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はじめに

血液凝固はフィブリンクロットの形成をその

終点とする反応であるが，形成されたクロット

はプラスミンによる線溶作用によって分解，代

謝される．プラスミンによる線溶は，Lys結合部

位を有するプラスミノーゲンまたはプラスミン

が，フィブリン断片のCOOH末端のLys残基

に結合することにより著しく促進される ．一

方，プロテインC（PC）の活性化プロテインC

（APC）への変換は，トロンビン-トロンボモジ
ュリン複合体によって促進され，産生された

APCは，FVIIIaとFVaを不活化し，トロンビ

ンの産生を抑制することが知られている．1990

年～1993年にかけて，Nesheimらは，組織プラ

スミノーゲンアクチベーター（t-PA）により惹

起される血漿クロット（Ca とトロンビン添加

により作製）の溶解時間が，APCを加えること

で短縮することを報告した ．このAPCによ

るクロット溶解時間の短縮作用についての機序

は明らかにされず，未知の因子の関与が疑われ

ていたが，同定には至っていなかった．しかし，

1995年，Nesheimらは，トロンビンによって活

性化される血漿中のエキソプロテアーゼが線溶

を阻害することを明らかにし，この酵素を

Thrombin-activatableFibrinolysisInhibitor

（TAFI）と命名した ．この酵素の発見によっ

て，これまで明らかにされていなかった上記の

APC添加によるクロット溶解時間の短縮が，

APCによるトロンビン産生の抑制と，それに伴

うTAFI活性化の阻害に起因していると理解

されるようになった．

本稿では，TAFIの生化学的諸性質と，最近報

告されたその欠損マウスについて紹介したい．

TAFIの生化学的性質

TAFI遺伝子は全長約48kbで，13q14.11

に位置し，11個のエクソンと10個のイントロ

ンから構成され ，肝臓で分子量約60,000の1
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本鎖糖タンパク質として合成，分泌される ．血

漿中では，酵素前駆体として約73nM（約4.5

μg/ml）の濃度で存在する ．TAFIの一次構造

は，NH 末端から92個のアミノ酸残基からな

る活性化ペプチドと309個のアミノ酸残基から

なるCatalyticdomainで構成されており，活性

発現には亜鉛イオンを必要とする．活性化ペプ

チドには複数のN型糖鎖が存在し ，これらの

糖鎖はTAFIの血漿中での安定化や プラスミ

ノーゲンとの親和性に関与している （図

1）．

TAFIの全アミノ酸配列は，既知の血漿由来

のプロカルボキシペプチダーゼB(pro-

pCPB)あるいはプロカルボキシペプチダーゼ

U (pro-CPU，U;Unstable)と同一であり ，

また，Catalyticdomainは，膵臓カルボキシペ

プチダーゼA（CPA）およびB（CPB）とも相

同性が約40%と非常に高い ．カルボキシペプ

チダーゼは，その反応メカニズムによって金属

型とセリン型の二つのグループに大別される．

また，基質特異性などからも分類され，現在，

哺乳類では13種見つかっている ．前述の膵臓

CPAとCPBは，両者とも金属型に分類され，

共に活性中心に亜鉛イオンを含んでおり，それ

らの基質特異性からA（主に疎水性アミノ酸残

基を切断）とB（Lys，Arg残基を切断）に区別

される．TAFIがpro-pCPBと同一であること

からも判るように，活性化体であるTAFIaは

CPB活性を持つ．これまで膵臓CPBの基質蛋

白質・ペプチドのCOOH末端切断のメカニズ

ムについてはさまざまな解析がなされ，数種の

アミノ酸残基がこの反応に関与していることが

判明している ．

ブタ膵臓CPBを例に挙げて説明すると，

COOH末端切断に関与するアミノ酸残基は，立

体構造的には図2のような位置関係にある．こ

れらのアミノ酸のうちHis-69，Glu-72，His-

196は，水分子と共に亜鉛イオンに配位し，活性

中心を形成する．また，これらに隣接するGlu-

270は，亜鉛イオンに配位している水分子の反

応性を高め，COOH末端の塩基性アミノ酸残基

に連結するペプチド結合のカルボニル基の炭素

への求核攻撃を可能にする．この求核反応の際，

Glu-270のカルボキシル基が水分子のプロトン

を受け取り，負の電荷を持った四面体型中間体

を形成する．この中間体は亜鉛イオンとArg-

127により安定化される．これに続きGlu-270

のカルボキシル基がプロトンを基質のアミノ基

に供与すると同時に，基質のペプチド結合が切

断され，新たなCOOH末端が形成される．図2

に示したAsn-144，Arg-145，Tyr-248，Asp-255

は基質と酵素の結合に関与するが，中でも，Asp

-255は，ArgまたはLys残基に対する基質特異

性を決定する，いわゆるS1サイトに相当す

る ．ブタ膵臓CPBとの一次構造上の相同性

から推測すると，TAFIは，恐らく図3のような

メカニズムによりフィブリン断片のCOOH末

端Lys/Argを切断し，プラスミンとプラスミノ

ーゲンのフィブリンへの結合を阻害しつつ抗線

溶作用を発揮すると推定される．

TAFIは単独でも高濃度のトリプシンやプ

ラスミン，トロンビンによる限定水解で活性化

ペプチドが遊離し，TAFIa（Mr～35,000）に

変換される．しかし，TAFIaは極めて不安定な

酵素であり，invitroにおいて温度依存的に高

次構造が変化しつつ失活し，37℃における半減

期はわずか7～8分という．また，トロンビンや

トリプシン，プラスミンによる過度な水解反応

によっても容易に不活化される ．また，

TAFIのトロンビンによる活性化は，トロンボ

モジュリンの存在下，kcat/Km値が約1,250

倍に増強される ．最近，TAFIの活性化とトロ

ンボモジュリンとの分子間相互作用についての

研究が進み ，TAFIはトロンボモジュリン

の上皮細胞成長因子（EGF）様ドメイン3と結

合し，その活性化にはEGF様ドメインの4，5，

6が必須であることが明らかになった．また，

TAFIとPCの血中濃度は，それぞれ73nM，

65nM とほぼ同等で，さらに，トロンビン－

トロンボモジュリン複合体の両者に対するKm
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図 2 ブタ膵臓カルボキシペプチダーゼB（CPB）の立体構造

TAFIとの相同性が高い膵臓のCPBの立体構造を図Aに示す．図Bでは，膵臓CPBにおいてZn

に配位しているHis-69，Glu-72，His-196を水色で，水分子を赤色で，水分子の求核攻撃をサポート

するGlu-270を紫色で，Arg-127を黄色で，基質との結合に関与するAsn-144，Arg-145，Tyr-248は

それぞれ緑色で，基質時異性を決定するAsp-255は黒色で示している．CPBの結晶解析データは

PDB:1NSAを，画像ソフトはWebLabViewer（AccelrysInc.）を使用した．

図 1 TAFIの遺伝子および蛋白質構造とその分解産物（文献11より引用・改変）

エクソンおよびイントロンの長さ（bases,kilobases）はそれぞれボックスの下，

ボックスの間に示す．また，シグナルペプチドは緑色，活性化ペプチドは黄色，Cata

lyticdomainは水色，構造変化に伴い失活したTAFIa（TAFIai）は赤色，切断を

受けたTAFIaiは紫色で示している．なお，＊印は糖鎖付加可能な位置を，＋印はト

ロンビン，トリプシン，プラスミンによる切断部位であるArg-302，Arg-320，Arg

-330を示している．

-
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値は，それぞれ0.5～2.1μMおよび1.4～2.4

μMと大差は見られない ．したがって，血中

ではトロンビン－トロンボモジュリン複合体に

よるTAFIとPCの活性化は，それぞれ同程度

であり，お互いに拮抗しているものと推測され

る．しかし，生体内での両者の活性化のバラン

スがどのように調節されているのか，その詳細

は未だ明らかでない（図4）．

現在，TAFIはその抗線溶作用から，血栓症な

どの疾患との関連について注目されているが，

これまでTAFI欠損患者は見つかっていな

い ．また，健常人においてTAFIの血漿中の

抗原量は73nMといわれているものの，実際に

は血漿中のTAFI抗原レベルはさまざまであ

る．その原因はいくつかのポリモリフィズムに

あるとされており，これまでプロモーター領域

のほか，OpenReadingFrame（ORF）領域や

3’領域で合計10数カ所のポリモルフィズムが

見出され，抗原量の変化やさまざまな疾患との

関連が報告されている．それらの中で，ORF領

域にある505A/G，1057C/Tのポリモルフィ

ズムでは，Ala-147がThrに，Thr-325がIleに

変異しており，両者の機能的な差異も調べられ

ている ．Ala-147のポリモルフィズムについ

ては機能的差は見られないものの，Ile-325の変

異体では半減期が正常分子の約2倍に延長し，

図 3 TAFIaのCOOH末端（Arg残基）切断のメカニズム（文献14より引用，転載許可取得）

TAFIaは，亜鉛イオンにHis-67，Glu-70，His-196と水分子が配位することにより触媒基を

形成し，隣接するGlu-271のカルボキシル基によって，この配位している水分子の反応性が高

まり，基質のカルボニル基の炭素が求核攻撃される（図A）．この際，Glu-271のカルボキシル

基はプロトンを受け取り，負の電荷を持つ四面体型中間体が形成される（図B）．この中間体は

亜鉛イオンとArg-125によって安定化される．そして，Glu-271のカルボキシル基がプロトン

を基質のアミノ基に供与すると同時に基質のペプチド結合が切断され，新たなCOOH末端が

形成する（図C）．Asn-142，Arg-143，Tyr-249，Asp-257は基質と酵素の結合に関与するが，

中でも，Asp-257は，TAFIaのArgまたはLys残基に対する基質認識の役割を果たしてい

る
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さらにクロット溶解時間の延長能も約1.6倍と

高い．しかし，このポリモルフィズムと心筋梗

塞のリスクの間には相関がないという ．一方，

プロモーター領域にある－438A/Gのポリモ

ルフィズムと血漿中のTAFI抗原量との相関

についても調べられている．この変異では，抗

原量が正常値と比較し，最大50%以上の差が見

られ，抗原量の増加が血栓症のリスクを上昇さ

せている可能性が示唆される ．また，男女間で

TAFI抗原量を比較すると，女性は加齢と共に，

もしくは経口避妊薬の使用により抗原量が増加

する傾向にあるが，男性は加齢によって抗原量

の増加は見られないという ．さらに，血中の

TAFIレベルの増加は静脈血栓のmildrisk

factorになり ，一方，TAFIレベルの減少は冠

状動脈性疾患のriskfactorともいわれてい

る ．しかし，これらの報告からもTAFIの生

理的意義は未だ明白とは言えず，欠損マウスか

らの情報が待たれていた．

TAFI欠損マウスからの情報

Nagashimaらは，exon8と9をコードする

DNAセグメントを削除して，ヘテロ接合体

（TAFI )マウスを作出し，さらにTAFI

マウス同士を交配させることでTAFIホモ接

合体 (TAFI )マウスを作出した ．誕生し

た259匹の新生仔のうち，ホモ接合体は全体の

25%と，メンデル理論値に従っており，TAFI

の欠損は胎仔の発生，発育に影響を与えなかっ

た．TAFI欠損マウスは，24カ月の観測では正

常に成長し，外見的にも特に異常は認められな

かった．Wagenaarらのグループも同様な結果

を報告している ．また，ホモ接合体同士の交配

でも正常な繁殖力を示し，作出されたTAFI欠

損マウスは，血球成分の数と割合，血漿中のフ

ィブリノゲンレベル，PT (プロトロンビン時

間），APTT (活性化部分トロンボプラスチン

時間)においても野生型との違いは見られず，

さらに肝臓，腎臓の機能にも異常はなかった．

TAFIの欠損と止血についての関連を調べる

ため，野生型とTAFI欠損マウスの尻尾切断面

からの30分間の出血量を測定したが，両者の間

に有意な差は見られず，抗凝固剤である低分子

ヘパリンを投与しても，両者に有意な差はなか

った（図5a，b）．このことから，TAFIは止血

に対して影響を及ぼさないものと えられる．

次にフィブリン溶解におけるTAFIaの役割

とTAFI欠損の影響を調べるため，野生型と欠

損マウスの血漿を用いたクロット溶解テストを

行った．野生型の場合，50nMのトロンボモジ

ュリン存在下でのクロット溶解時間は，少なく

とも2倍に延長したが（図 6a），TAFI欠損マ

ウスの場合，トロンボモジュリン存在下でもク

ロット溶解時間は変化しなかった（図 6b）．こ

の野生型に見られる溶解時間の延長は，ジャガ

イモのCarboxypeptidaseInhibitor（CPI）の

添加によって回復したが，TAFI欠損マウスの

場合には溶解時間に変化はなかった．このこと

はTAFIがクロット溶解時間を遅延するとい

図 4 トロンビン（IIa）－トロンボモジュリン

（TM）複合体を中心とした凝固・線溶モデル

（文献11より引用）

IIa－TM複合体はプロテインC（PC）およ

びTAFIを活性化して，それぞれIIaとプラ

スミン（Pn）の形成を阻害する．II;プロトロ

ンビン，APC;活性化プロテインC，TAFI;

Thrombin-activatable Fibrinolysis In

hibitor，TAFIa;活性化TAFI，Pgn;プラス

ミノゲン，Fgn;フィブリノゲン，Fn;フィブ

リン，FDPs;フィブリン分解産物．

-
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うこれまでの知見と一致する．

また，動脈および静脈血栓におけるTAFI欠

損の影響についても調べた．ここではローズベ

ンガル投与後，頸動脈あるいは頸静脈に540nm

の波長の光（緑色光）を照射することで，その

周辺に一重項酸素を発生させ，これにより生じ

る血栓形成の時間を，野生型とTAFI欠損マウ

スとで比較した．動脈血栓形成の時間は野生型

が59.1±6.3min（n＝14），TAFI欠損マウス

が59.2±5.2min（n＝15）と両者に差はなく，

一方，静脈血栓形成の時間も，野生型が81.8±

41.4min（n＝6），TAFI欠損マウスが55.8±

43.8min（n＝4）であり，両者に有意な差は認

められず，これらのモデルでは血栓形成に対す

るTAFIの影響は認められなかった．

さらに，野生型とTAFI欠損マウスに致死量

のトロンビン及びLPSを投与し，生体内での

フィブリン溶解に対するTAFIの潜在的な関

与を調べたが，両者の生存率に違いはなかった

（表1，図7)．そして，蛇毒由来のFX活性化酵

素（RVV-X）を投与した亜急性の凝固モデルに

おいても，投与2時間後，16時間後の血漿中の

フィブリノゲン濃度，血小板数は野生型，TAFI

欠損マウスともに有意に減少していたが，両者

の生存率に差はなかった（表2）．したがって，

TAFIは生体内でのフィブリン溶解に対し，そ

図 5 野生型とTAFI欠損マウスの尻尾切断面

からの出血量（文献26より引用，転載許可

取得）

野生型（WT）とTAFI欠損マウス（KO）

の腹腔内にペントバルビタールを注射し，

尻尾の先端から1mmの部分を切断後，

37℃，30分間生理食塩水に浸漬し，cell

counterで生理食塩水中の赤血球（RBC）

数を測定した (a）．低分子ヘパリン

（LMWH）（Lovenox，3mg/kgbody

weight）投与群では，尻尾切断前に静脈注

射し，同様に赤血球数を測定した．両群で

優位な差は見られなかった (b）．

図 6 （a）野生型（WT）および（b）TAFI欠損マウス（KO）血漿のクロット溶解のプロフ

ァイル（文献26より引用，転載許可取得）

野生型およびTAFI欠損マウス血漿に，Ca ，ヒトトロンビン をそれぞれ終濃度17

mM，2.35NIHU/mlになるように添加し，クロットを形成させ，ヒトt-PA（0.3017μg/

ml）および可溶性ヒト組換えトロンボモジュリン（TM）（50nM）のフィブリン溶解に

対する影響をA405nmの濁度を指標に評価した．t-PA存在下におけるフィブリン溶解

時間は，TMの添加により野生型は2倍に延長し，TAFI欠損では変化がなかった．
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れほど大きな影響を与えないものと推測され

る．

Shinoharaらは，invitroの試験でTAFIaが

ブラジキニンのCOOH末端Arg残基を切断

し，不活性化する可能性を示唆した ．そこで，

invivoにおいてその可能性を調べるため，ブラ

図 7 エンドトキシン投与後の野生型（WT）およびTAFI欠損マウ

ス（KO）の生存率（文献26より引用，転載許可取得）

生理食塩水に溶解したLPS（EscherichiacoliLPS,serotype

0111:B4）を腹腔内に注射し，その生存率をプロットしたが，

両群に差は見られなかった．

表 2 FX活性化酵素投与２時間後および16時間後の生存率，フィブリノゲンレ

ベル，血小板数の変化(文献26より引用，転載許可取得)

TAFI (n＝15) TAFI (n＝15)

生存率(%)

2時間後 93 87

16時間後 53 60

フィブリノゲンレベル(%)

投与前 100±35 96±26

2時間後 53±23 56±16

16時間後 83±34 106±56

血小板数(10/L)

投与前 1,013±176 1,053±288

2時間後 328±252 416±239

16時間後 319±285 353±142

マウスに150μg/kgのRVV-Xを腹腔内に投与し，2時間後および16時間後
の生存率，フィブリノゲンレベル，血小板数を測定した．

nは個体数を表す．

表 1 トロンビンの大量投与による生存率(文献26より引用，転載許可取得)

トロンビン投与量 TAFI 生存率(%) TAFI 生存率(%)

1,600NIHU/kg 87(n＝8) 62(n＝8)

2,400NIHU/kg 78(n＝9) 64(n＝11)

3,200NIHU/kg 60(n＝15) 50(n＝12)

ヒトトロンビンを腹腔内に注射し，10分後の生存率を算出した．nは個体数を

表す．
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ジキニン産生を誘導するカオリン投与により起

こるとされるwrithing症状 (腹部収縮，体のね

じり，後肢伸展)を指標に，その評価を行った．

TAFI欠損マウスおよび野生型の腹腔内にカオ

リンを注入後，15分間にwrithingを示すマウ

スの数は，TAFI欠損で1.21±1.85匹（n＝14），

野生型では1.29±1.78匹（n＝14）であり有意

差はなかった．このことからTAFIは，ブラジ

キニンの分解に主要な役割を果たさないと推定

される．

おわりに

TAFIの生理的役割を明らかにするために

TAFI欠損マウスが作出され，各種試験が行わ

れた．結果を要約すると，①TAFI欠損マウス

は正常に出生，発育し，繁殖力も保持していた．

②TAFI欠損マウスは野生型と比較して，各種

血球成分の数，血漿中のフィブリノゲンレベル，

PT，APTTに変化はなく，肝臓，腎臓の機能に

も異常は見られなかった．③止血機能にも異常

は認められなかったが，TAFI欠損マウス血漿

のトロンボモジュリン存在下でのクロット溶解

時間は野生型よりも短かった．④CPIで前処理

したマウスがwrithing反応を示すことが報告

されているが，TAFI欠損マウスと野生型では

writhing反応を示すマウスの数に違いは見ら

れず，TAFIaはブラジキニンの分解に影響を与

えないことが示唆された．

TAFIaはフィブリン断片のCOOH末端

Lys残基を切断することによって線溶を阻害す

るとされるが，上記の試験結果から推定すると，

生体内におけるTAFIの線溶に対する影響は

非常に小さいものと推測される．また，今回の

試験では，invitroの実験から期待されていた

ような，TAFIの新しい生理的役割を見出せな

かったが，今後，アナフィラトキシンのような

他の活性化ペプチドの分解を担うTAFIの役

割についても調べる必要があろう．しかし，カ

ルボキシペプチダーゼ様酵素は生体内に幾種類

かあることから，それらによる代替も えられ，

ノックアウトマウスを用いたTAFIの解析に

はかなりの困難が伴うものと予測される．
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