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研究成果の概要（和文）：　エネルギー代謝関連酵素であるアデニル酸キナーゼ2(AK2)の欠損が、細胞異形成症におけ
る好中球分化障害を引き起こす機序について検討した。HL-60細胞を用いたマクロファージ分化・好中球分化の解析で
、AK2およびミトコンドリア由来のATP供給が好中球分化に必須であり、AK2をノックダウンすることでROSの産生が上昇
することを示した。また、分化中には分化系統特異的かつ時期特異的なUnfolded protein response活性化が起こって
おり、これらが分化に必須であることも明らかにし、分子機序の一端を解明した。これらの成果は、新規治療標的の探
索に重要なヒントを提示することになった。

研究成果の概要（英文）： Adenylate kinase 2 (AK2) is an energy-metabolic enzyme in mitochondrial 
intermembrane space. We studied about the mechanism of neutrophil differentiation arrest by AK2 
deficiency in reticular dysgenesis. By analyzing macrophage and neutrophil differentiation using HL-60 
cell line, we found that AK2 is essential for neutrophil differentiation and AK2 knockdown caused 
increased ROS production. Additionally, differentiation- and stage-specific activation of unfolded 
protein response (UPR) was observed during macrophage and neutrophil differentiation. We found that 
differentiation-specific UPR may be required for each differentiation. These results provided important 
hints to develop a new therapy for reticular dysgenesis.

研究分野： 栄養学、生化学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 アデニル酸キナーゼ 2 (AK2)はミトコンド
リア膜間での ATP、ADP、AMP 相互変換(ATP + 
AMP ⇆ 2ADP)により、ATP 合成の基質となる
ADP のマトリックスへ、あるいは合成された
ATP のミトコンドリア外への輸送に寄与して
いるエネルギー代謝関連酵素である(図 1)。 
 2009 年に、AK2 が好中球と T細胞の欠損を
示す免疫疾患、細網異形成症の原因遺伝子で
あることが報告された(Nat Genet. 2009)。
しかしながら、エネルギー代謝関連酵素であ
るAK2の変異がどのようにして細網異形成症
で見られる免疫細胞の欠損を引き起こすの
かはいまだ不明である。 
 

図 1. ミトコンドリアでのエネルギー合成と
AK2 
 
 これまでに、当研究室では AK2 遺伝子変異
がショウジョウバエで発生段階における致
死性変化をおこすことを明らかにした(Comp 
Biochem Physiol B Biochem Mol Biol. 2009)。
さらに、他の研究室から、AK2 ノックダウン
によりB細胞や脂肪細胞の分化が阻害される
ことが報告された(J Biol Chem. 2011)。こ
のことから、AK2 の役割として単にエネルギ
ー代謝のみならず、細胞分化へ関与している
ことが考えられた。 
 AK2 の血球系分化への影響を検討する前に、
前段階としてAK2や類似酵素の各組織におけ
る発現を調べた。ミトコンドリア膜間には、
クレアチンを用いて ATP、ADP の変換を行う
ミトコンドリアクレアチンキナーゼ(CKMT1、
CKMT2)や、GTP を主に用いて NTP と NDP の変
換を行うヌクレオシド二リン酸キナーゼ
(NDPK-D)が存在している。つまり、AK2 以外
にも、AK2 と同様の機能を持つ酵素が 3 種類
あることになる。それぞれの mRNA、タンパク
質発現をマウスで検討したところ、AK2 と
CKMT1、2、NDPK-D は組織特異的発現が確認さ
れ、免疫造血系組織(脾、骨髄)では AK2 が優
位に発現していた。以上の結果から、AK2 が
血球分化時に存在する唯一の膜間酵素であ
ることを見い出した。 
 
 一方で、細網異形成症の根治療法としては
造血幹細胞移植が主である。しかし、当然な
がら適合するドナーを必要とするため、限ら

れた治療法であり、他の治療法の開発が必要
と考えられる。細網異形成症はミトコンドリ
アにあるエネルギー代謝酵素の欠損により
引き起こされるため、ミトコンドリア関連疾
患の一つと考えることができる。ミトコンド
リア病ではこれまでにも栄養療法が行われ
ている(表 1)。 
 

表 1. ミトコンドリア病の栄養療法例 
 
 しかし、臨床トライアルの報告はあるもの
の、生化学的・栄養学的分子基盤に基づいて
食品成分での治療を行った検討はない。現状
では、ミトコンドリアの複雑な代謝系ゆえに、
単一の栄養素を大量補充しても簡単に代謝
の働きを改善することは難しいと考えられ
て お り ( 難 病 情 報 セ ン タ ー 
www.nanbyou.or.jp/)、症状の改善には病態
機序に基づく治療法が必要と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 細網異形成症における好中球・T 細胞分化
障害の機序をミトコンドリア機能との関連
から明らかにするとともに、解明した発症機
序に基づいた栄養学的治療法の開発を目指
す。 
 
３．研究の方法 
(1) AK2 欠損疾患モデル細胞の樹立 
 AK2 ノックダウン HL-60 細胞および AK2 ノ
ックアウトHL-60細胞を疾患モデル細胞とし
て用いる。ノックダウンは AK2 siRNA を用い
て Nucleofector II (Lonza)で導入した。ノ
ックアウトは Zinc Finger Nuclease (Sigma)
や CRISPR/Cas (Sigma、Life Technologies)
に よ る 遺 伝 子 の 切 断 、 あ る い は
single-strand oligo nucleotide (ssODN)を
併用し、相同組み換えによる ATG の排除を目
指した。 
 
(2) マクロファージおよび好中球分化誘導  
 マクロファージ分化はホルボールミリス
テートアセテート(PMA)20nM で 1 日処理する
ことによって誘導した。一方、好中球分化は
HL-60 細胞をオールトランスレチノイン酸
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(ATRA)10μMで 4日処理し、誘導した(図 2)。 
 AK2 ノックダウン下で分化誘導を行う際は、
AK2 のノックダウン効果が出る siRNA 処理後
二日目に薬剤刺激を開始した。なお、分化誘
導終了まで、ノックダウン効果が持続してい
ることを確認している。 
 

 図 2. マクロファージ分化および好中球分
化方法 
 
(3) 分化マーカー、形態、機能活性測定によ
る分化の確認 
 マクロファージ、好中球の分化マーカーと
して、CD11b発現を western blot で確認した。
また、形態学的確認として、各分化後の細胞
を Giemsa 染色および Wright-Giemsa 染色し、
顕微鏡下で形態の変化、すなわちマクロファ
ージは attach し、偽足を持つこと、好中球
では核分葉が起こっていることを確認した。
さらに、好中球機能の確認として NBT アッセ
イを行い、その陽性細胞をカウントして分化
割合を算出した。ノックダウンの有無による
分化への影響も同様の方法で比較した。 
 
(4) ミトコンドリア関連測定 
 分化誘導中の酸化ストレス(ROS)、ATP 量の
変動を調べた。ROS は CellROX Green Reagent 
(Life Technologies)で処理後、PBS で 2 度
wash し、マイクロプレートリーダーで蛍光を
測 定 し た 。 ATP 量 は CellTiter-Glo 
Luminescent Cell Viability Assay 
(Promega)を用い、ルミノメーターで測定し
た後、製品説明書に従いタンパク量で補正し
た。 
 
(5) 小胞体(ER)ストレスとunfolded protein 
response (UPR)の検出 
 ER ストレスおよび UPR 活性化については、
それぞれのマーカーとなるタンパク質を
Western blot で検出した。ER ストレスマー
カーは BiP、UPR の 3経路はそれぞれの下流、
すなわち IRE1αでは spliced XBP1、PERK で
は ATF4、ATF6 は cleaved form の ATF6 につ
いて発現変動を調べた(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
  

図 3. ER ストレス・UPR 経路と発現を確認し
たマーカー(赤丸) 
 
(6) ATP 合成阻害による分化への影響 
 ミトコンドリアでのATP合成を阻害するた
め、ミトコンドリアに存在する ATP 合成酵素
に対する阻害剤 Oligomycin を用いた。処理
初日はOligomycinで1時間pretreat後、ATRA
で誘導を行い、それ以降はATRAとOligomycin
を同時に細胞に添加した。 
 
４．研究成果 
(1) マクロファージ・好中球分化時のミト
コンドリア膜間酵素の発現変動 
 まず、AK2 や他のエネルギー代謝酵素と血
球系細胞分化との関係について検討した。マ
クロファージおよび好中球へ分化可能な
HL-60 細胞を用い、分化時の酵素発現を調べ
た。 
 そ の 結 果 、 分 化 誘 導 前 の 未 分 化 な
Myeloblast 様 HL-60 細胞では、他の酵素に比
べ、AK2 が優位に発現していた。好中球分化
では AK2 のみが発現していたが、マクロファ
ージ分化では AK2 と CKMT1 が発現しており、
分化細胞の系統による酵素の発現パターン
の違いが観察された。したがって、好中球分
化時にはAK2のみがミトコンドリア膜間での
アデニンヌクレオチドバランスの恒常性を
担っており、マクロファージ分化では AK2 と
CKMT1 の２つが担っていることが示された。
このことから、マクロファージ・好中球とも
に myeloid progenitor から分化する系統で
ありながら、細網異形成症患者において好中
球分化にのみ特異的に障害が起こるのは、マ
クロファージには AK2がなくとも CKMT1 がそ
の役割を相補的に担うのに対して、好中球で
はAK2欠損に伴って代替酵素がないためと考
えられた。 
 
(2) AK2 欠損がマクロファージ・好中球分化
へ及ぼす影響の検討 
 さらなる検討のため、AK2 ノックダウンに
よる細網異形成症モデルHL-60細胞を作製し、
CD11b 発現および NBT assay により分化への
影響を検討した。その結果、マクロファージ
分化効率は変化しなかったが、好中球への分
化効率は有意に減少した。 
 その際同時に、ミトコンドリア機能に関連



があると考えられる ROS、ATP 量についても
検討した。結果、ATP 量はマクロファージ分
化、好中球分化両方で AK2 ノックダウンによ
り低下し、分化 4日目には ROS の有意な上昇
が確認された。ATP 量、ROS の結果は(1)の結
果とまとめて、PLoS One (9(2), e89916, 
2014)で報告した。なお、この報告後、他の
研究室から AK2変異 iPS細胞由来の血球細胞
や zebrafish において、抗酸化物質により好
中球分化が改善すること(J Exp Med. 2015)
や、AK2 をノックダウンした HL-60 細胞でミ
トコンドリアでの酸化的リン酸化が阻害さ
れていること(Cell Death Dis. 2015)が追っ
て報告されている。 
 以上より、細網異形成症では AK2 欠損によ
るミトコンドリア膜間でのアデニンヌクレ
オチドの恒常性維持機構の破綻や、それに伴
うROSの上昇により好中球分化が障害される
と考えられた(図 4)。 
  

図 4. AK2 ノックダウン時のマクロファージ
分化および好中球分化 
 
(3) 好中球分化に対する UPR の影響 
 (2)で ROS や ATP 量の変動が明らかになっ
たが、それだけでは好中球分化障害機序の説
明は十分ではない。これまでに、AK2 ノック
ダウンがIRE1αの下流であるXBP-1の活性化
低下を介した脂肪細胞株やB細胞株の分化障
害を引き起こすという報告がされ、ER ストレ
ス、UPR と細胞分化との関連が考えられてい
ることから(J Biol Chem. 2011)、ER ストレ
スと UPR に着目することにした。ER ストレス
とは、小胞体に folding が異常なタンパク質
が増加してきた際に細胞への障害等が起こ
ることであり、その消去応答がUPRとされる。
ER ストレス時には UPR 経路を抑制している
BiP がそれぞれ分離し、シャペロンとして、
folding異常たんぱく質のrefoldingを行う。
一方、BiP が外れたことで活性化した UPR 経
路のセンサー(IRE1α、PERK、ATF6)はそれぞ
れの下流を活性化し、シャペロン合成を増加
させることによるタンパク質の折りたたみ
の促進と、異常タンパク質の分解を行い、ER
ストレスを改善する。 

 まず、血球分化時の ER ストレスの変動に
ついて検討したところ、マクロファージ、好
中球のいずれの分化誘導前でも ER ストレス
マーカーBiP は発現していたが、マクロファ
ージ分化誘導 1日後には BiPの発現がほとん
ど減弱した。一方、好中球分化では分化が完
了する 4日目にかけて BiPの発現が経時的に
減少した。そこで、ER ストレスの改善に関わ
る UPR の各分化中の変動を確認した結果、マ
クロファージ分化において、ATF6 の活性化を
示す cleaved ATF6 の発現を検出した。一方、
好中球分化では分化初期に PERK の活性化を
示す ATF4、また分化時期全般で cleaved ATF6
の発現が見られ、さらに分化後期には IRE1
αの活性化を示す spliced XBP1 の発現を検
出した。また、UPR 阻害剤を用いて各分化へ
の影響を確認したところ、マクロファージ分
化はATF6阻害剤で、好中球分化はATF6、PERK、
IRE1αの阻害剤で抑制されることがわかっ
た。このことから、分化系統特異的、また時
期特異的な UPR 経路が起こっており、また、
それらが分化に必須であることが示された。 
 
(4) ミトコンドリアATP合成阻害による好中
球分化への影響 
 次に、ミトコンドリア由来の ATP の好中球
分化への影響を確認するため、Oligomycin を
用いて、ミトコンドリアからの ATP 供給を阻
害し、好中球分化への影響を検討した。
Oligomycinは濃度依存的に細胞内のATP量を
低下させており、その際、好中球分化が著明
に阻害されることが示された。このことから、
ミトコンドリアでのATP合成は好中球分化に
必要であることが示唆された。  
 
 (2)、(3)に記載した結果とあわせると、AK2
欠損時にはマクロファージ分化および好中
球分化両方で ATP 量の低下が起こるが、好中
球分化で特異的に見られた PERK、IRE1αに関
しては、ATF6 と異なり、活性化に ATP が必要
であるとされており、好中球分化時には AK2
の欠損によりミトコンドリアからのATP供給
が低下することで UPR が障害され、分化異常
を引き起こす可能性が示された(図 5)。(投稿
準備中) 
  

図 5. マクロファージ分化および好中球分化
時の ER ストレス・UPR の変動と、AK2・ATP
との関連 
 



(5) 他のエネルギー代謝関連酵素による
rescue の計画 
 病態機序検討および治療法の開発のため、
AK2 ノックアウト HL-60 株を用いた、他のエ
ネルギー代謝関連酵素による rescue を計画
し、研究を進めた。まず、ゲノム編集技術(ZFN、
CRISPR/Cas)を用いて AK2 ノックアウトモデ
ル細胞の作製を試みた。しかしながら、AK2
偽遺伝子の存在や血球細胞ゆえの遺伝子導
入効率の低さ・ダメージへの脆弱さのため、
現時点で成功していないことから現在もモ
デル細胞の作製を挑戦中である。 
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