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への結合に関する研究
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Summary: A new assay system of the binding of vWF to collagen was established 

using human Type III fibri11ar collagen suspension. The principle of this method is as 

follows: a smi111 amount of sample plasma was added to a suspension containing human 

Type III collagen; after centrifugation， vWF : Ag level in the supernatant was measured by 

ELISA ; then collagen binding was estimated according to the formula : 

collagen binding (%) = (A -B) / A X 100 
where， 

AニvWF:Ag after binding with denatured collagen (heat目treatedat 800C for 1hr) and 

Bニ vWF:Ag after binding with fibri11ar collagen. 

When a purified vWF sample was used in this assay， all vWF: Ag was bound to the 

collagen fiber. On the other hand， addition of an anti-vWF monoc1onal antibody (NMC-vW 

/3)， which recognizes collagen binding domain of vWF subunit， inhibited binding of vWF to 

collagen compeletely， but EDT A or heparin did not. The collagen binding in 50 normal 

adult plasmas was 84.0%-98.1% (93.4土2.6%)and vWF: Ag X collagen binding/100 

correlated well to Rcof activity. The assay system is very simple technically and could be 

useful to measure the binding of vWF to collagen. 
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緒 モ吾
閏

No.l2上のvonWillebrand因子遺伝子 (12pter同p12)の

支配を受け1)，血管内皮細胞および骨髄巨核球内で合成

von Will巴brand因子 (vWF)は損傷血管壁への血小 されることが知られている2) 本因子は生体内では損傷

板の粘着に関与する重要な血竣高分子蛋白で，染色体 血管壁の血管内皮下組織のcollagen線維特にtype III 
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collagenと結合し，一方血小板とは血小板膜糖蛋白

(glycoprot巴in;GP) IbおよびGPIIb/IIIaと結合する

血媛止血因子と考えられている制.血疑vWFはSDSア

ガロースゲノレ電気泳動法5)の解析にて 0.5X 106dalton前

後から 10-20 X 106dalton におよぶ連続したmultimer

構造を形成し，個々のmultimerは2050のアミノ酸配列

を有する subunitから成り立っていることが知られてい

る6). さらにvWFsubunitの機能ドメインについての解

析も進められ， Ser 1 -Arg 272が第VIII因子結合ドメイ

ン， Va1449-Lys 728が血小板膜糖蛋白 GPlb結合ドメ

インおよびヘパリン結合ドメイシ， 1744から 1747の

Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS)がGPIIb/IIIa結合ドメイン

であることが明らかとなった7)8)9)10)，

vWFのcollagen結合に関与するドメインについての

解析も進められている.Sixma et al. ll)はトリプシン分

解で得られたfragm巴ntの中で48kDaのポリベプチド

が選択的にヒト麟帯由来のtype 1およびtyp巴IIIcol-

lagenと結合することを見いだし，その残基は730-

1114と考えられ，またKalafatiset al.'2)はstaphylococ-

cus protease V8 (SP-V8)による酵素分解で得られた残

基911-1365が同様にcollagen結合を有することを示

した. 一方， Roth et al 聞は還元・アノレキノレ化したvWF

subunitのシアン化ブロマイド分解産物である残基542

-622と948-998の 2つの非連続ポリペプチドが

monomeric typ巴IIIcollagenへの結合を抑制すること

を報告し， Pareti et al.'4)はトリプシン分解にて得られた

52/48kDa fragment (アミノ酸残基449-728)と55kDa

fragment (アミノ酸残基730-1114)がともにvWFの

collagen結合を抑制することを報告した.従って現在

vWFのcollagen結合部位の 1つはアミノ酸残基911-

1114にある事は確実と思われるが， GPlb結合、ドメイン

とオーパーラップする第二の collagen結合ドメインの

部位およびその機能に関しではなお今後の検討に待たれ

ている.

これらのvWFのcollagen結合ドメインの検索は純

化vWFを用いたもので，ヒト血築中のvWFのcol-

lagen結合に関する報告としては，凝集メーターを用い

透過度変化から算出する方法同や， collagen固相法によ

るELISA法16)によったものであり，ヒト血築中のvWF

のcollagen結合を液相法で測定した報告としては

bovine dermal collagen (95% typ巴 1and 5% type III) 

を用いたDugganet al.l7)の報告があるに過ぎない.

今回著者は血疑中vWFのcollagen結合反応機序の

検索を目的として，まずヒト typeIII collagenを用い液

相法でのvWFのcollagen結合を測定する方法を確立

し，正常成人血築中のvWFのcollagen結合について検

討した.

対象および方法

1.対象:20-40歳の健康男子25名，女子25名につい

て検索した.男女それぞれ5名の血疑を等量ずつ混和し

プーノレ血援を作製した.

2.血祭:プラスチック製ディスポザフツレ注射器に21G 

注射針を接続し，各人肘静脈よりすみやかに採取した全

血9容を直ちに3.8%クエン酸ナトリウム 1容の入った

プラスチック製試験管に加えて混和し， 3，000回転15分

間遠心しクエン酸血援を得た.

また健康成人男子5名は採取した全血を同時にへパリ

γ入リプラスチック製試験管(ヘパリン 4U /ml)および

EDTA入りプラスチック製試験管(EDTA 5 mmol/L) 

に加えて混和し前記と同様の操作でヘパリン血媛，

EDTA血援を得た.

これらの血援を小量ずつプラスチックチュープに分注

し，用に臨むまで-800Cで保存した.

3. vWFの部分純化:有効使用期限を越えた精製第四

因子濃縮製剤RCG5(日本赤十字社より提供)3パイアル

〔第VIII因子2，500単位〕を25mMトリス 0.15M食塩

-0.25M塩化カノレシウム緩衝液 (pH6.8)に溶解し，

3，000回転15分間遠心後その上清を同緩衝液で平衡化

したセフアロース 4Bゲノレカラム (k5. 5 x 100 cm)に添

加しゲノレ瀦過をおこなった.void volum巴に溶出された

vWF活性及び抗原を含む分画をvWF部分純化物とし

て使用した.

4. vWA: Agの測定:抗vWF家兎抗体を1次抗体と

し，ベノレオキシダーゼ標識抗vWF家兎抗体を2次抗体

としたサンドウィッチELISA (DAKOP A TTS， Den-

mark)法叫にて測定した。

5.リストセチンコファクター (Rcof): von Willebrand 

試薬 (Behringwerke，G巴rmany)を用いた肉眼的血小板

凝集法1叫こょった.

6. ヒト typeIII fibrillar collagen懸濁液の作製・ヒト

胎盤由来のtypeIII soluble collagen (SIGMA Chemi-

cal Co.， St Louis Mo.)をO.lmo!/L酢酸で濃度1.5 mg/ 

mlに溶解し 40C下で48時間撹叛後リン酸水素二ナトリ

ウム溶液 (20mmo!/L，pH7.5)で48時間透析した後再

び40C下で16時間以上撹叛しヒト typeIII fibrillar col-

lagen懸濁液を作製した.

7. Collagen結合 (collagenbinding) :血媛vWFのヒ

トtypeIII collgenへの結合の測定はDugganet al. 17)の

変法にて行った.対照の熱変性collagenはfibrillarcol-
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lagenを80'C，1時間加熱にて作製した.1.5mlのポリス

チレンチューブ内に，サンフ・ル血疑20μlをfibril1arcol-

lagenあるいは熱変性collagen20μlと等量混合後37'C

15分間加温したのち，直ちに14，000回転にて 15分間遠

心しそれぞれの上清中vWF:AgをELISA法にて測定

した.Collagen結合は以下にて算出した.

Collagen結合=(A -B) / A x 100 

A:熱変性collagen反応上清中vWF:Ag 

B : fibrillar collagen反応上清中vWF:Ag 

8. マウスモノグローナル抗体:当教室の嶋らの作製し

たvon羽Till巴brand因子に対する 2種のモノクロ一ナノレ

抗体20)を用いた.個々のモノクロ一ナノレ抗体のvWF

subunitの認識部位は， NMC-vW/3はvWFのSP-V8

による酵素分解にて得られたSPI(残基911-1365)に，

NMC-vW/4はSPIIIのSP1以外の部位(残基1-910) 

にある。 NMC-vW/3は純化vWFのcollagen結合を抑

制し， NMC-vW/4は正常血小板多血撲のristocetin凝

集を抑制する抗体である.

成 績

1. Collagen結合測定法の検討

Collagen結合測定の条件および、反応の特異性につい

て下記の項目を検討した.

a. Collagen濃度 Fibrillar collagenあるいは熱変性

collagenをリン酸水素二ナトリウム溶液 (20 mmol/L， 

pH7.5)で希釈し，正常人プーノレ血祭20μIと等量混合し

各種濃度における collagen結合を測定した.Fibril1ar 

collagen濃度が15.6μg/dlより vWFとcollagenとの

反応が明瞭になり，終濃度500μg/mlではcollagen結合

は90%を示しそれ以上の濃度では95%前後で濃度によ

る変化が認められなくなった.熱変性collagenのcol-

lagen結合は測定感度以下であり， vWFとの反応は認め

られなかった.以上より collagen結合測定系における至

適collagen濃度は750μg/dlとした (Fig.1-a). 

b.反応時間:反応時聞を5分， 10分， 20分， 30分， 40 

分， 50分とし，各反応時間における collagen結合を測定

した.Collagen結合は5分で95%になり 20分までは

95 %を示したが以後時聞が経るにしたがい漸減傾向を

示し 50分後では86%であった.従って collag巴n結合測

定系における至適反応時間は15分と判断した (Fig

1-b). 

c. vWF部分純化物による col1agen結合:Collagen結

合測定系で正常人プール血疑の代わりにvWF部分純化

物〔終濃度1.6μg/m!)20μlを用い各種濃度のfibril1ar

collagenおよび熱変性collagen(終濃度75μg/mlより

8. 
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Fig目1.Binding of vWF to human typ巴IIIfibril1ar 
collagen 
a: Twentyμ1 of several dilut巴dfibril1ar 
collagen or denatur巴dcollagen was incubat 
ed with twenty μ1 of normal plasma for 15 
min at 370C. Aft巴rcentrifugation， vWF: Ag 
of sup巴rnatantwas measured by ELISA 
Collagen binding was estimat巴das described 
under "Materials and Methods" 
b: Twentyμ1 of sev巴ralconcentrations of 
fibrillar collagen or d巴naturedcollagen was 
incubated with purified vWF (1.6μg/mO by 
the same methods descrived above and col-
lag巴nbinding was estimat巴d.
c: Twenty μ1 of fibrillar collagen (750μg 
/m!) or d巴natur巴dcollagen (750μg/m!) was 
incubated with twenty μ1 of normal plasma 
for 5， 10， 20， 30， 40 and 50 min at 370C. After 
c巴ntr江ugation，collagen binding was esti司
mated. ・・;fibril1ar collagen. 
o -0 ; denatured collagen. 
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750μg/mI) 20μ!と反応し collagen結合を測定した.

Collagen結合はfibrillarcollagen濃度75μg/mlで90 100 

%を示しそれ以上の濃度では95%以上を呈し，熱変性

collagenでは測定感度以下であった (Fig.1-c). 

d.抗凝閲剤の影響:Collagen結合測定系で正常人プー

ノレ血媛(クエン酸血竣〉の代わりに，ヘバリン血援，

EDTA血援を用いcollagen結合を測定した (collagen

終濃度750μg/mI).クエン酸血援，へパリン血竣， EDTA

血援の collagen結合はそれぞれ96土1.9%，97土1.3

%， 96士1.6% (平均:tSD)で有意差は無かった.更に

各種濃度の EDTA，ヘパリンを用い同様にcollagen結

合を検討したが，濃度差による変化は認めなかった.

e. NMC-vW/3およびNMC四vW/4のcollagen結合に

及ぼす影響:collagen結合測定系で正常人プール血祭

50μlにNMC-vW/3あるいはNMC-vW/4をそれぞれ

25μ1 (終濃度0.8μg/mI)と 50μ1(終濃度1.6μg/mI)加

え，これらにリン酸水素二ナトリウム溶液を加え全体を

100μlにし 37'C2時間インキュベートした.

NMC-vW/3は終濃度0.8μg/mlでvWFのcollagen

結合を完全に抑制したがNMC.vW/4は抑制しなかっ

た (Fig.2). 

2.正常成人の collagen結合

男25名女25名の collagen結合を前述の方法で測定

した.同時にそれぞれの Rcof活性と vWF:Agも測定

しcollagen結合と対比した.健康成人男の collagen結

合は87.5%-98.1 % (93.5土2.6%)，Rcofは72%-

240 % (128.6土40.3%)， vWF: Agは 76% -220 % 

(128.4土39.3%)であった.Collagenと結合した

vWF: Ag量を示すvWF:Ag X collagen結合/100は

69.9 % -210.8 % (120.4土38.5%)でRcofとvWF:

Ag X collagen結合/100の相関係数はrニ 0.91，Rcofと

vWF:Agの相関係数はrニ0.90であった.健康成人女の

col1ag巴n結合は84.0%-96.1 % (93.3土2.7%)，Rcof 

は56%-152 %(113.0土19.4%)，vWF:Agは49%-

178 % (117.2土28.8%)でvWF:AgXcollagen結合/

100は44.7% -168.4 % (109.5土27.9%)でRcofと

vWF : Ag X collag巴n結合/100の相関係数はr= 0.82， 

vWF:AgとRcofの相関係数はrニ0.81であった.健康

成人男女総合の col1agen結合は84.0%-98_1 % (93“4 

土2.6%)， Rcofは56%-240 %(120土31.3%)， vWF: 

Agは49% -220 % (122.2士34.0%)でvWF:Ag X 

collagen結合/100は44.7%-210.8% (114.4士33.2

%)でRcofとvWF:AgXcollagen結合/100の相関係

数はrニ 0.87，vWF: AgとRcofの相関係数はr= 0.86 

であった (Fig.3， Fig.4ふ
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Fig. 2. Inhibitory effects of two monoc1onal anti-
bodies， NMC-vW /3 and NMC四vW/4，on the 
binding of vWF to human type III fibrillar 
col1agen. Th巴col1agenbinding was assayed 
essentially as described under " Materials 
and Methods'¥ 
o -0 ; NMC-vW /3 and fibrillar collagen 
e-・;NMC-vW /3 and denatured col1agen 
A ム;NMC-vW / 4 and fibrillar collagen 
企-...; NMC-vW/4 and d巴natur巴dcol1agen 

考案

Collagenは生体タンパク質の中で最も多量を占め，血

管，皮膚，骨などの結合織成分の主たる構成要素で，現

在遺伝的に異なる 12の分子種 (collagen型〉が存在し，

血管壁には1，I!I， IV， V， VI型collagenが存在してい

る山. 1型col1agenは血管壁の外膜，中膜の比較的太い

線繊性結合織として存在し，I!I型はI型と共存するがよ

り細い線維成分を有していることが知られている 22)，

vWFは損傷血管内皮下組織の collagen線維と結合す

ることが知られるようになったが，各種col1agenの

vWF結合の検討ではI!I型collagenが最もよく，線維成

分が細く表面積が多いためとされており 2叩 3)，またヒト

以外の collag巴nの結合についてはDuggan et al.'7)が

bovine tendon collagen typ巴 Iを用い報告している.

著者はヒト隣帯より抽出純化されたIII型collagenを

用い血疑vWFのcollagen結合を検討した.測定系にお

ける collagenの至適濃度は500μg/ml以上でcol1agen

結合が90%以上を示し，至適濃度は750μg/mlであっ

た.反応時聞は5分の反応で95%以上の結合を示し 20

分まで変化を認めなかったため 15分を至適反応時間と

した.この反応系では反応時聞が経るにしたがし、col-
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Fig. 3. Collagen bindings in healthy adults. ノレ抗体のうちcollagen結合を特異的に抑制する NMC同

Normal female is indicated as open circles vW /3およびristocetin凝集を抑制する抗vWFモノク

( 0) and normal male as closed circles (・). ロ一ナノレ抗体NMC.vW/4を用い本測定系の検討を行

lagen結合の減少をみたが， Brown 巴taJ.24)はsoluble

bovine tendon typ巴 1collagenを用いたcollagen固相

法による測定系でcollagen結合を測定したところ，反応

時間2時聞を最大に結合は以後漸減したと報告しており，

collagenとvWFの結合様式は不明であるが可逆的な反

応かもしれない.

Cockburn et aJ.25)は， vWFは血管壁のsubendoth

eliumにある collagenとdir巴ctに結合するのではなく

fibron巴ctinが仲介すると報告している.そこで第川因子

製剤より純化したvWFを用い本測定系の検討を行った.

純化vWF1.6μg/dlに対して 75μg/mlの低濃度でほぼ

90 %以上結合し本測定系がvWFとcollagenの特異的

な結合によるものであるといえた.

vWFにはいくつかの機能的ドメインがありへパリン

結合ドメインはその一つでvWFsubunitの残基449-

728にあると考えられており261またカルシウムイオン

は各種凝固因子の活性化に必須の因子であるがvWF-

collagen結合に及ぼす影響については十分解明されて

いない.今回の結果はへパリン，カノレシウムとも vWF-

collagen結合には全く影響を及ぼさなかった.

当教室の嶋らの作製したvWFに対するモノクローナ

ったところ NMC凹vW/3は0.8μg/dlで本測定系におけ

るvWFのcollagen結合を完全に抑制したのに対して

NMC悶vW/4の影響は認められなかった.したがって著

者の測定系における collagen結合はristocetinbinding 

domainを有する vWFfragment (残基1-910)は関与

しないが， collagen binding domainを有する vWF

fragment SP 1 (残基911-1365)の関与する反応を観察

している測定系であると考えられた.

本測定系を用い正常成人のcollagen結合を測定した

ところ男女差は無く， Rcof， vWF : Ag値ともよく相関し

ていた.

以上のごとく著者の collagen結合の測定系は20μIと

少量の検体で測定可能な液相法の測定系であり，簡便で

固相法にみられるごとくの長時間の反応を必要としない，

またヒト胎盤由来のtypeIII soluble collagenを用いる

ことでヒトの mVIVOに近いcollagenとvWFの反応を

みる測定系であると思われた.

車吉 E宮

ヒト胎盤由来の typeIII soluble collag巴nを用い正常

ヒト血疑中のvWFのcollagen結合測定系を確立した.

1.各種濃度のcollagenと正常血媛および純化vWFの
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反応は， collagen濃度の増加にともないcollagen結合

が上昇した.Collagenの至適濃度は750μg/mlで，至適

反応時間は15分であった.抗凝固剤 CEDTA，ヘパリン〉

はcollagen結合の測定に影響を与えなかった.

2.本測定系における collagen結合はvWFfragment 

SP 1 (残基911~ 1365)を認識する抗体NMC-vW/3に

より完全に抑制された.

3.健康成人における collagen結合は93.4:t2.6%で，

collagenと結合したvWF:Ag量を示すvWF:AgX 

collagen結合/100はRcofとよく相関した.

本論文の要旨は，第30回日本臨床血液学会総会におい

て発表した.なお，本研究は昭和63年度及び平成元年度

文部省科研重点、領域研究「血栓性素因の分子生物学的解

析とその臨床応用」の助成を得た.
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