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研究成果の概要（和文）：申請者らが、抗アポトーシス分子としてクローニングしたAnamorsin(AM）は、鉄・硫
黄（Fe-S)クラスターを形成する分子として機能していることが示されている。In vivoでの種々の細胞における
AMの機能を解析し、それらの細胞において、重要な働きをしているFe-Sクラスター蛋白を明らかにする目的に
て、AMコンディショナルノックアウトマウス（AM Flox/Floxマウス）を作製した。本研究では、Bリンパ球特異
的にAMを欠損させたマウスを作製し、そのフェノタイプの解析をおこなった。最終分化段階のFOLI Bリンパ球が
低下し、その細胞ではP38MAPKの発現低下がみられた。

研究成果の概要（英文）：Anamorsin (AM), an anti-apoptotic molecule, which we have identified was 
revealed to be the molecule that works related to iron-sulfur (Fe-S) proteins biosynthesis. In order
 to clarify the functions of AM in the various cells in vivo and the Fe-S cluster proteins which 
play important roles in those cells, we produced the AM conditional knock out mice (AM Flox/Flox 
mice). In this study, we mated CD19 Cre Tg mice with AM Flox/Flox mice to produce B lymphocytes 
specific AM deficient mice, and analyzed the phenotypes of these mice. We found that the number of 
the terminal differentiated B lymphocytes (FOLI cells) was markedly decreased in those mice. 
Furthermore, we found that the expression of P38MAPK was remarkably decreased in both mRNA and 
protein levels in the AM deficient FOLI cells. From those results, it was shown that AM regulates 
the expression of P38MAPK in the terminal differentiated B lymphocytes (FOLI cells).

研究分野： 血液内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
鉄・硫黄（Fe-S)クラスター分子の形成にアナモルシン（AM）は必須の分子である。興味深いことに細胞種ごと
でAMが関連するFe-Sクラスター分子は異なっており、それらを明らかにすることは、AMを標的とした薬剤の開発
に寄与すると考えられる。本研究では、遺伝子改変マウスを用いることでBリンパ球の分化・増殖においては、
AMはP38MAPKの発現に強く関わっていることが明らかとなった。P38MAPKはシグナル伝達分子の一つだが、AMが欠
損すると、その発現が低下し、Bリンパ球の分化が停止することが明らかとなったことで、AMを標的とした薬剤
でBリンパ球の分化を制御できる可能性が示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者らがクローニングした抗アポトーシス分子 Anamorsin は、細胞株を用いた in vitro

の実験系において、サイトカイン除去により誘導されるアポトーシスに抵抗性を示し、さらに
VP-16、staurosporine、γ-irradiation などのアポトーシス誘導刺激に対しても抵抗性を示す
機能を有していた。また、gene targeting 法を用いて作製した Anamorsin 遺伝子欠損（KO）マ
ウスは、コントロールの野生型(WT)マウスと比較し身体が小さく、胎生後期に致死となる。ま
た、胎児肝における造血細胞が分化・増殖障害とアポトーシスの亢進をきたすことで著明な貧
血をきたすという表現型を認め、Anamorsin は in vivo において特に胎児肝での二次造血に必
須の抗アポトーシス分子であることを明らかにした(J Exp Med 199:581,2004, Exp Hematol 
42:410,2014)。 
申請者らは Anamorsin の作用機序を解明するために、Yeast-two-hybrid 法を用い、Anamorsin

と結合する分子のクローニングを行った。その結果、Picot（thioredoxin-like 2）という分子
が優位にクローニングされてきた(BBRC 408:329, 2011)。Picot は protein kinase Cθ（PKC
θ）と結合する分子として発見され、PKCθの機能を抑制すると報告されている。Picot KO マ
ウスについての報告もなされ（Cha H ら、J Mol Cell Cardiol, 2008）、Picot KO マウスは AM KO
マウスと酷似しており、身体が小さく胎生後期に致死となることが示されている。このことは 
Anamorsin と Picot の結合は、細胞の生存・増殖に極めて重要である可能性を示唆している。 
 最近になり Yeast の Anamorsin 相同分子である Dre2 が鉄・硫黄(Fe-S)クラスターを形成し、
細胞内での鉄代謝、エネルギー産生、酸化ストレスの制御、リボゾーム生成、DNA 修復など種々
の細胞現象に関わっていることが示された（Zhag Y ら、Mol Cell Biol, 2008）。申請者らも、
Anamorsin KO マウスから得られた細胞を用い、IRP-1 やキサンチンオキシダーゼなどの Fe-S
クラスター蛋白の機能を WT の細胞と比較したところ、それらの蛋白の活性が低下していること
を見出した。レトロウィルスベクターを用いて、Anamorsin KO 細胞に Anamorsin を発現回復さ
せたところ、それらの蛋白の活性が回復したことから、Anamorsin は Dre2 同様に Fe-S クラス
ター形成に関わる分子であることが明らかとなった。また、Anamorsin は IRP-1 の機能を制御
することで、細胞内の鉄代謝に関わることも見出している。 
  
２．研究の目的 
申請者らは、種々の細胞における Anamorsin の機能を解析する目的で、Anamorsin コンディ

ショナルノックアウトマウス（Anamorsin Flox/Flox マウス）を作製した。この遺伝子改変マ
ウスと CD19Cre トランスジェニックマウスと交配することで、CD19 陽性 B リンパ球特異的に
Anamorsin を欠損させることができた。その表現型を解析したところ、最終分化段階の B リン
パ球が減少することが明らかとなり、B リンパ球においても Anamorsin が重要な役割を果たし
ていることが予想された。本研究では、B、Tリンパ球および単球特異的 Anamorsin 欠損マウス
を作製し、それぞれのマウスにおける B、Tリンパ球の分化、増殖について詳細に解析する予定
である。また、それらのマウスの表現型がヒトの疾患に類似するようであれば、ヒトの疾患に
おける Anamorsin の関わりをヒトの検体を用いて解析する予定である。 
 
３．研究の方法 
（１） B リンパ球特異的 Anamorsin 欠損マウスの解析 
申請者らはすでに、CD19 CreトラスジェニックマウスとAnamorsin Flox/Floxマウスを交配し、
CD19 Cre/Anamorsin Flox/Flox マウスを作製し、CD19 陽性 Bリンパ球特異的に Anamorsin を欠
損させたマウスを得ている。このマウスを詳細に解析することで、B リンパ球における
Anamorsin の機能を明らかにする。 
（２） T リンパ球特異的 Anamorsin 欠損マウスの作製と解析 
LCK Cre トランスジェニックマウスおよび CD4 Cre トランスジェニックマウスと Anamorsin 
Flox/Flox マウスを交配し、CD3 陽性 T リンパ球および CD4 陽性 T リンパ球特異的に
Anamorsin を欠損させたマウスを作製する。まずは、CD3 Cre/Anamorsin Flox/Flox マウスの胸
腺・骨髄・末梢血から得た Tリンパ球を細胞表面に発現している分子によって、各分化段階の
T リンパ球の割合、細胞数を検討する。次に、本マウスおよび CD4 Cre/Anamorsin Flox/Flox
マウスを用いた免疫能の解析をおこなう。 
（３） 単球特異的 Anamorsin 欠損マウスの作製と解析 
CD11ｃ Cre トランスジェニックマウスと Anamorsin Flox/Flox マウスを交配し、単球特異的に
Anamorsin を欠損させたマウスを作製する。まずは、CD11c Cre/Anamorsin Flox/Flox マウスの
骨髄・末梢血の単球の数を評価する。次に、本マウスを LPS などで刺激した際のサイトカイン
分泌能や、抗原負荷した際の抗原提示能などを解析する。 
（４）B、Tリンパ球および単球特異的 Anamorsin 欠損マウスの表現型と類似するヒト疾患の検
索 
上記（１）～（３）のマウスの表現型と、主に免疫不全型の異常が予想されるが、類似するヒ
トの疾患が存在する場合は、その疾患の患者検体を入手し、Anamorsin の発現レベルや
Anamorsin 遺伝子配列の変異の有無を調べる。 
 
 



４．研究成果 
（１） B リンパ球特異的 Anamorsin 欠損マウスの解析 
B リンパ球特異的に Anamorsin を欠損したマウスを、CD19 Cre トランスジェニック（Tg)マウ

スと Anamorsin Flox/Flox マウスを交配し作製したところ、脾臓に局在する FOLⅠの分化段階
の Bリンパ球が極端に減少していることが明らかとなった。また、その分化段階にて、アポト
ーシスの亢進がみられることも確認した。その分化段階の Anamorsin 欠損 B リンパ球と正常 B
リンパ球の遺伝子発現の違いを RNA seq をおこない比較し、発現に差のあった分子の中で、B
リンパ球の分化・増殖に関与するシグナル伝達 に関わる分子群にしぼって検討したところ、
FOLI 細胞のみならず、FOLI の前分化段階の T1 細胞においても、P38MAPK 遺伝子の発現が有意
に低下していた。ウェスタンブロット法をおこない、蛋白レベルにおいても P38MAPK の発現は
低下していることが示され、B リンパ球の最終分化における Anamorsin の標的蛋白は P38MAPK
であることが明らかとなった。P38MAPK の発現は、正常 Bリンパ球においても、T1、T2 から FOLI
に分化する際に、上昇することがわかっており、Anamorsin が欠損することで、この発現上昇
が抑制されることが FOLI 細胞の低下につながっていると考えられた。 
（２） T リンパ球特異的 Anamorsin 欠損マウスの作製と解析 
T リンパ球特異的に Anamorsin を欠損したマウスを、CD4 Cre Tg マウスおよび Lck Cre Tg

マウスと Anamorsin Flox/Flox マウスを交配し作製したところ、両方の遺伝子改変マウスとも
に、胸腺の萎縮、末梢血中の T リンパ球の減少を認めた。興味深いことに、CD4 陽性 T リンパ
球特異的に Anamorsin を欠損させたマウスの末梢血でも、CD4 陽性 Tリンパ球のみならず、CD8
陽性 T リンパ球の減少もみられた。このことは、T リンパ球の胸腺内分化における CD4,CD8 両
陽性 T リンパ球の分化段階において、Anamorsin が重要な役割を果たしていることが推定され
た。（１）の研究と同様に、Anamorsin 欠損 CD4,CD8 両陰性 Tリンパ球、CD4,CD8 両陽性 Tリン
パ球と正常の CD4,CD8 両陰性 T リンパ球、CD4,CD8 両陽性 T リンパ球の遺伝子発現を RNA seq
をおこなうことで、CD4,CD8両陰性Tリンパ球から両陽性Tリンパ球に分化する段階において、
発現変化する分子群について検討をおこなっている。 
（３） 単球特異的 Anamorsin 欠損マウスの作製と解析 
（４）B、Tリンパ球および単球特異的 Anamorsin 欠損マウスの表現型と類似するヒト疾患の検
索 
（３）（４）の研究については、今回の研究期間では、おこなえなかったが、（１）（２）の研

究結果からも、申請者らが作製した Anamorsin Flox/Flox マウスと、細胞種特異的に Cre リコ
ンビナーゼを発現する Tgマウスを交配することで、標的とする細胞種においてのみ Anamorsin
を欠損させうることが明らかとなった。また、それで作製したマウスの表現型を解析すること
によって、標的とした細胞の in vivo における Anamorsin の機能を明らかにすることが可能で
あると考えられた。 
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