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1．はじめに

　血液凝固第 VIII因子（factor VIII: FVIII）は内因系
凝固因子の一つであり，その欠損は代表的な出血性
疾患である血友病 Aの原因となる．FVIIIはその担
体タンパクであるフォン・ヴィレブランド因子（von 
Willebrand factor: VWF）と結合することで分解から
保護され安定化して血液中に存在する1）．しかしな
がら FVIIIと VWFがいつからどのように結合する
かは依然明確になっていない．VWFは血管内皮細
胞や骨髄巨核球で産生されるが，FVIIIの産生部位
は肝細胞や血管内皮細胞など諸説あり依然不明であ

る．近年，長時間作用型 FVIII製剤の登場により，
FVIIIを安定化させる戦略のターゲットとしてその
半減期を司るVWFとの結合様式も注目されている．
しかしながら，VWFにおける FVIII結合部位の構
造にも不明な点が多い．本稿では FVIIIの産生部位
および VWFとの結合機構に関する最新の知見につ
いて解説する．
1） FVIIIの産生部位
　他の凝固因子と異なり FVIIIの産生部位は諸説あ
り，いまだ結論が出ていない．FVIIIが微量かつ不
安定なタンパクであるために，検出が技術的に困難
であることが主要な原因であると考えられ，産生部
位を特定するためには技術の進歩を待たねばならな
かった．FVIIIがクローニングされたのが 1984年で
あるが2），1971年にはすでに FVIIIの産生臓器を特
定しようという試みがなされている3）．正常犬の肝
臓を血友病犬に移植したところ FVIII活性が正常の
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①第 VIII因子（FVIII）の主要産生部位は，血管内皮細胞である．
② 血管内皮細胞の中でもとくに肝類洞内皮細胞（liver sinusoidal endothelial cells: 

LSECs）が重要である．
③  FVIIIのフォン・ヴィレブランド因子（von Willebrand factor: VWF）との主要な結合部
位は VWF D′ドメインに存在する．

④ FVIIIの安定化のためには VWF D′D3ドメイン全体が必要である．
⑤  VWFの D′ ドメインに存在する trypsin-inhibitor-like（TIL′）領域の構造が特に FVIIIと
の結合に重要である．
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50％にまで上昇し，出血傾向が改善した．逆の移植
実験で，血友病犬の肝臓を移植された正常犬でも
FVIIIレベルは 50％を保っていた．
　1985年に Lewisら4）は血友病 A患者に肝臓移植を
した結果，血友病が治癒したことを報告した．その
後 1987年に同グループはさらに 3症例を加えた続
報を報告しており5），イヌの血友病モデルとあわせ
て，肝臓が主要な FVIII産生部位であると考えられ
る根拠となった6–8）．肝臓における細胞の約半数は
肝細胞であり，残りは非実質細胞である肝類洞内皮
細胞（liver sinusoidal endothelial cells: LSECs），クッ
パー細胞，伊東細胞の 3つである．歴史的には，
1985 年には，分離された肝細胞から FVIII の
mRNAや抗原が検出できたため，FVIIIは肝細胞由
来と考えられてきた9, 10）．しかし，当時の技術の限
界もあり本当に肝細胞由来なのかという疑念は晴れ
ず，その後 LSECs11–13）やクッパー細胞14, 15）の報告も
見られた．2014年に入り，FVIII活性および抗原が
肝臓から分離された血管内皮細胞 LSECsから確認
され16），LSECsが主要な FVIII産生細胞であると考
えられるようになった．
　一方，肝臓外での産生を示す報告も多数存在す
る．2009年に Charlesら17）は血友病患者の肝臓を非
血友病患者へ移植した際，移植後も FVIII活性が正
常であったことを報告した．肝疾患の末期状態の患
者では，肝機能の低下に反して FVIII活性の上昇が
認められており18, 19），FVIII産生が肝臓外でも行わ
れていると考えられる根拠となっている17）．肝臓外
のどこの臓器由来かについても様々な検討がなされ
ている．ブタの実験モデルで FVIIIの mRNA発現
が脾臓と腎臓で検出された20）．また脾臓や肺の移植
により FVIII活性の補正が認められている21）．他に
も肺21, 22），脾臓23–25）およびリンパ組織26）等が FVIII
産生臓器として報告されている．骨髄造血細胞に関
しては，血友病 Aマウスで骨髄移植した実験結果
によれば骨髄移植後に FVIIIレベルの上昇が見られ
た27）ものの，ヒト28）やイヌ29, 30）においては骨髄移植
の有効性は認められていない．血管内皮細胞に関し
ては，LSECs以外にも様々な解剖部位の血管内皮
細胞が FVIIIを産生，分泌するとされる31, 32）．この
ような肝臓外の FVIII産生は恒常的に起こっている
ものなのか，肝臓での産生低下時に代償的に起こる

ものなのかなどは全く不明である．

2．FVIII産生部位研究の新たな展開

　これまで FVIIIの産生部位を特定するために使用
されてきた手法や技術としては免疫染色や，in situ
および細胞分離などがあげられるが，最近，コン
ディショナル・ノックアウトマウスモデルという新
たな分子生物学的手法を用いた実験結果が 2つ同時
に報告された33, 34）．コンディショナル・ノックアウ
トとは，条件特異的遺伝子破壊とも呼ばれる方法で
ある．標的となる遺伝子領域を Creリコンビナーゼ
標的配列 loxPで挟んだ遺伝子座を持つマウスを作
製し，これと組織特異的に Creリコンビナーゼを発
現しているマウスとかけ合せることで，特定の臓器
を形成する細胞のみで標的遺伝子の破壊を起こすこ
とができる手法である．すなわち，この手法を用い
れば特定の臓器で FVIIIが欠損したマウスを得るこ
とができるのである．
　一つ目は FVIIIコンディショナル・ノックアウト
（FVIII conditional knockout: FVIII-CKO）マウスモデ
ルである．Fahsら31）は loxPを F8エクソン 17と 18
を挟むように配置して，Cre依存性 FVIII-CKOマウ
スを作製した．Creリコンビナーゼが組織特異的に
発現するマウスと交配させることで，数種類の組織
特異的 FVIII-KOモデル（肝細胞 FVIII-KO（Alb-Cre），
造血細胞 FVIII-KO（Vav1-Cre）および血管内皮細胞
FVIII-KO（Cdh5（Mlia）-Cre，Cdh5（Spe）-Cre，Tek-Cre））を
作成した（表 1）．これらのマウスの FVIII活性を測
定し，表現型正常な FVIII-CKOマウス（F8F）あるい
は完全欠損 FVIII-CKO（F8KO）と比較した（図 1）．肝
細胞 KOである Alb-Creマウスの FVIII活性は正常
マウスと有意差がなく，肝臓からの F8mRNAは完
全に正常であった．この実験から肝細胞での FVIII
は否定的と結論された．一方，血管内皮細胞 FVIII-
KOであるが，最も強い KOである Tek-Cre（概して
KO効率はCdh5（Mlia）-Cre<<Cdh5（Spe）-Cre<Tek-Creとなっ
ていた）では FVIII活性が確認できず，血管内皮細胞
での FVIII産生が強く示唆される結果であった．し
かしながら，これらの血管内皮細胞 FVIII-KOは実
際には造血細胞 KOでもあるため，対照として造血
細胞 KOである Vav1-Creが使用された．もし造血
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細胞が FVIIIを産生しているのならば Vav1-Creマ
ウスで FVIII活性低値となるはずであるが，若干低
値という曖昧な結果であった．この解釈は単純では
ないが，追加で行われた実験で，正常マウスの骨髄
を移植された FVIII-KOマウスからは FVIIIを検出
できなかったことから造血細胞における FVIII産生
は限定的と考えられる．
　もう一つの実験では Lman1-CKOマウスモデルを
用いられた．lectin, mannose-binding protein 1（Lman1）
は細胞からの初期分泌過程における積み荷受容体で

あり，血液中へ FVや FVIIIを分泌するのに必要で
ある．Lman1における遺伝子変異は先天性第 V，
VIII因子合併欠損症という常染色体劣性遺伝形式を
示す出血性疾患を引き起こす．Everettら34）のグルー
プは Lman1のエクソン 2，3に loxPを配置したマ
ウスを作製し，Alb-Creマウス，Tek-Creマウスと交
配させることで肝細胞あるいは血管内皮 Lman1-
CKOモデルを作成した．これらの FVおよび FVIII
活性を図 2に示す．肝細胞 Lman1-CKOでは FV活
性は低下したが，FVIII活性は正常であった一方，

図 1　FVIIIコンディショナルノックアウトマウスモデルの血中 FVIII活
性（文献33より抜粋）
 青：オス，淡赤：メス，F8F：Cre−/−コントロールマウス．FVIIIレベル
に対する Alb-Creマウスの影響は認められなかったが，すべての血管内
皮細胞 CKOマウスでは FVIII活性の低下が認められた．

表 1　Cre依存性コンディショナルノックアウトマウスモデル（文
献33より改変）

略名 正式名称 組織特異性

Meox2-Cre B6.129S4-Meox2tm1（cre）Sor/J 胚

Alb-Cre B6.Cg-Tg（Alb-cre）21Mgn/J 肝細胞

Vav1-Cre B6.Cg-Tg（Vav1-cre）A2Kio/J 造血細胞（+その他）

Cdh5（Mlia）-Cre B6.Cg-Tg（Cdh5-cre）7Mlia/J 血管内皮 +造血細胞

Cdh5（Spe）-Cre B6.129-Tg（Cdh5-cre）1Spe/J 血管内皮 +造血細胞

Tek-Cre B6.Cg-Tg（Tek-cre）1Ywa/J 血管内皮 +造血細胞
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血管内皮 Lman1-CKOでは FVIII活性が低下したが，
FV活性は正常であった．前述の FVIII-CKOと同様
に，FVIIIの産生部位として肝細胞は否定的で，肝
臓の血管内皮細胞，LSECsであることを示唆する
結果であった．さらに肝臓に加えて，異なる組織（腎
臓，心臓，脳）血管においても F8 mRNAを測定，
比較が行われた．肝臓において最も F8 mRNAレベ
ルは高値を示しており，LSECsの重要性が示唆さ
れた．さらに腎臓でも中等度高値であったが，一方，
心臓や脳では認められなかった．同じ血管内皮細胞
でも異なる組織において異なるレベルの発現が見ら
れる理由は明らかではないが，この事実は組織特異
的な血管内皮細胞の機能を考える上で重要である．
FVIIIの重要なシャペロンとして機能する VWFも
同様に血管内皮細胞で産生されることは，FVIIIの
生合成に重要な役割を果たしていると考えられる．
Vwfの発現が組織によって異なる因子により調節さ
れていることも報告されている35）．同様に他の様々
な遺伝子も異なる血管内皮で異なる発現パターンを

示すかもしれず，さらなる検討が必要である．

3．FVIII-VWFの相互作用

　FVIIIがいつ，どこで，どのようにして VWFと
結合するのかに関しても不明な点は多い．VWD患
者で FVIII活性の低下が見られることはよく知られ
た事実であり，type 1や type 3 VWDでは VWF量の
低下に伴い FVIII活性も低下する．type 2N VWDで
は VWFの FVIII結合能の低下に起因して著明な
FVIII活性の減少を示す．VWD患者に VWF濃縮製
剤を注入した場合，FVIII活性は緩徐に上昇する．
このことは FVIII-VWF結合は産生された後の血液
中でも起こることを意味する．
　VWFは血管内皮細胞で産生され，様々な翻訳後
修飾を受ける．最終的に VWF分子は多数連なった
マルチマー構造という構造をとる．それぞれのマル
チマーは 2個（ダイマー）から 60個以上もの VWF
分子が連なっており，それぞれの分子が FVIII結合

図 2　Lman1コンディショナルノックアウトマウスの血中 FVIII活性（文
献34より抜粋）
 fl/fl: Lman1fl/fl，fl/+: Lman1fl/+，gt1/gt1：既報の41Lman1 KOマウス．Lman1fl/fl+
Tek-Creマウスはコントロールのマウスに比して有意に FVIIIレベルが
低かった．一方 Lman1fl/fl+Alb-Creマウスでは差は認められなかった．
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部位を有している．血液中の FVIIIはどのサイズの
マルチマーにも同様の結合能を有するとされている
が（KD=～0.2–0.3 nM），FVIII：VWFは～1：50の割
合で結合する．
　FVIIIは重鎖（A1-a1-A2-a2-Bドメイン）と軽鎖（a3-
A3-C1-C2ドメイン）からなるヘテロダイマーである
が，軽鎖のうち a3，C1，C2ドメインが VWFと結
合表面を形成する．逆に，VWF側の FVIII結合領
域は D′D3ドメインにある 764-1035である．72％の

type 2N VWDの遺伝子変異は VWF D′ ドメイン
（764-865）に分布しており，その VWFの D′ 領域は
二つの独立した TIL′（Trypsin-inhibitor-like, 766-827）
と E′（829-864）という折り重なるドメインからなる
（図 3）．Type 2N変異のなかで重症なものは TIL′ 領
域に多く36）（図 4），モノクローナル抗体を用いたエ
ピトープマッピングの結果からも FVIII結合部位が
TIL′ ドメインに存在すると考えられている37, 38）．最
近の Shiltaghらの報告によれば39），TIL′ と E′ 領域の

図 3　VWFにおける主要な FVIII結合部位（文献39より改変）
 VWFの TIL′ および D′ ドメイン（766-864）．ハイライト表示：システイン残基．黄色の線：S-S結合．
矢印：Type 2N変異（緑：非システイン変異，黒：システイン変異）

図 4　Type 2N VWF変異の位置（文献39より改変）
 （A）青：TIL′ ドメイン，赤：E′ ドメイン，Type 2N変異（緑球：非システイン変異，黒球：システイン
変異）　（B）淡青：TIL′ ドメイン，淡赤：E′ ドメイン，Type 2N変異（緑球：非システイン変異，黒球：
システイン変異）　（C）青：陽性荷電部位，赤：陰性荷電部位，黄色の点線で囲まれたエリア：FVIII
軽鎖の a3ドメインへの結合部位と推定されており，強い陽性荷電を示す．
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βシートは柔軟な TIL′ ループの足場を形成する．
TIL′ では強い陽性荷電部位が形成されており，動的
な性質を持つ TIL′ ドメインは陰性に荷電された
FVIIIの a3ドメインと結合する構造を有する．
　近年，FVIIIタンパクに PEGを結合させたり，
IgGの Fcドメインを融合させたりすることで，
FVIIIの半減期を延長した長時間作用型製剤が血友
病治療に利用されている．FIXでも同様の試みがな
されており，その半減期は 5倍にもおよんでいるに
もかかわらず，一方で FVIII製剤の半減期は 1.5–1.8
倍程度に留まっている．この理由は，FVIIIの血中
半減期はその担体タンパクである VWFに依存して
いるからであると考えられる．Yeeらは FVIII結合
部位を有する 7種類のVWFフラグメントを作成し，
FVIIIの安定化作用があるのかどうかを検討した40）．
FVIIIに結合する VWFの部位は（764-1035）であり，
高い親和性を示すにもかかわらず，血中 FVIIIを安
定化させるためには D′D3フラグメント全長（764-
1247）が必要であった．この理由は明らかではない
が，タンパクの立体構造の制御や翻訳後修飾との関
連があるのかもしれない．FVIIIと APCなどのタン
パク分解酵素や LRP-1のようなクリアランスレセ
プターなどとの相互作用による影響なども考えられ
る．
　FVIIIの半減期を延長させるために VWFフラグ
メントを使用することを考慮する際，短いフラグ
メント自体の半減期を改善するために，Yeeらは
VWF D′D3フラグメントに免疫グロブリン IgG1の
Fc部分を C末端に融合した（VWF D′D3-Fc）を作成
した．期待された通り，VWF D′D3-Fcは FcRnエン
ドソーム経路を介する VWF D′D3フラグメントの
再利用により，長い半減期を示した．VWF−/−マウ
スにこの VWF D′D3-Fcを発現させたところ，FVIII
の安定化が見られ，血中 FVIIIレベルは 10倍とな
り少なくとも 7日以上持続した．しかし FVIII−/−マ
ウスに VWF D′D3-Fcと FVIIIを投与したところ，
期待に反して FVIIIは速やかに消失してしまった．
理由は不明ではあるが，VWF D′D3-Fcが内因性の
VWFと競合する，あるいは VWF D′D3-Fc/FVIII複
合体がエンドサイトーシスされた後に VWF D′D3-Fc
だけ再利用され FVIIIは分解されるなどが考えられ
ている．VWF D′D3-Fcに FVIII-Fcなどの長時間作

用型 FVIIIを投与した場合にどのようになるのか興
味深いところである．

4．おわりに

　FVIIIの産生部位の特定が進められ，LSECsを中
心とした血管内皮細胞が主要な部位であることが明
らかになった．他の凝固因子が肝細胞で産生される
なか，重要な FVIIIという凝固因子だけが別の細胞
で産生されるのは非常に興味深い．FVIIIの重要な
パートナーである VWFも全身の血管内皮細胞で産
生されることは無関係ではないだろう．このシステ
ムは肝細胞内での不必要な凝固促進を防止するため
のものであるかもしれないし，あるいは局所で
FVIIIと VWFを共に速やかに動員することで止血
を有効に行うためのものであるのかもしれない．最
近明らかになった柔軟な VWF D′ ドメインの立体構
造は，VWFにおける FVIII結合という重要な機能
を理解する上で重要な一歩であると考えられ注目し
たい．D′D3フラグメントによる血中 FVIIIレベル
の最適化は VWF−/−マウスにおいては魅力的な結果
であり，VWFの担体機能を調整することで FVIII
を安定化できる可能性が示唆された．
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