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◆凝固・線溶・血小板タンパク質の機能発現機構◆

1.  はじめに

von Willebrand 因子（VWF）は，血栓形成の
調節において重要な働きを担う血漿タンパク質で
ある．VWF は，凝固第 VIII 因子のキャリアーと
なってこれを分解から保護するとともに，血管損
傷部位で露出した血管内皮下組織に血小板をつな
ぎ止めるもやい綱として，さらに血小板間の分子

架橋剤としての機能を持つ．VWF の量的減少あ
るいは機能的不全により，出血時間が顕著に延長
する von Willebrand 病が発症する．VWF の遺伝
子は，12p13.2 上にマップされており，52 のエキ
ソンから構成される 2813 アミノ酸をコードする．
この VWF サブユニットは，D1-D2-Dʼ-D3-A1-
A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK で表されるマ
ルチドメインからなり，プロペプチド（D1-D2）
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① von Willebrand 因子（VWF）は，pH 変化を感受することで，マルチマー形成，
Weibel-Palade 体への集積と分泌過程を制御することが明らかとなった．

② VWFの A2 ドメインの立体構造が解明され，ずり応力を感受してダイナミックに
unfolding し，ADAMTS13 の切断部位を露出するよう設計されていることが明らか
となった．
③ VWFの A1ドメインとGPIbαとの相互作用は，2段階の結合様式を持つことが明ら
かとなった．
④ VWFの A1 ドメイン隣接のO結合糖鎖はGPIb との相互作用を調節し，A2ドメイ
ンのN結合糖鎖はADAMTS13 感受性に関与することが示唆された．
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トが，N 末端側の SS 結合を欠如すると仮定し
て，還元型の Cys 残基を割り出し，D3 ドメイン
の Cys1142 間と Cys1099 間で，分子間の SS 結
合が形成されることを明らかにした 4）．また，こ
れらの Cys 残基はダイマー形成時は，プロペプ
チド部分と一時的に SS 結合しており，ゴルジ体
でのマルチマー形成時に再編成されること，プロ
ペプチドはこの SH 基の酸化還元酵素として機能
することが示唆されている 5）．

ULVWF は成熟 VWF サブユニット（2050 ア
ミノ酸）が 200 個以上連結した超巨大分子であり，
質量は 20,000〜50,000kDa に及ぶ．このような
超巨大分子がどのようにして形成され，α顆粒
や WPB に詰め込まれ，そしてどのようにして分
泌されるのかは明らかではなかった．WPB は ,
古く 1960 年代に Weibel と Palade によって初め
て電顕観察で発見された直径 100-200nm，長さ
1-5μm の葉巻状の構造をした血管内皮細胞に特
有の細胞内小器官であり，内部には，長軸に沿っ
て管状構造物がいくつも並んだ特異な構造を有
す 6）．Zenner らは，WPB の詳細な電顕観察を行
い，WPB 内部の直径約 20nm の管状構造がゴル
ジ体から形成され，成熟するにつれて管状構造
が密になっていくことを明らかにしている 7）．こ
の管状構造は，ほとんど VWF で占められてい
ると考えられてきたが 8）9），実際，Huang らは，

部分は，furin により切断され，成熟サブユニッ
トとなる（図 1）．1990 年代後半にその主要な機
能ドメインである A ドメインのうち，A1 と A3
ドメインの立体構造が明らかにされて以来 1）2），
この 15 年間にマルチマー形成メカニズム（最近
では，1 本の連結体構造という意味で concatamer
という用語も使われている 3））や A2 ドメインの
立体構造，ADAMTS13 との相互作用，糖鎖の機
能などが徐々に解明されてきた．本小論ではその
一部を紹介する．

2.  VWFの生合成とWeibel-Palade体（WPB）

VWF の合成部位は，骨髄巨核球と血管内皮細
胞に限られ，それぞれ血小板のα顆粒と血管内
皮細胞の Weibel-Palade 体（WPB）に貯留され，
刺激に応じて分泌されるほか，血管内皮細胞から
は構成的に血中に分泌されている．VWF の生合
成過程では，粗面小胞体（ER）でのシグナル配
列の除去と C 末端側（CK ドメイン）での SS 結
合の形成によるダイマー化が起こり，ゴルジ内で
の furin によるプロペプチド（D1，D2 ドメイン
の 741 アミノ酸）の切断と N 末端側（D3 ドメイ
ン）での SS 結合によるマルチマー形成を経て超
巨大 VWF（ULVWF：Ultra large VWF）とな
る．Purvis らは，マルチマーの両端のサブユニッ

N C

Cys

図 1 　VWF のドメイン構造の模式図
VWF は，シグナルペプチド（22 アミノ酸），プロペプチド（741 アミノ酸），成熟サブユニット（2050 アミノ酸）からなり，
A〜D で表されるドメイン構造を持つ．プロペプチドは Furin によって切断され，ADAMTS13 による切断部位は，A2 ド
メイン内に存在する．A ドメイン以外は Cys 残基に富み，D3 ドメインと CK（Cys knot）ドメインで分子間 SS 結合を形
成する．VWF の主要な活性部位は A1 ドメインに集中するが，FVIII との結合ドメインは N 末端側の Dʼ，D3 ドメインに
存在する．予想される糖鎖結合部位として，N 結合糖鎖を黄色丸，O 結合糖鎖を赤丸で示す．
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ていく．らせん型の管状構造は，それぞれ 1 本の
マルチマーからできており，pH7.4 の血中に放出
されると，コンパクトに収納されたロープがスル
スルと伸びるように展開していくことが示唆され
ている 9）11）．実際に VWF の長い繊維が血管内皮
細胞表面から血流中に伸びている像が観察されて
いる 12）．

3.  A2ドメインの立体構造と ADAMTS13
感受性

VWF の機能ドメインとして，分子の中ほど
に約 180 アミノ酸からなる類似した 3 つの A ド
メインが並んでいる（図 1）．A1 は主に血小板
GPIb や VI 型コラーゲン，リストセチン，ヘビ
毒由来ボトロセチンなどとの結合サイトであり，
A2 は ADAMTS13 の 切 断 サ イ ト，A3 は I 型，
III 型コラーゲンとの結合サイトとして機能して
いる．1997 〜 1998 年に A1 と A3 ドメインの結
晶構造が解明されたが 1）2），最後に残った A2 ド
メインの立体構造も最近決定された 13）14）．

A2 ドメインは，A1 や A3 と較べて特異な立体
構造を持つ．A ドメインでは共通して，中央部
に 6 個の疎水性のβシートが並び，それを囲む
ように外側に両親媒性の 6 本のαヘリックスが
林立している．このうち，4 番目のαヘリック
ス（α4）が A2 ドメインでは欠如している（図
3）．この部分はアミノ酸残基が少なく，ループ
構造となっていることからα4-less loop と名付
けられた 13）．また，A1，A3 ドメインでは，N 末
端と C 末端付近にそれぞれ 1 残基の Cys が存在
し，SS 結合してドメインを安定化させるのに対
して，A2 では C 末端に 2 個の連続した Cys が存
在し，N 末端とは結んでいない．さらに A2 では，
α3-β4 間の 4 アミノ酸とβ1 の N 末端側の 1
アミノ酸で Ca2＋を結合しており，この Ca2＋の配
位によってドメインが安定化される 14）15）．この他，
2 本の N 結合糖鎖が A2 には存在することも特徴
と言える．このような A2 ドメインだけに見られ
る構造的な特徴が，血流というずり応力のかかっ
た生理的環境下で重要な意味を持つことが分かっ
てきた．

ADAMTS13 は，VWF の生理的な切断酵素と

VWF の D1-D2-Dʼ-D3 ドメインを発現させて，
これだけで自動的に管状構造が構築されること
を示した 9）．この管状構造の構築は，弱酸性条件

（pH6.2）と Ca2＋に依存しており，D1-D2 を必要
とする．図 2 に示すように，2 つのサブユニット
が C 末端側で SS 結合した proVWF ダイマーは，
中性の ER からゴルジ体内の弱酸性環境に移行
すると，A2-CK ドメイン同士が密に非共有結合
し，A1 ドメイン周辺が膨らんだブーケ様の構造
となる 3）．このダイマーはトランスゴルジ網に移
行すると，D3 ドメイン間で SS 結合してマルチ
マーを形成する．この pH 変化を感知する部位と
して，D2 ドメインの His395 と His460 が関与す
る 10）．マルチマーは，右巻きらせん状に配位し，
N 末端側を内側に向けた中空（内部径 12nm，外
部径 25nm，長さ 1-5μm）の管状構造が形成され
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図 2 　VWF マルチマーの生合成と WPB への集積，分
泌モデル

（a）proVWF は，ER 内で CK ドメインで分子間 SS 結
合を生じてダイマーを形成する．（b）ゴルジ体に入ると
酸性環境下（〜pH6.2）で，D1-D2 間の非共有結合，及
び A2～CK ドメイン間の非共有結合を生じ，ブーケ用構
造となる．（c）さらに，trans ゴルジ網に入ると酸性環
境下，Ca2＋存在下でダイマー間の D3 ドメインで分子間
SS 結合を形成しながららせん状に重層化し，管状構造
を形成する．これが集まって WPB 内の管状構造となる．

（d）分泌時に，血中の弱アルカリ性（pH7.2-7.4）の環境
に接すると，ダイマーの A2～CK ドメイン間の非共有結
合が切れて，血流中に展開していくと考えられる．図は，
Springer らの文献 3）を参考に改変した．
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用いて，球形の VWF が，5,000/s 以上のずり速
度負荷によって劇的に引き延ばされた形に移行
すること，固相化コラーゲンへの粘着がやはり
5,000/s 以上のずり速度で増加することをリアル
タイムに報告している 20）．さらに，レーザーピン
セット技術を用いて 1 分子を対象としたナノレ
ベルでの解析がなされるようになった．Springer
らのグループは，発現させた A2 ドメインの N 末
端と C 末端にそれぞれ適当な長さの DNA をス
ペーサーとして接続し，先端をビオチン-アビジ
ンやジゴキシゲニン-抗体を介してプラスチック
ビーズに結合させた（図 4a）．このビーズをレー
ザーピンセットとマイクロピペットで両端から
保持し，1 分子の A2 ドメインに対して微小な張
力（pN：ピコニュートンのオーダー）を負荷し
て A2 ドメインが引き延ばされるかどうかを調べ
てみた．この装置で A2 ドメインを引き延ばして
いくと，7-14pN 付近で張力の瞬間的な減少が観
察され，それと同時に全体の長さが 57±5nm 分
急激に伸びることが分かった．この張力の減少

して，様々な大きさのマルチマー構造の形成に決
定的な役割を担っており，その異常は TTP16）や
Upshaw-Schulman 症候群 17）の原因となる．AD-
AMTS13 は，A2 ドメインの Tyr1605-Met1606
間を特異的に切断する．この切断部位は 4 番目
のβシート（β4）の中央にあり，ドメイン内
に埋もれているため，酵素がアクセスするために
はこの部分が露出する必要がある．初期の AD-
AMTS13 活性の測定には，高濃度の塩酸グアニ
ジンや尿素が VWF の切断に必須であり，変性
剤の存在下で立体構造が緩んで初めて切断部位
が露出すると考えられた 18）．これに対して生理
的条件下では，高ずり応力によって A2 ドメイン
が引き延ばされることで，β4 が露出すると予想
された．実際に VWF は，静水条件下ではゆる
く丸まった形態をとるが，正常な血管内で負荷
されている最大ずり応力の 100dyn/cm2（ずり速
度，5,000/s）では，マルチマーは引き延ばされ
て線状となる．1996 年に原子間力顕微鏡によっ
て初めてとらえられた VWF のずり応力負荷によ
る形態変化像は，ぼんやりとしたイメージだった
が 19），Schneider らは，蛍光ラベルした VWF を
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図 4 　レーザーピンセットの模式図
レーザー光線の焦点部では分子を捕捉できる．この性質
を利用して，1 分子レベルで核酸やタンパク質の分子間
相互作用を計測することができる．DNA をスペーサーと
して，A2 ドメインや（a），A1 ドメインと GPIbαをリン
カーペプチドで連結したものを（b）ビーズにビオチン-ア
ビジン，抗体等を利用して接続する．片方をマイクロピ
ペットで保持し，張力を与えながらレーザー焦点内のビー
ズの動きを測定し，働いた張力を計算する（注：装置及
び各ドメインは，実際の大きさを示したものではない）．
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図 3 　VWF A2 ドメインの立体構造モデル
（a）Ca2＋結合型 A2 ドメインの立体構造モデル 14）（PDB 
ID 3ZQK）と，（b）Ca2＋非結合時の A2 ドメインの立体
構造モデル 13）（PDB ID 3GXB）．α ヘリックスを淡青色，
α4-less loop を赤で示し，βシートを黄色で示す．オレ
ンジ色のボールは Ca2＋を，ピンク色は SS 結合を示す（a）．
上方の青のスティックは 2 本の N 結合糖鎖（部分）を示す．
β4 の中央部の ADAMTS13 切断サイト（Y1605-M1606）
を青で示す．α3-β4 ループ部分の Ca2＋の存在は，A2 ド
メインの fold を安定化し，生理的にはこの構造をとると
考えられる．
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触媒部位が Tyr1605-Met1606 間を切断するもの
と考えられる．さらに，5％程度の ADAMTS13
は，VWF に結合したまま循環しており，この結
合 は ADAMTS13 の C 末 端 側 領 域（TSP5-8・
CUB1-2 ドメイン）と，VWF の C 末端側領域（D4
〜CK ドメイン）間でなされる．ADAMTS13 の
血中濃度は 0.5〜1μg/mL であり，VWF も 10〜
μg/mL 程度であることを考えると，微量分子同
士が効率よく出会い，酵素反応を実行するために
前もって結合していることは合理的に見える 25）．

4.  VWF A1ドメインと GPIbの相互作用

A1 ドメインと血小板との相互作用は，細動脈
での止血において血流に抗するに十分である必
要がある．GPIb と A1 の分子間相互作用もまた，
レーザーピンセット法で解析されている．Kim ら
は，A1 と GPIbαを数十残基のリンカーペプチ
ドで繋いだユニークな分子を設計し，レーザー
ピンセットで両者間の相互作用を解析した（図
4b）26）．この分子に張力を加えていくと全体が引
き延ばされていくが，10pN 付近で急激な延びの
変化が起こる．逆に引き伸ばしたものを緩めてい
くと，やはり急激な収縮がある点で起こることか
ら，確かに両者の結合が 1 分子レベルで起こっ
ていることが明らかにされた．また，GPIb-A1
間の結合には 2 段階あり，GPIbαの A1 結合サ
イトが屈曲して，弱く A1 に結合する場合と，伸
びた状態で強く結合する場合があることを示し
た．この両モード間は，張力によって段階的に入
れ替わり，より広範な張力に対応して相互作用
を維持すると考えられる．リストセチンによる
A1 と GPIbαの結合もこのような 2 相性を示し
たが，ボトロセチンの場合は 1 相性で，しかも，
より高い張力に耐える親和性を示した．GPIbα
の N 末端にある連続した 7 つの LRR（Leu rich 
repeat）のうち，2～4 番目の LRR は，ボトロセ
チン惹起血小板凝集では関与しないが，リストセ
チン凝集や高ずり応力条件下では VWF との結合
に必須であり，2 つの接触相と関連していること
が示唆されている．Auton らは，A1 の N 末端側
Gln1238-Glu1260 が A1-A2-A3 ドメインの安定
化に関与し，高ずり応力下で GPIb と勝手に結合

は A2 で unfolding が起こったことを示し，長さ
の変化量は，A2 を構成する 177 アミノ酸から計
算されるリニアなペプチドの長さととも良く合っ
ていた．また，一度 unfolding させた A2 の張力
を 0 に戻して数秒後に張力を負荷していくと，再
度同じ現象が起こることを観察し，この A2 の
unfolding は可逆的で，refolding も起こることも
示された 21）．refolding は A2 の Ca2＋によって促
進される 22）．A2 の unfolding は，N 末端と C 末
端を結ぶ SS 結合がないことやα4-less loop 構
造にも起因し，比較的動きやすい C 末端側から
起こることが推定される．さらに，ADAMTS13
が存在すると，unfolding した A2 では切断され
て張力が 0 になるが，folding したままの A2 で
は切れないことも明らかになった．こうして実際
に A2 ドメインは外的な力によって引き延ばされ
たり，元に戻ったりすることが証明され，引き延
ばされた状態の A2 のみが ADAMTS13 の切断を
受けることが明らかとなった．Springer による
と，ULVWF が血流中ではずり応力負荷によっ
て回転しながら圧縮，伸展を繰り返していると仮
定した場合，サブユニットが 200 以上連結した
マルチマーではその中央部で最大 11pN の張力が
かかっていると計算される．この張力はマルチ
マーの中央部付近の A2 ドメインの unfolding に
働き，この部分から ADAMTS13 によって開裂す
ると考えられた 3）．Ying らも同様の実験を A1-
A2-A3 ドメインを用いて行い，A1 と A3 ドメイ
ンがあっても A2 ドメインの unfolding が起こる
が，〜 20pN の張力が必要であり，VWF 全体で
は A1 ，A3（及び他のドメイン）が A2 の fold を
安定化している可能性を示唆している 23）．いず
れにしても，A2 ドメインの特異な構造は，まさ
に ADAMTS13 に対する絶妙な切り口となって
おり，流動的な血中環境で動的に血栓性の制御に
関わっていることが示された．

ADAMTS13 側からのアプローチでは VWF と
の結合サイトが明らかにされている．秋山らは，
VWF との結合に関わる 3 つのエクソサイトを報
告している 24）．この 3 つは，それぞれディスイ
ンテグリン様，Cys リッチ，スペーサーの各ドメ
インにまたがり，unfolding された A2 ドメインに
結合して初めて，メタロプロテアーゼドメインの



松井，ほか：pH とずり応力に感受性を持つ血漿タンパク質である von Willebrand 因子の構造と機能 73

タベースに基づくアルゴリズムを使って糖鎖付
加位置を予測し，N 末端側の 4 箇所（Thr1248，
Ser1253，Thr1255，Thr1256）と C 末端側の 1
箇所のアミノ酸残基（Thr1468）を O 結合糖鎖
の付加位置と推定した 29）．さらに，これらを Ala
に置換した変異導入 A1 ドメインを用いて血小板
凝集能を測定したところ，N 末端側の Ser1253，
Thr1255，Thr1256 の O 結合糖鎖の合成を抑え
ると，血小板凝集能が高くなることからこれら
が A1 と GPIb との相互作用に抑制的に機能する
ことを示唆した．しかし，5 箇所とも変異させた
り，C 末端側の Thr1468 のみを変異させると逆
に血小板凝集活性が低下したことから，特に C
末端側の O 結合糖鎖は A1 の立体構造に関与する
ことを示唆している．Nowak らも，A1 の N 末端
側の O 結合糖鎖の不全は，リストセチンによる
GPIb と VWF の結合を増加させ，高ずり応力下
でのコラーゲンと VWF の結合や GPIb との結合
を促進することを見出している 30）．O 結合糖鎖
は，高ずり応力下での A1 ドメインの構造変化を
抑制していると考えられる．また，Badirou らは，
A1 の O 結合糖鎖を欠失させた VWF を VWF 欠
損マウスに強制発現させて止血動態を観察し，
Thr1255，Thr1256，Ser1486 の糖鎖は VWF の
止血機能に関与すること，O 結合糖鎖はクリアラ
ンスに関与することなどを報告している 31）．A1
の O 結合糖鎖の機能はまだ不明な点があるが，
マルチマー形成や分泌などの生合成には必須では
ないことは明らかなようである．O 結合糖鎖の構
造決定に関しては，これまで情報は少なかったが，
MS 分析により詳細な構造が解明され，O 結合糖
鎖にもごく微量であるが血液型抗原が存在するこ
とが明らかにされた（図 5）32）．

血液型との関連に関しては，VWF の血中濃
度が ABO 血液型の影響を受け，VWF 自身に
ABO（H）血液型抗原が存在すること 33），さら
に A2 ドメインに 2 本の N 結合糖鎖（Asn1515，
Asn1574）が存在することから（図 3, 図 5），
N 結合糖鎖，とりわけその血液型糖鎖が AD-
AMTS13 感受性に影響することが示唆された 34）．
実際，ABO 血液型糖鎖を持たないボンベイ型血
液由来の VWF では，ADAMTS13 による切断感
受性が高くなること 35），O 型由来の VWF は，他

するのを阻害しているらしいこと，この部分を欠
如すると GPIb との結合能が増加することを示し
ている 27）．この部分には，O 結合糖鎖が存在し

（図 5），後述の糖鎖の影響も考えられる．

5.  VWFの糖鎖とその機能

VWF にはサブユニットあたり，12 本の N 結
合糖鎖と 10 本の O 結合糖鎖が存在するとされて
いる．N 結合糖鎖は分子全体に比較的分散して結
合しているのに対して，O 結合糖鎖は A1 ドメイ
ンをはさむ隣接領域に集中している（図 1）．千
谷らは O 結合糖鎖結合位置として，Thr1248，
Thr1255，Thr1256，Ser1263，Thr1468，Thr1477，
Ser1486，Thr1487 を報告しているが（図 5）28），
O 結合糖鎖は N 結合糖鎖と異なり付加配列モチー
フがなく確定的ではない．依然として糖鎖の結合
は完全には証明されていないが，A1 ドメインの
O 結合糖鎖をめぐっては，様々なアプローチがな
されている．Schulte am Esch らは，A1 ドメイン
に隣接している 8 本の O 結合糖鎖について，デー
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図 5 　A ドメインの糖鎖分布と O 結合糖鎖の A，B 型構造
アミノ酸配列分析から予想される A ドメイン近傍の N 結
合糖鎖（■）と O 結合糖鎖（■）の位置をアミノ酸残基
で示す．A1 ドメインの隣接領域には，N 末，C 末側にそ
れぞれ 4 本の O 結合糖鎖のクラスターが推定され，A2
ドメイン表面には 2 本の N 結合糖鎖が存在する（図 3 も
参照）．下は，報告された O 結合型糖鎖のうち，A, B 型
糖鎖構造を持つものを示す 32）．Fuc（フコース），Gal（ガ
ラクトース），GalNAc（N アセチルガラクトサミン），
GlcNAc（N アセチルグルコサミン），NeuNAc（N アセチ
ルノイラミン酸）．



日本血栓止血学会誌　第 24 巻　第 1 号74

に変化すること，ピンポイントで糖鎖が存在する
ことなど，VWF が非常に計算された分子であり，
その精緻な分子設計には驚くばかりである．今後，
残された未知領域の生理機能の解明も時間の問題
と思われる．
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