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研究成果の概要： 

VWF マルチマーを分解する ADAMTS13 の欠乏はマルチマーのダウンサイジング機構破綻
=VWF機能の過剰をきたすと考えられる。ADAMTS13ノックアウトマウス をvon Willebrand

因子（VWF）血中濃度が高い CAST/Ei マウスとの交配により血栓性血小板減少性紫斑病(TTP)

様の血栓症を自然発症させ、我々が見いだしたがマウス VWF に交差反応する抗ヒト VWF モ
ノクローナル抗体 5D2 をこれに直接投与、病態の修飾を観察し、「VWF 機能亢進症」である
TMA の抗 VWF 抗体による病態制御の基盤的な知見を得た。 
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１．研究開始当初の背景 

血 栓 性 微 小 血 管 障 害  (thrombotic 
microangiopathy, TMA)は、破砕赤血球、血
小板減少、臓器機能障害を呈する難治性の疾
患群で、その病態の本態は①細血管障害性溶
血性貧血、②破壊性血小板減少、③細血管内
血小板血栓による臓器障害の３つであると
考えられる。 

放出直後の von Willebrand factor (VWF)
のは超巨大分子構造（unusually large VWF 
multimer, UL-VWFM）をとり、高い血小板結
合能があるため、過剰な血小板凝集を起こし、
血 管 を 閉 塞 す る 。 ADAMTS13 （ a 
disintegrin-like and metalloprotease and 
thrombospondin type 1 motifs 13）は、
UL-VWFM を限定分解し、VWF の活性を制御す

る。血栓性血小板減少性紫斑病 (thrombotic 
thrombocytopenic purpura, TTP) で は 、
ADAMTS13 に対する自己抗体（インヒビタ−）
により UL-VWFMが切断されず血栓症を起こす
と考えられている。 

TTP に対しては血漿交換療法が有効であ
ることが以前より知られているが、TTP では
抗 ADAMTS13 インヒビターが存在し、血漿
交換が奏功する理由は ADAMTS13の補充お
よび抗ADAMTS13抗体の除去であると考え
られる。しかし UL-VWFM は血小板血栓の
中に取り込まれ、TTP 発症中の患者血漿から
は UL-VWFM がむしろ減少することが知ら
れており、血漿交換によって効果的に除去さ
れるかどうかははっきりわかっていない。事
実血漿交換は、有効例でも数回以上の実施が
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必要で、また一次的に改善するものの、増
悪 ・ 寛 解を 繰 り返 す難 治 例も 多 い。
UL-VWFM は病的血栓形成においては非常
に重要な役割を担っており、ADAMTS13 の
低下だけではなく VWF の過剰が TMA 発症
に重要であることが強く示唆される。特筆す
べきはTTP以外のTMAでは血漿交換が有効
でないことで、TMA の本態が VWF 機能亢進
ならば、本来治療ターゲットとすべきは
VWF であり、VWF を効果的に制御すること
ができれば単に ADAMTS13を補充する場合
に比べてより効果的な TMA の治療、予防に
直結するのではないかと考えられる 

２．研究の目的 

病態の本質である VWF の血小板 GPIb 結
合部位である VWF A1 ドメインを狙って
VWF そのものを制御するという治療的試み
はこれまで行われていない。一方抗 VWF モ
ノクローナル抗体は動物モデルにおいて広
い安全域を有することが報告されており、
TMA 以外の血栓症においても臨床応用が期
待されている（図 3-4）。本研究では VWF の
血栓症発症における役割を病態的側面から
再検討を行う。すなわち TMA 発症における
VWF の役割を明らかにするために 5D2 を
ADAMTS13 ノックアウトマウスに投与、
ADAMTS13 低下+VWF 過剰が TMA の本態
であることを示し、抗 VWF 抗体による TMA

病態制御の基盤的な知見を得ることを目指
す。 

３．研究の方法 

CAST/Ei マウスをジャクソン研究所（米
国）より移入し、ADAMTS13-/-マウスに対
し 2 回以上の交配を実施して CAST/Ei バッ
クグラウンドとし、血小板数、腎糸球体微少
血栓の有無などをさらに注意深く検討する。

また抗体 5D2 10µg/g マウス体重を尾静脈よ
り投与、マウスの病的表原型解析を進め、各
種血栓症誘発モデルについて、各臓器での血
栓形成ならびに組織障害を観察する 

 

４．研究成果 
Full length マウス VWF を発現させ、保有

する抗体のスクリーニングを行い、抗体 5D2

がマウス VWF にヒト VWF に対するのと同
程度に反応することを見いだした（下図）。 

また ADAMTS13-/-マウスにつき、まず
129/SV バックグラウンドのものを国立循環
器病センター宮田敏行博士より供与を受け、
繁殖に成功した。一方、CASA/Rk マウスは
現在ジャクソン研究所（米国）が供給を停止
しているため同系統の CAST/Ei を移入、
ADAMTS13-/-マウスに対し 2 回以上の交配
を行った。 

一方、陰性コントロールとして GPIb 結合
能を欠くノックインマウスを準備した。これ
は VWF の exon28（A1 domain をふくむ）
において Lys599（ヒト配列番号）を Ala に
置換（K599A mutation）したノックインマ
ウスで、Lys599 は A1 ドメインの GPIb 結合
面の中心であるため、K599A により、VWF

は他の機能を残して GPIb 結合能のみを完全
に失う。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。 

次に野生型を CAST/Ei と雑種第一代（F1）
から F2、C2、F3 と CAST/Ei と交配させて
いくに連れ、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（下図）。 

一方、ADAMTS13 ノックアウトマウスに
おける血小板数はコントロールの 52%と低
下しており、この系が TTP を自然発症する
系であることが示唆された。 
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