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研究成果の概要（和文）：TNF-αを産生するADAM17は、その活性化に介在蛋白としてAnnexin A2が必要であることを見
出した。Annexin A2遺伝子改変マウス（Annexin A2-/-マウス）を作製し、炎症性腸疾患（実験腸炎）モデルにおいて
、Annexin A2の果たす役割を検討しようとした。Annexin A2-/-ES細胞を偽妊娠C57Bl/6雌マウス子宮に移入し、キメラ
マウスを得たが、精巣や子宮付属器の発育が悪く、ノックアウトマウスを作製することができなかった。Annexin A2は
、生殖器の発育に関与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Inhibition of Annexin A2 may be a new therapeutic strategy for the prevention of 
TNF-α shedding during inflammatory bowel disease inflammation.We try to propose the potential of Annexin 
A2 as a new molecular target for the treatment of IBD by using Annexin A2 knockout mouse. Annexin A2 
knockout mouse cannnot be established becase chimera mouse's genital organ was immature. Annexin A2 is 
likely to be associated with mouse's genital organ formation.

研究分野：消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
抗 TNF抗体療法は IBD 治療の根底を変えた
が、無効例の存在などが問題になりつつある。
我々は、最近、ADAM17 が、I型膜蛋白である
EGF リガンドの前駆体から、amphiregulin や
HB-EGF を放出(shedding)する際には、主に
ANX A8（一部 A9）が制御蛋白として作用する
ことを明らかにした。また、この成績にヒン
トを得て、10種ある ANX の全種類の遺伝子と
有効な siRNA をそれぞれに作成し、スクリー
ニング実験を繰
り返し行った結
果、 ADAM17 が
TNF-転換酵素
(TACE)としての
活性を持つため
には、ANX A2 が
細胞膜上で介在
蛋白として作用
することを、初
めて明らかにし
た（図１）。す
なわち、ADAM17 が、II 型膜蛋白である前駆
体に作用して、細胞外ドメインである TNF-
を shedding するためには、細胞膜上でANX A8
（A9）に代わり ANX A2 と結合する必要のあ
ることを見出した（図 2）。この成績は「ANX 
A2 と ADAM17 の結合することで、TNF-産生を
制御している」を明確に示している。ANX A2
が炎症性腸疾患の炎症進展の病態に関与し
ているメカニズムの詳細は全く不明であっ
た。 
 
 

２．研究の目的 
(1) ANX A2 遺伝子ノックアウトマウスを樹立
する。TNBS や DSS 惹起炎症性腸疾患腸炎モデ
ルから ANX A2 が炎症の進展にどのように関
与しているかを明らかにし治療ターゲット
になりうるかを検討する。 
(2) ヒト炎症性腸疾患（潰瘍性大腸炎および
クローン病）患者おいて ANX A2 が疾患活動
性バイオマーカーとしての役割を果たすか
どうかを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ANX A2 遺伝子ノックアウトマウスを樹
立 
ANX A2 遺伝子を不活化するために、チミジン
キナーゼ標識 neomycin resistance (neor) 

cassette を 有 す る ベ ク タ ー を 使 い
electroporation法にてマウスESに遺伝子導
入し ANX A2 をコードするマウス genomic DNA
配列 exon3-4 部分を相同遺伝子組換させた。
neomycin, gancyclovir にて選別することに
より作成した ANX A2 ノックアウトマウス ES
細胞を培養、増殖させ、胚盤胞期胚へ ES 細
胞 10－15 個/胚×200 個顕微注入および移植
を行う。状態の良い胚細胞を 25 匹の偽妊娠
C57Bl/6 雌マウス子宮に移入し、16 匹キメ
ラマウス（キメラ率 30-80％）を得た。 
 
４．研究成果 
さらにキメラ率30-80％の15匹キメラマウス
（雄 11 匹、雌 1 匹）それぞれに、雄には雌
を 2匹ずつ、雌には、雄を 1匹ずつ一緒に飼
育し交配させ、ヘテロマウスを効率よく作製
しようとしたが、得ることができなかった。
特にキメラ率の高いマウスは、不妊となり、
仔ヘテロマウスは生まれてこなった。原因検
索のため、キメラマウスを屠殺、解剖すると、
精巣や子宮付属器の発育が非常に悪く、さら
に交配し、ヘテロマウスを得るには不可能な
生殖器の発育不良が観察された。精巣や子宮
付属器の発育が非常に悪い状態。 
雄キメラマウス（キメラ率 70％） 
 

精巣は萎縮し、精巣が形成されていなかった。

また、雌キメラマウス（キメラ率 70％）でも 
右の子宮の形成が不完全であった。 
ANX A2 ノックアウトマウス ES細胞を培養し、
数を増やし胚盤胞にインジェクションし、状
態の良い胚盤胞細胞を偽妊娠C57Bl/6雌マウ



ス子宮に移入し、キメラマウス（キメラ率
30-80％）を複数得る作業を繰り返し 3 回行
った。しかしながら、特にキメラ率の高いマ
ウスは、妊孕性がなく不妊となった。解剖す
ると、精巣や子宮付属器の発育が非常に悪く、
不妊の原因と考えた。 
以上のことから ANX A2 は、生殖器発育にか
かわる重要な遺伝子だと結論づけた。 
 
(2) 炎症性腸疾患患者における ANX A2 が疾
患活動性バイオマーカーとしての検討、ANX 
A2 測定系の構築 
血清中、尿中 ANX A2 測定のための測定系を
確立する。 

ANX A2を定量する方法が存在しないため質量
分析を使って測定系を構築する必要がある
と考えた。 
次の手順に従って測定系を構築した。 

まず、ANX A2リコンビナント蛋白を得るため、
共同研究者である愛媛大学東山教室でコム
ギ胚芽無細胞蛋白質合成法を利用した試験
管内蛋白質合成システムで、ANX A2 リコンビ
ナント蛋白を合成、精製した。 
そのあと、ANX A2 を特異的検出できる 10 種
のペプチドを決定した。 
 

今後、実際の炎症性腸疾患患者において疾患
活動性バイオマーカーとしての役割を果た
すかどうかを検討している。 
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