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研究成果の概要（和文）： 
von Willebrand 因子（VWF）の多機能性はドメイン構造を利用することで実現されてい
るが、VWF のノックアウトマウスでは各機能モジュールの生体機能における役割を知る
ことは難しい。本研究では VWF の GPIb 結合能のみを欠落させたノックインマウス
VWFK1362A と VWF ノックアウトマウスを交配・組み合わせ、さらに野生種 CAST/Ei
バックグラウンド化することにより、GPIb 結合機能とその他の機能を直接生体内で分離、
量的調節を試みた。VWFK1362A は著明な出血傾向を呈し、A1 ドメイン結合能力を欠く
ことが止血において重要であることが強く示唆された。また CAST/Ei と交配させること
により、VWF 血中濃度は著系に上昇し、この系において VWF 量を調節できることが判明
した。VWF-/-マウスと VWFK1362A の交配により VWF-/K1362A を得たが、不妊傾向と
喰殺により交配計画に遅延が発生した。今後死亡成体が現れれば臓器出血の有無を検討す
ることにより、止血における VWF の相対的重要性が確認されると思われる。 

研究成果の概要（英文）： 
von Willebrand factor is a multi-functional hemostatic factor that plays an important 
role of primary hemostasis. The VWF multi-function is accomplished by its 
multi-domain structure and each functional module may contribute to different 
hemostatic functions. We crossed VWFK1362A knock in mouse of which Lys1362, an 
important GPIb binding site, is mutated to Ala and VWF-/- mouse to yield the in vivo 
model of quantitative variations of functional/nonfunctional VWF models. We also 
introduced CAST/Ei background to increase the basic plasma VWF levels. 
VWFK1362A showed severe bleeding diathesis, suggesting VWF GPIb binding is 
pivotal function to maintain hemostasis. Crossing between VWFK1362A and VWF-/- 
mouse, however, was partially successful, because of infertility and prey. Further 
investigation would reveal quantitative function of VWF to maintain hemostasis in 
mammals.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)von Willebrand 因子による止血 
von Willebrand 因子（VWF）は巨大な
multimer タンパクであり、血漿、血小板α
顆粒、内皮細胞 Weibel-palade body、内皮下
結合組織に存在する。VWF は粘着タンパク
であり一般的な凝固因子と異なり酵素機能
は持たない。VWF の止血における役割は(1)
血小板の内皮下結合組織への粘着を介する
一次止血機能(2)凝固第 VIII 因子と結合しこ
れを安定化することによる内因系凝固因子
としての機能(3)コラーゲンへの結合による、
Extracllular matrix (ECM)と血小板のブリ
ッジ(4)IIbIIIa結合能による血小板 IIbIIIaま
たはインテグリンへの結合と多彩である。こ
れらの機能を実現しているのは 2203 アミノ
酸からなるサブユニット内のドメイン構造
であり、それぞれの結合相手（リガンド）へ
の結合部位として提供されている（図 1）。 

(2)重症 von Willebrand 病と VWF ドメイン
の機能 
 完全欠損型である 3 型 von Willebrand 病
（Type 3 VWD）の臨床症状は主に血小板粘
着能が障害されることによるもの：鼻出血、
紫斑、口腔内出血などに加えて、第 VIII 因子
の血中寿命が著しく短縮する結果、血友病Ａ
と同様な関節内・筋肉内出血を来すことがあ
る。一方Type 3 VWDのモデルであるVWF-/-
マウスは致死的ではなく妊娠、出産可能であ
り、自然の出血傾向は約 10％の新生仔に腹腔
内出血、皮下出血等が見られている。tail 
bleeding time10 分以上出血し、FVIII:C は
約 20%に低下、FeCl3による血栓症モデルで
は血小板血栓の形成をほとんど認めない
(Denis, C.PNAS, 1998)。 
 VWFのGPIb結合部位はドメインA1にあ
り、我々が行った scanning mutagenesis で
は Lys1362 における mutant では GPIb 結合
が全く起こらず、結合部位と考えられた
(Matsushita, T.JBC, 1995, 2000)。一方で
我々は GP Ibα鎖の scanning mutagenesis
によってGPIbαのVWF結合部位をGlu128, 
Glu172, Asp175 と同定している(Shimuzu, 
A, Matsushita, T, et al. JBC 2004)。この結
果はVWF-GPIba複合体のX線結晶回折結果
によって証明された（図 2）。 
 type 3 VWD 症例では第 VIII 因子活性は
<10%と著明に低下しており第 VIII 因子の循

環血液中での安定には VWF との結合が必要
である。VWF サブユニットの第 VIII 因子結
合部位は N 末端 D3 ドメインに存在する。 

(3)血友病マウスモデルにおける関節出血・関
節症の定量 
 FVIII ノックアウトマウス (Bi, L. Nat 
Genet 1995, Blood 1996)ではヒト血友病と
異なり自然の関節出血はあまり見られず、従
来血友病性関節出血モデルとしてはあまり
用いられてこなかった。2008 年、Valentino
らは 30G の極細ニードルをマウス膝関節
patella 直下から穿刺し出血を起こさせるこ
とにより血友病性関節出血・関節症モデルを
作 成 す る こ と に 成 功 し た (Hakobyan, 
Haemophilia 2008)。この出血モデルにおい
ては、puncture を一定にすることが容易なの
で、ばらつきの少ない関節症症状を再現させ
ることができる。さらに出血が FVIII 因子濃
縮製剤輸注により回避されることもヒト病
態を再現している 

２．研究の目的 
(1)ノックインマウスによるVWFのドメイン
機能の切り分けと血中 VWF 量の調節 
 Motto らは野生マウス種である CASA/RK
の VWF 濃度は他のマウスに比べて数倍高く、
CASA/RK バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に し た
ADAMTS13-/-では TMA が発症すると報告
した（Motto, D. G. JCI 2005）。この現象の
原 因 は 不 明 で あ る が 、 野 生 種 で あ る
CASA/Rk マウスでは VWF 産生、分泌のい
ずれかのプロセスにおける何らかの遺伝的
制御によって VWF 血中濃度が上昇している
ものと推測される。これを利用して、我々は
VWFK1362A において発現される mutant
の血中濃度を調節できることに着目、
VWFK1362A マウスを CAST/Ei と交配させ
ていくことによって GPIb 結合能を欠いたま
まで、そのほかのリガンドに対する結合能、
collagen, IInIIIa, FVIII に対する結合能を変
化させることとした。CAST/Ei について行っ
た検討では Stx（Siga 毒素）投与によって
ADAMTS13 ノックアウトマウスでは著明な



血小板減少を起こした(図 3)。 

.３．研究の方法 
 まずVWF-/-とVWFK1362A/1362Aの交配を行
い、VWF-/VWF1362A 個体を得る。一方、CAST/Ei
との交配も進め、GPIb 結合能は低いままだが、
第 VIII 因子、コラーゲン、IIbIIIa に対する
結合能を段階的に変化させる。これらの系に
ついて tail bleeding time をはじめとする
止血能について検討を行う。 
 GPIb結合能を欠くノックインマウスは VWF
の exon28（A1 domain をふくむ）において
Lys1362（ヒト配列番号）をAlaに置換（K1362A 
mutation）したノックインマウスで、Lys1362
は我々のmutagenesisを用いた検討によりA1
ドメインの GPIb 結合の中心であると考えら
れるめ、K1362A により、このマウスの VWF は
GPIb 結合能のみを完全に失っており血小板
に結合できないが、第 VIII 因子やコラーゲ
ンに対する結合能は正常と考えられる。 
 ノックインマウスはエクソン 28 を含むマ
ウス VWF 遺伝子断片中（イントロン 27）に
loxP 配列によって囲まれたネオマイシン耐
性遺伝子（Neo）とチミジンキナーゼ遺伝子
（TK、イントロン 32）をセットしたポジティ
ブ・ネガティブセレクション用のターゲティ
ングベクターを ES細胞に transfection して
作成され、CAG-Cre マウスと交配後 NeoR 遺伝
子を除去した（図 4）。 

 (1)交配計画 
①VWF1362A 血漿中濃度の調節 
ADAMTS13-/-マウスを CAST/Ei バックグラウ
ンドのものを作成する。 
②VWF-/-と VWFK1362A 各系統の交配 

 VWF-/-マウスの移入はジャクソン研究所
より行い、①で作成した VWFK1362A マウス各
世代と交配を行う。 
③F8-との交配 
 F8-と上記の各 VWF マウスと交配を行う。
VWF-/-との交配では VWF-/-X+X-のメスと
VWF-/-X-Y のオスが誕生する。両者の交配で
VWF-/-X-X-が誕生する可能性があるので、以
後は VWF-/-X-X-と VWF-/-X-Y の交配により
VWF-/-X-X-と VWF-/-X-Yのどちらかが作出出
来る可能性がある。 
 マウスの尾の先端部から 3mmの部分を切断

し、尾を生理食塩水に浸水し、出血時間を測
定する方法による tail bleeding time を測
定する。死亡した成体については臓器出血の
有無を検討する。 

４．研究成果 

現在 CASA/Rk マウスは入手難であり、我々
は 前 研 究 に お い て ほ ぼ 同 一 と 言 え る
CAST/Ei 系統を使用、ADAMTS13-/-マウス
に対し交配を行ったところ VWF 量は増加し
（図 5）、血小板数はコントロールの 52%と
低下した。(図 6) 
 これらは C57BL/6バックグラウンドである
が、CAST/Ei と雑種第一代（F1）から F2、C2、
F3 と CAST/Ei と交配させていくにつれ、VWF
抗原量は野生型を 100%としたときに 342%、
411%、419%、537%と増加することがわかった
（図 6）。 
 VWF1362A と CAST/Ei との交配を行い、
VWF1362A の血中濃度を段階的に変化させた
マウスを作出した。各系統における自然発症
の出血傾向については VWFK1362Aについては
尾の先端部から 3mm の部分を切断し、尾を生
理食塩水に浸水し、出血時間を測定する方法
による tail bleeding time を測定した。バ

図5　CAST/Ei化によるVWF量の変化 

図6 CAST/Ei化による血小板数の変化 

 F1  F2  F3  C2  F3/C57Bl6  F3/VWF1362A  C57BL/6J 

図3　Stx投与後のADAMTS13ノックアウトマウス血小板数 

*Lys1362の位置 

図4 K1362Aノックインマウスの作成 



ッククロス完了前の VWFK1362A マウスの
自然の出血傾向は軽微で、VWF-/-マウスに見
られるような臓器出血を呈する個体は見ら
れなかったが、tail bleeding time は 9 分以上
(3/3 が出血死)、第 VIII 活性(chromogenic )
は 7.5% (n=2)と件頭数は少ないが著明な減
少を示した(投稿準備中)。 
 一方 VWF-/-と VWFK1362A の交配を行った。
VWF-/-マウス（Denis, C., et. al.PNAS, 1998）
は出血傾向を呈するがホモ接合体メスにお
いても妊娠可能であり、出産時の出血死はあ
まり見られないため、ホモ接合体同士の交配
を行い、第２世代目に VWF-/K1362A を得た。
これをもとにさらに F8-との交配を計画して
いたが、24 年度も VWF-/K1362A メスが予定匹
数以上に得られず、当初不妊傾向があったた
め、交配計画に遅延が発生した。 
 今後 F8-はメスホモ接合体（以下 X-X-）を
用意、VWF-/-との交配では VWF-/-,X+X-のメ
スと VWF-/-,X-Y のオスが誕生するが、両者
の 交 配 で VWF-/-,X-X- が 誕 生 す れ ば 、
VWF-/-,X-X-と VWF-/-,X-Y の交配により
VWF-/-,X-X-と VWF-/-,X-Yのどちらかが安定
的に作出出来ると考えられる。今後は VWF-/-
の妊娠効率が悪く、胎仔が喰殺にあってしま
う可能性を考慮し作出を続行できると考え
られる。 
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