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研究成果の概要（和文）：低分量基底膜蛋白質であるAZ-1は、血管基底膜の構成因子として構

造的細胞外マトリックス蛋白質、血管内皮増殖因子、同受容体、インテグリン群との結合能を

持つ多価相互作用因子であることが判明した。この相互作用が血管内皮細胞の接着、増殖、管

腔形成などを制御することにより、血管内皮増殖因子による細胞の活性化が抑制されて血管内

皮の恒常性が維持されうることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：A low-molecular-weight basement membrane protein AZ-1 was 
demonstrated to be a multivalent factor which interacted with structural extracellular 
matrix proteins, vascular endothelium growth factor (VEGF), VEGF-receptors, and 
integrins. The multivalent interactions allowed to modulate adhesion, growth, and tubular 
formation of endothelial cells. The processes may inhibit activation of the cells by VEGF 
and play a role for homeostasis of vascular endothelium.  
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１．研究開始当初の背景 
 細胞外因子による細胞表面受容体を介した
細胞機能の制御に関して、受容体の細胞膜外
側領域における調節機構は十分には知られて
いない。従来、細胞外因子の作用は、細胞外
因子が表面受容体への結合することを以て、
一義的に受容体の活性化を起こすことと理解
されてきた。そのため、受容体の活性化以降、
細胞内シグナル伝達の一連の過程が詳細に研
究されてきたが、受容体の細胞外領域による
調節に関する研究は十分ではない。 
 近年、細胞表面受容体の細胞外領域におい

て、細胞機能を調節する新しいカテゴリーの
細胞外因子群“マトリセルラー蛋白質（MCP）”
が知られるようになった。MCPは、従来の細
胞外因子の２つのカテゴリー、すなわち増殖
因子などの可溶性因子、細胞外マトリックス
(ECM)蛋白質などの不溶性・構造的因子のどち
らにも属さない。MCPは低分子量でありなが
らECMに局在して細胞機能の調節を行う。MCP
には、SPARC、osteopontin、Cyr61などが知
られる。 
 Adrenocortical zonation factor-1 (AZ-1)
は、副腎皮質の層機能分化に関与する因子と
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して同定された。我々の近年の研究により
AZ-1は、副腎皮質だけでなく哺乳動物の全身
の血管基底膜に局在して、インテグリンのリ
ガンドとして血管内皮細胞(VEC)の接着・進展
活性を示す一方、血管内皮増殖因子VEGFによ
る血管内皮細胞への効果を阻害することが判
明した。 
 
 内皮細胞の機能制御においては、主要な２
つの細胞外因子である血管内皮増殖因子
(VEGF)とECM蛋白質が、これらの細胞表面受
容体を巻き込んで内皮細胞の機能調節を行う。
研究代表者は、AZ-1がVEGF受容体、構造ECM
蛋白質、インテグリンのいずれとも相互作用
する能力を持った細胞外シグナルモジュレー
ターとして機能すると考えた 
 
２．研究の目的 
 本研究では、VEGF、構造ECMという細胞外
因子と、インテグリンDVE3および VEGF-R2
の細胞外領域が関与する複合体形成に対して、
AZ-1が引き起こす構造的的変化を各蛋白質
のドメイン構造のレベルで解析することを目
的とした。さらに、AZ-1の特徴的な発現が明
らかになった哺乳動物初期発生における局在、
構造ECM及びインテグリンとの相互作用の解
析を行った。 
 
３．研究の方法 
 受容体の細胞外領域が形成する複合体に対
してAZ-1が引き起こす構造機能変化を、蛋白
質間結合、細胞接着、細胞増殖、管腔形成ア
ッセイにより捉え、VEGF刺激に対するAZ-1
の細胞応答阻害を蛋白質複合体の活性機能相
関に結びつける。AZ-1による複合体形成への
機能調節による分子基盤を明らかにするため、
AZ-1変異体を作製した。 
 
４．研究成果 
(1) 血管内皮細胞(VEC)はin vitroにおいて、
固相化された構造的な細胞外マトリクスを足
場として細胞膜上のインテグリンを介して接
着する。VECは、精製AZ-1蛋白質を固相化す
るとインテグリン(D2E1, D6E1, DVE3)に依
存した接着を示した。固相化フィブロネクチ
ン(FN)への接着におけるインテグリンD5E1
依存性と異なることから、AZ-1の接着促進活
性は特異的であった。この結果はAZ-1が、他
の細胞外因子なしでも単独でインテグリン
(D2E1, D6E1, DVE3)と結合して、接着を促
進することを示す(図１)。 
 
 ところが固相化コラーゲン I (Col-I)が示
すVEC接着促進活性は、AZ-1を固相化Col-I
に結合させると、AZ-1濃度依存的に阻害され
た(図２)。 
 

 同様に、Col-I上でのVEGFに依存したVEC
の増殖は、AZ-1を固相化Col-Iに結合させる
と阻害された(図３)。 
 

図１ 血管内皮細胞が固相化AZ-1に接着する際のイン
テグリンサブタイプ依存性は、固相化フィブロネクチン

に接着する際と異なる。(A)血管内皮細胞に検出されたイ

ンテグリンサブユニット、(B)固相化AZ-1(上)と固相化
フィブロネクチン(下)への血管内皮細胞の接着に対する

抗インテグリンサブユニット抗体による阻害効果。 

 
図2 内皮細胞の接着に対するコラーゲンIの促進活性

は、AZ-1がコラーゲンIへ結合することにより抑制され
る。 
 
 すなわち、２つの細胞過程 (1)構造的細胞
外因子Col-Iとその受容体インテグリンの相
互作用によるVECの接着促進、(2)可溶性細胞
外因子VEGFとVEGF受容体2の相互作用によ
るVECの増殖促進において、AZ-1は阻害能を



示した。 
 
図３ 内皮細胞のVEGF依存的な増殖に対するコラーゲ

ンIの促進効果は、AZ-1がコラーゲンIへ結合すること

により抑制される。 

 
 以上の結果から、AZ-1は、2種の細胞外因
子「可溶性因子」及び「構造的因子」がそれ
ぞれの細胞表面受容体と相互作用するとき、
両方の過程に関与することによって細胞機能
をモジュレートすることが示唆された。 
 
(2) VEGF受容体1（Flt-1）あるいはVEGF受
容体 2（KDR）と AZ-1の相互作用について解
析した。精製されたFlt-1とKDRの細胞外領
域を固相化して蛋白質間結合アッセイを行っ
たところ、精製 AZ-1は濃度依存的に固相化
Flt-1と KDRに結合した。これらの結合に対
する可溶性因子VEGFの影響を調べたところ、
Flt-1へのAZ-1の結合はVEGFにより変化し
ないが、KDR-1への AZ-1の結合は VEGFの存
在に顕著に増加した(図４)。 
 
 この結果は、Flt-1へ VEGFが結合しても
Flt-1は構造変化しないが、KDRへVEGFが結
合するとKDRは構造変化して、AZ-1との結合
能を高めることを示唆する。KDRは内皮細胞
において、インテグリンDVE3と細胞表面上で
複合体を形成して、VEGFに対する内皮細胞の
接着・伸展、増殖などの応答性に重要な役割
を持つことが判明している。これまでにAZ-1
はインテグリン及びインテグリンのリガンド
である細胞外マトリックスとの結合能により、
内皮細胞の接着・伸展を制御することが判明
している。上記結果は、これらの因子に加え
て、AZ-1はVEGF依存的にVEGF-KDR複合体へ
結合する因子であることを示す。 
 これらの結果から、AZ-1は、多価相互作用
能を持つ細胞外因子として、VEGF-KDR-インテ
グリンDVE3-細胞外マトリックス蛋白質から
構成される複合体へ参加することによって、
新たな細胞外因子として細胞応答を制御する
ことが示唆された。ここで推定された細胞の
応答制御のスキームは、コラーゲンゲルにお
いて内皮細胞が VEGF依存的に管腔形成する

現象に対して、AZ-1が阻害効果を示したこと
をよく支持する。 
 
図４ AZ-1はVEGF濃度依存的にKDRに結合する。

(A)AZ-1は濃度依存的にFlt-1に結合する。(B)AZ-1は濃

度依存的にKDRに結合する。(C)AZ-1の非特異的結合。
(D)AZ-1はVEGF濃度に依存せずにFlt-1に結合する。

(E)AZ-1はVEGF濃度に依存してKDRに結合する。 
 
(3) リガンド・細胞表面受容体複合体モデル
における AZ-1の相互作用様式の検証を目的
として、AZ-1蛋白質変異体の調製を行った。
全長の組換えAZ-1(466アミノ酸残基)につい
ては、効率良く発現・精製することが可能で
あった。AZ-1ドメイン欠損変異体として、３
ドメインの内１つまたは２つ欠いた変異体の
発現を試みた。しかしフィブロネクチンN端
70k等との融合蛋白質の作製を含めて種々の
工夫を試みたが、一部の変異体について十分
量発現させることが困難であった。そのため、
ドメインごとの機能評価が困難であったため
複合体との相互作用に関与する AZ-1の機能
ドメインの特定に至らなかった。 
 AZ-1の低分子量基底膜蛋白質としての新
しい機能を示す結果が、マウス胚を用いた実
験から得られた。マウス初期胚においてAZ-1 
mRNAが特徴的に増加することが従来知られ
ていた。この過程におけるAZ-1蛋白質の局在
を免疫組織化学法により検討したところ、着
床直前胚において、AZ-1は栄養外胚葉の胞胚
腔側内側に検出された。着床後には、AZ-1は
ライヘルト膜の重要な成分であるラミニンと
局在が同一であること、さらに免疫沈降実験
により、AZ-1とラミニンは相互作用している
ことが判明した。この結果から、AZ-1はライ
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ヘルト膜の新規な構成分子であることが判明
した。一方、子宮側におけるAZ-1の局在を解
析した結果、子宮内膜上皮細胞および血管内
皮細胞の基底膜に局在することが判明した。
特に、胚周囲の子宮側においてはインテグリ
ン群と共局在しており、免疫沈降実験により、
AZ-1とインテグリン群との相互作用が判明
した。 
 これらの結果、AZ-1は哺乳動物の初期発生
においても、胚側においては少なくとも構造
的細胞外マトリックス蛋白質（ラミニンなど）
と相互作用していること、一方子宮側におい
ては少なくとも細胞表面受容体（インテグリ
ン群）と相互作用していることを示す。従っ
て AZ-1は多価結合性因子として細胞機能の
調節に関与することが示唆された。 
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