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研究成果の概要（和文）：日本人の10人に1人がヘテロで持つADAMTS13遺伝子のP475S多型変異は保因者のプラズマVWF
切断活性の低下を引き起こす。その分子機構を解明するため、P475S変異型DTCS領域の結晶構造を決定した。その結果
、本変異は変異部位が存在するループに局所的な構造変化をもたらし、ループ構造が不安定化すること、酵素学的実験
からVWFとの相互作用が低下し切断効率が低下すると考えられた。変異型酵素のずり応力下でのVWFマルチマー切断活性
は正常型の7割程度で、P475S変異は先天性血栓性血小板減少性紫斑病の原因変異ではないというこれまでの結果と一致
した。

研究成果の概要（英文）：A P475S polymorphism in the ADAMTS-13 gene causes an reduction in plasma VWF-cleav
ing activity. To demonstrate the impact of this mutation, we determined the crystal structure of the P475S
 mutant of ADAMTS13-DTCS (DTCS-P475S) and the enzymatic parameters of MDTCS-P475S. Structural analysis sho
wed that the conformation of the V-loop was significantly different in DTCS-P475S, where no obvious intera
ctions of Ser475 with other residues were observed. MDTCS-P475S showed a reaction rate similar to that of 
wild-type MDTCS, but showed two-fold lower affinity for the peptidyl substrate. MDTCS-P475S can moderately
 cleave shear-treated VWF. We have provided structural evidence that the P475S polymorphism in ADAMTS-13 l
eads to increased local structural instability, resulting in lowered affinity for the substrate without ch
anging the reaction rate. The moderate activity of ADAMTS-13-P475S for shear-treated VWF is sufficient to 
prevent thrombotic thrombocytopenic purpura onset.
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１．研究開始当初の背景 
ヒト成熟型 ADAMTS13 は 1,398 アミノ酸か

らなる血漿中の亜鉛メタロプロテアーゼで、血小
板血栓の形成を促進する von Willebrand 因子
（VWF）を切断する。ADAMTS13 活性の消失は
血中で超高分子量 VWF マルチマーの蓄積を
もたらし、血小板減少、溶血性貧血を示す全身
性の重篤な疾患である血栓性血小板減少性紫
斑病（TTP）の病因となる。我々は 2009 年に、ヒ
ト ADAMTS13 のディスインテグリン様ドメインか
らスペーサードメインまでの 399 アミノ酸残基に
わたる領域（DTCS）の結晶構造を決定し、空間
的に隔たった分子表面に 3 カ所の VWF 結合
エキソサイトが 90 Å にわたって直線状に並んで
いることを明らかにした。TTP の 9 割を占める
後天性 TTP 患者の ADAMTS13 中和抗体の
共通エピトープは、我々が VWF 結合エキソサ
イトの一つとして同定したスペーサードメインの
ループを構成するアミノ酸残基に相当していた。 
 
２．研究の目的 

ADAMTS13 の C ドメインには、東アジア人
特有の遺伝子多型P475S（c.1423C>T）が存在し、
日本人の約 10 人に 1 人は本変異のヘテロ接合
体である。我々は P475S 変異によって酵素活性
が低下すること、正常型の Pro475 はシス体であ
Pro475 が位置するループ（V ループ）構造の保
持に重要である可能性があること、このループは
基質 VWF が結合するエキソサイトであることを
明らかにしたが、触媒部位から離れた C ドメイン
に 位 置 す る Pro475 の Ser へ の 置 換 が
ADAMTS13 の構造および活性に及ぼす詳細
は不明であった。本研究では、P475S 変異の活
性低下機構を明らかにするために、変異体の立
体構造決定と酵素学的解析を行った。 
 
３．研究の方法 

(1) P475S 型 ADAMTS13 の DTCS ドメイン
を発現・精製して X 線結晶構造解析を行った。
(2) 低 分 子 基 質 FRETS-VWF73 を 用 い て
ADAMTS13-MDTCS の酵素キネティクスを決定
した。 (3) ずり応力で変 性させた天 然基質
（ VWF マルチマー）を用いて P475S 変異
ADAMTS13-MDTCS の切断活性を測定した。 
 
４．研究成果 

変異により均一な高マンノース型の糖鎖タ
ンパク質を分泌する CHO Lec 3.2.8.1 株を用い
て P475S 変異型 DTCS を精製・結晶化し、2.8 Å
の分解能で立体構造を決定した（PDB ID： 
3VN4）（図 1A）。P475S 変異型の骨格構造は以
前に我々が決定した正常型 DTCS とほぼ一致し
たが、P475S 変異が存在する V ループ周辺の立
体構造が局所的に野生型の構造と異なってい
た（図１Ｂ）。正常型 DTCS の 2 つの構造モデル
（PDB ID： 3GHM, 3GHN）においては、Pro475

は Ser477 および Gln478 の側鎖とそれぞれ
3.5/3.8 Å および 3.1/3.5 Å の距離で水素結合を
形成していたが、P475S 変異型においては、そ
れらの距離は 5.0 Å および 8.3 Å となり、水素結
合は失われていた。さらに正常型 DTCS では、
Pro475 は CA ドメインの Met509 と S ドメインの
Leu620 とファンデルワールス結合を形成し構造
を安定化させていたのに対し、P475S 変異型
DTCS では相互作用が見られなかった。P475S
変異型 DTCS において、Ser475 は C および S ド
メイン内の他の残基との明確な相互作用がない
という結果から、変異型 DTCS においては V ル
ープの構造が正常型よりも不安定である可能性
が示唆された。 
 
正常型（PDB: 3GHN） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
P475S 型（PDB: 3VN4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 正常型および P475S 型 DTCS の Pro475
および Ser475 周辺の構造。正常型 DTCS 構造
（上図）の橙色と紫色の破線はそれぞれ Pro475
の水素結合とファンデルワールス結合を示す。
P475S 変異型 DTCS 構造（下図）の破線は正常
型の破線に対応する。数字は距離を示す（単
位：Å）。 
 

この構造変化が酵素活性に及ぼす影響を
解明するために、正常型と P475S 変異型の酵素
活性に必要十分な領域（ADAMTS13-MDTCS）
を発現・精製し、その酵素学的パラメーターを蛍
光ペプチド基質の FRETS-VWF73 を用いて決
定した。その結果、正常型および P475S 変異型
MDTCS は Vmax および kcat はほぼ等しいのに
対し、Km 値は変異型が正常型よりも約 2 倍高か
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った。P475S 変異型 MDTCS における触媒活性
の約 2 倍の低下はペプチド基質に対する親和 
性の低下によるものであることが示唆され、CA ド
メインの V ループが基質との相互作用を担うエ
キソサイトに一つであるとい考えに合致した。 

ADAMTS13 により切断される A2 ドメインの
Tyr1605-Met1606 は立体構造的に内部に埋も
れており、通常の条件では VWF マルチマーは
ADAMTS13 によって in vitro で切断されない。
VWF マルチマー切断実験においては、切断部
位を露出させるために、尿素を加えて変性させ
た後に切断を行ってきた。しかし P475S 変異型
ADAMTS13 は尿素に対して正常型よりも感受
性が強く、反応液中の尿素の影響が無視できな
い。より生理的な条件で VWF マルチマー切断
活性を測定するために、ボルテックスを用いてず
り応力をかけることで切断部位を露出させ、正常
型と変異型の切断活性を比較する手法を用い
て実験を行った（図２）。その結果、P475S 変異
型の反応 2 時間後の VWF 切断効率は正常型
のおよそ 60%であった。これは活性が 10%以下
にまで減少する尿素を変性剤に用いた場合とは
対照的で FRETS-VWF73 を用いた測定による
活性値に近かった。したがって、尿素を用いな
い測定法では合成基質に加え天然基質である
VWF マルチマーでも P475S 変異型 MDTCS は
正常型の 60%～70%程度の活性を示し、P475S
変異は先天性 TTP の原因変異ではないという
考えと一致した。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
図２．正常型および P475S 変異型 MDTCS によ
る VWF マルチマーの切断。ボルテックス処理
（2,500 rpm、3 分）した VWF マルチマー（100 
nM VWF モノマー相当）に 1 nM の正常型およ
び P475S 変異型 ADAMTS13-MDTCS を加えて
0 分-120 分 37˚C で処理し、ウエスタンブロッティ
ングによって切断活性を検出した。 

 
今回の結果から、ADAMTS13 は VWF の

切断において複数のエキソサイトを使って VWF
を認識して結合すことがより確かなものとなった。
血漿中に低濃度でしか存在しない ADAMTS13
が、漿タンパク質（約 80 mg/ml）のうちのわずか
10 g/ml にしか過ぎない VWF の 1 か所のペプ
チド結合を正確に切断するには、ADAMTS13
の複数ドメイン上のエキソサイトを介した多段階

での VWF への結合が必要と考えられる。様々
な病態に関与している他の ADAMTS プロテア
ーゼの特異的な基質認識においても同様な考
え方が提唱されており、その構造学的な解明が
なされることで、特異的な拮抗薬の開発など新
規治療につながると考えられ、今後の ADAMTS
プロテアーゼの構造学的研究の発展が期待さ
れる。 
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