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研究成果の概要：短波長紫外線(UVC)ストレスに対応し、annexin II を実行因子、HSP27 をシャ

ペロンとする DNA 損傷ストレス防御複合体が、UVC 抵抗性に関わるとの仮説を立証すべく解析

を行った。その結果、１）annexin II は HSP27 と複合体を形成すること、２）両者の複合体は

紫外線照射に応じて細胞質から核へ移行すること、３）annexin II が UVC 致死抵抗性に関わる

ことを明らかにした。さらに、４）HSP27 はシャペロンとして annexin II の細胞内量の調節を

介して紫外線致死抵抗化に関わる可能性を示唆した。 
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１．研究開始当初の背景 

細胞質シャペロンである heat shock 

protein 27(HSP27), HSP70 などは、種々のス

トレス負荷に応じて細胞内発現量が増大す

るが、このとき、核にも局在するようになる。

核に局在する HSP は、ストレス防御に重要な

役割を果たすと考えられるが、意外なことに、

核内HSPの生理的意義は十分に解明されてお

らず、なお、不明な点が多い。申請者らはこ

れまでに、HSP27 が短波長紫外線(UVC)損傷

DNA の修復過程に関与することにより、紫外

線による細胞死誘導を抑制する可能性を見

いだした（Wano et al. Exp. Cell Res. 298, 

584, 2004）。次いで、HSP27 結合タンパク質

として、HSP70 と、新たに annexin II を同定

した。 

 

２．研究の目的 

UVC ストレスに対応し、annexin II を実行

因子、HSP27 と HSP70 をシャペロンとする DNA
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損傷ストレス防御複合体が、細胞質から核内

へ移行し、損傷 DNA の修復過程に間接あるい

は直接に関わるとの仮説をたてた。この仮説

を実証することを本研究の目的とした。研究

期間内に（１）HSP27 と annexin II および

HSP70 との結合の詳細を調査し、さらに、（２）

annexin IIの UVC 致死抵抗性への関与とその

作用機構、および、（３）その annexin II の

機能に及ぼす HSP27 および HSP70 の作用機構

を解明した。 
 

３．研究の方法 

（１）HSP27 と annexin II および HSP70 の

結合および細胞内局在調査の解析―annexin 

II,HSP27,HSP70 三者の結合状態を免疫沈降

実験で調査した。さらに、UVC などの DNA 損

傷ストレス負荷前後の結合の変化、細胞質と

核における両者の結合状態の差を、免疫沈降

とウェスタン解析で調査した。 

（２）annexin II の UVC 致死抵抗性への関

与―siRNA 処理、および、annexin II 発現プ

ラスミド導入により annexin II の発現を増

減させた細胞における、UVC 致死感受性をコ

ロニー形成能力で調べた。 

（３）損傷 DNA修復への関与の解析―上記で

得た annexin II 過剰発現細胞、あるいは

annexin II 発現抑制細胞について、紫外線照

射後の損傷 DNA の細胞内除去能力を損傷 DNA

に特異的な抗体を用いて調べた。 

（４）annexin II の機能に及ぼす HSP27 作

用機構の解析―HSP27 が annexin II タンパ

ク質の安定化や核への移行に関わるかを調

査することとした。このために、HSP27 の発

現レベルの異なる培養ヒト細胞、あるいは

HSP27 の発現を増減させた細胞における

annexin II タンパク質の紫外線照射前後の

細胞内量、局在の変化を調査した。 

 

４．研究成果 

（１）HSP27 と annexin II の結合および細胞

内局在 

紫外線抵抗性細胞 APr-1 において、免疫沈

降実験により、HSP27 と annexin II の結合が

観察された（図１）。両者の複合体は、UVC 照

射前は主にサイトゾル画分に、照射後は核画

分に見出された（図１）。なお、HSP27 と HSP70

の結合は、照射前のサイトゾル画分中に検出

されたが、照射後の核画分では検出されなか

った（結果省略）。また、HSP27, annexin II, 

 

 

 

 

 

 

 

図１ HSP27と annexin II 複合体の紫外線照

射後の局在変化 

APr-1 細胞にUVC(10 J/m2)照射し 1 時間後、

サイトゾル画分と核画分を得た。各画分を抗

HSP27 抗体で免疫沈降した後、抗 annexin II

抗体でウェスタン解析し、UVC未照射サンプ

ルと比較した。 

 

HSP70 三者の複合体は検出されなかった（結

果省略）。APr-1 細胞では、UVC 照射１時間後、

HSP27 と annexin II の細胞内量が増加した

（図２）。その増加率は、サイトゾル画分に

比べ核画分の方が顕著であった。一方、APr-1

同系細胞で紫外線感受性の RSa 細胞では、両

タンパク質のUVC照射後の増加はほとんど検

出されなかった（図２）。また、RSa 細胞では

明確な HSP27 と annexin II の結合が観察さ

れなかった（結果省略）。以上の結果より、

紫外線抵抗性細胞 APr-1 で、annexin II は

HSP27 と複合体を形成すること、両者の複合

体は紫外線照射に応じて細胞質から核へ移

行することが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ HSP27と annexin II の紫外線照射後の

局在変化 

RSa と APr-1 細胞にUVC(10 J/m2)照射し 1時

間後、サイトゾル画分と核画分を得た。各画

分を抗 HSP27 抗体と抗 annexin II 抗体を用

いてウェスタン解析した。タンパク質量を、

UVC 照射前に対する照射後の相対値で示して

ある。 
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（２）annexin II の UVC 致死抵抗性への関

与 

siRNA 処理により annexin II の発現を抑

制された APr-1 細胞（Transfectant with Ann 

Stealth RNAi 1, Transfectant with Ann 

Stealth RNAi 2）では、 ネガティブコント

ロール siRNA 処理細胞（Transfectant with 

NC Stealth RNAi）および mock 処理細胞に

比べ、UVC 致死感受性化が認められた（図３）。

逆に、annexin II を過剰発現させた RSa 細

胞（ANEXII-11, ANEXII-13）では、ベクタ

ーコントロール細胞（V1, V2）に比べ UVC

致死抵抗化が認められた（図４）。UVC によ

る損傷 DNA に対する特異抗体を用いた損傷

DNA 除去能力解析により、annexin II 発現

抑制細胞では除去能力の低下が、過剰発現

細胞では除去能力の増加が認められた（結

果省略）。従って、annexin IIが紫外線致死

抵抗性に関わること、およびその一因とし

て、損傷 DNA 修復過程が関与することが示

唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ annexin II発現抑制による紫外線致死

感受性化 

APr-1 細胞をannexin II に対する siRNA 処

理 48時間後、UVC照射し、2週間後のコロニ

ー形成能力を調べた。 
 
 

（３）annexin II の機能に及ぼす HSP27 作

用機構の解析 

HSP27 の細胞内発現量は、UVC 照射前は

APr-1 細胞でRSa 細胞に比べ多く、また、紫

外線照射後は照射前に比べ、APr-1細胞では

増加が認められたがRSa細胞ではほとんど増

加が認められなかった（図５、Wano et al., 

Exp.Cell Res.298, 584-592, 2005）。一方、

annexin II 量は、RSa 細胞では UVC 照射後減

少したが、APr-1 細胞では減少しなかった（図

５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ annexin II過剰発現による紫外線致死

抵抗化 

annexin II を安定過剰発現させた RSa 細胞

（ANEXII-11, ANEXII-13）とベクターを導入

した RSa 細胞（V1, V2）を UVC 照射し、2週

間後のコロニー形成能力を調べた。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ RSa と APr-1 における紫外線照射後の 

annexin II タンパク質量の変化 

UVC 照射後の各時間に全細胞溶解液を調整

し、抗 HSP27 抗体と抗 annexin II 抗体を用

いてウェスタン解析した。タンパク質量を、

UVC 照射前に対する照射後の相対値で示して

ある。 

 

 

RSa細胞にHis-HSP27を過剰発現させると、

UVC 照射後の annexin II 量の減少が認められ

なくなり、かえって増加した（図６, Ａ）。
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また、APr-1細胞のHSP27発現を抑制すると、

annexin II 量の減少が観察され、さらに、UVC

照射後の annexin II 量の減少も認められる

ようになった（図６, B）。 

従って、HSP27 は annexin II の細胞内量、

および、紫外線照射後の発現量を調節するこ

とが示唆された。HSP27 による annexin II 量

の調節の機構は不明であるが、合成や安定性

の調節などに関わる可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ HSP27 発現量を増減させた細胞におけ

る紫外線照射後の annexin II タンパク質量

の変化 

His-HSP27を一時的に過剰発現させたRSa細

胞（Ａ）と si処理により HSP27 の発現を抑

制した APr-1 細胞（Ｂ）に UVC 照射し、各時

間後に全細胞溶解液を調整し、抗 annexin II

抗体を用いてウェスタン解析した。タンパク

質量を、(Ａ)はベクター導入細胞における

UVC 照射前値を１とし、（Ｂ）は mock処理細

胞におけるUVC照射前値を１とした相対値で

示してある。 
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