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The mortality due to arterial thrombosis such as myocardial infarction and cerebral 

infarction exceeds that of malignant neoplasm. is increasing further. and is also becom-

ing a big social issue in our country. Currently. arterial thrombosis is assumed to be es-

tablished in vivo under rheological conditions where blood flow creates high shear 

stress. Under such conditions. the von Willebrand factor (VWF)-platelet glycoprotein 

(GP) Ib interaction plays a definitive role on platelet adhesion and aggregation that 

could be a key event for the formation of arterial thrombosis. In this regard. the biologi-

cal activity of VWF under high shear stress is absolutely dependent upon its unique 

multimeric structure. the size of which is thought to be precisely regulated in vivo by 

the recently identified specific VWF-cleaving protease (ADAMTS13). Thus. the aim of 

our research project is to overcome arterial thrombosis targeting the functional rela-

tionships between the VWF-GPlb axis and ADAMTS13 in platelet thrombus formation. 

In the initial stage of our research. we have focused on the structure-function rela-

tionships of VWF. We have clarified the several functional sites within the VWF mole-

cule critical for platelet thrornbus formation. In addition. our functional studies of VWF 

using a perfusion chamber system that can reproduce physiologic blood flow in vitro 

elucidated the shear-dependent function of V羽TFin platelet adhesion and aggregation. 

as well as the molecular mechanisms of the VWF-GPlb axis regulation by ADAMTS13 

under blood flow conditions. Thus. our results altogether contributed to extend our un-

derstandings of molecular mechanisms for the arterial thrombosis. 

In the progressed stage of our research. our focus was shifted to the pathophysiology 

of the ADAMTS13 molecule. In particular. analyzing the phenotype-genotype relation-

ships of congenital deficiency of ADAMTS13. termed Upshaw-Schulman syndrome 
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(USS)， due to ADAMTS13 gene mutations， can provide in vivo prototypic model of 

platelet thrombus formation under high shear stress. But USS is an extremely rare dis-

ease or often masqueraded as an isolated thrombocytopenia with mild clinical signs dur-

ing childhood. 

During the past 10 years， we have diagnosed 37 patients with USS by assaying 

ADAMTS13 activity and its inhibitor titers in the laboratory of Nara Medical Univer-

sity. Further， through analyzing the natural history and ADAMTS13 gene mutations 

in these patients， we found that severe neonatal jaundice that requires exchange 

blood transfusions， a classic hallmark of USS， was seen in only 16 (43%) of 37 patients. 

Twenty-nine (79%) of the 37 patients had a history of thrombocytopenia during child-

hood也atwas misdiagnosed as idiopathic thrombocytopenic p町 pura(ITP). Nine women 

企om6 families were first diagnosed during pregnancy. Further， we documented that 

thrombocytopenia inevitably developed during the 2nd or 3rd trimesters of all 16 preg-

nancies in these 9 women. Often the initial isolated thrombocytopenia was followed by 

overt signs of microangiopathic hemolytic anemia and thrombotic thrombocytopenic 

purpura (TTP). Notably， of their 16 pregnancies， 8 infants were stillborn or died soon 

after birth: the remaining 8 were all premature but survived. Six of these 9 women 

had the episodes of severe-to-mild thrombocytopenia during childhood that had been 

incorrectly diagnosed as ITP. 

In extension of the abovementioned studies， we have identi五edthat the following dis-

orders including TTP are related to acquired deficiencies of ADAMTS13 activity with 

an appearance of UレVWFM:brain infarction， renal insu伍ciency，habitual abortion，日v-

er cirrhosis， liver transplantation， acute severe pancreatitis， hepatic ven←occlusive dis-

ease， cardiac infarction， and sleeping apnea syndrome. Thus， during the past few years， 

Copernican-like conversion has been made on the understanding these diseases. Evolu-

tion of new rapid assays evaluating ADAMTS13 activity developed by our research 

group certainly accelerated this. Further， the idea of contraindication for platelet trans-

fusions to the patients with severe deficiency of ADAMTS13 activity has also been well 

established， because of confident observations on platelet hyperaggregability under 

high shear stress in the presence of UL-VWFM. 
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4.血小板血栓症の病態解析

1 )血栓性微小血管障害症

(1) Upshaw-Schulman症候群:USSの

病態解明と ADAMTS13遺伝子解析

(2)後天性 TMA

i)特発性 TTP

難治性 TTP

ii)二次性 TMA

薬剤性 TMA

謬原病合併 TMA

2)肝臓とその他臓器(勝臓，心臓)におけ

る微小循環障害

(1)造血幹細胞移植後 VOD

(2)生体肝移植

(3)慢性肝疾患

(4) アルコール性肝炎

(5)重症急性勝炎

(6)虚血性心疾患

5.動脈血栓克服に向けて

1 .はじめに

平成 19年度の本邦死亡者数の第 2位と第3

位を占める心疾患、および脳血管疾患の殆どは，

心筋梗塞や脳梗塞などの動脈血栓症であり，そ

の制圧は急務である.

動脈血栓症は，粥状硬化などの血管壁の変

化・変性を起点とした壁血栓形成が病態生理の

基盤で，血管壁のプラーク破裂に引き続く急速

な壁血栓成長による破裂部位局所での閉塞，も

しくは血流にのった破裂壁血栓塊による下流で

の血栓性塞栓で引き起こされる.生体での壁血

栓形成は，血管破綻部位の血管内皮下組織への

血小板粘着で始まり，引き続き，粘着血小板が

互いに結合し凝集塊を形成することで血小板血

栓(一次血栓)を生じる.近年，動脈などの速

い血流における血小板血栓形成に， von Wille-

brand因子 (VWF)が極めて重要な役割を果

たしていることが明らかとなった.

したがって， VWF機能の制御は動脈血栓症

の制圧に繋がると考えられ，我々は 1980年代

半ばから VWF研究に関して，特にこの因子
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の構造・機能相関や主たる血小板膜受容体 gly-

coprotein (GP) Ibとの結合反応メカニズムの解

明を進めてきた(後述).VWFの血小板凝集・

粘着機能は， VWFマルチマー (M)構造に依

存し，重合度の低い低分子量 VWFMは血小

板粘着・凝集活性が低く，出血傾向をもたらす

ことは従来から知られていたが，超高分子量

VWFM (unusually-large VWFM : UレVWFM)

では逆に，血栓傾向を引き起こすことが明らか

になってきた1).2001年に同定された VWF特

異的切断酵素ー学術名 ADAMTS13(後述)ー

がこの UレVWFMを適度に限定分解し， i止

血には適切」であるが， i病的血栓とはならな

い」ように，生体で VWF機能を精妙に制御

していると考えられるようになった. VWF-

GPlb軸反応は，血流環境に強く依存してお

り，心筋梗塞などが生ずる動脈血流で最も効

果的に機能する.すなわち生体動脈内では，

VWF-GPlb軸依存性血小板血栓形成と，そし

てこの反応を調節する ADAMTS13の機能連

関が，生体防御に必須である「止血」から，逆

に生命維持の脅戚となる「動脈血栓症」に至

る双方の機構を支配している.これより現在，

我々の研究の究極の目的は， iVWF-GPlb軸/

ADAMTS13依存性血小板血栓形成」を制御す

ることによって動脈血栓症の制圧を行うことに

ある.

このプロトタイプとなる invivoモデルに先

天性 ADAMTS13活性欠損症(別名 Upshaw-

Schulman症候群:USS)という稀疾患がある.

奈良医大輸血部では過去 10年間に本邦で 882

例の血栓性微小血管障害症 (thromboticmicr。
angiopathy : TMA)患者を同定し，これより 37

例の USS患者を発見した.そこで， USS患者

の naturalhistory解析と共に ADAMTS13

phenotype-genotype解析を行い，本患者の殆

どは小児期に特発性血小板減少性紫斑病 (idio・

pathic thrombocytopenic purpura: ITP) と

誤診断されていること，また USS女性はその

遺伝子変異に関係なく，妊娠中~後期に全例血

小板減少を来し，その後 TMA発作がほぼ必
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発であること，さらに胎児側では約半数が死

産・流産，また生児であっても全例未熟児とい

う驚傍の事実を明らかにした.

また，この研究の延長線上で，後天性

ADAMTS13活性低下を来す病態・臓器は，血

栓性血小板減少性紫斑病 (thromboticthrom-

bocytopenic purpura: TTP)に始まり，脳梗

塞，腎不全，習慣性流産，肝硬変，肝移植，重

症膳炎，造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症

(ven←occlusive disease : VOD)や TMA，心

筋梗塞，そして睡眠時無呼吸症候群など，まさ

に全身諸臓器での微小循環障害(血栓症)に関

与していることを明らかにした(図 1). 

過去数年間に，これらの病態解析によっても

たらされた結果は，まさにコペルニクス的転換

であり，この理由のーっとして，それまでは実

施が困難で，ルーチン検査化が不可能と考えら

れた ADAMTS13活性の簡易・迅速・鋭敏測

定法が本研究グループで開発され，普及したこ

とが理由としてあげられる.またこの普及は，

TTPのように本来「血小板輸血禁忌Jとされ

る病態を，ほぽリアルタイムで診断できるよう

になり，不適正な血小板輸血による医療過誤を

防止することにも大きく寄与している.本論文

では，この聞に我々が明らかにした iVWF-

GPIb軸/ADAMTS13依存性血小板血栓形成J
の分子メカニズムとこれを基盤とした種々の病

態について，基礎と臨床の立場から紹介する.

2. von Willebrand因子

1 )構造と機能

von Willebrand因子 (VWF)は，分子量約

25万の単量体サプユニットがジスルフイド結

合で， head-to-head (アミノ末端同士)そし

て tail-to-tail(カルボキシル末端同士)様式で

様々の程度に重合した巨大分子からなるマルチ

マー (M)構造を特徴とする糖タンパク質であ

る.血液中に循環するほか，血小板の α穎粒

や血管内皮細胞の Weibel-Palade体に貯蔵さ

れており，細胞外マトリックス構成成分として

も血管内皮下組織に広く分布している2). VWF 
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の先天性機能欠損症は， von Wille brand病と

して知られる出血性疾患である. 1970年代の

後半から， VWFは血小板膜受容体(glycopr。
tein : GP) Ibとの結合反応を経て，血小板粘

着・凝集を司る生体防御に必須の止血因子と理

解されてきた2)

我々は 1985年頃から， VWFの構造・機能

相関，特に血小板 GPIbとの結合反応メカニズ

ムの解析に着手した.このために，まず VWF

蛋白をトリプシンで限定分解し，得られたフラ

グメントの解析にて VWFサプユニット内の

GPIb結合機能ドメインの同定に成功し，並行

して行われていた VWFcDNAクローニング結

果と照合し，この GPIb結合部位が VWFA1 

ドメインに相当することを明らかにした3) (図

2) .次いで， VWFーGPIb結合反応を制御ある

いは修飾する方向に機能すると考えられるコラ

ゲンペヘパリン5)および蛇毒ポトロセチン結合

サイト 6) も A1 ドメインに局在することを見出

した.引き続き，合成ペプチドやモノクローナ

ル抗体を用いた蛋白生化学的解析を進め， VWF 
分子の機能解析をアミノ酸レベルにまで発展さ

せた川.また，遺伝子組み換え発現蛋白を用

いた遺伝子工学的アプローチで VWFサプユ

ニットの機能解析をさらに進展させ， VWF分

子の GPIb結合制御(抑制)メカニズムの概念

を確立したト13) すなわち，正常 VWF分子に

は GPIbへの結合を正の方向に促進する On構

造と，負の方向に制御する O妊構造が混在し，

適正な VWFの GPIb結合機能を維持してい

ることを見出した11-13) これらの VWF分子と

GPIbの結合構造と制御メカニズムの詳細な解

析成果・情報は，後年，我々のグループ研究

員も参画したオランダの研究グループによる

iVWF分子と GPIb分子との複合体の結品構

造解析による立体構造(変化)の解明」ωに結

びついた.

また，これら一連の VWF構造機能相関の

研究成果をもとに， VWFの GPIb結合ドメイ

ンの制御をターゲットとする抗血栓療法の開発

を目的として，特異的 VWF結合蛇毒蛋白や
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GPIb結合蛇毒蛋白の精製および機能解析も

行った15-20) また，並行して推進した VWFA1

ドメインに対する機能阻害モノクローナル抗体

の詳細な解析は， VWF-GPlb軸をターゲット

とする抗血栓症戦略における抗体医薬品開発の

端緒となった21)22) 構造に関しては結晶構造解

析で大きな山場を越えたが，必 vitro実験系に

血液潅流装置(フローチャンパーシステム)が

導入された 1990年代半ばから， VWFの機能

の概念はドラスチックに変貌した.すなわち，

VWFのGPlb結合機能は血流状況(ずり応力)

に大きく依存することが判明したかお)

2)高ずり応力下での VWF依存性血小板血栓

形成メカニズム

生体での血流環境は血管により大きく異なる.

特に血液が速く流れている細動脈の狭窄部位や

血管径が細い毛細血管などの血管内壁では，あ

る種の流力学的なストレス[ずり応力 (she訂

S廿ess)，または，ずり速度 (shearrate)]を受け

る(図 3)却.

1990年代半ばにフローチャンパーによる研

究で， VWFは高ずり応力下で特異的に，血小

板のローリングから粘着を司っていることが見

出されたお)さらに，心筋梗塞などの動脈血栓

症が成立するとされる高ずり応力下の血小板血

栓形成では，マルチマー構造を持つ VWFが

極めて重要な役割を果たしていることが判明し

た.このような理由から，我々がフローチャン

パーシステムを導入し，可視的なイメージング

手法で，生理的高ずり応力下における血小板血

栓生成過程での VWF分子の機能解析を始め

た.

血小板はローリングしている聞に次第に活性

化され，固相化 VWF上に停止し強固に粘着

する (firmadhesion)現象が報告されたが，

この過程における血小板活性化メカニズムや血

小板動態は全く不明であった.我々は固相化

VWF上での血小板粘着過程における個々の血

小板の細胞内カルシウム変化と血小板形態変化

を，新たに構築したイメージング手法で解析し
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たお}お)

固相化 VWF上での個々の血小板粘着は，

血小板の伸展による非可逆的粘着 (irrevers-

ible adhesion)で完結するが，この過程におけ

る血小板内カルシウム動態および血小板形態変

化は図 4に示すように進行する.まず，血液中

を流れている円板状の血小板は， GPlbを介し

て VWF表面と最初の接触を持つと同時に，

速やかに球状になり偽足を出してローリングを

始める.ローリングの聞に VWF-GPlb相互作

用によって生じる inside-outシグナルで活性

化された αTIbs3が VWFと結合し，半円球状

に形を変えた血小板が固相化 VWF上に停止す

る (firmadhesion). firm adhesionの時点で

は，粘着は未だ可逆的である.次いで， VWF 

と結合した αIIbs3から“outside-in"シグナル

が入り，血小板内カルシウムが劇的に上昇する.

引き続き，血小板は極端に扇平に伸展 (exten-

sive spreading)し，真の非可逆的粘着が完成

する(図 4)却制.このカルシウム上昇は，細胞

外カルシウムの細胞内流入によるものと考えら

れた.これらの成績によって， VWFーGPIb相
互作用を起点としたインテグリンシグナリング

の分子機構を解明し，生理的意義が明らかでな

かった VWF上での血小板の形態変化と機能

相関を明らかにできたと考えている.

粘着に引き続き， thrombogenic surface (固

相化 VWFやコラゲンなど)に粘着した血小

板は次々と血流にのって供給される血小板を捕

獲・結合(血小板凝集反応)し，壁血小板血栓

が空間的に成長する.古典的概念では血小板凝

集はフイプリノゲンの分子糊機能が司ると考え

られていたが，高ずり速度下では粘着過程と同

様， VWF-GPlbα 相互作用と VWFーインテグ

リン aIIbs3結合反応が主役を演じることを明

らかにした(図5) 27)28) .高ずり速度下では粘着

蛋白も速いスピードで流れており，この状況下

でフイプリノゲンをはじめとした VWF以外

の血柴粘着蛋白は，損傷血管壁に粘着した血

小板 αIIbs3に直接反応し得ない.ここでもま

ず， VWFが2段階メカニズムの特性を発揮し
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図 1 VWF-GPlb軸/ADAMTS13との関連が注目されている臓器 ・疾患

豚原病 (SLE等)
TMA 

睡眠時

無呼吸症候群

脳梗塞 +ー-~ IAUAIVlI >:n.)以ザ1ヱj一一+心筋梗塞
もやもや病
(USS) 

/ 
〆 ¥ 

造血幹細胞移植後
腎不全

習慣性流産 TMA 
肝硬変 重症騨炎 肝VOO(USS) 
肝移植

図2 成熟 VWFサブユニ ットの ドメイン構造とVWFのマルチマ一重合

VWF subunit 

Tyr1605・Met1606
(842・843)

色D3 Al A2 A3 D4 1-3 C1 C2 
111- -出

VIII (0 ) 

Collagen (A3) 

成熟 VWFサプユニ ットは 2.050倒のアミノ酸残基で構成され， N末端の D'ドメインから始まる

繰り返しドメ イン構造をとる.Alドメインには GPlb結合部位， A2 ドメインには ADAMTS13

切断音I~位が局在する.このサプユニットが各々アミノ末端，カルボキシ末端のジスルフィド結合に

より，マルチマー構造をとっている.矢印は ADAMTS13による切断部位.

て粘着血 小板上の GPlba と相互作用 した後，

αllbs3に結合する .すなわち，最初の固相化

VWF への 1層目の血小板粘着メカニズムの裏

返 しの現象(固相化血小板への血紫 VWFの

強固な結合)が起こるのである.次いで，粘着

血小板に捕獲された V WF 分子上を血流中の

血小板が，やはり 2段階メカ ニズムでローリ ン

グして，これに粘着することで 2陪目の血小 板
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図3血管内のずり応力
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1Ul管内では部位によるスピードの追い (内腔の中央部は述く， lUl管壁側は血流が遅い)から，ずり

応力 (ずり速度)が生じる.ずり応力は]11管径に反比例し血流速度に比例するため，一般的に静脈

内は低ずり応力であり，細い動脈内では高ずり応力である.

図 4固相化 VWF上での血小板粘詰過程における血小板活性化と形態変化

ローリングする
涼状血小板い偽足)

血流中の 1.1 (GP Ib -VWF相互作用)
円鐙状血小径

〆
GP Ib-VWF相互作用からの
Inside-outシグナル

:Iff 
(非カルシウム
osci Ilation) 

....，インテグリンαIIbs3 

の活性化

v 
VWFIこ結合した活性化
αIlbβ 3 からの
Outside-inシグナル

血流中の円板状の血小板は面相化 VWFに接触し，偽足形成とともに球状に形態変化してローリン

グする.引き続き図の下部に示すような活性化過程を経て半球状形態→伸展へと進み，非可逆的

粘活に至る.

粘活が完成する.高ずり速度下での壁血小板血

栓の空間的成長は， VWFの機能で粘着過程を

2層目， 3層目と繰り返すことで成立すると考

えられる(図 5).VWFが血小板J(fl栓の土台

を作った後，やや遅れてフイブリノゲンなどの

他の粘着蛋白が，速い血流に暴露されない血栓

深部の活性化インテグリン αIIbs3と結合し，

血栓強度を高めていくと考えられたト却) すな

わち， 心筋梗塞などが成立する動脈血流におい

ては， VWF -GPlb í1ï1~ がJ([l小板lÚl栓形成機構に

重要な役割を演 じている.
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3. ADAMTS13 

1 )構造と機能

VWFを特異的に切断することで血小板血

栓形成能を制御している因子として，近年，

VWF切断酵素 ADAMTS13が同定された.

ADAMTS13遺伝子は，染色体 9q34に存在し，

29個のエキソンからなる.一次構造の特徴か

ら，細胞外分泌型の亜鉛メタロプロテアーゼで

ある ADAMTSファミリーの一員として分類

される.翻訳されるペプチド鎖は 1，427アミノ

酸残基で， N末端側から順に，シグナル配列，

プロペプチド領域，メタロプロテアーゼドメイ

ン，ディスインテグリン様ドメイン， トロンポ

スポンジン 1型モチーフ (Tsp1) ドメイン，

システインリッチドメイン，スペーサードメイ

ン，さらに 7個連続した Tsp1ドメイン， 2個

の CUBドメインとなっている(図 6).細胞

外に分泌された ADAMTS13は，シグナル配

列とプロペプチド領域が切断除去されており，

1.353アミノ酸残基からなっている.糖鎖が付

加しており， SDSポリアクリルアミドゲル電気

泳動で約 190kDaのバンドとして検出される.

ADAMTS13の生理的基質として同定されて

いるのは VWFのみであり， A2ドメインの

Y1605--M1606間ペプチド結合が切断される

(図 7).我々 は， ADAMTS13が VWFを切

断するにはメタロプロテアーゼドメインからス

ペーサードメインまでが，必要かつ十分な領域

であることを示した31).ADAMTS13のシステ

インリッチドメインおよびスペーサードメイン

を除去すると VWF切断活性が消失すること

と，後天性 TTP患者の自己抗体の主要エピ

トープがシステインリッチ/スペーサードメイ

ンに集中していることから，これらのドメイン

は ADAMTS13の酵素機能にとって極めて重

要であることを明らかにした(図 8)31). 

我々は，前記の Upshaw-Schulman症候群

(USS，先天性 TTP)患者家系の ADAMTS13

遺伝子解析の過程で，健常者にも見られる複数

種のミスセンス多型 (missenseSNP) を同定

特報 139(297)

し，その中で P475Sは ADAMTS13の活性を

低下させることを見出した却.現在のところ，

ADAMTS13活性に影響をおよぽすことが明ら

かになっている唯一の多型である(後述). 

2) ADAMTS13産生細胞

2000年，我々の研究グループは「先天性胆

道閉鎖症の末期患者では VWF切断酵素活性が

著滅すること，また，これらの患者に生体肝移

植を行い，生着すると同酵素活性が上昇ないし

正常化する」ことを見出し，本酵素の主たる産

生臓器は肝臓であることを報告したお)その

後， 2001年に ADAMTS13cDNAが日米欧の

独立した 4研究グループから報告されたが34-m，

精製酵素の部分アミノ酸配列を用いた cDNA

クローニングはいずれも肝臓ライプラリーを用

いてなされていたお~却.この後間もなく，我々

は2種類の ADAMTS13マウスモノクローナ

ル抗体 (A10と C7)の作製に成功したので，

これらを用いてC型慢性肝炎の凍結肝組織切片

の免疫染色を行った.これにて肝類洞壁細胞が

染色され，形態学的に肝星細胞に合致する所見

であった掛.さらに，共焦点、レーザー顕微鏡に

より A10抗体と活性化肝星細胞のマーカーで

ある α-smoothmuscle actin抗体による二重

染色を行った結果，両者は完全に一致し，本酵

素が肝星細胞(伊東細胞)で産生されることを

同定した甜(図 9).また白 situhybridiza世.onを

行い，肝星細胞の部分に一致して ADAMTS13

mRNAのシグナルが検出されることを確認し

たおに肝星細胞はビタミンA貯蔵や肝線維化の

ほかに，類洞内微小循環を調節する役割を担っ

ている.後に紹介するが， i肝硬変患者の血小板

減少には VWFの著増と，反面 ADAMTS13活

性の著減が関与している」という報告は，この

発見が端緒となっている.

3) ADAMTS13活性測定法の開発

1996年に報告された最初の ADAMTS13活

性測定法は，アガロースゲル電気泳動法40) とポ

リアクリルアミドゲル電気泳動法41)であった.
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図 5高ずり速度下における壁血小板血栓形成メカニズム
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高ずり速度下で血小板は障害Jfll管壁に回相化された VWF上をローリ ングする.その聞にlUl小板は

徐々に活性化されて， JUl小板の活性化イ ンテグリン αIIbs3が VWFClドメインと結合することで，

固相化 VWF上に停止して粘着する.同時に，血小板が内皮下組織コラゲンと結合し，粘着をより

強回にする.その後， 粘着サイクルを繰り返すことで血小板Jfll栓は成長 し， フイプリノゲンなどの

粘着蛋白と活性化インテグリン αIIbs3との結合が血栓深部を中心に進行し，JUl栓強度を高めていく .

図6ADAMTS13のドメイン構造

-v一議決
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一回
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B
R

蛇;宣伝議出血因子(MP+D構造)
性:精子表面蛋白(MP+D構造)

P475S(日本人のcommonSNP) 

aa 1 

¥一一γ__)

後天性TTP
自己抗体
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9q34: 
肝星(伊東)細胞

血管内皮細胞
血小板
腎臓 podocyte

S:シグナルペプチド， P プロペプチ ド， MP:メタロプロテアーゼ， D ディス インテグリン，

Tt-Ta:トロンボスポンジン， C システインリ ッチ， Sp:スペーサー，CUB: CUBドメイン

いずれも， VWFMを血紫と反応させ，その切

断の程度をウエス タンプロッテ イングで調べる

手法である.ADAMTS13の同定に結びついた

優れた手法であったが，操作が煩雑であり，測

定に数日を要することから， 臨床検査として広

く普及するものではなかった.その後， コラ ゲ
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図 7 ADAMTS13による VWFの切断とその切断部位を特異的に認識するモノクローナル抗体N10
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A : FLAGタグを付けた 10種類の ADAMTS13変異体を HeLa細胞で発現した.

B : T581X以外は上清に分泌された.

c:発現上清の ADAMTS13活性を確認するため， VWF切断反応後 SDSアガロースゲル電気泳

動 (マルチマ一法)を行い， C/Spドメインを欠損すると活性が消失することを確認した.

0:患者I似紫から精製した IgGとの反応性より， C/Spが後天性 TTP患者のインヒピターの認識

部位である ことを確認した.

の特異的基質となり得る

の最小領域 Asp1596-Arg1668 (73アミノ酸

残基)を特定する ことに成功し， VWF73と命

名した<12) VWFMに比べるとはるかに短いべ

VWF ADAMTS13 ン結合能測定法， 抗体サンドイツチ法， リス

トセチン血小板凝集測定法などが考案された

が，これらも再現性や感度に問題があり，汎

用化されるには至らなかった.そこで我々は，
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プチド基質が利用できることになり，活性測定

系のデザインの自由度が上がった.VWF73を

利用することにより，我々の研究グループは

二つの簡便測定法，すなわち FRET法制と

act-ELISA法ωを開発した.

最初の FRET法では，消光性蛍光基質

FRETS-VWF73を用いている.これは，

VWF73の切断部位をはさむように蛍光基と消

光基を付加した化学合成ペプチドである(図

10) .蛍光基と消光基の間で起こる蛍光共鳴エ

ネルギ一転移(自uorescenceresonance energy 

transfer : FRET) により，反応前には励起光

を照射しでも蛍光は弱いが， ADAMTS13に

よって切断されると蛍光が強くなる.測定手順

の簡便性と，結果が得られるまでの迅速性に特

に優れており，現在最も普及している方法であ

る.次に開発した chromogenicact-ELISA法

では， VWF73のN末端側に GSTタグを結合

した大腸菌組み換えタンパク質 GST-VWF73

を基質に用いている.本法においては， VWF 

A2ドメインが ADAMTS13で切断された際に

生じる断端アミノ酸残基 (Tyr1605)を特異的

に認識するマウスモノクローナル抗体 (N10，

後述)の作製に成功したことが，その開発に結

びついた.正常活性の 0.5%という低活性を判

別できる感度と，汎用的な ELISA操作で活性

を測定することができる利点がある.

FRET法および act-ELISA法は，近年，複

数社からそれぞれの測定用キットが販売される

ようになり，その利便性と実用性から国内外で

高く評価されている.我々の研究グループで，

まずその「汎用化 ADAMTS13活性測定法

の原理」が明らかにされ，次に「キット化」さ

れて世界に出回るようになり，これにて新規

ADAMTS13活性依存性疾患が数多く発見され

るようになった.それ故，我々はこれらの病態

解析で，世界の競合研究のフロントラインにい

る.

4)ずり応力と ADAMTS13活性

ADAMTS13の VWF切断活性の重要性が

最新医学・ 64巻・ 2号

広く認識されるようになった当初から，生体に

おける ADAMTS13活性発現メカニズムにつ

いての情報は乏しかった.実際，in vitroの

静止実験系において，生理的な中性バッファ

ー条件下では， ADAMTS13は VWF切断活

性を示さない.我々は，生体ではずり応力が

ADAMTS13活性に関与しているのではないか

と考え，必 vitro血液潅流装置を用いたフロー

実験を行った.

ADAMTS13活性を完全にプロックする抗

ADAMTS13モノクローナル抗体 (A10)却を用

いた阻害実験で，高ずり速度血流状況下の固相

化コラゲン上での血小板血栓形成過程における

ADAMTS13機能を評価した. 12，000 S-1とい

うVWF-GPlb結合反応よりもはるかに高いず

り応力での血液潅流において， ADAMTS13活

性をプロックした場合のコラゲン上での血栓形

成はコントロールに比較して迅速かつ有意に充

進していた(図11).この成績は， ADAMTS13 

が高ずり応力下における血栓成長を制御してい

ることを明確に示している.

次に，この極めて高いずり応力下で形成され

た血栓内のどの部位で実際に ADAMTS13が

VWFを切断しているのかを，前述のユニーク

なモノクローナル抗体 (N10)を用いて検討し

た.この N10は， ADAMTS13により切断さ

れる VWFA2ドメインの断端アミノ酸残基

Tyr1605からアミノ末端側に連続 10個のアミ

ノ酸配列からなる合成ペプチドを作製し，これ

をキャリア蛋白に結合後，免疫原に用いて作成

した.特にクローン抗体のスクリーニング時に

は様々の合成ペプチドを用いることにより，ア

ミノ酸残基 Tyr1605を特異的に認識する抗体

(N10)が得られたω. N10抗体は切断された

VWFにのみ特異的に反応するため，この抗体

の反応性は ADAMTS13の VWF切断活性を

直接的に反映する.形成された血栓に対するこ

の抗体の反応性を検索したところ，血流に直接

暴露され，かつ血栓成長の前線基地である血栓

表面部で優先的に VWFが切断されているこ

とが判明した(図 11)樹.さらに，この血栓外
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図 9ADAMTS13は肝星細胞に局在
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C型慢性肝炎の凍結肝組織切片を ADAMTS13に対する 2種類のモノク ローナjレ抗体 (A10とC7)

を用いて免疫染色を行った結果， JJ干類洞壁細胞が問機に染色され，細長い突起を有 し形態学的にJJ干

星細胞に合致する所見であった.111 situ hybridizationでは樹校状に ADAMTS13mRNAのシグナ

jレが検出され，本酵素が肝星細胞で産生されることが明らかとなった.

図10VWF73とADAMTS13活性測定法
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図11高ずり応力下で形成された血栓における ADAMTS13による VWF切断活性の解析
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A:高ずり述度下で形成された血栓を NIO抗体 (赤色)と VWFポリクローナル抗体 (緑色)で二

重染色した.

B:コントロール血栓は全体的に黄色調，抗 ADAMTS13阻害抗体存在下で形成された血栓は緑色

優位である.

C:B画像の縦断而.コント ロール血栓では， 血栓の外表而辺縁が優位に赤く染色されているが，

抗 ADAMTS13阻害抗体を添加した場合にはこの傾向は著明ではない.

0:種々のずり応力下で形成されたコントローJレ血栓の二重染色縦断画像.ADAMTS13によるj血

栓外表而辺縁での優先的な VWF切断は，より高いずり速度で顕著である.

表面部に優先的な ADAMTS13による VWF

切断は，ずり速度が高いほど顕著であった(図

11) .血流に直接暴露するj血栓成長先進部では，

VWFに血小板が結合することで，ずり応力に

よる VWFMへのス トレッチング効果が増強

され，切断部位である A2ドメインがより露出

することが推定された夙 これらの成績から，

ADAMTS13のずり応力依存性の機能特性，お

よびずり応力による ADAMTS13による VWF

切断活性増幅メカニズムが明らかとなった.

5) ADAMTS13のずり応力依存性機能特性に

基づく 止血メカニズム制御理論

血管壁が傷害を受け，その音15位から出血が生

じた場合，ここに壁血小板l血栓が形成され止Jfll

と共に血管傷害部位の修復が起こる. しか しこ

の反応が無制限に生じた場合には， 血管を閉塞

し，微小循環機能不全から臓器機能不全に至る

(lfn_栓症).この説明は，前章の実験結果を以下

のように解析することによ り可能となった.

すなわち，高ずり応力下でまず VWF-GPlb

相互作用が促進され， VWF依存性の血小板42占

着・凝集が進行する(止血機il正).血小板粘着 ・

凝集反応、の進行につれ，徐々にJfJl栓が大きく

なっていき， 血管内腔のフリースペースが狭小

化することになる .Il(rl管腔が狭いほどずり応

力が高い」ことから考えると，結果として血栓

の増大に呼応して局所ずり応力が高くなる.理

論的には，閉塞直前の血管腔におけるずり応力

は無限大に上昇しているはずである .同時に，

lfll流に直接暴露する1fll栓成長先進部では，VVvF 

への On-goingな血小板結 合 で ADAMTS13

による VWF切断活性が飛躍的に充進する

(図 12).言い換えれば， 血栓が成長すればする

ほど，ADAMTS13のJfll栓成長ス トッパー (制

御)機能が増幅されて致命的な血管閉塞を回避
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させることになる(抗血栓機転)制.すなわち生

体では， VWF，血小板，および ADAMTS13

の三者が，ずり応力のタクトの下で絶妙なハー

モニーを奏でて，致命的な動脈閉塞を防御しつ

つ，適正な止血血栓形成を司っていると想定さ

れる46)

4 .血小板血栓症の病態解析

1 )血栓性微小血管障害症

血栓性微小血管障害症(出romboticmicrか

angiopathy : TMA) は，細血管障害性溶血性

貧血，破壊性血小板減少，血栓による臓器機能

障害を 3主徴とする病理学的診断名である(

血栓性血小板減少性紫斑病 (thromboticthrom-

bocytopenic purpura : TTP) と溶血性尿毒症

症候群 (hemolyticuremic syndrome: HUS) 

は， TMAを代表するこ大疾患である.しかし

今日，この両者を症状から分類することは殆ど

不可能かつ無意味と考えられている.しかし，

ADAMTS13活性著減が確認されたものはより

特異的に TTPと診断されている.

奈良医大輸血部は， 1998年以降，本邦で唯

一の TMA解析センターとして機能し， 2008 

年4月末までに ADAMTS13活性，臨床症状，

ルーチン検査データから最終的に TMAと診

断した症例は 882例になった(図 13，表 1). 

このうち，先天性 TMAと考えられたものは

61例で，うち 37例が後述の Upshaw-Schul-

man症候群 (USS，別称先天性 TTP)であっ

た.一方，後天性 TMAに分類されたものは

821例であった.

(1) Upshaw-Schulman症候群 (USS): USS 

の病態解明と ADAMTS13遺伝子解析

「幼小児期からの慢性血小板減少と溶血性貧

血」を特徴とする USSは， Schulmanら48)や

Upshaw酬によって報告された後も長らく，そ

の病因・病態は不明であった. 1982年，米国

の Moakeら加は Schulmanらの症例を解析

し正常血祭には存在しない UレVWFMが患

者血築中に出現することを見出し，この疾患の

病態形成における UL-VWFMの関与の可能性
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を示唆した.引き続き， 1997年に Furlanら

は，当時は未だ TTPが先天的に生ずるとの概

念がなかったものの， i慢性再発性 TTPJ患者

では VWF切断酵素活性が著滅しているとの

報告を行った叩.そこで我々は，本邦で USS

と臨床診断されていた 3家系の同酵素活性を測

定し，患者はいずれも正常の 3%以下と著減し

ていること，またその両親は正常値の 50%な

いしそれ以下に低下していることを発見した回.

この後間もなくして， Levyら31) は家族性 TTP

7家系の positionalcloningで，ADAMTS13 

を原因遺伝子として同定した.

ADAMTS13の cDNAクローニングでは他

の3グループの後塵を拝することになったが，

我々は引き続き USSの病態解析を進め， USS 

の一家系(USS-A) 内にR268P，Q必8E，

P475SとC508Yの四つの ADAMTS13変異を

同定した.HeLa細胞を用いた個々の発現実験

にて， R268Pと C508Yは培養上清に分泌さ

れない責任変異であること，一方， Q448Eと

P475Sはいずれも培養上清に分泌されるが，

Q448Eはほぼ正常活性を持ち正常多型 (com-

mon SNP) と確認，しかし P475Sは，その酵

素活性は尿素存在下に測定する VWFMアッ

セイでは著しい低活性を示すことを示した32)

ADAMTS13遺伝子の野生型と変異型共に，in 

vitro発現実験にて培養細胞からの蛋自分泌障

害やその活性有無の検討を報告したのは，これ

が世界で最初の論文となった却.

発見されたこの P475S変異のヘテロ接合体

は日本人の約 1割に見られ，そのアレル頻度は

5.6%であることも示された.また最近の諸外

国でのデータでは， P475Sアレル頻度は韓国

人で 4.0%，中国人で1.5%，そして白人 (Cau-

casian)で0%の数字が報告されており，この

gene flow mapはかつてのシルロード上にほぼ

一致するようである.

2008年4月末までに，奈良医大輸血部で診

断・登録された USSは，表 2に示す如く 32

家系 37症例である.この中で ADAMTS13遺

伝子解析が実施されたものは 27家系 32症例
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図12ADAMTS13のずり応力依存性機能特性に基づく 止血メカニズム制御理論

抗血栓機転2， 止血機転
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結果として局所ずり応力が高くなる .血流に直接暴露するI血栓成長先進部では，ずり応力の

ADAMTS13活性増幅効果が充進する.すなわち， Jfll栓が成長すればするほど，ADAMTS13の血

栓成長スト ッパー(制御)機能が増幅されて致命的な血管閉塞を回避させる(抗血栓機転)， 

図13過去 10年間に奈良医大輸血部で集積 した TMA症例数の推移
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USSの比率 (37/882= 4.2%) はここ数年不変である.

理的分布とその結果を図 14に示す.東京や大

阪などの大都市を除いては，患者やその家族の

多くが先祖代々その地に居住してきたことを確

認している . これらの中で， Sasaharaら却が

症例数は年々増加しているが，

である(別の 5家系 5症例については未実施)， 

32例中 5例は兄弟同胞で，実数としては異な

る 27個人 (54アレル数)の ADAMTS13遺

伝子解析を終えたことになる.これら患者の地
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表 1 奈良医大輸血部で解析した本邦 TMA患者 882例の ADAMTS13とそのインヒビタ ー活性

(1998.7-2008.4) 

先天性TIIA 後天性TIIA(0=821) 
(n=61) 

Upsh酢原図不24)飽開， 縛鍵位・ 薬物8 ・

SgchEu l mm ，‘ln叩・ (n=380) (0=33) 勝原病患性麗11造血脈細胞経娠 E. col iそ(n:::の40他) 

候総 TTP HUS 
(n=212) (n=57) 移植 (n=14) 0157:H7 

(0=37) I (~2;5) (n~~~5) 
TC/CL 刷C 他の羨物 (0=54) (0=31) 
(0=21) (0=10) (0=2) 

AD馴TS13
活性 {唱)

<3 37 。 187 。 17 。 2 44 4 。 4 。 7 

3~<25 。4 74 20 2 2 。 64 22 23 4 4 16 
25-<印 。9 13 45 5 。 65 20 16 3 17 6 

ミ50 。11 40 3 。 39 11 15 3 10 11 

インヒピ:¥1-
(Bethosda (0=37) (n=23) (n=233) (n=40) (n=21) (n=7) (0=2) (n=I03) (n=24) (n=14) (n= 7) (n=16) (n= 15) 

U〈/0m.l5) 
37 23 23 40 2 7 。 38 11 10 2 16 5 

O. 5~く2 。。 117 。 8 。2 45 8 4 2 。 6 
ー~ 2 。 。 93 。 11 。。 20 5 。 3 。 4 

車 TTPとHUSの81111Jは臨床デー舎による.

・・ TC (チクロピジン)、 CL(クロピドグレJレ}、 幽給 {マイトマイシンC)、他の灘物 :PEG-IFN.パイアグラ

表 2 USS 37例の臨床検査所見のまとめ
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<0.5 CH 
<0.5 CH 

1 CH 
<0.5 CH 

Idlopathlc (51 y) 1 CH 
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<0.5 CH 
<0.5 CA 

両面子岡町
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-〈E601.55 EH 
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Efos1---EC・" 
<0.5 • <0.5 • <0.5 • <0.5 CH 

離種)-= 
<0.5 uo 
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<0:5- '長雨
<0.5 • <0.5 F幅m。
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<0.5 Hom。
<0.5 H。町、。

CH: Compound Heterozygotes， Homo: Homozygotes 

合計

n=882 
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2∞ 
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(n=542) 

214 
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図14本邦 uss患者分布と ADAMTS13遺伝子異常

表 3 本邦 USS27家系で発見されたADAMTS13遺伝子異常

R312C 1 3220 del tacc 1 

318delct 1 1178T 1 

Q448E・G550R 1 Q929X 1 

1244+2t→ g 

R398C 

Q723K 

G227R 

R193W 7 
372 ins gt 

Q1302X 
Q449X 4 A606P 
414+1g→a 3 G525D 
C908Y 3 
R268P 2 

(n= 25) R349C 

H234Q 
Y304C 2 R1206X 
1163F 2 
2259 del a 2 

686刊 g→ a

R1123C 

A250V 

330刊 g→ a

C508Y 

H234R 

(common SNP) 

白珪豆 ~ I (n= 3) 
G1181R 1 

2001年に報告 した患者 (USS-FF)と全く同

じQ449Xホモ変異を示す患者を，我々も別思

者 (USS-B)で発見している32) これらの両忠

者家系のルーツは東北のある地方に限定されて

1 C322G羽 23R.F324L(de novo) 1 

1 G385E 
1 1 

1 R1206X 

1 

1 (n= 26) 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

国T 
1 

おり討¥ また国内外の他所では報告されていな

いので， Iこの地方に限定される特異的変異」

と考えている.Q449X変異を示すアレル数は

4 (54アレル中)であった.一方，最も多く
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見られたのは R193Wミスセンス変異で，本州

と四国に広範囲に分布し，内訳は R193Wのホ

モ変異が2例， R193Wと他の複合ヘテロ変異

が 3例で，アレル数は 7 (54アレル中)で、あっ

た.前記 54アレル数の内訳は表 3の如くで，

アレル数が2以上のものは前述の R193W以下

8種類であった.また， common SNPは P475S

と Gl181Rが，それぞれアレル数 2と1で発

見された.一方，責任変異と判定されたそれぞ

れアレル数 1の変異が，計 26個同定された.

この中で一つは，連続 3アミノ酸残基の変異

(C322G-T323R-F324L) を伴う denovo変異

であった悶.これらの SNPや責任変異で注目

すべきは，まず SNPである P475Sと Gl181R

は中国人と韓国人に，さらに責任変異である

R268P変異はカリプ海のハイチ人患者に，ま

た R349Cと330+1g→ a変異はそれぞれ，香

港一中国人と韓国人にあることが最近報告され

ている.しかし，これらいずれの変異も欧米人

では全く認められていないので，アジア人特有

変異と考えられる点も興味深い.

本邦 USS患者の臨床病態解析は，同定した

37例の USS患者の genotype-phenotype解析

の一端である.前記の Q449Xナンセンス変異

の地域限局性の観察もこの一例であるが，この

ほか以下の臨床病態が明らかになった.

①新生児期重症黄痘:USSの hallmarkと

されてきた， i交換輸血が必要とされるような

新生児期重症黄痘」は 37例中 16例 (43%)

のみに見られた.

②小児期の反復性血小板減少症状:37例中

29例 (78%) と高率に観察された.しかし，

残り 8例については，この時期に一「血小板数

の計測がなされた機会があったか否か ?J-こ

れ自体が不明であった.また，これらの血小板

減少症は USS患者の多くで小児期に ITPと誤

診断されていた.

③妊娠時血小板減少:異なる 6家系 9症例

において，計 16回の妊娠歴が確認された.驚

いたことに，これらの妊婦では ADAMTS13

変異遺伝子型に関係なく，妊娠中・後期に血小
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板減少が全例に観察された.また，うち 6回で

TTPを発症していた.しかし幸いなことに，

いずれも血紫交換療法で救命されていた.一方，

児側では 8例が死産もしくは生誕直後に死亡し

ていた.残りの 8例はすべて帝王切開で生まれ

るも，全例未熟児であった.生児 8例のうち，

2例は母体に新鮮凍結血紫 (FFP)投与， 2例

は FFP非投与，さらに 4例はアスピリン服用

下に誕生している(図 15)剖.

④女性優位:USSは常染色体劣性遺伝なの

で，患者の男女比は 1対 1となるべきであるが，

実数は男女比が 14対 23で，圧倒的に女性優

位である.

⑤ FFPによる発症予防:37例中 22例が

FFPによる ADAMTS13酵素の補充療法を 2

週間毎に受けていたが，うち 2例は重篤な血柴

アレルギー反応があるため，入院治療を余儀な

くされていた.

(2)後天性 TMA

後天性 TMAには，基礎疾患がなく発症す

る特発性と，膝原病，薬剤，悪性腫傷，造血幹

細胞移植などに伴って発症する二次性が存在す

る.表 1に示すように当ラボで集積した TMA

のうち，後天性 TMAは 821例であった.

i)特発性 TTP

特発性 TTPは， ADAMTS13に対する自己

抗体(インヒピター)によって ADAMTS13

活性が著滅する症例が多い.世界各国からの報

告によると，特発性 TTPでの ADAMTS13

活性著滅症例の割合は 33%-100%でありベ

我々の経験の 275例中 187例 (68%) は中間

的な数字である.当初インヒピターは IgG型

と報告されたがぺその後 IgM副や IgA型倒

も報告されている.我々は特発性 TTP患者に

おける IgG型インヒピターの認識部位を確認

するため，エピトープマッピングを行った31) (図

8 ).その結果，検索可能であった 4例すべて

の IgG型インヒピターは，システインリッチ/

スペーサードメインを認識することを世界で初

めて報告した.また，診断時の ADAMTS13

活性とインヒピターの結果と短期予後を解析し
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図15妊娠時に初めて ussと診断された症例 (FamilyL) 
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1 . 血綬交換 (PlasmaExchange， PE) 

2. 血媛輸注(先天性TTP)
3. 免疫抑制療法(ステロイド〈パルス〉療法)

4. 抗血小額療法 (血小板数-5万以上に回復時)

1 )アスピリン
2)ジピリダモール

5. 縫治再発例

1 )シクロスポリン(CyA) (保険適用外)

ADAMl古13:AC(.;.) A[)AMTSI3:，¥G (%) ADAM7古IJf，:t!nt!

民I.ISAV、，VFM EI.ISA Ws 3721nsGT Gln1302 Haplolypo 

I~ I 48 76 
し2 <0.5 <l 
i・J <O.S く3

58 79 
<0.1 <l 
<0.1 <l 

WTnnsαQ WTQTonsQ 
WTlins QJX InsQJWTX 
WTnns QJX InsQJWTX 

ADAMTS13:AG (%) 12.2i22JJ」」どど己
ByWB 

妊娠 24W

dll，J・11i減'1
Evans 症候昨(疑b、)

妊娠25W
肝不全

AI:ff 

妊娠23W
血'1奴被'1
HUS (疑い)
，hlll，'i交換とTf透trr

妊娠24W

-190kD 

~児、分娩後間もなく死亡

'I~:写的i-nin性lI'，df.とρI防

2)シクロフオスフアミド(CPA) (保険適用外)
3)ピンクリスチン(VCR) (保険適用外)
4)リツキシマブ (保険適用外)
5)摘牌:リ ツキシマブ以降は実施例は少ない模様

たところ， ADAMTS13活性が 3%未満に著

滅しイ ンヒピターを認める 12例中 10例が血

紫交換治療な どで完全寛解に達したが， 同活性

が 3%以上の症例では 6例中 4例が死亡し，

予後が悪いことが判明した61)

[難治性 TTP]

特発性 TTPの治療は表 4に示す如 くであ

る.通常は血紫交換療法 (とステロイド併用療

法)が卓効する.しかし，特に難治性のものが

あり， 血1柴交換療法に抵抗性を示す.

最近我々は，かかる難治性 TTP患者の中に，

血柴交換にて術後むしろインヒ ピター (IgG)

力価が急上昇する ものがあることを 4例経験し

た.かかる例にはいずれも抗 CD20キメラ抗
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図16リツキサンとピンクリスチンの併用が奏効した難治性TTP (文献日)よりヲ|用)
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26歳男性の後天性 ・特発性 TTPに対し， lfJl紫交換療法は初期に有効であったが， IUJもなく治療抵

抗性となり，検索結来にて ADAMTS13インヒピター力価の急上昇が確認され，リツキサンとピ

ンクリスチンによる抗体産生抑制を行いつつj(Jl紫交換療法を行ったところ，急激な症状回復が確認

された.

表 5 チク口ピジンとク 口ピドグレルによる TMAの臨床所見の比較

4市石;nts
ThI・nop，rld嗣" Thl9nopyrldln" AOAMTS1.3 AOAMTS13 
Rx "'14 D4ys Rx >14 OOy$ 川お芯守、信可否;r 白山1・nt Nond山 1・nt
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戸74A.39・u 
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h ー同.tm・帽:rPE -.h引司~utk pCa~，) ev;~加酔 np -.UO"由剖κ山間巾佐官叩 軒官 同pu<a

体であるリツキサンの投与でBリンパ球の抗体

産生を抑制し，一方で血柴交換療法を併用する

ことが車効することを示した (図 16)62). 

ii)二次性 TMA

二次性 TMAの中で，悪性)陸蕩，造血幹

細胞移植後，また HUSと診断される大腸菌

0157感染合併例などでは， ADAMTS13活性

の著滅例は殆と寺なかった.一方，抗血小板薬で

あるチクロピジン内服や勝原病に合併したもの

では，活性著滅例が認められた.後者の 2疾患

について述べる.

[薬剤性 TMA]

チクロピジンとその後継楽であるクロピドグ

レルは共にチエノピリジン誘導体に属する抗血
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図17膨原病合併TMAにおける ADAMTS13解析
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A: 1串原病合併:TMA 134例 [SLE64例， 全身性硬化症 (SSc)42例，多発性筋炎/皮府筋炎 (PM/DM)11 

例， I側節リウマチ (RA)10例，混合性結合組織病 (MCTD)7例]で ADAMTS13活性を解析し，他常・

者より有意の低下と 0.5%未満の著減例を 25例搬認した.

8 : ADAMTS13活性と抗原を比較し，務滅例では活性と抗原が一致しないことを確認 した.

性結合組織病 (MCTD) 7例]について検討

した制.このうち，IgG型 ADAMTS13イン

ヒピターの発現により ，ADAMTS13活性が著

滅する定型的 TTP例が 25例 (19%)あり，

その他の 109例 (81%) は同活性が著滅しな

い非定型的 TTPであることを明らかにした

(図17)611. すなわち， )J嬰原病合併 TMAのメ

ジャーは非定型的 TTPで，定型的 TTPをメ

ジャーとする特発性 TTPとは異なる.この理

由として， ADAMTS13が有効に働くためには，

同酵素が血管内皮細胞表面に固相化され，同細

胞から放出される UL-VWFMを効果的に切断

することが予測されているので， 1思原病合併

TMAで非定型的 TTPが多い理由として，血

管内皮障害による ADAMTS13の有効利用障

害が考えられた.

2 )肝臓とその他臓器 (牒臓、心臓)における

微小循環障害

冒頭に述べた如 く，我々は極めて早い時期

から肝臓が ADAMTS13の主要産生臓器と考

えていたため，まず造lUl幹細胞移植後の VOD

小板薬で，その使用頻度はアスピリ ンに次いで

世界中で広く使用されている.チクロピジンに

ついてはその薬物の重篤副作用として TTP発

症がよく知られているが，クロピドグレJレはそ

の頻度がはるかに少ないと言われている.我々

は，米国の Northwestern大学の BennettCR 

教授と日米共同研究 (surveillance，epidemiol-

ogy， and risk factors for TTP : SERF-TTP) 

を行い，チクロピジン TMAは ADAMTS13

活性著滅症例が多く ，ま た内Jj~後 2 週以降から

約 1ヵ月の聞に発症する例が殆どで，一方，

ロピドグレル TMAでは ADAMTS13若滅例

は少ないこと，また内服後 2週以内に発症する

例が多いことを明らかにした (表 5)ω.

[勝原病合併 TMA]

勝原病に TMAが合併することは従来から

広く知られていたが， その病態については全く

明らかにされていない.我々 は， 奈良医大輸血

部で集積した)J参原病合併 TMA134例 [全身

性エリテマト ーデス (SLE)64例， 全身性硬化

症 (SSc)42例，多発性筋炎/皮府筋炎 (PM/

DM) 11例，関節リウマチ (RA)10例，混合

ク
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の解析を行い，その後，生体肝移植，慢性肝

硬変，アルコール性肝炎，重症急性勝炎での

ADAMTS13解析を行った.そしてこれらに並

行して虚血性心疾患についても検討した.

(1)造血幹細胞移植後 VOD

造血幹細胞移植 (stemcell transplantation : 

SCT)後の VODは，通常移植後1ヵ月以内に

黄痘，有痛性肝腫大，腹水を来す致死的な合併

症であり，組織学的には中心静脈周囲の肝細胞

壊死，類洞周囲の線維化ならびに中心静脈の閉

塞を特徴とする.本症の発症機転として， SCT 

前に施行される強力な化学療法，放射線照射が，

類洞内皮細胞障害を引き起こし中心静脈周囲の

循環障害をもたらすと考えられている.我々は，

SCT前後を通じて血祭 ADAMTS13活性は，

VOD発症群では術前から 12%--32%と低値

で，これが4週後には最低値になること，一方，

非発症群では術前の活性は 57%--78%と高値

で，術後2週間で一過性の「低下はあるものの，

4週後には正常値に復することを報告した(図

18)岡.これより， VODの発症機転として，移

植直前の強力な化学療法や全身放射線療法にて

肝臓と血管内皮細胞障害がもたらされるが，移

植後，血管内皮細胞機能が復すると，大量の

UレVWFMが血中に放出されるが，肝障害が

強く， ADAMTS13産生能が十分回復していな

い場合にはこの大量の UレVWFMの酵素消化

処理ができなくなり，血小板血栓を来すと考え

た.そこで次に前方視的研究を行い，移植前か

ら FFPの予防投与を行った群 (n= 59)では

VOD発症が一例も見られなかったのに対し，

FFP非投与群 (n= 173)では 14例 (7.3%，

pく0.05)に VODが発症し， FFPの予防投与

が VOD発症を抑制することを多施設無作為試

験にて明らかにした(表 6)耐.

(2)生体肝移植

先天性胆道閉鎖症の肝硬変末期患者に生

体肝移植を行うと，術後回復するにつれ

ADAMTS13活性が上昇する(前述).一方，

他家によって，肝移植後早期の術後 1週間以内

に血小板減少が見られ，その程度が高度な例ほ

特報 153(311) 

ど移植後の予後が不良であるとの成績が出され

ている.

我々は，計 5例の生体肝移植患者において，

移植早期に血小板減少を来し，その時点での

ADAMTS13活性が著しく低下しているも，同

インヒピターは陰性であることを確認した.ま

たかかる低下例に FFPを連日大量に投与し，

ADAMTS13酵素の補充療法を続けたところ，

ADAMTS13活性の自力回復と平行して血小板

数も正常に復することを報告した67) これら 5

例全例は，術後血小板輸血を全く行わずに，

FFP連日投与のみで血小板数が正常化した.

移植患者では術後， 10日--1ヵ月後ぐらいま

で，症状増悪時には UレVWFMが検出されて

いた.血小板減少が虚血再還流障害や急性拒絶

などのグラフト機能不全と密に関連することが

想定されており，このようなグラフト機能不全

は血管内皮細胞障害によってもたらされ，虚血

再選流後の肝類洞内皮細胞への血小板粘着は，

類洞内皮細胞に発現する VWF抗原量と密に

関連する.移植後早期の血小板減少ならびにグ

ラフト機能不全の機序は十分解明されていない

ので今後の検討課題ではあるが， ADAMTS13 
活性と VWF抗原の動態は，肝移植後早期に

おけるグラフト機能不全の早期診断ならびに適

切な治療方針を決定する上で有用なマーカーと

なり得るものと考えた.

(3)慢性肝疾患

肝硬変における ADAMTS13活性に関して

は，最近まで，鋭敏性を欠く collagenbinding 

assayを用いた ADAMTS13活性測定にて，

健常者に比し低値を示すという報告側聞や，高

低幅広く分布し差はないという報告加があり，

一定した見解は得られていなかった.

筆者らは慢性肝炎 33例，肝硬変 105例にお

いて， act-ELISA法と VWFM法を用いて

ADAMTS13活性を測定した結果，両方の結果

は良好に相関し，慢性肝炎，肝硬変 ChildA 

から ChildCと病態が進展するにつれて有意

に低下することを示した(図19--21)71).矢印

で示す ChildCの 5例では酵素活性3%以下
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図18造血幹細胞移植後 VODにおける ADAMTS13活性の推移
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VOD発症例では非発症例と比較して， ADAMTS13活性の有意な低下が移植前から認められた.

表 6FFP投与 ・非投与群における VOD発症頻度比較

P-value FFP (+) FFP (ー)

3a/20b (15%) 0.092 0/23 (0%) 無作為試験

0.120 0/36 (0児)11/173 (6.4%) アンケート調査

0.033 

-肝 VOD発症例
b肝 VODハイリスク例

0/59 (0九)

↓ 
FFPの予防的投与は、SCT後の肝VOD発症を予防できる。

14/193 (7.3%) Total 

は 10倍高値を示す例も見られた.VWF の血

小板凝集能を反映する VWFリストセチンコ

ファクター (VWF:RCo)も肝硬変では健常者

の約 2倍上昇しており，酵素・基質比 (VWF: 

RCo/ ADAMTS13活性比)は健常者 1.0に比し，

肝硬変 ChildA 1.6， Child B 5.0， Child C 16.8 

と上昇しており，進展した肝硬変は ADAMTS13

活性と VWF抗原量の高度な不均衡状態にあ

ることが明らかとなった刈.

(4)アルコール性肝炎

アルコール性肝炎，特に重症アルコール性肝

炎 (severealcoholic hepatitis : SAH)は，劇

うち 1例は TTP合併C型肝

さらに， ELISA法73)でjJ[IJ定

した ADAMTS13抗原は本酵素活性と良好に

相関し，抗原も活性と同様の推移を示した.こ

の際， ADAMTS13活性は，肝予備能，貧血，

血小板減少， )陣腫大，腎機能障害および炎症反

応の程度と関連し，多変量解析の結果，肝の重

症度 (Childscore) と牌)1重の程度が本酵素活

性低下に寄与する独立因子であった71)

ADAMTS13の基質である VWF抗原は，

慢性肝炎では健常者の約 2.5倍，肝硬変では

約 3倍- 5倍増加しており， Child C の中に

と著減しており，

硬変であった72)
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図21VWFMのパターンによる臨床検査の比較
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VWFMは肝不全が進行するにつれてD群からN群，さらには UL群へと移行することが予想された.

o : Degraded， N: Normal， UL: Unusually large 

症肝炎に類似し，肝性脳症， 肺炎， 急性腎不全，

消化管出血などの多臓器不全を合併し，多くは

1ヵ月以内に死亡する予後不良な疾患である.

その成因として， )J干網内系機能不全と腸管の透

過性充進に基づくエンドトキシン血症が各種サ

イトカイン血症の引き金となり，全身炎症性反

応，微小循環障害を惹起させ， 肝不全や多臓器

不全に至らしめる と考えられている.

我々は，アルコール性肝炎 (AH)， SAH (生

存 2例，死亡 3例)のj血柴 ADAMTS13活性

を測定した結果，入院時高低幅広く分布するも

のの健常者に比し有意に低下していた叩751 こ

の際，SAHでは AHおよび肝硬変 (Child

A/Child B/Child C = 5例/3例/2例)に比し

低値であり，特に多臓器不全合併死亡例の本酵

素活性は著滅した.VWF抗原は健常者に比し

AHで約 4倍， SAHで約 8倍増加しており，

VWF抗原/ADAMTS13活性比は AHで約 10

倍， SAHで約 100倍高値を示し，特に SAH

死亡例では著増した.また， 血小板と最も反応

性に富む UレVWFMは， SAH5例中 4例，

AH9例中 5例に検出された.経過観察例にお

いて，生存例では ADAMTS13活性は回復期

に上昇し， VWF抗原は低下するが， SAH死

亡例では本酵素活性の上昇は見られず， VWF 

抗原は高値を持続した.また，ADAMTS13活

性の低下は，肝予備能の低下，炎症反応の充進，

li雪障害の程度と関連し， VWF抗原の増加が血

小板減少，貧血の程度と関連したことは，本酵

素と基質の不均衡がアルコール性肝炎の病態の

進展ならびに重症度と密に関連して変動し，予

後の指標になる可能性を示唆している.

(5)重症急性勝炎

急性陣炎は通常11珪度~中等度の炎症に留まる

が， 10-20%が重症化 し，重症急性)J草炎 (SAP)

に移行する.SAPは急激に隣組織壊死を来す病

態であり，全身炎症性反応が出現し， 高率に多

臓器不全を来す予後不良な疾患である.最近，

急性l陣炎の経過中に TTPが発症する例が相次

いで報告され， )J事虚血 ・還流障害が重要な発症

婆因のーっとして注目されている.急性)J草炎の

重症化は通常，急性騨炎診断後 48時間以内に
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図22重症急性腺炎における血紫 ADAMTS13活性と VWF抗原
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および IL-8の上昇と密に関連した.さらに，

血小板と最も反応性に富む UレVWFMは，

ADAMTS13活性高度低下例，高度な低 Ca血

症， acidosisならびに高サイトカイン血症合併:

例に高率に検出された.以上より， ADAMTS13 

活性の著減， VWF抗原の著増ならびに Uレ

VWFMの出現は， SAPの成因と関連した早

期診断ならびに予後の指標の一つになり得る可

能性を示した.

(6)虚血性心疾患

急性心筋梗塞 (AMI)は冠血管の急激な閉

塞によって起こる病態であり， VWF依存性の

ずり応力惹起血小板凝集は冠動脈血栓形成の初

期段階であり， AMIを引き起こす重要な因子

と考えられている.我々 は， AMI発症時に大

腿静脈，大動脈本幹，冠状静脈洞の 3部位より

採血し， Percutaneous Coronary Intervention 

(PCI)前後および慢性期で比較した結果， PCI 

見られ，重症度は年齢，肥満度，多臓器不全の

有無等を包含した Ransonスコアー，APACHE 

Eスコアーおよび厚生省急性勝炎重症度判定基

準などにより評価されているが，簡便な重症化

の指標がなく， SAP早期診断のマーカーが望

まれている.

我々は SAP 13例 (生存 11例，死亡 2例)

の血紫 ADAMTS13活性を測定した結果，

SAP生存例では入院第 2病日に最低値 (32%)

に達した後，徐々に回復したが，死亡例では第

1~2 病 日に 10%~15% と著減した76) (図22). 

この際，多臓器不全合併例の本酵素活性は 17%

と非合併例の 40% に比し著減した.入院 48時

間以内の ADAMTS13活性の最低値は 28%，

VWF抗原の最高値は 423% であり， VWF抗

原/ADAMTS13活性比は正常 1.0に比し 20.8

と著増した (図22).ADAMTS13活性の低下

APACHEIIスコア ーの上昇， 血柴 IL-6 は
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前， VWF抗原は 3部位とも同程度に増加して

おり， PCI後には慢性期とほぼ同レベルにま

で低下すること， ADAMTS13活性は急性期お

よび慢性期で差は見られないものの， VWF抗

原/ADAMTS13活性比は， PCI前，健常者に

比し高値を示した.これらの結果は， AMI発

症時には冠循環のみならず全身循環血液中の血

小板凝集能充進を反映しており，本酵素活性と

基質の不均衡は AMI発症の危険因子となる可

能性を示唆している77)

5 .動脈血栓克服に向けて

我々は fVWFの構造・機能相関の基礎研究」

の時期を経て， f先天性 ADAMTS13活性欠損

症 (USS，先天性 TTP)の病態解析」に至り，

これを基盤に fADAMTS13活性迅速測定法の

開発」を行ってきた.これにて血栓性微小血管

障害症 (TMA)全体の病態解析はもちろんの

こと，今まで想定しなかった動脈血栓性の疾患

群が fADAMTS13とその基質である超高分子

量 VWFマルチマー (UL-VWFM)の量的不

均衡」によって生じていることを明らかにした.

このように，本研究で取り扱う疾患群の範囲の

拡大については，まさに「目から鱗が落ちる」

の心境である.本研究でもたらされた成果を今

後さらに進展させ， fVWFーGPIb軸/必AMTS13

依存性血小板血栓形成」の分子機構をより詳細

に明らかにし，種々の動脈血栓症に対するテー

ラーメイド仕様の分子標的療法を確立したいと

考えている.
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