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ト ロ ン ビ ン 活性発現に重要なア ミ ノ 酸残基の検討

一 興常プ ロ ト ロ ン ビ ン の 生化学 , 分子生物学的検討を用 い て
-

金沢 大学医学部内科学第 三 講座 (主任 : 松 田 保教授)

森 下 実 理 子

プ ロ ト ロ ン ビ ン は
,
血 液凝固系に お い て 中心 的な 役割 を果たすセ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で ある ト ロ ン ビ ン の 前駆 体で ある .

本研究 では ,
先天性 プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症 ( プ ロ ト ロ ン ビ ン H 血i) の 患者を 対象と して , 精製プ ロ ト ロ ン ビ ン の 酵素学的性質

を検討し , さ らに そ の 遺伝子構造 を解析 し異 常部位を同定する こ と に よ り, ト ロ ン ビン 活性発現‡こ 重要な ア ミ ノ 酸残基に つ い

て 検討L た . 発端者 の プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性は 正 常の 約 10 % で あ っ た が , 同抗原量は 正常値 で あり
,
出血傾 向は 認め な か っ た .

発端者 の 血 紫か ら精製 した異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の 酵素学的性質の 検討を行い , 以下 の 結果を 待た . 1 ) 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の

Ⅹa 因子 に よ る活性化様式は , 正常 プ ロ ト ロ ン ビ ン と 同様で あ っ た . 2 ) 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を 活性化 して 得 られ た α小 ロ ン

ビ ン は , フ ィ ブリ ノ ゲ ン 凝固活性 は低下 し て い た が , 合成 ペ プ チ ド基質に 対す る水解能は 正 常と 同 じで あ っ た . 以上 の 結果か

ら, プ ロ ト ロ ン ビ ン Hi m i は α
一 ト ロ ン ビ ン 領域の 基質結合部位に 異常が存在す る こ と が 予測 され た . 次に 構造異常を解析する

た め に
,
プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症 の 遺伝子解析 を行 っ た . 発端者お よ びそ の 家族 の 染色体 D N A よ り , α

-

ト ロ ン ビ ン 領域を コ ー

ドする エ ク ソ ン 8 か ら1 4 ま で の 領域を ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応に て増幅 し , 一 本鎖核酸構造多形性 (sin gl e- S tr a n d c o nf o r m a ti o n

p oly m o r p hi s m . S S C P) 法に て塩基配列の 異常を検索 した . そ の 結果 ,
エ ク ソ ン1 0 領域 に こ の 家系に 特異的な 2 種類の 異常 ア レ

ル が検出 され , 発端者は こ の 2 種炉の 異常 ア レ ル を有 して お り ,

一

つ は 父 か らもう
一

つ は母 か ら受け継がれ て い る こ とが 示 さ

れ た . そ こ で 発端者 の D N A を用 い て , ニ の 異常な S S C P パ タ
ー

ン を示 した エ ク ソ ン10 領域の 塩基配列を決定 した と こ ろ ,

33 7 番 目の メ チ オ ニ ン ( m eth i o ni n e -3 3 7 , M e ト3 37) が ス レ オ ニ ン ( t h r e o ni n e , T h r) ( T → C ) (変 異Ⅰ) に , 3 8 8 番 目 の ア ル ギ ニ ン

( a r gi ni n e
-3 8 8

,
A r g

-3 8 8) が ヒ ス チ ジ ン (his tid i n e , H i s) ( G -
→ A ) ( 変異Ⅱ) に 置換 して い た . 両 親 の プ ロ ト ロ ン ビ ン 遺伝子 の 塩基配

列を決定する こ と に よ り , 変異Ⅰ は父 由来, 変異 Ⅲほ 母 由来で ある こと が 明 らか と な り , 発端者は 2 種類の 異 な る異常 プ ロ ト

ロ ン ビ ン を 有する 二 重 ヘ テ ロ 接合体で ある と 考え られ た . こ の よ う に
,
ト ロ ン ビ ン 分子上 の M e ト3 3 7 と A r g-3 8 8 は , フ ィ ブリ

ノ ゲ ン を フ ィ プ リ ン に 変換す る際 に 重要な ア ミ ノ 酸残基 で ある こ と が示 唆さ れ た .

K e y w o r d s p r o t h r o m bin , t h r o m bi n , d y s p r o t h r o m bi n e m i a , fib ri n o g e n , t h r o m b o m o d u li n

プ ロ ト ロ ン ビン は , 分子量約72 , 0 0 0 で57 9 残 塞か ら な る 一 本

鎖糖蛋白質である
- ト J}

. プ ロ ト ロ ン ビン の 活性化は . X a 因 子i こ

よ り ア ル ギ ニ ン ( a r gi ni n e , A r g)
- 2 71 - ス レ オ ニ ン ( th r e o n i n e ,

T h r)- 2 7 2 結 合が水解 され ,
フ ラ グ メ ン ト 1 + 2 と プ レ ト ロ ビ ン

2 と な る . プ レ ト ロ ビン 2 に は酵素活性は なく よ
A r g-3 2 0

- イ

ソ ロ イ シ ン (is ol e u ci n e , Il e)
一3 2 1 結合が 氷解 され て α- ト ロ ン ビン

と な る .

反応生成物の α 一 ト ロ ン ビン ほ セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ に 属 し ,

フ ィ ブリ ノ ゲ ン に 作用 して フ ィ プ リ ン を 生成す ると 共に
,
凝固

補酵素蛋白の 第 V 因子 や 第 VIII 因子, お よ び第 ⅩⅠⅠⅠ国子 や血

小板を活性化 し , 凝固促進的に 作用する . しか し 一 方で ,
ト ロ

ン ビ ン は プ ロ テ イ ン C を 中心 と した 凝固制御系を活性化 し, 積

極的に凝固制御国子と L て機能 して い る .
つ ま り

,
ト ロ ン ビ ン

が 血 管内皮細胞膜 に 存在す る ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン と 結合す る こ

と に よ り , 抗凝固性セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 前駆 体 の プ ロ テ イ ン

C が選 択 的 に 活性化 さ れ ,
さ ら に ト ロ ン ビ ン の 向凝固作用

( フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝 固, 第 V 国 子 , 第 VIII 因子, 第 XIII 困子

活性化, 血 小板活性化な ど) が 阻害 され る . こ の よ う に ト ロ ン

ビ ン は
,
凝固 促進作用 と 凝固阻止作用 と い う 相反する作用 を両

方有す る こ と が 知 られ て い る .

し か し , ト ロ ン ビ ン 分子 上 の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン や ト ロ ン ボ モ

ジ ュ リ ン な どの 種 々 の 基質と の 結合部位に 関する詳細 は不 明 な

点が 多く , ト ロ ン ビ ン 活性の 発現機序に 関する研究は現在も多

くな され て い る . い く つ か の 試験管内反応系に お ける研究の 報

告に よ る と ,
ア ニ オ ン 結合部位 と呼 ばれ る活性中心 周辺の 陽性

に 荷電し て い る表面残基の 領域 が , 多 くの 基質, 補因子 , イ ン

ヒ ビ タ ー との 結合部位である と考 え られ て い る .
.α- ト ロ ン ビ ン

か ら β- ト ロ ン ビ ン に変換す る際に 切断され る A r g -3 9 3 も ア ニ

オ ン 結合部位 に 位置 L て お り, β- ト ロ ン ビ ン は 合成基質を分解

するもの の フ ィ ブ リ ノ ダ ン せ フ ィ プ リ ン に 変換せ ず, プ ロ テ イ
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異 常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の 解析

ン C の 活性化も低下す る こ とか ら , ア ニ オ ン 結合部位は フ ィ ブ

リ ノ ゲン や ト ロ ン ボ モ ジ ュ
リ ン と の 結合に 重要な領域で ある と

考え られ て い る ･ また , 現在 まで に い く つ か の 異常 ト ロ ン ビ ン

の構造解析 と酵素学的性質と の 検討 に よ り , ト
ロ ン ビ ン 分子の

基質結合に 重要 な役割を果た し て い る ア ミ ノ 酸残基が決定さ れ

て い る . こ の よ う に 試験管内反応系 で の 研究結果の み で なく ,

異常 ト ロ ン ビ ン を 有す る臨床例を 用 い て ,
そ の 異常分子 の 構造

ぉよ び政能を検討する こ とに よ
r)
,
ト ロ ン ビ ン 活性の 発現に 重

要な部位 を明 らか に する こ とが で き る･

本研究 で は , 最近偶然発見され た 出血 傾向を認め ない 先天性

プロ ト ロ ン ビ ン 異常症の 患者を対象 と して , 精 製異常 プ ロ ト ロ

ン ビ ン の 酵素学的性質を検討し , さ らに そ の 遺伝子構造を解析

L 異常部位を同定す る こ と に よ り ,
ト ロ ン ビ ン の 凝固促進ある

い は凝固 阻止作用の 活性発現に 重要 な ア ミ ノ 酸残基に つ い て検

討した .

対象お よ び方法

Ⅰ . 対 象

対象は , 先天 性プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症の
一 家系 (発 端者 お よ

びそ の 両親 ,
二 人 の 妹) で ある . 発端老は 富山 県氷見市出身の

26 歳女性で , 出血 傾 向の 既往歴 ほ な い . 妊 娠時の 凝血学的検査

に て
,
プ ロ ト ロ ン ビ ン 時間お よ び活性化部分 ト ロ ン ポ プ ラ ス チ

ン 時間の 延長を認め た た め , 精 査 目 的に て 当院内科 を受診 L

た . 尚 , 2 回 目 の 出産で は帝王 切開を施行す るも異常出血 の 合

併は認め なか っ た . 両 親は 血族結婚で は な く , 家系内に 異常出

血者は認 め な い ( 図 1 ) . 身体所見
一 般血 液学的検査成績に つ

い て は
▲ 特記す べ き こ と は な い .

Ⅲ . 方 法

1 . 血 液凝固 パ ラ メ 【 タ の 測定

採血 は 3 .8 % ク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム 0 .5 m l 入 り 真空採 血管に

4 .5 m l の 血液を 採取 し, 速やか に 4
8

C . 3 0 0 0 r p m , 1 0 分間遠心 分離

し て 血凍 を得 た . 各測定項目 の う ち ,
プ ロ ト ロ ン ビ ン 時 間

(p r ot h r o m bi n ti m e ,
P T ) , 活性 化部 分 ト ロ ン ポ プ ラ ス チ ン 時間

(a c ti v a t e d p a r ti al t h r o m b o pl a s ti n , A P T T ) , フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 溝

鼠 各種凝固因子活性は採血後 ただ ちに 測定 し, 残り の 血 糞は

- 8 0 ℃ に て凍結保存 し , 随時融解 し て 使 用 した . P T は シ ン プ

ラ ス チ ン (O r g a n o n T e k n ik a . T u r n h o u t , B elgi u m ) を 試薬 と

し
5J
. ま た A P T T は プ ラ テ リ ン

･ プ ラ ス
･

ア ク チ ベ ー タ

(O r g a n o n T e k nik a ) を 試薬と し
6,

Q ui c k 一段 法に よ り, 自動測

装置(A u t o- F i , D a d e , M ai a m i , U S A ) を 剛
､ て 測走し た ･

フ ィ ブ

リ ノ ゲ ン は ト ロ ン ビ ン 時間法
7 一
に よ る測定 キ ッ トで あ る 芋

- タ

フ ァ イ ･ フ ィ ブ リ ノ ゲ ン (B a x t e r . M i a m i . し
.

S A ) を用 い て , 自動

測定装置に て 測定 した . 第 V , V II , V III , I X , X .
X I

,
X II 凝固因

子活性は , それ ぞれ の 因子 欠乏 血莱(B a x t e r) を 剛
､ て

一

段 法に

よ り測定 した . 第 XIII 凝固因子抗原量は , コ ア ソ ル F X III ( メ

デ
ィ カ ル リ ン ク , 神奈川) を 用 い て 測定 し た .

2 . 血 凍中 プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性お よ び 抗原量の 測定

凝固系 に お け る プ ロ ト ロ ン ビ ン 活 性化因子 は ,
X a 因 子 ,

C a
2 ■

イ オ ン , リ ン 脂質 およ び V a 因子の 複合体 ( プ ロ ト ロ ン ヒ

ナ ー ゼ 複合 体) で あ るが , プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性の 測定法に は 通

常外因系の 組織 ト ロ ン ポ プ ラ ス テ ン に よ る
一 段法 が 剛 ､ ら れ

P C R
, p Oly m e r a s e c h ai n r e a c tio n ; P T , P r O t h r o m bi n ti m e

C O nf o r m ati o n p oly m o r p his m ; T B S , t ri s b u ff e r e d s ali n e ;

5 1 5

る . 特 殊 な プ ロ ト ロ ン ビ ン 活 性 の 測 定 法 と し て ,
E ぐんi∫

川 万 別 血㌦ や T a ip a n 蛇 などの 蛇毒酵素や ,
ス タ フ ィ ロ コ ア グ

ラ ー ぜ
- 川-

を プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性 化国 子 と し て 用 い る場合があ

る . g 亡んね c α r 血 れび 蛇毒中に 存在す る プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性化

酵素は , C a
2+ イ オ ン や リ ン月旨質, V a 因子を要求せず .

プ ロ ト ロ

ン ビ ン 分子 内の ペ プチ ド結合を特異的に 氷解す る こ とに よ り ,

α- ト ロ ン ビ ン へ と活性化す る
川

. 5 f 呼ん〆o c o r 川 ∫ d 以r P 〟∫ の 菌体

外蛋白質 で ある ス タ フ ィ ロ コ ア グ ラ
ー ゼ は

,
プ ロ ト ロ ン ビ ン と

1 : 1 の 分子複合体を形成す る こ と に よ っ て プ ロ ト ロ ン ビ ン を活

性化するが ,
こ の 際他の 因 子は 必 要で な く , また 分子内の ペ プ

チ ド結合も全く水解され な い . 今回 は ,
通常 の 一 段法と , 特殊

な 測定法と して E c h t s c a r z
'

n a t u s 蛇毒(Sig m a , S t ･L o ui s , U S A ) ,

ス タ フ ィ ロ コ ア グ ラ
ー ゼ ( 九 州大学理学部 , 岩永貞昭教授よ り

供与) を 用 い た方法を行 っ た .

プ ロ ト ロ ン ビ ン 抗原量は L a u r ell
t2 )

l
すなわ ち抗 ヒ ト プ ロ 1

､ ロ

ン ビ ン 抗血 清 (B e h ri n g w e r k e A G . M a rb u r g , G e r m a n y) を含む

ァ ガ ロ ー

ス ゲ ル 平板中で 被検血凍を電気泳動 させ , 沈降反応に

ょ っ て 生ず る ロ ケ ッ ト状の 沈降帯の 高さ を抗原量と して測定 し

た .

3 . プ ロ ト ロ ン ビ ン 抗原の 定性と 易動度の 検討

抗原の 定性に つ い て は オ ク タ ロ ニ
ー 法
13)
を 剛 ､ て , 被検血 歴

と健常 血旅 の 沈降線を比較 した . 抗 ヒ ト プ ロ ト ロ ン ビ ン 抗血清

を 用 い て ア ガ ロ
ー ス ゲル で被検血祭 と健常血祭の 二 次元免疫電

気泳動
川
を行い ,

易動度を比較 した .

4 . 精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン およ び ト ロ ン ビ ン の 性状に つ い て の

検討

1 ) プ ロ ト ロ ン ビ ン およ び ト ロ ン ビ ン の 精製

/ 1 0 的 9

Fig . 1 . P e di g r e e of t h e f a m i
ly w it h p r o t h r o m bi n H i m i ･

P r o b a n d i s i n d ic a t e d b y a n a r r o w . T h e n u m b e r s b el o w

th e s y m b oI s d e n o t e p r o t h r o m bi n cl o t tl n g a C ti vi ti e s

( o n eT S t a g e a S S a y m e t h o d) a s a p e r c e n t a g e of n o r m al

a c ti vi t y . I n h e rit a n c e of th e v a ri a n t p r o t ei n s
w a s f oll o w e d

o n t h e b a sis of th e P C R
-S S C P a n aly si s . 凸. H e t e r o z y g o t e

f o r t h e tT P
e I m u t a ti o n (Ⅰ/-) : ⑳ ･ h e t e r o z y g o t e f o r t h e ty p e

Ⅲ m u t a t l O n ( n/ -) : ㊤ , C O r n P O u n d h e t e r o z y g o t e f o r th e ty p e

I a n d Ⅱ m u t ati o n s (V n ) : G) , n O r m al : O T
n O t t e St ed ･

; S D S , S O di u m d o d e c yl s ulp h at e ; S s c p . s in gl e
- St r a n d

T h r
,
t h r e o ni n e



5 16

プ ロ ト ロ ン ビ ン は M o r ris o n お よ び E s n o uf の 方法
15,
に 準じて

精製 した . すな わ ち , 1 0 0 m l の ク エ ン 酸加 血祭 を塩化バ リ ウ ム

で 吸着 しモ ノ Q ( P h a r m a ci a . U p p s al a , S w e d e n ) カ ラ ム ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

で溶 出 した . 精製 α一ト ロ ン ビ ン ほ ,
K a w a b a t a らの

方 法岬 に よ り精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン を g r鬼才∫ r d 7
･

i

●

門 口才以∫ 蛇毒 を用

い て 活性化 し , C M -

セ 7 ' ア ロ ー

ス ( P h ar m a ci a) カ ラ ム ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー に て 溶出 した . 得 られ た精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン と α- ト

ロ ン ビン は
,
L a e m m li の 方法

17 ■

に よ っ て ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ

ム ー ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気泳 動 (s o d iu m d o d e c yl

s u lf a t eL p Oly a c r yl a rn id e g el el e c t r o p h o r e si s . S D S- P A G E ) を 行 っ

た .

2 ) 精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性化に よ る生成 α- ト ロ ン ビ ン 活性

の 検討

0 .1 M C a C I2 を 含 む 0 .0 5 M ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (p H 8 .0 )

( T ri s
-b u ff e r e d s ali n e , T B S) 中の 精製プ ロ ト ロ ン ビ ン に , 活性化

因 子 と し て ウ シ X a 因子 (E n z y m e R e s e a r c h L a b o r at o ri e s .

S o u th B e n d
.
U S A ) ある い は E c h i s c a rt n a t u s 蛇毒を 加 え て ,

3 7 ℃90 分間加 温 した . 経時 的に 反応混合液 5 恥l を 分取 し ,

S D S - P A G E を行 い ,
プ ロ ト ロ ン ビ ン の 限定分解 パ タ

ー

ン を み

た . さら に 同時 に
,
生成 ト ロ ン ビ ン の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝 固活性

お よ び 合 成 基 質 S -2 2 3 8 ( K a bi D ia g n o sti c a , S t o c k h ol m ,

S w e d e n) を 用 い た合成基質氷解活性を測定 した .

5 . D N A 解析

1 ) 末梢白血 球か らの D N A 抽出

高分子 D N A は ▲
K u n k el らの 方法

岬
を

一

部改変 し , 以 下の よ

う に L て抽出 した .

エ チ レ ン ジア ミ ン 四酢酸( e th yl e n e d i a m i n e -

t e tr a a c e ti c a cid , E D T A ) の は い っ た 採 血 管 で 10 m l 採 血 し
,

N a C l で 等張に した デ キ ス ト ラ ン 溶液を 1 / 3 量加 え て 1 時間放

置 し た . 上 層 を 遠心 して 得 た 沈殿 を燐酸緩衝食塩水 (p H 7 .2)

( p h o s p h a t e- b uf f e r e d s ali n e , P B S ) (1 0 m M 燐酸緩衝液 ,
0 .1 4 M

N a C l) で 2 回洗浄 した後 ,
5 倍 量の 細胞分解溶液 (0 .3 2 M ス ク

ロ
ー

ス
,
1 % ト リ ト ン ーX , 5 m M M g C l2 . 1 0 m M T ri s- H C l

( p H 7 .5)) に 懸濁 した . 遠心 後 , 沈 殿 し た 核分画 に 生 理 食塩

水
- E D T A 液を 5 m l , 1 0 % S D S を 0 .5 m l 加 え 横枠後, プ ロ テ ィ

ナ ー ゼ K 溶 液 (10 m g/ r nl) ( M e r c k , D a r m s t a d t . G e r m a n y) を

5 5 J l̀ 加え , 3 7 ℃4 時間保温 した . 等量の フ ェ ノ ー ル を 混和 し遠

心 後水層を 回収 L た . 同様の 操作 を フ ェ ノ
ー

ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム

(1 : l) 液 ,
ク ロ ロ ホ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル ア ル コ

ー

ル (2 4 : 1 ) で繰

り 返 した ･ 得 ら れ た 水 層 を エ タ ノ ー

ル 沈殿 さ せ
, 沈 殿 し た

D N A を 20 0 ～ 5 0 0 pl の T E 溶 液 (10 m M T ri s- H C l . 1 m M

E D T A ( p H 8 .0)) に 溶解 し , 4 ℃ に 保存 し使用 した .

2 ) プ ラ イ マ ー

作成

D a v ie ら の 報告牌 に よ ると
,
プ ロ ト ロ ン ビ ン の D N A の 長さ

は 21 K b p で14 の エ ク ソ ン を含 ん で お り , か ト ロ ン ビ ン 領域は

エ ク ソ ン 8 か ら エ ク ソ ン1 4 ま で に 含 まれ て い る . 今回 の D N A

解析は α- ト ロ ン ビ ン 領域に 範囲を 絞 っ た の で , エ ク ソ ン 8 か ら
エ ク ソ ン1 4 ま で の すべ て の エ ク ソ ン 配列と ス プ ラ イ シ ン グ部位

を解読でき るよ うに ,
D a vi e らが 報告 した プ ロ ト ロ ン ビ ン 遺伝

子 の イ ン ト ロ ン 配列か ら計5 対の プ ラ イ マ ー を 作成 した . すべ

て の プ ラ イ マ
ー

は ,
ス プ ラ イ ス 部位か ら約50 塩基上 流ま たは 下

流に 設定 L た . そ れぞれ の プ ラ イ マ ー の 配 列は , 裏 1 に 示 し

た .

3 ) ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖反応法 (p ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ,

P C R )

高分子 D N A I FLg を鋳 型 D N A と して ,
2 00 p M の プ ライ 7 -

-

1 組 ,
ギ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 燐 酸 (d e o x y n u cl e o sid e

t rip h o s p h a t e . d N T P ) 各 20 0 p M , T a q D N A ポ リ メ ラ
ー

セ

( P e r ki n
- E l m e r C et u s . N o r w alk

,
U S A ) 2 .5 単 位 を ,

1 0 m M

T ris- H C I p H 8 .3 , 5 0 m M K C l . 1 m M M g C l2 , お よ び 0 .0 1 % ∴ ゼ ラ

チ ン の 緩 衝液 に 加 え
20

＼ 滅菌蒸留水 に よ り全量 100 /J = こ調整し

た . 加熱に よ る反応液の 蒸発を防ぐた め ,
5 恥1 の ミ ネ ラ ル オ イ

ル (S ig m a) を 重 層 し た . 反 応 は D N A T h e r m al C y cle r

( P e r ki n- E l m e r C e t u s) を 用 い , 勲変性 ,
ア ニ ー リ ン グ

,
プ ライ

マ ー 伸張の 条件は それ ぞれ 表 1 に 示 した よ う に 設定 し , こ れを

1 サ イ ク ル と して 30 サ イ ク ル 繰 り返 した , 反応終 了後 ,
上 層の

ミ ネ ラ ル オ イ ル を 除去 し, 増幅 し た D N A 断片を ク ロ ロ ホ ル ム

で 抽出 した .

4 ) 一 本 鎖 核酸 構造 多形性 (si n gl e- S t r a n d c o nf o r m a tio n

P Oly m o r p hi s m .
S S C P ) 法

S S C P 法は , すで に 塩基配列の 知られ て い る特定の 遺伝子の

構造異常 を検索す る際に 有効な解析法 で ある . 原理 ば 以 F
●

の よ

う な もの で あ る ､ [ α-
ユ2

p ] デ オ キ シ シ チ ジ ン 三 燐 酸 (d e o x) し

C ytid i n e t rip h o s p h a t e , d C T P ) を直接 P C R 反応液に 入 れ て増幅

D N A 断片を
32
P で 標識 し , 加 熱変性さ せ た後中性 の ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ド ゲ ル に て 電 気泳動す る . 変性 し て 一 本 鎖 と な っ た

D N A 断片は , そ の 塩基配列に 特異的 な高次構造を取 る た め ,

T a b l e l . O li g o n u cl e o tid e s a n d c o n diti o n s u s e d t o a m plify th e h u m a n p r ot h r o m bi n g e n e

E x o n Oli g o n u cl e otid e s D e n a t u r a tio n A n n e al in g E x t e n si o n

8 ～ 9 5
'

T G C C T G G G T C C C A A C A G A G G A 3
'

5
'

A A T G G T A G C G C A G G G C T C C A G G A 3
'

1 0 5
'

T A C G A A T T C T C A T C C T C A G C T C C T A A T G C 3
'

5
'

A G A C A C C C A C G G G C C A C C A G T T 3
'

1 1 5
'

T T C T C C A T T T C T T T C T T G G G G T 3
'

5
'

T C A G C T A A C A A G C A T C T G G T G G C 3
'

1 2 5
'

T C T C A C T A G G C C C T T C T T C C T T C 3
'

5
'

A T C G G A T C C T T G A A C C C A G G C A C A A C T C A 3
'

13 ～ 1 4 5
'

C T T G A A T T C T C A C C A G C T G T G T C T C G T G A 3
'

5
'

T T T G G A T C C T G G G A G C A T T G A G G C T C G C T 3
'

9 4 ℃ 65 ℃

60 s 1 2 0 s



異常プ ロ ト ロ ン ビ ン の 解析

相補的 な 二 本の 断片は そ れ ぞれ 電気泳動 上 異 な る 移動度を 示

す.
ニ こ で D N A 断片内に 塩基置換や短い 塩基の 挿 入 , 欠失な

どの 構造変化が存在する場合は , そ の
一 本鎖 D N A の 高次構造

が変化す るた め , 構造 変化の な い 断片と は異 な る位置に 電気泳

動され る . 従 っ て 断片の 移動度の 差と し て ,
こ の 塩基配列上 の

変化を検出す る こ と が でき る ･

P C R-S S C P は ,
O rit a ら の 方法

21)2 2 }
に 従 っ た .

P C R は , 高分

子 D N A 50 n g , d N T P 各 30 FLM ,
1 FL M の プ ラ イ

マ ー

1 軋 T a q

D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ 0 .2 5 単位, [ α-

32
P】dC T P (1 1 1 T B q / m m ol .

37 0 M B q/ m l) ( A m e r s h a m ,
B u c ki n g h a m s h ir e . U K ) 0 ･2 pl に 前述

した P C R 緩衝液を 加 え全 量 5/ノⅠ と L て 行 っ た . 増幅 した 放射

性標識 D N A 断片を ,
ホ ル ム ア ミ ド色素溶液 (95 % ホ ル ム ア ミ

ド
,
20 m M E D T A , 0 .0 5 % ブ ロ モ フ ェ ノ

ー

ル ブ ル ー

,
0 ,0 5 % キ

シ レ ン シ ア ノ
ー

ル ) に て1 0 倍に 希釈 し , 9 0 ℃3 分加 熱変性 さ せ

た後 ,
9 0 m M T ri s- ホ ウ酸 p H 8 .3 .

2 .5 m M E D T A お よ び 5 % ニグ

リ セ ロ
ー

ル を含 む 5 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル ( ア ク リ ル ア ミ

ド/ N ,
N
'
- メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド

,
4 9 : 1 ) に の せ ∴ 走電

力▲ 40 W で 約3 ～ 5 時間電気泳動 し た .
この と き

,
ゲ ル 板を送

風機 に よ っ て 空冷 し た . 泳動後 ゲ㌧レを乾燥 L , オ ー ト ラ ジ オ グ

ラ フ ィ
ー

を 行 っ た .

5 ) シ ー ク エ ン ス 反 応

5 17

一

対の プ ライ マ
ー

の う ち 5
'

末端 側の プ ラ イ マ
ー

を , T 4 ポ リ

ヌ ク し オ チ F
､

キ ナ
ー ゼ ( ニ ッ ポ ン ジ

ー

ン
, 寓Ll｣) を 用 い て ,

1 0 m M A T P 存在下 で リ ン 酸化し , P C R に 用い た . P C R で 増幅

し て 得 られ た D N A 断片1 ま , 0 ｡8 % 低融点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル ( ア ガ

ロ ー ス L
,
ニ ッ ポ ン ジ ー ン) に 泳動後 ,

目的とす る D N A 断片

を 切り出 し
,
サ ブ ク ロ

ー ニ ン グに 用 い た . ラ イ ゲ
ー

シ ョ ン は ,

S m a I 切断 し 脱 リ ン 酸 化 した p U C 19 プ ラ ス ミ ドに 目 的 の

D N A 断片 を加 え , T 4 D N A リ ガ ー ゼ ( ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン) を 用 い

て 10 m M A P T 存在下 で ,
1 6 ℃

一

晩反応させ た . 大腸 菌は , コ

ン ビ テ ン ト化 した 大腸菌= M l O 9 ( ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン ) を 使用 した .

T 7 D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ ( S e q u e n a s e V e r .2 .0 . U nit e d S t a t e

B i o c h e m i c al C o r p o r a ti o n . O hi o . U S A ) を 用 い て ダ イ デ オ キ シ

法
231

で シ
ー ク エ ン ス を 行 っ た . シ

ー ク エ ン ス ゲ ル は
,
8 .5 M 尿

素 ,
7 % の ポリ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル ( ア ク リ ル ア ミ ド/ N , N

'

一メ

チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド
,
1 9 : 1 ) を 使用 した .

成 績

Ⅰ . 先天性プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症 の 凝血 学的所見

発端老の 出血時間 , 血小板数は と もに 正 常 ,
P T 17 ,5 秒( 正常

値 11 .9■､ 1 3 .9) , A P T T 7 1 .4 秒 ( 正 常値45 秒以下) と ともに 延長

を認め た . プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性が 1 0 % と著明 な 低下 を 認め る

T a b le 2 . P r o th r o m b i n l e v el a s d e t e r mi n e d b y v a ri o u s m e th o d s

F a m il y m e m b e r

(p e di g r e e p o siti o n)

P la s m a p r c t h r o m bi n l e v el ( % n o r m al)

O n e- St a g e E c h i s c a ri n a t u s S ta p h yl o c o a g ul a s e I m m u n ol o gi c al

a S S a y a S S a y a S S a y a S S a y

P r o b a n d ( Ⅰ -

1 )

F at h e r ( Ⅰ -

1 )

M otb e r ( Ⅰ
-

2 )

S i s te r ( Ⅰ
-

2 )

S i s te r ( Ⅱ
-

3 )

0

6

3

9

9

1

5

6

0
0

0

7

0
0
0

0

1

5

6

8

1

<

<

5

8

0
0

4

2

6

7

7

8

5

8

2
0

0

2

6

8

9

0
0

9

7

F ig . 2 . I m m u n o diff u si o n ( O u c h t e rlo n y) of pl a s m a a g ai n st a n tip r o th r o m b i n a n tib o d i e s . C e n tr al w e11 , a n tip r o th r o m bi n a n tib od i e s ;

1 , n O r m al pla s m a ; 2 , p r O b a n d
,

s pl a s m a ; 3 , f a th e r
'

s pla s m a ; 4 , m O t h e r
'

s pl a s m a ; 5 , Si st e r
'

s ( q -2 i n F i g ･ 1) pl a s m a ; 6 ･ Sis t e r
'

s

( ⅡT3) pl a s m a . L i n e o f id e n tit y b e t w e e n n o r r n al a n d a b n o r m al p r o th r o m bi n cl e a rl y s e e n a m o~n g alI pl a s m a s i n v e s ti g a t e d ･
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以 外 , 他の 凝固 国子括性は全て 正常 で あ っ た . 循環抗凝血素は

認 め られ な か っ た .

表 2 に 発端老とそ の 家 族の 血 糞を 用 い た 場合の , 種 々 の 測定

法 に よ るプ ロ ト ロ ン ビ ン 活性お よ び 抗原量の 測定結果 を示 す .

通常の 一 段法に よ る プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性は
, 発端老 , 妹 (家 系

+

N o r m at

n dぬ恥

Fi g ･ 3 ･ C l o s s e d i m m u n o el e c tr o p h o r e sis of pl a s m a a g ai n st

a n tip r o t h r o m b i n a n tib o di e s . P la s m a s a m pl e s w e r e r u n i n

th e a b s e n c e (l ef t) o r p r e s e n c e of c al ci u m i o n s (ri g h t) i n th e

fir s t d ir n e n sio n . N o diff e r e n c e i n m o bilit y w a s n o t e d

b e仁W e e n n O r m al a n d p ati e n t
'

s pl a s m a . T h e a d d iti o n of

C alci u m i o n s t o th e b uff e r d id n o t c h a n g e d th e p a tt e r n .

F ig . 4 . A n aly si s of p u rifi ed p r ot h r o m bi n s b y S D S
- P A G E .

N o r m al ･ p r O th r o m b in a n d p rp th ▲r O m bi n H i mi mi g r a t e d a s a

Si n gl e▲b a n d wi t h th e s a m e m o bility of S D S
- P A G E

,
a n d

th eir m o1年C ul a r w ei g ht s w e r e { e S Ii m at e d a s 7 2 ,0 0 0 .

図 位置: ロ ー3 ) iこ お い て 正常血 祭 の 約 10 % , 父 お よ び 母 で は 約

50 % で あ っ た ･ g C力′∫ C α わ乃d 加 蛇毒活性化酵素を 用 い て 活性

化した α- ト ロ ン ビ ン 活性は , 発端者お よ び妹 川 一 3) で 川% 以

下 , 両親が 約 60 % で あ っ た が ,
ス タ フ ィ ロ コ ア グ ラ ー ゼ の 場合

ほ
, 発端老 およ び 妹 川 - 3) で 正 常の 約 50 % , 両 親で は正 常とほ

ぼ 同 様の 活性を 示 した ･

一 方
,
同 抗原量は全員正常 血紫と 同様

で あ っ た ･ 以上 よ り , 本家系 を先天性 プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症と

診断 L
,
プ ロ ト ロ ン ビ ン H 血i と命名 した ,

プ ロ ト ロ ン ビ ン 抗原の 定性 では , 抗 ヒ ト プ ロ ト ロ ン ビン 血清

に 対 して , 健常 血祭
, 発端老 お よ びそ の 家系員の 血祭 ほ ▲ それ

ぞれ 1 本の 沈降線 を作り 互 い に 融合 した ( 図 2 ) . つ ま り発端老

の 血 祭は ▲ 両 親, 健常者 と の 間 に 抗原性 の 差異を 認め なか っ

た .

血 祭を 剛 ､ た 交差免液電気泳動 で は , 発端老と健常対照と の

間 に 易動産の 差異は認め なか っ た ( 図 3 , 左) . さ ら に C a
2- イ オ

ン を加 え た 泳動緩衝液に て 易動度 を検討 した が , 両 者に 差異は

認め られ ず (図 3 , 右) , 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン 分子 の Gl a 領域で

の C a
2 ~

イ オ ン と の 結 合は 正常 と考 え られ た .

Ⅱ . 精製異常プ ロ ト ロ ン ビ ン の 性状

異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の モ ノ Q カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

に よ

る溶出 パ タ ー

ン は , 単 一

峰 と し て 正 常と ほ ぼ 同 じイ オ ン 強度で

溶出 され た ( デ ー タ は 示 さ ず) . 精 製異 常 プ ロ ト ロ ン ビ ン は ,

S D S - P A G E で 正 常と 同 一 分子量 (72 ,0 0 0) で
, 単一バ ン ドを示

N o ｢ m a l
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異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の 解析

した ( 図 4 ) .

図5 は精製 した 正 常 お よ び 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を ,
リ ン 脂

質, C a
2▼イ オ ン 存在下で ウ シ X a 国子 に よ り活性化し ,

そ の 限

定分解 パ タ
ー ン を S D Sp P A G E で 調べ た もの で あ る , 異常プ ロ

ト ロ ン ビ ン は , 正常 と 同
一 分子量 の フ ラ グ メ ン ト 1 , フ ラ グ メ

ン ト 2 およ び α- ト ロ ン ビ ン を生成 し( 上段) , 還元条 件下でも同

一 分子量の B 鎖が 検出さ れ た ( 下段) . 精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン を

g c 柚 c αrJれ α王㍑∫ 蛇毒 で 活性化L た 場合も ,
X a 因子 で 活性化 し

た場合と同様の 結果を得た ( デ
ー タ ほ 示 さず) . 図 6 は , g 亡んね

r ♂rJ乃α f 祝∫ 蛇毒に よ り正常 お よび 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を 活 性化

した 際の ,
生 成 α- ト ロ ン ビ ン 活性の 経時的変化を示 した もの で

ある . 上段 が生成 α- ト ロ ン ビン の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝固活性 を示

したも の で あるが ,
プ ラ ト ー i こ 達 した 時点で 両者を比較す る

と , 異常プ ロ ト ロ ン ビ ン で は正 常の 約 37 % の 活性 し か 示 さ な

い . 一
一

方下段 は , 生成 α - ト ロ ン ビ ン の 合成基質 S-22 3 8 を 用い

た氷解活性を 示 した も の で ある が , 両 者は ほ ぼ 同 じ活性を 示 し

た .
こ の こ と よ り , 異常 プ ロ ト ロ ン ビン ほ 低分子 量の 合成基質

は 分解す るが ,
フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を フ ィ プ リ ン に 変換す る能力が

低下し て い ると 考え られ る .

ニ れ ら の 成績か ら , 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン は X a 因子 に よ る水

解部位は正 常 であ り , α
- ト ロ ン ビ ン 領域の 基質結合部位に 異常

の 存在する こ とが 推定 され た .

Ⅲ . 精製異常 トロ ン ビン の性状

E c 揖∫ ぐαr～れ d£以∫~ 蛇 毒で 活性化 さ れ た 異常 ト ロ ン ビ ン は ,

C ＼Ⅰ←セ フ ァ ロ
ー ス カ ラ ム で単 一 峰と して 正常 ト ロ ン ビ ン とほ ぼ

同 じイ オ ン 強度で溶出され た . また S D S- P A G E で 検討 した と

こ ろ非還元 , 還元 と もに 分子 量 に お い て 正 常 と 差 が み られ な
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か っ た ( 図 7 ) .

Ⅳ . 異常 トロ ン ビ ン の 遺伝子解析

1 . P C R-S S C P 法

健常者4 人
,
発端老およ びそ の 両親 と 2 人の 妹の 末梢白血球

よ り 高分子 D N A を抽出し , プ ロ ト ロ ン ビ ン 遺伝子 の 中の ト ロ

ン ビン 領域を コ ー ドする エ ク ソ ン 8 か ら エ ク ソ ン14 まで の 領域

を 5 つ に 釦ナ, P C R 法に て 増幅 した . 増幅 した 5 つ の 領域 の

D ＼A 断片は全て 単 一 バ ン ドで 目 的と するサ イ ズ が 得 られ , 健

常者, 発端者お よ びそ の 家系員と の 間に 差異 は認め な か っ た

U n r e d u c e d
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R e d u c e d

N o r m 鋸 H 細山
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･
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( デ
ー

タ は示 さず) .

P C R- S S C P 法で ほ 対立配列に つ い て 2 本の 単鎖 D N A を生 じ

る の で
,
ホ モ 接 合体 で ほ 2 本, ヘ テ ロ 接合体で ほ 4 本の バ ン ド

が観察 され る . P C R に て増幅 した D N A 断片を S S C P 法に て

解析 した と こ ろ , エ ク ソ ン1 0 領域に て 発端老 ,
プ ロ ト ロ ン ビン

活性低下 の 妹 川 -3) お よ び 両 親の 移動虔の 異 常 を 認 め た (図

( A )
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4 列) は 2 本の バ ン ドを示 した が
, 父

( 第6 列) と 母 ( 第 7 列) ほ 4 本 の バ ン ドを認 め , 4 本の うち2 本

は 健常者 の バ ン ドと 一 致 して い た こ と よ り , 父 と 母 ほ 正常と異

常の ア レ ル を 有す る ヘ テ ロ 接 合体 で ある と 考 え られ た . しか

も
,
父 と母 の 異常ア レ ル の バ ン ドは 移動度が異な っ て い た . 発

端者 (第 5 列) と プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性低下の 妹 (第 8 列) は
, 父
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異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の 解析

と 母 の 異常 ア レ ル の バ ン ドを 両 方有 し て い た ( 図 8 ) ･

一 方プ ロ

ト ロ ン ビン 活性が正 常 で あ っ た妹 川-2) (第 9 列) ほ , 健常者と

同
一 の S S C P パ タ

ー

ン を示 した . 発 端者お よ び そ の 両 臥 妹

川
･3) に お い て ,

エ ク ソ ン1 0 領域以 外に は , 異常 ア レ ル の 存在

は認め なか っ た (デ
ー タ は 示 さず) . これ らの 成績よ り , 発端者

は 2 種煩の 異常 ト ロ ン ビ ン の 原因と な る変異遺伝子 を 有する複

合 ヘ テ ロ 接合体で あり , そ の 変異部位は 2 ヶ所 とも
エ ク ソ ン10

領域に 存在する こ と が予 測され た ･

2 .
シ

ー ク エ ン ス

以上 の S S C P 法の 結 果を ふ ま え , 次に 異常な S S C P パ タ
q

ン を 示 した 発端老の エ ク ソ ン1 0 領域 お よ び ス プ ラ イ シ ン グ部位

をサ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し

,
そ の 塩基配列を決定 した , P C R 中で の

合成反応の 誤 りを 除外する ため に , 複数の P C R 反 応に 由来 L

た D N A 断片か ら , 6 個の ク ロ
ー ン を 得て 塩基配列決定に 恥 ､

た . そ の 結果 ,
6 個 の う ち 3 個の ク ロ

ー

ン で ,
メ チ オ ニ ン

( m et hi o ni n e , M e t)
- 3 3 7 に 相当する コ ド ン G 工A が , T h r の

コ ド

ン で ある G⊆A に ア ミ ノ 酸置換し て お り (変異 Ⅰ) ( 囲 9 ･ A ) , 他

の 3 個の ク ロ
ー

ン で は A r g-3 8 8 に 相当する コ ドン C G C が ,
ヒ

ス チ ジ ン (his tid i n e , H is) の コ ドン で ある C 4 C に 置換 してい た

(変異Ⅲ) ( 図 9 ,
B ) .

こ れ ら2 ヶ 所の 変異が , 両親か ら由来 した もの で ある こ とを

確認する た めiこ , 両 親の エ ク ソ ン 10 領域を それ ぞれ サ ブ ク ロ
ー

ニ ン グ し
,
塩基配列を決定し た . 父 の 場合 ,

5 個 の ク ロ
ー

ン の

うち 3 個で337番 目 の コ
.
ド ン で ある G 工A が G〔A iこ置換 して お

り, 他の 2 個ほ 正常者と同 様の 配列 で あ っ た .

一 方の 母 の 場 合

は , 5 個 の ク ロ ー ン の う ち 2 個 で3 8 8 番 目 の コ ド ン で あ る

C亘C が C 旦C に 置換し て お り , 他の 3 個は正 常 な 配列 で あ っ

た . これ ら の 結果よ り , 発端老で 認め られ た変異Ⅰ は 父由来 ,

変異Ⅵ は 母由来 で ある こ と が明 らか と な っ た . さ らに , 発端老

の ニ ク ソ ン10 領域以 外の エ ク ソ ン 8 か ら エ ク ソ ン14 お よ び ス プ

ライ シ ン グ部位 の 塩基配列を全 て決定 し , 前述の 2 ヶ 所の 点変

異以外に は 遺伝子変異を認め な い こ と を確認 した .

考 察

プ ロ ト ロ ン ビ ン は 典型的な セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 前駆 体で あ

り
, 活性 化され て α- ト ロ ン ビ ン と な る . 反応生成物の α- ト ロ ン

ビ ン は
,
血 ′｣ ＼ 板を活性化 し た り ,

フ ィ ブ リ ノ ゲ ン に 作 用 し て

フ ィ プ リ ン を 生成す る . ま た , 第 V 因 子や 第 V III 囚 r を活悼

化し て 血 液凝固 力 ス ケ ー ド反応を速め た り, また 第 XIII 国 子を

活性化す る作用もあり , 凝 固 促進作 用 を 有 す る . し か し
一

方

で
,
血管内皮細胞瞑に 存在する ト ロ ン ホ モ ジ ュ リ ン と結合する

こと に よ り
, 凝固阻害因 子 で ある プ ロ テ イ ン C の 特異的活性化

③
1 5 ら l ら 6

人I a Cト旧 CH O l r g
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因子 に 変化 し, ト ロ ン ビ ン の 向凝固作用も阻害 され る . こ の よ

う に ト ロ ン ビ ン は , 凝固促進活性 と凝固阻1上宿性の 両方 を有し

て い る が
,
そ の 活性発現の 機序に 関 して ほ 不 明な点が 残され て

お り , 現在も多く の 研究がな され て い る .

プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症は世界で20 家系ほ ど報告 され て お り ,

日 本 で は本症例も含 め て 3 家系 ,
プ ロ ト ロ ン ビ ン T o k u s hi-

m a
2 射

, O bihir o
25 )

. H i m i が発見され て い る .

一 般に プ ロ t ロ ン ビ

ン 異常症は 出血 傾向を呈 し , 外傷後や 外科手術で は 止血 しに く

い と い われ る . しか し
,
プ ロ ト ロ ン ビ ン S ala k ta

叫
と 本症例 の

Hi m i は無症状で出血 の 既往もみ られ ず, プ ロ ト ロ ン ビ ン の 構

造お よ びそ の 機能 を検討す るう え で 非常に 興味深い 症例と い え

る .

プ ロ ト ロ ン ビ ン の 活性化因子 と して は ,
プ ロ ト ロ ン ビ ナ

ー

セ

複合体の ほ か , 各種の 蛇毒酵素 ,
5 f α舛ッ加 o c c 祝∫ d ㍑r e 以∫ の 菌

体 外蛋白質であるス タ フ ィ ロ コ ア グ ラ
ー ゼ な どが あFフ , そ れ ぞ

れ 異な っ た経路 に よ りプ ロ ト ロ ン ビ ン を 活性化する . プ ロ ト ロ

ン ビ ナ
ー ゼ 複合 体ほ ,

X a 因子 お よび C a
2 サ

イ オ ン
,
リ ン 脂質 ,

V a 因 子iこ よ り構成 され , X a 因 子ほ プ ロ ト ロ ン ビ ン 分 子内 の

A r g
-2 71 - T h r-2 7 2 と A r g -3 20

-

Il e -3 2 1 の ペ プチ ド結合 を 水解

す る こ と に よ り ( 図10 の ① ,
②) , α- ト ロ ン ビ ン へ と活性化す る.

一 方
,
g C 力r∫ r αrf乃α 加 蛇毒中に 存在する プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性

化酵素は , C a
2 -

イ オ ン や リ ン 脂質 ,
V a 因子 を要求せず . プ ロ ト

ロ ン ビ ン 分子 の A r g-3 2 0
- Ile- 3 2 1 の 部位 ( 図10 の ①) を 特異的

に 水解する こ とに よ り活性化す る . ま た ,
ス タ フ ィ ロ コ ア ク

ラ
ー ゼ は プ ロ ト ロ ン ビ ン と 1 : 1 の 分子複合体を形成する こ と

に よ り活性化され るが , こ の 際 他の 因 子は必 要で なく , ま た 分

子内の ペ プチ ド結合もま っ た く 水 解され な い . した が っ て ,
ス

タ フ ィ ロ コ ア グ ラ
ー ゼ で 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を活性化さ せ , そ

の 活性が 正常と 同 程度で あ っ た場合ほ , α- ト ロ ン ビ ン 領域は 正

常 で ある と考 え られ , 一 刀正常よ り低~F して い る場合ほ ,
α- ト

ロ ン ビ ン 領域 内で の 構造異常が考 え られ る . こ の よ うに 活性化

因 子 を使 い 分け る こ と に よ り ト 患 者血 柴を 用 い て プ ロ ト ロ ン ピ

ン 中の ど こ に 異常が あ るか を あ る得 度予 測す る こ と が で きる .

しか し
,

こ うし た 血柴をj机 ､ た実験に は 細心 の 注 意が必 要で ,

プ ロ ト ロ ン ビ ン M k t z
27一

と M oli s e
汎
の 場合, 血祭 を ス タ フ ィ ロ コ

ア グ ラ
ー ゼ で 活性化させ ると 正常と 同様の 活性 をホ す もの の ,

精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン を用 い た実験で は ,
d一ト ロ ン ビ ン 領域 内に

構造異常が見い だ され た . 本症例も, 血祭を ス タ フ ィ ロ コ ア ク

ラ
ー ゼ で 活性化する と 発端者で は 正常 の 約 50 % J 両親で は ほ ぼ

1上常 と同 様 n 活性 をホ し たか , 精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン を月h ､ て 詳

細に 検討す る と α一ト ロ ン ビ ン 領域内に 異常 が 在在す る こ と が

明 らか と な っ た .

② ④ ①

2 † l ? T Z ? 鳥 ▲ ? d ～ ユ 7 0 3 7 l

S e r l r g T h r A r g T h r l r g l l e

A c h li n

F r l t ■e n t l F r a 帥 e n t 2

B c h l i n

F ig . 1 0 . P oly p e p tid e c h ai n str u c t u r e a n d cl e v a g e sit e s
of h u m a n

T

P r o t h r o m bi n ･ T h e r e sid u e n u m b e ri n g c o r r e s p o n d s t o
th e

s e q u e n c e f o r h u m a n p r o th r o m b i n b y D e g a n e亡 a l
･ T h e c a r b o h y d r a t e (C H O ) att a c h m e n t a n d di s u lfid e b rid g e (

b S - S) a r e sh o w n ･

T h e f a ｡ t ｡ r X a, a ｡ ti v a ti o n cle v a g e sit e s (① & ②) a n d th r o m bi n
-

p O S t a C ti v a ti o n cl e v a g e
r?it e s ( ③ & ④) a r e al s o i n di c a t e d ▼
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精製異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を 用い て プ ロ 1､ ロ ン ビ ン 内の 異常部

位 をよ り詳 しく検討 L た 結果 , 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン は 1 ) X a

因子に よ る活性化部位の 異常 ,
2 ) C a

2- イ オ ン 結合部位 の 異

常 ,
3 ) ト ロ ン ビ ン 領域の 異常, の 3 つ に 分類 され る .

プ ロ 1ト ロ ン ビ ン B a r c el o n a
2 g

∵M a d rid
3O J

,
C l a m a r t

3 1LL
が ,
X a 因子

に よ る活性化部位の 異常 と推定され て お り ,
こ の う ち プ ロ ト ロ

ン ビ ン B a r c el o n a と M a d rid は27 1 番 目 の A r g が シ ス テ イ ン

( c y st ei n e , C y s) に 置換 して い t
2 川 ,

. C a
2 †

イ オ ン 結合部位の 異常

と して は
,
プ ロ 1 ､ ロ ン ビ ン S a n J u a n

3 2 r

が考え られ て い るが , 構

造異常に つ い て ほ不 明で ある . プ ロ ト ロ ン ビン Hi m i の よ う に

ト ロ ン ビ ン 領域 の 異常と し ては
, 現在ま で に 本異常 ト ロ ン ビン

も含め て 7 つ の 異 常 ト ロ ン ビ ン の ア ミ ノ 酸置換が 同定 され て い

る .

プ ロ ト ロ ン ビ ン T o k u s hi m a で は
,
4 1 8 番目 の A r g が ト リ プ

シ ン に 置換 した た め叫 基質結合部位の 荷電状態ある い は 立 体構

造が変化し , そ の 結果基質結合能が低下 L た と考 え られ る . プ

ロ ト ロ ン ビ ン Q ui c k
叫 は 二 重 ヘ テ ロ 接合体で .

7 ミ ノ 酸置換部

位 は 両 方共 ト ロ ン ビ ン 領域内に 存在 し て お り ,
ト ロ ン ビ ン

Q uic k I , Q ui c k □ と命名され て い る . ト ロ ン ビ ン Q uic k I は ,

3 8 2 番目 の A r g が C y s に 置換 して お り
3S)
,
同部位は ア ニ オ ン 結

合 部位を形成する残基の 一

つ で あ る こ と が 明 らか に な っ て い

る ･ ト ロ ン ビ ン Q ui c k Ⅱ は55 8 番目 の グ リ シ ン が バ リ ン に 置換

して お り
36)
, 同部位は基質結合ポ ケ ッ ト の 一 部を 担 っ て い る の

で
,
そ の 異常 の ため に フ ィ ブ リ ノ ゲン 凝固 活性だけで なく合成

基質水 解活性も消失す る と 考 え ら れ る . プ ロ ト ロ ン ビ ン

S al a k t a で ほ4 6 6 番 目 の グル タ ミ ン の ア ラ ニ ン へ の 置換 に よ

り
3丁-

, 基質結合部位を形成 し てい る 残基 の 立体構造 が少 し変化

し
, 基質結合 ポ ケ ッ トが狭く な っ た た め

, 基質 に 対す る親和性

が低下 した もの と考 え られ る .

本研究で は プ ロ ト ロ ン ビ ン H i m i に つ い て , 今 まで の 異常 プ

ロ ト ロ ン ビ ン に 関す る報告をもと に して酵素学的性質の 検討を

行い ,
さ らに 世界で初め て プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症の 遺伝子解析

を行 っ た .

発端老の 血凍中の プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性ほ ,

- 一

段 法も し く は

E 亡ん由 c α ri 仇 加 ∫ 蛇 毒法で約 10 % , 両親は そ れ ぞれ 約 50 % で

あ っ た が , 抗原量は 全員正常値を 示 し た . こ の こ と よ り本家系

ほ先天性の 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン 血 症で あると 診断され , 発端著

ほ ホ モ 接合体かある い は , 両親が 血族婚で な い の で 2 つ の 異な

る異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を 有す る二 重 ヘ テ ロ 接合体 で あると 考え

られ た ･ 発端者の 血 祭か ら精製 した異常プ ロ ト ロ ン ビ ン を 用い

る と
,
X a 因子 に よ る活性化様式は 正常 で あ り, X a 因子に よ る

切断部位は 正常 で あ ると 考え られ た . しか し
. 生成 し た α- ト ロ

ン ビ ン の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝 固活性 は約 37 % と低下 し て お り ,
鵬

方合成 ペ プ チ ド基質に 対す る氷解能は 正常と 同 じで あ っ た .

以 上 の 結果か ら , プ ロ ト ロ ン ビ ン H i m i は α- ト ロ ン ビ ン 領域内

中に 異常が存在する と 予想 された . そ こ で本研究 で は
, 愚者染

色体 D N A を 用 い て ト ロ ン ビ ン 領域 の 遺伝子解析 を行 い
,

M e t -3 3 7 が T h r (変異I ) に ,
A r g

- 3 8 8 が His (変異 Ⅱ) に 置換

L て い る こ と を明 らか に した . さ らに 両親 の 染色体 D N A を 調

べ る こ と に よ っ て ! 変異Ⅰ は父 由来, 変異Ⅰ は母 由来 であ る こ

と を 明 らか に した ･ 従 っ て ′ 発端者 の 血 凍平に は 2 藤鰍 楓
な っ 七 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン が 存在す る 二 重ペテ ロ 接合体である

と考 え られ た .

プ ロ ト ロ ン ビン H i m i の 変異Ⅱ の 部位で ある A r g -3 8 8 ( αp ト

ン ビ ン B 鎖上68 番目) は キ モ ト リ プ シ ン 番号で は73 番 目に 相当

L , ま た キ モ ト リ プ シ ン 番号で は 59 ～ 1 0 1 番の 領域 は 各種セ リ

ン プ ロ テ ア ー ゼ の 間で ホ モ ロ ジ ー が 低い . ニれ は プ ロ ト ロ ン ビ

ン で は 36 5 ～ 41 8 残基に 相当し , こ の 領域は糖が 結合 して い る

他, α ト ロ ン ビ ン か ら β- ト ロ ン ビ ン に 変換す る際 に 切断され る
A r g

-3 9 2 → A r g
-3 9 3 結合が 存在す る .

こ の β- ト ロ ン ビ ン は合成

基質を分解するもの の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を フ ィ プ リ ン に 変換しな

い ･ こ れ らの こ と よ り
,
プ ロ ト ロ ン ビ ン の 36 5 ～ 4 1 8 残基に 相

当す る領域 は基質結合部位 と い わ れ て い る . さ ら に
,
B ｡ d e

ら
38 '

に よ る か ト ロ ン ビ ン の 立 体 構造 モ デ ル を 用 い る と
,

A r g づ8 8 ほ ア ニ オ ン 結合部位 に 位置し て い ると 考え られ る .
ア

ニ オ ン 結合部位は陽性に 荷電 して い る活性中心近傍の 表面残基

で あり , 多くの 基質や 補因子, イ ン ヒ ビ タ ー

な どと の 結合に 関

与す る部位であ ると 考え られ
39 り0 -

,
フ
ィ ブ リ ノ ゲ ン , ト ロ ン ボ モ

ジ ュ リ ン
,
ヒ ル ジ ン は こ の 部位 に 競合的 に 結合す る

41 り2
＼ 最近

W u ら
13 '

は
,

- ア ミ ノ酸 を 置換 した リ コ ン ビ ナ ン ト変 異 ト ロ ン

ビ ン を 何種煩か 合成 し , フ ィ ブ リ ノ ゲ ン あ る い は ト ロ ン ボモ

ジ ュ リ ン の 結合部位 に つ い て 検討 した . そ の 研究 に よ ると
,
α-

ト ロ ン ビ ン B 鎖上 の A r g -6 8 → グ ル タ ミ ン に 置換 した リ コ ン ビ

ナ ン ト変異 ト ロ ン ビ ン は ,
リ コ ン ビ ナ ン ト正 常 ト ロ ン ビ ン と 比

較する と ,
フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝固能 は著 明 に 低下す るが , 合成基

質水解能は 正 常 で あ っ た . 精 製プ ロ ト ロ ン ビ ン Hi m i も 同様の

酵素学的性質を 示 した . さら に こ の リ コ ン ビ ナ ン ト変 異ト ロ ン

ビ ン は
,
プ ロ テ イ ン C 活性 化能 の 低下 も示 し, そ れ は ト ロ ン ボ

キ ジ
ュ リ ン 結合能の 低下に よ り生 じるもの で あ っ た . 以上 の 結

果か ら α- ト ロ ン ビン B 鎖上68 番 目 , つ ま り プ ロ ト ロ ン ビ ン 上

A r g
-3 8 8 は

,
フ ィ ブ リ ノ ブ ン お よ び ト ロ ン ボ キ ジ ュ リ ン 両方 の

重複 した結合部位 である と考え ら れ こ の 残基 の 異常に よ り ト

ロ ン ビ ン の 凝 固促進作用 と凝固 阻止作用 の 両 方が 低下するもの

と思わ れ る . 理論的 に は 臨床上 , フ ィ ブ リ ノ ゲ ン ( あ る い は そ

の 他の 凝固因子) の み と の 結合部位 の 異常 で あれ ば 出 血 傾向

に
,
ト ロ ン ボ モ ジ

ュ リ ン の み と の 結合部位の 異常 で あれ ば血 栓

傾向に な る こ と が 予想 され る . プ ロ ト ロ ン ビ ン H i m i の 変異Ⅲ

は
,
ま さ に 両 者の 結合部位が重複 し た部位の 異常で , 出血傾向

と 血栓傾向と が 相殺され て し ま う可 能性がある . 本症 は 臨床的

に 無症状で出血傾向を全 く示 さ なか っ た た め
,
こ の 試験管内反

応系 で の 実験結果を臨床的に 裏付け て い る か もしれ な い .

一

方 , 変異 Ⅰ の 部位で ある M e ト 3 37 (α- ト ロ ン ビ ン B 鎖 ヒ17

番) の 機能に 関 して は , 現在 まだ 報告が な く解 明 され て い な い .

しか し , 変異 Ⅰ の ヘ テ ロ 接合体で ある 父 の プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性

が 50 % に 低下 L て い る こ と よ り, M e t-3 3 7 は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン

を フ ィ プ リ ン に 変換す るの に 重要な 残基 で あ る こ と が 予想され

る ･ ま た
,
αt ト ロ ン ビ ン の 立 体構造 を コ ン ビ ュ

ー ･ ク ー グ ラ

フ ィ ッ ク を用 い て表現す ると , M e ト3 3 7 の 残基に つ い て以 下の

励ま正 し い と思わ れ る ( 国立循環器病 セ ン タ ー 研究所 , 宮 田敏

行博士 に よ る解析) . 即 ち ∴M e t- 33 7 は 活性中心か ら離れ て い る

の で
,
ニ の 置換ほ 活性部位 の 立 体構造 に は 影響 を与 え な い ,

M et - 3 3 7 の 立鎖は ,
ア ニ オ ン 結 合部位 の 一 部 で あ るA r g

-3 8 2 ( ト

ロ ン ビ ン Q u i c k I に お い て A r g - 3 8 2 → C y s の 置換 が報告され て

い る部位) の 近く に 位置 し てお り
,
こ の 残基 の 置換は ア ニ オ ン

結合部位の 立 体構造 を変化 させ , 基質結合 に 影響を与え る可能

性がある . 今後 ∫
こ の 浅基の リ コ ン ビナ ン ト変異 ト ロ ン ビン を

作成し そ の 活性 に つ い て の 検討 が必要 であ ろう .

以上 , 本研究 の 結果と 立 体構造 モ デ ル か らの 理 論的な推察~を



異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の 解析

合わ せ て 考 え て み る と ,
ト ロ ン ビ ン 分 子 上 の M e t-3 3 7 と

A r g 胡 8 は ,
フ ィ ブ リ ノ ゲ ン が フ ィ プ リ ン に 変換す る際に 重要

な残基で ある と考 え らゎ た ･ また A r g-3 8 8 は ト ロ ン ボ キ ジ ュ
リ

ン との 結合部位で ト ロ ン ビ ン の 凝固 阻止活性の 発現に 重要で あ

ると考え られ , 本症 例で は こ の 残基 の 変異 を持 っ て い る こと よ

り , プ ロ ト
ロ ン ビ ン 活性が 低値であるiこもか か わ らず , 出血 症

状を認め な か っ た 可能性 が考え られ た ･

な お本研究で は ▲ 最近癌遺伝子や癌抑制遺伝子の 突然変異検

出法と し て用し
､ られ る よ う に な っ て い る S S C P 分析法を , 変異

部位の 検出に 応用 した . こ の 方法を 用 い る こ と に よ り ,

一 塩基

置換の 部位 を簡軌 迅速に 検出 で き , しか も多数試料 の 分 析を

効率よ く 行う こ とが 可 能で あ っ た . 今 衡 各種遺伝病 の 原因遺

伝子の 構造異常 を検出す る方法と し て も広く応用する
こ とが 期

待で き ると 思わ れ る .

結 論

異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン ( プ ロ ト ロ ン ビ ン H i 血) の 生化学 ,
分子

生物学的解析を 軌 ､ て ,
ト ロ ン ビ ン 活性発現に 関与する ア ミ ノ

酸残基に つ い て 検討 し , 以上 の 結論を 得た ･

1 . 発端老 の 精製異常プ ロ ト ロ ン ビ ン を 活性化し て 得 られ た

α
_ ト ロ ン ビ ン の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝固 活性は低下し て い た が ,

合

成 ペ プチ ド基質に 対す る氷 解能 は正 常 と 同 じで あ っ た ･ 以 上の

結果か ら , プ ロ ト ロ ン ビ ン Hi m i は α- ト ロ ン ビ ン 領域の 基質結

合部位に 異常が存在す る と予測され た ･

2 . 患者染色体 D N A を用 い て ト ロ ン ビ ン 領域の 塩基配列を

決定し たと こ ろ , 発端老は 2 種類の 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を 有す

る 二 重 ヘ テ ロ 接合体で あり ,
一

つ は M e t-3 3 7 の T h r へ の 置換

(変異Ⅰ) , も う
一

つ は A r g
p3 8 8 の H is へ の ( 変異 Ⅲ) 置換が認

め られ た . 両 親の 染色体 D N A 解析 の 結果 , 変異Ⅰ は 父 由来 ,

変異Ⅵ は 母由来 で あ る こ と が 明 らか に な っ た ･

3 . 以上 よ り ,
M e ト3 37 と A r g-3 8 8 は ,

ト ロ ン ビ ン 分 子 上に

おけ る フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を フ ィ プ リ ン に 変換す る際に 重要 な残基

であると 考え られ た .

4 . A r g-3 8 8 ほ∴ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン と結合 し , 凝固阻 止活性

の 発現に 重要で あ る と の 試験管内反応系の 実験結果が あ る が ,

こ の 残其 の 異常を持 つ 本症例が ,
異 常プ ロ ト ロ ン ビ ン で あり な

が ら出血症状 を認め な か っ た こ と ば , そ の 実験 を臨床的に 裏付

け て い る 可能惟が考え られ た .
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-

Cl o tti n g a n d th r o m b o m o d u-

1i n -bi n di n g a c ti viti e s of h u m a n th r o m bi n . P r o c . N atl . A c a d ･

S ci . U S A , 8 8 , 6 7 7 5 -6 7 7 9 (1 9 9 1) .
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A m i n o A cid R esid u e s E s s e n ti al f b r th e E x p r e s si o n of T h r o m b in A ct
i vit y

- B i o ch e m ic a I a n d M ol e c ul a r An al y sis of

A b n o r m al P r o th r o m bi n M ol e c u l es
- E ri k o M o ri s hit a

･
D e p art m e n t o f in te rn al M edi ci n e ( Ⅲ) , S c

h o ol o f M e dicin e ,

K an a Z a W a U ni v e rsity , K an a Z a W a 9 2 0
-

J . J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 2

,
5 1 4

~

5 2 5 ( 1 99 3)

K e y w o r d s p r o th r o m bi n , th r o m bi n , d y sp r o th
r o m b in e m ia , R b ri n o g e n , th r o m b o m o d uli n

H um a n p r O th r o m b i n i s th e z y m o g e n of th e s e ri n pr ote as e th
r o m bi n ･ B i o ch e m i c al an d m ol ec ul ar an al y sI S Of ab n o rm al

pr o th r o m bin m ol e c ul es ･ P r O 血 o
m bi n H i mi

,
h a v e b e e n pe rf or m ed t o el u ci d ate am

i n o a cid r esid u e s e s s e n d al f o r th e e x p r es si o n

of th r o m bin a c ti v lty ･ m O th r o m bi n a ctl Vlty Of th e pr ob an d
-

s pl a s m a w as l O % th at of th e n o rm al ･ W h er e a s pr o th r o m b
in an tlg e n

w a s n o r m al . n er e w as n o hi st o ry o f e x c e
s si v e b l e e di n g ･ T h e p r o th r o m b i n H i m i p u ri 丘e d & o m th e p

r o b an d
-

s pl as m a e x h ib i t
-

e d th e f o1l o w i n g pr o p e r ti e s ･ 1) F a ct o r X a
- C atal y z e d p r o te ol y si s o f p r o th r o m b i n

H i m i w a s n or m al ･ 2) A I p h a
- th r o m bin

d e ri v e d & o m p r o th r o m bin H i mi s h o w ed r ed u c e d n b
ri n o g e n cl ot tl n g aC tivit y ･ al th o ug h i t r et ai n e d fu 11 h y d r ol y

tl C a Cti vi ty

to w ar d s y n th eti c s u b sb
･

at e S ･ T h e s e r e s ul ts str o n gl y s u g g e st th at th e ab n o r m a
lity i n th i s e n z y m e r esi d e s at th e s u b str a te b i n d

-

i n g slte an d n o t in th e a c ti v e sit e o f 血e
m ol e c u l e ･ T b el u ci d ate th e st ru C tu r al a b n o rm ality of th e v ari a n t p r o th r o m b i n ･ W e pe

r -

fb r m ed m ol e c ul ar an al y sis of d y sp r o th r o m bin ･ P ol y m e r as e c
h a in r e a c d o n a m plifi c ati o n of 血e e x o n s 8 th r o u g h 1

4 0f th e

p r ob an d an d h e r f am ily m e m b e
rs
-

p r o th r o m b in g e n e s , W hic h c o d e th e ∝
- th r o m bi n m oiety , fbll o w e d b y si ng l e

- Str an d c o nf b r -

m ati o n p ol y m orp hi s m an aly si s , i d e n 捕 e d t w o v a ri a n t c o
nf b r m er s i n e x o n l O sp e ci丘c to th i s f am ily ･ O n e v a ri a n t all el e

d et e ct ed i n d le f a th er w a s i n h e ri t ed b y th e pr o b an d , an d th e o th e r d e te c te d i n th e
m o th e r w as al s o i n h e ri te d ･ S e q u e n c m g

sh o w e d t w o n o v el p ol n t m ut a ti o n s in th e p r o b an d
･

s g e n e ･ O n e i s a T t o C tr an Siti o n ･ re S ulti ng i n th e s u b stit u
ti o n of th r e o ni n e

f ｡r m e th i ｡ n in e at c ｡d o n 33 7 ( m ut a ti o n I) . T h e o th e r is a G to A tr an Siti o
n
,
re Sul tin g in th e s ub s ti tu ti o n of h i sti d in e f o r ar gi

-

ni n e at c o d o n 3 8 8 ( m u tati o n II) . B y s e q u e n ci n g an al y sis o f h e
r p ar e n ts

-

g e n e s , it w a s d et er m in e d th at m u t ati o n I w a s i n h e ri
t-

ed fr o m th e fa dl er a n d m u ta ti o n I I fr o m th e m o th e r ･ T h e s e r e s ul ts c o n fi r m th at p r o th r o m bi n H
i m i i s c o m p o u n d h et er o zy g o u s

for t w o d y s fu n c ti o n al pr oth r o m b in m ol ec ule s ･ T his p r e s e nt s
t u d y s u g g e sts th at A rg

-3 8 8 an d M et - 33 7 in α 心 O m b in ar e

cri ti c al r e sid u es i n d et e rm 1n l n g 血e s pe Ci fi city o f th r o m b in to w a rd fi bri n o g e n ･


