカーゼ活性の
影響
コントロールの空ベクター発現Ba/F3細胞 ( - )、sh-scramble (sh-SCR) を発現させた
V617F/EpoR細胞、さらに、DDX5に対するsh-RNA (sh-DDX5) を発現させたV617F/EpoR
細胞に、空ベクター ( - )、野生型DDX5 (WT)、あるいはDDX5変異体 (K144N) を再構成
した細胞 (3×106 cells) を4週齢雌のヌードマウスに皮下移植した (コントロール群はn=3，
他はn=6)。(A, B) 移植後15日に、脾臓を摘出し、重量を測定した (**p<0.01, ***p<0.001)。
(C, D) 移植後15日に、肝臓を摘出し、重量を測定した (*p<0.05)。
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Fig. 25 JAK2V617Fによる脾臓、肝臓の組織構造変化に及ぼすDDX5のRNAヘリカーゼ
活性の影響
コントロールの空ベクター発現Ba/F3細胞 ( - )、sh-scramble (sh-SCR) を発現させた
V617F/EpoR細胞、さらに、DDX5に対するshRNA (sh-DDX5) を発現させたV617F/EpoR
細胞に、空ベクター ( - )、野生型DDX5 (WT)、あるいはDDX5変異体(K144N) を再構成
した細胞 (3×106 cells) を4週齢雌のヌードマウスに皮下移植した (コントロール群は
n=3，他はn=6)。移植後15日に、脾臓や肝臓を摘出し、パラフィン切片を作製した。HE
染色を行い、脾臓、肝臓の組織構造を観察した (Scale bar=100 mm)。
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Fig. 26 in vitroにおけるCPT、FL118のTopoI阻害効果
(A) Camptothecin (CPT)およびFL118の構造を示した。(B) Recombinant Topo Iとスーパー
コイル型DNA（pHOT1 DNA) に、CPTあるいはFL118 (125, 250, 500, 1000 nM) を添加し、
37℃で30分間反応させた。1%アガロースゲルを用いて電気泳動を行い、TopoI阻害活性
を検討した。コントロールとして、リラックス型DNAを用いた (右端)。
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Fig 27. V617F/EpoR細胞におけるFL118によるDDX5のプロテアソーム分解誘導および
増殖抑制、細胞死誘導
(A) V617F/EpoR細胞をCPTまたはFL118 (12.5, 25, 50 nM) で12時間処理した。(B)
V617F/EpoR細胞に、DMSO (0.1％)またはMG132 (1 μM) とFL118 (50 nM) を添加し、12
時間培養した。(A, B) Immunoblottingにより、DDX5の発現を検討した。各バンドを
Image Jにより定量化した (n=3、*p<0.05, ***p<0.001)。(C, D) V617F/EpoR細胞をCPT ま
たはFL118 (12.5, 25, 50 nM) で24時間処理した。(C) WST assayにより細胞増殖能を測定
した (n=4、***p<0.001 vs コントロール群、###p<0.001 vs CPT処理群)。(D) トリパンブ
ルー染色法により細胞生存率を測定した (n=3、***p<0.001 vs コントロール群、
###p<0.001 vs CPT処理群)。
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Fig 28. V617F/EpoR細胞におけるFL118による Survivin、BCL-XLの発現低下および
Caspase-3の断片化
(A, B) V617F/EpoR細胞をCPTまたはFL118 (12.5, 25, 50 nM) で24時間処理した。(A) 
Immunoblottingにより、Survivin、Bcl-XLの発現およびcaspase-3の断片化を検討した。各
バンドをImage Jにより定量化した (n=3、*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs コントロール
群、#p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 vs CPT処理群)。(B) RT-PCRにより、 Survivin mRNA
およびBcl-XL mRNAの発現量をRT-PCRで検討した。 Survivin mRNAおよびBcl-XL 
mRNAの発現量は、β2-microglobulinの発現量で補正し、算出した (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 vs コントロール群、##p<0.01, ###p<0.001 vs CPT処理群)。
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Fig. 29 CPT、FL118によるV617F/EpoR細胞のアポトーシス誘導
V617F/EpoR細胞をCPTまたはFL118 (12.5, 25, 50 nM) で48時間処理した。Annexin V-
FITC/PI染色により、アポトーシス細胞の割合を解析した。Annexin V-FITC陽性かつPI
陰性の細胞を初期アポトーシス細胞、Annexin V-FITC陽性かつPI陽性の細胞を後期アポ
トーシス細胞とした (*p<0.05, **p<0.01, ***P<0.001 vs コントロール群、###p<0.001 vs
CPT処理群)。
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Fig. 30 V617F/EpoR細胞におけるFL118によるmTOR経路の活性抑制
V617F/EpoR細胞をCPTまたはFL118 (12.5, 25, 50 nM) で12時間処理した。Immunoblotting
により、mTOR、p70S6K、4E-BP1のリン酸化を検討した。各バンドをImage Jにより定
量化した (n=3、*p<0.05, **p<0.01, ***P<0.001 vs コントロール群、#p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001 vs CPT処理群)。
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Fig 31. HEL細胞におけるFL118によるDDX5のプロテアソーム分解誘導および増殖抑制、
細胞死誘導
(A) HEL細胞をCPTまたはFL118 (2.5, 5, 10 nM) で12時間処理した。(B) HEL細胞に、
DMSO (0.1％)またはMG132 (1 μM) とFL118 (10 nM) を添加し、12時間培養した。(A, B)
Immunoblottingにより、DDX5の発現を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した
(n=3、**p<0.01, ***p<0.001 vs コントロール群、###p<0.001 vs CPT処理群)。(C, D) HEL
細胞をCPT またはFL118 (2.5, 5, 10 nM) で24時間処理した。(C) WST assayにより細胞増
殖能を測定した (n=4、***p<0.001 vs コントロール群、###p<0.001 vs CPT処理群)。(D)
トリパンブルー染色法により細胞生存率を測定した (n=3、*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 vs コントロール群、###p<0.001 vs CPT処理群)。
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Fig 32. HEL細胞におけるFL118による Survivin、BCL-XLの発現低下およびCaspase-3
の断片化
HEL細胞をCPTまたはFL118 (2.5, 5, 10 nM) で24時間処理した。(A) Immunoblottingによ
り、SurvivinおよびBcl-XLの発現、caspase-3の断片化を検討した。各バンドをImage Jに
より定量化した (n=3、**p<0.01, ***p<0.001 vs コントロール群、##p<0.01, ###p<0.001 vs 
CPT処理群)。(B) RT-PCRにより、Survivin mRNAおよびBcl-XL mRNAの発現を検討した。
Survivin mRNAおよびBcl-XL mRNAの発現量は、β2-microglobulinの発現量で補正し、算
出した (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs コントロール群、#p<0.05, ###p<0.001 vs CPT処
理群)。
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Fig. 33 CPT、FL118によるHEL細胞のアポトーシス誘導
HEL細胞をCPTまたはFL118 (2.5, 5, 10 nM) で24時間処理した。Annexin V-FITC/PI染色に
より、アポトーシス細胞の割合を解析した。Annexin V-FITC陽性かつPI陰性の細胞を初
期アポトーシス細胞、Annexin V-FITC陽性かつPI陽性の細胞を後期アポトーシス細胞と
した (*p<0.05, **p<0.01, ***P<0.001 vs コントロール群、##p<0.01, ###p<0.001 vs CPT処
理群)。
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Fig. 34 HEL細胞におけるFL118によるmTOR経路の活性抑制
HEL細胞をCPTまたはFL118 (2.5, 5, 10 nM) で12時間処理した。Immunoblottingにより、
mTOR、p70S6K、4E-BP1のリン酸化を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した
(n=3、*p<0.05, **p<0.01, ***P<0.001 vs コントロール群、#p<0.05,  ##p<0.01, ###p<0.001 
vs CPT処理群)。
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Fig. 35 JAK2V617Fによる腫瘍形成に及ぼすFL118の抑制効果
コントロールの空ベクター発現Ba/F3細胞 ( - ) あるいはV617F/EpoR細胞 (1×107 cells) を
4週齢雌のヌードマウスに皮下移植した。移植後5日、7日、9日目にvehicleまたはFL118
(2.5 mg/kg) を経口投与し、11日目に解剖した。(コントロール群はn=3，他はn=6)。(A)
11日間、各マウスの体重を測定し、体重増加率をグラフに示した。(B, C) 移植後11日目
に腫瘍を摘出し、重量を測定した (*p<0.05)。
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Fig. 36 JAK2V617Fによる脾臓、肝臓の肥大化に及ぼすFL118の抑制効果
コントロールの空ベクター発現Ba/F3細胞 ( - )  あるいはV617F/EpoR細胞 (1×107 cells)
を4週齢雌のヌードマウスに皮下移植した。移植後5日、7日、9日目にvehicleまたは
FL118 (2.5 mg/kg) を経口投与し、11日目に解剖した。 (コントロール群はn=3，他はn=6)。
(A, B) 移植後11日に、脾臓を摘出し、重量を測定した (**p<0.01)。(C, D) 移植後11日に、
肝臓を摘出し、重量を測定した。 (**p<0.01)
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Fig. 37 JAK2V617Fによる脾臓、肝臓の組織構造の変化に及ぼすFL118の抑制効果
コントロールの空ベクター発現Ba/F3細胞 ( - ) あるいはV617F/EpoR細胞 (1×107 cells) を
4週齢雌のヌードマウスに皮下移植した。移植後5日、7日、9日目にvehicleまたはFL118
(2.5 mg/kg) を経口投与し、11日目に解剖した。 (コントロール群はn=3，他はn=6)。 (A,
B)移植後15日に、脾臓や肝臓を摘出し、パラフィン切片を作製した。HE染色を行い、
脾臓、肝臓の組織構造を観察した。 (Scale bar=100 mm)。
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Cell survival and 
proliferation, 

tumorigenesis

STAT5

A causative gene product of MPN, 
JAK2V617F mutant induces expression 
and stabilization of DDX5 through 
STAT5 activation. 

DDX5

DDX5 is necessary for the activation of 
mTOR induced by JAK2V617F and 
plays an important role in cell survival, 
proliferation, and tumor formation.
However, RNA helicase activity of DDX5 
is not required for its function.

Akt

mTORFL118

FL118 induces the proteasomal 
degradation of DDX5,
causing apoptosis in  MPN cells.

Fig. 38  FL118を用いたDDX5の分解誘導を介したMPN治療戦略の有用性
JAK2V617FによりSTAT5を介して発現が誘導されるDDX5は、mTORの活性化に必要で
あり、細胞増殖や腫瘍形成に重要な役割を果たす。しかし、そのDDX5の機能にRNAヘ
リカーゼ活性は必要ない。したがって、 FL118によるDDX5のプロテアソーム分解誘導
は、MPNの有効な治療戦略であると期待される。
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Fig. 39 K562細胞におけるImatinibによるBCR-ABL活性化の阻害
(A) K562細胞をImatinib (1, 2 μM)で24時間処理した。Immunoblottingにより、BCR-ABL、
STAT5のリン酸化、Survivin の発現、caspase-3の断片化を検出した。各バンドをImage J
により定量化した (n=3、*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.01)。(B) K562細胞をImatinib (0.125,
0.25, 0.5, 1および2 μM) で48時間処理した。WST assayにより 細胞増殖能を測定した
(n=4、***p<0.01 vs コントロール群)。(C) K562細胞をImatinib (1, 2 μM) で48時間処理し
た。トリパンブルー染色法により細胞生存率を測定した。(n=3、***p<0.01)。
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Fig. 40 K562細胞におけるImatinibによるDDX5の発現抑制
K562細胞をImatinib (1, 2 μM) で24時間処理した。(A) ImmunoblottingによりDDX5、b-
actinの発現を検出した。各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、*p<0.05)。(B) 
DDX5 mRNA、Survivin mRNAの発現量をRT-PCRで検討した。DDX5 mRNA、Survivin
mRNAの発現量は、β2-microglobulinの発現量で補正し、算出した (n=3、*p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001)。
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Fig. 41 K562細胞におけるDDX5のノックアウト
CRISPR-cas9システムを用いて、DDX5をノックアウトしたK562細胞（DDX5 KO細胞）
を作製した。K562細胞、DDX5 KO細胞を1% FBS含有RPMI培地で24時間培養した。
(A) Immunoblottingにより、DDX5、Survivinの発現およびcaspase-3の断片化を検討した。
各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、**p<0.01, ***p<0.001)。(B) RT-PCRにより、
Survivin mRNAの発現量を検討した。Survivin mRNAの発現量は、β2-microglobulinの発
現量で補正し、算出した (*p<0.05)。(C) WST assayにより細胞生存率を測定した (n=4、
***p<0.001)。(D) トリパンブルー染色法により細胞生存率を測定した (**p<0.01)。
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Fig. 42 K562細胞におけるFL118によるDDX5のプロテアソーム分解誘導
(A) K562細胞をCPTまたはFL118 (125, 250, 500nM) で24時間処理した。Immunoblottingに
より、DDX5、b-actinの発現を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)。(B) K562細胞をDMSO (0.1％) またはMG132 (5 μM) と
FL118 (500 nM) で12時間処理した。Immunoblottingにより、DDX5、b-actinの発現を検
討した。各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)。
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Fig. 43 K562細胞におけるSurvivinの発現、caspase-3の断片化に及ぼすCPT、FL118の影
響
K562細胞をCPTまたはFL118 (125, 250, 500 nM) で24時間処理した。(A) Immunoblotting
により、Survivinの発現、caspase-3の断片化を検討した。各バンドをImage Jにより定量
化した (n=3、**p<0.01, ***p<0.001 vs コントロール群、##p<0.01, ###p<0.001 vs CPT処
理群)。(B) RT-PCRにより、Survivin mRNAの発現量を検討した。Survivin mRNAの発現
量は、β2-microglobulinの発現量で補正し、算出した (n=3、*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
vs コントロール群、#p<0.05, ###p<0.001 vs CPT処理群)。
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ントロール、###p<0.001 vs CPT処理群)。(B) K562細胞をCPTまたはFL118 (125, 250, 500
nM) で48時間処理した。トリパンブルー染色法により細胞生存率を測定した (n=3、
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せた。Immunoblottingにより、BCR-ABLおよびDDX5の発現を検討した。各バンドを
Image Jにより定量化した (n=3、***p<0.001)。

0

1

2

3

4

R
e

la
ti

v
e

e
x

p
re

s
s

io
n

 o
f

D
D

X
5

B
C

R
-A

B
L

T3
15

I

( -
)

***
***

NH2 COOH

Coiled coil
domain

Ser/Thr
kinase

Rho
GEF SH3 SH2

Tyr
kinase NLS

DNA
binding

Actin
binding

NH2 COOH

Coiled coil
domain

Ser/Thr
kinase

Rho
GEF SH3 SH2

Tyr
kinase NLS

DNA
binding

Actin
binding

BCR-ABL

T315I

BCR ABL

T315I

83



0

1

2

R
e

la
ti

v
e

e
x

p
re

s
s

io
n

o
f 

D
D

X
5

0

5

1 0

1 5

R
e

la
ti

v
e

e
x

p
re

s
s

io
n

 o
f

c
le

a
v

e
d

 c
a

s
p

a
s

e
-3

0

1

2

R
e

la
ti

v
e

e
x

p
re

s
s

io
n

o
f 

S
u

rv
iv

in

0

1

2

R
e

la
ti

v
e

p
h

o
s

p
h

o
ry

la
ti

o
n

o
f 

S
T

A
T

5

0

1

2

R
e

la
ti

v
e

p
h

o
s

p
h

o
ry

la
ti

o
n

o
f 

B
C

R
-A

B
L

IB: p-ABL

IB: ABL

IB: p-STAT5

IB: STAT5

IB: Survivin
IB: Cleaved

caspase-3

IB: b-actin

Imatinib (2 mM) － +
BCR-ABL

－ +
T315I

IB: DDX5

A

Imatinib (mM)

0
20
40
60
80

100

0 0.5 1 1.5 2

Pr
ol

ife
ra

tio
n 

(%
)

BCR-ABL T315I
B

0

5 0

1 0 0

1 5 0

V
ia

b
ili

ty
 (

%
)

***

C

BCR-ABL T315I
－ + － +Imatinib

0

50

100

150

Fig. 46 BCR-ABL発現Ba/F3細胞およびT315I発現Ba/F3細胞に対するImatinibの抗腫瘍
活性
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Survivin、DDX5の発現、Caspase-3の断片化を検討した。各バンドをImage Jにより定量
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CRISPR-cas9システムを用いて、BCR-ABL発現Ba/F3細胞およびBCR-ABL T315I変異体
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PCRにより、Survivin mRNAの発現量を検討した。Survivin mRNAの発現量は、β2-
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Fig. 48 BCR-ABL発現Ba/F3細胞およびT315I変異体発現Ba/F3細胞におけるDDX5、
Survivinの発現、Caspase-3の断片化に及ぼすCPT、FL118の影響
BCR-ABL発現Ba/F3細胞およびBCR-ABL T315I変異体発現Ba/F3細胞をCPT またはFL118 
(50, 100 nM) で24時間処理した。(A) ImmunoblottingによりDDX5、Survivinの発現および
Caspase-3の断片化を検討した。各バンドをImage Jにより定量化した (n=3、*p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001 vs コントロール群、 ##p<0.01, ###p<0.001 vs CPT処理群)。(B) RT-
PCRにより、Survivin mRNAの発現量をRT-PCRで検討した。Survivin mRNAの発現量は、
β2-microglobulinの発現量で補正し、算出した (n=3、*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs コ
ントロール群、 #p<0.05, ###p<0.001 vs CPT処理群)。
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Fig. 49 BCR-ABL発現Ba/F3細胞およびT315I変異体発現Ba/F3細胞の増殖・生存に及ぼ
すCPT、FL118の影響
(A) BCR-ABL発現Ba/F3細胞およびBCR-ABL T315I変異体発現Ba/F3細胞をCPTまたは
FL118 (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 nM)で24時間処理した。WST assayにより細胞生存
率を測定した (n=4、*p<0.01, **p<0.01, ***p<0.001 vs コントロール群、###p<0.001 vs
CPT処理群)。(B) BCR-ABL発現Ba/F3細胞およびT315I変異体発現Ba/F3細胞をCPTまた
はFL118 (50, 100 nM) で18時間処理した。トリパンブルー染色法により細胞生存率を測
定した (n=3、*p,0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs コントロール群、 #p<0.05, ###p<0.001 vs
CPT処理群)。
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Fig. 50 BCR-ABL阻害剤に耐性を示すCMLに対するFL118を用いたDDX5の分解誘導に
よる治療戦略の有用性
BCR-ABLは、DDX5の発現誘導を介して、抗アポトーシス因子Survivinの発現やCML細
胞の増殖、生存を誘導する。T315I変異を有するBCR-ABLは、BCR-ABL阻害剤に対し
て耐性を示す。FL118はTopo I阻害活性に加えて、DDX5のプロテアソーム分解を誘導す
る活性を持ち、BCR-ABL T315I変異体を発現したCML細胞においてもアポトーシスを
誘導する。したがって、FL118は、薬剤耐性を克服できる新たなCML治療薬となる可能
性が示された。
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第 5章 考察 

本研究では、第 3章 1部において、DDX5がMPNにおいても高発現していることを

見出し、DDX5がMPNの病態形成に重要な役割を果たすことを明らかにした。MPNの

原因遺伝子産物である JAK2V617Fが DDX5 mRNAの発現を誘導すると共に、DDX5タ

ンパク質の安定性を促進することにより、DDX5の発現を誘導することを見出した。ま

た、DDX5は mTOR経路の活性化を介して、JAK2V617Fによる細胞増殖・腫瘍形成を

誘導することを明らかにし、DDX5がMPNの新規治療標的候補分子であることを示し

た (Fig. 16)。 

V617F/EpoR 細胞および HEL 細胞における DDX5 mRNA の発現は、Ruxolitinib およ

び Pimozide の処理により有意に抑制されたことから、DDX5 mRNA の発現には

JAK2V617Fおよび STAT5の活性が必要であることが示唆された (Fig. 2, 3, 6, 7)。しか

し、JAK2V617Fによる DDX5 mRNAの発現誘導機構は未だ不明である。DDX5遺伝子

のプロモーター領域には STAT5 responsive elementsが存在しない。したがって、STAT5

により発現が制御される他の転写因子を介して、DDX5の発現が誘導される可能性があ

る。DDX5遺伝子プロモーターには、CCAAT-enhancer binding protein α (C/EBPα) や E2F

などの転写因子の結合部位が存在する。C/EBPα は主に骨髄分化に関与しており、

C/EBPαの遺伝子変異により、C/EBPαの活性化が阻害され、AMLの発症が誘導される 

[89]。しかし、これまでに C/EBPα と MPN との関係はほとんど報告されていない。一

方、E2Fは、細胞周期の制御と DNA合成に関与する転写因子であり、Cyclin dependent 

kinase 4/6 (CDK4/6) 複合体により活性化される。STAT5の活性化により、Cyclin Dの発

現が上昇し、これが CDK4/6と結合して複合体を形成し、E2Fの活性化を誘導すること

が報告されている [90, 91]。したがって、JAK2V617F-STAT5経路と E2F経路のクロス

トークにより、DDX5 mRNAの発現が誘導される可能性がある。また、DDX5遺伝子の

発現は、前駆脂肪細胞の 3T3-L1 細胞における脂肪生成誘導過程において、Ten-eleven 
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translocation methyl-cytosine dioxygenase 2 (TET2) を介したエピジェネティック制御を受

けることが報告されている [92]。MPN患者では、TET2の欠失や不活性化の変異が認め

られるため、MPNでは TET2を介した DDX5の発現制御機構が存在する可能性がある 

[93, 94]。今後、JAK2V617Fが DDX5の遺伝子発現を誘導するメカニズムを解明するこ

とで、MPNの発症機序の理解へと繋がることが期待される。 

また、本研究では、V617F/EpoR 細胞および HEL 細胞において、Ruxolitinib および

Pimozide による処理が DDX5 のプロテアソーム分解を誘導したことから、JAK2V617F

は、STAT5の活性化に依存して、DDX5タンパク質の安定化を制御することが示唆され

た（Fig.4, 5, 8, 9）。しかし、JAK2V617F-STAT5経路が DDX5タンパク質の安定性を誘

導する分子メカニズムは解明されていない。これまでに、long-non coding RNA (lncRNA) 

である NHEG1 が DDX5 に結合し、神経芽腫における DDX5 の分解を抑制することが

報告されている [95]。lncRNA NEAT1は、大腸がんで高発現しており、DDX5と直接結

合し、DDX5の安定化を誘導することで、Wntシグナル経路を活性化することが示され

た [71]。また、O-GlcNAc transferase (OGT) が DDX5を O-GlcNAc化することで、DDX5

の安定化が誘導されることが明らかになっている [96]。これまでに DDX5 のプロテア

ソーム分解を誘導する E3-ユビキチンリガーゼとして、Tripartite motif-containing protein

5 (Trim5) や Trim25が同定されている [97, 98]。今後、V617F/EpoR細胞や HEL細胞に

おいて、lncRNA や OGT との相互作用が DDX5 の安定性に関与しているかどうかを明

らかにすると共に、DDX5のプロテアソーム分解を誘導するユビキチンリガーゼを同定

することが重要である。

第 3章 2部では、MPNにおける DDX5を介した発がんシグナルの分子メカニズムを

解明するために、shRNA により DDX5 の発現を抑制した V617F/EpoR 細胞に、野生型

DDX5 (WT) あるいは RNA ヘリカーゼ活性を欠損した DDX5 変異体 (K144N) を再構
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成し、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。DDX5のノックダウンにより、V617F/EpoR細胞における mTOR経路の活

性化が抑制されるが、野生型 DDX5 (WT) だけでなく、DDX5変異体 (K144N) の再構

成により、DDX5 のノックダウンによる mTOR 経路の活性抑制や、細胞増殖の抑制は

解除され、アポトーシス誘導は抑制された (Fig. 22A, B)。また、ヌードマウスを用いた

細胞移植実験により、DDX5のノックダウンによる JAK2V617Fによる腫瘍形成の抑制

は、野生型 DDX5 (WT) および DDX5変異体 (K144N) の再構成により回復することが

観察された (Fig. 23-25)。したがって、DDX5は JAK2V617Fが示す発がん誘導能に不可

欠であるが、その RNAヘリカーゼ活性は必要でないことが明らかになった。さらに、

in vitro、in vivoの実験の遂行を通して、DDX5阻害剤 FL118による DDX5のプロテアソ

ーム分解誘導が、MPNの治療に有効であることを示した (Fig. 38）。 

DDX5の ATP依存的に二本鎖 RNAを一本鎖 RNAに乖離する RNAヘリカーゼ活性

は、mRNAの選択的スプライシングの制御をはじめとする RNA代謝に必要である [65-

67]。また、DDX5は、RNAヘリカーゼ活性依存的に、DNAの二本鎖切断やゲノムの不

安定性の原因となる RNA:DNA Hybrid (R-loop) 構造を解消する [70]。さらに、DDX5は、

RNAヘリカーゼ活性依存的に、β-cateninや glucocorticoid receptor (GR) のコアクチベー

ターとして働き、これらの核内移行と転写活性化を誘導することが報告されている [99,

85]。一方、DDX5は Nucleophosmin (NPM) と相互作用し、RNAヘリカーゼ活性非依存

的に 47S-pre rRNAの転写を誘導する [100]。また、DDX5は RNAヘリカーゼ活性非依

存的に転写因子 AR、ER、Myoblast determination protein (MyoD) のコアクチベーターと

して機能することが報告されている [73, 76, 101]。さらに、DDX5 と同じ RNA ヘリカ

ーゼファミリーである DDX3は、Wntシグナル伝達において、RNAヘリカーゼ活性非

依存的に Casein kinase 1 (CK1) の制御因子として機能することが報告されている [102]。

したがって、MPNにおいて、DDX5は足場タンパク質 (scaffolding protein) として機能
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することにより、mTOR 経路の活性化を誘導し、JAK2V617F による細胞増殖や腫瘍形

成に関与する可能性が示唆された。

Fig. 11, 13において、DDX5のノックダウンは、JAK2V617F、STAT5、ERKや Aktの

リン酸化には影響を及ぼさず、mTORのリン酸化のみを抑制することを示した。したが

って、DDX5は JAK2 V617Fの下流で、mTORの活性化に特異的に寄与することが示唆

された。しかし、本研究では、DDX5 が RNA ヘリカーゼ活性とは独立してどのように

mTOR 活性化に関与しているかは解明されていない。これまでに、胃がん細胞や前立腺

がん細胞において、DDX5 の発現抑制が mTOR 経路を阻害することが報告されている 

[103, 104]。しかし、これらの研究においても、DDX5 の発現抑制が mTOR 経路を阻害

する分子メカニズムは解明されていない。DDX5はmTORC1の阻害因子である Tuberous 

sclerosis complex (TSC) 1/2複合体と相互作用し、TSC1/2複合体を mTORC1にリクルー

トして mTOR シグナルの活性化を抑制することが報告されている [105]。したがって、

DDX5 は mTOR の活性を制御する分子群をリクルートする足場タンパク質として機能

している可能性がある。

本研究で、in vitroにおける FL118と CPTの Topo I阻害活性は同程度であることを示

した (Fig. 26)。これまでに、FL118は、他の CPT誘導体である SN-38と比較して、Topo 

I 阻害活性は低いが、Survivin の発現抑制を介して、がん抑制遺伝子産物 p53 の変異状

態に関係なく、様々ながん細胞の増殖をより強力に阻害し、顕著なアポトーシスを誘導

することが報告されている [82]。また、FL118 はヒト腫瘍異種移植モデルにおいて、他

の Topo I阻害剤である Irinotecan (SN-38) や Topotecanだけでなく、Topo II阻害剤であ

る Doxorubicin、プラチナ製剤である Cisplatin や Oxaliplatin、微小管阻害剤である

Docetaxel、DNA 合成阻害剤である Gemcitabine や 5-FU、アルキル化剤である Cytoxan

などの抗がん剤と比較して、優れた抗腫瘍活性を示すことが知られている。さらに

FL118 は、Irinotecan (SN-38) や Topotecan に耐性を示すヒト腫瘍異種移植モデルに対し
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ても、高い抗腫瘍活性を示す [82, 106]。FL118は、V617F/EpoR細胞、HEL細胞におい

て、DDX5のプロテアソーム分解を誘導し、mTOR経路の活性化を抑制したが、同濃度

の CPTにはこれらの活性は認められなかった (Fig. 27, 30, 31, 34)。さらに、FL118は、

同濃度の CPTと比較して、V617F/EpoR細胞、HEL細胞の増殖を有意に抑制し、アポト

ーシスを誘導した (Fig. 27-29, 31-33)。したがって、FL118は Topo I阻害活性に加えて、

特異的に DDX5 の分解を誘導する活性により、高い抗腫瘍活性を示すことが示唆され

た。また、FL118を投与したヌードマウスでは、体重減少を認めずに、JAK2 V617Fに

よる腫瘍形成、脾臓・肝臓の肥大化が有意に抑制されたことから (Fig.35-37)、FL118は

MPNに対する有効な治療薬となりうると期待される。 

現在までに、Ruxolitinibに加えて、Fedratinib、Pacritinibなどの JAK2阻害薬が開発さ

れ、高リスクのMPN患者に適用されている [31-34, 107, 108] 。これらの JAK2阻害剤

は、赤血球の過剰増殖、脾腫形成を抑制し、MPNの症状を改善するが、MPNの完治へ

と導く奏功性の高い薬剤ではない。MPN では、変異を獲得した造血幹細胞がクローン

性に増殖するが、これらの造血幹細胞は静止状態にあり、JAK2阻害剤に対して抵抗性

を示すためである [109, 110]。また、がん細胞は、薬剤排出ポンプである ATP-binding 

cassette transporter subfamily G, member 2（ABCG2）が抗がん剤を細胞外に排出すること

で薬剤耐性を獲得する。SN-38は ABCG2による薬剤排出を受けるが、FL118は ABCG2

の薬物排出を受けにくい性質を持ち、それにより、ABCG2 が機能する結腸がん細胞や

肺がん細胞に対しても高い抗腫瘍活性を示すことが報告されている [111]。さらに、

FL118は、がん幹細胞マーカーである Aldehyde dehydrogenase 1A1 (ALDH1A1)、Octamer-

binding transcription factor 4 (Oct4) や薬剤耐性タンパク質 P-glycoprotein (P-gp)、Excision 

repair cross-complementation group 1 (ERCC1) の発現を低下させる活性があり、肺がん幹

細胞に対して抗腫瘍効果を示すことが報告されている [112]。したがって、FL118 はが

ん幹細胞に対しても抗腫瘍活性を示すと期待され、MPN 治療薬として有効であると示
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唆される。今後は、JAK2 V617Fのトランスジェニックマウスやノックインマウスを用

いた FL118 投与の影響を検証し、赤血球や血小板などの血球増加や骨髄線維化などの

MPN症状の改善効果が認められるかを検討する必要がある。 

第 3章 3部では、CMLにおいて、DDX5は、BCR-ABLの活性に依存して発現が誘導

され、CML細胞の増殖、生存に必須の役割を果たすことを明らかにした (Fig. 39, 40, 45, 

46)。また、DDX5のノックアウトや FL118を用いた DDX5の分解誘導は、K562細胞や

BCR-ABLを発現した Ba/F3細胞だけでなく、BCR-ABL阻害剤に耐性を示す BCR-ABL 

T315I変異体を発現した Ba/F3細胞においても、増殖能を抑制し、アポトーシスを誘導

することを見出した (Fig. 43, 44, 48, 49)。以上の研究を通して、FL118による DDX5を

標的とした治療戦略が薬剤耐性を獲得した CML の治療に有効である可能性を示した

(Fig.50)。 

STAT5は JAK2だけでなく、BCR-ABLの基質でもある [43-45]。よって、Fig. 1-9で

示したように、BCR-ABLの下流においても、STAT5の活性化を介して、DDX5 mRNA

の発現が誘導されるだけでなく、DDX5 タンパク質の安定化が促進されることにより、

DDX5が高発現している可能性が高い。Yangらは、肺がん、大腸がん、肝臓がん、乳が

ん、子宮頸がん細胞および K562 細胞において、DDX5 の Y593 がリン酸化されること

を報告した [99]。さらに、platelet derived growth factor (PDGF) により、c-ABLを介して

DDX5のY593がリン酸化されることで、Wntシグナル経路非依存的に転写因子β-catenin

の核移行が促進され、上皮間葉転換 (EMT) が誘導されることが報告されている [113]。

したがって、BCR-ABL が DDX5 Y593 のリン酸化を誘導する可能性が考えられるが、

本研究では、BCR-ABL の下流における DDX5 Y593 のリン酸化状態を明らかにできて

いない。現在、K562 細胞において、DDX5 のノックアウトにより、STAT5 のリン酸化

が抑制されることを観察している。Survivinは、STAT5の標的遺伝子の一つであること
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が報告されているため、K562細胞では、DDX5のノックダウンにより STAT5の活性化

が阻害され、Survivin mRNAの発現が低下した可能性がある。DDX5のノックダウンは、

JAK2V617F による STAT5 のリン酸化に影響を及ぼさなかったことから (Fig. 11, 13)、

JAK2V617F と BCR-ABL の発がん誘導シグナルにおける DDX5の機能は異なる可能性

がある。今後、BCR-ABLの下流シグナル経路の活性化における DDX5の Y593のリン

酸化の生理的意義、および DDX5が STAT5やその他のシグナル経路の活性化に及ぼす

影響を明らかにすることで、CMLにおける DDX5の機能解明に繋がると期待される。 

K562細胞において、CPTは DDX5の発現に影響を及ぼさなかった。一方、FL118は

DDX5のプロテアソーム分解を誘導し、CPTよりも低濃度でこれらの細胞の増殖を抑制

し、生存率を低下させた。これまでの研究から、JAK2V617F による細胞増殖や腫瘍形

成には DDX5が必須であるが、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 (Fig. 17-25)。しかし、BCR-ABLによる細胞増殖や生存における DDX5の RNAヘ

リカーゼの必要性は不明である。FL118は DDX5の活性を阻害するのではなく、DDX5

の発現を抑制する DDX5阻害剤である。したがって、BCR-ABLによる発がんシグナル

において、DDX5の RNAヘリカーゼが必要でない場合においても、FL118 は高い抗腫

瘍活性を示す有力な CML治療薬となることが期待される。 

現在、CML治療において、BCR-ABL阻害剤に対する薬剤耐性の獲得が問題となって

いる [54-59]。BCR-ABL阻害剤に対する耐性の獲得には、多くの分子メカニズムが関与

している。Hochhausらは、66人の Imatinib抵抗性 CML患者に対して、BCR-ABL遺伝

子の発現量、BCR-ABLのゲノム増幅、その他の遺伝子変異、BCR-ABLチロシンキナー

ゼドメインの変異を評価した [114]。その結果、Imatinib抵抗性 CML患者の 12％では、

BCR-ABL 遺伝子の発現量が 10 倍以上上昇しており、6%で BCR-ABL のゲノム増幅が

観察された。Imatinib 抵抗性 CML 患者の 53％では、BCR-ABL 以外の遺伝子変異が観

察され、35％では、BCR-ABLのキナーゼドメインに点突然変異が検出された。BCR-ABL
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の T315I変異の出現は、CML治療の最大の問題であり、Imatinibだけでなく、第二世代

の Nilotinib や Dasatinib にも耐性を示す。新規の BCR-ABL 阻害剤として開発された

Asciminibは、既存の BCR-ABL阻害薬と異なり、ABLのミリストイルポケットに結合

してキナーゼ活性をアロステリックに阻害するため、BCR-ABL T315I 変異体に対して

も有効である [63, 64]。このように、BCR-ABL 阻害剤に対する耐性を克服するための

治療薬開発は進展しているが、BCR-ABLを標的としている限り、CML細胞における新

規 BCR-ABL 阻害剤に対して耐性を獲得する変異がさらに出現する可能性は避けられ

ない。したがって、BCR-ABL以外の CML治療に有効な標的分子の同定は重要である。  

本研究では、K562細胞や BCR-ABL発現 Ba/F3細胞だけでなく、BCR-ABL T315I変

異体発現 Ba/F3 細胞においても、DDX5 のノックアウトや FL118 による DDX5 の分解

が、増殖抑制やアポトーシスを誘導することを示した。本研究により、DDX5を標的と

する治療は、薬剤耐性を示す CMLに対する有効な治療戦略となる可能性が示唆された。

今後、CMLや薬剤耐性を獲得した CMLのモデルマウスを用いて、in vivoにおける FL118

の抗腫瘍活性を検討することが必要である。 
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第 6章 結語 
 

本研究では、DDX5は、JAK2V617Fや BCR-ABLにより発現が誘導され、mTOR経路

の活性化を介して、MPNの病態形成に寄与することが示された。しかし、DDX5の RNA

ヘリカーゼ活性は、JAK2V617F による発がん誘導に必要でないことも明らかになった。

さらに、DDX5のプロテアソーム分解を誘導する FL118は、Ph陰性MPN細胞や BCR-

ABL 阻害剤に耐性を示す CML 細胞に対して高い抗腫瘍活性を示すことが確認された。

これらの結果より、DDX5はMPN治療標的分子であり、FL118を用いた DDX5の分解

誘導によるMPN治療の有効性が期待される。 
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