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研究成果の概要（和文）：アナモルシン（Anamorsin, AM）の細胞内鉄代謝への関与の報告はあるが、生体内鉄
代謝への関与は不明である。Cre-loxP systemを用いたAM遺伝子コンディショナルノックアウトマウスを作製
し、AMの生体内鉄代謝における機能解析のため、Alb-Cre Tgマウスと交配し、肝臓特異的AM欠損マウスを作製し
たところ、肝臓の組織像で、肝細胞の核の肥大化と、一部の細胞に核内封入体を認めた。細胞質には何らかの物
質（特定はできていない）の蓄積像を認め、AMが何らかの物質の代謝に関与している可能性が示唆された。物質
としては、グリコーゲンや鉄などの可能性を疑っており、今後、明らかにする予定である。

研究成果の概要（英文）：Anamorsin (AM) has been reported to be involved in intracellular iron 
metabolism, however, its involvement in iron metabolism in vivo is still unknown. Because 
AM-deficient mice are embryonic lethal, it is difficult to analyze the functions of AM in adult 
mice. To overcome the embryonic lethality of AM-deficient mice, AM conditional knockout mice using 
Cre-loxP system were generated and crossed with Alb-Cre Tg mice to generate hepatocyte specific 
AM-deficient mice (Alb-Cre, AM Flox/Flox mice). In the liver cells of the Alb-Cre, AM Flox/Flox 
mice, enlargement of the nucleus of hepatocytes and nuclear inclusion bodies in some hepatocytes 
were observed. The accumulation of some substances (not specified yet) in the cytoplasm was also 
observed, which suggested that AM might have some roles in some substances metabolism. Considering 
the possibility of being glycogen or iron, we will clarify the substances in the future study.

研究分野：鉄代謝
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１．研究開始当初の背景 

アナモルシン（Anamorsin, AM）はマウス造

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 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）、我々も 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。 

 また、AM トランスジェニックマウスを用い

て AM の機能を解析する研究をおこなったと

ころ、AM を過剰に発現する B リンパ球では、

炎症に関連する遺伝子発現が低下しているこ

とが判明した。生体レベルで鉄を過剰に投与

すると、炎症が惹起される現象が観察できる

が、AM トランスジェニックマウスにおいては、

その反応が減弱していることが明らかとなっ

た。 

 これらの結果から、AM は抗アポトーシス作

用、細胞増殖作用などの当初見出した機能に

加えて、細胞内の鉄代謝に関与しているのみ

ではなく、生体レベルでの鉄の動態調節に関

与している可能性がある。 

 

 

２．研究の目的 

我々は 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作製し、ヘプシジ

ンの産生など、肝臓が生体内の鉄代謝におい

て重要な役割を担っていることから、肝細胞

の AM を特異的に欠損させることで、生体レベ

ルでの鉄の動態調節機構における AM の役割

を明らかにすることを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 肝臓特異的 AM 欠損マウスの作製 

本研究では、AM コンディショナルノックアウ

トマウスと肝臓特異的に Cre リコンビナーゼ

を発現するトランスジェニックマウスを交配

し、肝細胞の AM を欠損させることで、生体マ



ウスにおける肝臓での AM の機能を明らかに

する。特に、これらの遺伝子改変マウスを解

析することで、生体での鉄の動態調節機構に

対する AM の役割を解明する。AM 遺伝子の通

常のノックアウトマウスは胎生致死であり、

これまで、成体マウスを用いた in vivo にお

ける AM の機能解析が不可能であった。

Cre-loxP system を用いたAMのコンディショ

ナルノックアウトマウス（AM loxP KO マウス）

を作製し、肝臓の臓器に特異的なプロモータ

ーの下流に Cre recombinase を発現させたト

ランスジェニックマウス（Alb-Cre Tg マウス）

と AM loxP KO マウスを交配することで、肝細

胞特異的に AM を欠損させたマウス(Alb-Cre 

Tg-AM loxP KO マウス)を作製した。 

 

(2) Alb-Cre Tg-AM loxP KO マウス（肝臓特

異的 AM 欠損マウス）の解析 

Alb-Cre Tg-AM loxP KO マウスを用いて、肝

臓の形態・機能に対する AM がおよぼす影響を

病理組織学的、生理学的に検討した。 

 

 

４．研究成果 

(1)AM 欠損マウスは胎生致死であるため、KO

マウスの成体での解析は不可能である。そこ

で、Cre-loxP system を用いた AM 遺伝子コン

ディショナルノックアウトマウス(AM loxP KO

マウス)を作製した。AM loxP KO マウスを

Alb-Cre Tg マウスと交配し、肝臓特異的 AM

欠損マウス（Alb-Cre/AM loxP KO マウス）を

作製した。肝細胞のウエスタンブロッティン

グにより AM の欠損を確認した。 

(2)Alb-Cre/AM loxP KO マウスは、メンデル

比通りに生まれ、少なくとも 6ヶ月は生存し

ている。生後 3 ヶ月目、6 ヶ月目に肝機能を

評価するため、肝逸脱酵素、胆道系酵素など

測定したが、コントロールマウスと差を認め

なかった。次に解剖をおこない、肝臓の組織

像を評価したところ、3 ヶ月目では目立たな

かったが、6ヶ月目には AM 欠損マウスにおい

て肝細胞の核の肥大化と、一部の細胞に核内

封入体が認められた。また、細胞質の染色性

もコントロールマウスと異なっており、細胞

質に何かの物質の蓄積がある可能性が示唆さ

れた。グリコーゲンや鉄である可能性を考え、

特殊染色をおこなったが、それらは否定的で

あった。さらに検討をすすめ、何なのかを明

らかにしていく予定である。今後は、月齢が

6 ヶ月以上のマウスの肝臓を検討するととも

に、肝細胞を用いて RNAseq をおこなうことで、

AM 欠損による遺伝子発現の変化を調べる。さ

らに、このマウスに鉄を負荷し、鉄代謝への

影響を調べる予定である。現在、腹腔内に鉄

を過剰投与し、肝臓におけるヘプシジンの産

生能に対する AM の影響や、鉄負荷時の炎症反

応への影響を検討している。また、腹腔内に

LPS を投与することで、炎症モデルを作製し、

その際の肝臓でのヘプシジン産生能に対する

AM の影響を検討する。 
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