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緒論



緒論

フイプリノゲンは，肝臓で生成され血液中に肱出される穏タンパクで，生体の防

御機構のひとつである止lUl反応の最終段階で機能する血液凝固系第I因子である

複雑な凪液凝周カスケードの最終段階においてトロンピンの作用により 7イプリン

に変化し，つづいて第X[]I因子により安定化フイプリンとなり，邸液凝固を完結さ

せる さらに血小仮膜糖タンパクや7イプロネクチンなどの血紫タンパクとさまざ

まな株式で結合L，その多岐にわたる機能により止血およびillj傷治癒に寄与してい

る 7イプリノゲンはAa，Bs， Yの3本のポリペプチド封lがs-s結合したものが，さ

らに 2丑体をなしている分子量340kDaの巨大なタンパクで， 1分子の中に58個の

システインをもち，29個のs-s結合がある 7イプリノゲンのI凪紫中浪度は1.50-

300g/Lである 7イプリノゲンに関する先天性の疾患には7イプリノゲン異常症，

無7イプリノゲン血症，低7イプリノグン出症などがある 多機な7イプリ ノゲン

の機能のうちそのいずれかが遺伝性の， 一次構造の異常により障害されているもの

を 7イプリノゲン其常症という タンパク分析あるいは遺伝子解析により，構造

異常が明らかにされたものは，現有ーまでに全世界で11 0家系以上の報告がある そ

れらの異常7イプリノゲンは，血l築中にタンパク盆としては正常量あるものの，活

性は訴しく低下しているのが特徴である 一方，先天性の無 7 イプリノゲン Ifll症 (J~

煩症)は血築中の7イプリノゲンがタンパクとして存在しないもの，低7イプリノゲ

ン血症はlf11築中波lJlの著しい低値を示すものをいう

私は，信州大学医学部附属病院において，血液凝固検査の結来から機能異常を疑

う3例と， 欠如、症の可能性を示す l例を見い出 L，それらの後能検査および泣伝子

解析の結果，それぞれがI塩基置換による Iアミノ酸変異による異常症であること

を維認し FibrinogcnlvlatsulIloto 1， TI， 111， IVとして報告した.

Fibrinogen r..laL<;ullloto r. II， IIIは，遺伝子解析の結来，それぞれがy鎖の変異で

あり， Fibrinogen Matsumolo 1は y鎖364残基アスパラギン酸 (GAT)がヒスチジン

(CAT)に，Fibrinogen Ma回UIllOLOIJ は y鎖308残基アスパラギン (AAT)がリジン

(AAG)に.Fibrinogen ~.Iatsumoto 川は y 鎖275残基アルギニン (CGC) がシステイン

(TGC)に変異していた このような lアミノ酸世換の構造輿'品をもっ3例について



thrombin-catalyzed fibrin polymerization試験による機能解析を行ない，フ イプ')ノゲ

ン分子中のアミノ酸変異部位と機能異常のタイプ，あるいは程度について検討し

た

一方， Fibrinogen Matsumoto IVは， y鎖153残基がシステイン (TGT)から7)レギニ
ン(CGT)へ変異したヘテロ接合体であったが，この変異により y鎖153システイン
と，同じ y鎖上にある182システイ ンとの問のS-S結合は形成されないことになり ，

したがってこの変異をもっy鎖は，著しい三次構造の変化を伴う ことが推察された
このような榊造異常が欠損を招く原因としては，細胞内での7イプリノゲンの組み

立てが附きされているか，あるいは細胞内または血液中で異常7イプリノゲンの破

壊が充逃していることなどが考えられた またプロモーター領域の異常，スプライ

シングエラーなども生成不良の原因となることから，それらの検索も必要であった

が， 7イプリノゲンは肝純IJI包においてのみ生成され山液中に政出されるために，こ
の忠者のmRNAを得ることはできなかった そこで，正常 YiftcDNAを含むプラスミ

ドをmいて， y鎖153システインがFibr川ogcnMa臼umotoIVと同じ変異であるアJレギ
ニンと，日IJのタイプのアミノ敗であるアラニンに変化するような変異プラスミドを

作製した これらを正常Aα鎖， Bs鎖を産生している町Ii乳動物細胞 (chinesehamster 

ovary cells， CHO純i胞)に導入し，異常7イプリノゲンを発現させた また，対照と

して正常7イプリノゲン y~flを発現するプラスミドについても問機に行なった そ

れらの培養液中および細胞内の7イプリノゲン濃度をenzyme-linkedimmunosorbent 

assay (ELlSA)法により測定するとともに， SDS- PAGE と \~T estern blottingによる各1ft
の観察を行った さらに， [355] メチオニンを用いたpulsc'chaseanalysisを行ない

'細胞内において3積類のポリペプチド鎖およびそれらから生成される7イプリノ
ゲンが，どのような形で存在し，どのような動態を示すのかを観察した 以上の実

験により得られた結果から，Fibrinogen rvlats山notoIVの欠損の原因を解明したー
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第 章

フィ プリノゲンとその異常症の検査法

第 11!'百 フイプリ ノゲンの構造と機能

7イプリ ノゲン (Fibrinogen)は，生体の防御機構のひとつである止血i反応の最終

段階で機能する糖タンパクであり ，血液凝固第 I因子と呼ばれている フイプリノ

ゲンはAαー， BIト y鎖と呼ばれる 3般類のポリペプチド鎖がジスルフイド結合

(S-S結合)したもの (Aα Bs-y)が，さらにs-s結合で2量体を形成し (AαーBs-y ) 2 

と表現される分子量340kDaの巨大な繊維状タンパクで， 1分子の中に29個のs-s結

合を有している1.21(Fig.1. 2) アミノ酸残基はAα鎖が625倒 (67kDa)，Bs鎖が461

個 (56kDa)， y鎖が4111固(47.5kDa)であり ，肝細胞で合成され血流中に放出され

る 7イプリ ノゲンのl虹策中波度は1.50-3.00g/Lとされている 止血反応における

1Ul液凝固機序には第 I因子から第XlIl因子までの因子のほかに種々の促進国子や抑制l

因子が関与しており，それらが複雑なカスケードを形成して完結する3.41 その過程

の最終段階において，フイプリ ノゲンは第[1因子であるプロトロンピンから活性化

されたトロンピンの作用により，まず Aα鎖アミノ基末端 (N末端)の iから16番目

までの16個のアミノ殺が切断されて 7イプリノペプチドA(fibrinopeptide A. FPA) 

として肱出され， rrl首j体 (desA7イプリン)となる ついで Bs鎖N末端の iからは

番目までの141阿のアミノ酸が切断されて 7イプリノペプチドB(fibrinopeptide B 

F'PB )として放出され，フイプリンモノマ- [desAB 7イプリン (α-s-y)21 とな

る この7イプリンモノマーは互いに規則的に重合して二本鎖らせん状のprotofibril

を形成する やがてこれらが太い束となり分岐して，不安定7イプリン繊維となり

流動性を失ってゲル化する (Fig.3) 51 さらにこの7イプリンは活性型第XIlI因子に

よる y鎖-y JjH日1，あるいは α鎖 α鎖|間の共有結合(架橋)を介して安定7イプリン

を形成する このような機能に加えて， 7イプリノゲンはI血小板朕タンパクIlblIla 

やプラλミノゲン，あるいは α2・プラスミンインヒ ピター 7イプロネクチンなど

隠々の血柴タンパクとも微々な様式で結合し，止血ばかりでなく filj傷治癒にも寄号

している3-5)
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Fig. 2 Proposed arrangement of disulfide bonds in human fibrinogen 

Numbers and "x" represent cystein residues; broken lines represent disulfide 

bonds. Carboxy tenninal domain of the half molecule was omitted 
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aπ'owheads indic汎tethrombin c1eavage sites 011 the αchain. Glycosylation 

sites are shown as purple hexagons， while thc calcium ions within the y 

chains are represented as pu叩lespheres (A). Schematic diagram showing 
the initial process of fibrin polymerization. The central nodules contain the 

aminO-lermini of all six chains (α-s-y)2 and are referred 10 as the屯"
regions， named after a fragment obtained by limited plasmill digestion of 
fibrin. They 3rc nanked by two symmetric coiled coils that terminate ill the 
distal "0" nodules. After the c1eavage of fibrinopeptide A by thrombin. lhe 
newly exposed polymerization site "A" binds to the polyrneri日 lionpocket 

"a" that is part of the y chain of fibrin(ogen). The fibrin monomcrs thus 

align in a half-sLaggered， two-stranded arrangement to form long fibrils 
Branch points and junctions occur sporadic叫ly(only onc lype is depicted 
here)， contributing 1.0 the formation of a three-dimensional mesh (B) 
(from Ref. 5) 
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第2節 7イプリノゲン異常症

7イプリノゲンの多岐にわたる機能のうち，そのいずれかが遺伝性の，一次構造

の異常のために障害されているものを遺伝性7イプリノゲン呉常症(以下，単に7イ

プリノゲン異常症と表現する)という しかし現在までの報告例は，すべて7イプリ

ンの重合障害を招く具常に関するもののみであり6-9) 多様な機能をもっ7イプリノ

ゲンと種々の血竣タンパ?との相互作用に関わる異常例は報告されていない フィ

プリノゲン異常症は1958年 Imperato10)らにより 7イプリノゲンの{底値と7イプ

リン塊の形成不全がみられた症例として初めて報告された.それ以来，現在までに

300を越えるフィプリノゲン異常症が報告されているが 7イプリノゲンは血紫中

波度が血1ill'凝固系タンパク中最も高いことから，アミノ酸分析や高速液体クロマト

グラフィーを用いたペプチド分析により一次構造の異常が証明されるようになっ

たーさらに1980年代半ばには各ポリペプチド鎖のcDNAおよびゲノムDNAの惜造解

析も完了し11)，polymerasc chain rcacLIon (PCR)の応用.ならびにDNA塩基配列解析

技術や装置の発展に伴って，異常フイプリ ノゲンの変異部位が次々とl児らかになっ

てきた 現在までにタンパク分析あるいは遺伝子解析により ，7イプリノゲンの榊

逃具常が明かにされたものは約110家系報告されているめ このうち， Aα鎖とBs鎖

に構造異常を有するものはFPA，FPBの放出異常を来たす変異によるものと，放出後

のペプチドのN末端に変異が存在するものが多い これらはトロンピンによるFPAま

たはFPBの放出が|培符され遅延すること により ，あるいは7イプリンモノマーから

のprotofibril形成が遅延することにより 7イプリン凝集に遅延を来たす Aα鋲で

は16番アルギニン (Arg)，17番グルタミン (G1u)，18番プロリン (Pro)，19番7Jレギ

ニン(Arg)などに変異を有する報告が見られ， B ß~Jiでは， 14番Arg，15番G1uなどに

変異を有する報告が多く見られる12) 一方， y鎖に併造異常を有するものでは， 268 

番アミノ酸より380アミノ酸までのC末端側の変異が報告されており， 275番Arg，

308香アスパラギン (Asu)，330番アスパラギン酸 (Asp)などでは複数例の報告がみ

られている (Tab1c1) 51 このような其常7イプリ ノゲンは，変異されたアミノ酸残

基の佼iE，あるいは変異したアミ ノ酸残基の性状によ りさまざまな程度の7イプリ

ン凝集異常を示す.現在までに報告されている遺伝性の7イプリノゲン異常症は，

タンパクとしてのフ イプリノゲンはlU1i夜中に正常世存在するものの，機能異常をfti

-6-
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'Th・prGpCllitl血waJ1110 found to b・hl'.ro可冒0'"fot!l¥. t田torVLaid・nd.lKt. 
'̂四，，'h<:I.df.副・¥:ivnw・f・h・t・，0:ygoul10' 100山由・dysfibri向。ー"・mi，，nd出・f，elC/tV L，id.n d_!.CL 
'H.d!WC/ .pont，n・C/¥l1'00内』ロn・-
''''日制rfar.dfrC/m mild bludin;. 
J;nyb叫 i.ing・ndpo，tp.tNm blttdin"，. 
{Person・l曲 mm¥lnic.ti酬 fromOrlF.H・V・rkal.and R.M. a.r1In.. Oeclmb.t 1骨，.

(from Ref. 5) 
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する症例に|期するものである.

一方，タンパクとしての7イプリノゲン肉体が血被中に存在しない恒7イプリノ
ゲン血症 (7イプリノゲン欠煩症)に関する報告は1920年間にはじめて記載されて
以来，現在までに150を越える報告がみられている14) また低7イプリノゲン血症

については1935年間以来，約40例の報告がある 16) しかし，先天性の無7イプリ

ノゲン血症や低7イプリノゲン血症に関する遺伝子解析は， 1999年になって唯一l
例が報告されただけである17)

7イプリノゲンのほかに，血液凝固系，およびその溶解過程である線維素溶解(線
浴)系関連タンパクとしては，プロテインC18) プロテインS'9) アンチトロンピ

ン11120) 第VII因子21)などほとんどすべての因子において，機能異常症，構造異常

症，あるいは欠恨症に関する報告が多数みられ，その多くのものにおいて遺伝子解
析がなされている

自~3 llii フイプ')ノ ゲンのタンパク解析と巡伝子j解析
第 I項 lfli液灘間スクリーニング検査

血液凝固系のスクリーニング検査として一般的に実施される羽目のプロトロンピ

ン時間 (prothrombinlimc. PT).活性化部分トロンポプラスチン時間 (activated

partial thron巾oplastintime. APTT)， 7イプリノゲンの定量を実施した これらの検

査には 7 抗i民間弗lである3.2%クエン酸ナトリウム量がlに対して血液量が9となる
ように採取し混和した後，3.000 rpm 10分間遠心分離して得た血殺をmいた.
1 )プロトロンピン時間 (PT) 被検血援に，終濃度8.3mMのカルシウムイオンと

ウサギ脳由来トロンポプラスチン(完全トロンポプラスチン，東亜医用電子)を添加

して7イプリンが析出するまでの時闘を東亜医用電子CA-5000で測定した 主とし

て外因系凝固能を反映し，正常値(参照値)は10.0-12.0秒である

2 )活性化部分トロンポプラスチン時間 (APTT) 被検血紫に，終波!立8.3mMのカ

ルシウムイオンと，ウサギ脳由来セファリン(部分トロンポプラスチンまたは不完

全トロンポプラユチン，東亜1医用 ~rr子)とその活性化押jであるエラジン酸を添加した
APTT試薬を加え 7イプリンが析出するまでのl時間を東軍医用電子CA-5000で測
定した 主として内因系凝固能を反映し，正常値(参照他)は24.0-37.0秒である
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3) フイプリノゲンの定量 ー

a) 機能的な定量法(トロンピン時liij法); 0.031 Mベロナール緩衝液 (pH7.35)で10

倍希釈した血楽に，ウシトロンピン(東亜医用干)を終温度33U/mしとなるように添

加Il.-， 7イプリノゲンがフイプリンとなり ，析出するまでの時111)を東亜医用電子CA-

5000で測定し，標準直線から7イプリノゲンを算出した

b) 7イプリノゲンタンパク量の定量法(免疫法)抗ヒト 7イプリノゲン抗体感作

ラテックス粒子を用いて，ブイプリノゲンタンパク量を抗原量として定量した 自

動ラテックス光学的免疫測定装置(ダイアヤトロンL'100)により測定した22) 正常

値(参"引直)はいずれの方法においても1.50-3.00g/Lである

第 2立 SDS-PAGE(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gcl 

elcctrophoresis)とWcstcrnblottingによるAa，Bs， y鎖の観察

発端者および正常血紫を100倍希釈し， 2% SDSと5%2メlレカプトエタノールに

よる還冗下で10%SDS'ポリアクリ Jレアミドゲルを用いて電気泳動し，それをニトロ

セルロース朕に転写した 5%スキムミルクでプロッキングした後，Matsumoto 1. 1I 

11 1には一次抗体として抗ヒトフイプリノゲンウサギ抗体(r¥'ledical Biological 

Laboratory. MBL)を100倍希釈したもの， 二次抗体としてべlレオキシダーゼ標識抗

ウサギIgGヤギ抗体 (MBL)を100倍希釈したものを用い，発色は0.05M Tris-HCI緩

衝液 pH7.6の50mLに， 3.3'.ジアミノベンチジン 4塩酸填 12.5mgとH，O，15μLを

添加した溶液で行なった23) また，tv1atsumoto IVおよび7イプリノゲンを発現させ

た細胞の抽出液と培養上清中の場合には，さらに鋭敏な検出方法として，一次抗体

として抗ヒト 7イプ')ノゲンウサギ抗体 (DAKO)を100倍希釈したもの，二次抗体

としてアルカリフォスフアターゼ標識抗ウサギIgGヤギ抗体 (Pierce)を1.000倍希釈

したものを用い ，発色は10mM MgCl，添加 0.1M Tris.HCI緩衝液 pH9.5の15mL 

に5-bromo'4'chloro'3'indolyl'phosphate(BCIP. Sigma) 2.5 mg，ニトロブルーテトラゾ

リウム(NBT，和光純薬)5 mgを添加した溶液で行なった24)

;rs 3 JJ! 7イプリノベプチ ドA，7イプリノベプチドBの放出能

血紫5mLに2mM EDTA守 0.1M NaCI. 10 KIU/mLアプロチニンを含む50mM 
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Tris.HCI緩衝液 pH7.4を15mL!JOえた e これに25%飽和になるように硫酸アンモニ

ウム 2.88gを加えて泡立てないように撹作し，フイプリノゲンを庖析した25)

15.000 rpmで30分間迷心し，得られた沈殿物を25%硫酸アンモニウムで2回洗持し

た。これを 2mLの0.3M NaCIに語解し，同液に対して 4'Cで透析した 15.000 rpm 

10分間逮心後，上itfを採り， 0.15 Mの酢目立アンモニウム，pH 8.5に対して 4'Cで透

析し 7イプリノゲン猿度が 1mg/mLとなるように同液で希釈した その溶液いnL

に， 0.2 NIH U/mLウシトロンピンを添加し， 37'Cでそれぞれ1.2.5. 5. 10. 20. 

40守 80.120分間と 16時間反応したものを各 l本ずつ準備した. トロンピンの酵素

反応を，者沸水裕中に 1分間置くことにより停止させた後，全hlを500μLのマイク

ロチュープに移し， 15.000 rpm10分間遠心した.沈殿中の7イプリン網と未反応の

7イプリノゲン熱凝集物を除去し，上司fをお速液体クロマトグラ ブイー (high 

performal】celiquid chromaLOgraphy， HPLC， Shimadzu LC-5A)により分離した カラ

ムは，逆相クロマトグラフィ一周のCOSMOSIL5CI 8P (ナカライタスク)を用いた

HPLC分析の条件は， Ailll; 0.025 M酢酸アンモニウム pH6.0， Bill; HPLCJllァセト

ニトリルと0.05M酢酸アンモニウム緩衝液 pH6.0の等量混液と L，A液に対して日

液を12-28%の直線グラジエントで30分間1.流速 ).0mL/minで実施した 試料は

0.45μmのフ ィルターを通過させた後，100μLをインジェヲトし， CR.3A ChromaLO 

pac (Shimadzu)を用いて210nmでペプチドを検出し，ピーク面積を解析した.各時

!HJの放出fifは，正'出血l紫から粉製した7イブリノゲンをトロンピンと 16時IHJ反応さ

せたものの放出量を100%として，%放出最で表現した261

第 4J1'! 遺伝子解析

1. DNAの抽出

末補血から 1~1出したDNA を用いてAα ， Bs. Yの3本鎖の全エクソンおよびエクソ

ンイントロン結合部の塩基配列を解析した.全l血より血援を採取した残町の血球部

分5001止に cellmembrane Iysis bu[fer (0.32 M Sucrose. 1 % Triton X'100. 5 mM 

MgC12. 12 mM Tris.HCI緩衝液 pH7.6)900 uLを加えてよく撹枠し白血球を破壊し

た 12.000 rpm 5分間遠心し上清を取り除く操作を 2回繰り返した後， nucler mem 

brane lysis buffer (4 M Guanidine thiocyanate. 12 mM EDT A. 375 mM NaCL J 7mM 
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SodiUsl N-Iauroyl sarcosinatc‘0.1 M 2 Mcrcaptoethanol， 12 mM Tris.HCI緩衝液

pH7.6) 500μLを加えて混和し，細胞絞朕を破壊した これにイソプロパノ-}レ 400

μLを加えてDNAを析出させた， 12，000 rpm 5問分遠心L，80%エタノールで洗持

した後，乾燥し，300μLのTris-Ethylcnediaminetetraacetic acid (EDTA)緩衝液 pH

8.01こ溶解し， 260 nmにおける吸光度からDNA濃度を測定した.

2. PCRによるDNAのm幅
PCRに使用するプライマーは， Aα ~j'j に 4 組， Bs鎖に 5組 y鎖に 6組，および

Aα鎖のエクソンVの塩基配列解析に必要な 2本の計32本を設計した (Table2) 

25μLのPCR反応液lえ 10mM Tris.HCI緩衝液 pH8.4， 1.5 mM MgCI2中に Iμ〆コ
DNA，それぞれ0.2μMのforwardとreversepnm町，それぞれ200μMのdATP，dTTP守

dCTP. dGTP (Idaho Technology). 0.6 U Taq DNA polymerase (Perkin Elmer Celus， 

またはFermentas)を含む PCRはDNAサ-，}レサイクラー PC800(Astec)を用いて

30サイク jレ噌幅した 反応条件はdenaturatIon94 t 1分 annealing50-59t 1分

extension 72'C 1分を基本とした PCR産物は 2%アガロースゲルでm気泳動 L，
エチヂウムプロマイドにより染色した.目的のDNAバンドをアガロースから切り出

し， Geneclean 11 (Bio 10日で精製して，DNA塩基配列解析用の鋳型DNAとした

3. DNA塩基配列の解析

DNA温基配列の解析は， Dyc Deoxy Terminator法 (AppliedBiosystems Taq Dye 

Dcoxy ™ Terminator Cycle Sequencing Kit. Perkin Elmer)によりq=rった 50-300 ng 
の鋳型DNAに対し，約0.2I-'Mのforwardprimelあるいはreversepnmerを用い，シー

クエンス反応はdenaturation96"(; 30秒 annealing50'C 15秒 extcnsion72'C 4分

の条件で25サイク jレ行った 反応産物は 3M酢酸ナトリウムを1125量加えた冷97%

エタノールで精製し，80%エタノ-}レで洗i争し乾燥して，電気持t動直前に EDTA1 

μLとホJレムアミド 5μLに浴1詳した 50%尿素を含む 6%ポリアク')}レアミドゲJレを

支持体として電気旅勤し， ABI社製の373ADNA sequencclを用いてDNA嵐基配列の

解析を行った
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4. DNAのサプクローニング

Matsumoto 1. I1では民'品配列を含むPCR産物を，T A Cloning System (lnvitrogen)を

用いてサプクローニングした 10 X ligation buffer 1μLに10-50ngのPCR産物と25

ngの pCRTMベクター， 1 rlL (4-6 U)のT4DNA ligaseをjJnえ水で11μLとし， 14'1:: 

に41時聞置いて ligationした 次に50uLの compc日ntE.coli cel1にligation溶液を1

2，IL加え，氷中に30分間置き，ついで42'1::に30一LI5秒聞置いてPCR産物をpCRnlベ
クターに導入した これに250μLのSOC溶液を加え，37'1::で 1時I:U，J 80 rpmで振

とうしながら培益した 1 0分間氷中に泣いた1&，表面に40 mg/mL 5~ br o mo 4 

chloro 3'indolyl s'D galactoside (X'gal)を25μL塗布した， 50同ImLアンピシリンを

含む10cm LB寒天培地に接種した. 37'1::で l晩培益した後，白色コロニーを釣l道

L， 2.5 mLのLBプロス培地で一晩振とう培養した.培養したLBプロスから1.5mLを

マイクロチュープにとり ，8.000 rpmで遠心1...，沈殿物に100μLのグルコース添加l

Tris EDTAと200μLのアルカリ性SDS溶液を加えてよく混和した.さらに150μLの

酢酸カリウムと450μLの5~I 塩化リチウムを加えて混和した後，Jcl.000叩mで10分

間遠心した.上清を保取し，600μLイソプロパノールを加えて14.000rpm1 OJtlilJi!ii 

心1...，プラスミドDNAを抽出した RNase 0.5同を含むTris.EDTA緩衝液 (pH8.0) 

の50uLl二世解1...，これを制限酵素EcoR1で切断しアガロースで電気泳して目的の

塩Jよ配列を含むDNA断片の長さであることを確認した 得られたプラ1ミドDNA

は， M 13.207'ライマーを用いてンークエンスした

5. 制限醇素によるPCR産物の切断

MatslIJJ1oto I!Iでは， y ~fiエクソン V III の PC R産物 (685塩基対) を制限酵素 5ca 1 

(Ncw England Biolaboratory)により処理した Ma臼umotoIVでは，y鎖エクソンVIの

PCR産物 (78-1塩基対)を制限酵素Mbo1 (New England Biolaboratory)により処理し

た まず20μLの PCR産物に1.1μLの3M酢酸ナトリウムと44μLの冷エタノーJレを

加えー20'1::にー i免静í~ した 沈降物を80%エタノ -}レで洗拍子した後，10μLの水に福

解し， 1.25 U 5ca 1またはMbo1を加えて37'1::に 4時間l俗世1...，完全に消化させた

切断認識部位はそれぞれ5ca1; AGTACT， Albo 1; GATCである.処理されたDNA

はz2%のアガロースゲルで電気泳動1...，エチジウムブロマイドで染色後，r.劇祭し
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Table 2 Primers used for PCR amplification and sequencing of 3 fibrinogen polup叩 tidegen国

Pl:pelide 

a国 exon(.!S)
Forwaπ~".3') Rever叫ター3)

Annealing PCR 
tempc:1ol1uπ("c) prodUClφp) 

Aα 
GTC TAG GAG CCA GCC CCA CC 

11 and III GCC cro TGT cro CTC TCC TIAATC 
TV and V(1) T1TGCTGGCAJJTACAGA CA 
V(2) AGA ccr GGT GGA AAT GAG A.甘 AC'
VP) TGGCACTcrGAATCTGGAAG切

B~ 
GGA TGG TIT CIT GGA GC 

n and 111 GATTCAcrA TCACCAACCAGCCAG 
IV and V cro crr GσrGATAGCτ"CAσT 
VI and vn GAAτUGACAGGGGバTTCAGA
V，" GTG CACACGAσTGTAGCA σr 

V 
1 and 11 
111 and rv 
VandVI 

V11 
vm 
目，""X

GGAGCCτ刀AGAGσTGACAGTGC 
TITCTCτTrTAGTATσrrGC 
ClTA1TTITσTC1TClTATI 
A1TlTCTCCTITTGCTCTTG 
AGA TCC crG AGG AGGσI'CAG 
AGA crr GCA GAG σTAAAAAG 

σT可::;TCA GGA CAT AGA GCA GG 
ACG AAAACAAAA GCT C疋XごTC
ccr OGG GCTrrC 0σrcrcTo助
G1TAAGAAG GAAATGCAAGGG 
CCCAGGσrOATGAGAACTGO.' 

見

出

珂

日

別

問

附

加

問
一
一
一
山
剛
一
刷

321 
77ヲ

784 
m 
347 
880 

GCT AAG CCA TCC TC冶TCT
CATGCA1TCTCGτUGCAGTC 
croGCCITGτrrOCTGGCAT 
AAGτVCCCAGGAAσrGσTAG 
GAA CGC 1TCTCCTτ"CCITAC 

見

珂

見

回

珂

CC汎σrrCACACACAAAGGGAGAAAC so 
TCAACATAA TCAGGCPi.τλAT SO 
TσTGCC下CAGTITCCTIT下C 50 
CCCAAOAACCAAAC込GACTC SO 
CTAAGAAAG GAAAACATACC SO 
GCT1TGCAAσTCCATTGTCC ss 

.Primer iD eXOD， # Primer only for sequeDcing 
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た

第 5項 Thrombin"catalyzcd fibrin polymcrization (TCF'P)試験

1. 7イプリノゲンの精製

7イプリノゲンの精製は，IF-lモノクローナJレ抗体(抗7ィプリノグン抗体)を結

合させたCNBI活性化Scpharose48を用い，イムノ 77ィニティクロマトグラフイー
により行なった271 1 mMのカルシウムイオン存在下でカラムに吸着した7イプリ

ノゲンを， 5 mM EDTAを含む溶液で溶出した ただし Ma回umotoJの精製におい
ては， 10 mM Caイオン存在下で吸若したフイプリノゲンを50mM EDTAを含む液液

で浴出し， EDTAの影響を取り除くために， 0.12 M NaCIと1mM CaCI2とを含む20

mM N. [2'hydroxyethyl] plpcrazinc .N'. [2'cthanesulfonic acid] (HEPES). pH 7.4に

透析し，その後すべての7イプリノゲンは CaCI2を含まない上記緩衝液に対して透
析した281 7イプリノゲン浪度は320nmにおける吸光度を対照として280nmで測

定した 280 nmにおける吸光度1.51は. 7イプリノゲン1.0mg/mLlこ相当する29)

得られた7イプリノゲンはSDS'PAGEで純度および分解のないことを確認した後，
使則するまで 80'Cで保存した

2. TCFP試験の反応条f'l

POlymcrization試験は350nmにおける吸光度の経l時的変化として，Shimadzll UV 
110.02により測定した 0.12 M NaCIを含む20mM HEPES. pH 7.4により0.2mgl 
mしとなるように希釈した7イプリノゲン溶液90μLに， 0.5 U/mLのヒト αトロンピ

ン10μLを加えてよく混吊Il，直ちに吸光度の続時的変化を記録した 終波度は7イ

プリノゲン 0.18mg/mし トロンピン 0.05U/mしであった また終iO.度 0.01. 0.1. 

1.0 mMとなるようにCaCI2，または終浪度1mMとなるようにEDTAを添加lした緩衝
液を用いて 7イプリン重合反応におけるカルシウムイオンの影響を検討した.三
重測定で計測した反応曲線において，重合開始までの時間(Iagtime)と最大重合速度

(Vmax，重合反応曲線の最大吸光度変化率)により重合反応を評価した281
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第 2 章

3例 のフィブリノゲン異常症の構造異常と機能異常の解析

l 緒論

1992年から1996年の5年間に日常検査で測定されたフ ィプリノゲン波Jil'(機能

的定量法)と免疫法によるフイプリノゲン設度の問に*離を認めたことから 7イプ

リノゲン異常症を疑う 3症例を見いだした 3例について遺伝子解析を行なったと

ころ，それぞれ7イプリノゲンをコードしている遺伝子上に，アミノ酸の変異をも

たらす I塩基の世換を認めた さらに7イプリノゲンの機能検査を実施したとこ

ろ， 3例はともに 7イプリノゲン分子内の 1アミノ酸m換により 7イプリン重
合反応に障害をひきおこす異常症であることが明かになった そこで，これらの3

例を.Fibrinogen Matsumoto 1. II. IIIと命名したので報告する

2 症例

Fibrinogen Matsumoto 1 (以下M. 1)の発端者は 1才の男児で，先天的な心臓疾患を

伴ったダウン症候群患者であった その心臓疾忠の術前凝固スクリーニング検査に

おいて， 7イプリノゲンの著しい低値を認めた 母親および母親の弟(叔父)に同様

の異常が見られたが，いずれも出血症状などの既往は認められなかった

Fibrinogcn Ma凶 11110tO11 (以下M. 11)の発端者は49オの女性で，パセドウ病に対す

る放射線治療前の凝固スクリーニング検査の結果 7イプリノゲンの低値を指摘さ

れた 父親および次男に同様の異常がみられ，発端者と父親は出血症状の既往を有

していた

Fibrinogen Matsumoto III (以下M. 1lI)の発端者は66才の女性で，大腸ガンの術前

凝固スクリーニング検査において，フィプリノゲンの著しい低値が認められたが，

出血，血栓傾向は認められなかった

3 凝固スクリーニング検査結果

M.Iでは，発端者，発端者の肉親，叔父および健常者について行なった.発端者
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の結果は， PT13.0秒(iE'i古値10.0-12.0秒)，APTT29 . 4秒(正'i~'11也 24.0-37.0秒)，フ

イプリノゲン量はトロンピン時Ii日法で測定した場合0.16g/L，免疫法で測定した場

合3.40g/L (正常値1.50-3.00g/L)であった トロンピン時間法と免疫法による7イ

プリノゲン量の濃度比(以下7イプリノゲン浪度比)は0.047であった 母親も同様

にそれぞれ14.1秒， 33.2秒，0.21 g/L， 2.24 g/Lであり 7イプリノゲン波度比は

0.094であった.また叔父も同じくそれぞれ13.8秒，33.4秒， 0.36 g/L， 2.05 g/Lで

あり 7イプリノゲン濃度比は0.176であり発端者と同じ傾向の結果が得られたが，

父税はすべて正常範囲内であった (Tablc3) 

~I . 11では発端者，発端者の両親，夫，長男，次男s 三男，および健常者について

行なった 発端者の結採は， PT12.2秒， APTT31.3秒 7イプリノゲン最はトロン

ピン時間法で0.67g/L，免疫法で2.46g/L， 7イプリノゲン浪度比は0.272であった

父親および次男にも同様の結来がみられ，父親はそれぞれ13.1秒， 32.8秒， 0.57 

g/L， 1.90 g/L， 0.300，次男はそれぞれ13.3秒，34.4秒， 0.52 g/L， 1.68 g/L， 

0.310であったが，母親，夫，長男，三男はすべて正常範閤内であった (Table-1) 

なお，発端者の父親と母親は，母方のいとこ結婚であった

M . IIIの発端者の結果は， PT12.5秒， APTT21.1秒 7イプリノゲン量は.トロ

ンピンl時IIIJ法で0.39g/L，免疫法で2.91g/L， 7イプリノゲン波度比は0.134であっ

た

4. SDS.PAGEとWcsternblottingによる観察

血紫中7イプ1)ノゲンのSDS'PAGEと¥'Vesternblotti ngによる観察を行なったとこ

ろ，M. 1， M 川の発端者では?正常な場合と比べて，Aα鎖67kDa， B ~主'[56 kDa 

， y鎖H.5kDaの分子量，バンドの本数，および相対的な畳など，いずれについても

追いは認められなかった 一方， M. 11では，Aαjli. Bs鎖 y鎖の3本のバンドの

他に， y鎖より低分子側に余剰のバンドがl本存症していた そのバンドの分子量は

y鎖よりおよそ1.800程度小さいものであり，正常， M. 1， M' IIIのy鎖と比較する

と低濃度であった (Fig.") 
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Table 3 Coagulation test results of the propositus and his kindred 

(Fibrinogen Matsumoto 1) 

parameter Pro巴situsFather Mother Malemal uncle Nonnal range 

PT (sec) 13.0 10.1 14.1 13.8 10.0・12.0

AP"π (sec) 29.4 26.6 33.2 33.4 24.0-37.0 

Fibrinogen (g/L) 

Thrornbin time method 0.16 3.26 0.21 0.36 1.50-3.00 

Immunologic method 3.04 4.20 2.24 2.05 1.50-3.00 

AbbreviatIons: PT， prothrombin lime; APli， activated partial thromboplastin lime 

Table 4 Coagulation test resulls of the propositus and her kindred 

(日brinogenMatsumoto 11) 

Parameter PrOlmsitus Father Mother Husband First 50n Second 50n Third 50n Normal range 
PT (sec) 12.2 13.1 11.1 12.0 11.8 13.3 11.6 10.0宇 12.0
A(Y円(sec) 31.3 32.8 34.4 38.6 40.4 34.6 38.1 24.0-37.0 
Fi brinogen (glL) 
Thrombin time method 0.67 0.57 2.45 3.10 1.91 0.52 l兜 lヨ}-3.00

Immunologic method 2.46 l開 2.96 3.34 2∞ 1.68 2.26 1..50-3田
Abbrevialions: PT， prothrombin time; APli， actIvated partial thromboplastin time 
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Fi畠 4 SDS.PAGE analysis of Fibrinogen MaLsumoto 1， 11， 111. Under 
reducing conditions (A) and nonreducing conditions (日). lane 1， nonnal 
control; 2， Fibrinogen Matsumoto 1: 3， Fibrinogen Matsumoto 11 
4. Fibrinogen Malsumolo JIJ 
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5. 7イプリノペプチドAおよび7イプリノベプチドBの政出能

M .1では発端者の母親のI血柴から， M. 11では発端者の血柴からt'l製した7イプ

リノゲンについてトロンピンの作用による7イプリノベプチドA(FPA)， 7イプリノ

ペプチドB(FPB)の放出能を測定した (Fig.5).M' 1のFPAの肱出走は， 1分で43.2

%， 2.5分で61.0%，5分で79.0%，¥ 0分で8'1.3%，20分で93.0%，40分で99.4

%， 80分で96.9%であった FPBの放出量は 1分で13.3%，2.5分で37.4%，5分

で48.6%，10分で58.0%，20分で72.8%，40分で83.8%，80分で97.5%であった

(Fig. 6.M 1) 

M .¥¥ではFPAの放出訟は， 1分で45.8%，2.5分で68.5%，5分で71.0%，¥0分

で76.3%，20分で87.0%，40分で93.8%，80分で97.9%であった FPBの放出向

は， 1分で8.7%，2.5分で'¥0.8%，5分で58.3%，10分で73.8%，20分で80.8%，

，¥0分で91.4%，80分で98.5%であった (Fig.6.M []). M' ¥， M. []ともに，正常な7

イプリノゲンの場合と比較してFPA.FPBの放出速度および紋出量に差は認められな

かった なお，正常7イプリノゲンにおいても， トロンピンによるFPAの放出が

FPBの放出に先行することが剖lられている29.30)

6. DN Al孟悲配列解析および制限酵素処理

M . 1の発端者および肉親，叔父について解析したところ，発端者および母親，叔

父の diiエクソン[Xにある第9380番ヌクレオザド (GenBankNo.，以下向じ)に，グ

アニン (G)とシトシン(c)の2つの塩基のピークが認められた サプクローニング

した1¥クローンについて解析したところ，この位世の温基のGとCの存在比は 6: 8 

であり， Gとcのヘテロ按合体であることが明かになった (Fig.7) このG→ C置換に

より， y鎖364番アミノ酸は， GATでコードされるwildlypeのアスパラギン酸 (Asp)

が， CATでコードされるヒスチジン (His)に置換する 一方，父親の y鎖36'1番ア ミ

ノ酸をコードする極基はwildtypeのGATであった

M'l!の発端者および父親，次男について解析したところ， y鎖エクソンVIllにあ

る第7576番ヌクレオチドに，チミン (T)とグアニン (G)の2つの塩基のピークが認

められた サプクローニングした¥0クローンについて解析したところ，この位置の

砲基のTとGの存在比は 4 : 6であり， TとGのヘテロ接合体であることが明らかに

-19 
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Fig.5 Thrombin-catalyzed fibrinopeptide release from normal 
fibrinogen as determined by reverse-phase HPLC， under the following 
cond山oos:buffer system; solvent A (0.025 M ammonium acelate， pH 6.0)， 
solvent B (50% a田tonitrilefor HPLC and 50% 0.05 M ammonium acetate， 
pH 6.0)， gradicnt; 12-28% B in 30 rnin and followed by 28% 8 in 5 min， 
日OW 目te;I.OmUmIn. Thepeptidedetectedat210nm 
The amino acid sequences of the A and A Y peptides (FPA) and the des 
Arg-8 and B peptides (FPB) are shown in B 
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Matsumoto 11 (M 11) as determined by HPLC. The percent rc¥ease was 
calculated regarding the amounl of normal FPA (出eA and A Y peptides) 
and FPB (the des-Arg-B and B. peptides) released at 16 h of incubation as 
100 %. Represenlalive release of FPA and FPB out of three normal 
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なった (Fig.8). このT→G置換により， y鎖308番アミノ酸は， AATでコードされる

wild typeのアスパラギン (Asn)が， AAGでコードされるリジン (Lys)に置換する

ゐ1. 111の発端者では， y鎖エクソンVIIIにある第7475番ヌクレオチドに，シトシン

(c)とチミン (T)の2つの塩基のピークが認められた (Fig.9).エクソンVIIIを含む

685塩基のPCR産物をSca1で処理したところ，正常なものでは486と199塩基の 2本

のバンドがみられたが，発端者の場合には， 486.440.199.46の4本のバンドが認

められた (Fig.10). Sca 1はAGTACTを認識する制限酵素であるため，正常なヒトの

配列AGTACCの3末端CがTに変化したと考えられる これらの結架から，発端者に

おいては第7，175番場基はcとTのヘテロ接合体であることが明かになった そしてC

→ Ti置換により， y鎖275番アミノ酸は， CGCでコードされる wildtypeの71レギニ

ン(Arg)が， TGCでコードされるシステイン (Cys)に世換する

7. TCI'P試験の比較

1 7ミノ般置換の構造異常をもっM. 1， 11， 111について， トロンピンの添加によ

り7イプリノゲンから7イプリンになる過程のモニターとなるthronlbin-catalyzed

fibrin polymerizatioll (TCFP)試験を行ない，正常な7イプリノゲンと比較して，構

造FUIと機能民常の関述について検討した まず， J血紫中の生理的な濃度である1.0

mMのカルシウムイオンを反応溶液中に添加した場合.lag lime の平均は， tvl. Iでは

2.8分， M. 11では 2.4分， M. 111では4.3分であったが，正'出7イプリノゲンでは1.1

分であった また最大量合速度は， M. 1では10.1. M.IIでは78.4. M' 111では39.2

であったが， 正常では102.6であった 反応溶液中のカルシウムイ#ンを， 1.0 mM 

から0.1， 0.01 mMと低下させていくにしたがってlagtimeは延長し，最大重合速度は

低下していく様子が観察された 反応溶液中lこ1111M EDT Aを添加してカルシウムイ

オンをゼロとした場合のlagtimeはM.1では14.0分 M.IIでは¥7.0分， M. 111では

重合反応はほとんどみられず計測不可であったが，正常7イプリノゲンでは2.5分で

あった また最大重合速度は，M. 1では2.1.M . 11では14.0. M. 111では計測不可

であったが， 正常では65.0であった(Fig.11) (Table 5) 
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70 
A 

T T Aγ G A T A A Cg。 [) 100 

E deduced amino acid residuc y364 
↓ 

Normal control: GGT TAT GAT AAT GGC 
Gly Tyr 主主I!.Asn Gly 

Propositus: GGTTAT CAT AATGGC 
Gly Tyr His Asn Gly 

A 

Fig.7 Nucleotidc sequence of I.he fibrinogen y-chai.n gene exon IX. The 
PCR amplificd y-chain gcnes of the normal control (A) and of thc 
pr叩ositlls(B) were directly sequenced by dideoxy termination method. The 
nucleolide al position 9380，川dicaledby lhe arrow in B， of the propositus' 
gene was hetcrozygous for G and C， whereas Ihat of the normal genc was 
homozygous for G. Subsequently， the PCR product was subcloned and 14 
clones were similarly sequenced. As shown in C and 0， the nucleolide al 
position 9380 (indicatcd by thc arrow) was G in 8 c10nes and C in 6， 
confirming the rcsulls of dircct sequcncing.This nucleotide substitulion 
changed the y364 Asp→His回 shownin (E) 
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Te 6 c c c Y 

C "。 D A 

E deduced amino acid rcsidue y308 

↓ 
Normal control: TCC CA T AA T GGC A TG 

Propositus: 

Ser His企E旦 Gly Met 

TCC CAT AAG GGC ATG 

Ser His Lys Gly Met 

A T A C 
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Fig.8 Nucleolide sequcnce of the fibrinogcn y-chain gene exoll VJII 

The PCR amplified y-chain genes of the normal control (A) and of the 

propositus (8) were directly sequenced by dideoxy terminatIon mcthod 

using Ihc rcverse primer. The nucleotide at position 7576， indic3tcd by the 
arrow in 8， of the propositus' gene was heterozygous for T and G， whereas 
that of the normal gene was homozygous for T. SlIbsequenlly， thc PCR 
prodUCl was subcJoned and 10 clones were similarly sequenced. As shown 
in C and D. the nuc1eotide at position 7576 (indicaled hy the arrow) was T 
in 4 cJones and G in 6， confirming the results of direct sequencing. This 

nuc1eotide substit:ulIon changcd lhe y308 Asn→L ys as shown i n (E) 
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C deduced amino acid residue y275 
↓ 

Normal conlrol: AAG TAC CGC CT A ACA 

Lys Tyr A!x Leu Thr 

Propositus: AAG TAC TGC CT A ACA 

Lys Tyr ~ Leu Thr 

Fig. 9 Nucleotide sequence of the fibrinogen y-chain gene eXQn VI1I 

The PCR ampli日edy-chain genes of the normal conlrol (A) and of the 

propositlls (8) were direcLly sequcnced by dideoxy terminalIon method 
The Ilucleotide剖 pos山on 7475， indicated by the arrow ill B， of the 
propositus' gene was heterozygolls for C and T， whereas Iha1 of the normal 

gene was homozygous for C. This nucleotide substitution changed the y275 
Arg 10 Cys as shown in (C) 
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Fig. 10 Endonuclcase restriction digeslion of fibrinogen y-chain gcne 

exon VIlI. The PCR ampli日edy-chain genes of the nonnal conlrol (NC) and 

of the pr叩ositu(M 111) were digested by Scα 1. The nonnal control showed 
2 bands of 486 and 1開 bp，and heterozygous propositus showed 4 bands of 
486，440， 199 and 46 bp 
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Fig. J I Thrombin-catalyzed fibrin polymerization. The change in 

turbidity with lime was followed al 350 nm with normal plasma 

fibrinogen(.) and three variant fibrinogens， Matsumoto 1 ce)， Matsumoto 
11 (企)and MatsumoLO 111 (.). Thrombin (0.05 units/mL) was added aL 0 
min 10 fibrinogen at 0.18 mglmL in the presence of 1 mM  ea02 (paneJ A) 

or in the ahsence of Ca ions (panel B) 

Table 5 Analysis offlhrin polyrnerization curve initiated by thrombin 

. . . . -• 
30 

Caor EDTA Nonnal control Matsumoto 1 Matsumoto 11 Matsumoto III 
concentratlO日
(mMl LagpE吋吋 Ymax Lagperiod Ymax La_2: Period Vma)( Lagperiod Vmu 

Ca 1.0 l.l +0.1 102.6土103 2.8土03 10.1:t0.5 2.4:t0.2 78.4:t7.8 43:t0.3 39.2士2.1
Ca 0‘l 13:t0.1 1師 6:t1l3 3.7:tO.4 7.9:t0.4 2.8土03 593土63 5.2土0.3 23.8土1.9
C. 0.01 1.4:t0.1 国 0+引 4.8:t0.4 5.9:t0.4 3.5土03 56.7土6.0 12.4:t Ll 12.4:t 13 
C.O凹 1.7土日 l 88.9:t9.9 6.0:t0.5 3.8+0.2 6.2 + 0.5 21.9土3.1 18.9:t 1.7 10.4土1.2
EDTA 1.0 2.5:t:O.2 65.0::t7.0 14.0土Ll 2.1 ::tO.2 17.0土0.9 14.0:t 1.8 ND ND 

Lag period is shown in min. Vmax.， the maximum slope of the turbidity curve， is shown in the form xlO勾sec
Fibrinogen concentration was 0.18 mglmL and thrombin concen回 tionwas 0.05 unitslmL. AII results are the 
.v町agesaod standard deviations from three txperiments. ND shows not de惚ctableeven after 1 hour's 
incubation 
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8 考察

7イプリノゲン異常症をもたらす 1アミノ酸世換痕例の大部分は 7イプリノゲ

ンの3本のポリペプチド鎖のうち，Aα鎖アミノ基末端 (N末端)側と y鎖カルポキシ

Jレ基末端 (C末端)側に見い出されている Aα 鎖の異常ではFPAの放出障害を示すも

のと，放出後のペプチドのN末端の変異により 7イプリン重合障害を示すものが多

く， 一方，y鎖の異常では7イプリンの重合障害のみを示すものが多い9.12) この

うち，y鎖の情造主主常がlifJかにされている報告例によると ，y鎖268-380残基に集中

している すなわちこの領域がフイ プリン重合反応において重要な機能を持ってい

るために，著しい重合障害として見つかり易いということを示している.

7イプリ ノゲンは3本のポリペプチ ドのN末端側でs-s結合により二査体を形成し
ており ，2つのC末端側は互いに反対側に離れて存在している 中央のN末端側をE

domain.両側のC末端側をDdomainと呼んでいる 7イプリノゲンが7イプリンと

なりm:合していく際には，まずトロンピンの作用によりFPAが抜出され， つづいて

FPBが抜出される (desAB7 イプリン~7 イプリンモノマー)と E domainに反応基

(‘A守と ・B')が鉱呈される31) この‘A' と ‘B' がそれぞれ別の7イプリンモ

ノマ一分子のDdomainの中』こある相補的結合部位‘a' と‘b'に結合し，短軸方向

にD-E結合が生じる 同時に長制l方向に別々のフィプリンモノマ一分子のodomain 

同志が結合(D守口)し，フィプリンモノマーは 2本鎖らせん状のprotofibrilとなる や

がてこのようなprotofibrilが一定の長さに達すると，互いにまとまり束を形成し(こ

れをlatcralaggregationという)， さらに分岐して7イプリン線維を形成しゲJレ化する

32'34J(Fig. 3) 

最近のX線結品解析により， yまili337-379番アミノ酸がFPA放出f去に露呈されるα

鎖のN末端のGly-Pro-Arg-Pro(‘A' )の結合部位 'a' )であり，しかも Y364 

Aspがその中'L、的役割を来たしていることが証明された35) したがって，M .Iはy

鎖361残基が酸性アミノ酸のAspから溢基性アミノ般のHisに変異したことにより，

7イプリンの重合過程の初期段階であるD-E結合を障害するものと思われた M '1 

と同じD-E結合領肢である y鎖337-379残基に lアミノ酸置換を認めた報告には，

Bern 1 (y337Asn→ LYS)361. Milano VII ( y 358Sel→ CYS)37J. Osaka V ( Y 375Arg→ 

Gly)381. Melnn 1 (y 36-IAsp→ Val)391などカまある
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M.1lIはy鎖275番アミノ酸のArgがCysに置換していたが，この残基の笹換に関

する報告は y鎖中で最も多くみられ，すでに19例の報告がある そのうちCysに変
異したもの9例4049)，HISに変異したもの9例4955)，Serに変異したもの l例56)で

あった このように y鎖7'175番ヌクレオチドは変呉しやすい部位である可能性とと

もに，y ~j'i275番アミノ酸はフイプリンの重合反応にとって非常に重要な役割を来た
していることが推測される M.IlIと同じ変異をもっOsaka1147)では，世換したCys

が血紫中の遊離CysとS-S結合していることが報告されているが， M. 1Ilを含めて残

りの報告例では，これに関する検討は行なわれていない しかしM.1lIでは， SDS 

PAGEのパターンには正常な場合との差異は認められていないことから，血紫中アル

ブミンのような高分子のものとの結合はないものと考えられたー

MosessonらのFibrinogel1TOkyo 11 (y 275Arg-Cys)の詳細な研究57)および最近のX
線結品解析の結来58)から， y鎖の三次元構造上，最も外側の領域である275から300

ilI'アミノ酸が，D-D結合において重要であることが明かにされた.この領域では，

二つの7イプリン分子をそれぞれFl， F2とすると， Fl分子内のy鎖275番Argの

guan凶 110恭が，F2分子のy鎖300番Serのhydroxy基と水素結合することと， F2分子

のy鎖275番Argのguanidino基は，Fl分子の y鎖280香チロシン (Tyr)と水素結合し

ていることが証明された (Fig.12)ーD-D結合部である y鎖275-300残基近傍ア ミノ

酸変異例では y鎖275の他に，ホモ接合体であるKurashikiI (y268Gly→Glu)59)，ヘ

テロ接合体であるBaltimorc1 (y292 Gly-Val)60)があるが，これらの7イプリン重合

障害の程度は比較的軽度である y鎖275番の変異はもっとも寓頻度でみられ，いず

れも著しい重合障害を呈しており，私の報告と一致している Borrcllらの報告49)に

よるVillajoyosa(y275Arg-・Cys)とBarcelona111 (y275Arg-His)， Barcelona I 
(y275Arg-Cys)の2種の比較，さらにはNiwaらの報告61)によるKamogawa(y275Arg 
→Ser)， Tokyo 11 (y275Arg-Cys)， Saga (y275Arg--His)の3種の比較検討による
と 7イプリンの重合障害の程度は y275Scr，y275His， y275Cysの順に著しくなる
ことが観察されている

一方，M. 11と同検の y308Asn→ LysikZ換による7イプリノゲン異常症は，すでに

Kyoto 162)， Bicetrc n63)の2例が報告されていた また BaltimoreIII64)は y308AsI1
がイソロイシン(11c)に置換した症例であった AsnからLysへの世換例では，いずれ
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Fig. 12 A view across the D-O interface. Close-up showing structural 
derails of 町ld-to・endabutment of fragrnents 0 in double-O: R， Argy275; Y， 
Tryy280; S， Sery3∞; Ca，ca1cium atoms; GPRP. Gly-Pro-Arg-Pro-amide 
ligands. Thc residues al the川terfaceare coloured according 10 their nearest 
distanccs to residues 00 the olher side of the crcvice， rcd being shortest and 
greater distances shading toward greeo. (from Ref. 58) 
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もトロンピン時間1法による7イプリノゲン量は，免疫法により測定した場合の約30

%程度で一致していたが，Asnからlleへの変異例では約60%であった臼) さらに興

味あることには， M' 11にみられるように， 17ミノ般の世換を生じた y鎖は，SDS. 

PAGEにおける易動IJrが変化L，みかけ上， 1.500-2.000程度も低分子に観察され

ることである これについては，中性親水性アミノ酸であるAsnが塩基性である

Lys，あるいは疎水性であるlleに置換しているために， SDSとアミノ酸側鎖との結合

)Jが変化して，易動JJlが迷くなるとの報告がある この現象はフイプリノゲン

Nagoya (Glu→ A rg)651， 7イプリノゲン以外では， α 口 ysta!linA 66). SaJmoneJla 

typhimuriulIIの hislidine-bindi時 proteinJ67)においても認められている y308番ア

ミノ酸の変異による7イプリノゲン異常症例の臨床症状を比較すると， Kyoto 1には

出血，血栓傾向は特になかったものの， Bicetre I1では血栓症が認められた これに

対してM 'IIとBaltimoreIIIでは出産後の出血量が多いなどの明らかな出血傾向が認

められている

y ~J\311-336残基681 (とりわけy318-32'1残基691)はカルシウム布親和性結合部位

とされている カルシウムは7イプリンの立体構造を維持することにより 7イプ

リン重合反応を促進する機能をもっていると考えられる このため生理的濃度のカ

ルシウムイオン存在下(l.0mM)では， y鎖308残一基近傍の変異例でVcllisingcn70) 

(y 319. 320 del目ion)を除き重合反応の異常が軽度であるものと思われる y鎖308

残基近傍のアミノ酸泣換例の報告中， 310残基がメチオニン (Mel)からスレオ ニン

(Thr)に置換したことにより， y308Asnに糖鎖が結合したAsahi71)に弱い出血傾向が

認められている

7イプリノゲンのどの領域が 7イプリン重合反応第二段階であるprotofibrilの

lateral aggregationに重要であるのかは，いまだよく解明されていない72.731 しかし

FPBの放出741 α鎖のC末端領域32341，カルシウムイオンの7イプリンへの結合

75.76)などが.latera¥ aggregationを地強することが知られている また.Weiselと

Nagaswami30)は7イプリン重合反応のシュミレーションに基づき， protofibrilの形成

速度あるいはlateralaggregationの速度の変化は lagtimeと重合速度の両方を変化さ

せるとしている すなわちprotofibrilの形成迷度が産いと lagtimeが涯長L，重合迷

度も低下する また，lalcral aggregationの速度が遅いと， やはり laglimeが延長し，
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重合述皮も低下する 今回の実験でフイプリン重合反応を許価したlagtimeは

protofibrilの形成速度を反映し，重合反応曲線の最大吸光度変化率は1.回 al

aggregationの速度を反映している301 今回報告したM.I，M. 111を比較すると， い

ずれのカルシウム濃度においても，M. IIIではM.1よりもlagtimcが長いにもかかわ

らず，最大重合速度が大きかった これらの結果はM. 111 のy275番Argが関与する

D-D結合部位の異.W;は，D-D結合が遮れることにより lag timeが延長するが，

pro臼fibrilが一定の長さに迭すると， lateral aggregationは順調に進むと考えられる

-jJ， M. 1 (y364Asp)を含む‘正の三次元構造の異常は， D-E結合が遅れるこ とに

より lagtimcが延長するだけでなく ，lateral aggregationが順調に進まないと考えられ

る このことは，D-D結合部位は lateralaggregationにさほど重要な部位ではない

が， D-E結合部位とりわけ ‘a'site はlateralaggregationに必須の重35な構造を有し

ていることが強く示唆された これはOkumuraらが報告した結*77)ともよく 一致す

るものであった
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第 3 章

フィ プ リノ ゲ ン欠損症における原因の解明

第 I節 Fibrinogen Matsumoto IVの発見

] 緒 言

帳 7イプリノゲン血症や低フィプリノゲン血症は，血紫中フイプリノゲン濃度

が，タンパクis:としてもほとんどないか， あるいはきわめて低値を示すものであ

る 畳 7イプリノゲンJfn症にl期する報告は，現在までに150を越える報告14)が， ま

た低7イプリノゲン血症については約40例の報告がある16) しかし，先天性の橿フ

イプリノゲン血症や低7イプリノゲン血症に関する遺伝子解析の報告は，1999年に

なって唯一 l例報告されたにすぎない17) 凝固 線維素洛解{線硲)関連タンパクと

しては 7イプリノゲンのほかにプロテイ JCl8)，プロテインS191，アンチトロンピ

ンH120)，第VI1因子2りなど多くのものがあるが，これらの欠乏症に関してはすでに

DNAあるいはRNAからの遺伝子解析がなされており ，いくつかの報告もみられてい

る

私は1996年に 7イプリノゲンのタンパクiit活性量がと もに低下していること

から，いわゆる欠損症が疑われる l例を見い出した この症例について遺伝子解析

を行ったところ y鎖153番アミノ酸がCysから Argへi置換していることが判明し

た この置換により 7イプリノゲン分子中の同一 y鎖上にある 153Cysと182Cysと

の附のs-s結合が欠如することになり ，著しい三次構造の異'市をもたらすことカ吋t.察
された . この 1 アミノ酸i~換が7 イプリノゲン欠損症を引き起こす機序について検

討した

2 症例

発端者は21:才，女性である 出血あるいは血栓傾向などの症状は認められなかっ

たが，健康診断を受けた際に7イプリノゲンの異常低値を指摘され，精密検査のた

め信州大学医学部附属病院を受診した
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3 凝問スクリ ーニング検査結果

患者血柴中の7イプリノゲン波度は，活性最が0.81g/L，抗原、量が0.87g/Lであ

り，ともに正'fZ域である1.50-3.00g/Lの2分の l以下であった.PTは14.1秒(正常

値 10.0ー12.0秒)であり軽度の延長がみられたが， APTTは 36.0秒(正常{直 24.0

37.0秒)と正常範囲内であった

4. SDS'PAGEとWestcrnbloltingによる観察結栄

イムノプロッテイングによる忠者の7イプリノゲンの Aα，Bs， y 1Jjの分子iEと相

対量は，正常対照のものと比較して差呉は認められなかった

5.泣伝子解析

1) DNA温基配列

7イプリノゲンを構成する 3本のポリペプチ ドの全エクソンおよびエクソンイン

トロン結合部のPCR産物をダイレクトシークエンスした 発端者では y鎖"1647番1

クレオチドに， TとCの2つの凪基のピーずが認められたが，正常対!!日においてはT

のみであった(Fig.13).この結果，発端者はTとcとのヘテロ接合体である可能性が

考えられた このTからCへのヌクレオチドの世換は， y鎖153番アミノ般がTGTで

コードされるCysから CGTでコードされるんgに置換することを示している また

発端者は， Aα鎖312昏アミノ酸がAla(GCT)とスレオニン (Thr.ACT)のヘテロ接合

体であることを示したが，この部位はすでにpolymorphism(遺伝子多型)としての報

告がされており，このitIf王チ多型と 7イプリノゲンのlfIl紫中レベル，あるいは疾忽

に対する傾向などとの1mに関連があるとの見解はない78)

2 )制限酔素によるPCR産物の切断

発端者のゲノム DNA~孟基配列の解析結果から， y鎖46<17番目がTとCのヘテロ接合

体である可能性は大きいものの，七ンス jjlとアンチセンス ~jlの解析結操はともに非

市に小さなシグナルであった そこで発端者と正'品対照の YiJjエクソンVIのPCR産

物を制限醇素Albo1で処理したところ，発端者では784，184， 300血恭対の3本，

正常対照では781塩基対の l本のバンドが検出された (Fig.1.j). Mbo 1 はGATCを認
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Fig. 13 1、~ucleOlide sequence of the fibrinogen y-chain gene eXQn VI 

The PCR-amplified y-chain genes of the normal control (A) and the 
propositus (8) were directly sequenced by dideoxy terminalIon mcthod 
using the reverae primer. The nucleotide at position 4647， indicated by tbe 
aπ'OW in 8， of the propositus' gene was heterozygous for A and G， whereas 
that of the normal呂enewas homozygous for A. This nucleotide 

substitution changed the y J 53 Cys→Arg as shown in (C). The underlined 
nucleotide is located in the intron region 
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Fig. 14 Endonucleasc restriction digestion of fibrinogen y~ch aill gene 

exon VI. The PCR.amplified y-cha叩 genesof thc normal control (NC) and 

of the propositus (M IV) werc digesled by A1J加 1.The normal conlrol 

showed one band of 784 bp， and hClcrozygous proposIIUS showed 3 bands 

of 784， 484 and 3∞bp 
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織する制限酵素であるため，正常なヒトの配列GATTの3末端TがCに変化したと考

えられる このことから，発端者の y鎖エクソンVIの4647番ヌクレオチドはwild

typeのTとmutanllypcのCのヘテロ接合体であり， TからCへの置換により， y鎖153

番アミノ酸はCysからArgに置換していることを確認した

6 考察

血紫中のフイプリノゲン濃度が，活性量 (0.81g/L)とタンパク量 (0.87g/L)とも

に低他を示した l症例について遺伝子解析を行ったところ， y j.rWNA4647番ヌクレ

オチドがTからCへ世換しているヘテロ接合体であることが判明した この結果，発

端者7イプリノゲンでは肝細胞内において生成される7イプリノゲンは，y jJU 53番

アミノ酸がCysからArgに置換したものが生成される可能性を示しており ，この異'品

7イプリノゲンをFibrinogcl1Matsumolo JV (以下 M. IV)と命名した

~I . IVは，同一 y鎖上の153Cys-]82Cysとの間lのs-s結合を欠く異常タンパクで

ある可能性が疑われたものの，残念ながら発端者の血縁者の検査は同意が得られな

かった.したがって， y153Cys→ Argの変異が欠損症の原因であることを間接的に証

l列することはできなかった このため， y153Cys→ Argへの変異がとaのような機序で

7イプリノグン欠損を招くのか， あるいは，血中に放出されるもののすみやかに分

解されてしまうのかなどを明かにするために，同じ異常 yji'iを有する 7イプリノゲ

ンを作製し，その動12を観察して直接的に証明することにした
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第2節 呉'1;;:'"7イプリノゲンの作製と欠損原因の解明

第 lJ.¥'i 異常7イプリノゲンの発現

1 .緒 言

欠損症を生じる泣伝子異常としては，プロモータ一部分の異常，あるいはsplicing

errOIによるmRNAのレベルでの異常なども考えられる しかし 7イプリ ノゲンは

，肝細胞においてのみ生成され血中に放出されるタンパクであるため， 皆、者mRNA

の解析を行なうことは不可能であった 一方， y153Cys-182Cysのs-s結合は，y鎖
カルポキシル基末端 (C末端)側の立体構造を維持するうえで非'出に重要であり，こ

の Cysが他のアミノ酸に置換することにより三次元構造に著しい変化が生じること

が推測された このような構造異常により，合成されたタンパクが分泌されないこ

とが推察される

2.材料および方法

[ 1 1コンビテン ト細胞および発現ベクタ ーの準備

1) compctcnt ccllの準備

E.coJi BMH 71.18 mul SとE.coliDH5αは，それぞれ抗生剤である50~tg/mLテトラ

サイクリンあるいは100 問 /mLアンピシリンを添加した1.5%LB寒天培地に接種

し， 37'1:で 1I挽培養した 独立したコロニーを拾って，培養液 (LBプロス D1FCO)

5 mLで II挽振とう培養した後，このうちの 1mLを抗生斉'1を含まないLBプロス 100

mLに加え，培養液の吸光度が600nmにおいて 0.5士0.03となるまで(約2時間20

分)振とう培養した この対数地殖期の細胞を氷冷し， 4，000 rpm 5分遠心した後，

TSS (Transformation and Storage Solution for Chemical Transformation: 85% LB 

medium. 10% Polycthylene glycol. 5% Dimethyl' sulphoxide， 50mM MgCI2， pH 6.5) 

溶液に浮遊させた 今回の トランスフォーメーションでは， DNAのミスマッチを修

復する能力を欠損したE.coIiBMH71.18 mut SをI段階自の トランスフォーメーショ

ンのcompetentcellとして用い 2段階自の トランスフォーメーションには一般的に

広くmいられるE.coJiDH5αをcompetentcellとして用いた.
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2 ) 変異プラスミ ドの作製

( 1 )プラスミド

a) Target plasmid; 7イプリ ノゲン y鎖の発現ベクターには Dr.S. T. Lord (The 

UnIv. of North CaroJina. USA)より提供して頂いた pMLP'yを用いた このベクター

は，Dr. M. M. Rooneyら(TheUniv. of North Carolina， USA)が椛築したプラスミド

で，ブイプリノゲン y鎖のcDNAを組み込んであり，時i乳動物細胞に導入されると 7

イプリノゲン y虹iを発現する. pMLP'y (p674)は，アデノウイJレス 2由来のmaJor

latc promoter (MLP). tripartite leadcr sequenceと5'-splicesIte.マウスIgGii:t伝子由

来の3"splicesite， SV40由来のpolyad叩 ylalionsite，およびアンピシリン

(Ampicillin. Amp)耐性遺伝子を持つ86) また，unique restriction sitcとしてHind田

Sltcがある このpMLP'y のcDNAをTransformer™ Sitc-Directed Mutagenesis Kit 
(CLONTECH)を舟いてヌクレオチド世換87)させ，目的の変異をもっプラスミドを作

製したー

b) ControJ pJasmid(pUC19M); Transformationの効率を求めるためのcontrol

plasmidとしてpUC19Mを用いた pUC19MはpUC19のlacZgeneの中のtryptophan

codon (UGG)をstopcodon (UAG)に置換させてあり，さ らに，unique restriction site 

としてNde1 restriction siteを有している

(2) Sclection primers 

a) Hind m M ; 5'TCTAGGCCCAGGCTTGTTTGC.3 
Target plasmid (pMLP.y)のHind皿siteに変異をおこさせるために使用し，この変

異が導入されると， pMLP'yはHind皿で切断されない

b) Control primcr 1; 5'p.GAGTGCACCATGGGCGGTGTGAAAT3' 

Control plasmid (pUC19M)のNde1 restriction siteをNco1 rcstriction sitcにするた

めに使用し，この変異が導入されるとcontrolplasmidはNde!で切断されない

(3) Mutagcnic primers 

a) y 153 Cys~Arg; 5'.TGGGAAAGAT♀GTCAAGACAT.3 

b) y153Cys→ AJa，- 5・TGGGAAAGAT♀♀TCAAGACATT.3 

それぞれTargetplasmidのYI 53CysをコードするTGTを，ArgをコードするCGTと

AlaをコードするGCTに変異させるためのpnm町である
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c) CoutroJ pr;mer 2; 5・p.CAGGGTTTTCCCAGTCACGACG.3・

Control plasmid (pUG 19M)のlacZgeneにあるslopcodonをもとのトリプトファン

のcodonにもとeすためのpl川町である 正常のlacZgeneになったpUC19MI土 5 

bromo. 4'chloro. 3'indolyl s.D'galactoside (X'gal)とisopropyls-D-thiogalaclopyrano 

'side (IPTG)存在下で青色のコロニーを，一方，正常のlacZgeneに戻らなかった

pUCI9MはE 白色コロニーを形成するので鑑別が容易で，変異導入率の計算が可能

となる。

( 4 )プラスミ ドへの変，¥'4の導入

プライマーのミスマッチを利用する方法である 0.5 mLのマイクロチュープ①

③J)Iこ10Xannealingbuffer 2μL. 0.05問 /μLplasmid DNA (CD.②， targct or③ ， 

control) 2μし 0.05問/μLselection primer (①.② Hind凹M.③:control'1) 2 flL 

0_05 ~t g/~ mUlagcnic prim町(①:y 153Cys→ Arg.②。 y153 Cys-Ala ③conlro卜2)

2μし水12ドLを加えて. 100'Cに3分間近き，ただちに 5分1:11氷冷した.この間に

プラスミドのdena凶 reと同時にprimerannealingが完了する そこへdNTPを含む10

〉くsynthesisbuffer 3μL. T4 DNA polymerase (2-4uni回/μ1)1μL. T4 DNA ligase (4-

6u町田/μ1)1μL. 水 5ドLを力11え.37'Cに 2時聞置いて変異DNAを合成し.70'Cに 5

分間置いて反応を停止させた

( 5 )制限酸素処理による変異プラスミドの選択

①②の反応液に lμLの12UIμL Hilld皿と③に iμLの 20UIμL Nde 1を加え. 37 

℃に 2時聞置いた.Sclection primer (Hind凹Mor Control 1)により変異が導入され

たプラスミドは，また同時にmutagcnlcpnmersによる目的の変巽が導入される確率

が高いことが知られている 制限酵素による切断部位に変異が導入されたプラスミ

ドは，制限酵素で切断されないために環状構造を維持しているが，変異の導入され

なかったプラスミドは制限酵素により切断されて直線相になってしまう 前者のプ

ラスミドは後者に比べて. 100倍以上高いtransfection効率が得られることが知られ

ている

(6) First transformation 

a) TransrorUlatiol1 stcp: 100μL E.co/i BM H 7 J .18 UJ ul S compelent cclls 

solutionと①.②。③それぞれの10μLmutated plasmid solutionをあらかじめ冷やして
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おいた5mLチュープにいれ.20分間氷冷し，次に42"Cに I分聞置いた

b) Recovcry step 直ちに 1mL LBプロスAmp(一)を加えて37"Cで60分間

220 rpmで振とう培養した

c) AmpJj[jcatjon stcp: 4 mL LBプロスAmp(+)を加えて37"C.220 rpmで 11晩振

とう培養した

d) Trans[ormation効率 ; 10μL mutated plasmid solutionの代わりに10μLの既知

濃度 (0.05阿 /μL)の pMLP.ysolutionを同様の操作で traI1sf orll13 tiol1した この

recovery mediumをLBプロスで5倍と 10倍に希釈し. 100μLをLB寒天屠地Amp(+) 

に接種した 1 1挽培養して生えたコロニー数をかぞえ.plasmid DNA 1同当たりの
コロニー数を求めたところ0.9X1061問 DNAであった.キット説明容によると

Chemical transforll1ationの場合. 1 Xl061問 DNA以上の効率が望ましいとされる

c) Mutalion玉虫IfJ Recovery st叩の段階でcontrol(pUC19M) transformation 
ll1ixturc 100μLを採り.40μLの20mg/mL X'gal sol山 011.20μLの20mM IPTGを加

えて. LB京天培地Amp(+)へ接種し.37"CでI晩培養した 変異が導入されたプラ

スミドをもっE. coliの青色コロニーがJ4.変異が導入きれなかったプラスミドをも

っE.coliの白色コロニーが21であり.mutatiol1X1J率は40%であった

( 7 )プラスミ ドDNAの精事型

Fi rst transformation後11挽振とう培養した E.coJi BMH71 18mut SからQiagcn

Plasmid Maxi Kit (mini prep method)を用いてplasmidDNAをtffl出しj 精製を行った

培養液を2.000rpll1. ) 0分間遠心L.上i青を除去した.沈殿物にP1 (50 111M Tris 
HCI緩衝液 pH8.0.10mM EDT AとRNascを含む)を0.3II1L加えてポjレテクス ミキサー

で均一化L.マイクロチュープに移した そこにP2 (1 % SDSを含む200ll1MNaOH 

J % SDS)を0.3mLIJUえてよく振って浪ぜ，室温に 5分間置き，細菌を溶解させた

次に中和試~p3 (3.0 M potacium acetate. pH 5.5)を0.3mL加えて10秒強く 娠って混
ぜ. 14.000 rpll115分間 4"Cで遠心した プラスミドを含む上清をマイクロチュープ
24'に移し，等誌の7エノーjレ洛液 (7ェノ-)レ クロロホルム ・イソアミルアルコ

-)レ=25 : 24 : 1)を加え，ゆるやかに撹持、した後. 14.000 rpm 1分間遠'L、し，上

市を新しいマイクロチュープに採った これに0.8倍量のイソプロパノーJレを加え

て，プラスミドDNAを析出させ. 14.000 rpm 5分間違心した 上記iを除去して風乾
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l. 95%エタノ-)レで洗浄した後 speedvacで5分間乾燥後.40μLのTEbuffeけこ

溶解した(①。②・ ③ーとする)

( 8 )変異プラスミドの選択

精製したプラスミドを再度Hind田で処理した この段階で，混入している変異が

導入されていないプラスミドは切断されて直線状となり.transformation効率が低下

する

( 9) Sccond transformation 

a) Transformatios stcp: ]00μL competent E.coli DH 5αcells solutionと各

5 ~lL digeslcd plasmid solution (①・②・③・)およびpMLP-yの75惰希釈液(④)を，あ

らかじめ冷やしておいた5mLチュープのそれぞれにいれ. 20分間氷冷l.次に， t12 

℃に l分聞置いた

b) Recovery step 1<<ちに 1mL LBプロスAmp(一)を加えて37'Cで60分間220

rpmで娠とう培養した

c)寒天帯地への接着E，①②③の各浴液を10倍. 100倍希釈し.100μしずつを

LB 寒天培地Amp(+)へ接種し，一晩培養した 対照の④については2倍.20倍希

釈したものを100uしずつ接種した

d) Sccond lrans[ormatioTJおよ (}"mutation効率 Firsttransformationの場合と

同機に求めたところ，それぞれL2X106/問 DNAと84%であった

( 1 0) プラスミ ドDNAの精製

LB寒天培地Amp(+)上のコロニーをそれぞれ7個ずつ選択し. 5 mL LBプロスで

振とう培養した(J53RI-R7. 153A1-A7) それぞれのプロスから100μLずつを採取

して冷蔵保存し，残液から(7 )と同様の方法でプラスミドDNAを他出し，精製した

(ただし 7エノールクロロホルム抽出ステップは省略) さらに混入したRNAを除去

するために，プラスミド溶液と等量のPEGsolution (13% polyethylene glycolと5M 

NaCIの '13: 7混合液)を加えて混和し.15分間氷冷した。その後14.000rpm 15分

間4'Cで遠心し，上清を除去した後.i:t殿を 1mLエタノ ーJレで洗めし，speedvacで

7分間乾燥後.40μLのTEbufferlこ浴解した
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(11 ) 制限酵素処理による変異プラスミドの選択

5μLの精製プラスミドに10Xbuffer2μL，水12μLとHind皿lμLを加えて， 37 

℃に 1時間置き，反応させた後， 1 %アガロースで電気泳動した この結果的nd田

で切断できなかったもの，すなわち変異が導入された確率は yl53Rで86%(617) 

， yJ 53Aがで71% (517)であった.

(12) DNA波度の測定

(11 )においてHind凹で切断されなかったプラλミドからそれぞれ4クローンを

選択して， 150倍希釈し，260 nmにおける吸光度からDNA浪度を測定した y153R 

では 575-956問 IrnL，y153Aでは 406-856阿 ImLであった

(13)塩基世換の確認

DNA~度を測定した 4 クローンについて ， 目的の猛基i丘換が生じているかどうか

を確認するためにプラスミドDNAのシークエンスを実施した その結果，y 153Rで

は3/4，y153Aでは214において変異導入カ可嘩認できた.このうちの y153Rのクロー

ンNo.5とy153AのクローンNO.2を選んで，プラスミドに組み込まれた7イプリノ

ゲン y鎖cDNAの全長のシークエンスを行ない，目的以外の坂基配列に異常がないこ

とを雑認した.以上のシークエンス反応には次の4本のプライマーを用いた

f 1: 5"AATTGTCGACCGCGGCCC'3' f 2: 5'.GACGCTGCTACTTTGAAG 

TCC.3'， r 1: 5'.AACCTCTACAAATGTGGTATGGCT.3'， r2: 5'.TTG 

TCACTAGGATCATCGCC.3' 

(14 )変興プラスミ ドの地師

y153RのクローンNO.5と y153AのクローンNO.2について，冷蔵{果存しであった

100μL培養液を10mL LBプロスArnp(+)に入れて 1I挽振とう培養した このうち

5 rnLは 2.000rpml 0分遠心し， 50%グリセロール200μLに浮遊させ，-80"Cで保存

した.残りの 5rnLは500rnL LBプロスに入れ， 37"C 1 I挽娠とう培養した.

(15 )プラスミt'DNAの精製(final)

500 mL LBプロスで培養したクローンの細菌から， Qiagen Maxi Kitによりプラス

ミドを精製した 250 mL 2本ずつに分けた培養液を3.500rpm. 4 "cで10分間遠心

した後，ベレットをP1に浮遊させたー 50rnLの遠心ボトルに移して10rnLのP2を

加え，強〈娠って混和し，5分間静i宣した.さらに10rnLのP3を加えてから氷中に
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20分間置き. 16.500 rpm. 4 'cで30分間遠心した 上清をQiagentip 500のカラムに

全量通過させたーQC溶液で2回洗浄し.QF溶液で溶出した 溶出された溶液に0.7

容のイソプロパノー}レを加えプラスミド DNAを析出させ.80%エタノーJレで洗浄し

クリンベンチ内で乾燥した後.200μLのTEbuffer (lOmM， pH 8，0 )に溶解した

(16) DNA波度の測定と電気泳動による確認

260 nmにおける吸光度から，精製プラスミドの設!立を測定したところ.Y 153Rが

863 ~g/mL ， y153Aが578μg/mLであった.また0.5μしずつを 1%アガロースゲルで

電気泳動L. 目的プラスミドの湿器対数であることと RNAの混在がないこ とを確認

をした これらの変異プラスミドはpMLP'y153RおよびpMLP'y153Aと呼ぶことと

し，オリジナルなpMLP'y(Cys)は.pMLP'yI53Cと呼ぶこととした

[21発税制胞へのベクタ ーの導入と細胞培養

1 )発現細胞の準備

Chinese hamster ovary ， Aa/Bs cell (CHO ' Aa/Bs cel1)は.Dr. S， T， Lordより提供

を受けた町H宇L動物細胞で，正常な7イプリノゲンAα鎖およひも係員を発現するプラス

ミドpMLP'AαとpMLP'Bs.およびneomycln耐性遺伝下のプラスミドであるpRSV-nco

を組み込んだものである その細胞を直後 J0 cmのテ・イッシュを用いて Dulbecco's

modiried Eagle medium (DMEM)一Ham'snulrient mixture F12 (FI2) pH 7.4に 5%

bovine calf serull1 (Hyclone Laboratories )/5% Nu.serum (Becton Dickinson) 110IU 

/mL penicil1in /J 0 mg/mL strcptomycinを含む培養液 (medium1)で培養した 以下，

培養はすべて37'C. 5 %C02下で行った 続いて400 ~g/m L G418(neomycin analog 

GIBCO)の入った培地 (medium2)に変えて l週間 10日間培養した なお.CHO 

AαIBs cellは，継代培養を続け， 一部は対照として用いた

2) Transfection 

a) DNA ' CaCI2 mixture; CHO' AαIBs細胞にリン酸カルシウム共沈殿法によ

り，各pMLP'yとhistidinol耐性プラスミドpMSY'hisを導入した 3本の]5 mLチュー

プに2，5M CaCI2 50μL (final concentration: fc=0.25 M)ずっとそれぞれpMLP'

y153C 15μL (fc~17 μg) ， pMLP'y153R 20μL (fc~ 1 7 ~g) . pMLP'y153A 30μL 

(rc~17 μg) .およびpMSY'his1μL ( rc~ 1. 3 問)ずつを人れ，水で500 μL として混和
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L， DNA. CaCI Z mixtureとした

b) DNA . CaP04 complexの形成 500~L 2 X HEPES be[fered saline 

(16.4 g NaCI. 11.9 g HEPES acid. 0.21 g Na2HP04/L)を3本の50mLチュープに探

り，同時にbubbleを吹き込みながらDNA. CaCl2 mixtureを滴下し， ilt手01;圭， 20分間

静置した.

c) Transfection CHO ・Aα/Bs細胞のプレートに，DNA. CaP04 complex溶液を

1 i向ずつ滴下し，ゆっくりゆらして拡散させ 4時間培養した

d) Glycerol shock; CHO細胞のプレー トの培養液を吸引除去し， 2 mLの10%

glycerol/medium 1を加えた 3分間静置した後，吸引除去し， 5 mL PBSで2回洗絡

し mcd山 m2を10mLtmえて培養した このステップによりプラス ミドが細胞内に

取り込みやすくなるとされる

このようにしてトランスフェク卜したCHO細胞を，それぞれ， y153C， y153R， 

y153Aとした

3)発現細胞の培養

Transfection (Tf) 2日jtkに，medium 2を400μg/mLG418と2.5mM histidinol 

(Aldrich)を添加した培地 (medium3)に交換した pMSV'hisを取り込んだCHO細胞

は， pMSV'hisよりも10倍濃度でTfした各変異pMLp.yをも取り込んだ確率が高いこ

とを前綻としている Tf 後，3日目にTrypsin. EDTA (Sigma)で細胞をはがし 3

枚の10cmプレートに分けた 10日目ころからコロニーができ始め， 20-25日目の

コロニーを24ウエlレプレートの各ウェルに移して培養を続けた(クローニングトク

ローニングにはクローニングシリンダーを用い，その中にTrypsin. EDTA溶液2

5i商を入れてしばらく放置後，パスツールピペットで細胞をはがした.24ウェルプ

レートに移して12日以内に，ウェル底面の80%以上に増殖したクローンを，さ らに

直径 6cmのテ・ィッシュに継代培養した 6cmのディッシュに継代できたクローン

は， y153Cで36クローンのうち29個，y153Rで48クローンのうち41個，y153Aで24

クローンのうち14個であった。これらのうち，さらに12日間の培養でデイアシュ底

面の80%以上に増殖できたクローンを， 6cmのディッシユ 5枚ずつにうえ継いだ

ここまで確立されたクローン(以下cellline)は， y153Cで29個のうち12個， y153Rで

41偲のうち 13個，y 153Aで14個のうち 6個であった.保存用の細胞はTrypsin

-45-



EDTA溶液ではがしてから， medium 2で洗持した後，lO%DMSO (dimelhyl sulfoxide) 

添加Imedium(1)に浮遊させ， -80"Cで保存した

[ 3]格養液中および細胞内の7イプリノゲンの定量および観察

5枚の 6cmディッシュのうち 1枚目 (a)は継代培養に用い 2枚目 (b)は血清を

含まないmcdium1に交換し 1週間培養して培養液中の7イプリノゲンを解析した

3枚 (c.d. e)は，細胞内の7イプリノゲンの定量およびWestcrnblottingに使用した

1) ELISA (enzyme'lin叫kc吋diI川11川l

細胞内の7イプリノゲン定量は， (ωc吋)の細胞をリン酸緩f衝軒液 生理的食塩水

(Phosphate buffered saline. PBS)で2回洗i争L， 1 mLのTrypsin. EDTA溶液ではが

してマイクロチューブに採り， 2.000 rpm 5分間遠心した 沈殿した細胞をPBSで2

回洗rr'L， PBS 30μLに浮遊させてから， 100μL 0.1 % IGEPAL CA.630 (nonionic 

detergenl)， 10 mM PMSF (phenylmelhyl'snlfonyl fluoride. Sigma) 150 mM Tris HCl緩

衝液 pH8.0を加えてよく混和し，細胞膜を破壊した 測定前に2.000rpm 5分間遠

心L，上清を期いた.測定値はこの上治 1mL中の濃度として表わした 培養液中の

7イプリノゲンの定誌には，(b)の培養液を用いた ELISA (enzyme'linked 

immllnosorbent assay)法は， 96ウェルのマイクロプレートの内面に， 一次抗体とし

て抗ヒトブイプリノグンウサギ抗体(C叩pele)を1.000希釈したものを120μLずつ分

注L，吸着させて箇相とした 一次抗体を吸着しなかったウエjレ内面を 1%ウシ血

清アルプミンIPBSで怒ってプロックした そこへ検体を100μL入れて 2時間反応さ

せ後，除去し，ウエjレ内而を0.05%Tween 20入りのTris-borate緩衝液 pH7.4で洗

浄した 二次抗体としてベlレオキシダーゼ標識抗ウサギIgG抗体ヤギ (Cappele)を

10.000倍希釈して120μL加え， 1 I時1I日反応させてから同様に洗浄した そこへTMB

POD SUBSTRA TE溶液 (KirkegaardPerry Lab.) 100μしを加えて 2分間反応させた

後，1Mリン般を100μL加えて，反応を停止させた 発色は三光純薬SLEIAAUTO 

READERを用いて450nmで測定し，標準曲線から7イプリノゲンを算出した

2) SDS'PAGEとWcstcrnblottingによる観察

細胞内およひ、培養液中に分泌された7イプリノゲン，Aα，Bs， yの各ポリベプザ

ド鎖の状態を，還元 非還元下で SDS.PAGEとWesternblotting19)により観察した
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サンプルは以下のようにして準備した 細胞内のものについては，(d). (e)の細胞を

PBSで2図洗ゆし， 1 mLのTrypsin. EDT Aで細胞をはがしてマイクロチュープに採

り， 2.000rpm 5分間遠心した.沈殿した細胞をPBSで2回洗浄し，それぞれ還元

(2ME+)または，非還元 (2ME一)のsamplebuller 60μLを加えてよく混和し，凍結

と融解を3回繰り返して細胞を破壊した 分泌された7イプリノゲンについては，

(b)の培養液を採取し，それぞれ還元 (2ME+ト非還元 (2MEー)の等量のsample

buHerと混和した.対照として，正?;tヒト血紫から精製した7イプリノゲンを同時に

泳JrI)した これらのサンプルは泳動前に 5分間煮沸した 還元周の泳動には10%の

ポリアクリルアミドゲル，非還元用の泳動には 8%のポリアクリ jレアミドゲjレを用

いた.ニトロセルロース朕に転写した後，1次抗体には抗ヒトフイプリノゲンウサ

ギ抗体 (DAKO)または抗ヒトブイプリノゲン y鎖ウサギ抗体にML)，2次抗体には

アJレカワホスフアターゼ標識抗ウサギIgGヤギ抗体 (EY) 発色には 5-bromo4-chloro 

3-indolyl phosphate (BCIP)とnitroblue tetrazolium (NBT)をf吏刑した25)

3 結栄

[ 1] ELISA法による定量 (Table6) 

J)細胞内の7イプリノゲン浪度は， y153Cの12cell lineは， 1.134土810ng/mL

(range 330-3.200 ng/mL)， y153Rの13cell lineは， 31+31ng/mL(R-15.29.34 

38を除く 9倒では41:i:31 ng/mL :後述)( rangeく10-92 ng/mL)， y153Aの6cell 

lincは， 107土121ng/mL (rangeく10-346ng/mL)であった またCHO'Aα/Bsは

く10ng/mしであった。

2 ) 培養液中の7イプリノゲン浪度は， y j 53Cの12cell Jineは， 1.995土1.265

ng/mL (range 230-4.800 ng/mL)であったが， y153R， y153A. CHO' Aa/Bsはとも

にすべて， <10 ng/mLであった.

[2] SDS'PAGEとWesternblottingによる観察

1) y153Cの12個のcclllincでは，培養液中へ分泌された7イプリノゲンは，還元，

非還元ともに，正常の精製フイプリノゲンと同じパターンであった 一方， y153R 

yJ53Aでは，還元，非還元ともに，培養液中にフイプリノゲンおよひ、Aα，Bs， y鎖
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Table 6 Fibrinogen antigen levels determined by ELlSA 

Cell Lines 

y 153C (n= 12) 

yl53R (n=13) 

yl53R (n=9*) 

yl53A (n=6) 

A日/8且(n-3)

Cell Lvsates (nQ/mL) 

1，134+810(330-3，200) 

30+31 (<10・92)

41+31 (<10-92) 

107士121(< 10-346) 

三且K盟i

凶蛍旦血豆旦12.
し995+ 1，265(230-4，800) 
<10(<10) 

< 10 (< 10) 

< 10 (< 10) 
< 10<< 10) 

The concentralion of口brinogenin the cel1lysales or the condilioned media 
from transfeCled CHO cells wcre measured by ELISA described in Materials 

and Method. Data represent the mean士SOin numbers of CHO celllines 

Numbers in parenthesis mean the range of fibrinogen concentratIOD 

*Number of clone after deletion of y-chain plasmid 00由nco中oratedc10nes 
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あるいはそれらの分解物は全く検出きれなかった(f'ig.1 5-A. 0). 

2 )非還元下で泳動した細胞内において，一次抗体に抗フイプリノゲン抗体を用い
た場合には， y153Cのすべてに7イプリノゲン， Aα.Bs， y鎖，およびそれらの分
解物と思われるバンドが認められた y153Aのすべてとy153Rの13celllineのうち
9個では 7イプリノゲンはほとんど認められなかったが， Aα， Bs， y鎖とそれら
の分解されたペプチド断片が観察された (Fig.15-B) 一次抗体に抗 y鎖抗体を用い
た場合には， y153C， y153Aのすべてとy153Rの9cell lineで，精製7イプリノゲン
と同じ位置に，バンドが2本ずつ認められた.このうち，高分子法制IJの 1:本は，易
動!立からみてBsとおなじであること， CHO' AαIBsのみの細胞にも存在すること，
yとBs鎖の，特にC末端側のアミノ酸配列の栴向性が42.4%と高いこと，などから，
Bsと交差反応したパンドであると思われた (Fig.15-C) 

3)還元下で泳動した細胞内においては， 一次抗体に抗7イプリノゲン抗体を用い

た場合には， yI53C. y153Aのすべてと， y153Rのcelllineのうち9個にAα，Bs， y 
鎖とそれらの分解されたベプチドが観察された(f'ig.15'E). 一次抗体に抗y鎖抗体
を用いた場合には，抗7イプリノゲン抗体を用いた非還元下の場合と同様の所見で

あった(f'ig.1 5. F) 

4) 13クローンの y153Rの残りの4cellline (R'15. 29. 34. 38)は， 一次抗体に抗フ
イプリノゲン抗体または抗y鎖抗体を用いたどちらの場合にも， y鎖を示すバンドは

認められなかった したがってこれらの4cell lineは， y鎖を発現していない細胞で

あると判断した

5) CHO' AαIBsの細胞内については，還元，非還元下とも， Aα鎖とBsjj'iのみが観
察された (Fig.15-B. C. E. F) 

4 考察

Fibrinogen Matsumoto IV (M . IV)と同じ y鎖153残基のアミノ酸に変異を生ず
るようなプラスミドを作製し，すでにAa，Bs鎖を発現しているCHO細胞に導入させ
て異常フィブリノゲンの発現を試みた 変異させた 2種類の y153R. y153Aのcell
lineでは，細胞内にAα，Bs， y ~.iiの 3 本のポリペプチドは観察されたものの 7 イ
プリノゲンとして組み立てられたものはほとんど見られず，さらに培養液中には，
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Fig. 15 Weslern blol analysis of日brinogenin media (A and D) or CHO 
cell Iysates (8. C， E and F) that were transfected with mulanl or normal 

fibrinogen y-chain plasmid. The samples were subjected 108 % SDS-PAGE 

under nonreduced conditions (A， B and C) or 10 % SDS-PAGE ullder 
reduced conditions (D， E and F). After transfer to nilrocellulose 
membrane， blors were developed wilh a rabbil antihuman fibrinogen 

antibody (A， 8， D and E) or a rabbit antihuman 日brinogeny-ch創n

antibody (C and F) that reacts to nol only human fibrinogen y-chain‘bUI 

also to Bs-chain. The samples in each figure were 1; puri日edfibrinogen 

f rOrn normal control plasma， 2; AαIBs CHO cells. 3: yl53C・7，4: yl53C-

16， 5: yI53R-24. 6: yI53R-32. 7; yI53A-7， 8; y153A-I J. Fbg，日brinogen
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まったく分泌されていないことが判明した 一方，正常フイプリノゲンのcDNAであ

る yJ53Cをもっクローンでは，細胞内で7イプリノゲンが生成され，培養液中にも

分泌された したがって， M. JVは7イプリノゲン y鎖153残基のCysがArgに変異

したことに起因する7イブリノゲン欠損症であると確認した

血液凝固 線楢の分野では，アミノ酸置換によるJfn紫タンパクの欠損について，

すでに多くの報告がある M. JVと阿様の，CysからArgへの置換による欠乏症の例

としては，プロテインC18l，プロテインS19i，アンチトロンピンm201などですでに

報告がみられる その中で.Sugaharaらは，哨乳動物細胞由来の COS'7細胞による

プロテインC331Cys→ Argの発現実験を行い変異タンパクの分泌不良(正常対聞の

0.3%)を確認している79.801 今回作製した y153R.y153Aもともにリコンビナント

の7イプリノゲンの分泌訟は， y153Cの0.5%以下であり.Sugaharaらの結果と同様

であった

最近のSpraggonら351による7イプリノゲンDフラグメントの結品構造の解析や，

Yceらによる7イプリノゲンC末端のリコンビナント30kDの分チによる研究など691

から， y 153Cysは同一 y鎖上の182Cysとs-s結合していることが確かめられてい
る それらの研究によると，このs-s結合は7イプリノゲン分子のC末端側の構造を
維持する上できわめて重要な部位であることが推測される したがって， yJ53Cys 

が別のアミノ酸に変異したことにより s-s結合が形成されなくなり 7イプリノゲ
ンの立件4再造を大きく変えてしまうことは十分に考えられる.

ところが異常7イプリノゲンにおいては，1塩基世換によって新たにストップコ

ドンが生ずるなどにより ，正常の7イプリ ノゲンより も短い鎖が作られている例が

いくつか報告されている.例えば， 1つのnonsensemutatlOnによりAα 鎖(本来625

残基)が460番目のアミノ酸までしかないもの(Marburg)81I，Aα鎖がflameshifl

mutauonのために， 270番目までのもの (Otago)82I，453番固までのもの (Milano111) 

831 479番固までのもの (Lincoln)841， 547番固までのもの2例85.861などである

また， Bs鎖でもエクソン2がスキァプしてしまい，9-72番のアミノ酸を欠いたも

の (NewYork 1 )87)のI例などがある lVlarburg， Milano IIIにおいてはAα472Cysが

ないために，同じAα鎖上の442Cysと472Cysのs-s結合を欠き，そのため442 Cys 
は，血l築中のアルプミンと新たならS結合を生じている またNewYork 1において
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はBs65Cysを欠くことから.Bs 65CysとAα36Cysとの|聞のs-s結合が形成されてい
ない しかしこれらの異常7イプリノゲンは.S-S結合の欠落にもかかわらず，いず

れも肝細胞で生成された後，血液中に分泌きれている.また.Aα鎖251残基以後の

アミノ般を欠いたリコンビナント 7イプリノゲンも分泌されることが証明されてお

り88) これら y鎖C末端領域の権造興常の場合との差異は.Aα鎖のC末端仰lの構造

が比較的単純な立体構造をとっていることと関係があるものと考えられる
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第 2lJi 異常7イプリノゲン(FibrinogenMatsumoto IV)の紺i胞内における

動態解析

1 . Pulse-chase analysis 

[ 1 1緒 言

7イプリノゲン y鎖の153Cysを，ArEあるいはAlaに変異させたプラスミドを導入

し，発現させたCHO細胞の培養液中には，フイプリノゲンおよび7イプリノゲンの

分解物がまったく検出されなかったことから，Fibrinogen Matsumoto IV(M . IV)は，

この変興により引き起こされた7イプリノゲン欠損症であることは明らかとなっ

た しかし.¥Vestern blottingにより，細胞内には AαBs.y鎖のポリペプチドの存

在は認められたことから，細胞内で構造異常を認識する何らかのメカニズムが働い

て，ポリペプチドからフィプリ ノゲンへの組み立てが障害されてしまうのか，ある

いは組み立てられたとしても異常なタンパクとしてすみやかに分解されてしまい，

細胞外には分泌しないことが考えられた.

7イプリノゲンは，分子量 67kDa (A鎖).57 kDa (Bs鎖).47.5kDa(y鎖)の3種類

のポリペプチド鎖が2本ずつs-s結合した6本鎖により 1分子が形成されるという非

常に宇滋世な併造を しており ，細胞内での生成過程や動態はほとんど明らかにされて

いない.y153Cysの変異はs-s結合を欠くとういう 7イプリノゲンの立体構造にとっ

てドラマティックな構造変異をもたらことが示唆きれ，細胞内でのタンパクの折り

たたみ (folding)過程に影響を与え，細胞内輸送における異常，あるいは分解の充

進，分泌の低下などを招くものと考えられ， y鎖153Cys-18ZCysのs-s結合は，フィ

プリノゲンの細胞外への分泌にとってきわめて重要な部位であることが示された

そこでM. IVの3種類のポリペプチド鎖が，会合，結合 組み立て，輸送，分泌に

いたる過程においてどのような状態で存在するのかを観察し，ブイプリノゲン欠損

症を呈する機序を明かにするために， pulse-chase analysisを行った

[ 21材料および方法

1 )発現細胞の前処理

yI53C-14， y153R'Z'1、 y153A.10の3つのcelllineを選択し直径 6cmのディッ

シュにそれぞれ14枚ずつ，細胞がほぼディッシュいっぱいに嶋殖するまでmcdium3 
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で培養した 前日にG418とhistidinolを含まないmedium1に交換し， 16時間培養し

た

2) L'I35SIメチオニンによるラベリング(pulse)

細胞をPBSで2回洗浄した後，3 mLのmethionine'{reeDMEM (G1BCO'BRL)で 37"C

30分間インキユベーションした それぞれ9枚ずつのディッシュの培養液を除去

し， 1 mLの1.5MBq (40 ~C i ) L'I担SIメチオニンを含むmethionine-fr田 DMEMに交換

してから， 5% C02下で 37"C60分間インキュベーションした (60'pulse) 同様の

操作により，残りの5枚ずつのディッシュは， lmLの 2.2MBq (60μCi) L.j35SIメチ

オニンを含むmelhioninefree-DMEMに交換してから， 3分l:rlインキユベーションし

た(3'pulse). 

3 )ラベリングされた7イプリノゲンの追跡(chase) 

a)剥'{!J&!1Il出絃の作製および滞妥結の探収 Pulse後，ただちに各ディッシユを

PBSで2回洗i!(tし， 20mM Lメチオニンを含む DMEM1 mLを加えたー 60'pulseの場

合には 0，1， 2， 3， 4， 6， 8， 24時間後の各時点で，細胞および培菱液を採

取した 一方 3'pulseの場合には， 0， 5， 10. 20. 60分後の各時点で細胞を採

取した 細胞は，培養液を除去した後，60' pulseでは 1mL Trypsin'EDTAで剥がし

てから1.5mLのマイクロチュープへ採取し 5.000rpm 2分間違心した 冷PBSで2

回洗持した後， 120μLのlysisbuffer (1 % lGEPAL CA.630. 150 mM NaCl. 5 mM 

EDTA. 10 mM PMSP)を加えてピペッティングにより卜分に混和し，氷中に30分間

静世した 3・pulseでは， 500μLのlysisbufferを加えて，ただちにスクレーパーで

かき採って， 1.5 mLのマイクロチュープへ入れてピベッテイ ングにより十分に混和

し，氷中に30分間静置した.培養液は2.000rpm 5分間遠心L，上i青を用いた

b) lmmunoprecipitation 培養液および細胞内の7イプリノゲンを回収するた

めに，抗7イプリノゲン抗体によるlmmunopreClpltatlOnを行った 2.000 rpm 5分間

遠'L、した培養液，および氷中に30分間静置してから10.000rpm 5分間遠心した細胞

抽出液を， 100μLずつマイクロチュープへ係取した そこへ500倍希釈した抗7イ

プリノゲン抗体 (DAKO)を100μLずつ加えて様車lし， 4 "cで一晩静也した 形成さ

れた 7イブリノゲンの抗原 抗体沈降物を回収するために，200μLのproteinA

SepharoseをJJUえて， 37"Cで30分間投祥L，抗原 ー抗体 protein A -Sepharosc 
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complexを形成させた 0.05% IGEPAL Ck630を加えた PBSで3回洗浄した後，

30μLの非還元用の SDS'PAGEsample buffer (2MEー)に溶解した.また， 60句 pulse

ではそれぞれ3時間chaseの細胞内のものについて， 3 'pulseでは全サンプルについ

て，還元用 samplebuffer (2ME+)にも溶解した

c) 7イプリノグンの確認 6時間chaseの時点で，もう 1;枚のディッシュから問

機にして培養液と細胞抽出液を採取し，そのiVV μしずつに過剰の7イプリノゲン

(90同)を添加した.その後 lmmun叩 recipitationを行って，細胞内で生成された7イ

プリノゲンと，添加した7イプリンとの聞で抗原 抗体反応を競合させ，添加した

フイプリノゲンによる阻害の有畳により抗フィプリ ノゲン抗体の特異性を観察し

た.

d) SDS.PAGEによる分離 . サンプJレは5分間煮沸した後， 4 -1 2%のグラジエ

ントポリアクリ Jレアミドゲlレを用いて泳動した 分子量サイズマーカー，または正

常の血祭から得た精製フイプリノゲン(還元 非還元)を同時に泳動L，Coomassie 

Blue R.250による染色 固定を行った

c) Radioactivity の指定出， タンパク染色後のゲjレをゲJレドライヤーでフィルム

状に乾燥した後，Fujix Bio'lmaging Analyzer BAS 1500 System (Fuji Photo Film)に

より，タンパク中に取り込まれた [35S[のradioactivityを検出した.

[ 3) 結 果

J) 60・pulsc

(l) yl53Cの細胞内には，分子量 340.288.234.195.180kDaのバンドが検出さ

れたが， Aa， Bs. y鎖は観察されなかった また， y153Cの培養液には， 0から24

時間へ時間の経過とともに濃くなっていく，分子量340kDaのバンドが認められた

(Fig. 16'A) 

( 2) Immunopre口pitationの反応特異性を確認するために，正常血殺から精製した

7イプリノゲンを過剰に加えて，抗原 抗体反応を阻害させたところ， y 153Cの

340. 288. 234 kDaのバンドは消失したことから，これらのバンドは，7イプリノゲ

ン由来のタンパクであることは明らかであった (Fig.16.A Inh). 

(3) y153R， yl53Aの細胞内には，分子盆340.288. 234 kDaの7イプリノゲン
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由来のパンドは認められなかった しかし泳動原点には， y153Cの細胞内よりも波

いバンドが残っていた 一方，府養液にはバンドは観祭きれず，まったく分泌され

ていないことが確認できた (Fig.16.B) 

(4 )還元干で泳動したパターンでは， y153Cの340. 288. 234 kDaのバンドは消

失し， 精製7イプリノゲンのAα，Bs， y鎖と同じ位世にバンドがみられた また

フィプリノゲン由来のバン ドが認められなかったy153R，y153Aの納l胞内にも，

Aα， Bs， y封iと同じ位置と 190kDa付近にバンドが出現した (Fig.17) 

( 5 )細胞内に認められる， 39 kDa付近のバンドは， y153Cよりも y153R，y153A 

の場合のほうが濃かった.しかし，これらは過剰に添加した7イプリノゲンによる

阻害は受けなかった(Fig.16.A 1nh) 

2) 3. pulsc (Fig. 18) 

(J)非還元下では， y153Cの細胞内には，10分後から340，234， 56.39 kDaのバ

ンドが出現1.-， 60分に向かつて次第に濃くなっていた y153R. y153Aには56.39 

kDaおよび， y153Cより波い泳動原点のパンドが観察された.

(2 )還元下の5-60分では， y153Cの細胞内では， Aα，Bs， y鎖および 234，39 

kDaのバンドが認められた. y153R， y153Aでは， Aα Bs鎖および234，39 kDa 

のバンドが認められたが，y鎖はわずかに認められる程度であった いずれも 0分で

はy鎖と同じ位置に l本と.Aα， Bs鎖より高分子側に 2本のバンドが観察された

しかし，非辺元の場合にみられた旅動原点のil!いバンドは，すべてのレーンで消失

していた

2 .メッセンジャー RNA誌の半定量的RT.PCR法による確認

1 )緒 言

Pulsc.chaseの結来， y153R， y153Aの細胞内にはフィプリノゲンAαBs鎖は y153

Cとほぼ同程度存在していたが， y鎖はよく観察できなかった。そのために y鎖の発

現畳を調べるひとつの方法として，半定量的RT-PCRを行なった 各celllineからRN

Aを抽出し，濃度一定にした希釈系列を作成した それらを逆転写反応によりcDNA

とし y鎖と，対照としてすべての細胞に普遍的に発現されているglyceraldehyde

phosphate dehydrogcnase (GAPDH)のPCRを行ない，産物の生成誌を比較した89.90)
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cells. The cells were pulse-Iabeled for t hour with [35S] -mcthionine and 
cbased for thrce hours with an excess of unlabeled mcthionIne. The 
recombinant fibrinogen andJor 3 polypeptides of fibrinogen were tben 
immunoprecipitated from the cell lysates or the condilioned media with a 
rabbit antihuman fibrinogen antibody and prote叩 A-Scpharose.The 
immunoprecipitates were subjected to eleclrophoresis 00 4% 10 12% 
gradient SDS-PAGE under nonreducing and reducing conditions and 
autoradiography. 1: y153C-14medium， 2: yl53C-14celllys3le， 
3: y153R-24 celllysate 
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Fig. 18 Analysis of pulse-Iabeled fibrinogen in the transfected CHO 

cells. The cells were pulse-Iabeled for 3 miDL 

and chased for the indi悶ca副tedperiods wilh an excess of unlabeled 
mC出1凶。印m山川Ir叩n】陪e.The immu叩no叩pr陀ec口'p戸』山国凶t同esfrom the celllysa剖【阻eswere s叫u向刈h凶JeCI【ed10 
elec目trop由hor問es釦ison 4 % I回。 lロ2% gradient SDS-PAGE under nonreducing or 
reducing cond山onsand autoradiography 
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2 )方法

Au/Bβ y153C14， y153C'8， y153R'24， y153A'10の各ccl1lineから， Isogen LS 

を用いてRNAを抽出した.まず細胞をTrypsin'EDTAではがし，滅菌PBSで洗ゆ後，

4μL 2メルカプトエタノ-)レ， 60μL2 M酢酸ナトリウム pH4，0， 500μL lsogen 

LS， 200μLクロロホルム イソアミ jレアルコールを加えて混和し，氷冷した そこ

にlμLグリコーゲン，600 μLイソプロパノ-)レを加えてー20'Cに 1時間以上置い

て， RNAを回収した 得られたRNAは260nmで濃度を測定し， 500， 200， 100， 

50， 25， J 0 ngl件となるように希釈した その10f止に， 0，2μM oligo dTプライマ

10 mM dithiothreitol， 0，5μL M-Moloney's murine leukemia virus reverse 

transcriptasc (M.MLV RTase， GlBCO BRL)を加えて，水で20μLにしてから42'C60 

分間Jt置いて逆転写反応させ， cDNAにした このcDNA1μLを鋳型としてyiJ¥エクソ

ンVIII，IX， Xを含む領域の494趨基をPCRで増幅した.同様にして反応させた452

i孟基のGAPDHの産物とともに 2%アガロースゲJレで電気泳動L，濃度を比較した

プライマーの腐基配列は， y iJi lorward : 5"ATGAGTTGGTCCTTGCACCC'3・，

reverse 5'.AAG GT TCCTGGCACTGTGCTT'3'， GAPDH lorward 5'ACCA 

CAGTCCATGCCATCAC'3'， rcversc: 5"TCCACCACCCTGTTGATGTA-3'であ

る 反応は， y鎖では96'C5分のあと， 94'C 1分. 54分 l分，72'C 1分を25サイ

クJレ， GAPDHでは96'C5分のあと， 94'C 1分， 62'C 1分， 72'C 1分を25サイクル

行なった 産物は 2%アガロースゲルで電気泳動L，エチジウムブロマイドにより

染色した

3 )紡*

7イプリノゲン y鎖， GAPDHともに， RNAì~度10 nglμLまでPCR産物がバンドと

して確認できた y鎖， GAPDHともにRNA波1Iが低下していくのに伴って，バンド

は簿くなったが，その程度はGAPDHのほうが大きかった また同一濃度の中では各

クローン聞のバンドの設さには大きな差は認められなかった これらの結果から，

Aα/Bs， yI53C'14， yJ53C.8， y153R.24， yJ53A'10の各ccllIi neのmRNA量に大き

な差はないものと推定した (Fig，19) 
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Fig.19 Semiquantitative RT-PCR analysis ofy-chain mRNA exprcssion 
in cel1 lincs. lncreasin呂amQunlsof lotal input RNA (50， 25 and 10日g)
from transfected CHO ce!! lincs (yI53C-14 and -8， yI53R-24. yl53A-IO) 
were reverse transcribed and amplified for 25 cycles. The PCR producls for 
lhe y-chain (492 bp) and GAPDH primcrs (452 bp) werc visua!ized by 
cthidium bromide staining with 2 % agarose gels. The samples in figure 
were 1; AαIBs CHO ce!!s， 2; yI53C-14， 3; yI53C-8， 4; y153R-24 
5; yl53A-!O 
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3.考祭

あるI血柴タンパクが血液中に存在しない，いわゆる欠損症を招く原因として，そ

のタンパクを生成する細胞内での生成不良，分解の充進，細胞内輸送の異常，分泌

段階での異常などのほか，分泌はされるものの，血液中において速やかに破壊され

ることなどカす考えられる Fibrinogen Ma臼umotoIVは，フ ィプリ ノゲン y;11をコー

ドしている 1233個のヌクレオシドのただひとつの塩基がTからCに置換したことに

より，細胞外には分泌されないことが， ELlSA法やWcsternblottinngおよびそれらよ

りもはるかに高感度な検出法である日dioactivityを用いた方法でも確認された ま

た， 135S1を用いたpulse-chaseanalysisの結果から， y鎖153CysがArg. Alaに変異し

た場合には，細胞内で7イプリノゲンが形成されないことが明かであったー CHO細

胞内の y鎖のmRNAiirは，いずれのcellline においても同程度存在していることは，

RT-PCR法により確認した これらのことから，変異y鎖は非常に不安定で，この異

常ベプチドの分解が充進しているか，あるいは yjJjの利用が進まないことから何ら

かの機序で， Aα鎖， Bs鎖よりも生成がゆっくりであることが考えられた さらに，

y153R. y153Aの細胞内7イプリノゲンの泳動結果では，非還元下では大量にあっ

た泳動原点の濃いバンドが，還元下ではほとんど消失し，それに代わって， y153C 

より少ない量のAα Bs鎖，およびy鎖が観察された (Fig.17， 18) このことは，

y153R， y153Aの細胞内において生成されたAα，Bs， yのポリペプチド鎖は，非常

に商分チの異常結合物として存在しており，泳動原点の浪いバンドはこれらの結合

物であることが考えられた また，細胞抽出液において，正常7イプリノゲンの過

剰添加による抗原 抗体反応の阻害によっても残る約195kDaのバンド，あるいは

還元した後も存在する約234kDaのバンドが認められたが，これらについては現時

点では解明できておらず，分子シヤベロンの可能性も含めて， 今後さらに追及して

いく予定である.

7イプリノゲンは3種類のポリペプチドが2本ずつ会合し， 6本鋭からなる 2量

体の非常に複雑な構造をしており，細胞内での生成過程は現在まだ十分には解明さ

れていない しかし， Yuらによる最近の研究91.92)では，細胞内に生成されたBs鎖

はAα.y jJlより少ikしか存在せず， 7イブリノゲンとして組み立てられていく速度

はBs鎖の生成速度に依存するとされている この場合，新たに作られたBsjJlにより
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AαーBs，Bs-yが形成され，そこにそれぞれ yとAαがs-s結合して，Aα-Bs-y， 
AαBs-yとなり，それらが最終的に 2組ずつ結合した6本鎖の成熟した7イプリノ

ゲンとなるとしている 一方.Huangら93)は，まずAα-yとBs-yが形成されてか

ら，そこにそれぞれBsとAαが結合して成熟した7イプリノゲンとなるとしており，

いまのところ一致した見解には至っていないのが現状である 私が行なったpulse

chase analysisの実験結巣では，Yuらの仮説である AαーBsは， y153R， y153A， 

CHO . Aa/BsのcellIineには認められなかった また，y153R， y153Aのcelllineに

生成された y鎖は異常な構造により速やかに分解されるために.Huangらの仮説で

あるAαyとBs-yはこの二つのcelllineには認められなかったものと考えられ，した

がってHuangらの説を支持できるものであった

Fbgrinogen Matsumoto IVは， 一塩基置換により y鎖153Cysと182Cysの問のs-s結
合が失われ，y鎖に著しい三次元締造の異常をもたらすものであった 今回確立し

たcelllincは， これと同じ構造異常をもっ7イプリノゲンを生成するものであり，正

常なフ イプリノゲン分子の生成 組み立て 輸送 ー分泌のメカニズムを解明してい

くうえで，多くの情報を得ることができる有用な手段となるものと考えている
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総括

7イプリノゲンは，タンパクとしては71レプミンについで古くから知られてお

り，血築中濃度が比較的高いことから，現在までにその性状，機能，構造などにつ

いて数多く解析がなされてきた また，血築中で溶解している 7イプリノゲンは，

複雑な曲l液凝固機序の作用により重合が開始され，やがて7イプリン網を形成して

目に見える凝集物となる，非常にユニークな機能をもっタンパクである

私は， 1992年から1996年までの5年間に，日常検査で測定された機能的測定法に

よる 7 イプリノゲン i~度と，免疫法で測定された~度との附に誰離を示した 3 例

と， 二法による測定値がともに低他を示した l例を見い出した 測定値の議離から

7イプリノゲン異常症が疑われた3例について，機能解析および遺伝子解析を行

なったところ塩基i~換に起因する l アミノ酸置換による異常続であることを確

認したので.Fibrinogen Matsumoto 1， 11， 日!と命名したーまた測定値がともに低値

であることから欠損症の可能性を示した l例について，遺伝子解析を行なったとこ

ろ?細胞内における生成 分泌の異常が示唆されたことから，異常7イプリノゲン

を発現させて欠損を招く原因を検討した その結果，細胞内における7イプリノゲ

ンの生成』閥均鴻認できたので，FIbr1mg印刷出umotoIVと命名した

本論の第 1'章では 7イプリノゲンの構造と機能，および異常7イプリノゲンに

ついて述べた また，これらの4例の研究ならびに実験に用いたタンパク解析と遺

伝子解析のための検査法について，具体的に記述した タンパク解析には，まず血

液凝固検査として，プロトロンピン時間，活性化部分トロンポプラスチン時間，機

能的測定法および免疫法による7イプリノゲンの定量を行なった またSDS-PAGE

とWestcrnblottingによりAα， Bs， yの3本鎖の分子量を観察した 機能検査とし

ては， トロンピンによる7イプリノペプチ ドAおよびBの放出能と， 7イプリンの重

合反応の過程を観察するためにthrombin-catalysisfibrin polymerization (TCFP)試験

を実施した また遺伝子解析では7イプリノゲンをコードしているAα，Bs， yの3

本鎖の全エクソン，イントロンおよび，エクソンイントロン接合部のシークエンス

を行なった その結果， 4例ともに l塩基笹換の可能性が認められたことから，そ

れぞれの塩基置換部位を含むDNA断片をPCRにより地幅L-， その産物について

-65-



MatsumoLO 1とnについてはサプクローニングL， Matsumoto 111とIVについては制限
酵素処理して極基置換を確認したので，それらの手法についても述べた

第2帝では，Fibrinogcn MalSUmOLO 1. 11， IIIについて，各解析法により待られた
結果を示し，flIi造異常の部位と機能異常の程度あるいはタイプについて考察した

Fibl川ogenIvlatsumOLO 1は y鎖364番アミノ般がAsp(GTA)からH目 (CTA)に笹換

していた y鎖361番アミノ酸は，フィプリノゲン分干のC末端側のDdoma川と呼ば
れる領域に位置しているが， トロンピンの作用により FPAがJj<<出されたあとに， E 
domainと呼ばれるN末端側に露呈される重合基との結合に中'L、的な役割を来たすき

わめて重要な部位である したがって，このアミノ酸の変異は7イプリン重合反応、

の初期段階であるD-E結合を障害するものであり， TCFP試験においてlagtimcの延

長が認められた.さらに1mrvlのカルシウムイオン添加によるTCFP試験でも，フィ

プリンのlatcralag即時atlQnが順調に進まないことを反映して，著しいill合速度の低
下が観客きされた

Fibrinogcn MatsullloLO IIは，y鎖308番アミノ僚が，Asn (AA T )からLys(AAG)に
置換していた y島'i308番アミノ殴近傍の318-324残基はカルシウム;苛税朝日性結合部
位とされている カjレシウムは7イプリンの立体機造を維持することにより 7イ

プリンの重合反応を促進する機能をもっていると考えられているが，生f理的設度で
ある 1.0mMのカルシウムイオンの存在下におけるTCFP試験では， Fibrinogen 

Matsumoto 11の重合反応の異常は軽度であった

Fibrinogen lvlatsumoto IIIは，y Ij¥Z75番アミノ取が，Cys (CGC)からArg(TGC)に

殴換していた 7イプリノゲン呉'品症のうち y鎖275番アミノ酸の変異はもっとも

市頻度にみられるが，いずれも著しい重合障害が報告されている これは， y鎖275

残基が7イプリン重合反応におけるprotofibrilの形成に重要な機能をもっ部l立であ
り，この残基の変異がD-D結合を障害し， protofibrilの形成を遅らせることから，重
合反応Il日始までのlagtimeが著しく延長するものと#えられた しかし， Fibrinogcn 

tvlatsulJloLO IIIは lに比べ，lag timeが長いにもかかわらず重合迷度は大きかった こ
の結果から 7イプリンのD-E結合部位，とりわけDdomain側の結合部位であるy鎖

364番アミノ殿近傍は 7イプリンのlateralaggrcgationに必須の重要な術造を有し

ていることが強く示唆された
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第3章では.Fibrinogen Matsumoto IVについて.DNA上の変異部位の解析と，欠

損症となる原因について検討した.Fibrinogen Matsumoto IVは.y鎖153番アミノ酸

が.Cys (TGT)からArg(CGT)に世換していた.この変異は.Y鎖153Cysと同じ y

鎖上の182Cysとの附のs-s結合が形成されないことを示しており Y鎖は著しい三次
構造の変化を伴うことが推察された この構造異常が欠損を招く原因となるのか明

らかにするために，正常 y鎖cDNAをもっプラスミドから.Y鎖153CysがFibrinogen

Matsumoto IVと同じ変異であるArgと，別のアミノ酸であるAlaに変化するような変

異プラスミ ドを作製した これらを正'品Aα鎖.B併li!!を産生している哨乳動物卵巣純i

胞由来のCHO細胞に導入し培養した (y153R.y153A). また，対照として，正常 y鎖

を発現するプラλミドについても同様にCHO細胞に導入した(y153C).それらの細胞

内および培養液中に分泌されたフイプリノゲン浪度の測定と.Western blottingによ

る観祭を行った その結巣.Y 153Rあるいは Y153Aのcelllineの培養液からは. 7 

イプリノゲンおよびその分解物は証明できなかった すなわち細胞からは分泌され

ないことが確認できた.また y153Rと yl53Aの細胞抽出液中の7イプリノゲンは，

波!主としては y153Cの10%以下であり.Western blottingによる観察では3種のポリ

ベプチドはあるものの 7イプリ ノゲンは観察されなかった。またこの変異をもっ

異常7イプリノゲンの細胞内における状態をpulse'chaseanalysisを用いて解析した

ところ，細胞内には7イプリノゲンは存在していないことが判明した したがっ

て.Fibrinogen Matsumoto IVは.17ミノ酸置換をもっ y鎖が原因である7イプリ

ノゲン生成異常に起因する7イプリノゲン欠領症であることを確認した

現在までの，凝悶関連因子あるいは他の血液中のタ ンパクに関する機能奥常，欠

損症の報告をみても，どのよう な構造異常が機能障害を示すことになるのか，ある

いはタンパクの欠乏を招くことになるのか，そのメカニズムは明らかにされてはい

ないものが多い。しかし 7イプリノゲンのような複雑なペプチ ドから構成される

タンパクの細胞内での組み立て，輸送，分d、にと って，三次元の立体械造が重要な

役割jを有していると考えられる 今回私が確立したcelllineが，今後の研究に多いに

役立つものと期待している
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