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研究成果の概要（和文）：CD19+ B細胞特異的AM欠損(CD19-Cre/AM Flox/Flox)マウスでは脾臓におけるB細胞の
最終分化段階であるfollicular type I (FO-I)細胞が減少し、それ以降の末梢血やリンパ節における成熟B細胞
の減少が認められたため、B細胞の成熟過程において、AMが必須の役割を果たしていることを見いだした。ま
た、同マウスの脾臓のB細胞において、AnnexinⅤ陽性のアポトーシス細胞が増加しており、AMは抗アポトーシス
作用によりB細胞の分化も制御していると推測された。さらに、BCR-Btk pathwayの下流にあるp38MAPKの発現が
低下していることも確認した。

研究成果の概要（英文）：Anamorsin (AM) was cloned as a cell-death-defying factor. AM-deficient mice 
are embryonic lethal. To overcome the embryonic lethality, we generated AM conditional KO 
(AMflox/flox) mice. CD19-Cre/AMflox/flox mice, with AM deleted specifically in CD19+ B cells, 
exhibited fewer B220+ B cells in spleen, peripheral blood, and LN. CD19-Cre/AMflox/flox mice showed 
significantly fewer follicular type I (FO-I) cells, which are the most matured FO-B cells, and 
greater apoptotic cell accumulation in spleen. This suggested that AM deficiency affected terminal 
differentiation of B cells by increased apoptosis. Furthermore, CD19-Cre/AMflox/flox mice lacked 
splenic CD19+B220－/low cells. The reduction of p38MAPK, the downstream molecule of BCR signaling, 
in CD19-Cre/AMflox/flox mice might account for the lack of FO-I cells and splenic CD19+B220－/low 
cells. Overall, our results suggest that AM plays essential roles in B-cell terminal 
differentiation.

研究分野： 血液内科

キーワード： アナモルシン　鉄・硫黄クラスター　アポトーシス　遺伝子欠損マウス　条件付き遺伝子欠損マウス　B
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研究成果の学術的意義や社会的意義
AMは鉄・硫黄（Fe-S）クラスター形成に関与する分子であることが明らかとなっている。Fe-Sクラスター蛋白は
遺伝子の発現制御、DNA修復、光合成などのエネルギー代謝など様々な細胞機能に関与していることが知られて
いるが、Fe-Sクラスター形成がB細胞の成熟分化に関連している報告はこれまでなく、今回の発見は興味深いも
のと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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（Anamorsin, AM）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、etoposide、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 AM 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、AM 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てきた（J Exp Med 199:581,2004, Exp Hematol 42:410,2014）。
また、我々は AM の作用機序を解明するために、Yeast-two-hybrid 法を用い、AM 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 C
θ（PKCθ）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。
他のグループから Picot KO マウスについての報告がなされ（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 AM 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。Yeast の AM ホモログである Dre2 が
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）。さらに、Picot の Yeast ホモログの GLRX3 も Fe-S クラス
ター形成に必須の分子であることも示された（Banci L ら、Nat Chem Biol, 2015）。我々
は、当初は、抗アポトーシス分子として、AM の細胞の生存・増殖に関与する機能を中心
に解析してきたが、AM が Fe-S クラスター形成に関与し、多くの Fe-S クラスター蛋白
の機能を調節している可能性を見出したことで、AM は細胞の生存・増殖以外の細胞現
象にも深く関わっている可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 AM は肝臓癌や卵巣癌などの種々の悪性腫瘍で高発現していることが報告されている
が、我々の研究では、B 細胞性悪性リンパ腫での AM の高発現と治療抵抗性の関連が明
らかになっている（Leuk Lymphoma 49:113, 2008）。成熟 B細胞での AMの機能を明ら
かにすることは、生理的な B細胞分化の調節機構の観点だけではなく、B細胞性腫瘍を
制御していく観点からも重要であると考えられるため、AM の B 細胞分化における機能
について検討した。 
 
３．研究の方法 

AM KO マウスは、WT マウスと比較し身体も小さく、また胎生後期に致死となり、それ
から得られる血液細胞の数は少なく、解析に用いるのに限界があった。我々は、AM コ
ンディショナルノックアウトマウス（AM flox/flox マウス）を作製することで、in vivo
において、種々の臓器、細胞の AM を欠損させることが可能となった。本研究では、成
熟 B 細胞における AM の機能について検討するため、CD19-Cre マウスを AM Flox/Flox
マウスと交配し、Cre/loxP システムを用いた CD19+ B 細胞特異的 AM 欠損(CD19-Cre/AM 
Flox/Flox)マウスを作製し、同マウスの B細胞について詳細に解析した。 
 
４．研究成果 

CD19+ B 細胞特異的 AM 欠損(CD19-Cre/AM Flox/Flox)マウスでは脾臓における B細胞
の最終分化段階である follicular type I (FO-I)細胞が減少し、またそれ以降の末梢
血やリンパ節における成熟B細胞の減少が認められたため、B細胞の成熟過程において、
AM が必須の役割を果たしていることを見いだした。正常の成体マウスにおいては、CD19
が陽性となる Progenitor(Pro) B 細胞以降の各分化段階の B細胞における AM の発現量
はほぼ同程度であったが、CD19-Cre/AM Flox/Flox マウスでは、FO-I 細胞のみが減少
した。また、同マウスの脾臓の B 細胞において、AnnexinⅤ陽性のアポトーシス細胞が
増加しており、AM は抗アポトーシス作用により B 細胞の分化も制御していると推測さ
れた。さらに、脾臓の plasmablast 様フェノタイプを持つ CD19+B220–/low B 細胞の減少
や血清 IgG3,IgM の減少や BCR-Btk pathway（B細胞受容体シグナル伝達経路）の下流に
ある p38MAPK の発現が低下していることも確認した。 

B 細胞の分化については、骨髄で造血幹細胞から Pro B 細胞、Precursor B 細胞を経



て Immature B 細胞まで分化したのち、脾臓に移動し、T1,T2 細胞となり、その後、FO-
I 細胞か Marginal zone B 細胞のいずれかへの運命決定が行われる。その運命決定にお
いて重要な役割をしているのが BCR-Btk pathway であり、FO-I 細胞への分化には強い
BCR シグナルが必要とされている。B 細胞特異的 AMKO マウスでは、FO-I 細胞の減少に
加え、脾臓の plasmablast 様 B 細胞の減少や血清 IgG3,IgM の減少といった Btk 欠損マ
ウスで報告されている特徴が見られていること、また、BCR-Btk pathway の下流にある
p38MAPK の発現も低下していることから、BCR-Btk-p38MAPK シグナルの減弱が、B 細胞
特異的 AMKO マウスにおける FO-I 細胞が減少する機序の一つと考えている。AM は Fe-S
クラスター形成に関与する分子であることが明らかとなっている。Fe-S クラスター蛋
白は遺伝子の発現制御、DNA 修復、光合成などのエネルギー代謝など様々な細胞機能に
関与していることが知られているが、Fe-S クラスター形成が B 細胞の成熟分化に関連
している報告はこれまでなく、今回の発見は興味深いものと考える。 
 
（英語） 

Anamorsin (AM) was cloned as a cell-death-defying factor. AM-deficient mice 
are embryonic lethal, which impedes detailed analysis of the roles of AM in 
the various types of adult cells. To overcome the embryonic lethality, we 
generated AM conditional KO (AMflox/flox) mice. CD19-Cre/AMflox/flox mice, with AM 
deleted specifically in CD19+ B cells, exhibited fewer B220+ B cells in spleen, 
peripheral blood, and LN, compared with control CD19-Cre mice. Categorizing 
bone marrow and spleen cells into B-cell subsets by flow cytometry, CD19-
Cre/AMflox/flox mice showed significantly fewer follicular type I (FO-I) cells, 
which are the most matured FO-B cells, and greater apoptotic cell accumulation 
in spleen. This suggested that AM deficiency affected terminal differentiation 
of B cells, especially from transitional type 1 (T1) to FO-I by increased 
apoptosis. Furthermore, CD19-Cre/AMflox/flox mice lacked splenic CD19+B220−/low cells, 
which display plasmablast phenotype. B-cell fate decision to develop into 
either FO or MZ B cells from T1 depends on the strength of BCR signaling. The 
reduction of p38MAPK, the downstream molecule of BCR signaling, in CD19-
Cre/AMflox/flox mice might account for the lack of FO-I cells and splenic CD19+B220
−/low cells. Overall, our results suggest that AM plays essential roles in B-
cell terminal differentiation. 
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