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論文内容の要旨

血液の凝固反応は第 xm因子(ハーゲマン因子)の活性化を発端に連続的な酵素反応の後，・第 X 皿因

子(プロトランスグルタミナーゼ)の活性化およびブイプリンクロットの生成を伴いつつ，最終的には

活性xm因子によるフィプリン分子聞での ε-(r-glutamyl) -lysine 結合の形成 (yーダイマーおよび、α

ーポリマーの生成)，即ち分子間架橋によるフィブリンクロットの安定化で終結する。

この X 田因子の活性化には，スロンピンおよび Ca2 が必須で、あるが，その機作については，最近ま

でほとんど不明であった。一方フィブリノーゲンについては，数多くの研究者がプラスミンによるプ

ロテアーゼ分解を活用してその構造解析を進めつつあるが，この蛋白質の重要な機能であるフィブリ

ンクロットおよびクロスリンク形成に関与するサブユニット鎖 (Aa， Bβ~ y) の役割については，まだ

まだ未知な点が多かった。本研究は，この二つの課題を蛋白化学的に検討したものである。 x 皿因子

の活性化の研究に当っては，ウシ血衆より高木等の精製法に若干の改良を加えて分離した高純度標品

を用いた。またフィブリノーゲンは Blombäck 法に従い精製した後， リジンーセブアローズにより爽

雑するプラスミノーゲンを完全に除去した標品を用いた。

1 ，第 X 皿因子の活性化について

xm因子のスロンピンによる活性化の際，分子量約4 ， 000の“活性化ペプチド"が前駆体蛋白から遊

離される。この“活性化ペプチド"を単離し，そのアミノ酸配列を決定した。構造研究に当っては，

“活性化ペプチド"を常法に従いプロテアーゼで断片化し，各断片のアミノ酸配列をダンシル-Edman

法および酵素法により分析した。また本ペプチドの N末端はダンシルクロリドに対して未反応性のも

のであったが，アシルアミノ酸遊離酵素むよびヒドラジン分解などで N-アセチルアミノ酸であるこ
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とを確認し，最終的に以下の全アミノ酸配列を解明した。
5 10 15 

N-Ac-Sらr-Glu-Ser-Ser-Gly-Thr-Ala-Phe-Gly-Gly-Arg-Arg-Ala-Ile-Pro-Pro-
20 25 30 

Asn-Thr-Ser-AsnーAla-Ala-GI u-Asp-Asp-Pro-Pro-Thr-Val-Glu-Leu-Gln-Gly-Leu一
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Val-Pro-Arg-� 

次にスロンピンによる xm因子の活性化前後における末端アミノ酸の変化を調べた。そのためには，

X 皿因子のサブユニット鎖を分別する必要があったので， SDS 存在下のヒドロキシルアパタイトカ

ラムによる分別法を新たに考案し，活性化に判う末端の変化を検討した。その結果，スロンピンによ

る活性化の前後において， a 鎖の C末端 (Met) , b 鎖の N末端 (Glu(GIn) )およびC末端(百lr) には何ら

の変化は認められなかったが， a 鎖の N末端において， Ac-Ser から Gly への変化が認められた。こ
37 38 

れらの事実より活性化ペプチドは a 鎖の N末部分に位置し，スロンピンによる -Arg-Gly-結合の限

定水解によって前駆体から遊離されることが明らかになった。

11 ，フィブリノーゲンの限定水解について

フィプリノーゲンに基質特異性の異なる種種のプロテアーゼを作用させ，経時的にそのフィプリン

形成能，クロスリンク形成能および各サプユニット鎖の分解状況を調べた。その結果，起源の異なる

各種プロテアーゼによる生のフィブリノーゲン (Aα 2-Bß2一九〕の各サフユニット鎖の断片化は，常に

Aα→B舟→Y の順に進行することが分った。一方変性フィブリノーゲンの断片化は生の場合と異なり，

各鎖がランダムに崩壊された。この Aa-→Bβ→ Y という断片化は各鎖の分子内配置に基因したものと

考えられる。プロテアーゼの水解初期において Aα 鎖のみがわずか数ヶ所切断されると，フィブリノ

ーゲンの凝固能は急激に減少し，生ずるクロットも非常に軟弱な異常クロットであった。微生物由来

の数種のプロテアーゼを用いた時，その基質特異性が異なるにも拘らず， Aα 鎖からは常に Aα ー 1 (M 

W, 46 ， 000) および Aα ー2 (M W, 30 ， 000) の断片が認められ，凝固能の著しい低下とともに α-鎖聞

にわけーるクロスリンク形成能の消失が認められた。この際，両断片ともその N末端は母体蛋白 Aα 鎖

の Glu と一致し，かつフィブリノペプチドを保持していた。従って， Aα 鎖の C末部分は限定プロテ

アーゼ分解を受けやすく，その部分から Aα ー1と Aα.....2 が生成することが示唆される。

以上の事実より，フィブリノーゲン分子の表面には Aα が配置されて，その内側に Bβ およびY鎖

が位置されていると考えられる。また， Aα 鎖には微生物プロテアーゼによって水解され易い，構造

的にルーズな領域の存在が示唆される。更にこの Aα 鎖はクロット形成には極めて重要な役目を果し

ており，その C末部分にはクロスリンク形成に関与する部分の存在が強く示唆された。

論文の審査結果の要旨

血液凝固の際には，凝固系第 H 因子すなわちトロンピンによってフィブリノーゲンからフィプリンへ

と変換したのち，生成したフィプリンゲルが凝固系第 X 皿因子の作用をうけることによって cross-

link されたフィプリン塊を形成して，血液凝固の終結をみる。第 X 皿因子は血中では不活性の前駆体
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として存在し，プロトロンピンがトロンピンに活性化されるとこのトロンピンによって第 XIII 因子も

活性化され， トランスグルタミナーゼ作用をもつようになり，その際活性化にともなってペプチドの

遊離がおきる。すなわちトロンピンはフィブリノーゲンーフィプリン変換をむこす作用と第 X 皿因子

の活性化を行う 2 つの作用をもつことになる。

中村はウシ血液の第 X 皿因子がトロンピンで活性化をうけるときの活性化ペプチドを分離し，それ

がNーアセチルセリンをアミノ末端とする37個のアミノ酸からなるものであることを決定した。たま

たま外国においても同時にヒトのものについて行われ，ほぼ同時に発表されたので，両者の比較がで

き，ヒトとウシとでは 5 個のアミノ酸の入れ替りがあり，かつヒトのものではアミノ酸 1 残基の欠け

ていることが分った。

また中村はウシのフィプリノーゲンに種々のプロティナーゼを働かせ，そのときの切断される様子

からフィブリノーゲンの構造のあらましの姿をさぐろうとし， Aα 鎖のフィブリノペプチド A部分の

全部をふくむペプチドが遊離されると，フィプリンへの変換のむきにくいことをはじめ，カルボキシル

末端部では一般にα 鎖， β 鎖， y 鎖の順にプロティナーゼで分解され， α 鎖がもっとも外側に y 鎖が

もっとも内側に位置すると推定した。このことは血中におけるフイプリノーゲンの代謝回転や血管で

のいわゆるパラコアグレーション(消費性凝固障害)などを考えるときのよい参考になろう。

以上の研究は血液凝固における 2-3 の問題で重要な知見を与えた。よって本論文は理学博士の学

位論文として十分の価値があるものと認める。
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