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研究成果の概要（和文）：血栓は、血小板GPIbと血漿タンパク質であるフォン・ビルブランド因子(VWF）の相互作用が
発端となって形成される。本研究では、VWFに特異的に結合してGPIb依存性の血小板凝集を惹起するヘビ毒由来タンパ
ク質のボトロセチン2に着目し、VWFやGPIbとの結合に重要なアミノ酸残基を同定した。さらにGPIbとの結合に関与する
２つの塩基性アミノ酸を酸性アミノ酸に置換することで、VWFに結合するが血小板凝集を惹起せず、逆にVWFのによる血
小板凝集を阻害する変異体ボトロセチン2の作製に成功した。本研究はVWFを標的としたユニークな抗血栓剤の開発につ
ながる可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Platelet plug formation is triggered by the early interaction between platelet 
GPIb and von Willebrand factor (VWF). I have focused on the structure and function of botrocetin2, the 
snake venom derived protein that specifically binds to VWF and induces GPIb-dependent platelet 
agglutination. I have elucidated important residues of botrocetin2 for binding to VWF and GPIb, 
respectively. By substituting basic two residues of botrocretin2 that are important for GPIb-binding to 
acidic residues, this mutant botrocetin2 showed no agonist activity for platelet agglutination, 
conversely, it deprived VWF of platelet agglutinability. Present results suggest the possibility that 
this mutant botrocetin2 may lead to an anti-thrombus reagent specifically targeting VWF.

研究分野：血栓止血学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 血栓形成の異常は、エコノミー症候群をは
じめ、脳梗塞や肺塞栓、心筋梗塞など深刻な
循環障害を招き、死因の上位を占める。した
がって、血栓形成メカニズムの解明を始め、
血栓形成の制御や血栓性素因の診断、検査は
これらの予防や治療においても非常に重要
な意味を持っている。 
 初期の血栓形成においては、血漿中のフォ
ンウィルブランド因子（VWF）と血小板膜受
容体である GPIbの相互作用が最も重要であ
り、GPIb を介した刺激の繰り返しは血小板
内に伝達され、血小板の活性化と凝集を導く。
この、VWF-GPIb依存性の血小板凝集は、試
験管内では一般に放線菌由来のリストセチ
ンによってミミックされ、VWF 異常に起因
するフォンウィルブランド病（VWD）や
GPIb 欠損に起因するベルナール・スーリエ
症候群の補助診断に用いられている。 
 リストセチンは、1970 年代に抗生物質候
補として開発されたが、血小板凝集作用があ
り、そこから転用された試薬である。調製が
容易であるため、現在も VWF-GPIb 依存性
血小板凝集の検査試薬としてゴールデンス
タンダードとなっている。しかしながら、リ
ストセチンは、イヌやモルモットなどの実験
動物では効果がないこと、有効濃度が
1mg/mL前後と比較的高く、2mg/mL以上で
はフィブリノゲンを沈殿させること、陰性荷
電や Proに結合し VWFに特異的ではないな
どの弱点があった。これに対して、ヘビ毒（南
米産マムシ科ヘビ Bothrops jararaca）から
スクリーニングされたボトロセチンは、広く
動物種を選ばず、基礎研究に有利であるばか
りでなく、1-4μg/mL程度で VWF特異的に
結合して血小板凝集を惹起する。また、ボト
ロセチンの作用機序や立体構造が解明され、
ボトロセチンは、VWF（A1ドメイン）に結
合し、この複合体が GPIbとの高い親和性を
持った結合面を形成することで血小板凝集
を惹起することが明らかにされている。 
 このようにボトロセチンは、リストセチン
の弱点をカバーし、in vitro での検査試薬と
して極めて有用であり、優位性を持っている。
しかしながら、リストセチンのように標準試
薬とならないのは、ボトロセチンが天然毒由
来であるため、精製の煩雑さに加えて粗毒の
メーカーやロット間での不均一性もあり、検
査試薬としての実用化が難しいからである
（市販品も見つかるが高価である）。さらに
ワシントン条約により、粗毒の入手自体が困
難となっていることもその理由の１つであ

る。そこで、本研究室では、これらの問題を
払拭するべく、組換えボトロセチンの産生を
めざしてきた。先行研究では、ヘビの毒腺か
ら得られた cDNA ライブラリー中からボト
ロセチンとホモロジーの高い cDNA をクロ
ーニングした。この cDNAを培養細胞で発現
させたところ、ボトロセチンとほぼ同様の活
性を示したことからこれを組換えボトロセ
チン２(rBot2)と名づけた。さらにいくつかの
荷電アミノ酸残基を逐次Alaに置換した変異
導入 rBot2を用いて、血小板凝集惹起活性に
関与するアミノ酸残基を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
(1) ボトロセチンの作用機序をさらに詳細に
解析するために、本研究では rBot2を用いて、
まだ解明されていない VWF及び GPIbとの
結合に必須のアミノ酸残基（あるいは領域）
を明らかにする。 
(2) GPIbとの結合に関与する rBot2のアミノ
酸残基が明らかになれば、VWF には結合す
るが血小板凝集を惹起しない rBot2変異体を
作り出す。 
(3) さらにVWFとの結合には影響しないが、
GPIb との結合を積極的に阻害する変異体を
設計し、VWF の血小板凝集惹起活性を抑制
する抗血栓性を持った新規タンパク質の創
製をめざす。本研究は、このように VWFに
対するボトロセチンの特異的な結合能を生
かした新しい組換えタンパク質の作製を目
標とした。 
この他、別のヘビ毒由来の VWF-GPIb 依存
性血小板凝集惹起タンパク質であるビチセ
チンや、同じく本研究室でクローニングした
ヘビ毒由来の GPIb結合タンパク質、に関し
て、血栓形成制御に関する研究指針を示して
いたが、時間がなく研究期間内に進めること
ができなかったため省略する。 
 これまでに本研究室で cDNA クローニン
グをおこなってきたボトロセチン、ビチセチ
ン、GPIb-BPを中心に、量的な到達目標とし
て組換えタンパク質の大量調製法と効率的
な精製法を確立する。質的な到達目標として
は、アミノ酸変異を導入しながら組換えタン
パク質における構造と血小板-VWF間の制御
活性相関を分子レベルで精査する。特に
VWF と GPIb との結合部位（重要アミノ酸
残基の決定）の特定を進め、その部分のアミ
ノ酸変異体によるドミナントネガティブな
阻害タンパク質の産生をはじめ、活性部位の
狭小化、限局化を進め、さらに小型の活性物
質の創製を目指していく。さらに VWFに結



合し GPIbの結合を直接ブロックする新規タ
ンパク質の探索をおこなうなど、ヘビ毒の多
様性を十分に活用し、遺伝子工学を利用する
ことで、血栓形成の基礎研究や、臨床検査、
抗血栓剤への臨床応用に役立つ優れた分子
ツールを創り出すことを目的とした 
 
３．研究の方法 
(1) 変異体 rBot2 の調製と発現。rBot2 の
cDNA に 対 し て 、 QuickChange Site- 
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene 社)
を用いて変異を導入した。変異が正しく導入
されていることを DNA シークエンスにより
確認した。この cDNA を含むプラスミドを
Maxiprep Kit (Qiagen社)で増幅した。10% 
FBSを含むD-MEM培養液で培養した 293T
細胞（細胞バンク）に対して、GeneJuice 
(Novagen社)を用いてプラスミドをトランス
フェクトした。48-72 時間後、培養液を回
収し、タンパク分解酵素阻害剤カクテルを添
加して冷凍保存した。 
(2) 変異体 rBot2 の精製。抗ボトロセチンモ
ノクローン抗体を固相化した抗体カラムを
作製した。このカラムに細胞培養液を流し、
十分カラムを T（BS で洗浄した後、pH2.7
の酸性溶液で吸着画分を溶出させた。280nm
の吸収をモニターし、ピーク画分を集め中和
した後、遠心濃縮した。タンパク質濃度は
BSAを標準物質として BCA法（Pierce社）
で定量した。また、一部を SDS-PAGE にか
け、純度を検定した。 
(3) 変異体 rBot2の VWF及び GPIb結合活
性の測定。変異体及び野性型 rBot2を PVDF
膜に定量的に固相化したドットブロットに
対して VWF を反応させ、抗 VWF 抗体で
VWFの結合を検出した。同様に ELISAプレ
ートに VWF を固相化し、rBot2 変異体を添
加して、抗ボトロセチン抗体により rBot2の
結合を評価した。さらに ELISA プレートに
固相化した VWF に対して rBot2 変異体と
GPIb 由来のグリコカリシンを同時に添加し、
グリコカリシンの結合を評価した。このため、
グリコカリシンは前もってビオチン標識し
た。 
(4) 血小板凝集アッセイ。インフォームドコ
ンセントを得た健常者から採血し、クエン酸
血から多血小板血漿（PRP）を得る。血球計
算機で 30万血小板/μLに調製後、250μLを
キュベットに入れ、凝集メーターを用いて
37℃で透過光量を測定した。試験液を 5μL
添加して数分間透過光量をモニターした。リ
ストセチン凝集に対する影響は、PRPに変異

体 rBot2 を添加し、2 分後にリストセチン
（1-1.5mg/mL）を添加した。 
(5) ずり応力惹起血小板凝集（SIPA）。PRP
をコーンプレート型血小板凝集系にセット
し、試験液添加後に抗ずり応力を負荷し、レ
ーザー光を使って血小板凝集をモニターし
た。SIPA 解析は、奈良医大輸血部の松本雅
則教授に協力いただいた。 
（６）rBot2 の立体構造推測。ボトロセチン
-VWF-GPIb 三者複合体の立体構造モデルを
参考に、rBot2 のホモロジーモデリングを行
い、VWF や GPIb との接触面にあるアミノ
酸残基を推定した。 
 
４．研究成果 
(1)ボトロセチン２のVWF及びGPIbとの結合に
関与するアミノ酸残基の同定：先行研究で、5
種のAla置換変異体rBot2（Gluα107Ala、
Aspβ70Ala、Aspβ88Ala、Argβ115Ala、
Lysβ117Ala）は血小板凝集惹起活性が低下す
ることを見出している。これらのAla置換変異
体rBot2の、VWFやグリコカリシン（GPIb）と
の結合活性を調べた。PVDF膜に定量的にドッ
ト･ブロットした変異体rBot2の、VWFとの結合
態度を図1に示す。Aspβ70、Aspβ88、Gluα107
のAla置換変異体でVWFとの結合活性の低下が
みられた。 

 

 図１：ドットブロット法による変異体rBot2のVWF結合 

またArgβ115、Lysβ117の各変異体ではVWF
との結合は野性型と変わらなかったが、グリ
コカリシンとの結合活性が低下していた（図
2）。一方、GPIbのN末端側に接触すると予想
して調製したGluα48、Aspα50、Lysα108、
Aspα109、Leuβ59、Lysβ60のAla置換体など
は、野生型と同じ血小板凝集惹起活性を示し
た。これらの結果から、rBot2を構成するアミ
ノ酸残基のうち、Aspβ70、Aspβ88、Gluα107



はVWFとの結合に、Argβ115、Lysβ117はGPIb
との結合に関与するものと推定された。 

 
図２ ELISAによる変異体rBo2-VWF複合体とのグリコカリ
シン(GC)の結合 

 

(2) 抗血栓性ドミナントネガティブ・ボトロ
セチンの作製：Argβ115、Lysβ117の位置を
rBot2-VWF-GPIb三者複合体の立体構造モデル
から解析したところ、GPIbのAsp222が近傍に
あることが明らかとなった。これら荷電アミ
ノ酸間の正･負の静電的な相互作用がrBot2と
GPIb間の結合親和性の基になると予想し、互
いに反発し合う荷電アミノ酸に置換すること
で、VWFに結合するが血小板凝集を阻害する
活性を持った変異体rBot2が作製できるので
はないかと考えた。そこで、これらの塩基性
残基を酸性アミノ酸に置換することでより強
い反発が観察されることを期待して、Glu 
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図３ 変異体rBo2によるリストセチン凝集の阻害 
 

に置換した変異体を作製した。単独でGluに置
換した変異体rBot2このダブル変異体はVWFと
の結合能は変化しなかったが、血小板凝集惹

起活性は示さず、さらにリストセチンによる
血小板凝集を濃度依存的に阻害した（図3）。
この結果から、Argβ115Glu、Lysβ117Gluの
ダブル変異体rBot2は、VWFに特異的に結合し
GPIb依存性血小板凝集を阻害する変異体と考
えられた。 

 

(3) 変異体rBot2のずり応力惹起血小板凝集
（SIPA）に及ぼす影響：奈良医大輸血部（松
本教授）との共同研究により変異体rBot2の
SIPAに対する影響を調べた。その結果，VWF
との結合に重要なアミノ酸であるβ鎖の
Asp70をAlaに置換した変異体はVWFとの結合
をELISA系では示さず、血小板凝集惹起活性も
弱かったが、SIPAでは血小板凝集を促進させ
た。また、1アミノ酸置換の変異体は、ELISA
ではグリコカリシンとの結合が低下したが、
SIPAではこれを阻害せず、むしろ促進的に作
用した。これに対し2箇所のアミノ酸置換変異
体（Argβ115Glu/Lysβ117Glu）はリストセチ
ン惹起血小板凝集の阻害と同様に、SIPA凝集
を阻害した（図4）。すなわち、VWFに結合す
る活性はそのままに血小板との相互作用を持
たず、逆に血小板の相互作用を抑制する新規
のタンパク質であることが示された。 
 さらに，rBot２とVWFとの複合体の立体構造
モデルから、両者の接触点をサーベイし、先
の2箇所の荷電アミノ酸に加えていくつかの
候補荷電アミノ酸残基を選定し、これも逆荷
電アミノ酸に置換することでより強い血小板
凝集阻害効果を狙って発現を行った。
Argβ115Glu/Lysβ117Gluに加えて、β鎖の
Glu18やAsp62をArgに置換した2種類の発現体
はいずれもリストセチン惹起凝集を阻害した
が、Argβ115Glu/Lysβ117Gluのダブル変異体
とほぼ同じ活性を示したことから、この2カ所
で十分であると推定された。また、Gluの代わ
りに同じ酸性アミノ酸であるAspに置換した
Argβ115Asp/Lysβ117Aspを発現させて活性
を調べたが、Glu置換体とほぼ同じリストセチ
ン凝集阻害活性を示した。したがって、ダブ
ル変異体によるリストセチン凝集阻害活性は
酸性アミノ酸に置換されたことによるrBot2
の立体構造の大きな変化によることも考えら
れるが、むしろ酸性アミノ酸残基間の静電的
な反発に起因することが示唆された（以上、
論文投稿準備中）。 
 現在の発現系は哺乳類動物細胞を使った系
であり、実験室レベルの発現にとどまってい
る。工業規模で発現を行うためには大量発現
系の構築が問題となる。このため、昆虫細胞



発現系でのrBot2を試行した。昆虫細胞での発
現ベクターを本研究室で作製し、発現は和光
純薬に委託した。ボトロセチン２の2つのサブ
ユニットのcDNAを同時に昆虫細胞にコトラン 
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図4 Argβ115Glu/Lysβ117Glu変異体rBo2によるSIPAの
阻害 
 
スフェクションして得られた培養液を抗ボト
ロセチン抗体カラムにかけることで、ヒト培
養細胞（293T）と同程度のrBot2の産生に成功
した。今回は50mLの小規模の培養であるが、
昆虫細胞を大量培養することでrBot2の大量
産生も可能になると思われた。今後、研究資
金が得られれば、今回得られた変異体rBot2
の発現も試行したいと考える。 
(5) 今後の展望と課題：本研究によって、組
換えボトロセチンのVWFやGPIbに対する作用
機作がまた1つ明らかになった。さらに、それ
を手がかりとしてボトロセチン本来の血小板
凝集の惹起活性とは逆の血小板凝集阻害活性
を示す変異体の創出に成功した。また、昆虫
細胞での発現は、リストセチンに代わる
VWF-GPIb依存性血小板凝集惹起タンパク質と
して組換えボトロセチンを用いる可能性を示
したものと言える。本研究で初めて作製され
た、リストセチンやずり応力による血小板凝
集を阻害する活性を持った変異体は、in vivo
においても、血小板凝集を抑制できる可能性
がある。現在までに、血小板凝集を抑制する
薬剤はディスインテグリンをはじめほとんど
がGPIIb/IIIaを抑えるものである。GPIbを抑
制するヘビ毒がいくつか報告されているが、
実験動物を使ったin vivo実験では血小板減
少が観察され、実用化されていない。唯一、
anfibatideと名付けられたヘビ毒由来のGPIb
結合タンパク質が動物実験でも血栓形成を抑
えることが最近報告されているのみである。
GPIbやGPIIb/IIIa抑制性タンパク質は、直接
これらの膜タンパク質と結合するため、血小
板に何らかのシグナルを発生させる可能性が
あり、そのようなシグナルを生み出さずに機
能を制御するのは難しいものがある。また、

体内を循環している血小板をカバーするのは
難しい。 
 一方、VWF側をブロックするものは、主にモ
ノクローン抗体から派生した小型化抗体と、
DNAアプタマーに限定されている。今回、本研
究で創出された変異体rBot2は、血小板には作
用せずVWF特異的に結合してその血小板凝集
活性を抑制する点でin vivo でも同様の活性
を持つならば極めて有用であると思われる。
また、血小板ではなくVWFを一時的に抑制する
ことは、抗血栓剤として有用であるほか、血
栓性血小板減少性紫斑病（TTP）などのVWFが
亢進した血栓性状態を治療する1つの薬剤と
なる可能性がある。今後は、in vitroからin 
vivoでのアッセイ系に広げてその作用を詳し
く調べる必要がある。 
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