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研究成果の概要（和文）：ADAM 型出血毒素は血管内皮細胞に細胞断片化を引き起こす。このよ

うな細胞断片化を制御している信号分子が特定された。またこの分子による制御が多くの細胞

で一般的に共通して行われていることが示された。これにより細胞形態制御の新しい制御機構

が解明された。 

 

研究成果の概要（英文）：ADAM-type hemorrhagic toxins induce cell fragmentation on 

vascular endothelial cells. A signaling molecule was identified as the responsible factor 

regulating the cell fragmentation, and shown to perform on various cell types. It suggests 

one of regulating mechanism of cell morphology is clarified. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞膜プロテアーゼである ADAM ファミリ
ーは、癌・免疫など多くの疾患に関わると考
えられているが、ファミリーの殆どの分子の
具体的な役割は明らかではない。この中で、
本申請者は、出血性ヘビ毒の中に、血管内皮
細胞特異的に細胞死（アポトーシス）を引き
起こす ADAM ファミリータンパク質（VAP 
(Vascular apoptosis -inducing proteins) 
と命名）が存在することを発見し、最近その
X 線結晶構造解析にも成功した 1,2,3)。これは、
ADAM ファミリータンパク質では世界初の立
体構造データである。この VAPには細胞死誘
導活性に加えて、個体においては出血活性も
ある。そこで、このような活性の明らかな

ADAM を用いることにより、不明な ADAM の機
能を明らかにできる可能性が示唆された。 

 
２．研究の目的 

ADAM ファミリーの一つである ADAM 型ヘビ毒
素が、血管内皮細胞に新規のシグナル伝達を
引き起こすことを最近見出した。この新しい
シグナル伝達では新規の脂質代謝が起こり、
細胞膜に著しい変化をもたらすことが分か
ったことから、このような新しい細胞機能と
シグナル伝達の詳細の解析を行う。この新し
い細胞機能とシグナル伝達の詳細が解明さ
れれば、血管内皮細胞の新しい制御経路とし
て新薬開発の道が開かれる。またこれが ADAM
ファミリーの普遍的なシグナル伝達経路で
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あれば、さらに血管細胞以外に対する新薬の
道も開かれるため、このシグナル伝達の詳細
を解明する。 
 
３．研究の方法 

(1) 細胞とその培養 
今回の実験では Jaffe らの方法 7)によって

得たヒト臍帯血管内皮細胞(HUVEC) を使用
した。培養液として、MCDB105 培養液 (Sigma) 
にウシ胎仔血清を 10 ％、FGF を 70 ng/ml 
(Lobbおよび Fettの方法 8)でウシの脳より抽
出) ､ヘパリンを 100 ng/ml の最終濃度にな
るように加えた溶液を用いた。細胞は、
0.1 ％ゼラチンコートしたプラスチックデ
ッシュにまき、37℃で培養を行った。 
(2) VAP1 の精製 

 VAP1 は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で精製した。
まず、ガラガラヘビの毒素を 25 mM NaCl 
Tris-HCl (25 mM NaCl、10 mM Tris-HCl (pH 
7.0)、 1 mM CaCl2) buffer に 溶 か し、
CM-Sephadex column を用いて、NaCl 勾配に
より溶出を行った。各画分より 25μlを取り、
還元せずに SDS-PAGE を行い、バンドを検出
した。銀染色の結果より、110 kDa のバンド
を多く含む画分を等量の 25 mMリン酸ナトリ
ウム Buffer (pH 7.0)と混合し、同緩衝液で
平衡化した。hydroxyapatite column に添加
し、吸着させた。十分洗浄した後、リン酸ナ
トリウム Buffer の濃度を順次あげることに
より溶出を行った。各濃度で溶出される画分
を還元せずに SDS-PAGE を行い、銀染色を行
った。以上の操作より VAP1 は約 110 kDa の
単一なバンドとして精製される。この約 110 
kDa のバンドを主要に含んでいる画分を、ア
ミコンウルトラ（Amicon Ultra）-15 遠心式
フィルターユニットを用いて濃縮して以降
の実験を行った。 

(3) 脂質代謝阻害剤の細胞処理 
カバーガラスを敷き、ゼラチンコートをし

たディッシュ上に HUVEC を培養した。細胞の
培養液を MCDB 培地に換え、ET18OCH3 と
compound 48/80 をそれぞれ 1.3 mM と 0.02 
mg/ml の濃度で加え、24 時間インキュベート
した。ディッシュから培養液を除き、固定液
１ml を加えた。室温で 30 min 静置した後、
PBSで３回洗浄した。ファロイジンを 1000倍
希釈、DAPI 2 mg/ml となるようにサポニン溶
液で希釈した溶液をのせ、２時間反応させた。
PBS で三回洗浄し、カバーガラスの水分を軽
く切って 10 %グリセロール in PBS溶液を 10 
ml 滴下し、スライドガラスに乗せ検鏡した。 

(4) 細胞の PIP2抗体での染色 
カバーガラスを敷き、ゼラチンコートをし

たディッシュ上に HUVEC を培養した。細胞の
培養液を MCDB 培地に換え、VAP1 を終濃度 3 
mg/mlで加え 17時間インキュベートした細胞

と、コントロールとしてなにも加えず７日間
インキュベートした細胞を準備した。準備し
たディッシュから培養液を除き、固定液 1 ml
（40 mg パラホルムアルデヒド,900 ml DW,3 
ml 1N NaOH,95 ℃で 3 min,65 ℃で 10 min イ
ンキュベート,10×PBS を 100 ml 加える）を
加えた。室温で 30 min 静置し、PBS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,PBS）を２ml 加
え、 30 min 静置した。Mouse monoclonal 
antibody [2C11] to PIP2 をサポニンブロッ
キング溶液で２０倍希釈した溶液を乗せ、デ
ィッシュをパラフィルムでシールし、４℃で
５時間反応させた。PBS で３回洗浄した後、
Alexa fluor 488 goat anti mouse IgM [μ 
chain]を PBS で 3000 倍希釈した二次抗体溶
液を室温で一時間反応させた。PBS で３回洗
浄し、カバーガラスの水分を軽く切って 10 %
グリセロール in PBS 溶液を 10 ml 滴下し、
スライドガラスに乗せ検鏡した。 

 
４．研究成果 

(1) VAP1を添加した血管内皮細胞の細胞断
片化の動態 

 6 cm ディッシュに培養した HUVEC に 3 
mg/ml になるように VAP1 を加え、37℃で 26
時間インキュベートした。その後 37℃で位相
差顕微鏡を用いて６時間観察した。 

 その結果、blebを出して粒状のアポトー
シスを起こしている細胞を観察した。細胞の
端から bleb を出し(Fig. 1B)、その次に細胞
全体が粒状になって blebを出していた(Fig. 
1C, 1D)。bleb が出始めてから 45 分後まで
blebは出たり入ったりしているが、その後動
きが止まっている(Fig. 1E, 1F)。 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1  VAP1 による細胞断片化の動態 



(2) 脂質代謝阻害剤による細胞断片化誘
導 

  ET18OCH3 を加えた細胞では細胞が断
片化して粒状(fragmented type)になり、死
んでいた（Fig. 2 A）。また核が断片化して
おりアポトーシスを起こして死んでいるこ
とが分かる(Fig. 2 B)。 

 Compound 48/80を加えた細胞では細胞が
断片化して粒状(fragmented type)になり、
死んでいた（Fig. 2 C）。また核が断片化し
ておりアポトーシスを起こして死んでいる
ことが分かる(Fig. 2 D)。 

血管内皮細胞に粒状(fragmented type)の
アポトーシスを誘導した化合物は ET18OCH3
と compound 48/80 であった。この二つの化
合物に共通する作用として PI-PLC 阻害活性
が考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 PI-PLC は PIP2 を inositol 1,4,5 

phosphate (IP3)と diacyl glycerol (DAG)
に分解する酵素で 

あるので、PIの脂質代謝に関係する分子と
して PIP2の局在性と量的変化を検討した。 

 
(3) アポトーシスを起こした血管内皮細

胞の PIP2抗体染色 
 VAP1 を加えてアポトーシスを誘導した

細胞においても、GF 飢餓によりアポトーシス
を誘導した細胞においても、bleb を出してい
る細胞においては PIP2 に由来する蛍光強度
が増加していた(Fig. 3A, B)。 

 一方、GF飢餓によるアポトーシスによっ
て球状(rounding type)になって死んでいる
細胞では蛍光強度が弱くなった(Fig. 3C, D)。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PIP2 の蛍光染色から bleb を出している間

はいずれのタイプのアポトーシスでも PIP2
の量が多いが、球状になってアポトーシスを
起こしている細胞では PIP2 の量が減少する
ことが考えられる。この結果と粒状のアポト
ーシスを起こす化合物の共通点から、アポト
ーシスにおいて bleb が引き込まれて細胞が
球状(rounding type)になるためには、PIP2
の分解が必要である可能性が考えられた。 

 
(4)血管内皮細胞以外の細胞における細胞断
片化制御 

   血管内皮細胞で上記のように初め
て見つかった細胞断片化の制御機構が、一般
性があるかどうかの実験を行った。他の細胞
として、細胞断片化しない Hela 細胞等、ま
た細胞断片化する COS 細胞等を用い、細胞死
に際して制御信号の様子を見た。その結果、
血管内皮細胞以外でも、細胞断片化しない細
胞死および細胞断片化した細胞で、制御分子
の動態が血管内皮細胞の場合と同じであっ
た。 

他方、制御信号の分解を阻害する阻害剤に
よって、細胞断片化しない細胞に、細胞断片
化を誘導することができた。 

これにより、血管内皮細胞以外の細胞にお
いても一般的に、この制御信号が細胞断片化
を制御していることが分かった。 

 
(5)細胞断片化の制御仮説 

 アポトーシスを起こした細胞が粒状
(fragmented type) になるか球状 (rounding 
type) になるかは、細胞の種類によって決ま
っているという報告がある 10,11)が、血管内

 

 

図３ fragment typeと rounding type に

おける PIP2の分布 

 

 

図２ 脂質代謝阻害剤による細胞断片化 

A,B: ET18OCH3, C,D:compound48/80  
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A                B 

C                D 



皮細胞におけるこの二つの実験結果はアポ
トーシスにおいて細胞が球状になるか粒状
になるかの決定に PIP2 の分解が深く関わっ
ているという新しい可能性を示唆している。
今後 PIP2 抗体でのドットブロットや、PIP2
の分解によってできた脂質セカンドメッセ
ンジャーによるシグナルなどを調査してい
く必要がある。  

PI-PLC 阻害剤によるアポトーシスが VAP1
によるアポトーシスと形態的に類似してい
る こ と に 加 え て 、 VAP1 に よ り 粒 状
(fragmented type)のアポトーシスを起こし
た細胞では PIP2 の量が増加していたことか
ら、VAP1 の細胞に対する作用機構として
PI-PLC やそれに関連する脂質代謝経路への
関与が考えられる。 

 VAP1 の細胞に対する作用機構は不明な
点が多く、VAP1 が PI の脂質代謝に関わって
いるということは全く新しい知見であり、こ
れが VAP1のみならず ADAMファミリータンパ
ク質全般の作用機構の解明の足がかりとな
るかもしれない。 

細胞死において細胞断片化を起こすか否
かは、生体の細胞代謝機構の中ではっきりと
区別されている 12)。この制御分子の一つが特
定されたことは、細胞代謝に関する病態を示
す疾患への薬剤の開発に繋がる可能性があ
る。 
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