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研究成果の概要（和文）：本研究では、Anamorsin（AM）コンディショナルノックアウトマウスを作製し、特定の細胞
組織のみのAMを欠損させ、それぞれの細胞組織でのAMの機能を解析した。造血幹細胞のAMを欠損させると貧血をきたし
胎生致死となり、通常のAM欠損マウスと同様のフェノタイプを示した。成体マウスの造血細胞のAMを欠損させると、造
血幹細胞のアポトーシスの増加がみられた。以上より、AMは胎児期および成体、両方の造血幹細胞で重要な役割を果た
していることが証明された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have generated Anamorsin (AM) conditional knock-out mice, which 
delete AM in the specific organ by mating the organ-specific Cre recombinase transgenic mice, and 
analyzed the functions of AM in the specific organ. The defect of AM in the embryonic hematopoietic stem 
cells leads to anemia and embryonic lethality, which are identical with the phenotypes of AM deficient 
mice. The induction of AM deficiency in the hematopoietic cells in the adult mice lead to the increase of 
apoptosis in the hematopoietic stem cells. From these data, it was shown that AM plays important roles in 
both of the embryonic and adult hematopoietic stem cells.

研究分野： 血液内科

キーワード： アナモルシン　コンディショナルノックアウトマウス　造血幹細胞　鉄・硫黄クラスター　アポトーシ
ス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 アナモルシン（Anamorsin, AM）は申請

者らがマウス造血因子依存性細胞株Ba/F3に

造血因子非依存性の生存を可能とする分子

として単離した新規の抗アポトーシス分子

である。AM は既知の抗アポトーシス分子と類

似の構造を有さず、抗アポトーシス機能の詳

細は明らかでなかった。AM欠損マウスは、身

体が小さく、胎児肝での二次造血が障害され、

胎生後期に致死となる。また、AM 欠損マウス

の胎児肝から得た赤芽球は骨髄異形成症候

群（MDS）でみられる赤芽球と似た巨赤芽球

様形態を示す(J Exp Med 199:581, 2004)。

AM 欠損マウスから得た胎児線維芽細胞(MEF)

は、野生型マウスの MEF に比し、細胞増殖が

遅い。AM KO MEF を用いて検討した結果、細

胞内シグナル伝達分子の PKCθ,δと p38 

MAPK のリン酸化が WT MEF と比較し、亢進し

ていること、さらに、その下流でサイクリン

D1 の発現が抑制されていることを見出し、AM

は細胞内のシグナル伝達分子の活性化を制

御することで、細胞増殖にも関わる分子であ

ることを明らかにした(BBRC 405:303, 2011)。

さらに AMの機能を明らかにする目的で AMと

結合する分子を Yeast-two-hybrid 法で探索

したところ、Picot という PKCθと結合し、

PKCθの機能を抑制することが知られている

分子を単離した (BBRC 408:329, 2011)。 

 AM の yeast ホモローグである Dre2 が細胞

内において鉄制御蛋白 1,2 (Iron regulatory 

protein, IRP-1,2) の機能を制御するなどの

役割をはたす鉄硫黄（Fe-S）クラスター形成

に必須の分子であることが報告され（Mol 

Cell Biol 28:5569, 2008）、申請者らも AM

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

とを見出した。レトロウィルスベクターを用

いて、AM 欠損細胞に AM を発現回復させたと

ころ、それらの蛋白の活性が回復したことか

ら、AM は Dre2 同様に Fe-S クラスター形成に

関わる分子であることが明らかとなった。ま

た、AM は IRP-1 の機能を制御することで、細

胞内の鉄代謝に深く関わることも見出した。

Fe-S クラスター蛋白は、細胞内で種々の生命

現象に関わっており、特に DNA 複製、修復に

関わる DNA ポリメラーゼ、DNA リボヌクレア

ーゼ、DNA ヘリカーゼなどの酵素も Fe-S クラ

スター蛋白であることが知られている。AM 欠

損細胞においては、Fe-S クラスター形成がう

まくいかなくなり、それらの酵素活性も低下

している可能性がある。このことが、細胞の

生存、増殖に影響している可能性が強くうか

がわれる。申請者らが単離した AM は、抗ア

ポトーシス作用、細胞増殖作用など、当初見

出した機能に加えて、Fe-S クラスター形成に

関わる分子として、種々の細胞の、種々の生

命現象に関わっている可能性がある。 

 

２．研究の目的 

申請者らが、抗アポトーシス分子として単

離したアナモルシン（Anamorsin, AM）は既

知の抗アポトーシス分子とは類似の構造を

もたない新規の分子である。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傷

害され、胎生後期に致死となる。申請者らは

AMが AMの yeastホモローグであるDre2と同

様に鉄硫黄（Fe-S）クラスター形成に関与す

ることを明らかにし、また、Fe-S クラスター

形成のみではなく、細胞内の鉄代謝に重要な

役割を果たしていることも明らかにしてき

た。本研究では、AM のコンディショナルノッ

クアウトマウスを新たに作製し、細胞種特異

的にCreリコンビナーゼを発現する種々のト

ランスジェニックマウスと交配することで、

各種の造血細胞における AM の機能を解析す

る。さらに、成体マウスの造血幹細胞におい

て AM を欠損させることで、骨髄異形成症候

群（MDS）の病態を示すモデルマウスが作製



できるか検討する予定である。 

 

３．研究の方法 

(1) AMのコンディショナルノックアウトマウ

スの作製 

   通常のノックアウトマウスを作製するの

と、同じ実験技術を用いておこなうが、

targeting construct を作製する際に、loxP

配列を挿入することによって、あとで Cre 

recombinase を作用させることで、細胞特異

的、また時間特異的に AM 遺伝子を欠損させ

ることが可能となる。AM の Exon4 を loxP 配

列で挟んだ Targeting vector を作製し、ES

細胞株にトランスフェクションし、目的の遺

伝子座に target した ES 細胞株を選択する

（PCR 法やサザンブロッティング法を用い

る）。 

Cre リコンビナーゼを作用させることで、

AM 蛋白の発現が半分に減ることを確認する。

目的通りに得られた ES 細胞株の染色体に異

常がないことを確認し、野生型マウスの受精

卵（桑実胚）に注入する。仮親に受精卵（桑

実胚）を移植し、誕生したキメラマウスと野

生型マウスを交配し、ヘテロ欠損マウスを得

る。ヘテロ欠損マウス同士を交配することで、

ホモの AM のコンディショナルノックアウト

マウス（AM Flox/Flox マウス）を得る。 

(2) 造血細胞系統特異的 AM 欠損マウスの作

製と表現型の解析 

  AM のコンディショナルノックアウトマ

ウス（AM Flox/Flox マウス）と、各種の造血

細胞系統特異的に活性化されているプロモ

ーターの下流にCreリコンビナーゼを発現さ

せたトランスジェニックマウスを交配し、造

血細胞系統特異的AM欠損マウスを作製する。

具体的には、造血幹細胞、Bリンパ球の AM を

欠損させるために、Tie-2 Cre Tg マウス、CD19 

Cre Tg マウスと交配し、目的のマウスを作製

し、その表現型を解析する。また、Mx Cre Tg

マウスと交配し、成体となった特定の時期に

IFN または pIpC 処理をおこない、AM を欠損

させることによって、成体での造血細胞の AM

の機能を評価する。 

(3) 肝臓特異的 AM 欠損マウスの解析 

   生体レベルにおいて、鉄の吸収、排泄の

代謝制御および鉄の恒常性維持については、

肝細胞が産生するヘプシジンが中心的役割

を担い、腸管上皮細胞に作用し、主に鉄の吸

収の制御によってなされている。肝臓特異的

に AM を欠損させるマウス（Alb Cre Tg-AM 

Flox/Flox マウス）を作製し、生体レベルの

鉄の代謝における AM の役割を解析する。 

(4) 骨髄異形成症候群（MDS）患者赤芽球に

おける AM の発現の検討 

  AM 欠損マウスの胎児肝の細胞を解析し

たところ、赤芽球の成熟障害および、巨赤芽

球様の細胞が多くみられ、MDS 患者の骨髄の

赤芽球の形態と似通っている。そこで、MDS

患者の赤芽球の AM の発現量は減少している

のではないかと思われた。MDS 患者の貧血レ

ベルと赤芽球のAMの発現量を比較検討する。 

 

４．研究成果 

(1) AMのコンディショナルノックアウトマウ

スの作製 

   AM の Exon4 を loxP 配列で挟んだ

Targeting vector を作製し、相同組み換えに

より、目的の位置に target された ES細胞株

を得ることができた。その ES 細胞株をマウ

ス受精卵に注入し、キメラマウスを作製し、

その後、野生型マウスと交配し、ヘテロ欠損

マウスを得ることができた。（germ line 

transmission も成功した）さらに、ヘテロ欠

損マウス同士を交配することで、AM コンディ

ショナル KO マウス（AM Flox/Flox マウス）

を作製した。 

  目的の遺伝子改変ができたかどうかは、

特定の遺伝子配列に設定したプローブおよ

びプライマーを用いて、それぞれサザンブロ

ットおよび PCR をおこない確認した。 



(2) 造血細胞系統特異的 AM 欠損マウスの作

製と表現型の解析 

    AM Flox/Flox マウスが作製できたこと

で、細胞種特異的に Cre リコンビナーゼを発

現する各種トランスジェニック(Tg)マウス

と交配し、特定の細胞種のみで AM を欠損す

るマウスを作製し、解析をおこなった。 

  まずは、造血幹細胞特異的に AM を欠損さ

せるため、Tie-2 Cre Tg マウスと交配した。

その結果、目的のマウスは、胎生後期に貧血

を認め、胎生致死となった。この特徴は、通

常の AM 欠損マウスとほぼ同じであった。AM

欠損マウスも、胎生後期に致死となるが、こ

れまでその死因が貧血によるものか、血液以

外の臓器の異常によるもか不明であったが、

Tie2-Cre Tg/AM Flox/Flox マウスの表現型が

通常の AM 欠損マウスとほぼ同じであったこ

とから、貧血が死因であることが判明した。 

   次に、成体マウスの造血細胞において、

AM を欠損させた場合の表現型をみるため、Mx 

Cre Tg マウスと交配した。作製した Mx Cre 

Tg/AM Flox/Flox マウスにpIpCを投与したと

ころ、造血幹細胞数の減少および、造血幹細

胞への ROS（活性酸素種）の蓄積およびアポ

トーシスをおこす細胞の増加を認めた。この

ことから、胎児期の造血のみではなく、成体

造血においても AM が重要な役割を果たして

いることが明らかとなった。今後、さらに詳

細な解析をおこなっていく予定である。 

  次に、CD19 Cre Tg マウスと交配し、CD19

陽性 B リンパ球の AM を欠損させた場合の表

現型を解析した。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。 

(3) 肝臓特異的 AM 欠損マウスの解析 

  肝細胞特異的にAMを欠損させる目的にて、

アルブミンプロモーターの下流にCreリコン

ビナーゼを発現する Alb Cre Tg マウスと AM 

Flox/Flox マウスを交配した。 

 目的のマウスは、メンデル比通り生まれた。

また、成体マウスの肝臓の組織像を形態的に

観察したが、目立った異常は認めていない。

今後、鉄負荷などをおこなうことで、AMの鉄

代謝への影響（生体レベル）を検討する予定

である。 

(4) 骨髄異形成症候群（MDS）患者赤芽球に

おける AM の発現の検討 

  腎性貧血を呈し、エリスロポエチンの投与

を受けている患者の骨髄中の赤芽球の AM の

発現レベルは、貧血のない患者の赤芽球と比

較し、亢進していることがわかった。その患

者と同程度の貧血レベルのMDS患者の骨髄中

の赤芽球の AM 発現レベルは低いこともわか

った。以上より、MDS の赤芽球では何らかの

原因により、AM の発現が低下しており、その

ことが無効造血につながる可能性が示唆さ

れた。 

 現段階では、少数例をパイロット的に検討

しただけであり、今後は、症例数を増やし、

貧血のレベルと AM 発現量との相関やエリス

ロポエチン治療の効果との相関などを検討

していく予定である。 
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