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㊦㏄eived　D㏄ember　3，1992；a㏄epted　January　18，1993）

　Abstract：An　aperture　has　been　observed　in　the　central　canal　at　the　filum　terminale　in　some

lower　vertebrates　and　some　mammals　but　not　in　the　human．　We　examined　8　human　spinal　cords　and　2

macaque　monkey　spinal　cords　and　detected　a　caudal　aperture　in　both　human　and　monkey　filum

terminale．　The　ependymal　lining　of　the　human　terminal　ventricle　was　fo岨d　to　begin　dir㏄t　contact

dorsally　with　the　pia　Inater　at　12．8±5．3　mm　caudal　from　the　most　cranial　root　of　the　5th　sacral　nerve

（S5）．　In　the　human　spinal　cords　the　central　canal　was　found　to　open　into　pia・arachnoid　space　at　about

16．5±5．O　mm　caudal　from　S5．　Typical　size　of　the　caudal　aperture　was　about　150μm　long×130μm

wide．　In　the　monkey　filum　terminale　the　caudal　aperture　appeared　at　about　45　mm　caudal　from　S5．

The　opening　was　about　100μm　long×65μm　wide．　The　cytoplasmic　pr㏄ess　of　the　pial　fibroblast　was

contiguous　to　the　ependymal　Cell　at　the　site　of　opening．

　Key　words：ventriculus　terminalis，　fine　structure，　cerebrospinal　fluid，　human，　monkey

Introduction

　Petromyzon　and　other　species　of　lower　verte．

brates　have　long　been　known　to　have　a　caudal

opening　through　which　the　central　canal　commu・

nicates　with　the　subarachnoid　space（Retzius，

1895；Kolmer，1921）．　More　recently，　by　light

microscopy，　the　rhesus　monkey　and　other　mam・

mals　have　been　found　to　have　an　opening　in　the

filum　terminale（Wisl㏄ki　et　ai．1956），　and　by

electron　microscopy，　the　rabbit，　rat，　and　guinea

pig（Nakayama　1976）．

　In　the　human，　after　the　terminal　ventricle　was

defined　by　Krause（1875），　many　opinions　were

expressed　concerning　an　opening　from　the　central

canal　into　subarachnoid　space（Kramer，1918；

Streter，1919）．　There　was　general　agreement　on

the　location　of　the　terminal　ventricle　in　the　filum

terminale　and　on　its　contact　with　the　pia　mater，

but　disagreement　as　to　the　opening．　It　was　diffi・

cu】t　to　obtain　a　samp】e　in　good　condition　free　from

postomortem　changes，　and　many　researchers　con・

sidered　the　opening　an　artefact．

＊To　whom　rephnt　request　should　be　addressed．

　　For　the　present　observation　we　acquired　a

sample，　aong　others，　that　provides　a　possible

answer　to　the　question．　The　sample　was　fixed

within　10　minutes　after　cessation　of　circωation，

and　the　tissue　was　adequately　preserved　for　a

light　microscopic　examination．　As　it　was　still　not

apPropriate　for　electron　microscopy，　however，　we

chose　the　macaque　monkey　as　representative　of

primates　for　observation　of　the　caudal　aperture

under　the　electron　microscope．

Material　and　Methods

　　Eight　adult　cadavers，　male　and　female　included，

were　fixed　by　infusion　from　the　femoral　artery

with　20％formol　and　37．5％phenol　in　4，000　ml　of

75％ethanol．　Seven　of　these　cadavers　were　do・

nated　for　anatomical　dissection，　and　one，　case　7，

was　volunteered　by　a　condemned　crim三nal．　Case　7

was　fixed　under　legal　authority　within　10　minutes

after　cessation　of　circulation．　Phenol　was　omitted

from　the　fixative．　The　conus　medullaris　was　cut

at　S5，　according　to　Kopsch（1930）and　Crosby　et　aL

（1962）．From　7　cadavers，　filum　terminale　together

with　the　conus　medullaris　was　dissected　out　and

cut　into　l　cm　lengths．　These　were　dehydrated　and
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embedded　in　paraffin，　keeping　the　original　order

and　orientation．　All　pieces　were　cut　into　serial

sections　6μm　thick，　stuck　on　glass　slides，　deparaf・

fined，　hematoxylin－eosin　stained　and　examined

under　a　light　microscope．　Case　7　filum　terminale

with　conus　medullaris　was　dehydrated　in　toto　and

embedded　in　celloidin，　then　cut　into　serial　section

25μmthick，　stained　with　hematoxylin　and　eosin，

and　examined　under　a　light　microscope．　Images　of

central　canal，　terminal　ventricle　and　pia　mater

were　reconstructed　using　a　computer（NEC　9801）

operated　with　a　three・dimensional　analyze　system

（01ympus　OZ）．

Two　Japanese　monkeys（1協α6αcαルsc吻，7．8㎏，

male　and　13．5㎏，　male）were　anesthetized　by

combined　administrations　of　ketamine（20　mg／㎏，

subcutaneously）and　pentobarbital（25　mg／kg，

intraperitoneally）．　The　animals　were　fixed　by

pel壬usion　with　1，000　ml　of　2％glutalaldehyde　and

2％paraformaldehyde　in　O．1　M　cacodylate　buffer

（pH　7．4），　and　kept　in　10％neutral　formoL　The

spinal　cord　with　filum　terminale　was　removed

from　the　vertebral　column　at　the　level　of　the　5th

sacral　nerve．　The　filum　terminale　t㎎ether　with

the　conus　medullaris　was　further　fixed　in　toto

with　1％aqueous　OsO4　at　4°C．It　was　then　cut　into

pieces　l　cm　long，　and　these　were　dehydrated　and

embedded　in　Epon　mixture，　in　original　order　and

orientation．　Thick　sections　were　cut　from　the

Epon　bl㏄ks，　stained　with　toluidine　blue，　and

observed　by　a　light　microscope．　Thin　sections

were　stained　with　uranyl　acetate　and　lead　citrate，

then　examined　with　a　Hitachi　electron　microscope

at　an　accelerating　voltage　of　75　kV．
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Diagrams　la　and　b，（a）Levels　and　crani㏄audal

　lengths　of　dir㏄t　contact　to　the　pia　mater　of　the

　terminal　ventricle（the　pial　covering）in　8　human

　spinal　cords．　Measurements　are　made　from　S5．

　Circles　indicate　levels　of　the　true　openings．　We

　did　not　examine　sections　more　caudal　from　the

　level　shown　by　the　arrow．　In　case　8，　the　central

　canal　was　found　to　be　almost　obliterated　at　the　S4

　1evel．　The　opening　was　not　fOund　in　cases　6　and　9．

　0））Schematical　features　of　sections　at　levels　of

the　openi㎎．　No　true　open輌ng　was　observed　in

　cases　6　and　8．

Fig．1．　Computer　reconstructed　images　of　two　human　spinal　cords．　A：Case　2．　An　image　reconstructed　by‘‘smoo也

　shading　program”from　29　serial　sections（6μm　thick）at　100μm　interval．　Bracket　shows　approximate　l㏄ation　of　B．

　B：Case　7．　An　image　r㏄onstructed　by‘‘constant　shading　program”from　47　serial　s㏄tions（25μm　thick）at　250μm

　intervaL　Arrowheads　indicate　the　levels　of　sections　shown　in　Figs．2to　5．　C，central　canal；TV，　terminal　ventricle；P，

　Pla　mater．

Fig．2．　Ught　micrograph　of　a　section　indicated　by　the　arrowhead　l　in　Fig．1B．　Central　canal（C）appears　as　a　small

　white　dot．　PC，pial　connective　tissue．　Bar，200μm．

Fig．3．　High　power　light　micrqgraph　of　a　s㏄tion　indicated　by　the　arrowhead　2　in　Fig．1B．　The　ependymal　cell　lining

　ends　at　the　sites　shown　by　small　arrows．　A　true　orifice　of　about　130μm（large　arrow）is　seen　to　communicate　with

　the　subarachnoid　space（SS）．　Bar，100μm．

Fig．4．　Light　micrograph，　at　the　same　magnification　as　Fig．3，0f　a　section　indicated　by　the　arrowhead　3　in　Fig．1B．

　The　central　canal（C）becomes　Y・shaped，　changing　into　the　terminal　ventricle，　and　the　ventricular　lumen　opens

　（arrow）into　the　subarachnoid　space（SS）．　P，　pia　mater；PC，pial　connective　tissue；Bar，100μm．

Fig．5．　Light　micrqgraph　of　a　section　indicated　by　the　arrowhead　4　in　Fig．1B，　The　Y・shaped　central　canal　still

　remains（arrows）．　The　main　lumen　of　the　central　canal（C）is　much　larger　than　that　in　Fig．2to　form　the　terminal

　ventricle．　Bar，．200μm．
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Results

H鰍α頑1蜘重eγ砿翻ε

　From　the　end　of　the　conus　medullaris，　the

central　canal　extends　dorsally　and　forms　the

terminal　ventrlcle．　In　our　speclmens　the　ventric－

ular　cavlty　shows　remarkable　variation　in　shape

and　size．　The　epndymal　cell　lining　of　the　termlnal

ventrlcle　was　found　to　begin　dorsal　contact　wlth
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the　pia　mater　at　about　12．8±5．3　mm　caudal　from

S5，　and　to　end　contact　at　distances　varying　from　35

mm　to　100　mm　or　more　from　S5．　The　true　opening

was　found　at　about　16．5±5．O　mm　caudal　from　S5

（Diagrams　la　and　b）．　The　opening，　or　caudal

aperture，　is　about　150μm　long　and　130μm　wide．

　　Computer　reconstructed　images　of　the　conus

medullaris，　filum　terminale，　and　central　canal　are

shown　in　Fig．1．　In　the　conus　medullaris　and　more

cranial　levels，　the　central　canal　is　oval　in　cross

section，　and　situated　in　the　center　of　the　spinal

cord（Figs．1and　2）．　In　more　caudal　levels，　it　is

wider　and　Y・shaped　as　it　comes　to　the　terminal

ventricle．　The　neural　elements　gradually　diminish

in　amount，　and　the　ependymai　lining　t皿ches　the

overlying　Pia　mater，　opening　eventually　into　the

pia・arachnoid　space（Figs．3，4and　6）．　The　ter・

minal　ventricle　occupies　the　greater　part　of　filum

terminale（Fig．5），　then　finally　disappears　as　the

ependymal　cells　separate　from　each　other　among

COnneCtive　tiSSUe　elementS．

M磁θッ∫iψM¢γ仇仇α1θ

　The　true　dorsal　opening　of　the　central　canal　into

subarachnoid　space，　without　the　pial　covering，

was　observed　at　about　45　mm　caudal　from　S5．　The

diameter　of　opening　was　about　65μm（Fig．7）．　The

filum　terminale　was　surrounded　with　fibroblasts

and　collagen　fibers，　but　at　the　opening，　ependymal

cells，　some　with　no　cilia，　turned　out　from　the

central　canal　and　connected　with　fibroblasts　in

the　pia　mater．　Figures　8a　and　b　show　a　fibroblast

on　a　common　basal　lamina　with　ependymal　cells．

Half　desmosome－like　densities　were　observed

along　the　basal　cell　membrane　of　the　fibroblast

（Fig．8b）．　Under　light　microscope，　the　central　canal

of　the　lower　spinal　cord　often　appeared　com・

pressed　and　obstructed（Fig．9）．　Under　the　electron

microscope，　however，　spaces　were　recognized

among　the　microvilli　and　cilia（Figs．10　and　11）．

Reissner’s　fiber　and　a　dense　material　similar　in

fine　structure　to　the　Reissner’s　fiber（asterisk　in

Fig．10）were　observed　in　the　central　cana1．

Discussion

　Kernohan（1924）regarded　the　communication
between　the　terminal　ventricle　and　the　subarach・

noid　space　in　human　samples　as　an　artefact．　After

him，　it　was　generally　accepted　that　in　the　human

the　central　canal　was　closed　and　the　cerebrospinal

fluid　hardly　flowed．　Bradbury　et　a1．（1964）found

that　an　Evans　blue　dye　injected　into　the　rabbit

lateral　ventricle　stained　not　only　the　central　canal

but　also　the　dorsal　subarachnoid　space　around　the

filum　terminale．　Wislocki　et　aL（1956）with　light

microscope　observed　the　aperture　of　the　central

canal　opening　into　the　meningeal　space　in　the

rhesus　monkey．　We　confirmed　this　observation

with　e1㏄tron　microscope．　In　addition，　our　obser・

vations　of　the　monkey　spinai　cord　clearly　showed

that　the　central層canal　ending　into　the　terminal

ventricle　was　not㏄cluded．

　　Nakayama（1976）was　the　first　to　have　demon・

strated　with　electron　microscope　the　caudal　open・

ing　of　the　central　canal　in　rodents．　The　monkey

causal　aperture　in　our　observations　is　very　similar

to　those　in　the　rat　observed　by　Nakayama（1976）．

Sharing　a　common　basal　lamina，　the　cytoplasmic

pr㏄ess　of　the　pial　fibroblast　is　contiguous　to　the

ependymal　cell　at　the　opening．　That　is，　meso・

dermal　and　ectodermal　cells　are　contiguous　to

each　other　on　a　common　basal　lamina．　The　human

caudal　aperture，　on　the　other　hand，　is　rather

similar　to　those　in　the　guinea　pig　which　opens

towards　the　pia　mater．

　　The　Reissner’s　fiber　and　the　dense　material

similar　to　it　that　we　observed　in　the　filum　ter－

minale　support　the　speculation　of　Sterba　et　al．

（1981）that　these　fibers，which　are　produced　in　the

subcommissural　organ（Gotow　and　Hashimoto，

1982；Nualart　et　aL，1991），　pass　unimpeded　down

the　cnetral　canal　in　the　monkey　spinal　cord．

　　In　this　study，　we　fortunately　observed　one

human　spinal　cord　which　was　very　suitable　for

light　microscopy　and　clearly　recognized　a　caudal

opening　in　the　central　canal．

　　It　is　known　that　ependymal　cells　lack　tight

junctions．　Macromo1㏄ular　tracers　such　as　horse・

radish　peroxidase　are　known　to　pass　through　the

zonulae　adherentes　and　gap　junctions　of　the

ependymal　layer（Brightman，1969；Ogata　et　al．，

1972）．It　is　possible　then，　that　the　cerebrospinal

fluid　flowing　caudally　in　the　central　canal　may

flow　out　not　only　through　the　site　of　direct　contact

with　the　pia　mater，　but　more　significantly

through　the　caudal　opening．

　　On　the　other　hand，　Oda　and　Nakanishi（1987）
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Flg　6　Another　sample（case　3）of　the　caudal　aperture（large　arrow）of　human　central　canal，11ght　mlcrograph　The

　ependymal　cell　lmlng　ends　at　the　sltes　shown　by　small　arrow　P，　pla　mater，　Bar，100μm

Flg　7　Llght　mlcrograph　of　a　1μm　cross－sectlon（stamed　wlth　toluldlne　blue）showlng　a　dorsal　openlng　of　the　monkey

　central　canal．　The　openlng　ls　about　65μm，　ln　wldth　Arrow　lndlcates　dorsal　dlrectlon　Clrcular　area　ls　enlarged　ln

　Flg　8　Bar，50μm．

Flg　8a．　Electron　mlcrograph　of　the　clrcular　area　ln　Flg．7E，　ependymal　cells，　F，　plal　flbroblast　Framed　area　ls

　shown　ln　Flg　8b　Bar，5μm．

Flg　8b　Hlgher　magnlflcatlon　of　the　framed　part　ln　Flg　8a　Tlp　of　the　flbroblast（F）ramlfles　and　ls　contlguous　wlth

　ependymal　cells（E）These　cells　share　a　common　basal　lamlna（b1）Half　desnlosome　llke　dense　patches（arrows）are

　observed　on　the　flbroblast　plasma　membrane　faclng　the　basal　lamlna　Bar，1μm．
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Flg　g　Llght　mlcrograph　of　a　1μm　thlck　cross　sectlon　stalned　wlth　toluldlne　blue　showmg　a　lower　portlon　of

　　the　central　canal　ln　a　monkey　conus　medullarls　The　central　canal　looks　partly　compressed　and　obstructed

　Atlny　spot，　seemlngly　a　sectlon　of　the　Relssner’s　flber（R）1s　seen　Bar，50μm

Flg　10　Electrom　mlcrograph　of　a　thln　sectlon　adjacent　to　the　sectlon　ln　Flg　9　Dense　materlal（＊）fllls　the

　bottom　of　the　dorsal　half　of　the　compressed　central　canal　Thls　materlal　ls　slmllar　ln　flne　structure　to　the

　　Relssner’s　flber（R）Framed　area　ls　enlarged　ln　Flg　l　l　Bar，5μm

Flg　11．　Hlgher　power　observatlon　of　the　framed　part　m　Flg　10　The　compressed　central　canal　ls　not

　obstructed　but　retams　cerebrosplnal　fluld　spaces　among　cllla　and　mlcrovllll（open　arrows）Bar，2μm
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suggested　that　in　the　mouse　the　membranous　roof

of　the　fourth　ventricle　would　permit　passage　of　the

cerebrospinal　fluid　containing　macromol㏄ules　via

the　ependymal　cell　clefts，　implying　that　the　fora・

men　of　Magendie　would　be　not　an　anatomical

aperture　but　a　functional　channel　for　the　outflow

of　the　cerebrospinal　fluid．　In　any　case　the　caudal

aperture　looks　like　those　of　Magendie　and　of

I∠uschka　of　the　fourth　ventricle，　and　apPears　a

secondary　opening，　not　a　direct　descendant　of　the

　　　　　　　　

posterlor　neuropore．
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Placental　Anticoagulant　Proteins：Isolation　and　Comparative　Characterization　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Four　Members　of　the　Lipocortin　Family†

Jonathan　F．　Tait，‡・§Mitsuhiko　Sakata，‡Brad　A．　McMullen，‡Carol　H．　Miao，‡Takayuki　Funakoshi，‡

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Lee　B．　Hendrickson，t　and　Kazuo　Fujikawa＊・‡

Depαrtmems　q∫Biodlemistryαπd　Lαborαt6ry　Med輌cine，　Un④ersay（ゾ肱sh翫gtort，　Seαttle，　Wαshmgton　98195

Rece和εd　Fεbr艇αry　29，1988：R¢uisedルfσrtμscript　Receiりed！1pri｛18，1988

ABsTRAcT：幽 Previously　we　isolated　and　characterized　a　placental　anticoagulant　protein（PAP　or　PAP－1）；

which　is　a　Ca2＋－dependent　phospholipid　binding　protein｛Funakoshi　et　al．（1987）β「ocλθη2匡∫〃ッ26，5572】

and　a　member　of　the　lipocortin　family［Funakoshi　et　aL（1987）β∫oc加励∫rτγ26，8087】．　In　this　study，　three

additional　anticoagulant　proteins（PAP－II，　PAP・III，　and　PAP－IV）were　simultancously　isolated　f、om　human

placentalghomogenates　prepared　in　the　presence　of　5　mM　ethylenediaminetetraacetic　acid．．The　isoelectric

points　of　PAP・1，　PAP－II，　PAP－III，　and　PAP－IV　were　4．8，6．1，5．9，　and　8．1，respectively，　and　their　apparent

mol㏄ular　weights　were　32000，33000，34000，　and　34500，　respectively．　A㎡no　acid　sequences　of　cyanogen

bromide　fragments　of　these　proteins　showed　that　PAP－III　was　a　previously　unrecognized　member　of　the

lipocortin　family，　while　PAP－II　was　probably　the　human　homologue　of　porcine　protein　II　and　PAP－IV　was

aderivative　of　lipocortin　II　truncated　near　the　amino　terminus．　Comparative　studies　showed　that　all　fbur

proteins　inhibited　blood　clotting　and　phospholipase　A2　activity　with　potencies　consistent　with　their　measured

relative　affinities　fbr　anionic　phospholipid　vesicles．　However，　PAP－IV　bound　to　phospholipid　vesicles

approximately　l　60－fbld　more　weakly　than　PAP－1，　while　PAP－II　and　PAP－III　bound　only　2－fbld　and　3－fbld

more　weakly．　These　results　increase　to　six　the　number　of　lip㏄ortin－like　proteins㎞own　to　exist　in　human

placenta．　The　observed　diffbrences　in　phospholipid　binding　may　indicate∩mctiollal　differences　among　the

members　of　th司ipocortinらmily　despite　their　considerable　structural　similarities．

R。、ph。、p、d、町飽cesa，e鰯。。、、。1。。m輌。㎞、＿l　k。y

reactions　of　the　coagulation　cascade（Mann，1984；Zwaal　et

aL，1986）．　As　such，　they　represent　a　potential　regulatory　point

負）rphysiological　or　pharmacological　control　of　blood　coagu・

1ation．　Recently，　we　described　the　identification　and　purifi－

cation　of　a　candidate　anticoagulant　protein　f士om　human　pla－

centa　termed　pla㏄ntal　anticoagulant　protein（PAP　or　PAP－1）1

（Funakoshi　et　aL，1987a）．　This　protein　inhibits　the　extrinsic

and　intrinsic　pathways　of　blood　coagulation　and　binds　spe－

cifica［1y　to　anionic　phospholipid　surfaces　in　the　presence　of

Ca2＋（Funakoshi　et　al．，1987a；K◎ndo　et　al．，1987）．　Iwasaki

et　aL（1987）have　also　purified　and　characterizcd　thc　samc

anticoagulant　protein（termed　inhibitor　of　blood　coagulation）

from　human　placenta、　and　Reutelingspcrgcr　et　al．（1985）havc

isolated　a　similar　protein（vascular　anticoagulant）丘om　human

umbilical　cord　arteries．　This　protein　has　also　been　purified

from　human　placenta　during　studies　of　potential　substratcs

of　the　epidermal　growth　factor　receptor／垣nase，　and　it　has　been

called　endonexin　II（Haigler　et　al．，1987；Schlaepfer　et　al．，

1987）．

　　Protein　and　cDNA　sequence　data（Funakoshi　et　aL，

1987a，b；Iwasakj　et　al．，1987；Schlaepfer　et　aL，1987）show

that　PAP－I　is　a　member　of　a　recently　described　fCmily　of

Ca2＋－dependent　phospholipid　binding　proteins　variouSly　termed

Upocortins（Waliner　et　aL，1986；H岨ng　et　aL，1986），　ca1－

pactins（Saris　et　a1．，1986；Kristensen　et　aL，1986；Glenney，

1986a），　proにlns　I，　II，　and　III（Gerke＆Weber，1984；Shadle

et　aL，1985），　calelectrins（Walker　et　aL，1983；Sudhof　et　aL，

1984，1988），annexins（Geisow，1986），　p35　and　p36（Fava＆

Cohen，1984；De　et　aL，1986；Gerke＆Weber，1984；Glenney
＆Tack，1985），　chromobindiτ1s（Creutz　et　al．，1987），　or　caL

cimcdins（Moorc＆Dedman，1982；Smith＆Dedman，1986）．
Thc　physiological　rolcs　of　th《器e　proteins　are　pfesently皿㎞own．

Thcy　havc　been　proposed　to　particlpate　in　membrane　fusion

and　cxocytosis（Creutz，1981；Gclsow＆Burgoyne，1982；
Sudhof　et　al．，1982），　cytoskeleton－membranc　linkage（Walker，

†Supported　by　NIH　Grant　HL　l6919．

8Department　of　Bi㏄henlistry．

‘Department　of　Laboratory　Medicine、

0006－2960／88／0427－6268＄Ol．50／0

　　！Abbreviations：　C6－NBD－PC，1－palmitoyl－2｛【凡（7－nitro’2」，3・

benzoxadiazol－4－yl）amino】caproyUphosphatidylcholine；EDTA、　ethyL

enediaminetetraacetic　acid；FITC，　fluores㏄in－5’isothiocyanate；FPLC，

fast　protcin　Uquid　chromatography；HEPES，1∨（2－hydroxyethyり’
piperazine一γ一2’e山anesulfbnic　acid：HPLC，　high－perlbrmancc　liquid

chromatography；IC50、　concentration　of　protcin　causing　50％inhibition

of　binding；PAP，　placental　amicoagulant　protein；PC、　phospbatidyレ

cholinc；PS．，　phosphatidy［scrine；SDS，　sodium　dodecyl　sulfate．
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1982；Gerke＆Weber，1984；Glemey，1986a），　control　of
inflammation　through　regulation　of　phospholipase　activity

（Flower＆Blackwel1，1979；Blackwell　et　aL，1980；Hirata　et

a1．，1980；Wallner　et　a1．，1986），　and　regulation　of　blood　cΦ

agulation（F岨akoshi　et　aL，1987a，b；Kondo　et　al．，1987；

Iwasaki　et　a1．，1987）．　So　fごr，　complete　sequences　are　available

fbr　five　proteins　in　this　family：　（1）human　lipocortin　I

（Wallner　et　al．，1986）and　rat　lip㏄ortin　I（Tamaki　et　a1．，

1987）；（2）human　lip㏄ortill　II（Huang　et　aL，1986），　murine

calpactin　I　heavy　chain（Saris　et　aL，1986），　and　bovine　cal－

pactin　I　heavy　chain（Kristensen　et　aL，1986）；（3）11uman

PAP－1（Funakoshi　et　aL，1987b）／human　inhibitor　of　blood

coagulation（lwasaki　et　a1．，1987）；（4）porcine　protein　II

（Weber　et　al．，1987）；（5）human　67－kDa　calelectrin　or　p68

（Sudhof　et　aL，1988；Crompton　et　a1．，1988）．

　　During　the　purification　of　PAP－1，0ther　anticoagulant　ac・

tivities　were　observed　in　the　soluble　fraction　of　placental

homogenates（Funakoshi　et　al．，1987a；Iwasaki　et　aL，1987）．

Since　PAP・1，　lipocortin　I，　and　lipocortin　II　are　known　to　be

present　in　placenta，　it　is　necessary　to　establish　whether　the

observed　anticoagulant　activitiesτepresent　these㎞own　pro－

teins，　their　precursors　or　proteolyt三cally　cleaved　products，　other

proteins　related　to　PAP－I　or　the　lip㏄ortins，　or　possibly　a　new

type　of　anticoagulant．　It　is　also　necessary　to　study　the　potency

of　these　inhibitors　to　evaluate　their　potential　significance　in

blood　coagulation　and　their　potential　utUity　as　pharmacological

antiCOagulantS．

　　In　this　studyジwe　have　p町i∬ed　and　characterized　three

additional　anticoagulant　proteins　f「om　human　placenta，　which

we　have　termed　PAP－II，　PAP－III，　and　PAP－IV．　PAP・III　is

apreviously　unrecognized　member　of　the　lipocortin　family；

PAP－II　is　probably　the　human　homo［ogue　of　protein　II　ffom

porcine　intestinal　mucosa（Weber　et　aL，1987）or　endonexin

伽mbovine　iiver（Geisow　et　a1．，1986）；PAP－IV　is　a　tr岨cated

｛brm　of　Upoco面n　II，　which　is　cleaved　near　the　amino　tem㎞鵬、

We　have　also　perfbrmed　comparative　studies　of　the　potencies

of　these　proteins　in　binding　to　phosphoUpid　and　as　inhibitors

of　blood　clotting　and　phcspholipase　A2　activity．　While　PAP－1，

PAP－II，　and　PAP・III　have　similar　potencies，　PAP－IV／lipo－

cortin　II　is　far　less　potent　than　the　other　three．

ExPERIMENTAL　PRocEDuREs
　　ル伽erfα1s．　Materials　were　from　theρ）Uowing　sources：

ovalbumin，　grade　V，　porcine　pancreatic　phospholipase　A2，　and

HEPES（Slgma）；diheptanoyl・PC，1－palmitoyl・2－oleoyl－PC，

1－palmltoyト2－oleoy1－PS（disodium　salt），　and　C6－NBD－PC

（Avanti，　Birmingham，　AL）；isoelectric　fbcusing　gels（Phast

Gel　IEF　3・9）and　protein　isoelectric　point　and　molecular

weight　standards（Phaτmacia）．

Purり〕cαtion　o∫P〆1　

P－II、　PAP－III、但td　PAP－fγ．　Th《膓獣arU“9

material　was　a　DEAE・Sepharose　efnuent　fraction　preparcd

as　described　previously（Funakoshi　et　aL，198フa）．　This∩action

（2L）was　dialyzed　overnight　against　l　2　L　of　50　mM　sodium

acetate　buf丘r，　pH　5．2，　containing　O．5　mM　EDTA，　with　onc

change　of　buf丘r．　The　dialysand　was　then　mixed　with　350　mL

of　CM－Sephadex　C－50　previously　equillbratcd　with　thc　same

buffヒr　and　stirred　fbr　2　h．　Aftcr　the　s叩ernatant　was　dis－

carded，　the　slurry　was　poured　into　a　plastic　column（45×30

cm）、　and　the　column　was　washed　with　2　L　of　thc　acetate

buffer．　Adsorbed　pτoteins　were　then　e［uted　with　a　linear

gradient　system　composed　of　l．O　L　of　O　M　and　1．O　L　of　O．5

MNaCl　in　the　same　buffer，　and　l　O－mL　fractions　were　coレ

1㏄ted．　Every　nfth　fraction　was　then　assayed　R）r　anticoagulant

activity，　which　emerged　in　two　broad　but　discrete　peaks　at　salt

concentrations　ofapproximately　O．20－0．30　and　O．35－0．50　M．

The　fractions　of　the　nrst　and　second　peaks　were　pooled　sep一
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arately，　and　proteins口1　the　pooled　f士actions　were　pr㏄ipitated

by　adding　a㎜onium　su血te　to　80％sat町ation．　The　pre－

cipitates　were　dissolved　in　a　minimum　volume　of　50　mM

Tris－HCI　buffer，　pH　7．9，　containing　O．2　M　NaCl，1mM

EDTA．　and　O．5　mM　benzamidine　and　dialyzed　briefly　against

the　same　buffer、

　　The伝t　and　s㏄ond　peaks　f士om　the　CM－Sephadex　column

were　then　separately　su句㏄ted　to　gel　mtration　as　Ibllows．　The

dialyzed　samples（～70　mL）were　applied　to　a　column（5×

150cm）of　Sephadex　G－75　superfine　equilibrated　with　50　mM

Tris－Hαbuf丘r，　pH　7．9，　containing　O．2　M　NaC1，1mM

EDTA，　and　O．5　mM　benzamidine．　The　column　was　eluted

with　the　same　Tris－Hαbuffer．　Anticoagulant　activity　ap－

peared　at　the　descending　edge　of　a　major　protein　peak．　The

active口ctions　were　pooled　and　concentrated　by　ammonium

sulfごte　precipitation　as　described　above．　The　concentrated

sample（～50　mL）was　then　reapplied　to　the　same　column．

Anticoagulant　activity　appeared　with　a　small　peak　at　the

descending　edge　of　the　major　protein　peak．　The　active　f、ac－

tions　fごom　the　second　cycle　of　gel　filtration　were　pooled　and

dialyzed　against　4　L　of　25　mM　sodium　a㏄tate　bu危r，　pH　5．2，

containing　O．5　mM　EDTA，　with　one　change　of　buffer．

　　The　dialyzed　samples　were　divided　into　fbur　to　five　aliquots，

and　each．was　applied　to　a　Mono　S　column（0．5×5cm）

com㏄ted　to　a　Phamacia　FPLC　system．　Proteins　were　eluted

at　l　mL／min　by　a　linear　NaCI　gradient　in　25　mM　sodium

acetate　buf丘r，　pH　5．2，　containing　O．5　mM　EDTA．　The　e仁

fluent　was　monitored　by　the　absorban㏄at　280　nm，　and　O．5－

mL仇ctions　were◎oneαed．　Every　otherむaction　was‘assayed

fbr　anticoagulant　activity　and　inhibition　of　phospholipase　A2．

The　purified　anticoagulant　proteins　were　pooled　separately，

dialyzed　against　50　mM　Tds－HCI　buffεr，　pH　7．9，　containing

O．5mM　EDTA，　and　stored　f士ozen　until　used．

Prepαアαtion　q∫Cyα抱ogen　B70mide　Fragmentsαnd　Sequence

メηα4γ∫∫∫．Proteins（2－3　mg）were　carboxymethylated　ac－

cording　to　Crestfield　et　al．（1963），　and　excess　reagents　were

rernoved　by　dialysis　against　5％HCOOH　fbllowed　by　lyo－

phn協tion．　Salt－free　carboxymethylated　proteins　were　cleaved

at　room　temperature　fbr　24　h　with　l　mL　of　2％cyanogen

bromide　in　70％HCOOH．　The　resulting　f士agments　were　sized

into　fbur　or　five　subfractions　by　a　gel　fntration　column　of

Sephadex　G－50　superΩne（1．5×95　cm）eluted　with　5％

HCOOH．　Fragments　in　each　subfraction　were　fUrther、sep－

arated　by　HPLC　on　an　Altex　C3　reversed－phase◎olumn（0．46

×75cm）as　described　previously（Fujikawa＆McMullen，
1983）．Sequence　analysis　was　per飴rmed　on　a　Bec㎞an　se－

quenator，　Model　890C，　by　the　method　of　Edman　and　Begg

（1967）．Phenylthiohydantoin－amino　acids　were　identified　by

two　complementary　HPLC　systems（Bridgen　et　aL，1976；
Ericsson　et　aL，1977）．

E｛ectr◎phoアesisαnd　Determinαtion　q∫Protein　Co71centrα・

’foη．　SDS－polyacrylamide　gel　el㏄trophoresis　was　perR）rmed

according　to　Wcber　and　Osborn（1969）．　Protein　concentra・

tions　were　dctemined　by　the　method　ofBradR）rd（1976）using

bovinc　serum　albumin　as　a　standard．　Is㏄lectric　fbcusing　was

pcrn）rmed　aU5°C　and　2000　V　fbr　400　V・h　on　the　Pharmacia

PhastSystem（Pharmacia）；proteins　were　visualized　by　Coo－

massie　blue　staining．　The　K）llowing　standards　were　used（p∫

values　given　in　parentheses）：amyloglucosidase（350），　soybean

trypsin　inhibkor（4。55），β一lacto910bulin（5．20），　bovine　carbonic

anhydrase　B（5．85），　human　carbonic　anhydrase　B（6．55），　horse

myogiobin，　acidic　band（6．85），　horse　myoglobin，　basic　band

（7．35），lentil　lectin，　acidic　band（8．15），　lentiUectln，　midd［e

band（8．45），　lentil　lectin，　basic　band（8．65），　and　trypsinogen

（9．30）．
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　　F「ω照∫㏄πce　pol頭zαξわπノ㎜μ□4γ．　FITC－PAP－I　was

prepared　as《1escribed　elsewhere．2　Rabbit　polyclonal　IgG

against　PAP－I　was　prepared　and　a伍nity－pur掘ed　as　desmbed

（Funakoshi　et　al．，1987a）．　Assays　were　perfb豹med　in　a　bu飾er

consisting　of　120　mM　NaCl，2．7　mM　KCI，101nM　sodium

phosphate，　pH　7．4，1mM　EDTA，　and　O．1％（v／v）：Triton

X－100．Cuvettes　were　prepared　with　l．6　nM　FITC－PAP－1，

14nM　affinity－purified　IgG，　and　a　varying　amount　of　unla－

beled◎ompetitor　protein．　After　an　8－min　incubation　at　34°C，

伽ores㏄n㏄polarization　was　measured　with　a　TDx　Analyzer

（Abbott　Laboratories），　and　net　fluores㏄n㏄polarization　was

calculated　as　described（Tait　et　a1．，1986）．　The　percentage

of　FITC・PAP－I　bound　compared　to　a　control　without　com－

petitor　protein　was　then　calculated　f、om　the　observed　net

polarization　change　relative　to　the　net　polarization　change

observed　in　the　absence　of　competitor　protein．

　　P’εραταごfoπq／Pゐo∫ρ力01∫ρ輌4ルセ∫輌dε∫．　Small　unilamellar

phospholipid　vesicles　were　prepared　a㏄ording　to　Gabriel　and

Roberts（1984）．　In　this　pr㏄edure，　addition　of　appro）dmately

20mol％diheptanoyl’PC　to　long・chain　phospholipids　leads

to　the　spontaneous　fbrmation　of　unilamenar　vesicles．　Aliquots

of　phospholipid　st㏄k　solutions　in　chlorofbrm　were　mixed　to

yield　the　des辻ed　mo塩r　ra廿os，　and　the　chlorofbrm　was　removed

by　evaporation　with　nitrogen．　The．phospholipids　were　then

dissolved　in　O．05　M　NaHEPES，　pH　7．4，0。10　M　NaCl，　and

3mM　NaN3　by　so垣cation　fbr　3　min　on　ice，　fbllowed　by

ovemight　equilibration　at　4°C．　The　phospholipid　concen－

tration　was　determined　by　phosphate　analysis（Chen　et　aL，

1956）after　digestion　of　samples　with　70％perchloric　acid　at

l60°C　fbr　3　h．　For　binding　studies　and　clotting　assays，

phospholipid　vesicles（refbπed　to　as“PC／PS”）consisted　of

diheptanoyl－PC／1－palmitoy1－2－oleoyl－PC／1－pa㎞itoyl－2－oleo－

yl－PS　in　molar　ratios　of　20！60／20．　For　phospholipase　A2

assays，　phoSpholipld　vesicles（referred　to　as℃6－NBD・PC／

PS”）consisted　of　C6－NBD－PC／1－palmitoyl－2－oleoyl－PS　in　a

molar　ratio　of　80／20．（Diheptanoyl－PC　was　omitted　from

these　preparations　because　C6・NBD・PC　is　much　more
water・soluble　than　1－pa㎞itoyl－2－oleoyl－PC　and　spontaneously

負）rmS　miCelleS　Or　Small　veSiCleS．）

　　Pゐoぷρゐ01ψ輌∂β加4仇g、4∬のノ．Binding　of　PAP－1，　PAP－II，

PAP・III，　and　PAP－IV　to　PC／PS　vesicles　was　measured　by　a

competition　assay　to　be　described　fully　elsewhere（Tait　and

F叫jikawa，　unpublished　results）．　In　this　pr㏄edure，　binding　of

FITC－PAP－Ho　PC／PS　vesicles　can　be　measured　by　fluores・

cence　quenching．　Brieny，　unlabeled　competltor　protein　was

incubated　at　25°Cwith　FITC－PAP・1（0．86　nM）and　PC／PS

（2．4μM）fbr　2　min　in　a　buf丘r　consisting　of　O．05　M　Na－

HEPES，　pH　7．4，　containing　O．　I　M　NaCl，3mM　NaNコ，　L2

mM　CaC12，　and　5μg／mL　ova［bumin．　The　percentage　of

FITC－PAP－I　bound　to　vesicles　compared　to　a　control　without

competitor　pτotein　was　then　calculated　from　the　observed

nuorescence　quenching　divided　by　the　quenching　obtained　in

the　absen㏄of◎ompetitor　protein．　Fluores㏄n㏄mcasuremcnts

were　pcrfbrmed　on　an　LS－5　nuorometer（Pcrkin－Elmcr）with

cxcitation　at　495土5nm　and　emission　monitored　at　520土

20nm．
　　αα∫仇gノ｛∬4γ．Routlne　assays　of　column　fractions　wcre

pern）rmed　by　the　kaolin－activated　partial　thro！nboplastin　time

using　rabbit　brain　cephalin　as　described　previously（Funakoshi

et　al．，1987a）．　For　sωdies　of　the　purined　proteins，　synthetic

phospholipids（PC／PS）wcre　substituted　for　rabbit　brain　ce・

phalin．　Final　assay　conditions　were　as　follows：2．4μM

PC／PS，6．6　mM　Caα2，　ionic　strength　O．16，　pH　7．4，　tem一

2J．　F．　Tait　and　K．　Fujikawa，　unpublishe己data．
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perature　37°C．　The　oontrd　clotting　time　was　approximately

100sunder　these◎onditions．
　　Pゐ05ρゐo海ρα∫εメ2！奪ぷ4y．　Phospholipase　A2　activity　was

deter㎡ned　fluorometrically　with　the　substrate　C6－NBD－PC．

The　fluores㏄nce　intensity　increases　greatly　when　the　NBD

fluorophore　is　rdeased　f士om　self二quenching　in　C6－NBD－PC

vesicles　by　detergents　or　hydrolysis（Nichols＆Pagano，1981；

Wittenauer　et　a1．，1984）．　Reaction　mixtures　were　prepared

with　3．2μM　C6－NBD－PC／PS　and　varying　con㏄ntrations　of

competitor　protein　in　the　same　buffヒr　used　fbr　binding　studies

（s㏄above）．　Following　a　l－min　preincubation　at　250C，　tlle

base－1ine　fluorescence　was　measured．　Phospholipase　A2　was

then　added（21　nMΩnal　concentration）and　the　fluores㏄n㏄

measured　again　after　a　1－min　incubation　at　25°C．　Percent

activity　was　then　calculated　by　dividing　the　observed

nuores㏄nce　increase　by　the　increase　observed　in　the　absence

of◎ompetitor　protein．　Consumption　of　substrate　was　less　than

5％during　the　period　of　the　measurement．　The　excitation

wavelength　was　480±15　nm　and　the　em｛ssion　wavelength

550±20nm．

RESULTS

　　lSo1αご∫oπq∫P∠P－1ろP〆4呂〃，αη4　PAP－∫γ　The　final　pu－

rification　of　the　three　proteins　was　perfbrmed　on　a　cation－

exchange　Mono　S　column　connected　to　a　Pharmacia　FPLC

system．　The　Mono　S　elution　profUe　of　material　from　the　first

peak　of　the　CM－Sephadex　column　is　shown　in　Figure　IA．

There　were　two　antiooagulant　activities，　which　were　assodated

with　protein　peaks　elut面g　at　NaCl　concentrations　of　O．06　and

O．08M．　Since　PAP－I　inhibits　phospholipase　A2（Haigler　et

al．，1987；Tait　and　F可ikawa，　unpublished　results），　fεactions

were　also　assayed　fbr　i1血bition　of　phospholipase　A2．　II血bition

of　pho6phoUpase　A2　actMty　paralleled　the　anticoagulant　eff㏄t．

Ouchterlony　i㎜un。pr㏄ipi伍tion　showed　that　the　protein　in

the　first　activity　peak　was　the　same　protein　as　the　previously

isolated“PAP”；this　protein　is　now　renamed“PAP－1”．［Most

of　the　PAP－I　in　placental　extracts　adsorbs　to　the　DEAE・Se－

phar㏄e　colu㎜；this　matehal　was　puri丘ed加m　the　DEAB－

Sepharo6e　eluate　by　the　same　steps　of　gelΩltraUon　and　Mono

Schromatqgraphy　used　in　th込study（Funako6hi　et　al．，1987a）．

However，　a　small　portion　of　PAP－I　passes　through　the

DEAE－Sepharose　column，　accounting　fbr　the　first　peak　in

Figure　I　A．】The　protein　ass㏄iated　with　the　seoond　peak　was

named　PAP－II（Figure　IA）．　Similarly，　two　other　anticoag－

ulant　proteins　were　fbund　in　the　Mono　S　elution　pro61e　of

material　from　the　second　anticoagulant　peak　of　the　CM－

Sephadex◎olumn（Figure　l　B）．　These　proteins　adsorbed　more

tightly　to　the　Mono　S　colulnn　than　PAP・I　and　PAP－II　and

eluted　at　salt　concentrations　of　O．17and　O．27　M．　These　two

anticoagulant　proteins　are　named　PAP－III　and　PAP－IV．　We

obtained　3　mg　of　PAP・II，　l　mg　of　PAP－III，　and　3　mg　of

PAP・IV行om　one　placenta．　If　we　assume　that　the　recoveries

of　these　proteins　are　similar　during　the　pur市cation，　these

numbers　indicate　that　PAP－1，0btained　in　a　yield　of　20－25

mg／placenta、　is　by　fゑr　the　major　protein　of　this飴mily　in

human　placenta。　　　　　　　　，

Purity飢d　MoleculαγWeights　q∫PAPJ、　

PAP－II、　PAP－III、

oπ4Pメ呂ル7　PAP－1，　PAP－II，　PAP－111，　and　PAP－IV　were　all

homogeneous　on　SDS－polyacrylamide　gels　performed　under

reducing　conditions（Figure　2）．　The　estimated　molecular

weights　of　PAP－1、　PAP－II，　PAP－III，　and　PAP－IV　are　32000，

33000，34000，and　34500，　respective▲y．　The　presently　esti－

mated　molecular　weight　of　PAP・I　is　different　from　the　pre－

viously　determined　value　of　36500（Funakoshi　et　a1。，1987a）・

The　reasonらr　this　discrepancy　is　not㎞own．　Nevcrtheless，

the　molecular　weight　of　PAP－I　was　fbund　to　be　35847　from
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FIGuRE　1：Final　pudfication　step　of　PA．P－1，　PAP－II，　PAP－III，　and

PAP－IV　by　Mono　S　column　chromatography．　The　pooled　materials

from　the　gel　filtration　column　were　prepared　as　described　under

Expe㎡mental　Pro㏄dures　and　applied　to　a　Mono　S　column　connected

to　a　Pharmacia　FPLC　system．　The　column　was　equilibrated　w｛th

25mM　sodium　acetate　buffer，　pH　5．2，　containing　O．5　mM　EDTA，

and　elution　was　perfbmed　by　a　linear　NaCl　gradient．（A）Separatlon

of　PAP－I　and　PAP－II；（B）separation　of　PAP－III　and　PAP－IV．

Absorption　at　280　nm（Hne　without　symbols）；anticoagulant　activity

（line　with　circles）；inhibitory　activity　against　phospholipase　A2（［ine

with　triangles）．

the　completed　sequence（Funakoshi　et　aL，1987b）．　Thus，　the

molecular　weights　of　PAP・II，　PAP・III，　and　PAP－IV　could　also

be　approximately　40001arger　than　the　values　obtained　by　gel

electrophoresis．

αher　Chemicd　ond　lrnmunologicαl　Chα’oder｛zαまion．

Isoelectric　points　were　determined　as　4．8　for　PAP・1、6．l　for

PAP－II，5．9｛br　PAP－III，　and　8．l　fbr　PAP－IV（Figure　3）．　A

minor　isofOrm　of　PAP－IV　was　observed，　possib［y　duc　to　pro－

teolytic　cleavages　near　the　amino　terminus（see　below）．

Competitive　immunoassay（Figure　4）dcmonstrated　that
PAP－II，　PAP－III，　and　PAP－IV　had　vヶtually　no　crossイcactivity

with　a　polyclonal　antiserum　against　PAP－1．　Free　sulfhydryl

gr皿ps　were　determined　in　the　prescncc　or　6　M　guanidine

according　to　Ellman（1959），　and　the　fbllowing　numbers　were

obtainedl　4．2　for　PAP－II，3．1fbr　PAP－III，　and　25　for　PAP－

IV．　The　value　of　O．8　was　previously　obtained　f〔）r　PAP－1

（Funakoshi　et　aL，1987a）．　None　of　these　proteins　was　positive

when　polyacrylamide　gels　were　stained　by　Schiff　reagent

（Glossmann＆Neville，1971），　indicating　that　these　proteins
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FIGuRE　2：SDS－polyacrylamide　gel　el㏄trophoresis　of　PAP－1，　PAP－II，

PAP－III，　and　PAP－IV．　Reduced　samples（5μg）w釘e　appUed　to　75％

acrylamide　gels，　and　electrophoresis　was　caπied　out　at　8　mA／tube

fbr　3　h．　Samples（from　the　leR）were　PAP－1（1），　PAP－II（2），　PAP－III

（3），PAP－IV（4），　and　mol㏄ular　weight　standards（Std）．

STD 1　　2 3　　4　STD
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－－930

阿GuRE　3：Isoelectric　fbcusing　of　PAP・1，　PAP－II，　PAP－III，　and

PAP－IV．　Appro㎜ately　O．5－1μg　of　prote㎞was　applied　to　each　lane；

electrophoresis　was　then　perfbrmed　as　described皿der　ExperimentaI
Pro（㎡ures．　The　isoelectric　points　of　the　standardb　are　given　at　the

right　of　the　figure．　Samples（f士om　the　left）were　standards（Std），

PAJ）－1（1），　PAP－II（2），　PAP－HI（3），　PAP－rV（4），and　standards（Std）．

lOO

08

06

04

O
」
↑
C
O
O
｝
O
S
）
▽
C
コ
O
m
〕
∧
■
唯
巳
I
O
」
」
」

20

　　　　　　　lO　　　　　　　IOO　　　　　　IOOO　　　　　　IOOOO
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Pro16in】，no／mL

臼Gu旺4：1㎜unolo庫cal　cr鰯・rca輌y　or　P紐一1，　PAP・II，　PAP－III，

and　PAP－IV　with　PAP－I　antibody．　Fluorescencc　polarization　im－

munoassay　was　performed　with　varying　amounts　of　unlabclcd　com－
petitor　prα6n　as　describcd　undcr　Expcrimcntal　Pr〔x鴻dures．　Symbols：

PAP－1（squares）；PAP－II（circles）；PAP－III（trianglcs）；PAP－IV

（invcrted　triangles）．

are　not　conjugated　with　carbohydrate．

Pαrtiα114mir反）ノ1cid　Sequenεεαn∂141ignmem　wi£h　PrOZeins

Or∫乃eムψocorτ仇F口m∫4y．　Sin㏄the　amino　terminus　of　PAP－1

’is　bl㏄ked　by　an　a㏄tyl　group（Funakoshi　et　aL，1987b；Iwasaki
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FIGuRE　5：Amino　acid　sequences　of　cyanogen　bromide　fragments　of　PAP－II，　PAP・III，　and　PAP－IV，　and　their　allgnments　with　PAP－I　and

lipocortins．　Aste亘sks　indicate　conserved　residues　in　the　intemal　repeat5，“m”represents　expected　methionine　residues．　sAc刊refξrs　to　an　a㏄tyl

gτoup．“X怜indicates　an　unidentified　residue．　Gaps（一）were　placed　to　improve　alignments．　The　two　segments　underlined　in　the　lip㏄ortin

II　sequence　were　sequenced　with　the　fragments　obtained　from　PAP・IV．　Sources　of　complete　sequences　were　as和110ws：human　lip㏄ortin
I，Wallner　et　a1．（1986）；human　llp㏄ortin　II，　Huang　et　aL（1986）；human　PAP・1，　Funakoshi　et　aL（1987b）；porcine　proteln　II，　Weber　et　a1．

（1987）．

et　aL，1987），　intact　preparations　of　PAP－II，　PAP・III，　and

PAP－IV　were　first　examined　R）r　the　nature　of　their　amino－

teminal　residues．　Sequence　was　obtained　in　reasonably　good

yield　only∩）r　PAP－IV，　suggestlng　that　the　amino－termhal

resldues　of　PAP－II　and　PAP－II！arc　probably　blocked．　Thc

carboxymethylated　proteins　were　then　cleaved　with　cyanogen

bromide，　and　the　resulting　fragments　were　separated　by　a

combination　of　gel　filtration　and　reversed－phase　HPLC　as

described　under　Experimental　Pr㏄edures．　Several　fヤagments

from　each　protein　were　then　su句ected　to　sequence　analysis．

　　Four　fねgments　from　PAP・II　were　sequenced，　and　l　43

residues　were　identified．　These　fragments　gave　sequences

homologous　to　the　complete　sequences　of　proteins　in　the　li－

pocortin　family，　and　they◎ould　be　aligned　with　those　proteins

in　fbur　distinct　regions（Figure　5）．　These　fヤagments　have　95％

sequence　identity　with　porcine　protein　II，▲ndicating　that

bAP－II　is　likely　to　be　the　human　homologue　of　this　protein．

　　S｛milarly，5fragments　of　PAP－III　were　sequenced，　and　l　39

residues　were　identified、　These　aligned　with　52％identity　with

PAP－1，57％with　porcine　protein　11，54％wlth　lip㏄orth　I，　and

54％with　lip㏄ortin　II（Figure　5）．　These　results　clearly　show

that　this　protein　is　a　newly　described　member　of　the　lipocortin

伍mny；its　sequence　has　not　been　previously　recognized　in　the

proteins　isolated　from　human　placenta　or　other　sources．

Fragments　were　identified　corresponding　to　three　of　the　K）ur

三ntemal　repeals　characteristic　of　the　l三pocortins，　indicating　that

PAP－III姪likely　to　have　the　same　structural　motifS　as　the　other

lip㏄ortins．

　　The　amino－terminal　sequence　of　intact　PAP－IV　was　iden・

tical　with　the　lip㏄ortin　II　sequence（Huang　et　al．，1986）

starting　at　residue　12，　indicating　posttranslatlonal　proteolytic

cleavage㏄curred　between　Leu－11　and　Ser42．　Another
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HGuRE　6：B㎞ding　of　PAP－1，　PAP・II，　PAP●III，　and　PAP－rV　to　PC／PS

vesicles．　Binding　assays　were　perfbrmed　as　desc百bed　undeτExper－

iln㏄tal　Procedures　by　measurmg　the　ab田ty　of　each　unlabeled　protein

to　compete　with　FITC－PAP・I　fbr　binding　to　PC／PS　vesicles．　The

飼nal　con㏄ntradon　of　PC／PS（80／20）was　2．4μM．　Symbo姪：PAP－1

（squares）；PAP－II（circles）；PAP－III（t亘angles）；PAP－IV（inverted

triangles）．

丘agment　from　PAP－IV　was　l㏄alized　near　the　carboxyl　ter－

minus　by　sequence　comparison．　Thus，　it　is　evident　that

PAP・IV　is　a　cleaved　product　of　lipocortin　IL

Fμnctionαl　C｝tαrαcteriz邸ion　qf　Purげled　Protei氾、　We

previously　R）und　that　PAP－I　binds　with　extremely　high　af㎞ity

to　PC／PS　vesicles　01　the　presence　of　Ca2＋（Tait　and　Fujikawa，

unpublished　results）．　The　binding　of　PAP－II，　PAP－III，　and

PAP－IV　to　phospholipid　vesicles　was　therefbre　studied　under

the　same　conditions　previously　used　fbr　PAP－L　These　protems，

like　PAP－1，　all　competed　with　FITC－PAP・I　fbr　binding　to

PC／PS　vesicles（Figure　6）；the　bindillg　was　fUlly　reversible

upon　addition　of　5　mM　EDTA（not　shown）．　However，　the

potency　of　PAP－II（circles）and　PAP－III（triangles）was

somewhat　less　than　that　of　PAP－1（squares），　while　PAP－IV

（inverted　triangles）was　approximately　160－fヒ）ld　less　potent．

The　potency　of　each　protein　was　consistent　from　one　prepa－

ration　to　another．　Thus，　while　all　fb町proteins　bind　tightly

to　phospholipid　vesicles，　their　affinities　and／or　stoichiometries

of　binding　are　not　identical．

　　The　pudfied　proteins　were　tested　fbr　anti◎oagulant　potency

in　a　standard　partial　thromboplastin　Ume　assay　using　synthetic

phospholipid（PC／PS）（Figure　7）．　PAP－1，　PAP－II，　and

PAP－III　all　had　similar　potencies，　causing　measurable　pro－

longation　of　the　clotting　tlme　at　concentrations　above　50

ng／mL；PAP－IV　was　much　less　potent，　causing　prolongation

of　the　clotting　time　only　at◎on㏄ntrations　above　5000　ng／mL．

The　absohlte　and　relative　potencies　of　the　fbur　p了oteins　closely

paralleled　their　affinitles　fbr　PC／PS　vesicles（Figure　6）．

　　The　purined　proteins　were　also　tested　as　inhibitors　of

phospholipase　A2（Figure　8）．　PAP－I　inhibited　phospholipasc

A2，　as　previously　shown（Haigler　et　al．，1987；Tait　and　Fu－

j三kawa，　unpublished　results）；PAP－II　and　PAP・III　had　inhi－

bitory　potencles　similar　to　PAP－L　PAP－IV／lipocortin　II　also

inhibited　phospholipase　A2　activity，　as　previously　shown　by

others（Huang　et　al．，1986；Davidson　et　a1．，1987）．　Howcver，

PAP－IV　was　again　a　f這r　less　potent　inhibitor　than　PAP－1，

PAP－II，　or　PAP－III，　with　an　ICso　30　times　larger　than　PAP－L

Dlscuss！ON

　　We　have　described　the　isolation　and　characterization　of

three　pla㏄ntal　proteins（PAP－II，　PAP・III、　and　PAP－IV）with

anticoagulant　activity　in　vitro．　Both　structurai　and　functional

studies　establish　that　these　proteins，　Uke　PAP－1，　are　members
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HGuRE　7：Inhibition　of　clotting　by　PAP－1，　PAP・II，　PAP－III，　and

PAP－IV．　The　activated　partial　thromboplastm　t三me　was　detem巳lned

in　the　presence　of◎ompetitor　protein　as　de皿bed　under　Experimental

Procedures．　Results　are　expressed　as　clotting㎞es　relative　to　clotting

time　in　the　absence　of　competitor　protein．　The　fina［concentration

of　PC／PS（80／20）was　2．4μM．　Symbols　are　as　in　Figure　6．

O
　
　
　
　
　
　
O
　
　
　
　
　
　
O
　
　
　
　
　
　
O
　
　
　
　
　
　
O

む
　
　
　
　
　
　
ロ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　　
　る
三
。
三
。
迂
、
三
三
q
N
ぱ
§
●
二
。
§
。
左

　　　　　　　　　　　　　　lOO　　　　　　　　　　　　　　lOOO　　　　　　　　　　　　　　｛OOOO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Pro曾ein】，nq！mし

HGuRE　8：Inhibition　of　phosphoHpase　A2　activity　by　PAP－1，　PAP－II，

PAP－III，　and　PAP－IV．　Phospholipase　Aユactivity　was　measured　in

the　presen㏄of　compe山or　proteln　as　described　under　Experimental

Procedures．　The　fina！◎on㏄ntration　of　CずNBD・PC／PS（80／20）was

3．1μM．Enzyme　activities　a爬expressed　as　a　per㏄ntage　or　the　value

obta㎞ed　in　the　absence　of　oompeUtor　protein．　Symbols　are　as㎞Figure
6
．

of　the　lip㏄orti皿白mUy．　Here　we　discuss　the　properties　of　these

proteins，　theiπelationship　to　similar　or　identical　proteins

described　by　other　investigators，　and　the　possible　role　of　these

proteins　in　blood　clotting　and　other　physiological　pr㏄esses．

　　∫ごwαμm∫！4Ψεα5．PAP・・III　is　a　newly　described　member

of　the　lipocortin伍mily，　wMe　PAP－II　is　probably　the　human

homologuc　of　porcine　protein　II（Weber　et　aL，1987）or　bovinc

cndonexin（Geisow　et　al．，1986），　and　PAP・IV　is　a　cleaved

product　of∬p㏄ortin　II（Huang　et　a1．，1986）．　Several　criteria

indicatc　that　PAP・1，　PAP－II，　PAP－III，　and　PAP・IV　are　dis・

tinct　proteins　rather　than　prccursors　or　degradation　products

of　cach　other．　Although　their　molecular　weights　arc　similar

（Figurc　2），　their　isoclectric　points　are　quite　distinct（Figurc

3）、they　have　dif飴rent　numbcrs　of　f士ee　sulfhydryl　groups，　and

thcy　do　not　crossイcact　with　a　polyclonal　antibody　to　PAP－1

（Figure　4）．　Antibody　to　PAP－II　also　does　not　cross－react　with

PAP・1，　PAP－III，　and　PAP－IV（Miao　et　al．，　unpublished　re・

sults）．　Finally，　protein　sequence　data（F三gure　5）show　that

PAP－II　and　PAP－III　are　sm」cturally　dUtinct　from　both　PAP－I

and　lipocortins　I　and　II．

　　The　recent　completion　of　sequences　fbr　PAP－1（Funakoshi

et　aL，1987b），　protein　II（Weber　et　al．，1987），　and　67－kDa
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Table　I：Pla㏄ntal　Proteins　of　the　Lip㏄orUn　F己mily

PAP－P PAP－116 PA］匹III・ PAP．IV6

protein　and　synonym虚4

　　　　　　　　　　　幽
　　　　　　　　　　　32。5－kl）a　calel㏄trin

endonexin　II　　endonexin

LRP－III‘　　　LRP⇔V

ル陥（SDS－PAGE）　　　　　　　　32000

P∫　　　　　　　　　　　　　　　　4．8

PC／PS　bind三ng（IC⑳ng／mL）　400

33000
6．1

700

34000
5．9

BOO

蛭迎」〆
protein　I

35－kDa　calel㏄trin

P36

chromobindin　8

34500
8．1

68000

protein　llI

67－kDa　cale1㏄trin

　　　　　　　　　　　　　LRP－IV

P35　　　　　 幽
chromobi皿din　6

35000
7．9

calcimedin

67000

　　αSome　synonyms　refヒr　to　apparently　identical　protelns　from　other　tissues（see　the　introduction）．　Complete　sequen㏄s　are　available　fbr　the　un－

derlined　proteins．6Data　fbr　PAP－1，　PAP－II，　PAP－III，　and　PAI円V　are　from　this　s鋤dy．’Da伍fbr」lp㏄ortm　I　are　f「om　Huang　et　al．（1986）fbr　the

human　protein．ゴCalpactin　I　refers　to　the　heavy　chain　of　the　calpactin　I　tetramer．’LRP　stands　fbr　Iipocortin－related　protein．

calelectrin　or　p68（Sudhof　et　al．，1988；Crompton　et　al．，1988）

allows　a　more　extensive　comparison　of　sequence　similaritles

among　members　of　the　lipocortin　fam三ly．　These　proteins　all

contain　fbur　internal　repeats（Figure　5），　except　fbr　67－kDa

calelectri11／p68，　which　contains　eight．　It　is　of　particular　in－

terest　fbr　this　study　that　PAP－I　is　more　closely　related　to

　protein　II／PAP－II（57％identity）than　it誌to　lipocort加Iand

II（42％and　44％identity）．　This　closer　structural　relationship

between　PAP－I　and　PAP－II　may　explain　their　greater　func－

tional　similarlty，　as　discussed　below．　The　present　protein

sequence　data（Figure　5）indicate　that　PAP－III　has　approx－

imately　the　same　percent　identity　with　PAP－1，　protein　II／

PAP－II，　and　lip㏄ortins　I　and　II．　However，　a　definitive　com－

parison　wili　require　a　complete　sequence．

　　　Fμπα輌o々z1ノむρec砧．　PAP－II，　PAP－III，　and　PAP－IV　all　bind

tightly　to　PC／PS　vesicles　in　the　presence　of　Ca2＋（Figuτe　6），

but　they　aTenot　quantitatively　identical　with　PAP－1．　Under

　these　assay　conditions，　protein　concentrations　causing　50％

inhibition　of　binding（IC50）were　as　fbllows（in　nanograms　per

milliliter）：PAP－1，420；PAP－II，730；PAP－m，1340；PAP－IV，

68000．Because　of　the　extremely　high　amnity　of　the　inter・

action　between　PAP－I　and　PC／PS　vesicles，　the　observed　IC50

　values　wiU　be　d㎞tly　related　to　the　phospholipid　con㏄ntration

used　in　the　assay　and　wili　be　far　higher　than　the　K日．　More

extensive　study　will　be　necessary　to　investigate　possible　dif三

丘rences　in　the　stoichiometry　as　well　as　the　amnity　of　the

binding　reactions．　It　will　also　be　neceεsary　to　investigate　the

　reasons　fbr　the　observed　differences　in　the　slopes　of　the　in－

　hibition　curves　fbr　these　fbur　proteins（Figuτe　6）；possible

　explanations　include　differences　in　cooperat三vity　of　binding

or　stoichiometry　of　binding．　However，　comparison　of　these

proteins　under　identical　conditions　allows　a　relative　ranking

of　apparent　affinity　by　IC50　values，　and　from　the　present

results，　we　can　lnfer　that　PAP－II　and　PAP－III，　like　PAP－1

（Tait　and　Fujlkawa，　unpublished　results）、　bind　to　PC／PS

．ves｛cles　with　picomolar　dissociation　constants，　while　theκ日

’for　PAP－IV／Up㏄ortin　II　is　much　weaker．

　　　PAP－1，　PAP－II，　PAP・III，　and　PAP－IV　inhibit　blood　dotting

（Fig町e　7）and　phospholipase　A2　activity（Figure　8）with

relative　and　absolute　potencies　very　slmilar　to　their　relative

amnities　fbr　PC／PS．　This　supports　the　conclusion　that　the

　observed　inhibaory　ef£㏄ts　are　due　in　each　case　to　phospholipid

binding．　All　assays　were　perfbrmed　with　approximately　the

same　concentration　of　phospholipid（2－3μM）to　allow　direct

comparison　of　results．　Although　PAP－1，　PAP・II、　and　PAP－III

　have　apParently　equivalent　potency　in　the　clotting　and　phos－

　pholipase　assays，　these　assays　are　not　as　precise　as　the　phos－

　pholipid　binding　assay　and　hence　do　not　reflect　the　relatively

small　diffヒrences　in　phospholipid　binding　afnnity　seen　fbr

PAP・1，　PAP－II，　and　PAP－III．　However，　PAP－IV　is　much

weaker　that　PAP－1，　PAP－II，　and　PAP－III　as　an　inhibitor　of

phospholipase　A2　and　blood　coagulation，　which　is　consistent

with　its　much　lower　affinity　fbr　phospholipid．　These　results

are　aらo　consistent　with　an　earlier　study：lip㏄ortins　I　and　II

both㎞hibited　phospholipase　A2　with　an　IC500f　4000　ng／mL

when　assayed　with　O．5μM　phospholipid　and　l　O　nM　phos・

phoUpase　A2（Davidson　et　aL，1987），　as　compared　with　an　IC50

0f　7600　ng／mL　fOr　PAP－IV／lip㏄ortin　II　at　3．1μM　phos－

pholipid　and　21　nM　phosphollpase　A2　in　the　present　study。

It　will　be　Ile㏄ssary　to　determine　whether　the　dif丘∋ren㏄s　ob－

served　with　PAP－IV　also㏄cur　with　other　phospholip｛d　sub－

stτates　in　addition　to　PC／PS　vesicles’

　　It　seems　mosUikely　that　inherent　structural　differen㏄s　in

the　central　4－fbld　repeats　of　these　proteins　explain　the　lower

potency　of　PAP－IV／lipocortin　II　relative　to　PAP－1，　PAP－II，

and　PAP－III．　PAP－IV　6　more　d6白mtly　relatcd　to　PAP・I　than

is　PAP－II／protein　II．　As　previously　discussed（Funakoshi　et

al．，1987b；Weber　et　aL，1987），　both　PAP－I　and　protein　II　also

have　shorter　amino－terminal　extensions　than　Upocortins　I　and

II．　This　amino－terminal　extension　is　probably　not　important

R）rin　vitro　inhibition　of◎oagulation　or　phospholipase　A2，　sin㏄

PAP－I　has　the　strongest　phospholipid　binding　activity　among

the　proteins　of　the　lipocortin　family．　It　has　also　been　dem－

onstrated　that　removal　of　a　3－kDa　peptide　from　the　amino

terminus　of　lipocorti皿II　had　no　marked　e価㏄t　on　phospholipid

binding（Glenney，1986b；Johnsson　et　aL，1986b）．　This　am－

ino－teminal　region，　however，　may　be　important　in　regulating

other　activities　of　these　proteins　in　vivo，　since　it　contains

phosphorylat三〇n　sites　fbr　protein－tyrosine　kinases　in　lipocortin

I（De　et　aL，1986；Pepinsky＆Sinclair，1986；Haigler　et　aL，

1987）and　lipocortin　II（Glenney＆Tack，1985），　and　sites　R）r

protein　kinase　C　in　UpocorUn　I　I（Gould　et　a1．，1986；Johnsson

ct　al．，1986a）and　protein　I　I（Weber　et　aL，1987）．　In　contrast

to　these　proteins，　PAP・I　was　not　phosphorylatedd　by　either

type　of　kinase　m　our　preliminary　studies（Funakoshi　et　aL，

1987b）。

　　Prαe∫π∫qr∫んe．乙ψocor∫仇Fご〃7∫4γ．　Previous　sequence　data

have　indicated　the　existencc　of　at　least　nve　lipocortin－like

protcins，　and　the　prcsent　study　adds　a　sixth　membcr（PAP－III）

to　this伍mny．　These　proteins　have　been　purlfied　f士om　various

tissues、　but　all　of　them　arc　present　in　human　placenta（Table

I）．Two　methods　have　becn　used　to　pur三fプthese　proteins　from

placenta：one　uses　the　soluble　fraction　of　an　EDTA　extract

（Funakoshi　et　a▲．，1987a；Huang　et　aL，1986），　while　the　other

uses　a　particulate　fraction　prepared　in　the　presence　of　Ca2＋

（Haigler　et　al．，1987；Ahn　et　aL，1988）．　Previously，　lipocortins

Iand　II　were　isolated　from　the　EDTA　extract　of　placenta

（Huang　et　aL，1986）．　In　this　and　our　previous　study（Funa一
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koshi　et　aL，1987a），　we　have　pu亘fied　fbur　proteins（PAP－1，

PAP－II，　PAP－III，　and　PAP・IV／1ipooortin　II）f士om　the　EDTA

extract；we　did　not　find　lipocortin　I　or　intact　lip㏄ortin　II　in

this佃ction．　At　the　same　time　as　the　present　study，　Ahn　et

al．（1988）三solated　flve　lip㏄ortin－related　proteins　f士om　a

particulate　fraction　of　human　placenta．　Partial　amino　acid

sequences　showed　that　fbur　of　these　proteins　were　identical

with　lip㏄ortin　I．　lipocortin　II，　PAP－1，　and　PAP－II；1ipocor・

tin－related　proteill　IV　was　the　placental　fbrm　of　67－kDa　ca－

lelectrin（Sudhoff　et　a1．，1988）or　p68（Crompton　et　aL，1988）．

During　the　purification　of　PAP－1，　we　also　observed　the

presen㏄of　a　high　molecular　weight　anticcagulant　activity　in

eluatesむom　a　gel　nltration　colu㎜（Funakoshi　et　aL，1987a）．

This　protein　is　probably　the　same　as　lipocortin－related　protein

IV．　More　proteins　of　the　lipocortin飽mUy　may　be　present　in

placenta　and　could　be　isolated　later．　However，　these　proteins

would　probably　be　less　abundant　than　the　six　proteins　pu亘fied

so　far．

　　It　should　be　mentioned　that　a　protease，　which　is　responsible

fbr　the　cleavage　of　the　a㎡n（トterlninal　region　of　these　proteins，

is　present　in　placental　cells．　Reexamination　of　the　amino－

teminal　sequen㏄of　PAP－I　showed　that～5％of　the　protein

was　cleaved　between　Arg－5　and　Gly－6，　probably　by　a　tr汗

sin－like　enzyme・It　can　be　speculat弓d　that　this　enzyme　also

cleaves　lipocortin　II　between　Lys－10and　Leu－ll；the　newly

fbrmed　amino－terminal　Leu　is　then　removed　by　an　aminΦ

peptidase　to　generate　PAP－IV．　Despite　the　inclusion　of　O．5－5

mM　benzamidine　in　the　buf丘rs　used　fbr　homogenization　of

placental　tissues　and　subsequent　column　chromatography，

proteolytic　degradation　of　these　proteins　was　not　prevented．

More　potent　protease　inhibitors　will　be　required　lbr　isolation

of　the　intact　proteins．

　　PorεM∫α∫Pゐ夕∫∫o∫09fcα1∫∫9πヴ「cαπcθ．　PAP・I　is　apParently

the　most　abundant　lipocortin－like　protein　purined　from　pla一

㏄nta，　and　it　also　binds　most　strongly　to　anionic　phospholipid

vesicles．　The　present　study　shows　that　at　least　thr㏄additional

pla㏄ntal　proteins　ffom　this　famny　have　anticoagulant　activity

in　vitro．　It　is　not　yet㎞own　whether　some　or　all　of　th｛るe

proteins　participate　in　physiological　or　pathologlcal　hemostasis

in　the　placenta　or　elsewhere．　It　is　possible　that　diffbrent

members　of　this　protein　family　may　be　specialized　to　serve

dif丘rent∩1nctions，　such　as　exocytcs●，　membrane℃ytoskeleton

linkage，　control　of　phospholipase　activity，　control　of　blood

clotting，　or　perhaps　other　unsuspected　fUnctions．　Further

studies　are　under　way　to　establish　the　structura1，　fUnctional，

and　physiological　propert三es　of　these　proteins．
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Morphological　Detection　of　Placental　Anticoagulant

　　　Protein・1（PAP・1）in　Human　Placenta

M↓tsμM如SAKAT　A＊、　and　T磁α3傭i　FUNAKOSHI＊2

　It　has　been　reported　that　placental　anticoagulant　protein－1　（PAP’1）　inhibits　the　intrinsic

and　extrinsic　pathways　of　blood　coagulation　and　also　the　reconstituted　prothrombinase　activity．

However，　morphological　study　on　the　distribution　of　PAP－I　in　whole　placenta　or　in　placental

cells　has　not　been　reported　yet．　We　detected　the　PAP－I　antigen，　under　light－and　electron－

microscope，　by　mean　of　immuno－cytological　techniques．　PAP－I　was　also　present　in　microvi11i

of　the　placental　syncytiotrophoblast　cells　and　their　cortical　cytoplasm　beneath　the　villi．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔Jpn　J　CIin　Pathol　38：1173～1175，1990〕

＊1College　of　Biomedical　Technology，　Osaka　University，　Toyonaka，560

【Key　Word8】placental　anticoagulant　protein（胎盤由来抗凝固蛋白質），　lipocortin　family（リポコ

ルチン族），immunoelectron　microscopy（免疫電顕）

　血液凝固抑制物質としては，アンチトロンビン皿の

ようにトロンビン・Xa因子などのプロテアーゼ活性

を抑制するものDや，Va因子・珊a因子を失活させ

る活性化プロテインCの生成に関与するトロンボモジ

ュリン2）など，数多く報告されている。われわれは最

近，ヒト胎盤から抗凝固活性を持つ蛋白質を分離精製

し報告した3）～5）。この蛋白質は，Iwasakiらによって

も報告されている6）。この胎盤由来抗凝固蛋白質

（PAP・1）は，319個のアミノ酸残基からなるリポコ

ルチン族7）に属する単純蛋白質であり，Ca2＋存在下，

酸性リン脂質に結合することにより，酸性リン脂質が

関与するすべての凝固反応を阻害する。その抗凝固作

用は，nanomolarの濃度で内因系3）および外因系8）

凝固反応を抑制する強力なものである。また，ホスホ

リパーゼA2の活性も阻害する。しかし，その生理

的意義や細胞内での局在性は明らかでない。今回われ

われは，PAP－1の胎盤における細胞内局在性を免疫

組織化学的手法を用いて光学顕微鏡と電子顕微鏡下に

観察した。

1．方 法

A．　PAP・1の精製

　Funakoshiら3）の方法でヒト胎盤より精製純化し

た。この標品を還元しSDSポリアクリルアミド電気

泳動したものをクーマシイブリリアントブルーGで染

色すると，分子量36，500の単一バンドを示した。

B．PAP・1結合セファローズの作製

　AFFI・GEL　15（BIO・RAD社）5mlに精製PAP・

　受理　1990年5月22日
＊1大阪大学医療技術短期大学部（〒560豊中市待兼山町1・1）

＊2熊本大学薬学部（〒862熊本市大江本町5・1）
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1（in　pH　7．50、1M3－〔N－Morpholino〕propane・

sulfonic　acid）を加え，4°Cで15時間ゆっくり撹

拝し結合させた。PAP－1は，9．5mg結合した。

C．　抗PAP・1特異抗体の作製

　0．3mgの精製PAP－1をFreund’s　complete

adjuvantとともに3回家兎に免疫し，2ヵ月後に採

血し抗PAP－1兎血清を得た。この抗PAP－1兎血清

をPAP－1結合セファローズカラムへ通し，抗PAP－1

抗体をカラムに吸着させ，0．15MNaClを添加した

0．01Mリン酸緩衝液pH　7・0（P・B・S・）でカラム

を充分洗浄した後，3MNaSCNで溶出し，抗PAP－

1特異抗体を得た。

D・　光学顕微鏡観察用ヒト胎盤標本の作製

　出産直後のヒト胎盤を凍結切片とし，冷エタノール

にて固定した。3％過酸化水素水を反応させ，内因性

ペルオキシダーゼを破壊する。P．　B．S．で洗浄，次に

抗PAP・1特異抗体（2．3μ9／ml　in　P．　B．　S．）に室温

で30分間反応，洗浄後ペルオキシダーゼ結合抗兎

IgG羊血清（The　Binding　Site　LTD．社，　England）

50μg／m1（inP・B．S．）と10分間反応，洗浄し，ジ

アミノベソチジンと過酸化水素水で組織内局在PAP－

1と結合したペルオキシダーゼを発色検出した。対照

染色は，メチルグリーンを用いて行った。

E．　電子顕微鏡観察用ヒト胎盤標本の作製

　出産直後の胎盤を生理的食塩水で洗浄後，過ヨウ素

酸・リジン・パラホルムアルデヒド（P．L，P．）固定液

にて4°C6時間固定，低温でアルコール脱水後，

－ 20°Cで4日間かけリジンに置換し，水溶性樹脂

（Lowicryl－K4M）に2日間一20°C一ドで紫外線重合

にて包埋した。この試料を超薄切片としてニッケルグ

リッドに取り，P．　B．　S．で洗浄後，室温で抗PAP－1

特異抗体（2．3μg／mlinP．B・S．）と3時間反応させ

た。洗浄液（0．05％Tween　20を含むP．　B．　S．）で

充分に洗浄後，蛋白量にして2．5μg／m1（inP．B．S．）
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Figure　l　Light－nlicroscopical　photograph　of

　　　　two　chorionic　villi．　Brown　colored

　　　　layer　represents　the　existence　of

　　　　PAP・1．

Arrow：Nucleus　of　syncytiotrophoblast，
＊：lntervillus　blood　space，　B：Fetal　blood

vessel，　Bar：20μm．
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　　　　　　　Electron－microscopical　photogra・Figure　2

　　　　ph　with　high　magnification　of　the

　　　　positive　Iayer　in　Fig．1．　Colloidal－

　　　　gold　granules　represent　the　exis－

　　　　tence　of　PAP－1．

＊：Intervillous　blood　space，　M：Microvilli，

E：Endoplasmic　reticulum，　Bar：0．5μm．
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の直径5nm金コロイド粒子結合抗兎IgG山羊血清

（E・YLab社，　USA）と室温で5時間反応，洗浄液

で洗浄後，2．5％酢酸ウラン水溶液で単染色を行っ

た。電子顕微鏡観察用ヒト胎盤標本の対照として，抗

PAP・1特異抗体のかわりに兎IgGと反応させた後，

上記の金コロイド粒子結合抗IgGを反応させた。

F．　電子顕微鏡観察

　観察には，日立H300型電子顕微鏡を使用した。

　　　　　　　II・　結果および考察

　光学顕微鏡観察においては，Fi忌1に見られるご

とく，絨毛膜絨毛の絨毛間血液腔即ち母体血に面した

栄養芽層合胞体細胞表層部にペルオキシダーゼ反応陽

性部が観察できた。

　電子顕微鏡を用いて，さらに細部を観察すると，

Fi＆2に見られるごとく，合胞体細胞の母体血と接

する表層部および微絨毛への金コロイドの結合が観察

された。対照の標本では，金コロイドの吸着を認めな

かった。

　胎児の臓器である胎盤の絨毛間血液腔には母体血が

ゆるやかに流れており，その中に複雑に絨毛組織が入

りこんでいるという胎盤の構造を考えると，妊娠によ

る凝固充進状態9）への胎盤の関与は大きいと考えられ

る。この胎盤の栄養芽層合胞体細胞表面に，重要な凝

固抑制物質のひとつであるトロンボモジュリンが存在

する事が報告されている1°）が，このトロソボモジュリ

ンは絨毛間血液腔において，トロソピンが産生される

とそれを捕捉し，プロテインCを活性化することで母

体血が凝固するのを防いでいるのであろう。そして栄

養芽層合胞体細胞内に存在するPAP－1は，細胞が損

傷すると遊出して，その機能を現わし，他の凝固抑制

物質とともに胎盤内での血液の凝固を抑制し流動性を

保っていると考えられる。

　　　　　　　　III．　ま　と　め

　1）　胎盤由来抗凝固蛋白質（PAP－1）の胎盤におけ

る細胞内局在を，光学顕微鏡と電子顕微鏡を用い，免

疫組織化学的に検出した。

　2）栄養芽層合胞体細胞の母体血側表層部および微

絨毛に陽性反応が検出された。
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