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研究成果の概要（和文）：von Willebrand病 (VWD)の最重症型であるType3 VWDでは、補充療法では解決しない
難治性出血を生じる例がある。この出血には血管異形成の関与が示唆されているが、具体的な病態メカニズムは
解明されていない。本研究ではtype 3患者由来ECMCにおける血管新生能を中心に検討、また、血中VWF抗原量お
よび活性が検出感度未満を呈し、遺伝子解析で新規変異p.Gly2752Ser変異(以下、G2752S)が同定されたVWD type
 3患者について、変異VWFの発現、細胞内挙動につき他の変位によるVWDとの比較検討を行いつつ解析した。

研究成果の概要（英文）：Type 3 VWD, the most severe form of von Willebrand disease (VWD), causes 
refractory bleeding that does not respond to replacement therapy. Angiodysplasia has been implicated
 in such bleeding, but the specific pathomechanism has not been elucidated. In this study, we 
focused on the angiogenic potential of ECMC derived from type 3 patients, and also examined the 
expression and intracellular profiles of mutant VWF in VWD type 3 patients with trace amount of VWF 
levels and a novel p.Gly2752Ser mutation. We analyzed the expression and intracellular dynamics of 
mutant VWF in patients with VWD type 3.

研究分野： Thrombosis and hemostasis
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研究成果の学術的意義や社会的意義
VWFは内皮細胞という再現の難しい培養細胞種から分泌され、またWPBという特徴的な小胞体に貯留され、刺激に
て分泌されるという特徴を有する。ECFCは、血管内皮細胞環境を患者由来として直接構築できる特徴がある。本
研究では従来のTransfectionによる発現検討と組み合わせ、優性遺伝形式を取るVWDにおけるDominant-negative
 effectの細胞学的な機構を詳細に検討を行うことができた。一方、正常アレル由来の発現を最適化すれば、VWF
濃縮製剤を使用することなく治療が可能となるはずである。本研究で得られた最適な分泌刺激方法により新たな
VWD治療の基盤モデルとなることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

von Willebrand因子（VWF）は血小板糖タンパク Ib (GPIb)への結合を介して傷害血管

壁への血小板の粘着において重要な役割を果たす。一方、創傷治癒には VEGF-Aシグナリ

ングを主とした血管新生が必ず伴い、この過程において、成長因子(Growth factor: GF)の

分布およびシグナル伝達は、細胞外マトリックスへの結合によって調整される。本研究では

VWF A1による血管新生機能の詳細を明らかにすることとした。 

２．研究の目的 

von Willebrand病 (VWD)の最重症型である Type3 VWDは、von Willebrand因子(VWF)

の完全欠損によって止血障害をきたす。VWFの補充療法は止血治療の基本であるが、補充

療法では解決しない難治性出血を生じる例がある。この出血には血管異形成の関与が示唆

されているが、具体的な病態メカニズムは解明されていない。 

VWFは巨核球や血管内皮細胞で合成、循環血中に分泌され、多量体（マルチマー）構造

を呈する。内皮細胞内においては特徴的な構造体であるWeibel-Palade小体（WPB）に格

納され、DDAVP(合成バゾプレシン)等による刺激によって血中に迅速に放出される。 

本研究では type 3患者由来 ECMCにおける血管新生能を中心に検討、また、血中 VWF

抗原量および活性が検出感度未満を呈し、遺伝子解析で新規変異 p.Gly2752Ser変異(以下、

G2752S)が同定された VWD type 3患者について、変異 VWFの発現、細胞内挙動につき他

の変異による VWDとの比較検討を行いつつ解析した。 

３．研究の方法 

（１）VWD遺伝子解析 
VWF抗原量または VWF活性が低下し VWDを疑う患者から書面によるインフォームド

コンセントを得た後、末梢血ゲノム DNAを抽出しエクソーム解析を行った。SureSelect XT 

Human All Exon V5+UTRsキット （アジレント社）を用いてライブラリの調整を実施後、

次世代シーケンサ HiSeq (illumina)にて Paired Endに 100塩基/リードを読み取り、3000

万リードペア (6000万リード)を取得（取得データ量：6Gb/サンプル）した。 

（２）患者由来 ECFCの樹立と細胞学的解析 
血管内皮前駆細胞(EPCs)から血管内皮様細胞(現在は endothelial colony–forming cells 

(ECFC)と呼ばれる)は、近年血液中の血管内皮前駆細胞を expandした初代培養内皮細胞と

してその研究法が確立されつつある。VWFは内皮細胞からそのほとんどが分泌されるとい

う血液凝固因子としてはユニークな血漿中タンパクであり、本研究では健康成人コントロ

ール 2例、患者 10例より文書により同意を得て単核球を単離し、血管内皮細胞培養条件下

で血管内皮前駆細胞(EPCs)から ECFCに分化するまで培養を行った。 

Wild-type (WT) VWF を一過性に発現させるベクターは過去に報告した方法に沿って実

施した 1)。VWF G2752Sほか VWD遺伝子変異を導入した発現ベクターpSVVWF1は COS-

7 細胞にリポフェクション法で遺伝子導入した。VWF の発現は上清、Lysate において

ELISA法で評価、免疫蛍光染色でも評価した。さらに小胞体および Golgi体との共染色で

VWFの細胞内局在を検討した。 

４．研究成果 

（１）患者由来 ECFCの樹立と細胞学的解析 
健康成人コントロール 2 例、患者 10 例中 5 例で最初の培養過程で細胞は典型的な
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cobblestone 形態をとった。VWF の細胞学的な発現様式は confocal immunofluorescence 

(IF)にて観察した。固定後 FITC標識抗体を用いて蛍光染色を行った。 

健常人由来 ECFCにて、100-150ng/mlの VWFの分泌を培養上清中に認めたが、type 1、

type 3と考えられる症例では全く発現は見られなかった。本法の免疫染色により、type 1と

type 3の鑑別において小胞体(細胞内Dimer形成場所)やGolgi体(細胞内Multimer形成)と

共染色することで VWFの存在様式を推定することが可能であった。本研究は名古屋大学生

命倫理審査委員会の承認（2016-0477）を得て行った。 

（２）VWD由来 ECFCの血管形成能の検討 
血管新生の過程は、血管内皮細胞の遊走・増殖・管腔形成から構成される。まず、血管新

生の過程で VWF が関与する箇所を検討するため、Type3 VWD 患者の末梢血単核球から

ECFC を樹立し、遊走能と管腔形成能について検討した。VWF が欠損した BOEC の細胞

遊走能を Scratch assay、管腔形成能をMatrigel assayによって画像として記録し、それを

ImageJによって解析し定量化した。ECFCは細胞形態や増殖能が十分に維持されているも

のを用い、播種細胞数も全ての群で一致させた。対照は健常人由来の ECFC、HUVEC で

ある。 

Scratch assayでは Type3 VWD2例とも対照群と同程度の遊走能を呈し、血管内皮細胞

における VWF発現の有無が直接遊走能に関与している根拠は得られなかった。 

Matrigel assayでは Image JのプラグインであるAngiogenesis Analyzerによってnode、

segment、mesh、branchの数を検討した。node、segment、meshの数は Type3 VWD由

来の ECFC では対照群に比していずれも減少しており、EC における VWF の発現が管腔

形成能の指標であるこれら 3 要素に関与する可能性が示唆された。しかし Branch の数は

Type3 VWDのうち 1例では対照群と同程度維持されており、他の 3要素とは VWFの関与

の程度が異なる可能性も考慮された。 

引き続いて、Type 3 由来 ECFCにヒト VWF血漿中同濃度 (10µg/mL) に相当する精製
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VWFを添加したが管腔形成能に大きな変化はなく、内皮細胞内の VWFの存在が重要であ

ることが示唆された。Type3 VWD患者の血管新生では管腔形成過程に生じる不均衡が血管

ネットワークの形成に異常を生じ、血管異形成として表現されている可能性が示唆された。 

（３）Type 3 phenotypeを示すmutation G2752Sの分子病態 2) 
本研究において p.Gly2752Ser（未報告の新たな遺伝子変異）が同定された。この変異は

VWF分子の C末端に位置する CK domain（ダイマー形成に関わる）内にあり、この異常

により VWF サブユニットのダイマー形成が阻害される可能性がある。樹立した ECFC か

らの VWFの分泌観察したところ、微量に分泌が確認され、細胞内でもわずかに発現してい

ることを確認した。実際 p.Gly2752Ser では 0.1ug/ml（健常人の約 1/100 程度）の微量の

VWFが存在している。 

一方、COS7における強制発現系では、WT VWF は小胞体・Golgi 体との共局在を認め

たが、G2752Sは小胞体との共局在は認めたものの Golgi体との共局在は認めなかった。さ

らに、G2752Sは細胞外への分泌は著明に減少していた(図 1)。 

今回、VWF G2752Sの分子病態として細胞内局在異常に起因する分泌障害が示唆された。

VWFは小胞体でのdimer形成後、Golgi体においてmultimerとなり細胞外へ分泌される。

今回同定したVWF G2752SはVWFの dimer形成を担う CK domainの変異であり、dimer

形成不全によって Golgi体への VWF輸送が障害されていることが予想された(図 2)。 
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VWF-Gly2752Serは、ER 内で非常に低い確率で C 末端鎖間ジスルフィド結合を介して

二量化し、さらにゴルジ装置に移動することができると考える（図 2A）。この過程で、二量

化した VWF-Gly2752Serは、本来マルチマーとなるはずである。 

血漿中のVWFマルチマーは、ADAMTS13によるタンパク質分解切断によって修飾され、

N 末端と C 末端の断片が生成される 3-6)。これらの切断断片は、SDS-アガロースゲル電気

泳動によるマルチマー解析における移動度から、高速移動サテライトバンド、中間のトリプ

レットバンド、低速移動サテライトバンドとして知られている 7, 8)。Fischerらは、低速移

動サテライトバンドは、4量体から分解された N末端断片が 1つ結合した可変数の 2量体

（図 2B-i）、中間のトリプレットバンドは対称および/または非対称の VWF ダイマー（図

2B-ii）、高速移動サテライトバンドは N 末端断片が 1 つ欠けたサブユニットを持つ可変数

のダイマー（図 2B-iii）からなると提案した 8)。血漿中の VWF-Gly2752Serのマルチマー

解析では、低分子量の VWFのみが低速サテライトと高速サテライトを代表する興味深い特

徴的なパターンが示された 2)。この特徴的な Gly2752Serパターンの説明として、微量の 4

量体化（および／またはさらに多量体化）した VWF-G2752Sが循環中にて ADAMTS13に

より分解され、いくつかの形態の断片を生成すると考えられる：N 末断片 1 つを持つ 2量

体（低速移動サテライトバンド、図 2B-iv）およびN末断片を欠く 1サブユニット（高速移

動サテライトバンド、図 2B-vi）である。VWF-Gly2752Serの中間のトリプレットバンドが

消失したことは、対称および/または非対称の VWF ダイマーが高速移動サテライトバンド

に移動し、したがって存在しないか検出限界以下に見えると考えられる（図 2B-v）。 

（４）考察 
VWFは内皮細胞という培養系では再現の難しい細胞種から分泌され、さらにWPBとい

う特徴的な小胞体に貯留され、刺激に応じて分泌されるという特徴を有する。ECFCは、血

管内皮細胞環境を患者由来として直接構築できる特徴がある。本研究では従来の

Transfectionによる発現検討と組み合わせ、優性遺伝形式を取るVWDにおけるDominant-

negative effectの細胞学的な機構を詳細に検討を行うことができた。一方、VWDでは VWF

遺伝子の 1アレルは正常であり、正常アレル由来の発現を最適化すれば、VWF濃縮製剤を

使用することなく治療が可能となるはずである。本研究の結果得られた最適な分泌刺激方

法により新たな VWD治療の基盤モデルとなることが期待された。 
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Tokoro Mahiru、Tamura Shogo、Suzuki Nobuaki、Kakihara Misaki、Hattori Yuna、Odaira Koya、Suzuki
Sachiko、Takagi Akira、Katsumi Akira、Hayakawa Fumihiko、Okamoto Shuichi、Suzuki Atsuo、
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8

10.1111/vox.12906

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 ５．発行年 ２．論文標題
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

10.2491/jjsth.31.409
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