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１． は じ め に

VWFは血管内皮細胞や骨髄巨核球で産生される糖タン

パク質である．血管内皮細胞においては，分子量２５０kDa

の単量体がジスルフィド結合により重合し，分子量

３０，０００kDaの超高分子量多量体としてWeibel-Palade body

中に蓄積し，細胞外へと分泌される１）．血中に分泌された

超高分子量 VWF多量体は強力な血小板凝集活性を示す．

ADAMTS１３は VWFを A２ドメイン内の Tyr１６０５―Met１６０６間で

特異的に切断し，多量体の分子量を５００～２０，０００kDaの適

度な大きさに保ち，血小板凝集能の調節に関与している１）．

プロドメインが存在すると活性が抑制される他の

ADAMTSと異なって，ADAMTS１３は構成的活性型の酵素

であり２），その切断反応は基質である VWFの立体構造に

依存して調節されている．ADAMTS１３による VWFの切

断は，細小血管などの，血流が非常に速く，「ずり応力」と

呼ばれる物体を歪まそうとする物理的な力が高い部位で起

こる．血管壁に結合した VWF多量体は，高ずり応力によ

り１５µm近くの糸状構造に引き延ばされて，大きさ２―３
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特集：細胞外プロテオリシス研究の最前線

VWF切断酵素 ADAMTS１３のエキソサイト認識機構
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高 木 淳 一２，宮 田 敏 行１

ADAMTS１３（a disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin type１motif１３）は，

２００１年にフォンビルブランド因子（von Willebrand factor：VWF）切断酵素として同定さ

れたマルチドメインからなるメタロプロテアーゼである．ADAMTS１３は，血中の超高分

子量 VWF多量体を適度な大きさに断片化することにより，止血機能を適切に維持する機

能がある．私たちは，ADAMTS１３による VWFの切断にメタロプロテアーゼ（M）ドメイ

ンとともに必要とされる，C末側隣接ドメインのディスインテグリン様（D），TSP-１

type-１ repeat（T, T１），Cys-rich（C），スペーサー（S）ドメイン（残基番号２９７―６８５）の立体

構造を決定した．その結果，（１）Dドメインはディスインテグリン様の立体構造ではない

こと，（２）Cドメインと Dドメインの立体構造が相同であること，（４）Sドメインは１０

本の βストランドからなる球状構造であることを明らかにした．さらに，変異を導入し
た実験から，３箇所の VWF結合エキソサイトは空間的に隔たりながらも直線状に並んで

いることが分かった．以上の結果から，ADAMTS１３は複数のエキソサイトを通して，ず

り応力等でほどけた VWFを広範囲で認識し，VWFに対する特異的な親和性を高めてい

ると考えられた．今回決定した隣接ドメインの基本的な立体構造は ADAMTSファミリー

間で保存されていると考えられるので，ADAMTS１３におけるMドメインの C末側の隣接

ドメイン上の複数のエキソサイトを介した基質認識機構は，高い基質特異性を示す

ADAMTSファミリー全体の特性を説明できると考えられる．
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µmの血小板が結合する様子が観察されている３）．VWF分

子の立体構造も，高ずり応力により球状構造の VWF A２

ドメインが伸展構造に変化することで，埋もれていた切断

部位が露出し，ADAMTS１３により VWFが切断される４）．

ADAMTS１３活性が著減すると，超高分子量 VWF多量体

が血漿中に蓄積して，その強力な血小板凝集能により血小

板血栓が形成され，血小板数減少，溶血性貧血，紫斑を典

型症状とする血栓性血小板減少性紫斑病（thrombotic throm-

bocytopenic purpura：TTP）が発症する５）．ADAMTS１３活

性著減の原因は，先天性 TTP（Upshaw-Schulman症候群）

では ADAMTS１３の遺伝子異常６），後天性 TTPでは中和抗

体の産生７）である．

ADAMTS１３は２００１年にクローニングされた６，８，９）．in vi-

tro における VWFの切断には，Mドメインに加えて，C

末側に隣接する D，T１，C，Sドメインが必要である１０，１１）．

ADAMTS１３では Sドメインの C末側に，連続した７個の

Tドメイン（T２―T８）と２個の CUBドメインが続くが，

これらのドメインは in vivo での切断効率における増強作

用がある１２）．すでに ADAMTS１，４，５においてM，Dド

メインの立体構造が報告されている１３，１４）．しかしながら

T１，C，Sドメインについてはどの ADAMTSにおいても

立体構造が決定されていなかった．なかでも Sドメイン

は，除去すると酵素活性が事実上消失すること１０，１１），TTP

の大半を占める後天的 TTP患者で出現する自己中和抗体

のエピトープが集中して存在している１５，１６）ことから，非常

に重要なドメインである．そこで私たちは，エキソサイト

の存在する Dドメインから Sドメインまでの領域

（ADAMTS１３-DTCS）の立体構造を決定した１７）．

２． ADAMTSプロテアーゼ

ADAMTSプロテアーゼファミリーはヒトでは１９個の遺

伝子から構成される１８，１９）．すべての成熟 ADAMTSは，N

末端側からM，D，T１，C，Sドメインが並んでいる

（図１a）．ADAMTS４以外の ADAMTSでは，Sドメインの

C末側に各 ADAMTS固有のドメインが存在する．進化的

に近縁な ADAMTSの基質特異性は保存されている

（図１b）．ADAMTS１，４，５，８，１５は，プロテオグリカン

の中で細胞外基質（extracellular matrix：ECM）や基底膜

に存在するアグリカンやバーシカン，ニューロカンといっ

たヒアレクタンの切断酵素として分類される．これらのう

ち，ADAMTS４，５は軟骨組織に存在する代表的なプロテ

オグリカンであるアグリカンに対して強い切断活性を持

ち，ADAMTS５は変形関節症における軟骨破壊の原因であ

ると考えられている２０）．さらに ADAMTS９，２０も in vitro

でのバーシカン切断活性が報告されている．一方，

ADAMTS２，３，１４は ECMの主要構成タンパク質である

プロコラーゲンのプロセシング酵素と分類される．また，

ADAMTS７，１２は軟骨オリゴマー基質タンパク質に結合し

て分解する．残りの ADAMTS６，１０，１６，１７，１８，１９は

基質が明らかとなっていないオーファン酵素であるが，

ADAMTS１０，１７はそれぞれ劣性型のヴァイル・マルケ

サーニ症候群およびヴァイル・マルケサーニ様症候群の原

因遺伝子産物である２１，２２）．さらに，ADAMTSに加え，M，

Dドメインを欠きプロテアーゼ活性を持たない ADAMTS

類似タンパク質として，ADAMTS-like（ADAMTSL）が６

遺伝子，ADAMTSLと同様な構造のパピリンタンパク質

が１遺伝子存在する２３）．ADAMTSLとパピリンは多くの

ADAMTS同様 ECMに存在し，ADAMTSの調節や ECM

におけるシグナル伝達に関与している２３）．

３． ADAMTS１３-DTCSの結晶構造

私たちは格子定数の異なる二つの ADAMTS１３-DTCS結

晶から，２．６A°と２．８A°の分解能の立体構造を決定した．

両者の構造は互いによく似ており，その一つをリボンモデ

ルで図２aに示す．Cドメインは構造的に CAドメインと

CBドメインに分けられ，ADAMTS１３-DTCSは球状ドメイ

ンの D，CA，Sの各ドメインが，伸展モジュールである

T１ドメインと CBドメインによって連結された構造を取っ

ている．二つの DTCS結晶構造を Dドメインもしくは S

ドメイン同士で重ね合わせると，ドメイン間相互作用がほ

とんどない D―T１ドメイン間で最もヒンジが曲がりやす

く，T１ドメイン先端で大きなずれが生じるのに対し，CA―S

ドメイン間は直接相互作用しているため，ほとんど重なっ

ていることが分かる（図２b）．

ADAMTSに近縁の a disintegrin and metalloproteinase do-

main（ADAM）プロテアーゼでは，Mドメインの C末側

に，ディスインテグリンと立体構造が相同な Dドメイン

が存在し，さらに Cドメインが続く２４）．ADAMTS１，４，５

と同様に，ADAMTS１３の Dドメインの立体構造は ADAM

の Dドメインとまったく異なり，ADAMの Cドメインと

相同であることが明らかとなった．したがって，

ADAMTSの Dドメインをディスインテグリン様ドメイン

と呼ぶことは誤りである．さらに，CAドメインの折り畳

み構造は Dドメインと相同であった（図３）．すなわち，

ADAMTS１３の D，CAドメインと ADAMの Cドメインの

折り畳み構造は互いに相同である．構造に基づいて整列さ

せたアミノ酸配列において，両ドメインは１７％の同一性

しかない．しかし，ADAMTSファミリーで，両ドメイン

のジスルフィド結合の位置や構造上重要な残基が保存され

ており，すべての ADAMTSにおいて Dおよび CAドメイ

ンは類似したコア構造をとると推定される．一方で，

ADAMTS間で相同性が低い表面に露出しているループ

（図３）の立体構造は，Dドメインと CAドメインの間でも

大きく異なる．これらのループは後述するように，
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図１ ヒト ADAMTSおよび ADAMTSLファミリータンパク質のドメイン構造
a．ヒトでは ADAMTSは１９個，ADAMTSLは６個，パピリンは１個の遺伝子から構成される．全ての ADAMTSファミリーにおい
てM，D，T１，C，Sドメインが存在し，プロテアーゼ活性や局在化に必要とされる．ADAMTSLならびにパピリンはMおよび D
ドメインを欠く．ほぼすべての ADAMTSおよび ADAMTSLで Sドメインの C末側に各タンパク質に特有の構成のドメインが存在
する．
b．ADAMTS，ADAMTSL，パピリンの全長配列に基づいた無根系統樹．UniProtデータベースからダウンロードした全長配列を，
MAFFTで多重整列化させ，SeaViewを用いて系統樹を作成した．

図２ ADAMTS１３-DTCSの立体構造とドメ
イン可動性

a．ADAMTS１３-DTCSの 結 晶 構 造［PDB
３GHM］のリボン表示．各ドメインを図１a
の色分けにしたがって表示する．ジスル
フィド結合を黄色で示す．
b．二つの ADAMTS１３-MDTCSの結晶構造
［PDB３GHM（青色），３GHN（紫紅色）］を
Dドメイン（左）および Sドメイン（右）で
重ね合わせた場合の Cα原子のトレース．
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図３ ADAMTS１３の Dドメインと CAドメインの構造の比較
ADAMTS１３-DTCSの D，CAドメインと ADAM（VAP１［PDB２ERO］２４））の Cドメインのリボン表示．ADAMTS１３の D，
CAドメイン，ADAMの Cドメインの折り畳み構造は相同である．一方で，表面に露出している P，V，Uループと名
付けた三つのループと超可変領域（hyper variable region, HVR）２４）の立体構造は，Dドメインと CAドメインの間で大き
く異なる．Vループと HVRを灰色と青色で，その他のループは緑色で示す．αへリックス，βストランド，ジスル
フィド結合はそれぞれ赤色，黄色，オレンジで示す．点線は結晶中の不規則領域を示す．

図４ ADAMTS１３-MDTCSモデ
ルとエキソサイトマッピ
ング

a．ADAMTS５［PDB３HYG］（空
色）と ADAM３３［PDB１R５５］（橙
色）のMドメインの立体構造
の重ね合わせ．黄色の球は触
媒部位の Zn２＋を，空色と橙色
の球はそれぞれ ADAMTS５と
ADAM３３に結合している Ca２＋

を示す．
b．ADAMTS１３-MDTCSモデル
のサーフェイス表示．Mドメイ
ンを灰色，残りの各ドメインの
色分けは図１aに従い表示する．
活性中心の亜鉛原子は赤色で示
す．
c．ADAMTS１３活性に対する変
異の影響．ADAMTS１３-MDTCS
変異体活性測定実験の結果を，
MDTCSモデル上に色分けして
表示している．活性が大きく低
下したものは赤く示される．D
ドメインの Vループは不規則構
造なので，楕円で表示する．
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ADAMTSの特異的な基質認識に関わっていると考えら

れる．

Sドメインは ADAMTSにのみ存在するジスルフィド結

合のない約１２０アミノ酸からなる領域である．Sドメイン

は１０本の βストランドが２枚の並行した βシートを形成
し，βサンドイッチと呼ばれる構造をとった球状の機能ド
メインであることが明らかになった．Sドメインの骨格構

造を担うアミノ酸残基は ADAMTS間で保存されているこ

とから，Sドメインの基本構造も他の ADAMTSで保存さ

れていると考えられる．

４． VWF結合エキソサイトの同定

これまでに決定された ADAMTS１，４，５のM―Dドメイ

ンの結晶構造１３，１４，２５）はお互いに類似している．いずれの

ADAMTSにおいても，Mドメインの構造は活性部位ポ

ケットの構造をのぞき，近縁の ADAMやマトリックスメ

図５ ADAMTS１３-MDTCSと VWF A２ドメインの相互作用モデル
a．静的状態では ADAMTS１３の切断部位（Tyr１６０５―Met１６０６）は VWF A２ドメインの内
部に埋もれている．VWF A２ドメインは A１および A３ドメインの α４に対応する領域が
αへリックス構造をとらない（α４-lessループ）ので unfoldしやすい．VWFが血管内で
高いずり応力にあうと，A２ドメインの C末側が unfoldし，切断部位とエキソサイト結
合領域が露出し，広範囲で VWFと ADAMTS１３が相互作用する．その結果，特異的な親
和性が高まり，効率的な切断が起こると考えられる．
b．Sドメインのエキソサイト-３における複数の Arg残基に囲まれた疎水性クラスター．
c．エキソサイト-３と相互作用すると考えられる VWF A２ドメイン C末側の α６とその周
辺領域（残基番号１６５３―１６７０）．青色で示された残基は Alaへの置換により切断効率が減
少し，黄色で示された残基は Alaへの置換により切断効率がわずかに上昇する３２）．灰色
で示された残基は Alaへの変異により切断効率が変化しない．赤色で示された残基は調
べられていない．
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タロプロテアーゼと類似している（図４a）．ADAMTS４の

MD２５）と ADAMTS１３-DTCSの立体構造をもとに作成した

ADAMTS１３-MDTCSモデルを図４bに示す．MDTCSの全

長は約１２５A°と推定される．

VWFが結合する DTCS内のエキソサイトを同定するた

め，立体構造上で基質との相互作用に重要であると考えら

れるループを中心に２５箇所に変異を導入した．変異体の

酵素活性は７３アミノ酸からなる最小蛍光基質，FRETS-

VWF７３２６を用いて測定し，ADAMTS１３-MDTCSモデル上

に図示した（図４c）．Mドメインの触媒部位に向かって突

出していると考えられる Dドメインのループ上の変異

R３４９D，ならびにループの荷電残基の置換変異は，酵素活

性をほぼ消失させた．これは Arg-３４９が VWFの切断部位

の近傍の Asp-１６１４と相互作用するという報告２７と一致す

る．以上の結果から，Mドメインの基質結合ポケットに

近い Dドメイン内の荷電残基のクラスターがエキソサイ

トとして機能すると考えられ，エキソサイト-１と名付け

た．さらに，Dドメインと相同な CAドメインにおいても，

Vループと名付けられたループの置換変異やその近傍の

R４８８E変異が大きな活性低下を引き起こした．そこで CA

ドメインの Vループと周辺の親水性ならびに荷電残基の

クラスターをエキソサイト-２と名付けた．一方，Sドメイ

ンの βストランドを結ぶ先端側ループの β７―β８ループお
よび β９―β１０ループの置換変異も活性を減少させた．β９―
β１０ループ内の構造的に近接する二つの Tyr残基の変異

（Y６６１Q／Y６６５Q）も活性を大きく減少させた．β９―β１０ルー
プは周囲の β３―β４ならびに β７―β８ループの残基とともに
疎水性クラスターを形成している．このクラスターの中心

に位置する β７―β８ループの残基に変異を入れる（L５９１Q／

F５９２Q）と活性はかなり低下した．また，疎水性クラス

ター周囲に存在する四つの Arg残基のうち二つを変異

（R５６８Q／R６６０Q）させた場合にも活性は大きく低下した．

以上の結果から，Sドメインの Argで囲まれた疎水性クラ

スターがもう一つのエキソサイト（エキソサイト-３）であ

ると考えられた．これら三つのエキソサイトは空間的に隔

たりながらも直線上に並んでいた（図４c）．

５． ADAMTS１３-VWF相互作用モデル

ADAMTS１３と VWFの相互作用モデルを図５aに示す．

ADAMTS１３の切断部位，Tyr１６０５-Met１６０６は球状の VWF A２

ドメイン内に埋もれている２８）．血管内で高ずり応力が加わ

ると，A２ドメインは構造的に不安定な C末側からほど

け，部分的に伸展した構造を取り，切断部位が露出すると

考えられる４）．A２ドメイン C末側７３アミノ酸残基（残基

番号１５９６―１６６８）は ADAMTS１３の特異的な最小基質

（VWF７３）である２９）．VWF７３は最大２００A°まで伸展できる

ので，部分的に進展した状態で，およそ９０A°にわたって

直線上に並ぶ ADAMTS１３の触媒部位と複数のエキソサイ

ト領域との間で相互作用できる．その結果，ADAMTS１３

は VWFへの特異的な親和性を高め，切断効率が増強され

ると推察される．

これまでの研究３０～３２）とあわせると，Dドメインのエキソ

サイト-１は VWF７３の切断部位近傍領域（残基番号１５９６―

１６２３）と，CAドメインのエキソサイト-２は VWF７３の中

間領域（残基番号１６４２―１６５２）とそれぞれ相互作用してい

ると推定される．Sドメインのエキソサイト-３の疎水性ク

ラスター（図５b）は C末端の αへリックス（α６）領域（残
基番号１６５３―１６６８）（図５c）の疎水性面と相互作用すると

推定される．また，ADAMTS１３の Sドメインより C末側

の領域は，in vivo での切断効率を増強する働きを持つ

が１２），これらの領域が VWFの A２ドメイン以外の領域

と相互作用することが報告されている３３）．その他の

ADAMTSにおいても，Sドメインより C末側のドメイン

が，基質特異性をさらに高めている可能性がある．

Sドメインに結合する後天性 TTP患者の中和抗体のエ

ピトープ（残基番号６５７―６６６）１６）はエキソサイト-３を構成

する β９―β１０ループと完全に一致する．β９―β１０ループを構
成する残基の変異により，中和抗体の ADAMTS１３への結

合が阻害されることから３４），後天性 TTP患者では，中和抗

体が β９―β１０ループへ結合することで，ADAMTS１３と

VWFの相互作用が阻害され，ADAMTS１３活性が著しく低

下している可能性がある．

６． 終 わ り に

他の ADAMTSにおいても，Mドメインに隣接する複数

のドメインが基質認識・切断に重要であること，さらには

組織局在性にも関与していることが知られている．たとえ

ば，ADAMTS１，９の隣接ドメインは，アグリカンの分解

と ECMへの局在の両方に必要で あ る３５，３６）．ま た，

ADAMTS４の Sドメインを除去するとアグリカン分解活性

が５％以下になる一方で，非アグリカンに対する一般的な

プロテアーゼ活性は大幅に上昇する３７）．また，プロテアー

ゼドメインを持たない ADAMTSLでは，これらのドメイ

ンを介した他のタンパク質との相互作用そのものが，生理

機能を担っている．多くの ADAMTS，ADAMTSLが病態

と関連していることが明らかになってきており，今後研究

が進むものと思われる．

ADAMTS１３のクローニングには日本人研究者が関与し

たが，その後の研究においても，日本人が大きく貢献して

いる３８）．ADAMTS１３の研究は２００１年のクローニング

以降急速に進み，ADAMTS関連の論文の７割以上が

ADAMTS１３に関するものである．その理由として，基質

が VWFというよく研究されてきたものであったこと，

ADAMTS１３活性の消失によって引き起こされる TTPが古

９５５２０１０年 １０月〕



くから知られる疾患であり治療法を誤れば致死的であるこ

と，厚生労働省の難治性疾患に指定されていることなど

様々なことがあげられる．さらなる研究の発展が期待され

る．
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