
血栓止血誌 24（4）：445～453, 2013

◆凝固・線溶・血小板タンパク質の機能発現機構◆

1.  はじめに

血液凝固 IX 因子（以下，FIX）はアミノ酸
415 残基からなる分子量約 57,000 の 1 本鎖糖タ
ンパク質である．FIX 遺伝子は 8 つのエキソン
と 7 つのイントロンからなる 34kb の塩基長であ
り，X 染色体の Xq27.1 に位置する 1）．FIX は肝
臓で生合成され，血中濃度は 3～5μg/mL であり，
加齢に応じてこの血中濃度は高くなる 2）．ヒト血
漿由来 FIX の血漿中の半減期は約 24 時間であ
る 3）．

生体内において，FIX は内因系凝固因子の活
性型 XI 因子（以下，FXIa）または外因系凝固
開始因子の組織因子／活性型 VII 因子複合体（以
下，TF/FVIIa） に よ り，Arg145-Ala146 お よ
び Arg180-Val181 間のペプチド結合が順に切断
され，活性型 IX 因子（以下，FIXa）に変換さ
れる．FIXa はコファクターである活性型 VIII 因
子（以下，FVIIIa）とリン脂質，Ca2＋共存下で，
Xase と呼ばれる複合体を形成し，X 因子（以下，
FX）を活性型 X 因子（以下，FXa）に活性化す
る．最終的にはα-トロンビンがフィブリノゲン
をフィブリンに変換し，活性型 XIII 因子（以下，

FXIIIa）共存下，フィブリン網を形成しつつ止
血の役割を果たす（図 1）4）．

FIX は血液凝固経路において，内因系経路と
外因系経路の交差点に位置する因子として重要な
役割を果たし，その遺伝的欠乏症は血友病 B と
して知られている．その主な原因は点変異であり，
全体の約 9 割を占める．

本稿では，これまで報告されている知見を基に
FIX の各ドメインの分子構造と機能について概
説する 5）．

i）FIX の一次構造
FIX はシグナル配列およびプロ配列を含め 461

アミノ酸残基からなる前駆体蛋白質として肝臓で
生合成される．FIX 前駆体は 28 残基のシグナル
配列が切断された後，18 残基のプロ配列がプロ
セッシング酵素により切断され，成熟した FIX
として血中へ分泌される．成熟 FIX はアミノ末
端側からγカルボキシグルタミン酸（Gla）ド
メインおよび 2 つの上皮細胞成長因子様（EGF
様）ドメイン，活性化ペプチド領域，セリンプロ
テアーゼドメイン領域で構成される．セリンプロ
テアーゼドメイン領域はトリプシンやキモトリ
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FIX の立体構造が安定化し，Gla ドメイン内の疎
水性アミノ酸残基の側鎖とリン脂質膜とが相互作
用できるようになる．また，Ca2＋に加え，Mg2＋

存在下で，FIX 活性が上昇することが森田らに
よって報告されている 9）．Bajaj ら 10）によると，
Mg2＋は FIXa とリン脂質膜との相互作用を促進さ
せるという．Mg2＋は 8 つの陽イオン結合部位の
うち 1 ，7 ，8 番目に配位すると考えられている．
逆に，Mg2＋だけでは FIX の Gla ドメインはリン
脂質膜と結合できず，Gla 残基の 2 番目から 5 番
目の 4 つの Ca2＋がΩ（オメガ）ループ※1（Gly4-
Gln11）の安定化に必要と考えられている 11）．Gla
ドメイン内のΩループは EGF 様ドメイン-2（以
下，EGF-2，Cys88-Cys124 に相当）と共に，活
性化血小板やリン脂質膜上で FX を活性化するた
めの Xase 形成に重要である 12）．

FIX のΩループ内の Lys5 は脊椎動物の FIX
間でよく保存されているが，その他のビタミン K
依存性凝固蛋白質では保存されていないユニーク
な塩基性アミノ酸である 13）．Cheung らによって
Lys5 を Ala に置換した FIX 変異体は IV 型コラー
ゲンとの結合能を消失することが報告され，FIX
のΩループ内の Lys5 は血管内皮細胞や，基底
膜の IV 型コラーゲンに結合する際に重要な役割
を果たすことが示された 14）．

プシンと相同性が高い．成熟過程において，FIX
は小胞体で翻訳後修飾を受けるが，遺伝子組換
えの FIX は宿主細胞の翻訳後修飾を受けるため，
ヒトの FIX の修飾と異なる（表 1, 図 2）．以下，
各ドメインの構造について詳しく述べる．

ii）各ドメインの構造と機能
Gla ドメイン
Gla ドメインはビタミン K 依存性凝固蛋白質に

含まれる共通のドメインであり，因子間で高い相
同性を有する．FIX では肝臓でγカルボキシラー
ゼによってアミノ末端側の 12 個のグルタミン酸
がγカルボキシル化される．ビタミン K は，こ
の反応の補助因子であり，還元型ビタミン K は
γカルボキシラーゼとともにグルタミン酸残基を
γカルボキシル化し，酸化されたビタミン K は，
ビタミン K エポキシドレダクターゼ（VKOR）
によって還元される．このγカルボキシラーゼ
は，FIX プロペプチド内の Ala-10 に変異がある
と親和性が低下する．また，Arg-4（プロペプチド）
を Gln に変異させると，Gla 化が不十分な組換え
体が得られることが分かっており，Gla 化にはプ
ロペプチド領域が関与する 6）‐8）．

FIX の Gla ドメインには 8 つの陽イオン結合
部位が存在する．この部分に Ca2＋が結合すると，
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図 1 　血液凝固カスケード
TF：Tissue Factor，HMWK：High molecular weight kininogen，PKA：Prekallikrein，PL：Phospholipids，
FVa：活性型血液凝固 V 因子，FII：プロトロンビン，FIIa：トロンビン，FI：フィブリノーゲン，
FXII：血液凝固 XII 因子，FXIIa：活性化血液凝固 XIII 因子，FXIII：血液凝固 XIII 因子
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くのβ-ストランド間に位置する．EGF-1 への
Ca2＋の結合は EGF-2 とセリンプロテアーゼドメ
インの位置を調節し，FVIIIa との相互作用を最
適化することで酵素活性を促進している．しかし，
EGF-1 と Thr39-Val46 の疎水配列は内皮細胞へ
の結合には関与しておらず，また直接 Xase の形
成にも関与していない 16）‐19）．

な お，EGF-1 は TF/FVIIa に よ る FIX の 活
性化には必須であるが，FXIa による FIX の活性
化には必須ではないという 20）．EGF-2 には 3 つ
のループが存在し，ファーストループ（Asn89-
Gly93）はコファクターである FVIIIa との結合に
関与し，サードループ（Ser102-Val108）は基質

EGF 様ドメイン
EGF 様ドメインは Ca2＋高親和性結合部位を

有する EGF 様ドメイン-1（以下，EGF-1）と
FVIIIa との結合に寄与する EGF-2 からなる．

EGF-1 内の Ser53 と Ser61 は翻訳後修飾に
より O-グリコシル化され，Asp64 はβヒドロキ
シル化されている．EGF-1 の Ser53 に結合する
O 型糖鎖はキシロース（Xyl）とグルコース（Glc）
からなり，（Xyl）1-Glc と（Xyl）2-Glc の 2 種類が
存在する 15）．遺伝子組換え FIX では（Xyl）1-Glc
は観察されないため，血漿由来 FIX の特徴のひ
とつとなっている（表 1）．EGF-1 の Ca2＋結合
部位は Asp64-Ser68 ヘアピンループとその近

表 1 　血漿由来 IX 因子と遺伝子組換え IX 因子の翻訳後修飾の比較

ヒト血漿由来 遺伝子組換え由来 24）38）

Gla 化の数
　 12/12 残基 100％ 60％
　 11/12 残基 0％ 35％
　 10/12 残基 0％ 5％

EGF-1
　Asp64 β-ヒドロキシル化 37％ 46％
　Ser53  O 型糖鎖 （Xyl）1-Glc, （Xyl）2-Glc （Xyl）2-Glc
　Ser61  O 型糖鎖 Sia-α2,6-Gal- Sia-α2,6-Gal-

β1,4-GlcNAc-Fuc β1,4-GlcNAc-Fuc

AP（活性化ペプチド）
　Tyr155 硫酸化，Ser158 リン酸化
　　完全に修飾されているもの 70％ 4％
　　どちらか一方が修飾されているもの 30％ 21％＊

　　全く修飾されていないもの 0％ 75％

　Asn157  N 型糖鎖 ｝ α2-3，α2-6 で
シアル化

α2-3 のみ
シアル化　Asn167  N 型糖鎖

　Thr159  O 型糖鎖

｝　Thr169  O 型糖鎖 部分的に糖鎖が付加 部分的に糖鎖が付加
　Thr172  O 型糖鎖
＊文献では数値の記載がないため，全てを 100％と仮定した場合の割合を示した．

図 2 　FIX のドメイン構成
●：O 型糖鎖　◆：N 型糖鎖　○β：βヒドロキシル化　Ⓟ：リン酸化　Ⓢ：硫酸化

Gla domain AP Serine protease domain EGF-2

P 

EGF-1

S S
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素原子が，またヒスチジンの窒素原子とアスパラ
ギン酸の酸素原子が水素結合している．セリンプ
ロテアーゼは基質とミカエリス型複合体を形成す
ると，セリンの水酸基のプロトンがヒスチジンに
移る．プロトン化ヒスチジンはアスパラギン酸と
の水素結合によって安定化されている．プロトン
を失ったセリンの水酸基の酸素原子は基質のペプ
チド主鎖にあるカルボニル基の炭素原子に求核攻
撃を行う．それによってセリンの水酸基と基質ペ
プチドのカルボニル基が共有結合した四面体型の
中間複合体が形成される．次いで四面体型の中間
複合体が分解し，基質のペプチド結合が切断され，
アシル酵素中間体が形成する．その後，水がアシ
ル酵素中間体のアシル基を攻撃し，最終的に基質
を切り離して水解する．

FIXa では Ser365（C195），His221（C57），Asp269
（C102）が Catalytic triad を形成する（カッコ内の
C の数字はキモトリプシンナンバー）．この触媒部

である FX との結合に関与している 21）．EGF-1
と EGF-2 を繋ぐ領域のアミノ酸配列とその長
さ（Leu84-Thr87） は，FVIIIa の A2 ド メ イ ン
との相互作用に重要であり，この部位を改変した
FIX では FX の活性化能が低下する 22）．

活性化ペプチド
活性化ペプチド（以下，AP）内には翻訳後

修飾を受ける箇所が数多く存在し，FIX のクリ
アランスに関与している 23）．FIX の糖鎖修飾で
は，Asn157 と Asn167 は N-グリコシル化され，
Thr159 ，Thr169 と Thr172 は O-グリコシル化
されている．また，Tyr155 は硫酸化されており，
Ser158 はリン酸化されている．表 1 に示すよう
に，ヒト血漿由来 FIX の AP の質量分析の結果
から，Tyr155 が硫酸化され，かつ Ser158 がリ
ン酸化されているものは 70％であり，どちらか
一方のみ修飾されているものは 30% である．一
方，遺伝子組換え FIX では硫酸化され，かつリ
ン酸化されたものは約 4% しかなく，両アミノ酸
共に修飾されていないものは 75% にも及ぶ 24）．
血漿由来の FIX のリン酸化を脱リン酸化すると
血中回収率が著しく低下する．リン酸化が血中回
収率に影響を与えるという仮説に基づき，AP を
ポリリン酸化した FIX 改変体を用いて血中回収
率を調べたところ，予想に反して血中回収率は
遺伝子組換え FIX よりも低下した．したがって，
翻訳後修飾による血中回収率の差はリン酸化では
なく糖鎖ではないかと考察されている 25）．糖鎖に
関する報告によれば，ヒト血漿由来 FIX の AP
の N 型糖鎖はα2-3，α2-6 で結合したシアル酸
を含んでいるが，CHO 細胞で産生される遺伝子
組換え FIX ではα2-3 で結合したシアル酸のみ
である．こうした AP の糖鎖の翻訳後修飾の差が
ヒト血漿由来と遺伝子組換えの FIX のクリアラ
ンスの差に影響していると考えられている 24）．

セリンプロテアーゼドメイン
一般に，セリンプロテアーゼは求核攻撃をもつ

セリン残基および触媒残基としてヒスチジン残基
とアスパラギン酸残基をもつ．これら 3 つのア
ミノ酸は空間的に Ser-His-Asp の順で並んでお
り，セリンの水酸基の水素原子とヒスチジンの窒

 

S1 site 

FIXa 

Ca2+高親和性領域 

図 3 　プロテアーゼドメインのカルシウムイオン結合部位，
Autolysis Loop，触媒部位と S1 部位の位置関係

N：NH2末端，C：COOH末端，D：アスパラギン酸の側鎖　黄，
H：ヒスチジンの側鎖　マゼンダ，S：セリンの側鎖　緑，
S1site D：S1 部位のアスパラギン酸　黒
矢印は基質の結合部位に結合した P1 側鎖の位置を示してい
る．FIXa は Autolysis Loop の C150 の R（アルギニン）と
C151 のセリンの結合を切断する．Ca2＋は C70, C80 のグルタ
ミン酸の側鎖と結合することで構造を安定化し，FIXa による
Autolysis Loop の切断に対し保護的に働く．（文献 26 より引用，
一部改変）
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もう 1 つの経路は蛇毒の Russel’s viper venom
の X 因子活性化酵素（RVV-X）により活性化さ
れる経路である．前述の活性化経路とは異なり
Arg180-Val181 のペプチド結合が先に切断され，
FIXaαを産生する．その後，Arg145-Ala146 間
のペプチド結合が切断されて 2 本鎖の FIXaβ

（FIXa）へと変換される．中間体である FIXaα
と FIXαは合成基質と天然基質である FX の活
性化能が異なる．FIXαは合成基質の水解活性
を有するが，その効率は FIXaβの 4 分の 1 以下
である．なお，基質を FX にすると，FIXαは
FXa を産生することができない．一方，FIXaα
の合成基質の水解活性は FIXaβの活性にほぼ等
しい．しかし，基質を FX にすると FXa の産生
効率は FIXaβに比べて低くなる 27）．このように
FIX の中間体や FIXaβの活性は低分子の基質と
高分子の基質の間で反応性が大きく異なる．

TF/FVIIa に よ る FIX 活 性 化 は，TF/FVIIa
の TF と FIX の Gla ドメイン及び EGF-1 ドメ
インとが相互作用することによって上記のペプ
チド結合が切断される．この反応では，Arg145-
Ala146 間のペプチド結合のみが切断されている
ため FIXαが観察できる．このことから，TF/
FVIIa による活性化は，産生された FIXαが
TF/FVIIa 複合体から一度解離し，解離した

位に加えてセリンプロテアーゼドメイン内には，Au-
tolysis ループと呼ばれる領域と Ca2 ＋高親和性領域
が存在する．これら 2 つの領域は 2 箇所の水素結合
で繋がっている．Autolysis ループは FIXa がチモー
ゲンの FIX を切断する領域（Ser318-Arg319）を
含むため，このように呼ばれている．Autolysis ルー
プで切断された FIX は，Catalytic triad を形成で
きなくなるため酵素活性を示さない．Ca2 ＋結合
ループには 1 つの Ca2 ＋が Glu235（C70），Asn237

（C72），Glu240（C75），Glu245（C80）で配位し
ており，Ca2 ＋は FIXa の立体構造を維持するのに
重要な働きを担っている（図 3）．これにより，セ
リンプロテアーゼドメインでの Ca2 ＋の結合は Au-
tolysis ループの切断（Ser318-Arg319）を抑制し
ている 26）．

iii）FIX 活性化機構
FIX の活性化には切断順序の違いにより 2 つ

の経路が存在する．1 つは FXIa，あるいは TF/
FVIIa による活性化経路である（図 4）．この経
路では，まず Arg145-Ala146 間のペプチド結
合が切断されて FIXαとなり，次いで Arg180-
Val181 のペプチド結合が切断され，35 残基の
AP が遊離し，Cys132-Cys289 がジスルフィド結
合した 2 本鎖の FIXaβ（FIXa）へと変換される．
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図 4 　FIX の活性化機構
LC：Light Chain，AP：Activation Peptide，HC：Heavy Chain，RVV-X：Russell’s Viper Venom factor X activator
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ないという 31）32）．FXIa による FIX の活性化は，
TF/FVIIa の活性化と異なり Arg145-Ala146 間
のペプチド結合の切断が律速である．最近，同
グループは，一部の FXIa では 1 箇所のアクティ
ブサイトだけで一度も乖離することなく FIX を
FIXa に活性化する可能性についても報告してい
る（図 5）33）．

iv）Xase による FX 活性化
FIXa は単独でも基質である FX を活性化する

が，その活性化速度は遅い．FIXa はコファクター
である FVIIIa，Ca2＋，リン脂質共存下で複合体

（Xase）を形成すると，酵素活性は劇的に増強し，
FX の活性化速度は 109 倍まで高められる．また，
Xase による FX の活性化は，TF/FVIIa による
FX の活性化の～50 倍効率が良い 34）．

FIXa は Xase を形成するとき FVIIIa とリン脂
質上で結合する．この結合には FVIIIa の A2 ド
メインと A3 ドメインが関与している．前者の
FIXa との親和性は低く Kd～300nM 程度である
が，後者の FIXa との親和性は高く Kd～15nM で
ある．これまでの報告から，FIXa と FVIIIa と
の結合部位は 3 箇所同定されている．①FIXa の
330-339 ヘ リ ッ ク ス と FVIIIa の 558-565 の 領
域，②FIXa の 301-303 の 領 域 と FVIIIa の 712
周辺領域，③FIXa の Phe25，Tyr69，Asn92 と

FIXα は 再 び TF/FVIIa と 結 合 し，Arg180-
Val181 のペプチド結合を切断することで FIXaβ
へと 2 段階で変換していることが分かる※2．す
なわち，TF/FVIIa は FIXαよりも FIX に対す
る親和性が高い．したがって，TF/FVIIa による
FIX の活性化は Arg180-Val181 のペプチド結合
切断が律速である 28）29）．

一方，ホモダイマーである FXIa による FIX
の活性化では，ホモダイマー中の FXIa のアク
ティブサイトが 2 箇所あり活性化の中間体が観
察されないことから，FXIa が FIX の 2 箇所のペ
プチド結合を切断すると考えられていた 30）．し
かし，FXI の結晶構造が明らかにされるとアク
ティブサイトが互いに近接せず反対方向を向い
ていることから，この考えは否定された．その
後，Gailani らは，2 箇所ある FXIa のアクティブ
サイトのうち 1 箇所のみを不活化した FXIa を用
いて FIX を活性化すると，FIXαが蓄積される
ことを見出した．この結果により，TF/FVIIa に
よる FIX 活性化と同様に FXIa による FIX の活
性化においても，産生された FIXαは FXIa か
ら一度解離し，解離した FIXαは再び別の FXIa
と結合し，Arg180-Val181 のペプチド結合を切
断することで FIXaβへと変換していることが判
明した．すなわち，FXIa は FIX よりも FIXα
に対する親和性が高いために，中間体が観察され

図 5　FXIa による FIX 活性化機構のモデル（文献 33 より引用）
E：Exosite，A：Active site
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由としては EG が FIXa のアクティブサイトに構
造変化を起こさせ，P3 位の疎水性の残基とトリ
ペプチドの合成基質がアクセスしやすくなるため
だと考えられている（図 7）36）．この EG の結合
部位は FVIIa 同様に 60 ループと 99 ループの間
であると考えられたが，Zogg らによって EG は
FIXa の 170 ヘリックスの Ser171 の Oγおよび
Tyr225 のカルボニル基の酸素とアミド基の窒素，
Glu217 のアミド基の窒素と水素結合しているこ
とが示された．EG は S3 位である Glu217 と直

FVIIIa の 1811-1818 の領域，である．この複合
体をリン脂質上でモデリングすると，FIXa の活
性触媒基は液相に接する上部に位置し，膜表面か
ら約 75～80Åの距離に位置している（図 6）35）．

また，活性化された FIXa はアルコールにより
合成基質に対する触媒活性が上昇することが知ら
れている．1価のアルコールよりも2価のアルコー
ルのほうが顕著に合成基質の水解活性を増強さ
せる．特にエチレングリコール（EG）存在下で
は，その酵素活性は 20 倍も増強される．その理

 

75～80Å 
アクティブサイト 

図 6 　脂質二重膜と相互作用する Xase のステレオビュー（文献 35 より一部改変）
FVIIIa の重鎖：ダークグレー，FVIIIa の軽鎖：ライトグレー
リン脂質と相互作用する FVIIIa の C1，C2 ドメインと FIXa の Gla ドメイン：青
FIXa の重鎖：橙，FIXa の軽鎖：黄

 

ＥＧ 

6Å

7Å 

図 7 　エチレングリコール（EG）の結合部位（文献 37 より引用，一部改変）
左図　エチレングリコールの結合部位と各アミノ酸側鎖との距離
　　　P1-R：P1 の側鎖
右図　エチレングリコールと各基質結合部位との距離
　　　FPR-CMK：Phe-Pro-Arg-Chloromethyl ketone
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接相互作用して，それぞれ 6.0Åと 7.0Åの距離
にある S1 位と S4 位に影響を与える．この結果，
FIX の触媒活性が上昇すると考えられている 37）．

2.  おわりに

以上のように，FIX はその構造と機能につい
て数多くの研究がなされている．血漿由来の血
液凝固 IX 因子製剤と遺伝子組換え由来の血液凝
固 IX 因子製剤との血中回収率の差は，宿主の違
いによる翻訳後修飾の差がその原因とされている
が，決定的な結論に至っていない．今後，最新の
技術を用いた解析等により，FIX のより詳細な
分子構造と機能発現のメカニズムが解明されるこ
とが期待される．
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