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SummaηSandwich enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) for von Wille-

brand factor antigen (vWF: Ag) were developed using three anti-vWF monoclonal anti-

bodies (MoAbs)， NMC-4， 2-2-9， and 40-1. In these ELISA， polyclonal rabbit anti-vWF 

antibody (IgG) was used as a captured antibody and the peroxidase-labeled MoAbs as the 

second antibody. MoAb NMC-4 recognizes platelet glycoprotein (GP) Ib binding domain 

(residue 449-728 of vWF subunit)， whereas the epitope of MoAb 2-2-9 locates on the 

residue 1926-(2050)， ;;md that of MoAb40-1 on the disulfied-linked two polypeptides of the 

residue 1781-and 1926-(2050). The results obtained by NMC-4， 2-2-9， or 40-1: ELISA 

showed a good.correlation with those by the double polyclonal ELISA in 30 normal plasmas. 

In 7 patients with type 1 von Willebrand disease (vWD)， vWF: Ags measured by NMC 

-4， 2-2-9， and 40-1 : ELISA were 22.0土16.0u/dl，21.9::tn2u/dl，and 24.3::t19.2u/dl respec-
tively. In 7 patients with type IIA vWD， the respective values were 40.9::t16.4u/dl， 24.0::t 
8.4u/dl， and 40.1::t16.8u/dl. Thus， the significant lower value in type IIA patients was 
noticed when it was assayed only by 2-2-9 : ELISA. In 3 patients with type IIB vWD， those 

values were 53.3土8.6u/dl，51.0土8:0u/dl，and 53.0土8.3u/dlrespectively， and no discrepant 

value was obtained. 

In 30 normal plasmas， the values of vWF : Ag measured by NMC-4 : ELISAwere well 

correlated with both the activities of ristocetin cofactor (Rcof) and botrocetin cofactor 

(Bcof). In 7 patients wi出 type1 vWD， the correlation coefficient between the vWF: Ag 

values by NMC-4 and Rcof or Bcof was r=0.7635 orr=0.5929 respectively. In 7 patients 

with type IIA v羽TD，Rcof in all these patients was too low to determine the correlation 

coefficient， but that value between vWF: Ag levels by NMC-4 ELISA and Bcof was r= 

0.5831. In 3 patients with type IIB vWD in the same fami1y， the coefficient was r=0.9899 

or r = 0.9997 respectively. Thus， the values of vWF : Ag by NMC-4 ELISA appear to reflect 
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Bcof activity rather than Rcof activity. 

Index Terms 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)， von Willebrand disease (vWD)， monoclonal 

antibody， GPlb binding domain， C-terminal portion 

緒言

von Wi11ebrand因子(vWF)はヒト染色体NO.12上の

vWF遺伝子の支配を受け血管内皮細胞及び骨髄巨核球

にて合成される匡大糖蛋白質である.血疑γWFはSDS

アガロースゲル電気泳動法の解析で、分子量 0.5x 10'-10 

-20 x 10'kDaにおよぶ連続した mu1tim巴r構造を形成

し，個々の multimerは2050のアミノ酸配列を有する

subunitから成り立っていることが知られている判別.

vWF subunitの機能 domainについての解析も進めら

れ， Ser 1 -Arg 272は第VIIl因子結合 domain5)6l， Val449 

-Lys 728が血小板糖蛋白(GP)Ib結合 domain及びhe-

parin結合 domain7)-l1)， Gly 911-Glu 1365は collagen

結 合 domain12)13l， 1744 -1747のArg-Gly -Asp -Ser 

(RGDS)はGPII b/m a結合 domain')刊で、あることが

明らかになった.

vWF蛋自の測定は Zimmermanet al目(1971)15)~こより

ヒト血媛第VIIl因子/vWF分画を家兎に免疫して得られ

た抗血清(ポリクロナーノレ抗体， poly Ab)を用いた Lau同

rell法による免疫学的方法が臨床的に有用であるとして

広く用いられてきた.1970年代後半には polyAbを用い

た 固相免疫放射能測定法(solid phas巴 immun日目

radiometric assay， IRMA)あるいは，酵素標識抗体を用

いた巴nzymelinked immunosorbent assay(ELISA)な

ど， Laurell法より感度の高い微量測定法が開発され

た16).更に 1980年代にはモノクロナーノレ抗体(MoAb)作

成技術が凝血学的分野にも導入され， vWFに対する種

々の MoAbが作成され， vWF:Agの測定のみならず

vWFの各機能 domainの分離，分析にも導入されるよ

うになった17)18)19)• 

教室では嶋ら(1985)叫が vWFに対する 5種類の

MoAbを作成したが，このうち NMC-4はristocetin存

在下のヒト多血小板血援の血小板凝集を抑制する抗体で

あった.新家，藤村らは NMC-4はristocetin及び蛇毒

botrocetin ~こより誘導される vWF と血小板膜 GPlb と

の結合反応を抑制する抗体であり NMC-4のepitopeは

vWF subunitのGPlb結合 domain(アミノ酸残基 449

728)上にあることを明らかにした11).また，著者は vWF

subunitのC末端側を認識する 2種類の MoAb，2-2-9

(米国 Scripps研究所〉および 40-1(宝酒造〉を供与され

る機会を得た.

著者はヒト血媛中の vWF:Agの測定にあたり，

ELISA系で，一次抗体として家兎より得た polyAbを

用いて血援vWFを捕捉 L，二次抗体として反応

domainの明かな MoAbを用いれば domain内の構造

あるいは機能を反映した vWF:Ag量を測定しうるので

はなし、かと想定した.このようなことから， MoAbNMC 

4， 2-2-9あるいは 40-1を二次抗体としたそれぞれの

ELISA系による正常及び vWD各病型患者血築中の

vWF: Ag量を比較検討した.

さらに， NMC-4を用いた ELISA系による vWF:Ag

とGPlb結合 domainのinvitroにおける生物学的活性

を反映する Ristocetin cofactor活性ならびに

Botrocetin cofactor活性とを正常ならびにvWD各病

型血援にて比較検討した.

試料および方法

1) 対象:von Willebrand病 TypeI 7例， Typ巴

IIA 7例， Typ巴IIA7例，TypeIIB同一家系 3例につい

て検索した.20-40歳の健康成人男子 15名，女子 15名

を対照とした.

2) 血竣:21 G注射針を装着したプラスチック製デ

ィスポザブノレ注射器を用いて，肘静脈よりすみやかに採

取した全血 9容を 3.8%グエン酸ナトリウム 1容の入っ

たプラスチック製試験管に加え，さらにprotease in】

hibitorとして終濃度 1mM1巴upeptin，5mM N -ethyl目

maleimide， 5mM ethylenediamin巴tetraacetic acid 

(EDTA)， 200 KI unit/ml aprotininを加え混和し，

3，000回転 15分間遠心し血援を得た.これらの血援を小

量ずつプラスチッグチューブに分注し， 用に臨むまで

剖℃で保存した.

3) vWFおよび FragmentIIの純化物 :tIリオプレ

チピテートよりの vWFの純化，およびvWFのsta日

phylococcus aureus proteas巴V8分解産物である Frag

ment IIはGirmaet al.の方法21)により作製した.

4) Botrocetinの純化:粗製 Bothorops jararaca 

venom(Sigma Co.)からの二本鎖botrocetinの純化は

Fujimura et al.の方法叫』こ準じ，以下の方法にて作製し
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た.BothγφS Jararaca粗毒を出発材料とし DEAESe- 識した 40~ 1の比活性は 0.64X 109cpm/mgであった.

pharose CL~6B にて O.lMから 0.7M食塩で直線勾配 10) ベノレオキシターゼ標識 MoAb及びpolyAbの作

溶出をおこない，血小板凝集活性の認められた分画をプ 製:Nakane & Pi巴rc巴26)の方法に準じてベノレオキシタ一

一ノレし，それを HPLCTSK G 3000SW十G2000SWそ ゼ標識抗体を作製した.

して HPLCph巴ny1~sup巴ros巴カラムクロマトグラフィ 11) Enzyme ~ linked immunosorbent assay 

ーにて精製し，最終的に SynChropakRP~8 逆相クロマ (ELISA)を用いた vWF:Agの測定:Y oshioka et 

トグラフィーにて二本鎖 botrocetinを純化した al.27)に準じ，以下の方法にてサンドイツチ ELISAにて

5) ホノレマリン固定血小板の作成健康成人より採取 測定した.抗 vWF家兎 polyAbを固相化一次抗体とし，

した全血と ACD(acidcitrate dextros巴〕液を 5対 l容 終濃度 IgG10μg/mlとなるようにO.lM重炭酸緩衝液

に混和し， 2，300rpm 30秒間遠心し，上清を血小板多血疑 (pH9.6)にて希釈しポリスチレン製 microtiter w巴II

(plat巴l巴trich plasma， PRP)とした.PRP Vこ終濃度 5単 (Nunc. Denmark)に200μlずつ分注し， rcにてー昼

位/mlとなるようにアピラーゼ〔血小板内 ADP転換酵 夜コーティングした.次に各 wellを 200μlずつの 0.05%

素抑制剤)(Sigma Co.)を加えた後，終濃度 10mMとな Twee日 20合 O.OlMリン酸緩衝液(PBS/T20)にて 3回

るように EDTAを加え， 2，300rpmで 15分間遠心し，沈 洗浄し，洗浄液を十分取り除いた後，同量の 1% bovine 

澄をタイロード緩衝液(pH6.5)に再浮遊させた.この洗 serum albumin(BSA)含 O.lM重炭酸緩衝液(pH9.6)を

浄操作を 3凹繰り返した後，同量の 2%ホノレマリン加タ 分注し室温一時間にてプロッキングし，PBS/T20にて

イロード緩衝液(pH7.3)を加え，3TC 1時間インキュベ 3回洗浄した.1% BSA含 PBS/T20にて段階希釈した

ートした後 4'cに静置，翌日この混和液を 2，300rpmで 正常プール血祭および患者血疑を各々 100μ1wellに加

15分間遠心し，沈溢を 0.02%室化ソーダ加リン酸緩衝 え室温にて 2時間放置した後，洗浄し， MoAb NMC~4， 

液(PBS)(pH7.3)で再浮遊させる操作を 3回行い，ホノレ 2~2~9 ， 40~ 1及び polyAbをベノレオキシダーゼ標識二次

マリン固定血小板とした.血小板数 1x 1061μIとなるよ 抗体とし終濃度 5μg/mlとなるように PBS/T20にて希

う調整した後 4'c保存した. 釈し各々 100μIをwellに加え室温にて 2時間放置した

6) Ristocetin cofactor(Rcof)活性の測定 ホノレマ 後，再び洗浄し， o~phenylen巴 diamine を発色基質とし

リン固定血小板を用いた西尾町の方法に準拠した. Ris- て用い vWF目 Ag量を測定した.

tocetin(Lundberg Co. )の終濃度は 1mg/mlを用いた 12) MoAb 2~2~9 による [1司] 40~ 1の囲相化 vWF

7) Botrocetin cofactor(Bcof)活性の測定.前述の への結合阻害:抗 vWF家兎 polyAbを図相化一次抗体

Rcof活性の測定と同様の系によった.botrocetin終濃度 とし，終濃度 IgG10μg/mlとなるように O.lM重炭酸緩

は5μg/mlを使用した. 衝液(pH9目6)にて希釈しシオノギチュープに 500μlずつ

8) 抗 vWFマウス MoAb・嶋ら 20)の作製した GPlb 分注し， 4 'cにて一昼夜コーティングした.次に各チュ

結合 domain(アミノ酸残基 449~728)を認識し， ns- ーブを 1mlずつの 0.05%Tween 20含 0.01Mリン酸緩

tocetin及び蛇毒 botrocetinによる vWFとGPlbとの 衝液(PBS/T20)にて 3回洗浄し，洗浄液を十分取り除い

結合反応を阻害する MoAb である NMC~4")を使用し た後，同量の4% bovine serum lalbumin (BSA)含 O.lM

た. 重炭酸緩衝液(pH9.6)を分注し室温一時間にてブロッキ

また， vWF subunitのC末端側を認識し，リストセチ ングし，PBS/T20にて 3回洗浄した.4%BSA含リン酸

ン及び蛇毒ボトロセチン惹起血小板凝集， collagen bind】 緩 衝液で終濃度 50μg/mlに希釈した純化 vWFを

ing，血小板 IIb/IIIaへの bindingおよび F.VIII binding 300 
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ジェント溶出で 2つの majorpeakを得た(Fig.1). こ

のうち，最初のピーク (B)を5-20 %SDS PAGE後，

Coomassie Blue染色を行ったところ，非還元にて

97kDa/60 kDa，還元にて 22kDa/15kDaを示す 2つの

フラグメントを認めた(Fig.1，ins巴t).このピーク (B)を

western blotting後，オートラジオグラフィーで 2-2-

9及び 40-1との免疫反応性を検討したところ， 2 -2 

9は非還元条件で 97kDaおよび 60kDaのbandと，還

元条件で 22kDaのbandとの聞で免疫反応性を示した.

一方 40-1は非還元条件で 97kDaおよび 60kDaの

bandと免疫反応性を示したが，還元条件下では反応性

は認めなかった.このため，非還元条件下に得られた 97，

60kDaのbandを還元アノレキル化し， Cosmosil5C8-300 

(Nakarai Tesque， Kyoto)を用いた逆相 HPLCによる

アセトニトリル O→ 60%グラジ z ント溶出でさらに分

離したところ 3つの majorpeakを得た.

MoAb 2-2-9と還元条件下で免疫反応を示した

22kDaのbandのN末端アミノ酸分析をおこなったとこ

ろ，アミノ酸配列は Arg-V al-Thr-Gly-Cysを示し 2

2 -9の巴pitopeはアミノ酸残基 1926-(2050)上に存在

することを明らかにし得た.一方，40-1と非還元条件下で

茂回

Appli巴dBiosystems 470A Prot巴inS巴quencer(Applied

Biosyst巴ms，Foster City， CA)によって行った.

14) Electrophoresis: SDS-polyacylamid巴 gel電気

泳動(SDS-PAGE)，Western blotting法，オートラジオ

グラフィーは Fujimuraet alの方法7)に準じて行った.

1. vWFに対する MoAb40-1および MoAb2-2-9 

のepitopeの解析:MoAb 2-2-9とMoAb 40-1の

vWF subunit上の巴pitop巴はいずれも vWFをsta-

phylococcus prot聞記 V-8CSP-V8)で消化して得られ

るFragmentII(アミノ酸残基 1366-2050)上に存在する

ことが明らかにされていた11). 両 MoAbの epitop巴が

Fragm巴ntIIのどの部位にあるかを明らかにする目的で，

vWF-Fragment IIをsubtilisinにて基質酵素比 100/

1にて 37'C2時間二次消化し，直列 TSK 3000SW十

2000 SW(Toyo Soda， Tokyo， Japan)を用いたゲルi慮

過日PLCにて分離し， 2-2-9および 40-1といずれに

も反応する蛋白 peakを得た.このピークをプールし，濃

縮・透析後，凍結乾燥し，さらに SynChropakRP-8を

用いた逆相 HPLCによるアセトニトリノレ O→ 60%グラ

宮

高責成
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Fig. 1. Separation of subtilisin-digested fragment II on reversed-phase HPLC 
using SynChropak RP-8 co.1unm目

Subti1isin digest of fragment II was first separat巴dby size exclusion 
HPLC on tandem TSK 3000 SW and 2000 S羽Tcolumns (not shown)， 
th巴nthe fractions reactive with MoAbs 2-2-9 and 40-1 were furth巴r
purified (marked as “B" )by reversed-phas巴HPLCon a SynChropak 
RP-8 column using a gradient elution of ac巴tonitril巴 from0 to 60% 
(Inset) SDS-PAGE (15%) and west巴rnblotting analysis of protein 
peak " B" undernon reducing conditions (NR) and reducing condi-
tions (R). Left: coomassie brilliant blue stainning (CBB). Middle: 
western blotting using MoAb 2-2-9. Right; western blotting using 
MoAb 40-1. 

50 40 10 。。
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免疫反応性を示した 97，60kDabandを還元アノレキル化 を検討した.対照として polyAbをベノレオキシダーゼラ

し逆相 HPLCによって溶出された 3つの majorpeak ベノレ二次抗体として用いた ELISAによる vWF:Ag量

のN末端アミノ酸分析では，アミノ酸残基 1781から始ま 測定を行った.

るfragmentとアミノ酸残基 1926から始まる fragment a . ELISA系の二次抗体の差異による正常血媛中

が得られた.従って 40-1はdisulfid巴結合にて形成され vWF:Ag量の検討:健常成人 30名(男 15名，女 15名〉

た conformation 巴pitopeを認識するとともにその について polyAbを標識二次抗体として用いた ELISA

epitopeはこれらいずれかのフラグメント上にあること (Poly-ELISA)にて測定した vWF:Agは100.1土24.7

が推定された(Fig.2). u/dl(男 107.6:t21. 6 u/dl，女 92.6土25.3u/dI)で， NMC

2. 固相化 vWFへの [1吋]MoAb 40-l(IgG)の結合 4， 2-2-9及び 40-1を標識二次抗体として用いた

に対する MoAb2-2-9の阻害効果 ELISA(NMC+ELISA， 2-2-9-ELISA， 40-1-ELISA) 

MoAb 2-2-9， 40-1の交叉反応性を観察するため，ポリ にて測定した vWF:Agはそれぞれ 108.4土31.8u/dl 

スチレン製チューフYこ抗 vWFpoly Abを固相化し，純 (男 110.0土33.8u/ dl，女 106.7土29.6u / dI)， 118.9土

化 vWFを反応後， 1251標識 40-1MoAbを添加結合せし

めた. この際，非標識の MoAb40-1あるいは MoAb2 

2-9を，また対照として抗ヒトサイログロプリン MoAb

を同時に添加し可標識 40-1の結合に対する抑制効果

を検討した.固相化 vWFへの山I標識 40-1の結合は終

濃度 10μg/ml以上の非標識 MoAb40-1添加により完

全に抑制されたが，非標識 2-2 -9ではその結合は

100μg/mlで50%阻害され部分的に抑制されるのみで

あった.対照として用いた抗ヒトサイログロプリン

MoAbでは全く抑制されなかった(Fig. 3).従って

MoAb 40-1とMoAb2-2-9のepitopeは近傍にあるも

のの異なっていると推定された.

3. 家兎 polyAbを周相化一次抗体として用い，数種

抗 vWF抗体(MoAb NMC-4， 2-2-9， 40-1及びpoly

Ab)を標識二次抗体とした enzym巴linkedimmunosor 

bent assay(ELISA)を用いて測定した健常成人ならび

に各病型患者血撲における vWF:Ag量

ポリスチレン製 microtiterwell i.こ抗 vWFpoly Ab 

を回相化し，被検血援と反応後，ベノレオキシターゼラベ

ノレ二次抗体として巴pitopeの異なる数種の抗 vWF

MoAb(NMC-4， 2-2-9，及び 40-1)を用いて ELISAを

行い，被検血媛とくに vWD患者血竣中の vWF:Ag量

が各抗体に対する epitopeの相違を反映しているか杏か

GP 1 b binding domain 
ト一一一→

-
NMC-4 

E100 
コ
国ロ

ー
c姥pSF 

:i2 50 
〕

ぷ

。
0.1 10 

IgG (μg/ml) 
100 

Fig. 3. Inhibition by antiべrWFMoAbs on the binding 
of [山I]40-1 (IgG) to solid-phase vWF. 
A total of 500μ1 [1吋]40-1 (IgG 0.5μg/mI) 
was add巴dto巴achtube coated by vWF with 
or without IgGs from MoAbs 40-1 and 2-2-9 
Anti-thyroglobulin MoAb (IgG) was us巴dfor 
control巴xperim巴nt. After incubation， th巴se
tubes were washed three times and radioacti-
vity bound to the tubes was m巴asuredas 
described in “Materials and Methods". Open 
circ1es show MoAb 40-1， open triangles MoAb 
2-2-9， and open squares anti-thyroglobulin 
MoAb. 

vWF subunit 互B
寸二一コ-

40-1 

2-2-9 

Fig. 2. Sch巴maticrepresentation of the identified epitopes of thr巴巴 anti-vWF
MoAbs， NMC-4， 40-1 and 2-2-9， on vWF subunit. 
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b. NMC-4-ELISAと2-2-9-ELISAで測定した正

常人およびvWD患者血疑中の vWF:Ag量:健常成人

30例における NMC-4-ELISAiこて測定した vWF:Ag 

と2-2-9-ELISAにて測定した vWF:Agは前述のごと

くであったが，両者の相関係数及び回帰直線はそれぞれ

r=0.8981， yニ1.10x +0 .12，(p<0. 001)であった(Fig.

5， left). 

vWD患者血築中の NMC-4 -ELISA による vWF:

AgはTyp巴IvWD7例では 22.0土16.0u/dl， Type IIA 

茂回

31.3u/dl(男 124.1士29.9u/ dl，女 113.7士31.8 u/ dJ)， 

103.1士25.5u/dl(男 110.1土21.6u/dl，女 96.1:t27.2u 

/di)であった. Poly-ELISAとNMC-4-ELISA，2-2-9-

ELISA， 40-1-ELISAによる vWF:Agとの相関係数及

び回帰直線はそれぞれrニ0.7618，yニ1.06 x-2. 03，(p< 

0.01)， rニ0.7874，yニ1.17x+1.56，(pく0.01)， r= 

0.9850， y=1.03 x十o.85，(p<0. 01)であった(Fig.4).従

って健常成人ではいずれの ELISA系においても vWF:

Agに差異は認められなかった.

'"噌邑(442) 
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GPlb結合ドメインならびにC末端部分を認識する抗vonWillebrand因子(vWF)
モノクロナーノレ抗体を用いたvWF抗原量の測定 (443) 

7例では 40.9士16.4u/dl，TypeIIB3例では 53.3士8.6 とく MoAb2-2-9-ELISA による Typ巴IIA患者血媛中

u/dlであった.2-2-9-ELISAによる vWF:AgはType のvWF:AgはNMC-4-ELISAによる値より低値を示

1 vWD 7例では 2l.9土17.2u/ dl， Typ巴IIA7例では したので， vWF subunit C末を認識するが MoAb2-2 

24.0土8.4u/dl， Type IIB 3例では 5l.0土8.0u/dlであ 9とはやや異なる部位に epitopeが存在すると考えられ

った. NMC-4-ELISAによる vWF:Agと2-2-9ー るMoAb 40-1を用いた ELISAを行い， NMC-4-

ELISAによる vWF:Agとの相関係数及び、回帰直線は ELISAと比較した.

Typ巴Iではr=0.9830，y= l.05 x -l.32，(p < 0 .001)と 健常成人 30例における 40-1-ELISAにて測定した

両ELISA系による vWF:Agは有意な相関を示し，ほ vWF:Agは103.1士25.5u/dlであり， NMC+ELISA 

ぼ等しい抗原性を呈していた.Type IIAでは相関はr二 と40-1-ELISAにて測定した vWF:Agの相関係数及

0.9594と良好で、あったが，回帰直線はy=0.54x+2.15， び回帰直線はrニ0.7726，yニ0.94x-1. 23，(p<0 .001)で

(p<O.OO1)で， 2-2-9-ELISAによる vWF:Agの明らか あった(Fig.6， left). 

な低下が認められた.Typ巴IIBでは同一家系例ではある vWD患者血築中の 40-1ELISAによる vWF:Agは

がrニ0.9715，yニ0.97x -0. 48，(p< 0.2)で両ELISA系 Type 1 vWD 7例では 24.3士19.2u/dl， Typ巴IIA7例

での vWF:Agは有意な相関を示し，ほぼ等しい抗原性 では 40.1土16.8u/dl，Typ巴IIB3例では53.0士8.3u/ 

を呈していた(Fig.5， right). dlであった. NMC-4-ELISAによる vWF:Agと40-1

各病型患者について NMC-4及び 2-2 -9で測定し -ELISAによる vWF:Agとの相関係数及び回帰直線は，

たvWF:Agの比(2-2-9-ELISA/NMC -4-ELISA)を求 Type 1ではrニ0.9830，yニl.19x -l. 79， (p < 0.001)， 

めると， Type 1は1.01士0.20，Type IIAは0.61土0.08， Type IIAでは r=0.9957，y= 1.02 x-1. 35，(p<0 .001)， 

Typ巴IIBは0.99:t0.03であった.従って， Type IIAで Type IIBではrニ0.9896，y二 0.98x十O.93，(p<0.1)で

は有意水準 1%で統計学的に有意な低値を示し， Type あり， Type 1， IIA， IIBすべてで両ELISA系での vWF:

IIAにおける vWFsubunitのC末端側と MoAb2-2-9 Agは有意な相関を示し，ほぼ等しい抗原性を呈してい

との免疫反応性が低下しているものと考えられた. た(Fig.6， right). このように TypeIIAにおいても 40-

C. NMC-4-ELISAと40-1-ELISAで測定した正 1-ELISAで測定した vWF:AgはNMC-4-ELISAで

常人およびvWD患者血築中の vWF:Ag量:前述のご 得られた値とは discrepancyはなかった.このことよ
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Closed circles (normal femal巴)， open circles (normal male)， open ast巴risks(type 1 vWD) ， open triangles 
(typ巴 IIAvWD)， open squares (type IIB vWD). Regression lin巴sare indicated as follows; normal 
plasma (ー←ー)， typ巴1vWD (一一)， type IIA vWD (--一一)， type IIB vWD (-------) 
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り， Type IIA vWDのC末端側における免疫反応性の低 った(Fig.7).

下は， MoAb40-1と2-2-9のエピトープの相違部にあ Typ巴 IvWD患者血撲では， NMC-4-ELISAで測定

ることが示唆された. した vWF:Agは22.0:!:16.0u/dl， Rcof は11.0土 6.4

4. 健常成人ならびにvWD各病型患者血撲における u/dl， Bcofは10.3士7.1u/dlであった.NMC-4-ELISA 

NMC -4 -ELISAによる vWF:AgとRcofならびに で測定した vWF:AgとRcof及び Bcofとの相関係数

Bcofとの関連性 はそれぞれr=0.7635， r= 0.5929であった(Fig.8， top). 

健常成人において NMC-4-ELISAで測定したvWF: Type IIA vWD患者血媛では NMC-4-ELISAで測定

Agは108.4土3l.8 u / dl， Rcofは112.7:!:3l. 9 u / dl， した vWF:Agは40.9士16.4u/ dl， Rcof は全例 5u/dl 

B.cofは93.4土20.2u/dlであった. 以下で， Bcofは7.0土3.1u/dlであった. NMC-4ー

NMC-4-ELISAで測定した vWF:AgとRcof及び ELISAで測定した vWF:AgとRcofの聞には全く相

Bcofとの相関係数はそれぞれ r=0.7011，rニ 0.6917であ 関性は認められず， Bcofはr=0.5831と弱いながらも相

関性を示した(Fig.8 middle). 

200 I 7 Typ巴IIBvWD患者血援ではNMC-4-ELISAで測定

HD -

官
、¥

コ
) 

，.， 
+' 

0 

200 

:2: 100 
+' 
U 
<Il ... 
O 
U 

白

。

。
o .〆 • ぶ。。

/匂0.

。

• 
。

• • • cρ 。
。 O~ミ

.00..，子・.。。
• 

100 200 

vWF: Ag by NMC-4 ELlSA (U/dl) 

Fig. 7. Correlation of the plasma lev巴Isof vWF: Ag 
measured by NMC-4 ELISA vs Rcof activities 
(top) or Bcof activities (bottom) in normal 
individuals. 
Clos巴dcircl巴s(normal f巴male)and open cir. 
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LtこvWF:Agは 53.0:!:8. 6 u/dl， Rcofは 39.7:!:2.1u 

/dl， Bcofは2l.3:!:4.5u/dlであった.NMC-4-ELISA 

による vWF:AgとRcofとの相関係数はrニ0.9899，

Bcofとの相関係数はr=0.9997で、あった(Fig.8， bottom) 
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GPlb結合ドメインならびにC末端部分を認識するすLvonWillebrand因子(vWF)

考

モノグロナーノレ抗体を用いたvWF抗原量の測定 (445) 

揖
'"ミ

していた.また 2-2-9-ELISA及び 40-1ELISA による

vWF: Agもそれぞれpo!y-ELISAの値とよく相関(r二

von Willebrand(1926)により見いだされた出血時間 0.7874， y=1.17x十1.56(p <0.01)， r=O. 9850， y= 1. 03x 

延長を特徴とする常染色体遺伝性疾患は今日， vWF遺 十0.85(p<0.01))していた.従って，健常成人では

伝子の欠陥による vWF蛋白の量的ないし質的合成障害 いずれの ELISA系においても vWF:Agに差異は認

の観点より vonWiIIebrand病(vWD)として把握され められなかった.

ている.現在vWDは患者血援中の vWFmu!tim巴rsの vWD各病型の患者血竣の各 ELISA系による vWF:

パターンから Type1， II， IIIに大別されている. Type 1 Agは下記のごとくであった.

はvWFmuItimersの分布状態および機能は正常である Typ巴 I患者血媛 7例における NMC-4-ELISAの

が，循環vWFの量的低下を示すものである.Type IIは vWF: Agは22.0士16.0u/d!で正常血援のそれよりは

血築中で強い凝集能を示す !argemu!timersの欠乏が特 低下していたが， 2-2-9-ELISAおよび40-1-ELISA測

徴的な病型で諸種の subtypeが存在している.このうち 定値とよく相関していた. Type IIA患者 7例の患者血

Type IIAはvWF:Ag量に比し， Rbof活性が低下して 撲では NMC-4-ELISAのvWF: Agは40.9士16.4u/ 

いる病型で， Type IIBはinvitroで患者血小板多lIIl援が d!であったが， 2 -2 -9 -ELISA値は24.0士8.4u/d!で

低濃度の ristocetinでも凝集する特徴を有する病型であ NMC-4-ELISA値より低下していた.しかし. 40-1-

る. Type IIIは常染色体劣性， F. VIII/vWF comp!ex活 ELISA値は NMC-4 ELISA値とほぼ一致していた.

性の著しい低下， vWF-mu!timer bandsの欠如を特徴と Type IIB患者 3例の血援では NMC-4 -ELISAの

する病型である2). vWF: Agは 53.3土8.6u/d!で， 2-2-9-ELISAおよび

今回，著者は正常血疑及び vWDType 1， Typ巴IIAな 40-1-ELISA測定値とほぼ一致していた.従って， Type 

らびに TypeIIB患者血媛中の vWF:Ag量についておよびType IIB患者血援ではともにそれぞれの

固相化した抗vWF家兎血清(po!yAb)で血祭vWFを ELISA系においても vWF:Agに差異は認められなか

捕捉し，三次抗体として GPlb結合 domainを認識する ったが， Typ巴 IIA患者血撲では 2-2-9-ELISA値は

MoAb NMC-4あるいはvWF-subunitのC末側を認識 NMC-4-ELISA値および40-1-ELISA値より低下して

する MoAb 2-2-9および40-1を用いた captured いた.

ELISAの系で比較検討した MoAb NMC-4の認識部位は vWFsubunitのGPlb

Scripps研究所の Dr.Zimmermanより提供をうけた 結合 domain(アミノ酸残基 449-728)上に存在するが，こ

MoAb 2-2-9はvWF純化物を V-8 proteaseで消化し のdomainはristocetinあるいは蛇毒 botroc巴tinで惹

て得た Fragment II (アミノ酸残基 1366-2050)上に 起される血小板膜上の GPlbとの結合，凝集反応に関与

巴pitop巴をもつことが観察されており 11りまた，宝酒造片 する部位である. ristocetin存在下で示されるこの機能

山政彦氏より提供された MoAb40-1も同様Fragm巴nt domain活性即ち Rcof活性は TypeIIB vWDをのぞい

II上に epitopeがあることが観察されていた.著者はま ては一般に低下することが認められている. Typ巴 I

ず，両 MoAbの巴pitopeの存在部位をより限定すること vWD患者 7例の血楽について Rcofは11.0土6.44u/d! 

を試みた.vWF -Fragment IIのsubtilisin消化物をゲノレ で低下していたが， NMC-4-ELISAによる vWF:Agと

漏過 HPLCおよび逆相 HPLCで分離した蛋白ピークに の相関係数はrニ0.7635で比較的よく相関していた.ま

ついて 2-2-9および40-1との免疫反応性を検討し， たBcofは10.3士7.1u/d!でNMC-4 -ELISAによる

最終的に 2-2 -9のepitopeはC末端アミノ酸残基 vWF:Agとの相関 r=0.5929で同様の傾向を示した.

1926-(2050)上の主に一次構造を認識し，一方 40-1はア Type IIA患者 7例ではRcofは全例 5u/d!以下と著し

ミノ酸残基から 1781から始まる fragmentとアミノ酸 く低下していたが， NMC-4-ELISAによる vWF:Agは

残基 1926か
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で測定された vWF:Ag量はRcofよりもむしろ Bcof

とよく相関していた.

Typ巴 IIAのvWF multimer構成はlargeおよび

int巴rmediatemultimerを欠き， M目 W.0.5X10'-3X10'

Daのsmallmultimer bandsより成り立っている ris-

tocetin存在下での血小板凝集はlargemultimerが最も

強力であるため本病型で、の Rcofは著しく低下している

ものと推察さわしている.一方， botrocetinはlarge-

smallにいたる multimerbandと反応するため本病型

でも Bcof活性はある程度惹起されるものと患われる.

近年， vWFの各種機能 domainに対する特異性の高

い抗 vWFMoAbが作製され，これらを用いて分子異常

及び欠如の同定が試みられている. Sultan et al. 15)は

ristocetin凝集能を抑制する 2種の MoAb(4F91C5-

IgG1， 202D3 -IgG2a)を用いた免疫ラジオ測定法

(IRMA)による vWF:AgはTypeI 11症例， TypeIIA 

6例， Type IIB 4例では抗 vWF家兎血清(polyAb)に

よる IRMA値とよく相関したが， Type IIA 5例では

MoAb-IRMA値は低値をしめすことを観察した.

Chand et al.'6)は， GPlb結合domainを認識する 2種の

MoAb(RFF-VIII: R/2， RFF-Vlll: R/l)を用いた IRMA

およびELISA法で測定した 14例の TypeIIAにおけ

るvWF:AgはpolyAbを用いた Laurell法より低値

を示し，よりよく Rcofと相関したことより，この抗体で

functinal巴pitopeを定量できる可能性をしめし， Type 

IIA subunitの分子構造異常がGPlb結合 domain上に

存在する可能性を示した.しかし TypeIIA症例におけ

る彼等の成績は著者の成績とは異なっている. この差異

については， 1. Type IIAも単ーではなく hetero-

genousな groupよりなっている. 2. いずれも GPlb

結合 domainを認識する MoAbであっても，それぞれの

epitopeは一次配列あるいは三次構造的には少しづっ異

なっていることに依る.3.著者の観察した TypeIIAに

おいてはGPlb結合 domain上の大きな抗原性の相違は

認められず， この部位には大きな構造異常は存在せず，

ristocetin， botrocetin等のモジュレーターと GPlb結合

domainとの結合は直接損なわれず，結合後の高次構造

変化を通して影響を与えているなどの可能性が想像され

る.これらの成績のほかに，今回著者はTypeIIAvWD

ではC末端側を認識する MoAb40-1をもちいた場合の

vWF:AgはNMC-4を用いた場合と同様であったが

MoAb 2-2-9を用いた場合は免疫反応性が低下すること

を観察した.このことはTypeIIAではMoAb2-2-9と

MoAb 40-1の認識部位の差，即ち共に vWFsubunitの

C末端上に epitopeが存在するも 2-2-9は40-1より

もより C末端側に認識部位を有し， Type IIAでは一次

的あるいは二次的にこの部に構造異常が存在するのでは

ないかと推察される.

一方， Typ巴IIBvWDにおいては，大きな免疫反応性

の低下は観察されなかった.

車吉 語

抗vWF家兎血清(PolyAb)を一次抗体とし，二次抗

体として vWF-subunit上の GPlb結合 domainを認識

する MoAbNMC-4およびvWF-subunitC末端を認識

する二種の MoAb;2-2-9と40-1を用いた ELISA系

で正常およびvWD各種病型患者血媛中の vWF:Agを

比較検討した.

1. MoAb 2-2-9の巴pitopeはvWFsubunitのアミ

ノ酸残基 1926-(2050)上に存在した.一方， MoAb 40-1 

の巴pitopeはdisulfide結合したアミノ酸残基 1781から

始まる fragm巴ntとアミノ酸残基 1926-(2050)からなる

fragmentの結合物上に存在するものと考えられる成績

であった.

2 標識 NMC-4を二次抗体とした NMC-4-ELISA 

による正常人血疑 30例のvWF:Agは， 108.4士31.8u/dl

で一次抗体および二次抗体とも PolyAbを用いた

ELISA値と r=0.7618でよく相関した. 2-2-9-ELISA 

による vWF:Agは118.4士31.8 u/ dl， 40-1-ELISAに

よる vWF:Agは103.1土25.5u/dlで，それぞれ Poly

ELISAとrニ 0.7874，rニ 0.9850とよく相関していた.

3. Type I vWD患者 7例の血媛中の NMC-4

ELISAによる vWF:Agは22.0土16.0u/dl， 2-2-9-

ELISA値 21.9:t17.2 u/dl， 40-1-ELISA値 24.3士19.2

u/dlで3者はよく相関していた.Type IIA vWD患者 7

例の血築中の NMC-4-ELISAによる vWF:Agは40.9

士16.4u/dl，2-2-9-ELISAイ直24.0:t8. 4 u/ dl， 40-1 

ELISA値 40.1士16.8u/dlで 3者はよく相関していた

が， MoAb 2-2-9において明らかな免疫反応性の低下が

認められた. Typ巴IIBvWD患者 3例の血媛中の NMC

4-ELISA による vWF:Agは53.3土8.6u/ dl， 2-2-9-

ELISA値 51.0土8.0u/dl， 40-1-ELISA値 53.0土8.3u/ 

dlで3者はよく相関し，いずれにおいても免疫反応性に

差異は認められなかった.

4. 正常人血媛中の NMC-4-ELISAによる vWF:

AgはRistocetin cofactor(Rcof)活性と r= 0.7011， 

Botrocetin cofactor(Bcof)活性と rニ 0.6917で相関し

ていた.

5. Type I vWD患者血媛では， NMC-4-ELISAで

測定した vWF:AgはRcofとrニ 0.7635，Bcofとr=
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0.5929で相関していた. Type IIA vWD患者血援では

NMC-4 ELISAで測定した vWF:AgとRcofの聞には

全く相関性は認められず， Bcofは， r=0.5831と弱いな

がらも相関性を示した. Type IIB vWD患者血援では，

NMC-4-ELISAによる vWF:AgはRcofとr=0.9899，

Bcofとrニ0.9997でよく相関していた.従って， NMC 

4で測定された vWF:AgはRcofよりむしろ Bcofを

より強く反映していると考えられた.

稿を終えるにあたり，アミノ酸配列の解析にご援助い

ただいた藤田学園保健衛生大学医高分子 千谷晃一教授

に深謝いたします.

尚，本研究は平成3年度文部省科学研究費Ivon羽Tille.

brand病の各病型における分子遺伝学的解析J(課題番号

02454273)の助成を受けた.

本論文の要旨は，第 53四日本血液学会総会 (1991， 

Kyoto)に於て発表した.
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