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3. 成果の概要 (1∞字程度)

家族性血小板増多症の原因遺伝子変異として同定したc-mpl遺伝子の膜貫通領域のAsn505

の機能を解析した。その結果、変異基であるアスパラギンの持つ強い極性により誘導され
る水素結合により、リガンドなしでも二量体形成を獲得することで、血小板増多の細胞内
シグナルが活性化されることを証明し得た。
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要旨

一日中医学協会助成事業ー

家族血小板増多症の発症原因である血小板増加因子レセプタ -c-mpl

遺伝子変異の自律性活性化機序の解明
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臨床分子内科学

助手小松弘和

我が国でも数家系しか報告のない貴重な家族性血小板血症を見出し、その病因を分子生物学的

に明らかにすべく、血小板産生に関わる既知の分子の変異の有無をスクリーニングした結果、血

小板増多因子トロンポポエチン (TPO) のレセプターである c-mpl遺伝子内膜貫通ドメインにアミ

ノ酸置換を伴う Ser505Asn変異を見出した。本活性化変異候補Asn505が機能的に直接にFET患者の

血小板増多を惹起しているかどうかを明らかにするために、本変異アレノレを含むc-mplcDNAを

BAF/3細胞へ発現導入し、本来もつBAF/3細胞のサイトカイン (IL3)依存性増殖が非依存性となる

こと、細胞内シグナノレであるERKl/2とSTAT5がサイトカイン (IL3)非依存性に燐酸化されているこ

とを見出し、本変異Asn505は細胞内シグナノレ活性化をひきおこし細胞の自律性増殖を惹起してい

ることを示し、本FET発症の責任遺伝子異常である事を証明した。

次に Asn505変異の機能解明として、 c-mplレセプターの自律性の多量体(二量体)形成能の実

験を進め、 crosslinking法を用いて検討した結果、変異体では ligand非存在下でも多量体(二

量体)形成し、細胞増殖、そして細胞内シグナノレ活性化を誘導していることを明らかにした。ま

た、変異部位を様々な塩基に置換した変具体を作成し、二量体形成能、細胞内シグナノレ活性化の

ついて検討したところ、 Asnを含めて極性の強いアミノ酸残基を有する変異体において二量体形

成とシグナノレ活性化が確認できた。以上より、 Asn505は、アミノ酸残基として有するその強い極

性に伴う水素結合力により二量体を形成し、細胞内シグナノレを活性化し、巨核球増生、そして血

小板増多症を成立させていることを示すことができた。

Key Words: Essential thrombocythemia， c-mpl， mutation， homodimerization， polarity 

緒言

本態性血小板血症 (Essentialthrombocythemia; ET)は一般に弧発例を指し、家族内発症例は

家族性血小板血症 (FamilialET， FET) として呼ばれている。 FETは世界的にみても極めてまれ

な疾息であるが、臨床所見、合併症を含めた予後は ETと共通している点が多く、その原因遺伝子

を始めとする分子生物学的解明は ETの解明に大きく寄与する可能性が高い。本研究では、当大学

病院で発見した FETの病因である c-mpl遺伝子の Asn505変異に関してその機能について分子生物

学的に解明し、 ET、さらには骨髄増殖症候群の解明に寄与することを目的とする。

対象と方法

説明と同意のもと、当大学病院で経験した FET患者の末梢血リンパ球を用いて遺伝子 DNA変異

解析を行った。見出した遺伝子変異の機能解析として変異体発現 BAF/3細胞を作製し、細胞増殖

への影響を MTTアッセイにて解析、さらに細胞内シグナノレ活性化の有無を ERK1/2とSTAT5分子の

リン酸化誘導能をウエスタン法によって評価した。また、その二量体形成能をクロスリンキング

法により評価した。さらに、変異部位を様々な塩基に置換し、ニ量体形成、細胞増殖能、シグナ

ル活性化の評価を行った。
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結果及び考察

血小板産生に関わる分子の変異解析の結果、血小板産生因子トロンボポエチンの受容体である

c-mpl遺伝子の膜貫通領域に血小板増多患者8例全例に特異的な変異(Ser506→Asn506 )を見出した。

本変異Asn505では強制発現させることでBAF/3細胞株が、サイトカイン (IL3)非依存性に増殖でき

ることを確認できた。さらに、 c-mplの細胞内シグナノレ経路が自律性に活性化しているかどうかを

明らかにするためその主要経路であるERK1/2とSTAT5の燐酸化を調べたところ、 ERK1/2とSTAT5と

もにサイトカイン (IL3)非依存性に燐酸化されていることを見出した。同時に、患者血小板自体

も血小板増多因子(トロンボポエチン)の刺激なしでERK1/2、STAT5はリン酸化されていることを

確認した。これらの結果より、本c-mpl変異Asn505は細胞内シグナノレ活性化と細胞の自律性増殖を

惹起し、本FET発症の責任遺伝子異常である事を初めて証明した。

また、 c-mpl変異 (Asn505)の細胞増殖シグナノレの活性化機構として、サイトカイン (IL3)非依

存性にc-mpl分子の二量体が形成され、細胞内シグナノレが活性化されることが示された。さらに、

この二量体形成は細胞外ドメインの欠失体においても誘導され、細胞外ドメインのジスノレフィド

結合の関与を否定し得た (Figure1)。

次に、 Asn505の変異部位に様々な塩基置換体を作成し、二量体形成能、細胞内シグナル活性、

細胞増殖能を調べた。その結果、 Asnの他、 Asp， Gln， Glu等の強い極性を持つアミノ酸置換体

のみに二量体形成、細胞内シグナノレ活性、細胞生存能の充進が確認できた。極性の強いアミノ酸

残基は強い水素結合能を有しており、その水素結合能により変異部位問に結合力がもたらされ

c-mpl分子の二量体が形成されることで細胞内シグナノレの活性化、そして細胞増殖へとつながり、

本FETの発症につながる機構が明らかにされた (Figure 2)。

このようにFET発症ヒトモデルの構築とその分子生物学的機構が解明できたことで、細胞増殖因

子に関わる受容体の病的変異がもたらす機能的特徴の解明、さらには、 ET含めた骨髄増殖症候群

の分子解明に寄与したものと考えられる。

Fi g. 

，..ekl12 

A 

M・也 Se~踊 AnS(沼

田'，， _i: 吾I¥'l .11，..._m曹
".-帯丹 ..・..使橿容量

:懇話語1m:
盆二 ....:... . Jf.且 1m.怠..&Ji..

駐軍芸部 品4ト世信長信曹

叫同特査会館蟻鰻鋳
阿倍邸蕊主主減 員y両匂係諸白

叩脳細廟関経録制

B 

325二

Figure 1. Asn505 drives autohomodimerization and activates the downstream signals. (A) Upper: 

dimmer detection of SDS・PAGEwith crosslinking and immunobloting. IL-3 starved transfectant Ba/F3 

cells were separated into 2 aliquots， stimulated with or without 100ng/ml hTpo (Diaclone Research， 

France) for 2 hours at 4 oc. Cells were washed with ice-cold PBS containing 100uM Na3 V04， 

sub-separated into 2 aliquots， incubated with or without 50mM cross-Iinker BS3/PBS (Pierce， IL) for 

118 



another 2 hours at 40c. Reactions were quenched by 1M Tris.HCL. Cells were lysed in ice-cold lysis 

buffer (50 mM  Tris-HCl， pH 7.4， 150 mM  NaCl， 1 % Triton X・100，25 mM  NaF， 2 mM sodium 

orthovanadate)， supplemented with the proteinase inhibitors cocktail (complete mini， Roche Diagnostics， 

Mannheim， Germany)， insoluble substance was removed by centrifuge 14000g for 10 minutes， lysates 

were kept at・80oc. Arrows indicate c-Mpl monomer (ー82kDa)and dimmer (ー164kDa)respectively. 

Lower: signal phosphorylation of mekl/2 and stat5. (B) Truncate c-Mpl protein (tSer505 and tAsn505) 

deleted the extrocellular domain. Upper: Auto-homodimmer induced by tAsn505. Iysate making was 

same as A except omitted the Tpo stimulatioJ1. Arrows show the monomer (20kDa) and dimmer (40kDa). 

Lower: auto-phosphorylation of mekll2 and stat5. 10% WEHI as a source of IL-3， stimulated the 

factor-starved transfectants for 90 min as a positive control. 
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Figure 2. Rcsults of 505 mutants of c・MplTM domain. (A) Peptide sequences in c-mpl TM domain. 

The solid letters show the residues in position 505 of c-Mpl. (B) Survival trait (MTT) assay of the 505 

mutants. PBS(・)washed c-mp1505 Ba/F3 cells were resuspended in RPMI .medium containing 10% FBS， 

5 x 1 04 celJs in 100ul medium were located in 96 well plate， Thiazolyl Blue tetrazoJium Bromide 

(Sigma， MO) assays were used to evaluate relative viable cell vaJue everyday (same experiment repeated 

at Jeast 3 times). (C) Dimmerization traIt of non-poJar residues (Val， Leu)， l-polar residues (Thr， Lys) 

and 2・poJarresidues (GJu， Asp， and Gln). Lysates making were as Figure lA. Arrows showed the 

monomer (ー82kDa)or dimmer (ー164kDa)of the c・Mpl.(D) The phosphorylation of mek1l2 and stat5 of 

505 mutants in c・mpl.IL・3(+) as positive control. 
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