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略語一覧 

 

ADAM a disintegrin and metalloproteinase 

CM carboxymethyl 

DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 

DMSO dimethyl sulfoxide 

DTT dithiothreitol 

ECM extracellular matrix 

EMT epithelial mesenchymal transition 

FBS fetal bovine serum 

FGF fibroblast growth factor 

HUVEC human umbilical vein endothelial cell 

LDLa low-density lipoprotein receptor class A domain 

LRP low-density lipoprotein receptor-related protein 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS phosphate buffered saline 

RAOEC rat aortic endothelial cell 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SVMP snake venom metalloproteinase 

Tris tris (hydroxymethyl) aminomethane 

VAP1 vascular apoptosis-inducing protein 1 

vWFa von Willebrand factor type A 
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要	 旨 

 

	 ADAM（A Disintegrin and Metalloprotease）ファミリータンパク質は、がんの

浸潤転移や喘息など様々な疾患に関係している事が知られているが、ヒト内在

性 ADAM の生理的基質や作用機序に関する知見は乏しい。例えば、ヒト

ADAM8, 9, 12, 15, 19, 28, 33は、がんや白血球の浸潤に関わることが示唆されて

いるが、その標的分子や浸潤機構は明らかにされていない。また多くのヒト内

在性 ADAM は不活性型前駆体として存在しており、活性型分子の単離やそれ

を用いた解析は容易ではない。 

	 そこで本研究では、ADAMファミリータンパク質の中で生理活性を有する活

性型のヘビ毒 ADAM（VAPs: Vascular Apoptosis-inducing Proteins）に着目した。

このヘビ毒 ADAM は出血性のヘビ毒中に存在しており、出血や血管内皮細胞

の細胞間解離を引き起こす。また、ヘビ毒 ADAM は白血球やがんの浸潤に関

与するヒト内在性 ADAMと相同性が高く、特に ADAM8や ADAM28との相同

性が高い。細胞が浸潤するためには細胞間接着を破壊する必要があるが、浸潤

に関わるヒト内在性ADAMとヘビ毒ADAMはいずれも細胞間接着を破壊し細

胞を解離させるという点においても、共通の性質を示す。これらの知見は、ヘ

ビ毒 ADAMの標的分子と細胞間解離の機構解明が、ヒト内在性 ADAMによる

がん細胞浸潤の作用機構の解明に繋がる可能性を示唆している。 

	 本研究では、ヘビ毒 ADAM による出血機構と細胞間解離機構の解明を目指

して、ヘビ毒 ADAM による細胞応答や出血を引き起こす標的分子の探索を行

った。またヒト内在性 ADAM においても同一分子を標的とするか否かについ

て検討した。まず、ヘビ毒 ADAM により血管内皮細胞に引き起こされる細胞

間接着分子の変化について解析した。細胞間接着分子として細胞膜貫通タンパ

ク質 VE-cadherinに着目し、これがヘビ毒 ADAMにより分解されるか否かを検

討した。その結果、VE-cadherinはヘビ毒 ADAMで分解されないが、細胞接着

領域から細胞質に局在性を変化させること、また VE-cadherin と結合し、細胞

間接着に働くg-cateninも細胞接着領域から細胞質に局在性を変化させることが

観察された。このことは、ヘビ毒 ADAMが VE-cadherinを直接切断するのでは
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なく、なんらかの信号伝達経路を介して VE-cadherin とg-catenin の局在性を変

化させることを示唆している。 

	 b/g-cateninの細胞質への局在変化を引き起こす信号伝達経路としてWntシグ

ナルが知られている。Wntシグナルには古典的シグナルと非古典的シグナルと

呼ばれる信号伝達経路があるが、そのうち Wnt シグナルの古典的経路では、

Wntがその共受容体である LRP5または LRP6に結合する事により、b/g-catenin

の細胞質への局在変化を引き起こす。一方で、LRP5/6はその細胞外ドメインの

一部を欠失させた分子を発現させると、Wnt非存在下でもWntシグナルが活性

化され、b-cateninの細胞質への移行を引き起こすことが報告されている。そこ

で、LRP5/6がヘビ毒 ADAMにより特異的切断を受け、それによりWntシグナ

ルの活性化が起こるのではないかと考え検討を行った。その結果、LRP5/6 は

Wnt シグナルを活性化しうる部位で、ヘビ毒 ADAM により切断を受けること

が、LC/MSを用いた解析により判明した。 

	 そこで次に、この切断が細胞間接着や出血に関与するか否かを調べる目的で、

LRP6の切断を阻害する抗体（LRP6切断部位ペプチドに対する抗体）を用いて

解析したところ、ヘビ毒 ADAM による細胞間解離と出血がこの抗体で抑制さ

れることが判明した。このことは、ヘビ毒 ADAMによる LRP6の特異的切断が

細胞間解離と出血を引き起こすことを示唆している。 

	 もし、ヘビ毒 ADAMが LRP5/6の活性化部位で切断することにより出血を引

き起こすのであれば、切断部位に変異または欠失を有する LRP5/6 を持つ動物

では、ヘビ毒 ADAM による出血が抑制されることが予想される。そこで、実

際にヘビ毒により出血する動物と出血耐性を示す動物を取り上げ、LRP5/6の切

断部位配列と出血耐性との相関性について調べた。その結果、多くの出血耐性

動物の LRP5か LRP6のいずれかに、ヘビ毒 ADAMによる切断部位や、活性化

に重要な LDLaドメインに、変異が生じていることが判明した。多くの出血耐

性動物において、LRP5/6の切断部位に変異が見られるという事実は、出血にお

いて LRP5/6の特異的切断が重要であるという考えを支持している。 

	 次に、ヘビ毒 ADAM と同様に細胞間解離に関わる、浸潤関連ヒト内在性

ADAMである ADAM8と ADAM12を取り上げ、それらが LRP6を切断するか
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否かを検討した。その結果、これらのヒト ADAMも、ヘビ毒 ADAMが切断す

る LRP6切断部位と同一部位を切断することが、LC/MSを用いた消化断片解析

で明らかとなった。 

	 本研究により、ヘビ毒 ADAM とヒト内在性 ADAM である ADAM8,12 が

LRP5/6を活性化部位で切断することが示された。そして、その部位での切断は

血管内皮細胞の細胞間解離と出血に関与することが示唆された。また本研究に

より、LRP5/6の切断活性化を担う酵素を初めて同定することができた。ヒト内

在性 ADAM が細胞間解離や細胞浸潤に関与する機構に関しても新しいモデル

を提供することができた。これらの発見は、ヘビ毒 ADAM による出血のみな

らず、白血球やがん細胞の浸潤機構に関しても新しいパラダイムを提供するも

のであり、ADAMが関わる疾患の診断治療を考える上での一つの突破口となる

ことが期待される。 
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1. 序論 

 

	 ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) ファミリータンパク質はがんや喘息
などの様々な疾患に関係することが知られている (Edwards et al., 2008)。しかし、
多くのヒト ADAMにおいて、その生理的基質や作用機構は明らかになっていな

い。	  

	 ヒト内在性ADAMファミリータンパク質の中で機能が知られているものとし

て ADAM10と ADAM17が挙げられる (Edwards et al., 2008)。これらの ADAM

は膜タンパク質の一部を切断し遊離させるシェダーゼとして機能すると考えら

れているが、基質選択性が広く、分子系統解析からも他のヒト内在性 ADAMか

らかけ離れている (Edwards et al., 2008)。したがって、これらを用いてヒト内在
性 ADAM の一般的な機能を類推することは難しい。また、多くのヒト内在性
ADAM は不活性型前駆体として存在しており、活性化させるためには他のプロ
テアーゼを加える必要があることから、純化した活性型 ADAMを⽤いた機能解
析は容易ではない。 

	 そこで本研究では、ADAM ファミリータンパク質の中で生理活性を持つ活性

型のヘビ毒 ADAM (SVMP: snake venom metalloproteinaseとも呼ばれる) に着目

した。このヘビ毒 ADAM は出血性のヘビ毒中に出血因子として存在しており、

出血活性という生理活性を持った状態で精製することができる (Takehashi and 

Osaka, 1970; Takeya et al., 1990)。ヘビ毒 ADAMのいくつかは細胞外マトリック

スタンパク質であるコラーゲンやラミニンを切断する活性を有することから、

それらの活性が出血の主因である可能性も考えられる。しかし、これらの切断

活性と出血活性との間には必ずしも相関が見られず (Bjarnason and Fox, 1994; 

Ownby, 1990; Escalante et al., 2006)、出血の主因となる、ヘビ毒 ADAMの標的タ

ンパク質とは考えにくい。一方、細胞膜タンパク質である血小板のインテグリ

ンa2b1や線維芽細胞の annexin Vなどがヘビ毒ADAMによって切断されるとい

う報告もあるが、これらに関しても、出血との因果関係は明確ではない 

(Kamiguti et al., 1996; Pinto et al., 2007)。 

	 当研究室の荒木らは、出血性ヘビ毒が、血管を構成する血管内皮細胞にアポ

トーシスを引き起こすことを報告している (Araki et al., 1993)。荒木らは、この

血管内皮細胞にアポトーシスを引き起こすタンパク質を精製し、VAPs (Vascular 
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Apoptosis-inducing Proteins)と命名した (Masuda et al., 1997; Masuda et al., 1998)。

VAPsは、ADAMファミリータンパク質に属し、血管内皮細胞に作用して、細胞

の断片化や細胞接着の破壊（細胞間解離）などを引き起こす (Masuda et al., 2000; 

Maruyama et al., 2005)。この VAPs はコラーゲンやラミニンなどの ECM 

(extracellular matrix) タンパク質をほとんど分解せずに出血活性を示すことから 

(Araki et al., 2002)、少なくとも VAPsによる出血においては、ECMの分解という

よりは、血管内皮細胞に対する何らかの作用が重要であると考えられる。また、

この VAPsは、出血性のヘビであるニシダイヤガラガラヘビの粗毒において、ヘ

ビ毒 ADAM中の約 6割を占めており (Fox et al., 2006)、VAPsの血管内皮細胞に

対する活性が出血において重要であるという考えを支持している。先行研究に

おいて、血管内皮細胞表面の VAP標的分子の探索や作用機序に関する研究が進

められてきた。そして、VAPsによるアポトーシス誘導が、インテグリンa3, a6, 

b1 に対する抗体により抑制されること、また VAPs の作用により p53 が活性化

されること等が明らかになっている (Araki et al., 2002; Zhao et al., 2004)。また、

VAPsの結晶化や X線構造解析が武田らにより進められ、VAP1の立体構造も明

らかになっている (Takeda et al., 2006)。しかし、VAPsの作用機構を知る上で重

要な、標的分子の同定には至っていない。そこで本研究ではヘビ毒 ADAMであ

る VAPsによる出血機構の解明を目指して、まずヘビ毒の標的分子の探索から検

討を行った。 

	 また、本研究はヘビ毒 ADAM（VAPs）に加えて、ヒト内在性 ADAM につい

ても研究を行った。ヒト内在性ADAMとヘビ毒ADAMの関係を以下に述べる。

ADAMの中では、ヘビ毒 ADAMと ADAM8, 9, 12, 15, 19, 28, 33との相同性が高

く、特にADAM8やADAM28はヘビ毒ADAMと相同性が高い (Casewell, 2012)。

ADAM8, 9, 12, 15, 19, 28, 33は白血球やがんの浸潤に関わることが発現解析など

から報告されている (Shintani et al., 2004; Wildeboer et al., 2006; Rao et al., 2012)。

また、ADAM12 が、浸潤突起や浸潤に関係しているアクチンリッチ仮足の先端

に局在することが報告されている (Abram et al., 2003; Stautz et al., 2010)。

ADAM15とADAM19も同様に浸潤突起への局在が示唆されている (Abram et al., 

2003)。細胞が浸潤するためには血管の細胞間接着を破壊する必要がある。ヘビ

毒 ADAM と浸潤に関わるヒト内在性 ADAM は、いずれも細胞間接着破壊（細

胞間解離）を誘導するという点で、共通の性質を持つ (Fig. 1)。ヘビ毒 ADAM

が浸潤に関連するヒト内在性 ADAMと高い相同性を持つことや、ヘビ毒 ADAM
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と浸潤に関連するヒト内在性ADAMが細胞間解離という共通の生理活性を示す

ことから、ヘビ毒 ADAM による細胞間解離機構を調べることは、ヒト内在性

ADAMの浸潤機構の解明に繋がる可能性がある (Fig. 1)。 

	 本研究は、細胞間接着と Wnt シグナルの関わりについても検討した。Wnt シ

グナルは発生、分化、がん化に関わることがよく知られている (Dickinson et al., 

1992; Nusse et al., 1992)。このシグナル経路は、細胞間接着活性を低下させ、細

胞の移動性を上げることで、細胞に間葉細胞様の性質を獲得させ、増殖や EMT 

(上皮間葉転換)を誘導すると考えられている。このWntシグナル経路のうち古典

的 Wnt 経路では、シグナルが活性化されると、b-catenin の分解が阻害され、

b-catenin が細胞質に蓄積し、b-catenin 依存的な転写が活性化される (Papkoff et 

al., 1996; Fig. 2A)。上皮細胞と血管内皮細胞のような細胞間接着がしっかりでき

ている細胞では、b-catenin は cadherin と共に細胞間接着領域に局在しており、

b-cateninの Wntシグナルへの関与は不明であった。最近の研究で、Wntシグナ

ルにより、細胞間接着領域に存在するb-catenin とそのパラログであるg-catenin

が cadherin から離脱して、細胞間接着領域から細胞質に移行することが報告さ

れた (Lai et al., 2011; Grossmann et al., 2013; Pellon et al., 2013)。すなわち、Wnt

シグナルの活性化には、b-catenin の分解阻害だけではなく、細胞間接着領域に

存在するb-cateninの細胞質への移行も関わっていると考えられる。 

	 Wnt シグナルの受容体とその活性化については以下の様なことが報告されて

いる。Wntの共受容体である LRP5と LRP6 (LRP5/6) はWntシグナルにおいて、

Wnt と結合し、b-catenin の分解を抑えることで、Wnt シグナルを活性化する。

LRP5/6 は cadherin と共局在し、Wnt シグナルにおいて、b/g-catenin の cadherin

からの離脱に関わることが知られている (Haÿ et al., 2009; Casagolda et al., 2010)。

このように LRP5/6 は Wnt と結合することで Wnt シグナルを活性化することが

知られているが、一方で LRP5/6 の細胞外に存在しているbプロペラドメインを

欠失させた変異体はWnt非存在下でもWntシグナルを活性化することできると

報告されている (Mao et al., 2001; Brennan et al., 2004 Fig. 2B)。さらに、この変異

体は E-cadherin からのb-catenin の離脱を誘導することが報告されている 

(Vinyoles et al., 2014)。しかし、このようなbプロペラドメインを除去できる部位

で LRP5/6 を切断する酵素は見つかっていない。本研究では、ヘビ毒 ADAM や

ヒト内在性 ADAMの LRP5/6切断部位を同定し、これらの酵素が、LRP5/6の活

性化に関わるか否かも検討した。 



 11 

	 様々な疾患に関わるヒト内在性ADAMの生理的基質と作用機構を解明する第

一歩として、ヒト内在性 ADAM と相同性を示す活性型ヘビ毒 ADAM の標的分

子を探索し、その作用機構を明らかにすることは、新しい治療法を考える上で

も重要である。そこで本研究では、まずヘビ毒 ADAMによる細胞応答を引き起

こす標的分子の同定と出血メカニズムの解明を目指し、それを足がかりにして

ヒト内在性 ADAMの標的分子や作用機構の解明を目指すという戦略をとった。 

	 本研究ではまずヘビ毒ADAMが血管内皮細胞に引き起こす細胞間結合の変化

について解析した。その結果、VE-cadherin が細胞間接着領域から細胞質に分解

されることなく移動すること、またg-cateninも細胞間接着領域から細胞質に移行

することが示唆された。上述のように、LRP5/6が細胞外ドメインの一部を失う

とg-cateninを移動させる可能性があるため、LRP5と LRP6がヘビ毒 ADAMによ

り切断されるかどうか、またどの部位で切断されるかを調べた。その結果、LRP5

と LRP6が、細胞間結合に変化を引き起こしうる部位で切断を受けて、Wntシグ

ナルを活性化していることが示された。 

	 この切断を、阻害抗体を用いて阻害することで、実際にこの切断が細胞間結

合の変化と出血に関わることが示唆された。さらに興味深いことに、出血耐性

動物として知られている動物においては LRP5、LRP6のヘビ毒 ADAMによる切

断活性化に関わる部位に変異が生じていることが明らかになった。本研究によ

り、ヘビ毒 ADAMによる LRP5、LRP6の切断活性化が、細胞間解離と出血を引

き起こしているという全く新しい出血モデルを提唱することができた。 

	 さらに、浸潤に関わる ADAM8、ADAM12がヘビ毒 ADAMと同一位置で LRP6

切断することが明らかとなり、新しい細胞の浸潤機構を提示することができた。 
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2. 材料と方法 

 

2-1. 実験材料 

	 ヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVEC) は Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 

USA) で購入した。ラット大動脈血管内皮細胞 (RAOEC) は IWAKI (Shizuoka, 

Japan) で購入した。HeLa細胞、A431細胞は理研セルバンク (Tsukuba, Japan) か

ら提供された。 

	 組換えヒト LRP6、ヒト ADAM8、ヒト ADAM12、ヒト VE-cadherin、マウス 

LRP6、マウス LRP5、ヒト LRP8は R&D Systems, Inc (Minneapolis, MN, USA) か

ら購入した。LRP6 は Fc タグ付きの組換えタンパク質を、その他のものは His

タグ付きの組換えタンパク質を購入した。ニシダイヤガラガラヘビ (Crotalus 

atrox) 粗毒、およびその他の試薬は Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) から購入

した。	  

 

2-2. 細胞の培養 

	 ヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVEC) の培養では、MCDB105培養液にウシ胎

児血清を 10%、ウシの脳より Lobb and Fett (1984)の方法に従って精製した FGF

を 70 ng/ml、ヘパリンを 100 ng/mlの最終濃度で加えた物を培養液として用いた。

細胞は 0.1% ゼラチンでコートしたプラスチック培養皿にまき、37℃で培養を行

った。 

	 HeLa細胞、A431細胞、ラット大動脈血管内皮細胞 (RAOEC) は、MCDB105

培養液 (Sigma-Aldrich) にウシ胎児血清を 10%加えて、37℃で培養を行った。 

 

2-3. VAP1の精製 

	 VAP1はMasudaら の方法 (Masuda et al., 1998) に従ってガラガラヘビ粗毒か

ら 2 段階のクロマトグラフィーを行うことにより精製した。まずガラガラヘビ

粗毒 60 mgを 5 mlの 25 mM NaCl、10 mM Tris-HCl (pH 7.0)、1 mM CaCl2に溶か

し、同緩衝液で平衡化した CM-Sephadex C-25 カラム （1.5 cm x 9 cm） に添加

した。洗浄後、NaClによる直線濃度勾配 (25 mM-500 mM) により溶出を行った。

各画分を非還元条件下で SDS-PAGEし、後銀染色を行った。110 kDaのバンドを
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多く含む画分を等量の 25 mMリン酸緩衝液 (pH 7.0) と混合した。Hydroxyapatite 

カラム （1.5 cm x 9 cm） に添加し、リン酸ナトリウムの直線濃度勾配 (25 

mM-500 mM) により溶出を行った。各画分を用いて非還元条件下で SDS-PAGE

を行い、後銀染色を行った。110 kDaのバンドが単一で見られる画分を Amicon 

Ultra-15  (UFC9 030 24, Merck Millipore) で濃縮し、VAP1として用いた。VAP1

を細胞に作用させる際にはMCDB105培養液 (Sigma-Aldrich) で希釈した後、細

胞が培養してあるシャーレに加え、37℃でインキュベートした。 

 

2-4. 免疫染色 

	 細胞を培養しているディッシュから培養液を取り除き、固定液 1 ml (40 mgパ

ラホルムアルデヒド, 900 µl DW, 3 µl 1 N NaOH, 95℃で3 分, 65℃で10 分インキ

ュベート, 10×TBSを 100 µl加える) を加え、室温で 30 分静置し、TBSで 3回

洗浄した。サポニンブロッキング溶液 (0.1% サポニン, 0.2% スキムミルク, 

TBS) を 2 ml加え、室温で 30 分静置した。抗 VE-cadherin抗体 (Beckman Coulter 

Inc.) または抗g-catenin 抗体 (Novus Biologicals, Minneapolis, MN, USA) , 抗

b-catenin抗体 (Novus Biologicals) をサポニンブロッキング溶液で 200倍希釈し

た溶液で４℃、５時間インキュベートした。TBSで 3回洗浄した後、Alexa Fluor 

488または Alexa Fluor 568で標識された抗マウス IgG抗体 (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA) をTBSで3000倍希釈した2次抗体溶液を用いて反応を行った（室温、

遮光条件下、1 時間）。次いで TBS で 3 回洗浄し、倒立型蛍光顕微鏡 (IX83, 

Olympus, Tokyo, Japan) で検鏡した。 

 

2-5. LC/MS/MS解析 

	 酵素消化断片（LRP5/6 に ADAM を混合し反応させた溶液）とコントロール

（ADAM と LRP5/6 をそれぞれ単独で同条件で反応させた溶液）を SDS-PAGE

にかけた。泳動後、SilverQuestTM Silver Staining Kit (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) を用いて、銀染色を行った。切断断片を含むバンドを切り

出し、DTTと iodoacetamideで処理をした後、0.01 µg/mLのトリプシン、50 mM

炭酸水素アンモニウム中で、37℃ overnightでインキュベートした。分解産物を

Ultimate3000 liquid chromatogram (Thermo Fisher Scientific) と LTQ-XL mass 

spectrometer (Thermo Fisher Scientific) を用いて LC/MS解析を行った。トリプシ
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ン消化、LC/MS解析は Nakazawaらの方法に従って行った (Nakazawa et al., 2015)。 

 

2-6. ウェスタンブロッティング 

	 細胞を回収し、SDS-PAGE にかけ、その後 PVDF 膜に転写した。転写は、陽

極側から転写溶液 A (300 mM Tris, 5% メタノール in DW) に浸したろ紙 2枚、

転写溶液 B (25 mM Tris, 5% メタノール in DW) に浸したろ紙 1枚、PVDF膜、

ポリアクリルアミドゲル、転写溶液 C (25 mM Tris, 40 mM 6-アミノカプロン酸, 

5% メタノール in DW) に浸したろ紙 3枚の順に重ね、ろ紙の面積 1 cm2ごとに

2 mAの電流で 30 分間通電した。PVDF膜を 5%スキムミルクでブロッキングし

た後、抗 VE-cadherin マウスモノクローナル抗体 (Beckman Coulter, Brea, CA, 

USA) あるいは抗ヒト LRP6 ヤギポリクロ-ナル抗体(R&D Systems, Inc.) を加え、

1 時間震盪した。PVDF膜を TBS-Tで 3回洗浄した後、2次抗体を加え、1時間

震盪させた。その後、TBS-Tで 3回洗浄を行い、ECL prime (GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK) で発色させ、ライトキャプチャーで検出した。 

 

2-7. 抗体の作製と切断阻害活性の検討 

	 LRP6の VAP1による切断部付近の配列を元にして作製したペプチドを抗原と

し、ウサギに免疫する事で抗血清を作製した。ペプチド合成、抗血清の作成は

Sigma-Aldrich に依頼した。ウエスタンブロット法により、抗血清の組換えヒト

LRP6への反応性を確かめた。プロテイン Aセファロース (Sigma-Aldrich) を用

いて抗血清から抗体（IgG）を精製した。 

	 この抗体が、VAP1による LRP6の切断を阻害するか否かを調べた。組換えヒ

ト LRP6（30 µg/ml）とコントロールウサギ抗体（終濃度：2 mg/ml）、もしくは

組換えヒト LRP6（30 µg/ml）と今回作製した抗体（終濃度：2 mg/ml）を混合し、

PBS中 25℃で 1 時間インキュベートした。そこに VAP1（30 ng/ml）を加え、37℃

で 1 時間インキュベートした。その試料を用い、SDS-PAGE を行い、銀染色で

タンパク質を染色し、LRP6のVAP1による切断断片の濃さを比較する事でVAP1

の切断活性を調べた。この抗血清を「切断阻害抗血清」、抗体を「切断阻害抗体」

と記述する。 

 

2-8. 抗体による中和実験 



 15 

	 HUVEC を 1.35 mg/ml の切断阻害抗体もしくはコントロールウサギ抗体と 1 

時間 37℃でインキュベートし、その後に 140 ng/mlの VAP1を 1 時間 37℃で作

用させた。 

 

2-9. マウスによる出血実験 

	 5 µgの VAP1と 20 µlの切断部抗血清もしくはウサギ血清を混合し、オスマウ

スの背中に左右対称の箇所に皮内注射した。1 時間後にマウスを頸椎脱臼させ、

皮膚を慎重に摘出し、皮膚の出血斑を撮影した。出血斑の大きさと赤色の濃さ

をデンシトメトリー (CS Analyzer, ATTO) を用いて測定した。 

 

2-10. ドッキングシミュレーション 

NCBIから VAP1 (2ERP) と LRP6 (3S8Z) の立体構造を得た。ZDOCK3.0.2 (Pierce 

et al., 2014) を用いてドッキングシミュレーションを行った。ICM-BROWSER 

(Molsoft, San Diego, CA, USA) を用いて可視化した。 

 

2-11. ADAM12の血管内皮細胞に対する作用実験 

HUVECを 10 µg/mlの ADAM12の存在下もしくは非存在下で 40 時間、37℃で

インキュベートした。固定した後、抗 VE-cadherin抗体で免疫染色を行なった。 

 

2-12. 統計解析 

正規性は R(R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) を用い、検定し

た。等分散性の確認は F検定を用いて行った。切断阻害抗体による in vitroの組

み換え LRP6の切断の阻害実験では正規性は確認できなかったが、等分散性の確

認はできたため、マン・ホイットニーの U 検定を行なった。切断阻害抗体によ

る細胞間解離への影響を調べた実験では正規性の確認はできたが、等分散性は

確認できなかったため、ウェルチの t-検定を行った。切断阻害抗血清によるマウ

スの出血への影響を調べた実験では、正規性は見られなかったため、Wilcoxon

の符号付順位和検定を行った。p 値が 0.05 未満であるものを統計的に有意と見

なした。 
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3. 結果 

 

3-1. ヘビ毒 ADAMは VE-cadherinとg-cateninの局在変化を誘導する 

	 ヘビ毒 ADAMである VAP1が血管内皮細胞の細胞間接着を解離させる事が先

行研究で示されている (Masuda et al., 2000)。そこで、この細胞間接着の解離の

メカニズムを解明するために、VAP1を作用させることで細胞間接着因子がどの

ように変化するかを解析した。血管内皮細胞の細胞間接着に関わる因子として、

VE-cadherin、b-catenin、g-cateninを取り上げ、それらの局在性を調べた。 

	 まず細胞膜貫通型タンパク質である VE-cadherinの局在性について調べた。免

疫染色を行ったところ、VAP1 を作用させた血管内皮細胞では、VE-cadherin の

局在性が細胞間接着領域から細胞質に移行することが示された (Fig. 3)。そこで、

VAP1がVE-cadherinを直接的あるいは間接的に分解するか否かについて調べた。

まず in vitroの切断実験として、組換えヒト VE-cadherinを VAP1が直接分解する

かどうかを調べたが、VAP1による分解は見られなかった (Fig. 4A)。次に細胞で

VE-cadherinがVAP1によって直接あるいは間接的に分解されているかどうかを、

VAP1 を加えた細胞と加えていない細胞における VE-cadherin の量を比較するこ

とで調べた。その結果、VAP1を加えた細胞と加えていない細胞では VE-cadherin

の量に変化は見られなかった (Fig. 4B)。この結果から、VE-cadherinが VAP1の

標的分子ではないとは言えないが、VAP1 が VE-cadherin を切断せずに細胞質側

に移行させる可能性を支持している。 

	 次にb-catenin の局在性について調べるため、b-catenin 抗体による免疫染色を

行なった。ポジティブコントロールの、細胞間接着領域でのb-catenin の局在が

報告されている A431細胞では、局在が報告されている細胞間接着領域で染色が

確認された (Fig. 5)。一方、目的の血管内皮細胞ではb-cateninの細胞間接着領域

における局在は確認されなかった (Fig. 6)。また、核周辺部に局在が見られたが、

VAP1を作用させた細胞でも同じ部位に局在が見られた。この結果は、今回用い

た血管内皮細胞の細胞間接着領域には、b-catenin が存在しないことを示唆して

いる。また、VAP1による局在性変化も確認されなかった。 

	 次にg-cateninの局在性について調べた。免疫染色の結果、g-cateninは VAP1を

作用させなかった細胞では細胞間接着領域に認められたが、VAP1を作用させた

細胞では細胞間接着領域の局在が消失し、細胞質に移動することが示された 
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(Fig. 7)。 

	 これらの結果により、VAP1 が VE-cadherin を分解せずに細胞間隙を開く機能

を持つ可能性が初めて示唆された。さらに、VAP1を作用させることにより、血

管内皮細胞において、VE-cadherin とg-catenin が細胞間接着領域から細胞質に局

在変化することが明らかになった。 

 

3-2. ヘビ毒 ADAMは LRP6を活性化部位で切断する 

	 3-1でg-cateninがヘビ毒 ADAMである VAP1により、細胞間接着領域から細胞

質へ移行していることが示唆されたが、b/g-cateninの局在変化を引き起こすシグ

ナルとして、Wntシグナルが知られている (Lai et al., 2011; Grossmann et al., 2013; 

Pellon et al., 2013)。序論で述べたように、Wntの共受容体として知られる LRP5

と LRP6 のbプロペラドメインを取り除いた変異体を細胞に発現させると、Wnt

シグナルの常時活性化を引き起こす事が報告されている (Mao et al., 2001; 

Brennan et al., 2004; Mao et al., 2001)。そこで、ヘビ毒 ADAMが LRP5と LRP6を

活性化することでg-cateninの局在変化を引き起こす可能性を考え、VAP1が LRP5

と LRP6を活性化部位で切断するかどうかを調べた。 

	 まず細胞に VAP1を作用させることにより、LRP6が分解されるかどうかを調

べた。その結果、VAP1を加えた細胞では VAP1を加えていない細胞に比べ、LRP6

の量が 44%に減少していた (Fig. 8)。この結果は、直接か間接かは不明であるが、

VAP1により LRP6が切断されることを示唆している。 

	 そこで、組換えヒト LRP6と組換えマウス LRP5が VAP1により直接切断され

るか否かを調べた。その結果、組換え LRP6が VAP1により切断され、140 kDa

と 60 kDaの切断断片を与えることが確認された。VAP1による LRP6の分解は、

これまでヘビ毒 ADAM で 1 番効率よく切断される基質として知られていた

Fibrinogen a鎖 (Takeya and Iwanaga, 1998) よりも速やかであった (Fig. 9A)。一方

で LRP5はこの実験条件では切断断片は認められなかった (Fig. 9A)。LRP6がこ

れまで知られていたどの基質より効率よく VAP1 により切断されたことは、

LRP6が VAP1の良い基質であることを示唆している。 

	 次に、ここで見られた LRP6の切断が活性化部位で切断されるかどうかを調べ

るため、LRP6の VAP1による切断部位を同定した。切断部位の同定には、VAP1

による LRP6の切断断片の質量分析を行うことで行った。VAP1による LRP6の
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140 kDa、60 kDaの切断断片を、還元アルキル化後、トリプシンでゲル内消化を

行い、LC/MS/MS 解析を行った。トリプシンによって切断されるペプチドは C

末端がリジンかアルギニンであるので、まずその部位以外で切断されているペ

プチドがあるかどうかを解析した。その結果、140 kDaの切断断片からは、1196

番目のグルタミン酸残基と 1197番目のロイシン残基の間で切断されていると考

えられる IAQLSDIHAVKE（1185-1196）というペプチドが、60 kDa の切断断片

からは、同じく 1196 番目のグルタミン酸残基と 1197 番目のロイシン残基の間

で切断されていると考えられる LNQEYR（1197-1202）というペプチドが検出さ

れた (Fig. 9B)。なお、この切断断片の LC/MS/MS解析は左近健人と中澤志織特

任助教の協力を得て行なった。この結果から LRP6 は VAP1 により、4 番目のb

プロペラドメインの C末端付近で切断されていることが示された (Fig. 9B)。 

	 また、組換えマウスLRP6がVAP1により同様に切断されるか否かも解析した。

その結果、組換えヒト LRP6と同様に、140 kDa付近に切断断片が見られた (Fig. 

10)。このことは、マウスの LRP6 においても VAP1 が同様の箇所で切断してい

る可能性が高い。VAP1の LRP6切断部位に関しては、ヒトのみならずマウスに

おいても同様であると考えられる。 

	 次に、この VAP1による LRP6の切断が、LRPファミリータンパク質の持つ共

通の性質であるかどうかを調べた。LRP6と非常に相同性が高く、細胞外ドメイ

ン欠失によるWntシグナル活性化機能を持つ LRP5と、LRPファミリーの中で、

血管内皮細胞に存在し、なおかつbプロペラドメインを持つ LRP8について VAP1

による切断を調べた。 

	 その結果、Fig. 9Aの実験条件では LRP5の切断は見られなかったが、VAP1の

濃度を 3 µg/mlまで上げることで LRP5の切断断片が見られ、その切断断片を解

析することにより、LRP5は VAP1によって LRP6と構造的に同じ位置で切断さ

れている事が示唆された (Fig. 9B)（西岡明日香：修士論文参照）。一方で、LRP8

は LRP5に作用させた 10倍量の VAP1を作用させてもほとんど切断は見られな

かった (Fig. 11)。これらの結果は、VAP1 によって切断されるのは少なくとも

LRPファミリー全体の性質ではないことがわかる。一方で、LRP5と LRP6が共

通の性質として VAP1に切断されることが明らかになった。 

	 VAP1により LRP5と LRP6は、LRP5と LRP6から、シグナル伝達に阻害的に

働くという報告があるbプロペラドメインを除去し、シグナルを亢進させるとい

う報告がある LDLaドメインを残す箇所で切断されることが示唆された (Mao et 
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al., 2001; Brennan et al., 2004; Chen et al., 2014)。言い換えると、VAP1はWntシグ

ナルを活性化し得る箇所で、LRP5/6を特異的に切断していることが示唆された。 

 

3-3. ヘビ毒 ADAMによる LRP6の切断は細胞間解離と出血に必要である 

	 3-2で LRP6がVAP1により in vitroにおいて活性化部位で切断されることが明

らかになったが、このような切断が VAP1によって引き起こされる細胞間解離と

出血に実際に関わるかどうかを調べた。 

	 VAP1 による細胞間解離やマウスの出血に、VAP1 による LRP6 の特異的切断

が真に関わるか否かを調べることを目的として、LRP6切断箇所のペプチドに対

する抗体を作製し、その阻害活性を調べた。まず、この抗体によって LRP6 の

VAP1 による切断が阻害されるか否かを検討した。LRP6 にこの抗体を加えてイ

ンキュベートした後に VAP1を加えると、コントロール抗体と比べ、140 kDaの

切断断片の生成が抑制される (p<0.01) ことがわかった(Fig. 12A, B)。このことは、

本ペプチド抗体がLRP6のVAP1による切断を阻害することを示している。以下、

この抗体を「切断阻害抗体」、精製前の抗血清を「切断阻害抗血清」という。 

	 次に、LRP6の VAP1による切断を切断阻害抗体によって阻害させることによ

って、VAP1による細胞間解離が抑制されるか否かを検討した。その結果、切断

阻害抗体でプレインキュベーションした細胞では、コントロール抗体とプレイ

ンキュベーションした細胞と比べて、VAP1を作用させても細胞間にVE-cadherin

が残っており、細胞間解離が抑制されることが示唆された (Fig. 13、矢印)。さ

らに、VE-cadherin が細胞間に残っている細胞の割合を計測した結果、その割合

が切断阻害抗体を加えたものではコントロール抗体を加えたものに比べ、有意

に (p<0.05) 増加していた (Fig13、 グラフ)。このことは、LRP6 の切断阻害に

より、VAP1による細胞応答が抑制されることを示唆している。 

	 次に、LRP6 の切断阻害によって、VAP1 による出血が抑えられるかどうかを

調べた。マウスの皮内に切断阻害抗血清もしくはコントロール抗血清を VAP1

と同時に注射したところ、切断阻害抗血清を注射した箇所では、コントロール

抗血清を注射した箇所と比較して出血が有意に (P<0.05) 抑えられていた (Fig. 

14 A, B)。従って、LRP6の切断阻害により、出血が抑えられることが示唆され

た。 

	 本研究により、LRP6 の切断阻害により、VAP1 による細胞間解離と出血が抑
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えられる事が示唆された。LRP6 の VAP1 切断部位での切断が、ヘビ毒 ADAM

の細胞に対する作用や出血に関与する事が初めて示唆された。 

 

3-4. ヘビ毒出血耐性動物は LRP5/6の切断活性化に関わる部位の欠損がある 

	 3-3で、LRP6の切断を阻害することで、VAP1による出血が抑えられる事が示

唆された。その場合、VAP1 による切断耐性を示す変異をもった LRP5/6 をもつ

動物においては、出血性ヘビ毒による出血が抑制されるかもしれない。そこで、

実際に出血性ヘビ毒に耐性のある動物を含む様々な動物を取り上げ、LRP5/6変

異と出血耐性との間に相関関係が見られるか否かを検討した。	  

	 出血性ヘビ毒に対し出血耐性をもつ動物として、コブラ、オポッサム、マン

グース、ヘッジホッグ、ジリス、ラット、ラクダ、ヤギが知られている (Noguchi, 

1909; Galán et al., 2004; Madsen and Noguchi, 1907; Harrison et al., 2006; Chanhome 

et al., 2003)。NCBIデータベースで様々な動物の LRP6と LRP5のゲノムからの

推定アミノ酸配列を調べた。 

	 その結果、出血耐性の有無に関わらず、1番目や 2番目のbプロペラドメイン

を失っている LRP5 と LRP6 を持つ動物がしばしば見られた (Fig. 15)。LRP5/6

の 1番目のbプロペラドメインは様々な Wntに結合することが知られているが、

3番目のbプロペラドメインはWnt3, Wnt3a, DKK1に結合することが知られてい

る (Ettenberg et al., 2010; Gong et al., 2010)。そのため、これらの部位の欠失は、

Wntアイソフォームの選択性に関わっているのかもしれない。これらの欠失は、

出血耐性の有無に関わらず共通に持っていることから、これらの変異は、目的

の出血耐性と相関のある変異ではない。 

	 次に、出血耐性を持たない動物では見られず、出血耐性動物で見られる変異

に注目した。すると、出血耐性動物であるキングコブラでは LRP6に、ジュウサ

ンセンジリス、ハリネズミでは LRP5に、VAP1による切断部位に欠失を持つア

イソフォームが存在していた (Fig. 15 赤枠, Fig. 16)。また、キングコブラ、オポ

ッサム、ヤギでは LRP6に、ラット、ヒトコブラクダでは LRP5に、常時活性化

型のLRP6の活性に関わるLDLaドメインに欠失や置換を持つアイソフォームが

存在していた (Fig. 15 赤枠, 橙枠, Fig. 16)。一方で、出血耐性を持たないヒト、

マウス、ギニアピッグなどではそのような部位の変異は見られなかった (Fig. 15, 

16)。 
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ヘビ毒 ADAMを持つキングコブラで LRP6の変異が見られたため、他の爬虫類

を調べる事で、このような性質が爬虫類全体の共通の性質なのかどうか調べる

ため、ヘビ毒 ADAMを持っていない爬虫類であるパイソンとグリーンアノール

を調べた。その結果、パイソンとグリーンアノールは欠失を持つ LRP5, LRP6を

持たなかった (Fig. 15, 16)。また、出血耐性を持つオポッサムと同じ有袋類であ

るタスマニアンデビルを調べたところ、欠失をもつ LRP5, LRP6を持たなかった 

(Fig. 15, 16)。この様に出血耐性動物のキングコブラ、オポッサム、ジュウサン

センジリス、ラット、ヒトコブラクダでは共通の変異として、LRP5/6いずれか

の VAP1切断部位や LDLaドメインに変異を持っており、出血に耐性を持たない

動物ではこの様な部位の変異を持たなかった。即ち、出血と LRP5/6の変異に相

関があることが見出された。さらに、その出血と相関のある変異部位は、VAP1

切断部位と、常時活性化型の LRP6 の活性に寄与する LDLa ドメインであり、

LRP5/6の切断活性化に関与する部位であった。このことは、LRP5と LRP6の切

断活性化の、出血における重要性を示唆しているのかもしれない。さらに、こ

れらの LRP5/6の変異が様々な種の多くの出血耐性動物で見られたことは、それ

ぞれの出血耐性動物が独立に共通の変異を獲得したことを示唆しており、この

ことは出血耐性における LRP5/6の重要性を示唆しているのかもしれず、興味深

い。また、出血耐性が調べられていないトラ、クマ、オラウータンでも LRP5

の LDLaドメインに欠失を持つアイソフォームが存在していた (Fig. 15 緑枠)。

これらの変異を持っているこれらの動物は耐性を持っている可能性があり、興

味深い。 

 

3-5. ラット大動脈内皮細胞に対するヘビ毒 ADAMの作用の解析 

	 これまでの結果により、LRP5/6がVAP1により活性化部位で切断されること、

VAP1 を加えることで細胞間接着が開くこと、VAP1 による出血が引き起こされ

ることが示された (Fig. 17A)。一方で、LRP6の切断阻害抗体は、LRP6の活性化

部位での切断を抑えること、VAP1による血管内皮細胞の細胞間解離を抑えるこ

と、VAP1による出血を抑えられることが示された (Fig. 17B)。これらの結果は、

LRP5/6の切断と細胞間解離、また細胞間解離と出血とが、それぞれ密接な関係

にあることを示唆している。 

	 ここで、3-4 で示された様に、出血耐性動物では LRP5/6 の切断活性化に関与

する部位に変異が見られた。ヘビ毒耐性動物は出血耐性を持つが、血管内皮細
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胞において細胞間解離の耐性を持つかどうかは不明である (Fig. 17C)。出血耐性

動物は LRP5/6 の切断活性化に関与する部位に変異を持っているため、LRP6 切

断阻害抗体が細胞間解離を阻害したことを考えると、出血耐性動物の血管内皮

細胞は細胞間解離に耐性を持つことが推測される。そこで、LRP5の切断活性化

に関与する部位に変異を持つラットに着目し、その血管内皮細胞のヘビ毒

ADAMによる細胞応答について調べた。まず、ラット大動脈内皮細胞 (RAOEC) 

に VAP1 を作用させ、その形態的な変化を観察した。その結果、RAOEC では

HUVECにおいて細胞間解離を起こす濃度の4 倍の濃度のVAP1を作用させても

細胞間の解離は観察できなかった (Fig. 18)。ヒトの肺動脈細胞がヒト臍帯静脈

血管内皮細胞と比べてほぼ変わらないガラガラヘビ毒感受性を持つことを考え

合わせると (Araki et al., 1993)、ラットでは血管内皮細胞においてもヘビ毒

ADAM に耐性を示すことが示唆された。この事実は、血管内皮細胞のヘビ毒

ADAM に対する感受性が出血に深く関わるという仮説を強く支持している。ま

た、LRP5の切断活性化部位での変異と細胞応答性との関わりにおいても、本研

究で得られた仮設を支持している。 

 

3-6. ADAM8と ADAM12は VAP1と同様の部位で LRP6を切断する 

	 これまでの結果により、VAP1により LRP6が切断され、またその切断が細胞

間隙の解離と出血を引き起こすことが示唆された。序論で述べたように、ヒト

内在性 ADAMファミリータンパク質のいくつかは、がんや白血球の浸潤に関わ

ることが知られているが、そのほとんどの生理的な基質が不明である (Shintani 

et al., 2004; Wildeboer et al., 2006; Rao et al., 2012; McGinn et al., 2011)。浸潤を行う

ためには細胞間解離を引き起こす必要があることを考えると、ヒト内在性

ADAM も VAP1 と同様な部位で LRP6 を切断しているかもしれない。そこで、

VAP1と比較的相同性の高い組換えヒト ADAM8と組換えヒト ADAM12を用い

て、LRP6の切断活性と切断部位について検討した。	  

	 まず ADAM8が LRP6を切断できるかどうかを調べた。その結果、組換えヒト

LRP6は ADAM8により切断され、140 kDaの切断断片が検出された (Fig. 19)。

その切断断片をトリプシン消化した後 LC/MS/MSで解析したところ、VAP1によ

る 140 kDaの切断断片で見られたものと同じ IAQLSDIHAVKEというペプチドが

検出された (Fig. 21)。この結果は、ADAM8が LRP6を VAP1と同一部位で切断

することを示している。 
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	 次に ADAM12が LRP6を切断できるかどうかを検討した。その結果、組換え

ヒト LRP6は ADAM12により切断され、140 kDaと 60 kDa付近に切断断片が検

出された (Fig. 20)。その切断断片をトリプシンで消化した後 LC/MS/MSで解析

したところ、140 kDaの切断断片からは VAP1による 140 kDaの切断断片で見ら

れたものと同じ IAQLSDIHAVKE というペプチドが検出された。一方、60 kDa

の切断断片からは VAP1 による 60 kDa の切断断片で見られたものと同じ

LNLQEYR というペプチドが検出された (Fig. 21)。この結果は、ADAM12 も

LRP6を VAP1と同一部位で切断することを示している。	  

	 これらの結果は、少なくともヒト内在性 ADAM8と ADAM12が、LRP6の特

定部位を切断し、Wnt シグナルを活性化しうることを示唆している。細胞間解

離を引き起こすヘビ毒 ADAMと共通の切断部位を持つことは、細胞浸潤におけ

る細胞間解離で、ADAM8と ADAM12が LRP6の切断活性化を引き起こしてい

る可能性が考えられ、非常に興味深い。 
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4. 考察 

 

4-1. ADAMによる LRP5/6活性化機構 

	 本研究ではヘビ毒 ADAM とヒト ADAM が LRP5/6 を Wnt シグナル活性化部

位で切断することを示した (Fig. 9, 19-21)。さらに、LRP6 のその部位での切断

を阻害することで、ヘビ毒 ADAMの一つである VAP1によって誘導される培養

細胞の細胞間の解離とマウスでの出血を抑制することが示唆された (Fig. 13, 

14)。これらの結果は、ヘビ毒 ADAMが LRP5/6を切断活性化し、細胞間の解離

と出血を引き起こすことを示唆している。 

	 これに関して、背景で記述したようにこれまでの研究で、bプロペラドメイン

を取り除いたLRP5/6変異体がWntシグナルを常時活性化することが報告されて

いた (Mao et al., 2001; Brennan et al., 2004)。しかしbプロペラドメインを取り除く

部分で切断されるのではないが、補体の因子である C1qが LRP6を 3番目のbプ

ロペラドメインの中央付近で切断することと、Wnt シグナルを活性化すること

が報告されている (Naito et al., 2012; Sumida et al., 2015)。しかし 3番目までのb

プロペラドメインを欠失させた LRP6 変異体では Wnt シグナルの活性化は観察

されないという報告もあり (Mao et al., 2001)、この部位での切断がWntシグナ

ルの活性化に使われているかどうかは議論の余地がある。また、この現象は、

人の老化や組織の機能障害と関係があると考えられており (Naito et al., 2012; 

Sumida et al., 2015)、正常な生体内での切断活性化酵素は不明であった。また、

PKCと Wnt3aの活性化は LRP6を膜近傍部位で切断するが、その切断酵素は不

明である (Mi and Johnson, 2007)。このように、LRP5/6の常時活性化部位での切

断酵素や生理的な意義は不明であった。 

	 本研究により、ADAM ファミリータンパク質が LRP5/6 の常時活性化部位を

切断し、Wntシグナルを活性化することが示唆された (Fig. 9, 19-21)。さらにそ

の切断が、出血や細胞間解離といった生理活性を引き起こすことが示唆された。 

 

4-2. ヘビ毒出血耐性機構に関する考察 

	 これまで、毒ヘビやオポッサムなどの出血耐性動物では出血耐性機構として、

血清中のプロテアーゼ阻害因子、ヘビ毒結合因子、抗凝固因子などを含む様々

な因子が報告されてきた (Catanese and Kress, 1992; Valente et al., 2001; Aoki et al., 
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2007; Jansa and Voss, 2011)。本研究では、多くのヘビ毒耐性動物が VAP1切断部

位あるいは LDLaドメインに欠失、置換などを持つ LRP5/6を持ち、ヘビ毒非耐

性動物ではこれらの欠失、置換を持つ LRP5/6を持たないことを示した  (Fig.15, 

16)。この結果は、VAP1切断活性化に耐性を持つと考えられる LRP5/6を持つ動

物は出血耐性を持つことを示している。さらに、様々な種の出血耐性動物が共

通して切断活性化部位の欠失や置換を持っていることは、LRP5/6の変異は出血

耐性のメカニズムとして広く使われていると考えられる。このことは出血にお

ける LRP5/6の切断活性化の重要性を示している。また、興味深いことに、出血

耐性動物では LRP5と LRP6のいずれかに変異を持っていたものの、その両方に

変異を持っている動物はいなかった (Fig. 15)。つまり、出血耐性の獲得には

LRP5、LRP6 のいずれかの変異で十分であるのかもしれない。言い換えれば、

出血を起こすのには LRP5、LRP6 の片方だけの切断では不十分で、両方の切断

が必要なのかもしれない。これに関連して、Wntのシグナル伝達に関して、Wnt3a

においてはLRP6のみが必要であるのに対して、Wnt1, 9b, 10bにおいては、LRP5、

LRP6の両方が必要であるという報告がある (Goel et al., 2012)。この報告では、

生理的な LRP5/6の量では単独で Wntシグナルを活性化できず、LRP5/6がヘテ

ロダイマーを作ることでシグナルを活性化するというモデルが提唱されている。

ヘビ毒による出血においても同じように、LRP5/6がヘテロダイマーを作ること

で細胞内にシグナルを伝えているのかもしれず、興味深い。 

	 また本研究により、ヘビ毒耐性動物であるラットにおいて、その血管内皮細

胞にヘビ毒 ADAMである VAP1を作用させても細胞間の解離が起きないことが

示された (Fig. 18)。この結果は、LRP5の切断活性化部位に欠失を持つラットで

は血管内皮細胞において耐性を持つことを示している。さらにこの結果は、ラ

ットの出血耐性機構における血管内皮細胞のヘビ毒に対する抵抗性の寄与を示

しているのかもしれず、興味深い。 

 

4-3. ヘビ毒による出血機構 

	 これまでヘビ毒 ADAM による出血機構として、ECM の分解や、細胞間接着

タンパク質の直接的な分解等、様々な仮説が提唱されてきた (Escalante et al., 

2006; Collares et al., 2002; Wu and Huang, 2003; Escalante et al., 2011)。ヘビ毒中に

は様々なヘビ毒 ADAMが存在しており、その基質選択性が広いものと厳密なも

のがある。出血を引き起こすためには ECM障壁を開くことと、細胞障壁を開く
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ことが必要である。従って広い基質選択性を持つヘビ毒 ADAMは出血において

ECMタンパク質の分解を行なっているのかもしれない。このような広い選択性

を持つヘビ毒 ADAM の ECM における標的候補として CollagenⅣと perlecan が

挙げられている (Escalante et al., 2011)。一方で、細胞障壁の崩壊に関しては、ヘ

ビ毒 ADAMの 1つである graminelysinにより、細胞がアポトーシスするととも

に数時間で VE-cadherin が分解されることが報告されている (Wu and Huang, 

2003)。これに対し、本研究ではヘビ毒ADAMであるVAP1を作用させることで、

1 時間で細胞障壁の崩壊や出血が観察され  (Fig. 3)、またこの条件では

VE-cadherinが直接もしくは間接的に分解されないことを示した (Fig. 4)。このこ

とは、基質選択性が高く、なおかつ出血活性を持つヘビ毒 ADAMが、何らかの

信号伝達を引き起こすことで細胞間接着を開くことを示唆している。さらに 4-1

で示したように、これまでの仮説とは対照的に、本研究の結果は、出血にも関

わる細胞間接着解離を起こすヘビ毒 ADAM の標的が LRP5/6 であることを明ら

かにした。他のヘビ毒 ADAMによる ECM障壁の崩壊や細胞間接着崩壊と、出

血への協調的な関わりは不明ではあるが、本研究により、ヘビ毒 ADAMによる

細胞間解離とそれによる出血誘導との関連、さらに出血機構の理解に向けた新

しいパラダイムを得ることができた。 

 

4-4. LRP5/6切断部位と VAP1の基質特異性 

	 これまでの研究で、VAP1の基質として Fibrinogenや Fibronectinなどが見つか

っている。その切断部位の解析から、VAP1 切断部の P1’部位が疎水性残基であ

る傾向があった（Fig. 23 A） (松本佳央理: 修士論文)。タンパク質—タンパク質

ドッキング推定プログラムによるドッキングシミュレーションから (Pierce et 

al., 2014)、LRP6の切断部から C末端側の部分が VAP1の酵素部位近傍の溝にフ

ィットすることが示された (Fig. 23 B)。VAP1の基質として、P1’と P3’が疎水性

の残基が好まれていることは、VAP1の触媒部位の S1’ポケットと S3’ポケットが

疎水性の残基であることと一致しているのかもしない。これまでヘビ毒 ADAM

を含め、ADAM 全体の基質選択機構は不明であったが、最も良く切断される基

質である LRP6が明らかになった事により、その基質認識機構についての示唆が

得られた。 

	 一方で、ヘビ毒 ADAMに関しては、vWFaドメインや Collagenと結合する、
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ヘビ毒ADAM中のディスインテグリンドメインやシステインリッチドメインが、

ADAM の基質特異性に関与することが報告されている (Serrano et al., 2006; 

Baldo et al., 2015)。LRP6 は、内皮細胞において、vWFa ドメインを持つ tumor 

endothelial marker 8と capillary morphogenesis protein 2と複合体を作ることが報告

されている (Abrami et al., 2008)。したがって、生体内ではこれらのタンパク質

が LRP6 と相互作用し、そこにヘビ毒 ADAM が vWFa を介して接近して LRP6

を切断しているかもしれない。生体内での出血機構を理解するために、今後は

そのような結合に関する研究を進めていく必要がある。 

 

4-5. ADAMによる細胞間解離のシグナル伝達 

	 本研究において、VE-cadherin の細胞間から細胞質への移行に LRP6 の切断が

関与することを示したが (Fig. 13)、ヘビ毒 ADAMにより局在変化が観察された

g-cateninは、b-cateninと比べ、転写活性が低いことが報告されている (Williams et 

al., 2000; Winn et al., 2002)。従って、ヘビ毒 ADAMによって誘導されるg-catenin

の局在変化は、転写産物の変化によるEndoMT (endothelial mesenchymal transition) 

の誘導というよりは、細胞間接着の崩壊に関わっている可能性がある。また、

興味深いことに、白血球の浸潤では、血管内皮細胞のトリセルラージャンクシ

ョンが浸潤の通り道として使われていることが報告されているが、トリセルラ

ージャンクションではb-catenin よりむしろg-catenin が存在していることが報告

されている (Burns et al., 1997)。したがって、浸潤におけるヒト内在性 ADAMに

よる LRP6の切断は、b-cateninの移行というよりはむしろg-cateninの移行に働い

ているのかもしれない。一方で、bプロペラドメインを除いた LRP6 はb-catenin

の移行を引き起こすため (Vinyoles et al., 2014)、ヘビ毒 ADAM やヒト内在性

ADAMはb-cateninも移行させることができるかもしれない。 

	 今後はADAMによる LRP5/6の切断がどのようにg-cateninやVE-cadherinの局

在変化を引き起こしているかを研究していく必要がある。 

 

4-6. ADAMによる細胞間解離の機構 

	 ADAM8 や ADAM12 を含むいくつかのヒト内在性 ADAM は白血球やがんの

浸潤に関わることが報告されている (Shintani et al., 2004; Wildeboer et al., 2006; 

Rao et al., 2012)。それに加えて、ヒト内在性 ADAMが、浸潤に用いられる仮足
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の先端に局在することが報告されている (Abram et al., 2003; Stautz et al., 2010)。

しかしながら、HB-EGFや Delta-like 1のような細胞を活性化させるヒト内在性

ADAMの基質は報告されていたが (Asakura et al., 2002; Dyczynska et al., 2007)、

浸潤におけるヒト内在性 ADAM の役割や浸潤においてヒト内在性 ADAM によ

り分解される基質は不明であった。本研究では、ADAM8 と ADAM12 が LRP6

を、細胞間接着の解離を引き起こすような切断活性化部位で、切断することを

示した (Fig. 19-21)。白血球やがん細胞の浸潤性の仮足の先端に局在しているヒ

ト内在性 ADAM は LRP5/6 を切断することで、細胞間の解離を引き起こしてい

るのかもしれない。そこで、組換えヒト ADAM12を血管内皮細胞に直接作用さ

せる実験を行なったが、血管内皮細胞の細胞間接着の崩壊は見られなかった 

(Fig. 22)。この実験において細胞間接着の崩壊が見られなかったことは、LRP6

切断活性を持つ組換えヒト ADAM12 の量が少なく、LRP6 を切断できなかった

ことによるものであることも考えられるが、ADAM8や ADAM12のような膜結

合 ADAM は、可溶性のヘビ毒 ADAM と違い、血管内皮細胞の全体にではなく

仮足が接している部位でのみ作用している可能性も考えられる。これまで、が

んの浸潤と白血球の血管外遊出における走化性、細胞接着、ECM分解に関する

たくさんの報告があるが (Vestweber, 2015; Roy et al., 2004)、がんが細胞障壁を開

けることにおける細胞間接着の崩壊のメカニズムはこれまでほとんどわかって

いなかった。ADAM による LRP5/6 の切断を介した細胞間接着解離機構を研究

することは、がん細胞の浸潤や白血球の血管外遊走の研究における新たな突破

口になることが期待される。 

 

 



 29 

結語 

 

	 本研究から示唆されたヘビ毒 ADAM による出血機構、ヒト内在性 ADAM の

作用機構について以下にまとめる (Fig. 24)。 

	 ヘビ毒 ADAM を作用させることにより、血管内皮細胞において VE-cadherin

が細胞間から細胞質に分解されることなく局在変化し、またg-cateninも細胞質に

移行することが示唆された。ヘビ毒 ADAM により、LRP5/6 が活性化部位で切

断されることが示された。さらに LRP6その部位での切断を抑えることにより、

ヘビ毒 ADAMによる細胞間解離と出血を抑えることが示唆された。出血耐性動

物の LRP5/6の推定アミノ酸配列解析から、多くの出血耐性動物では切断活性化

に関わる部位に変異のある LRP5/6のいずれかを持つことが示された。また、出

血耐性動物であるラットの血管内皮細胞がヘビ毒ADAMによる細胞間解離に対

して抵抗性を持つことが示された。 

	 このように、ヘビ毒による出血において、その出血因子であるヘビ毒 ADAM

は血管内皮細胞上に存在している LRP5/6 を切断、活性化することにより、

g-catenin の細胞質移行、VE-cadherin の細胞質移行を引き起こし、細胞間接着を

解離させ、出血を引き起こすことが示唆された (Fig. 24)。 

	 一方で、ヘビ毒 ADAM と相同性が高く浸潤に関わるヒト内在性 ADAM であ

る ADAM8、ADAM12がヘビ毒 ADAMと同様に、LRP6を活性化部位で切断し

ていることが示された。このように、がんや白血球の浸潤においては、浸潤に

関わるヒト内在性 ADAM が LRP5/6 を切断、活性化することにより、細胞間接

着を解離させ、浸潤を行うという、内在性 ADAM機能の新しい仮説を提唱する

ことができた (Fig. 24)。 

	 本研究により、ヘビ毒 ADAMによる細胞間解離による出血機構という新しい

機構のモデルを提示することができた。また、これまで不明であったヒト内在

性 ADAM の生理的な基質とその作用機構について重要な示唆を得た。さらに、

ADAMによるWntシグナル活性化による細胞間解離機構という全く新しい細胞

間解離機構モデルを提示することができた。これらの発見は新たなヘビ毒出血

の阻害剤の開発や、がん転移阻害剤、炎症阻害剤の開発にも繋がる。今後は

ADAMによる LRP5/6の切断から伝わる細胞内シグナル、ヒト内在性 ADAMに

よる細胞応答の解析に加え、本仮説のさらなる多角的な検証が求められる。 
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Fig. 1. ヘビ毒ADAMによる出血と内在性ADAMによる浸潤の共通点

ヘビ毒ADAMによる出血では、ヘビ毒ADAMが血管内皮細胞に作用することで、
細胞間の解離を引き起こし、出血を起こすことが考えられる。一方で、がんや白血

球における浸潤では、がん細胞や白血球の細胞膜に局在するADAMが血管内皮細胞
に何らかの作用をすることで、細胞間の解離を引き起こしている可能性が考えられ

ている。このように、ヘビ毒ADAMと、浸潤に関係するヒト内在性ADAMには、細
胞間解離を引き起こすという点で共通性が見られる。



Wntシグナルの活性化

bプロペラドメインを
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A: LRP5/6はWntと結合することにより、
Wntシグナルを活性化する
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Fig. 2. 細胞外bプロペラドメインを欠失させたLRP5/6はWntシグナルを活性化す
る

Wnt共受容体であるLRP5/6にWntが結合することにより活性化される。一方で細
胞外ドメインのβプロペラドメインを除いたLRP5/6は、WntなしでもWntシグナル
を常時活性化できる。

B: LRP5/6の細胞外ドメインを人工的に
欠失させるとWnt, FrizzledなしでもWnt
シグナルを常時活性化する

Wntシグナルの活性化
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Fig. 3.ヘビ毒ADAM (VAP1)で処理した細胞におけるVE-cadherinの局在性の変化

HUVECに140 ng/mlのVAP1を添加し、1時間、37℃、無血清培地中でインキュベ
ーションした。固定後、抗VE-cadherin抗体を用いて免疫染色を行なった。



Fig. 4. VE-cadherinのVAP1による切断の検討

A: in vitroにおけるVE-cadherin切断実験。23 µg/mlのヒトの細胞外ドメインの組
換えVE-cadherinをそれぞれ0.03, 0.1, 1 µg/mlのVAP1とともにPBS中で37℃、1時間
でインキュベートを行なった。それぞれの資料を10% アクリルアミドゲルを用い

てSDS-PAGEで分離し、銀染色によりタンパク質を検出した。
B: HUVECを140 ng/mlのVAP1存在下または非存在下で1時間、37℃、無血清培地
中でインキュベートを行った。細胞 (3×106) を溶解バッファー (5% 2-
mercaptoethanol, 2% SDS, 5% sucrose, 0.005% bromophenol blue, 63 mM Tris/HCl, pH
6.8) で回収し、 10% アクリルアミドゲルを用いてSDS-PAGEで分離し、転写を行
った。抗VE-cadherin抗体を用いてWestern blot解析を行なった。

200 
150 
120 
100 
85 
70 
60 
50 

(kDa) 

rVE-cadherin

VAP1 (µg)0.03 0.1 1 -

VE-cadherin

- + VAP1

200 
150 
120 
100 
85 
70 
60 
50 

A

B (kDa) 



位
相
差

M
er

ge

100 µm

b-
ca

te
ni

n

Fig. 5. 抗b-catenin抗体を用いたA431細胞の免疫染色

A431細胞を固定し、抗b-catenin抗体による免疫染色を行なった。矢印は細胞間
におけるb-cateninの局在を示している。
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Fig. 6. ヘビ毒ADAM (VAP1)で処理した細胞におけるb-cateninの局在性

HUVECを70 ng/mlのVAP1存在下または非存在下で37℃、1時間、無血清培地中
でインキュベートを行なった。固定した後、抗b-catenin抗体 (緑)により免疫染色
を行なった。また、核をHoechst 33342 (青)で染色した。矢印はb-cateninの核周辺
部位での局在を示している。
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Fig. 7. ヘビ毒ADAM (VAP1)で処理した細胞におけるg-cateninの局在性

HUVECを70 ng/mlのVAP1存在下または非存在下で37℃、1時間、無血清培地中
でインキュベートを行なった。固定した後、抗g-catenin抗体 (緑) により免疫染色
を行なった。矢印はg-cateninの細胞間での局在を示している。
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Fig. 8. ヘビ毒ADAM (VAP1)で処理した細胞におけるLRP6のWestern blot解析

HeLa細胞を0.4 µg/mlのVAP1の存在下と非存在下で37℃、2時間、無血清培地中
でインキュベートを行い、細胞 (1.5× 107)を溶解バッファー (25 mM Tris/HCl, pH
7.4, 300 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5% Triton X-100, 1 mM PMSF, 4 mM EDTA)で溶
解した。抗LRP6抗体を用い免疫沈降を行なった後、 10% アクリルアミドゲルを

用いてSDS-PAGEで分離し、転写を行った。抗LRP6抗体を用いWestern blot解析を
行なった。
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Fig. 9. LRP5, LRP6のVAP1による切断実験

A: 17 µg/mlの組換えヒトLRP6、17 µg/mlの組換えマウスLRP5または50 µg/mlの
精製ウシfibrinogenを0.03 µg/mlのVAP1で1時間もしくは3時間、37℃、PBS中でイ
ンキュベートを行なった。試料を10% アクリルアミドゲルを用いてSDS-PAGEで
分離し、銀染色を行なった。

B: 26 µg/mlの組換えマウスLRP5とそれぞれの濃度のVAP1を1時間、37℃、PBS
中でインキュベートを行った。試料を10% アクリルアミドゲルを用いてSDS-
PAGEで分離し、銀染色を行なった。

C: 質量分析の結果から得られたLRP6とLRP5の予想切断部位とそのペプチド配
列を示した。LRP5/6は4番目のbプロペラドメインのC末端付近で切断されている
ことが示唆された。
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Fig. 10. マウスLRP6のVAP1による切断実験

13 µg/mlの組換えマウスLRP6を20 µg/mlのVAP1と37℃、1時間でインキュベーシ
ョンを行なった。試料を15% アクリルアミドゲルを用いてSDS-PAGEで分離し、
銀染色を行なった。
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Fig. 11. LRP8のVAP1による切断実験

15 µg/mlの組換えヒトLRP8とVAP1 0.3, 3, 30 µg/mlを1時間、37℃、PBS中でイン
キュベートした。試料を10% アクリルアミドゲルを用いてSDS-PAGEで分離し、
銀染色を行なった。
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Fig. 12. LRP6の切断阻害抗体の作成

A: 30 µg/mlの組換えヒトLRP6を2 mg/mlの切断部抗体あるいはコントロール抗体
とプレインキュベーションした。その後30 ng/mlのVAP1と37℃、1時間インキュベ
ートした。反応後の試料を10% アクリルアミドゲルを用いてSDS-PAGEで分離し、
銀染色を行なった。

B: Aで見られた140 kDaの切断断片の濃さを測定した。二つの実験条件間でマン
・ホイットニーのU検定を行ない有意差（P<0.01）が見られた。(n=5、エラーバー
は標準誤差を表す)
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Fig. 13. LRP6切断阻害抗体によるVAP1細胞応答阻害実験

A: HUVECを1.35 mg/mlの切断阻害抗体とプレインキュベーションした後、140
ng/mlのVAP1と37℃、1時間、無血清培地中でインキュベーションを行なった。細
胞を固定し、抗VE-cadherin抗体で免疫染色を行なった。切断阻害抗体を加えた細
胞では細胞間解離が抑制された (矢印)。

B: 全細胞中のVE-cadherinが細胞間にある細胞の割合をグラフに示した。コント
ロール抗体とVAP1を加えた試料と、切断阻害抗体とVAP1を加えた試料の間でウ
ェルチのt-検定を行った。(エラーバーは標準誤差を表す)
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Fig. 14. VAP1により誘導される出血におよぼすLRP6切断阻害抗血清の影響

A: VAP1をLRP6切断阻害抗血清あるいはコントロール血清と共にマウス皮内に
注射した。1時間後に出血斑を観察した。

B: 出血量をデンシトメトリーで定量化し、グラフに示した。同一個体のそれぞ
れの出血斑を線で繋いだ。Wilcoxonの符号付順位和検定を行なった。N=10。



Fig. 15. 様々な動物におけるLRP5, LRP6の変異領域
様々な動物種におけるLRP6 (A), LRP5 (B) の推定アミノ酸配列から変異領域を
模式図で示した。出血耐性を持つ動物のLRP5とLRP6を赤色の枠で囲んだ。出血
耐性が弱い動物のLRP6をオレンジ色の枠で、出血耐性が調べられていない動物の
LRP5を緑色の枠で囲んだ。ヒト、マウス、ラット以外の動物種はゲノムからの推
定アミノ酸配列をNCBI RefSeqから引用したものである。



Fig. 16. 様々な動物におけるLRP6とLRP5のLDLaドメインとVAP1切断部位の推定
アミノ酸配列

出血耐性を持つ動物のLRP5とLRP6を赤色の枠で囲んだ。出血耐性が弱い動物の
LRP6をオレンジ色の枠で、出血耐性が調べられていない動物のLRP5を緑色の枠で
囲んだ。様々な動物におけるLRP6とLRP5のアイソフォームのLDLaドメインと
VAP1切断部位のアミノ酸配列を示した。ハイライトされた部分はヒト、マウス、
モルモットのLRP5、LRP6と比べて、欠失している部位 (ピンク)、置換している部
位 (緑色)を表している。



VAP1

ヒト・マウスLRP6

切断阻害抗体

VAP1

ヒト・マウスLRP5/6

VAP1

出血耐性動物のLRP5/6

出血

出血阻害

出血しない

?

細胞間解離

細胞間解離の阻害

LRP5/6の切断

LRP6の切断阻害

LRP5/6の切断
活性化部位の変異

Fig. 17. LRP5/6の切断と細胞間解離と出血の関わり

LRP5/6はVAP1により活性化部位で切断され、その切断を抑えることで細胞間解
離や出血が抑制される。(A, B)。LRP5/6の切断活性化部位に変異を持つヘビ毒耐
性動物の血管内皮細胞におけるVAP1に対する細胞応答を明らかにすることは、
LRP5/6の切断、血管内皮細胞の細胞間解離、出血の繋がりを調べる上で重要であ
る。
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Fig. 18. ラット血管内皮細胞に対するVAP1の作用実験

RAOECあるいはHUVECに対し、280 ng/mlのVAP1の存在下と非存在下で37℃、
2時間、無血清培地中でインキュベーションを行なった。位相差顕微鏡を用いて観
察した。
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Fig. 19. ADAM8によるLRP6の切断実験

64 µg/mlの組換えヒトLRP6を20 µg/mlの組換えヒトADAM8と3時間、37℃でイ
ンキュベーションを行った。12% ポリアクリルアミドゲルを用いてSDS-PAGEを
行い、銀染色を行なった。
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Fig. 20. ADAM12によるLRP6の切断実験

A: 20 µg/mlの組換えヒトLRP6を200 µg/mlの組換えヒトADAM12と18時間、37℃で
インキュベーションを行った。 10% ポリアクリルアミドゲルを用いてSDS-PAGEを
行い、銀染色を行なった。

B: Aと同条件でLRP6とADAM12をインキュベーションした後、Protein A-Sepharose
を用いて、Fcドメインを含むLRP6のC末端側の切断断片を濃縮、分離した。 15% ポ
リアクリルアミドゲルを用いてSDS-PAGEを行い、銀染色を行なった。



Fig. 21. ADAM8, ADAM12によるLRP6の切断部位

ADAM8、ADAM12により切断されたLRP6切断断片を、LC/MS/MSにより解析
した。検出されたペプチドとそこから予想される切断部位を示した。
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Fig. 22. ADAM12で処理した細胞におけるVE-cadherinの局在性

HUVECを10 µg/mlの組換えヒトADAM12の存在下もしくは非存在下で40時間、
37℃でインキュベートした。固定した後、抗VE-cadherin抗体で免疫染色を行なっ
た。



Fig. 23. VAP1の基質とその切断部の構造

A: VAP1の基質とその切断部を示した。切断部断片のN末端解析により得られた
切断部周辺のアミノ酸配列を示した。

B: VAP1とLRP6切断部のドッキングシミュレーションを ICM-BROWSER
(Molsoft) を用いて行い、そのドッキングモデルを示した。VAP1の基質の結合クレ
フトを拡大した。VAP1をspace filling modelで、LRP6切断部のC末端側のペプチド
配列をball-and-stick modelで表した。酵素活性に関わるZn2+とGlu336Aは灰色で示
した。白い破線で囲まれている部位は、VAP1のS1’、S3’ポケットである。



Fig. 24. ADAMによる細胞間解離の分子機構

ヘビ毒ADAMによる出血では、血管内皮細胞膜上のLRP5/6を切断することによ
り、LRP5/6が活性化され、細胞間接着が解離し、出血を起こすと考えられる。
白血球やがん細胞による浸潤では、その細胞膜上のADAMが血管内皮細胞膜上

のLRP5/6を活性化部位で切断し、それによりLRP5/6が活性化されて、細胞間接着
が解離し、浸潤が可能となるというモデルが考えられる。
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