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研究成果の概要（和文）：ADAMTS13 は血小板接着蛋白質フォンビルブランド因子の断片化を担

う血漿プロテアーゼである。我々は ADAMTS13 研究におけるモデル動物として、ADAMTS13 完全

欠損マウス、C末端ドメイン欠損マウスを樹立した。本研究ではまず、ADAMTS13 変異マウスの

血小板血栓形成能を解析し、ADAMTS13 の完全欠損は過剰血栓形成傾向をもたらすこと、C末端

ドメインは高ずり応力下血小板血栓形成を効率よく抑制するために必須となることを明らかに

した。さらに、マウス中大脳動脈閉塞モデルを用いて、脳虚血再灌流障害に及ぼす ADAMTS13

の影響を解析した結果、ADAMTS13 は再灌流後の微小循環障害を抑制することが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：ADAMTS13 is a plasma protease that specifically cleaves von 

Willebrand factor. We generated Adamts13-deficient mice and Adamts13-congenic mice that 

have the C-terminally truncated ADAMTS13 instead of the full-length form. In this study, 

we analyzed platelet thrombogenesis in Adamts13-mutant mice. Our results revealed that 

ADAMTS13 is critical for limiting platelet thrombus formation and the C-terminal domains 

of ADAMTS13 are required to sufficiently down-regulate thrombogenesis under high shear 

stress. We also investigated the role of ADAMTS13 on brain ischemia-reperfusion injury 

using a transient middle cerebral artery occlusion model in Adamts13-deficient mice. The 

results indicated that ADAMTS13 protect the brain from ischemia-reperfusion injury. 
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１．研究開始当初の背景 

血栓性血小板減少性紫斑病（TTP）は血小

板減少と溶血性貧血を主症状とし、発熱、精

神神経症状、腎障害を伴う重篤な全身性疾患

である。患者血漿中には血小板接着タンパク

質フォンビルブランド因子（VWF）のホモマ

ルチマーが超高分子量で検出される。VWF の

血小板接着凝集活性は分子量が大きい程強

く、超高分子量 VWF（UL-VWF）マルチマーに

よる過剰血小板凝集が TTP発症の基盤となる

と考えられている。健常人では、UL-VWF マル

チマーは速やかに断片化されるため、循環血

中には存在しない。近年、この断片化を担う

酵素 ADAMTS13 が同定され、本酵素活性の欠

乏が TTPの原因となることが明らかにされた。

我々は ADAMTS13 研究におけるモデル動物と

して、ADAMTS13 欠損マウスおよび C 末端ドメ

イン欠損マウスを樹立した。ADAMTS13 欠損マ

ウスでは、血中に UL-VWF マルチマーが検出

され、易血栓形成傾向にあるが、TTP を自然

発症しない。一方、C 末端欠損マウスの血中

には UL-VWF マルチマーは検出されないが、

コラーゲン-エピネフリン溶液の静注により

惹起される消耗性血小板減少が野生型マウ

スに比べて顕著であることが判明していた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、平行板型フローチャンバー法

および生体顕微鏡観察法を用いて、ADAMTS13

変異マウスの血小板血栓形成能を解析し、生

理的条件下での血小板接着・凝集過程におけ

る ADAMTS13 とその C 末端ドメインの役割を

明らかにする。さらに、ADAMTS13 欠損マウス

に一過性の脳虚血を惹起し、再灌流後の脳障

害への影響を検証することにより、血栓性疾

患における ADAMTS13 の病態生理的意義を解

明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) ADAMTS13変異マウスの血小板血栓形成能

の解析 

①平行板型フローチャンバー法 

全長型 ADAMTS13 をもつ野生型マウス、

ADAMTS13欠損マウスおよびC末端欠損マウス

より採血し、メパクリンを添加して全血中の

血小板を蛍光ラベルした。平行板型フローチ

ャンバーにⅠ型コラーゲンを固相化したカ

バーガラスを装着し、蛍光顕微鏡にマウント

した。このチャンバー内にマウス全血サンプ

ルをずり速度が異なる条件で流し、固相化コ

ラーゲン表面上に形成される血小板血栓の

体積を経時的に測定した。 

②生体顕微鏡観察法 

マウス洗浄血小板を調製後、カルセイン AM

を用いて蛍光ラベルした。蛍光ラベル血小板

を野生型および ADAMTS13 変異マウスに静注

後、トリブロモエタノール麻酔下に腹部を切

開、腸間膜を露出させて、蛍光顕微鏡にて動

静脈を経時観察した。血管障害部位での血小

板血栓形成能は、10％塩化鉄溶液に浸漬した

濾紙を腸間膜動脈上に 5分間静置することに

より生じた内皮障害部位にて、直径 30 µｍ以

上の血栓が形成されるまでの時間（血栓形成

開始時間）および血管が完全閉塞するまでの

時間（血管閉塞時間）を測定、評価した。ま

た、活性化内皮上への血小板接着は、ヒスタ

ミンまたは DDAVP 溶液を腹腔内投与し、腸間

膜静脈内皮上での血小板接着を観察、評価し

た。 

(2) ADAMTS13の脳虚血再灌流障害抑制機能の

解析 

野生型および ADAMTS13 欠損マウスの左内

頸動脈から塞栓子を挿入して中大脳動脈

（MCA）を 30 分間閉塞後、塞栓子を引き抜い

て MCA を再灌流した。レーザードップラー血

流計を用いて、虚血-再灌流前後の大脳皮質

血流量を測定した。MCA 閉塞 24 時間後、脳組

織を回収し、TTC 染色により脳梗塞巣の体積

を測定した。また、脳切片の PTAH 染色およ

び抗 VWF 抗体を用いた免疫染色を行い、梗塞

組織を観察、解析した。 

 

４．研究成果 

(1) ADAMTS13変異マウスの血小板血栓形成能

の解析 

平行板型フローチャンバー解析の結果、

ADAMTS13 欠損マウスでは、ずり速度 1000 s-1

および 5000 s-1における血小板血栓形成がい

ずれも野生型マウスに比べて顕著に亢進し

ていた。また生体顕微鏡観察により、

ADAMTS13 欠損マウスでは、塩化鉄血管障害部



 

 

位での血栓形成開始時間および血管閉塞時

間が著明に短縮することがわかった。さらに、

血管内皮細胞内に貯留された UL-VWF マルチ

マーの放出を促進する薬剤（ヒスタミンおよ

び DDAVP）をマウスに投与し、活性化内皮細

胞上での血小板接着過程を生体顕微鏡下に

観察すると、ADAMTS13 欠損マウスでは、活性

化内皮上に長く紐状に連なった血小板接着

が観察され、UL-VWF マルチマー依存性の血小

板接着が進行することが示唆された。しかし、

接着血小板が凝集塊へと進展することは無

かったことから、血管内皮が保持された環境

下では、病的血栓形成までには至らないと考

えられる。したがって、ADAMTS13 は血管障害

部位での過剰血小板血栓形成の抑制に必須

であり、ADAMTS13 欠損に血管障害性の刺激が

重なることで TTP が起こると考えられる。 

C 末端欠損マウスの血栓形成を平行板型フ

ローチャンバーで解析すると、1000 s-1 での

血栓形成は正常であったが、5000 s-1 での血

栓形成が亢進していた。したがって、C 末端

ドメイン欠損 ADAMTS13 は、生理的血流条件

下に VWF を切断する活性を保持するが、その

活性は完全ではなく、高ずり応力下の血小板

血栓形成抑制活性が低下していることが示

唆された。さらに生体顕微鏡解析の結果、C

末端欠損マウスでは活性化血管内皮上での

血小板接着の亢進は見られず、塩化鉄血管障

害部位での血栓形成開始時間も正常である

が、血管閉塞が野生型マウス比べて早く起こ

ることが判明した。測定した血管のずり速度

は、当初 1000-1500s-1であるが、生じた血栓

が大きくなるにつれ、血管内腔が狭まり、ず

り速度が局所的に上昇する。やはり C末端欠

損マウスでは、高ずり応力下での血栓形成抑

制能が低下しているため、血管閉塞時間が短

縮したと考えられる。最近、ADAMTS13 の C 末

端ドメインは切断部位から遠位の VWFドメイ

ンとの相互作用に関わることが報告されて

おり、高ずり応力下の VWF 切断を促進するた

めの補助的な基質結合領域としての機能を

担っていることが予想される。 

(2) ADAMTS13の脳虚血再灌流障害抑制機能の

解析 

MCA 閉塞による脳虚血再灌流解析の結果、

野生型マウスでは、再灌流後に脳血流量が回

復するのに対し、ADAMTS13 欠損マウスでは、

再灌流直後から血流量が低下し、再灌流 24

時間後まで血流低下が持続した。また、MCA

閉塞 24 時間後の脳梗塞巣は、ADAMTS13 欠損

マウスで顕著に拡大していた。PTAH 染色及び

VWF 免疫染色による解析の結果、ADAMTS13 欠

損マウスの脳梗塞巣には VWF 陽性の血栓およ

び炎症細胞の浸潤が多数観察された。したが

って、ADAMTS13 は虚血-再灌流障害による脳

血流障害を緩和することで、脳梗塞巣の拡大

を抑制すると考えられる。虚血性脳血管障害

に対する新規治療薬として ADAMTS13 を活用

できる可能性が示唆される。 
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