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慶應 医 学 ・82(2):T81～T94,2005

学 位 論 文

Von　Willebrand因子切断酵素(ADAMTS-13)の発現部位に関する検討

慶應義塾大学医学部内科学教室

  (指導:池 田康夫教授)

  鈴 木 美佐子

(平成16年9月24日 受付)
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 Von Willebrand因 子(以 下VWFと 略 す)は 血 液 凝

固 第VIII因 子 の 安 定 化 因 子/キ ャ リア ー と して 第VIII

因 子 と複 合 体 を形 成 し血 中 を循 環 して い る ほ か細 動 脈 等

で生 じる高 ず り応 力 の も とで血 小 板 血 栓 形 成 の補 因子 と

して機 能 す る.す な わ ち,血 管 内皮 が損 傷 す る と内皮 下

に露 呈 した コ ラ ー ゲ ンに血 漿VWFが 結 合 し, VWFを

標 的 に血 小 板 粘 着 ・凝集 反応 が お きる とい う止 血 機構 を

担 って い る.VWFは 血 管 内皮 細 胞 や 骨 髄 巨核 球 で産 生

さ れ る 巨大 糖 タ ンパ クで,血 漿 中 だ け で な く血 管 内皮 下

組 織 に も広 く分 布 して い る.ま た 循 環 して い るVWF

の15-25%は 血 小 板 の α穎 粒 中 に 貯 蔵 さ れ て い る.

VWFは 生 合 成 の過 程 で741残 基 と い う長 い プ レプ ロ

配 列 が 切 断 され,成 熟 体 と して2050残 基 の ア ミノ酸 か

らな る分 子 量 約25万 の モ ノ マ ーが,分 子 間 ジス ル フ ィ

ド結 合 を介 してN末 側 とN末 側,C末 側 とC末 側 で 互

い 違 い に重 合 した マ ル チ マ ーを 形 成 す る.VWF高 分 子

マ ル チ マ ー は,血 管 内 皮 細 胞 内 で は,通 常 の"large"

マ ル チ マ ー よ り さ ら に高 分 子 量 の"unusually large"

マ ル チ マ ー して 存 在 し,血 流 中 へ放 出 され る と速 や か に

部 分 分 解 を 受 けて 分 子 量500～20,000kDaの 不 連 続 に

分布 す る マ ル チマ ーパ ター ンを示 す こ とが知 られ て い る.

この 分 解 に働 くの がVWF切 断酵 素 で あ りVWFのA2

ドメ イ ン内 に 存 在 す る ペ プ チ ド結 合Y842-M843を 切

断 す るi>,z).

 血 栓 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 (thrombotic

thrombocytopenic purpura;以 下TTPと 略 す)は 血

小 板 減 少,細 血 管 障 害 性 溶 血 性 貧 血,動 揺 性 精 神 神 経 障

害,腎 機 能 障 害,発 熱 の 古 典 的5徴 候 を 特 徴 とす る全 身

性 疾 患 で あ る.近 年 の研 究 に よ り,TTP患 者 血 漿 中 に

は"unusually large"VWFマ ル チ マ ー が 存 在 して お

り,微 小 血 管 内で 血 小 板 凝 集 を惹 起 し,血 小 板 血 栓 を心

臓 脳,腎 臓 な ど の諸 臓 器 に形 成 す る こ とがTTPの 病

態 と考 え られ て い る.後 天 性TTPで はVWF切 断酵 素

に対 す る 自 己抗 体 が 存 在 す る た め に そ の酵 素 活 性 が 低 下

し3)・4),先天 性TTPで は遺 伝 子 変 異 に よ る酵 素 活 性 の 欠

損5)が 病 因 で あ る こ とが 明 らか と な っ た.

 1996年Furlan')ら やTsai2)はVWF切 断 酵 素 の活 性

測 定 法 を考 案 し,そ の部 分 精 製 を行 い,ゲ ル濾 過 で の 溶

出位 置 や 各 種 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー と の反 応 性 あ る

い は活 性 発 現 時 の2価 金 属 イ オ ン要 求 性 な ど か ら,

VWF切 断 酵 素 は分 子 量 約150～300 kDaの メ タ ロ プ

ロ テ ア ー ゼで あ ろ う と報 告 した.2001年,複 数 の 研 究

グ ル ー プ が ヒ ト血 漿 か ら のVWF切 断 酵 素 の 精 製 に 成

功 し,得 られ たN末 端 ア ミノ酸 配 列 の情 報 を も とに,

そ の 遺 伝 子 解 析 か らVWF切 断 酵 素 がADAMTS(a

disintegrin and metalloproteinase with thrombo-

spondin type l motif)フ ァ ミ リー に属 す る新 規 な 亜 鉛

型 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の1種,ADAMTS-13で あ る こ

とが 判 明 した6)・7).

 一 方,ADAMTS-13の 発 現 部 位 に 関 し て は,

ADAMTS-13の 部 分cDNA配 列 が脳 や前 立 腺 で 確 認 さ

れ て お り,RT-PCRに よ る検 討 で は卵 巣,腎 臓 膵 臓

脾 臓 胸 腺,前 立 腺,精 巣,小 腸 な らび に末 梢 白血 球 で

弱 いmRNAが 検 出 さ れ た と報 告 さ れ て い る8).し か し

半 定 量 的 なPCRに よ る 解 析 の 結 果 で は 骨 髄 で の

ADAMTS-13の 遺 伝 子 発 現 は み られ た もの の末 梢 白血

球 で の発 現 はみ られ な か った と され て い る10).現 在 ま で

の報 告 で は血 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 合 す る と い う現 象 は血 小 板 血 栓 の 形

成 の うえ で必 須 の もの で あ る こ とを ふ ま え る と,血 小 板
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にお け るADAMTS-13の 有 無 な らび に そ の 機 能 は大 変

重 要 な 論 点 で あ る.前 述 の と お りVWFが 血 小 板 の α穎

粒 中 に 存 在 す る と い う 事 実 も 考 慮 し,我 々 は

ADAMTS-13が 血 小 板 で 発 現 して い る か 否 か,ま た 血

小 板 で の局 在 に 関 す る研 究ll)をお こ な った.

 一 方,全 長4.7kbのmRNAは 肝 臓 で 特 異 的 に発 現

して い る こ とか ら血 漿 のVWF切 断 酵 素 は 肝 臓 由 来 で

あ ろ う と 考 え られ て い る が6),8)・9),現 在 ま で 肝 臓 で の

ADAMTS-13の 産 生 に つ いて の 証 明 は され て い な い.

Leeら は肝 生 検,剖 検 例 でin situ hybridizationを 施 行

し た結 果 か らADAMTS-13がperisinusoidal cellsで

発 現 して い る と報 告 した が(学 会 発 表)12),肝 臓 に お け

るADAMTS-13の 産 生 部 位 が ど こで あ るか にっ い て の

検 討 は さ れ て い な い.肝 硬 変 患 者 血 漿 で のADAMTS-

13酵 素 活 性 は健 常 血 漿 に比 し低 下 して お り,生 体 肝 移

植 に よ り血 漿ADAMTS-13の 酵 素 活 性 が変 化 した とい

う臨 床 報 告'3)を考 慮 し,我 々 はADAMTS-13の 肝 細 胞

で の発 現 の有 無 に つ い て の検 討 を行 った.

実験方法

1.血 小 板 に お け るVWF切 断 酵 素(ADAMTS・13)

の発 現 と局 在 の検 討

1)血 液 検 体

 研 究 に供 した ヒ ト血 小 板,白 血 球 検 体 は健 常 者(既 往

歴,現 症 を有 さ な い)の 末 梢 血 か ら分 離 した.こ れ に先

立 ち研 究 内 容 につ いて イ ンフ ォ ー ム ドコ ンセ ン トを取 得

した.

2)ウ ェ ス タ ンブ ロ ッ ト法

 3.8%ク エ ン酸 添 加 血 を 室 温 で100×g15分 間 遠 心 分

離 しplatelet-rich plasma(PRP)を 得 た.血 小 板 凝 集

防 止 の た あ,PRPに3分 の2量 相 当 のACD-A溶 液

(ク エ ン酸 ナ トリウ ム2.2w/v%,ク エ ン酸0.8 w/v%,

ブ ドウ糖2.2w/v%, pH4.5-5.5, Terumo, Tokyo,

Japan),プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ンE1(終 濃 度1.2ｵM)と

EDTA(終 濃 度1.2ｵM)を 加 え た.こ のPRPか ら 白

血 球 を 除 去 す る 目 的 で,輸 血 用 フ ィ ル タ ーSepacell

PLX(Asahi Medical, Tokyo, Japan)を2回 通過 させ,

室 温 で780×g,7分 間 遠 心 分 離 を施 行 した.得 られ た

血 小 板 の ペ レ ッ トをACD-A,プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ンE1

存 在 下 でN-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesul

fonic acid(Hepes)-Tyrode's bufferで 洗 浄 し,浮 遊 さ

せ た.洗 浄 血 小 板 は5%2-mercaptoethanolを 含 む

Laemmli sample bufferに1:1の 割 合 で 混 合 し,5-

15%gradient gelを 用 いSDS電 気 泳 動 を 行 っ た.こ

の 際,約2×107個 の 血 小 板 を1レ ー ン に の せ た.同 時

に リ コ ン ビ ナ ン トADAMTS・13を 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と

し て 用 い た.電 気 泳 動 後,polyvinylidene difluoride

membrane(Bio-Rad, CA, USA)に 転 写 し1%の ス キ ム

ミ ル ク で ブ ロ ッ キ ン グ し た.そ の 後 メ ン ブ レ ン を マ ウ ス

抗ADAMTS-13モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(1ｵg/m1,化 学

及 血 清 療 法 研 究 所 副 島 見 事 先 生 よ り 提 供,exon 25

に 相 当 す る 合 成 ペ プ チ ドを 抗 原 と し て 免 疫)で イ ン キ ュ

ベ ー ト し た.T-TBS溶 液 で3回 洗 浄 後,二 次 抗 体 と し

てhorseradish-peroxidase-conjugated sheep IgG

against mouse Ig(Amersham Pharmacia Biotech, NJ,

USA)を 反 応 さ せ た.そ の 後Western Lightening

Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin-Elmer,

MA, USA)に よ り 発 光 さ せ た. リ コ ン ビ ナ ン ト

ADAMTS-13はhuman fetal liver cDNA library

(Biochain Institute Inc. CA, USA)を 用 い た オ リ ゴ ヌ

ク レ オ チ ドの 合 成 に よ っ て 得 られ たDNA断 片 を っ な ぎ

合 わ せ,VWF切 断 酵 素 全 長cDNAを 得,発 現 ベ ク タ ー

pcDNA 3.1/myc-Hisに 導 入, HEK293細 胞 を 使 用 し

pcDNA3.1/VWF-CP/myc・Hisを 導 入 し形 質 転 換 を 行 っ

た(HEK293/rADAMTS-13)14).

3)フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー に よ る 解 析

 PRP(4.8×108個 血 小 板/ml)を マ ウ ス 抗ADAMTS-

13モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(1μg/ml),抗 ヒ トCD41抗 体

(5B12,2.25ｵg/ml, Dako Cytomation, Kyoto, Japan),

抗ﾟ一actin抗 体(AC15,25ｵg/ml, Sigma, MO, USA)

ま た は 抗 ヒ トCD45抗 体(T29/33,3ｵg/ml, Dako

Cytomation)で1時 間 室 温 に て 反 応 さ せ た.対 照 実 験

と してmouse IgGl(1.125ｵg/m1, Dako Cytomation)

を1次 抗 体 と し て 使 用 し た.permeabilizationの 目 的

で0.1%NP40で 前 処 理 を 行 っ た. permeabilization

処 理 し た 血 小 板 はpermeabilization処 理 な し の 血 小 板

と 同 条 件 下 で1次 抗 体 と反 応 さ せ た.1次 抗 体 と 反 応 後,

す べ て の 検 体 を4%%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 固 定 し,

FITC-conjugated rabbit F(ab)'2 fragments of anti-

mouse IgG antibody(10ｵg/ml, Dako Cytomation)

と 室 温 で30分 間 反 応 さ せ た.そ の 後,プ ロ ス タ グ ラ ン

ジ ンEl添 加PBS(10mMリ ン酸 ナ ト リ ウ ム,150 mM

塩 化 ナ ト リ ウ ム,pH7.4)で 洗 浄 し,フ ロ ー サ イ トメ ー

タ ー(COULTER EPICS XL-MCL FIow-Cytometer;

Beckman, FL,USA)で 解 析,デ ー タ はSystem II soft-

wareで 解 析 し た.

4)免 疫 電 顕 法

 ヒ ト正 常 洗 浄 血 小 板 を4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド溶 液

で 固 定 し,シ ョ糖 に 浸 漬 後,凍 結,超 薄 切 片 を 作 製 し た.
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こ れ らの 切 片 を マ ウス抗ADAMTS-13モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 で イ ンキ ュ ベ ー トし,さ ら に金 粒 子 標 識 ヤ ギ抗 マ ウ

スニ 次 抗 体 で イ ンキ ュ ベ ー ト後,ウ ラ ン染 色 を行 い透 過

型 電 顕 で 観 察 した.

5)RT-PCR法 と塩 基 配 列 決 定 法

 2)で 記 した と 同 様 にSepacell PLXを 用 い てPRP

よ り白血 球 除 去 を 行 い,リ ア ル タイ ムPCRに てCD20

が 増 幅 され な い こ と に よ り 白血 球 の 混 入 が な い こ と を確

認 した.血 小 板 の ペ レッ トはTRIZOL(lnvitrogen, CA,

USA)を 用 いて 処 理 し,ク ロ ロ ホ ル ム で 溶 解 した血 小 板

の ペ レ ッ トか らtotal RNAを 抽 出 しイ ソ プ ロパ ノ ー ル

で 沈 降 した.血 小 板RNA(3ｵg)は70℃ で10分 間 処

理 後TrueScript II Reverse Transcriptase kit

(Sawady Technology, Tokyo, Japan)を 使 用 し,特 異

的 オ リゴ ヌ ク レオ チ ドブoライ マ ー を 用 い42。Cで65分

間 逆 転 写 反 応 を 行 った.ADAMTS-13のexon 1-7に

対 応 す るcDNAの 増 幅 に用 い た プ ラ イ マ ー は セ ン ス プ

ラ イ マ ー と してRT-1(5'-ATGCACCAGCGTCACCCC

CG-3'),ア ンチ セ ンス プ ライ マ ー と してRT-2(5'-AAT

GGTGACTCCCAGGTCGA-3')を 用 い た. PCRは

TaKaRa LA Taq(Takara Shuzo, Shiga, Japan)を 用

い,5分 間96℃ で反 応 後,脱 重 合 に960Cで1分,プ ラ

イ マ ー の重 合 に52。Cで1分,伸 長 反 応 に72℃ で1分 の

条 件 を 用 い,35サ イ クル の 反 応 を行 った.PCR産 物 を

2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル上 で電 気 泳 動 し,エ チ ジウ ム ブ ロ マ

イ ド液 で染 色 した.ア ガ ロ ー ス ゲ ル よ りバ ン ドを切 り出

しGENE CLEAN II kit(Bio 101, CA, USA)を 用 い

DNAを 抽 出,精 製 した.塩 基 配 列 はABI PRISM Dye

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit

(Perkin-Elmer, Chiba, Japan)を 用 い, Model 310

DNA autosequencer(Applied Biosystems, CA, USA)

で決 定 した.

6)リ ア ル タイ ムPCR法

 5)に 記 した よ う にRNAを 単 離 しcDNAを 合 成 した

の ち,ADAMTS-13な らび に内 部 コ ン トロー ル と してﾟ一

actin,ま た 白血 球 の混 入 の モ ニ タ ー と してCD20に っ

い て 各 々5'端 に6-carboxy fluorescein(FAM)な らび

に 3'端 に 6-carboxy-tetramethyl rhodamine

(TAMRA)を 標 識 したTaqMan Probeと プ ライ マ ー ペ

ア ー そ してTaqMan Universal Master Mixを 用 い て,

ABI Model 7700 Sequence Dettection System

(Applied Biosystems)で 増 幅 し測 定 した.ま ず フ ォ ワー

ドプ ラ イ マ ー と して5'-CCCAACCTGACCAGTGTCT

ACA-3'(exon 15),リ バ ー ス プ ライ マ ー と して5'-CTT

CCCAGCCACGACATAGC-3'(exon 16),お よ び そ の

間 に2つ の 蛍 光 色 素 を持 ったTaqMan probeと して5'-

FAM-ACAGGCCTCTCTTCACACACTTGGCG-TAM

RA-3'(exon 15-16)を 重 合 させ た.こ の2っ の色 素 は

TaqManProbeに 結 合 し て い る 間 は 発 光 しな い が,

DNAポ リメ ラ ー ゼ活 性 と5'-3'エ キ ソ ヌ ク レア ー ゼ活

性 を 有 す るTaqポ リメ ラ ー ゼ に よ りプ ライ マ ー か らの

伸 長 反 応 が 生 じTaqMan Probeが 分 解 さ れ る と,

TaqMan Probeに 結 合 して い た 蛍 光 色 素 が 発 光 す る.

こ の蛍 光 を 検 出 し,threshold fluorescence intensity

に 到達 す るサ イ ク ル数 がthreshold cycle(Ct)と 定 義 さ

れ る.各 々 の反 応 は脱 重 合 に95℃ で15秒,プ ライ マ ー

の 重 合 と伸 長 反 応 に60℃ で1分 の 条 件 を 用 い40サ イ

クル の反 応 を施 行 した.実 験 は再 現 性 を 得 るた あ三 重 に

施 行 した.

2.肝 臓 に お け るADAMTS-13の 産 生 部 位 に関 す る検

討

1)抗ADAMTS-13ポ リク ロ ー ナル 抗 体 の作 成

 第5図a.に 示 す よ うにADAMTS-13の 構 造 上,4

カ所 の異 な る ペ プ チ ドに対 し抗 ペ プ チ ドポ リク ロー ナ ル

抗 体 を 作 製 した.ペ プ チ ドAはpropeptide(ア ミノ酸

番 号42-55),Bはcysteine-rich domain(ア ミノ酸 番

号449-462),Cはthrombospondin typeldomain

(ア ミノ酸 番 号712-724),DはCUB2 domain(ア ミ

ノ酸 番 号1312-1322)に 相 当 す る.各 々 の部 位 は他 の

ADAMTSタ ンパ ク との相 同性 を 回避 す べ く選 択 した.

2)各 種 細 胞 の 培 養

 リコ ン ビナ ン トADAMTS-13を 発 現 させ たHEK293

(HEK293/rADAMTS-13)細 胞 とHEK293/Mockを

type 1コ ラ ー ゲ ンを コー ト した デ ィ ッ シ ュで10%ウ シ

胎 児 血 清 と100U/mLペ ニ シ リ ンと100ｵg/mLス ト

レプ トマ ア イ シ ンを 添 加 したDMEM(Invitrogen, CA,

USA)で 培 養 し,24時 間培 養 後,無 血 清 のOPTI・MEM

I(Invitrogen)で 置 換 し48時 間 培 養 した.ヒ ト肝 細 胞

癌 の 細 胞 株 で あ るHepG2はEuropean Collection of

Cell Culuturesか ら購 入 し,2mMグ ル タ ミ ン酸,1

%必 須 ア ミノ 酸 と10%ウ シ胎 児 血 清 を 加 え たMEM-R

培 養 液(MP Biomedicals, CA)で 培 養 した.24時 間

培 養 後,無 血 清 のMEM-R培 養 液 で 置 換 し48時 間培 養

した.HEK293細 胞, HepG2細 胞 の 培 養 上 清 を 回収 し

Centricon YM-100(Millipore Co, MA, USA)を 用 い

て5倍 濃 縮 した.正 常 肝 細 胞(Cambrex Bio Science

Walkersville, Inc. MD, USA)はtype 1コ ラ ー ゲ ンを

コー ト した デ ィ ッシ ュ上 で,ア ス コル ビ ン酸,ウ シ血 清

ア ル ブ ミ ン,ト ラ ン ス フ ェ リ ン,イ ン ス リ ン そ し て
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hEGFを 添 加 し た 肝 細 胞 基 本 培 地(Cambrex Bio

Science Walkersville, Inc.)を 用 い て 培 養 し た.非 腫

瘍 性 の 肝 細 胞 をSV40導 入 に よ り不 死 化 した細 胞 株 で

あ るtPH5CH15)はtype 1コ ラーゲ ンを コー トした デ ィ ッ

シュ上 で,10%ウ シ胎 児 血 清 と100U/mLペ ニ シ リ ン

と100ｵg/mLス トレプ トマ イ シ ンを 添 加 し たRPMI-

1640培 養 液(Sigma-Aldrich, MO, USA)で 培 養 し,

ヒ ト肝 臓 類 洞 毛 細 血 管 内皮 細 胞(Applied Cell Biology

Research Institute, WA, USA)は10%ウ シ胎 児 血 清

を 含 むCS-C培 養 液 を 用 いtype 1コ ラ ー ゲ ンを コ ー ト

した デ ィ ッシ ュ上 で 培 養 した.

3)各 種 細 胞 の 免疫 組 織 染 色

 HEK293/rADAMTS-13とHEK293/Mock,正 常 肝

細 胞,tPH5CHとHepG2細 胞 をtype 1コ ラ ー ゲ ンで

コ ー トし た カ ル チ ャ ー ス ラ イ ド上 で 培 養 した.0.1M

PBSで 洗 浄 後,細 胞 を4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで1

時 間 固 定 し0.01M PBSで 洗 浄 した.内 因 性 ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ ブ ロ ッキ ング は0.3%過 酸 化 水 素 を 含 む0.1%ア

ジ化 ナ ト リ ウ ム溶 液 で 行 った.固 定 した 細 胞 を0.01M

PBSで 洗 浄 しウ シ血 清 で プ ロ ッキ ン ング した.1次 抗

体 と して,抗ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロー ナ ル

抗 体,HepPar 1抗 体,そ してnon-immune IgGの い

ず れ か を もち い,4。Cで 一 晩 イ ンキ ュベ ー ト した.マ ウ

ス モ ノ ク ロ ー ナ ルHepPar 1抗 体(OCHIE5.2.10,20

ｵg/ml, DAKO company, CA, USA)は 良 性 悪 性,両

方 の 肝 細 胞 に特 異 的 に 反 応 す る抗 体16い7)で あ り陽 性 コ

ン トロ ール と して使 用 した.HepPar 1抗 体 と の反 応 前

に,検 体 を100mmol/Lク エ ン酸 バ ッフ ァー(pH6.0),

100℃ で処理 した.抗ADMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロー

ナ ル 抗 体(10ｵg/ml)は 前 処 理 な し で 使 用 し た.

mouse IgG 1(10ｵg/m1, DAKO company)ま た は

rabbit immunoglobulin fraction(10ｵg/ml, DAKO

company)を 陰 性 コ ン トロ ー ル と して 使 用 し, mouse

IgG 1に っ いて はHepPar 1抗 体 使 用 時 と同 様 に前 処 理

を 行 っ た.0.01M PBSで3回 洗 浄 後DAKO ENVISIO

NTM System Labelled Polymer, HRP(DAKO com-

pany)を 用 い,室 温 で30分 間 反 応 さ せ た.細 胞 は

0.01M PBSで3回 洗 浄 後, DAB発 色 を 行 い, Harris

hematoxylinに よ り核 染 色 を 行 った.

4)肝 組 織 の免 疫 組 織 染 色

 正常 肝 組 織 な らび に肝 硬 変 を伴 う肝 細 胞 癌 組 織 に っ い

て 免 疫 組 織 染 色 を施 行 した.脱 パ ラ フ ィ ン処 理 後,3)

で 記 し た と 同 様 の 手 順 で, 1次 抗 体 と し て 抗

ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体,

HepPar1抗 体 ま た はrabbit immunoglobulin fraction

(陰 性 コ ン ト ロ ー ル)を 用 い 免 疫 組 織 染 色 を 行 っ た.

5)ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト法

 HEK293/rADAMTS-13, HEK293/Mockな ら び に

HepG2細 胞 の 培 養 上 清 を 回 収 し, Centricon YM-100

を 用 い て5倍 濃 縮 し,5%2-mercaptoethanolを 含 む

4×SDS sample bufferと 混 合,5-15%gradient ge1

を 用 いSDS電 気 泳 動 を 行 っ た.電 気 泳 動 後,

polyvinylidene difluoride membrane(Bio-Rad, CA,

USA)に 転 写 し5%ス キ ム ミル ク で ブ ロ ッ キ ン グ し た.

そ の 後 メ ン ブ レ ン を 抗ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リ ク

ロ ー ナ ル 抗 体(10ｵg/ml)で イ ン キ ュ ベ ー ト し た . T-

TBS溶 液 で3回 洗 浄 後,二 次 抗 体 と してhorseradish-

peroxidase-linked whole antibody (Amersham

Biosciences, UK)を 反 応 さ せ た.

Lightening Chemiluminescence

(Perkin-Elmer)に よ り 発 光 さ せ た.

6)RT-PCR法 と 塩 基 配 列 決 定 法

そ の 後Western

Reagent Plus

 正 常 肝 細 胞,tPH5CH, HepG2ま た は ヒ ト肝 臓 類 洞 毛

細 血 管 内 皮 細 胞 に っ い て そ れ ぞ れTRIZOL

(Invitrogen)を 用 い て 処 理 し,ク ロ ロ ホ ル ムで 溶 解 した

ペ レ ッ トか らtotal RNAを 抽 出 しイ ソ プ ロパ ノ ー ル で

沈 降 し た.各RNA(1ｵg)は70℃ で5分 間 処 理 後,

ImProm-IITM Reverse Transcriptase (Promega

Corporation, WI, USA)を 使 用 し,特 異 的 オ リゴ ヌ ク

レオ チ ドプ ラ イ マ ー を 用 い42℃ で60分 間 逆 転 写 反 応

を 行 っ た.ADAMTS-13のexon 1に 対 応 す るcDNA

の 増 幅 に用 い た プ ラ イ マ ー は セ ン ス プ ラ イ マ ー と して

RT-3(5'-CTGTGTGGCCGGAATCCTT-3'), ア ン チ セ

ンス プ ライ マ ー と してRT-4(5'-TTGGAGCCACAGGC

CG-3')を 用 い た. PCRはTaKaRa LA Taq(Takara

Shuzo)を 用 い,5分 間96℃ で 反 応 後,脱 重 合 に96℃

で1分,プ ラ イ マ ーの 重 合 に52℃ で1分,伸 長 反 応 に

72℃ で1分 の条 件 を 用 い,35サ イ クル の反 応 を行 った.

PCR産 物 を2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル上 で電 気 泳 動 し,エ チ

ジ ウ ム ブ ロマ イ ド液 で染 色 した.正 常 肝 細 胞,tPH5CH,

HepG2のPCR産 物 は 各 々 ア ガ ロ ー ス ゲ ル よ り バ ン ド

を切 り出 しGENE CLEAN II kit(Bio lo1)を 用 いDNA

を 抽 出,精 製 し た.塩 基 配 列 はABI PRISM Dye

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit

(Perkin-Elmer)を 用 い, Model 310 DNA auto-

sequencer(Applied Biosystems)で 決 定 した.
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実験結果

1.血 小 板 に お け るVWF切 断 酵 素(ADAMTS-13)

の発 現 と局 在

1)ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト法

 ADAMTS-13のexon 25に 相 当 す る部 位 に対 す るモ

ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 を用 い た ウ ェス タ ン ブ ロ ッ トの結 果,

リ コ ン ビナ ン トADAMTS-13を 含 む 培 養 上 清 に認 め ら

れ た バ ン ドに一 致 す る約220kDaの バ ン ドを 血 小 板 で

確 認 した(第1図).こ れ に よ り血 小 板 で のADAMTS-

13タ ンパ クの 発 現 が 示 され た.

2)フ ロ ー サ イ トメ トリー に よ る解 析

 第2図Aで 示 す よ うに,permeabilization処 理 を行 っ

た 血 小 板 で は,陽 性 コ ン トロ ー ル と して 用 い た 抗 β一

actin抗 体 に 対 す る 反 応 よ り は 弱 い も の の,抗

ADAMTS-13モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 に対 し反 応 性 を 認 め

た.第2図Bはpermeabilization処 理 を行 っ た血 小 板

◇

や〆
評
 

評

f一224kDa

第1図.ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ トに よ る 血 小 板 に お け る

 ADAMTS-13発 現 の 証 明.約2×107の 洗 浄 血 小 板 と リ

 コ ン ビ ナ ン トADAMTS-13を 含 む 培 養 上 清 で,実 験 方

 法 に 明記 した方 法 で ウ ェス タ ンブ ロ ッ トを施 行 した.レ ー

 ン左;リ コ ン ビ ナ ン トADAMTS-13を 含 む 培 養 上 清,

 レー ン右;血 小 板.

 Suzuki M et al:Biochem Biophys Res Comm 313

 212-216,2004のFig.1.を 許 可 を得 て 転 載

A B

第2図.フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー に よ るADAMTS-13発 現

 の解 析.

 パ ネ ルA;血 小 板 は0.1%NP40に よ るpermeabiliza-

 tion処 理 後,マ ウ スanti-ADAMTS-13モ ノ ク ロ ー ナ ル

 抗 体(a),マ ウス 抗 β一actin抗 体(b,陽 性 コ ン トロ ール)

 ま た はmouse IgG1(c,陰 性 コ ン トロ ー ル)と イ ンキ ュ

 ベ ー トした.パ ネ ルB;permeabilization処 理 後 血 小 板

 とpermeabilization処 理 な し の 血 小 板 の 比 較.

 permeabilization処 理 後 の血 小 板(a)とpermeabiliza-

 tion処 理 な しの 血 小 板(b)を 用 いパ ネルAと 同 様 の 実

 験 を 行 い比 較 した.サ ンプ ル は す べ て4%パ ラホ ル ム ア

 ル デ ヒ ドで 固 定 後,2次 抗 体 と し てFITC-conjugated

 rabbit F(ab')2fragments of anti-mouse IgG antibody

 を使 用 した.

 Suzuki M et al:Biochem Biophys Res Comm 313

212-216,2004のFig.2.を 許 可 を得 て 転 載

とpermeabilization処 理 な し の 血 小 板 で の 抗

ADAMTS-13モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に対 す る反 応 性 の 違

い を 示 して お り,ADAMTS-13が 血 小 板 の 内 部 に 存 在

す る こ と を示 唆 して い る.permeabilization処 理 後 の

血 小 板 な ら び にpermeabilization処 理 な しの 血 小 板 の

ど ち らで も 白血 球 に 特 徴 的 なCD45の 発 現 は認 め ず,

明 らか な 白血 球 の混 入 の可 能 性 は 除外 され た.

3)免 疫 電 顕 に よ るADAMTS-13の 血 小 板 に お け る局

在 の検 討

 免 疫 電 顕 の 結 果,ADAMTS-13に 対 す る金 粒 子 はa

穎 粒 の 内 部 な らび に そ の 膜 上 で 認 め られ,ADAMTS-

13が 血 小 板 の α穎 粒 内 に存 在 す る こ と が 確 認 さ れ た

(第3図).

4)RT-PCRに よ る解 析 と塩 基 配 列 の決 定

 PRPよ り抽 出 さ れ た血 小 板RNAはRT-PCRに よ り

増 幅 さ れ た.ア ガ ロー ス ゲ ル よ り増 幅 さ れ た バ ン ドを切

り出 しDNAを 抽 出,精 製 した.予 想 して い た660 bp

のcDNA断 片 が 得 られdirect sequencing analysisに

よ り決 定 さ れ た塩 基 配 列 は,BLAST(Basic local align-

ment search tool)に よ る 検 索 の 結 果, ADAMTS-13
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第3図.免 疫電顕 によ るADAMTS-13の 血 小板におけ る局在の検討.

 ヒ ト正 常洗浄血小板 を4%パ ラホルムアルテ ヒ ト溶液 て固定,超 薄切 片を マウス抗ADAMTS 13モ ノクローナ

 ル抗体 てイ ンキ ュヘ ー トし,さ らに金粒子標識 ヤギ抗 マ ウスニ次抗体 てイ ンキ ュヘ ー ト後,ウ ラ ン染色 を行 い透

 過型電 顕て観察 した.ADAMTS-13に 対 す る金粒子 は α穎 粒 の内部 な らひにその膜上(矢 印)て 認め られ た

 bar=05ｵm

第4図.リ ア ル タ イ ムPCRに よ る 血 小 板ADAMTS-13

 mRNAの 発 現 量 の 評 価(代 表 例 の提 示). ADAMTS-13

 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー とTaqMan Probeを 用 い て6検

 体 のmRNAに っ い て 各 々PCRを 施 行 した.縦 軸 かrela-

 tlve normallzed fluorescence change(∠Rn),横 軸 か

 PCR cycle numberて あ る. threshold fluorescence in

 tensity(001,水 平 線)を 決 定 した 後 にthreshold cycle

 か 決 ま る.目 的 と す る 遺 伝 子 と 内 部 コ ン ト ロ ー ル の

 threshold cycleを 測 定 した

 Suzuki M et al'Biochem Biophys Res Comm 313

 212-216,2004のFig 3を 許 可 を 得 て転 載

cDNA(exon 1-7)に 一 致 した .

5)リ ア ル タ イ ムPCRに よ るInRNAの 定 量

 血 小 板ADAMTS-13のmRNAの 発 現 に っ い て は リ

アル タ イ ムPCRに よ り定 量 的 に評 価 を行 っ た.第4図

に 示 す よ うに6検 体 の血 小 板 に っ い て 評 価 を行 っ た が

threshold cycleに つ い て 検 体 間 で の 差 異 は ほ とん ど認

め られ な か った.三 重 に実 験 を行 った結 果 そ の平 均 値 を

第1表 に 示 した.デ ー タ は 内 部 コ ン トロ ー ル で あ るR-

actinのthreshold cycleとADAMTS-13のthreshold

cycleの 比 で 表 した.ま た フ ィ ル タ ー を 使 用 した 白血 球

除 去 の 効 果 に つ いて,リ ア ル タイ ムPCRに よ るCD20

増 幅 の欠 如 に よ り確 認 を行 った(第2表).
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第1表 β一actinとADAMTS-13のthreshold cycleの 比

Ct ofﾟ一actin Ct of ADAMTS-13 ﾟ一actin/ADAMTS-13

PRP l

PRP 2

PRP 3

PRP 4

PRP 5

PRP 6

15.99±0.24

16.06±0.11

16.47±0.03

16.95±0.06

16.79±0.34

17.13±0.04

28.52±0.36

28.16±0.26

29.08±0.25

29.62±0.13

28.83±0.19

30.47±0.36

0.563±0.007

0.570±0.005

0.567±0.005

0.572±0.003

0.583±0.004

0.563±0.007

デ ー タ は 内部 コ ン トロー ル のR-actinとADAMTS-13のthreshold cycle(Ct)の 比 で 示 して い る.

数 値 は平 均 ±SDで 表 した. PRPI～6:6人 のPRPか ら得 た血 小 板mRNAを 示 す.

Suzuki M et al:Biochem Biophys Res Comm 313:212-216 ,2004のTable lを 許 可 を 得 て

転 載

第2表 リ ア ル タ イ ムPCRに よ る 血 小 板ADAMTS-13

mRNAとCD20 mRNAの 定 量.

Ct of ADAMTS-13 Ct of CD20

Platelet-1

Platelet-2

Lym-1

 Lym-2

Buffy-1

Buffy-2

38.75/38.71

36.62/36.59

32.47/34.10

35.91/35.25

29.34/27.52

34.43/34.57

40.00/39.49

40.00/40.00

26.43/27.29

27.30/27.53

26.46/26.27

26.36/26.22

2名(1,2)のmRNAを 用 い てADAMTS-13とCD20に

っ い て そ れ ぞ れ リア ル タ イ ムPCRを 施 行 し た. Platelet-1と

2は 白 血 球 除 去 後 の 血 小 板cDNAで あ る. Lym-1と2は

Lympho-Prep(AXIS-SHIELD ProC AS, Oslo, Norway)に よ

り得 られ た リ ンパ 球 由 来 のcDNAで あ る. Buffy-iと2は

huffy coat由 来 のcDNAで あ る.

Suzuki M et al:Biochem Biophys Res Comm 313:212-

216,2004のTable 2を 許 可 を得 て転 載

2.肝 臓 にお け るADAMTS-13の 産 生 部 位

1)抗ADAMTS-13ポ リク ロ ー ナ ル抗 体 の評 価

 1次 抗 体 と して4種 類 の ポ リク ロ ー ナ ル抗 体 を用 い て

ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ トを行 った 結 果,抗ADAMTS-13ペ

プ チ ドBま た はDポ リク ロ ー ナ ル抗 体 は リコ ン ビナ ン

トADAMTS-13を 含 む 培 養 上 清 に 強 い反 応 性 を示 した

(第5図a,b).ウ ェ ス タ ンブ ロ ッ トで 特 異 性 が 確 認 さ

れ た抗ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロー ナ ル抗 体 を

使 って,HEK293/rADAMTS-13の 免 疫 組 織 染色 を行 っ

た と ころ,細 胞 質 の染 色 が確 認 さ れ た(第6図).

2)肝 細 胞 に お け る免 疫 組 織 染 色

 正 常 肝 細 胞,tPH5CH細 胞,さ ら にHepG2細 胞 は抗

ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロ ー ナ ル 抗 体 に対 して

び まん 性 に,強 い 穎 粒 状 の 染 色 パ タ ー ンを示 した(第7
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第5図.抗ADAMTS-13ポ リク ロー ナ ル抗 体 の評 価

 a.ADAMTS-13の ドメイ ン構 造 と抗 ペ プ チ ドポ リクロ ー

 ナ ル抗 体 の免 疫 部 位.

 ADAMTS-13タ ンパ ク はpropeptide, metalloprQtease

 domain, disintegrin, cys-rich,そ してspacer domains,

 2っ のCUB domain,さ ら に8っ のTsp typel repeats

 (1-8)か ら構 成 さ れ て い る.4箇 所 の ペ プ チ ドに対 し

 各 々抗 ペ プ チ ドポ リ ク ロ ー ナ ル抗 体 を 作 製 した.部 位 は

 以 下 の と お り で あ る:A,propeptide domain(exon 2)

 の 内部;B,cys-rich domain(exon l2)の 内部;C, Tsp1-

 2(exon 18)の 内部, D, C-terminal(exon 29)部.

b.ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ トに お け る抗 ペ プ チ ドポ リク ロ ー

ナ ル抗 体 の有 用 性.

レ ー ン1,HEK293/Mockの 培 養 上 清;レ ー ン2,

HEK293/rADAMTS-13の 培 養 上 清.1次 抗 体 と して4

種 類 の 抗 ペ プ チ ドポ リク ロ ー ナ ル抗 体 を 用 い て ウ ェス タ

ン ブ ロ ッ トを行 った.(A),抗ADAMTS-13ペ プ チ ドA

ポ リク ロー ナ ル抗 体(20ｵg/ml);(B),抗ADAMTS-

13ペ プ チ ドBポ リク ロ ー ナ ル 抗 体(10ｵg/m1);(C),

抗ADAMTS-13ペ プ チ ドCポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体(20

ｵg/ml);(D),抗ADAMTS-13ペ プ チ ドDポ リク ロー

ナ ル抗 体(10ｵg/ml).
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第6図.免 疫 組 織 染 色 にお け る抗ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロ ー ナ ル抗 体 の有 用 性.

 (a,b)HEK293/rADAMTS-13を 抗ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロ ー ナ ル抗 体(a)ま た はnon-immune

 rabbit IgG(b)で 免 疫 組 織 染 色 し た.抗ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロー ナ ル抗 体 に よ り細 胞 質 が 染 色 さ

 れ た.

 (c,d)HEK293/Mockを 抗ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロ ー ナ ル抗 体(c)ま た はnon-immune rabbit

 IgG(d)で 免 疫 組織 染 色 した が い ず れ も染 色 さ れ な か った. bar=50ｵm

図a,d, g).一 方 対 照 と した 抗 体 で は染 色 さ れ な か っ

た(c,f, i). HepPar1抗 体(b, e, h)を 陽 性 コ ン ト

ロ ール と して使 用 した.

3)肝 組 織 に お け る免疫 組織 染 色

 正 常 肝 組 織 は抗ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロ ー

ナ ル抗 体 に対 し,び ま ん 性 に,強 い 穎 粒 状 の 染 色 性 を示

した(第8図a,b).特 に 中心 静 脈 と門 脈 周 囲 の 肝 細 胞

が 強 く染 ま って お り,血 管 内 皮 細 胞 やKupffer細 胞 は

染 ま らなか っ た.肝 硬 変,肝 細 胞 癌 の組 織 で は,再 生 肝

細 胞 な らび に肝 癌 細 胞 の 両 者 と も免 疫 染 色 され た(第8

図d,e, g, h).

4)HepG2の 培 養 上 清 を用 い た ウ ェス タ ン ブ ロ ッ ト法

 Cystein-rich domainに 対 す る抗ADAMTS-13ペ プ

チ ドBポ リク ロ ー ナ ル抗 体 を1次 抗 体 と してHepG2細

胞 の培 養 上 清 で ウ ェ ス タ ンブ ロ ッ トを行 った結 果,リ コ

ンビ ナ ン トADAMTS-13を 含 む 培 養 上 清 に認 め られ た

バ ン ドに一 致 す る約220kDaの バ ン ドを 確 認 した(第

9図)。 対 照 と したHEK293/Mockの 培 養 上 清 で は バ

ン ドは検 出 さ れ な か った.こ の所 見 よ りHepG2細 胞 で

ADAMTS-13が 発 現 し て い る こ と が 判 明 し,

ADAMTS-13タ ンパ ク がHepG2細 胞 で 合 成 さ れ,培

養上 清 中 に分 泌 さ れ て い る可 能 性 が 示 唆 され た.

5)肝 細 胞 に お け るmRNAの 発 現

 RT-PCRの 結 果,正 常 肝 細 胞, tPH5CHそ し て

HepG2に お い てADAMTS-13のexon 1に 相 当 す る

100bpのcDNAフ ラグ メ ン トが 増 幅 され た が,ヒ ト肝

臓 類 洞 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 で は 増 幅 は認 め な か っ た(第

10図)。 ア ガ ロー ス ゲ ル よ り増 幅 され たバ ン ドを切 り出

しDNAを 抽 出,精 製 した.得 られ たcDNA断 片 にっ

い てdirect sequencing analysisに よ り塩 基 配 列 を 決
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鈴 木:ADAMTS-13の 発現部位

第7図.種 々 の 肝 細 胞 にお け るADAMTS-13タ ンパ クの 発 現

 正 常 肝 細 胞:(a),(b),(c);tPH5CH細 胞:(d),(e),(f);HepG2細 胞(g),(h),(i).(a),(d),(g):

 各 々 の 細 胞 に っ い て 抗ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロ ー ナ ル 抗 体 を用 い て免 疫 組 織 染 色 を行 った と ころ び ま

 ん性 に 強 く,穎 粒 状 の 染 色 パ ター ンを 示 した.(b),(e),(h);各 々 の 細 胞 にっ いてHepPar1抗 体 を 用 い て免 疫

 組 織 染 色 を行 った と こ ろ穎 粒 状 に細 胞 質 が 染 色 され た.(c),(f),(i)はnon-immune rabbit IgGを 用 い た 陰

 性 コ ン トロー ル で あ る.(a)一(i)bar=50ｵm
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…

第8図.肝 組 織 に お け るADAMTS-13の 局 在.

 (a)(b)(c)正 常 肝 組 織

 (d) (e) (f).月 干硬 変

 (g)(h)(1).肝 細 胞癌

 (a)(b)(d)(e)(g)(h)抗ADAMTS l 3ペ プ チ トBポ リク ロー ナ ル 抗 体

 (c)(f)(i)'non immune rabbit IgG

 (a)bar=200ｵm

 (d)(g) bar=500ｵm

 (b)(c)(e)(f)(h)(i) bar=50ｵm

 正 常 肝 組 織 に お い て ひ ま ん性 の強 い穎 粒 状 の染 色 性 を示 した 特 に 中 心 静 脈 周 囲 の 肝 細 胞 て よ り強 い染 色 性 か 認 め ら

 れ た(a,b).血 管 内皮 細 胞(矢 印)やKupffer cell(矢 頭)て はADAMTS-13に 対 す る反 応 は み られ な か った(b).

 ま た陰 性 コ ン トロ ー ル て は染 色 を認 め なか っ た(c).ま た肝 硬 変,肝 細 胞 癌 組 織 にお いて 再 生 肝 細 胞(e),肝 癌 細 胞

 (h)の 両 者 かADAMTS-13に 対 して ひま ん 性 て 強 い穎 粒 状 の 染 色 パ タ ー ンを 呈 した.一 方non-immune rabbit IgG

 て は染 色 はみ られ なか った(f,1).
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鈴木:ADAMTS-13の 発現部位
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第9図.HepG2の 培 養 上 清 を 用 い た ウ ェ ス タ ンブ ロ ッ ト.

 抗ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロ ー ナ ル 抗 体 を1次

 抗 体 と してHepG2細 胞 の 培 養 上 清 で ウ ェ ス タ ンブ ロ ッ

 トを行 った.レ ー ン左,HEK293/Mockの 培 養上 清;レ ー

 ン中央,HEK293/rADAMTS-13の 培養 上 清;レ ー ン右,

 HepG2細 胞 の 培 養 上 清.

ADAMTS-13 嚇
ﾟ一actin【一 コ■■■

nHep tPHSCH HepG2 LSE plasmid

第10図.種 々 の 肝 細 胞 に お け るADAMTS-13 mRNAの

 発 現.

 正 常 肝 細 胞(nHep), tPH5CHま たHepG2細 胞 株 か ら

 各 々抽 出 したRNAを 用 いRT-PCRを 施 行 した と こ ろ,

 リ コ ン ビ ナ ン トADAMTS-13のplasmid cDNAで み ら

 れ た シ グナ ル と同 じ シ グナ ル が検 出 され た.し か し ヒ ト

 肝 臓 類 洞 毛 細 血 管 内皮 細 胞(LSE)で は シ グ ナ ル は検 出

 され なか った.

定 し た.BLAST(Basic local alignment search tool)

に よ る 検 索 の 結 果,ADAMTS-13 cDNA(exon1)で あ

る こ と を 確 認 し た.

つ い て6名 の 健 常 者 間 で ほ とん ど定 量 的 差 異 は み られ な

か っ た.こ れ ら の 結 果 よ り 血 小 板 に は 定 常 量 の

ADAMTS-13 mRNAと タ ンパ クが 存 在 して お り,血

小 板 に よ る血 漿 中 のADAMTS-13の エ ン ドサ イ トー シ

スの 結 果 で は な い こ とが確 認 され た.

 今 回 の 実 験 で はRT-PCRに 際 しADAMTS-13の

exon 1か ら7に 相 当す るcDNAの 増 幅 を行 った.さ ら

に リア ル タ イ ムPCRで はADAMTS-13のexonl5-16

に位 置 す るTaqMan Probeを 使 用 した.こ れ に よ りゲ

ノ ムDNAの 増 幅 の 可 能 性 は 除 外 さ れ,少 な く と も

exon 1か ら16に 相 当 す るADAMTS-13 mRNAが 血

小 板 に 発 現 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た.

Alternative splicingはADAMTS遺 伝 子 フ ァ ミリー に

共 通 す る特 徴 で あ り,ADAMTS-13に つ い て も肝 臓,

前 立 腺,脳 でsplice variantの 報 告 が あ る6).血 小 板 に

お け るsplice variantに っ い て も,今 後 そ の 検 討 が 必

要 と考 え て い る.

 VWFの15～25%は 血 小 板 の α穎 粒 内 に 貯 蔵 され て

お り 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.今 回 免 疫 電 顕 に よ る 検 討 か ら

ADAMTS-13が α 穎 粒 内 に 存 在 して い る こ とが 明 らか

と な り,そ の 意 義 と して 血 小 板 のADAMTS-13が

VWFの サ イズ を 制 御 して い る可 能 性 が 考 え られ る.血

小 板 由来 のVWFの 性 状 は局 所 組 織 に お け る血 小 板 血

栓 形 成 に お い て一 っ の 制 御 因 子 と な り うる と考 え られ,

今 後 血 小 板 のADAMTS-13の 活 性 評 価 法 を 確 立 して い

くこ と は,易 血 栓 性 の 予測 とい う点 で 臨 床 的 意義 を有 す

る も の と思 わ れ る.ま た今 後ADAMTS-13に 対 す る 自

己 抗 体 がTTP患 者 の 血 小 板 に 結 合 す る か,す な わ ち

TTPの 診 断 に血 小 板 で のADAMTS-13に 対 す る 自 己

抗 体 が有 用 とな り うる か に っ い て検 討 が必 要 で あ る.血

小 板 に お け るADAMTS-13の 存 在 はTTPの み な らず

血 小 板 血 栓 形 成 の病 態 に お い て重 要 な役 割 を担 う もの と

思 わ れ る.

考  察

1.血 小 板 に お け るVWF切 断 酵 素(ADAMTS-13)

の 発現 お よ び血 小 板 に お け る局 在

 今 回 の 検 討 に よ り 我 々 は 初 め て 血 小 板 で の

ADAMTS-13の 発 現 を証 明 した.我 々 の実 験 結 果 に よ

りADAMTS-13タ ンパ クが血 小 板 表 面 で は な く,血 小

板 内部 に存 在 す る こ と,し か もVWFが 貯 蔵 さ れ て い

るα穎 粒 内 に存 在 して い る こ とが 明 らか と な った.ま た,

ADAMTS-13 mRNAの 定 量 的 評 価 法 と して リア ル タ

イ ムPCRの 有 用 性 を示 した. ADAMTS-13 mRNAに

2.肝 臓 にお け るADAMTS-13の 産 生 部 位 に 関 す る検

討

 ADAMTS-13は 現 在 までmRNAの 解 析 に よ り全 長

cDNAが 肝 臓 で の み特 異 的 に発 現 した とい う報 告6)・8)・9)

に も とづ き,血 漿ADAMTS-13は 肝 臓 由 来 で あ ろ う と

され て い た が,タ ンパ ク レベ ル で の 発 現 な らび に肝 臓 の

どの 細 胞 がADAMTS-13を 産 生 す る か に っ い て の 実 験

的証 明 は され て い な い.今 回我 々 は ヒ トの肝 臓 に お い て

主 に 肝 細 胞 でADAMTS-13が 発 現 して い る こ と を新 規

に証 明 した.抗ADAMTS-13ペ プ チ ドBポ リク ロー ナ
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ル抗 体 を1次 抗 体 と してHepG2細 胞 の 培 養 上 清 で ウ ェ

ス タ ン ブ ロ ッ トを 行 っ た 結 果,リ コ ン ビ ナ ン ト

ADAMTS-13を 含 む培 養 上 清 に認 め られ た バ ン ドに 一

致 す る約220kDaの バ ン ドが確 認 され,ま たHepG2に

お け るADAMTS-13 mRNAの 発 現 が 認 め られ た.ヒ

ト肝 細 胞 癌 の細 胞 株 で あ るHepG2は 正 常 肝 細 胞 に帰 す

る種 々 の機 能 を 表 す 細 胞 株 で あ る。HepG2は,主 要 な

血 漿 タ ンパ ク で あ る アル ブ ミ ンや α一フ ェ トプ ロテ イ ン,

フ ィ ブ リノー ゲ ンや ア ポ リポ タ ンパ ク,ま た プ ロ トロ ン

ビ ンや ア ンチ トロ ン ビ ンな ど の凝 固 に関 わ る タ ンパ クを

培 養 上 清 中 に分 泌 す るis)・'9).我 々 は,肝 細 胞 に お け る

生 合 成 と 分 泌 を 評 価 す る 上 で 有 用 な モ デ ル と し て

HepG2を 実 験 に用 い た.

 肝 硬 変 患 者 血 漿 で のADAMTS-13酵 素 活 性 は健 常 血

漿 に 比 し 低 下 し て お り,生 体 肝 移 植 に よ り 血 漿

ADAMTS-13の 酵 素 活 性 が 変 化 した とい う臨 床 報 告'2)

の 中 で,血 漿ADAMTS-13の 酵 素 活 性 は肝 臓 で 合 成 さ

れ る血 清 ア ル ブ ミ ンや総 コ レス テmル 価 と相 関 す る と

報 告 され て い る.こ の 知 見 はADAMTS-13の 産 生 部 位

が肝 細 胞 で あ る こ と を示 唆 す る我 々 の実 験 結 果 に矛 盾 し

な い もので あ る.し か しなが ら,肝 硬 変 患 者 の 多 くで 血

漿 中 にADAMTS-13の イ ン ヒ ビ ター が 検 出 さ れ た と い

う 口 述 発 表 も あ り,肝 硬 変 患 者 の 血 漿 に お け る

ADAMTS-13の 活 性 低 下 は 肝 細 胞 の 脱 落 の み で 引 き起

こされ る もの で は な い と考 え られ る.

 肝 由来 の血 漿 タ ンパ クは肝 細 胞 の 粗 面 小胞 体 上 の ポ リ

ソ ー ム で 合 成 さ れ る.肝 細 胞 は肝 臓 の60%を 占 め,多

角 形 を して い る.肝 細 胞 に は3っ の 表 面 が あ り,1っ め

は類 洞 とDisse腔 に 面 し,2っ め は 毛 細 胆 管 に 面 し,3

っ め は隣 接 す る肝 細 胞 に接 して い る.我 々 の 実 験 結 果 か

らは,肝 細 胞 と類 洞 の 内 皮 細 胞 の 間 に あ るDisse腔 で は

ADAMTS-13の 発 現 は み ら れ な か っ た. ま た

Rappaportに よ る肝 臓 のzonalityで はzone 1は 流 入

シス テ ム(門 脈)に 隣 接,zone 3は 流 出 シス テ ム(肝

静 脈)に 隣接 しzone 2は そ の 間 に あ る.す な わ ちzone

1,2,3は 酸 素 と栄 養 内 容 の 点 で は第1,第2,第3

等 級 の血 液 で供 給 され て い る と いえ るが,免 疫 組 織 学 的

検 討 で はADAMTS-13の 発 現 はzone 2に 比 しzone 1,

3で は強 い とい う傾 向 は示 した もの のADAMTS-13の

発 現 とzonalityの 相 関 は明 らか で は な く, ADAMTS-

13が 流 入 シス テ ム,流 出 シ ス テ ム両 方 の 近 傍 の 肝 細 胞

で 合 成 され て い る ことが 示 唆 され た.さ らに,肝 硬 変 を

伴 う肝 細 胞 癌組 織,な らび に種 々 の肝 細 胞 に お け る検 討

に よ り,良 性,悪 性 両 方 の 肝 細 胞 で 明 らか な差 異 な く

ADAMTS-13が 発 現 さ れ て い る こ とが 明 らか とな った.

 今 後 肝 細 胞 と血 漿 に お け るADAMTS-13の 活 性 の 相

関,肝 細 胞 に お け るADAMTS-13発 現 の 制 御 因 子 に関

す る 研 究,な らび に 肝 細 胞 に お け るADAMTS-13の

splice variantの 検 索 に つ い て 検 討 をす す め る こ と に よ

り,酵 素 と して のADAMTS-13の 特 性 に関 す る知 見 が

深 ま る もの と思 わ れ る.

総  括

血栓形成 に重要な役割を担 うVWFの 機能を制御す

るVWF切 断酵素(ADAMTS-13)の 血小板での発現

と局在 に関する検討,な らびに肝臓でのADAMTS-13

の産生部位に関 して検討を行い,以 下の結果を得た.

1.ウ ェ 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 した.

2.フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー に よ り,permeabilization

  処 理 後 ま た はpermeabilization処 理 な しの血 小 板

  の 反 応 性 を 比 較 す る こ と に よ り 血 小 板 の 内 部 に

  ADAMTS・13が 存 在 す る こ と を 確 認 し,抗

  ADAMTS-13モ ノ クmナ ル抗 体 を用 い た血 小 板

  凍 結 超 薄 切 片 に よ る免 疫 電 顕 法 で α穎 粒 内 の 局 在 を

  示 した.

3.RT-PCRに よ り 血 小 板 で のADAMTS-13mRNA

  の発 現 を示 した.得 られ たcDNAの 塩 基 配 列 が,

  ADAMTS-13 cDNA(exonl-7)で あ る こ と を確

 認 した.

4.血 漿ADAMTS-13の 由 来 に関 す る検 討 の 一 環 と し

  て肝 臓 に着 目 し,正 常 肝 細 胞 な らび に肝 細 胞 癌 の細

  胞 株 に お い て免 疫 組 織 染 色 を行 い,細 胞 質 に お け る

  ADAMTS-13の 発 現 を確 認 した.

5.免 疫 組 織 染 色 の結 果,肝 組 織 に お い て肝 細 胞 で主 に

  ADAMTS-13の 発 現 を認 め た.

6.HepG2細 胞 の 培 養 上 清 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ

  トに てADAMTS-13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.

7.RT-PCRに よ り正 常 肝 細 胞 な ら び に 肝 細 胞 癌 の 細

  胞 株 でADAMTS-13 mRNAの 発 現 を認 め た.

 以上の結果より,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.今 後,血 小板のADAMTS-13の 活性評価法を

確立 していくことは,易 血栓性の予測 という点で臨床的

意義 を有するものと思われる.ま た血漿ADAMTS-13
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鈴木 ADAMTS-13の 発現部位

の起源 として肝細胞での産生が示唆され,今 後肝機能 と

ADAMTS-13の 相関,各 種疾患におけるADAMTS-13

の動態等 を検索す ることにより,血 栓形成 に関与す 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.
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