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研究成果の概要（和文）：イヌ乳腺腫瘍発症に癌抑制遺伝子BRCA2の変異や発現量の低下が関係していることを
示してきた。この過程でANXA2がBRCA2転写抑制機構に関与している可能性を見出し、本研究ではこの解明を目的
とした。ANXA2のノックアウトHeLa細胞はBRCA2が関わるDNA損傷に対する感受性が上昇した。しかし、BRCA2タン
パク質発現量にはANXA2は関与しなかった。そこで、ANXA2自身がDNA損傷修復に貢献すると予想し、ANXA2の機能
解析を行ったが、どの様にDNA損傷修復に貢献しているかは分からなかった。今後、さらに詳しい解析を行うこ
とでANXA2のDNA損傷修復における機能が解明できると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We have shown that mutations or decreased expression of the tumor suppressor
 gene BRCA2 is involved in the development of canine mammary gland tumors. While performing these 
studies, we found that ANXA2 may interact with novel BRCA2 silencer region and be involved in the 
BRCA2 transcriptional suppression mechanism. This study aimed to elucidate the possibility that 
BRCA2 was suppressed by ANXA2. The ANXA2 knockout HeLa cells showed increased sensitivity against 
the BRCA2-related DNA-damaging agents. However, reduced ANXA2 protein level was not influenced the 
BRCA2 protein expression. Therefore, we expected that ANXA2 itself contributes to DNA damage repair 
and performed functional analysis of ANXA2. However, we could not demonstrate how ANXA2 contributes 
to DNA damage repair in this study. Further analyses are required to reveal the function of ANXA2 in
 DNA damage repair.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： ANXA2　BRCA2　転写　プロモーター活性　乳腺腫瘍　DNA損傷修復　発現抑制　発現調節
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、ANXA2がどの様にDNA損傷修復に関与するかを解明する事はできなかったが、ANXA2をノックア
ウトするとBRCA2が関わるDNA損傷剤に対して高感受性になる事が分かった。この結果は、多機能タンパク質であ
るANXA2の新たな機能を見出す手がかりになると考えられる。また、ANXA2が抗癌治療のターゲットになる可能性
を示唆している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ−１９、Ｆ−１９−１、Ｚ−１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 雌イヌにおいて乳腺腫瘍の発症率は著しく⾼く、避妊をしていない雌イヌの約 50%が発症し、
そのうちの半数以上が悪性腫瘍である。発症数が多いため、悪性の症例も多く臨床現場において
も問題になっている。また、乳腺腫瘍を好発する品種も報告されており、ヒトと同様にイヌにお
いても遺伝的な要因が存在すると考えられており、癌関連遺伝⼦産物の p53、HER2、BRCA1、
BRCA2 など様々な遺伝⼦の変異と腫瘍発症との関係が報告されている。申請者らのグループは、
ヒトにおいて遺伝性乳癌発症の半数に関係する癌抑制遺伝⼦ Breast cancer 2, early onset
（BRCA2）の変異がイヌにおいても乳腺腫瘍の発症に関係し、イヌにおいても乳腺腫瘍発症に
重要な位置を占めることを報告してきた 1‒5。BRCA2 は、ヒトならびにイヌにおいて DNA 相同
組換え修復に貢献し、ゲノム安定性を維持している。この機能発現には BRCA2 の発現量も重要
であり、変異型 BRCA2 をヘテロ接合体で保持している細胞では完全な機能を発揮できないハプ
ロ不全の報告もされており、ヒトにおいては、BRCA2 の発現量の低下は細胞の腫瘍化と関係し
ていることが考えられている 6。この報告と⼀致して、申請者
らもイヌ乳腺腫瘍サンプルにおいて BRCA2 の発現量が低下
していることを明らかにし、イヌにおいてもヒトの腫瘍と同
様な腫瘍化メカニズムが存在することを⽰唆した 3。また、
BRCA2 の発現量は細胞周期依存的に制御されていることも
報告されている 7。すなわち、BRCA2 が貢献する相同組換え
修復が活発になる S 期を中⼼に G1 後期〜G2 期に mRNA 量
の発現量が増加する。もし、常に BRCA2 の発現量が低下して
しまうと、DNA 損傷の修復不全によりゲノム DNA に変異が
蓄積し、細胞の腫瘍化の原因となると考えられる。以上のこと
から、BRCA2 が関与する細胞の腫瘍化には BRCA2 の変異だ
けでなく、その発現量の制御機構も関与する。実際に BRCA2
をターゲットとする microRNA の発現量の増加と BRCA2 の
発現量低下がヒトの乳癌で証明されているが、BRCA2 の発現
量調節メカニズムの全容は未だ不明な点が多い 8。 
 申請者らはイヌ BRCA2 を解析する過程において、イヌおよびヒト BRCA2 のイントロン領域
に BRCA2 のプロモーター活性を低下させるサイレンサー配列が存在することを発⾒した（図
1）。若⼿研究（B）の⽀援を受けつつ、解析を⾏ったところ、これまでに BRCA2 のプロモータ
ー活性を抑制する配列を 50 bp の領域に限定し、この配列と
相互作⽤し、新規サイレンサー配列の機能を増強させる転写
抑制因⼦として ANXA2 を同定した（図 2）。この遺伝⼦産物
を⾼発現する癌細胞も報告されており、BRCA2 の発現量低下
による細胞の腫瘍化に関与している可能性も考えられる。し
かしながら、この新規サイレンサー配列の解析は未だ途中で、
細胞内においてこの ANXA2 がどのように機能しているのか、
および、腫瘍における ANXA2 の⾼発現がどのように発癌と関
わるのかが依然として不明なままである。 
 
２．研究の⽬的 
  本研究では、上述の⼆つの問いに答えるべく、以下に記載する研究を遂⾏する事で、新しく
発⾒したサイレンサー配列と ANXA2 により BRCA2 の転写制御がどのように⾏われているのか
を解明し、さらに乳腺腫瘍サンプルにおける ANXA2 と BRCA2 の発現量の疫学的な調査を⾏
う。以上のことで ANXA2-BRCA2軸による発癌メカニズムを機能的にも疫学的にも解明し、新
しい発癌メカニズムを解明することを⽬的とした。 
 
３．研究の⽅法 
1. DNA 損傷剤に対する感受性試験 

図 1. BRCA2 のイントロン 1 はサイレンサ
ーとして機能する 

図 2. ANXA2は BRCA2のプロモーター活性
を抑制する 



 コロニー形成試験により⽣存率を求めることにより DNA 損傷剤に対する感受性を求めた。 
2. タンパク質の発現量 
 ウエスタンブロットにより各タンパク質の発現量を調べた。細胞質画分と核画分は、界⾯活性
剤を添加した緩衝液を⽤いて分画した。 
3. ANXA2 の局在解析 
 免疫染⾊により、ANXA2 の局在を調べた。この時、核を DAPIにより対⽐染⾊した。蛍光強
度を数値化するために ImageJを⽤いた。 
4. 相同組換え修復効率と⾮相同末端結合効率 
 相同組換え修復と⾮相同末端結合の効率は GFPをベースとした実験系を⽤いて、フローサイ
トメーターにより GFP陽性細胞率を算出した 9,10。 
 
４．研究成果 
【ANXA2 の発現量を増減させた細胞における DNA 損傷剤に対する感受性試験】 
 ANXA2 をノックアウトした HeLa 細胞（HC2-
A2KO4細胞）ならびにノックダウンした細胞（A2-
KD 細胞）を作製した。また、HC2-A2KO4 細胞
は野⽣型の ANXA2 を強制発現させた細胞（HC2-
A2KO4-WT細胞）も作製した。これらの細胞を⽤
いて BRCA2 に異常があると⾼感受性になる各種
DNA 損傷剤（ブレオマイシン、エトポシド、マイ
トマイシン C（MMC））および、poly ADP ribose 
polymerase (PARP)阻害剤であるOlaparibに対す
る感受性を調べた。HC2-A2KO4細胞ならびにA2-
KD 細胞においては、各種 DNA 損傷剤やOlaparib
に対して感受性が⾼くなった（図 3）。しかし、
HC2-A2KO4-WT細胞におけるこれらの薬剤に対
する感受性は、もとの HeLa 細胞（HC2 細胞）と
同程度であった（図 3）。 
 次に外来的に ANXA2 を強制発現させた HeLa
細胞（HC2-A2pOZ 細胞）を作製し、MMC に対
する感受性を調べた。HC2-A2pOZ 細胞は HeLa
細胞(HC2 細胞)と同程度のMMC感受性を⽰した
（図 4）。 
 以上の結果から、ANXA2 は BRCA2 が貢献する
DNA 損傷を誘導する薬剤に対する抵抗性を細胞に与えるが、過剰発現してもその抵抗性は増加
しないことが⽰唆された。 
 
【ANXA2 KO細胞の DNA 損傷修復関連タンパク質の発現量】 
 ANXA2 をノックアウトまたはノックダウンす
ると BRCA2 を要求する DNA 損傷を誘導する薬
剤に対する感受性が増加したので、ANXA2 が
BRCA2 の発現量を調節していると考えられた。そ
こで、BRCA2 を初めとした DNA 損傷修復に関与
するタンパク質の発現量をウエスタンブロットに
より確認した。この時、MMC 処理後の細胞にお
ける発現量も⽐較した。DNA 損傷修復関連タンパ
ク質として RPA2、FANCD2、BRCA2 の発現量を
調べたが、ANXA2 のノックアウトや相補によって
それらのタンパク質の発現量に差は認められなか
った（図 5）。 
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図 3. ANXA2ノックアウト細胞は、DNA損傷剤や Olaparibに
対する感受性が上昇する。 

図 4. ANXA2強制発現は、DNA損傷剤や Olaparibに対する感
受性に影響しない。 

図 5. ANXA2は、BRCA2等の DNA損傷修復に関わるタンパク
質の発現量に影響しない。Lamin B-1をローディングコントロ
ールとして使⽤しした。 



【ANXA2 の DNA 損傷修復における機能解析】 
 ANXA2 は BRCA2 を要求する DNA 損傷修復に貢献するが、BRCA2 のタンパク質発現量に
は影響がなかった。そこで、ANXA2 が直接もしくは間接的に DNA 損傷修復に関わることが考
えられた。そこで、以下の解析をすることで ANXA2 の DNA 損傷修復における機能を解明でき
ないか挑戦した。 
1. ANXA2 の核移⾏ 
 ANXA2 の多くは細胞質に存在し、X線
照射後に核移⾏することが報告されてい
た 11。また、DNA 損傷修復のシグナル伝
達を⾏うキナーゼである ATR の下流で
ANXA2 がリン酸化され、このリン酸化が
核移⾏に重要である事も報告されていた
12。そこで、X線照射後および ATR阻害剤
である VE821処理後の ANXA2 の局在を
ウェスタンブロッティングや ANXA2 の
免疫染⾊により調べた（図 6, 7）。 
X 線無処理後の細胞における ANXA2 の局在は、
ウェスタンブロッティングと免疫染⾊共に細胞質内
の ANXA2 よりも核内のタンパク質量が多く、また、
X 線照射することで核内の ANXA2 の増加は観察さ
れなかった。（図 6, 7）。この結果は細胞質に多くの
ANXA2 が局在する既報と異なる結果であった。 
 常に ANXA2 は核に優位に存在していたので、
ATR 阻害剤である VE821 によって ANXA2 の核移
⾏が阻害できるかを調べた。VE821存在下でANXA2
の免疫染⾊を⾏ったが、VE821処理の有無でANXA2
の核移⾏能に有意な差はなかった（図 7）。 
 
2. ANXA2 の相同組換え修復効率、⾮相同末端結合
効率への影響 
 ANXA2 は核に局在し、核内で機能していることが
推察された。そこで、ANXA2 が BRCA2 の機能が関
わる相同組換え修復や⾮相同末端結合に及ぼす影響
を調べた。HC2-A2-KO4 細胞と HC2-A2-KO4-WT
細胞とを⽐較したが、相同組換え修復効率や⾮相同
末端結合効率は、同程度であった。 
 
【まとめ】 
 ANXA2 は BRCA2 のプロモーター活性を低下させ、そのノックダウン、ノックアウト細胞は
DNA 損傷剤に対して感受性が上昇した。以上の事から BRCA2 の発現量を変化させて、各種
DNA 損傷剤に対する感受性が上昇したと考えた。しかしながら、ANXA2 をノックアウトして
も BRCA2 のタンパク質量は変化しなかった。そこで、ANXA2⾃⾝が相同組換え修復に貢献す
ると予想し、ANXA2 の機能解析を⾏ったが、既報とは異なる結果も得られ、どの様に DNA 損
傷修復に貢献しているかは本研究からは分からなかった。今後、さらに詳しい解析を⾏うことで
ANXA2 の DNA 損傷修復における機能が解明できると考えられる。 
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図 6. ANXA2は、核画分に多く存在する。Lamin B1と Tubulinは核と
細胞質のマーカーである。 

図 7. ANXA2は、核画分に多く局在する。DAPIは核の対⽐
染⾊である。下のグラフは描くにおける蛍光強度を定量し
た結果である。 
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