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◆凝固・線溶・血小板タンパク質の機能発現機構◆

1.  はじめに

血漿糖タンパク質のvon Willebrand因子（VWF）
は主に血管内皮細胞で 250kDa の単量体として合
成されたあとに重合し，約 30,000kDa の超高分子
量（UL-VWF）マルチマーとして Weibel-Palade 
body 中に蓄積し，血中へ分泌される 1）．高い血小
板凝集能を持つ UL-VWF マルチマーの一部は，
内皮細胞表面に結合し血小板凝集の足場として働
く．マルチドメインからなる分泌型メタロプロテ

アーゼ ADAMTS13（a disintegrin-like and metal-
loprotease with thrombospondin type 1 motif-13）
は，VWF の A2 ドメイン内の Tyr1605-Met1606 結合
を特異的に切断することで，UL-VWF マルチマー
の分子量を 500～20,000kDa 程度の適度な大きさ
に保ち，過剰な血小板凝集を防いでいる．静止状
態では，切断部位は球状構造をとる VWF A2 ド
メイン内部に埋もれている．細小血管内などの血
流が非常に速くずり応力が高い部位では，高ず
り応力により VWF の A2 ドメインは球状構造か
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①�日本人のおよそ 10 人に 1人がヘテロで持つ ADAMTS13 遺伝子の P475S 変異は，
VWF切断活性の低下を引き起こす．その分子機構の理解を目的として，P475S 変
異型 ADAMTS13-DTCSドメインの結晶構造を決定した．

②�P475S変異はCAドメイン内にあるVWFが結合するエキソサイトと考えられるVルー
プに局所的な構造変化をもたらし，正常型に比べてループ構造が不安定となっていた．
③�P475S 変異型 ADAMTS13-MDTCS のペプチド基質の切断速度は正常型とほぼ等
しかったが，基質に対する親和性は正常型のほぼ半分に低下しており，P475S 変
異によりVWFとの相互作用が低下し切断効率が低下すると考えられた．

④�P475S 変異型 ADAMTS13-MDTCS のずり応力下の VWFマルチマー切断活性は
正常型の 70％程度を示し，P475S 変異は先天性血栓性血小板減少性紫斑病の原因
変異ではないというこれまでの結果と良く一致した．

❖ Points ❖
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のうち P475S 変異は白人には存在せず日本人
（対立遺伝子頻度 5.0％），韓国人（4.0％），中
国人（1.5％）などの東アジア人特有の変異であ
る 5）．動物細胞で発現させた P475S 変異型 AD-
AMTS13 は VWF マルチマー解析（1.5M 尿素存
在下で測定）では 10％以下の VWF 切断活性し
か示さなかった 6）．一方，蛍光ペプチド基質であ
る FRETS-VWF73 測定法では 70％の活性を示
した 7）．日本人一般住民を対象に ADAMTS13 活
性を FRETS-VWF73 測定法で測定した研究で
は，P475S 変異のヘテロ接合体およびホモ接合
体の ADAMTS13 活性は約 87％および約 73％に
低下していた 8）．P475S 変異型 ADAMTS13 が
測定法によって著しく異なる切断活性を示すこと
から，本研究ではより本来の生理的条件下での活
性について調べた（後述）．

3.  ADAMTS13の立体構造と VWFに
結合するエキソサイト

ADAMTS13 はヒトでは 19 個の遺伝子からな
る ADAMTS ファミリーに属する 9）（図 1）．成
熟 ADAMTS タンパク質は N 末側のメタロプロ
テアーゼ（M），ディスインテグリン様（D），ト
ロンボスポンジン-1（T），システインリッチ

（CA-CB ），スペーサー（S）ドメインからなる
領域を共通に持ち，これらの領域がそれぞれの
ADAMTS プロテアーゼの基質特異性に必須であ
る．さらにその C 末側には T ドメインと各 AD-
AMTS 特有のドメインが存在する．ADAMTS13
においては，7 つの T ドメイン（T2-8）と 2 つ
の CUB ドメインが並ぶ．我々はこのうち DTCS

ら伸展構造に変化し，切断部位が露出して AD-
AMTS13 によって切断される．

ADAMTS13 の VWF 切断活性が遺伝子変異も
しくは中和抗体の出現により著減すると，血中
に UL-VWF マルチマーが蓄積し，細小血管内で
過剰な血小板凝集が起こる．その結果，血小板血
栓形成による血小板数の減少，および赤血球の機
械的な破壊による溶血性貧血が見られる．これが
血栓性血小板減少性紫斑病（thrombotic throm-
bocytopenic purpura, TTP）であり，加えて精神
神経症状，腎障害，発熱を示す場合もある 2）．血
小板減少，溶血性貧血，腎障害は溶血性尿毒症症
候群（hemolytic uremic syndrome, HUS）と共通
しているため，TTP と HUS の鑑別は臨床的に
は困難であることがあり，血栓性細小血管障害症

（thrombotic microangiopathy, TMA）という診断
名が用いられる場合がある 3）．TTP と HUS の鑑
別には ADAMTS13 の活性測定が必要である．

2.  ADAMTS13遺伝子上の TTP病因変異と
一塩基多型

これまでに 100 以上の先天性 TTP（Upshaw-
Schulman syndrome）の原因変異が ADAMTS13
遺伝子上に同定されている 4）．変異の種類はミス
センス変異や終止コドンの挿入，スプライシン
グ異常など様々であるが，これらの多くで AD-
AMTS13 の細胞外への分泌が障害され，活性が
ほぼ完全に消失すると考えられる．一般集団に
おいて，ADAMTS13 遺伝子の一塩基多型が同定
されている．その中で，日本人集団で比較的多
く見られるミスセンス変異を表 1 に示す 5）．こ

表 1 　日本人集団における ADAMTS13 遺伝子の主要なミスセンス変異 5）

変異 ドメイン マイナー対立遺伝子頻度
T339R（c.1016C＞G）＊ D 0.027
Q448E（c.1342C＞G） CA 0.192
P475S（c.1423C＞T） CA 0.050
P618A（c.1852C＞G）＊ S 0.027
S903L（c.2708C＞T） T5 0.048
G1181R（c.3541G＞A） T8-CUB1 間 0.022
＊T339R と P618A は連鎖不均衡（r2＝0.97）を示す．
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Ser475 の CA および S ドメイン内の他の残基との
明確な相互作用の欠如は，V ループの構造が変異
型 DTCS において正常型よりも不安定である可
能性を示唆した．

5.  P475S変異の ADAMTS13切断活性への
影響

そこで上記の構造変化が酵素活性に及ぼす影
響を解明するために，正常型と P475S 変異型の
ADAMTS13-MDTCS を発現・精製し，酵素学的
パラメーターを FRETS-VWF73 を用いて決定し
た．その結果，正常型と P475S 変異型 MDTCS
は Vmax および kcat はほぼ等しいが，Km 値は変
異型が正常型よりもほぼ 2 倍高いことを明らか
にした（表 2）．これらの結果は，P475S 変異型
MDTCS における触媒活性の約 2 倍の低下はペプ
チド基質に対する親和性の低下によるものである
ことを示しており，変異によって影響を受ける CA

ドメインの V ループが基質との相互作用に関与
するエキソサイトであるという考えと一致した．

In vitro での VWF マルチマーを基質にした実
験では，切断部位の Tyr1605-Met1606 結合を露出さ
せるために，尿素を用いる必要があった．しか
しながら，P475S 変異型 ADAMTS13 は尿素存
在下では正常型よりも低い活性を示した 7）．ボル
テックスはタンパク質にずり応力をかけることが
できる．そこでより生理的な条件で VWF マルチ
マー切断活性を測定するために，ボルテックスを
用いて VWF マルチマーにずり応力をかけ，正常
型と変異型の切断活性を比較した（図 3）．切断
によって生じる約 150kDa の VWF 断片をウエス
タンブロッティングで定量したところ，P475S
変異型の反応 2 時間後の VWF 切断効率は正常型

ドメイン領域の構造を決定し，変異実験の結果
から，（1）D ドメインはディスインテグリン様の
立体構造ではなく，CA ドメインの立体構造と相
同であること，（2）S ドメインは 10 本のβスト
ランドからなるβサンドイッチ構造であること，

（3）ADAMTS13 は空間的に隔たりながらも直線
状に並んだ 3 カ所の VWF 結合エキソサイトを
通して，ずり応力などでほどけた VWFA2 ドメ
インを広範囲で認識することを明らかにした 10）．
これらの結果は以前に本誌において詳細に紹介
した 11）．興味深いことに，正常型 DTCS の立体
構造において Pro475 はシス型の立体配座をとる
ことで，我々が V ループと命名した CA ドメイ
ン内のループ（Val474-Ala481）の折れ曲がりに
寄与していた．V ループへの変異導入によって
ADAMTS13 の VWF 切断活性が大きく減少する
ことから，V ループは VWF が結合するエキソサ
イトであると考えた．我々は P475S 変異ではプ
ロリンからシス型構造をとれないセリンへの置換
により立体構造が変化し活性の低下がもたらされ
ると考え，P475S 変異型 DTCS ドメインの構造
決定と変異型 ADAMTS13 の酵素学的解析を行っ
た 12）ので紹介する．

4.  DTCS-P475Sの構造

動物細胞分泌培養系を用いて精製した P475S
変異型 DTCS を結晶化し，その全体構造を 2.8Å
の 分 解 能 で 決 定 し た（PDB ID：3VN4）（図
1A）．P475S 変異型 DTCS の骨格構造は正常型
とほぼ一致したが，P475S 変異が存在する V ルー
プの立体構造は正常型とかなり異なっていた（図
1B）．正常型 DTCS の 2 つの構造モデル（PDB 
ID：3GHM, 3GHN）では，Pro475 は Ser477 お
よび Gln478 の側鎖とそれぞれ 3.5/3.8Å および
3.1/3.5Å の距離で水素結合を形成していたが，
P475S 変異型ではそれぞれの距離は 5.0Å および
8.3Å であり水素結合は失われていた．さらに正常
型 DTCS では，Pro475 は CA ドメインの Met509
と S ドメインの Leu620 とファンデルワールス結
合を形成し構造を安定化させていたが，P475S
変異型 DTCS の構造ではそれらの相互作用が見
られなかった．P475S 変異型 DTCS における

表 2�　正常型および P475S 変異型 ADAMTS13-MDTCS によ
る FRETS-VWF73 切断の酵素学的パラメーター12）

MDTCS MDTCS-P475S
Km（μM） 0.37±0.06 0.82±0.12
kcat（sec－1） 1.94±0.08 1.90±0.11
kcat/Km（μM－1 sec－1） 5.26 2.32
Vmax（nM sec－1） 0.35 0.35
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図 1 　ADAMTS プロテアーゼファミリーのドメイン構造と進化系統樹
A. 成熟ADAMTSタンパク質のドメイン構造．N末側には，プロテアーゼ活性に必要とされるM，D，T，C（構造的にCAとCBに分かれる），
S の各ドメインが存在する．さらにその C 末側に T ドメインおよび各 ADAMTS 特有のドメイン群（X）が存在する．B. ADAMTS ファ
ミリーの全長配列に基づいた無限系統樹．外側の黒字は基質を示す．COMP：cartilage oligomeric matrix protein
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図 2 　正常型と P475S 変異型 ADAMTS13-DTCS 立体構造の比較
A. P475S 変異型 ADAMTS13-DTCS の全体構造．D，T，CA，CB，S 各ドメインを色分けし，CA ドメイン内の V ループ（Val474-
Ala481）を灰色で，Ser475 を球棒モデルで表示した．B. 変異部位周辺の構造比較．上図：正常型 DTCS（PDB：3GHN），下図：
P475S 変異型 DTCS（PDB：3VN4）．上図の橙色と紫色の破線はそれぞれ Pro475 の水素結合とファンデルワールス結合を示し，下
図の破線は P475S 変異型 DTCS 構造において対応する原子を結んだもの．数字は距離を示す（単位：Å）．
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7.  終わりに

ずり応力で引き伸ばされた VWF は，異なる
ドメイン上の複数のエキソサイトを介して AD-
AMTS13 と相互作用することで VWF が特異
的に認識され切断される．血漿中では，約 3％
の ADAMTS13 は CUB ドメインを含む C 末側
領域を介して，VWF の C 末端領域に位置する
D4-CK ドメインに結合している 13）．これらの結
果から，ADAMTS13 の N 末端に位置する触媒
M ドメインが VWF を切断するには，分子全体
にわたって存在する複数のエキソサイトを使っ
て VWF を認識し結合することが明らかとなっ
た．ADAMTS13（0.5-1μg/mL）の血漿中のモ
ル濃度（3.5-7nM）は，凝固第 VII 因子より低
い．低濃度の ADAMTS13 が，血漿タンパク質

（約 80mg/mL）のうちのわずか 10μg/mL にしか
過ぎない VWF の 1 カ所のペプチド結合を正確に
切断するには，ADAMTS13 の複数ドメイン上の
エキソサイトを介した多段階での VWF への結合
が必要と考えられる．エキソサイトを介した基質
認識は，他の ADAMTS プロテアーゼにおいても
同様であると考えられる．変形関節症の発症に関
与している ADAMTS4 ならびに ADAMTS5 に
おいても，M ドメインに隣接した DTCS ドメイ

のおよそ 60％で，活性が 10％以下にまで減少す
る尿素を変性剤に用いた切断アッセイとは対照的
に，FRETS-VWF73 を用いた測定による活性値
に近いことが判明した．すなわち，これら尿素を
用いない測定では，P475S 変異型 MDTCS は正
常型の 60％～70％程度の活性を示し，P475S 変
異は先天性 TTP の原因変異ではないというこれ
までの結果と良く一致した．

6.  P475S変異の ADAMTS13切断活性への
変性剤と温度の影響

FRETS-VWF73 を用いた切断活性の定量にお
いて，P475S 変異型 MDTCS は尿素やグアニジン
などの変性剤の存在下で，正常型に比べ活性が大
きく低下した．高温下でも P475S 変異型 MDTCS
の活性低下は正常型よりも大きかった．タンパク
質の熱安定性を見る thermal shift assay において，
正常型と P475S 変異型 MDTCS の間で Tm 値に
差は見られなかったことから，変異型 MDTCS で
はタンパク質の全体構造は正常型とほぼ同一であ
り，CA ドメインの V ループ周辺のみが変性剤や
高温により局所的に大きな構造変化する結果，活
性が大きく低下する可能性が示唆された．
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図 3 　ずり応力をかけた VWF マルチマーの正常型および P475S 変異型 MDTCS による切断
（上図）ボルテックス処理（2,500rpm, 3 分）した VWF マルチマー（100nM VWF モノマー相当）に 1nM の正常型および P475S 変異
型 ADAMTS13-MDTCS を加えて 0 分～120 分処理して，ADAMTS13 による VWF の切断を抗 VWF 抗体を用いたウエスタンブロッ
ティングによって検出した．（下図）切断によって生じる 150kDa バンドの濃度を定量し，正常型 MDTCS の 120 分後のバンドの濃度
を 1 としてプロットしたもの（n＝3）．
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ンのエキソサイトがそれらの基質であるアグリカ
ンの切断に必要である 14）．様々な病態に関与し
ている他の ADAMTS プロテアーゼの特異的な基
質認識の解明も期待される．最近マウスモデルに
おいて，組み換え ADAMTS13 の投与が TTP15）

だけでなく，急性心筋梗塞後の心筋 16）17），脳卒
中での tPA 投与後出血 18）など様々な病態の症状
を改善することや，ADAMTS13 ノックアウト
マウスで動脈硬化が促進される 19）ことが報告さ
れ，従来の役割を超えた ADAMTS13 の機能と
ADAMTS13 タンパク質による新規治療の可能性
が示唆されている．今後の ADAMTS13 研究の
発展が期待される．
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