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Von　Willebrand因 子 切 断 酵 素(ADAMTS-13)の 発 現 部 位 に 関 す る検 討

内容の要旨

鈴　木

　 Von　Wille6rand因 子(VWF)は 血 栓止血機構 におけ る重要な因子で

あ りその血栓形成能 はマルチマー構造に依存 してい る。血管内皮由来

のVWFマ ル チマー は血漿中でVWF切 断酵 棄(ADAMTS-13Jに より分

解 され、血小板血栓形成能が制御 されている。現在 まで,ADAMTS-13

の発現部位 に関 しては租々の臓器 にお け るmRNA発 現の報告 はある

ものの血小板 での発現 の有無に関す る言及は ない。VWFが 血小 板に

結AOす る とい う現象 は 血小 板 血栓形成 の 上で 必須の もので あ り、

WFのIS～2$%が 血小板瀬 粒中1こ存在 しているこ とに湘 し、血小

板 にお けるADAMTS-13の 発現 と血 小板での局在 を検肘 した。また、全

長mRNAが 肝臓 で特 異的に発 現 している ことか ら血漿ADAM丁S・13は

肝as由 来であ ろ うと考 え られてい るが、現在 まで肝職 でのADAMTS・

13の 産 生 につ い て の 鉦 胴 は され てい な い。肝硬 変 愚者 血 漿 で の

ADAM丁S・13酵 素活性 は健常血漿 に比 し低 下 してお り、生体肝移槌 に

よ り血漿ADAMrrS・13の 酵 粟活性 が変化 した とい う臨床 報告 を考慮

し、我 々はADAMTS・13の 肝細 胞 での発 現 の有 窯につ いての 検肘 を

行った。 まず ウニス タンブロッ トを用い血小板におけ るADAMTS・13

タ ン パ ク の 発 現 を 確 認 し、 フ ロー サ イ トメ ト リー に よn,

peimeabilization処理 前後の血小 板の反応性 を比較す る ことによ り血

小板 の 内 部 にADAMTS・Bが 存 在 す る こ とを確 認 した。 さら に抗

ADAMTS-13モ ノクローナル抗体 を用いた血小板凍結超薄切片に3:る

免 疫電 顕法 でα頼粒内の局在 を示 した。 またRT・PCRに よ り血小板で

のanahrrs・13mRNAの 発堤 を示 し、得 られ たcDNAの 塩基配 列が、

ADAMTS・13　 cDNA(aonl・7)で あ る こ と を確 認 した。次 に 血 漿

ADAMTS・13の 由来 に関ず る検aptの一環 として肝腰に着 目 し、正m肝

細胞な らび に肝細胞癌 の細胞株 、肝 組織 にお いて免疫 組織 染色を行

い、肝細胞の細胞質 にお けるADAMTS・13の 発現 を確認 した。恥pG2細

胞 の培養 上消 を用いた ウ;【スタンブ ロッ トにてADAM7S一]3タ ンパ ク

の発現を確認 し、HepG2がADAMTS・13を 合成 し培養 上清に分泌す る

可能性 が示唆 された。 またRT。PCRに て正 常肝細胞 な らびに肝細 胞癌

の細胞株 でADAMTS-13mRNAの 発現 を認 めたoこ れ らの結 果よ り、

血小板ADAMTS-13が 血 栓止血機構 にお いて局所 でVWFを 制御 して

いる可能性 が示唆 された。 また血漿ADAMTS。13の 起源 と して肝 細胞

での産生 が示唆 され 、今後肝機能 とADAMrs・13の 棺関、各稻疾患にお

けるADAMTS・13の 動態等 を検索す ることに よ り、血栓形成に関与ず

るADAMTS・13の 特性に さらなる知見が加わ ることと考えられ る。

美　佐 子

論文審査の要旨

　 Von　WilleErand因 子(VWF)の 血 栓形成 能は マルチ マー構 造に依

存 してお り.VWFマ ルチ マーは血 漿中でVWF切 断醇素(ADAM↑S。

]3)に よ り分解 され 、 血 小板血栓形成能が制御 されてい る。VWFと

血小板の結合は血小板 血栓形成 の上で必須で あn,VWFの15^一25ｰk

が 血 小 板 α穎 粒 中 に 存 在 す る こ とに 着 目 し、血 小 板 に お け る

ADAM'1'S・13の 発現 と局在 を検討 した。また、全長mRNAが 肝戯 で特

異的に発現 して いることか ら血漿ADAM丁S・13は 肝臆 由来 と推 定 され

てい るが、肝臓でのADAMTS・13の 産生 は証明 され てい ないため肝細

胞 での発 夏 の有 無に つい て検討 を行 った。 ウェス タ ンブ ロ ッ トで

ADAMTS-U3蛋 自が血小板 に含 まれてい るこ とを示 した後 、フローサ

イ トメ トリーに よ りADAMTS43が 血小板内部 に存在す るこ とを確認

した。 さらに免 疫電顕法 でα頼粒 内の局在 を示 した。 またRT-PCRに

よ り血 小板で のADAMTS-13mRNAの 発 現を示 し、得 られ たcDNAの

塩 基配 列 は、ADAMTS・13　 cDNAと 一 盈 した。 次 に正 欝 肝 細 胞、

HepG2,、 肝 組 織 で免 疫組 織 県色 を 行 い、肝 細胞 の 細胞質 にお け る

ADAMTS・13の 発現 を確認 した。　HepG2の 培 養上濟 を用いた ウェス タ

ンブ ロ ッ トでADAMTS・B蟹 白の発現 を確認、　HepG2がADAMfS・13

を合成 し培養 上濟に分泌す る可能性 が示唆 され た。 またRT・PCRに て

正 常 肝 細 胞 、HepG2でADAMTS-13　 mRNAの 発 現 を 認 め 血 漿

ADAMTS。13の 起源 として肝細胞におけ る産生の可能性 が強 く示唆 さ

れ た。

　審査 でt3,血 小板ADAM丁S-13　 1白母について質問があn,ウ ェス

タンブ ロッ トの 結果よ り1ng/2x10'個 血小板 と推 定 され るが、蛋 白

母 と機能の相関 について は今 後の検肘 を要す る と回答 され た。 また

血小 板の活性化 とADAMTS-13の 関係 につ いての質聞に、α顕 粒内の

VWF13ト ロン ビンまた はADP刺 激 によ り血小板か ら血漿 中に放出 さ

れ る。 血小板のADAMTS-13がvweの サイ ズを制御 して い る可能性

が考 えらn.血 小 板活性 化時のADAMTS-13の 動 態を研究す る必要が

ある と回答 され た。ま た肝細 胞での蛋 白発 現の証 明にHepG2の 培 毅

上清 を用いた理 肉について正常肝細胞 は継 代不 可能 であ り肝細胞 の

生合成 と分泌のモデル と してHepG2を 用いた と回答 された。

　以 上の よ うに 、本研 究は さらに検肘す べき課題 を残 す ものの 血小

板 におけ るADAM7S・13の 局在 を新 規 に証明 した.a.　ADnMTS-13の

肝細胞 での発現 を明 らか に した点 にお いて血栓 止血 機摺の研究 上、

面値あ る研究 と評価 された。

　論文響査担 当者　 主査　 内科学　池田　暎 夫

　 　　 　 　 病理学 　岡 田　保典　発 生 ・分 化生物学 　須 田　年生

　衛生学公衆衛生学 　大前 　和幸

　学力確認担 当者:

　 　 審査委員長:岡 田　保典

　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　　 　 　　 試簡 日:平 成16年12月24日

一8一


