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研究成果の概要（和文）：annexin IIは、シャペロンHSP27と結合し細胞質に局在するが、細胞外や核内にも存在する
。しかし、細胞外放出機構や細胞外・核内での機能は十分には解明されていない。
本研究では、annexin II の細胞外放出にp38 MAPKを介する酸化ストレスシグナルが関わること、および、低線量X線照
射によりその機構が活性化されることが示唆された。また、膵癌由来細胞においては、annexin IIが多く放出され、細
胞外のannexin IIが抗癌剤やX線に対する抵抗化に関わる可能性が示された。一方、annexin IIの核内での機能として
は、損傷DNAの修復機構に関わることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Annexin II, the chaperone HSP27-binding protein in the cytoplasm, is known to be 
localized in the extracellular space or in the nucleus of human cells. The mechanisms of the localization 
and its functions in the extracellular space or in the nucleus are not yet fully understood.
The current study is the first report to suggest that the reactive oxygen species (ROS)-activated signal 
pathway via p38 MAPK was involved in the extracellular release of annexin II, and this pathway was 
stimulated by low-dose X-ray irradiation. Furthermore, we found that pancreatic cancer-derived cells 
released annexin II more abundantly than other cancerous or noncancerous cells did, and our finding 
suggested the possibility that extracellular annexin II confers resistance to anticancer drugs and X-ray 
irradiation via PI3K and MEK signal pathways. We also suggested a novel potential role of annexin II in 
the nuclei that is associated with repair activity of damaged-DNA

研究分野： 放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 

(1) シャペロン・結合タンパク質の細胞内で
の機能 

研究代表者らは、ヒト細胞における放射線
抵抗性に関わる分子メカニズムを研究して
きており、これまでに、細胞質シャペロン
HSP27, GRP78, GRP94が紫外線やX線に対す
る致死抵抗性に関わることを見出した 1,2)。続
いて、HSP27 結合タンパク質として annexin II
を同定し、HSP27・annexin II 複合体が、紫外
線致死抵抗性に関わるとの示唆を得た 3)。こ
れらの知見が示すように、上述のシャペロン
類やその結合タンパク質 annexin II は、細胞
内の DNA 損傷応答で重要な機能を持つこと
が予測されるが、その機構の詳細は不明であ
った。 

(2) シャペロン・結合タンパク質の細胞外で
の機能 

上述のシャペロンや annexin II4)は細胞外へ
も放出されることが知られているが、細胞外
での機能や放出機構の詳細は十分には明ら
かにされていない。代表者らは、細胞外シャ
ペロンとその結合タンパク質が、細胞外から
も放射線応答に関わると予測し、recombinant 
annexin II を作製し、紫外線高感受性培養ヒト
細胞の培養液中に添加したところ、比較的低
線量の紫外線に対し、細胞が致死抵抗化する
ことを見出した 5)。これらの知見から、シャ
ペロン類と annexin II は、放射線などのスト
レス負荷に応じて細胞外に放出され、外表面
から、オートクラインあるいはパラクライン
作用により致死抵抗化に関わる可能性が示
唆された。 
 
２．研究の目的 
代表者らは、これまで主に紫外線について

調査してきた結果を基に、シャペロンとその
結合タンパク質による放射線抵抗性の機構
には、細胞外表面からの作用を介するものと、
核内での損傷 DNA 修復過程に関わるものの
異なる２つが存在すると考えている。本研究
は、上記の応答が I）電離放射線(主に X 線)
や電磁波に対しても機能するかを調査し、II）
細胞外と III）核内での作用メカニズムを解明
することを目的とする。 
具体的な研究概要としては、研究が先行し

ている HSP27 とその結合タンパク質 annexin 
II を中心に、１) X 線・電磁波・紫外線など
のストレスを線量別に細胞に曝露した後の
細胞外放出や細胞内局在調査、２)細胞外での
作用については、放出された因子によるスト

レス抵抗化、その作用機構の詳細および放出
機構の解析、３)核内での機能については、損
傷 DNA 修復への関与を検討した。 

 
３．研究の方法 
(1)培養ヒト細胞 
培養ヒト細胞 RSa、子宮頸癌細胞 HeLa、膵

癌由来細胞 BxPC-1、MiaPaCa-2、AsPC-1、KP-4、
および Panc-1 を用いた。 
(2)阻害剤処理・X 線照射およびその後の培養
液回収 
細胞を直径 10 cm シャーレに播種し（2x106

細胞/シャーレ）、24 時間培養した後、血清無
添加の MEM 培地で 1 回洗った。その後、血
清無添加の MEM 培地 7 ml を加え、X 線（0, 
0.2, 1, 4 Gy）あるいは短波長紫外線（UVC）
（0, 0.4, 3, 12 J/m2）照射し、1 時間あるいは 4
時間後に培養液を回収した。阻害剤実験では、
N-acetyl cysteine（NAC）（10 mM）あるいは
SB203580（10 M）を含む血清無添加の MEM
で 1 時間前処理した後、X 線 0.2 G 照射し、
さらに 1 時間培養した後、培養液を回収した。 
(3)培養液中のシャペロン・結合タンパク質の
検出 
培養液に、phenylmethanesulfonyl fluoride 

(PMSF) 1 mM と bovine serum albumin (BSA) 4 
g を添加し、Centrifugal Filter Units (Millipore, 
Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland)で濃縮した。さ
らに、トリクロロ酢酸を加えて得た沈殿を
SDS サンプリング 液処理し、annexin II と
HSP27 との存在量をウエスタンブロット法
により解析した。 
(4)ウエスタンブロッティング解析 
一次抗体として、それぞれ抗 annexin II 抗体
と抗 HSP27 抗体を用い、次いで、HRP-標識
二次抗体を用い、ECL 検出液による酵素反応
で生じた発光をルミノーイメージアナライ
ザーLAS-3000 で検出した。培養液の回収率
などの補正は、初めに培養液に添加した BSA
量を指標にすることとし、SDS-PAGE ゲル上
の BSA のタンパク質バンドをクマシーブリ
リアントブルー（CBB）で染色し、その濃さ
をサンプル間で比較した。 
細胞内シグナル伝達分子の活性化（リン酸

化）状態の検討には、線量別 X 線照射 1 時間
後に回収した細胞を、プロテアーゼ阻害剤と
脱リン酸化酵素阻害剤を含む低張緩衝液（10 
mM Tris-Cl (pH 7.5), 10 mM NaCl, 2.5 mM 
MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5% 
NP-40）で溶解し、遠心して得た細胞質画分
を用いた。画分中の p38 MAPK のリン酸化状
態を、リン酸化 p38 MAPK（p-p38）を認識す



る抗体を用いたウエスタンブロッティング
法で解析した。同時に、リン酸化型・脱リン
酸化型の両方を認識する抗体で総 p38 MAPK
量を調べた。 
(5)紫外線損傷 DNA 除去能力解析 

UVC 照射された細胞を各時間培養した後、
DNA を抽出し、その中に存在する損傷 DNA
を、サイクロブタン型チミンダイマー(CPD)
と 6,4 光産物(6-4PP)に対する特異抗体を用い
た ELISA 法で測定した 6)。 
 
４．研究成果 
(1) 線量別ストレス曝露後のシャペロンとそ

の結合タンパク質の細胞外放出解析  
始めに、種々の細胞間の annexin II 細胞外

放出量を比較検討した結果、非癌培養ヒト細
胞や HeLa 細胞では放出量が少ないが、膵癌
由来細胞がより多く放出していることが明
らかになった（図 1A）7)。 
放出量の少ない HeLa 細胞では、低線量 X 

線 (0.2 Gy) 照射の 1 時間から 4 時間後、
annexin II の放出が認められた。この細胞外放
出量増加は低線量特異的であり、高線量では
認められなかった（図 1B）。 UVC 照射後も、
顕著な増加は観察されなかった（図 1B）。
HSP27 も低線量 X 線照射後、放出が亢進した
が（図 1B）、GRP78 の放出亢進は認められな
かった(結果省略)。一方、細胞内の annexin II
タンパク質と HSP27 タンパク質の発現量には、
コントロールの actin と比べ大きな変動は観察
されなかった。X 線のほかに、過酸化水素処
理によっても放出が促進されることを見出
した(結果省略)。 
放出量増加は抗酸化剤 N-acetyl cysteine 

(NAC)処理により抑制された（図 2A）。細胞
内の酸化ストレス応答シグナル分子 ATM, 
p38 MAPK, PI3K, Erk1/2 の活性化状態を調べ 
た結果、低線量 X 線照射後 p38 MAPK の活性
化が亢進していた（図2B）。さらに、p38 MAPK
阻害剤 SB203580 で前処理すると、低線量 X
線による放出量増加が抑制された（図 2A）。
また、過酸化水素（酸化ストレス剤）処理に
よる annexin II 細胞外放出促進も、NAC およ
び SB203580 前処理により抑制された(結果省
略)。 
以上から、低線量放射線による annexin II

放出促進には、p38 MAPK を介する酸化スト
レスシグナルが関わると考えられる。一方、
種々の細胞間での比較実験では、X 線および
過酸化水素致死抵抗性細胞では、低線量 X 線
照射による annexin II 細胞外放出促進が認め
られたが、感受性細胞では顕著な促進は認め 

られなかった。これらの結果からも、annexin 
II の細胞外放出に酸化ストレス応答が関わる
ことが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
なお、電磁波の影響として直流磁場（10 テ

スラ）の影響を調査したが、シャペロンとそ
の結合タンパク質の細胞外への放出は認め
られなかった。 

 
(2) 細胞外での機能の解析  

膵癌由来細胞の培養液や recombinant 
annexin II (rANX II) の培養液への添加によ
り、HeLa 細胞や膵癌由来細胞やの抗癌剤抵
抗性が増加することを見出した 7)。この抵抗
性増加は、PI3K や MEK シグナルを介するア
ポトーシス誘導抑制によることを明らかに
した 7)。さらに、rANX II が X 線抵抗性に関
わることも見出した（図 3）。 

 
(3) 核内の損傷 DNA 修復過程への関与 
annexin II の発現量を増減させた細胞につい
て、UVC および中波長紫外線(UVB)による損
傷 DNA 修復能力を紫外線損傷 DNA 除去能
力解析により調べた。その結果、発現量の 
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図 1. 

A. 種々の細胞における annexin II の細胞外
放出 
 

非癌細胞 RSa、子宮頸癌由来細胞 HeLa、
お よ び 種 々 の 膵 癌 由 来 細 胞 BxPC-1 、
MiaPaCa-2、AsPC-1、KP-4、Panc-1 における
annexin II 細胞外放出量を比較検討した。 

 
B. 線量別 X 線および UVC 照射後の

annexin II と HSP27 の細胞外放出 
 

照射 4 時間後の培養液を回収して解析し
た。培養液サンプル量の比較は CBB 染色さ
れた BSA で行った。 



増減に応じて損傷修復能力が増減したこと
から、annexin II の修復過程への関与が示唆さ
れた 6)。 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) 得られた成果の国内外における位置づ
けと今後の展望 

annexin II は、Ca2+依存性リン脂質結合性
タンパク質であり、主に細胞質に局在し、エ
ンドサイトーシスやシグナル伝達に関わる
ことが知られているが、最近、細胞外への放
出も示唆されている 4)。しかし、分泌シグナ
ルをもっていないことから、ゴルジ体を介す
る通常の分泌経路によらないと推測されて
おり、細胞外放出の分子機構は不明である 4)。
本研究では、ヒト細胞における annexin II の
細胞外放出機構に p38 MAPK を介する酸化
ストレスシグナルが関わること、および低線
量X線照射によりその機構が活性化されるこ
とを初めて示唆した。さらに、細胞外の
annexin II の新たな機能として、抗癌剤や X
線に対する抵抗化への関与を明らかにした。
一方、細胞内での機能としては、比較的高線
量の紫外線照射後の損傷 DNA 修復機構に関
わることを見出した。細胞内外での異なる
annexin II機能の切り替えがどのように調節
されているのか、また、HSP27 がその調節
に関わるのかなどが今後の興味深い課題で
ある。 
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図 2.  
A. 低線量 X 線照射後の annexin II 細

胞外放出の阻害剤による抑制 
 
阻 害 剤 NAC(10 mM) あ る い は

SB203580 (10 M)で 1 時間前処理後、
X線(0.2 Gy)照射し 1時間後に回収した
培養液を用いて解析した。 
 

B.  X 線照射後の細胞内シグナル伝達
分子 p38 MAPK の活性化 

 
照射 1 時間後に細胞を回収し、細胞質
画分を調製して解析した。 

図 3. 細胞の X 線致死感受性に及ぼす

rANX II の影響 

MiaPaCa-2 細胞と HeLa 細胞には
rANX II を0.8 g/ml , RSa細胞には0.2 
g/ml 培養液中に添加し 24時間処理し
た。その後、MiaPaCa-2 細胞と HeLa 細
胞には X 線 4 Gy、RSa 細胞には 3 Gy
照射し 2 週間後のコロニー数を数えて
生存率を求めた。 

B 
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