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Summary: Changes of factor VIlI(F VIII)， von Willebrand Fac:tor (vWF) and F VIII/vWF 

complex during whole blood clotting were investigated. 

1. Although F VIlI activity i加nnormal s問er悶awas low (α13.9::1:: 12.0 u/ dI)， F V珊H皿1an凶1式叫ti抱gen(F 

V珊H皿1: Ag) was nearly normal (σ73.7::1::3白2.7u/d〆

p凶la出sma出s0町rs問er悶aassayed by imm凹lUnoradiometricassay (IRMA) were 103.7土35.0u/ dl and 

51. 7土26.2u/ dl， respectively. Each value of F VIlI/vWF complex in the plasmas or sera 

was 101.7土29.1u/ dl or 24.1士18.1u/dl. 

2. When platelet-rich plasma from normal individual was clotted with an equal volume 

of 1/40 M CaCb， F VIlI showed a moderate decrease. Incubation of normal plasma with 

various concentrations of phospholipid (PL) resulted in a dose-dependent loss of F VIlI : Ag. 

3. In normal subjects， F VIlI : C increased 2-folds within 10min after clot formation， then 

gradual1y decreased remaining the level around 10-20 u/ dl. F VIlI : Ag also increased once， 

then decreased keeping the level around 50-60 u/ dl. VWF : Ag assayed by IRMA increased 

once， then gradually decreased and stayed around 60-70 u/ dl. F VIlI/vWF complex de目

creased rapidly after initiation of clotting， then it stayed at constant level of 10 u/ dl at 20 

mm 

4. Time-course of F VIlI proteolysis during whole blood clotting was monitored by an 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Interval between 30 and 60 min after coagu-

lation， levels of the aminoterminal "acidic" region of F VIlI light chain and of the middle 

"acidic" region of F VIlI heavy chain decreased to the same level of F VIlI : C. However， the 

72 kDa-fragment of F VIlI light chain decreased more slowly. 

These results indicate that F VIlI is immediately dissociated from F VIlI/vWF complex 

after initiation of whole blood cltting， and the F VIlI undergoes rapid proteolytic modification 

m serum. 

Index Terms 

Factor VIlI activity (F VIlI : C)， Factor VIlI antigen (F VIlI : Ag)， von Willebrand Factor (vWF) ， 

F VIlI/vWF complex， whole blood coagulation 
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緒言

ヒト血援凝固第四因子は，性染色体長腕末端部(Xq28 

→ter)上の第VIII因子遺伝子の支配下に，主として肝細胞

粗面小胞体で合成される分子量 270-310X10'kDaの

糖蛋白である1)2)3).本因子は血竣中に約 100ng/mlと極

微量にしか存在しないが， Ca2+存在下に活性化第IX因子

およびリン脂質と複合体を形成して第X因子活性化反応

における Vmaxを約 20万倍増強しうる補助因子として

重要で，その先天性合成障害症は血友病Aとして知られ

ている.

本因子の純化・精製は，その血疑含有量が微量なこと

と各種プロテアーゼによる分解を受けやすいこと，およ

び血築中ではvonWi11巴brand因子と非共有結合してい

ることなどから，極めて困難であった.一方， 1984年，

第四因子遺伝子は全長 186kbで 26個のエクソンと介在

する 25個のイントロンから成り立っていることが解明

された4). コード領域の塩基配列より推定される第VII悶

子蛋白は， 19残基の、ングナルベプチドを含む 2，351個の

アミノ酸から構成される 1本鎖ポリペプチドで，小胞体

内腔でシグナルペプチドを失って 2，332個の凝固活性を

有する成熟第VIII因子になる.本因子はアミノ酸組成のホ

モロジーに基づきN末端より AI-A2-B-A3-Cl-C2の各

ドメインから構成されていることが明らかとなった刷7).

第VIII因子は，循環血築中では種々のプロテアーゼによ

る蛋白分解をうけて， N末端由来の 92-210kDaの

Heavy chain(H鎖〉と C末端由来の 80kDaの Light

chain(L鎖〉とが 2価メタノレによって結合された heter-

odimerとして存在している.これはトロ γピンおよび

活性化第X因子によってまず Arg'40が関裂して Bドメ

インを遊離し，続いてH鎖 Arg'72とL鎖 Arg'689が切断

されて，H鎖は 54kDa +44 kDa ~こ， L鎖は 72 kDaに転

換することによって活性化(FVIII a)されることが知られ

るようになった制.さらに，活性化第X因子により 54

kDaは45kDaに， 72 kDaは67kDa ~こ分解されること

によって第VIII因子活性は急速に消失する 10)• また，活性化

プロテイン C(APC)もH鎖 Arg336を開裂して第VIII因子

の不活性化をもたらす11).また， Bドメインは多数のアス

パラギンのグリコシレーション部位を含む特異なポリベ

プタイドであるが，活性発現上不要と考えられてい

る11)12)叫.

第四因子(FVIII)は循環血液中ではvonWill巴brand因

子(vWF)と複合体(FVIII/vWF)を形成し安定化してい

るが，一旦凝固反応がおこると第VII悶予は血小板リン脂

質上で凝固過程中に形成される微量トロlンビンによる限

定分解をうけ，また，プラスミンをはじめとする血中の

蛋自分解酵素などの影響をうけつつ，漸次失活していく

と推定される.しかし，その実態は未だ明らかでない.

今回，著者は全血凝固過程中の FVIIIとvWFの動態を凝

血学的ならびに免疫学的に検討し，さらに， FVlllの構造の

変化について，抗第VIII因子モノクローナノレ抗体を用いた

H鎖またはL鎖フラグメント特異的 enzym巴-linkedim-

munosorb巴ntassay(ELISA)で検索した.

材料および方法

l. 材料:Plat巴linはOrganon Teknika Corpora-

tion， NCより購入した.本剤は Bell-Alton法14)にてウ

サギ脳より抽出したリン脂質である. Phospholipase-C 

はSigmaChemical Company， MOより購入.Bacillus 

cereusからの Typ巴Vで， 400-600単位/mg蛋白のカ

価であった.ξ-amino-n-capricacid(以下 EACA)は東

京化成工業， 1りaminophenylmethanesu日onylfluoride 

hydrochloride (以下ρ-APMSF)は和光純薬製を使用し

た. peroxidase標識抗マウス F(ab九抗体〔ヤギ由来〉

は， TAGO(Burlingame， CA)製を使用した.

2 抗ヒト第VIII因子同種抗体・当科で管理中の重症血

友病A患者(M.T.)に発生した高力価同種抗体〔インヒ

ピター〉の力価は約 3，000Bethesda 15)単位/mlで，患者

血疑 5mlから Steinbuch& Audr・anらの方法16)に準じ

てカプリッグ酸を用いて IgG分闘を採取した.純化第VIII

因子を囲相化した Sepharoseカラムに上記 IgG分画を

添加して免疫純化を行ない，第VIII因子特異的 IgG分画を

得た17)，

3. 抗第四因子モノクローナノレ抗体:加熱処理第四因

子濃縮製剤を出発材料として得られた純化ヒト第VIII因子

〔約 2，700単位/mg)18)を免疫原として， Koller& 

Milstein 19)の方法に準じて中井叫が作製したものを使用

した.今回の ELISA測定に用いたのは C.Fu1cher博士

(Scripps Clinic & Research Foundation， CA)より供与

された C5(H鎖 54kDaを認識)，自家製の NMC-VIII/

10(L鎖 80kDaを認識するも 72kDaとは反応しなしう

および NMC-VII1/5(L鎖 72kDaを認識〉であった.

4. 血竣.遠沈操作の異なる 2種の血媛を得た.

①乏血小板血媛:3.8 %クエン酸ソーダ 1容を含むプラ

スチック遠心管に経静脈的に採血した全血 9容を加え，

混和後 3，000r. p. m.10分間 4'cにて遠心し，乏血小板血

援を分離した. ②多血小板血竣.上記と同様に採血後，

800 r. p. m.15分間 4'cにて遠心し，上清を分離した.

5. 血清および全血凝固過程中の血液上清:5人の健

康成人男性ボランティアー(予めインフォームドコンセ
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ントを口頭にて得た〉の肘静脈よりディスポーザブノレの

プラスチック注射筒に採血した全血を，予め 200単位/

mlのアプロチエン骨(バイエノレ薬品〉を添加したガラス

小試験管(φ10mm)に移し，3TCで 2時開放置した後

4'Cにて 3，000r. p. m. 10分間遠心して上清を分離した.

測定まで-80'Cにて凍結保存した.なお，全血凝固過程

中の FVIII/vWFを検討する目的の場合は，全血 2mlず

つ 11本の小試験管に分注し，3TCで加温しつつ経時的

(前， 30秒1， 3， 5， 10， 20， 30分 1時間 2時

間， 24時間後〕に反応停止液〔最終濃度は各々， 12.5mM

Fエン酸 Na，10 mM  EACA， 5 mMρAPMSF)を20μl

添加し，直ちに 4'cにて 3，000r. p目 m.10分間遠心して

その上清を分離し，測定まで一旦-80'Cにて凍結保存し

た.

6. 血小板融解物.全血 50mlより調整した多血小板

血援を遠心して得た血小板ベレットをパノレピターノレ緩衝

液(pH8.6)にて 3回洗浄後血小板数を 5-10x109個 /

mlに調節し 3回凍結融解をくり返して調製した.

7. 第四因子凝固活性(FVIII: C)測定重症血友病A

患者血援を基質とした活性化部分トロンボプラスチン時

間に基づく Hardisty一段法によった21). 

8. 第VIII因子抗原(FVIII:Ag)測定 :P巴akeら叫の方

法を改良した嶋・吉岡の two-sitesolid-phase immunor. 

adiometric assay(IRMA)によった23). 1)ポリスチレン

チューブ(シオノギ〉に非標識抗ヒト第VIII因子同種抗体

IgG分画を 0.05M重炭酸緩衝液(pH9.6)で1，000倍に

稀釈して 0.5ml/tubeずつ添加し， 4 'cで一晩静置して

コーティングした. 2)0.1 %ウシ血清アルブミン(BSA)

加 0.05Mバノレピターノレ緩衝液(pH7.9)，次いで蒸留水

で洗浄後， 4 % BSA加ノミノレピターノレ緩衝液で倍数稀釈

した正常プーノレ血媛または，被検血塁走または，血清を 0.2

mlずつ添加し，3TCで18時間反応させた.3)パノレピター

ノレ緩衝液で、洗浄後， 1251一標識抗ヒト第四因子特異的同種

抗体(FVIII固相化カラムを用いた免疫純化IgG分画〉を

約 3， 000 cpm/ tube添加反応させた(3TC，27時間さら

に4'c， 24時間).洗浄後 γ カウンターで放射活性を測

定し，この値を 1tube当たりの総放射活性で除して%結

合放射活性を求め，片対数グラフ上にフ。ロットした.測

定は duplicateで行ない平均値をとった

9. von Willebrand因子抗原(vWF:Ag)測定:下記

の2方法を行なった.

1) Laur巴11法:自家製抗ヒト vWF家兎血清を用いて

Fukui et al刊の方法に準じた.

2) IRMA:自家製抗ヒト vWF家兎血清 IgG分画を一

次および二次抗体に用いたサンドイツチ IRMAによっ

た.本法は Peake& Bloom25)によって開発されたもの

を一部改良したものである26).その測定手技は， FVIII:Ag

のIRMA測定法に準じて行なった.

10. FVIII/vWF複合体測定:一次抗体に抗ヒト第VIII

因子同種抗体，標識二次抗体には抗vWF家兎血清 IgG

を用いた IRMAによった.測定の実際は FVIII:Agの

IRMA測定法に準じて行なった.なお，これとは逆の一

次抗体に抗 vWF家兎血清 IgG，標識二次抗体に抗第VIII

因子同種抗体を用いた IRMAでは測定系を確立し得な

カミった.

11. 抗第VIII因子モノクローナノレ抗体を用いた

ELISA:一次抗体に抗ヒト第VII悶子同種抗体，二次抗体

には抗第四因子モノクロ一ナノレ抗体，ついで peroxidase

標識抗マウス IgG抗体を用いた Shimaet al')の方法に

よった.その概略は下記の如くで， 96穴マイクロタイク

ープレート (Nunc，デンマーク〉の各ウェルに，免疫純化

した抗第VIII因子同種抗体 IgG分画を 0.05M重炭酸緩衝

液(pH9.6)にて稀釈しc1Bethesda単位/ml)コーティ

ングした.4 % BSAにてブロッキング後，各サンフ。ルを

添加し， 4 'cで一昼夜反応させた.洗浄後，二次抗体と

して各モノクロ一ナノレ抗体 IgG分画(C5，NMC-VIII/10 

および NMC-VIII/5各 5μg/ml)を添加反応させた.洗

浄後ベノレオキシターゼ標識抗マウス F(ab')2C1: 1000) 

を添加，3TCにて 60分間反応させた.再び洗浄し， 0 

phenylenediamin/H202を添加，発色させて o.D. 492 

nmにて吸光度を測定し， FVIII:Ag値を測定した.

成 績

1. 正常血援および血清中の FVIII，vWFおよびF

VII!/vWF複合体

正常人 25名より得た血築および血清中の FVIII:Cは

それぞれ 94.0土33.3u/ dl， 13.9士12.0u/dlであった.

血竣および血清中の FVIII:Agは101.3土29.0u/dl， 

73.7士32.7u/dlであった血清 FVIII:Cおよび FVIII: 

Agはそれぞれ 0.1%および 1%の危険率で血媛より有

意に低下していた.また，血塁走および血清中の Laur巴11法

による vWF:Agはそれぞれ 105.6::!:20.9u/dl， 95.5士

18.9 u/dlで有意差はなかった.一方， IRMAによる血

援および血清 vWF:Agはそれぞれ 103.7::!:35.0 u/dl， 

51. 7土26.2u/dlで血清 vWF:Agは0.5%の危険率で

有意に低下した.血疑および血清中の FVlII/vWF複合

体量はそれぞれ 101.7士29.1u/dlおよび 24.1::!:18.1

u/ dl(p<O. 01)であった.血清化によって FVIII/vWF

複合体は著減したくTable1). 

2 乏血小板血竣および多血小板血撲の Ca2+再加後
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のFVIII:Ag 衆 9容に対し Plat巴linをCa2+フリーのノミノレピタール緩

正常人 25名より採取した新鮮乏血小板血竣および多 衝液(pH8.6)中に懸濁，稀釈し，その 1容を加えて 3TC

血小板血衆に同量の1/40M塩化カルシウム加ノミノレピタ 2時間反応後の FVIII:Agを測定した.血竣 FVIII:Agは

ーノレ緩衝液(pH8.6)を添加し，3TC 2時間反応後のそれ Plat巴lin終濃度 0.72mg/ml-O. 72X 10-3 mg/mlの

ぞれの FVIII:Agを測定した.乏血小板血疑+パルピタ 範囲内で濃度依存性に低下した.この低下傾向は血小板

ーノレ添加系と乏血小板十塩化カノレシウム添加系ではそれ 融解物より著明であった(Fig.2). 

ぞれ 50.2士13.9u/dl，47.7士16.4u/dlと差異はなか 4. 血疑および血清中の FVIII:Agに対する phos】

ったが，多血小板血疑十パノレピタ}ノレ添加系と多血小板 pholipase-C(PL-C)の影響

血疑+塩化カノレシウム添加系ではそれぞれ 48.7土12.8 血援に添加したりン脂質が血疑 FVIII:Agを低下させ

u/dl，33.7士12.4u/dlと，多血小板血援に Ca2+再加し たことより，その FVIII:Ag-リン脂質反応に対する PL-

た場合 FVIII:Agは有意に低下(p<O.Oりした(Table2). Cの影響を検討した.正常血祭 9容に各種濃度の血小板

3. 血援 FV皿:Agiこ対するリン脂質の影響 融解物 1容または Platelin5 mg/ml 1容を添加， 370C 

上記の成績から全血凝固により FVIII:Agおよび F 2時間反応後，終濃度 5u/mlの PL-Cを0.001M塩化

vm/vWF複合体が低下し，その減少に血小板の関与す カノレシウム存在下に再び3TC2時間反応させた.原血祭

ることが示唆されたので‘正常血疑中の FVIII:Agに対す 中の FVIII:Agを 100%とした時，血小板融解物添加に

る血小板融解物およびウサギ脳由来のリン脂質の影響を より FVIl日 :Agは一旦平均 48.0%に低下し，この系に

検討した PL-Cを添加すると 115.3%に上昇回復した.血小板融

1) 血媛 FVIII:Agに対する血小板融解物の影響:正 解物の代わりに Platelinを用いた場合も， 25.1%に低下

常血疑9容に対し，種々の濃度の血小板融解物(原液， 2 

-1，000倍稀釈)1容を添加し，3TC 2時間反応後の F

VIII:Agを測定した(Fig.1).血築中の FVI11: Agは添加

血小板融解物の濃度依存性に低下した.

2) 血援 FVIII:Agに対するリン脂質の影響:正常血

Table 1. Levels of FVIII: Ag， vWF: Ag and FVIII/ 
wWF complex in the plasmas and sera for 
25 normal subjects 

Plasma S巴rum

FVIlI : C Cu/dl) 94. o:t 33.3 13目9士12目。*叫

FVIlI: Ag Cu/dl) 101.3土29.0 73.7土32.7*
vWF: Ag Cu/dl) 
assayed by Laurell 105.6士20.9 95.5士18.9
assayed by lRMA 103.7土35.0 51. 7土26.2**

FVffi/vWF∞mplex (u/d!l 101.7士29.1 24.1士18.1村*

キ p<O.Ol 
ホホ p<0.005 
村命 Pく0.001

Table 2. Levels of FVIII: Ag in th巴 supernatantof 
platelet-poor plasma (PPP) or platelet-rich 
plasma(PRP) c10tted with an equal volume 
of 1/40 M CaCl2 (nニ 25)

Measurable FVlIl : Ag Cu/dl) 

PPP+Buffer 
PPP十CaC12

PRP十Buffer
PRP+CaC12 

Buffer : Barbital buffer pH 8.6 
キ p<O.Ol

50目2士13.9

47.7士16.4...，

48.7土12.81* 
33目7士12.4..J

。

，1000 ，100 ，10 ，2 ，1 

Dilution 01 platelet lysate 

100 

宮、
コ

。
〈
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L 

Fig. 1. Dose-dependent interaction between FVIII: 

O 

Ag and phospholipid (Platelet lysat巴).
o:n巴gativecontrol (Barbital buffer pH 8.6) 

0.0001 0.001 0.01 0.1 

Fin剖 concenlration of phospholipid (Platelin) (mg/ml) 
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コ
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Fig. 2. Dose-dependent interaction between FVIII: 
Ag and phospholipid (Plat巴lin唾).

o:n巴gativecontrol (Barbital buffer pH 8.6) 



VIIl: C， FVII日:Ag，vWF:AgおよびFVllI/vWF複合体の

変動を検索した.成績はすべて平均値で表わした.

1) FVIIl:C:一段法にて測定した FVIIl:Cは凝固開

始 5-20分後に一旦約 2倍(200u/dJ)に上昇し，その後

漸減し， 20分後からは一定となったが， 2時間後もなお

10-15u/dlを維持していた(Fig.3-A). 

2) F VIIl : Ag : IRMA ì~こて測定した F 刊I:Ag は凝固

開始 30秒-3分後に一旦上昇050-200u/ dJ)した後，

徐々に減少し， 30分以後は一定(50-60u/ dJ)となった.

2時間後もなお 50-60u/dlに留まっていた(Fig.3 

B). 

3) vWF目Ag:Laurell法で測定した vWF:Agは凝

固過程中でもほとんど変動しなかった.しかし， IRMA

法で測定した vWF:Agは凝固開始 1-3分後に一旦上

昇傾向を示した(150u/dJ)後漸減し， 20-30分後に約

60 u/dlに達したが，以後 24時間後までほぼ不変であっ

た(Fig.3-C). 

4) FVlIl/vWF複合体:一次抗体として抗ヒト第VIIl

因子同種抗体，標識二次抗体として抗ヒト vWF家兎抗

体を用いた IRMAで測定じた凝固過程中の FVIIl/vWF

複合体は開始直後より急激に低下し， 20-30分後には約

10u/dlとなり以後不変であった(Fig.3-D). 

6 全血凝固過程中の FVllIポリペプチドの変化

正常人2名より採血し，凝固過程中の FVIIl:AgH鎖

および FVIIl目 AgL鎖の変動を抗第刊l因子モノクロ一ナ

ノレ抗体を用いた ELISA法にて検索した.データはそれ

ぞれの平均値を用いた.

(457) 全血凝固過程中のヒト第VIIl因子/von Willebrand因子複合体の動態

し，これに PL-Cを添加すると 80.3%に上昇した

(Table 3).血疑に PL-Cを直接作用せしめた場合 FVIIl:

Agは約 20%上昇した.また，正常人 25名の血竣および

血清への PL-Cの直接作用では FVIIl:Agの上昇率はそ

れぞれ 13.9%(101.3士29.0→ 115.4土25.8u/dJ)， 

28.2 %(73.7土32.7→94.5土25.0u/dJ)で，血清での上

昇率の方が高かった.

5. 全血凝固過程中の F刊1，vWFおよび FVlIl/vWF

複合体の経時的変化

正常人5名より採血し，全血凝固過程中の経時的な F

Table 3. Action of phospholipase-C(PL-C) on FVsI : 
Ag-phospholipid complex 

Measurable FVIIl : Ag (%) 

Np十Buffer 100 
Np+ Plat巴l巴tlysat巴1) 48.0 
(Np+ Platelet lysat~)幻十 PL-C3) 115.3 
Np+ PL-C 127.7 

Np+ Buffer 100 
Np十Platelin4) 25.1 
(Np+ Platelin)2)十PL-C 80.3 
Np+PL-C 120.6 

Np: Normal plasma 
Buffer : Barbital buffer pH 8.6 
1) Platelet lysate originated from 5-10 x 109/ml 

platelet suspension. 
幻 Preincubationof normal plasma with phospholipid 
fol1owed by incubation with PL-C 
3) PL-C : final concentration of 5 u/ml 
4) Plat巴lin: final concentration of 0.5 mg/ml 
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いた ELISAVこて測定した FVIII:Ag値(NMC/5-Ag;

L鎖 72kDaポリベプチド〉は凝固開始 3分後に一過性

に200u/dlまで上昇した後，軽度減少傾向を示したが，

2時間後に 75u/dl， 12時間後もなお 70u/dlを維持し

ていた(Fig.4). 

考 案

第VIII因子はその活性が正常血竣中には存在するが血清

中には認められないことから凝固過程中に消費されるも

のと考えられてきた.教室の高瀬2べ1978)は正常人の凝

固過程中の第VIII因子活性(VIII:C)，第VIII因子関連抗原(VIII

R:AG)およびvonWillebrand因子活性(VIIIR:vWF) 

の消長を追求し，凝固時点前後でVIII:Cは一過性に上昇

手リ原

1) FVIII:C:凝固開始 10分後に FVIII:Cは一旦 200

u/dlに上昇し，その後漸減した. 30分後には 65u/dl，

45分後には 7.5u/dlに低下したが 2時間後もなお

6.5 u/dlを維持していた.この動態は前述の 5.におけ

るFVIII:Cの変化とほぼ同様であった.

2) F VIII : Ag : C5を用いた ELISAにて測定した F

VIII:Ag値(C5-Ag;H鎖 54kDaポリペプチド〕は，凝固

開始 3分後に一過性に lS0u/dlまで上昇した後漸減し，

1時間後には 1u/dl以下と検出不能となった. NMC-

VIII/10を用いた ELISAにて測定した FVIII:Ag値

(NMC/10-Ag; L鎖 80kDaポリベプチド〉は，凝固開

始 3分後に一過性に 185u/dlまで上昇し，以後漸減し

た.30分後には 5u/dl以下となった.NMC-VIII/5を用

藤(458) 
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全血凝固過程中のヒト第VIII因子/vonWi1lebrand因子複合体の動態 (459) 

するが 2時間後には消失すること， VIIIR:AGおよびVIII

R:vWFは経時的に軽度に低下するのみであることを

観察した. VIIIR:AGはヒト第VIII因子分画を家兎に免疫

して得られた異種抗体に反応する抗原性で，第VIII因子分

画に共存しているが第四因子(FVIII)とは異なる von

Wi1l巴brand因子(vWF)の抗原性で、あることがその後明

らかになった28)

Peake22)ら(1979)は抗ヒト第四因子同種抗体を用いた

IRMAiこより FVIIIの抗原(FVIII:Ag)は血清中にも検出

されることを報告した.Y oshioka29)ら(1983)はこの現象

にリン脂質が深く関与していることを報告した.1980年

代になり， FVIIIの純化が進歩するとともに FVIIIに対する

モノクロ一ナノレ抗体の作成や第VsI因子遺伝子の単離など

により FVIIIの構造と機能が分子レベノレで解析されるよ

うになった1)-6)，

緒言で述べた純化系での FVIIIの構造と機能に関する

知見をもとに著者は全血凝固過程中の FVIIIおよびvWF

の動態について，高瀬27)の成績をふまえながら IRMAあ

るいは ELISAなどの免疫学的測定法を加えて再検討し

た.組織液の混入を避けてガラス試験管内に採取した血

液はガラス面と接触しつつ，第盟，第Xl，高分子キニノ

ゲン，プレカリクレインなどの接触因子の活性化にひき

つづき血小板リン脂質上で，第VIII因子は活性化第IX因子

(F IX a)，第X因子と反応し，活性化第X因子(FXa)は第

V因子とともにプロトロンピンをトロンピンに転化しつ

つ凝固が進行し血清化する.この過程で FVIITの動態は F

IX a， FXa， トロンピン， プラスミノゲンープラスミン系

その他血媛中の未知のプロテアーゼの影響をうけること

が考えられる.著者は血媛と血清中の FVIII:およびvWF

の動態を検討するにあたり，全血に少量の抗プラスミン

剤を添加して得た血清を使用した.

25名の正常人よりの血清サンフツレ中の FVIII:Cは血

塁走サンフ。ノレの測定値に比し低下し，約 15%であったが，

F刊I:Agは血援値の 70-75%と残存していた.高瀬町)

の成績では血清中の FVIII:Cは 1%以下と著しく低下し

て，著者の値と異なるが，抗プラスミン剤添加の有無に

よるものと考えられる.血疑と血清中の vWF:Agは

Laur巴11法では高瀬の報告と同様に差異を認めなかった

が， IRMA法では血清値は血祭値の約 1/2に低下して

いた.血築中の vWF:Agは分子量 0.5XI0'-20X10'の

種々の重合体のマノレチマーを形成して存在しているが，

血清中では低分子化していることがま口られている叩)31).

重合度の少ない低分子化した vWF:Agの場合，抗原基

の数は少なくなり， IRMA法では低値を示すことにな

る.一方， Laurel1法は抗原抗体沈降反応を電気泳動法で

観察するもので，出現したロケット高は抗原量に比例す

るものと仮定して測定しているが，分子量および分子の

荷電性が関与する.このようなことから Laurel1法値と

IRMA値の差異が生じたものと推察される.一次抗体と

して抗ヒト第VIII因子同種抗体を用い，二次標識抗体に抗

ヒト vWF家兎抗体を用いた IRMAで測定した血清中

のFVlll/vWF複合体は血媛値の約1/4と著減して L、

た.凝固過程中で FVlIIとvWFは解離して低下すること

によると考えられた.

血小板は血液凝固促進に関与する重要な因子である.

前述の如く，血清中の FVIII:Cは著しく低下しているが，

FVIII:Agは約 70%残存していた.著者は凝固過程中の

FVIIIの変化に血小板が関与しているかを検討する目的で，

多血小板血媛および乏血小板血援に Ca2+を再加して血

清中の FVIII:Ag量を測定した.多血小板血竣より得た

血清の FVlll:Ag量は乏血小板血媛よりの血清値より有

意に低下していた.血援に血小板浮遊液(5-10x10' 

個/mI)より作成した血小板融解物を 9・lの割合で添

加し， 2時間加温後の FVIII:Ag量を測定したところ，濃

度依存性に低下した.血小板リン脂質製剤の Platelinを

添加しても同様の成績を得た. この系にリン脂質を特異

的に分解するホスホリパーゼ C(PL-C)を添加したとこ

ろ，低下していた FVIII目 Ag値は前値の 80%まで凶復し

た.これらの成績より FVIIIと血小板中に存在するリン脂

質は FVIIIリン脂質複合体を形成し， steric hindranceに

より FVIII:Agが低下するものと推定された.

以上の正常人血塁走ならびに採取2時間後の血清中の F

VIII: C， F VIII: Ag， vWF: Ag， F VII!/vWF複合体量の比較

成績をふまえて， 5 {J~の正常人について全血凝固過程中

のFVlllおよびvWFの動態を経時的に検討した.FVIII:C 

は凝固開始 10分後 200u/dlと2倍に上昇し以後漸減

し， 40分後 15u/dl， 1時間後 14u/dlと低下したが，

2時間後も前述した血清値と同様の値を維持していた.

抗ヒト第四I因子同種抗体を用いてサンドイツチ IRMA

で測定した FVIII目 Agは凝固開始後一旦上昇したが 10

分以後漸減し， 2時間後もなお 50u/dl以上を維持して

いた. vWF:AgはLaurel1法で測定した場合はほとん

ど低下を認めなかったが， IRMAでは凝固開始 3分でー

且上昇した後漸減し， 30分後 60u/dlと中等度低下し以

後プラトーであった.FVIII/vWF複合体は凝固開始後急

激に低下し 30分で約 10u/dlとプラトーに達した.全

血凝固過程中， FVIII:Cが初期に一過性に上昇すること

については，純化第VIII因子に微量のトロンピンを作用せ

しめた場合に FVlll:Cが一過性に上昇し，以後低下する

ことが既に知られていることから，凝固過程中に生じた
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トロンピンによるものと思われる.血中で複合体を形成

している FVllI/vWFが直後より急速に低下することは，

FVIIIとvWFが互いに解離することを示すが， FVIIIの

vWF結合部位は FVIII分子内L鎖上N末端部で， vWF側

ではvWF-subunitのアミノ酸残基 1-172の部位とされ

ている.トロンピンは FVIIIL鎖のN末端を切断すること

が知られているので， FVIII/vWFの解離はこの部位から

進行するものと推察される.凝固開始早期における F

VIII:AgとvWF:Agの一過性の上昇は FVlIlおよび

vWFの複合体解離によるそれぞれの蛋白の conforma-

tionの変化により，用いた抗体との親和性が一時的に増

強することによるものと推定された.

著者は凝固過程中の FVIU分子の変化を知る目的で一

次抗体に抗第VIII因子高力価同種抗体〔ポリクロ一ナノレ抗

体〉を用いて血中の第VIII因子を捕捉し，二次抗体に FVIlI

フラグメントに対する認識部分の明らかな 3種類のモノ

クローナル抗体(MoAb)を用いた ELISAでを血凝固過

程中の F刊I:Ag量の推移を検討した. FVsIのH鎖中の

54 kDaフラグメントの C末端部(Thr351-ASp362)を認識

する C5MoAbを用いた ELISA系で FVIlI:Ag測定値

は凝固開始直後より 3分まで一過性に上昇したが，以後

急速に低下し 60分後には 1u/dl以下となった.FV川l日III防の

L鎖 8鈎OkDaブラクグやメントのN末端部(G日lu'問一G臼luげ16刷8制4

、
を認識する NMC-V川1lI/10M“oAbを用いた ELISA系でで

はF刊川I:Ag値は凝固開始 3ω0分まではC5値とほiぼ壬同

じ態度を示し 5u/d剖1まで急速に低下し7たこが，その後， 12 

時間までは不変であった. F VlllのL鎖 72kDaフラグメ

ントのC末端部(Ser2173ーTyr2332)を認識する NMC-VIlI5

MoAbを用いた ELISA系では FVIII:Ag値は凝固開始

より 3分まで一過性に上昇したが 10分で 100u/dl前

後になり以後 12時閉まで 75u/dlを維持した. C 5の

認識領域は FVlIlH鎖中の Thr35'-Ser365で、あることが明

らかにされている.この領域は凝固過程中に生ずるトロ

ンピンによる Arg372-Ser373の開裂で FV聞が活性化され

る部位，あるいは活性化プロテイン C(APC)，活性化第

X因子(FXa)およびトロンピンによる Arg336-Met337の

開裂で不活性化される部位に近く 8)10)，これらの部位にお

ける FVIIIH鎖開裂の結果C5で認識されるフラグメン

トの第VIII因子抗原(C5-Ag)は急速に低下するものと考

えられた. NMC-VIIV10の認識領域は FVsIL鎖中の

Glu167'-Glu'684で必)10>， トロンピンおよびFXaで切断

(Arg'68'-Ser'回りをうけ，開離する L鎖 N末の acidic

r巴宮lonと呼ばれる領域内である.従って凝固過程中

NMC-VIlI/10で認識されるフラグメントの第VIlI因子抗

原(NMC/10-Ag)はC5の場合と同様急速に低下する

ものと思われた. NMC-VIIV5の認識領域は Shima et 

a1'2)によって FVIIIL鎖C2ドメインの Asp2170-Glu2327

であることが明らかにされたが，C 2ドメインはリン脂

質との結合部位であることが知られている33)34). NMC-

VIII/5で認識される NMC/5-Ag値は凝固開始早期に

一過性に上昇のあとの低下傾向は軽度でト， 12時間後まで

70 u/dl前後を維持していた.前述の如く，抗第VIlI因子同

種抗体による IRMAで測定した凝固過程中の FVIlI:Ag

は凝固 2時間後 50u/dl以上であったが，この所見と

NMC/5-Agの動態は近似していた.また， FVIlIと血小

板に存在するリン脂質との反応により FVllI:Ag量が 20

%前後低下する成績を得ているが，これらの所見は FVIII

L鎖C2ドメイ γにおける血小板リン脂質との結合によ

るものと推察される.また，同時にC2ドメインは血小

板リン脂質と結合することにより，トロンピン， FXaな

どによる開裂をうけ難く， FVIIIの著しい変化より保護さ

れていることも想定された.

t:士 量五
1111ロ 阿ロ

正常ヒト全血凝固過程中の FVIll， vWFおよびFVIII/

vWF複合体の動態について検討した.

1 正常人 25例の血竣中の FVIlI:Cは94.0:t33.3

u/ dl， F VIII : Ag量 101.3土29.0u/dl， vWF: Ag量

103.7:t35.0u/dl， FVIll/vWF複合体は， 101.7:t29.1 

u/dlであった一方，抗プラスミン剤を添加して得た採

血 2時間後の血清ではそれぞれ 13.9土12.0u/dl， 

73.7土32.7u/ dl， 51. 7土26.2u/dlおよび 24.l:t18.1

u/dlと低下していた.

2 乏血小板血撲に等量の Ca2+を再加， 2時間後の血

清中の FVIII:Ag量は 47.7:t16.4 u/dlであったが，多

血小板血撲の場合は 33.7土12.4u/dlで有意に低下し

た.乏血小板血援に血小板融解物またはリン脂質製剤の

Platelinを添加した場合の FVllI:Ag量はこれらリン脂

質の濃度に依存して低下した.これらの系に phos

pholipas巴ーCを加えると低下していた FVllI:Ag量は上

昇，回復した.FVIIIとリン脂質は複合体を形成し， FVllIの

抗原性を低下させるものと考えられた.

3. 全血凝固過程中の FVIII，vWFの経時的変化を検

索し下記の成績を得た.

FVllI: Cは凝固開始 10分後に一旦 200u/dlに上昇し，

以後漸減し 40分後からは 10-15u/dlに低下した.F

VIlI:Agは凝回開始 30秒-3分後に一旦上昇(150-200

u/dOした後，徐々に減少し 30分以後は一定(50-60

u/dOとなった.IRMAで測定した vWF:Ag量は凝固

開始 3分後に一旦上昇(150u/dOし，以後漸減して 20



全血凝固過程中のヒト第VIII因子/vonWilI巴brand因子複合体の動態 (461) 

分後には約 60u/dlに達した. FVII!/vWF複合体は凝 73 : 348-355， 1989 

固開始直後より急激に低下し 20分後には約 10u/dlと 3) Shima， M.， Yoshioka， A.， Nakai， H.， Tanaka， I.， 

なった.凝固開始後FVIII/vWF複合体は早期に解離し Terada， S.， Imai， S. and Fukui， H. Factor VllI 

たが， リン脂質との反応によるものと推察された polypeptid巴sp巴cificityof monoclonal anti-factor 

4. 全血凝固過程中の F刊Iポリベプチドフラグメン VIll antibodies. Br. J. Haematol. 70目 63-69，1988 

トの変化を三種の抗第VllI因子モノクローナル抗体を用い 4) Tool， J. J.， Knopf， J. L.， Wozney， J. M.， Sult固

て検討したところ， H鎖 54kDaの C末端の acidic man， L. A.， Buecker， J. L.， Pittman， D. D.， 

regionを認識する C5抗体を用いた ELISA値は凝固開 Kaufman， R. J.， Brown， E.， Sheomaker， C.， 

始 1-3分後に一過性に 150-200 u/ dlまで上昇して Orr， E. C.， Amphlett， G. W.， Foster， W. B.， Coe， 

以後漸減し， 1時間後には 1u/dl以下となった.L鎖N M.L.， Knu臼on，G. J.， Fas呂， D. N. and Hewick， 

末端の acidicregionを認識する NMC-VII!/10抗体を R. M. Molecular cloning of a cDNA encoding 

用いた ELISA値は凝固開始 1-3分後に一過性に human anti -haemophilic factor. N atur巴312目 342

150 -200 u/ dlまで上昇して以後漸減し， 30分後には 5 -347， 1984 

u/dl以下となった. L鎖C末端側(C2ドメイン〕を認 のGitschier，J.， Wood， W. I.， Goralka， T. M.， 

識する NMC-VIs/5抗体を用いた ELISA値はやはり Wion， K. L.， Chen， E. Y.， Eaton， D. H.， Vehar， 

凝固開始 1-3分後に一過性に約 200u/dlまで上昇し G. A. and Lawn， R. M. Characterization of 

た後軽度減少傾向を示したが， 2時間後にも 75u/dlを human factor VllI gene. N atur巴312:326-330， 1984. 

維持していた 6)Wood， "八1.， Capon， D. J.， Simonsen， C. C.， 

以上の成績から，全血凝固の開始早期においては， F Eaton， D. L.， Gitschier， J.， Keyt， B.， Seeburb， P. 

VIll/vWF複合体は FVllIL鎖 acidicr巴gionからの vWF H.， Smith， D. H.， Hollingshead， P.， Wion， K. L.， 

の解離が始まり fr伐となった FVIllはその抗原性および Delwart， E.， Tuddenham， E. G. D.， Vehar， G. A. 

conformationの変化を生じ一時的ながら用いた各モノ and Lawn， R. M. Expression of active human 

Fローナノレ抗体との親和性が増強され，各FVIII:Ag値が factor VIII from recombinant DNA clones. Nature 

一過性に上昇したものと推定された.その後の全血凝固 312: 330-337， 1984 

の進行すなわち， FVIIIとvWFの解離の進行とトロンピ 7) Kaufman， R. J.， Wasley， L. C. and Dorner， A. 

ンや FXaの生成の増大に伴ない L鎖， H鎖の acidic J. Synthesis， processing and secr巴tion of 

regionはさらに開裂，分解して両 FVIII:Ag値が低下し recombinant human factor VIII. Expressed in mam-

た.しかし L鎖C末端側は， リン脂質との結合によっ malian cells. J. Biol. Chem. 263・6352-6362，1988 

てそのまま保存されているものと考えられた 8)Vehar， G. A.， Keyt， B.， Eaton， D.， Rodriguez， 

H.， O'Brien， D. P_， Rotblat， F.， Oppermann， H.， 

本論文は第 46回近畿血液学地方会および，第 48回近 Keck， R.， Wood， W. I.， Harkins， R. N.， Tudden-

畿血液学地方会において発表した.
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