
 

 

  

 

活性化血液凝固第 IX因子は EGFドメインを 
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第一章第一章  緒言緒言  

 

第1節 背景 

１．アポトーシス 

 アポトーシスは、プログラムされた細胞死を指す。アポトーシスを起こして

いる細胞には、細胞に対する侵襲が原因となるネクローシスの細胞から区別さ

れる形態上の特徴がある[1]。 

 アポトーシスの情報伝達経路には、ミトコンドリアが関与する内因性と、Fas

をはじめとする細胞死受容体を介する外因性の二種類がある[2]。内因性経路で

も外因性経路でも、エフェクターカスパーゼであるカスパーゼ3や７の活性化が

アポトーシスの誘導のための共通経路となっている[3]。 

 

２．EGFモチーフ 

 上皮成長因子（EGF)モチーフは、約40個のアミノ酸から構成されるモチーフ

である[4, 5, 6]。このモチーフは600以上の細胞外タンパクにより共有される。

EGFモチーフの約25％がカルシウム結合性である。カルシウム結合性EGFモチー

フの多くがCX(D/N)XXXX(F/Y)XCXCのコンセンサスシークエンスを有している（X

は任意のアミノ酸残基を表す）。 

 KitanoらはCX(D/N)XXXX(F/Y)XCXCのアミノ酸配列で定義されるEGFモチーフ

のサブファミリーとしてCXDXXXXYXCXCを提案している[7]。彼らは、凝固第IX因

子（以下、F9と呼ぶ）の第一EGFドメインには、遺伝子導入効率を改善する機能

以外に、細胞接着を抑制する作用があると報告した[9]。凝固第VII因子と第X因



 

子のEGFドメインも同様な活性を示した。これらの結果はCXDXXXXYXCXCがアミノ

酸配列のみならず機能的にもファミリーを構成することを示唆している。 

 

３．凝固第IX因子（F9） 

F9は、N末端側の軽鎖、C末端側の重鎖と、それらをつなぐ活性化ペプチドか

ら構成されている。F9の軽鎖は三つのドメインから構成される。軽鎖のC末端側

には二つのEGFドメインが並ぶ。第一EGFドメインはCKDDISSYECWCのアミノ酸配

列を含み、前述のCXDXXXXYXCXC配列を持つEGFモチーフに該当する。第一EGFド

メインの異常は重鎖のタンパク分解酵素活性の低下を引き起こし、F9の凝固因

子としての活性に必須である[10]。また、Glaドメインの安定性にも寄与してい

る[11]。 

  

第2節 本研究の目的 

 本研究の目的は、F9の第一EGFドメインの細胞への機能を明らかにすることで

ある。特にアポトーシス誘導能について検討を加える。さらに、CXDXXXXYXCXC

のアミノ酸配列を持つEGFドメインの医学的意味について考察する。 



 

第二章第二章  対象と方法対象と方法 

 

第1節 細胞と培養 

 実験にはヒト扁平上皮癌細胞由来のA431NS細胞を用いた。培養には64培養液

を使用した。64培養液は、Opti-MEM I Reduced Serum培養液とLHC-8培養液を6：

4に混合して作製した。 

 

第2節 試薬 

マウスF9欠失変異体のcDNA（アミノ酸残基47-471、47-236、47‐191、97‐130）

を RT−PCRにより作製し、発現ベクターであるAP-tag4 ベクターに挿入した。こ

れらのプラスミドをCHO細胞に導入し、培養することにより、組み換えタンパク

を作成した。Kitanoらの報告を参考とし、十分な反応をえられる濃度として100

ｎMの組み換えタンパクを細胞培養液に添加して実験を行った[7,8]。 

 

第3節 細胞接着の評価 

 細胞基質間接着の強度を評価するために以下の実験を行った。A431NS細胞に、

F9・活性化F9・47-471・47-236・47-191・EGF-F9を其々添加した。タンパク添

加後に振盪し、浮遊細胞数を計測した。 

 

第4節 アネキシンV染色 

アポトーシスをおこした細胞数を知るため、アネキシンV染色を行った。

EGF-F9添加後、アネキシンV AlexaFluor 568を加え、phalloidin-AlexaFluor488

でアクチンの染色を行った。アネキシンV染色陽性細胞数を数え、アネキシンV

染色陽性細胞数の割合を計算した。 



 

 

第5節 ウェスタンブロット法によるEGF-F9の影響の評価 

 細胞が産生するタンパク量を評価するためウェスタンブロットを行った。A431NS細胞

にEGF-F9で処理し、サンプルを作製した。得られたバンドの定量化はJust TLC 

softwareで行った。 

 

第6節 カスパーゼ3阻害剤存在下でのアネキシンV染色 

 EGF-F9によるアポトーシスのカスパーゼ3依存性について検討するために、ア

ネキシンVで染まる細胞数を測定した。A431NS細胞をカスパーゼ3阻害剤で処理

後、第4節と同様に進めた。 

  

第7節 統計分析 

 Mann-WhitneyのU検定を行い、検定結果の指標はp値を用いた。95%信頼区間の

場合は p < 0.05 、99%信頼区間の場合は p < 0.01 をもって有意差があるとし

た。結果は平均±標準偏差とした。 

    



 

第三章第三章  結果結果  

  

第1節 細胞接着への影響 

 EGF−F9の細胞接着に関する機能が凝固反応とどのように関係しているか検討

するため、F9タンパク、活性型F9タンパクおよびF9の欠失変異体を用いて実験

を行った。タンパクを添加後振とうし、剥がれてきた細胞数を血球計算盤で計

測した。コントロールでは細胞はほとんど剥がれなかった。ヒト血漿由来F9タ

ンパクおよびマウスF9全長組み換えタンパクによる処理では細胞の剥離は誘発

されなかったが、ヒト血漿由来活性型F9タンパクによる細胞剥離が観察された。

F9の欠失変異体を用いた実験では、活性化ペプチドを含むタンパクには活性が

なかったが、軽鎖あるいはEGF−F9には活性があった。 

 

第2節 アポトーシスの誘導 

 EGF−F9が、ホモロジーのあるDel1の第三EGFドメイン同様にアポトーシスを誘

導するか検討した。細胞死の指標としてアネキシンVで免疫染色、活性型カスパ

ーゼ3タンパク量をウェスタンブロットで検出した。アネキシンV染色陽性細胞

は、EGF−F9添加後では約8.9倍に増加した。活性型カスパーゼ3はEGF−F9投与後

約2.7倍になった。 

 

第3節 情報伝達のカスパーゼ3依存性 

 活性型カスパーゼ3の増加は、EGF−F9によるアポトーシスがカスパーゼ3依存

性であることを示唆していた。それを確認するために、カスパーゼ3阻害剤を用

いた実験を行った。アネキシンV染色陽性細胞の割合はインヒビターVにより

EGF-F9に比べ約73±36.3％抑制された。しかしインヒビターVIIは、それ自体に



 

細胞表面へのアネキシンVの結合を増やす作用があるため評価できなかった。 

 EGF−F9の投与は10分以内に細胞接着を減弱する。この結果は、EGF−F9による

アポトーシスが接着阻害によって誘発されるアノイキスである可能性を示唆し

た。そこで、細胞接着の減弱とカスパーゼ3活性化の関係について検討するため、

カスパーゼ3活性化の時間経過について調べた。ウェスタンブロットで、活性化

カスパーゼ3とカスパーゼ3は刺激後5から10分で増加が認められた。通常、アポ

トーシス誘導時のカスパーゼ3の活性化は30分から数時間かけて起こる[20, 21]。 

この早期のカスパーゼ3活性化が細胞脱接着の上流で働いている可能性を考

え、カスパーゼ3阻害剤を用いた実験を行った。EGF−F9により誘発される細胞接

着の減弱化はインヒビターVとインヒビターVIIによりそれぞれ約72±22％と約

92±10％抑制された。 

 

    



 

第四章第四章  考察考察  

 

 本研究において、活性化F9は凝固因子として働くのみならず、ヒト扁平上皮

癌細胞株に対して脱接着作用を示すことが確認された。活性化F9は細胞基質間

接着を減弱化し、その活性は第一EGFドメイン（EGF-F9）に局在した。EGF−F9の

活性は、Kitanoらが報告しているように、凝固反応に伴う活性化ペプチドの除

去により生じると推察された[9]。またEGF-F9には、CXDXXXXYXCXC配列を持つ

Del1の第三EGFドメイン同様に、アポトーシスの誘導活性があると判明した。 

 

第1節 EGF-F9の情報伝達路 

 EGF-F9により誘導されたアポトーシスに先行してカスパーゼ3の活性化が観

察された。アポトーシス、脱接着は2種類のカスパーゼ3阻害剤により部分的に

抑制された。これらの結果は、EGF-F9によるこれらの反応がカスパーゼ3依存性

である可能性を示唆している。もしカスパーゼ3活性化の下流に脱接着が位置す

るなら、通常のアノイキスとは逆のシグナル伝導路の存在が考えられる[14,15]。 

 EGF-F9によるカスパーゼ3の活性化は刺激後30分以内に観察された。このよう

な早期のカスパーゼ3活性化についての報告はあまり多くない。Borutaiteらは

ランゲンドルフ法を用いて心筋虚血モデルを作成し、カスパーゼ3の活性を検討

した[16]。その結果、還流を止めてから30分後にカスパーゼ3の活性が増加した。

また、ショウジョウバエを用いた実験では、ハエの幼生に針で外傷を与えると

30分以内に腸管上皮でカスパーゼ3が活性化された[17]。この結果よりカスパー

ゼ3の活性化は外傷ストレスからの回復に必須と思われた。In vitroの実験系を

用いた研究では、Rosadoらの報告がある[18]。血小板ではトロンビンの刺激か

ら1分でカスパーゼ3活性が上昇した。血小板はやや特殊な細胞と言えるが、彼



 

らは膵臓の細胞でもCCK-8の刺激から１分でカスパーゼ3活性の上昇を認めた。

外傷に対する凝固反応や、食事に対する消化酵素の分泌は分単位の反応であり、

カスパーゼ3の迅速な活性化は生体の素早い反応に共通して起こる可能性が考

えられる。本研究ではカスパーゼ3の総タンパク量も早期から増加していた。刺

激から短時間で起こるカスパーゼ3活性の亢進は、生理的な反応において重要な

役割を果たす可能性がある。 

 

第2節 EGF－F9の医学的意味 

 次に、凝固因子の一つであるF9が細胞接着を減弱化したりアポトーシスを誘

発したりする医学的意味について考察する。 

第一に、凝固反応が外傷部で生じることから考えると、障害を受けた組織に

アポトーシスを誘導し、エンドサイトーシスによるデブリードメントを容易に

する可能性がある。第二に、細胞の脱接着は創の周辺組織からの創内への細胞

の遊走に必要である。通常、創傷の治癒には創の周囲組織から、上皮細胞、線

維芽細胞、内皮細胞、マクロファージなど多種の細胞が動員される。これらの

細胞が元の位置から離れて創内に遊走するのにEGF-F9が役立つ可能性がある。 

第三に、F9は創傷治癒に必要な細胞分化や増殖に関わっている可能性がある。

ヒドラ、カエル、ハエなどの下等動物では、組織再生の過程でアポトーシスが

観察されている[19, 20,21]。哺乳類の場合、いくつかの系列でカスパーゼ3の

活性化が細胞分化に必須である。OkuyamaらはNotchからカスパーゼ3に至る情報

伝達路が皮膚角化細胞の分化を制御していると報告した[22]。さらに、カスパ

ーゼ3のノックアウトマウスでは皮膚や肝臓での組織の再生が抑制された[23]。 

 

 



 

第3節 アミノ酸配列CXDXXXXYCXC 

 本研究においてEGF-F9のアポトーシス誘導作用が確認されたため、アミノ酸

配列CXDXXXXYCXCを持つDel1とF9のEGFドメインは、アポトーシスの誘導という

共通の機能を持つことが明らかになった。CXDXXXXYCXCが特定の機能を持つ新規

のファミリーを構成する可能性が高まったと言える。また、CXDXXXXYCXC配列に

よる細胞脱接着やアポトーシスは動脈硬化等の血管病変に関わっている可能性

がある。これまで、血栓症の治療薬は凝固能を指標に用いられてきた。凝固因

子の細胞に対する機能の発見は、動脈硬化症やそれに伴う血栓症の予防や治療

における新たなターゲットの発見と考えられる。 

 

  



 

第五章第五章  まとめまとめ  

  

 本研究ではEGF-F9がアポトーシスを起こすことを示した。EGF-F9の活性化は

凝固反応と同様のプロセスによると思われた。EGF-F9のアポトーシス誘導作用

の一部は、カスパーゼ3活性化を介するシグナル経路の関与が示唆された。

CXDXXXXYCXCのアミノ酸配列は凝固第VII因子と第X因子にも共通するため、凝固

因子としての系以外に、細胞に対する機能に関わる新たな生理学的な系が存在

する可能性がある。細胞接着やアポトーシスは創傷の治癒、組織の再生、血管

病の発症、がん治療などに関与しており、CXDXXXXYCXCのアミノ酸配列は様々な

分野で重要な研究対象になると考えられる。 
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図1 EGF-F9による細胞の脱接着 

 

 

 

 

 
 

図2 EGF-F9によるアポトーシスの誘導 



 

 

 

図3 EGF-F9によるアポトーシスのカスパーゼ3依存性 

  



 

 

図説図説  

図1  EGF-F9による細胞の脱接着  

脱接着細胞の測定。横軸の数値はF9変異体のアミノ酸残基数を示す。47-471

がF9全長、97−130がEGF−F9に相当する。n＝6。 

 

図2  EGF-F9によるアポトーシスの誘導 

 8時間後のアネキシンV染色陽性細胞の割合。n=6。 

 

図3  EGF-F9によるアポトーシスのカスパーゼ3依存性 

 30分後の活性化カスパーゼ3（c-Caspase3)のウェスタンブロットの発光強度を

測定した。n=3。 
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