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Summary: We have shown that an anti-von Wi1lebrand factor (vWF) monoclonal antibody 

designat巴das NMC-4 blocks both the ristocetin-and botrocetin-induced (1251) vWF bindings to 

platelet glycoprotein (GP) Ib. Using NMC-4 coupled Sepharose 4B column or electroelution 

apparatus， a 97kDa fragment and a 130kDa fragment were distinctively purified from a whole 

tryptic digest of vWF. Th巴97kDafragment， which was shown to be a homodimer of the amino acid 

residue 449-728 of vWF subunit， retained the activity to inhibit both the ristocetin-and botrocetin 

induced (1251) vWF binding to GP Ib as found in the parent molecule. Another vWF fragment， the 

FIII -T2 fragm巴nt，which is a twin heterodimer composed of two H -chains (residue 273-511) and 

two L-chains (residue 674-728) held together by disulfide-bonds， was also purified by high pressure 

liquid chromatography. FIII-T2 fragment showed no inhibitory effect on botroc巴tin-inducedvWF 

binding to GP Ib， whereas it blocked the ristocetin-induced vWF binding. On Western blotting 

analysis and dot blot assay， NMC-4 fai!ed to react with both the reduced and nonreduced FIII-T2 

fragment. Th巴seresults indicate that the vWF binding domains to GP Ib expressed by either 

ristocetin or botrocetin are different and the amino acid residue Leu512-Lys673 is important for 

both botrocetin-induced vWF binding and NMC-4 binding. 
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嶋ら1)によって作成された抗 voni九Tillebrand 因子

(vWF)モノクロ一ナノレ抗体 NMC-4は抗生物質 ris-

tocetinにより惹起されるヒト多血小板血撲の血小板凝

集を終濃度約5μg/mlで完全に抑制することをすでに

報告した.著者ら2)は， NMC-4がristoceinおよび蛇毒

botrocetin依存性の vWFの血小板膜糖蛋白 (GP)Ib 

への結合反応ならびに asialo-vWF(AS-vWF)の直接

的な GPIbへの結合を終濃度ほぼ10μg/mlで完全に

抑制することを観察するとともに， NMC-4を用いて

vWFのトリプシン分解物より 130kDaおよび97kDa 

(52/48 kDaフラグメントの homodimer型〕のフラ

グメントを分離した.Marti et al (1987)は純化 vWF

をStaphylococcusaureus V8 proteas巴で処理して得ら

れた FragmentIIIをさらにトリプシンで2次分解して

L-chain (アミノ酸残基694-728)およびH-chainCアミ

ノ酸残基273-511)からなり各々ジスノレフィド結合にて

結ばれた twinheterodimぼである FIII-T2の分離に成

功したが，これがristocetinによる vWF結合を 100μM

で完全に抑制することを報告した3). 今回著者らはFIII

T2フラグメント， l30 kDaおよび97kDaの各フラグ

メントについて NMC-4に対する免疫反応性を含め比

較検討した.

試材及び方法

1) vWF 部分純化物:市販第VUI因子濃縮製剤

(Armour Pharmaceutical， Kankakee， IL)より免疫吸

着体を用い純化した vWF を Dr. Zimmermann 

CScripps clinic， USA)より提供された.すべてのマノレ

チマー型を有する nativevWFは，有効使用期限の過ぎ

た中間型第VIH因子製剤 RCG-5C日本赤十字社より提供〉

より既報の方法制)に準じ純化した.

2)抗 vWFマウスモノクローナノレ抗体 (NMC-4)

ristocetin依存性のヒト多血小板血援の血小板凝集を完

全に抑制する NMC-4は嶋ら1)の作製した抗体を使用し

た.IgGは Steinbuchand Audranの方法5)に準じ，マ

ウス腹水より純化した.

3) 52/48 kDaフラグメント， Fragment I， Frag-

ment II， Fragment IIIおよびFIII-T2の作製:還元・s

ーカノレボキシメチノレ化 (S一CM)52/48 kDaフラグメン

トは Fujimuraet a1.の方法6)により作成した.vWFの

V 8 protease分解産物である Fragment II及びIIIは

Girma et alの方法7)，そして FragmentIIIの TPCK-

輿(他8名〉

trypsinによる 2次分解産物である FIII-T2はMa訂r社吋t廿iet 

a叫1.の方法

4心)SDS一poly日抗crylamid巴 gel 電気泳動 〔侶SDS一

PAGE): SDS 5シ-2初0%gradient gelを用い La記emml日Iの

方法叫こ準じ電気泳動を行なつた.

5) Western blotting法・ Towbinet alの方法9)に準

じ， 0.45μ のニトロセノレロース膜(Schleicher& Schu巴11

社製〉を用いて行なった

6)オートラジオグラフィー:まずO.lMリン酸

0.15M 食塩緩衝液 (pH7.3)に終濃度 2mM の

PMSF， 0.02 % NaN3 および5% skim milkを加え

Blotto液を作製した.このBlotto液に転写したニトロ

セノレロース膜を浸し 30分間ゆっくりと振渥した.次に一

次抗体 (NMC-4)を含んだ Blotto液 (blotto液100ml 

にマウス腹水100μ1)にニトロセルロース膜を移し 2時

間反応させた後， blotto液で10分間3回洗浄し，さらに

2次抗体 (125I標識家兎抗マウス IgG)を含んだblotto

液に移し 30分間反応させた.次いで、 blotto液で3回，

リン酸緩衝液で1回各10分間洗浄した後に乾燥させ， X

rayフイノレムに暴露させた.

7)モノクローナル抗体カラムによる vWFフラグメ

ントの精製:97 kDaフラグメントは既報の方法2)に準

じ， NMC-4を CNBrで固定化した S巴pharose4 Bカ

ラムを作成し， トリプシン消化 vWFより免疫純化した

後， HPLC逆相カラムに添加して精製した.130 kDaフ

ラグメントはトリプシン処理した vWFについて SDS

PAGEを行い， ゲノレより Hunkapiller巴ta1.の方法10)

に準じ electro巴lutionにて精製した.

8) binding inhibition assay :ホノレマリン固定血小板

および 1吋-vWFを用いた著者らの既報の方法2)に準じ，

ristocetinおよびbotrocetinで惹起される 125I-vWFの

GP Ib結合に対する FIII-T2および97kDaフラグメン

トの競合的抑制効果をみた.

9) Dot-blot assay:純化 vWF，Fragment III， 

Fragment II， FIII -T 2および純化した97kDaフラグ

メントの希釈列を作製し，東洋アドパンテック社の Dot

blot assay装置を用い0.45μ のニトロセルロース膜に

蛋白を転写した.転写した蛋白は一旦ブロッキングした

後， NMC-4と反応させ，結合した NMC-4(IgG)を 125

I標識家兎抗マウス IgGを用いて検出した.その後ニト

ロセノレロース膜の各 Dotの部分をカットし yカウンタ

ーにて放射活性を測定した.
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に比べ低下するものの NMC-4とは免疫反応性を示し
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出吉 果
た.しかし FragmentII及び FIII-T2は NMC-4に対

し反応性を示さなかった (Fig.3). 1. Ristocetin ならびに botrocetin に発現される

vWFの GPIb結合における 97kDaフラグメントおよ

びFIII-T2の抑制効果
考 察

97 kDaフラグメントは ristocetinおよび botrocetin 近年，抗生物質ristocetinあるいは蛇毒botrocetinに

依存性 vWF結合のいずれも濃度依存的に完全に抑制し より惹起されるヒト多血小板血疑の血小板凝集は，血援

た FIII-T 2は， ristocetin依存性 vWF結合を濃度依 中の vWFとGPlbとの結合を介することが知られるよ

存的に抑制するも， botrocetin依存性vWF結合につい うになった11)12). Fujimura et a16)は，精製した S-CM

ては抑制しなかった (F沼田1). 52/48 kDaフラグメントが ristocetin，botrocetinによ

2. 97 kDa， 130 kDaフラグメントおよびFII!-T2の る GPIb結合，さらに脱シアノレ酸処理された asialo

NMC-4との免疫反応性 vWFの直接的な GPIbへの結合のいずれも完全に競合

97 kDa， 130 kDaフラグメントおよびFII!-T2につい 的に抑制することから， vWFのGPIb結合ドメインが

て，ジチオスレイトーノレ (DTT)存在・非存在下で5- このフラグメント内にあることを明らかにした.教室の

20 % SDS-PAGEを行い， Coomassi巴 Blue染色及び 嶋ら 1)が作製した抗 vWFモノクロナーノレ抗体 NMC-4

Western blotting後のオートラジオグラフィーでNMC も各 GPIb結合を低濃度で抑制することから，著者は

4との免疫反応性を検討したところ， 97 kDa， 130 kDa NMC-4のエピトーフ白解析を企図して NMC-4固相化カ

ブラグメントはDTT存在下(還元状態〉でそれぞれ52 ラムを作製し， トリプシン分解した純化vWFより免疫

/48 kDa， 74 kDaを呈しいずれも NMC-4との免疫反 純化したところ， vWF subunitのアミノ酸残基273-728

応性を認めた.しかし， FIII-T 2はCoomassieBlue染 に相当するフラグメントの homodimerである 130kDa， 

色では非還元で105kDa，還元で H-chain・L-chainに アミノ酸残基449-728に相当する 52/48kDa の

各々相当すると思われる 38kDa・9kDaの bandを認 homodim巴rである 97kDaフラグメントが得られた.

めるも，オートラジオグラフィーではNMC-4との免疫 これらフラグメントはDTT存在・非存在下において，

反応性は認めなかった (Fig.2). NMC4とは免疫反応性を示したが，さらに97kDaフ

3.純化vWF，Fragment 1I!， Fragm巴ntII， 97 kDa ラグメントについて 2次分解を行うと免疫反応性は消失

フラグメントおよび FIII-T2のDot-blotassayによる しエピトープの狭小化は困難で、あった.

NMC-4との免疫反応性 Marti et al. (1987)は， vWFを V8 prot聞記で分

97 kDaフラグメントは純化 vWF及び FragmentIII 解して得た Fragm巴ntIIIをTPCKトリプシンでさらに
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Fig. 1. Effect of “FIII -T2" fragm巴nt(Ieft) and 97 kDa fragment 
(right) on vWF bindings to GP Ib. Ristocetin (・)and 
botrocetin (0) induced vWF binding w巴r巴m巴asur巴din the 
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2次分解して FIII -T 2を得た.このフラグメントは

vWF subunitのアミノ酸残基273-511の R-chainと

674-728の L-chainがそれぞれ2ケづっジスルフィド

結合した twinheterodimerであるが， ristocetin依存

性vWF結合を濃度依存性に抑制した.このフラグメン

トと 97kDa， 130 kDa フラグメントを模式的に示すと

Fig.4のようになるが，今回，著者らは構造的に似通った

3種のフラグメントに着目しそれぞれの NMC-4との

免疫反応性ならびに vWF結合能についてを比較検討し

た.SDS-PAGEを行なった後， Western blotting法お

よびオートラジオグラフィーにて NMC-4との免疫反

応性を観察したところ， 97 kDa・130kDa いずれの

homodimerとも還元・非還元状態で NMC-4と免疫反

応性を示したのに対し， FIII-T 2は還元・非還元状態と

もに NMc-4と反応性をしめさなかった.SDS-PAGE 
を用いた Westernblotting法ではSDSによる蛋白の構

造変化が起こる可能性があるため， Dot-blot assayを用

いて各 vWFフラグメントについて NMC-4の免疫反

応性を検討したが同様な結果で、あった.また97kDaフ

ラグメントがristocetin及びbotrocetin依存性の vWF

結合をいずれも抑制するのに対し， FIII -T 2は ris

tocetin依存性 vWF結合を抑制するにもかかわらず

botrocetin依存性vWF結合を抑制しなかった.これら

45 
38 

52/48 より FIII-T2において欠落したアミノ酸残基512-673

Fig. 2. SDS 5-20% P AGE analysis of the purified 
vWF fragments and Western blotting 
studies using anti-vWF MoAb NMC-4 
Top panel : coomassie blue staining of th巴
purified prot巴ins(Ieft) and immunoblot 
(right) under nonreduced condition. Lane 
H; high molecular weight standard (BioR. 
ad)， lanes 1 and 4; the 97kDa fragment， 
lanes 2 and 5 ; the 130kDa fragment， and 
lanes 3 and 6; “FIII -T2" fragment 
(105kDa). Bottom panel: coomassie blue 
staining of the purified proteins (Ieft) and 
immunoblot (right) under reduced condi-
tion. After redution， the molecular 
W巴ightsof respective!proteins turned to 52 
/48kDa (Iane 1)， 74kDa (Iane 2)， and two 
chains of 38kDa and 9kDa (Iane 3) 

の部分が botrocetin依存性 vWF結合の際の GPIb結

合ドメインとして，また NMC-4に対する抗原性を発現

するために重要な部分で、あると考えられる.

結 語

GP Ib結合ドメインのより狭少化をめざして3種の

vWFフラグメント (97kDa， 130 kDa， FIII-T 2)につ

いて NMC-4との免疫反応性および GPIb結合能につ

いて検討した.

1. Fragment IIIのTPCK-trypsin分解産物である F

III-T2は， ristocetin依存性 vWF結合を抑制するも

botrocetin依存性 vWF結合は抑制しなかった.

2. 97 kDa， 130 kDaの各vWFフラグメントは還元

・非還元のいずれの状態も NMC-4と免疫反応性を示す

のに対し， FIII-T 2は還元・非還元ともにNMC-4との

反応性を示さなかった.

以上より FIII-T2で欠落したアミノ酸残基512-673

に相当する部分が， botrocetinにより発現される GPlb

結合ドメインとして，また NMC-4に対する抗原性の発

現において重要であると考えられた.
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Fig. 4. Schematic r巴presentationof the thr巴巴 different tryptic 
fragmets of vWF. Top: 130kDa fragment. Middle: 97kDa 
fragment. Bottom;“FIII -T2 " fragment. 
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本研究は平成元年度文部省科学研究費重点領域研究 prot巴inIb目].Biol. Chem. 261 : 381-385， 1986 

「血柱性素因」の助成を受けた7)Girma， J. P.， Chopek， M. W.， Titani， K. and 
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