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略語 

ADAMTS13; a disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif, member 13 

BSA; bovine serum albumin 

Endo180; urokinase type plasminogen activator receptor associated protein/Endo180 

FITC; fluorescein isothiocyanate 

HUVEC; human venous umbilical endothelial cell 

NEM; N-ethylmaleimide 

NTH; non-triple helical collagen polypeptide 

VWF; von Willebrand factor 

Pg; plasminogen 

PI; plasmin 

cOmplete EDTA-free PIC; cOmplete EDTA-free protease inhibitor cocktail 

PMSF; phenylmethylsulfonyl fluoride 

PVDF; polyvinylidene difluoride 

SDS-PAGE; sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

siRNA; short interfering RNA 

TIG-1; fetal lung normal diploid fibroblast 

tPA; tissue type plasminogen activator 

TTP; thrombotic thrombocytopenic purpura 

UL-VWFM; unusually large VWF multimer 

uPA; urokinase type plasminogen activator 

VEGF; vascular endothelial growth factor 

VEGFR2; VEGF receptor 2 
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第1章 序論 

血管は、体のすみずみの組織まで酸素や栄養分を送るライフラインである。血管の損傷などに

より出血した場合、個体の生存に関わるため、止血が行われる。日本人の3大死因であるがん、

心疾患、脳血管疾患は、止血、血管が関与するものである。また、ケガによる組織の損傷によっ

て、組織が虚血状態に陥ると、それを解消するために既存の血管から新しい血管が形成される。

新しく血管ができる過程を血管新生と呼び、成長、骨格筋肥大、月経、妊娠および創傷治癒を可

能にする極めて重要なプロセスだが、網膜症、腫瘍形成などの病態にも関係する。すなわち、止

血や血管新生などによる、血管の恒常性維持やその破錠のメカニズムを解明することは、健康、

長寿などに関わる重要な社会的課題である。 

血管内には血液が流れている。血液は動物の体内を巡る主要な体液であり、生体内で細胞が

生きていく上で必要不可欠な媒質である。血液の組成は血球成分と血小板、これらを浮遊させる

血漿(液性成分)であり、血漿に含まれる血漿タンパク質は、体液の浸透圧や緩衝作用の調整や、

抗体として免疫作用にしたり、血液凝固に作用したりと多様な機能をもつ。血液内で起こる様々な

反応の研究は、疾患に対する予防、治療の研究目的として利用できる。血漿を用いた研究は、複

雑かつ極めて困難ではあるが、より生体内環境を反映しており、生化学的に多くの有用な情報を

得ることができる。 

血管が傷ついて傷口から出血すると、血が止まるまでの過程は二段階に分かれている。第一

段階では、まず傷口部分の血管が少し縮んで、傷口からなるべく血が出ていかないように作用

する。同時に血管の内皮細胞から止血因子フォン・ヴィレブランド因子（von Willebrand factor；

VWF）が血管の損傷によって露わになった基底膜のIV型コラーゲンと結合し、血小板を集める。

集まった血小板が、塊(血小板血栓)を作り傷口を塞ぐことを一次止血という(図1)。VWFは、この

一次止血において血小板が傷口に付着するときに重要な役割を果たしている因子である。しか

し、このようにしてできた血小板血栓による一次止血は、あまり丈夫なものではなく、出血を完全

に止めるには十分ではない。これを補強するために、第二段階の止血作業が行われる。止血因

子フィブリンは強くて丈夫な網を形成し、この網が一次止血で作られた血小板血栓を覆い固める。

これを二次止血と呼ぶ(図1)。 
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止血作業が終わり、出血がおさまると血栓は血流の障害になるので、血栓を除去する作用が

始まる。この現象を線溶とよぶ。線溶系の基本反応は、血液中の酵素であるプラスミンによるフィ

ブリン網の分解である(図2)。プラスミンは血栓上で活性化し、効率よくフィブリンを分解する。止

血や線溶のような血栓制御メカニズムは生体生存に重要に関わる反面、これらのバランスが崩

れた際には致命的な障害を与える。このため血栓の制御メカニズムの解明は重要だが、まだま

だ詳細が不明な点が多い。 

 

 

図1 止血のしくみ 

止血は2段階の反応を経て、出血を止める。まず初めに、血管が損傷した場合、止血因子

フォン・ヴィレブランド因子が露になった基底膜コラーゲンと結合し、血小板を集める。これを

一次止血と呼ぶ。次に止血因子フィブリンが丈夫な網を形成し、血小板を覆い固める。これ

を2次止血と呼ぶ。この止血血栓の大きさは、フォン・ヴィレブレンド因子がもつ血小板を凝

集する活性とコラーゲンに結合する能力の大きさで決定される。また、止血血栓の強度はフ

ィブリンの塊の形成されるほど強くなる。 
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一方、創傷治癒の過程で組織が再生されると、それに応じて既存の血管から新たに血管がつ

くられ、虚血状態を防ぐ。これを血管新生とよぶ。これまでに、血管新生は血管内皮細胞増殖因

子(vascular endothelial growth factor: VEGF)によって制御され、血管細胞による管腔形成や細胞

遊走の促進が起こることが知られている(1)。VEGFは、VEGFファミリーに属するヒト遺伝子とし

て VEGF-A, -B, -C, -Dがある。生理的あるいは病的状況で認められる血管新生やリンパ管新生

に対し重要な役割を果たす。VEGFファミリーはジスフィルフド結合により架橋されたホモ二量体

として分泌され、受容体型チロシンキナーゼであるVEGF receptor (VEGFR)の自己リン酸化を誘

導する(1,2)。このVEGF/VEGFRシステムを介した細胞内シグナル伝達により血管内皮細胞の増

殖、遊走を促進し、さらに、血管透過性を亢進する。 

血管内皮細胞増殖因子以外にプラスミンも血管新生の制御に関わることが考えられている。

プラスミンの活性化因子の一つであるウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベーター(urokinase 

type plasminogen activator; uPA)は細胞膜上にあるuPA受容体に結合すると、細胞上でプラスミ

ンの活性化が起こることが知られている(3)。プラスミンが細胞上で活性化すると、基底膜の分解

 

図2 プラスミンの生理的機能 

循環血液中では前駆体であるプラスミノーゲンとして存在し、プラスミノーゲン活性化因子

とともに、血栓の主要成分であるフィブリンと結合し、血栓上でプラスミンに活性化させる。活

性化したプラスミンはフィブリンを分解することで、不要になった血栓を溶解する 
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に関わるマトリックスメタロプロテアーゼの活性化を促し、血管の細胞を遊走させることが考えら

れている(図3)。しかし、このuPA/uPARを介したプラスミンの活性化を制御するメカニズムは不明

である。 

 

 

 

 

 

基底膜は、血管の構造を維持する上で重要であり、主にラミニン、IV型コラーゲン、ニドゲンな

どのヘパラン硫酸プロテオグリカンで構成されている。 IV型コラーゲンは基底膜の適切な形成

に直接関わる(4,5)。IV型 コラーゲンは2本の1(IV)鎖と１本の2(IV)で構成される3量体として

普遍的に存在している(6)。一般的に、3本らせん構造をとらないコラーゲンポリペプチド鎖は、細

胞内で分解されるため、細胞外に分泌される事はないと考えられてきた。しかし、IV型コラーゲン

の生合成においては、3本らせん構造をとらないポリペプチドとして、細胞外に分泌されることが

明らかになっている (7-11) 。このようなポリペプチド鎖は、 non-triple helical collagen 

polypeptide(NTH)と呼ばれる。特に、IV型コラーゲンの1鎖のNTHは、NTH 1(IV)と記される

(図4)。近年、NTH 1(IV)が血管新生において先端部分を含む全体に局在や基底膜構造に存

在することから(12,13)、NTH 1(IV)が血管新生における発芽や伸長に関与する可能性が指摘

 

図3 細胞上でのプラスミン活性化による血管新生への関与の仮説 

内皮細胞は、プラスミンのアクチベーターの一つであるウロキナーゼ型プラスミノーゲンア

クチベーター(urokinase type plasminogen activator; uPA)が細胞膜上にあるuPA受容体に結

合すると、細胞上でプラスミノーゲン(Pg)がプラスミン(Pm)に活性化することが知られている。

活性化したPmはマトリックスメタロプロテアーゼを活性化させ、基底膜の分解を行う。この反

応のより、細胞遊走が促進され、血管新生に関与すると考えられている。 
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されている。血管新生は、損傷治癒など生体組織の恒常性維持に必須のプロセスの一方で、線

維症や動脈硬化症、腫瘍の悪性化など様々な疾患に関与することから、詳細な制御メカニズム

について多大な関心が寄せられている。 

 

 

 

 

 

本論文では、血液中に存在する線溶酵素プラスミンが止血の調節に関する新しい知見を指摘

することになる。また、血管形成にプラスミンの活性化が関与する新しい可能性を提示する。 

止血に関しては、プラスミンが線溶時ではなく、一次止血および二次止血時に作用する可能

性を指摘する(14)。本研究の新たな血栓形成の抑制に関する知見は、出血性疾患の発症機序

の解明につながると考えられた。さらに、血管新生におけるプラスミン活性化の制御に関わる新

しい因子として、NTH 1(IV)の可能性を指摘する(15)。NTH 1(IV)が直接的に血管新生を誘導

する一方で、プラスミンの活性化を介し、間接的にその制御に関わることを示した。このような機

構は、がんなど血管新生が関与する疾患の治療法の開発へつながると期待できる。また、

本研究で示すプラスミンのように、１つの因子を軸として研究することは、さまざまな要因

 

図4 IV型コラーゲン生合成における3本らせん構造をとらないコラーゲンポリペプチド鎖の

分泌 

基底膜成分であるIV型コラーゲンの生合成においては、水酸化不十分の場合、3本らせん

構造をとらないコラーゲンポリペプチド鎖として、細胞外に分泌されることが明らかになってい

る。このようなポリペプチド鎖は、non-triple helical collagen polypeptide(NTH)と呼ばれる。特

に、IV型コラーゲンのα1鎖のNTHをNTH α１（IV)という。細胞がアスコルビン酸の欠如、低

酸素状態などで水酸化が不十分になることがわかっている。 
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が複合して起こるがんなど疾病を、総合的に理解する上で有効な方法論ではないかと考

えられた。 

 

第2章 ヒト血漿中における内在性プラスミノーゲン活性化が及ぼす止血への影響 

第1節 序文 

フォン・ヴィレブランド因子多量体(von Willebrand factor multimers; VWFMs)は、血小板の活性

化や凝集時の血小板の橋渡しに重要な役割を果たす大型の多量体タンパク質である。VWFは、

内皮細胞や巨核球において、最初は一連の繰り返しドメイン（D1-D2-D'-D3-A1-A2-A3-D4-C1-

C2-C3-C4-C5-C6-CK）からなる単量体（プロVWF）として合成される(16)。プロVWFのモノマーは、

小胞体でC末端のジスルフィド結合が形成されて二量体になる。その後、ゴルジ装置でプロVWF

のプロ配列が切断され、D3からCKまでのドメイン構造が形成され成熟したVWFになる。さらに

VWFの二量体間ではN末端側のジスルフィド結合が形成され、より長い多量体構造に変換され

る(17,18)。これらは、様々なサイズ（500〜20,000kDa）の多量体として内皮細胞で生成・分泌され

る。血管損傷部位に結合した VWFM は、血流中のずり応力に反応して伸長した構造となる(図

5)。伸長したVWFMは、血小板表面の糖タンパク質（GP）Ibに高い親和性を示し(19)、血小板の

凝集が開始される契機となる。また、VWFMはサイズが大きくなるほど血小板への結合力が増

すため、血栓を形成しやすい状態になる。正常な血漿中では、VWF切断酵素である

ADAMTS13（a disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif, member 13）

が、異常に大きなVWFM（UL-VWFM）を切断し、高分子量の多量体は著しく失われ、適正なサ

イズとして存在している（20-22）。ADAMTS13が欠損すると、血漿中にUL-VWFMが蓄積される。

その結果、病的な血小板凝集体の形成を引き起こし、微小血管を閉塞させ、血栓性血小板減少

性紫斑病（TTP）の原因となる(23-26)。 
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プラスミンは、フィブリン塊を溶解するセリンプロテアーゼである。プラスミンはフィブリン塊を溶

解するセリンプロテアーゼであり、循環血液中ではプラスミンの前駆体であるプラスミノーゲンと

して存在している。プラスミノーゲンは、フィブリン塊の表面に存在するプラスミノーゲンアクチベ

ーターによってプラスミンに変換される(27)。循環血液中のプラスミンの活性は、2 プラスミンイ

ンヒビター（2PI）によって瞬時に抑制される(28,29)。しかし、がん、溶連菌感染症、炎症などの

病態に伴って、プラスミノーゲンの過剰な活性化が誘導されることがある(30-32)。 

プラスミンの血液中での機能については、線溶以外の可能性もいくつか報告されている。以前、

我々はプラスミンがヒトの血漿中でADAMTS13を断片化し、VWF切断活性を約10%に低下させ

ることを明らかにした(33)。Tersteegら(34)は、内皮細胞から分泌されたVWFMをプラスミンが切

断すると、血小板凝集活性が低下することを示した。さらに、プラスミンはフィブリンだけでなく、フ

ィブリノーゲンも切断する(35)。これらの報告から、血中のプラスミンは一次止血（VWFMによる

 

図5 VWFMの構造変化 

VWFMは血流によるずり応力の影響を受けると構造変化を引き起こす。VWFMはまず、

小胞体にてVWFのC末端側(赤色)に存在するシステイン残基によって2量体が形成され

る。その後、ゴルジ体に運ばれ、N末端側(黄色)でジスルフィド結合を行われ、多量体を形

成する。VWFMは血管内皮細胞から超高分子量として分泌される。循環血液中では折りた

たまった構造をしているが、内皮細胞に存在するVWFの受容体や基底膜コラーゲンと結合

すると、血流によるずり応力の影響を受け、末端側が伸長する。伸長したVWFMは、

ADAMTS13の切断部位が存在するA2ドメインが露になり、切断される。 
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一次血小板プラグの形成）と二次止血（凝固蛋白によるフィブリンの形成）の両方に影響を与え

ると推測されるが、その詳細についてはまだよくわかっていない。 

クエン酸で抗凝固処理されたヒト血漿中のVWFMは、バリウムイオンと尿素の存在下で分解

されることが報告されている(36)。バリウムイオン添加で、クエン酸にキレートされたカルシウムイ

オンや亜鉛イオンが、複合体から遊離し、クエン酸血漿中のADAMTS13活性を刺激する(37)。

尿素は、VWFの構造変化を引き起こし、プロテアーゼ感受性の構造へと変化する。本研究では、

ヒト血漿中のADAMTS13活性を測定するために、後述のようにヒト血漿を尿素含有緩衝液に対

して透析する条件を用いた（33）。しかし、EDTA処理したADAMTS13不活化ヒト血漿中において

も、尿素含有緩衝液で透析すると、高分子量 VWFMが切断されることがわかった。尿素含有緩

衝液での透析により プラスミノーゲンが活性化された（プラスミン-プラスミンインヒビター（PI）複

合体形成で示される）。セリンプロテアーゼインヒビターが VWFM の切断を阻止することから、

プラスミン が生体内のヒト血漿中で VWFM を切断しているのではないかと推測した。そこで、

血中のプラスミノーゲン 活性化と止血反応の関係を調べるために、プラスミノーゲン活性化によ

るヒト血漿中の VWFM の切断と、ヒト血漿中の消化された VWFM のコラーゲンへの結合を

調べ、一次止血への影響を検討した。また、この時のフィブリノーゲンの切断とフィブリン膜の形

成に及ぼす影響を調べ、二次止血への影響も検討した。 

 

第 2 節 実験材料と方法 

第1項 試薬 

citrate-treated human plasma (containing 2.6 (w/v%) sodium citrate hydrate and 0.3 (w/v%) citric 

acid monohydrate; kindly provided by the Japan Red Cross, Tokyo, Japan), streptokinase (SK; 

Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), human derived plasmin (Calbiochem, Madison, WI, USA), 

Pefabloc SC (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), cOmplete EDTA-free protease inhibitor 

cocktail (cOmplete EDTA-free PIC; Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA), 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF; Merck Millipore, Billerica, MA, USA), polyvinylidene 

difluoride (PVDF) membrane (Merck Millipore), anti-Rabbit IgG, horseradish peroxidase-

conjugated (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), Peroxidase Labeling Kit-NH2 (Dojindo 

Molecular Technologies Inc., Tokyo, Japan), anti-human VWF polyclonal antibody (Dako, 

Carpinteria, CA, USA), anti-human VWF polyclonal antibody (Abcam, Cambridge, UK), anti-

plasminogen monoclonal antibody MAB2659 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), Immobilon 

Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck Millipore), tissue plasminogen activator (tPA; 

Calbiochem, Madison, WI, USA), urokinase plasminogen activator (uPA; Calbiochem), Vortex-

Genie 2 Mixer (M&S Instruments Inc., Osaka, Japan), ultrafiltration membrane (10-kDa nominal 
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molecular weight limit (NMWL), Ultracel regenerated cellulose, 44.5 mm diameter, Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany), Sephacryl S-500 high resolution column (GE Healthcare UK Ltd., 

Buckinghamshire, England), ELISA flat-bottom 96-well plates (AGC Techno Glass Co. Ltd., 

Shizuoka, Japan), type III collagen (Nitta Gelatin Inc., Osaka, Japan), TMB microwell peroxidase 

substrate (1-component; SeraCare Life Sciences Inc., Gaithersburg, MD, USA), purified fibrinogen 

from bovine plasma (Sigma-Aldrich), and epsilon-aminocaproic acid (EACA; Wako, Osaka, Japan). 

 

第2項 ヒト血漿中での内在性ADAMTS13,プラスミンによるVWFMの切断 

VWFMに対するADAMTS13、内在性プラスミンの影響をヒト血漿中で調べた。ヒト血漿をプラ

スミノーゲン活性化因子であるストレプトキナーゼ(32)(2U/µl)（Sigma-Aldrich、Saint Louis、MO、

USA）またはBaCl2(10mM)を含む50mM Tris-HCl、0.1M NaCl、pH8.0で2倍に希釈した。 BaCl2

を含むサンプルは、セリンプロテアーゼ阻害剤のPefabloc SC(1mM)および1× Complete, EDTA-

free Protease Inhibitor Cocktailを添加した。  内在性プラスミンを活性化させた試料は

EDTA(10mM)を添加した。試料を尿素緩衝液（5mM Tris-HCl、1.5M尿素、pH8.0）に対して37℃

で24時間透析処理した。 1mMのPMSFおよび10mMのEDTAを用いて反応を停止させた。 

VWFMのサイズは、非還元条件下での1.4%SDS-アガロースゲル電気泳動で評価した(38)。

その後、キャピラリーブロッティングによりPVDF膜に転写し（38）、抗ヒトVWFポリクローナル抗体

と西洋わさびペルオキシダーゼを結合した抗ウサギIgGによりVWFMを免疫染色した。Ledford-

Kraemer (39) によれば、多量体分布は低分子量 (<5量体)、中間分子量 (5-10量体)、高分子量 

(>10量体) と定義される。プラスミノーゲンおよびプラスミンは、非還元条件下でのSDS-ポリアク

リルアミド（7.5％）ゲル電気泳動（SDS-PAGE）後、抗プラスミノーゲン mAb MAB2659（R＆D 

systems、Minneapolis、MN、USA）を用いたウエスタンブロット法によって検出した。 

 

第3項 ADAMTS13またはプラスミンによって切断されたVWFMのコラーゲン結合能力 

マイクロプレート(96穴)を1mMHClに溶解した。Ⅲ型コラーゲン(30g/ml)を用いて、4℃で一晩

コートし、続いて3％ウシ血清アルブミン（BSA）でブロックした。ヒト血漿を上記のように BaCl2ま

たはストレプトキナーゼで処理した後、尿素含有緩衝液に対して透析されました。 得られたサン

プルを緩衝液（5 mM Tris-HCl、10 mM EDTA、1 mM PMSF、pH 8.0）で5倍に希釈し、コラーゲン

コートしたプレートに加え、37℃、1時間静置した。コラーゲンに結合したVWFMは、HRPが結合

した抗VWFポリクローナル抗体を使用して検出した。その後、TMBペルオキシダーゼ基質と20

分間反応させた後、1 N HClを添加して反応を停止した。 コラーゲンに結合したVWFMの量は、

マイクロプレートリーダーSpectraMax 340PC384（Molecular Devices、San Jose、CA、USA）を使用

して450nmでの吸光度を測定することによって決定した。 
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第4項 ボルテックスミキサーを用いたヒト血漿中でのVWFMの切断 

BaCl2またはプラスミノーゲン活性化因子（ストレプトキナーゼ、組織型プラスミノーゲンアクチ

ベーター(tPA)またはuPA）によるヒト血漿中のVWFM切断は、ボルテックスミキサー(Vortex-

Genie2)を用いた高速旋回攪拌に基づくせん断応力下で評価した(40,41)。上記のようにBaCl2ま

たはストレプトキナーゼで処理した試料は、0.2 ml PCRチューブに3％BSAを含むTris緩衝液（5 

mM Tris-HCl、0.1 M NaCl、pH 8.0）で20倍に希釈した。 総量200lの試料を、ボルテックスミキ

サーで37°C、1時間回転レベル1で旋回攪拌した。 VWFタンパク質分解反応は、1 mM PMSFお

よび10mM EDTAを添加することにより停止した。VWFMは、1.4％SDS-アガロースゲル電気泳

動、続いてキャピラリーブロッティング、およびHRPが結合した抗VWFポリクローナル抗体および

抗ウサギIgGによって検出し、分子量変化を評価した。 

精製されたプラスミン（3-3000 nM）によるヒト血漿中のVWFM切断は、高速旋回攪拌のせん断

応力下で評価した。ヒト血漿に精製されたプラスミン添加後、0.2 ml PCRチューブに3％BSAを含

むTris緩衝液（5 mM Tris-HCl、0.1 M NaCl、pH 8.0）で2倍に希釈しました。 希釈した試料はボル

テックスミキサーで旋回攪拌し、上記のように評価した。 

 

第5項 VWFMの精製 

VWFMは、文献の方法にしたがって(42,43)、ヒト血漿から精製した。ヒト血漿（250 ml）を4℃で

一晩解凍後、 エタノール水溶液（50％ v/v）を、ヒト血漿に対して8％（v/v）の最終濃度になるよ

うに滴下した。 得られた沈殿物は遠心分離（15,000×g、4°Cで30分間）によって回収し、250 mlの

再溶解緩衝液（50 mM Tris-HCl、100 mM NaCl、1 mM PMSF、20 mM EDTA、5 mMベンズアミ

ジン、 0.01％Tween-80、pH 7.4）に懸濁した。27°Cで6時間緩やかに攪拌し、再溶解した。溶液

はN2ガス圧下(0.05 MPa)で限外濾過膜（10 kDa NMWL）を使用して2.5 mlに濃縮した。濃縮液は、

Sephacryl S-500高分解能カラム（Φ1.7×100 cm、容量226 ml）でゲル濾過に供し、高分子量画分

をVWFMとした。 溶出緩衝液（50 mM Tris、100 mM NaCl、0.01％Tween-80、pH 7.4）で事前に

平衡化します。 最後に、溶出液を溶出緩衝液で1mlのフラクションに1ml /分の流速で回収しまし

た。 

 

第6項 プラスミンによる精製VWFMの切断 

ヒト血漿から精製されたVWFM（1.3g/ ml; 5.2 nM VWFに対応）を10 nM プラスミンとともに

37°Cで指定された時間インキュベートしました。 プラスミンによるVWFタンパク質分解は、1 mM 

プラスミンSFを添加することで終了しました。 VWFMおよび切断産物を上記のように分析した。 
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VWFのプラスミン切断部位を特定するために、精製VWFM（30g、1.3g/ ml）をプラスミン

（90g、50 nM）と37°Cで4時間インキュベートし、消化断片を還元条件下でSDS-PAGEを使用し

て分析しました。続いてPVDFメンブレンに転写し、 PVDFメンブレンをCBB染色後、タンパク質

バンドを、Procise 492（Applied Biosystems、Foster City、CA、USA）を使用して配列決定するため

のエドマン分解法にかけた。 

 

第7項 フィブリン重合 

フィブリン重合の測定は以下のように行った：ヒト血漿サンプルを10 mM BaCl2、2 U/l ストレ

プトキナーゼ（ヒトプラスミノーゲンを効率的に活性化）を含むTris緩衝液で2倍希釈した。各ヒト血

漿サンプルを37℃で24時間インキュベートした後、10 mM EDTA、1mM PMSFによりADAMTS13、

Pmの活性を停止させた。その後、10mM CaCl2と0.1U/ml トロンビンによりフィブリン重合反応を

開始させた。フィブリン形成プロセスは、マイクロプレート（96穴）中で、波長350nmにおける濁度

変化を、1分ごとに30分間測定することで、観察した。 
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 第3節 結果 

第1項 変性状態下でヒト血漿中でのプラスミンによるVWFMの切断 

高分子量VWFMは、尿素含有緩衝液に対する透析後、EDTAで処理されたADAMTS13不活

化ヒト血漿中でも切断されることがわかった（図6A レーン2）。一方、セリンプロテアーゼ阻害剤

は、EDTA処理血漿での高分子量 VWFM切断を防止した（図6A レーン3）。これらの結果は、ヒ

ト血漿中のセリンプロテアーゼが透析条件下でVWFM切断活性を発揮することを示唆している。

尿素はVWFの構造変化を促進し、VWFMのプロテアーゼ感受性が上がったと考えられる

（40,44）。 

また、尿素含有緩衝液に対する透析後、ヒト血漿試料の分析を行ったところ、抗プラスミノーゲ

ン抗体によって約130 kDaのバンドが検出された（図6B レーン1,2）。 これらのバンドは、プラス

ミンとα2PIの複合体の既知の分子量と一致した。約250 kDaのバンドは、プラスミンとα2マクログロ

ブリン（α2M）の複合体に対応すると考えられている（45）。プラスミン-PI複合体の形成は、セリン

プロテアーゼ阻害剤の添加によって防止された（図6B レーン3）。したがって、図6に示した結果

は、尿素処理がヒト血漿中のプラスミノーゲンを活性化し、プラスミンを生成したことを示している。 

プラスミノーゲンは通常、生理学的プラスミノーゲン活性化因子、 tPAまたはuPAによる

Arg561-Val562結合の切断によって活性化される。また、連鎖球菌のいくつかの種からの得られ

るストレプトキナーゼは、プラスミノーゲンと１：１の複合体を形成し、この複合体中のプラスミノー

ゲンが構造変化を起こし、遊離のプラスミノーゲンに対して特異的なセリンプロテアーゼ活性を

発現し、プラスミンを生成する(46)。尿素処理によっても、セリンプロテアーゼ活性の発現に繋が

るプラスミノーゲンの構造変化が引き起こされ、プラスミンの生成が起こると推測される。 

血漿中に低レベルのtPA活性が存在する可能性は排除できない。すなわち、ヒト血漿が少量

のプラスミン活性を有する可能性がある。トロンビンは、血漿中でVWFをわずかに切断すること

が知られている(47)。しかし、使用した血漿試料中では、フィブリンの凝固は観察されなかったた

め、トロンビンの血漿前駆体であるプロトロンビンは実験では活性化されないと考えた。 

これらの結果は、プラスミンが尿素処理によってヒト血漿中の折りたたみの解れたVWFMを切

断する可能性があることを示唆している。したがって、本研究では、血漿中のVWFM切断を起こ

すセリンプロテアーゼはプラスミンであると仮定することにした。 
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この仮説を検証するために、プラスミンおよびADAMTS13によるヒト血漿中のVWFM切断を調

べた（図7A）。ADAMTS13活性は、ヒト血漿に10 mM BaCl2で添加することで評価される。クエン

酸血漿中で、クエン酸にキレートされていたカルシウムイオンや亜鉛イオンは、バリウムイオンの

添加によって、キレート複合体から遊離し、ADAMTS13に結合することで活性化すると考えられ

ている。プラスミン活性については、ヒト血漿にストレプトキナーゼ（1U/µl）を添加すると、血漿に

内在する全てのプラスミノーゲンが活性化されプラスミンが誘導される。 

図７に示すように、尿素依存的に内在性ADAMTS13、および内在性プラスミノーゲンの活性

化によって生成したプラスミンは、高分子量VWFMを切断し、分子量を低下させた。VWF多量体

パターンを分析し、高分子量VWF多量体の割合を定量化した（図7B）。EDTAおよびセリンプロ

テアーゼ阻害剤で処理されたヒト血漿中の高分子量VWFMの割合は24％でした。ADAMTS13

         

図6 尿素に対してヒト血漿を透析処理した場合のVWFMとPm 

ヒト血漿をTris緩衝液（5 mM Tris-HCl, 0.1 M NaCl, pH 8.0）＋10 mM EDTAで2倍に希釈

し、セリンプロテアーゼ阻害剤（1 mM Pefabloc SC）添加または無添加で使用した。100μlに

希釈したサンプルを100mlの尿素含有緩衝液（5mM Tris-HCl, 1.5M 尿素, pH8.0）に対して

37℃で24時間透析した。（A）透析したサンプルは、1.4% SDS-アガロースゲル電気泳動で分

離し、キャピラリーブロッティングでPVDF膜に移した。VWFMは、抗ヒトVWFポリクローナル

抗体で検出した。Ledford-Kraemer（39）に従い、多量体分布は低分子量（LMW；＜5多量

体）、中間分子量（IMW；5〜10多量体）、高分子量（HMW；＞10多量体）と定義された。(B）

（A）と同じサンプルを非還元条件下でSDS-PAGEにかけた後、抗Pgモノクローナル抗体を用

いてウェスタンブロッティングを行った。タンパク質バンドは、方法に記載されているように可

視化した。結果は3回の実験の代表例である 
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活性化（0.4％）または内在性プラスミノーゲン活性化（0.1％）したヒト血漿では、EDTAおよびセリ

ンプロテアーゼ阻害剤で処理したヒト血漿よりも低い割合の高分子量 VWFマルチマーが観察さ

れた（図7Aおよび図7B）。ADMTS13およびプラスミンによるタンパク質分解後の高分子量多量

体の割合に有意差はなかった。これらの結果は、ヒト血漿中の内在性プラスミノーゲン活性化に

よって、ADAMTS13と同程度に多量体は減少することを示唆している。さらに、内在性プラスミノ

ーゲンとADAMTS13の両方を活性化したヒト血漿中の高分子量および中分子量VWFMの割合

は1.7％であり、プラスミノーゲンを単独で活性化した場合の値である9.2％よりもかなり低かった

が、統計的に有意な差はなかった（図7B、レーン4および3）。既報において、内在性プラスミノー

ゲンの活性化によってADAMTS13はいくつかのフラグメントに切断され、その活性は約10％に

低下させることを示した。今回の結果は、残りのADAMTS13活性が活性化された内在性プラスミ

ノーゲンと一緒にVWFMを切断する可能性があることを示唆している。 
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図7 ヒト血漿に内在するプラスミンおよびADAMTS13によるVWFM切断 

ヒト血漿サンプルを10 mM BaCl2、2 U/μl SK（ヒトプラスミノーゲンを効率的に活性化）を含

むTris緩衝液で2倍希釈した。BaCl2を含むヒト血漿サンプルにおけるADAMTS13の活性化

は、内因性セリンプロテアーゼを阻害するためにセリンプロテアーゼ阻害剤（1mM Pefabloc 

SCおよび1×Complete EDTA-free PIC）の存在下で実施した。(A）レーン1〜4：37℃で24時間

インキュベートしたヒト血漿サンプル、レーン5〜8：37℃で24時間尿素含有バッファーに対し

て透析したヒト血漿サンプル、EDTAおよびセリンプロテアーゼ処理したヒト血漿サンプルを

コントロールとして使用した。サンプルを非還元条件下で1.4%SDS-アガロースゲル電気泳

動に供した。その後、キャピラリーブロッティング（38）を用いてタンパク質をPVDF膜に移し、

抗ヒトVWFポリクローナル抗体とHRPを結合した抗ウサギIgGでVWFMを免疫染色した。

(B）尿素含有緩衝液に対して透析した試料のデンシトメトリー分析を行い、全多量体に対す

るVWF多量体の割合を算出した（n＝3, p<0.01）。 
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第2項 ボルテックスミキサーを用いたヒト血漿中でのプラスミンによるVWFMの切断 

In vivoでは、血流中の剪断応力は、VWFMを折りたたみが開かれた構造になるように誘導す

る。 Brophyらは(40)、精製されたVWFMが、ボルテックスミキサーを用いたタンパク質分解アッ

セイを使用して、せん断流下でプラスミンによって容易に切断されることを報告した。さらに、プラ

スミンは、A1–A2ドメイン間のK1491–R1492結合で組換えA1A2A3-VWFを切断した(40)。したが

って、ボルテックスミキサーを使用したせん断力は、ヒト血漿においてもVWFMのプラスミンに対

するタンパク質分解感受性に影響を与える可能性があると仮定した。この仮説を検証するため

に、ボルテックスミキサーでせん断流下、プラスミノーゲン活性化因子を添加したヒト血漿を37°C

で1時間処理した（図8A）。ヒト血漿中のVWFMは、せん断応力にさらされない限り、内在性プラ

スミンに耐性があることがわかった。これらの結果は、ヒト血漿中のVWFMが、内在性プラスミノ

ーゲン活性化によって構造変化依存的に切断される可能性があることを示唆するものだ。ヒト血

漿中のプラスミンによるVWFM切断のせん断応力依存性を検証するために、VWFM切断に対

する精製プラスミンの用量依存的影響を調べた（図8B）。ヒト血漿を3%BSA含むTris緩衝液（50 

mM Tris-HCl, 0.1 M NaCl, pH 8.0）で20倍に希釈し、ボルテックスミキサーで37℃、1時間旋回撹

拌した。精製プラスミンを3 nM添加した条件では、せん断応力下でもVWFMバンドパターン（レー

ン2および6）は変化しなかった。精製プラスミン30〜300 nMの濃度では、ヒト血漿中の高分子量

VWFMが切断され、分子量が低下した（レーン7〜9）。ただし、これらの濃度のプラスミンは、せ

ん断応力なしでは高分子量 VWFMを切断されなかった。また、3000 nM プラスミン添加ではせ

ん断応力の有無によらず高分子量VWFMが切断された。せん断応力は、VWFMの圧縮された

コンパクトな形態から広がった形態へ、コンフォメーション変化を引き起こす(48)(49)。これらのこ

とを踏まえると、上記の結果は、ボルテックスミキサーを用いたせん断応力によるVWFMの構造

変化が起きると、プラスミンが、VWFM中のK1491-R1492を含む切断部位の接近できるようにな

ることを示唆している。さらに、ヘパリン、あるいは合成リジン類似体であるイプシロン-アミノカプ

ロン酸（EACA）は、せん断応力下でヒト血漿の内在性プラスミノーゲン活性化によるVWFM切断

を阻害した（図8C）。 VWF A1ドメインのリジンに富む1405KKKK1408領域は、最近、プラスミン

との相互作用を仲介する役割を果たすと指摘されている(34)。さらに、この領域は、VWFへのヘ

パリンの結合を調節するのに重要であることが報告されている(50)。これらの結果は、ボルテック

スミキサーを用いたせん断応力下で、プラスミンはVWF A1ドメインに結合し、A1-A2ドメイン間で

VWFを切断し、VWFMの低分子量化をもたらすことを示唆している。 
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図8ボルテックスミキサーを用いたずり応力下でのVWFM切断 

ヒト血漿を、3%BSAを含むTris緩衝液（50 mM Tris-HCl, 0.1 M NaCl, pH 8.0）で20倍に希釈

し、ボルテックスミキサーで37℃、1時間旋回撹拌した。10 mM EDTAと1 mM PMSFによって

反応を停止後、1.4% SDS-アガロースゲル電気泳動で分離し、キャピラリーブロッティングで

PVDF膜に移した。VWFM は抗ヒトVWF ポリクローナル抗体を用いて検出された。(A)スト

レプトキナーゼ添加によって内在性Pm活性化させた。(B）精製Pm（3〜3000nM）を含むヒト血

漿試料を、3％BSAを含むTris緩衝液（5mM Tris-HCl、0.1M NaCl、pH8.0）で2倍希釈した。希

釈したサンプルをボルテックスし、上記と同様に分析した。(C) ヒト血漿試料を3％BSAと2U/

μl SKを含むTris緩衝液（5 mM Tris-HCl, 0.1 M NaCl, pH 8.0）で20倍希釈した。希釈したサ

ンプルを30mg/mlヘパリンまたは50mM EACAで処理し、ボルテックスミキサーで37℃、4時間

旋回撹拌処理した。内在性PmによるVWFタンパク質分解反応は、1mM PMSFで停止した。

結果は3つの実験の代表である。 
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次に、ヒト血漿中の生理的プラスミノーゲン活性化因子またはADAMTS13が、ボルテックスミ

キサーを用いたせん断流下で、VWFMを切断するかどうかを検証した（図9）。生理学的プラスミ

ノーゲン活性化因子、(tissue-type plasminogen activator; tPA)または(urokinase-type plasminogen 

activator; uPA)の通常の血漿濃度は、それぞれ4〜10 ng / mlまたは3〜5 ng / mlである(51)。図９

に示されたように、10 ng / mlのtPAと5ng / mlのuPAは、せん断応力下でもVWFMの多量体パタ

ーンを変化させなかった（図9）。一方で、10 ng / mlのtPAと5ng / mlのuPAは、24時間の長時間の

インキュベーション後でも、プラスミノーゲンを活性化しないことは示されている(33)。これらの結

果は、プラスミンは生理学的条件下でVWFMの多量体パターンに影響しないことを示唆する。 

また、ADAMTS13はせん断応力下でヒト血漿中のVWFMを切断しなかった（図9）。この結果

は、ヒト血漿において、VWFM上のADAMTS13による切断部位が、ボルテックスミキサーでは構

造変化を誘起するのに十分なせん断応力にさらされていない可能性を示唆する。一方、ボルテ

ックスミキサーを用いたせん断応力下で、精製VWFMはADAMTS13によって切断されるとの報

告がある。Müllerらは(52)、VWF二量体のVWD4ドメイン間に二価カチオン依存性のモノマー間

相互作用が存在することを示している。  VWFの精製過程ではEDTAが使用されたため

(40,41,53,54)、二価カチオンがキレートされモノマー間相互作用が破壊される可能性がある。そ

の結果、精製されたVWFMのコンフォメーションが部分的に展開されることになり、VWFの切断

部位へのADAMTS13の接近を促進すると考えられる。 
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第3項 VWFMのコラーゲン結合能に及ぼすのタンパク質切断の影響 

次に、コラーゲンへのVWFMの結合能力に対するタンパク質切断の影響を検証した。 

VWFMは、血管損傷部位でコラーゲンに結合する(55)。 ADAMTS13は高分子量VWFMを切断

し、コラーゲンへの結合能力を抑制することから、ADAMTS13活性はVWFMのコラーゲン結合

能を指標として計測され、実際にTTP患者に使用されている。しかし、プラスミンで消化された

VWFMのコラーゲン結合能力についてはほとんど報告されていない。この研究では、尿素含有

緩衝液に対するヒト血漿の透析によるVWFの展開下でプラスミンによって切断されたVWFMの

コラーゲン結合能を調べた（図10）。 EDTAおよびセリンプロテアーゼ阻害剤で処理されたヒト血

漿中のVWFMが、コラーゲンに結合した量を100％と定義した。コラーゲンに結合したVWFMの

量は、ADAMTS13による切断後に26％に減少した。一方、プラスミンでは35％に減少した。 プラ

 

図9 ボルテックスミキサーを用いたずり応力下でのADAMTS133およびプラスミンによる

VWFMの切断 

ヒト血漿を10 mM BaCl2を含むTris緩衝液（5 mM Tris-HCl, 0.1 M NaCl, pH 8.0）で20倍に希

釈し、10 ng/ml tPA, 5 ng/ml uPA または3 μM 精製Pmを加えた。これらのサンプルを

3%BSA処理し、Vortex-Genie 2 Mixerで37℃、1時間ボルテックスした。プロテイナーゼによる

VWFのタンパク質分解は、1mM PMSFと10mM EDTAの添加により停止させた。1.4% SDS-

アガロースゲル電気泳動を用いてサンプルを分離し、キャピラリーブロッティングを用いて

PVDF膜に移した。VWFMは方法に記載されているように検出された。結果は、3回の実験の

代表的なものである。 



23 

 

スミンは、ADAMTS13と同様にVWFMのコラーゲン結合能力を低下させることが示された。 

ADAMTS13のみで切断されたVWFMと、ADAMTS13および内在性プラスミンによって切断され

たVWFMのコラーゲン結合能（21％）に有意差はなかった。図7ではこのような切断により高分子

量多量体の割合が顕著に減少していたので、VWFMのコラーゲン結合能は多量体のサイズを

反映すると考えられる。したがって、内在性プラスミノーゲンの活性化によって生成されたプラス

ミンは、ヒト血漿中の高分子量 VWFMの量を減少させ、コラーゲンに結合するVWFMの能力を

低下させ、一次止血に影響を与えると推測された。 

 

 

 

 

 

図10 ヒト血漿中の切断型VWFMのコラーゲンへの結合 

マイクロプレートを、1 mM HClに溶解したIII型コラーゲン30μg/mlを用いて、4℃で一晩コ

ートし、3% BSAでブロックした。BaCl2またはSKのいずれか、あるいは両方を含むヒト血漿試

料を、図6に記載したように、尿素含有緩衝液に対して透析した。透析試料をTris緩衝液（5 

mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 1 mM PMSF, pH 8.0）で5倍に希釈し、コラーゲンコートしたプレ

ートに添加した。コラーゲンに結合したVWFは、材料と方法に書かれているように検出され

た。EDTAおよびセリンプロテアーゼ阻害剤（Pefabloc SCおよびComplete EDTA-free PIC）を

添加したヒト血漿VWFMのコラーゲン結合能を100％とした（n = 9実験）。データは9つの独立

した実験の平均±標準偏差を表す（*p<0.01）。 
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第4項 プラスミンによるVWF切断部位 

尿素含有緩衝液に対する透析によって誘発されたVWFMの構造変化は、VWFMのサイズの

減少によって示されるように、VWFのいくつかの切断部位のプラスミンに対する感受性を増加さ

せた。図11には、還元条件下でのSDS-PAGEにより、プラスミンによるVWFMの切断を分析した

結果を示した。尿素含有緩衝液に対して透析されたヒト血漿では、内在性プラスミノーゲン活性

化に生成したプラスミンはVWFを3つの断片に分解した（図11、レーン7、矢印a〜c）。 

ADAMTS13による切断では、約170kDaおよび140kDaの断片が生成された（図11、レーン6、P1

およびP2）。これらの分子量は、断片bおよびcとほぼ一致した。尿素処理なしで内在性プラスミノ

ーゲンを活性化すると、VWFが切断され、断片bが生成した（レーン3）。ヒト血漿中のプラスミン

によるVWFモノマーの切断パターンは、尿素処理の有無によって異なることがわかった。VWFM

は、ヒト血漿中でせん断応力を受けないと、球状コンフォメーションをしていると考えられる(48,49)。

しかし、尿素の存在下では、VWFMは部分的に折りたたみが広がった構造となると見なさている。

本研究の結果から、尿素処理によってVWFMに構造変化が生じ、VWF上の切断部位へプラスミ

ンがアクセスできるようになったと考えられる。 

次に、ヒト血漿から精製したVWFMをプラスミンとともに37℃で各時間インキュベートし、切断

産物を還元条件下でSDS-PAGEを使用して分析した（図12A）。精製VWFM濃度は1.3g/ ml（5.2 

 

図11 ADAMTS13、内在性Pmによるヒト血漿中のVWFMの断片 

BaCl2、ストレプトキナーゼ処理したヒト血漿試料を尿素含有バッファーに対して透析した。

このサンプルを還元条件下で5％SDS-PAGEに供し、その後、材料と方法に書かれているよ

うにイムノブロット処理を行った。矢印 a〜dは、PmによるVWFの切断断片を示す。

ADAMTS13によるVWFの切断断片は、分子量約170kDaおよび140kDa（それぞれP1および

P2）であった。結果は3回の実験の代表的なものである。 
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nM VWFに相当）、プラスミン濃度は10 nMとした。生理学的状態の血漿ではVWFM濃度は10µg 

/ mlでなので、本研究の条件は約1/8と低かった。しかし、プラスミンによる精製VWFの切断パタ

ーンは、ヒト血漿中のプラスミンによるVWFの切断パターンと類似していた（図11および図12A）。 

時間経過を調べると、1分間のインキュベーション後に2つの切断断片aとbが見られた（レーン2）。 

10分間のインキュベーション後に4つの切断断片a、b、c、およびeが観察された（レーン3）。さらに、

断片dは30分のインキュベーション後に出現し（レーン4）、切断を受けていないVWFは60分のイ

ンキュベーション後に消失した（レーン5）。断片bとeの強度は、10〜120分のインキュベーション中

にほとんど変化しなかったが、断片cとdは、断片aの減少に伴って徐々に増加した。これらの結果

は、断片cおよびdが断片aの分解生成物である可能性があることを示唆している。また、少なくと

も断片a、b、およびeはVWFから直接派生し、断片cおよびdは断片aから派生していると考えられ

る。対照実験として、精製VWFをプラスミンなしで4時間インキュベートしたが、VWF切断は観察

されず、血漿由来VWF精製試料にはVWF切断プロテアーゼ活性はほとんど含まれていないこと

が確認された（図12B）。したがって、図12Aの切断断片は、プラスミン活性によると考えられる。 

 

断片dのN末端アミノ酸配列は、エドマン分解法を使用してTLVQEXTVQであると決定された

(図13)。この配列は、W残基を除いてVWD4ドメイン配列2109TLVQEWTVQ2117と一致してい

たため、プラスミンはVWD4内のK2108〜T2109でVWFを切断すると考えられた。図12に示す結

果と合わせて、断片dを生成したVWD4内の切断サイトは、断片a、b、c、およびeを生成した他の

 

図12 Pmによる精製VWFM切断断片 

ヒト血漿からの精製VWFMを、示された時間、37℃でインキュベートし、試料を還元条件下

でSDS-PAGEを用いて分析し、方法に記載のように免疫ブロッティングを行った。(A) 精製

VWFM 1.3 μg/ml（5.2 nM VWFに相当）をPm10 nMと表示の時間反応させた。矢印a〜eは、

Pmによって消化された精製VWFの切断断片を示す。(B) 1.3 μg/ml（5.2 nM VWFに相当）の

精製VWFMをPm非存在下で、4時間37℃でインキュベートした。結果は3つの実験の代表で

ある。 
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切断サイトよりもプラスミン切断に対する感受性が低いと推測された。他の断片（a、b、c、および

e）のシーケンス分析は、不明な理由で失敗した。 

 

 

 

 

第5項 ヒト血漿中での内在性プラスミノーゲン活性化によるフィブリン重合の影響 

プラスミンの生理的役割はフィブリンを分解する線溶であるため、内在性プラスミン活性化がフ

ィブリン網を形成する二次止血に影響を与えるか検討した。ヒト血漿にBaCl2またはプラスミノー

ゲン活性化因子をそれぞれ添加し、1.5Mの尿素で37℃ 24時間透析処理を行った。その後、

10mM CaCl2と0.1U/mlのトロンビンを添加し、350nmの波長で濁度を30分間計測し、フィブリン重

合を測定した(図14A)。ヒト血漿にセリンプロテアーゼ阻害剤とEDTA添加したものをコントロール

とした(○)。ADAMTS13を活性化させたヒト血漿中では、フィブリン重合はコントロールと同様に行

った(△)。一方、内在性プラスミノーゲンを活性化させると、フィブリン重合は起きなかった 

(●,▲,■)。フィブリン凝集塊が形成された条件で、プラスミン活性を、合成基質s-2251を用いて確

認したところ、活性は認められなかった。また、精製フィブリノーゲンのプラスミンによる分解を調

べたところ、図14B 条件では40分ですべて分解されることが分かった。これらの結果から、血漿

中では内在性プラスミンによってフィブリンノーゲンが切断されたため、フィブリン重合が行えなか

 

図13 PmによるVWFの切断断片の模式図 

Zhouら(16)によって割り当てられたVWFのモジュール構造を、左がN末端、右がC末端とし

て描いている。縦のマークはアミノ酸残基数を示す。図中の断片dは、VWD4ドメイン内の

K2108-T2109での切断で生成した（断片dのN末端側の縦線）。波線は、断片dのC末端が不

明であることを示す。 
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ったと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

図14 内在性Pm活性化によるフィブリン重合反応抑制およびフィブリノーゲン切断 

(A)ヒト血漿サンプルを10 mM BaCl2及び2 U/μl ストレプトキナーゼを含むTris緩衝液で2倍

希釈した。各ヒト血漿サンプルを24時間、37℃でインキュベートした後、10 mM EDTA, 

1mMPMSFによりADAMTS13、Pmの活性を停止させた。その後、10mM CaCl2と0.1U/ml ト

ロンビンによりフィブリン重合反応を開始させた。フィブリン凝集形成は、方法に記載したよう

に測定された。(B)精製フィブリノーゲン(3 mg/ml)とPm(10 nM)を一緒に反応させ、各時間

37℃でインキュベートした。その後、非還元条件で5%SDS-PAGE行い、CBB染色を行った。 
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第6項 考察 

この研究の目的は、血液中の内在性プラスミノーゲン活性化と止血反応との関係を明らかに

することであった。内在性プラスミノーゲン活性化によってヒト血漿中のVWFMが構造変化依存

的に切断され、高分子量VWFMの量が減少し、VWFMのコラーゲンへの結合能力が低下する

ことを示した。プラスミンはいくつかの部位でVWFを切断した。さらに、プラスミンはフィブリンノー

ゲン切断し、フィブリン重合を抑制した。プラスミンは、in vitro(47)およびin vivo(34)でVWF依存

性血小板凝集体を分解できることが示されている。 Federiciらは、プラスミノーゲン活性化因子

であるストレプトキナーゼによる急性心筋梗塞の患者の治療中に、VWFとフィブリンノーゲンのタ

ンパク質分解が起こるかどうかを評価した(35)。このグループは、ストレプトキナーゼ処理によっ

て24時間にわたって高分子量多量体が有意に消失し、フィブリノーゲンが非常に低レベルである

ことを発見した。ストレプトキナーゼ治療開始後48時間で、高分子量多量体レベルは回復したが、

フィブリノーゲンレベルは部分的にしか回復しなかった。本研究の結果と合わせて考察すると、

過度に活性化されたプラスミノーゲンは一次および二次止血に影響を与える可能性がある。 

我々は以前に、プラスミノーゲン活性化がADAMTS13を断片に切断するが、VWFMの構造変

化なしではヒト血漿中のVWFMを切断しないことを報告した(33)。その報告では、事前にヒト血漿

中の構造変化なし条件下でプラスミンによって切断されたADAMTS13を用いて、尿素透析処理

による構造変化後のVWFMに対する切断活性を測定したところ、多くの高分子量VWFMが得ら

れたことから、ADAMTS13の切断によってVWFM切断活性は低下することを示した。本研究で

は、VWFMは、尿素含有緩衝液に対する透析またはボルテックスミキサーよるせん断応力によ

って構造変化を起こす条件では、活性されたプラスミンによって切断されることを示した。これら

の結果は、VWFM切断に関して、内在性プラスミノーゲン活性化によってヒト血漿中の

ADAMTS13の活性は喪失するが、プラスミンの活性によって補われ得ることを示唆している。 

さらに、本研究では、ADAMTS13ではなくプラスミンが、ボルテックスミキサーを用いたせん断

応力下でヒト血漿中のVWFMを切断することを見出した。この結果は、せん断応力下での

VWFMの構造変化が、プラスミンにアクセス可能な切断部位を露出させたことを示唆している。

したがって、プラスミンは折りたたみが部分的に開かれた構造のVWFMを切断する可能性があ

り、その結果、高分子量VWFMが大幅に消失することになる。 Dickeらは、出血を伴う後天性フ

ォンヴィレブランド症候群を発症している患者は、より大きなサイズのVWFMの喪失と、プラスミ

ノーゲン活性化を示すD-ダイマーおよびプラスミン-2PI複合体レベルの増加を示したと報告して

いる。すなわち、本研究の結果は、血中のプラスミンが、高分子量 VWFMの有意な喪失を引き

起こすことにより、出血性疾患のリスクを高める可能性があることを示唆する。 

TTPでは、ADAMTS13は、ADAMTS13遺伝子の変異またはADAMTS13活性を阻害する自
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己抗体によって不活化される(26,57)。本研究では、ADAMTS13が不活性なヒト血漿中で、プラス

ミノーゲンの活性化により高分子量VWFMの量が減少した。さらに、プラスミノーゲンのみの活

性化は、ADAMTS13と同程度にVWFMのコラーゲン結合活性を低下させた。 プラスミンによる

VWFM切断は、血小板凝集活性を低下させることが報告されている(34)。最近、Tersteegらは

(58)、急性TTPマウスモデルにおいて低用量のストレプトキナーゼを投与すると、血小板数は回

復することを報告している。ヒトではマウスに比べ、より低用量のストレプトキナーゼによってプラ

スミノーゲンが活性化される(59)。これらのことから、過度に活性化されたプラスミノーゲンは、

TTPのリスクを低下させる一方、フィブリノーゲン切断を介して二次止血を損ない、出血性疾患を

引き起こす可能性がある。 

プラスミンは複数の部位でVWFを切断し、5つの切断断片（a–e）を生成することが示された。断

片dのアミノ末端配列を特定し、プラスミンがVWD4ドメインのK2108–T2109でペプチド結合を切

断することを明らかにした（図13）。 VWD4ドメインの3Dモデルを、VWD3ドメインのホモロジーモ

デリング(60)を使用して構築したところ、この切断部位はC1972-C2123のジスルフィド架橋間の

ヘリックス上に位置した（図15）。したがって、プラスミンによってK2108–T2109で切断が起きても、

C1972–C2123でのジスルフィド架橋あるため多量体構造には影響は及ばないと推測された。 

Brophyらは (40)、組換えA1A2A3-VWFを使用して、プラスミンがA1–A2リンカードメインの

K1491–R1492で切断することを示した。彼らは、この切断部位が変性剤の存在下で露出してい

ることを示唆した。さらに、VWFの推定ジスルフィド結合によると(16)、この部位での切断により、

VWFMの分子量が低下する可能性がある。まとめると、我々の結果は、プラスミン切断部位は

静的状態でVWFMの表面に複数の部位でわずかに露出しており、旋回撹拌によるせん断応力

または尿素含有緩衝液への透析によって折りたたみが開かれたVWFMでは、より露出するよう

になることを示唆している。 
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本研究から得られた知見には、一定の制約があることを指摘する。まず、動物モデルを使用し

ていない。 したがって、プラスミノーゲンの活性化がヒト生体中でVWFMを切断できるかどうか

は明らかにしたわけではない。 ただし、ヒト血漿サンプルを使用したこの研究は、血漿がより生

体に近い状態であること、また、種の違いを考慮する必要がないことから潜在的に重要と考えら

れる。 第二に、プラスミンのVWF切断部位のすべてを決定できませんでした。 これらの切断部

位の特定は、この研究で導き出された結論には必要ないが、そのような知識は、VWFに対する

プラスミンの影響について多くの示唆を提供する可能性がある。 少量の試料でも分析可能な質

量分析などを用いた手法による切断部位の決定が必要と考えている。 

要約すると、我々の発見は、血漿中の活性化プラスミノーゲンが折りたたみが開かれた

VWFMを切断し、コラーゲンへのVWFMの結合能力を低下させる可能性があることを示した。 

過剰なプラスミノーゲンの活性化はフィブリノーゲン/フィブリンを分解する可能性がある。血液中

の過剰なプラスミノーゲンの活性化は、一次および二次止血の障害を引き起こす可能性がある

ことを提案したい。 

 

 

 

 

図15 VWD3ドメインとのホモロジーモデリングにより作成したVWD4ドメインの立体構造 

 VWD4ドメインの立体構造は、VWD3ドメイン（60）とのホモロジーモデリングにより作成し

た（緑）。システイン残基は黄色の棒で示されている。 
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 第3章 NTH 1(IV)が及ぼす血管内皮細胞間の結合への影響 

  第1節 序文 

NTH 1(IV)は、IV型コラーゲンのCOL4A1の遺伝子産物であり、生理的条件で3本らせん構

造を持たないポリペプチド鎖として分泌される(7-11,13)。我々は、ヒト胎児肺由来線維芽細胞とヒ

ト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）の共培養スフェロイドを用いたin vitroの血管新生モデルを開発し、

NTH 1（IV）が血管様ネットワークの内皮細胞とその細胞周囲に基底膜構造に沿って局在するこ

とを明らかにした（12）。また、ウサギ角膜の新生血管では、NTH1(IV)が新生血管の先端を含む

全体に局在していることが示されている(13)。これらの結果は、NTH 1(IV)が血管新生における

発芽伸長に作用する可能性が指摘されている。血管新生の初期には、血管内皮細胞間の細胞

間結合が抑制され、萌芽と伸長が同時に起こることが知られている。そこで、NTH 1(IV)は血管

内皮細胞間の血管内皮カドヘリン（VE-カドヘリン）を介した結合の形成に関与していると仮定し

た。本章ではNTH 1(IV)の内皮細胞間接合への影響を検討した。 

 

第2節 実験材料と方法 

第1項 試薬 

Human placental type IV コラーゲン (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), dithiothreitol 

(DTT; Wako, Osaka, Japan) and iodoacetamide (IAA; Wako), 0.22µm membrane filter (Merck 

Millipore, Billerica, MA, USA). N-ethylmaleimide (NEM; Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) CNBr-

activated Sepharose 4B (Sigma-Aldrich), cOmplete EDTA-free protease inhibitor cocktail 

(cOmplete EDTA-free PIC; Roche applied Science, Indianapolis, IN, USA), Sepharose-CL-4B (GE 

Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, England), phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), 

polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane and Immobilon Western Chemiluminescent HRP 

Substrate (Merck Millipore), anti-human VE-カドヘリン monoclonal antibody (F-8) (Santa Cruz, 

Heidelberg, Germany), Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG (A-11032) and Alexa Fluor 488 goat 

anti-mouse IgG (A-11017) ( Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), anti-Rabbit IgG, horseradish 

peroxidase-conjugated and anti-Mouse IgG, horseradish peroxidase-conjugated (Thermo Fisher), 

Hoechst 33258 (Dojindo Molecular Technologies Inc., Kumamoto, Japan). Monoclonal antibody 

against human 1(IV) chain (JK132)(7,61) 

 

第2項 細胞培養 

ヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVEC; Lonza, Walkersville, MD)を6~8継代で使用した。4well 

plateに3.5×104cell/well播種し、2日間 EGM-2 Bullet Kit（Lonza）で提供されている成長因子と

ウシ胎児血清（FBS）が添加されたEBM-2で前培養した。 ヒト二倍体胎児肺由来線維芽細胞
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（TIG-1; Japanese Collection of Research Bioresources, Osaka, Japan）は、10％FBSを含むDMEM

培地 (Sigma-Aldrich) で培養した。培養は37℃、5% CO2で行われた。 

 

第3項 変性されたIV型コラーゲンの作製 

Human placental type IV コラーゲンを50mM 酢酸, 2M ureaで溶解(300µg/ml)し、10mM DTT

を添加して80℃、30 分 インキュベートした。その後、20mM ヨードアセトアミドを添加して室温30

分処理によりシステイン残基をアルキル化した。試料は、50mM 酢酸に対して透析を行い、

0.22µm membrane filter (Merck Millipore)でフィルトレーションした。 

 

第4項 NTH 1(IV)の精製 

NTH 1(IV)は前述のようにTIG-1の培養上清から精製された(62)。詳細として、TIG-1をコンフ

ルエントまで培養後、0.1%FBSを含むDMEM培地で3日間した。培養上清50 mlを回収し、遠心分

離により不溶物質を除去した。試料はSepharose-CL-4Bカラム(φ 1.0×5 cm, 4-ml volume)に通

した後、結合buffer(20mM リン酸ナトリウム, 10mM EDTA, 1×Complete EDTA free PIC, pH 7.0)

で事前に平衡化したJK132カラムにアプライした。JK132カラムは、CNBr樹脂(CNBr-activated 

Sepharose 4B；0.5 g)にJK132抗体(2.9 mg)を結合させ、作製した。洗浄buffer(20mM リン酸ナトリ

ウム, 10mM EDTA, 1×Complete EDTA free PIC, 0.1% Tween 20 pH 7.0)でカラムの体積の2倍

量で洗浄し、さらに20mM リン酸ナトリウム, 10mM EDTA, 1×Complete EDTA free PIC, pH 7.0)

で洗浄した。溶出buffer(0.1M Gly-HCl(pH 2.5), 10mM EDTA, 1×Complete EDTA free PIC)で

1mlの画分でNTH 1(IV)を溶出した。溶出画分は直ちに中和buffer (0.1M Tris-HCl pH 9.0)で中

和した。 

NTH 1(IV)濃度は、ヒト1(IV)鎖に特異的なモノクローナル抗体を用いたELISA法によって測

定した(14)。マイクロプレート（96穴）にNTH1(IV)を37℃で1時間コートし，その後Block-ace

（KAC Co.Ltd, Kyoto, Japan）でブロックした。NTH1(IV)はJK132抗体を用いて検出した。TMBペ

ルオキシダーゼ基質を用いて20分間インキュベートした後、1N塩酸を加えて反応を停止した。マ

イクロプレートリーダーSpectraMax 340PC384(Molecular Devices, San 11 Jose, CA, USA)を用い

て450nmの吸光度を測定し、NTH 1(IV)の濃度を求めた。検量線の作成には，前述の変性IV

型コラーゲンを既知の濃度で用いた。 

 

第5項 免疫蛍光染色およびウエスタンブロット法 

HUVECをIV型コラーゲン、変性IV型コラーゲン(50mM 酢酸で希釈)をそれぞれ5µg/ml含む

0.2% FBS EBM-2培地、または精製したNTH 1(IV)を0.8g/ml含むEBM-2培地で0-24時間培養
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した。4％PFAによって10分室温で固定化し、0.2% Triton X-100 PBSで2分処理した。0.1% Tween 

20を含むPBS (T-PBS)で洗浄後、抗VE-カドヘリンモノクローナル抗体(1:200)を1h室温でインキュ

ベートした。細胞を3回T-PBSで洗浄し、二次抗体としてAlexa 488またはAlexa 594が付加された 

goat anti-mouse IgGを1h室温でインキュベートした。抗体はそれぞれ2％ロバ血清入りのPBSでそ

れぞれ希釈した。細胞骨格はローダミンファロイジン(Thermo Fisher) (1:200)で標識した。核は

0.1ug/ml ヘキスト33258で染色した。最後に、3回T-PBSで洗浄した。蛍光画像は蛍光顕微鏡

(FSX100; Olympus, Tokyo, Japan)で取得した。 

上記と同条件に培養した細胞は、可溶化液(1% SDS, 5mM EDTA, 1mM PMSF, 1mM NEM)

で溶解した。非還元条件で5％ゲルを用いたSDS-PAGEにより分離し、PVDF膜に転写した。その

後、VE-カドヘリンとEndo180を、抗VE-カドヘリン モノクローナル抗体(1:1000)、抗Endo180モノク

ローナル抗体(1:1000)およびHRP標識された抗マウスIgGを用いてウエスタンブロット法により、

評価した。タンパク質バンドは、 Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate で視覚化

され、イメージアナライザーAmersham ImageQuant 800 ( Cytiva, Tokyo, Japan) を使用したデンシ

トメトリー分析によって定量化された。 

 

第6項 Wound healing assay 

コンフルエントになるまで培養したHUVECをセルスクレーパーで削った後、PBSで洗浄した。

その後、IV型コラーゲン、変性IV型コラーゲン(50mM 酢酸で希釈)をそれぞれ5µg/ml含む0.2% 

FBS EBM-2培地、または精製したNTH 1(IV)を0.8g/ml含む0.2% FBS EBM-2培地を添加し、

0h、2h、4h後に撮影した。Image Jを用いて創傷領域の画像から創傷領域の面積の変化量を測

定した。 
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 第3節 結果 

第1項 NTH 1(IV)によるVE-カドヘリンを介した細胞間結合の抑制 

ウサギの血管新生において、NTH 1(IV)は血管が発芽、伸長する過程に影響を与える可能

性が指摘されている(13)。この発芽・伸長は血管内皮細胞間の細胞間結合が抑制されて起きる

と考えられている。そこで、まずNTH 1(IV)が細胞間結合にどのような影響を及ぼすか調べた。 

NTH 1(IV)は、TIG-1の培養上清から特異抗体を用いたアフィニティーカラムクロマトグラフィ

ーで精製されたものを使用した(図16)。非還元条件下のSDS-PAGEでIV型コラーゲンの3本らせ

ん分子は、約500 kDaとして現れることに対し、NTH 1(IV)は約180 kDaで現れる。Flow through

画分にて約500 kDaに見られる3本らせん分子が確認され、溶出画分には約180 kDaに見られる

NTH 1(IV)が確認された。溶出画分にNTH1(IV)以外のタンパク質の混入は、CBB染色の結

果から確認されなかった。 

 

 

 

 

図16 TIG-1培養上清に由来するNTH 1(IV)の精製 

抗NTH α1(IV)抗体JK132とアフィニティークロマトグラフィーを用いてTIG-1細胞の培養

上清液からNTH α1(IV)を精製した。調整培地（上清）、未結合サンプル（フロースルー、洗

浄）、各フラクション（溶出画分）を非還元条件下でSDS-PAGE（分離ゲルはアクリルアミド濃

度5%）で解析した。溶出液は溶出バッファー（0.1M Gly-HCl (pH 2.5), 10mM EDTA, 1×

Complete EDTA free PIC）を用いて1mLフラクションで回収した。NTH 1(IV) (180 kDa)は矢印

で示した。(A) CBB染色によるゲルの可視化。(B) 分画中のNTH α1(IV)をウェスタンブロッ

ティングおよびJK132抗体を用いて評価した。 
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HUVECは前培養した後、NTH 1(IV)(0.8 g/ml)を含む培地に交換し、さらに24時間培養した。

コントロール のNTH 1(IV)無添加条件では、隣接する細胞間の細胞周縁にVE-カドヘリンが局

在していることを確認した。アクチン骨格がVE-カドヘリンに沿うように形成されており、VE-カドヘ

リンによる細胞間結合が形成されていることが示された(Fig 17 A)。VE-カドヘリンの染色は、視

野のほぼ全域を網目様に覆っていた。NTH 1(IV)添加培養では、細胞周縁のVE-カドヘリンの

染色が消失した部分があり、そこでは細胞同士が結合していないギャップ領域が認められた。こ

れらのことから、NTH 1(IV)は、VE-カドヘリンによる細胞間結合を抑制することがわかった。一

方で、IV型コラーゲン (human placental type IV コラーゲン)添加培養では、コントロールと同様

に細胞周縁に存在するVE-カドヘリンによる細胞間結合が示され、NTH 1(IV)添加の結果と異

なった。さらに、変性IV型コラーゲン (denatured type IV コラーゲン, dIV)添加培養では、NTH 

1(IV)と同様にVE-カドヘリンによる細胞間結合が抑制され、細胞間にギャップが出現した。 

これらのギャップ領域面積を測定し、NTH 1(IV)が及ぼす細胞間結合への影響を定量化した

(Fig. 17B)。ギャップパーセンテージは、24時間後のNTH 1(IV)無添加のコントロールの内皮細

胞間のギャップ面積を基準とした。IV型コラーゲンを添加した場合のギャップ面積はコントロール

と変わらなかった。NTH 1(IV)および変性IV型コラーゲンを添加した場合では、ギャップ面積は、

それぞれコントロールの30倍および13倍の大きさであり、有意な差を示した。本研究で用いたIV

型コラーゲン標品はpepsin処理により調製されたものである。コラーゲンの3本らせん領域はペプ

シンに対し耐性があるが、非コラーゲンらせん領域は分解を受ける。IV型コラーゲンの場合には、

非コラーゲンらせん領域であるNC1 domain は消失し、さらに、このコラーゲンには固有の3つ目

毎にGlyが出現する繰り返し配列が中断した箇所があり、その部位で切断がおき、部分的に切

断された3本らせん断片が生成する。実際に、使用した標品についてNC1 domainの消失は、

NC1 domainに対する特異的抗体で確認した (図18)。NC1 domainを欠失した変性IV型コラーゲ

ンでも、NTH 1(IV)と同様にVE-カドヘリンの細胞間結合を抑制させたことから、変性したTH 

domain部分がこの現象には重要である可能性が考えられた。 

NTH 1(IV)と変性IV型コラーゲンのいずれを添加した場合でも、HUVECのVE-カドヘリンは

細胞内に多く留まっている状態が観察された(Fig 17C)。細胞内のVE-カドヘリンは、主に核の周

辺に確認されたことから、リソソームやゴルジ体に存在していることが考えられた。また、上記と

同様の条件で培養したHUVECを可溶化し、VE-カドヘリンのタンパク量を調べた(Fig 17D)。NTH 

1(IV)、および変性IV型コラーゲンのいずれを添加してもVE-カドヘリンのタンパク量は、コント

ロールと同レベルであった。これらの結果は、VE-カドヘリンの細胞周縁部からの消失は、VE-カ

ドヘリンが分解されて消失したことによるのではなく、エンドサイトーシスにより内在化したことを

示している。 
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図17 NTH α1(IV)または変性IV型コラーゲンは、VE-カドヘリンを介した細胞間結合の破

壊を誘発する。 

(A) 前培養 HUVEC 単層を 5µg/mL IV 型コラーゲン (IV), 5µg/mL 変性 IV 型コラー

ゲン (dIV), または 0.8µg/mL NTH 1(IV) (NTH) を含む新鮮培地で 24時間維持し、内皮

細胞を蛍光タグ：ファロイジン（赤）、抗VE カドヘリン（緑）およびヘキスト（青）により染色し

た。スケールバー:50µm。結果は3つの実験の代表である。矢印は主な細胞間ギャップを示

す。(B)細胞間隙を白線で示す。グラフの各バーは、コラーゲンなし（コン）、IV型コラーゲンあ

り（IV）、変性IV型コラーゲンあり（dIV）、NTH 1（IV）あり（NTH）の培養のコントロールに対す

る形成面積全体を表している。データは3つの独立した実験の平均±標準偏差である

（*p<0.01および**p<0.05。） (C) (A)の各パネルの一部の拡大図。NTH 1(IV)と変性IV型コ

ラーゲンとの培養で観察されたHUVECにおけるVE-カドヘリンシグナルの蓄積(矢印)。スケ

ールバー：20µm。(D）上図は、（A）と同様に培養したHUVECにおけるVE-カドヘリンとアク

チンのウエスタンブロット解析を示した。下のグラフは、アクチンのバンド強度に対するVE-

カドヘリンのバンド強度の比を、コントロールに対する相対値で示した（n=3）。 
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第2項 短時間でのNTH 1(IV) による細胞間結合の抑制 

短時間でのNTH 1(IV)によるVE-カドヘリンへの効果をさらに調べた。細胞間結合とギャップ

領域をFig. 1と同様に視覚化した(Fig. 19A-C)。ギャップ領域の面積は添加直後のギャップ面積を

100%として示した(Fig. 19D)。添加直後では、細胞周縁に存在するVE-カドヘリンの染色が一部

の領域で弱くなっており、その領域では細胞間にギャップが存在した。この状態をstarting level 

とし、NTH 1(IV)によるVE-カドヘリンへの効果を調べた。10分後、コントロールおよびIV型コラ

ーゲン添加培養では、細胞周縁のVE-カドヘリンの染色が明瞭になり、VE-カドヘリンを介した細

胞間結合した細胞が増加したと考えられる。ギャップ面積は、コントロールでは21%、IV型コラー

ゲン添加培養では4.4%と小さくなった。培地交換から10分間の短時間で細胞間結合の形成が進

んだことになる。一方で、NTH 1(IV)添加培養では、細胞間結合の形成は進まなかった。ギャッ

 

図18 IV型コラーゲン標品のNC1ドメインの解析 

 本論文で使用したヒト胎盤 IV 型コラーゲン標品は、SDS-PAGE（アクリルアミド濃度 

5%）を用い、非還元条件下で解析した。サンプル質量は 25 ng から 25,000 ng であった。

(A)ゲルは CBB 染色で可視化した。(B)α1(IV) 鎖の NC1 ドメインは、ウェスタンブロッテ

ィングによりNC1 ドメインに特異的な抗体を用いて評価した。TIG-1培養上清（上清）をNC1ド

メインの存在のコントロールとして使用した。  
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プ面積は77%であり、コントロールやIV型コラーゲン添加培養の条件と比べて有意に大きかった

(p<0.01)。30分後ではそれぞれの細胞間ギャップ面積は、コントロールは3.1%、IV型コラーゲン

添加培養は6.6%であり、それに対してNTH 1(IV)添加培養では、49%と細胞間のギャップ面積

は有意に大きかった(p<0.01)。NTH 1(IV)添加培養において10分から30分の間で細胞間のギャ

ップ面積は小さくなる傾向を示した。4h後ではコントロールやIV型コラーゲン添加培養は、ほとん

どの細胞が細胞周縁に存在するVE-カドヘリンによって細胞間結合しており、細胞間のギャップ

面積は2%以下だった。NTH 1(IV)添加培養での細胞間のギャップ面積は73%であり、30 分後

のギャップ面積から増加する傾向を示した。これらのことから、NTH 1(IV)による細胞間結合の

抑制には、VE-カドヘリンの結合形成を抑制と細胞間結合を引き離す反応がある可能性が考え

られた。さらに、変性IV型コラーゲン添加培養では、ギャップ面積の変化はNTH 1(IV)を処理し

た場合と同じ振る舞いをした。細胞間ギャップ面積は、NTH 1(IV)(0.8mg/ml)添加の方が、変性

IV型コラーゲン(5µg/ml)添加の場合より大きかった。両者の差異は受容体に対する親和性の違

いを反映している可能性が考えられる。 

 

 



40 

 

 

 



41 

 

 

 

 

 

 



42 

 

 

 

 

第3項 NTH 1(IV)による内皮細胞の遊走への影響  

NTH 1(IV)が内皮細胞の遊走にどのように関与するか調べた。コントロールの4h後の細胞が

遊走し、カバーした面積を基準とし、各条件の創傷領域の割合を算出した(図20)。NTH 1(IV)を

0.8g/ml添加した場合、2h後及び、4h後のカバーされた創傷領域はコントロールよりも大きい傾

向を示したが有意な差はなかった。しかし、NTH 1(IV)を1.6 g/ml添加した場合、4h後のカバー

された創傷領域はコントロールの約1.7倍大きく有意な差があった。変性IV型コラーゲンを添加し

た場合もNTH 1(IV)と同様であり、10 g/mlの濃度を添加すると4h後のカバーされた創傷領域

はコントロールより約1.5倍大きくなった。これらの結果から、NTH 1(IV)と変性IV型コラーゲン

 

図19 VE-カドヘリンを介した細胞間接合に対するNTH 1(IV)の早期からの影響。 

(A-D) HUVEC単層を図1と同様に、0分、10分、30分、4時間だけ培養し、細胞を蛍光タグ：

ファロイジン（赤）、抗VE-カドヘリン（緑）、Hoechst（青）で染色した。矢印はいくつかの主要な

細胞間ギャップを示す。スケールバー:50µm。結果は4回の実験の代表例である。(E), (F) 各

培養物の全体のギャップ面積を定量化し、各シリーズの培養物の0分での面積に対する値と

して表した。データは4つの独立した実験の平均±標準偏差である (*p<0.01および

**p<0.05。n=4)。 
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は内皮細胞の遊走を促進させることが示された。IV型コラーゲン添加では、試料濃度を高くする

とカバーされた創傷領域はコントロールと比べて大きくなる傾向は示したが、有意な差を示さな

かった。IV型コラーゲンは細胞間結合を抑制はしないが、遊走を促進させる別の機構が存在す

ることが考えられた。 
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第4節 考察 

この研究の目的はNTH 1(IV)が血管内皮細胞間結合に及ぼす影響を明らかにすることであ

る。NTH 1(IV)は、HUVEC のVE-カドヘリンによる細胞間結合を抑制し、細胞遊走を促進した。

この際に、VE-カドヘリンは、エンドサイトーシスにより細胞周縁から細胞内部に移動した。NTH 

1(IV)は生理的条件で生成されるものであり(13,62,63)、これらの結果は、NTH 1(IV)の生理的

な機能を示したものである。NTH 1(IV)は、このような機能によって、血管新生の初期段階で発

芽伸長を促す因子の一つである可能性が考えられた。NTH 1(IV)の細胞への生理的な作用に

ついては、本研究で初めて明らかになった。in vivoやin vitroの血管新生モデルでは、新生血管

や血管内皮細胞ネットワークの細胞内やその周囲で発現が亢進することが示されており、血管

新生への関与が示唆されていた(12,13)。NTH 1(IV)は、血管内皮細胞の細胞間結合を制御す

ることで、血管新生に関わることが強く示唆される。 

 

図20 細胞遊走に対するNTH α1(IV)の効果 

HUVEC単層をセルスクレーパーで削り、スクラッチ創を作成した。細胞増を傷つけた後、

細胞を洗浄し、IV型コラーゲン（IV）、変性IV型コラーゲン（dIV）、またはNTH 1（IV）（NTH）

を含む新しい培地に混ぜ、傷を作成してから0、2、4時間後に観察した。細胞の移動は、

ImageJを用いて被覆面積を定量化することにより決定した。移動量は、コラーゲンなしで培養

した4時間後との相対値で表した。データは3回の独立した実験の平均値±標準偏差である

（*p<0.01および**p<0.05、n=3）。 
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IV型コラーゲンの1鎖のNC1 domainは、arrestenとよばれ、血管新生の内因性阻害剤の１つ

であることが報告されている(64-66)。これは11インテグリンと1(IV)のNC1 ドメインが結合す

ることで、ECM成分と11インテグリンの相互作用が遮断されると起こることが報告されている。

本研究では、NTH 1(IV)は、VE-カドヘリンによる細胞間結合を抑制することと、細胞遊走を増

加させることを示し、NC1ドメインがもつ効果とは対照的に血管新生を促進させる機能を示した。

NC1ドメインを欠損したIV型コラーゲンを変性処理した試料でも、VE-カドヘリンによる細胞間結

合の抑制や細胞遊走の促進が起こったことから、3本らせん構造を持たないTH ドメイン部分が

これらへ影響する可能性が考えられた。そうであれば、NTH 1(IV)は、一つのポリペプチド鎖に

相反する機能を内包していることになる。IV型コラーゲン遺伝子産物は、3本らせん構造の有無

でそれぞれに固有の機能を持つことに加え、クリプティックな切断によっても更なる機能が発現

する、多様な特性を持つことを示している。すなわち、NTH 1(IV)は、TH ドメイン部分での相互

作用を介してVE-カドヘリンによる細胞間結合を抑制し、血管内皮細胞の遊走を促進させること

で、血管新生の初期段階で重要な発芽伸長を促す因子の一つである可能性が考えられた。 

NTH 1(IV)によるVE-カドヘリンの細胞間結合抑制の効果は、10分後で起き、24時間後もこ

の現象が持続することがわかった。早期にVE-カドヘリンのエンドサイトーシスを引き起こす要因

として、血管内皮細胞増殖因子(vascular endothelial growth factor; VEGF)がある。VEGFは血管

内皮細胞膜のVEGF receptor 2 (VEGFR2)の自己リン酸化をわずか5分程度で誘導する。しかし

ながら、NTH 1(IV)添加によって VEGFR2のリン酸化の影響は認められなかった (Data not 

shown)。NTH 1(IV)によるVE-カドヘリンの細胞間結合の抑制効果はVEGF/VEGFR2システム

に関与しないことが考えられる。現時点では、NTH 1(IV)によるVE-カドヘリンの細胞間結合の

抑制効果のメカニズムは不明である。 

NTH 1(IV)はHUVECの細胞遊走を促進した。VE-カドヘリンの細胞間結合が抑制されること

が、細胞遊走促進の主要な要因と考えられる。 
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第4章 Endo180が及ぼす血管内皮細胞間の結合への影響 

第1節 序文 

第三章より、我々はNTH 1(IV)が、HUVEC のVE-カドヘリンによる細胞間結合を抑制し、細

胞遊走を促進させることを示した。しかし、NTH 1(IV)の受容体は不明である。我々はNTH 

1(IV)の受容体としてEndo180に着目した。Endo180は細胞膜上に存在するマンノース受容体フ

ァミリーのひとつであり、コラーゲン受容体と考えられている(67-69)。マンノース受容体ファミリー

はマンノース受容体、M型ホスホリパーゼA2受容体、DEC-205が存在する。Endo180はN末端側

からN末端システインリッチドメイン、ファイブロネクチンII型(FN-II)ドメイン、8個のC型レクチンド

メイン(CTLD)、膜貫通ドメイン、細胞質ドメインで構成されている。このうちFN-IIドメインおよび2

番目のCTLD(CTLD-2)がコラーゲンの結合と細胞への内在化に関与することが報告されている

(70-72)。CTLD-2はEndo180とIV型コラーゲンの相互作用に関与し、Ca2+依存性レクチン活性を

介して結合することが報告されている(72)。結合したコラーゲンはEndo180を介したエンドサイト

ーシスにより細胞内へ吸収され、リソソームへ送達される。この際、断片化したコラーゲンだとよ

り効率的に取り込まれ、それを介してリソソーム分解が行われる(73-79)。 

Endo180は、I型コラーゲンよりgelatinの方が結合能は高いこと(80)、様々なコラーゲンのうち、

IV型コラーゲンが最もEndo180によって取り込まれると示している(69)。このようなEndo180のコラ

ーゲンに対する親和性の特性から、CO L４A１遺伝子産物である変性IV型コラーゲン やNTH 

1(IV)は、３本らせん構造を持たないためにEndo180との親和性がより高いと考えられる。本章

では、Endo180が及ぼす内皮細胞間結合への影響を検討した。 

 

第2節 実験材料と方法 

第1項 試薬 

Human placental type IV コラーゲン (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), dithiothreitol (DTT; 

Wako, Osaka, Japan) and iodoacetamide (IAA; Wako), 0.22µm membrane filter (Merck Millipore, 

Billerica, MA, USA). N-ethylmaleimide (NEM; Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) CNBr-activated 

Sepharose 4B (Sigma-Aldrich), cOmplete EDTA-free protease inhibitor cocktail (cOmplete EDTA-

free PIC; Roche applied Science, Indianapolis, IN, USA), phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), 

polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane and Immobilon Western Chemiluminescent HRP 

Substrate (Merck Millipore), anti-human VE-カドヘリン monoclonal antibody (F-8) (Santa Cruz, 

Heidelberg, Germany), Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG (A-11032) and Alexa Fluor 488 goat 

anti-mouse IgG (A-11017) (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), anti-Rabbit IgG, horseradish 

peroxidase-conjugated and anti-Mouse IgG, horseradish peroxidase-conjugated (Thermo Fisher), 

anti-human Endo180 monoclonal antibody (B-10) (Santa Cruz), Hoechst 33258 and 
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Fluoresceinisothiocyanate isomer-I (FITC; Dojindo Molecular Technologies Inc., Kumamoto, 

Japan).  

 

第2項 Endo180のsiRNAを用いたノックダウン 

ヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVEC; Lonza, Walkersville, MD)を6~8継代で使用した。4well 

plateに3.5×104cell/well播種し、2日間 EGM-2 Bullet Kit（Lonza）で提供されている成長因子と

ウシ胎児血清（FBS）が添加されたEBM-2で前培養した。前培養したHUVEC細胞は、抗生物質

を除いたEBM-2培地にEndo180を標的とするsiRNA(Endo180 siRNA1, 5'-GAU CUU CGG UGA 

AUC AGA ATT-3'; およびEndo180 siRNA2, 5'-CCC AAC GUC UUC CUC AUC UTT-3', Japan 

Bio Services Co., LTD, Saitama, Japan)とLipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher)を混ぜて40 

nMのsiRNAでトランスフェクトした。Negative siRNAとして，(5'-UCU ACU CCU UCU GCA ACC 

CTT-3', Japan Bio Services Co.) を用いた。ノックダウンの効率はウェスタンブロッティングで評価

した。実験は、トランスフェクションから72時間後に開始した。 

 

第3項 Wound healing assay 

上記で示したようにEndo180をsiRNAでノックダウンした後、コンフルエントになるまで培養した

HUVECをセルスクレーパーで削り、PBSで洗浄した。その後0h、2h、4h後に撮影した。Image jを

用いて創傷領域の画像から創傷領域の面積の変化量を測定した。 

 

第4項 内在化アッセイ 

タンパク質のFITCラベル化は以下の方法で行った。3mg/mlの各種コラーゲンと0.5M 

NaHCO3-Na2CO3, pH 9.5で溶解したFITC(0.6mg/ml)を1：1で3h遮光して混合した。6M HClで中

和後、0.5M 酢酸で透析した。Endo180を欠損させたあるいはwild typeのHUVECを培養後、

FITCラベル化した変性IV型コラーゲン, IV型コラーゲン, あるいはgelatinを各5µg/ml含む0.2% 

FBS EBM-2培地で24h培養した。その後、細胞を剥離し、4 well dishに再度播種し、3h後に4% 

PFAで固定化し、細胞骨格をローダミンファロイジンで赤色、細胞核をヘキストで青色に染色した。

蛍光画像は蛍光顕微鏡(FSX100; Olympus)で取得した。 
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 第3節 結果 

第1項 細胞膜上のEndo180欠損はVE-カドヘリンの細胞間結合を抑制 

コラーゲン受容体であるEndo180はI型コラーゲンよりもgelatinに対し、高い結合能を示すこと、

様々なコラーゲンのうち、IV型コラーゲンを最もよくEndo180取り込むことから、我々は、NTH 

1(IV)はEndo180を介してVE-カドヘリンの細胞間結合に影響を及ぼすと仮説を立てた。 
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図21 HUVECのEndo180欠損は、VE-カドヘリンによる細胞間結合を抑制 

HUVECを方法に記載したように、ネガティブsiRNA（siNC）、Endo180 siRNA 1（siEndo 1）、

およびEndo180 siRNA 2（siEndo 2）で処理した。(A) 細胞は蛍光タグで染色した：ファロイジン

（赤）、抗VE-カドヘリン（緑）、ヘキスト（青）。スケールバー:50µm。矢印はいくつかの主要な

細胞間ギャップを示す。(B) (A)のパネルの拡大図を示した。VE-カドヘリンの細胞内、特に核

周辺へ集積（矢印）が認められた。スケールバー：20µm。(C) Endo180とVE-カドヘリンのウエ

スタンブロット法の解析により、ノックダウンがVE-カドヘリン総タンパク質に影響を与えないこ

とが示された。 
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Endo180がVE-カドヘリンの細胞間結合抑制に関与しているかどうか検討した。このため

HUVECを、Endo180を標的とするsiRNAで処理し、Endo180をノックダウンした。Endo180のノック

ダウンは、抗Endo180抗体を用いたウエスタンブロットにより確認された(Fig. 21C)。 VE-カドヘリ

ンは、Fig. 1と同様に免疫蛍光染色し、細胞間結合を視覚化した。Endo180が欠如したHUVECで

は、VE-カドヘリンの細胞間結合が抑制された(Fig. 21A)。また、この時、VE-カドヘリンは細胞内

に多く留まっており、HUVECにNTH 1(IV)または、変性IV型コラーゲンを添加した際と同様に、

VE-カドヘリンのエンドサイトーシスが誘起されたと考えられる(Fig. 21B and 21C)。この結果は、

Endo180がVE-カドヘリンのエンドサイトーシスに抑制的に関与することを示唆している。 

 

第2項 Endo180欠損細胞におけるコラーゲンの内在化 

HUVECによる各種コラーゲンの取り込みを検討した。HUVECにFITC標識した各コラーゲンを

添加して24h培養した。その後、細胞内のFITC標識したコラーゲンだけを観察するために、細胞

を分散処理し、回収後再播種した。3h後に細胞は培養器に接着したので固定化し、観察した。

NTH 1(IV)はFITCラベルして取り込み実験に用いるには量的に困難だったため、VE-カドヘリ

ンによる細胞間結合に対し、NTH 1(IV)と同様の効果を示す変性IV型コラーゲンを用いた。各

試料のFITCラベル化は、抗FITC抗体を用いたウエスタンブロット法により確認した(図22)。その

 

図22 FITC標識コラーゲンおよびゼラチンの分析 

 FITC標識後の変性IV型コラーゲン（dIV）、IV型コラーゲン（IV）、ゼラチンを還元条件下

（A：アクリルアミド濃度7.5%）および非還元条件下（B：アクリルアミド濃度5%）でSDS-PAGEを

行った。各サンプルの左レーンにFITCの蛍光撮影（F）、右レーンにCBB染色（C）をそれぞれ

示し、同じゲルを用いている。 
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結果、変性IV型コラーゲンは取り込みが観察された(図 23)が、IV型コラーゲン及びゼラチンの

取り込みは、この条件ではほとんど観察できなかった。このことから、変性IV型コラーゲンは、IV

型コラーゲン及びゼラチンよりもEndo180との結合能力が高い可能性が考えらえた。 

 

 

次にEndo180をsiRNAによってノックダウンしたHUVECでのFITC標識した各コラーゲンの取り

込みを、同様に調べた。 Endo180を欠損させた細胞は、変性IV型コラーゲンの取り込みは確認

された(Fig. 24A)。このことから、Endo180以外に変性IV型コラーゲンを内在化する受容体の存

在することを示している。この受容体は、変性したIV型コラーゲンに特異的であると考えられた。

また、変性IV型コラーゲンの取り込みは、Endo180を欠損したHUVECの方が、コントロールの

HUVECより内在化した変性IV型コラーゲンの量は有意に多くなった(p<0.01) (Fig. 24B)。このこ

とから、Endo180以外の受容体による変性IV型コラーゲンの取り込みは、細胞膜上からEndo180

が消失することで促進すると考えられた。 

 

図23 コラーゲンの取り込み 

HUVECをFITC標識変性IV型コラーゲン（dIV）、IV型コラーゲン（IV）、ゼラチンとともに24

時間インキュベートした後、細胞を再播種、固定、ファロイジン（赤）とヘキスト（青）で染色し

た。スケールバー:50µm。 
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図24 Endo180と変性IV型コラーゲン蓄積の関係 

(A)HUVECによるFITC-変性IV型コラーゲンの内在化を、siRNA処理なし（コントロール）、ネ

ガティブsiRNA（siNC）、Endo180 siRNA 1（siEndo）で示したものである。HUVECをFITC標識

変性IV型コラーゲン（FITC-dIV）、と24時間インキュベートし、その後細胞を再播種、固定、フ

ァロイジン（赤）およびヘキスト（青）で染色をした。スケールバー:50µm。(B) 細胞あたりの

FITC変性IV型コラーゲンの緑色シグナルの相対強度を示すグラフ。 
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第3項 Endo180欠損細胞における細胞遊走 

細胞膜上からEndo180の消失が、内皮細胞の遊走にどのように関与するか調べた。コントロー

ルの4h後の細胞が遊走し、カバーした面積を基準とし、各条件の創傷領域の割合を算出した(図

25)。Endo180を欠損したHUVEC では、2h後及び、4h後のカバーされた創傷領域はコントロール

よりも大きい傾向を示した。2h後は有意な差はなかったが、4h後のカバーされた創傷領域はコン

トロールの約1.7倍大きく有意な差があった。この結果はHUVECにNTH 1(IV)または、変性IV

型コラーゲンを添加した際と同様であり、NTH 1(IV)や変性IV型コラーゲンを添加した際に

Endo180が細胞膜上から消失しうる可能性が考えられた。 

 

図25 HUVECのEndo180欠損は、細胞遊走を促進 

HUVECを方法に記載したように、Endo180 siRNAで処理した。その後、HUVEC単層をセ

ルスクレーパーで削り、スクラッチ創を作成した。Endo+：siRNA処理していない細胞、または

ネガティブsiRNA処理した細胞。Endo-：Endo180 siRNA処理し、Endo180が欠損した細胞。こ

れらの細胞を傷つけた後、細胞を洗浄してから0、2、4時間後に観察した。細胞の移動は、

ImageJを用いて被覆面積を定量化することにより決定した。移動量は、Endo+の細胞の4時

間後との相対値で表した。データは3回の独立した実験の平均値±標準偏差である（*p<0.01

および**p<0.05、n=3）。 
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第4節 考察 

HUVECのNTH 1(IV)受容体は、Endo180ではないかと仮定し、実験を行った。Endo180は、

VE-カドヘリンのエンドサイトーシスに抑制的に作用することが示唆された。これらのことから、

NTH 1(IV)の細胞内への取り込みがEndo180のエンドサイトーシスによって起こり、細胞膜から

Endo180が欠如することで、VE-カドヘリンのエンドサイトーシスが誘起され、細胞間結合の抑制

を促す可能性が考えられた。またEndo180が欠如したHUVECは遊走も促進した。Endo180の特

性として、I型コラーゲンよりIV型コラーゲン と、また、I型コラーゲンにおいては３本らせん分子

よりは変性したゼラチンとの結合能が高いことが報告されている(69, 80)。我々は、HUVECにお

いてIV型コラーゲンやゼラチンではなく、変性IV型コラーゲンが内在化されることを確認したが、

この現象はEndo180の特性で説明できる。すなわち、COL4A1遺伝子産物である変性IV型コラ

ーゲン やNTH 1(IV)は、３本らせん構造を持たないためにEndo180との親和性がより高いと考

えられる。また、短時間での細胞間ギャップ面積の変化の結果から、NTH 1(IV)は変性IV型コ

ラーゲンより受容体に対し高い親和性を示していると考えられた。NTH 1(IV)はホワイトマッシ

ュルーム凝集素で認識される糖鎖を有しているので(62)、糖鎖を介した受容体への結合が抑制

効果をさらに強める可能性は考えられる。また、本研究で用いたIV型コラーゲン標品は、ペプシ

ン処理により調製されたものであり、切断を受けたペプチド配列が、受容体への結合に関与する

可能性も考えられる。 

我々は、変性コラーゲンの取り込みがEndo180以外の受容体によっても起こることを示した。

NTH 1(IV)によるVE-カドヘリンの細胞間結合の抑制は、Endo180以外の受容体を介する可能

性は排除できない。IV型コラーゲンは11及び、21 インテグリンと親和性があることが報告

されている(81)。コラーゲンの取り込みに関して、21 インテグリンはコラーゲンの食作用の仲

介をすることが報告されている(82)。近年、Yamanotoらによって、1インテグリンの細胞膜上から

の欠損がVE-カドヘリンのエンドサイトーシスを引き起こすことが報告されている(83)。これらのこ

とから、NTH 1(IV)が1インテグリンによってエンドサイトーシスし、細胞膜上の1インテグリン

が減少することでVE-カドヘリンの細胞間結合抑制を起こす可能性は考えられる。 

近年、細胞膜上からEndo180が消失するとuPA/uPA受容体によるプラスミノーゲン活性化を促

進させることが報告されている(3)。本研究により、NTH 1(IV)はEndo180あるいはその他の受

容体のエンドサイトーシスを引き起こす可能性を示した。よって、NTH 1(IV)はEndo180を介して

プラスミンを活性化させる新たな因子の可能性が考えられた(図26)。しかし、現段階では、NTH 

1(IV)がEndo180と結合しエンドサイトーシスするというデータはなく、Endo180以外の受容体を

介する可能性は排除できない。今後、NTH 1(IV)の受容体を特定し、NTH 1(IV)によるVE-カド

ヘリンの細胞間結合抑制のメカニズムを解析する必要がある。 
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図26 NTH α1(IV)がプラスミン活性化を促す仮説 

Endo180の存在はVE-カドヘリンによる細胞間結合を形成し、安定を維持している。

Endo180が欠損するとVE-カドヘリンのエンドサイトーシスが惹起され、細胞間結合が抑制さ

れる。この現象はNTH 1(IV)によっても起きる。また、NTH 1(IV)が細胞内に取り込まれる

現象と細胞間結合の抑制は相関性があり、Endo180とその他の受容体がNTH 1(IV)の取り

込みに関与している。よって、NTH 1(IV)はEndo180あるいはその他の受容体のエンドサイ

トーシスにより内在化すると、細胞膜上からEndo180が消失し、VE-カドヘリンによる細胞間

結合が抑制されたと考えられる。同時に、Endo180の細胞膜上の消失により、uPA/uPA受容

体を介してプラスミノーゲン(Pg)からプラスミン(Pm)に活性化が促進すると考えられる。 
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第5章 総括 

本論文では、プラスミンの新たな生理的機能について検討を行った。 

第2章では、プラスミンが止血因子VWFMとフィブリノーゲンの切断をすることを明らかにし、こ

れが止血障害を引き起こす可能性を示唆した。この知見はプラスミンが関わる出血性疾患で、本

研究が示したプラスミンの新たな生理的機能が発症に関与することが考えられる。これまでに知

られている出血性疾患の原因として、血管異常、血小板異常、凝固因子異常、線溶異常、複合

異常(血小板異常、凝固因子異常、線溶異常の合併)がある。線溶異常に含まれる、2プラスミン

インヒビター欠損症と、複合異常に含まれる急性前骨髄球性白血病や後天性フォンヴィレブラン

ド症候群は、プラスミンが活性化している症例があることから、これらの病気の発症機序を解明

できたと考えられた。ヒト血漿を用いた本研究は、種差を考慮する必要がないため、潜在的に重

要である。しかし、プラスミノーゲン活性化が生体内でVWFMやフィブリノーゲンを切断できるか

は明らかでないので、動物モデルを用いた研究が必要である。 

第3章、4章では、NTH 1(IV)添加、または細胞膜上からEndo180の欠損が内皮細胞間結合

を抑制し、遊走を促進させることを明らかにした。また、NTH 1(IV)がEndo180を介してプラスミ

ンを活性化させる可能性を示唆した。この現象は血管新生を引き起こす可能性が考えられる。

成体でおこる血管新生は，がんや創傷治癒の際など虚血に陥った組織において、いくつかの血

管内皮の増殖を刺激する因子により誘導される。がん細胞は自らの増殖に必要な酸素・栄養の

供給を得るために血管新生を盛んに誘導することが知られている。つまり、がん細胞の周辺に

は血管新生が起きており、血管新生の抑制をターゲットとする薬剤は、がんに対する新しい治療

法を提供することになると期待できる。本研究により、NTH 1(IV)は血管新生の初期段階で起

きる発芽伸長に重要な因子である可能性があるため、NTH 1(IV)をターゲットとした薬剤の開

発は、新規抗がん剤として期待できる。しかし、NTH 1(IV)の受容体はEndo180以外にも存在し、

NTH 1(IV)がEndo180と結合するのか、NTH 1(IV)によってプラスミノーゲンが活性化するか

検討する必要がある。 

さらに、NTH 1(IV)の細胞への生理的な作用については、本研究で初めて明らかになった。

NTH 1(IV)は血管新生時だけでなく、がん細胞も分泌している。本研究で示したNTH 1(IV)と

Endo180が関与する細胞間結合抑制および、細胞遊走は、がん細胞自身の増殖、遊走、転移に

関与する可能性が考えられる。このため、今後がん細胞にて、NTH 1(IV)が及ぼす影響を検討

していく必要がある。 

また、本研究で示すプラスミンのように、１つの因子を軸として研究することは、さまざま

な要因が複合して起こる出血性疾患やがんなどの疾病を、総合的に理解する上で有効な

方法論ではないかと考えられた(図27)。 
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図27 プラスミンは出血性疾患やがんなどの疾病へ関与  

本研究によりプラスミン(Plasmin)がフィブリン以外にVWFMやフィブリノーゲンなど、様々な止

血因子に作用する可能性を示し、出血性疾患の発症機序への理解につながる。さらに、NTH 

1(IV)はプラスミンを活性化させる可能性を示し、これが遊走や血管新生に関与する可能性

を示した。一方で、プラスミンは炎症物質を活性化させることが知られている。これら３つの現

象は、がんのホールマーカーの一部であるため、がんへの理解につながる。 
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