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Summary: Recently 1 have established an assay for the snake venom coaggulutinin 

activity of platelets (botrocetin cofactor: Bcof) that is specifical1y dependent on the 

amount of plasma von Willebrand factor (vWF)， and suggested that this assay can be used 

as an alternative diagnostic method for von Willebrand disease (vWD). In this study， 1 

have measured Bcof in a total of 50 plasmas from patients with hemophilia A and 45 

plasmas from those with vWD. N ext， vWF in patient plasmas with vWD was indirectly 

radiolabeled by [1251] anti-vWF monoclonal antibody designated as 2.2.9 to evaluate 

botrocetin引 lediatedbinding abi1ity to platelet glycoprotein Ib (GPIb). The result of this 

assay was compared with that of the previous assay using antibiotic ristocetin， which also 

mediates the interaction between vWF and GPlb. 

In hemophilia A， Bcof was significantly higher (152.5士108%)than normal and showed 

a good correlation to vWF antigen (vWF: Ag) or ristocetin cofactor (Rcof) (vWF: Ag/ 

Bcof r = 0.93， Rcof/Bcof r = 0.92). In vWD patients， the levels of Bcof were significantly 

lower than normal， usually less than 47%. In 23 cases of Type 1 vWD， Bcof ranged from 

below 5% to 47%. In vWD patients with Type IIA (8 cases)， IIC (3 cases) and IIF (1 

case)， Bcof levels were moderately decreased， ranging from below 5% to 30% but higher 

than Rcof. In Type IIB (3 cases)， IID (2 cases) and IIE (2 cases)， Bcof showed a parallel 

decrease (24%-40%) with Rcof. Indirectly radiolabeled vWF in al1 patient plasmas except 

for Type IIB showed more decreased binding than normal， in good accord with Bcof. In 

Type IIB， both the ristocetin and botrocetin mediated vWF binding abilitity were enhanced 

(120-140%). In Types IIA， IIC and IIF， botrocetin-mediated binding abi1ity was distributed 

from 30% to 60%， whereas ristocetin-mediated binding abi1ities stayed within 5%-10%. 

Index Terms 

botrocetin cofactor (Bcof) ， ristocetin cofactor (Rcof)， von Wi1lebrand disease (vWD) 
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緒言

von Willebrand') (1926)により代Hereditar pseud-

hemofi1i"として報告された出血時間の延長を特徴とす

る上染色体遺伝性疾患は，今日遺伝形式，臨床像，検査

所見などの基礎病態において，かなり heterogenousな

groupよりなるも， ヒト染色体 NO.12上の von Wille-

brand因子(vWF)遺伝子の欠陥により， vWF蛋白の量

的ないし質的合成障害との観点から， von Willebrand病

(vWD)として把握されている2)3) 本症の診断には臨床

像にくわえて， i.出血時間， ii.血小板粘着能， iii.第四因子

活性(vm:C)， iv. vWF抗原(vWF:Ag)， v.リストセチ

ン惹起血小板凝集 (ristoc巴tininduced platelet aggrega-

tion， RIPA)， vi.患者血禁中のリストセチン・コファクタ

ー活性 (ristoc巴tincofactor activity， Rcof)などの測定

が必要である.さらに，本症の各種病型の済定には，i)

低濃度のリストセチンによる血小板凝集 ii) vWF:Ag 

の二次元交叉疫電気泳動法 iii) agarose電気泳動法に

よる vWF:Agのmultimericanalysisなどが重要と考

えられている.血疑 sampleを agarose電気泳動後，国I

標識抗ヒト vWF家兎 IgGで免疫固定し，次いで autor-

adiographyを行なうと，正常血援中の vWFは1.0

-20 x 10' daltonにおよぶ十数本の multimerbandの

senesとして観察される.この所見は vWDの病型分類

上の基本項目としてとりあげられ，現在， vWDは， 1 

vwF:Ag (vWF蛋白量〉は低下するも multimerの各

seriesは正常と同様に存在する Type1， 2. vWF : Ag 

量は必ずしも低下しないが multim巴r構造に異常が見ら

れる TypeII， 3. vWF : Agが欠如しすべての multim巴r

を欠く TypeIIIに大別されている.Typ巴Iは血祭vWF

蛋自の量的合成障害症と考えられているが， Ia， Ib， Ic， 

1 New Yorkなどの subtypeの存在が報告されてい

る4)5)へTypeIIは血竣 vWFの量的ならびに質的異常が

存在するもので， IIA， IIB， IIC， IID， IIE， IIF， IIG， 

IIHおよび TypeBと呼ばれる subtypeが報告されてい

る. Multimer分析では TypeB7)が正常とされている他

は，少なくとも largemultimerが欠如しており，又 IIC-

IIHの各 subtyp巴では multimerbandの配列異常が観

察されている.Type IIIは血祭 vWFの量的欠陥症で，常

染色体劣性に出現する病型である.

vWFは障害血管壁への血小板の結合に必須の血竣粘

着蛋白で，循環血築中では第VII1因子と結合してその安定

化に不可欠の要素として働き，又障害血管内皮下組識に

血小板が粘着するのを促進する止血因子であるが， in 

vitroでは抗生剤の一種の ristocetinの存在下に血小板

膜上レセプターの糖蛋白 (glycoprotein)Ib (GPlb)に

結合すること，又ADP，トロンピンにより刺激された血

小板膜の GPII b/m aレセプターに結合することが知

られている8)9) このうち， ristocetin存在下の血竣vWF

と血小板の結合反応は通常，血小板多血竣を用いて観察

され， RIPAと呼ばれ， この反応に関与する血竣因子は

Rcofと呼ばれているが， RIPAあるいは RcofはvWD

の診断の有用なスクリーニング試験として用いられてい

る10 一方， Readら11)により Bothropsjararaca種の蛇

毒より精製された botrocetinがristocetinと同様ヒト

血小板多血紫を凝集することが見いだされた. Brink-

hous & Readら叫はホノレマリン固定血小板を用いて肉

眼的凝集時間でヒト血築中の botrocetin cofactor 

(Bcof)活性を測定する方法を開発し， vWDの診断に有

用としているが，一般化していなかった.著者は13)ホノレ

マリン固定正常ヒト血小板と血小板凝集計を用いて客観

性のある Bcof活性測定系を確立し，測定系に関与する

因子は ristocetin存在下の場合と同じく，血媛側は vWF

でその機能 domainはvWF-subuniit組成中の N末ア

ミノ酸残基より 449-728番アミノ酸残基で構成される

52/48kDa fragmentにあり，一方，血小板側の recptor

は GPlbであることを第 1報で報告した.引き続いて今

回， Bcof活性測定の vWD診断上の有用性の有無につい

て，各病型患者血媛および血友病A患者血援の Bcof活

性を測定し， Rcof活性と比較検討した.又， ristocetin及

び蛇毒 botrocetinによって惹起される血小板凝集は血

竣中の vWFの GPlbへの結合で開始されると考えられ

るので， ristocetinあるいは botroc巴tin存在下にこれら

患者血疑の血小板 GPlbへの結合能についても検索し

た.

試材および方法

1 対象 vWD患者 45例および血友病 A愚者 50例に

ついて検索した.vWDの病型は Type1 23例， Type II 

19例および Typ巴III3例であった.このうち vWFの質

的障害症で largemultimer欠乏を特徴とする TypeII 

はさらに数種の亜型に分類されるが， IIA 8例， IIB 3例，

IIC 3例の自験例の他， IID 2例(米国 Scripps研究所

Zimmerman博士より提供を受けた)， IIE 2例cl例は慶

応大学池田博士， 1例は Zirnmerman博土より提供を受

けた)， IIF 1例 (Zimmerman博士提供〉であった.こ

れら亜型の特徴的所見については成績ならびに考案で記

載する.
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2 方法:

1) 正常ホノレマリン固定血小板の作成:方法の詳細は

第 1報で述べたので省略する叫。

2) Botrocetinの部分純化:方法の詳細は第 1報で

述べた。

3) マウスモノクロナーノレ抗体:教室で作成した ris陶

tocetin惹起血小板凝集及びbotrocetin惹起血小板凝集

を完全に抑制する抗 vWFモノクロナーノレ抗体 (NMC-

4)川 及 びDr.Zimmermanより提供を受けた抗vWF

モノクロナーノレ抗体 2.2.9(この抗体は vWFのSP-V8

fragment IIすなわち vWFsubunitのC末端側を認識

する抗体で ristocetin惹起血小板凝集， botrocetin惹起

血小板凝集， col1agen binding，血小板 IIb/III aへの

binding及び F.VlHbinding等の vWF機能に全く影響を

与えない抗体〉を用いた。

4) Rcof活性の測定:第 1報で述べた著者の方法に

よった.

5) Bcof活性の測定:第 l報で述べた著者の方法に

よった

6) Ristocetin惹起血小板結合の測定:正常ホノレマリ

ン固定血小板と l可でラベノレした抗vWFモノグロナー

ノレ抗体 2.2.9を用い Lopez-Fernandezet al.'5)の方法に

準拠して行なった.

a. 抗vWFモノグロナーノレ抗体 2.2.9の1251ラベノレ・

1odogen methodに準拠して行なった15) 遮光したガラ

ス容器内で 1odogen5mg (Pierce Chemical Co.)を5ml

のメチレンクロライド(和光純薬工業〕で溶解しその溶

液 0.5mlをφ1cmの遮光したガラス容器に入れた.次に

液体窒素より得られた低温の気体をガラスの細管でこの

溶液に吹き付け，メチレンクロライドを気化させガラス

容器内に lodogenのみを付着させた.続いて 0.02%

NaN3加 0.05Mトリス 0.15M食塩緩衝液 (pH7.4) (以

降 TBS)0.5mlで1回洗浄しその中に 2.2.9を0.5ml

(2mg/ml)と Carrier-fre巴 Na ['25I] (Amersham 

Corp.) 1mCiを加えゆっくりまぜ 2分間室温放置した.

さらにその混合液を TBSで平衡化した 10mlピペット

を利用した自家製 Sephadex G-25 (Pharmacia fine 

Chem.)カラム (kIx7cm)に添加した.その voidvolume 

を0.5mlづっ 20本の試験管に採取し，それぞれの放射活

性を測定してその peak部分を 3-4本集め [1吋]ラベル

2.2目9とした.蛋白定量は 280nmにおける吸光度より

19Gのextinctionco巴fficientE'% 280=14.3を用いて測

定した.得られた [1吋]ラベノレ 2.2.9の比活性は1.5x 10' 

cpm/mgで用に臨むまで 4'Cにて保存した.

b. インタヒピターカクテノレの作成:血禁中の種々の

プロテアーゼを抑制するために作成した. 10mM 

EDTA-2Na，10u/mlヒノレジン (sigmaChemical Co.)， 

20mM塩酸ベンザミジン (SigmaChemical Co.)及び

10mMロイベプチン (Peptide1nstitute)を混合し， pH

を7.3に調整し 4'Cにて保存した.

c. Ristocetin存在下血疑中 vWFの血小板結合能測

定:被検血疑 70μ1，インヒピターカクテノレ 5μ1，ホノレマリ

ン固定血小板 20μI(終濃度 100X103/μ1)， TBS5.0μ1， [いlロ2

I口J2.2.9を1ロ2.5如μ1(終濃度 2幻lμg/ml)をエツベγ トド守ツノルレフチ

ユ一ブ内でで、混合し 3幻7ア。'C2時間インキユベ一トし血竣中

vWFを[戸1ロ251町I口J2.2.9で間接的にラベノルレした.次いで ris-

tocetinを終濃度 0.25，0.5， 0.75， 1.0mg/mlとなるよう

に12.5μ1加え混合し 30分間室温放置した.溶液を 2分

して， l%BSA加 20%Sucroseを300μlづっ入れたサノレ

ステッドチューブに 50μlづっ重層し，さらに 12000回

転/分 5分間遠心した.これにより血小板と結合した

vWFは沈澄部分に存在する事になるので沈i査部分をベ

ンチでカットしガンマカウンターにて放射活性を測定し

それより非特異的血小板結合能を差引，その血築中

vWFの血小板結合能とした (Fig.1)そして ristocetin

濃度1.0mgのときの正常血築中 vWF血小結合能を

100%として表わし，その濃度における結合能を比較し

た.非特異的血小板結合能は，被検血援に TypeIII vwD 

患者血柴を用いたときまたは， NMC目4を測定系に添加

したときの放射活性とした.

d. Botroctin存在下血媛中 vWFの血小板結合能の

測定.前述の ristocetin存在下血援中 vWFの血小板結

合能測定と同様の系によった.被検血媛 70μ1，インヒピ

ターカクテル 5μ1，ホノレマリン固定血小板 20μ1(経濃度

100X103/μ1)， TBS5μ1，種々 濃度の['吋J2.2.9を12.5μl

それぞれLエッベンドノレフチューブ内で混合し， 37'C2時

間インキュベートした。次に botrocetinを終濃度 5，10， 

30， 50μg/mlとなるように 12.5μl加え 30分間室温放置

した.溶液を 2分して 20%Sucroseを300μl入れたサノレ

ステッドチューブに 50μlづっ重層しさらに 12000回

転/分 5分間遠心した.沈澄部分をベンチでカットし，

ガンマカウンターにて放射活性を測定しそれより非特異

的血小板結合能を示す放射活性を差引，その血築中

vWFのbotrocetin惹起血小板結合能とした.この血小

板結合能は， botrocetin濃度 50μg/mlのときの正常結

合量を 100%として表わしその濃度における結合能を比

較した.

成 績

1. 血友病 A)患者 50例の Bcof活性は 51-300%に分
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布し，その平均土2SDは152.6:t108%で，健康成人 50名 3例， IIC 3例， IID 2例， IIE 2例および IIFl例， Type 

の102.0:t57.2%に比し高値であった. Rcof活性は 163. III 3例の計45例について Bcof活性を測定し， Rcof活

1:t111.9%， vWF: Agは153士101.8%でいずれも健康成 性およびvWF:Ag量と対比検討した.

人 50名の Rcof:97.1:t46.0， vWF: Ag: 94.2:t48.6より vWF蛋白の欠如症である TypeIIIの3例では， Bcof 

も高値を呈していた.Bcof 活性， Rcof活性およびvWF: 活性， Rcof活性，およびvWF:Ag量ともいずれも 5%

Agのそれぞれの相関はvWF: Ag/Bcof r = 0泊， Rcof/ 以下であった。 vWF:Ag量が 5%以下から 49%と低下

Bcof r=0.92， vWF: Ag/Rcof r=0.92で互いによく相 するも multimer構成は正常である Typ巴 123例では，

関していた (Fig.2). Bcof活性は 5%以下-47%で， Rcof活性は 5%以下

2. vWD患者の Bcof，Rcofお よ びvWF:Ag量 -30%でBcof活性より低下する傾向が認められた

vWDのType1 23例， Type II 19例，内 IIA8例， IIB (Fig. 3). 

Plasma TBS 

(with protease inhibitors) or 
NMC-4 

Fixed Platelet (1251)-229 

(630x W/μ1) (lgG : 210μg/ml) 

ーく¥y
号令
t 2 hrs 3TC incubation 

旦詮担旦豆!J_.，(0~10mg/ml) 1 
噌圃 or ~ 12.5μ| 

Botroceti!L (0~500μg/ml) J 

t 30 min room temperature 

two aliquots 

150μl 

)ルーωoμ|

t centrifuge 12000 g for 5 min 

口ハ
v
T

"-cCi川 ina gamma counter 

Fig. 1. Ristocetin or botrocetio-induced vWF binding assay using ['25IJ 

labeled anti目vWFmonoclonal antibody 2.2.9 in plasma milieu. Seventy 
μ1 of plasma， 5μ1 of inhibitor cocktail， 5μ1 of TBS or NMC-4， 20μ1 of 
formalinイixedplatelets (f.c. 1 X 105/μ1) and 12.5μ1 of ['251]-2.2.9 (f.c. 
21μg/ml ; 1.5 x 10'cpm/mg) wer巴incubatedat 3TC for two hours in the 
presence (f.c. 100μg/ml) or absence of NMC-4. Th巴na 12.5μ1 of 
ristocetin or botrocetin was added to give a final concentration of 0 
-lmg/ml or 0-50μg/ml respectively. After 30min incubation at room 
temperature， two 50μ1 aliquots of the mixture were layered over 20% 
sucrose cushion (300μ1) in 500μ1 Sarstedt microfuge tubes， and bound 
ligand was separated from free ligand by a 5min centrifugation at 12. 
OOOg. Th巴 tubetips containing bound ligand were amputat巴dand 
count巴din a gamma counter. 
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Bcof activity (%) Bcof activity (%) 

Fig. 2. Relationships between Bcof and Rcof (left)， Bcof and vWF: Ag (right) in healthy adults and patients 
with haemophilia A. Normal female are indicated as closed circles (e)， normal male as open circles 
(0) and patients with haemophilia A as open triangles (ム).
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Fig. 3. Relationships between Bcof and Rcof (left)， Bcof and vWF: Ag (right) in patients with type 1 vWD 
and type III vWD. Patients with type 1 are indicated as open circles (0) and patients with type III 
as closed triangles (企).

vWF蛋白の質的異常の病型は TypeIIと総称され 察するため， Bcof活性測定系の botrocetin濃度を約 2

る.そのうち largeおよび intermediatemultimerが欠 -16倍希釈して添加しその凝集を観察した.正常血撲で

乏し且つ ristocetin凝集能 (RIPA)が著しく低下する II は2.3μg/ml以下の濃度では，凝集が惹起きれなかった

Aの8例では， vWF:Ag量は 42-72%と軽度低下する が， IIB患者血援では1.8-2.3μg/mlの低濃度でも凝集

のみであったが， Bcof活性は 5-30%と中等度に低下し が惹起され， ristocetinの場合と同様凝集の enhanceが

ていた. Rcof活性は 7%の1例以外すべて 5%以下であ 観察された.又，同様に IIA患者血竣についても調べた

った. Type IIBはlargemultimerは欠乏するが低濃度 が凝集には 14.4μg/ml以上の濃度が必要であった (Fig.

のRistocetinで血小板凝集が惹起される病型であ 4).また本病型で、は 30μg/mlのbotrocetin濃度で測定

る17)18). Botrocetinで惹起される場合の血小板凝集を観 した患者血疑の Bcof活想は 24-40%と中等度に低下
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し， Rcof活性とほぼ同様で， vWF:Agは50-60%であ 5%以下-9%であった.TypeIIDは3%agaroseg巴l上

った.Type II Cはmultimer構成で singlebandを反復 正常の 5band pattemと異なり 4band pattemを示す

しsmallestmultimerが増加する特徴を有する 19) 本症 ことが特徴とされるが20)，2症例の血媛(DrZimmerman 

の2症例では， vWF:Ag量は， 6-7%と著しく低下し， より提供)vWF:Ag値は 70%以上と正常であった.

Rcof活性はいずれも 5%以下であったが， Bcof活性は Bcof活性は 28%および 30%と明らかに低下し， Rcof活
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Fig. 4. Enhanced botrocetin.induced platelet agglutination in a patient with type IIB vWD using formalin. 
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中vWFを間接的にラベノレ後， botrocetinあるいは ris-

tocetinを添加して凝集を惹起せしめ，血小板と結合し

た山I-vWFを y-カウンターで測定し%[1可]結合を求め

た。

Botrocetin存在下の被験血援の血小板結合能測定系

では，血小板結合能測定に至適な [1吋]MoAb 2_2_9の

濃度は 21，ug/mlであった。又，添加する botrocetin濃度

は5，10， 30， 50μg/mlと変化させて結合能を測定した。

測定系にbotrocetinならびに ristoc巴tin惹起血小板

凝集を完全に抑制する NMC-4を終濃度 20μg/ml加え

た場合と，被験血撲にvWFを欠如する TypeIII vWD 

血竣を用いてそれぞれ結合能を測定した.Botrocetin濃

度を 50μg/mlにしても放射活性(血小板結合〉の上昇は

認められなかったが，この際の放射活性は非特異的血小

板結合として，各サンフ。ノレ測定時の放射活性より差し引

いた.Ristocetin存在下の被験血媛の血小板結合能も同

様の方法で測定した.

Botrocetinで発現されるvonWillebrand因子活性に関する研究

性も同様低下していた. Type IIEはsingle bandの

multimerを反復するが叫，本症の 2症例の血竣vWF:

Agは18%，20%で Bcof活性は 16%，25%， Rcof活性

は11%，12%とほぼ同じレベノレで低下していた..Type 

IIFは血築中 vWFの3%agarose gel上の 5band pat-

ternの移動度が異なり血小板中 vWFは， large 

multimerをもっていることが特徴とされるが叫，本症の

l 例はvWF:Agは30%，Bcof活性は 26%と同様に低

下していたが， Rcof活性は 5%以下と著しく低下してい

た (Fig.5). 

3. vWD患者血竣中 vWFの正常血小板への結合能回

Botrocetinあるいはristocetinで惹起される血築中の

すWFの正常血小板への結合能は，ホノレマリン固定正常

血小板と vWF-subunitのC末端側を認識して血小板機

能には影響を与えない抗モノクロナーノレ抗体 2.2.9を用

いた.すなわち，被験血援をホノレマリン固定血小板〔終

濃度 100X103/μ1)，出I標識 MoAb2.2.9と混合し，血竣
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血築中の vWFを必要とすることが Brinkhouseら12)， 

Howardら10)，Fujimuraら8)によって観察されてきた.

著者はホノレマリン固定正常ヒト血小板と血小板凝集計を

用いて botrocetin存在下の血築中の vWF活性即ち

botrocetin cofactorの測定系を確立し，この測定系に関

与する因子は，血竣側は ristocetincofactorの場合と同

様 vWFsubunit組成中の 52/48kDa fragmentであり

一方，血小板側の receptorはGPlbであることを報告し

た. 52/48 kDa fragmentの一次構造はvWFsubunitを

構成する 2050のアミノ酸のうち， N末端より 449番の

valine残基から 728番の Lysine残基より成ることが明

らかにされているが6)，ristocetinおよびbotrocetinに

より惹起される GPlbへの結合，凝集関与部位の異同の

詳細については解明されていない.最近，教室の高橋ら23)

は抗vWFモノグ戸ナーノレ抗体 322(FranceのDr

Mey巴r博士より提供〉が ristocetin凝集は完全に抑制す

るも botrocetin凝集は抑制しないことを観察した.ま

た，新家ら24)は教室で作成した抗vWFモノクロナール

抗体の NMC-4はritocetinおよびbotrocetin存在下に

vWD各病型の血築 中の botrocetinあるいは ris-

tocetin存在下の血小板結合能は Fig.6およびFig.7の

如くであった. Botroc巴tin濃度 50μg/mlの点で比較す

ると， Type 1 vWDでは botrocetin存在下血小板結合

能は 0-70%の間にばらつきを示し，また ristocetin存

在下血小板結合能よりも全体的に高値を示した.

TypeIIA， Type II C及びTypeII Fでは ristocetin存

在下血小板結合能は著明に低下するも botrocetin存在

下血小板結合能は中程度低下にとどまった.Type IIBで

はbotrocetin存在下血小板結合能， ristocetin存在下血

小板結合能ともに正常に比し 120-140%の充進を示し

た. Type IID， Type IIFでは botrocetin存在下血小板

結合能は ristocetin存在下血小板結合能よりやや高値を

示すも，両者とも中程度低下していた.

案

Readら11)(1987)により蛇毒 Bothropsjararacaより

分離され た ヒ ト 血 小板凝集惹起作用を有する

botrocetinはその作用発現に ristocetinの場合と同様に

考
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純下vWFの血小板GPlbへの結合を抑制することを観

察し，この際， ristocetin依存性 GPlbへの vWF結合

domainはアミノ酸残基474-488と694-708の不連続な

2つの部位が関与し，一方botrocetin依存性の vWF結

合 domainおよび NMC-4のepitopeの形成はその中央

部分が重要と推察されることを報告した.臨床的には

Howardら7)はRcof活性は欠如するが， Bcof活性は正

常である vWDの亜型例を TypeBと呼び， botrocetin 

で誘導される vWFの反応部位は ristocetinのそれとは

異なることを示唆していた.

上記の事実をふまえて，著者は今回， vWDの各病型患

者血竣について日cof活性を測定し，通常vWDのrou-

tine testとして行なわれている Rcof活性測定との相違

の有無について検討した.この際vWDの検索に平行し

て，血友病A患者血毅 50サ γフ。ノレについて Bcof活性，

Rcof活性およびvWF:Agを測定したところ，し、ずれも

正常人血祭の値より高値を呈していたが vWF:Agと

Bcofは r=0.93，RcofとBcofは r=0.92，vWF: Agと

Rcofはr=0.92と互いによく相関していた

vWF蛋自の欠如する TypeIIIの3例では Bcof活性，

Rcof活性， vWF:Ag量はいずれも 5%以下であった.

vWF:Ag量が低下するも multimer構成は正常な

Type 1の23例では Bcof活性も低下していたが， Rcof 

活性の低下度に比してやや軽度であった.

vWF:Ag量に比し Rcof活性が著しく低下し large

およびintermediate multim巴rの欠乏を特徴とする

Type II Aの8例では Bcof活性は 5%-30%でRcof活

性に比し低下度は軽度で、あった. Large multimerを欠

くが RIPAの尤進を特徴とする TypeII Bの3例では

Bcof活性は中等度に低下していた.しかしこれらの 3例

では 正 常 血 壌 で は凝集を惹起しない低濃度の

botrocetin濃度でも凝集が惹起された.この現象は ris-

tocetinの場合と同様で本病型の特徴と考えられた.正常

血築中 vWFは5-subbandが反復する multimer構造

をとるのに対して， single sub bandが反復し，且つ

smallest bandの増強を特徴とする TypeIICの2例で

はRcof活性が 5%以下と低下していたが Bcof活性は

5%以下と 9%であった.Type IIDおよびIIEの各 2例

では Bcof活性は Rcof活性とほぼ平行していたが，

Bcof活性あるいは Rcof活性は botrocetinあるいは

ristocetin存在下に血媛中の vWFが血小板を凝集せし

める作用を測定するものである.両凝集惹起物質による

血小板凝集は vWFの血小板膜 GPlbへの結合により開

始されると考えられるので，患者血築中の vWFの正常

血小板への結合能について検索した.従来血築中の

vWFのみを特異的に標識することは不能であったが，

著者は血小板凝集を抑制しない抗vWFモノクロナーノレ

抗体MoAb2.2.9をI可で標識して血援と反応させ血築

中vWFを間接的にラベノレし， botrocetinあるいは ris

tocetin存在下にホルマリン固定正常血小板と反応後，血

小板に結合した vWFを γ カウンターで計測する方法

を考案した. Typ巴 1vWDではbotroc巴tin惹起血小板

結合能は ristocetin惹起血小板結合能よりやや高値であ

ったが平行していた.Typ巴IIA， II CおよびIIFでは

Bcof活性と Rcof活性の関係と同様に， ristocetin惹起

血小板結合能は著しく低下していたの北対し，

botrocetin惹起血小板結合能は中等度低下にとどまっ

ていた.Type IIDおよびIIEでは両凝集素惹起血小板結

合能は中等度低下していたが， Type 1の場合と同様の

傾向が認められた.これに対し， Type IIBでは

botrodetin惹起血小板結合能およびristocetin惹起血

小板結合能はともに正常血援のそれよりも高値を呈して

いた.前に述べた botrocetinあるいはristocetin存在下

の血小板凝集が充進する所見と併せて， Type IIBの

vWFは凝集惹起物質に増強反応を示す構造異常蛋白で

あろうと推察される.Typ巴IIBの所見を除いて vWDの

各病型では Bcof活性は Rcof活性よりも高値を呈して

いた理由については充分明かでない. Largeおよび

int巴rm巴diatemultimerを欠く TypeIIAでは RIPAが

欠如し， Rcof活性も著して低下しているにかかわらず

Bcof活性はある程度存在し， Type IIC， IIFも同様の傾

向であったことは botrocetin存在下ではsmallestを含

めた各multimerとも血小板結合に反応しうるが， ris-

tocetin存在下では largemultimer ほどより血小板結合

反応を惹起しやすいことによると推定しているが今後の

検討に待ちたい.

車吉 言寄

TypeIIF1例では Bcof活性はRcof活性より高値であ 正常人より得たホノレマリン固定血小板を用い血小板凝

った. 集計にて，血友病AおよびvWD患者血築中の Bcof活

以上の如く， Bcof活性は vWD各病型で Rcof活性と 性を測定し，更に， ristocetinおよびbotrocetin存在下に

同様低下していたが，病型によりその低下度に差異が認 これら患者血竣の血小板 GPlbへの結合能を検索した，

められた.Type IIA， IIC，およびIIFでは Rcof活性が 1. 血友病A患者の Bcof活性は， 152.6土108%で，

著減していたが Bcof活性はある程度出現していた Rcof活性及びvWF:Ag値と各々木目関係数民=0.92，r2 
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0.93とよく相関した.

2. vWD患者の Bcof活性値は， Type 1 23例でく5%

-47%， IIA 8例は 5%-30%， IIB 3例は 24-40%，IIC 

3例なく5%及び 9%，IID 2例は 28%及び 30%，IIE 2例

は16%及び 25%，IIF 1例は 26%，Typ巴III3例はく5%

であった.

3. Botrocetin存在下血小板結合能は Type1 vWD 

ではか50%の聞にばらつき， ristocetin存在下血小板結

合能よりも高い値であった. Type IIA， IIC， IIFでは，

botrocetin存在下血小板結合能は中等度低下し，一方，

ristocetin存在下血小板結合能は著明に低下した.Type 

IIBでは，両者ともに 120-140%と允進した.Type IID， 

IIEでは両者とも中等度に低下していた.

以上より Bcof測定は Rof測定と同じく vWDの迅速

な確定診断に有用であり，さらに従来の Rcof及び

vWF:Ag測定に加えることにより vWD変異病型をよ

り容易に示唆しうるものと考えられた

本論文の要旨は，第 50回日本血液学会総会及び第 92

回日本小児科学会総会において発表した.なお，本研究

は昭和 63年度及び平成元年度文部省科研重点領域研究

「血栓性素因の分子生物学的解析とその臨床応用」の助成

を得た。
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