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血管が傷害されると凝固因子が次々に活性化され、最終的にはフィブリノゲンからフィブリンが形成されて、フ

ィブリン血栓となり止血が完了する。これら凝固因子の活性化反応は生体膜の基本構造であるリン脂質二重

膜上で効率的に進むことが明らかとなっており、凝固因子とリン脂質膜の結合動態や、リン脂質膜上での凝

固因子活性化複合体形成過程を理解することは、凝固因子関連疾患の病態解明において重要である。本研

究では凝固因子のプロトロンビンに着目し、プロトロンビン 1 分子レベルでの可視化、プロトロンビンがリン脂

質二重膜上に結合する過程のリアルタイム観察を目的とした。 
【プロトロンビン 1 分子レベルでの可視化】 
リコンビナントプロトロンビンを高純度精製し、HS-AFM にてマイカ基板上でのプロトロンビンを観察した。その

結果、全長 0.8–1.0 nm のタンパク質が多く確認された。Bio AFM viewer を用いて作製したプロトロンビンの

予測撮像モデルから全長は約 0.9 nm と推測され、HS-AFM にて確認されたタンパク質とほぼ同様の長さや

形状をしており、1 分子レベルでのプロトロンビンの撮影に成功した。 
【プロトロンビンがリン脂質二重膜に結合する過程の可視化】 
マイカ基板上に生体膜を模したリン脂質二重膜を作製し、観察した。そこにプロトロンビンを添加して、添加前

に観察したのと同じリン脂質膜を確認したところ、リン脂質膜辺縁部に結合したプロトロンビンを可視化するこ

とに成功した。さらに、経時的に観察を続け、プロトロンビンがリン脂質膜辺縁部に結合する過程をリアルタイ

ムで撮影することにも成功した。 
【リン脂質膜結合異常を有すると推測されるプロトロンビン変異体とリン脂質二重膜の相互作用解析】 
プロトロンビンは N 末端側の Gla ドメインを介してリン脂質膜と結合する。この部位に変異を有する 2 種類の

異常プロトロンビンを精製し、リン脂質二重膜への結合動態を野生型と比較した。その結果、2 種類の異常プ

ロトロンビンは野生型に比べてリン脂質膜辺縁に結合する分子数が少なく、画像解析から算出したリン脂質

膜単位長さあたりの結合数 (/µm)も野生型より低値を示し、リン脂質との結合能低下を示すことができた。 
今後は、プロトロンビンがリン脂質の曲率を認識しているのかを解明するため、凹凸基板での検討を進める。 
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