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研究成果の概要（和文）：ステロイドの抗炎症作用の本体として抗炎症タンパク質ある好中球の

細胞質中で刺激物に依存して Ca++依存性に酸性リン脂質に可逆的に会合する Annexin１の生理

機能を解析した。その結果、NF-kB のサブユニットである p65 と結合することが判明した。さ

らに、新しい好中球の機能である細胞外トラップにおける Annexin１の機能を解析し、細胞外

へ DNA と結合して放出されることがあきらかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：The anti-inflammatory protein annexin-1 is a potent mediator of 
inflammation resolution and a 37-kDa member of the annexin family of calcium and 
phospholipid-binding proteins, expressed constitutively in many cells, including 
neutrophil. The purpose of this study was to investigate the effect of annexin-1 protein 
as an endogenous regulator of anti-inflammatory effect and extracellular traps. Annexin 
1 directly bound to p65 of NF-kB. Annexin 1 also released to extracellular space with 
nuclear DNA during formation of extracellular traps.  
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１．研究開始当初の背景 
 炎症は、多くの疾病の病因となり、糖尿病
やがんなどにとどまらずアレルギー病態な
ど、多くの疾病に関わることが報告されてい
る。酸化ストレスは炎症の起点となるだけで
なく、増悪因子としても注目され、その量と
質を制御することが課題となっている。好中
球は、炎症反応のトップバッターとして炎症
局所に集積する細胞であり、活性酸素、一酸
化窒素（NO）を艦砲射撃することによって生
体を防御している。しかしながら、生体への
これらラジカルの過大な侵襲が臓器障害因

子となる二面性も持ち合わせている。従って、
活性酸素、一酸化窒素（NO）の量と質あるい
は好中球の炎症組織への浸潤を制御するこ
とが可能となれば炎症を起因とする疾病を
改善することが可能となる。 
 抗炎症薬としてステロイドが使用され、皮
膚アレルギーの薬剤としても用いられてい
るが副作用が大きくその作用機構の詳細も
明らかにされていない。ステロイドの抗炎症
作用の本体として抗炎症タンパク質が注目
され、本研究者が発見した好中球の細胞質中
で刺激物に依存して Ca++依存性に酸性リン脂
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質に可逆的に会合するアネキシン１も、ステ
ロイドにより発現誘導される蛋白である。こ
れまで本蛋白が、細胞内でフォスホリパーゼ
A2を抑制することによって抗炎症作用を示す
ことを示してきた。近年、本蛋白が炎症部位
で細胞外に分泌され、好中球のフォルミルペ
プチドの受容体に結合し、好中球の組織への
浸潤を抑制することが明らかとなった。さら
に、下垂体、視床下部でのフォルミルペプチ
ドの受容体の発現が明らかになり、アネキシ
ン１がこの受容体にも結合して視床下部—下
垂体—副腎軸での内分泌制御に関わる新たな
可能性が指摘されつつある。また、分泌され
たアネキシン１の限定分解ペプチドも同様
の作用をもつ実験データも得られた。 
 
２．研究の目的 
１） アネキシンは、現在 15 種類検出されて

いるが、酸性リン脂質と結合する C 末
端の 4 回の繰り返し構造と N 末端の各
アネキシン特異配列からなっており、
各アネキシンの性質は N 末端の特異配
列が決定する。アネキシン１の N 末端
は、細胞内で蛋白分解酵素により限定
分解される。アネキシン１の N 末端の
ペプチドはフォルミルペプチドの受容
体を介して作用するがその全貌は明ら
かにさえていない。その作用を特定す
る。 

２） 炎症部位では集積した好中球が機能し
た後、マクロファージに貪食されなけ
れば、ネクローシスにおちいり、組織
を傷害する可能性がある。アネキシン
１は酸性リン脂質であるフォスファチ
ジルセリンに結合するが、好中球より
分泌されたアネキシン１が、アポトー
シスに陥った好中球の細胞外に露出し
たフォスファチジルセリンに結合し、
マクロファージ側の受容体に結合し、
貪食を促進するか否かを解析し、好中
球の炎症部位でのクリアランスに関与
する可能性を解析する。さらに、好中
球の新しい生体防御機能である細胞外
トラップにける役割を解析した。 

３） Yeast Two-hybrid 法により、アネキシ
ン１と結合する KLHL5 を検出した。本
タンパク質は細胞骨格タンパク質とし
て分布すると共にレッドクス制御に関
与するNrf2-Keap1の Keap1と相同性を
持つ。従って、アネキシン１と KLHL5
の結合が細胞骨格タンパク質の機能お
よびレッドクス制御に関与する可能性
を明らかとし、フォスホリパーゼ A2抑
制以外の本タンパク質の細胞内での機
能を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
１） アネキシン１と好中球の相互作用の

解析 
 アネキシン１は現在アポトーシス細胞を
検出するために使用されているアネキシンV
のファミリーであるが、アネキシンVとはN末

端構造が異なる。アネキシン１は細胞内では
刺激依存性に上昇した細胞内Ca++依存性に蛋
白のコア部分である4回の繰り返し構造の領
域が細胞膜内側に局在する酸性リン脂質で
あるフォスファチジルセリン(PS)に結合す
る。本結合様式は、アネキシンVがアポトー
シス細胞の細胞表面に露出された酸性リン
脂質（PS）に結合する様式と同じである。ア
ネキシン１もアポトーシス細胞にコア領域
で結合する。しかし、解析の結果、PSを外側
に露出していない好中球の細胞外側にアネ
キシン１が結合することが明らかとなった。
従って、N末端領域で結合する可能性が考え
られる。そこで、以下の解析を行う。 
① アネキシン１の好中球との相互作用を行

うアミノ酸配列を解析すべく図に示すペ
プチド（Ac1-26, Ac1-12, Ac13-26）と完
全長のアネキシン１およびN末の欠損し
たCORE アネキシン１をin vitroトランス
レーションで作成する。 

② これらのペプチド、蛋白が好中球に結合
するか否かを免疫蛍光法にて顕微鏡下、
およびフローサイトメトリーを用いて詳
細に解析する。 

N 末の配列には Cキナーゼなどでリン酸化さ
れるアミノ酸があり、刺激物に依存して細胞
外に放出されるアネキシン１がリン酸化さ
れている可能性は高い。そこで、リン酸化さ
れたペプチドを用いて好中球の結合性が変
化するか否かを解析する 
３）アネキシン１のアポトーシスにおける役
割の解析 
 炎症部位では集積した好中球が機能した
後、マクロファージに貪食されなければ、ネ
クローシスにおちいり、組織を傷害する可能
性がある。アネキシン１は酸性リン脂質であ
るフォスファチジルセリンに結合するが、好
中球より分泌されたアネキシン１が、アポト
ーシスに陥った好中球のクリアランスに影
響するのか否かの解析は全く行われていな
い。この際の作用は幾通りかが考えられる。 
① アネキシン１が好中球の受容体に結合し

て直接好中球のアポトーシスを促進ある
いは抑制する。  

② アネキシン１がアポトーシスを起こした
好中球の PS に結合して、マクロファージ
が好中球のPSを認識するのを抑制して貪
食を抑制する。 

③ アネキシン１が好中球の受容体に結合し、
マクロファージはアネキシン１のコア領
域を PS で認識して貪食を促進する。 

④ アネキシン１はアポトーシスを起こした
好中球にコア領域で PS と結合し、N 末の
特異配列に対する受容体をマクロファー
ジ側が発現して貪食が促進される。 

これらの条件について、完全長のアネキシン
１のみならず N 末ペプチドおよびコア・アネ
キシン１さらに現在キット化されているア
ネキシン Vと比較することによって、本タン
パク質あるいはペプチドが好中球の炎症部
位でのクリアランスに関与する可能性を解
析する。細胞として好中球、マクロファージ
を使用することはもちろんのこと細胞系の



モデルとして HL-60 細胞を好中球様およびマ
クロファージ様の 2つの系に分化させ、それ
らとアネキシン１、ペプチド、アネキシン V
および特異抗体などを用いて詳細に解析す
る。 
 
 
４．研究成果 
平成 22 年度 
ステロイドの抗炎症作用の本体として抗炎
症タンパク質が注目されているが、その機構
は明らかにされていない。好中球の細胞質中
で刺激物に依存して Ca++依存性に酸性リン
脂質に可逆的に会合する Annexin１もステロ
イドにより発現誘導される抗炎症蛋白であ
るが、その生理機能は明らかでない。Annexin
１の生理機能を解析するため、本研究では、
その細胞内結合タンパク質を同定し、その機
能を解析した。Annexin１結合タンパク質は
抗 Annexin１特異抗体を用いた免疫沈降法に
より検出した。特に、Annexin１Tg マウスに
エンドトキシンショックを誘導して、炎症時
に特異的に結合するタンパク質の同定を試
みた。エンドトキシンショックにより
Annexin１の発現が上昇するが、これまで同
定してきたタンパク質と違う新たな結合蛋
白質を検出した。免疫沈降法により、NF-kB
のサブユニットである p65と結合することが
判明した。p65 は、Annexin１と結合し、その
核移行が阻害される傾向がみられた。したが
って、アネキシン 1Tg マウスがエンドトキシ
ンショックでの生存性が高いことやサイト
カインの放出が低いのは、これらの結合が背
景にあるものと考えられた。今後、結合性の
メカニズムを詳細に検討することでアネキ
シン１の抗炎症機構の解明につながると考
えられる。  
平成 23〜24 年度 
好中球は活性酸素を産生するだけでなく、近
年、新しい生理機能として、extracellular 
trap をおこして生体防御機能をはたすこと
も知られている。本年度は、好中球でのアネ
キシン１の発現が、麻酔薬により増強するこ
とおよび好中球の新しい生理機構である
extracellular trap におけるアネキシン 1の
機能を解析した。麻酔薬として、プロポファ
ールを用いた。培養細胞である HL-60 細胞に
添加し、その発現の海を解析した。さらに、
好中球は、末梢血好中球および口腔内好中球
を健常人から採取し使用し、刺激あるいは無
刺激下でのアネキシン１の発現および
extracellular trap におけるアネキシン 1の
分布を解析した。エンドトキシンによりアネ
キシン 1の培養細胞内での発現が上昇するが、
麻酔薬であるプロポフォールを前処理する
おアネキシン１の発現が増強され、炎症性サ
イトカインの発現は低下した。従って、プロ
ポフォールは、抗炎症タンパク質を誘導し、
炎症ストレスを軽減させる可能性が示唆さ
れた、また、extracellular trap におけるア
ネキシン 1 の分布を解析した結果、
extracellular trapの進行にともないアネキ
シン 1 の分布は、一度核に移行し、その後、

細胞外へと放出されることが判明した。以上
の結果から、アネキシン１の抗炎症機構の解
明につながると考えられる。 
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