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研究成果の概要（和文）：血液は平時には流動性を保ちつつ、血管の損傷時などには直ちに凝固しうる。すなわ
ち流動性と凝固能という一見対照的な特性を併せ持つことで、合理的な全身循環系を形成している。血管内皮細
胞は血管の内腔を覆う一群の細胞である。止血因子von Willebrand因子は血管内皮細胞で産生される。合成され
たVWFは、止血に備えるため血管内皮細胞内に適切に貯蔵される必要がある。本研究課題では、血管内皮細胞に
おけるvon Willebrand因子の貯蔵機構を明らかにすることを目的に研究を行った。その結果、細胞内の微小酸性
環境を形成する因子が、その貯蔵に寄与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Hemostasis is essential to maintain the functional blood circulation; blood 
is required to clot in response to vascular damage to stop bleeding. Vascular endothelial cells are 
thin-layered cells covering luminal surface of the blood vessel. von Willebrand factor, a hemostatic
 protein, is produced in endothelial cells. It forms large homomeric multimers that are stored in 
specialized organelles called Weibel-Palade bodies. In this supported project, we studied a 
mechanism how the maturation and storage of von Willebrand factor is regulated in vascular 
endothelial cells. We found that a factor producing a local acidic environment contributes for the 
storage of von Willebrand factor in Weibel-Palade bodies.

研究分野：血栓止血学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
止血因子von Willebrand因子は止血反応に不可欠である。何らかの原因でvon Willebrand因子が機能しなくなる
と、von Willebrand病と呼ばれる血液凝固異常症を発症する。本研究の成果は、von Willebrand因子そのものが
正常でも、その貯蔵機構に異常が生じるとvon Willebrand病になる可能性があることを示している。本研究課題
により、これまで原因が不明であったvon Willebrand病の原因究明に貢献できる知見を得た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
血液は、平時にはその流動性を維持しつつ、血管の損傷時などには即時に凝固しうる。すなわち
血液循環系は、流動性と止血能という対極的な特性を併せ持つことで、合理的な循環機能を形成
している。血管内皮細胞は血管の内腔を覆う単層の細胞群である。止血タンパク質 von Willebrand
因子（VWF）は血管内皮細胞で産生される（図 1）。VWFは 2,313残基の一本鎖タンパク質とし
て小胞体で合成されると、直ちに C 末端領域をジスルフィド結合で架橋したダイマーへと変換
され、ゴルジ体へと輸送される。ゴルジ体では、次いで N 末端領域のジスルフィド結合の架橋
によって巨大なマルチマーへと変換される。VWFマルチマーは、Weibel-Palade小体（WPB）と
呼ばれる単膜のオルガネラに、準結晶性の構造体（VWF tubule と呼ばれる）として高密度に貯
蔵される。ヒスタミンなどの分泌刺激によって、貯蔵された VWFマルチマーが血中へと放出さ
れると、VWF strings と呼ばれるマルチマー鎖が互いに絡み合った超構造体を形成する。VWF 
stringsは血小板を局所に粘着することで止血する。このように複合的な合成・貯蔵プロセスを経
ることで、VWFは止血タンパク質として成熟する。 
 
２．研究の目的 
WPBはゴルジ体から生じるオルガネラであり、生理的には血管内皮細胞にのみ含まれる。VWF
は複合的なプロセスを経て WPB に貯蔵される。VWF のマルチマー化および tubule 化には酸性
環境が必要であることが in vitroの再構成実験で示されているが、細胞内で反応に適した酸性環
境が形成されるメカニズムは全く不明である。VWFマルチマーは高分子ほど止血能が高い。す
なわち VWF の成熟化および貯蔵プロセスは、VWF の止血機能に不可欠である。本研究課題は
VWF の成熟化および貯蔵機構を明らかにするため、特に酸性環境の形成機構に注目し研究を行
った。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、VWF 分子のマルチマーへの成熟化および WPB の形成能を指標として、血管
内皮細胞の有する止血機能の形成機構について研究した。VWFマルチマーは、SDS-アガロース
ゲル電気泳動により、そのサイズおよび構成について定量的に解析した。WPB の形成能は、臍
帯静脈血管内皮細胞 HUVECの蛍光免疫染色を用いて、共焦点レーザー顕微鏡で解析した。得ら
れた画像は解析ソフトを用いて定量的に解析し評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 臍帯静脈内皮細胞 HUVECにおけるWPBの形成 
本研究には臍帯静脈内皮細胞 HUVEC を用いた。できるだけ生理的な条件下で実験を行うため
に、はじめにWPBの形成能を指標に培養条件の検討を行った。血管内皮細胞は、細胞間に細胞
接着を形成することで、血液を血管外の環境から隔離している。培養細胞を用いた蛍光免疫染色
では、個々の細胞を観察しやすくするために一般的に細胞密度は高くしない。そのような条件で
WPBを観察すると（抗 VWF抗体による免疫染色）、個々の細胞間で VWFの発現量は異なり、
WPBの形成が観察されない細胞も散見された。一方、フィブロネクチンコート上で HUVECを
5-7 日間培養すると、細胞は単層の敷石状になる。この条件では細胞間には細胞接着マーカー
（ZO-1, VE-Cadherin, PECAM1）が認められ、全ての細胞にWPBの形成が観察された。WPBの
形成には後者の条件が適していると考え、以降の実験は当該の条件で行った。 
 
(2) 臍帯静脈内皮細胞 HUVECへの遺伝子導入 
血管内皮細胞は遺伝子導入の難しい細胞であることから、遺伝子導入方法について検討した。培
養条件の場合と同様に、細胞接着マーカーおよびWPBの形成能を指標として、導入試薬の影響
を評価した。その結果、試みた全てのリポフェクション試薬およびエレクトロポレーションは、
HUVECの細胞接着を著しく阻害し、WPBの形成能にも影響を与えることが判明した。そこで、
より細胞への影響が少ないと予想される組換えレンチウイルスによる遺伝子導入を試みた。組
換えレンチウイルスによるEGFPの発現は、非発現細胞と比較して細胞接着マーカーおよびWPB
の形成に影響を与えなかった。したがって以降の遺伝子導入には組換えレンチウイルス発現系
を用いた。 
 
(3) WPB内腔の酸性環境の機能的重要性 
WPB内腔は pH 5.4とリソソームに次いで
酸性度が高い。WPB に貯蔵されている
VWFマルチマーは血液中への分泌の過程
で、大きな pH 変化（5.4→7.4）に暴露さ
れる（図 1）。この pH変化により高密度に
パッケージングされたVWFマルチマーは
細胞上に VWF stringsを形成し、血小板を
粘着する。WPBの酸性環境の機能的重要
性を調べるため、HUVEC を塩化アンモ
ニウムで処理した後、ヒスタミン刺激に

図 1. VWFの合成と分泌 



よって VWF分泌を惹起した。塩化アンモニウムは中性域においては分子形を保つことで脂質膜
を通過しうるが、酸性環境に至るとイオン化によりアンモニウムイオンを生じ酸性環境を中和
化する。コントロールの HUVECをヒスタミン処理すると、細胞表面には VWF stringsの形成が
明瞭に観察される。一方、塩化アンモニウムで前処理した細胞では VWFマルチマーの分泌は未
処理の HUVEC と同程度に起こるものの、形成される VWF strings は貧弱であった。すなわち
WPB内腔の酸性環境は適正な VWF stringsの形成に不可欠であると考えられた。 
 
(4) プロトンポンプ Vascular H+-ATPaseはWPBの酸性環境の形成因子である 
それではWPBの酸性環境はどのように形成・維持されているのであろうか？プロトンポンプの
一つ Vascular H+-ATPase（V-ATPase）は、リソソームなどの酸性オルガネラ膜に局在し、プロト
ンを小胞内に汲み入れることで、その酸性環境を形成している。そこで V-ATPaseの化学阻害剤
Bafilomycin A1および Concanamycin Aのヒスタミンによる VWF stringsの形成に対する影響を調
検討した。その結果、いずれの V-ATPase阻害剤で前処理した場合も、VWFマルチマーの分泌量
には影響はほとんど見られなかったが、形成される VWF stringsは貧弱であった。すなわち塩化
アンモニウム処理と同様の影響が見られたことから、V-ATPase は WPB の酸性環境を形成する
因子であると考えられた。 
 
(5) VWFの恒常分泌に対する V-ATPaseの関与 
ヒスタミン刺激などによる誘導的な分泌に加えて、VWF マルチマーは WPB およびゴルジ体か
ら、低レベルではあるが恒常的に分泌される（図 1）。これにより血液中の VWFマルチマー量を
維持していて、即時の止血に備えていると考えられている。そこで V-ATPase が VWF の恒常的
分泌にも関与しているかについて調べた。未処理の細胞から分泌される VWFマルチマーは、ヒ
スタミン刺激により分泌されるマルチマーに比べて分泌量は少なく、マルチマーサイズも小さ
い。Bafilomycin A1 および Concanamycin A で前処理すると、単位時間あたりの分泌量は未処理
の場合と変わらないものの、分泌される VWFのマルチマー構成には明瞭な違いが見られた。V-
ATPaseを阻害すると、HUVECからは VWFダイマーが選択的に分泌された。塩化アンモニウム
前処理によっても同様の現象が見られたことから、V-ATPase によって形成される酸性環境が
VWFのマルチマー化に寄与していると考えられた。V-ATPaseの阻害によって生じる VWFダイ
マーの選択的な分泌は Brefeldin A処理によって消失した。したがってその分泌はWPBからでは
なく、ゴルジ体から生じていると考えられた。これらの結果から、V-ATPase はゴルジ体付近に
も存在し、VWFのマルチマー化に寄与していると考えられた。 
 
(6) HUVECにおける V-ATPaseの細胞内分布 
V-ATPase は、少なくとも 13 種の異なるサブユニットから構成されるタンパク質複合体である。
HUVECにおける V-ATPaseの細胞内分布について調べる目的で、EGFPタグを付加した各サブユ
ニットを強制発現した。その結果、V0aサブユニットのアイソフォームに興味深い局在が観察さ
れた。V0aサブユニットには遺伝子の異なるアイソフォームが存在する。そのうち V0a1は細胞
辺縁部に存在するWPBに局在していたが、核近傍のWPBには局在が観察されなかった。一方、
V0a2 は核近傍の WPB にのみ局在が観察され
た。WPBはゴルジ体から生じるオルガネラで、
その成熟化に伴い細胞辺縁部に輸送されるこ
とを考えると、V0a2はゴルジ体で新たに生じた
WPB に局在し、V0a1 は成熟した WPB に局在
していると考えられた。実際に、超解像顕微鏡
で V0a2 の詳細な局在を調べると、トランスゴ
ルジ網から出芽していると考えられる WPB に
明瞭な局在していた（図 2）。ライブセルイメー
ジングにより、ゴルジ体近傍を観察すると、
V0a2 はゴルジ体から出芽する新たに形成され
たWPBに局在していた。 
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図 2. V0a2はトランスゴルジ網から出芽する
新生WPBに局在する 
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