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論文内容要旨

 第1章 序 論

  血液凝固の最終段階に酵素として働くフィブリ ン安定化因子(FSF) は, 古く1940年代にRobins 及

 び 1・ orand a磁 L岨d 等により「C& +÷存在下で酸又はurea 可溶フィ ブリ ンを不溶フィ ブリ ンに転化させ

 る因子」 として発見され ブこ。 以来酸不溶フィブ リ ン形成の機構 につ いて分子レベルで の解析が進められ,

 種々の説が提唱されたが, 1960年代に入ってLar 脚d 皿d Konishiにより酸不溶フィブリ ン形成は

 tran飢m idation によることが示唆さ れ・ その後・ NH3 の遊離・ r-g]ut&my1 とε一 1ysine 間の iso-

 peptide 結合の形成等が 確認され て, transam ida土iOR 説 は確立きれ た。 現在ではフィブリン分子 上の

 iSope pt ideの結合座 も決定さ れてい る。 こ のよ うな機能 をもつF SFは生体中 では不活性な前駆 体として

 存在してお り, 血液凝固の際にCa 朴 存在下でトロンビンにより酵素活性 を持つ活性フィブリ ン安定化

 因 子( FSF )となる。 著者 はF SFの活性化の機構 を解明する為の基礎としてFSFの精製を行なつ プこ。 次

 いで, 精製したFSFを用いて, FSFの活性化及びその失活に関して初歩的研究を行った。

 鑓12章 ウシ・フィブリン安定化因子の精製

 1. 材料及ぴ実験方法

  フィ ブ ]〃 一ゲ ン・ フィ ブワ ン及び トロンビンは夫々Laki( 1951 ), Donnelly( 1955 )の 方法に従

  って調製しπ。 粗FSFは、 凍結血漿(Pe瓢催) を触解後遠心により沈澱を除き, 熱処理を主とする

  Loe町 塾 櫨ザ 〔1957)の方法により調整 し, これを starhng material として DEAE一セ ルロース・
 カラム ・'ラロマトグラフ、一及び庶糖密度.公配超遠心によ り, FSFの精製を進めだ。 最終産物の純度検定

  は主としてディスク電気泳動( 7. 5%ポリアクリルアミ ド, ト 1」 スーグリシ ン緩衝液 pH8.6, 3mA

  ×2hrs, 酢酸固定, アミ ド・ ブ'ラック染色)により行なった。

   (〕& 梓 及びシステイ ン存在下(pH7.5, 室温) でFSF をトロンビン〔 2NTH 単位) により10分間

 活性化し、 これにフィ プリン溶液( 4.5 mg) を加え、 30分後にモノク口口酢酸で反応を止め, 酸不溶

  フィブリンが約2mg 形成きれるに必要な酵素量を1単位とした。 蛋白はL α町y eむ al. 〔1951) の方

 法で定量 し, 比活性(蛋白 1m g当 りの単位数) を求めπ。

 2.結 果

  A) DEAE一セルロース・カラム・クロマトグラフィー

    1mM EDTA を含 む50mM ト 『∫ スー塩酸緩衝液(pH7.5)で平衝化した DEAE一セルロース・

   カラム( 3×24㎝)に粗F SFをかけ, 平衝液 で洗ってか ら, NaC1 のりニ アー 濃度公配(0から

   0.3M, 流出液 1.24) をかげながら流出分画を行った。 流出パターンは, 粗FSFによって必ずし

   も一定しないが, 多く の場合4っの ビ。 一クが現れ, 比較 的低い第3番目の ヒ。 一クにFSF活性が検出

   さ れ. た。

   ステップワイズ法による流出 も検討した。 この場合 FSFは 0.06 M NaGI で流出された。しか し・
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  再現性に於てりニア一濃度公配法がより確実であった。 FSF分画 を硫安で濃縮 後, 庶糖密度公配超

 遠心により更に精製を進めた。

 B) 庶糖密度公配超遠心

  約5%から40%(W/V) の連続庶糖密度公配層(4.5 彿! )にFSF溶液( 0.5 刎') を載せ, スウィ

  ング・ヘッドを用いて遠心〔44,000 r. P. m。 × 12 1/2 hrs, 又は 64,000 r. P. m、 ×83/4 hr5)後,
 遠心管の底に穴をあけて滴下しながら分画しπ。 遠心のパターンは, 多(の場合, 4っのピークを

  示し, そのうち最も高い ヒ。一クにFSF活性が検出された。

   粗'F SFから始まる精製の ba1 ㎝ce sheet も合せ完成しπ。 比活性の上昇率 は粗FSFの純度に左右

  され るが 最終 産物の比活性はほぼ 2.000単位/勉望蛋白に落ち着く。

   最終産物は非常に安定であ り, 薄い濃度で一晩以 と放置されない限 り, 少くとも1ヵ月聞は比活

  性の低 下は認 め られな かった( 4℃ 保存 )。

 (1) ディスク電気泳動によ る純 度検定

   DEAE一 セルロース・カラム・クロマトグラフィ 一のみによってもほぼ単・一のバン ドを示す試料

  も得 られたが, 多く の場合, 庶精密慶公配遠心後も二本のバンドを示した。 そこで, トロンビンに

  よる活性化 なしに 酵素 活性 を調べて みπ ところ酸不容フィ ブワ ンの形成が認められた。 び1 まで区

  別なしに述べてきたが, 以後トロ ンビンの添加 なしに活性測定しπ場合 をF SF活性, 添加しrこ場合

  を tota1 活性(FSF+ FSF鱒), total 活性か らFSF {ン活性を差引 いた値 をFSF活性と区別して呼

  ぶことにす る。 前記条件下でディスク電気泳動を行なった場合現れる二本のバン ドのうち, わずか
                  

  なが ら遅く動くバンドの太さとFSF 活性は比例 しているこ とが観察された。 最終産物の toむa1 活

  性のうち、 FSF鱒 活性が占める割合が80%に及ぶ場合もあった。

 D) 分子量の決定
            イき

   最終産物のうちFSF 活性が微量しか認め られない試料を用いYph駐ntis〔 1964 )の方法による沈

  降 平衝法によリウ シFSFの分子量を決定した。 偏比容のみ はLoewy et a].( 1961) に倣って 0.725

  と仮定して算出しπ。 得られ た値は 270,000であっ ブこ。 FSF は システイ ン存在下で分子量 130,000

  に解離するとの報告があるが, システイン存在下で もFSFの分子量は 270,000 であっπ。

   遠心の場 における FSF の沈降の挙動 を, カタラーゼ( 分子量 250,000 )とLDB( 120,000) をマ

  一方…として, 庶糖密度公配法により前記条件下で調べた結果FSFはそれ らマーカーの中間に沈降

  した。 またフィ ブリノーゲン〔 330,000)はFSFと 全く 同じ分画に沈降した。 このこと とY phantis

  の方法によって決定されプこFSFの分子量 270,000 とを 併せ考慮する と, FSFの形態は捧状と思われ

  る。

 E) 等電点の決定

   pH範囲4-6の &m pholite(5%) を用 い、 エ レクトロフォッカッシング( 700 vo1 七s 34 hrs.
                   む 

  4℃)によ り, 最終産物中のFSFとFSF の等電点を決定した。 FSFとFSF は分析的スケールな
                           ね

  がら分離され, その等電点は夫々60及び56で あっプこ。 FSF 分画 は・ 前記ディス ク.電気泳動におけ

  る.二本のベン ドのう ち, よ り遅く動くバン ドに相当 し, FSF分画 はより早く動くバン ドに相当する
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 ことが解っ π。

 第3章 ヒト・フィブリン安定化因子の精製

  素材としてヒトの凍結血漿〔Chicago BloGd Donor Service) を用いた以外は・ ウシ・FSFの精
 製と全(同様の方法で精製を行なった。 得られた最終産物 は, ディ スク電気泳動による純度検定の結果,
                           イむ

 ウシの場合とは対照的にほとんどの場合単一バン ドを示し, FSF 含量も極めて少なかっに。 収量は血

 漿2召から 14.8π9, 比活性は 340単位/卿9蛋白であっπ。 FSFの等電点は 54〔4℃) と決定された。

 第4章 トロンビンによるフィ プリン安定化因子の分解
                              おお

  Lorand and 藍onishi(1964) は, トロンビンによって活件化きれたFSF は不安定であ り, このFSF

 の不活性化 は酸素 分圧を低下さ せることにより抑えられることを示した。 しかし, トロンビンは蛋白分
                 ポ

 解酵素の1つであることから推して・ FSF が トロンビンによって overdigest されることも, ト・ ンビ
        

 ン共存下でのFSF の不安定性の・一因と考えられ る。 著者はこの点をディスク電気泳動 を用いて検 討

 し た0

 1. 材料及び実験方法
                                    ポ

   ヒト ・FSF及びウシ・FSF は前記の方法によ り精製した。 ウシの試料 はF SFとFSF をほぼ1:1

  の比 で含 むもの を用いた。 Ca朴 及びシステイ ン( 又はグルタチオン) 存在下 でF SFを トロンビン処

  理 し, 反応 をEDTA 及びTAMe によって停止し、 その変化の過程をディ スク電気泳動により追跡した。

 2.結 果
                   

   ウシの場合, ト・ンビン はFSFとFSF の双方をアタックし, ポリアクリルアミド上のこれら二本

  のバンドは次第に消えて行きそれ に伴って新 アこ に影状に染色されるもの( シャ ドー)が現れた。 双.方

  のバ ン ドが消える頃には酵素活性 は検 出されな かった。 活性化 に伴っ てFSFのバン ドが 薄くな りF SF髄

  のバン ドが濃くなってくることが予想されたが, 採用した条件下では捕 えることが出来なかっ アこ。 ヒ

  ト試料の場合もシャ ドーが現れた。

 第5章考 察

                 だだ

  精製最終産物 は, ウシの場合特に, FSF の混在が顕著であっアこ。 FSF→iFSIF の機構を解明するた
                   だ

 めに はF SFの納品をとることが望ましい。 FSF 含量は既に粗F SFに於て決定されていた。 粗FSF調製

 の過程 でFSFが 活性化される要因とし て, ガラス壁との接触, トロンビンは勿論のこととしてそ の他の

 蛋白分解 酵素 (Konishi and Takagi 1969) などが考えられ る。 そこで, 粗FSF の調製から活性検定に

 至 るま で全 ての容器を プラ スチックに替 えるか或いはガラ ス器をシリコ ン・コーティ ングし て用 いた。

 前以ってプロ トロンビンをBa SO4 で吸着除去後, EDTA, STT, ヘパリ ン, ε一アミノカプロ ン酸存

 在下で粗F SFの調製を行なった。 しかし, このようにして調製した粗F SFのFSず含 量はコントロ ール

 とほ とん ど変 りなかった。
                          だ

  イオン交換樹脂, 分子筋, 超遠心などによって もFSFとFSF の分離が出来なかったことから推して,
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 これら 二つの蛋白は性質が極めて類似しているものと思われ る。 しか し, ディ スク電気泳動及びエレク

 トロフォカッシングの結果か ら, 表面電荷に差異のあることが明らかにされた。
   が

  FSF を含む最終 産物は4℃ に於て少なくとも1ヵ月間比活性の減少は認められなかっ アこ。 Koni shi
                          が

 and Lor and の方法に従って トロンビンから分離し 7こ FSF は少なくとも数日間安定であ る。 ディスク
                             ポ

 電気泳動によってポリアクリルアミド上に同定きれたF SFとFSF のバンドが, トロンビン処理により

 消失することが明らかにされた。 これらのことを併せ考察すると, ト・ンビン共存下に於けるFSF瀞の

 失活はトロンビンによる overdigestion が主な要因と思われる。 我々の実験条件では明瞭な結論を得る
                       お

 に は至 らなかったがディ スク電気泳動 はF SF→ FSF の機構解明の有効な手段であ ろう。

後

記

  この論文は第2章に述べπ部分を中心にして, Biochem. Biophyε. Res. Co㎜, 31, 222-230

 (1968)及びM眺hods in Enzymo]ogy XIX ed. by Colowick and Kaplan, Academic Press

 q970) に発表し アこ。
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 論文審査結果の要旨

  哺乳 動物の血液は体外に流出すると不溶性フィ ブリ ンが 形成され凝固す る。 このフィ ブリ ンは初めは

 尿素溶液などに可溶性であるが, 酵素 の働きにより不溶性に変化 するものであ り, 現在この酵素 はフィ

 ブリン安定化因子(FSF) として認められ, その不溶性化の機構は transamidation なることも確認さ

 れてい る。 然 しF SFの前駆 体及びそ れが 活性化され る機構は現在不明のま、残されてい る。 これ らの点

 を研究するために はま づ純粋 のF SFを得 ることが不 可欠 の条件であ り, 既 に多く の試みが行われている

 が未だに成功していない。 このFSF精製 を試みた研究が 本論文であ る。

  ウシのフィ ブリ ン安定化因子の精製;Laki( 1951) Domel]y( 1955) 及びLocwy (1957) 等の方法で調

 製した粗F SFを DEAEセルローズカラ ム, クロマトグラフィー及び庶糖密度勾配遠心法を利用して精製

 した結果, 比活性 2.000/雄 蛋白質を有する安定 なF SFを得ることが できた。 然しこの標品をディ スク

 ㍑気泳動法で調べたところ活性FSFが 種々 の割合に混在しているこ とが明らかになった。 活性F SFの混

 在 は粗F SF調製過程中FSFが 活性化される可能性があ り, そ の原因となると考え られ る, ガラス容器面

 との直接接触を断ち, プロソロンビンの吸着除去, さらにEDTA, STT, ヘパ 11 ン, ε一アミノカプロ

 ン酸存在の下での調製 を行なったが混在してくる活性FSFの除去はできなかった。 ま アこ 調製 後, イオン

 交換樹脂, 分 子鯖, 超遠心を試みたがFSFと活性FSF の分離は不可能に終った。

  まπ得られた標品中, 活性 FSFを微 量しか含 まない試料について沈降平衡 法で測定したF SFの分子量

 は270,000、 また沈降の挙動からその形は fibm肥 に近いと思われる。 等電点 はFsFでは 6.o, 活性E鯉

 では 5.6であ る。

  ヒトのフィ ブリ ン安定化因 子の精製: 同様の方法で精製して得られπ標品 の比活性は 340題言グ 好蛋

 白質, 等電点は5.4であったが, 標品中の活性FSFの含量が非常に少ない点がウシの場 合と異なる点で

 あ る。

  上記の方法では完全 にFSFのみを分離 することはできなかっπ。 種々試みた方法のうちディ スク電気

 泳動法のみが分離にある程度有効であ り, 今後FSF→活性FSF機構解明にこの方法は有力な手段となり

 得るであろう。

  以 と後藤寿夫の研究 は完全とはいえないが, 今までのうち最も純度の高 いF SF標品調製に成功しだも

 のであ り, 今後この方面の研究の進歩に資するところは大きいと考える。

  よって 後藤 寺夫提 出の論文は理学博士の学位論文として合格 と認め る。
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