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Genetic　 analysis　 of　hereditary　 factor　 X　 deficiency　 in　a　French　 patient　 of　 Sri　 Lankan

ancestry:in　 vitro　 expression　 study　 identified　 Gly366Ser　 substitution　 as　 the　 molecular

　　　　　　　　　　　　　　　　　basis　ofthe　 dysfunctional　 factor　X.

　　　　　　　　 (ス リランカ系 フランス人に発症 した凝固第X因 子欠損症 の遺伝学的解析=

　　　　　　　　　　　　　 発現実験 による機能不全の原因変異Gly366Serの 同定)

内容の要旨

一　色

1.緒 言

　 血液凝固第X因 子(FX)は 、 ビタ ミンK依 存性の血漿 蛋 白であ り、

肝細胞 により生成 され る。FXは 内 因系では凝圃 第IX因 子 によ り活性

化 され、また外因系ではX59因 子 によ り活性 化 され 、プ ロ トロンビン

を トロンビンにす る働 きを担 ってお り、凝固系の 中心的 役割 を果た し

てい る。先天性FX異 常症 は希な常染 色体劣性遣 伝疾患であ り、現在 ま

で に50以 上の遺伝 子異常 が報告 され て い る。 我 々は、CfO55・reactive

mnteritJ(CRMJ陽 性FX異 常症の一家系にっい て遺伝子解 折を行い.

同定 された異常を発現解析す ることに よ りFX分 子の機能 を理解す る

上で重要な知見を術たので綴告す る。

2.症 例

　 U才 女性 、ス リランカ系フランス人。儲 櫨摘 出手術時の血液凝 固学

的 検査にてFX異 常症 と診断 された。　FX抗 原量 は67%、 活性 はiwaiで

あった。

3,材 料 ・方法

　 同意 を得 られた症例 の血液 よ りDNAを 採 取 し、　FX遭 伝 子の全エ ク

ソンの塩基配 列をPCRを 用いて解析 し、さらにRFLPA$析 を行った。　FX

蛋白発現解析 は発現ベ ク ターpCMV41FX野 生 採 にPCR法 にて一塩 基

置換を導入 し、カチオ ン脂 質を用い てHEK293に 遺伝 子導入 した。無血

ip培 養後上清を回収 し、蛋白発現量をELISA法 と ウSス タンブ ロッ ト

法で確詔 した。機能解 祈は凝固時間法(プ ロ トロン ビン時閏、活性化

部分 トロンボブラスチン時PJI、ラ ッセル蛇 毒時間)と 発色基質 を用い

て行った。凝固時閥法では野 生株 で標 準曲線 を作成 し、FX異 常掻 白の

活性 を算出 した。

4.結 果

　 FX遺 伝子の全エク ソンの塩基配列 を解析 し、箪8エ ク ソンG→Aの
一塩 基置換(Gly366Sedを 認めた

。　RFLP解 析ではホ モ接合 体であっ

た。父、母、妹 はヘテ ロ接合体であった。HEK293を 用い たFX里 白発

現解析では、野生株 とGly366Serと でELfSA法 と ウェスタンブ ロ ッ ト

法における発現 量の差は認めなかった。FX蛋 白機能解 析は、凝 固時 間

法では野 生株 を100%活 性 とした場合Gly366Seri3、 プロ トロン ビン時

nno.oa%,活 性化部分 トロンポプラスチ ン時間LO5%,ラ ッセル蛇轟 時

MO.75%と 著明 に低 下 していた。 発色基 質 を用 いた機 能解 析で は、

Gly366SerlはFXa活 性 、 トロン ビン生成 ともに認 め られ なかった。

5.考 察 ・結瞼

　Gly366SerはFX　 Nagoya2と してす でにヘテ ロ接 合体症例が 組告 され

てい るが 、A回 我 々はホモ接合体症 例 と発現機 能解析 を初め て綴告 し

た。FX　Gly366Serは 狙白発現 は認 められ るものの 、　FX機 能解析 では、

凝固時岡法では活性 をほ とん ど認 めず 、また 、FXa活 性、 トロン ビン

生成 も認め られなかった。ア ミノ酸366はcatalyticdomainに あ り、FXの

機能発現に重要であるこ とが示唆 され た。

郁　子

論文審査の要旨

　 稀な遣伝性 出血性 疾患 であ る凝 固第X因 子(FX)欠 損 症 の一家系
に ついて遺伝 子解 析 を行 い、第8エ ク ソンの363番 目のG一・A一塩 基

置換(Gly366Sedを 同定 した。既に 、ヘ テ ロの症例がFX　Nagoya2と

して撮告 され てい るが、本症 例はホモ接 合 体であ った。 変 異蛋 白の

発現解 析では 発現 最は 野生型 と有意差 を認 めなか ったが、凝 固時 聞

法お よび発 色基質法 によ り測定 したFX活 性 は ともに 署明 に低 下 して

いた。

　 審査 では まず 、発 鵡者 の臨床症 状の有 無 につ いて質 問が あ り、本

症例で は、外 傷 による皮 下血腫形成 が あ り、プ ロ トロン ピン製 剤、

新鮮 凍結 血漿輸 血を行 った こ と.ま た 、月経 出血 によ る著明な 貧血

を爆めた こ とか ら閉経療 法が 必要 とされ た と説明 され た。 また、プ

ロ トロ ン ビ ン時 間(PT) 、活 性 化 部 分 トロ ン:r:プ ラ ス チ ン時 問

(nPTT)の 双 方が延 幾 してい た　vの 鑑別 疾患 につい て質 問が あ

り、凝 固カ スケー ドの共通 系の異常 として、FX異 常症以 外に凝固 第

皿因 子異常症 、凝 固第V因 子異常症 が考 えられ る と回答 され た。FX

異常 症の変 異郎位の 分布 にっいての 質問 があn,特 に偏 った傾向 は

ない と回答 され た。FXと カル シウムの関係 について質問 がな され 、

内因 系 カ スケー ドが活 性 化 され る際 にカル シ ウムが必 須 であ る こ

と、 また、exは 他 の ビ タ ミンK依 存性 凝 固因子 と同鐵 に了・Glwamyl

carboxylase　domain〔Gla　 domain)を 有 しているが 、このGla　domainが

リン脂 質、血管内皮 細胞 な どに接 合す る ときにカル シ ウムが 必要 と

され ること.ま た、FX前 駆体が肝 細胞 内で ゴル ジ装 雌に輸送 され る

ときにも密接 に関与 してい ると説 明 され た。

　 FX構 造 解祈 につい て、　GlyがSerに 置換 され る ことで、起 こ りうる

構造 変 化に つい て の質 問 が され た。C}5364-Ala365-Gly366は 、ほ乳

類のセ リンプ ロテアーゼ におい て良 く保 存 され てい る配列 で あ りこ

の配列 が崩れ る ことで プ ロテア ーゼ活性 が消失す る可 能性 が ある。

ま た、よ り大 き いア ミノ酸 のSed66に 置 換 され る こ とで 隣接 す る

Ala365と の距離 が近 くな りす ぎ、原 子聞 の衝 突が 起 こ り、肇 白の構

造 が崩壊 す る可能性 が ある と説 明 され,た。今 回の 変異 ア ミノ酸 の近

傍に カル シ ウム結 合部位 が あ り、本変異 に よりカル シウム との結 合

に影響が及ぷ可能性 につ いて指梱があ った。

　 以上 、本研 究は今 後検討 され るべ き課題 は残 してい る ものの 、稀

な 症evの 遺 伝 子 、蛋 白 発 現 解 析 を 通 して、　FXの 機 能 に お け る

⑳1獅cd㎝ainの 役割 を一部解 明 した点 で、有意 義な研 究 であ る と

評価 された。
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