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【研究の背景】

血管内皮細胞は血管の内腔を覆う単層の細胞群であり、平時に血液と接する唯一の非血液細胞である。血液の流動性を

保つため、血管内皮細胞の細胞表面は抗血栓性物質に富んでいる。その一方で、血管内皮細胞は von Willebrand 因子

（VWF）とよばれる血小板粘着タンパク質を産生し、一次止血においても中心的な役割を果たす。合成された VWF は、

Weibel-Palade 小体（WPB）とよばれるオルガネラに貯蔵され、適時に血液中へ分泌され血小板を粘着する。WPB はゴルジ

体で形成される分泌顆粒の一種であるが、その形成機構には不明な点が多い。我々は最近、WPB にはプロトンポンプ V-

ATPaseが局在することを見出し、その生理的意義の解明を目的に研究を行っている 1）。 

 

【目 的】

VWF は 2,813 アミノ酸残基の一本鎖タンパク質として合成された後、ジスルフィド結合の架橋により止血能の高い巨大な

マルチマーに変換されWPB内腔に貯蔵される。精製した組換えタンパク質を用いた再構成実験により、VWFのマルチマー

化には酸性環境が必要であることが明らかにされているが 2）、細胞内における必要な酸性環境の形成メカニズムについては

全く不明である。プロトンポンプ V-ATPaseは、少なくとも 13のサブユニットから構成されるタンパク質複合体である 3）。多くの

細胞において、V-ATPaseはエンドソームやリソソーム膜に局在し、内腔にプロトンを汲み入れることで、細胞内における局所

的な酸性環境の形成に寄与している。WPB には V-ATPase が局在すること、さらに試験管内における VWF のマルチマー

化には酸性環境が必要なことを考慮すると、WPB の内腔は酸性であると予想されるが、これまでに形成過程における WPB

内腔 pH の動的変化を観察した報告はない。そこで本研究では、WPB 内腔 pH を測定する方法を確立し、形成過程におけ

るWPB内腔 pHの観察を試みた。同時に、WPBの形成における V-ATPaseの要求性とプロトンポンプ活性との機能相関に

ついても検討した。 

 

【方 法】

WPB内腔の pH測定は、pH感受性の蛍光タンパク質 ratiometic pHluorin を用いて行うこととした。ratiometic pHluorinは

二波長励起一波長測光型の蛍光タンパク質で、暴露される pH によって二つの励起波長による蛍光強度比が変化する 4）。

はじめに、pH 感受性タンパク質を WPB 内腔に局在させるための局在化シグナルの探索を行った。適当な局在化ドメインが

見つかったら ratiometic pHluorin との融合タンパク質を臍帯静脈血管内皮細胞 HUVECに発現させ、内腔への局在の様子

を超解像顕微鏡で確認した。pH センサーが完成したら、WPB の形成過程における内腔 pH の動的変化を、共焦点顕微鏡

を用いてライブセルイメージングで解析した。 

 

【結 果】

P-selectin は、WPB 膜に局在化する一本鎖膜タンパク質である。先行研究により、膜貫通ドメインを除いた P-selectin は

WPB 内腔に局在することが報告されている。そこで、膜貫通ドメインを除いた P-selectin と EGFP の融合タンパク質（luminal 
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P-sel-EGFP）を HUVEC に発現し、その局在を超解像顕微鏡で観察した。その結果、膜貫通ドメインを含む野生型 P-

selectin と EGFPの融合タンパク質（P-selWT-EGFP）がWPB膜に局在しているのに対し、luminal P-sel-EGFPはWPB内腔

に局在しており、WPB 膜を含む細胞内の他の部位に局在は観察されなかった。以上の結果から、膜貫通ドメインを除いた

P-selectinはWPB内腔の特異的な局在化ドメインとして使用できると判断し、膜貫通ドメインを除いた P-selectinと ratiometic 

pHluorinの融合タンパク質（luminal P-sel-pHluorin）を発現する組換えレンチウイルスを調製した。HUVECに luminal P-sel-

pHluorinを発現させると、期待した通り luminal P-sel-pHluorinはWPBに局在した。また、HUVECに発現した luminal P-sel-

pHluorin を pH5.5〜pH7.5の標準液に暴露すると、二つの励起波長により得られる蛍光強度比は pH と線形相関を示した。

以上の結果から、luminal P-sel-pHluorinはWPB内腔に局在する pHのセンサーとして使用できると結論した。次に、調製し

た pHのセンサーを発現する HUVEC を用いて、共焦点顕微鏡を用いたライブセルイメージングによりWPB内腔の pH を観

察した。その結果、細胞辺縁部に局在する成熟WPBの内腔 pHはほとんど変化しないが、核近傍から形成される新生WPB

の内腔は次第に酸性化していく様子が観察された。WPB を形成するトランスゴルジ網と WPB 内腔の pH を比較したところ、

トランスゴルジ網の内腔 pHに比べWPBの内腔の方がさらに酸性であることが判明した。以上の結果から、WPBの内腔は形

成過程で次第に酸性化していくと結論した。次に、この酸性化における V-ATPase の寄与について検討した。V-ATPase の

c サブユニットはプロトン輸送に必須なサブユニットであり、アイソフォームは存在しない。すなわち細胞内に c サブユニットが

存在しないと機能的な V-ATPase は形成されない。そこで、shRNA を用いて V-ATPase の c サブユニットをノックダウンし、

WPBの形成能を観察した。その結果、cサブユニットを枯渇した細胞では、WPBはトランスゴルジ網からWPB様の出芽構造

を形成するものの、WPB は細胞辺縁部にはほとんど観察されなかった。以上の結果から、V-ATPase による WPB 内腔の酸

性化はWPBの形成に不可欠であると結論した。 

 

【考 察】

我々は、V-ATPaseの a1サブユニットはWPBのトランスゴルジ網からの分離（膜分離）に不可欠であることを報告している

が 1）、a1サブユニットの要求性と V-ATPaseのプロトンポンプ活性との機能相関は不明であった。今回の研究成果により、V-

ATPase のプロトンポンプ活性は WPB 内腔の酸性環境を形成する因子であり、内腔の酸性化は WPB の形成に不可欠であ

ると結論できた。トランスゴルジ網は様々な分泌顆粒・分泌小胞を作り出すオルガネラであるが、内腔の酸性化がその形成に

寄与する報告はない。以上を鑑みると、WPBは未知の分子機構によって形成されると考えられる。 

 

【臨床的意義・臨床への貢献度】

VWFは一次止血に中心的な役割を果たす分子であり、その機能不全は von Willebrand病などの血液凝固異常を引き起

こす。本研究により、これらの病態の理解および治療法開発に資する研究成果を得ることができたと考える。 
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