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Summary: We studied in vitro properties of heat-treated APCCs CAutoplex T and 

FEIBA TIM4) as compared with a heat-treated PCC CProplex ST) with special reference 

to vitamin K dependent factors and F. VIII inhibitor bypassing activity CFEIB-activity). 

Autoplex and FEIBA were found to contain al1 of Factors I1， VII， IX and X activities equal 

to or more than those levels in Proplex. While the immunological activity of F. II and F. 

X in both APCCs was higher than their functional activity， the functional activity of F. VII 

and F. IX was higher than their immunological activity. With western blot technique， bands 

of F. VIIa， F. IXa and F. Xa were shown in autoplex， FEIBA and Proplex. The content of 

FEIB-activity in both APCCs was the same as or more than indicated individual1y on the 

label. These findings suggest that activation and inactivation of biological activity and 

some modification of prothrombin family proteins in Autoplex and FEIBA occurred during 

production and heating procedures， and that both APCCs are probably effective and useful 

for managing hemophiliacs with inhibitors. 

lndex Terms 

Factor Vlll inhibitor bypassing activity CFEIB-activity)， heated-treated activated 

prothorombin complex concentrates CAPCCs)， Autoplex， FEIBA 

緒 雪量
Eコ

血友病患者の止血管理は血液成分分画製剤の開発進展

によって，外科的手術や頭蓋内出血に対する治療も容易

に行えるようになった. しかし， これら製剤の反復投与

により第VIII因子および第IX因子に対する阻止物質 Cin-

hibitor)の産生されることが知られており，一旦発生す

ると数カ月から数年間存在し，患者の止血管理は甚だ困

難となる1)

これまでにinhibitorのd患者の治療には高力価第vm因
子製剤の輸注，交換輸血またはPlasmaphor巴sisが行わ

れてきたが， 1972年F巴keteら2)がプロトロンピン複合

体濃縮製剤 CProthrombin complex concentrate: 

PCC)の使用を報告して以来，現在各種PCC製剤投与に
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よる止血療法，すなわち第VIII因子inhibitor -Bypass療法

の試みが数多くなされている3ト5) 血友病B止血療法剤

として用いられている PCC製剤には主としてピタミン

K依存性凝固因子 (F.II， VII， IX， X)が含まれており，

これら諸因子を予め意識的に活性化させた活性型PCC

製剤 (ActivatedPCC: APCC)も開発されている.

教室では，すでに福井ら6)により APCC製剤の凝血，免

疫学的特性を，杉本ら川こより市販4種の非活性型PCC

(Non activated-PCC: NA-PCCと称すこともある.)と

2種の APCC中の FEIB活性 (Factor VIII Inhibitor 

Bypassing Activity)を，吉岡ら町こより加熱PCC製剤

の凝血，免疫学的特性を報告してきた.今回，加熱処理

を含むAPCC中の製造行程中に生じたピタミンK依存

性凝固因子の変化，変性をImmunoblot法を用い，凝

血，免疫学的に検討し，それら APCC中の存在様式を分

析したので報告する.

材料及び方法

1.加熱処理-APCCおよびPCC剤:加熱処理APCC剤

として， Autoplex T (Baxter， USA)とFEIBATIM4 

(Immuno， Austria)の各llot，加熱-PCC剤として Pro-

4. Immnoblot法による解析:Autoplex T， FEIBA 

TIM4， Proplex STを蒸留水でそれぞれ2倍， 10倍 2

倍に希釈し， 2% SDS及び20%グリセリン〔還元処理で

は5% 2-m巴rcaptoethanolを加える〉を含む0.0625M

Tris-HCI (PH6.8)と等量混合し 90"C1 -2分反応さぜ

た.この試料10μlを4-12%SDS gradientポリアクリノレ

アミドスラブゲノレ電気泳動 (SDS-PAGE)に20mA 2時

間展開した.次にゲノレをニトロセルロース膜 (BIO-

RAD， Richmond， CA)に合わせ，ニュートランスフア

ープロッティング装置トランスプロットセノレ (BIO-

RAD， Richmond， CA)を用いて 200mA， 2時間電気的

にタンパクをニトロセルロース膜に転写させた.さらに

ウシ血清アノレブミン〔日本パイオテスト〉でブロッキン

グ後抗ヒト第II，第VII，第IX及び第X因子ウサギ血清(ヘ

キスト〉とそれぞれ一晩反応させた.洗浄後ベノレオキシ

ターゼ標識抗ウサギIgG血清 (T AGO， Burlingame， 

CA) と2時間反応させ， ιCI-l-naphthol (BIO-RAD， 

Richmond， CA)で発色させ第II，第四，第IX及び第X

因子の開裂状態を観察した.

成 韻

plex ST (Baxter， USA)の1lotを用いた1.各種ωPCC中の第II，第四，第IX及び第X因子含有

2.各凝固因子測定法:(1)第II，第IX及び第X因子抗原 量及びFEIBA活性.

量 (F.II : Ag， F. IX : Ag及びF.X : Ag) ; Fujimura et Proplex， Autoplex， FEIBAともピタミンK依存性の

al'). Sugimoto et aPO). の方法により作製した自家製抗 F. II， F. VII， F.IX及びF.Xを含んでいた.F. II: C， F. 

ヒト第II，第IX及び第X因子家兎血清を用いたLaurell VII: C及びF.X: CはFEIBA>Proplex> Autoplexの

のロケット免疫電気泳動法にて測定した.(2)第四因子抗 順に多く， F. IX: CはFEIBA>Autopl巴x>Propl巴Xの

原量 (F.VII: Ag) ;125 1標識抗ヒト第VII因子家兎IgGを 順であった. 3製剤とも F.VII: C， F. IX: Cを十分含有

用いたtwo-sitesolid phase immunoradiometric assay していた.

(IRMA)法11)1こて測定した.(3)第II，第四，第IX及び第 F. II， F. ¥司1，F.IX及びF.Xの抗原量は， F. VII: Ag， 

X因子活性 (F.II目 C，F. VII: C， F. IX: C及びF.X : F. IX: Ag についてはProplex，Autoplexの2製剤につ

C) ;第II，第四，第IX及び第X因子欠乏血援を基質にし いては大差なく， FEIBAについては， F.VII:Agは前2

た一段法にて測定した. 者の約1/5倍， F.IX:Agは約3倍であった.F. II : Ag 

3. Factor VIII inhibitor bypassing activity (FEIB田活 はFEIBA>Proplex> AutoplexのJI買に多く， FEIBAは

性): EIsinger (1977)の方法12)に準拠し， Kaolin-PTT Autoplexの約4倍多く含まれていた.F. X :AgはPro-

に対する短縮効果より定量した.血友病Ainhibitor血 plex> FEIBA> Autopl巴X の順でProplexはAutoplex

媛 (10Bethesda U / ml) 0.1 mHこ， 5 mg/ml Kaolin懸濁 の約5倍の値を示した.各製剤については各因子の抗原

液 (Fisher.USA) 0.1 ml， 10倍希釈したPlat巴lin液 量と活性の比をみると F.IIでは約3倍， F.Xでは約2

(Organo Tekunika Corporation， NC) 0.1 mlを加え予 -9倍と凝固活性より抗原量が多く含まれ， F. VII， F.医

め37"C5分イ γキュベート後，適当に希釈したサンフソレ ではProplexについてはほぼ同じで， Autoplex， FEIBA 

0.1 mlを加え， 15秒間後0.025MCaC12 0.1 mlを加え凝固 はむしろ抗原量より凝固活性が多く含まれていた.

時間を測定した.得られた凝固時間を市販FEIBA(500 FEIB活性はFEIBA，Autoplexとも，表示力価以上の

FEIBA U/vial)を順次希釈し両対数表にフ。ロットして 値を示した.Propl巴XのそれはFEIBAの8%，Autoplex 

作成した標準直線より換算し， FEIBA U/mlとして表現 の5%程度で、あった (Table1). 

した 2.Immunoblot法による解析
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1) F. II :非還元，還元系とも 3本の主バンドを示し られなかった (Fig.1) • 

た. 75.5KD， 55KD及び40KDのバンドはそれぞれ 2) F. VII:非還元系では3製剤とも 50KDのパンドを示

intactなprothrombin，prothrombin + fragment 2そ した.50KDのバンドは還元系では消失していることか

して prethrombin2にほぼ一致するものと考えられた. らF.VlIaと考えられた.なお非還元系で59KDに一致

Thrombinに相当するバンドはいずれの(A)PCCでも見 するもう一本のバンドは用いた抗体が抗F.VII十抗F.X

Tabl巴1. The content of factors II， VII， lX and X in (A) PCCs 

Indicated Dissolved F. II (u/mj) F. VIl (u/mj) F.IX (u/mj) F. X (u/ml) FEIB 
activity volume activity' 
(units) (ml) C帥 Ag帥， Ag/C C Ag Ag/C C Ag Ag/C C Ag Ag/C (ml) 

Proplex ST 400 30 9.0 23.2 2.6 31 35目9 1.18 21. 9 33.2 1. 7 6.7 72 
(F.IX:C) 

Autoplex T 500 30 5.3 13.6 2.5 28 24.6 0.92 31.5 27.0 0.91 8.1 13.8 
(FECU) 

FEIBA 500 10 22.1 56.3 2.6 33 6.8 0.23 96.4 83.0 0.82 17.1 53.3 
(FEIBA) 

* FEIB activity: Factor V11l inhibitor bypassing activity is expressed as a mean level of 3 lots 
* * C : Clotting activity is expressed as a mean level of 3 lots. 
* * *Ag; Antigen is expressed'as a mean level of 3 lots 

議

8目7

1.7 

3.1 

Pr毒~2+Jr:.2

A 
Fig. 1. The mol巴cularanalysis of F.II in the heat-treated APCC. A sampl巴 (10μ1)adjusted to 
approximately 5-9U/ml was subjected to SDS司4-12% gradient PAGE. Following west巴rn
blotting of the F. II， the nitrocellulos巴 membranewas reacted with polyclonal anti-F.II 
antibody and subsequently with goat anti-rabbit 19G peroxidas巴.

NR shows the unreduced samples and R shows the reduc巴dsamples. F: FEIBA TIM 4， A 
Autoplex T， P: Proplex ST. 

42 

865 

520 
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抗体であったため， F.Xに相当するパンドが出現したと

考えられる (Fig.2). 
考 案

3) F. IX: Autopl巴X は非還元系で57KDと47KDの2 Fekete2)がinhibitorの発症した血友病A患者にPCC

本のパンドを示した.この 2本は還元にて消失し，新た 製剤を投与し，その止血効果を認めて以来， APCC製剤

に40KDと30KDのベプタイドバンドが出現した. を含め数多くの inhibitorBypass療法の試みがなされ

40KDはF.IXのheavy鎖+activation peptide， 30KD ている.しかし， ωPCC製剤の Bypass効果， F. VlIlin 

はF.IXaのheavy鎖と考えられた.FEIBAとProplex hibitor bypassing activityの本態に関しては， F. VII a 

は非還元系で57KDの一本，還元系では57KDがやや退 説13)叫， F. VlIl: Ag説15>， F. X十thrombin説16)等の報告

色し，薄い40KDの新しいバンドが出現した (Fig.3). があるが，未だ明確な見解が確立されていないのが現状

以上の成績から， AutoplexはintactなF.IXはほとん である.

どなく， F.IX a及びF.IX aβ から構成され， FEIBAと 今回， Autopl巴xT及びFEIBAの加熱APCCと加熱

ProplexはintactなF.IXと一部F.IX aをもっている PCCである ProplexST中の F.11， F. VII， F.IX， F. Xの

ものと考えられた. 性状，存在形式を検討したので報告する.

4) F. X:非還元系ではFEIBA，Autoplex， Proplexの lmmunoblot法による解析から， F.IIについてはそれ

3者とも 59KDと50KDの2本のバンドを示しこれら ぞれの製剤について 75.5KD，55KD， 40KDの3本の主パ

は還元系では消失し，新たにF.XまたはF.Xaの ンドが認められた.Prothrombinの活性化は2段階によ

heavy鎖及びlight鎖に相当する新しいバンドが出現し って行われる.まずF.XaとCa2+により 55KDの

た (Fig.4). prethrombin 2と35KDのfragment1・2に分かれ，次

にprethrombin2のArg323.Ile324結合が切断されて

Fig. 2. The molecular analysis of F. VII in the h巴at-tratedAPCC. NR shows the unreduced samples 
and R shows the reduced sampl巴s，F: FEIBA TIM 4， A: Autoplex T， P: Proplex ST. 
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務3え R 

Fig. 3. The molecular analysis of F.IX in the heat-treated APCC. NR shows th巴unreducedsamples 
and R shows the reduc巴dsamples. F: FEIBA TIM 4， A : Autopl巴xT， P: Proplex ST. 

thrombinとなる17)分子量から 75.5KD，55KD， 40KDの

パンドはそれぞれintactなprothrombin，prethrombin 

十fragm巴nt2， prethrombin 2と推定された.Prothrom-

bin活性化の第一段階が一部に進行しているものの，

thrombin生成にまで及んでいないことが確かめられた.

F. VIlは48KDの一本鎖糖蛋白質で， リン脂l質と Ca2十

の存在下，F.Xaにより S-S結合で結ばれた 28KDと

20KDの2木鎖からなる F.VlI aに活性化される 18>，今

回 3製剤とも 50KDのバンドが認められ，これらのバ

ンドは還元系で、消失したことより F目 VIlaと考えられた.

吉岡らが報告した加熱PCC製剤j中の F.VII: Cと比較し

て，今回のそれは 28~33U Iml と 10 倍 ~50 倍の高値を

示したがこのことはF.VII aそのものを測定しているこ

とによるものと考えられた.

F.IXの活性化機構については， F. XI aとCa叶こより

Arg同 _Ala146結合が切断され，S-S結合で結ばれた

heavy chain (H鎖〉と lightchain (L鎖〉からなる F.

IX aになる.次にH鎖中の Arg日O_Val'81結合が切断され

ると， 10KDのactivationp巴ptideを遊離し F.IXaβ と

なる19)20).また， F.IXは組織因子と Ca2+存在下， F. VII a 

によっても活性化される21)_ Autoplexは非還元系で

57KDと47KDの2本のバンドを示し，この 2木は還元

にて消失し，新たに40KDと30KDのベプタイドバγ ド

が出現したことから， 40KDはF.IXのheavy鎖十acti-

vation peptide， 30KDはF.IXaのheavy鎖と考えられ

た.すなわち， AutoplexはintactなF.IXはほとんどな

く， F目IXa及びF.IXaβ から構成されていることが確

かめられた. FEIBAとProplexは非還元系で57KDの

一本，還元系では57KDがやや退色し，薄い40KDの新

しいパンドが出現したことから， intactなF.IXと一部

F.IXaをもっているものと考えられた.

F.Xは，内因系 (F.IX a， F. VIII a，リン脂質， Ca2っと

外因系 (F.VII，組織因子， Ca2つの両方により活性化さ

れる 22). まず活性発現に必須のH鎖中の Arg51_Ile52結合

が切断され， activation peptideを遊離し F.X aaとな

る.次にcarboxyterminal peptideのArg290_Gly291が切

断されF.X aβ になる.今回 3製剤とも非還元系では

59KDと50KDのバンドが認められ，還元系ではこれら
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Fig. 4目 Themolecular analysis of F.X in the heat.treated APCC. NR shows the unreduced samples 
and R shows the reduced samples. F: FEIBA TIM 4， A : Autopl巴xT， P: Proplex ST. 

のバンドが消失し， 50KDと20KDに新たにバンドが出 (1979)はFEIB.activityを示す機序について，製剤中

現した.非還元系でのバンドはそれぞれF.X， F. X aa のF.VlIaの重要性を強調した.これは， F. VII aの血中

と考えられ，還元系の二つのパンドはF.X， F. X aaの 半減期が製剤の臨宋効果持続時間とよく相関すること，

H鎖及びL鎖と推察された. φst巴rudら叫【1977)の報告した F.VlIa による F.IXの

以上より， Autoplex及びFEIBAについて F.II， F目 活性化 (Alt巴rnativepathway)に基ずくものであるが，

VII， F. IX， F. Xの活性型凝固因子を含んでいることが確 加熱APCC製剤において F.VlIaのFEIBactivityに及

かめられた.活性に対する抗原の比をみると，加熱PCC ぼす影響は大きいものと考えられた.

製剤に比べF.II， F.IX， F. Xについては大差なく，加熱

APCC製剤においてもどく一部が活性化されているも
結 呈品
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