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フォンウィルブランド因子マルチマー解析法の標準化 

 

研究分担者 小亀浩市（国立循環器病研究センター・分子病態部・部長） 

研究協力者 樋口由佳（国立循環器病研究センター・分子病態部・上級研究員） 

 

研究要旨：ある種の循環器難病や大動脈弁狭窄症、補助人工心臓装着等では、血液に過度

の高ずり応力がかかり、血漿タンパク質であるフォンウィルブランド因子（VWF）の分解

が亢進する。そのため、後天性フォンウィルブランド症候群（aVWS）と呼ばれる出血性疾

患を合併することがある。これを正確に診断するには、VWF のマルチマー解析が必須であ

る。VWF マルチマー解析では、超巨大分子を解析するための高度な技術が要求されるため、

実施可能な施設は限られ、さらに各施設独自の方法で行われる。本研究では、標準化を進

めた VWF マルチマー解析方法から得られたデータを３施設で比較し、そのマルチマー状

態の反映具合や解析精度を精査した。この検討は、aVWS の重症度を見極める目的に適し

た解析方法の開発に大いに貢献できると期待される。 

Ａ．研究目的 

 

 ファロー四徴症や肥大型心筋症、肺動脈性

肺高血圧症、慢性肺血栓塞栓性肺高血圧症等

の循環器難病や大動脈弁狭窄症、補助人工心

臓装着等では、血液に過度の高ずり応力がか

かる。そのため、止血に必要な血漿タンパク

質であるフォンウィルブランド因子（von 

Willebrand factor; VWF）の分解が亢進し、

出血性疾患を合併することがある。この病態

を診断するには、VWF の解析が必須である。 

 VWF の生合成においては、約 250kDaの VWF

モノマー（１本のポリペプチド鎖）が小胞体

でダイマー（二量体、約 500kDa）となり、さ

らにゴルジ体で数十個が連結したマルチマ

ー（多量体、<20000kDa）となる。血中に分

泌されたのち、血漿プロテアーゼ ADAMTS13

で切断され、様々なサイズの VWFマルチマー

（500〜15000kDa）として血中を循環する。 

 VWF マルチマーのサイズが大きいほど、血

小板凝集能は高い。ADAMTS13 活性の著減に

よって超高分子量マルチマーが蓄積すると、

血栓性血小板減少性紫斑病（thrombotic 

thrombocytopenic purpura; TTP）と呼ばれ

る血栓性疾患につながる。これと対照的に、

高分子量マルチマーが不足すると、フォンウ

ィルブランド病（von Willebrand disease; 

VWD）あるいはフォンウィルブランド症候群

（von Willebrand syndrome; VWS）と呼ばれ

る出血性疾患につながる。 

 VWF マルチマーは、その構造的特性上、物

理的力（引張力）を受けることで伸展し、

ADAMTS13 による切断効率が上昇する。ある

種の循環器難病や大動脈弁狭窄症、補助人工

心臓装着等では、VWFマルチマーは引張力を

受ける。そのため、ADAMTS13 による切断が

異常に亢進し、高分子量マルチマーが不足す

る。このような病態を後天性 VWS（acquired 

VWS; aVWS）と呼ぶ。 

 aVWS を正確に診断するには、VWFマルチマ

ーの状態を調べる必要がある。しかし、500

〜15000kDa におよぶ巨大分子を解析するこ

とは、一般のタンパク質化学的手法になく、

特殊な技術を要する。そのため、施行可能な

研究室は限られている。また、それぞれの研

究室で独自の方法で行われてきており、共通

の指標でデータを解釈することが難しい。そ

こで本研究では、３施設で VWF マルチマーの

解析方法および定量法を標準化することを

目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

 

VWF マルチマー解析の標準化 

 

 基礎解析を担当する３施設（東北大学、奈

良県立医科大学、国立循環器病研究センター）

が会合し、マルチマー解析の解析条件につい

て討議した（図１）。 

 これら３施設には従来からマルチマー解

析の実施実績はあったが、その方法には異な

る点が多かった。そこで、解析方法を標準化
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するために、まず大まかな解析条件を揃え、

同一のサンプルを解析した結果を比較討議

しつつ、さらに標準化を進めていった。主な

内容は、アガロース組成、アガロース濃度、

バッファ組成、電気泳動装置、泳動条件、転

写条件などであった。また、得られた泳動結

果の解析方法についても、デンシトメトリー

でのバンドの定義の差異（例えば、どのバン

ドを VWF マルチマーのダイマーと見なすか、

その指標に何を用いるか）等について検討し

た。 

 マルチマー解析結果の数値化（定量化）に

あたっては、東北大学堀内教授が提唱してい

る VWF 高分子マルチマーindex（Tamura et 

al, J Atheroscler Thromb, 22, 1115-23, 

2015）を用いることとした。 

 標準化した方法を用いて、１）健常人の血

漿、２）40 名の健常人の血漿を混合した標

準血漿、３）人工的なずり応力負荷で VWFマ

ルチマーを切断して高分子量を欠失させた

血漿（模擬 aVWS患者血漿）で解析し、数値

化を試みた（図２）。その結果、健常人と模

擬 aVWS 患者血漿は、どの施設においても分

離よく区別されたことから、この方法でさら

に次の検討へと進めた。 

 

マルチマー解析に用いる血漿量の影響 

 

 解析のための泳動に供する血漿の量につ

いて、VWF抗原量一定、あるいは血漿容量一

定のどちらがより適しているかについて検

討した。解析を進めるなかで、同じサンプル

であっても、用いた血漿量が増加するにつれ

て高分子量が相対的に減弱していくことが

明らかとなった（図３）。このことより、解

析に用いる血漿量は解析結果に大きな影響

を与えるファクターであり、まずは VWF抗原

量一定または血漿容量一定の両方法で解析

を実施し、どちらが aVWS の発症リスクや重

症度と強く関連するかを判断することとな

った。 

 

Ｃ．研究結果 

 

 得られたデータの一例を示す。aVWS 疑い

の患者血漿を用いて、これまでに標準化した

方法にて解析をおこなった。まず血漿容量一

定での解析をおこなった。その結果、標準血

漿に比べて、再現性良く高分子量域の減弱化
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を検出し、VWF 高分子マルチマーindex の値

も標準血漿に比べて低い数値を示した（図

４）。この結果より、患者間でも VWF 高分子

マルチマーindex の値に開きがあることも

判明した。aVWS 重症度と関連する可能性が

あることから、今後の検討課題となった。現

在は、大動脈弁狭窄症の患者約 300名の術前

術後等の約 1000検体について、順次、３施

設での解析を進めているところである。 

 

Ｄ．考察 

 

 今回、標準化を進めた VWFマルチマー解析

方法から得られたデータを３施設で比較し、

その精度や効果について検討した。また、用

いる血漿量が VWF高分子マルチマーindexに

与える影響や、抗原量と血漿容量のどちらが

aVWS の重症度を見極める本研究の目的に適

した方法かなど、昨年度よりさらに踏み込ん

だ検討をおこなった。 

 

Ｅ．結論 

 

 VWF マルチマーの解析法の３施設による

共同検討を行い、方法の標準化、特に血漿量

がマルチマーに与える影響について精査し、

重症度の判定に適した解析方法について検

討できた。臨床検体を用いた病態解析もすで

に開始し、今後も継続して進める予定である。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 なし 
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