
 

 

 

 

 

血液凝固第Ⅸ因子の EGF-１ドメインはトロンビン

の血管内皮細胞への効果を増強する (要約) 
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緒言 

受傷時に出血を止めることは生体にとって最優先課題であり、その反応は迅

速に行われなくてはならない。組織因子と血液凝固第 VII 因子（FVII）の結合

から始まる血液凝固反応は、ビタミン K 依存性のタンパク分解酵素である血液

凝固第 II、VII、IX、X 因子（FII、FVII、FIX、FX）と、それらの酵素活性を

増幅させる因子によって進められる。タンパク分解酵素による反応カスケード

では、一分子のタンパクが多分子の基質タンパクを活性化できるため、反応は増

幅される。このような増幅機構が、血液凝固反応の速度や強度を可能にしている 

[1] 。 

血液凝固関連因子は血液凝固反応に関与するだけでなく、細胞への効果も示

す。例えば、FIIa が血小板を活性化することは古くから知られていたが、近年

ではそれ以外の細胞への機能が報告されている [2] 。FⅡa は血管内皮細胞をは

じめとする接着細胞にも働き、動脈硬化症、アルツハイマーなどの神経変性疾患、

がん、気管支喘息、造血、腎機能、皮膚のバリア機能障害などに関与する [3-5] 。

FⅡa の主な受容体は PAR1 という G タンパク質共役型受容体（GPCR）であ

り、FⅡa は PAR1 を介して Rho-ROCK（Rho-associated protein kinase）系シ

グナル伝達経路を活性化することが知られている。 

我々の研究室では、血液凝固因子の一つである FIX の上皮成長因子
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（epidermal growth factor ; EGF）ドメインについて研究してきた。FIX 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。FIX の軽鎖には、二つの EGF ドメインがある。EGF ドメインは

EGF 様モチーフを有するドメインで、6 個のシステイン残基の配列に特徴があ

る約 40 個のアミノ酸から構成され、数百種類のタンパクに共有されている [6-

9] 。EGF 様モチーフの約 25％がカルシウム結合性であり、その多くが

CX(D/N)XXXX(F/Y)XCXC のアミノ酸配列を有している。 

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

モチーフのサブファミリーとして CXDXXXXYXCXC のアミノ酸配列を提案し

た [10] 。FIX の第一成長因子（EGF-1）ドメイン（以下、EGF-FIX）は、この

アミノ酸配列に該当する。このモチーフは、他に、FVII、FX のビタミン K 依

存性血液凝固因子や細胞外基質タンパク Del1 などに共有されている [9、11] 。 

CXDXXXXYXCXC 配列を持つ EGF 様ドメインには機能的な特徴がある。

EGF-FIX や Del1 の EGF ドメインでは、細胞遊走の亢進、エンドサイトーシス

依存性の遺伝子導入効率の改善、細胞膜上の脂質ラフトのクラスター化を起こ

す作用が確認されている [10、12、13] 。エンドサイトーシスは、液性因子とそ

の膜受容体によるシグナル伝達において重要な役割を果たしている [14] 。また、

脂質ラフトは、特殊な構成の脂質からなる細胞膜の構造で、多くの膜受容体が集
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中している [14] 。エンドサイトーシスと脂質ラフトは、いずれも膜受容体を介

するシグナル伝達の制御に関わっているため、EGF-FIX は他の液性因子のシグ

ナル伝達に影響する可能性がある。 

我々は、EGF-FIX が液性因子のシグナル伝達に影響するならば、FIIa など、

他の凝固関連因子の細胞への作用を増強するのではないかと仮説を立てた。血

液凝固反応が増幅系であるように、血液凝固因子の細胞への機能も増幅系であ

る可能性がある。本研究では培養血管内皮細胞を用いて EGF-FIX が FIIa のシ

グナル伝達系に及ぼす影響について検討し、凝固系タンパクの接着細胞への作

用機序を解明する。 

 

方法 

RT-PCR により EGF-FⅨをコードする配列を増幅し、発現ベクターである

AP-tag4 ベクターに挿入した。作成したプラスミドを Chinese Hamster Ovary 

(CHO) 細胞に導入してアルカリフォスファターゼ・タグ付きの組み換えタンパ

クを作製し、実験に用いた。コントロールとなる組み換えタンパクの作成には、

何も挿入しない AP-tag4 ベクターを用いた。ヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC)

の培養液中に最終濃度が 1 pM になるように EGF-FⅨを添加し、細胞染色やウ

エスタンブロットを用いて EGF-FⅨのシグナル伝達を評価した。さらに、
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Wound Healing Assay を行い、細胞遊走における EGF-FIX の効果について検

討した。 

 

結果 

 まず、EGF-FⅨが HUVEC のアクチン線維に及ぼす影響について検討するた

めに、HUVEC に EGF-FⅨを加え、アクチン線維を染色した。EGF-FⅨの添加

により、Rho-ROCK 系の情報伝達系の亢進を示唆するストレス・ファイバーな

どの直線的で太いアクチン線維が増加した。ROCK 阻害剤の添加により、これ

らの表現型は消失した。 

 次に、細胞内での ROCK 活性について検討するため、ROCK によりリン酸化

される代表的な基質である myosin light chain (MLC) や、リン酸化された MLC 

(p-MLC) のタンパク量をウエスタンブロットで検出した。EGF-FⅨの添加によ

り、p-MLC はコントロールの平均 1.4 倍増加し、Y-27632 の添加により、この

反応は抑制された。これらの結果より、EGF-FⅨにより Rho-ROCK 系が活性化

され、アクチン線維の配列が変わることが判明した。 

この Rho-ROCK 系の亢進が EGF-FⅨによって起されるのか、それとも EGF-

FⅨは培養液中に含まれる他の物質による反応を増強するのか検討した。添加物

も血清も含まない培養液 (DMEM) を使用して実験を行った。その結果、EGF-
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FⅨを加えても p-MLC の増加を認めなかった。このことより、EGF-FⅨ自体に

ROCK 活性化の作用があるのではなく、EGF-FⅨは他の液性因子の ROCK 活

性化作用を強化すると考えられた。これ以降の実験では DMEM を使用した。 

続いて、EGF-FIX が、Rho-ROCK 系を活性化させる代表的なリガンドである

FⅡa の効果を増強するかどうか検討した。HUVEC に EGF-FⅨと FⅡa 高濃度 

(最終濃度 100ng/ml) を添加し、顕微鏡下で観察した。EGF-FⅨを添加したとこ

ろ、ストレス・ファイバーなどの直線状のアクチン線維が増加した。FⅡa では、

その傾向が強くなり、Rho-ROCK 系の活性が亢進していると思われた。FⅡa と

EGF-FⅨを併用すると、FⅡa 添加時に見られるストレス・ファイバーの発達し

た細胞に交じり、ROCK の高度活性化を意味するブレブの形成が観察された 

[17] 。ROCK 阻害剤の添加により、これらの表現型は消失した。このことより、

EGF-FⅨの併用により、FⅡa 刺激による ROCK 依存性の反応が強化されるこ

とが確認された。 

 さらに、EGF-FⅨが細胞の FⅡa への感受性を上げる可能性について検討し

た。ウエスタンブロットにおいて、FⅡa 低濃度（最終濃度 0.3ng/ml）では、p-

MLC の量はコントロールと変わらないが、FⅡa と EGF-FⅨを併用すると、コ

ントロールの 1.4 倍、FⅡa の 1.3 倍に増加していた。また、PAR1 阻害剤

（SCH79797）下では、FⅡa と EGF-FⅨ併用効果は完全に抑制された。また、
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FⅡa 低濃度におけるアクチン線維の染色では、低濃度の FⅡa による刺激でス

トレス・ファイバーは目立たなかったが、FⅡa と EGF-FⅨの併用により細胞内

にストレス・ファイバーが発達し高濃度の FⅡa 刺激と同様の所見を示した。こ

のことより、EGF-FⅨは PAR1 を介して FⅡa への感受性を上げると思われた。 

 次に、EGF-FIX の作用機序について検討した。PAR1 を介する FⅡa のシグ

ナル伝達は、PAR1 のエンドサイトーシスを必要とするため、EGF-FⅨの FⅡa

シグナル伝達の増強は、EGF-FⅨが PAR1 の受容体エンドサイトーシスを亢進

させているのではないかと推察した。まず、エンドサイトーシスの指標として、

初期エンドゾームのマーカーである EEA1 に対する抗体と抗 PAR1 抗体を用い

て免疫細胞化学染色を行った。コントロールと FⅡa を添加した細胞では、PAR1

は主に核の周囲に分布したが、EGF-FⅨや FⅡa と EGF-FⅨを併用した細胞で

は、PAR1は細胞の辺縁の一部に集積して分布する傾向を示した。EEA1とPAR1

の共存は、EGF-FⅨを用いない細胞では核の周囲に、EGF-FⅨを用いた細胞で

は細胞辺縁部の PAR1 に一致して観察された。PAR1 と EEA1 の共存を計測し

たところ、FⅡa と EGF-FⅨの併用により二つのタンパクの共存は 12.7%減少

していた。 

 そこで、エンドサイトーシス後にリサイクル経路を辿るのではないかと考え、

抗 PAR1 抗体とリサイクリング・エンドゾームのマーカーである Rab11 の抗体



7 

 

を用いて免疫細胞化学染色を行った。PAR1の一部はRab11と共存していたが、

目視上は、共存の量的変化は認められなかった。コントロール、あるいは FⅡa

で刺激された細胞では、核の周囲で共存が観察された。EGF-FⅨ、あるいは FⅡ

a と EGF-FⅨを併用した細胞では細胞辺縁部の PAR1 集積部で共存していた。 

EGF-FⅨのエンドサイトーシス量への効果を評価するため、EGF-FⅨ単独刺

激による EEA1 と Rab11 の免疫染色の結果を解析したところ、EEA1 も Rab11

も、免疫細胞化学染色での染色性が有意に減少していた。初期エンドゾームもリ

サイクリング・エンドゾームも減少していたことから、予想に反してクラスリン

依存性エンドサイトーシスは EGF-FⅨにより抑制される可能性が示唆された。

これらの結果から、仮説とは異なり、PAR1 のシグナル増強の理由はエンドサイ

トーシスの亢進ではないと考えた。 

上述のように、FⅡa と EGF-FⅨで刺激された細胞で、PAR1 が細胞の一端に

集塊を作っている様子が観察された。この結果は、EGF-FⅨにより、細胞に水平

方向の極性が出現した可能性を示唆している。Wound Healing Assay を行って

遊走中の細胞を免疫染色したところ、細胞の尾部に PAR1 が集中しており、エ

ンドサイトーシス後の PAR1 の分布が細胞遊走時の極性に関係していると考え

られた。 

考察 
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 受傷時には、組織の収縮や細胞の遊走が起きて止血や治癒が進む。本研究は、

EGF-FIX が、培養内皮細胞への FIIa の効果を増強し、Rho-ROCK 系の活性を

亢進させることを示した。Rho-ROCK 系は細胞の収縮や遊走に不可欠な系であ

り、凝固因子が創傷の治癒において協同的に働いている可能性が示唆された。ま

た、FIIa は様々な疾患の発症や病態に関与すると報告されており、臨床的にも

重要な知見と思われる。 

 

結論 

EGF-FⅨは FⅡa の作用を増強し、FⅡa による Rho-ROCK 活性化を亢進させ

た。血液凝固因子は凝固反応のみならず、細胞への効果についても、増幅系の性

質を有している可能性がある。 
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