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研究成果の概要（和文）：本研究は、Anamorsin（AM）遺伝子改変マウス（AMトランスジェニックマウスおよびAMコン
ディショナルノックアウトマウス）を用いて、免疫細胞の中でも主としてBリンパ球におけるAMの機能を解析した。AM
が過剰発現しているとRasの活性化が抑制され、Bリンパ球のLPSの刺激伝達が減弱することがわかった。また、Bリンパ
球のAMが欠損すると、Bリンパ球の最終分化が抑制されることがわかった。以上より、AMはBリンパ内のシグナル伝達に
関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have analyzed the functions of Anamorsin (AM), anti-apoptotic 
molecule, in the immune cells, especially in B lymphocytes by using gene-altered mice (both of AM 
transgenic mice and AM conditional knock-out mice). The overexpression of AM in B lymphocytes leads to 
inhibition of Ras activity and decrease of the signaling with LPS stimulation. The defect of AM in B 
lymphocytes leads to inhibition of B lymphocyte terminal differentiation. From these data, AM might play 
important roles on the signaling pathways in B lymphocytes.

研究分野： 血液内科

キーワード： アナモルシン　Bリンパ球　遺伝子改変マウス　鉄・硫黄クラスター　鉄代謝
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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、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)。 

 Anamorsin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、Anamorsin分子

は、既知の抗アポトーシス分子や細胞周期を

制御する分子と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。 

我々は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（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。 

また、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）。我々も、Anamorsin欠損マウスから

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てい

る。 

次に我々は、Anamorsin過剰発現状態の生

物学的意義を検討する目的にて、CAGプロモ

ーターの下流にAnamorsin cDNAをつないだベ

クターを受精卵にトランスフェクションし

たAnamorsinトランスジェニック(Tg)マウス

を作製した。そのマウスのBリンパ球機能を

検討するためにマウス腹腔内にLPSを投与し

たところ、当初はWTマウスと比較してBリン

パ球が過剰に増殖反応すると予想したが、結

果は逆となり、WTマウスに比べLPSへの反応

性が弱いことが判明した。 

本研究においては、上記の研究を継続し、主

にAnamorsin Tgマウスおよび新たに作製予定

のAnamorsinコンディショナルKOマウスを用

いて、主にAnamorsinのBリンパ球における役

割を明らかにする。 

  

２．研究の目的 

Anamorsinは、鉄・硫黄（Fe-S）クラスタ

ーを形成する分子として、Bリンパ球、マク

ロファージなどの免疫細胞の機能に関与し

ている可能性がある。また、Picotと結合し、

細胞内のシグナル伝達分子の活性化に関与

している可能性がある。本研究では、

Anamorsin遺伝子改変マウス、主にAnamorsin

トランスジェニックマウスと新たに作製す

る予定のAnamorsinコンディショナルKOマウ

スを用いて、免疫細胞の中でも特にBリンパ

球のAnamorsinの機能および細胞内のシグナ

ル伝達への役割を詳細に解析する。さらに、

Fe負荷状態でのそれらの細胞の解析も合せ

て行い、AnamorsinがFeのセンサーとして、

免疫細胞の機能調節に関与していることを

明らかにする。また、炎症状態における体内

へ の 鉄 の 吸 収 抑 制 ・ 鉄 利 用 障 害 に も



Anamorsinが関与している可能性があるので、

それを明らかにする。 

 

３．研究の方法 
(1) Anamorsin TgマウスにLPSを投与した際

の、Bリンパ球、Tリンパ球、マクロファージ

のサイトカイン産生能、細胞内のシグナル伝

達分子のリン酸化の評価をおこなう。また、

同様の実験を、それぞれの細胞を分離し、in

 vitroにおいて、LPSを培養液中に添加する

ことにより、直接的作用の評価を行う。 

(2) AnamorsinがFe-Sクラスター形成に関係

する分子であること、Fe-Sクラスター蛋白の

１つであるIRP-1の発現量を調節し、細胞内

へのFeの取り込みを制御していること、Anam

orsin欠損細胞においては、細胞内に自由Fe

が多く存在し、さらにROSの蓄積が見られる

ことから、Anamorsinは細胞内のFeの代謝に

重要な役割を果たしていることが考えられ

る。Anamorsin TgマウスにFeを負荷し、細胞

内のFeの状態に変化を認めるかどうかをBリ

ンパ球の細胞内自由FeやROSの量を測定する

ことと、Bリンパ球の機能を評価することで

解析する。 

(3) Anamorsinコンディショナル KOマウス

（Anamorsin Flox/Floxマウス）を作製中で

あり、そのマウスが作製できれば、広くBリ

ンパ球に発現しているCD19のプロモーター

の下流にCreリコンビナーゼを発現している

CD19-Cre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Ana

morsinを欠損させたマウスを作製する。その

マウスのBリンパ球の数や、免疫グロブリン

の量などを測定することで、AnamorsinのBリ

ンパ球における役割を明らかにする。 

 
４．研究成果 

(1) Anamorsin Tg マウスの腹腔内に LPS を

投与し、脾臓の B リンパ球数、T リンパ球数

の変化をみたところ、WT マウスと比較して両

細胞とも有意に増殖が低下していた。このこ

とは、Bリンパ球を採取し in vitroで LPS 刺

激した際の細胞増殖も同様で、Anamorsin Tg

マウスの B リンパ球の培養液中での増殖が、

WTマウスのBリンパ球と比較して低下してい

た。 

次に、LPS が Toll like receptor 4 に結合

したあとのシグナル伝達に関与する ERK1/2

と IκBのリン酸化を調べると、Anamorsin Tg

マウスの Bリンパ球において、WT マウスの B

リンパ球と比較して低下していた。さらに、

Anamorsin の B リンパ球のシグナル伝達にお

ける作用点を解析する目的で、Anamorsin 

Tg マウスと WT マウスの脾臓から単離した B

リンパ球を in vitro で LPS によって刺激し

た際の細胞から抽出した mRNA を用いて DNA

マイクロアレイをおこない、遺伝子の発現変

化を比較し、変化している遺伝子群からその

上 流 に あ る 分 子 を 解 析 し た と こ ろ 、

Anamorsin Tg マウスにおいて、WT マウスと

比較してRasの活性が低下していることが示

唆された。実際に、Ras アッセイをおこなっ

たところ、Anamorsin Tg マウスの Bリンパ球

では、LPS 刺激による Ras の活性化が WT マウ

スのBリンパ球と比較して低下していること

が明らかとなった。Anamorsin は、サイトカ

インや LPS 刺激によって、発現が誘導される

ことが知られており、また、サイトカイン刺

激の場合は、Ras の経路を介し Anamorsin の

発現が誘導されることも知られている。今回

の研究によって、Anamorsin は B リンパ球に

おけるLPSの増殖シグナルに対しネガティブ

フィードバックに働いていることが示唆さ

れた。 

(2) Anamorsin Tg マウスの腹腔内に鉄（Fe）

を投与し、IL-1 の産生などを比較したところ、

LPS を投与した際と同様に、WT マウスと比較

し、IL-1 の産生が低下していた。このことは、

過剰鉄によって誘導される炎症反応が、

Anamorsin によって、抑制されている可能性

が示唆されたこととなる。 



AnamorsinはFe-Sクラスター形成に関係する

分子であること、Fe-S クラスター蛋白の１つ

であるIRP-1の発現量を調節し細胞内へのFe

の取り込みを制御していること、Anamorsin

欠損細胞においては、細胞内に自由 Fe が多

く存在し、さらに ROS の蓄積がみられること

から、Anamorsin は細胞内の Fe の代謝に重要

な役割を果たしていることは示されている

が、さらに in vivo における Fe のセンサー

としても機能している可能性が示された。 

(3) Anamorsin コンディショナル KOマウスが

作製できたため、CD19Cre Tgマウスと交配し、

CD19陽性Bリンパ球のみAnamorsinを欠損さ

せた遺伝子改変マウスを作製した。 

そのマウスを解析するのに、末梢血、骨髄、

脾臓の各分化段階のBリンパ球の数を調べた

ところ、成熟した Bリンパ球の数が有意に低

下していることが判明した。さらに、複数の

細胞表面抗原を用いたフローサイトメトリ

ーによる詳細なBリンパ球の分画をおこなっ

たところ、脾臓における最終分化段階の Bリ

ンパ球（FOL I B リンパ球）のみが特異的に

減少していることがわかった。 

また、形質細胞の前段階の形質芽細胞も減少

しており、その結果として、IgM や IgG3 など

の免疫グロブリン蛋白も有意に減少してい

ることもわかった。 

これらのフェノタイプは、BCR-BTK のシグナ

ルを阻害した際に認められるものと似通っ

ており、Anamorsin が BCR-BTK シグナル伝達

に何らかの影響を与えている可能性が示唆

された。 

(4) 以上、Anamorsin Tg マウスおよび CD19 

Cre Tg/Aanmorsin Flox/Flox マウスの Bリン

パ球を解析したところ、LPS からのシグナル、

特に、BCR-BTKのシグナル伝達系にAnamorsin

は作用していることが示唆された。 

AnamorsinはFe-Sクラスター形成に重要な役

割を果たすことが知られており、Fe-S クラス

ター蛋白が B リンパ球における LPS および

BCR-BTK シグナル伝達系において影響してい

ることが考えられた。具体的に、どの Fe-S

クラスター蛋白が関わっているかは、今後明

らかにしていく必要がある。 
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