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研究成果の概要： 申請者は、VEGFの分子作用機序の解明を目標に、ヘビ毒腺に発現する毒型VEGF 

(VEGF-F) に焦点を当て、生化学的および生物学的な解析を行った。その結果、毒ヘビに発現す

る毒型VEGFは機能的に重要な領域の構造 (受容体結合ループおよびC末端領域) を多様化させ

ることで、その機能を多様化していることを明らかにした。次に、vamminをはじめとする異な

るリガンド特性を持つVEGFを用いた超微形態学的解析より、VEGFの血管透過性の亢進に伴う血

管壁の超微構造変化 (VVOおよびfenestrae形成) は、リガンドの受容体選択性によって異なる

ことを示した。さらに、種々のヘビ毒よりVEGFとは異なる新しいVEGF受容体結合タンパク質、

KDR-bp (Lys49-PLA2) を同定した。VEGFの血管透過性亢進作用は癌性浮腫や腹水、炎症細胞・癌

細胞浸潤の原因となることから、本研究の成果は、それら病態機序の解明および分子治療に貢

献することと期待している。さらに、KDR-bpの発見はKDRの新たな機能探索ならびにVEGFおよび

VEGF受容体分子標的物質の開発研究において有用なツールとなると考える。 
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１．研究開始当初の背景 
血管内皮増殖因子 (Vascular endothelial 

growth factor; VEGF-A165) は 165 アミノ酸残
基から成る分子量約 45,000 のホモ二量体タ
ンパク質であり、血管新生作用や血管透過性
亢進作用など多彩な生物活性を示す。その作

用は内皮細胞膜上の受容体Flt-1 (VEGF受容
体 1) およびKDR (VEGF受容体 2) を介して発
現する。当研究室ではヘビ毒より 2種の新規
なVEGF様タンパク質 (vamminおよびVR-1 と
命名) を見出している。VamminおよびVR-1 は
KDRのみに特異的に結合しVEGF-A165に比べ強



力な生物活性を示すことから、7 番目のVEGF
サブタイプとしてVEGF-Fと分類されている。
近年、種々の組織細胞生物学的解析および遺
伝子改変動物を用いた解析よりVEGFの多様な
生理機能が明らかにされてきたが、タンパク
質レベルに焦点を当てた解析は少なく、リガ
ンド－受容体間の分子相互作用や生物活性の
発現メカニズムも未だ不明な点が多い。 
我々は VEGF の構造機能相関について明ら

かにする目的で、(1)VEGF-F の構造および機
能の多様性、(2)機能発現メカニズムが不明な
VEGF の血管透過性亢進活性について、生理的
な VEGF とは異なるリガンド特性を持つ
VEGF-F を用いて、生物学的および超微形態学
的に解析、(3)抗血管病薬の創薬シーズを見つ
けるため、種々ヘビ毒中より VEGF 受容体のア
ンタゴニスト分子の探索、の 3点について遂
行する。 

 
２．研究の目的 
 新型の VEGF-F の構造と機能相関を解明す
ることで、VEGF 分子と機能の多様性及び VEGF
の強力な生物活性の発現メカニズムを明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
(1) VEGF-Fの細胞生物学的機能解析 

VEGF-FはVEGF-A (VEGF165)と同程度の濃度
で血管内皮細胞の増殖を惹起するが（EC50 = 
100 pM）、VEGF-Aに比べ約2倍の最大増殖率
を示す。この強力な生物活性はin vivoでも
観察され、VEGF-Aに比べ強力な血圧降下作用
を有している。VEGF-Fの強力な生物活性の発
現機序を同定する目的で、培養細胞系を用い
てVEGF-Fの細胞内シグナル伝達機構につい
てVEGF-Aと比較しながら検討した。また
VEGF-Aには細胞増殖活性の他に細胞遊走作
用・血管透過性亢進作用があることが知られ
ているので、これらの生物活性に対しても定
量的に比較検討を行った。 
 
(2) 新たなVEGF様分子の探索・同定 

ごく最近、他の研究グループから VEGFR-2
だけでなく VEGFR-1 にも結合する新しいヘ
ビ毒 VEGF が同定された*。ヘビ毒タンパク
質の加速進化と多様性を考慮すると**、さ
らに異なる受容体選択性および生物活性を
持ったVEGF様分子が含まれていると期待で
きる。そこで新たな VEGF 様分子の同定を目
的とし、免疫学的および遺伝子工学的手法
を用いて各種ヘビ毒を用いスクリーニング
した。現在、抗 VEGF-F 抗体を使ったスクリ
ーニングで予備的な知見を得ている。 
*Takahashi, T. et al. J. Biol. Chem. 279, 

46304-46314 (2005) 
**Ogawa, T. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 

U.S.A. 89, 8557-8561 (1992) 

 
(3) 血管新生系に作用する新規な毒素成分
の探索 
VEGFR-2（KDR）は、血管新生・血管形成

において中心的な役割を果たす。当教室で
見出したVEGF-Fは VEGFR-2のみを活性化す
る初めての毒素タンパク質である。ヘビ毒
には同一の生体分子を標的とするアクチベ
ータおよびインヒビター分子が含まれるこ
とがあることから、種々のヘビ毒に VEGFR-2
に作用する新たな毒素成分を探索した。そ
の結果、つい最近アメリカヌママムシ毒中
に新たな KDR 結合タンパク質を同定した。
同様の作用を示すタンパク質は他のヘビ毒
にも含まれている可能性を考え、さらにス
クリーニングを行い単離・構造決定した。 
 
(4) VEGF-Fの高いレセプター選択性に関す
る構造生物学的研究 

VEGF-F は VEGFR-2 にのみ特異的に結合す
るリガンドである。我々は結晶構造解析か
ら、VEGF-F は VEGF-A と比べてレセプター結
合ループの構造と表面電荷が大きく異なっ
ていることを明らかにしている。VEGF-F の
高いレセプター選択性が、これらの構造上
の差異に起因することを明らかにするため、
VEGF-A の遺伝子組換え体を作成し、そのレ
セプター結合性について検討した。 
 
(5) VEGF-FのC末端ヘパリン結合領域の新た
な機能の探索 

VEGF-A (VEGF165)の C 末端には、55 アミ
ノ酸残基で構成されるヘパリン結合領域が
存在する(Keyt, B.A. et al. J. Biol. Chem. 
271, 7788-7795, 1996; Fairbrother, W.J. 
et al. Structure 6, 637-648, 1998)。一
方、VEGF-F の C 末端領域は 16-17 アミノ酸
残基と短い。つい最近、我々は合成ペプチ
ドを用いた検討からVEGF-Fの C末端領域は
VEGF165 と同様にヘパリン結合領域として
機能し、その生物活性に関与していること
を明らかにした。また、VEGF-F の C 末端ペ
プチドは VEGF165 の生物活性（細胞増殖お
よび血圧降下作用）を抑制することから、
VEGF165 が結合するヘパリンと同様のヘパ
リン構造を認識していると考えられる。し
かし、一次構造の大きな違いとヘビ毒タン
パク質の加速進化を考えると、単にヘパリ
ン結合領域としてのみ機能しているとは考
えにくい。そこで、VEGF-A の C 末端ヘパリ
ン結合領域をVEGF-Fの C末端領域と置換し
た組換えタンパク質を調製し、その生物活
性および生化学的性質について検討した。 
 
(6) 受容体選択性・親和性の異なるVEGFの
生物活性の評価 

VEGFは、それぞれ異なる受容体選択性・親



和性を示すことで多様な生理活性を発現す
る。しかし内因性のサブタイプの生理活性を
比較検討しても、これまでの報告以上の情報
を得ることは出来ない。ヘビ毒には哺乳動物
には見られない受容体結合性を示すVEGFが
含まれていることから、これらの分子の生物
活性を比較することで、それぞれの受容体の
機能について（受容体同士のクロストークを
含めて）新たな情報を得ることが出来る。こ
のような観点から、得られたVEGFの生化学的
性質およびいくつかの生物活性について哺
乳動物由来のVEGFと比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 組織型および毒型VEGFの比較生化学的解
析
種々のヘビ毒タンパク質はしばしば、生物

活性に重要な領域を選択的に変化させること
で多様な機能を獲得することが知られている。
そこで我々は、VEGF-F (毒型 VEGF) の分子多
様性を明らかにするため、毒ヘビに発現する
種々の組織型VEGF (ヘビVEGF-A) および毒型

VEGF (VEGF-F) の配列を決定した。それらを

比較した結果、組織型 VEGF の構造は互いに高
く保存されていたのに対し(>94%)、毒型 VEGF
は多様性に富んでおり、特に受容体結合ルー
プ 1とループ 3および C末端の補助因子と結
合すると予測される領域が最も多様化してい
た (図 1)。毒ヘビ由来の組織型および毒型
VEGF を機能的および系統発生的に分類する
と、毒型 VEGF は組織型とは独立した進化を遂
げたと予測された。また、毒型 VEGF は少なく
とも 3群に分けることができることが分かっ
た (図 2)。以上の結果から、ヘビ毒腺に発現
する毒型 VEGF (VEGF-F) は機能的に特に重要
な領域の構造を変化させることで、その機能
を多様化していると推定した。 
 
(2) VEGFの血管透過性亢進活性の超微形態学
的解析 
VEGFの血管透過性亢進作用は血管形成作用

とは独立して引き起こされることが知られて
いる。その作用はKDRを介すると考えられてい
るが、幾つかの相反する報告もあり、そのメ
カニズムは未だ明確ではない。我々は受容体
選択性の異なる 3 種のVEGF (VEGF-A165、
placenta growth factor-1 (PlGF-1)、vammin) 
を用い、生理学および超微形態学の両面から
VEGFの血管透過性亢進作用の解析を行った。
Milesアッセイにより血管内から血管外組織
への色素漏出量を測定した結果、VEGF-A165お
よびvamminは色素漏出を呈したのに対し、
Flt-1 のみに結合するPlGF-1 は色素漏出を呈
さなかった (図 3A)。また、vamminはVEGF-A165
よりも強力な色素漏出を引き起こすことが分
かった (図 3A)。 
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図 3.  VEGF による色素漏出作用および毛細血管壁超微構造変化

A, Miles アッセイによるサンプル皮内投与 10 分後の色素漏出量を示す。*p<0.005
B~D, 毛細血管の透過電子顕微鏡像。有窓構造 (fenestrae) を矢印 (   )、VVO を矢頭 (   ) で示す。拡大

領域を四角で囲む。ec; 内皮細胞, p; 周皮細胞, n; 核 bar: 1 mm (全体写真) および 200 nm (拡大写真)
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図 2.  組織型および毒型 VEGF の分子系統樹とリガンド特性

本研究によりクローニングした 7 つの VEGF 分子を下線で示す。

分子系統樹は VEGF ホモロジードメインの一次構造を基に作成した。

* 免疫沈降解析結果より ** 結合アッセイより結合親和性を算出した。
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 VEGF は、毛細血管壁にその血管透過性を亢
進させると予想される小胞‒空胞オルガネラ 
(Vesiculo- vacuole organelle; VVO: 内皮細
胞内に多数生じる小孔) と有窓構造 
(fenestrae: 径50-80 nmの内皮細胞膜に開い
た穴) の 2 種の超微構造形成を引き起こすこ
とが知られている (図 4)。 
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図 4.  VEGF による血管壁の超微構造変化
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VEGF-A165およびvamminにより惹起される超



微構造変化を比較したところ、VEGF-A165は、
ほぼ同程度の頻度でVVOとfenestraeを形成し
たのに対し (35% および 24%)、vamminはVVO
に比べfenestraeを優位に形成させた (10% 
および53%) (図3B-D)。現在までにVEGF-A165の
超微形態学的解析より、VVOの出現頻度と
fenestraeの出現頻度は反比例することから、
VVOからfenestraeが形成される機序がすでに
提唱されている。そこで、vamminによる超微
構造変化がVEGF-A165に比べ短時間で生じるた
めにfenestrae形成が優位に観察された可能
性を考え、より短時間の超微構造変化を捉え
るため皮内投与後の暴露時間を 10 分から 3
分に短縮して同様の実験を行った。その結果、
10 分間暴露時と同様にvamminはfenestrae形
成のみを優先的に引き起こした (7% および
16%)。以上の結果から、vamminはfenestrae
形成を優位に惹起すること、またVVOおよび
fenestraeは異なる機序により形成されると
推論した。Fenestrae形成を優位に誘導する
vamminがVEGF-A165に比べ色素漏出作用が高い
ことを考えると、fenestraeはVEGFの血管透過
性亢進作用においてより機能的な超微構造で
あると考察した。興味深いことに、超微構造
変化はFlt-1 にのみ結合するPlGF-1 刺激下に
おいても引き起こされたが、色素漏出は全く
観察されなかった。したがって、VEGFの色素
漏出作用と超微構造変化は異なる機序により
引き起こされると考えた。 
 
(3) VEGF受容体結合タンパク質KDR-bpの分子
特性 
ヘビ毒には生体分子の特異的なアクチベー

ターやインヒビターが含まれていることが知
られている。VEGFのアンタゴニストは抗血管
病治療薬のシードとなりうることから、我々
は、ヘビ毒よりVEGF-Fとは異なるVEGF受容体
結合分子の探索を試みた。スクリーニングの
結果、アメリカヌママムシ毒より新しいKDR
結合タンパク質を見出し、KDR-binding 
protein (KDR-bpと略) と命名した。その一次
構造を解析した結果、KDR-bpは不活性型のホ
スホリパーゼA2: Lys

49- PLA2ファミリーに分
類されるタンパク質であった。ヘビ毒に含ま
れるLys49-PLA2は、PLA2活性の代わりに強力な
筋壊死活性を示すPLA2ホモログ分子として報
告されているが、その分子機序は不明である。
種々の増殖因子受容体を用いたBiacore相互
作用解析の結果、KDR-bpはKDRおよびFlt-1 の
細胞外ドメインに結合性を示したが、相同な
構造を持つ他の増殖因子受容体であるPDGF受
容体やFGF受容体には結合しなかった。KDR-bp
とKDRの結合はVEGF-A165によって競合的に阻
害され、またKDR-bpはVEGF- A165のヒト臍帯静
脈内皮細胞の増殖活性を阻害することから、
KDR-bpはKDRのアンタゴニスト様の活性を示
すと考えた。この結果により、KDR-bpは、近

年報告された金属酵素インヒビターTIMP-3
に次いで 3つ目のVEGF受容体結合タンパク質
であることを明らかにした。 

 
(4) VEGF受容体結合タンパク質KDR-bpの結合
部位の同定
血管内皮増殖因子VEGFはその受容体KDRに

結合することで、多彩な生理作用を示す。我々
の教室では、ヘビ毒に含まれる不活性型のホ
スホリパーゼA2ホモログ（KDR-bpと命名）は
KDRの細胞外ドメインに結合し、アンタゴニス
ト様の性質を示すことを明らかにしている。
本論文では、KDR-bpのKDR結合部位を同定する
目的でKDR-bpの一次構造をもとに 9種の合成
ペプチドを作成し、そのKDR結合性を検討した。
その結果、C末端のループ領域のペプチドが
KDR-bpと同等の親和性で結合することが明ら
かとなった。 
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