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研究成果の概要（和文）：ADAMは増殖因子やサイトカインの前駆体、様々な膜タンパク質の細胞外ドメイン（エクトド
メイン）を切断遊離（シェディング）する主に膜結合型のメタロプロテアーゼであり、発生分化や形態形成、あるいは
がんやアルツハイマー病など様々な病態にも関わる。ADAMが切断配列には特異性が無く、どのように基質を認識してい
るか不明である。本研究では基質の明確な蛇毒ADAMに着目して構造解析を行った。Multactivaseはプロトロンビンを切
断しトロンビンを産生する活性を持つ蛇毒ADAMである。Multactivaseの主要ドメインについて2.6Å分解能での結晶構
造決定を行い、基質認識機構を考察した。

研究成果の概要（英文）：ADAM proteinases are mostly type-1 membrane-bound glycoproteins and function as ma
jor sheddases for the processing of cell-surface-protein ectodomains, including the latent forms of growth
 factors and cytokines. ADAMs play key roles in normal development and morphogenesis and are associated wi
th several diseases, including cancer and Alzheimer's disease. There are no consensus amino acid sequences
 around the sites cleaved by ADAMs and the molecular mechanism how ADAMs recognize the target molecules re
mains elusive. We focused on several ADAMs from snake venoms for crystallographic studies because snake AD
AMs are soluble proteinases without membrane-spanning regions and usually display high specificity for dis
tinct target molecules. Multactivase isolated from Echis multimantus has a prothrombin-activating activity
. We have determined a crystal structure of the exosite domain of Multactivase and discussed the molecular
 mechanism of prothrombin recognition for cleavage by Multactivase.
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１． 研究開始当初の背景 
ADAMファミリープロテアーゼは発生・分化、

形態形成、あるいは癌やアルツハイマー病な

ど様々な病態に関わる主に膜結合のプロテ

アーゼである。ADAMの基質としては TNF-

やそのレセプター、HB-EGFなど EGFファミ

リー増殖因子前駆体、カドヘリンなどの接着

分子、APPなどが含まれ、ADAMはこれらを

切断遊離(エクトドメインシェディング)する

主要な酵素群を構成する。ADAMはこのシェ

ダーゼとしての重要な機能の他にインテグ

リンなどの他の膜タンパク質や細胞外マト

リックスタンパク質と相互作用し、細胞間接

着にも関与することが知られる。しかし、

ADAM が切断する基質の切断部位周辺にコ

ンセンサス配列は存在せず、ADAMがどのよ

うに基質を特異的に認識し切断するか、ある

いは他のタンパク質とどのように相互作用

するか、などの詳細はほとんど分かっていな

い。我々は出血蛇毒に含まれるプロテアーゼ

が膜型 ADAM の細胞外ドメインと同様のド

メイン構造を持つことに着目し、X線結晶構

造解析を進めてきた。これまで 3種類の蛇毒

ADAMの構造決定を行い、哺乳動物膜型分子

とも共通した ADAM 細胞外ドメインの基本

立体構造を世界で初めて明らかにした。特に

ADAM に共通して含まれるシステインリッ

チドメイン(ADAM-CR ドメイン)に配列の超

可変領域(hyper-variable region, HVR)を見出し、

それが ADAMの基質認識のエクソサイト(触

媒部位以外の基質結合部位)である可能性を

提案している。さらに、類縁の可溶性プロテ

アーゼ群 ADAMTS ファミリーについても研

究対象を広げている。ADAMTS13は血漿 von 

Willebrand 因子(VWF)の生理的な切断プロテ

アーゼで、その遺伝的あるいは後天的な機能

欠損は血中の超高分子量 VWF を蓄積し重篤

な血栓性血小板減少性紫斑病を引き起こす。

我々はADAMTS13のVWF認識部位と考えら

れる D, T, C, Sの各ドメインを含むフラグメ

ントの構造決定に成功し、ADAMTS ファミ

リーについても世界で初めて基本立体構造

を明らかにした。その結果、ADAMTS ファ

ミリーはADAM-CRドメインを 2つ含むこと

が明らかになり、それらの HVR とその周辺

領域が ADAM と同様に基質認識のエキソサ

イトであることが強く示唆された。本研究で

は基質が明確に分かっている様々な ADAM

を対象とし、それらの結晶構造解析および基

質複合体の結晶構造解析を行うことで

ADAM の基質認識機構のさらなる理解を進

めることを目的に研究を行うことにした。 
 
２． 研究の目的 
上述したように研究の大きな焦点の一つは、

「ADAM がどのように切断する基質タンパ

ク質を認識するか」である。膜結合型 ADAM

の基質は数多く知られるが、それらの切断部

位の周辺配列には共通性は見られず、ADAM

は切断部位周辺のアミノ酸配列を直接読み

取っているのではなく、基質認識には切断部

位以外のエキソサイトが関与する可能性が

強く示唆されている。また、ADAMの触媒ド

メインについては既に結晶構造が数多く解

かれているが、いずれにおいても基質ペプチ

ド鎖は、触媒クレフトに連続 βシートを形成

するように進展した構造を取って結合し、溝

に嵌らない外側を向いた側鎖はほぼプロテ

アーゼ本体と相互作用しないことから、

ADAM の触媒部は切断部周辺の連続したア

ミノ酸側鎖を厳密には認識しないであろう

ことが予測されている。蛇毒 ADAM は膜貫

通領域を持たない可溶性 ADAM であり、膜

型 ADAM に比較して、特定の基質のみを切

断するものが多い。そこで本研究では基質が

明確にされている蛇毒 ADAM についてさら

に結晶構造解析を進め、それらの基質特異性

がどのように生じているかを見出すことで、

膜型 ADAM と共通した基質認識機構を明ら

かにすることを目指す。 

 



３． 研究の方法 
本研究では様々な ADAM の内、蛇毒由来の

一群の ADAM に着目して研究を行った。プ

ロトロンビン切断・活性化作用を持つ数種蛇

毒 ADAM について比較検討し、中東由来の

Echis multisquamatus の毒腺液に含まれる

multactivaseに絞って以下の研究を進めた。ま

ず、蛇毒凍結乾燥品より、各種液体クロマト

グラフィにより、Multactivaseを単離精製した。

さらに基質複合体の結晶を得るために触媒

部 を 欠 損 さ せ た エ キ ソ サ イ ト 断 片

MultactivaseΔMを調製し、プロトロンビンと

の複合体試料を調製した。得られた精製標品

を濃縮（5mg/ml 以上）し、結晶化ロボット

Mosquito とハンプトンリサーチ社製結晶化

キットを主に用いて結晶化スクリーニング

を行った。得られた結晶の結晶化条件の精密

化を行い、Rigaku Micromax-007で初期解析、

結晶学的特徴づけを行った後、SPring-8 のビ

ームラインで回折データセットを取得し、構

造解析を行った。 

 
４． 研究成果 

Multactivase分子全体の結晶については 3.3 Å

分解能の回折データセットを得て構造解析

に着手した。しかし、既知の ADAMおよび C

型レクチン様ドメインの構造を用いた分子

置換法による位相決定をすることが出来ず、

また有効な重原子置換体を得ることも出来

なかったため、構造解析の進展が困難であっ

た。そこで、基質との共結晶化を目的として

調製していたメタロプロテアーゼドメイン

を欠失した MultactivaseΔM について結晶ス

クリーニングを進めたところ、複数の結晶化

条件下で異なる結晶系の結晶を得ることに

成功した。それぞれの晶系の結晶について特

徴づけ、結晶化条件、凍結条件等の最適化を

進めたところ、単斜晶系 (P21, a=84.5Å, 

b=93.4Å, c=94.1Å, beta=108.7deg)の結晶が最

も高い X 線回折能を示した。この結晶から

BL44XUにて 2.6 Å分解能の回折データセッ

トの取得に成功し、分子置換法による構造解

析に着手した。結晶中には非対称単位に 2分

子の MultactivaseΔM が存在すると見積もら

れ、まず高分解能で構造決定された C型レク

チン様ドメインの複数の結晶構造をサーチ

モデルとして分子置換法を行った。その結果、

Factor IX-Binding protein (1J34）2分子を有意

に置くことに成功した。1J34分子のアミノ酸

配列を Multactivaseに置き換え、TLC精密化

の後、この分子を固定した状態で、さらに

catrocollastatin/VAP2B の各ドメインをサーチ

モデルとして分子置換法による解法を進め、

結果として長鎖については D ドメインおよ

び ADAM-CR ドメインの一部をモデリング

および精密化することに成功した。最終的な

分子モデルは R-factor=26.4% (Rfree =29.2%)

を示し、MolProbityを用いたClashscoreが 3.42

であり、Ramachandran等の立体化学的パラメ

ーターも良好な値を示した。 

 得られた MultactivaseΔM の結晶構造を見

ると、分子置換法による解が得られたことか

ら分かるように、各ドメイン個別の立体構造

はこれまで得られていたものと大きくは変

わっていなかった。また、ドメイン間の可動

性についても大部分は予測された通りであ

った。しかし、一方で、予想と大きく異なる

結果だったのは、ADAM 型長鎖と C 型レク

チン様ドメインを持つ軽鎖との相互作用で

ある。Multactivaseと非常によく似たヘテロ三

量体 ADAMである RVV-Xは以前の我々の結

晶構造解析により、長鎖の ADAM-CRドメイ

ンの HVR を介して軽鎖が結合しており、

HVR が間接的に基質認識を行うモデルを提

案するキッカケを与えた。しかし、今回得ら

れた MultactivaseΔM の結晶構造では、エキ

ソサイトを形成する軽鎖ドメインは CR ドメ

インではなく、D ドメインに結合していた。

非対称単位中の二分子とも長鎖と軽鎖の結

合は共通し、また結晶中での分子パッキング

における接触面積比較等においても、この長



鎖 D ドメインと軽鎖の結合は生理的なもの

と考えられた。残念ながら MultactivaseΔM

とプロトロンビンとの複合体の結晶が得る

ことが出来なかったので、現在得られている

結晶構造を基に Multactivase によるプロトロ

ンビン認識・切断機構の考察を進めている。 
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