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はじめに

フォンビルブランドファクター (von

Willebrandfactor;vWF）とフィブリノーゲン

（fibrinogen;fbg）は，血管傷害部位での血小板

の粘着と凝集反応における主要なリガンドであ

り，それらの欠失・異常は臨床的にも，invitro

でも，血小板機能の異常を示す．また，vWFは

血液凝固VIII因子のキャリア蛋白質でもあり，

その重度欠損・異常はFVIIIの欠失を伴い，血

友病Aと似た症状を示すフォンビルブランド

病として知られている．

vWFは分子量約25万のサブユニットがS-S

結合により2～数十個重合した巨大マルチマー

分子で ，その合成場所は主に血管内皮細胞と

骨髄巨核球である．内皮細胞で産生された

vWFは血中に分泌されるか，Weibel-Palade

bodyと呼ばれる内皮細胞特有の小器官に貯え

られる．一方，巨核球由来のvWFは，血小板の

中のα顆粒に蓄積され，その活性化に伴って血

中に放出される．血中濃度は約10μg/mlである．

FbgはAα，Bβ，γ鎖それぞれ2本ずつ，合

計6本のポリペプチド鎖が，29個のS-S結合で

架橋されたホモダイマー構造から成る分子量約

34万の糖蛋白質で ，肝実質細胞で合成される．

血中濃度は約3mg/mlである．トロンビンに

よりフィブリノペプチドA，Bが遊離される

と，重合し，XIIIa因子により架橋されフィブリ

ンクロットを形成する．

invitroにおける従来の研究から，止血に関

わる両者の働きは次のように考えられている．

血管傷害部位の内皮下に結合したvWFは，ず

り応力（shearstress）によって構造変化し，血

小板の受容体glycoprotein（GP）Ib-IXに結合

する ．この結合は不安定で一時的な粘着であ

るが，血小板の流速を低下させるとともに，

integrinαIIbβ3（GPIIb/IIIa）の構造変化を誘

導する ．活性化したαIIbβ3は，vWFと強く

結合し，血小板を完全に粘着させる．この際，

vWFのA1ドメインとC末端領域に含まれる

RGD配列が，それらの結合に関与する．次に血

小板表面のαIIbβ3同士が，その多価リガンド
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であるvWFまたはfbg/フィブリン（fbn）を介

して相互作用することで，血小板凝集が引き起

こされる．Fbg/fbnの場合，γ鎖C末端領域の

QAGDV配列が主にこれらの相互作用に関与

する．

近年，invivoにおけるvWFまたはfbgの機

能を評価するために，それぞれのノックアウト

マウスが作出された．それによるとvWF欠失

マウス は，①正常に出生，生存し，繁殖力も

保持する．②止血に異常を示し，出血時間が極

度に延長する．約10%の新生仔に自発的出血症

状があり，一部は死亡する．③血漿中のFVIII

活性レベルは，野生型の20%程度まで低下する

（しかし，ヒトの重症例に比べると高値)．④in

vivo血栓症モデルにおいて，ずり応力下での血

栓形成能を欠く，などの性質を示す．これは，

ヒトフォンビルブランド病のtype3（重症欠失

型）によく似た症状であるが，表現型自体はヒ

トより穏やかである．

一方，fbg欠失マウス は，①正常に出生．

生後2日目から約30%に腹部，皮下，関節周辺

等に出血が見られるが，最終的には止血し，新

生仔期を生き延びる．②成熟期の機械的侵襲に

より肝皮膜下血腫が発生し易く，この破裂によ

り腹部大出血を起こすことがある．生存率はマ

ウスの系統によって異なる．③組織修復の際

に，通常認められる血腫内への細胞浸潤は見ら

れない（細胞移動のマトリックスとしての機能

を示唆)．④妊娠すると，10日目に致死性の子

宮内出血を起こす．⑤遺伝子的にはα鎖のみ

の欠失であるが，新生仔期，成熟期ともにfbgは

血中には検出されない，などの性質を示す．

このように各リガンドを欠失させたノックア

ウトマウスは，ヒトの欠失患者と似た症状を示

す．しかし，血小板の粘着と凝集の主要なリガ

ンドとして働く両分子を同時に欠失した症例

は，ヒトでは見つかっておらず，血小板の粘着・

凝集にかかわる分子の真の役割を明らかにする

ため，二重欠失マウスの作出が望まれていた．

最近，vWFとfbgのノックアウトマウスを作

出したグループは，共同研究により，この両因

子の二重欠失マウスを作出した．そして，塩化

鉄血管傷害モデルにおける血栓形成について比

較，検討したところ，予想に反して，この二重

欠失マウスにおいても血小板の凝集が認められ

た ．

vWF/fbg二重欠失マウスからの情報

二重欠失マウスの作出

Fbg メスマウスは，妊娠中に子宮内出血

を起こし死亡するため，NiらはvWF メス

マウスと，fbg オスマウスを交配させ

(C57BL/6J/129Sv系 統)，得 ら れ た

「vWF /fbg F1世代マウス」を交配して得

た，「vWF /fbg オ ス マ ウ ス」と

「vWF /fbg メスマウス」を掛け合わせて，

二重欠失マウスを作出した ．

塩化鉄による血管傷害モデルの検討

次に，Niらは塩化鉄による血管傷害モデルの

作製と，その妥当性について検討した．露呈し

た腸管膜細動脈を塩化鉄で処理すると，フリー

ラジカルが細胞組織を傷害するが，この傷害が

血管内皮細胞にどのような影響を与えるかを，

トランスジェニックマウスを用いて調べた．す

なわち，オワンクラゲ由来の蛍光蛋白質であ

る，GreenFluorescentProtein（GFP）をコー

ドするcDNAの上流に，血管内皮細胞特異的に

発現しているTIE2のプロモータ～エンハン

サー領域の制御遺伝子を 入したベクターを構

築し，これを用いて内皮細胞特異的に蛍光蛋白

質を発現するトランスジェニックマウスを作出

した．このマウスの腸間膜細動脈を顕微鏡下で

観察すると，内皮細胞だけに蛍光が見られる．

そこに塩化鉄処理を行うと，内皮細胞の剝離が

蛍光の減少に相関して認められる．具体的には，

1～2分で蛍光の減少が見られ，4～5分で完全に

蛍光がなくなるという（図 1a)．次に，この現

象が蛍光特有のクエンチングでないことを確か

めるため，野生型マウスの腸間膜細動脈を塩化
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鉄で処理し，抗PECAM-1抗体と抗vWF抗体

による免疫染色を行った（図 1b)．その結果，

内皮細胞の血管壁からの剝離が認められ，この

モデルの妥当性が確かめられた．

各欠失マウスにおける血管傷害モデルを用い

た血栓形成

前項で述べた如く，塩化鉄処理で内皮細胞の

剝離が確認できたので，この系を各ノックアウ

トマウスと野生型マウスに用い，傷害部位にお

ける血小板血栓の形成過程を観察した．すなわ

ち，同じ遺伝子型のマウス由来の血小板を蛍光

で標識したものを準備し，あらかじめマウスに

静注し（今度は血小板が光る)，塩化鉄処理によ

り内皮細胞が剝離した後の血小板血栓の生成と

成長を蛍光観察した．その結果，野生型の場合，

遅くとも数分後には血小板の粘着が確認され，

血小板の集積・凝集が進んで血栓が成長し，約

15分で完全閉塞に至った（図 2)．

vWF マウスの場合:野生型に比べ，①血

小板の粘着・凝集ともに野生型の2倍以上の時

間を要した．さらに，3～5分後の血小板の集積

量も1/5まで減少した（表 1，図 2)．このよう

に，vWFは血管壁と血小板の初期粘着反応に

関与するだけでなく，血小板血栓形成の全過程

で重要な役割を果している．これは，vWFが

GPIb-IXとの結合を介して初期の粘着に関与

するだけでなく，αIIbβ3との結合による血小

板の活性化（シグナリング）と血小板同士の粘

着の仲介に関与するためと，Niらは考察してい

る．しかし，②vWFの欠損にもかかわらず，生

じる血栓自体は安定で傷害部位から動かない．

そして，③vWF マウスの場合に特徴的なこ

とは，血栓の成長がしばしば止まり，直ちに完

全な閉塞には至らず，血流路（openchannnel）

が残り続けることである．

この現象は， 90%以上のvWF マウスで，
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図 1 第二塩化鉄（FeCl）により誘導される細動脈傷害と血管内皮細胞の剝離（転載許可取得）

（a）塩化鉄により誘導される傷害．GreenFluorescentProtein（GFP）を血管内皮特異的に発現

させたトランスジェニックマウスの腸管膜細動脈（n＝14/グループ）を顕微鏡下で観察し，血管内皮

の蛍光強度を「0～5段階」にランク付けする事により，塩化鉄処理細動脈（FeCl）と未処理細動脈

（Control）とを比較した．有意差（P値）は，Mann-WhitneyUtestで求めた．塩化鉄処理前（0分）

では，全ての細動脈でほぼ同じ蛍光強度の値（＝5）を示した．塩化鉄暴露の1分後から明らかな変化

が見られ（P＝0.0006)，2分後（写真なし)，コントロールの血管の蛍光強度は平 ＝4.1とほんのわ

ずか減少しただけだったが，塩化鉄処理の血管の蛍光強度は平 ＝1.4と著しく減少した（P＝

0.0001)．4分後，コントロール群の蛍光強度は平 ＝3.4であるが，塩化鉄処理群ではほぼ検出限界

以下（平 ＝0.4，P＜0.0001）となった．写真は，各群の代表例．

（b）塩化鉄による血管内皮細胞の剝離．野生型マウスの腸管膜細動脈を塩化鉄処理した切片（直径

～100μm）と，コントロールとして未処理の切片（直径～130μm）について，抗vWF抗体（マウス

のvWFと交差反応するウサギ由来の抗ヒトvWFポリクローナル抗体）を用いて免疫染色をおこな

ったものを示した．コントロール細動脈血管の内皮細胞は強く染色されたが，塩化鉄処理5分後の切

片は，ごく一部分（矢印）が染色されただけである．
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5分以上持続するsmallchannel（血栓部位で観

察される細い流路）として観察された．生じた

血栓の蛍光は，観察に用いるUVライトに長時

間照射され続けるために退色し，閉塞できなか

ったchannel部分のみに血小板の蛍光が見ら

れる（図 2)．また，半数の細動脈では完全は閉

塞せず（表 2)，その結果，平 閉塞時間が大幅

に延長した（図 3a)．それ故，ずり応力下で血

栓が成長し，血管が完全に閉塞するような場合

には，vWFの役割が非常に重要であるという．

Fbg マウスの場合:FbgはαIIbβ3との

相互作用を介して，血小板同士の凝集を行うほ

かに，トロンビンとXIIIa因子により不溶性フ

ィブリンクロットを形成，凝集した血小板の周

囲にフィブリン繊維のマトリックスをつくり，

血栓を物理的に安定にする．したがって，fbgは

血栓の本体であるとも考えられている．しかし，

fbg マウスでは，①初期の血小板の集積量

も，血栓形成にかかる時間も，野生型とほとん

ど差がなかった（表 1)．Fbg マウスの場合に

特徴的なことは，②生じた血栓が脆いため，ず

り応力に耐えられず，ある程度の大きさになる

と血管壁から剝離し，下流で詰まることである

（図 2，図 3c)．閉塞時間の比較では，野生型と

図 2 塩化鉄による血管傷害モデルと各ノックアウトマウスの血栓形成パターン（転載許可取得）

各写真の右下の数値は，塩化鉄誘導傷害後の時間を示す（分)．野生型マウス:傷害部位に大量の蛍

光標識血小板の粘着が観察され（4分)，血栓は急速に成長し，傷害部位で血管閉塞を引き起こす

（8～13～15分)．vWF マウス:傷害早期には血小板の粘着はほとんど見られない（4～8分）が，時

間とともに血栓が形成される（13分)．血栓は時間が経つと成長しなくなり，非常に高いずり応力を伴

った細い流路（smallchannel）が残る（29分の矢印)．この時点では，新たな血小板の集積はなく，

血栓中の血小板の蛍光は長時間のUV照射のため退色している．Fbg マウス:早期の血小板の集積

は，野生型マウスと似ている（4分)．その後，血栓は効率的に成長するが，安定でない．血流によっ

てしばしば血管壁から剝離し（17分の連続写真)，最終的に下流で閉塞塞栓となる．Fbg マウスの

写真（20分）の矢印は，近傍の静脈で確認された塞栓を示す．二重欠失（vWF /fbg ）マウス:傷

害早期には血小板の粘着はほとんど見られないが（4分)，遅延した血栓形成が起き，大きく成長せず

に剝離する（27分の連続写真)．二重欠失マウスの大部分の血管は，突然閉塞する．
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ほぼ同じであるが（表 1，図 3b)，傷害部位で

は閉塞しない（表 2)．血栓が血管壁から剝離す

る際にもっとも壊れやすいのは，血小板と内皮

下の境界部分である．これは，fbgが血小板と血

管壁との間の結合に強く関与していることを示

唆し，無フィブリノーゲン血症患者に見られる

致死的な肺塞栓の発生と一致するという．

vWF /fbg マウスの場合:新生仔の

23% が離乳前に死亡するものの，それ以降は生

き延びる．貧血はなく，血小板数も正常である．

そして，①vWFとfbgが存在しないにもかか

わらず，時間はかかるが，血小板の粘着と凝集

が観察された（図 2)．②血栓は，fbg マウス

の場合よりもさらに脆く，大きく成長する前に

剝離するためサイズが小さい（図 3c)．③剝離

した細かい塞栓（emboli）が集積し，突然閉塞

し，閉塞までの時間は，むしろvWF マウス

より短くなっている（図 3b)．こうした現象は，

vWF マウスとfbg マウスそれぞれにも見

られた特色でもある．vWF /fbg マウスの

場合に，血小板の粘着凝集を起こすリガンドは

何なのか興味が持たれる．

ヒトでは，vWFとfbgの同時欠失はこれま

で報告されておらず，出生不可能なのではない

かと考えられる．

Integrinβ3欠失マウス についても，この

系を用いて試してみると，血小板の初期の粘着

は見られるものの，その後は凝集せず，血栓を

形成しない．したがって，塩化鉄処理によって

血小板がartifactに変質し，凝集するようにな

ったのではなく，αIIbβ3を介した凝集が起こ

っている事は間違いないという．αIIbβ3の

vWF，およびfbg以外のリガンドとして，

vitronectin (VN) や thrombospondin-1

表 1 血小板と血管壁間の初期反応と血栓形成におけるvWFとfbg欠失

の影響（転載許可取得）

遺伝子型
血小板の集積速度※

(個/分)

血栓形成までの時間※

(分)

wild-type 159.6±18.9 4.3±0.9

vWF 32.2±19.0 9.4±1.6

fbg 138.4±19.2 5.5±0.9

vWF /fbg 50.0±21.3 13.2±2.9

※１：塩化鉄による傷害後，初期反応(3～5分間)にて，血管壁に集積

する蛍光標識血小板の個数を数えたもの．血管410μm(長さ)あたりに

集積する速度(個数/分)を測定．野生型とvWF マウス(P＝0.0001)，

および野生型とvWF /fbg マウス(P＝0.0009)の間には有意差があ

るが，野生型とfbg マウス(P＝0.45)あるいはvWF マウスと

vWF /fbg マウス(P＝0.54)の間には有意差はなかった．

※２：傷害後，最初の血栓(サイズ＞20μm)が現れるまでに要する時

間を測定したもの．野生型とvWF マウス(P＝0.0008)および，野生

型とvWF /fbg マウス(P＝0.0006)の間には有意差あり．野生型と

fbg マウス(P＝0.33)およびvWF マウスとvWF /fbg マウス

(P＝0.28)の間には有意差無し．n＝10～17．

表 2 塩化鉄傷害による細動脈の閉塞率と閉塞部位(転載許可取得)

wild-type vWF fbg vWF /fbg

血管閉塞率 100 50 100 72.7

傷害部位での血管閉塞率※ 100 50 0 27.3

※野生型とvWF マウスは血管障害部位で閉塞したが，fbg マウスでは，

傷害部位には塞栓を作らなかった(野生型と比較するとχ＝28.99，P＜0.05)．

vWF /fbg マウスのいくつかの血管は，血管障害部位で閉塞したため，

fbg マウスとvWF /fbg マウス(χ＝5.19，P＜0.05)の間にも，有意差

があった．
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(TSP-1)，fibronectin（FN）があげられるが，

それぞれの生合成および血中濃度は，ノックア

ウトマウスの遺伝子型による差は見られない．

しかし，fbg マウス，およびvWF /fbg

マウスの場合，血小板α顆粒中のFNの濃度の

みが約3倍上昇するという（図 4)．Niらは，血

漿中のFNが血小板のαIIbβ3に結合すると

エンドサイトーシスによって取り込まれるが，

fbg の遺伝子型を持つマウスでは，αIIbβ3

上で競合するfbgが存在しないために，α顆粒

内へのFNの蓄積量が増加するのではないか

と推察している．事実，抗fibronectin抗体を用

いた免疫蛍光染色によってα顆粒内への蓄積

が確認されるという．しかし，FNが血小板の粘

着および凝集を促進するという証拠はまだ確定

しておらず，また，FN欠失は初期胚段階で致死

性であるため，ノックアウトマウス作出により

血栓形成に及ぼす影響を見ることも現時点では

できない ．

図 3 野生型とノックアウトマウスの細動脈における血

栓形成の定量解析（転載許可取得）

（a）vWF マウスの細動脈血栓によって形成

されるsmallchannel（細流路）の生じやすさ．5

分以上持続する細流路の存在頻度を各遺伝子型ご

とに評価した．vWF マウスの場合，血栓を生じ

た10個の血管のうち，9個は後期に細流路が形成

された．その頻度は明らかに野生型（1/12)（χ＝

14.66，P＜0.005)，あるいはほかの遺伝子型を上

回っている．

（b）vWF またはfbg マウスの血管閉塞時

間．それぞれの血管において，血流が完全に停止

するまでの時間を測定した．40分の観察時間の間

に血流が止まらなかったときは，40分を閉塞時間

とした．意外にも，fbg マウスの細動脈の血流

が停止するのに要する時間は，野生型とほとんど

同じだった．vWF マウスの血管閉塞時間は，

vWF /fbg マウスのそれよりも長かった

（P＜0.01)．

（c）血栓剝離におけるvWFとfbgの働き．血

管閉塞前に血栓剝離（thrombusembolization）に

より生じた直径30μm以上の塞栓（emboli）の数

を測定した．形成された塞栓の数は，fbg マウ

スにおいてもっとも多かった．しかし，fbg マ

ウスとvWF /fbg マウスの間に（P＝0.07）

統計的有意差はなかった．図で示したP値は野生

型マウスの細動脈との比較で算出した．
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おわりに

以上を要約すると，①ヒトでは出生不可能と

考えられるvWFとfbgの二重欠失マウスは正

常に出生する．生後から離乳前までに約23%が

死亡するが，それ以降は生き延び，貧血はなく，

血小板数も正常である．②主要なリガンドであ

るvWFとfbgが存在しないにもかかわらず，

血小板の粘着と凝集は起きる．③その症状は，

vWF欠失マウスとfbg欠失マウスの両方の特

徴を併せ持つ．すなわち，血小板の粘着・凝集

の遅延および，傷害血管壁からの血栓の剝

離・塞 栓 化（embolization）で あ る．④

vWF /fbg マウスにおける血小板の粘着お

よび凝集は，αIIbβ3を介していると考えられ

るが，リガンドは何なのか不明である．⑤Fbg

を欠失したマウスの血小板内のα顆粒内には，

通常の3倍濃度のFNが蓄積している．

このfbg非存在下における，FNのαIIbβ3

に対する（代償的な？）リガンド作用について

は未だ明らかでない．また，vWFとfbgの存在

下，血小板の粘着と凝集にFNがどの程度関与

しているのか興味深いところである．
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図 4 Fbg欠失マウスと二重欠失マウスの血小

板中のfibronectinの増加量

(転載許可取得）

各遺伝子型ごとにマウス6匹分の血小板

をプールし，ゲル濾過後，2×10個をウェ

スタンブロットで解析した．右側の数値は

分子量マーカー．全サンプルで血小板中の

vitronectinとthrombospondin-1（TSP-1）

の量は同じレベルであったが，fbg マウ

スとvWF /fbg マウスの血小板中の

fibronectin量は，野生型マウスとvWF

マウスより3倍多かった．抗TSP-1で見ら

れるdoubletは，TSP-1の分解物．
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