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研究成果の概要（和文）：Enthesisは、腱と骨の間に線維軟骨が介在する線維軟骨性付着とこれらが介在しない
線維性付着に分類される。このうち線維軟骨性付着部では、生後7週以降、野生型に比べてAnxa5機能欠損マウス
で特異的な皮質骨面積と線維軟骨層の増大を認めた。軟骨層には野生型と比べてアルカリフォスファターゼ活性
の強い細胞がより多く観察された。一方、線維性付着部ではAnxa5欠損による影響を受けなかった。siRNAによっ
てATDC5のAnxa5遺伝子をノックダウンすると軟骨分化マーカーの遺伝子発現が増大した。これらの結果は、
Anxa5が腱・靭帯付着部の線維軟骨の分化と石灰化を負に制御することを示唆する。

研究成果の概要（英文）：Entheses can be further divided to fibrocartilaginous and fibrous entheses 
according to the type of tissue present at the skeletal attachment site. In Anxa5-deficient 
(Anxa5-/-) mice, the sizes of bone ridge outgrowths at the fibrocartilaginous entheses of tibiae and
 femur were increased after 7 weeks of age. This bone overgrowth was not observed at the fibrous 
enthesis where Anxa5-lacZ is hardly expressed. At the fibrocartilaginous entheses, more 
ALP-expressing cells were observed in the fibrocartilage layer outside of the bone in the mutant 
mice. Then, to examine the role of Anxa5 on cartilage differentiation, we performed Anxa5 gene 
knockdown in vitro using siRNA. Depletion of endogenous Anxa5 with siRNA increased mRNA expressions 
of differentiated marker of chondrocyte. Together, these results suggest that Anxa5 prevents bone 
overgrowth at the fibrocartilaginous entheses.

研究分野：歯科学
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１．研究開始当初の背景 
骨と靭帯・腱との接合部(enthesis)におけ
る機械的刺激による骨形成や骨リモデリン
グの分子メカニズムについては不明な点が
多い。アネキシン A5 (Anxa5) はコラーゲン
結合性タンパクとして軟骨細胞膜から単離
されたアネキシンファミリーに属する分子
であるが、後に抗凝血因子、メカニカルセン
サー、アポトーシスシグナル伝達、細胞膜裏
打ちタンパクとしての膜修復調節など多彩
な機能が見出されている。 

Anxa5 遺伝子の下流に lacZ を挿入した
Anxa5 機能欠損マウス(Anxa5-/-)の骨は、3
ヵ月の若齢では野生型マウスとの顕著な差
は認められないことが報告されている
(Brachvogel et al, Mol Cell Biol 23:2907-13, 
2003)。しかし興味深いことに、我々の予備
検討により、生後 4ヵ月以降で Anxa5-/-では
骨と腱・靭帯付着部のみが特異的に肥大して
いることを見出した。このことから、enthesis
のリモデリングが Anxa5 を介して調節され
ているという仮説をたてた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Anxa5-/-マウスの靭帯・
腱と骨との接合部（enthesis）を解析する
ことにより、enthesisにおける機械的刺激に
よる骨形成や骨リモデリングの分子調節因
子としての Anxa5 の機能を明らかにするこ
とである。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス 
 本研究は鶴見大学歯学部動物実験委員会
の承認を得ている。Anxa5+/-マウスを交配し、
産まれたマウスの遺伝子型（Anxa5+/+, 
Anxa5+/-, Anxa5-/-）を PCR により確認した。 
 
(2)μCT 解析と 3次元再構築 
 生後 4, 7, 16, 40 週後に安楽死させ、摘
出組織を 4%パラホルムアルデヒド(PFA)/PBS
で固定した。μCT (R_mCT2, RIGAKU)により
撮像し、i-VIEW type R (モリタ) により石
灰化組織の 3次元再構築画像を得た。また、
Latheta LCT-100 Lite (Aloka)により定量
的解析を行った。 
 
(3)組織学的解析 
 摘出した下肢を 4%PFA/PBS で固定後、20％
EDTA で脱灰し、OCT coumpound に凍結包埋
した。厚さ 14µm の凍結切片を作成し、常法
により、X-gal を用いた Anxa5-lacZ 染色、
HE 染色、ウサギ抗 Anxa5 抗体（1:100, 
BioVision）と Alexa FluorⓇ594-結合ニワ
トリ抗ウサギ IgG 抗体 (Thermo Fisher 
Scientific)を用いた Anxa5 組織免疫染色、
アルカリフォスファターゼ(ALP)活性染色、
酒石酸耐性アルカリフォスファターゼ
(TRAP)活性染色を行った。 
 

(4)石灰化組織へのカルセイン取り込み 
 生後 21週のマウスに 5mg/kg のカルセイン
を腹腔内投与し、17 日後に安楽死させた。摘
出した下肢を 4%PFA/PBS で固定後、メチルメ
タクリレートに包埋した。厚さ 50µm の樹脂
包埋切片を作成し、カルセインの蛍光を観
察した。 
 
(5)tenotomy による運動阻害 
 ペントバルビタール全身麻酔下で、生後 12
週のマウスの右前脛骨筋腱をメスで切断し、
右下肢の運動を阻害した。手術から 8週後に
マウスを安楽死させ、下肢を摘出し、CT解析
と組織学的解析を行った。 
 
(6)細胞培養と Anxa5 ノックダウン 
 軟骨系間葉細胞株 ATDC5 を DME/Ham’s 
F-12 培地に 5%ウシ胎児血清, 0.01mg/mL 
insulin, 0.01mg/mL Apo-transferrin, 
0.034M sodium selenite を添加して培養し
た。jetPRIME (Polyplus-transfection)を用
いて Anxa5 遺伝子に対する siRNA、あるいは
Control siRNA を導入し、3日後の mRNA を回
収した。導入 3日後の細胞増殖能を MTT法で、
遺伝子発現量を Agilent 社の SurePrint G3 
Mouse GE マイクロアレイ、およびリアルタ
イム qPCR 法で調べた。 
 
４．研究成果 
(1)Anxa5 および Anxa5-lacZ の発現部位 
 成体マウスにおける Anxa5 の発現部位を
Anxa5-lacZ の組織染色法により調べたとこ
ろ、関節軟骨、骨膜、および骨と腱・靭帯付
着部に特異的に発現していた。抗 Anxa5 抗体
を用いた組織蛍光免疫染色によっても同様
の結果が得られた。Enthesis は一般に、線維
軟骨性付着と線維性付着に分類できるが、線
維軟骨性付着である脛骨－腓腹筋腱、大腿骨
－内転筋腱、および下顎骨－顎二腹筋腱の付
着部では、線維軟骨層に Anxa5+の細胞が多く
分布していた。一方、線維性付着である脛骨
－内側側副靭帯の付着部には Anxa5+細胞は
ほとんど観察されなかった。 
 
(2)CT による石灰化組織の形態測定 
 Anxa5欠損によりenthesisで生じる骨形態
の変化をマイクロ CT により解析した。生後
４週において、Anxa5-/-と野生型の間に骨の
顕著な差は認められなかった。生後７週以降
の Anxa5-/-マウスにおいて、線維軟骨性付着
部では野生型に比べて特異的な肥大化を認
めた。しかしこれらの骨においても、骨幹部
における皮質骨断面積や骨密度には顕著な
差は認められなかった。一方、脛骨と内側側
副靭帯の間の線維性付着部においては、皮質
骨の増大は顕著ではなかった。 
 
(3)enthesis の組織学的解析 
 腓腹筋と脛骨の線維軟骨性付着部に特に
注目して組織学的解析を行った。HE 染色を行



ったところ、この部位において線維軟骨層の
増大を認めた。また、線維軟骨層には、野生
型と比べてアルカリフォスファターゼ活性
の強い細胞が多く観察された。またカルセイ
ン標識の結果、これらの細胞が石灰化に寄与
することが示された。一方、TRAP 陽性細胞の
数や分布に顕著な差は認められなかった。こ
れらの結果から、Anxa5 は線維軟骨性付着部
において、軟骨細胞に対する分化促進作用を
有することが示唆された。 
 
(4)tenotomy による機械的刺激の除去 
 生後 12 週に前脛骨筋に付着する腱を切断
し、運動機能を制限したところ、Anxa5-lacZ
マウスおよび野生型マウスのいずれにおい
ても、術後８週の腱付着部における脛骨皮質
骨の縮小が認められた。Anxa5-/-マウスにお
ける骨の表現型には筋運動によるメカニカ
ルストレスが関与する可能性が示された。 
 
(5)ATDC5 での Anxa5 ノックダウンの影響 
 軟骨細胞におけるAnxa5の機能を解析する
目的で、軟骨系未分化細胞株 ATDC5 を用いた
in vitro での解析を試みた。siRNA によって
Anxa5 遺伝子をノックダウンし、細胞増殖と
遺伝子発現に対する影響を調べた。Anxa5 
siRNA 導入によって、Anxa5 遺伝子発現は 80
～90％抑制された（p<0.001）。Anxa5 siRNA
導入 4 日後の細胞増殖能は、Anxa5 ノックダ
ウンにより約 23％低下した（p<0.05）。一方、
分化形質の遺伝子発現の変化を解析したと
ころ、Anxa5 ノックダウンによって type II, 
および type X collagen, Aggrecan などの軟
骨分化マーカーの遺伝子発現が 10～25 倍増
大した。 
 
 以上の結果は、Anxa5 が腱・靭帯付着部の
線維軟骨の分化と石灰化を抑制的に制御す
る可能性を示唆するものである。 
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