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研究成果の概要：アナモルシン(AM)は我々の研究室で同定した細胞死に抵抗性を示す新規分子

である。本研究では、悪性リンパ腫、特に DLBCL における発現を免疫染色法にて調べ、臨床デ

ータと比較することにより、AM 発現の意義を検討した。結果、AM が一部の悪性リンパ腫におい

て強く発現していることと、Low IPI あるいは Non-GCB type の DLBCL 症例、特に Rx 治療を行

っていない場合に、生物学的予後不良因子となりうる事が明らかとなった。

交付額
（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

２００７年度 1,900,000 円 570,000 円 2,470,000 円

２００８年度 1,600,000 円 480,000 円 2,080,000 円

年度

年度

年度

総 計 3,500,000 円 1,050,000 円 4,550,000 円

研究分野：医歯薬学

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・血液内科学

キーワード：アナモルシン、悪性リンパ腫、遺伝子改変マウス、B リンパ球、Picot

１．研究開始当初の背景

我々がクローニングした抗アポトーシ

ス分子アナモルシンは、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

たアナモルシン遺伝子欠損マウスは、コン

トロールの正常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、アナモルシ

ンは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。

アナモルシン分子の遺伝子配列あるい

はアミノ酸配列を用いた相同性の検索ある

いはモチーフ検索を行ったところ、アナモ

ルシン分子は、既知の抗アポトーシス分子

であるBcl-2ファミリー分子、あるいは IAP

ファミリー分子とは相同性を示さない全く

新規の分子であることが判明した。また、

上記のモチーフ検索により、アナモルシン

はメチルトランスフェラーゼ（MT）モチー

フを有しており、MTモチーフ部分を欠損し

た変異アナモルシンは抗アポトーシス活性
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を示さず、MT阻害剤がアナモルシンの抗ア

ポトーシス活性を阻害したことよりアナモ

ルシンはMTとして機能している可能性が示

唆されたが、アナモルシンの作用機序に関

しての詳細はいまだ不明である。

アナモルシンは、種々のサイトカイン刺

激により、その発現が誘導され、また抗ア

ナモルシン抗体を用いての細胞の免疫染色

の結果、アナモルシンは細胞質に局在する

ことがわかっている。一般的にサイトカイ

ンのシグナル伝達においては、複数の分子

がリン酸化、アセチル化、メチル化などを

介して、連続してそのシグナルを核内に伝

えることが知られている。アナモルシンも

サイトカインによる抗アポトーシスシグナ

ルを伝える一連の分子群の一翼を担ってい

る可能性、あるいはそれらの分子の機能を

メチル化により修飾する可能性などが考え

られる。そこで、我々はアナモルシンの作

用 機 序 を 解 明 す る た め に 、

Yeast-two-hybrid法を用い、アナモルシン

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。

Picotはprotein kinase Cθ（PKCθ）と結

合する分子として発見され、PKCθの機能を

抑制する可能性が示唆されている。しかし、

Picotの造血細胞の分化・増殖・アポトーシ

スにおける役割は明らかにされていない。

さらに、我々は、約200例の造血器腫瘍

細胞および約10種類の血液細胞株でのアナ

モルシンの発現について、Real time PCR法

を用い、アナモルシンmRNA発現のスクリー

ニングを行ったところ、アナモルシンを高

発現している例（解析した症例検体の中で

は、正常骨髄細胞の発現量に比し、2倍から

10倍量発現している症例が約16%、10倍以上

量発現している症例が約17%）を認めた。ア

ナモルシンが抗アポトーシス作用を有する

ことから、アナモルシンを高発現している

造血器腫瘍細胞では、アナモルシンがその

細胞の腫瘍化に何らかの役割を果たしてい

る可能性が考えられた。次に、我々が作製

した抗アナモルシン抗体を用い、約800例の

悪性リンパ腫症例の腫瘍病変の免疫組織化

学染色を施行したところ、びまん性大細胞B

細胞性リンパ腫、濾胞性リンパ腫の組織型

において、約30%の症例がアナモルシンの高

発現を認めた。また、in vivoにおけるアナ

モルシンの造腫瘍性を検討する目的にてア

ナモルシン トランスジェニック（Tg）マ

ウスを作製し、その表現型を解析したとこ

ろ、Tgマウスの脾臓において、白脾髄の拡

大とB細胞の割合の増加を認めた。このこと

から、一部のB細胞性リンパ腫の発生には、

アナモルシンの高発現が関与している可能

性が示唆された。

２．研究の目的

(1) 悪性リンパ腫症例におけるアナモルシン

高発現の意義の解析

アナモルシンを高発現している悪性リ
ンパ腫症例の臨床的特徴を明らかとするた
め、免疫組織染色を施行したびまん性大細胞
B 細胞性リンパ腫の全症例の臨床経過、治療
反応性、予後因子などの臨床データを集め、
アナモルシンの発現強度との相関性の有無
を検討する。

(2) アナモルシントランスジェニックマウ

スの解析

我々が作製したアナモルシン Tg マウス
は、外見上、異常を認めず、また、肉眼的な
臓器の異常を認めない。2 年以上の観察の結
果、腫瘍の自然発生もみられなかった。しか
し、組織の詳細な検討をおこなったところ、
脾臓において、白脾髄の拡大を認め、フロー
サイトメトリーにより Bリンパ球の割合の増
加を認めた。本研究では、アナモルシン Tg
マウスの脾臓から得た Bリンパ球の増殖能や
各種アポトーシス刺激に対する抵抗性を明
らかにする。また、その細胞におけるシグナ
ル伝達分子の変化や cell cycle 関連分子や
アポトーシス関連分子の変化についても検
討する。

(3) アナモルシンとPicotの相互作用の解析

我々は、すでにPicotに対する単クローン

抗体（2つのエピトープに対する抗体）の作製

まで成功しており、今後は、本抗体を用いた

蛋白レベルでのアナモルシンとPicotとの相

互作用について検討をおこなう。PicotがPKC

θと結合することは以前に報告されているが、

PKCθのキナーゼ活性を直接的に制御してい

るかどうかも明らかにされておらず、さらに

造血細胞内でのPicotとPKCθの相互作用や細

胞の増殖・分化・アポトーシスに対する影響

も解析されていない。Picot、PKCθのin vit

ro、in vivoでの相互作用の検討および、これ

らの分子とアナモルシンの関係について明ら

かにする。

３．研究の方法

(1) アナモルシン高発現悪性リンパ腫

の臨床的検討

約 800 例の悪性リンパ腫症例のアナモル
シン発現について抗アナモルシン抗体を用
いた免疫組織化学染色法により検討したと



ころ、アナモルシン高発現を認める割合が最
も高かったのは、びまん性大細胞 B 細胞性リ
ンパ腫(DLBCL)と濾胞性リンパ腫の２組織型
であった。検討した悪性リンパ腫症例のうち、
特に DLBCL について、その臨床データ（臨床
経過、治療反応性、予後因子など）を集積し、
アナモルシン発現レベルとの相関関係につ
いて統計学的に調べる。

(2) アナモルシントランスジェニックマウ

スの解析

我々は、CAG プロモーター下流にマウス
アナモルシン cDNA 全長を組み込んだベクタ
ーをマウスの受精卵に打ち込み、全身の細胞
にアナモルシンを高発現させたアナモルシ
ン トランスジェニック（Tg）マウスの作製
を行った。作製したアナモルシン Tg マウス
において、種々の臓器のアナモルシンの発現
を、免疫組織化学染色法およびウェスタンブ
ロッティング法にて、確認したところ、検索
したすべての臓器において、アナモルシン蛋
白の高発現を認めた。Tg マウスの臓器は、肉
眼的な異常は認めなかったが、組織を詳細に
検討したところ、脾臓の白脾髄の拡大を認め、
フローサイトメトリーでは、B リンパ球の割
合の増加を認めた。このことから、B リンパ
球において、アナモルシンを過剰発現させる
と、増殖・抗アポトーシスの作用を示す可能
性が示された。Tg マウスの B リンパ球を単離
し、増殖能や各種アポトーシス刺激に対する
抵抗性を明らかにする。またその細胞におけ
る cell cycle 関連分子やアポトーシス関連
分子の変化についても検討する。

また、現在までに、CAG-アナモルシン Tg

マウスと p53 KO マウスを交配し、アナモルシ

ン Tg/p53 KO マウスを 4 匹作製したところ、

そのうち、3 匹において、脾臓の腫大を認め

た。また、組織では脾臓の正常構造の破壊と

巨大細胞の出現を認めている。アナモルシン

Tg マウスの脾臓において、B リンパ球の増加

がみられることより、その細胞に p53 の欠失

が加わることで、B リンパ球が腫瘍化をきた

している可能性が考えられた。アナモルシン

Tg/p53 KO マウスを増やし、そのマウスの脾

臓の解析を行う。

(3) アナモルシンと結合する分子 Picotの解

析

ア ナ モ ル シ ン と 結 合 す る 分 子 を

Yeast-two-hybrid法を用いクローニング行っ

たところ、Picot（thioredoxin-like 2）とい

う分子がクローニングされた。PicotはPKCθ

と結合し、PKCθの機能を調節する分子として

発見された。また、これまでの報告では、Picot

もPKCθも造血細胞での発現が報告されてい

る。しかし、造血細胞の増殖・分化・アポト

ーシスに対する役割は解明されておらず、さ

らに、アナモルシンとこれらの分子の相互作

用については、全く検討されていない。そこ

で、最初に、アナモルシンとPicotの結合に関

して、それぞれのdeletion mutantを作製し、

結合に必須の部位をYeast-two-hybrid法や

GST pull down アッセイなどを用い、明らか

にする。次に、アナモルシンとの結合部位を

欠いたPicotをBa/F3細胞などの造血細胞株に

強制発現させ、細胞の増殖・アポトーシスに

影響があるかどうかを調べる。また、我々は

すでにPicotに対する抗体を作製しているの

で、これらの抗体を用いて、アナモルシンKO

細胞やアナモルシンTg細胞におけるPicotの

発現変化について調べる。また、RNAiや

anti-sense oligo DNAなどにより、Picotの発

現を低下させ、そのときの細胞の増殖・アポ

トーシスへの影響、アナモルシンの発現変化

を検討する。

４．研究成果

(1) 悪性リンパ腫症例におけるアナモルシ

ン高発現の意義の解析

対象は大阪リンパ腫研究会に登録され

た DLBCL 患者 234 症例とした。全症例を AM

の発現強度にもとづき、全生存率（OS）をみ

たところ、AM の強発現群（89 例）と陰性又

は弱発現群（145 例）との間に有意な差を認

めなかったが、Rituximab（Rx）による治療

の有無で 2 群に分け OS を検討すると、Rx に

よる治療を行っていない群において AM を強

く発現している症例は有意に生命予後が不

良であった。また、国際予後指標（IPI）ご

とに分けて検討すると、Low IPI群において、

AM 強発現症例の生命予後が有意に不良であ

った。また、他の生物学的マーカーである GCB

type or Non-GCB type に 分 け た 場 合も

Non-GCB type において、AM 強発現症例の生

命予後が有意に不良であった。この研究結果

から、AM が一部の悪性リンパ腫において強く

発現していることと、Low IPI あるいは

Non-GCB type の DLBCL 症例、特に Rx 治療を

行っていない場合に、生物学的予後不良因子

となりうる事が明らかとなった。

(2) アナモルシントランスジェニックマウ

スの解析

AM Tg マウスの脾臓から B リンパ球を純

化し、AM 高発現 Bリンパ球の増殖能について

検討した。AM Tg マウスは、生後 2 年経過し

ても、野生型(WT)マウスと比較し、腫瘍の発

生率の増加はみられなかった。また、AM Tg



マウスの脾臓のサイズは WT マウスと比較し

て差はみられなかったが、脾臓内の Bリンパ

球の割合の増加がみられた。また、AM Tg マ

ウスと P53ノックアウト(KO)マウスを交配し、

AM Tg-P53 KO マウスを作製したところ、高率

に脾臓の増大が認められ、その脾臓から得ら

れた細胞を培養することで、サイトカインな

どの刺激因子非存在下で自然増殖する細胞

株の樹立に成功した。また、AM 高発現 Bリン

パ球を LPSで刺激した際のシグナル伝達分子

（ERK1,2、NF-kB）のリン酸化を調べたとこ

ろ、WT の Bリンパ球と比較してこれらの分子

（特に ERK1,2）のリン酸化の亢進がみられ、

AM は細胞増殖のシグナル伝達分子の活性化

に寄与していることが示された。

(3) アナモルシンとPicotの相互作用の解析

アナモルシンと Picot の deletion
mutantを用いて、Yeast-two-hybridを行い、
両者の結合が、それぞれの分子のどの部位で
起こっているか検討した。結果、アナモルシ
ンの N末側にあるメチルトランスフェラーゼ
モチーフを含む部位と Picot の N 末側にある
チオレドキシンライクドメインにおいて、結
合していることが明らかとなった。また、
GST-Picot 融合蛋白質を用いて Pull-down
assay を行い、アナモルシンと Picot の in
vitro での結合を確認した。
アナモルシントランスジェニックマウス

の各臓器と、アナモルシンノックアウトマウ
ス胎児の MEF を作製し、cell lysate を作り、
Picot の発現を調べた。結果、PICOT の発現
量に変化は認められなかった。
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