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ヒ ト血小板 の 凝集反応 に対す る血渠 フ ィ ブ ロ ネタ チ ン の 意義

金沢 大学医学部内科学 第三 講座 く主任 二 倍田 保教授1

熊 克 郎
く平成2 年 1 月2 4 日受付1

ヒ ト血小板 が凝集す る に 際 して は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン tfib ri n o g e n
，
F b g nl を は じめ い くつ か の接着性

蛋白が 関与 す る こ とが 知ら れ て い る が
， その 詳細 に つ い て は不明で ある ． 今回血 中に 比 較的豊富 に 存在

す る接着性蛋白 で ある血 衆フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン くpl a s m a
．fi b r o n e c ti n

，
P ． F N l の血 小板凝集 に お ける 意義 を

検討 す る目的で
7

ヒ ト洗浄血小 板の ア デ ノ シ ン 5 しエ リ ン 酸 くad e n o si n e 5
，

－di p h o s p h a te
，
A D P 順 集に 対

す る血祭 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン の 影響 に つ い て検討 した － あ らか じめ A D P 凝集が 生 じる こ と を確認 した条
件 くフ ィ プ リ ノ ゲ ン14 3 y gl m l

，
A D P l O p M ，で 血祭 フ ィ ブ ロ ネク テ ン を 0 －

6 0 0 p gl m l の 範囲で 添カロす

る と
，
血簗 フ ィ プ ロ ネ ク テ ン の 用量 依存性 に 二 次凝 集の発現 は遅 延 し

，
6 町 g 佃1 の 添加 に よ り その 二

次凝 集は完全 に 抑制さ れ た ． ま た血祭 フ ィ ブロ ネ ク テ ン 濃度 を7 獅 gノm l と
一

定 に して フ ィ プ リ ノ ゲ ン

濃度 を143
－

9 2 0 月 gノm l の 範囲で 変化さ せ た と こ ろ
， 血媛 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン は低濃度 の フ ィ ブ リノ ゲ ン

存在下 での A D P 凝集 に 対 して よ り 強い 抑制効果 を示 した 一 血梁 フ ィ ブ ロ ネ クテ ン と フ ィ ブリ ノ ゲ ン の

濃度 を
一 定と して A D P 濃度 を6 － 7 p M

－

2 5 p M と変化させ た場合 は
， 血祭 フ ィ ブ ロ ネク チ ン は低洩度

の A D P 刺激 に よ る血小板凝集 に 対 して よ り強い 抑制効果 を示 した ■ 血寮 フ ィ ブ ロ ネク チ ンの 凝集抑制
が放 出反応 と ど の ような 関係に ある か に つ い て も検討 した が

，
二 次凝集が 抑制さ れ た条件 で は放 出反 応

も 明ら か に 抑制 され てい た ． しか し
，

い ずれ の実験 に お い て も
， 血襲 フ ィ プ ロ ネ タチ ン は

一 次凝集 に ほ

と ん ど影響 を及 ぼさ な か っ た ． 以上 の実験結果お よ び血 祭 フ ィ プ ロ ネ ク テ ン と フ ィ ブ リ ノ ゲ ン の 親和性
が高 い 条件 にお い て も凝集抑制 に 変化が なか っ た こ と

，
今回 の 実験 条件で は両者の親和性 は非常 に 低 い

こ と よ り ， 血祭 フ ィ ブ ロ ネ クテ ン は A D P に よ っ て正 常 に 刺激さ れ た血小板 と フ ィ ブ リ ノ ゲ ン との結合
を阻害す る こ と に よ り凝集 を抑制 し てい る こ と が示 唆さ れ た ． 今 回 の 実験 で 二 次凝集が完 全に 抑制 さ れ

た 時の 血梁 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び フ ィ ブ リ ノ ゲ ン の 濃度を それ ぞれ 血 祭中の そ れと 比較 する と
，

血 紫
フ ィ プ ロ ネ タ テ ン は約 2 倍

，
フ ィ ブ リ ノ ゲ ン は約20 分の 1 であ り ， 特殊な病 態ま た は局所的な 環境 を想

定す る以外 に こ の 濃度は 生理 的 で は な い
． しか し ， 今回 の実験結果よ り血 費フ ィ プ ロ ネ ク テ ン は低濃度

の A D P 刺 激に て惹起さ れ た 凝集反応に 対 して よ り強 い 抑制効果 を示 して お り
，

ま た生体内に お い て血

小板が 刺激と して 受け る A D P 濃度 は 今回 の 実験条件 に く ら べ て著 しく 低い こ とよ り
，
血祭フ ィ ブ ロ ネ

ク チ ン は低 濃度 の A D P に よ り刺激 さ れ た血小板 を凝集ま で い た ら し めず
， 凝集が過度に 進展す る こ と

を防 ぐ調節 因子 と して の 生理 作用 をも つ 可能性 が示 唆さ れ た ．

K e y w o r d s A D P －i n d u c e d p l at ele t a g g r e t ati o n
，

Fib ri n o g e n
，

P l a s m a

fib r o n e c t in
，

R el e a s e r e a cti o n of p l a t el et s
，

W a s h e d h u m a n

pl at el et

A b b r e v i a ti o n s ニ 8
－ A C A

，
e

－ a m in o － n － C a p r Oi c a cid ニ A D P
，

a d e n o si n e 5
，

pd ip h o s p h at e 妄 A T P
，

ad e n o si n e 5
，

－ t rip h o s p h a t e ニ B S A
，
b o v in e s e r u m alb u m i n 三 B z

，
b e n z a m id i n e h y d r o c hl o rid e 三

E D T A ， e t h y le n e d i a m i n e t e t r a a c eti c a cid i F N
，

fib r o n e cti n i F b g n
，

fib ri n o g e n i G P
，

gly c o p r o t ei n ニ L － L
，
l u cif e ri n ．1 u cif e r a s e ニ M E

，
m e r C a p t O e th a n ol ニ P － F N

， p l a s m a fib r o n e c ti n ニ



1 7 4

血小板 は止 血機 構 に お い て 重要な 役割 を果た す が
，

そ の 主な機能 は血小板 どう しが 接着す る凝集 と
，

血 小

板 が 他の 細胞又 は基質 と接着す る粘着 に あ る ． 血 中及

び血小板中 に は い わ ゆ る接着性 蛋白 が存在 し
，

血小板

の 機能発現 に 重要な 役割 を果 た し て い る
1－

． す な わ ち

血小 板 は それ 単独 で は他 の 血 小板及び細 胞 に 特異的 に

接 着す る こ と は 出来ず 了接着性蛋白の 介在が あ っ て 初

め て 凝集及 び粘 着が可能 に な る の で あ る ． 接 着性 蛋白

及 び その 受容体 に 関す る研究 は近 年急速 な進 歩が 見ら

れ つ つ あ る ． 接 着性 蛋 白 に つ い て は
，

1 9 8 4 年 に

R u o sl ah ti らが フ ィ プ ロ ネク チ ン tfi b r o n e c ti n
，
F N l の

細 胞結合部位が R G D げ ル ギ ニ ン
ー

グ リ シ ン ー

ア ス

パ ラギ ン 酸1 の わ ずか 3 つ の ア ミ ノ 酸 か ら な る 小 さ な

配 列で あ る 事 を 示 した
2I

． そ の 後 の フ ィ プ リ ノ ゲ ン

tfib ri n o g e n
，

F b g nl
錮

，
V O n W ill e b r a n d 因 子 くv o n

W ill e b r a n d f a c t o r
，

V W F1
5，

，
ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン

くth r o m b o s p o n d i n
，
T S P1

6一

，
な ど い く つ か の蛋白 に も 同

様の 配列 が ある こ とが わか っ て き た
刀
が

，
そ の い ずれ

も が 血 小 板 の 凝 集及 び 粘 着 に 深 く か か わ っ て い

る
8ト 181

．

一 方受容体 に 関 して は
，

そ の ヘ テ ロ ダイ マ
ー

な構造 と ア ミ ノ酸配列の 相同性 によ り
，
血小板膜表面

上に 存在 す る粘 着性蛋 白受 容体 の
一 つ で あ る 糖 蛋白

くGl y c o p r o t ei n
，
G PI I Ib lIII a は

，
線維芽細胞上 に存在

する フ ィ プ ロ ネ ク テ ン受容体 な どと 共に イ ン チ グリ ン

ス ー パ ー フ ァ ミリ
ー

と 呼 ばれ
1 m の

，
血 祭 フ ィ プ ロ ネ ク

テ ン くpl a s m a fib r o n e c ti n
，
P － F N l

19，20
，

フ ィ ブ リ ノ ゲ

ン
21 川

，
Y W F

訃 m

な どが結合 し
，

や は り血小板 の 凝集

及び 粘着に 深く か か わ っ て い る
朴 粥

． た だ し血小板 の

場合 ，
G P II V l工I a は活性化 され る こ と に よ っ て初 め て

接着性蛋白 と結合す る こ とが 出来る
糾 1－

一 生体 内で 血

管壁 が破綻 した 場合 ，
そ の修復 機転 に お い て 最も 重要

な 役割 を果 たす も のの
一 つ に 止 血 血栓の 形成が あ る 一

止 血血栓は血小 板凝 集魂 を 中心 と し て 形成 さ れ る

が
，

その 血小板凝 集魂 は活 性 化 さ れ た 血小 板膜 上 の

G P n b 川1 a に フ ィ プ リ ノ ゲ ン が結 合 し ， 血小板 間 を架

橋 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ て る と 考 え ら れ て い

る
42 ト 瑚

． 血車中の フ ィ プ リ ノ ゲン を 除く た め に 血小 板

を綾衝液で 洗浄 し
，
最終的 に 緩衝液 で再浮遊 させ た洗

浄 血d 一校 を ア デ ノ シ ン 5
，

－ ニ リ ン 酸 くad e n o s in e 5
，

－

d i p h o s ph a t e
，
A D P l で刺激 した場 合，

フ ィ ブ リ ノ ゲ ン

を再添加 し な い と血小板 は 凝集 せ ず ， そ の 最大凝集率

は添加 した フ ィ プ リ ノ ゲ ン 量 に 相関す る
恥 仰

． ト ロ ン

P lt
， p l a t el e t ニ P M S F

， p h e n y l m e t h y l

ビ ン刺 激の 場合 は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を 再添 加す る 必要 は

な い が
，

お そ ら く血 小板中 に 存在す る フ ィ プ リ ノ ゲ ン

が 凝 集 に 関 与 し て い る も の と 考 え ら れ て お り
48ト 抑

フ ィ プ リ ノ ゲ ン は血小板凝集魂形成 に と っ て必須の 因

子 と考 えら れ る ． フ ィ ブ リ ノ ゲ ン と 同様 に 血 梁 中に 存

在 し
，

また 同 じ接 着性 蛋白 の
一 つ で あ る v W F は

，

A D P お よ び ト ロ ン ビ ン 刺激 時 に 活性 化血 小板上 の

G P 工工V l王I a へ の 結合 を フ ィ プ リ ノ ゲ ン と 競 合す る こ

とや
2引 殉

， 無 フ ィ プリ ノ ゲ ン 血 症患 者 の 血小 板凝 集魂

形成 に 重要な役 割を果 た す こ と
訂I

が 報告さ れ て お り ，

種 々 の 刺激物質 で 活性化さ れ た血 小板膜 表面 に 対 す る

反応性 は
，
親和性の 違い はある も の の

61
ウ ィ ブ リ ノ ゲ

ン と ほ ぼ同 一 で あ る ． と こ ろが
，
同様 に 血祭申 に 存在

す る接着性蛋 白の 一 つ で ある血祭 フ ィ プ ロ ネ クチ ン に

関 し て は
，

そ の 血小 板凝 集に お け る意義 や活性化血 小

板 に 対す る 結合 性 は 依 然 と し て 明 ら か で な い ． 血祭

フ ィ ブ ロ ネク チ ン は洗浄血小板の ト ロ ン ビ ン 凝集を抑

制す る と報告 さ れ て い る
52－

が
，

一 方 で は血 奨 フ ィ ブ ロ

ネ タ テ ン に 対す る単 ク ロ
ー ン 抗体が 洗浄血 小板の ト ロ

ン ビン 凝集 を抑 制す る と す る報告 が あ る
瑚

． ま た
，

ト

ロ ン ビ ン に よ っ て 刺激 さ れ た 血 小板 に は結 合 す る が

A D P 刺激 され た血小板 に は結合 し な い と す る報 告が

あ り
弘，

， 同 じ 接 着性 蛋 白 で あ る フ ィ プ リ ノ ゲ ン や

v w F と は 清性 化血小板 に対す る 結合性 が 違 う こ と が

想定 さ れ て い る が そ の詳細 は不明 で あ る ． そ こで 今回

の 実験 で は ， 血 小板 凝集 に お け る血 襲フ ィ プ ロ ネ クテ

ン の 意義 を検討す る 目的で
，

洗浄血 小板 の A D P 凝集

能及び 放出反応 に 対す る 血祭 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン の 影響

に 関 し て検討 し た 0

材料お よ び方法

I ． 材 料

ゲ ラ チ ン セ フ ァ ロ ー ス ゲ ル くG el a ti n s e p h a r o s e

4 別 ， ア ル ギ ニ ン セ フ ァ ロ
ー ス ゲ ル くA r gi n i n e

s e p h a r o s e 4 B l 及 び セ フ ァ ロ ー ス ゲ ル くS e ph a r o s e

4 B l は P h a r m a ci a L K B B i o t e c h n ol o g y くU p p s al a
，

S w e d e nl よ り 購入 した ． カ ラ ム は
，

E c o n o － C O l u m n

くBI O － R A D ，
R i ch m o n d

，
U ．S ． A －1 を使用 し た ． フ ェ ニ ル

メ タ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド くp h e n yl m et h yl s u lf o n y
－

1fl u o rid e
，
P M S Fl ，

ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン くb o vi n e

s e r u m alb u m i n
，
B S A l ， ア ピ ラ ー ゼ

，
ア デ ノ シ ン 5

，
一 三

リ ン 酸 くad e n o si n e 5
，

一t ri ph o s ph a t e
，
A T P l ，

アデ ノ シ

s ulf o n y lfl u o rid e i P R P
， p l a t el e t ri c h p l a s m a ニ S D S

，

s o d iu m d o d e c y l s ulf a t e i T B S ， t ris －b uff e r e d s alin e 三 T ris
，
2 － a m i n o － 2 －h y d r o x y m e th y

－ 1
，
3 －

p r Op
，

a n e di ol ニV W F
，

V O n W i11 eb r a n d f a c t o r
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ン 5
，

エ リ ン 酸 くa d e n o si n e 5
，

－ di p h o s ph a t e
，
A D Pl ，

ル

シ フ ェ リ ン ル シ フ ェ ラ
ー ゼ は Si g m a くS t ．

L o u i s
，

U ．S ． A ．J よ り
，

ベ ン ズ ア ミ ジ ン 塩酸 塩 くb e n z a m id i n e

h yd r o c hl o rid e
，
B zJ は Ald ri c h c h e m i c al c o m p a n y

くM il w a u k e e
，
U ．S ． A ．J よ り ，

6 － ア ミ ノ ー N ． カ ブ ロ ン 酸

くe
－

a m i n o
． n －

C a p r Oi c a ci d
，

6
． A C Aン，

ア ク リ ル ア ミ

ド
，

N
，
N

，
． メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド

，
ドデ シ ル 硫

酸ナ トリ ウ ム
，

N
，
N

，
N

，

N
，

－ テ トラ メ チ ル エ チ レ ン ジ

アミ ン
，
過硫酸 ア ン モ ニ ウム

，
2 － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル く2 －

m e r C a p t O eth a n o l
，
2 M EJ ，

L － ア ル ギ ニ ン
，

エ チ レ

ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 くeth yl e n ed i a m i n e t et r a a c e ti c

a cid
，
E D T A l は和光純 薬工業株式会社 く大阪I より 購

入 した ． ヘ パ リ ン くs o d i u m h e p a ri nl は N O V O － N O －

R D IS K al s くB a g s v a e r d
，
D e m m e rk l よ り ， 3 ．8 ％赤沈

用 テ ト ラ ー ト は
， 国際試薬株式会社 倖申戸1 よ り購入 し

た ． フ ィ プ リ ノ ゲ ン は K a bi V it r u m くS t o c k h o l m
，

S w ed e nJ よ り G r a d e L の もの を購入 し
，

ク エ ン 酸 を

含ん で い る た め 150 m M N a C l1 2 0 m M 2 －

a m i n o
－ 2 －h －

yd r o x y m e th yl
－1

，
3 －

p r O p a n e d i o l くT ri sンー H C l p H 7 ． 4

くT ri s －b u ff e r e d s ali n e
，
T B SI に て 透析 後使用 した ． そ

の他試薬 は
， す べ て 生化学実験用又 は分析用 を使用 し

た ．

工工 ． 血 紫フ ィ プ ロ ネ ク テ ン の 精製

血祭 フ ィ プ ロ ネ ク ナ ン は
，
S i x m a ら の 方法

珂
に 準

じ，

一 部改変を加 え て行 っ た ． す なわ ち
， 有効期限の

き れ た 新 鮮 凍 結 血 襲 を 溶 解 し
，

E D T A 5 0 m M
，

P M S F O ． 2 m M
，
B z 5 m M

，
e － A C A 5 m M

，くい ずれ も 終

濃度 いこ な る よ う に 添加 し
， 遠 心 機 くM o d el R S －1 8

T o m y s eik o
，
T o k y ol に て 70 0 0 r p m 1 5 分 く4

O

C l 遠心

した ， 上 清を集 め
，
脱月旨綿 に て脱脂 した 後に 脱気を お

こ な っ た ． S e ph a r o s e 4 B 及 び G el a t in e s e p h a r o s e

4 B はあ らか じ め 50 m M T ri s － H C l くp H 7 ． 4J 1 50 m M

N a C l
，
5 m M E D T A

，
0 ． 2 m M P M S F

，
5 m M B z ，

5 m M e
－ A C A

，く緩衝 液 A I で 室 温下 に 平 衡化 し て お

き
， 脱気後の 検体 を S e p h a r o s e 4 B を プ レ カ ラ ム と し

て G el a ti n e s e p h a r o s e 4 B に 添加 し た ． 添加 後，
プ レ

カ ラ ム を の ぞ き
，
G el a ti n s e p h a r o s e 4 B を 充分量 の 緩

衝液A で 洗浄 した ． さ ら に 充分量 の 50 m M T ri s
－ H Cl

くp H 7 ． 4J ，
1 M N a C l に て 洗 浄 し

，
最 終 的 に 50 m M

T ri s ． H C l くp H 7 ． 41 ，
1 M L － ア ル ギ ニ ン に て 溶出 し た ．

吸光度計に て吸光度の 高い フ ラ ク シ ョ ン を集 め
， 大量

の 50 m M T ri s
－ H C l くp H 7 ．4I に 対 し て 4

O

C に て数 回透

析した ． 透析後あら か じめ 50 m M T ri s
． H C l くp H 7 ． 4I

に て平衡化 した A r gi n i n e s e p h a r o s e 4 B に添加 し
， 充

分量の 50 m M T ri s － H C l くp H 7 ． 4 1 で 洗 浄 し た の ち

50 m M T ri s
－ H C l くp H 7 ． 4ン15 0 m M N a C lくT B Sl に て 溶
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出 し た ． 精 製 し た 血 襲 フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン の 濃 度 は

280 n m の 吸光度 に おい て 1 m gl m l ニ 1 ． 2 8 と し て 計 算

し
， 適当量 に 分注 して －8 げC に て 凍結保存 した ．

II王． ヒ ト洗浄血 小板 の 調製法

ヒ ト洗 浄血 小 板 の調 製 は
，

M u st a r d の 変法
5615乃

に

よ っ て お こ な っ た ． す な わ ち
， 血小板機能 に影響 す る

と お もわ れ る薬剤 を少な く とも 2 週間以上 飲ん で い な

い 健 常者 の肘静脈よ り ， あ らか じめ3 ． 8 ％の 赤沈 用 ク

エ ン 酸ナ ト リ ウム を 2 m l 入 れ た注射簡 で 20 m l に な る

よ う に 採血 し
，
8 00 r p m で 15 分 間遠心 して多血 小 板血

祭くpl a t el e t ri c h pl a s m a
，
P R Pl を得 た ． そ の P R P の

P H を 1 M ク エ ン 酸 に て6 ．5 に し
，

その 後 240 0 r p m で

1 5 分間遠心 して 上 清を捨 て血小板 のペ レ ッ トを得 た ．

そ の ペ レ ッ ト洗浄用緩衝液 く140 m M N a C l
，
1 ． 2 8 m M

K Cl
，
0 ． 4 2 m M N a H 2P O ．

． 2 H D ，
1 1 ． 9 m M N a H C O ，

，

1 ． O m M M g C l
．6 H 20 ，

0 ． 2 m M C a CI z
． 2 H D ， 0 ． 0 2 m M

N a fI 6
－ H 50 7

． 2 H D
，
5 ．6 m M gl u c o s e

，
1 ％ B S A いこ終演

度 25 Ul m l と な る よう に ヘ パ リ ン
，
1 U l m l と な る よ

う に ア ピラ ー セ を加 え たも の に再浮遊させ
，
3 7

0

C で3 0

分間膵置 し
，
2 20 0 r p m で1 0 分間遠心 した ． 上 清 を 捨

て
，
洗浄用緩衝液 に 終演度 1 Uノm l と な るよ う に ア ピ

ラ
ー セ の み を加 え たも の に て再浮遊 し

，
3 7

0

C で3 0 分膵

置 し
，
同様 に遠心 した ． 遠心後上清を捨 て

， 最終的 に

洗浄用緩衝 液よ り C a C 1 2
．2 H D をの ぞ い たも の にて 再

浮遊さ せ て血 小板浮遊液と し
，
実験に 使用 した ．

I V ． 血小 板凝 集能の 検討法

血 小板凝 集能 は
，

血小 板 凝 集 計 t H e m a t r a c e rI V ，

N B S
，
T o k y ol をも ち い て

， 透光度の 変化に よ り測 定

した ． 血小板浮遊液15 伸 1 を3 アC で膵置 し
，

2 分後に

擾拝 を開始 し た ． 3 分後 に 血祭 フ ィ ブ ロ ネク チ ン 溶液

ま た は対照 の T B S を 25ノJ l 添加 ． 4 分後 に フ ィ ブ リ

ノ ゲ ン溶液 25 声1 添加し
，

5 分後 に A D P 溶液 を 2 5

月1 添加 して 血小板凝集 を惹起さ せ た ． その 後 の 観察

は 最低 7 分間行 っ た ．

V
． 血 小 板放出反応 の 検討法

血小板放出反 応は
，

ル シ フ ェ リ ン ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ法

に よ っ て検討 した
脚

． す な わ ち ，
A T P に よ り螢光 を発

す る酵素 で あ る ル シ フ ェ リ ン ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 添加

し
，

その 螢光の 強さ に よ っ て血 小板 の漉染顆粒 か ら放

出され た A T P の 量を算定す る 方法で ある ． 定量 は
，

発光が 最大 に 達 し た の ち に 既 知濃度 の A T P を 添加

し ， その 発光の 増加 分を 内部標準と し て行わ れ る ． こ

れ まで
一

般に
，

こ の 方法 は P R P に 対 して 行わ れ て い

る方法で あ り ，
は じめ か ら ル シ フ ェ リ ン ル シ フ ェ ラ

ー

ゼ を添加 して お き
，

そ の後 に 凝集惹起物質 を添加 して

その 螢光 の 変化 を凝集能 と共 に 経時的に 検討 す る く図



1 7 6 熊

1 al ． 今 回洗浄血小板の A D P 凝集 に 対 し て同様の 方法

を試 み た と こ ろ凝集 は惹起さ れ ず ， そ れ に 伴 っ て起 こ

る A T P 放 出も認 め られ な か っ た く図 1bl ． ま た あら か

じ め ル シ フ ェ リ ン ル シ フ ェ ラ
ー ゼ を加 え ずに 血小板凝

集 を惹起 させ
，

その 途中に ル シ フ ェ リ ン ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ を 添加 し た と こ ろ
，
添加後の 血小板凝集 は抑制 さ れ

た く図 1 cト 以 上 よ り ，
ル シ フ ェ リ ン ル シ フ ェ ラ

ー ゼ が

凝集 を阻害 して い る と考 え ら れ た ． しか し途 中で ル シ

フ ェ リ ン ル シ フ ェ ラ ー ゼ を添カロした 場合 ， 添加 した 時

点 で の螢光 は認 めて お り
，
添加時 に お け る A T P 量 は

評価 で き る と考 え られ た ． そ こ で 凝集能 を測定 し は じ

め て の ち種 々 の 時 間 を お い て ル シ フ ェ リ ン ル シ フ ェ

ラ ー ゼ を添加 して検討 した と こ ろ
， 開始 後6 分後 に ル

シ フ ェ リ ン ル シ フ ェ ラ
ー ゼ を を 添加す る 条件 が 最も 安
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定し た A T P 放出の 最大値 を評価で き る こと を見い だ

したく図 岬 一 従っ て 今回 の血 小板放 出反 応 は以 下の 条

件にお い て 検 討 し た ， す な わ ち
，
血 小板 浮遊 液 3 00

メ1 を3 アC に て膵置 す る と同時 に渡 拝 を開始 ， 30 秒後

に 血梁 フ ィ プ ロ ネ タ テ ン 溶液又 は対 照の T B S を 10 0

メ1 添加
，

1 分後 に フ ィ ブリ ノ ゲ ン溶液 を 15 叫 1
，

2

分後 に A D P 溶液 を 50 声l 添 加 して 凝 集 を 惹起 さ せ

た ． 6 分後 に ル シ フ ェ リ ン ル シ フ ェ ラ ー ゼ 50 月1 添加

して発光さ せ
，
6 ．5 分後 に 内部標準の 為 の A T P 5 0 月1

を添加してその 螢 闇 鍍 に よ り A T P 放 出量 を 算定 し

た ．

成 績

王
． 血 紫 フ ィ プ ロ ネ ク テ ン の 精製

G el a t in s e ph a r o s e 4 B 単独 ，
お よ び さ ら に その 後に

A r gi ni n e s e ph a r o s e 4 B を用い た 場合の 血 簸 フ ィ ブ ロ

ネ タチ ン の 溶出状況 を 図2 a お よ び 図 2b に 示 した ． い

ずれ の場合 に お い て も ， 吸光度上 は 一 つ の ピ ー

ク と し

て溶出さ れ たが
，

そ の各々 を図 3 に 示 す ごと く S D S

電気泳動 に て評価す ると
，
G el a ti n s e p h a r o s e 4 B の み

で精製 し た場合は あ る 程度 の爽雑物 を含 んで い た ． さ

ら に A r gi n i n e s e p h a r o s e 4 B の ア フ ィ ニ チイ ー ク ロ マ

トグ ラ フ ー

を行っ た後 は非還 元 下で は分子 量約42 万 の

一 本の バ ン ドの み を ， 還元 下で は 分子 量約21 万付近 に

わずか に 分離 し た 2 本 の バ ン ド の み を 認 め た ． 血 梁

フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン は
，

その C 末端近 く の ア ミ ノ 酸数が

わずか に 違う 2 本の ポ リ ペ プ チ ドか ら な っ て お り
叩

，

しか も分子 量 は各々 約21万 で あ るの で
，

こ の 電気泳動

の結果 は血梁 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 性質 をよ く 反 映 して

い る ． した が っ て以 下 の 実験 に は
，
G el a ti n s e p h a r o s e

4 B 及び A r gi n i n e s e ph a r o s e 4 B の 二 種類 の ア フ ィ ニ

ティ
ー

ク ロ マ トグ ラ フ ー

を行い 精製 した血 梁 フ ィ ブ ロ

ネ クテ ン を使用 した ．

工王 ． 洗浄血 小 板 A D P 凝集能 に 対 す る血 紫 フ ィ ブ ロ

ネク テ ン の 影 響

図4 は
， あ ら か じめ A D P 凝集が起 こ る こ と を確認

した条件 に お い て血 祭フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン を濃度 を変 え

て添加 し
，

そ の A D P 凝集に 対す る影 響 を検討 した も

ので ある － 血 紫 フ ィ プ ロ ネ ク テ ン は
， そ の 濃度依存性

に2 次凝集 に い た る ま で の 潜時 を延長さ せ
，
4 0 0 声 gノ

m l の終濃度 で 2 次凝 集を ほ とん ど抑制 した ． さ ら に

60 0 声 gノm l の 終濃度 で は 2 次凝集 を完全に 抑制し た ．

しか し 1 次凝集 は
，

い ずれ の 濃度の 場合 に も明 らか な

影響を受 けな か っ た ■ さら に 終濃度 で 925 声 gノm l ま で

の血祭 フ ィ ブ ロ ネク テ ン を添加 し た が 1 次凝集 に は ほ

とん ど影響 を示 さ な か っ た ． ま た
， 観察 し得た 時間内

に 2 次凝集が 出現 した 場合 は
， そ の最大凝集率に は変

化が な か っ た ． 血寮 フ ィ プ ロ ネク チ ン は ， そ の接着性

蛋白の 性質 に よ り血小板 に 作用 し て い る こ とが 考 え ら

れ た が
， 特 に 低温の 条件下 で フ ィ ブ リノ ゲ ン に 対す る

親和性 も有す る こ と か ら
， 以下 の実験 を行 っ た ． 血紫

フ ィ ブ ロ ネ タテ ン を フ ィ ブ リ ノ ゲ ン と 4
0

C の 条件 で 一

晩膵置 し ， 各々別 々 に 同 一

の条件に し てお い た も の と

比較検討 した ． 図5 に 示 す よう に血 祭 フ ィ ブ ロ ネ タ テ

ン を フ ィ ブ リ ノ ゲ ン と と も に 一 晩膵置 した場合 も その

血小板凝集 に 対 する 影響 に 特 に差 はな く
，
血祭 フ ィ ブ

ロ ネ ク チ ン が 直接 フ ィ プ リ ノ ゲ ン に 作用す る こ と に よ

り血小板凝集 に 影響して い る 可能性は少な い も の と 考

えら れ た ■ 図 6 は
，

血 祭 フ ィ ブ ロ ネ タ チ ン 濃度を 7 20

声 gノm l と
一

定 に して
，

フ ィ ブ リ ノ ゲ ン濃度 を 変化 さ

Fi g － 3 － S D S －

p O l y a c r yl a mi d e g el el e c t r o p h o r e si s

O f p u rifi e d pl a s m a fib r o n e c ti n ． L a n e くaン，
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，
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，

n O n － r ed u c ed ．

L a n e くcl ， Pl a s m a fi b r o n e c ti n f r o m g el a ti n

S e p h a r o s e 4 B
，

r e d u c e d ． L a n e くdl ， Pl a s m a

fi b e o n e c ti n f r o m a r g l n l n e S e ph a r o s e 4 B
，

r e d u c e d ． A 4ノ5 ％ g el w a s u s ed a n d e a c h sl o t

W a S l o a d e d w ith 2 ．5 JL g O f p r o t ei n
． S a m pl e s

W e r e r e d u c e d w ith 2 ％ 2 －

m e r C a p t O e th a n ol ．
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せ た 場合の 凝集能 の変化 を示 して い る － フ ィ プ リ ノ ゲ

ン 濃度の 低下 に した が っ て対照 の 凝集自体の 潜時 も若

干の 延長 を認め る が
，

血 祭 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン の 抑制的

作用 は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン の 濃度 の 低 い 場合に よ り 顕著 に

認 めら れ た ． しか し こ の 場合に お い ても 1 次凝集 は血

祭 フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン添カロに よ り明 ら か な影響 を受 け る

こ と は なか っ た ． 図7 に 示 す よ う に ， 血祭 フ ィ プ ロ ネ

ク チ ン 濃度 及 び フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 濃 度 を
一 定．に し て

A D P 濃 度 を 変 化 さ せ た 場 合 は ， よ り 低 い 漉 魔 の

A D P で 刺激 し た場合 に 血寮 フ ィ ブ ロ ネ タ チ ン の 抑 制

的影 響が 顕著 に 認め ら れ た ．

m ． 洗浄血 小 板 A D P 凝集 時の 放出反応に 対す る 血

祭 フ ィ プ ロ ネク チ ン の 影響

図 8 は 添カロし た血 費 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン の 濃 度 と

A D P 放出量の 関係 を示 して い る ． 血 祭 フ ィ プ ロ ネ ク

チ ン を加 えて い な い 対 照の 凝集 で は 約 1 － 7 声 m Ol 当

量1 10
11

c ell の A T P 放 出を認 め たが
，

二 次凝集が 抑制

さ れ た条件す なわ ち480 及 び 72 叫 gノm l の 血 衆 フ ィ プ

ロ ネ ク チ ン を添加 した 条件 で は A T P 放 出は 強く抑制

され て い た
0

3 6 叫 gノm l の 血奨 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン を添

加 した 場合に 放出皮応が 抑制さ れた も の と抑制さ れ な

か っ た も のが 見 られ た が
， 放 出反応 が抑制 され た場合

はす べ て そ の 二 次凝集も抑制 さ れ て お り
，
放 出反応が

抑制さ れ な か っ た場合 はす べ て 二 次凝集も 抑制 さ れ な

か っ た ． す な わ ち
，
血祭 フ ィ プ ロ ネ ク テ ン は

－
二 次凝

集を抑制 した とき の み
，

つ ね に 放 出反応 も抑制 した ．

八丁P

ル 汀りl 叫 u．V al e nt

卵 r t O
l l

ol at elet

1 ． 5

■

■

■

■

■
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■ ■
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F i g ． 8 ． E ff e c t o f pl a s m a fi b r o n e c ti n o n r el e a s e

r e a c ti o n o f pl a t el e t s ．

考 察

血祭 フ ィ ブ ロ ネク チ ン は
，

は じめ は細胞が 腫瘍化 す

る に 伴 っ て そ の細胞表面量が 減少 し て ゆ く蛋白質と し

て注目 さ れ た
叫

が
， 現在で は 代表 的な接 着性 蛋白と し

て細胞 の 接着や 癌細 胞の 転 軌 組織 の修復 な どに お け

る役割が 精力的 に 研究さ れ て い る
611

－ さ ら に最近で は
，

こ の 蛋白質が 結合す る こ と自体が 細胞 に と っ て
一

つ の

情報 で あり ，
そ の後 の珊胞 の 生理 作用 に 影響 を与 える

こ と が 注目さ れ て い る ． 血小板と の 関連 に つ い て も こ

れ まで に い く つ か の 報告が ある が
， 凝集と い う 点だ け

に 関 し て み て も そ の報告 は さ まざ まで あ り
，

一 定の見

解 は得 ら れ て い な い
一 血 小板凝集 に対 して抑制的 に働

く と す る 報告も 見 られ る が逆 に 凝 集に必 要で ある とす

る報告 もあ る ． 今回の 実験の 結果よ り ， 初め て ヒ ト洗

浄血小板 の A D P 凝集 を血祭 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン が抑制

す る こ と が 明ら か と な っ た ． 以 下 に そ の抑制機構 に 関

して
，

さ らに その 生理 的意義 に つ い て こ れ ま で の報告

と の 異同 を交 えて 考察す る ． 今回 凝集能の 検討に もち

い た 系の 中に は ヒ ト洗浄血小板 ，
A D P

，
血 費 フ ィ ブ ロ

ネ ク チ ン お よ び フ ィ ブ リ ノ ゲ ンが 含 ま れ て い る 一 血祭

フ ィ プ ロ ネ ク ナ ン は
一 次凝集に は ほ と ん ど影響 を及ぼ

す こ と な く 二 次凝集 を抑制 した が ，
も し血祭フ ィ プ ロ

ネ ク テ ン が A D P に 対 す る 血 小 板 の 反 応 性 ま た は

A D P その もの に 影響 を及ぼ して 二 次凝集 を 抑制 し て

い た の で あ れ ば
，

A D P が 血 小板 を 刺 激す る こ と に

ょ っ て惹起 さ れ る
一 次 凝 集が ほ と ん ど影 響 を受 けな

か っ た こ とが 説 明 出来 な い ■ す な わ ち血 小板 は 血 祭

フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン存在下 に お い て も A D P に よ り正常

に 刺激さ れ た と考 え られ る ． さ ら に 血 奨フ ィ プ ロ ネク

テ ン の抑制が 用 量依存性で あ っ た こ と 及び 測定系中の

フ ィ プ リ ノ ゲ ン が比 較的低濃度で あ る場合 に よ り顕著

だ っ た こ と を考 える と
，
血 祭フ ィ プ ロ ネ ク チ ン は正常

に A D P 刺激さ れ た 血小板と フ ィ プ リ ノ ゲ ン の 相互作

用 に な ん らか の 影響 を与 えた と 考 え られ る ． 血 衆フ ィ

ブ ロ ネ ク チ ン が血小板 と フ ィ ブ リノ ゲ ン の い ずれ に 作

用 して い た か と い う 点に 関 して は
，

血 祭 フ ィ ブ ロ ネク

テ ン と フ ィ ブ リ ノ ゲ ン の 親和性 を非常 に 高く した 条件

に お い て も そ の抑 制 に 特 に 変化 を認 め な か っ た こ と

や ，
ま た今 回 の 実験条件 で は両者の 親和性 はほ と んど

無視 で き る程 度で ある
82－ こ と よ り ，

血 梁フ ィ ブ ロ ネ ク

テ ン は フ ィ プ リノ ゲ ン に 対 して で は な く血小板 に作用

して い た も の と考 え られ た ． 血小板 凝集は 了活性化さ

れ た血小板上 に 存在す る G P 工川 畑 a に フ ィ プ リノゲ

ン が 結合 し血バー板 間を 架橋 す る こ と に よ っ て形成さ れ

る と考 え られ て い る
42 川

こ と
，

お よ び 精製 し た G P工I
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bノHI a に 血衆 フ ィ プ ロ ネ クチ ン が 結合す る こ と
抑

を 考

えあわ せ る と
， 血 祭 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は A D P に よ り

刺激 され た 血小板膜表 面の G P Il b ノ佃I a に 結合す る こ

と に よ っ て フ ィ ブ リ ノ ゲ ン の G P II b lIII a へ の 結合 を

阻害 し
，

そ の結 果二 次凝集が 阻害さ れ た もの と考 えら

れ た ． しか しな が ら現 時点 で は A D P 刺激さ れ た血小

板に 対 して血 祭 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン が 結合す る と い う直

接的な 証拠 は得 ら れ て い な い ， Pl o w ら は トロ ン ビ ン

で刺激さ れ た血小板 に 血祭 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン が 特異 的

に結合す る こ と を報 告し て い る
瑚
が

， その 報告の な か

で A D P で刺激 した場合 は血襲 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン は血

小板 に 結合 しな か っ た と述 べ て い る ． も しそ う で あれ

ば
，
血 紫 フ ィ ブ ロ ネ タ チ ン は血小板 ，

A D P
，

フ ィ プ リ

ノゲ ン の い ずれ と も作用す る こ と な く凝 集の み を阻害

した こ と に な り ， そ の抑制機構 が説 明で き な い
．

一 方

最近 ， 血小板 に種々 の ず り応力を加 える 実験 が行 われ

てい る が
，

その 結果血小板膜上 の接 着性 蛋白受容体 の

性質は受 け るず り応力 に よ っ て 大きく変化 す る こ とが

明ら か と な っ て き た
紳 1

． 小 さ な ずり 応 力 を う け て い

る血小板 G P 工工bノ佃I a は フ ィ プ リ ノ ゲ ン と高 い 親和性

をも っ て結合 し ，
V W F は ほ と ん ど結合 し な い が

，
大

きな ずり応 力 を 受 け て い る 血小 板 の G P H bノHI a は

フィ ブ リ ノゲ ン に 対す る 親和性 は非常 に 低 く v W F と

高い 親和性 をも っ て 結合す る ． 血 襲 フ ィ ブ ロ ネ クチ ン

と血小板の 結合 に対 す る ずり応力の 影響 は明 らか と は

な っ て い ない が ，
フ ィ ブ リ ノ ゲ ン や v W F と同様 に ず

り応力に よ っ て 変 化 す る 可能 性 は充 分 考 え ら れ る ．

Pl o w ら の 行 っ た 実験 は 静置 した 血 小 板 を 用 い て お

り
， 凝集能測定は 一 定の ずり応力の か か っ た 条件で 行

われ て い る た め
， 血 梁フ ィ ブ ロ ネク チ ン が 凝集計の な

かで は A D P に よ り 刺激 され た血 小 板 に 結合 して い る

可能性が 考 えら れ る ． したが っ て今後凝集能測定と 同
山

の条件で 結合 を評価 し， 抑制機構 を明 らか に す る 必

要が ある ．

一 方 ， 血 祭フ ィ ブ ロ ネク テ ン が 血小板凝 集

に及 ぼす 生理 的な意 味に つ い て は依然と して 明ら か で

はな い ． C o h e n ら は
， 血祭 フ ィ ブ ロ ネク チ ン を除去 し

た血祭 に 血小板 を再 浮遊 さ せ た の ち に ト ロ ン ビ ン や

A D P で 刺激 して 凝集能 を検討 して い る が
，
そ の結果 ，

血衆よ り血祭フ ィ ブ ロ ネク チ ン を除い て も凝 集能 に は

変化は認め ら れ なか っ た と し ， 血祭 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン

は生体内 で の血小板凝集 に 重要な 役割 を 演 じて い る こ

と はない と考察 して い る
65－

． 今回 の 実験 結果に よ れ ば
，

血簗フ ィ プ ロ ネ ク テ ン が A D P 終濃度 10 JL M で 刺激

した血小板凝集 の 二 次凝集 を完全に 抑制 した条件 は血

祭フ ィ プロ ネ ク チ ン が 60 叫 gノm l と 血 衆 中の 濃 度 の

約2 倍 ， フ ィ ブ リ ノ ゲ ン が1 4 紬 gノm l と血祭 中濃度の

約20 分の 1 で あ り
， 特殊 な病態ま た は局所的な環 境を

想定す る以 外 こ の 条件 は考 え に く い し
，
C b o n e らの結

果も納得 で きる ． しか し ，
こ れ か ら直 ちに 血栄 フ ィ プ

ロ ネ ク チ ン の 血小板凝集 に 対す る生理 的意義を否 定す

る こ と は出来 ない ． 今 回 の 実験結果 によ れ ば血 奨フ ィ

プ ロ ネ ク チ ン の 抑制 的影響 は低濃度の A D P 刺激 時に

お い て よ り顕著で あ っ た し
，

ま た生体内 で血小板 が受

け る A D P 刺激の 濃度は
，
今 回 の 実験 を含 み

一 般 に 実

験に 使用さ れ る 濃度 よ り はる か に 低い と考 え ら れ る こ

と か ら
，
血祭 フ ィ ブ ロ ネク テ ン は生体 内に お い て軽度

に 刺激 され た 血小板 の凝集を抑制す る こ と に よ り血 小

板の反応性 を調節 し て い る 可能性が 考え られ る ．

結 論

ヒ ト洗浄血小板 の A D P 凝集 に 対す る血 祭 フ ィ プ ロ

ネ ク チ ン の 影響を血小板凝集計及び血小板放出反応測

定計 を用 い て検討 し
，
次の ごと き結果 を得 た ．

1 ． 血 祭 フ ィ ブ ロ ネ タ テ ン は
，

ヒ ト 洗 浄 血 小 板

A D P 凝集の 二 次凝集を用 量依存性 に 抑制 した ．

2 ． 血 衆フ ィ プ ロ ネ ク チ ン の 抑制効 果 は低 濃度 の

フ ィ プ リ ノ ゲ ン の 存在 す る 条件 に お い て よ り 顕著 で

あ っ た ．

3 ． 血 祭 フ ィ ブ ロ ネ タ テ ン の 抑制 効 果 は 低 濃 度

A D P 刺激時に お い てよ り顕著で あ っ た ．

4 ． い ずれ の 条件に お い て も 血奨フ ィ プ ロ ネ ク チ ン

は
一

次凝集 に 対 して ほ と ん ど影響を与 えな か っ た ．

5 ． 血衆 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン が 二 次凝集 を抑制 した 条

件で は放 出反応も 明ら か に 抑制さ れ て い た ．

以 上 の結果よ り
，
血 祭フ ィ プロ ネ ク テ ン は ヒ ト洗浄

血 小板の A D P 凝集 を抑 制す る こ と が 明 ら か と な っ

た ． ま た ， 血賛 フ ィ ブ ロ ネ クチ ン が凝集計内に お い て

A D P 刺激 され た 血小板 に 結合 して い る可能性 が 示唆

さ れ
，

ま た生理 的に も血小板活性化 を調節 して い る可

能性 が示 唆さ れ た ．
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1 8 3

m o n o cl o n al a n tib o d y s p e cifi c f o r th e h u m a n

pl a t el e t gl y c o p r o t ei n II bJ III a c o m pl e x ，
wi th i n t a c t

pl a t el e t ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 5 8

，
1 2 5 8 2 －1 25 8 6 く19 8 3I ．

3 2I B e n n e t t
，
J ． S ． 鹿 V il ai r e ， G ． 三 E x p o s u r e of

pl a t el e t fib ri n o g e n r e c e pt o r s b y A D P a n d e pi n e p h
－

e ri n e ． J ． Cli n
．
I n v e st ．

，
64 ， 1 3 9 3 －1 4 0 1 く1 9 7 9I ．

3 31 N u r d e n
，
A ． T

． ，
R o s a

，
J ． P ．， F o u r n i e r

，
D ．

，

L e g r a n d ． C ．
，

D i d r y ，
D ．

，
P a r q u e t

，
A ． 及． P id a r

，

D ． こ A v a ri a n t o f G l a n z m a n n
，

s th r o m b a s th e n i a

W ith a b n o r m a l gly c o p r o t ei n II b J
I
III a c o m pl e x i n

th e pl a t el e t m e m b r a n e ． J ． C lin ． 7 n v e s t ． 7 9 ， 9 6 2 － 9 6 9

く19 8 7J ．

3 4I Gi n s b e r g ，
M

． H ．

，
Li g h t s e y ，

A ．
，
K u n i c k i

，
T ．

J ．
，
鮎 川 f m 乱れ

，
A ．

，
M a r 印 e ri e

， G ． 及 P I o w
，

駄 F ． ニ

D i v al e n t c a ti o n r e g u l a ti o n o f t h e s u rf a c e o ri e n t a ti －

O n O f pl a t el e t m e m b r a n e gl y c o p r o t ei n II b ． C o r r el a
．

ti o n w ith fib ri n o g e n b i n di n g f u n c ti o n a n d d efi n iト

i o n of a n o v el v a ri a n t o f G l a n z m a n n
，

s th r o m b a s t ．

h e n i a ． J ． C li n ． I n v e st ．
，
7 9 ， 11 0 3 －1 1 1 1 く19 8 61 ．

3 5I W ei s s
，
H ． J ．

，
T u ri tti o

，
V ． T ． 也 B s u m g a rt r L e r

，

H ． R ． こ P l a t e l e t a d h e si o n a n d th r o m b u s f o r r n a ti o n

O n S u b e n d o th eli u m i n pl a t el et s d e fi c i e n t i n gl y c o
．

p r o t e in s II b l lII a
，

I b
，

a n d s t o r a g e g r a n u l e s ．

B l o o d
，
6 7

，
3 2 2 －3 3 0 く19 8 61 ．

3 6I L a e r e r L C e
，
J ． B ． 息 G r al n i c k

，
H ． R ． こ M o n o c －

l o n al a n tib o d i e s t o th e gl y c o p r o t ei n Il b l III a

e pit o p e s i n v oI v ed i n a d h e si v e p r o t ei n b i n di n g 二

E ff e c ts of pl a t el e t s p r e a di n g a n d u lt r a s t r u c t u r e
J

o n

h u m a n a rt e ri a l s u b e n d o th e li u m ． J ． L a b ． C li n ．

M ed
． ，
1 0 9

，
4 9 5 －5 0 3 く1 9 8 7ナ．

3 7I B e n n e tt ， J ． S ． 鹿ニ V il ai r e ， G ． こ E x p o s u r e o f

pl a t el e t fib ri n o g e r e c e pt o r b y A D P an d e pi n e ph ri ．

n e ． J ． C li n ． I n v e s t ．
，
7 1

，
1 3 9 3 －1 4 0 1 く19 7 9ン．

3 8I S h a t til
，
S ． J ． 鹿 B r a s s

，
I ． ． F ． ニ I n d u c ti o n o f

th e fib ri n o g e n r e c e p to r
－

O n h u m a n pl a t el e t s b y

i n t r a c e11 ul a r m ed i a t o r s ． J ． B i ol ． C h e m ．
，

2 6 2
，

9 9 2 － 10 0 0 く1 9 8 7ナ．

3 9I P h illi p s
，
D ． R ． 鹿 B a u g h a n

，
A ． K ． 二I d e n tifi c

．

a ti o n o f t w o s t e p s r e q u i ri n g di v al e n t c a ti o n s ． J ．

B i ol ． C h e m ．
，
1 0 2 4 0 －1 0 2 4 6 く19 8 31 ．

4 0I S h a t til
，
S ． J ．

，
H O x i e

，
J ． A ．

，
C u n n i n g h a m

，

M ． 鹿 B r a s s
，

I J ． F ． ニ C h a n g e s i n th e pl a t el e t

m e m b r a n e gly c o p r o t ei n II bl III a c o m pl e x d u ri n g

pl a t el e t a c ti v a ti o n ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 6 0

，
1 1 1 0 7 ． 11 1 1 4

く1 9 8 51 ．

4 1I C o 11 e r
，

B ． S ． ニ A n e w m u ri n e m o n o cl o n a l



1 8 4

a n tib o d y r e p o r t s a n a C ti v a ti o n － d e p e n d e n t c h a n g e

i n th e c 。n f o r m a ti o n a n d l o r m i c r o e n v i r o m e n t o f

pl a t el e t gl y c o p r o t ei n II b l III a c o m pl e x ． J － C li n ．

I n マ e S t ．
，
7 6 ， 1 0 1 － 1 0 8 く198 51 ．

昭I M 血 心 rd
，
J ． ア

リ
P a c k b a m

，
M ． A ．

，
E i n l o n g b

－

R a t h b o n e
，
R ．

I
J

．

，
P e r r y I D ． W ．

鹿 R e g o e c z ，
E ． ニ

Fib ri n o g e n a n d A D P －i n d u c e d pl a t el e t a g g r e g ati o n ．

B l o o d
，
5 2

，
4 5 3 － 4 6 6 く19 7 乳

431 P e e r s c h k e ， E ． l ． B ．
こ T h e pl a t er e t fib ri n o g e n

r e c e pt o r
．
s e m i n － H e m a t ol ．

，
2 2

，
2 4 1 － 2 5 9 く1 9 8 51 ．

叫 N a c b m a n
，

R －
L ．

，
L e u n g ，

L ． L ． E ．，

瓦l o c z e wi a k ， A l ． 鹿 Il a wi g e r
，
J ． こ C o m pl e x f o r m a

－

ti o n of pl at el e t m e m b r a n e IIb a n d III a w ith th e D

d 。 m ai n ． J ． B i ol ．
C h e m ．

，
2 5 9 ， 8 5 84 －8 5 8 8 く19 8 41 ．

瑚 M 乱r g n e T i e
，
G ． A ．

，
P l 岬 ，

瓦． F 一 息 E d 由n t o n
，

T ． S ． ニ H u m a n pl a t el e t s p o s s e s s a n i n d u cibl e a n d

s a t u r a b l e r e c e pt o r s s p e Cifi c f o r fib ri n o g e n ． J － B i o l ．

C h e m ．
，
2 5 4 ， 5 3 5 7 － 53 6 3 く19 7 91 ．

叫 P 恍 r S C b k e
，
臥 I ． ， Z u e k e r

，
軋 B ．

，
G r a n t ，

R －

A ．
，
E g a rL

，
J ． J ． 鹿 J h o n s o n ， M ． M ． こ C o r r el a ti o n

b et w e e n fib ri n o g e n b i n di n g t o h u m a n pl a t el et s a n d

pl a t el e t a g g r e g a b ilit y ． B l o o d
，
5 5 ， 8 4 1 ． 84 7 く19 8 01 ．

仰 Nii y a ， 軋 ，
伽 d s o n ，

駄
，

B a d e r
，

R ．
，

B y e r s
－

W a r d ， V ． ，
E o 滋01 ナ J ． A

り
P l o w

，
E ． F ．

鹿 R u g 酢 ri ，

． z ． M ．
ニ I n c r e a s e d s u r f a c e e x p r e s si o n o f th e

m e m b r a n e gl y c o p r o t e in Ilb l HI a c o m pl e x i n d u c ed

b y pl at el e t a c ti v a ti o n － R el a ti o n sh i p t o th e bi n d i n g

of fib ri n o g e n a n d pl a t el et a g g r e g a ti o n ． B l o o d ，
7 0

，

4 7 5 －4 8 3 く19 8 71 ．

嘲 C o u r t oi s
，

G ．
，
R y c k e w a e r t

，
J ． J ．

，
W o o d s

，
V ．

J
り

G i m 如 r g ，
鳳 軋

，
P l o w

，
E ． F ．

鹿 M a r 卯 e ri e
，

G ． A ． 三 E x p r e s si o n o f i n t r a c ell ul a r fib ri n o g e n o n

th e s u rf a c e o f s ti m u l a t e d pl a t el e t s ． E u r － J ． B i o c h ，

e m ．
，
1 59

，
6 ト6 7 く198 61 t

4 91 S t e n b e r g ，
P ． E ． ， S h u m a n

，
M ． A ．

，
L e vi n e

，
S ．

p
．
鹿 B ai n t o n

，
D ． F ． ニ R ed i s t rib u ti o n o f a l p h a

－

g r a
－

n ul e s a n d th ei r c o n t e n t s i n th r o m b i n － S ti m u l a t e d

pl a t el e t ． J ． C e11 ． B i o l ．
，
98 ，

7 4 8 －7 6 0 く19 8 41 ．

5 01 I s e n b e r g ，
W － A l ．

，
M c 伽 e r

，
R ． P ．

，
P h illi p s

，

D ． R ．
， S h u m a n

，
M ． A ． 鹿 B ai n t o n

，
D ． F ．

ニ T h e

pl a t el e t fi b ri n o g e n r e c e pt o r ニ A n i m m u n o g ol d － S u r f －

a c e r e pli c a st u d y o f a g o ni st －i n d u c e d li g a n d b i n di n g

a n d r e c e p t o r cl u st e ri n g － J ． C ell J B i ol ．
，

1 0 4
，

1 6 5 5
－ 1 6 6 3 く19 8 71 ．

5 11 S c h u lk e n ， J ．
，
J o r d a n

，
J ． 鹿 M o n t o g o m e r y ，

R ． R ． こ I n t e r a c ti o n o f v o n W ill e b r a n d f a c t o r w ith

h u m a n pl a t el e t s i n pl a s m a m ili e u ． J － Cli n ．
I n v e s t ．

，

7 3
，
4 2 ト42 8 く19 8 41 ．

5 21 S a n t o r o
，
S ． A ． ニ I n h ib iti o n o f pl a t el e t a g g r e

－

g a ti o n b y fi b r o n e c ti n －
B i o c h e m ． B i o ph y s ． R e s －

C o m m u n ．
，
1 1 6 ， 1 3 5 － 1 4 0 く19 831 －

5 31 D i xi t
，
V ． M ． ，

H a v e r s ti c k
，
D

．
M ．

，
0

，

R o u r k e
，

K ．
，

H e n n e s s y ，
S ． W ．

，
伽 o e k el m a n n ， T ． J ．

，

M c D o n al d
，
J ． A ．

，
G r a n t I G ．

A ■
，
S a n t o r o ，

S ． A ．

鹿 F r a zi e r
，
W ． A ． こ I n h ib iti o n o f pl a t el e t a g g r e g a －

ti o n b y a m o n o c l o n a l a n tib o d y a g ai n st h u m a n

fib r o n e c ti n ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U ．S －A ．
，
8 2 ，

3 8 4 4 －3 8 4 8 く19 8 引．

瑚 Pl o w
，

E ． F ．
鹿． G i n sb e r g ，

M ． H ． ニ S p e cifi c

a n d s a t u r ab l e b i n di n g of pl a s m a fi b r o n e c ti n t o

th r o m b i n s ti m ul a t e d h u m a n pl a t el et s － J ． B i ol ．

C h e m ．
，
1 16

，
1 3 5 － 1 4 0 く19 8 31 ．

弼 N i e v el s t ei n
，

P ．
F ． E － M ．

，
D

，

A l e s si o ， P ． A ．

鹿 S i x m a ，
J ． J ． ニ F ib r o n e c ti n i n pl a t el et a d h e si o n

t o h u m a n c o ll a g e n t y p e I a n d II ． A r t e ri o s cl e r o si s
，

8
，
2 0 0 － 20 6 く19 8 軋

561 M u s t a r d ，
J ． F －

，
P e r r y ，

D ． W ．
，
A r d li e

，
N ． G ．

鹿 P a c k h a m
，

M ． A ． 三 P r e p a r a ti o n o f s u s p e n si o n s

o f w a sh e d pl a tel e t f r o m h u m a n s － B r ． J ． H e m a t ol ．
，

2 2 ， 1 9 3 ． 2 0 4 く19 7 21 ．

5 71 K i nl o u gh ， R a th b o n e
，
R － L ．

，
P a c k h a m

，
M ． A ．

鹿 M a s t e r d
，
J ．

F ． ニ P l a t el e t a g g r e g a ti o n ．
I n L ． A I

H a r k e r 8 t T ．
S ． Z i m m e r m a n くe d s ．1 ，

M eth o d s i n

H e m a tl o g y ，
M e a s u r e m e n t s o f P l a t el e t F u n cti o n

，

1 st e d ．
， p 6 4 ，

C h u r c h ill Li vi n g s t o n e
，
E d i n b u r g ，

1 98 3 －

5 81 C h a r o
，
I ． F －

，
F ei n m a r L

，
R ．

D 一 息 P et w eil e r
，

I ． C ． こ I n t e r
－

r el a ti o n s of pl a t el e t a g g r e g ati o n a n d

s e c r e ti o n ． J ． C li n ． I n v e st ．
，
60

，
8 6 6 －8 7 3 く19 7 71 一

瑚 P e t e r s o n ，
T ■ E ．

，
S k o r st e n 脚 a r d

，
E ． 鹿

v ib e ． P e d e r s e n
，
R ． こ P ri m a r y s t r u c t u r e O f fib r o n e ．

cti n ． I n D ．
F ． M o sh e r

，
くe d －1 ，

F ib r o n e c ti n
，
1 st ed －

，

pl
－ 4 5

，
A c a d e m i c P r e s s

，
S a n D i e g o

，
1 9 8 9 ■

6 01 E n g v all
，

E ． 鹿 R u o sl a h ti
，

E ． 三 B i n d i n g of

s ol u b l e f o r m o f fib r o b l a st s u r f a c e p r ot ei n
，

fib r o n e c ti n
，

t O C Oll a g e n ． I n t ． J ． C a n c e r ．
，
2 0

，
1 －5

く19 7 71 ．

6 11 J uli a n o
，

R ． L ． ニ M e m b r a n e r e c e pt O r S f o r

e x t r a c ell ul a r m a tri x m a c r o m ol e c u l e s 二 r el a ti o n s hip

t o c ell a d h e si o n a n d t u m o r m e t a S t a Si s ．
B i o c hir n r

B i o p h y s ■ A c t a ．
，
9 0 7

，
2 6 l － 2 7 8 く19 8 71 ■

6 2ナ R u o sl a h ti
，

E ． 鹿 V a h e ri
，
A ． ニ A i n te r a cti o n

o f fib r o n e c ti n w ith fib ri n o g e n a n d fib ri n ． Id e n tity
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W ith c o ld i n s ol u b l e gl o b u li n of h u m a n pl a s m a ． J ．

E x p ． M e d ．
，
1 4 1

，
4 9 7 －5 0 1 く19 7 5J ．

63I M o a k e
，
J ． L ．

，
T n r n e r

，
N ． A

り S t a t h o p o 111 鵬 ．

N ． A ．， N ol a s c o
，
L ． 鹿 H ell 11 m S

，
J ． D ． こ S h e a r －i n d －

u c e d pl a t el e t a g g r e g a ti o n c a n b e m e di a t e d b y v W F

r el e a s e d f r o m pl a tel e t s
，

a S W e11 a s b y e x o g e n o u s

l a r g e o r u n u s u a 11 y l a r g e v W F m u lti m e r s
，

r e q u i r e s

a d e n o si n e di p h o s p h a t e
，

a n d i s r e si s t a n t t o a s pi ri n ．

B l o o d ． 7 1
，
1 3 6 6 － 13 74 く19 8 即．

64I W ei s s
，

H ． J ． ， H a w i g e r
，
J ．

，
R u g g e ri

，
Z ． M

． ，

1 85

T u rit t o ， V ． T ．
，
T hi a g a r aj a n

，
P ． 也 H o ff m a n ， t ． こ

F ib ri n o g e n
－i n d e p e n d e n t pl a te l e t a d h e si o n a n d

th r o m b u s f o r m a ti o n o n s u b e n d o th eli u m b y gl y c o ．

p r o t ei n Il b －III a c o m pl e x a t h i gh sh e a r r a t e ． J ． C li n ．

I n v e st ．
，
83

，
2 8 8 一 拍7 く19 8 9I ．

6 5I C o h e n
，
I ．

，
P o tt e r

，
E

． V ．

，
Gl a s e r ， T ．

，

E n t w i s tl e
，
R ．

，
D a vi s

，
I ． ．

，
C h ed i a k

，
J ． 鹿 A n d e r s o n

，

B ． こ F ib r o n e c ti n i n v o n W ill e b r a n d
，

s d i s e a s e a n d

th r o m b a st h e ni a ニ R ol e in pl a t el e t a g g r e g a ti o n ． J ．

L a b ． Cli n ． M e d ．
，
9 7

，
1 3 4 －1 4 0 く198 1I ．

I n hi biti o rL Of A D トi n d u c e d P h t el et A g g r e g a ti o n b y P l a 層m a F ib r o n e c ti o n

I c hir o K u m a b a s h i ri ， D e p a rt m e n t of I n te r n al M e d ici n e く耶 ， S c h o ol o f M e d i ci n e ， K a n a z a w a

U n i v e r si ty ， K a n a z a w a 9 2 0
－

J － J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 9 ， 1 7 3 － 1 8 5 り99 0J

K e y w o r d B fib r o n e c ti n ， W a S h e d h u m a n p l a t el e ts
， A D P

－

i n d u c e d pl a t el e t a g g r e g a ti o n ，

r el e a s e r e a c ti o n o f p l a t el e ts ， fi b ri n o g e n

A b s t r a c t

I t h a s b e e n w ell k n o w n th a t s o m e k i n d s o f a d h e si v e p r o t ei n a r e i n v o I v e d i n p l a t e l e t

a g g r eg a ti o n ， b u t th e e x a c t r ol e o f th e m is s till u n cl e a r － I n this p a p er ， th e eff e c t of pl a s rn a

fi b r o n e c ti n o n A D P －i n d u c e d a g g r eg a ti o n a n d th e r el e a s e r e a c ti o n of w a s h e d h u m a n

p l a t el e ts w a s i n v e s tig a t e d ． I n th e p r e s e n c e o f fib ri n o g e n く1 4 8 J J gノm ll a n d A D P く1 0 p M l ，

p l a s m a fi b r o n e c ti n p r ol o n g e d t h e l a g
－ ti m e o f th e s e c o n d a r y a g g r e g a ti o n i n a d o s e

－

d e p e n d －

e n t m a n n e r
，

a n d c o m p l e t el y i n hibit e d t h e s e c o n d a r y a g g r e g a ti o n a t a c o n c e n tr a ti o n o f 6 0 0 p

gノm l ． A t a fi x e d c o n c e n t r a ti o n o f p l a s m a fi b r o n e c ti n く7 2 0 p gノm り，
i t s i n h i b i t o r y e ff e c t

．
w a s

m o r e e vid e n t w h e n a l o w e r c o n c e n t r a ti o n o f fi b ri n o g e n o r A D P w a s p r e s e n t ． T h e s e c r e ti o n

Of A T P f r o m th e p l a tel e ts w a s a ls o i n h ibi te d b y p l a s m a f ib r o n e c ti n ， W h e n th e s e c o n d a r y

a g g r e g a ti o n w a s i n h ib it e d ． P l a s m a fi b r o n e c ti n d i d n o t i n h i b it p ri m a r y a g g r e g a ti o n u n d e r

a n y o f th e c o n d i ti o n s ． T h e i n h i b i t o r y eff e c t o f p l a s m a f i b r o n e c ti n r e m ai n e d u n c h a n g e d

e v e n w h e n th e affi n i ty o f p l a s m a fi b r o n e c ti n to fi b ri n o g e n w a s e n h a n c e d b y th e i n c u b a ti o n

Of p l a s m a fi b r o n e c ti n w ith fi b ri n o g e n o v e r n i g h t a t 4 C ． F r o m th es e r e s u l ts a n d f r o m th e

l o w affi n ity of p l a s m a fi b r o n e c ti n t o fib ri n o g e n u n d e r e x p e ri r n e n t a l c o n d iti o n s ， it is

C O n C l u d e d th a t p l a s m a fi b r o n e c ti n i n h ibite d th e bi n di n g o f n o r m a 11y A D P
－

S ti m u l a te d

p l a tel e ts t o fi b ri n o g e n ， a n d c o n s e q u e n tl y i n h i b it e d t h e p l a t el e t a g g r e g a ti o n ． T h e

p h y si o l o g l C al r o l e o E p l a s m a fi b r o n e c ti n u p o n p l a t el e t a g g r e g a ti o n r e m ai n s u n cl e a r ． A

C O n C e n tr a ti o n o f 6 0 0 p gノ m l of p l a s m a fib r o n e cti n w a s n e c e s s a r y t o c o m p l e t ely i n h i b i t

p l a tel e t a g g r e B a ti o n i n d u c e d b y A D P i n th e p r e s e n c e oE 1 4 3 J l gノm l o f fib ri n o g e n ．

C o n sid e ri n g t h a t t h e c o n c e n t r a ti o n s o f p l a s m a fib r o n e c ti n w e r e t w o f ol d a n d th e fib ri n o g e n

C O n C e n tr a ti o n w a s － O n e t W e n tie th o f n o r m al pl a s m a
，

C O n C e n tr a tio n s of th e s e t w o k i n d s of

a d h e si v e p r o t ei n a r e n o t p h y si o l o g i c al － H o w e v e r ， th e i n h ib it o r y eff e c t of p l a s m a fib r o n e c ti n

W a S m O r e p r O n O u n C e d w h e n th e p l a te l e ts w e r e s ti m u l a t e d b y a l o w e r d o s e o f A D P ， a n d i t

is s u p p o se d th a t p l a t e l e ts i n th e ci r c u l a ti o n a r e s ti m u l a te d b y a f a r l o w e r c o n c e n t r a ti o n o f

A D P th a n th e e x p e ri m e n t al c o n c e n t r a ti o n ■ T h e r ef o r e ， th e r e s u l ts o b t ai n e d h e r e s u g g es t th a t

p l a s m a fib r o n e c ti n r e g u l a t e s th e a g g r e g a b ility o f p l a tel e ts i n v i v o ．


