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研究成果の概要（和文）：Anamorsin(AM)は、B細胞性リンパ腫の約30%で過剰発現している。本研究では、AMトランス
ジェニック(Tg)マウスを用い、AMの作用を解析した。Bリンパ球をLPSで刺激したところ、AM Tg Bリンパ球の増殖は、W
Tと比較し減弱していた。また、LPS刺激後のERK1/2およびIkBaのリン酸化が低下していた。DNAマイクロアレイをおこ
ない、LPS刺激によって変化する遺伝子群から、その上流のシグナルを解析したところ、Rasの活性が低下していること
が判明した。本研究によって、AMの作用点がRasであることが明らかとなり、過剰発現しているAMはRasを抑制すること
が判明した。

研究成果の概要（英文）：Anamorsin (AM) was originally isolated as a molecule that conferred resistance to 
apoptosis. AM deficient mice die during late gestation; AM is indispensable for embryo growth and hematopo
iesis. Furthermore, our previous study showed AM overexpression in approximately 30% of B cell neoplasm ca
ses. In this work, we focused on B cells of AM transgenic (Tg) mice. LPS-stimulated proliferation of AM Tg
 B cells was decreased compared with WT mice. Phosphorylation of Erk1/2 and IKBa in LPS-stimulated AM Tg B
 cells was also decreased. Upstream analysis based on the results of DNA micro array comparing AM Tg and W
T B cells stimulated with or without LPS suggested that Ras activation was decreased in LPS-stimulated AM 
Tg B cells. We also confirmed impairment of LPS induced Ras activation in AM Tg mice by Ras assay. Our fin
dings indicate the possibility that AM plays a role of negative regulation in LPS signaling pathway throug
h the inhibition of Ras activation, which is a novel function of AM.
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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 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た
（Shibayama ら、J Exp Med, 2004）。また、
gene targeting 法 を 用 い て 作 製 し た
Anamorsin 遺伝子欠損（AM KO）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。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（Shibayama ら、J Exp Med, 2004）。 
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。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
ると報告されており、Anamorsin も Picot と
ともに PKCθおよびその下流のシグナル伝達
分子の活性を制御している可能性が示唆さ
れた。 
Anamorsin 分子と疾患との関わりについて

は、我々が作製した抗Anamorsin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（DLBCL）、濾胞性リ
ンパ腫の組織型において、約 30%の症例が
Anamorsin の強発現を認めた。さらに、
Anamorsin の発現と臨床データとの比較をお
こなったところ、DLBCL の一部の症例におい
て、Anamorsin を強発現している場合、化学
療法に対する反応性が悪くなり、生命予後が
不良となることが明かとなった(Shizusawa
ら、Leukemia and Lymphoma, 2008)。 
以上より、Anamorsin は B 細胞性悪性リン

パ腫を含む種々の腫瘍の病態形成に重要な
役 割 をはた し ている 可 能性が あ り 、
Anamorsin を過剰発現している腫瘍において、
AnamorsinとPicotの結合を阻害することで、
Anamorsin の活性を抑制し、腫瘍の増殖を抑
制できる可能性があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
Anamorsin トランスジェニック（Tg）マウ

スを用いて、Anamorsin を過剰発現している
B リンパ球の増殖能の評価をおこなう。LPS
は B リンパ球の増殖因子であるため、in 
vitro および in vivo において、LPS による
刺激をおこなった際のBリンパ球の増殖能を
調べる。また、その際のシグナル伝達分子の
活 性 状態に つ いて評 価 をおこ な い 、
Anamorsin の作用点を明らかにする。 
また、Anamorsin と Picot の結合を阻害す

ることで、その下流のシグナル伝達を抑制す

ることが可能かどうか検討し、さらには、そ
の結合阻害剤（ペプチドなど）が、Anamorsin
を過剰発現する細胞において、Anamorsin の
機能を抑制するかどうか検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）Anamorsin Tg マウスの脾臓から得た B
リンパ球を in vitro において LPS 刺激をお
こない、細胞の増殖能の検討をおこなう。ま
た、in vivoにおいても Anamorsin Tg マウス
および WT マウスの腹腔内に LPS を投与し、B
リンパ球数の変化や、炎症反応（免疫反応）
について評価をおこなう。 
（２）Anamorsin Tg マウスの脾臓から得た B
リンパ球を in vitro において LPS 刺激をお
こない、その際の LPS 刺激に関与するシグナ
ル伝達分子の活性化について、ウェスタンブ
ロットをおこない、リン酸化の有無によって
評価する。 
（３）Anamorsin Tg マウスの脾臓から得た B
リンパ球とWTマウスのBリンパ球をin vitro
において LPS 刺激をおこない、それらの細胞
から mRNA を抽出し DNA マイクロアレイによ
り、種々の遺伝子の発現変化について、網羅
的に解析をおこなう。Anamorsin Tg マウス
と WT マウスの比較をおこない、差を認めた
遺伝子群から、上流シグナル解析をおこない、
Anamorsin の作用点について検討する。 
 
４．研究成果 
（１）Anamorsin Tg マウスの脾臓から単離し
た B リンパ球を in vitro で LPS 刺激をおこ
ない、その増殖能をみたところ、WT マウスの
B リンパ球と比較し、予想に反して、減弱し
ていることが判明した。また、in vivo でマ
ウスの腹腔内にLPSを投与したときの脾臓の
Bリンパ球数の増加や、Bリンパ球からのIL-1
の産生などの免疫反応について調べたとこ
ろ、in vitro と同様に、LPS への反応性は、
Anamorsin Tg マウスで、WT マウスと比較し
て低下していた。 
（２）LPS で B リンパ球を刺激した際のシグ
ナル伝達分子の活性を、ウェスタンブロット
法を用いて評価したところ、以前、Anamorsin
欠損マウスの細胞において、変化がみられた
PKC(Protein Kinase C)や p38MAPK のリン酸
化については、WT マウスの Bリンパ球と差を
認めなかったが、ERK1/2 および IkBαのリン
酸化は、Anamorsin Tg マウスの Bリンパ球に
おいて低下していた。 
（３）Anamorsin の作用点を明らかにする目
的で Anamorsin Tg マウスと WT マウスから単
離した B リンパ球を in vitro で LPS にて刺
激した細胞から mRNA を抽出し、DNA マイクロ
アレイをおこない、LPS 刺激によって変化す
る遺伝子の中で、Anamorsin Tg マウスと WT
マウスで差を認める遺伝子群から、その上流
のシグナルを解析したところ、Anamorsin Tg
マウスの Bリンパ球において Rasの活性が低
下していることが判明した。 



以上の結果から、Anamorsin の作用点が Ras
であることが初めて明らかとなった。また、
過剰発現している Anamorsin は Ras の活性を
抑制することが判明した。 
本研究課題の当初の目的であった Anamorsin
と Picotの結合阻害による細胞増殖の抑制に
ついての検討に関しては、Anamorsin を過剰
発現することで、Ras およびその下流のシグ
ナル伝達が抑制されることが明らかとなっ
たことで、今後は、Anamorsin-Picot の結合
阻害以外に、Anamorsin 分子そのものの過剰
発現を分子標的薬の創薬に結びつけていけ
る可能性が見出された。 
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