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論文内容の要旨

TFPI は血管内皮傷害にはじまる外因系凝固の開始反応を阻害するプロテアーゼインヒビターであり、血禁中では

リポ蛋白結合型および遊離型として存在している他、大部分は heparin 投与により血禁中へ遊離される血管内皮細胞

結合型として存在している。従来、高脂血症患者では、血竣中総 TFPI が増加することは報告されていたが、各分画の

変動については検討されていなかった。そこで、各分画を定量可能にするため従来の測定法を改良すると同時に LDL

apheresis 施行中の患者を含めた II型高脂血症患者の各分画における変動を検討した。

【方法}

1 )血禁中各 TFPI 分画活性の測定:血壊を Superdex 200 カラムを用いてゲル漉過し、 LDL/VLDL 結合型、 HDL 結

合型および遊離型の TFPI 活性を、組織因子 VIIa 複合体による X因子の活性化反応に対する阻害活性として、 Xa に

対する蛍光性ペプチド基質を用いて測定した。

II) TFPI 抗原量の測定: TFPI の Kunitz type domain-3 を認識するモノクロナール抗体を用いた EIA 法により血

禁中の遊離型および heparin により遊離した血管内皮細胞結合型抗原量を測定した。

【成績】

1 -1 )ゲル鴻過に用いた緩衝液中の NaCl 濃度を従来の0.15 M に対して 1M に設定して健常人血竣のゲル漉過を

行うと、各 TFPI の分離には差はなかったが、回収率は 1M に設定した方がはるかに良く、特に遊離型の回収率が上

昇し、血禁中総 TFPI 活性の約50% を占めることが明らかとなった。これにより、血禁中リポ蛋白結合型および遊離型

TFPI 活性を分別定量する方法を確立した。

1 -2 )この条件を用いて、健常人および高脂血症患者の血紫をゲ、ル漉過し、各 TFPI について解析したところ、高脂

血症患者では健常人に比し LDL/VLDL 結合型活性は上昇していたが、逆に遊離型活性は低下していることが明らか

となった。特に LDL -a pheresis 施行中の患者では遊離型活性の低下は著しかった。

1 -3) LDL-apheresis 施行患者では、 TFPI は apheresis column により生体内から除去されていた。これは、ほとん
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どが血管内皮細胞結合型由来であった。

II-1) 遊離型抗原量のみを測定可能な EIA 法について、希釈に用いられた緩衝液中の NaCl 濃度を従来の0.15 M に

対して0.6M に設定することにより、heparin の TFPI 抗原量測定値に対する影響はほぼ消失した。これにより、hepar­

in により血禁中へ遊離される血管内皮細胞結合型抗原量を同時大量に測定する方法を確立した。

II -2 )この条件を用いて高脂血症患者の遊離型抗原量を測定すると、活性の場合と同様に健常人に比べて有意な低下

が認められた。

II-3) 健常人および高脂血症患者に一定量の heparin を投与し遊離した血管内皮細胞結合型抗原量と遊離型抗原量

の聞には正の相関があることが明らかになった。

【総括】

以上の成績から、従来、健常人に比し血築中総 TFPI の増加が報告されていた高脂血症患者では、 LDL/VLDL 結合

型の増加することが明らかとなり、活性を有する遊離型抗原量が低下しており、さらにその低下は血管内皮細胞結合

型抗原量の低下と関連することが明らかとなった。また、 LDL-apheresis 施行患者では、 heparin 投与により血管内皮

細胞結合型 TFPI が血禁中に遊離され、これがリポ蛋白と結合し、 apheresis column により生体内から除去されたこ

とによって、非施行患者に比べより血管内皮細胞結合型抗原量が低下すると考えられた。これら高脂血症患者におけ

る血管内皮細胞結合型の低下は、外因系凝固反応の充進につながるものと考えられた。今後、この方法を用いて各種

疾患における各 TFPI 抗原量の変動を調べ、それぞれの臨床的意義を明らかとすることにより、高脂血症あるいは、心

筋梗塞など血栓性疾患の診断、治療に応用できる可能性があると思われる。

論文審査の結果の要旨

TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) は外因系凝固開始反応の阻害蛋白であり、血禁中リポ蛋白結合型、遊

離型および血管内皮細胞結合型の存在が知られているが、それらを分別定量する方法は開発されていなかった。本研

究では、 TFPI の各分画(血禁中リポ蛋白結合型、遊離型および血管内皮細胞結合型)の測定法を確立し、高脂血症患

者における変動について検討を行った。測定法の確立については以下の結果が得られた。

1 )各分画を分離するためのゲ、ル鴻過の条件を検討することにより血築中遊離型の回収率が上昇し、血築中総 TFPI

活性の約50% を占めることを明らかにした。 2) TFPI 抗原量測定時の条件を検討することにより heparin により血

管内皮上から遊離された TFPI を測定することを可能にした。これらを用いて高脂血症患者の各 TFPI 分画の変動に

ついて以下の結果が得られた。 1 )高脂血症患者では健常人に比し血禁中遊離型活性と抗原量、および血管内皮細胞

結合型抗原量が低下していた。 2 )血禁中遊離型抗原量と血管内皮細胞結合型抗原量は正相関していた。以上の結果

から、高脂血症患者では血禁中遊離型の低下が血管内皮細胞結合型の低下と関連していることが明かとなった。これ

ら遊離型および血管内皮細胞結合型の低下は、外因系凝固反応の充進につながるものと考えられた。

本研究は、 TFPI の各分画測定法の確立、血禁中遊離型と血管内皮細胞結合型との関係、および高脂血症患者でのこ

れら分画の変動を明らかにしたものであり、今後この方法により各種疾患における TFPI の臨床的意義を解明する端

緒を開いたものである。よって本研究は学位論文として十分値すると認められる。


