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研究成果の概要（和文）：アナモルシン(AM)欠損マウスの胎児造血幹細胞および胎児肝ストロー

マ細胞を用いて、AMが造血幹細胞と造血支持細胞の両方において造血に重要な役割を果たして

いることを明らかにした。また、AM欠損細胞において、細胞内に自由鉄が蓄積することで、ROS

が蓄積し、アポトーシスの増加につながることをみいだし、AMが鉄・硫黄クラスター形成に関

与し、細胞内の鉄代謝を調節する作用を有していることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We clarified anamorsin (AM) played important roles on definitive 
hematopoiesis in both of hematopoietic stem cells and fetal liver stromal cells by using 
AM deficient fetal liver. Furthermore, we found AM deficiency impaired the iron 
homeostasis through iron/sulfur protein biogenesis and resulted in the increase of labile 
iron pool, the accumulation of ROS and the induction of apoptosis. 
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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(AM)は、既知の分子と相同
性を有さない。AM欠損マウスは身体が小さく、
胎児肝における二次造血が障害され、胎生後
期に致死となる。また、胎児線維芽細胞の増
殖が障害されている。 
 また、最近、AM の yeast ホモローグ Dre2
が鉄・硫黄クラスター形成に必須であること
が示された。 

 以上のことから、AMは抗アポトーシス作用、
細胞増殖促進作用以外に、鉄・硫黄クラスタ
ー形成に関わる分子として、種々の細胞の機
能に関わっている可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 

(1)造血幹細胞から成熟血球が発生する過程
のどの分化段階において、また、どの系統の
細胞において AMが発現しているか検討する。
特に、赤芽球系細胞の発生過程における AM
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の発現を解析する。 
 
(2)造血における AMの機能を解析する。 
①AM 欠損造血幹細胞を用いて、造血再構築  
能および limiting dilution法によって造血
幹細胞の数、頻度を測定する。 
②AM 欠損胎児肝ストローマ細胞の造血支持
能について、野生型マウス造血幹細胞と共培
養（organ culture）することで検討する。 
 
(3)鉄・硫黄クラスター形成における AMの機
能を解析する。 
 
(4)AM 欠損胎児線維芽細胞の細胞増殖におけ
るシグナル伝達分子の活性化について検討
する。 
 
３．研究の方法 

(1)野生型マウスの胎児肝あるいは成体マウ
スの骨髄から得た造血細胞をフローサイト
メトリーを用い、表面抗原の発現パターンに
よって、各系統・各分化段階の細胞に純化し、
それぞれの細胞から抽出した mRNAを用いて
RQ-PCRによって、AMの発現量を定量する。 
 
(2)野生型マウスおよび AM欠損マウスの胎生
14.5日目の胎児肝から造血幹細胞
（c-kit+sca-1+lin-; KSL細胞）を純化し、
メチルセルロース法によるコロニーアッセ
イや放射線照射を行った recipientマウスに
competitor と共に移植を行い、その生着率
の検討を行う。 
また、野生型マウスおよび AM欠損マウスの
胎生 14.5日目の胎児肝からストローマ細胞
を単離し、そのストローマ細胞と造血幹細胞
を共培養したあと、造血幹細胞のコロニー形
成能を評価する。 
 
(3)野生型マウスおよび AM欠損マウスの胎生
14.5日目の胎児肝からストローマ細胞を単
離し、鉄・硫黄クラスター蛋白である鉄制御
蛋白 1（Iron regulatory protein; IRP1）の
発現およびアコニターゼ活性を検討する。 
 
(4) 野生型マウスおよび AM欠損マウス胎生
14.5日目の胎児から胎児線維芽細胞（MEF） 
を作成し、細胞増殖に関わる種々のシグナル
伝達分子の活性化（主にリン酸化）の状態を
ウェスタンブロッティングを用いて検討す
る。また、AMは PICOTと結合し、PICOTが PKC
の活性を抑制することが知られているので、
PKCの各アイソザイムのリン酸化について、
TPA刺激を行い調べる。 
 
４．研究成果 
(1)AM は造血幹細胞から前駆細胞にかけての
未分化細胞に強く発現しており、成熟ととも

に発現量が低下することが明らかとなった。
その傾向は、赤芽球系細胞においても同様で
あった。 
 
(2)AM 欠損造血幹細胞のコロニー形成能は、
野生型と比較して著しく低下していた。また、
AM 欠損造血幹細胞を competitor とともに放
射線照射した野生型マウスに移植した場合
に、キメラ率は低いが、生着可能であること
が判明した。二次移植を行った場合も同様の
結果であった。 
次に、野生型造血幹細胞と AM 欠損胎児肝ス
トローマ細胞を共培養し、その後、コロニー
アッセイを行ったところ、コロニー数が著明
に低下した。また、この現象は、共培養する
際に造血幹細胞とストローマ細胞の間に膜
を置くとみられないことから、何らかの接着
が必須であることが明らかとなった。 
 
(3)AM KOマウスから作成した MEF細胞や胎児
肝細胞などを用いて、AMの鉄・硫黄クラスタ
ー蛋白としての機能を検討した。まず、IRP-1
の発現およびアコニターゼ活性などを調べ
たところ、AM KO 細胞では、IRP-1 の発現低
下およびアコニターゼ活性の低下が認めら
れ、また、AM KO細胞に AMを発現させたとこ
ろ、IRP-1 の発現およびアコニターゼ活性が
回復した。さらに、AM KO 細胞での ROS の蓄
積などを検討したところ、H2O2の添加により、
WT細胞と比較して、AM KO細胞では、容易に
ROS が蓄積し、細胞のアポトーシス誘導が認
められた。 
 
(4)AM 欠損 MEFにおいては、PKCθ、PKCδ、
p38MAPK のリン酸化の亢進がみられ、その下
流で cyclinD1 の発現低下がみられることを
明らかにした。PKC 阻害剤や、p38MAPK の阻
害剤によって、部分的に増殖能が回復するこ
とも明らかとなった。 
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