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研究成果の概要（和文）：フォン・ウィルブランド因子（VWF）のD'D3ドメインは凝固第VIII因子（FVIII）との
結合に重要な役割を果たす。そこでD'ドメインのバリアントをin silico解析により探索し、機能増強型VWF蛋白
発現の可能性を探った。①遺伝子導入したHEK293T細胞に野生型ヒトVWF蛋白を発現させた。②VWFのD'ドメイン
の2N型VWD変異とその周辺の一塩基多型を抽出し、in silico解析ツールを用いて機能増強可能性バリアント候補
を絞り込んだ。③VWFバリアント蛋白を作成し、FVIII結合能を解析したが、野生型VWFのFVIII結合能を上回るバ
リアントを同定するに至らなかった。

研究成果の概要（英文）：The D'D3 domain of von Willebrand factor (VWF) plays an important role in 
binding to coagulation factor VIII (FVIII). We searched for gene variants that could cause 
functional enhancement of the D' domain of VWF by in silico analysis. (1) Wild-type VWF protein was 
expressed in HEK293T cells by using a plasmid transfected with human VWF cDNA 
(pPG-CAG-huVWF-PGKpuro) and the normal functions of the expressed protein were confirmed. The type 
2N VWD mutations in the D' domain and neighboring single nucleotide polymorphisms were selected by 
in silico analysis to identify candidate variants with enhanced function of VWF. We generated VWF 
variants and analyzed its FVIII binding ability, but could not identify a variant that showed higher
 FVIII binding ability compared to wild-type VWF.

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
FVIIIは血漿中でVWFに保護され、FVIII欠乏は血友病Aを、VWF上のFVIII結合領域であるD'D3ドメインの変異は
FVIII結合能低下による2N型VWDをきたす。D'ドメインの一塩基多型をヒントにFVIII結合能増強型VWF遺伝子の存
在を探ることは、血友病Aの新規治療製剤の開発や、2N型VWDへの治療応用を含むVWFの基礎的知見につながる意
義があったが、野生型VWFのFVIII結合能を上回るバリアントを同定するに至らなかった。このことはVWFのFVIII
結合能がすでに極めて高い親和性にあることを示し、VWFとFVIIIの結合が進化的に温存されてきたことを示す最
新知見とも合致した。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
血漿蛋白である von Willebrand 因子（VWF）は、出血部位への血小板の粘着・凝集に必須であ
り、その減少や機能不全は止血障害をきたす（von Willebrand 病、以下 VWD）。一方、血液凝固
第 VIII 因子（FVIII）は血小板凝集部位へのフィブリン形成において重要な役割を果たしてお
り、その欠乏は重篤な出血症状をきたす（血友病 A）。血中の FVIII は VWF と結合することによ
り安定化される。FVIII との結合能が選択的に阻害される VWF 機能異常は type 2N VWD と呼ばれ
る。この type 2N 患者の遺伝子解析では、VWF の N末端側に位置する D’（766-863）と D3（867-
1031）ドメインに多くの遺伝子変異が報告されており、VWF は D'D3 ドメインを介して FVIII と
結合する。 
血漿 VWF および FVIII レベルがヒトゲノム上のどのマーカー（一塩基多型：SNPs）に関連して
いるかをゲノムワイド関連解析（GWAS）によって解析したところ、血漿 FVIII レベルに関連する
SNPsはヒトゲノム上の 5つの遺伝子に集中していた 1)。この 5遺伝子の 1つは VWF 自身であり、
関連の高い SNPs は D’D3 ドメインに集中していた。 
 このように VWF の D'D3 ドメインが、血漿 VWF 値に関与し、VWF の FVIII 結合能に密接に関与
し、さらに血漿 FVIII の半減期に大きな影響を与えていることが明らかになっていた。 
 
２．研究の目的 
VWF の D’D3 ドメインの遺伝子多型/変異が FVIII との相互作用にどのような影響を及ぼすか、
特に FVIII との親和性が増強するような多型/変異がないかを、分子生物学的手法によって明ら
かにすることを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
①HEK293T 細胞を用いたヒト VWF 蛋白の発現モデルの確立 
ヒト VWFcDNA を挿入したプラスミドを作成し、培養皿内で HEK293T 細胞へのトランスフェクシ
ョン（Cationic Lipid-Mediated Transfection）を実施し、ヒト VWF 蛋白の発現を量的（抗原
量）・質的（VWF 活性と FVIII 結合能）を確認した。 
②D’D3 ドメインの多型/変異候補の探索と絞り込み 
ゲノムデータベースと文献情報から VWF の D’D3 ドメインの SNPs および type 2N VWD の変異
部位を検出した。in silico 解析ツールを用いて、蛋白構造・機能などへの影響を予測し、機能
増強変異部位を絞り込んだ。 
③絞り込んだ候補多型/変異の VWF 蛋白の発現と解析 
ヒト VWFcDNA に点変異を誘発し、正常ヒト VWFcDNA と同様にトランスフェクションと蛋白発現
を実施した。培養上清中の VWF 抗原量・活性値・FVIII 結合能を測定し、正常ヒト VWF 蛋白と比
較した。 
④VWF ノックアウトマウスを用いたヒト VWFcDNA の in vivo 発現実験は、研究期間内に実施でき
なかった。 
 
４．研究成果 
①HEK 293T 細胞にヒト VWF の cDNA を組み込んだベクター
（pCI-neo-huVWF-ESN）を作成し、Lipofectamine3000 を用い
て導入した。Confluent になった細胞の培養液を Serum 
reduced medium(Opti-MEM)に変更し、翌日に回収した上清の
VWF 抗原量は約 5-10%（健常血漿量を 100%として計算）であ
り、また継代が困難であった。そこで、教室の別研究 2)で安
定的な蛋白発現細胞株樹立に成功していた piggy bac 
transposone ベクターを採用し（pPG-CAG-huVWF–PGK-puro、
図 1）、同様に検討したところ、継代可能な安定株樹立に成功
し、培養上清の VWF 抗原量はおよそ 40 倍となる約 200-400%
を得ることができた。また VWF 活性、マルチマー構造、FVIII
結合能も担保されていることを確認できた（図 2）。 
② D’D3 ドメイン（アミノ酸配列の）において FVIII 結合に重要とされる主要なアミノ酸配列
（Shilatgh ら. Blood. 2014）を参考に、784-854 の配列において、アミノ酸変異を伴う
（nonsynonymous）既知の 70 個の SNPs を NCBI のデータベース（dbSNP）から抽出した。この中
には、既知の type 2N VWD である 5つの変異が含まれていた（T787K, T789P, T791M, R816W, 
R854Q）。PROVEAN、SIFT、PolyPhen-2 の 3つの in silico 予測ツールを用い３-５）、これらの変異
が VWF 蛋白の生物学的機能に及ぼす影響を予測した(表 1)。Type 2N の 5変異では、3つの予測
ツールのうち少なくとも 1 つ以上が構造変化を予測した（表 1 右：Summary が赤字）。いずれの
予測ツールでも構造変化が予測されない SNP（表 1で PROVEAN、SIFT、PolyPhen-2 の順にそれぞ
れ Neutral、Tolerated、BENIGN と判定）は、13 のアミノ酸配列部位に 16 バリアントを認めた
（表 1右：Summary が緑字）。 



表 1. VWF の D’ドメインの SNPs の探索と絞り込み 

 
 
③絞り込んだ多型/変異候補の VWF 蛋白の発現と解析 
まず、野生型 VWF と T789P の type2 
VWD 変異（FVIII 結合能が低下）を対
照として、T789A バリアントを解析し
たところ、十分な VWF 活性が得られ
なかった。そこでマルチマー構造を
確認したところ、上清では正常マル
チマー構造が保たれていたが、濃縮
のために Sp カラムを用いたところ、
高マルチマー構造が失われることが
判明した（図 2-A）。したがって、以
降の解析は上清サンプルをそのまま
使用せざるを得なかった。 
 上清を用い FVIII 結合能を評価したところ、健常血漿、Type 2N VWD 患者血漿、Type 3 VWD 患
者血漿を対照に、前述の遺伝子組み換え VWF の 3 種を評価したところ、T789P バリアントでは
VWF 抗原量が増加しても FVIII 結合能は増加せず、予想通りの Type 2N パターンを示した。一
方、VWF の SNP の一つである T789A バリアントでは、野生型と同等の結合能を示した。T789A バ
リアントは先行研究において FVIII 結合能は野生型と有意差はないことが確認されており 6)、本
測定法の妥当性を確認できた。本法を用いて、他の SNP バリアントについて検討したところ、野
生型 VWF の FVIII 結合能を上回るバリアントを同定するに至らず、本研究の最終目標である、④
VWF ノックアウトマウスを用いたヒト VWFcDNA の in vivo 発現に進むことができなかった。 

NP: normal plasma
1: recombinant VWF WT (上清)
2: recombinant VWF T789P (上清)
3: recombinant VWF T789A(上清)
4: 1をSpカラムで濃縮した後

図２-A. VWFマルチマー解析 図２-B. FVIII結合能



研究成果のまとめと今後の展開 
 研究期間を延長し、解析してきたが、FVIII 結合能に関する機能増強 VWF 蛋白を見出すことが
できなかった。研究期間終了後も、引き続き SNP バリアントの発現と機能解析を継続し、成果発
表を行う予定である。FVIII 結合能増強バリアントが、最終的に見い出せなかった場合も、それ
自体が重要な知見となり得る。本研究開始時にはなかった最新知見として、VWF と FVIII は哺乳
類の進化の過程の中で、共進化してきたことが報告された７）。進化の系統樹における代表的な祖
先 VWF、祖先 FVIII の遺伝子配列をもとに、祖先蛋白を発現し機能解析したところ、VWF 機能は
進化の過程で次第に増強し、かつ FVIII 機能は次第に減弱する傾向が同時に見られたという。興
味深いことに、VWF の FVIII 結合領域（D’D3ドメイン）と FVIII の VWF 結合領域は進化学的に
最も保存された領域であり、VWF と FVIII の結合能はあらゆる段階の祖先蛋白においても保存さ
れ、高親和性を示した７）。このような新知見を参考に、機能増強 VWF の可能性を探っていきたい。 
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