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研究成果の概要：怪我をして出血すると、人は出血を抑え止血するために血液を凝固させる。

この凝固反応は絶妙に調節され、体内では血液を凝固させず血管内を循環させ、何かあると凝

固が進行するようになっている。この凝固反応が強すぎると心筋梗塞や脳梗塞などの血栓症を

おこしてしまう事になる。この絶妙な調節をしている因子の一つと考えられる、von Willebrand 

factor（フォンヴィレブランド因子）切断酵素であるADAMTS13に注目し研究を行なった。

そして、ADAMTS13が止血血栓の形成は抑制しないが、その血栓の血管内腔への進展を抑制

し、血管閉塞を防止している可能性を明らかにした。そしてさらに、ADAMTS13ノックアウ

トマウスを用い、ADAMTS13が血小板血栓形成抑制と抗炎症作用により脳虚血再灌流障害を

抑制していることを示し、ADAMTS13が出血傾向を伴わない脳梗塞治療・予防薬、抗血栓･抗

炎症剤となりうる可能性を示した。 
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１．研究開始当初の背景 

近年の死因の上位を占める心筋梗塞や

脳梗塞などに対して、従来血液凝固阻害薬

や抗血小板薬が使用されてきたが、個人に

応じた至適容量の決定が困難であり、元来

これらの薬剤は止血血栓形成も抑制する

ため、副作用である出血傾向に悩まされて

きた。そこで止血血栓形成は抑制しないが、

病的血栓形成は抑制するという薬剤の開

発が待たれている。 

我々は従来の血液凝固阻害薬や抗血小

板薬に対し、第 3 種の薬剤開発を夢とし、

さらなる動脈血栓の形成のメカニズムを

明らかにするため、von Willebrand 因子
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（VWF）に注目し研究を行なってきた。こ

の VWF は傷害された動脈のような流速の

速い血管にできる止血血栓形成の first step

に必要で、血小板が傷害により露出された

血管内皮下組織に粘着するための橋渡し

をするものである。最近、この VWF を切

断し VWF の長さを調節することにより

VWF の機能を調節している蛋白－VWF 分

解酵素 ADAMTS13－が発見された。

ADAMTS13 機能障害では動脈の微小血栓

が全身に惹起される血栓性血小板減少性

紫斑病(TTP)がおこることが知られ、この蛋

白は生体内で実際に VWF 機能を調節して

いる蛋白である事を示している。すなわち

ADAMTS13 は抗血小板血栓剤として働く

可能性が推測される。 

以上の背景により ADAMTS13 と VWF

の機能連関を明らかにする事が動脈血栓

の予防・治療に繋がるものと推察された。 

 

２．研究の目的 

VWF は 2050 のアミノ酸よりなる一つの

subunit が多重に重合した状態で血液中を

循環している蛋白である。Subunit には

A1A2A3 と３つの A ドメインが連続的に

並んでおり、ADAMTS13 は A2 ドメインを

切断する。しかし、ADAMTS13 が A2 ドメ

インを切断するには、in vitro の環境におい

ては VWF を尿素やグアニジンにより人為

的に stretch するか、A2 ドメインの

ADAMTS13 作用部だけの truncation mutant

を作成する必要があった。これらより、生

体内でADAMTS13がVWFを切断するには、

VWF が血流により stretch されることが重

要である事が示唆されていた。さらに我々

は血小板が VWF に結合することにより

ADAMTS13によるVWFの切断が亢進する

事も見出した。そこで、今回 ADAMTS13

が in vitroにおいて flow chamberシステムを

用い、全血流動下での血小板と VWF と

ADAMTS13 の機能連関を明らかにする事

を第１の目的とした。また in vivo において

は、ADAMTS13 機能障害で生じる TTP が

脳障害を呈する事と、マウスの脳虚血再灌

流モデルでは微小血小板血栓が認められ

ることより、ADAMTS13 ノックアウトマウ

スを用い脳虚血再灌流障害と ADAMTS13

の関連を明らかにする事をも第２の目的

として実験を行なった。 

３．研究の方法 

(1)全血流動下フローチェンバーによる

ADAMTS13 機能の観察 

ガラスプレートにコラゲンや VWF を固相

化し、ガスケットとともにフローチャンバー

に組み込み、リアルタイム共焦点走査顕微鏡

にセットし、血小板などを蛍光標識した全血

をシリンジポンプでチェンバー内に種々の

ずり速度となるように流して、血小板血栓形

成を体積や密度を測定して観察した。場合に

より各種抗体を蛍光標識して血小板血栓の

質的診断も行なった。 

（2）マウスを用いた脳虚血再灌流実験 

脳虚血再灌流傷害モデルは閉塞した血管

を再開通しても再び血流が途絶する no 

reflow 現象を再現できるモデルとして知られ、

脳の末梢に血小板を主体とした血栓が生じ

る事が原因とされる。今回われわれはこの再

灌流障害に ADAMTS13 が関与しているかど

うかを検証するために実験を行なった。

ADAMTS13 ノックアウトマウスとワイルド

タイプマウスを用いて、左総頚動脈より栓子

を左内頚動脈から左中大脳動脈（MCA）へと

進入させて、30 分間 MCA を閉塞（MCAO）

後、栓子を引き抜き MCAを再灌流させ、MCA

灌流領域の脳表血流変化、24 時間後の脳梗塞

体積、組織の変化を両群マウスで比較検討し

た（図１）。 

 

 

 

 

 

 
図１30 分左中大脳動脈閉塞（MCAO）後再灌流実験 

左総頚動脈より内頚動脈へと栓子を挿入し、左中大脳
動脈(MCA)を閉塞させ、30 分後栓子を引き抜き、Willis

動脈輪を介し対側より左 MCA へと血流を再灌流させて、

MCA に灌流される脳表の血流速、また 24 時間後の脳梗
塞巣の体積を、wild type と ADAMTS13 ノックアウトマ

ウスで比較した。 

 

４．研究成果 

(1) 全血流動下フローチェンバーによる

ADAMTS13 機能の観察 

①ADAMTS13 活性を阻害する抗体存在下・非



 

 

存在下でのコラゲン上血小板血栓形成を比

較することにより ADAMTS13 の影響を観察

した。 

低ずり応力下での血小板血栓形成には抗

体の存在下・非存在下では差が無かったが、

高ずり応力下 12000S-1下での血小板血栓形成

では、ADAMTS13 の機能を抑制すると、血

小板血栓がコントロールに比べ大きくなる

ことが示された（図２）。   

 

 

 

 

 

 
 

 

図２高ずり応力下血小板血栓形成に対する抗 ADAMTS 

13 阻害抗体の影響 

コラゲンを固着させたガラスプレート上に蛍光標識

した血小板を含む全血をずり速度が12000S-1の条件で流

し、4分間血小板血栓の形成を観察した。コントロール

の上段比し、ADAMTS13 阻害抗体存在下では下段に示すよ

うに血小板血栓の増大を認めた。 

 

他に計 10 人の全血を使用しても同様の結果

であった。この成果は血小板血栓形成制御に

ADAMTS13 がリアルタイムに関与している

という新たな ADAMTS13 機能の存在を世界

で初めて証明するきっかけとなった。 

②血小板血栓の質的診断（血栓形成に対する

ADAMTS13 活性の関与） 

蛍光標識された２種の抗体を用いて高ずり

応力下で形成される血小板血栓を染色し共

焦点顕微鏡で観察し血栓の質的診断を行な

った。２種の抗体は ADAMTS13 が働いた時

だけ VWF と反応する抗 VWF 抗体（N10 抗

体：VWF の A2 ドメインの ADAMTS13 によ

って切断された断端を認識する、赤色蛍光）

と一般の抗 VWF 抗体（緑色蛍光）である。 

結果は図３で示すように抗N10抗体に血小板

血栓は染まり、それも血栓表面で染まること

が示された。すなわちこの方法により

ADAMTS13 活性の可視化に成功し、ADAMTS13

が血小板血栓形成時に血栓表面で働いてい

ることが示された。 
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図３高ずり応力下で形成された血小板血栓の質的解析 

図１で形成された血小板血栓を抗 VWF抗体（緑色）と抗
N10 抗体（赤色）にて 2 重染色をおこなった。図２A の

右 2 枚は ADAMTS13 阻害抗体存在下の血小板血栓で左 2

枚はコントロールであるが、N10 抗体は ADAMTS13 によっ
て切断された VWFのみに反応するので抗 ADAMTS13 阻害

抗体存在下では赤色が弱く ADAMTS13 が働いていないの

がわかる。一方コントロールでは血栓が赤く染まり、
ADAMTS13 が働いているのが分かる。図２B、２Cは図２A

をそれぞれの画像を融合したものであるが、抗 ADAMTS13

阻害抗体存在下では緑色であるが、コントロールでは黄
色に染まっており、図２Cの血栓断面像では赤色が血栓

表面に位置しているが分かる。すなわち血栓形成表面で

ADAMTS13 優位に働いている。 

 

③ADAMTS13 活性とずり応力の関係 

続いて種々のずり応力と ADAMTS13 の活性の

関係を観察した。図２で示した方法にて

ADAMTS13 の活性を血小板血栓の表面で観察

することが出来たので、ずり応力を変化させ

て ADAMTS13 の活性程度を観察した。 

 

 

 

 
図４ ずり応力と ADAMTS13 活性の関係 
ずり応力を１２０００S-1、4500S-１、1500S-１と変化させ

て図２と同様の方法で ADAMTS13 活性発現を可視化し、

ずり応力と ADAMTS13 活性の関係を観察したところ、
1500S-１のずり速度ではほとんど ADAMTS13 は働いておら

ず、12000S-１で旺盛に働いていることが示された。 

 

図４で示すように、ずり応力が増加すればす

るほど ADAMTS13 の活性発現が増加している

事を示した。 

④結論（血小板血栓と ADAMTS13 の関係） 

   ―in vitro 実験― 

 これらの事より ADAMTS13は血小板血栓が

形成されていくその瞬間にもずり応力依存

性に働いているという新たな機能を証明で

きたと考える。これまでに議論されてきた

ADAMTS13 の機能は、内皮細胞より分泌された



 

 

巨大なまでに VWF subunit が重合した VWF を

適度な長さに調整することであったが（図

５）、今回の研究において画期的な ADAMTS13

の抗血栓機能明らかとなったわけである。 

つまり図６に示すように傷害された血管の

血管内皮下組織に粘着したVWFと血小板は止

血血栓を形成した後、血栓は増大し続けるが、 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
図５ 血管内皮細胞より分泌された巨大 VWF の

ADAMTS13 による切断 

血液循環中の VWFは適度な長さに調節されているが、血
管内皮より分泌された巨大 VWFは血小板が多数粘着し

stretchされADAMTS13により切断されることが知られて

いる。 

 

血栓の内腔進展にしたがい血栓表面に流れ

る血流の流速は速くなり、血栓表面の血小板

にかかるずり応力は増大する。血小板にかか

るずり応力の増大にしたがい VWF は stretch

され ADAMTS13により切断されやすくなると

言う分子機構の存在が推測される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図６ 血小板血栓の血管内腔進展に対する ADAMTS13

の抑制作用 

血管が傷害され血管内皮下組織が露出されるとまずは

VWF が粘着し、その VWF に血小板が粘着、その血小板

の上にまた VWF が粘着するというプロセスを繰り返し
て血小板血栓は増大していくが、そのまま増大していく

と血管を閉塞する病的血栓となってしまう。その止血血

栓から病的血栓への移行を ADAMTS13 が制御している。
つまり血栓の内腔進展に従い、血小板の受けるずり応力

は増大し、それに伴いより進展された VWF が ADAMTS 

13 に切断される。  
 

以上より、ADAMTS13 は止血血栓には影

響を与えず、止血血栓から病的血栓となって

血管閉塞のみ抑制する、つまり出血はしない

が血栓形成は抑制するという、夢の薬剤とな

る可能性を秘めている事が明らかとなった。 

 

(2)マウスを用いた脳虚血再灌流実験 

我々はさらに ADAMTS13 の生体内での働き

を検証するために、ADAMTS13 ノックアウトマ

ウスを用い、30分間の中大脳動脈虚血再灌流

障害実験をおこなった。 

①再灌流後の脳表面血流速度 

図７に示すように再灌流後の脳血流は

ADAMTS 13 ノックアウトマウス群（KO）はワ

イルドタイプマウス群（WT）に比し再灌流直

後より徐々に低下し 30分以内に有意に低下

した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ MCAO後の脳血流変化 

左中大脳動脈 MCAが灌流する脳表の血流を LASER ドップ

ラーで測定したところ、中大脳動脈閉塞時（MCAO）には
ワイルドタイプマウス群（WT）も ADAMTS13 ノックアウ

トマウス群（KO）も血流は前値（Pre）に比較して 20%

前後に低下したが、再灌流時（Reperfusion）には両群
共に前値に戻ったが、KO 群では WT 群より徐々に有意に

低下し 20 分から 30分後には前値の 3分の１程度となっ

た。この低下は 24 時間後も持続していた。 

 

この現象は脳虚血再灌流障害時に KO 群では

血小板血栓が WT 群より多量に生じて血流速

度がより低下する事を示している。つまり、

再灌流障害では、一過性虚血で傷害された血

管内皮上に血小板血栓が形成され、血栓は

徐々に大きくなり内腔に進展していくと、血

栓はより大きいずり応力を受けるようにな

る。そして既述のフローチェンバー実験で示

した理論のように、ADAMTS13 の活性が発現さ

れて、血栓表面の VWF が切断され血栓の成長

が制御されるが、ADAMTS13 活性の欠如した



 

 

KO 群ではずり応力依存性に ADAMTS13 活性が

発現されず、血小板血栓の内腔進展を防げず、

血管閉塞を来たしていると考えられる。 

②MCAO24 時間後の脳梗塞体積 

MCAO 後 24 時間で生じている脳梗塞の体積を

KO 群、WT 群で比較したところ、KO 群では有

意に脳梗塞が大きかった。また生存率には両

群間では差がなかった（図８）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ 脳梗塞巣の体積と生存率（WT 群 vs KO 群） 

MCAO24 時 間 後 に 大 脳 を 取 り 出 し 、 2,3,5,- 
triphenyltetrazolium chloride (TTC)染色を行なった。

TTC は活動しているミトコンドリアに取り込まれるので、

活動の停止した細胞には TTCの赤い色が取り込まれず白
くぬけるが、この領域を脳梗塞と判断して体積を計算し

た。脳梗塞は大脳皮質には殆ど認められず基底核に認め

られたが、KO 群では WT 群に比し、有意に脳梗塞巣の体
積が増加していた。しかしながら生存率では有意さが無

かった。また出血などの病変は認められなかった。 

 
この事は ADAMTS13 が脳虚血再灌流障害発症
に重要な役割を果たしている事を示してい
る。同様な現象は脳梗塞の病変、特に梗塞周
囲においても生じていると考えられるので、
ADAMTS13 は脳梗塞患者に投与されると梗塞
巣の減少に寄与する可能性が示唆される。つ
まり ADAMTS13 は脳梗塞患者の予防や治療に
有効である可能性があり、前述したように出
血傾向を示さず、夢の薬となる可能性がある。 
 
以上、ADAMTS13 機能解析を in vitro おいて
行ない、止血血栓が病的血栓へ移行するのを
ADAMTS13 が制御していること、そしてその理
論をマウスを用いた in vivo 実験にて証明し
た。これらの事実は ADAMTS13 の抗炎症作用
を考えると、まったく新たな ADAMTS13･VWF
を機軸とした抗血栓・抗炎症薬の開発を切り
開くものと期待される。 
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