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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＴＡＰ－ＡＮＶ（SEQ ID NO: 1）、ＡＮＶ－６Ｌ１５（SEQ ID NO: 2）、ＡＮＶ－ＫAP

P（SEQ ID NO: 3）とＡＮＶ－ＫＫTFPI(SEQ ID NO: 4)からなるグループから選択した配
列からなる遺伝子組み換えした抗凝固性蛋白質。
【請求項２】
　請求項１の遺伝子組み換えした抗凝固性蛋白質と、薬理学的に受諾できる賦形剤とを含
む、抗血栓性合成物。
【請求項３】
　哺乳類被験者の血液凝固を阻害するための調製物の製造における、請求項１または２に
記載の蛋白質または合成物の使用。
【請求項４】
　そのような治療又は予防を必要とする被験者の過剰な血栓活動を治療又は予防するため
の調製物の製造における、請求項１または２に記載の蛋白質または合成物の使用。
【請求項５】
　SEQ ID NO: ５（TAP－ＡＮＶをコードする）、SEQ ID NO: ６（ＡＮＶ－6L15をコード
する）、SEQ ID NO: ７（ＡＮＶ－ＫAPPをコードする）およびSEQ ID NO: ８（ＡＮＶ－
ＫＫTFPIをコードする）からなるグループから選択したシークェンスからなる遺伝子組み
換えしたＤＮＡ分子。
【請求項６】
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　安定的にトランスフェクトされた細胞を作製するために用いられる、請求項５の遺伝子
組み換えしたＤＮＡ分子と、ＡＮＶおよびＫＰＩの融合を含む遺伝子組み換えをした抗凝
血性蛋白質の合成を促す付加のシークェンスとを含む、遺伝子組み換えした発現ベクター
。
【請求項７】
　請求項５に記載の遺伝子組み換えしたＤＮＡ分子を含む宿主細胞。
【請求項８】
　請求項１に記載の遺伝子組み換えした抗凝血性蛋白質を発現している安定的にトランス
フェクトされた細胞株。
【請求項９】
　請求項８の細胞株の調製方法であって、宿主細胞を請求項６に記載の遺伝子組み換えし
た発現ベクターで安定的にトランスフェクトすることを含む方法。
【請求項１０】
　遺伝子組み換えした抗凝固性蛋白質の製造方法であって、（ｉ）請求項５の遺伝子組み
換えＤＮＡ分子の使用、（ｉｉ）請求項６の遺伝子組み換え発現ベクターの使用、（ｉｉ
ｉ）請求項７の宿主細胞の使用、（ｉｖ）請求項８の安定してトランスフェクトされた細
胞株の使用、または（ｖ）請求項９の方法の使用を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（技術分野）
　本出願は、２００２年６月６日に提出した米国仮出願Ｎｏ．６０／３８６９３２の、こ
の中にその全文が参照として編入されている告知の優先権を主張するものである。
【０００２】
（背景技術）
本発明は一般的に抗凝血性蛋白質、特に遺伝子組み換えによる新しい血液凝固阻害因子に
関するものである。
　組織因子（Ｔｉｓｓｕｅ　Ｆａｃｔｏｒ，　ＴＦ）は、一般に正常な恒常性における血
液凝固と、種々の凝血異常及び血栓を伴った疾病の生理的引きがねと考えられている。Ｔ
Ｆはふつう特定の脈管外の細胞の表面に存在するが、刺激によって内皮細胞や単核細胞に
も発現を誘導できる（１）。全血及び再構成した血漿を用いた研究（２－５）にもとづい
たＴＦが開始する血液凝塊の要点の図解を１図に示した。ＴＦは露出すると循環している
血液に存在するＶＩＩ／ＶＩＩａ因子と複合体を形成する。結果として生じた表在性テナ
ーゼ複合体（ＴＦ／ＶＩＩａ）は血液凝固のカスケードを、ＴＦを発現している細胞／小
粒子に少量存在するＩＸ因子とＸ因子を活性化することによって開始する。ＴＦ／ＶＩＩ
ａが活性化したＩＸａ因子とＸａ因子は、ひき続いて起きる凝血反応においてそれぞれ別
個の役割をはたす。ＴＦを発現している膜表面上のＶａ／Ｖ因子の複合体において、Ｘａ
因子は、血小板を部分的に活性化することができ、フィブリノーゲンを分割して初期の血
餅を作り、そして、Ｖ、ＶＩＩＩ、及びＸＩ因子を活性型に変換するトロンビンを少量作
る。この開始相にひき続いてトロンビン発生の波及が始まる。この波及相の間に、活性化
した血小板は、内在性のテナーゼ（ＶＩＩＩａ／ＩＸａ）とプロトロンビナーゼ（Ｖａ／
Ｘａ）が複合体として集まれるように、陰イオン化した膜表面を供給する。内在性テナー
ゼ（ＶＩＩＩａ／ＩＸａ）とプロトロンビナーゼ（Ｖａ／Ｘａ）はそれぞれＸ因子とプロ
トロンビンをきわめて効果的に活性化し、爆発的なトロンビンの生産とフィブリン・血小
板栓の膠着に至る。３種の血漿抗凝血系が、この血液凝固カスケードを規制している。組
織因子経路抑制因子（ｔｉｓｓｕｅ　ｆａｃｔｏｒ　ｐａｔｈｗａｙ　ｉｎｈｉｂｉｔｏ
ｒ，ＴＦＰＩ）は、ＴＦ／ＶＩＩａをフィードバックによって阻害することができるＴＦ
ＰＩ－Ｘａ阻害複合体を形成して、この開始相に影響を与える。抗トロンビンＩＩＩ（Ａ
Ｔ　ＩＩＩ）は、おもに波及相における遊離したトロンビンとＸａを阻害して効果をあら
わし、活性化蛋白Ｃ（ＡＰＣ）は、ＶａとＶＩＩＩａを蛋白分解し不活化するため、波及
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の時間的長さに影響を及ぼすことができる。
【０００３】
　陰イオン性の燐脂質、おもにフォスファチジル－Ｌ－セリン（ＰＳ）が利用できるかど
うかということは，凝血カスケードの開始と増幅を推進する膜に結合した凝血酵素複合体
（表在性テナーゼ、内在性テナーゼ、プロトロンビナーゼ，及びＸＩａ）の触媒活性が集
合し発現するために重要である。哺乳類細胞の原形質膜の燐脂質は普通には非対称的に分
配されておりＰＳは内膜小葉に隔離されている（６）。このＰＳ隔離のため、無傷の静態
細胞は、通常凝血を促進しない。細胞の活性化、細胞の傷害、又はアポトーシスを起こす
刺激に反応して、原形質膜における燐脂質の非対称性が崩れ、ＰＳが膜表面に曝され、膜
の小粒子が脱落するにいたる。ＰＳの暴露は、酵素／補因子複合体を集合させ、膜表面の
基質との反応を許し、このため凝血反応の能率を高める（７－９）。無傷の細胞上に形成
されたＴＦ／ＶＩＩａ複合体は、基質に対する酵素活性がしばしば隠されている。ＴＦ／
ＶＩＩａの活性の何倍もの増加（ｄｅ－ｅｎｃｒｙｐｔｉｏｎ）は、細胞の破壊や様々の
薬品処理、又はアポトーシスの誘導後にＰＳが膜表面で利用できるようになった時に見ら
れる（１０－１４）。フォスファチジルコリン（ＰＣ）のみからなる小胞に再構成したＴ
ＦのＸ因子活性化率はＰＳ－ＰＣ小胞で構成した場合の５％以下である（１５）。このよ
うな観察は、ＴＦの共動的な発現とＰＳの膜表面への暴露が、凝血が始まるためには重要
であることを示唆している。恒常性／血栓症の過程では、血小板は、内在性テナーゼ（Ｖ
ＩＩａ／ＩＸａ）とプロトロンビナーゼ（Ｖａ／Ｘａ）の集合できるように、陰イオン性
の膜表面を供給するということが知られている（７，１６）。血小板が活性化されるとＰ
Ｓがすぐに血小板の膜表面に現れる。ＶＩＩＩａ因子の陰イオン性脂質との反応は、ＩＸ
ａ因子のためにカルシウムイオン（Ｃａ＋＋）に依存した高親和性の結合部位を作り、内
在性テナーゼ複合体の形成にいたる。同様にＶａ因子の陰イオン性脂質との結合は、Ｘａ
因子のＣａ＋＋に依存した結合を推進して、プロトロンビナーゼ複合体を形成する。ＸＩ
ａ因子も、ＩＸ因子をＩＸａ因子に効率よく変換するには、ＰＳを露出した膜に依存して
いる。
【０００４】
　ＴＦＰＩは、多価のクーニッツ（Ｋｕｎｉｔｚ）型抑制因子で、ヒト血管系において組
織因子経路による凝血の開始を規制している（１７）。ＴＦＰＩはＸａ因子を直接阻害し
、Ｘａ因子に依存してＴＦ／ＶＩＩａ複合体をフィードバックによって抑制するため、組
織因子経路の蛋白分解酵素のカスケードを弱める。ＴＦＰＩは生理的には組織因子経路の
規制にとって非常に重要ではあるが、臨床における抗血栓療法への拡張は、血管血栓を効
果的に中断するには多量の投与を必要とするため、いまのところ限界がある（１８－２０
）。
【０００５】
　その他にもいくつかの自然に生じたクーニッツ型阻害因子があり、組織因子経路のＶＩ
Ｉａ，ＩＸａ，Ｘａ及びＸＩａ因子に結合することが描写されている。これらは、Ｘａ因
子を特に阻害するものではヒル由来のアンチスタチン（ＡＴＳ）（２１），ダニ（Ｔｉｃ
ｋ）由来の抗凝血ペプチド（ＴＡＰ）（２２），そして２種の犬猫鉤虫（Ａｎｃｙｌｏｓ
ｔｏｍａ　ｃａｎｉｎｕｍ）由来の抗凝血ペプチド（ＡｃＡＰ５，ＡｃＡＰ６）（２３）
があり、ＶＩＩａ因子を阻害するものではもうひとつ別の犬猫鉤虫（Ａｎｃｙｌｏｓｔｏ
ｍａ　ｃａｎｉｎｕｍ）由来の抗凝血ペプチド（ＡｃＡＰ２）（２３），ＶＩＩａ，ＩＸ
ａ，Ｘａ及びＸＩａ因子を阻害するものではアミロイドβ―蛋白質前駆体のクーニッツ抑
制部位（ＫＡＰＰ）がある（２４－２７）。部位に特異的な突然変異とファージデスプレ
イの技術を用いて、いろいろな凝血性蛋白分解酵素（ＴＦ／ＶＩＩａ，Ｘａ，ＸＩａとカ
リクレインなど）に対して非常に高い親和性（ナノモル以下のＫｉ）を示すＫＡＰＰとア
プロチニン（ウシすい臓トリプシン阻害因子）の２種の一連の同類体が創造された（２８
－３１）。しかし、これらの突然変異体の抗凝血効果は試験管内の（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）
凝血検定（組織子因子によって開始した凝血と活性化した部分トロンボプラスチン時間（
ＡＰＴＴ））ではきわめて低い。アプロチニンの同類体も、生体の（ｉｎ　ｖｉｖｏ）血
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管傷害モデルで抗血栓効果を得るためには非常に多量の投与が必要である（３１）。
【０００６】
（発明の開示）
　本発明にしたがって、遺伝子組み換えによる新しい抗凝血蛋白質、その生産に関連した
方法と材料、及び治療におけるその使用法を述べる。
一連の新しい遺伝子組み換えによる抗凝血性の融合蛋白質が、アネキシンＶ（ＡＮＶ）（
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０）というフォスファチジルセリン（ＰＳ）結合蛋白質を、酵素
複合体の中のセリン蛋白分解酵素を標的とするクーニッツ型の蛋白分解酵素阻害因子（Ｋ
ＰＩ）に結合することによって、選択的に創造される。結果として生じた融合蛋白質は、
それぞれの構成蛋白質よりはるかに強い抗凝血活性を示す。これらのコンストラクトのい
くつかは、血液中のＴＦが開始する凝血の自然の阻害因子であるＴＦＰＩよりもはるかに
強力な効能を発揮する。アネキシンＶ：クーニッツ型阻害因子（ＡＮＶ：ＫＰＩ）融合体
は、凝血を促進するＰＳを露出した膜表面の凝血酵素複合体を特異的に標的とする新しい
クラスの抗凝血因子を代表し、血栓を作り出す血管壁とそれにつながった血栓を不活化で
きる抗血栓治療剤として利用できる。
【０００７】
　それゆえに、実施例としては、アネキシンＶ（ＡＮＶ）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０）
とクーニッツ型蛋白分解酵素阻害因子（ＫＰＩ）の融合による遺伝子組み換えによる抗凝
血蛋白質である。代替の実施例の遺伝子組み換えによる抗凝血蛋白質としては、たとえば
ＡＮＶとダニ（Ｔｉｃｋ）由来の抗凝血ペプチド（ＴＡＰ）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１）
との融合、アプロチニン変化形（６Ｌ１５）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）との融合、アミ
ロイドβ―蛋白質前駆体のクーニッツ抑制部位（ＫＡＰＰ）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）
との融合、及びＫＫＴＦＰＩ２２－２６０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４）との融合である。
【０００８】
　別の実施例は、アネキシンＶ（ＡＮＶ）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０）とクーニッツ型
蛋白分解酵素阻害因子（ＫＰＩ）の融合による遺伝子組み換えによる抗凝血蛋白質から成
立している抗血栓性合成物である。代替の実施例の抗血栓性合成物としては、たとえばＴ
ＡＰ－ＡＮＶ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１），ＡＮＶ－６Ｌ１５（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２
），ＡＮＶ－ＫＡＰＰ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３），及びＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩ２２－１

６０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４）である。
【０００９】
　別の実施例は、哺乳類被検動物にアネキシンＶ（ＡＮＶ）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０
）とクーニッツ型蛋白分解酵素阻害因子（ＫＰＩ）の融合による遺伝子組み換えによる抗
凝血蛋白質の有効量を投与して、被検動物の血液凝固を阻止する方法である。
【００１０】
　別の実施例は、アネキシンＶ（ＡＮＶ）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０）とクーニッツ型
蛋白分解酵素阻害因子（ＫＰＩ）を連結した遺伝子組み換えによる抗凝血蛋白質を生産す
る方法である。
別の実施例は、過剰の血栓活性を治療又は予防する必要のある被検者において、過剰の血
栓活性を治療又は予防する方法である。この方法とは、アネキシンＶ（ＡＮＶ）（ＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ：１０）とクーニッツ型蛋白分解酵素阻害因子（ＫＰＩ）を融合した遺伝子
組み換えによる抗凝血蛋白質の有効量を被検者に投与することである。
【００１１】
　別の実施例は、最初のＤＮＡシークェンスはアネキシンＶ（ＡＮＶ）（ＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：９）をコードしており、二番目のＤＮＡシークェンスはクーニッツ型蛋白分解酵素
阻害因子（ＫＰＩ）をコードしている遺伝子組み換えによるＤＮＡ分子である。遺伝子組
み換えによるＤＮＡ分子の代替の実施例としては、たとえばＴＡＰ－ＡＮＶ（ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ：５），ＡＮＶ－６Ｌ１５（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６），ＡＮＶ－ＫＡＰＰ（Ｓ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７），ＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩ２２－１６０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８
）、及びこれらを保存的に変換した変種の遺伝子組み換えによるＤＮＡ分子である。
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【００１２】
　別の実施例は、アネキシンＶ（ＡＮＶ）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０）とクーニッツ型
蛋白分解酵素阻害因子（ＫＰＩ）を連結した遺伝子組み換えによる抗凝血蛋白質を発現す
る細胞株を調製する過程である。この過程とは、ＡＮＶ又はその保存的に変換した変種を
コードするｃＤＮＡシークェンスとＫＰＩをコードするｃＤＮＡシークェンスからなる遺
伝子組み換えによる発現ベクターを宿主細胞にトランスフェクトすることである。
【００１３】
　別の実施例は、最初のヌクレオチドシークェンスはアネキシンＶ（ＡＮＶ）（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：９），ＡＮＶのＣｙｓ３１５－ｔｏ－Ａｌａ変異体（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：
１４）又はその保存的に変換した変種をコードしており、二番目のヌクレオチドシークェ
ンスはクーニッツ型蛋白分解酵素阻害因子（ＫＰＩ）をコードし、さらに安定的にトラン
スフェクトした細胞の培養においてＡＮＶとＫＰＩを融合した遺伝子組み換えによる抗凝
血蛋白質の合成を促すシークェンスを含む遺伝子組み換えによる発現ベクターである。遺
伝子組み換えによる発現ベクターの代替の実施例は、たとえばＴＡＰ－ＡＮＶ（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：５），ＡＮＶ－６Ｌ１５（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６），ＡＮＶ－ＫＡＰＰ（
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７），ＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩ２２－１６０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：
８）、及びこれらを保存的に変換した変種からなるグループから選択したヌクレオチドシ
ークェンスである。
【００１４】
（発明の詳細な記載）
　本発明の以下に述べる詳細な記述は、付随した図表とともに、本発明をさらに説明し、
優先的な実施例を詳説する。
　血液凝固カスケードはおもに凝血酵素複合体の形成によって進展する。各々の凝血酵素
複合体は、陰イオン化した膜表面に結合したコファクター／受容体と連結したセリン蛋白
分解酵素から成り立っている。これらの複合体は、習慣的に表在性テナーゼ（ＶＩＩａ因
子―組織因子）、内在性テナーゼ（ＩＸａ因子―ＶＩＩＩａ因子）、プロトロンビナーゼ
（Ｘａ因子―Ｖａ因子）とＸＩａ複合体と名づけられている。
　ここに記述したように、新しい一連の遺伝子組み換えによる抗凝血性の融合蛋白質が創
造される。たとえば，フォスファチジルセリン（ＰＳ）結合蛋白であるアネキシンＶ（Ａ
ＮＶ）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０）をクーニッツ型蛋白分解酵素阻害因子（ＫＰＩ）と
連結し、凝血酵素複合体のセリン蛋白分解酵素を標的とする。結果として生じた融合蛋白
質は、そのひとつひとつの構成蛋白質のみの場合、又はすべての構成蛋白質を加えた場合
ですらよりもはるかに強い抗凝血活性を示す。便宜上これらの遺伝子組み換えによる抗凝
血性の融合蛋白質はＡＮＶ：ＫＰＩと省略する。これらの融合蛋白質は、ＡＮＶのフォス
ファチジル－Ｌ－セリンに対する高親和性（３２）と、種々ＫＰＩによる血液凝血カスケ
ード中の膜結合性の凝血性複合体におけるセリン蛋白分解酵素の阻害を利用している。こ
れらの新しいコンストラクトのいくつかは、血液中のＴＦが開始する凝血に対する自然の
阻害因子であるＴＦＰＩよりも、はるかに強力な効果を持つ。アネキシンＶ：クーニッツ
型蛋白分解酵素阻害因子（ＡＮＶ：ＫＰＩ）融合蛋白質は、凝血促進傾向のあるＰＳを露
出した膜表面の凝血性酵素複合体を特定的に標的とする新しいクラスの抗凝血剤を代表し
、血栓を促進する血管壁とそれに結合した血栓を弱める能力を備えた抗血栓治療薬品とし
て有用である。新しい融合蛋白質は、過剰の血栓生成を伴う病気や状態、すなわち不安定
性アンギナ、心筋梗塞症、突然心臓死、虚血性卒中、破裂性動脈瘤、間欠性は行症、重症
虚血肢（ｃｒｉｔｉｃａｌ　ｌｉｍｂ　ｉｓｃｈｅｍｉａ）などの動脈血栓症状や、深静
脈性血栓症（ＤＶＴ）、肺動脈塞栓症、血栓性静脈炎や慢性静脈不全症などの静脈血栓症
、およびそのほか手術性血栓症、人工心臓弁、動脈硬化、再狭窄症（ｒｅｓｔｅｎｏｓｉ
ｓ）、虚血再潅流傷害（ｉｓｃｈｅｍｉｃ　ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ　ｉｎｊｕｒｙ），
敗血症、伝染性血管内凝固、急性肺傷害、悪性腫瘍、慢性腎不全、ネフローゼ症候群、半
月形糸球体腎炎、糖尿病、鎌状赤血球貧血（ｓｉｃｋｌｅ　ｃｅｌｌ　ａｎｅｍｉａ），
地中海貧血（ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ），抗リン脂質抗体症候群（ａｎｔｉｐｈｏｓｐｈ
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ｏｌｉｐｉｄ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ），体外循環（ｅｘｔｒａ－ｃｏｒｐｏｒｅａｌ　ｃｉ
ｒｃｕｌａｔｉｏｎ），血液透析、腹腔透析や、アネキシンの合成や機能の欠陥によって
生じる病理的状態（ａｎｎｅｘｉｎｏｐａｔｈｉｅｓ）などの臨床的状態の治療に有用で
ある。
本発明をさらに説明するために、次に述べる特定的な実験室での実例が遂行された。しか
しながら、本発明はこれらの特定実例やここに記述された詳細だけにとどまらないことを
理解するべきである。
【００１５】
（実施例）
材料と方法
試薬
　尿素（シークェンス　グレード）とＢｒｉｊ３５はピアス（Ｐｉｅｒｃｅ）から入手し
た。混合ベッドレジンＡＧ５０１－Ｘ８、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ試薬、および分子量マーカー
はバイオラド（ＢｉｏＲａｄ）から購入した。ディドイノビン（Ｄａｄｅ　Ｉｎｎｏｖｉ
ｎ（登録商標））はバクスターダイアグノスティック（Ｂａｘｔｅｒ　Ｄｉａｇｎｏｓｔ
ｉｃ，Ｉｎｃ．，Ｄｅｅｒｆｉｅｌｄ，ＩＬ，ＵＳＡ）から入手した。ＡＰＴＴ－ＳＰは
インストラメンテーションラボラトリー（Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ，Ｌｅｘｉｎｇｔｏｎ，ＭＡ，ＵＳＡ）から得た。ウシＸａ因子はアメリカン
ダイアグノスティカ（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａ，Ｉｎｃ．，Ｇｒｅｅ
ｎｗｉｃｈ，ＣＴ，ＵＳＡ）が供給した。トリプシン、ｐ－ニトロフェニール　ｐ’－グ
アニディノベンゾエートＨＣＬ，ウシ脳抽出物、コレステロール、ジアセチル燐酸はシグ
マ（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．　Ｌｕｏｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）から得た。合成基質のＳ２４４４
とＳ２７６５はダイアファーマ（ｄｉａＰｈａｒｍａ，Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＯＨ
，ＵＳＡ）から入手した。新しく凍結したヒト血漿は台北血液センター（Ｔａｉｐｅｉ　
Ｂｌｏｏｄ　Ｃｅｎｔｅｒ）から購入した。哺乳類Ｃ１２７細胞と大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ
）から由来した遺伝子組み換えによるＴＦＰＩは以前に記述されたように（３３、３４）
調整した。遺伝子組み換えによるＸ－Ｋ１（ヒトＸ因子のＣ－末端ペプチドとＴＦＰＩの
最初のクーニッツ部位の結合物）（３５）とＴＦＰＩ１－１６０はジョージ・ブローズ・
ジュニア博士（Ｄｒ．　Ｇｅｏｒｇｅ　Ｂｒｏｚｅ，Ｊｒ．，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　Ｕ
ｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）からのギフトである。酵母由
来の遺伝子組み換えによるＴＡＰはディナ・アーベンドシャイン博士（Ｄｒ．　Ｄａｎａ
　Ａｂｅｎｄｓｃｈｅｉｎ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｔ．　Ｌ
ｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）からのギフトである。
【００１６】
　アネキシンＶ　ｃＤＮＡのクローニング
　停止コドンを欠いたＡＮＶ　ｃＤＮＡはヒト胎盤ｍＲＮＡからＡＮＶ逆行プライマー１
（５’－ＡＴＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＣＡＴＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＣＡＣＡＧＡＧ－３’
）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１）と前進プライマー２（５’－ＧＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＧ
ＴＣＴＧＧＴＣＣＴＧＣＴ　ＴＣＡＣＣＴＴ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１２）を使
ったＰＣＲで製造した。ＡＴＧＣＡＴは６Ｌ１５，ＫＡＰＰ，又はＫＫＴＦＰＩ２２－１

６１遺伝子フラグメントを結合するために用いた制限酵素Ｎｓｉ　Ｉの部位である。Ｃｙ
ｓ３１５からＡｌａへのＡＮＶ　ｃＤＮＡ変異体はオリゴヌクレオチドＸ（５’－ＣＧ　
ＴＧＡＣＡＴＧＣＡＴＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＣＡＧＣＧＡＧＣＡ－３’）（ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ：１３）を用いたＰＣＲで製造した。この太字のＧＣは、Ｃｙｓの本来のコドン
からＡｌａに取り替えるためにＣＡから変換した。遺伝子組み換えのよるＡＮＶはＣｙｓ
３１５の変異なしに発現した。その他全部のＡＮＶ：ＫＰＩ融合体には，Ｃｙｓ３１５か
らＡｌａに変異したＡＮＶ　ｃＤＮＡ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４）を使った。Ｃｙｓ／
Ａｌａの位置はＰＣＲで増幅したＭｅｔ開始コドンを欠損したＡＮＶ　ｃＤＮＡ中で３１
５と番号づけられた。
【００１７】
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６Ｌ１５，ＴＡＰとＫＡＰＰ遺伝子の構築
６Ｌ１５をコードする合成遺伝子は、３組の重なり合うオリゴヌクレオチドから作成した
。３種の前進オリゴマーは：ＢＰ－１（５’ＴＣＣＧＧＡＣＴＴＣＴＧＣＣＴＧＧＡＡＣ
ＣＧＣＣＧＴＡＣＧＡ　ＣＧＧＴＣＣＧＴＧＣＣＧＴＧＣＴＣＴＧＣＡＣＣＴＧＣＧＴＴ
ＡＣＴＴＣ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１５）；ＢＰ－２（５’－ＴＡＣＡ　ＡＴＧ
ＣＡＡＡＧＧＣＡＧＧＣＣＴＧＴＧＴＣＡＧＡＣＣＴＴＣＴＡ　ＣＴＡＣＧＧＣＧＧＴＴ
Ｇ　ＣＣＴＧＧＣＴＡＡＧＣＧＴ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）；とＢＰ－３（
５’－ＡＡＣＡＡＣＴＴＣＧＡＡＴＣＣＧＣＧＧＡＡＣＡＣＴＧＣＡＴＧＣＧＴ　ＡＣＴ
ＴＧＣＧＧＴＧＧＴＧＣＴＴＡ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７）である。３種の逆
行オリゴマーは；ＢＰ－１－３’（５’－ＡＣＧＣＡＧＧＴＧＣＡＧＡＧＣＡＣＧＧＣＡ
ＣＧＧＡＣＣＧＴＣＧＴＡＣＧＧＣＧＧＴＴＣＣＡＧＧＣＡＧＡ　ＡＧＴＣＣＧＧＡＴＧ
ＣＡＴ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１８）；ＢＰ－２－３’（５’－ＡＧＣＣＡＧＧ
ＣＡＡＣＣＧＣＣＧＴＡＧＴＡＧＡ　ＡＧＧＴＣＴＧＡＣＡＣＡＧＧＣＣＴＧＣＣＴＴＴ
ＧＣＡＴＴＧＴＡＧＡＡＧＴＡ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１９）；とＢＰ－３－３
’（５’－ＡＧＣＴＴＡＡＧＣＡＣＣＡＣＣＧＣＡＡＧＴＡＣＧＣＡＴＧＣＡＧＴＣＴＴ
ＣＣＧＣＧＧＡＴＴＣＧＡＡＧＴＴＧＴＴ　ＡＣＧＣＴＴ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：２０）である。内部のオリゴマーは、Ｔ４－ポリヌクレオチドキナーゼで燐酸化した。
この互いに補足しあう３組のオリゴヌクレオチドは、それぞれ別々に９５度に加熱し、室
温までゆっくりと冷却してアニールした。このアニールした対のオリゴヌクレオチドは、
それからＴ４－ＤＮＡリガーゼで６Ｌ１５遺伝子を形成するように結合した。このＮｓｉ
Ｉ制限酵素部位ＡＴＧＣＡＴはＢＰ－１－３’のオリゴマー・シークェンス中で本来のＡ
ｒｇ１コドンをＨｉｓに変えＡＮＶ遺伝子フラグメントと結合するようにデザインした。
６Ｌ１５の発現のためには，本来のＡｒｇ１コドンをＡｌａに変換した。６Ｌ１５の合成
遺伝子は、次のシークェンスから成り立っている；ＧＣＴ　ＣＣＧ　ＧＡＣ　ＴＴＣ　Ｔ
ＧＣ　ＣＴＧ　ＧＡＡ　ＣＣＧ　ＣＣＧ　ＴＡＣ　ＧＡＣ　ＧＧＴ　ＣＣＧ　ＴＧＣ　Ｃ
ＧＴ　ＧＣＴ　ＣＴＧ　ＣＡＣ　ＣＴＧ　ＣＧＴ　ＴＡＣ　ＴＴＣ　ＴＡＣ　ＡＡＴ　Ｇ
ＣＡ　ＡＡＧ　ＧＣＡ　ＧＧＣ　ＣＴＧ　ＴＧＴ　ＣＡＧ　ＡＣＣ　ＴＴＣ　ＴＡＣ　Ｔ
ＡＣ　ＧＧＣ　ＧＧＴ　ＴＧＣ　ＣＴＧ　ＧＣＴ　ＡＡＧ　ＣＧＴ　ＡＡＣ　ＡＡＣ　Ｔ
ＴＣ　ＧＡＡ　ＴＣＣ　ＧＣＧ　ＧＡＡ　ＧＡＣ　ＴＧＣ　ＡＴＧ　ＣＧＴ　ＡＣＴ　Ｔ
ＧＣ　ＧＧＴ　ＧＧＴ　ＧＣＴ　ＴＡＡ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２１）．
【００１８】
　ａｌａ－ＴＡＰの合成遺伝子は、合成オリゴヌクレオチドからＮｅｅｐｅｒら（３６）
に従って製造した。ａｌａ－ＴＡＰの合成遺伝子は次のシークェンスから成り立っている
；ＧＣＴ　ＴＡＣ　ＡＡＣ　ＣＧＴ　ＣＴＧ　ＴＧＣ　ＡＴＣ　ＡＡＡ　ＣＣＧ　ＣＧＴ
　ＧＡＣ　ＴＧＧ　ＡＴＣ　ＧＡＴ　ＧＡＡ　ＴＧＣ　ＧＡＣ　ＴＣＣ　ＡＡＣ　ＧＡＡ
　ＧＧＴ　ＧＧＴ　ＧＡＡ　ＣＧＴ　ＧＣＴ　ＴＡＣ　ＴＴＣ　ＣＧＴ　ＡＡＣ　ＧＧＴ
　ＡＡＡ　ＧＧＴ　ＧＧＴ　ＴＧＣ　ＧＡＣ　ＴＣＣ　ＴＴＣ　ＴＧＧ　ＡＴＣ　ＴＧＣ
　ＣＣＧ　ＧＡＡ　ＧＡＣ　ＣＡＣ　ＡＣＣ　ＧＧＴ　ＧＣＴ　ＧＡＣ　ＴＡＣ　ＴＡＣ
　ＴＣＣ　ＴＣＣ　ＴＡＣ　ＡＡＣ　ＧＡＣ　ＴＧＣ　ＴＴＣ　ＡＡＣ　ＧＣＴ　ＴＧＣ
　ＡＴＣ　ＴＡＡ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２２）．
【００１９】
　フランキングシークェンスを伴ったＫＡＰＰの合成遺伝子は、２対の重なりあう合成オ
リゴヌクレオチドから構築した。この２種の前進オリゴマーは：ＫＡＰＰ－１（５’－Ｇ
ＧＣＣ　ＣＴＡＣＣＣＣＡＣＡＧＡＴＡＣＧＧＡＧＴＴＧＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＡＡＣＴ
ＴＧＡＧＧＴＴＧＴＴＡＧＡＧＡＧＧＴＴＴ　ＧＴＴＣＴＧＡＧＣＡＡＧＣＴＧＡＧＡＣ
ＴＧＧＴＣＣＡＴＧＴＡＧＡＧＣＴＡＴＧＡＴＴＴＣＴＡＧＡＴＧＧＴＡＣＴＴＣＧＡＣ
ＧＴＴ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２３）；ＫＡＰＰ－２（５’－ＡＣＴＧＡＧＧＧ
ＴＡＡＧＴＧＴＧＣＴＣＣＡＴＴＣＴＴＣＴＡＣ　ＧＧＴＧＧＴＴＧＴＧＧＴＧＧＴＡＡ
ＣＡＧＡＡＡＣＡＡＣＴＴＣＧＡＣＡＣＴＧＡＧＧＡ　ＧＴＡＣＴＧＴＡＴＧＧ　ＣＴＧ
ＴＴＴＧＴＧＧＴＴＣＴＧＣＴＡＴＴＴＡＡＡＴＧＣＡＴＴＧＡＴＧＡ－３’）（ＳＥＱ
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　ＩＤ　ＮＯ：２４）である。この２種の逆行オリゴマーは：ＫＡＰＰ－１－３’（５’
－ＣＴＣＡＧＴＡＡＣＧＴＣＧＡＡＧＴＡＣＣＡＴＣＴＡＧＡＡＡＴＣＡ　ＴＡＧＣＴＣ
ＴＡＣＡＴＧＧＡＣＣＡＧＴＣＴＣＡＧＣＴＴＧＣＴＣＡＧＡＡＣＡＡＡＣＣＴＣＴＣＴ
ＡＡＣＡＡＣＣＴＣＡＡ　ＧＴＴＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＣＡＡＣＴＣＣＧＴＡＴＣＴＧＴ
ＧＧＧＧＴＡＧ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５）；とＫＡＰＰ－２－３’（５’－
ＡＧＣＴＴＣＡＴＣＡＡＴＧＣＡＴＴＴＡＡＡＴＡＧＣＡＧＡＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＣ
ＣＡＴＡＣＡＧＴＡＣＴＣＣ　ＴＣＡＧＴＧＴＣＧＡＡＧＴＴＧＴＴＴＣＴＧＴＴＡＣＣ
ＡＣＣＡＣＡＡＣＣＡＣＣＧＴＡＧＡＡＧＡＡＴＧＧＡＧＣＡＣＡＣＴＴＡＣＣ－３’）
（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２６）である。下線部は、ＫＡＰＰ部位をコードするコンプリメ
ンタリーシークェンスをあらわす。このオリゴマーは、Ｔ４－ポリヌクレオチド・キナー
ゼで燐酸化し、９５度に加熱し、室温までゆっくりと冷却してアニールした。この対のア
ニールしたオリゴヌクレオチドは、それからＴ４－ＤＮＡリガーゼで結合した。このＫＡ

ＰＰ部位の合成遺伝子は、次のシークェンスから成り立っている。：
ＧＡＧ　ＧＴＴ　ＴＧＴ　ＴＣＴ　ＧＡＧ　ＣＡＡ　ＧＣＴ　ＧＡＧ　ＡＣＴ　ＧＧＴ　
ＣＣＡ　ＴＧＴ　ＡＧＡ　ＧＣＴ　ＡＴＧ　ＡＴＴ　ＴＣＴ　ＡＧＡ　ＴＧＧ　ＴＡＣ　
ＴＴＣ　ＧＡＣ　ＧＴＴ　ＡＣＴ　ＧＡＧ　ＧＧＴ　ＡＡＧ　ＴＧＴ　ＧＣＴ　ＣＣＡ　
ＴＴＣ　ＴＴＣ　ＴＡＣ　ＧＧＴ　ＧＧＴ　ＴＧＴ　ＧＧＴ　ＧＧＴ　ＡＡＣ　ＡＧＡ　
ＡＡＣ　ＡＡＣ　ＴＴＣ　ＧＡＣ　ＡＣＴ　ＧＡＧ　ＧＡＧ　ＴＡＣ　ＴＧＴ　ＡＴＧ　
ＧＣＴ　ＧＴＴ　ＴＧＴ　ＧＧＴ　ＴＣＴ　ＧＣＴ　ＡＴＴ　ＴＡＡ（ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：２７）
【００２０】
　大腸菌発現プラスミッドの構築
　ＡＮＶ－６Ｌ１５およびＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩの発現のためのプラスミッドを構築する
ため、次のプライマーをＰＣＲによる増幅とｐＥＴ２０ｂ発現ベクターへのサブクローニ
ングに用いたＡＮＶ－ｎｄｅ（５’－Ｇ　ＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＧＣＡＣＡＧＧＴＴ
ＣＴＣＡＧＡＧＧ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２８），ＡＮＶ－ｎｓｉ（５’－ＣＣ
ＡＡＴＧＣＡＴＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＣＡＧＣ－３’））（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２９
），
６Ｌ１５－ｎｓｉ（５’－ＣＣＡＡＴＧＣＡＴＣＣＧＧＡＣＴＴＣＴＧＣＣＴＧ－３’）
）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３０），
ＫＫＴＦＰＩ－ｎｓｉ（５’－ＣＣＡＡＴＧＣＡＴＴＣＡＴＴＴＴＧＴＧＣＡＴＴＣ－３
’））（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３１），
６Ｌ１５－ｓａｌ（５’－ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡ　ＡＧＣＡＣＣＡＣＣＧＣＡＡＧ
－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３２），と
ＫＫＴＦＰＩ－ｓａｌ（５’－ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＧＴＴＣＣＡＴＡ　ＡＴＴ
ＡＴＣＣ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ；３３）。
下線を引いた配列はＮｄｅ　Ｉ制限酵素部位で、箱で囲んだ配列はＳａｌ　Ｉの切断部位
である。下線を引いたＡＴＧＣＡＴは遺伝子融合に用いたＮｓｉ　Ｉ制限酵素部位である
。拡大したＡＴＧはメチオニンの開始コドンで、ＴＴＡはＴＡＡの終止コドンのコンプリ
メンタリーシークェンスである。ＫＫＴＦＰＩ２２－１６１遺伝子フラグメントは全長Ｔ
ＦＰＩ　ｃＤＮＡ　クローン（３４）から、ＫＫＴＦＰＩ－ｎｓｉ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
；３１）とＫＫＴＦＰＩ－ｓａｌ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ；３３）プライマーを使ってＰＣ
Ｒ増幅で得た。ＰＣＲで増幅したＡＮＶのフラグメントは、ＮｄｅＩとＮｓｉＩ制限酵素
で消化し、ＮｓｉＩとＳａｌＩで消化した６Ｌ１５（又はＫＫＴＦＰＩ）ＰＣＲフラグメ
ントにつないだ。この融合遺伝子はＮｄｅＩとＳａｌ　Ｉ制限酵素で直線化した　ｐＥＴ
２０ｂ（＋）発現ベクターに結合した。
【００２１】
　ＴＡＰ－ＡＮＶを発現するベクターを構築するために、次のプライマーを遺伝子融合に
用い、ｐＥＴ２０ｂの中へサブクローンした：
ＴＡＰ－ｎｄｅ（５’－ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＧＣＴＴＡＣＡＡＣＣＧＴＣＴＧＴ
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Ｇ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ；３４）；
ＴＡＰ－ｂａｍ（５’－ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＣＡＡＧＣＧＴＴＧＡＡＧＣＡＧ－３
’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３５）；
ＡＮＶ－ｂａｍ（５’－ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＣＡＣＡＧＧＴＴＣＴＣＡＧＡＧＧＣ－３’
）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ；３６）；
ＡＮＶ－ｓａｌ（５’－ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＣＡＧＣＧ
－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ；３７）．
ＰＣＲで増幅したＴＡＰ遺伝子フラグメントは、ＮｄｅＩとＢａｍＨＩ制限酵素で消化し
、ＢａｍＨＩとＳａｌＩで消化したＡＮＶ遺伝子フラグメントにつないだ。この融合遺伝
子はＮｄｅＩとＳａｌ　Ｉ制限酵素で直線化したｐＥＴ２０ｂ（＋）発現ベクターに挿入
した。
【００２２】
　希望の遺伝子組み換えしたプラスミッドは、ＰＣＲとＤＮＡシークェンスを測定し選別
した。これらの発現プラスミッドはｐＥＴ２０ｂ－ＡＢ８，ｐＥＴ２０ｂ－ＡＫＫ１１と
ｐＥＴ２０ｂ－ＴＡＰ－Ａと命名し、これらは、それぞれ遺伝子組み換えしたＡＮＶ－６
Ｌ１５とＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩ，とＴＡＰ－ＡＮＶの蛋白質をＴ７プロモーターのコント
ロール下で大腸菌の細胞中に発現する。
比較する目的でＡＮＶと６Ｌ１５を発現するためには、ＰＣＲで製作したＡＮＶと６Ｌ１
５の遺伝子フラグメントを、大腸菌発現と同じ手段を使ってそれぞれプラスミッドに挿入
した。
【００２３】
　大腸菌での発現
　大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ［（Ｆ－ｏｍｐＴ　ｈｓｄＳＢ（ｒＢ

－，ｍＢ
－

）ｇａｌ　ｄｃｍ（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ（Ｃａｍ）Ｒ）］（Ｎｏｖａｇｅｎｅ，Ｍａｄｉ
ｓｏｎ，ＷＩ）を遺伝子組み換えした蛋白質の発現のために使用した。大腸菌ＤＨ５α［
（Ｆ－（Φ８０ｄ　ｌａｃＺΔＭ１５）Δ（ｌａｃＺＹＡ－ａｒｇＦ）Ｕ１６９ｅｎｄＡ
１ｒｅｃＡ１ｈｓｄＲ１７（ｒＫ－ｍＫ＋）ｄｅｏＲ　ｔｈｉ－１ｓｕｐＥ４４ｇｙｒＡ
９６ｒｅｌＡ１λ－）］は発現プラスミッドを構築するために使った。発現プラスミッド
は増殖し、大腸菌ＤＨ５αから単離し、冷凍したコンピテントな大腸菌ＢＬ２１へとトラ
ンスフォームした。単一のコロニーは２５ｍｌのＬＢブロス（１００ｍｇ／Ｌアムピシリ
ンと３４ｍｇ／Ｌクロラムフェニコールを含む）に播種し、３７度で激しく振動して一晩
培養した。１０ｍｌのこの一夜培養液を２．８Ｌフラスコ（Ｎａｌｇｅｎｅ）中の１リッ
トルの同培養液に播種し、培養液のＯＤ６００が０．５に至るまで３７度に保った。培養
はＩＰＴＧ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を最終濃度が１ｍＭになるように添加し、４時間３７度で
連続的に振動して誘導した。この大腸菌細胞は１２分間７０００ｒｐｍの遠心分離によっ
て収穫した。この細胞ペレットは将来使用するため－８０度で冷凍した。
【００２４】
　酵母発現プラスミッドの構築
　Ｐｉｃｈｉａ発現ベクターのｐＰＩＣ９は、強力で非常に誘導しやすいＰＡＯＸ１プロ
モーターとα因子シグナルペプチドを使い、標的とする蛋白質を高水準に発現し分泌する
。目的の遺伝子を含んだフラグメントはＸｈｏ　ＩとＮｏｔ　Ｉ部位に囲まれた分泌シグ
ナルペプチドと共にクローンした。ＫＥＸ２の蛋白分解酵素部位をコードするＸｈｏ　Ｉ
部位から標的の遺伝子の開始コドンへのシークェンスは、融合酵素が効率よく分割される
ために作成されなければならない。ｐＰＩＣ９ベクターへクローンできるように、目的の
ＰＣＲフラグメントを作り出すようにデザインしたプライマーは、ＡＮＶ－ｘｈｏ（５’
－ＣＣＧ　ＣＴＣＧＡＧ　ＡＡＡ　ＡＧＡ　ＧＣＡ　ＣＡＧ　ＧＴＴ　ＣＴＣ　ＡＧＡ　
Ｇ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ；３８），ＫＡＰＰ－ｎｏｔ（５’－ＡＴＡ　ＡＧＡ　
ＡＴ　ＧＣＧＧＣＣＧＣ　ＴＴＡ　ＡＡＴ　ＡＧＣ　ＡＧＡ　ＡＣＣ　ＡＣ－３’）（Ｓ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ；３９），ＡＮＶ－ｅｃｏｖ（５’－ＣＧＣ　ＧＡＴ　ＡＴＣ　ＡＴＣ
　ＴＴＣ　ＴＣＣ　ＡＧＣ　ＧＡＧ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ；４０），５’－ＫＡ
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ＰＰ（５’－ＧＡＧ　ＧＴＴ　ＴＧＴ　ＴＣＴ　ＧＡＧ　ＣＡＡ　ＧＣ－３’）（ＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ；４１）であった。ＣＴＣＧＡＧとＧＣＧＧＣＣＧＣの配列はそれぞれＸｈ
ｏ　ＩとＮｏｔ　Ｉ制限酵素部位で、遺伝子フラグメントをエディット（ｅｄｉｔ）した
りｐＰＩＣ９ベクターへ組み込むため用いる。ＣＴＣ　ＧＡＧ　ＡＡＡ　ＡＧＡはＫＥＸ
２蛋白分解酵素の典型的分割部位である４つのアミノ酸Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ
，をコードするので、それに続くプライマーのコドンは分泌される目的の蛋白質の最初の
コドン（拡大した文字で表してある）であるようにデザインした。ＡＮＶ－ＫＡＰＰ融合
遺伝子を作成するためには、ＡＮＶ－ｅｃｏｖプライマーをデザインした。このプライマ
ーは最後にコードされているアミノ酸（Ａｓｐ）を変化することなくＡＮＶ遺伝子の３´
－末端に位置するＥｃｏＲＶ部位（ＧＡＴＡＴＣ）を作り出す。５’－ＫＡＰＰプライマ
ーはＧｌｕ（ＧＡＧ）の開始コドンからのＫＡＰＰ遺伝子の前進シークェンスである。５
’－ＫＡＰＰとＫＡＰＰ－ｎｏｔプライマーで増幅したＫＡＰＰ遺伝子フラグメントは、
ＡＮＶ－ｘｈｏとＡＮＶ－ｅｃｏｖで増幅したＡＮＶ遺伝子とブラントエンドライゲーシ
ョンし、ＡＮＶ－ＫＡＰＰ融合遺伝子を創造するためＥｃｏＲＶで消化した。この融合遺
伝子はＸｈｏ　ＩとＮｏｔ　Ｉ制限酵素で消化し、同じ酵素を使って直線化したｐＰＩＣ
９へ組み込んだ。このライゲーション混合物は大腸菌ＤＨ５αへトランスフォームし、望
ましいクローンはＰＣＲで選択し、ＤＮＡ配列分析で確認して、フレーム中のアミノ酸配
列とα因子シグナルペプチドを同定した、この結果、できあがったプラスミッドはｐＰＩ
Ｃ９ＡＮＶ－ＫＡＰＰであった。
【００２５】
　Ｐｉｃｈｉａでの発現
　酵母発現プラスミッドは大腸菌ＤＨ５αから再生産し単離した。トランスフォーメーシ
ョンの前に、この発現プラスミッドはＳａｃ　Ｉ制限酵素で消化して組み込みを行った。
選択マーカーのＨｉｓ４を含む遺伝子カセットと融合したα因子を、エレクトロポレーシ
ョン（３７）でメタノール資化性酵母（Ｐ．　ｐａｓｔｏｒｉｓ）ＧＳ１１５（ｈｉｓ４
）のゲノムのＡＯＸ１部位に挿入した。この遺伝子組み換えした菌株は、Ｈｉｓ４を補充
したＭＤ（ミニマルデキストロース培養液，１．３４％アミノ酸なしの酵母窒素ベース－
４ｘ１０－５％ビオチン－２％デキストロース－１．５％バクト‐アガー）プレートで培
養し選択した。
　ＭＤプレートで育てたメタノール資化性酵母ＧＳ１１５の遺伝子組み換えした菌株の単
一コロニーを１０ｃｍのパイレックス試験管中の２ｍｌのＢＭＧＹ培養液（緩衝化したグ
リセロール複合培養液，１％酵母抽出物－２％ペプトン－１００ｍＭリン酸カリウム，ｐ
Ｈ６．０－１．３４％アミノ酸なしの酵母窒素ベース－４ｘ１０－５％ビオチン－１％グ
リセロール）に播種し、ＯＤ６００が２－６に達するまで３０度で２００ｒｐｍで激しく
振動しながら培養した。１ｍｌの培養液は遠心分離で収穫し、１５ｃｍのパイレックス試
験管中の３ｍｌのＢＭＭＹ培養液（緩衝化したメタノール複合培養液，１％酵母抽出物－
２％ペプトン－１００ｍＭリン酸カリウム，ｐＨ６．０－１．３４％アミノ酸なしの酵母
窒素ベース－４ｘ１０－５％ビオチン－０．５％メタノール）．に再懸濁した。培養は分
泌蛋白質が発現するように２４時間３０度で２００ｒｐｍで激しく振動しながら保った。
この細胞は１０分間１２，０００ｒｐｍで遠心分離し、上清はトリプシンに対する阻害活
性について分析した。１０μｌの上清で１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥを行い、発現したＡＮＶ
－Ｋａｐｐはウェスターンブロットで検出した。
　Ｐｉｃｈｉａでの大規模なＡＮＶ－ＫＡＰＰ発現は、新しいＭＤプレートから単一のコ
ロニーのメタノール資化性酵母ＧＳ１１５の遺伝子組み換えした菌株を３００－ｍｌフラ
スコ中の２５ｍｌＢＭＧＹ培養液に播種し、２日間３０度で２００ｒｐｍで激しく振動し
ながら培養した。この後期のｌｏｇフェーズの培養液を１－Ｌフラスコ中の４００ｍｌの
新しいＢＭＧＹ培養液に最終のＯＤ６００が０．１になるように播種した。この培養液は
ＯＤ６００が２に達するまで３０度で保った。この細胞は１０分間３０００ｒｐｍで遠心
分離して無菌のびんに収集し、１ＬのＢＭＭＹ培養液に再懸濁し、２．８－Ｌ　ｆｌａｓ
ｋに移した。培養は３０度で振動して保ち、蛋白の誘導を開始した。２４時間の誘導後、
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細胞は遠心分離で除去し、上清は８０度で冷凍した。
【００２６】
　大腸菌からの封入体の単離
　凍った大腸菌のペーストは冷たいミリＱ水に７５ｍｇ／ｍｌの濃度になるように懸濁し
た。大腸菌細胞は３０分間氷の上でホモゲナイザーで分散した。細胞はそれからソニケー
ションで機械的に溶解した。溶解液は１６，０００ｘｇで２０分間遠心分離した。上澄み
液は捨てた。沈殿物の封入体はひとつに集め、もう一度上記のように同量の冷たいミリＱ
水に懸濁し、均質化しソニケートし遠心分離した。この封入体は－８０度で貯蔵した。
【００２７】
　封入体のスルフォン化と陰イオン交換クロマトグラフィー
　スルフォン化、陰イオン交換クロマトグラフィー、そして蛋白再生に用いた緩衝液は高
濃度の尿素を含んでいた。尿素溶液は混合ベッドレジンＡＧ（登録商標）５０１－Ｘ８（
Ｂｉｏ　Ｒａｄ）で室温で最低２０分間処理し、緩衝液に混合する前に０．２μｍフィル
ターを通してろ過した。１グラムの封入体（湿重量）は、４０ｍｌの５０ｍＭトリス／塩
酸、ｐＨ８．０と７．５Ｍ尿素を含む溶液中にホモジェネーションとボルテックシングに
よって分散した。封入体がほとんど溶解した後、８００ｍｇの硫化ナトリウムを加え、こ
の混合物は室温で３０分間振動した。それから４００ｍｇのテトラシアン酸ナトリウムを
加え、この混合物は４度で一晩振動した。この溶液は４００ｍｌの２０ｍＭトリス／塩酸
、ｐＨ８．０と４Ｍ尿素を含む溶液に対して透析した。透析した溶液は、１時間４８，０
００ｘｇで遠心分離し、０．２μｍフィルターを通してろ過し、－８０度で貯蔵した。陰
イオン交換クロマトグラフィーには、スルフォン化して透析したサンプルを０．１５Ｍ　
ＮａＣｌを含むＱバッファー（２０ｍＭトリス／塩酸，ｐＨ８－６Ｍ尿素－０．０１％ブ
リジー３５）で平衡化したＨｉＬｏａｄ　Ｑ－セファロース１６／１０カラムに室温で搭
載した。カラムは２４０ｍｌの平衡化に用いた緩衝液で洗浄し、そしてＱバッファー中の
３９６ｍｌの濃度勾配（０．１５－０．４Ｍ　ＮａＣｌ）で流速３ｍｌ／ｍｉｎで溶出し
た。９ｍｌフラクションが集められた。希望する蛋白質を含むピークのフラクションはＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥで分析し、一つに集めリフォールドに使った。
【００２８】
　ダイスルフィドを含む蛋白質のリフォールド
　以前に記述した（３４）大腸菌由来のＴＦＰＩをリフォールドするために開発した標準
の再生条件をクーニッツ阻害因子とＡＮＶ：ＫＰＩ融合蛋白質のリフォールドに用いた。
簡潔に言えば、スルフォン化し陰イオン交換クロマトグラフィーして集めたサンプルは、
２８０ｎｍの吸収が０．０７になるように０．３Ｍ　ＮａＣｌを含んだＱバッファーで希
釈した。固体のＬ‐システインを最終濃度が２ｍＭになるように添加した。この溶液は室
温で２４時間インキュベートし、さらに１ｍＭＬ‐システインを含む水で１：１に希釈し
、室温でさらに２４－４８時間インキュベートした。単一領域のクーニッツ蛋白質は、リ
フォールドは高蛋白濃度（２８０ｎｍの吸収が０．１５）で行い、本質的に同じ結果が得
られる。
【００２９】
６Ｌ１５とＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩの精製
　リフォールドした６Ｌ１５混合物（１８ｍｌ）は１Ｍクエン酸で滴定してｐＨ３．０に
酸性化し、水で１：１に希釈し、２０ｍＭクエン酸緩衝液、ｐＨ３．０で平衡化した１ｘ
８ｃｍＱ－セファロース（ファースト　フロー）カラムに通過した。カラムはそれから同
緩衝液中の０．１から１Ｍ　ＮａＣｌの濃度勾配で流出した。６Ｌ１５は０．５Ｍ　Ｎａ
Ｃｌあたりで対称的なピークとして溶出した。
　リフォールドしたＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩ混合物（６００ｍｌ）は水で１：１に希釈し、
７５ｍＭを含んだ５ｍＭトリス緩衝液、ｐＨ８．０で平衡化した１ｘ８ｃｍＱ－セファロ
ース（ファースト　フロー）カラムに通過した。カラムは５０ｍｌの平衡化に用いた緩衝
液で洗浄した。ＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩはそれから０．２５ＭＮａＣｌを含んだ５ｍＭトリ
ス緩衝液、ｐＨ８．０で溶出した。
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【００３０】
　ＴＡＰ－ＡＮＶ，ＡＮＶ－６Ｌ１５，ＡＮＶとＡＮＶ－ＫＡＰＰ．の精製
　リフォールドしたＴＡＰ－ＡＮＶ混合物（１６０ｍｌ）は２０ｍＭトリス緩衝液、ｐＨ
７．４で平衡化した１ｘ８ｃｍＱ－セファロース（ファースト　フロー）カラムに通過し
た。カラムは５０ｍｌの０．１５Ｍ　ＮａＣｌを含んだ同緩衝液で洗浄し、同緩衝液中の
０．１５から０．３５Ｍ　ＮａＣｌの濃度勾配で流出した。
ＴＡＰ－ＡＮＶは０．３３Ｍ　ＮａＣｌあたりで単一の対称的なピークとして溶出した。
リフォールドしたＴＡＰ－６Ｌ１５混合物は２Ｍ尿素、０．００３％ブリジー３５、０．
１ＭＮａＣｌを含んだ６．７ｍＭトリス緩衝液、ｐＨ９．５で平衡化した１ｘ８ｃｍＱ－
セファロース（ファースト　フロー）カラムに積載した。カラムは４０ｍｌの同緩衝液、
さらに３０ｍｌの２０ｍＭトリス緩衝液、ｐＨ７．４で洗浄し、それから１８０ｍｌの２
０ｍＭトリス緩衝液、ｐＨ７．４、中で０．１Ｍから１Ｍ　ＮａＣｌの濃度勾配で流出し
た。Ｑ－セファロースで精製したＴＡＰ－ＡＮＶとＴＡＰ－６Ｌ１５はさらに、Ｔｈｉａ
ｇａｒａｊａｎとＢｅｎｅｄｉｃｔ（３８）が記述した方法を変更した方法でＰＳを含ん
だリポソームに吸収して精製した。多層ラメラのリポソームはＫｉｎｓｋｙ（３９）の方
法によって調製した。５０％ＰＳを含んだウシ脳抽出物（１００ｍｇ）、１５０ｍｇコレ
ステロール、１０ｍｇダイアセチル燐酸はクロロフォームに溶解し、４０ｍｌのガラスバ
イアル中窒素ガス下で乾燥した。ＴＢＳ（１０ｍｌ）をバイアルに加え、５分間ボルテッ
クスミキサーで激しく振動した。リポソームは１０分間１０，０００ｘｇで遠心分離し、
沈殿した。Ｑ－セファロースで精製したＴＡＰ－ＡＮＶとＴＡＰ－６Ｌ１５をこのリポソ
ームに加え、ＣａＣｌ２も最終濃度が５ｍＭになるように加えた。この混合物は４０分間
室温に置き、それから１０分間１０，０００ｘｇで遠心分離した。沈殿物は上記のように
５ｍＭＣａＣｌ２を含んだＴＢＳで遠心分離と再懸濁のサイクルを４回繰り返して洗浄し
た。ＴＡＰ－ＡＮＶまたはＡＮＶ－６Ｌ１５は５ｍＭＥＤＴＡを含んだ１０ｍＭトリス緩
衝液、ｐＨ８．０で溶出した。
【００３１】
　遺伝子組み換えによるＡＮＶは、以前に記述された方法（３８）を多少変更した方法に
よって、大腸菌溶解物をリポソームに結合し直接単離した。要点を言えば、大腸菌細胞ペ
レットは１０ｍＭＥＤＴＡを含んだ５０ｍＭトリス緩衝液、ｐＨ７．４に懸濁し、溶解物
を得るため氷の上でソニケートした。この溶解物は－８０度で貯蔵した。この溶解物の分
割部分の一つは溶かして、ＴＢＳに対して透析し、３０分間１５，０００ｘｇで遠心分離
し透明化した。この溶解物は５ｍＭＣａＣｌ２の存在下でリポソームと４０分間インキュ
ベートし、続いて上記のように洗浄、遠心分離、ＥＤＴＡによる溶出をおこなった。
【００３２】
　遺伝子組み換えによるＡＮＶ－ＫＡＰＰは発現しｐｉｃｈｉａの培養液に分泌された。
培養液は約１０倍に濃縮して０．１５Ｍ　ＮａＣｌを含んだ１０ｍＭトリス緩衝液、ｐＨ
７．４と交換し、１時間４０，０００ｘｇで遠心分離し透明化した。この培養液濃縮液は
５ｍＭＣａＣｌ２の存在下でリポソームとインキュベートし、続いて上記のように洗浄、
遠心分離、ＥＤＴＡによる溶出をおこなった。ＥＤＴＡ溶液でリポソームから溶出したす
べての蛋白質は１時間２０，０００ｘｇで遠心分離し、大部分のリポソームから蛋白質を
分離した。残ったベシクルを取り除くため、この蛋白溶液はさらにセントリプラスＹＭ－
１００（Ａｍｉｃｏｎ）でろ過した。
【００３３】
　蛋白質測定
　蛋白質の濃度は、Ｇｉｌｌとｖｏｎ　Ｈｉｐｐｅｌ（４０）が記述したようにアミノ酸
配列データから計算した理論的吸光係数を使って、２８０ｎｍの吸収から測定した。次の
モル吸光係数を使用した：ＡＮＶ（２１，０５０）；ＴＡＰ－ＡＮＶ（３９，５５０）；
ＡＮＶ－６Ｌ１５（２８，１７０）；ＡＮＶ－ＫＡＰＰ（３１，３００）；ＡＮＶ－ＫＫ

ＴＦＰＩ（３０，１７０）；ＴＡＰ（１８，５００）；６Ｌ１５（７，１２０）；Ｃ１２
７－と大腸菌由来のＦＬ－ＴＦＰＩ（２０，６５０）；Ｃ１２７をトランケートしたＴＦ
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ＰＩ（１９，３７０）；ＴＦＰＩ１－１６０（７，８４０）；Ｘ－Ｋ１（１４，４９０）
．
【００３４】
　トリプシンとＸａ因子阻害活性のアミド分解分析：疎外因子‐蛋白分解酵素相互作用の
ストイキオメトリーの測定
　ウシＸａ因子（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａから）とブタトリプシン（
Ｓｉｇｍａから）は、活性のあるＸａ因子とトリプシンの濃度を測定するため、それぞれ
Ｓｍｉｔｈ（４１）とＣｈａｓｅとＳｈａｗ（４２）に従ってｐ－ニトロフェニールｐ’
－グアニディノベンゾエートで滴定した。ＴＡＰ，ＴＡＰ－ＡＮＶとＡＮＶ－ＫＫＴＦＰ

ＩのＸａ因子に対する阻害活性はＳ２７６５のアミド分解によって分析した。１０μｌの
ＤＢ－バッファー（１０ｍＭトリス　ｐＨ７．５－０．１５Ｍ　ＮａＣｌ－１ｍｇ／ｍｌ
ＢＳＡ－０．００２％Ｔｗｅｅｎ２０－０．０２％ＮａＮ３）に溶解した５０ｎＭウシＸ
ａ因子は、同バッファーで希釈した１０μｌの阻害因子と混合した。室温で３０分インキ
ュベートした後、１０μｌの反応混合液は９６穴プレートにとり８５μｌの５ｍＭＣａＣ
ｌ２を含むＴＢＳ－バッファー（５０ｍＭトリス，ｐＨ７．５－０．１５Ｍ　ＮａＣｌ－
０．０２％ＮａＮ３）と混合した。４０５ｎｍの吸収の変化は、ＳＰＥＣＴＲＡｍａｘ（
登録商標）ＰＬＵＳ３８４（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ
，ＣＡ）マイクロプレート吸光計で、室温で６０秒記録した。ブタトリプシンのストック
溶液は、５０％グリセロール－１ｍＭＨＣｌ－２０ｍＭＣａＣｌ２で調製し、－２０度で
貯蔵した。トリプシンに対する６Ｌ１５，ＡＮＶ－６－Ｌ１５，およびＡＮＶ－ＫＡＰＰ

の阻害活性はＳ２４４４のアミド分解によって分析した。希釈したトリプシン溶液（２３
ｎＭ）は、ストック溶液からＴＢＳ－０．１ｍｇ／ｍｌＢＳＡ－２０ｍＭＣａＣｌ２を含
むバッファーで新しく調製した。１０ｕｌのこのトリプシン溶液は、マイクロプレートの
ウェル中で１０μｌの同バッファーで希釈した阻害因子と混合した。室温で１０分間イン
キュベートした後、この混合液に７５μのＴＢＳ－２０ｍＭＣａＣｌ２と５μｌの１０ｍ
ＭＳ２４４４を添加し、４０５ｎｍの吸収の変化をマイクロプレート吸光計で、室温で２
分記録した。両方の分析は、阻害因子存在下の部分的活性は、阻害因子を含まない場合の
パーセンテージとして計算した。
【００３５】
　血漿凝塊時間分析
　ヒト血漿凝塊分析はＡＣＬ２００コアギュレーションアナライザー（Ｉｎｓｔｒｕｍｅ
ｎｔａｔｉｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｌｅｘｉｎｇｔｏｎ　ＭＡ）で行った。４人の
供給者からの正常な血漿は一つに集め用いた。組織因子によって開始する血漿凝塊分析に
は、各々のサンプルは、１００μｌの一つに集めた血漿を、異なった濃度の阻害因子を溶
解した同量のＤＢ－バッファー（１０ｍＭトリス，ｐＨ７．４－０．１５Ｍ　ＮａＣｌ－
１ｍｇ／ｍｌＢＳＡ－０．０２％ＮａＮ３）と混合した。阻害因子の濃度は、最終の血漿
‐バッファー混合液ではなく血漿中のみでナノモル（ｎＭ）として計算した。イノビン（
Ｉｎｎｏｖｉｎ（登録商標））（合成リン脂質で再構成した遺伝子組み換えしたヒト組織
因子）は分析のためＰＴ－バッファー（７５ｍＭＮａＣｌ－１２．５ｍＭＣａＣｌ２－０
．５ｍｇ／ｍｌＢＳＡ－０．０２％ＮａＮ３）で１：１００に希釈した。活性化した部分
トロンボプラスチン時間（ＡＰＴＴ）分析には、各々のサンプルは１８０μｌの血漿に２
０μｌのＤＢ－バッファーに溶解して異なった濃度の阻害因子を混合した。阻害因子の濃
度は血漿‐バッファー混合液の最終濃度として計算した。ＡＰＴＴ－ＳＰ試薬（Ｉｎｓｔ
ｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）は希釈せずに分析に用いた。
【００３６】
　結果
遺伝子組み換えしたＡＮＶとＡＮＶ：ＫＰＩ融合蛋白の構築と発現
　プラスミッドベクターは、遺伝子組み換えしたＡＮＶとそれを凝塊カスケード中の４つ
の重要な凝固酵素、つまりＶＩＩａ因子、ＩＸａ因子、Ｘａ，因子そしてＸＩａ因子に対
して特異的阻害活性のある様々なクーニッツ型蛋白分解酵素阻害因子と融合した蛋白質を
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発現するように構築され用られた。図２は、３種の蛋白質の分子構造を図解的に描いてい
る。ＡＮＶは、全長で変異なしの分子が大腸菌中に発現した。他のＡＮＶ－ＫＰＩ融合物
では、蛋白再生中にクーニッツ領域中のシステインとダイスルフィド結合を形成するのを
避けるためＡＮＶのＣｙｓ３１５がＡｌａに変化した。ＴＡＰ－ＡＮＶの融合蛋白質は、
全体が３８２のアミノ酸から成り、Ａｌａ残基から始まり、続いてＴＡＰのＴｙｒ１から
Ｉｌｅ６０の６０のアミノ酸、Ｇｌｙ－Ｓｅｒのダイペプチド、そしてＡＮＶ（Ｃｙｓ３

１５－ｔｏ－Ａｌａ）の３１９のアミノ酸から成る。ＡＮＶ－６Ｌ１５融合蛋白質は、全
体が３７８のアミノ酸から成り、最初のＡｌａから最後のアミノ酸（Ａｓｐ）のＡＮＶ（
Ｃｙｓ３１５－ｔｏ－Ａｌａ）の３１９のアミノ酸とそれに引き続くＭｅｔ１からＡｌａ
６０の６Ｌ１５の６０のアミノ酸から成る。遺伝子編集や連結のためＮｓｉＩ制限酵素部
位を製作するには、融合蛋白質中の６Ｌ１５の２番目のアミノ酸がＡｌａからＨｉｓに変
化した。ＡＮＶ－ＫＡＰＰ融合蛋白質は全長が３７６のアミノ酸のポリペプチドである。
Ｎ－末端は全長のＡＮＶ（Ｃｙｓ３１５－ｔｏ－Ａｌａ）で、Ｃ－末端はＡｓｐ１からＩ
ｌｅ５７のＫＡＰＰポリペプチドの５７のアミノ酸から成る。ＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩ融合
蛋白質は、長さが４５９のアミノ酸残基のポリペプチドである。この融合蛋白質のＮ－末
端は全長のＡＮＶ（Ｃｙｓ３１５－ｔｏ－Ａｌａ）で、クーニッツ領域１と２を含むＴＦ
ＰＩ蛋白のＭｅｔ２２から始まりＴｈｒ１６１で終わるの１４０のアミノ酸ポリペプチド
と融合している。
【００３７】
　ＡＮＶとＡＮＶ：ＫＰＩ融合蛋白質の精製
　遺伝子組み換えしたＡＮＶ，ＴＡＰ－ＡＮＶ，ＡＮＶ－６Ｌ１５とＡＮＶ－ＫＫＴＦＰ

Ｉは大腸菌の細胞中に発現した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析すると、本質的に大腸菌溶解液
中のすべてのＡＮＶ分子はＣａ＋＋の存在下でＰＳを含むリポソームと結合できる。これ
は発現した蛋白質が活性型へと自発的にリフォールドしたことを示唆している。その他の
大腸菌によって発現したＡＮＶ：ＫＰＩ融合物は、発現した蛋白のほとんどは封入体中に
生じ、活性のある分子を得るためにはリフォールドすることが必要とされる。ＴＦＰＩの
ために以前に発展したスルフォン化リフォールド過程（３４）を用いて、リフォールド中
にトリプシン又はＸａ因子に対する阻害活性が増加することから明らかなように、ＡＮＶ
：ＫＰＩ融合蛋白質をリフォールドすることができた。単一過程のリフォールド混合液の
Ｑ－セファロースクロマトグラフィーで高度の精製を達成できた、というのは期待した分
子量を示す単一の主要バンドがＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析で見られたからである。さらにＣａ
＋＋の存在下でＰＳを含むリポソームに結合し、引き続いてＥＤＴＡで溶出して、さらに
精製を行った。遺伝子組み換えしたＡＮＶ－ＫＡＰＰはメタノール資化性酵母の溶媒液中
に活性型として発現され分泌される。活性のあるＡＮＶ－ＫＡＰＰは、濃縮した培養液を
Ｃａ＋＋の存在下でＰＳを含むリポソームに結合しＥＤＴＡで溶出して精製した。最終的
な精製産物のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を図３に示した。非還元下では（図３Ａ）一つの主要
バンドがそれぞれの標品に見られた。ＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩ（レーン２）とＡＮＶ（レー
ン６）の両方は微量の二量体を含んでいた。還元下では（図３Ｂ）二量体は消え、融合蛋
白質は少しゆっくりと移動した。これはおそらくダイスルフィド結合が開裂しクーニッツ
領域が解けるからである。
【００３８】
　精製した阻害因子とトリプシン又はＸａ因子との反応のストイキオメトリー
　図４はトリプシン又はＸａ因子活性と精製した阻害因子による滴定を示す。ＡＮＶ－Ｋ
ＫＴＦＰＩ，以外は精製した融合阻害因子（ＡＮＶ－６Ｌ１５，ＴＡＰ－ＡＮＶ，ａｎｄ
　ＡＮＶ－ＫＡＰＰ）とクーニッツ阻害因子（６Ｌ１５およびＴＡＰ）は、トリプシン又
はＸａ因子をすべて明らかに１：１のストイキオメトリーで阻害する。これらの結果は、
すべての精製した単一のクーニッツ領域を含む阻害因子は実質的に純粋で完全に活性があ
ることを表示している。阻害因子と酵素がほとんど同モル濃度の時に見られるストイキオ
メトリーの１：１からの逸脱は、反応の親和性の違いを反映している。ＡＮＶ－６Ｌ１５
，６Ｌ１５とＡＮＶ－ＫＡＰＰのトリプシンに対する親和性（図４Ａ，Ｂ，およびＥ）は



(15) JP 4444821 B2 2010.3.31

10

20

30

40

50

高く、ＴＡＰ－ＡＮＶとＴＡＰのＸａ因子との結合（図４Ｃ，およびＤ）は弱いようであ
る。ＴＡＰ－ＡＮＶとＴＡＰのＸａ因子との親和性が低いという証拠は、基質とバッファ
ーを分析液に添加するとアミド溶解活性が時間に依存してゆっくりと増加することからも
推測できる。ＸａをＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩで滴定すると１：１のストイキオメトリーから
逸脱する（図４Ｆ）。これはおそらくＴＦＰＩ－Ｋ２のＸａに対する弱い結合親和性（Ｋ
ｉ＝９０ｎＭ））（４３）による、したがって反応のストイキオメトリーは用いた実験条
件下では測定できない。ほかの可能性は、精製したＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩは、不活性な間
違ってリフォールドした蛋白種を含んでいるのかもしれない。
【００３９】
　組織因子によって開始した凝固時間の延長
　ＴＦが血液凝固の生理的な引きがねであることは、すでに確立している。それゆえ、種
々の阻害因子の抗凝固効果を、ＴＦによって開始した血漿凝塊分析で検査した。精製した
阻害因子は、集めたヒト血漿にいろいろ異なった濃度で加え、血漿凝塊は希釈したトロン
ボプラスチン試薬（Ｄａｄｅ　Ｉｎｎｏｖｉｎ（登録商標）の１：１００希釈）を添加し
て開始した。イノビン（Ｉｎｎｏｖｉｎ（登録商標））は遺伝子組み換えしたヒトＴＦを
最適のリン脂質混合液で再構成した市販の調整品である。この分析試薬は、ＴＦと陰イオ
ンのリン脂質の両方を含むので、凝固カスケードの開始と増幅を起こす。そしてこの分析
試薬は、活性化したＴＦを表面に発現した細胞／小粒子と血小板の存在下での血漿凝塊を
まね単純化したシステムである。対照としてバッファーを加えた場合、集めた血漿の凝塊
時間は４０．７秒であった。阻害因子の濃度を増加しながら加えると、凝塊時間は漸進的
に長くなる。凝塊時間を１．５倍（つまり、４０．７秒から６１．１秒へ）長引かせる阻
害因子の濃度は、濃度‐凝塊時間の曲線から決定できる。表１は、種々の阻害因子の凝塊
時間を１．５倍長引かせるのに必要な濃度とその相対的効力の評価を表している。ＴＦＰ
Ｉは血液中で組織因子による凝固経路の最も重要な生理的規制因子であり、哺乳類細胞由
来のＴＦＰＩが最も前者をまねるであろうから、比較のための対照基準として遺伝子組み
換えによって得たＣ１２７ＦＬ－ＴＦＰＩを選択した。おそらくプロトロンビナーゼを標
的としているＴＡＰ－ＡＮＶはＣ１２７ＦＬ－ＴＦＰＩと比べて８６倍強力である。ＴＦ
／ＶＩＩａを阻害するようにデザインしたＡＮＶ－６Ｌ１５はＣ１２７ＦＬ－ＴＦＰＩよ
り１２倍強力である。ＡＮＶ－ＫＡＰＰ（たぶんＴＦ／ＶＩＩａ，ＸＩａ，ＶＩＩＩａ／
ＩＸａとＶａ／Ｘａを標的としている）、ＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩ（おそらくＴＦ／ＶＩＩ
ａとＶａ／Ｘａを阻害している）およびＸ－Ｋ１ＴＦＰＩハイブリッド（ＴＦ／ＶＩＩａ
を阻害していると思われる）はＣ１２７ＦＬ－ＴＦＰＩより６－７倍強力である。大腸菌
由来の多糖化していないＴＦＰＩおよびＡＮＶはＣ１２７ＦＬ－ＴＦＰＩより２－３倍強
力である。ＴＡＰはＣ１２７ＦＬ－ＴＦＰＩと同じ効力を示す。クーニッツ型阻害因子の
みでは、Ｃ１２７ＦＬ－ＴＦＰＩ、ＴＦＰＩ１－１６０および６－Ｌ１５で例示されるよ
うに、各々、Ｃ１２７ＦＬ－ＴＦＰＩより１９倍、４０倍および８６倍活性が少ない。
【００４０】
　種々の阻害因子のＡＰＴＴに対する効果
　いろいろな阻害因子の抗凝固効果は活性化部分トロンボプラスチン時間（ＡＰＴＴ）分
析でも検査した。ＡＰＴＴは内在的な経路の活性を測定する。いろいろな阻害因子のＡＰ
ＴＴを長引かせる効果が図５に示してある。比較の目的で、ＡＮＶを対照基準として選ん
だ。最も強力な分子、ＴＡＰ－ＡＮＶはＡＮＶよりおよそ一桁強力である。この効果は、
おそらくプロトロンビナーゼの阻害によって生じる。ＡＮＶ－ＫＡＰＰ（たぶんＸＩａ，
ＶＩＩＩａ／ＩＸａ，とＶａ／Ｘａを阻害している），ＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩ（たぶんＶ
ａ／Ｘａを阻害する）およびＡＮＶ－６Ｌ１５（たぶん、カリクレインおよびＸＩａを阻
害している）はＡＮＶよりも数倍強力である。クーニッツ阻害剤単独（６Ｌ１５、ＴＡＰ
およびＴＦＰＩ１－１６０）ではＡＰＴＴを長引かせる効果が極めて弱い。興味深いこと
に、多糖化されている哺乳類Ｃ１２７ＦＬ－ＴＦＰＩは多糖化していない大腸菌由来のＴ
ＦＰＩの強さと略同じ大きさであり（図５）、その強さも組織誘発の凝固の効力と比べて
逆転されている（表１）。これらの結果は哺乳動物と大腸菌由来のＴＦＰＩの間で有意な



(16) JP 4444821 B2 2010.3.31

10

20

30

40

50

違いのあることを示唆するものである。
【００４１】
【表１】

【００４２】
　本発明者は理論によって制限されているわけではないが、前記の結果は、次のように説
明し発展できると信じる。
　表在性テナーゼ（ＴＦ／ＶＩＩａ），内在性テナーゼ（ＶＩＩＩａ／ＩＸａ），プロト
ロンビナーゼ（Ｖａ／Ｘａ）とＸＩａ酵素複合体の陰イオン化した膜表面での形成は、組
織因子による凝固経路の開始と増幅が生じるために重要な過程である。ＴＦＰＩは凝固の
開始の基本的生理的規制因子である。ＴＦＰＩはＴＦ／ＶＩＩａ複合体そのものを直接阻
害するわけではない、しかしその代わり、４種の分子から成る不活性なＴＦＰＩ／Ｘａ／
ＴＦ／ＶＩＩａ複合体を形成する前にＸａ因子の生成を待たなければならない（１７）。
Ｘａ因子の生成はプロトロンビナーゼ（Ｖａ／Ｘａ）の形成に至り、一度形成されるとプ
ロトロンビナーゼは生理的な濃度のＴＦＰＩによる不活性化から保護されている（４４、
４５）。この過程の間、いくらかの内在性テナーゼ（ＶＩＩＩａ／ＩＸａ）も生じ、これ
はＴＦＰＩによって阻害されない。この結果、ＴＦＰＩは、組織因子経路をどちらかと言
うと“水もれしたように”弱く規制する。１：１００希釈した市販のトロンボプラスチン
試薬を用いたｉｎ　ｖｉｔｒｏの凝塊分析では、凝塊時間をたった１．５倍引き延ばすの
に６９ｎＭの哺乳類細胞由来の全長のＴＦＰＩを必要とする（表１）。ｉｎ　ｖｉｖｏの
血栓モデルでは、効果は高濃度のＴＦＰＩ（１００－２００ｎＭ）が循環血液か、局部的
に存在する時のみに見られる（１８，１９，４６）。これらの治療的なＴＦＰＩ投与量は
、正常な血漿中の量の約１００－２００倍である。この明らかに低い効力と希望する血液
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中量に達するために必要な多量の投与量の注入は、ＴＦＰＩを治療法に応用するにはあま
り理想的ではない。そこで、組織因子による凝固経路をもっとうまく規制できる別の分子
が高度に要求される。ここに製造されたＡＮＶ：ＫＰＩ融合蛋白質は、ＴＦが開始した凝
固をＴＦＰＩよりもはるかに効果的に阻害し、治療的抗凝固剤としてＴＦＰＩよりその他
にも有用性を発揮する。
【００４３】
　凝固カスケード反応は、凝固複合体の集合をうながし触媒の効率を高めるＰＳを露出し
た膜表面に局在する。この現在の研究は、ＰＳを露出した膜表面に自身を向けることので
きる酵素阻害剤は、凝固複合体の阻害において血栓生成促進部位に特異的で、より効果的
であると仮説をたてた。この仮説を検査するため、遺伝子組み換えのＤＮＡテクノロジー
を用いて、共通のＡＮＶ領域を共有し、異なるＫＰＩ領域（ＴＡＰ，６Ｌ１５，ＫＡＰＰ

，およびＫＫＴＦＰＩ）と連結した４種の融合蛋白質が作成された。ＡＮＶ部分はＰＳを
含む膜に対して高い親和性を示す（Ｋｄ＜０．１ｎＭ）（３２）。この研究のために選択
した４種のＫＰＩｓは、様々の凝固セリン蛋白分解酵素に対して次のような阻害定数（Ｋ

ｉ）を示す；ＴＡＰ（Ｘａに対して０．１８ｎＭ）（２２）；６Ｌ１５（ＴＦ／ＶＩＩａ
に対して０．２ｎＭ，血漿カリクレインに対して０．０２ｎＭそしてＸＩａに対して１３
ｎＭ）（３０，３１）；ＫＡＰＰ（ＴＦ２１９／ＶＩＩａに対して６８ｎＭ；Ｘａに対し
て１３ｎＭ；ＩＸａに対して１９０ｎＭ；そしてＸＩａ対して０．０１ｎＭ）（２４－２
７）；およびＫ１Ｋ２ＴＦＰＩ（Ｘａに対して９０ｎＭそしてＴＦ／ＶＩＩａに対して２
４０ｎＭ）（４３）。これらのＫＰＩの特異性に基づいて、融合蛋白質は、次のように選
択的に種々の膜結合性の凝固酵素複合体を標的とすると推定される；ＴＡＰ－ＡＮＶはＶ
ａ／Ｘａへ；６Ｌ１５－ＡＮＶはＴＦ／ＶＩＩａ，ｋａｌｌｉｋｒｅｉｎとＸＩａへ；Ｋ

ＡＰＰはＸＩａ，Ｖａ／Ｘａ，ＴＦ／ＶＩＩａ，とＶＩＩＩａ／ＩＸａへ；そしてＡＮＶ
－ＫＫＴＦＰＩはＶａ／ＸａとＴＦ／ＶＩＩａへ。ｉｎ　ｖｉｔｒｏの凝塊分析では、凝
塊時間を延長するためには、ＫＰＩはすべて血漿中にかなり高濃度を必要とする（３０，
４７，表１と図５）。４種のすべてのＡＮＶ：ＫＰＩ融合蛋白質は、対照的にその構成物
のＡＮＶとＫＰＩに比べて非常に減少した濃度で血漿凝塊の時間を延長する（表１と図５
）。ＴＦによって誘導した血漿凝塊とＡＰＴＴの両方の分析で、最も有効な融合蛋白はＴ
ＡＰ－ＡＮＶである。ＴＡＰはＸａ因子に対して高度に特異的阻害因子であるので、この
分子はプロトロンビナーゼを阻害する。この結果は、凝固カスケードの中で、Ｘａ因子と
プロトロンビナーゼの生成が速度を制御するステップであるという発見（３）と一致する
。６Ｌ１５は、ＴＦ／ＶＩＩａと高親和性の結合（Ｋｉ０．２ｎＭ）をするにもかかわら
ず（３０）、ＴＦが開始した血漿凝塊には非常に弱い阻害剤である（表１）ということは
意味が深い。このように、ＴＦ／ＶＩＩａと高親和性の結合をするだけでは、ＴＦが開始
した血漿凝塊カスケードを阻害する効果とは相関関係はない。反対に、ＡＮＶ－６Ｌ１５
融合阻害因子はＴＦが開始した凝塊を６Ｌ１５に比べて約３桁（１０００倍）強力に阻害
し、ＰＳに結合すると６Ｌ１５によるＴＦ／ＶＩＩａの阻害を大いに促進することを示し
ている。ここに製造した４種のＡＮＶ：ＫＰＩ融合分子は、ＴＦによって開始した血漿凝
塊とＡＰＴＴ分析で評価すると、皆ＡＮＶ，ＫＰＩｓとＴＦＰＩよりもはるかに高い抗凝
固活性を示す。このようにこれらの分子は、自然の抗凝固剤の活性よりも優秀な抗凝血効
果を持っている。
【００４４】
　Ｉｎ　ｖｉｖｏ動物研究ではＡＮＶは血小板を含む血栓を標的として特異的に集まるこ
とが表示された（４８）。さらに、ＡＮＶは血管傷害の部位に選択的に集まり、動脈や静
脈の血栓モデルでは投与量に依存して血栓形成を阻害する（３８，４９，５０）。ここに
記述したＡＮＶ：ＫＰＩの融合蛋白質の重要な特性は、ＡＮＶ部分の存在がＰＳと特異的
に高親和性の結合をする性質を与えることである。このように、これらの分子は、ＰＳが
凝固複合体の集合のために利用できるようになった血栓形成の場所に自身を向ける内在的
な性質を持つ。これらの分子の血栓形成部位を標的とするこの能力のおかげで、これらの
抗凝固剤を全身の循環系に高レベルで保つことなく抗血栓効果を達成できる、それゆえ、
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全身的出血の副作用の危険を最小に保てる。
【００４５】
　ここに用いた“薬理学的に受諾できる”という用語は、病気や状態の治療のため被験者
に投与する薬品調合品を、製品化するため通常用いられる担体、賦形剤又はその他の添加
物の特徴をさす。
　ここに用いた“被験者”という用語は過剰の血栓活動があるか又は疑われるヒトと動物
の両方をさす。
　ここに用いた“効果的”と“治療的に効果的”という用語は、治療製剤又は調合品の特
徴を言い表す；それは、被験者に投与したとき、その用量が、被験者中に治療されている
病気や状態を、予防、阻害、減少又は除去するという目標を一つ又はそれ以上達成できる
ことをさす。この現在の申請を考慮して、ここに供給した方法や材料によって治療しうる
病気や状態とは、過剰の血栓形成を伴う病気や状態である。そのような病気や状態は、例
えば、不安定性アンギナ、心筋梗塞症、突然心臓死、虚血性卒中、破裂性動脈瘤、間欠性
は行症、重症虚血肢（ｃｒｉｔｉｃａｌ　ｌｉｍｂ　ｉｓｃｈｅｍｉａ）、深静脈性血栓
症（ＤＶＴ）、肺動脈塞栓症、血栓性静脈、慢性静脈不全症、手術性血栓症、人工心臓弁
、動脈硬化、再狭窄症（ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓ）、虚血再潅流傷害（ｉｓｃｈｅｍｉｃ　
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ　ｉｎｊｕｒｙ），敗血症、伝染性血管内凝固、急性肺傷害、悪
性腫瘍、慢性腎不全、ネフローゼ症候群、半月形糸球体腎炎、糖尿病、鎌状赤血球貧血（
ｓｉｃｋｌｅ　ｃｅｌｌ　ａｎｅｍｉａ），地中海貧血（ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ），抗
リン脂質抗体症候群（ａｎｔｉｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ），体外循
環（ｅｘｔｒａ－ｃｏｒｐｏｒｅａｌ　ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ），血液透析、腹腔透析
や、アネキシンの合成や機能の欠陥によって生じる病理的状態（ａｎｎｅｘｉｎｏｐａｔ
ｈｉｅｓ）を含む。
　ここに用いた“投与”と“治療”という用語は、すべての過程、行動、応用、療法又は
同様の事柄を言い表す、それは、被験者が、ことにヒトの場合、被験者の状態を直接的又
は間接的に改善することを目的として医学的援助を受けることをさす。
　ここに用いた“治療的調合品”は、血栓形成に関連した病気や状態の予防や治療に有用
な混合物をさす。
【００４６】
　ここに表示したように、この一連の遺伝子組み換えによる蛋白質は大腸菌と酵母によっ
て生産できる。大腸菌システムでは、この蛋白質は非常に高レベルに封入体中に発現する
、そして活性のある分子は、簡単なリフォールドと精製方法によって得られる。酵母シス
テムではこの蛋白質は培養液中に活性型で分泌され、同様の簡単な方法で精製できる。製
造の見地からみて、生産が容易で低コストであることは大きな利点である。しかし、例え
ばＳａｍｂｒｏｏｋ，らによる　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ－－Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８９）に記述されたような、よく知られ
た一般的な分子生物学の手順に従って他の有核細胞や前核細胞の細胞株が使えることが予
想される。
【００４７】
　この現在の研究に基づいて、同様の概念に基づくデザインの他の融合分子が創造できる
と思われる。例えば複数のＡＮＶ領域やＫＰＩ領域から構成される融合蛋白質、ＡＮＶと
他の凝固因子に対する自然の阻害因子、例えばアンチスタシン（Ａｎｔｉｓｔａｓｉｎ）
，エコチン（ｅｃｏｔｉｎ）（５１），Ａｎｃｙｌｏｓｔｏｍａ　ｃａｎｉｎｕｍ抗凝血
ペプチドとの融合物、ＡＮＶとＫＰＩｓの同類体や変種との融合物、ＡＮＶとＶＩＩａ，
ＩＸａ，Ｘａ，とＸＩａ因子に対する低分子阻害剤との融合物である。その他の変化とし
て、他のアネキシン類や、ラカドへリン（ｌａｃａｄｈｅｒｉｎ）（５２）、Ｖ因子、Ｖ
ＩＩＩ因子やフォスフォリパーゼＡ２のリン脂質結合部分のような他のＰＳ結合蛋白質を
ＡＮＶの代わりに用いて融合分子を創造することができる。その上の例として、ディスイ
ンテグリン（ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ）領域をＡＮＶかＡＮＶ－ＫＰＩｓに連結し、血栓
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が生じている部位で凝固反応と血小板凝集の両方を阻害する融合分子を創造できる。
　この現在の告知を読んだ後、分子生物学の技術のある者にとって明らかであるようなす
べて他の例は、本発明の範囲内に含まれる。
【００４８】
　要約すると、ここに新しく発展したＡＮＶ：ＫＰＩ融合蛋白質は次の特徴を持った血栓
形成部位を標的とした新しいクラスの抗凝固剤を代表している：（ａ）これらはＴＦ／Ｖ
ＩＩａ，内在性テナーゼ（ＶＩＩＩａ／ＩＸａ），プロトロンビナーゼ（Ｖａ／Ｘａ）と
ＰＳを露出した血栓を形成する膜に結合したＸＩａを標的とするようデザインされた；（
ｂ）これらはＴＦが開始した凝固の自然の凝固開始阻害因子であるＴＦＰＩより６－８６
倍高い抗凝固効力を持つ；（ｃ）生産は容易で低コスト、なぜなら完全に活性のある分子
は、微生物システムで生産でき、ＰＳを含むリポソームに簡単にＣａ＋＋に依存して結合
し、続いてＣａ＋＋キレート溶液で溶出して精製できる；そして（ｄ）ＰＳを露出した膜
とそれに結合した凝固複合体は、血管病変部位での重要な血栓形成の刺激なので、ＡＮＶ
：ＫＰＩｓは、血栓を作り出す血管壁とそれに連結した血栓を、局部的に不活化すること
のできる有効な抗血栓薬である可能性がある。
【００４９】
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【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】ＴＦが開始する血液凝固の図解　ＶＩＩ因子はＴＦと結合し、ＴＦを発現してい
る細胞／小粒子上で活性化されＶＩＩａとなる。ＴＦ／ＶＩＩａ複合体はＩＸ因子とＸ因
子の両方とも活性化する。活性化したＸａ因子は局部的に少量のトロンビン（ＩＩａ）を
生産する。この少量のトロンビンは血小板を活性化し、Ｖ因子を活性化し、フォンビレブ
ランド（ｖｏｎ　Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ）因子からＶＩＩＩ因子を切り離して活性化し、
そしてＸＩ因子を活性化する。ＴＦ／ＶＩＩａによって活性化されたＩＸａは、それから
活性化した血小板上のＶＩＩＩａと結合し、Ｘ因子を効果的に活性化する内在性テナーゼ
（ＶＩＩＩａ／ＩＸａ）を形成する。血小板が生産したＸａはＶａと結合し、大規模なプ
ロトロンビン（ＩＩ）からトロンビンへの変換を推進するプロトロンビナーゼ（Ｖａ／Ｘ
ａ）を形成する。３種の抗凝血系が凝血カスケードを規制している：ＴＦＰＩはＸａを阻
害しＸａに依存したＴＦ／ＶＩＩａのフィードバック制御をおこす；ＡＴ　ＩＩＩはおも
にＸａとトロンビンを阻害する；ＡＰＣは蛋白分解によってＶａとＶＩＩＩａを不活化す
る。Ｒｏｂｅｒｔｓら（５）とＭａｎｎ　Ｋら（３）の論文より抜粋。
【図２】アネキシンＶとそれの種々のクーニッツ型阻害因子との融合産物　ＡＮＶ，アネ
キシンＶ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０）；ＴＡＰ－ＡＮＶ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１），
ａｌａ－ダニ抗凝血ペプチドをＧｌｙ－ＳｅｒジペプチドでアネキシンＶと結合したもの
；ＡＮＶ－６Ｌ１５（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２），アネキシンＶと６Ｌ１５（ＴＦ／ＶＩ
Ｉａに対して高親和性を持つクーニッツ型阻害因子）を結合したもの；ＡＮＶ－ＫＡＰＰ

（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３），アネキシンＶとＫＡＰＰ（アミロイドβ―蛋白質前駆体の
クーニッツ抑制部位）を結合したもの；ＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩ２２－１６０（ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ：４）、アネキシンＶとＫＫＴＦＰＩ（クーニッツ部位１とクーニッツ部位２を
含むＴＦＰＩ２２－１６１ぺプチド）を結合したもの。
【図３】種々の精製した阻害因子によるブタトリプシンとウシＸａ因子の阻害　トリプシ
ンとウシＸａ因子の阻害を、以下の方法に描写したアミド分解（ａｍｉｄｏｌｙｔｉｃ）
分析によって測定した。活性のあるトリプシンとウシＸａ因子の濃度は４－ニトロフェニ
ールｐ‐グアニディノベンゾエートで活性部位の滴定をして測定した（４１，４２）。精
製した阻害因子の濃度は、２８０ｎｍの吸収からモル吸光係数を使って測定した。モル吸
光係数はそれぞれ２８１７０（ＡＮＶ－６Ｌ１５）、７１２０（６Ｌ１５）、３９５５０
（ＴＡＰ－ＡＮＶ），１８５００（ＴＡＰ）、３１３００（ＡＮＶ－ＫＡＰＰ）、と３０
１７０（ＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩ）である。（Ａ）ＡＮＶ－６Ｌ１５によるトリプシンの阻
害；（Ｂ）６Ｌ１５によるトリプシンの阻害；（Ｃ）ＴＡＰ－ＡＮＶによるＸａ因子の阻
害；（Ｄ）ＴＡＰによるＸａ因子の阻害；（Ｅ）ＡＮＶ－ＫＡＰＰによるトリプシンの阻
害；（Ｆ）ＡＮＶ－ＫＫＴＦＰＩによるＸａ因子の阻害。
【図４】活性化した部分的トロンボプラスチン時間（ＡＰＴＴ）分析における種々の阻害
因子の効果　ＡＰＴＴ分析はＡＣＬ－２００コアギュロメーターとＡＰＴＴ－ＳＰ試薬（
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｔｒｉｅｓ）を用いて行った。集めたヒト血漿
は、１８０μｌづつ２０μｌのいろいろな阻害因子と混合し表記した最終濃度を得て分析
した。コントロールの緩衝液を混ぜた血漿は、凝塊時間は４０．７秒であった。ＴＦＰＩ
（ｍ）は哺乳類Ｃ１２７細胞から由来した全長のＴＦＰＩをさす。
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