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Summary : A new analytical method which characterized the ability of plasma vWF to 

bind to purified F. VIII in a small amount of plasma was estab!ished 

In the assay， plasma vWF was immobilized and immunopurified on a polystyrene well， 

using an anti-vWF monoc1onal antibody. Then， purified F. VIII was incubated in the well 

and the bound F. VIn was measured with a chromogenic assay. The minimum volume of 

plasma for the assay was O.5ml with O.OIU/ml of vWF antigen. The F. VIII binding to vWF 

processed in about 15 min， and the ability of vWF in citrated and heparinized plasma was 

identical. 

These results indicate that the assay was useful for detecting the binding ability of vWF 

to F. VIII in plasma samples. 
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たが，近年vWFと複合体を形成した F.VIIIはプロテアー

ゼによる分解を受けにくく，安定化されることが明らか

von Willebrand因子〔以下vWF)は，血管障害時に血 にされ(2)vWFによる F.VIIIの結合，安定化作用が止血機

管内皮下組織と血小板との粘着反応を仲介するが，その 構の新たな一面として注目されるようになった.つまり

機能の量的質的異常による先天性止血障害症として von vWFのF.VIII結合機能に異常をきたした場合に血塁走中

Willebrand病〔以下vWD)が知られている(I). でF.VIIIが遊離状態となり容易に異化され，その結果とし

一方，従来より血築中でvWFは第VIII因子〔以下 F. て血築中の F.VIII凝固活性が低下するという病態が考え

VIH)のキャリアー蛋白として働くものとも見なされてき られるわけである.しかし，この血媛vWFのF.VIII結合
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能を簡便に検索する方法は現在までのところ見あたらな

L 、.

そこで，我々は，モノクロ一ナノレ抗体を用いて少量の

血媛サンフツレ中の vWFを固相化し，純化 F.VIIIとの結合

能を検討する方法を確立し，さらに，この結合に及ぼす

影響因子についても検討を加えたので，ここに報告する.

材料および方法

1)試薬，機器

発色合成基質を用いた第四因子活性測定キット

(Kabi.Vitrum， Sweden; Koatest F. VIIO， Microtitra 

tion Plat巴 (BectonDickinson Co. Oxnard)， Titertek 

Multiscan MC/340 (EFLAB， oy， Helsinki， Finland)， 

Sepharose 2B， CL4B (Pharmacia Fine Chem. A. B. 

Sweden)および実験用高純度試薬を用いた.

2)血媛サンフツレ

クエン酸加血援は全血 9容に対し l容の 3.6%クエン

酸ナトリウムを，またヘパリン加血援はヘパリン終濃度

5 U/mlとなるように採血した.正常プーノレ血衆は各々

20名の血疑サンフ。ノレを等量混合したものを用い，陰性コ

ントローノレは 3%ウシ血清アルブミン (BSA)Michael同

lis緩衝液およびvonWillebrand病 typeIII患者血援を

人 〔他 7名〉

用いた.

3)モノクロ一ナノレ抗体

抗vWFモノクロ一ナノレ抗体 (MoAb)はすでにvWF

サブユニット上の認識部位の判明した 2種を用いた.

MoAb No. 9はC末端を， No.418はN末端を認識し，

前者はvWFのF.VIII結合に全く影響を与えず，後者はこ

れを阻害するものである(3，4).抗F.VIII MoAbD4H1 

はF.VIII活性 (F.VIII: C)を抑制し， F. VIII:5t子のL鎖を認

識するも， F. VIIIとvWFとの結合を抑制しない(4).

4) F. VIIIの純化

市販第VIII因子濃縮製剤(l，OOOU)を出発材料として C.

Fulcherらの方法に準じ F.V聞を純化した(5).この純化 F.

VIIIはF.VIII: Cとして 40U/mlを有し， vWF: Agは0.1

U/ml以下で、あった.

5) vWFのF.VIII結合能測定

血疑サンフソレ中の vWFを囲相化後，それに純化 F.VIII 

を加え反応させ，固相化vWFへの結合量を以下の如く

測定した (Fig1). 

a.抗 vWFMoAb No. 9を含む 0.05M Bicarbonate 

緩衝液 (MoAb，IgG 20μg/ml， pH 9.6)を各々の wellに

100μlずつ添加し 3TC一昼夜coatingした.ついで 3%

a 

主主 (Anti-vWFMAb) 三玉

三三三トーーーく + PLASMA -一炉主主主

b 三同⑪0.4M CaCI2~ヲ。

C 三|(;OD)

CHRUMUGENIC ASSAY 

1品Iル1UNORADlOMETRICASSA Y 

Fig. 1. Scheme of binding of purified Factor VIII to plasma vWF 
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d. Chromogenic assayは KabiVitrum社の使用要

項に準じ，若干の変更を加えた.各々の wellに75μlの

F. 1Xa， F. X，リン脂質，緩衝液の混合液を 3TC5分間，

ついで 25μ1CaCl2溶液を加えたのち正確に 5分間反応

後 50μ1の合成発色基質 (S-2222)を加えて，さらに 5

分間インキュベートを行い発色させた. 25μIの50%酢

酸にて反応を停止したのち 405nmにおける吸光度を測

定した.

巴.1RMAは1251標識抗 F.VIII MoAb (D4Hl)を含む

Micha巴lis緩衝溶液 100μ1(30000 cpm)を各々の well

に加え，3TCで4時間インキュベートしたのち，洗浄後，

各々の wellのradioactivity(cpm)を測定した.

f.ステップdでの chromogenicassay終了後1251で

標識抗 vWFMoAb (No. 9， No. 418)を用いて， 1RMA

を行い固相化vWF量を測定した.

血竣 vonWillebrand因子の第VIII因子結合能の検討

BSAを含む Michaelis緩衝液で 3TC30分間ブロッキン

グ操作をおこなった. Michaelis緩衝液で洗浄後日%

BSAを含む同液で 1/1より 1/512までの段階希釈し

た血媛サンプル 100μlを 3TC一昼夜反応させ， F. VIII/ 

vWF複合体を well内に固相化した.

b . 0.4 M CaC12を含む Michaelis緩衝液 120μlを加え

血媛サンフツレ由来でvWFに結合している F.VIIIおよび

その断片を解離せしめ，洗浄，除去した.これにより血

竣サンプノレより vWFを純化・固相化したことになる.

c. F. VllI: Cで1.0U/mlの純化 F.VllIを含む Michaelis

緩衝液 (20mM  CaCl2含有〉を wellに100μlずつ加え

3TCで1時間反応させたのち， Michaelis緩衝液で数回

洗浄し，囲相化vWFに結合した F.vm:量 を 以 下

Chromogenic Assay (d)および1RMA(e)にて測定し

た.
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Fig. 2. Dose回responsecurve of purified Factor VIII to immobilized vWF from serial dilutions of pool plasma 
(A，B) and plasma vWF to fix巴danti-vWF monoclonal antibody (C) . 
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結 果

1)国相化 vWF最

先ず，固相化vWF量を概浪uする目的で Type III 

vWD患者血媛 (vWF:Ag <O.01U/ml)にl吋で標識し

た純化 vWFを終濃度 6μg/ml(1U/ml)となるように

添加した血撲の検討を行った.この血撲の 1/1-1/2

希釈で最大 3-4x10-0U/W巴11のvWFが固相化される

こと，又サンフ.ノレの希釈に伴い固相化 vWFが漸減する

ことを確認した. 1RMAでは Fig.2-Cに示す如く正常

血疑の段階希釈に呼応して固相化 vWF量は漸減しコン

トローノレの Typ巴 IIIvWD患者血竣サンフツレに比し1/

512希釈まで有意な値を得ることができた.尚， MoAb 

No 9， 418ともに同様の囲相化量が確認された.

2) F. VIII結合量

純化 F.VIII結合量を F.VIII: CとF.VIII抗原量 (F.VIII: 

Ag)の両面で測定した (Fig.2A， B). F. VllI結合量は正

常ヒト血援の段階希釈 cl/ 1 -1/512)に呼応して，つ

まり固相化された vWF量に比例して chromogenic

assayでは OD1.0から 0.15と， 1RMAでは 1850cpmか

ら190cpmと漸減した. vWF抗原の欠如した Type

IIIvWD患者血援ではvWFは固相化されず，よって純

化 F.VIII結合量は ODで 0.03-0.06， 1RMAで 80-110
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cpmと有意な値を示さず，これら F.VII備合が vWF特異

的であることが確認された.

F. VII陪合の検出感度は chromogenicassayの場合は

正常ヒト血撲の 1/256倍希釈まで (ODにおいてコント

ロール値の 2倍)1RMAの場合では 1/10希釈が限度で

あった. F. VIII結合量の飽和曲線を見ると，添加 F.VIII濃

度の上昇に伴い結合量は漸増し， F. VllI 1.0U/ml以上では

ほぼプラトーに達した (Fig.3). vWD Type III患者血

撲では chromogenicassay， 1RMAとも有意な F.VIII結

合が認められなかった.ところで，添加 F.VIII溶液中の

CaC12の濃度は 10.40mMが適当で 20mMが最適であっ

た。

3) F. VIII/vWF結合比

上記の方法で得られた固相化 wWF量と結合 F.VIII量

とを U/mlに喚算を試みた. F. VIII結合量は同様の

chromogenic assay系を用いた純化 F.VIII希釈液よりの

測定曲線を使用し，又固相化 wWF量は前述の如く 1251

標識の純化 vWFをvWDType III患者血援に添加した

ものをもちいて計算した. Fig.4の如く固相化vWFvこ

対する F.VIII最大結合比はほぼ 1 1となった.

4)評価方法

vWFの F.刊I結合能を Well内の固相化 vWF量に対

する F.vm結合量で評価した (Fig.5). 

SAMPLE 

iMMOBILlZED 

VWF:AG 

(cpm) 

NP1/2 20550 

NP1/3 20150 

NP 114 19861 

NP 1/16 1366叫

NP 1/32 7960 

Type 111 1220 
1 /1 

1.0 

F.VIII ADDED (U/ml) 

Fig. 3. Saturation curve of purified Factor VIII to immobilized vWF from several dilutions of pool 

plasma. 
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11.27) XlO-5であった.一方 F.VIIl結合能の低下する

new variant vWD症例(6)のregressionlineの"傾き"

は4回の異なる時期で 1.96--2.42X 10-5と正常・プーノレ

血祭サンフツレの 10.54X 10-5に比して著しく低下を示し

7こ.

幻影響因子の検討

我々の系における F.VIIlと vWFの結合に及ぼす影響

因子について若干の検討を行った.

a.反応時間

F. VIII添加後，約 15分でvWFへの F.vm最大結合が，

その後やや低下傾向が認められた.この低下は，結合 F.

VIIIの緩やかな自然失活によるものと考えられた.又，固

相化 vWF量を 4X10-3U/wellより 5X 1O-4Uまで変化

させても向様の結果が得られた (Fig.6). 

b.へパリン

終濃度 5U Imlのへパリン加血紫サンフ。ノレで、も vWF

のF. VIII結合能はFエン酸加血援の場合と同様であった

(Fig.7).又，純化 F.VIIlにへパリンを混和した場合，純

化 F 刊l添加前に固相化 vWFをへパリン溶液で処理し

た場合，さらに純化 F.VIIIが固相化 vWFと結合後にへパ

リンを加えた場合のそれぞれで，最高 2.0mg (50，000 U 

1m])のへパリン濃度でも F.VllI結合能には変化が認めら

れなかった.

血媛 vonWill巴:brand因子の第VIII因子結合能の検討

X軸に固相化 vWF量として IRMAでの radioactiv.

ity (cpm)を， Y軸には F.V皿結合量として chromogenic

assayでの ODをとり，それぞれ Wellごとの両者のデ

ータをプロットし，その regressionlineの"傾き"を正

常ヒト・プール血援vWFよりの"傾き"と比較すること

によりサンフ勺レ中の vWFのF.VIII結合能を評価した.プ

ーノレ血媛サンフ.ノレで、はY二一0.17+11.14XI0-5でR値

は0.99と有意で，その傾きは 11.14X 10-5であった.

又，10名の血祭サンフ。ルの"傾き"は平均 1l.l9(8.81 
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Fig. 6目 Bindingof purified Factor VIII to vWF from 
pool plasma at various periods during incuba-
tion time. 

成することによりそれぞれの持つ機能が，より有効に作

動すると考えられるが，我々は，第VII悶子がvonWille-

brand因子と結合すると安定化されることに注目し，血

媛第VIII因子の低下するあの種の出血症の病態でこの von

Willebrand因子の第四I因子結合能の障害が存在し得る

と想定した.そこで，少量の血媛サンフケレで、測定可能な

vWFの第VIII因子結合能の検索法を考案し検討した.こ

の方法は血祭サンプノレ中の v羽TFを MoAbを用いて固

相化させ，純化 F.VIIIとの結合量を比較検討するものであ

るが chromogenicassayを用いた場合，血竣サンプノレ

0.5 mlで十分な検索が可能で、あり，血築中 vWF濃度が

0.01 U/ml程度まで低下した血疑サンフ。ノレでも有用と考

えている.

ところで F.VIII結合ドメインは vWFサブユニット上

アミノ酸残基 lSer-272ArgのN末端のフラグメントに

存在するとされているが (4.7)，この部位には第二のへ

パリン結合ドメインも存在すると報告されている(8)(ヘ

パリン結合ドメイン;449Val-728Lys (9)の他).そこ

で，へパリンの vWFのF.VIII結合におよぼす影響を検討

したが，ヘパリン加血竣 (5U/ml)とグエン酸加血援で

はvWFのF.刊l結合能には差がなく，また最高 50，000

U/mlまでのへパリ γ溶液中でも， vWFのF.VIII結合能
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Fig. 7. Binding of purified Factor VIII to vWF from 
citrated and heparinized normal plasma. 
Citrated plasma (e) 

Heprinized plasma (0) 

と， vWF1Uは 5-12 UのF.VIIIを結合し得ると推測して

いる.一方， Leyt巴(1989)(11)らは固相化された vWFでの

検討で vWF1Uにつき F.VIII結合は約 1Uであるとして

いる.我々の Assay系では，ほぼF.VIII: vWF= 1 : 1と

なり Leyt巴らの報告と一致する.さらに Koedamら

(1988)は(2)Protein Cに対する vWFのF.VIII安定化作

用の限度はvWF1uにつき， F. Vlll 1u程度と見なして

おり，また，正常ヒトや古典的 vWD病において一般に血

媛中 F.VIII:CはvWF量に並行して変化することからも，

我々は生理的 F.VIIl/vWF結合比を約 1 目 1と考えてい

る.ところで，結合に要する時間は，我々の系では 15分

以内でほぼ完了したことより，産生された F.VIIIはすみや

かに vWFと結合し安定化されるものと考えている.

最後に，我々は，すでに，この方法を用いて，第VIII因

子結合能の低下する異常 vWFをもっ新しい typ巴の

von Will巴brand病を発見し報告しているが(6)今後，さら

に種々の病態での vWFのF.VIII結合能の検索を行いた

し、.

尚，この論文の要旨は第 31回日本臨床血液学会にて発

表した.
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