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序　文
　血液凝固は各種プロテアーゼのカスケード反応であ

り、フィブリン線維による血栓形成が最終段階である。

すなわちトロンビンがフィブリノーゲンをフィブリンに

変換し反応が終了する。フィブリン塊（ネットワーク1)）

は自己組織化的注1) 2, 3）な分子重合によって形成される

（図１ A）。また吸光度（350 nm）で重合過程を追跡 4~6）

するが、トロンビン、pH、２価イオンなどの溶媒環境に

影響される７）。観察には電子顕微鏡8）や共焦点レーザー

走査顕微鏡が用いられ構造と機能の研究を可能にした 7,

9, 10）。

　イタイ・イタイ病11~13）はカドミウムによる骨軟化症、

骨粗鬆症、腎機能障害などを特徴とし、また高体温が続

くと生体機能が障害される。これらの血液凝固に及ぼす

生理学的な研究は行われていない。

　本研究はカドミウムや高温に暴露されたフィブリン塊

形成に及ぼす影響を定量的に検討することを目的にした。

１）吸光度の変化はロジステイック注2) 成長14）の２階差

分方程式で表された。２）ボックスカウント法注 3) 15,16）

でフラクタル次元（D）を求め、確率モデル画像注4)（コ

ンピュータグラフィックス17））とフィブリンのフラクタ

ル性注 5) 15, 16) を比較した。直線の傾き（=D）は反応速

度（dy/dt）を、y軸切片は線維の密度（複雑性注6)）を示

した。カドミウムや熱に暴露したフィブリンは不規則な
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要 旨 
 イタイ・イタイ病の原因の１つはカドミウムであり、病態として高体温が続くと身体機能に変調を来す。本研究は重

金属や熱によるフィブリンの重合に及ぼす影響を初めて定量的に検討した。ロジステイック成長式の数値解、写真画像

のフラクタル分析と蛍光分析結果は、１）ロジステイック曲線の接線はフィブリンの重合速度、プラトー値（定常状態）

は重合度（フィブリン線維密度）を示唆した。２）フィブリンは２分岐成長するフラクタルであり、その次元（D）を分

析する直線の傾きは重合速度に、縦軸切片は重合度（画像密度）に対応した。カドミウムや熱処理によってフィブリン

は非線維性の不規則な凝集塊を呈した。混合フィブリン塊（FITC-標識と RITC-標識熱変性）の２蛍光色分析から、３）

正常フィブリンと変性フィブリンは不均一なフィブリン塊を形成し、また変性フィブリンは正常フィブリンよって部分

的に代償されることが示唆された。 
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注１）self-organization；ランダムに分散した粒子の集団から時間経
過とともに粒子間の相互作用により自発的に「形」が形成
されるシステムを言う。 

注２）ロジステイックス（logist ics）は「兵站」、「物流」の意。物
の流入、流出の非平衡定常状態を微分方程式で記述するが、
離散量を扱う差分方程式（difference equation）はコンピュー
タで数値計算するのに適している。 

注３）画像を分割した画分数の対数と各画分内の濃度の対数を両
対数プロットすると直線が得られる（材料と方法）。 

注４） Mathematica, Wolfram Research Co. LTD (USA), Ver 2.2 
注５）マンデルブロー１８）が命名した。半端な次数（次元）を意味

する。いわゆる２次元画像の次元は２ではなく、１と２の
間の小数点が続く半端な数値になる。 

注６）complexity１９）。入り組んだ海岸線１８）ほど、ギザギザの程
度（入り組み方）が大きくなり複雑性をます。フィブリン
の場合は高い濃度（密度）に対応する。 
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図１  

A、フィブリン・ネットワークの形成 

 フィブリノーゲン（３本鎖の２量体、[AβBβγ]x２）のAα、Bβ鎖はトロンビンによりN-末端側の十数個のアミノ酸残

基AとB（フィブリノペプチド）が次々に取り除かれα、β、γ鎖の２量体 [α β γ]2に変換される。Dは各鎖のC-末端、Eは各

鎖のN-末端ドメイン。フィブリンモノマー （D-E-D）は直鎖方向（end-to-end）と側鎖方向（side-by-side）に重合し、不

溶性のネットワークを形成する。挿入図は暗視野装置で可視化したフィブリン（白い部分がフィブリン線維）。バーは10 μm。

B、マイクロチェンバー 

 顕微鏡で観察するために作成したマイクロチェンバー。Gはガラススライド、Aは片面に接着テープが付いたアルミ薄

（厚さ0.26 mm）、Cはカバースリップ。ガラススライドとカバースリップの空所は約60 μlになるように設計されている。

AとCはマニキュアで接着した。数字の単位はmm。 

 

A

B
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非線維的なフィブリン塊を形成した。３）混合フィブリ

ン塊（FITC と RITC）の２蛍光量を分析した結果、変性

フィブリンの重合は正常フィブリンより部分的に代償さ

れる。すなわち正常フィブリンは非線維的な凝集塊を補

い、その構造の不均一性は変性フィブリンの増加により

増大することが見いだされた。

材料と方法 
1　分光光度計によるフィブリン重合反応の分析 

　牛血清フィブリノーゲン（Calbiochem.、USA、24  mg/ml）、
標準緩衝溶液（50 mM Tris-HCl/pH 7.5, 0.1 M NaCl、2 mM
CaCl2）にトロンビン（Calbiochem、0.2 ユニット）を添加

し吸光度 (350 nm) を分光光度計 4）で測定した（1~25
分）。その他の２価の陽イオンはマグネシウム、亜鉛、カ

ドミウムを用いた。

2 フィブリンの SDS 電気泳動

　フィブリン塊から酢酸でモノマーを抽出した 4）。透析

後、10%SDS（sodium　dodecylsulfate）ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動（Laemmli20））を行った。ゲルはクマシー・

ブリリアント・ブルー（R250）で染色し、酢酸 (10%)-

メタノール(30%)液で脱色した。蛍光標識フィブリンは、

ゲルをトランス・イルミネータ（UVP、USA）で発光さ

せ、デジタルカメラ（Nikon Photonics, Tokyo）で撮影した。

3　フィブリノーゲンの蛍光標識

　フィブリノーゲンは FITC（fluoresceine isothiocyanate）
（Sigma、USA）/ セライトまたは RITC（rhodamine
isothiocyanate）/ セライト（1 mg/ml）で蛍光標識した9）。

遠心（11,200 xg、１分）し、上澄みをPD-10カラム（Sephadex
G25、Pharmacia、Sweden）でクロマトグラフィーを行っ

た。標準緩衝液で溶出した画分（ボイド、3~5 ml）を回

収し、スピンカラム（MiniCent M-30、Tosoh、Tokyo）で

濃縮した。

4 フィブリン塊の可視化と蛍光画像の分析

　熱変性と正常フィブリノーゲンを混合（モル比 1:1、

1:2、1:5）し、トロンビンを添加してマイクロチェンバー

（図１ B）内でフィブリンを重合した 9）。蛍光顕微鏡

（Eclipse, Nikon Photonics, Tokyo）の励起波長はバンドパス

フィルター（FITC；465~495 nm、RITC；510~560 nm）を

用いた。暗視野照明は暗視野コンデンサー（Dark field
condenser、 Dry 0.95~0.80、 Nikon Photonics）を用いデジタ

ルカメラで撮影した。２蛍光画像はイメージ・プロ・プ

ラス（Image-Pro Plus、Ver.3.0.1、 Media Cybernetics、USA）

を用いて２画像を重ね合わせ、またラインスキャンし蛍

光強度（FITC と RITC）を求めた。強度はそれぞれの最大

値を 100 として相対値で示した。

5 幾何学的分析

 パーコレーション 17）（確率 P ＝ 0.1、0.2、 0.3、0.4、

0.5、0.6、0.7、サイズ L ＝ 10、20、30、40、50、70、

100）、シルピンスキーのガスケット、乱数によるランダ

ムストリートなどはマセマティカ（Mathematica、Ver.2.2）
で作成した21）。イメージ Ｊ（ImageJ,NIH,USA）で２値画

像を作成し、式

　　　　　logN(λ)=-Dlog(1/λ) ＋ logK　　　

図２ フラクタル画像 とフラクタル

次数（次元）の決定 

 A；シルピン スキーのガスケ ット、

B；Mathema ticaで作成し たパーコレ

ーション画像。pは確率（ 0. 1~0 .7）、L

は画像サイズ（ブール格子の縦と横、

mxm、 10 ~10 0）。確率と サイズを組み

合わせた49の画像を示した。C；ラン

ダムストリート、D；フィブリンの仮

想的なスケッチ。E、フラクタル次数

（次元） の決定。図２ A～Dを２値化

し、イメージJによりフラクタル次数

（D）を決定した。縦軸；カウント数

の対数 、横軸；ボック スサイズの対

数。■；p=0.1、画像L=10、▲；p=0.7、

L=100、●；ガスケ ット、□；ランダ

ムスト リート、△：手 書きフィブリ

ン。 
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からフラクタル次数を求めた（ボックスカウント法 15, 16））。

ただし、K は定数、D はフラクタル次数、1辺 Sの画像を

λ 分割したときに (S/λ)2 画分内にヒットする画像数を

N(λ)、logK を縦軸の切片とする。

結　果
1. フラクタル次数

　ガスケット（図２ A）は 1/2 分割ごとに３つの画像が生

成する。次元の定義から 2D=3 となる。よって D=1.5849。
イメージJで実測するとD=1.5106であったので本方法に

よる差異は 0.074 だった。次に確率（p）とサイズ（L）が

（p、L）=（0.1、10）と（p、L）=（0.7、100）のパーコレー

ション・クラスター（図２ B）、ランダムストリート（図

２ C）とフィブリン線維（手書き、図２ D）をイメージ J

で測定した（図２ E）。パーコレーション（0.1、10）の

D（傾き =1.4586）と y 軸切片が最小であった。その他の

直線はほぼ平行であった。よって、次数が小さい画像の

複雑性は少なく、低い密度（y 軸切片値）をもつことが

示唆された。 

2. 分光光度計によるフィブリン重合反応とロジステ

イック成長式

　図３ A はフィブリノーゲン濃度依存の吸光度の変化を

示す。初期濃度が高いと密度の高い線維形成が起こる。差

分ロジステイック式をエクセルで数値計算した（図３ B）。
パラメータ a を 0.1、0.2、0.4、0.6 として、b を 0.0025 にす

れば図３ A の結果に類似した。すなわち a/b=240 のとき

吸光度は 0.15 に近似する。したがって a/b は吸光度を一

定にする値（プラトー）であり、フィブリノーゲンの（初

期）濃度に依存することが示唆された。図３ B の曲線①

（フィブリノーゲン濃度 1.4 mg/ml）は、フィブリンの重

合（成長率）を 60%（a=0.6）にすれば、成長率が遅延

図３ 

 フィブリノーゲン濃度依存の重合とそのシミュレーション（ロジステイック差分方程式の数値解） 

 A、トロンビン（0.1ユニット）とカルシウムの濃度（2 mM）を一定にし、フィブリノーゲンの濃度を変え(25oC)た。●；

1.4 mg/ml、■；0.7 mg/ml、▲；0.3 mg/ml。縦軸；吸光度、横軸；分。B、ロジステイック方程式の数値解。遅延時間を

考慮した離散ロジステイック差分方程式をNm+1-Nm=Nm(a-bNm-1)と現す。ただしaとbは定数で、時間m=0のときの濃度をNoと

し、時間mのときの濃度をNmとする（m=0,1,2,3・・・）。初期値No=10とし、a=0.1、0.2、0.4、0.6に対してbを0.0025とし、

時系列を1~30（分）にした。曲線①；a/b=240、②；a/b=160、③；a/b=80はそれぞれプラトー値（環境収容力、ゼロポピ

ュレーション成長１４））。接線（dy／dt）が反応速度、プラトー値（ ①、②、③の最大高h）がフィブリノーゲン濃度に比

例する。C；フィブリンのSDSポリアクリルアミド電気泳動。正常フィブリン（FITC標識）と変性フィブリン（RITC標識）

を還元剤で処理した。レーン①RITC（正常）、②FITC（正常）、③RITC（カドミウム添加）、④RITC（65oC処理）、⑤RITC（カ

ドミウム添加）：FITC（正常）=1:1モル比で混合、⑥RITC（65oC）：FITC（正常）=1:1モル比で混合。α鎖は65 kDa、β鎖

は50 kDa、γ鎖は45 kDa。⑤、⑥は分子量に違いがあればそれぞれ緑と赤に分離するがそれぞれ等量なので黄色のバン

ドとして観察された。 
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図４ カチオンの影響 

A、カチオンを一定濃度(2 mM)にし、25oCで重合させた。●、Cd2+；■、Zn2+；▲、Mg2+；□、Ca2+ 。縦軸：吸光度、横軸：

分。  

B、暗視野顕微鏡画像。Ca2+ 、Mg2+、Zn2+をそれぞれ2 mM 添加し重合を開始し、暗視野顕微鏡で観察した。バーは10 μm。
C、Ca2+、 Mg2+、Zn2 をそれぞれ2 mM 添加し、10分の顕微鏡画像（図４B参照）。 

D、Ca2+、Mg2+、Zn2をそれぞれ2 mM添加し３０分の顕微鏡画像（図４B参照）。フラクタル解析はイメージJを用いた。●、

Ca2+；▲、 Mg2+、□、Zn2+。縦軸：カウント数の対数、横軸：ボックスサイズの対数。テーブルは各種のD値と切片値。

E、カドミウムの影響。各種濃度のカドミウムでフィブリンを重合させイメージJを用いてフラクタル解析した。画像はそれぞ

れ３０分後の暗視野画像。（a）0.4 mM、（b）2 mM 、（c）20 mM Cd 2+、Cd 2+濃度： 0.4 mM（■）、2 mM（□）、20 mM（●）。

縦軸：カウント数の対数、横軸：ボックスサイズの対数。バーは10 μm。テーブルは各種のD値と切片値。 
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（律速）因子（b=0.0025、25%）に比例して減少するので、

時間の経過につれゼロになり、プラトーとなる。

3. 変性フィブリンの分子量

　フィブリンの分子量が熱や重金属の影響により変化す

るのかを検討した。フィブリンモノマーは２量体 [αβγ]x2
なので還元剤と SDS 処理で α（65 kDa；キロダルトン）、

β（50 kDa）、γ（45 kDa）の３つのポリペプチドに分離す

る。蛍光標識 -フィブリノーゲン（FITC は未変性、RITC
は変性）からフィブリン塊を作成しフィブリンモノマー

を抽出した。２種類を等量ずつ混合した場合、分子量に

変化があれば２蛍光色は分離する。変化がなければ正常

と同じ位置で黄色のバンドになる。重金属（カドミウム）

や熱処理（65oC、1 分、図５ C 参照）は分子量への影響

はなかった（図３ C、レーン③、④、⑤、⑥）。

4. 重金属の影響とフラクタル性

　重金属の影響を吸光度の変化とフィブリン塊画像のフ

ラクタル次数で比較した。コントロール (2 mM Ca2+) に

比べてマグネシウムは反応速度（dy/dt）とプラトー値が

大きく、カドミウムと亜鉛はさらに大きな反応速度とプ

ラトー値を与えた（図４ A）。図４ B は各種イオンの 10

分、30 分後の暗視野画像である。カルシウムに比べてマ

グネシウムや亜鉛は不規則な非線維状の凝集塊を形成し

た。亜鉛はさらに太い非線維状の不規則な凝集塊（30 分）

を形成した。マグネシウムと亜鉛による吸光度の増加は

このような凝集塊の析出を示唆した。次に、図４ C（10
分）と図４ D（30 分）にフラクタル解析を示した。トロ

ンビン添加後 10 分では勾配も切片もほぼ同じであった

が、30 分では y軸切片の大きさに差が見いだされた。す

なわち異常凝集塊の析出が画像密度を低くすることを示

唆した。次にカドミウムの影響を分析した（図４ E）。他

の金属イオンに比較して勾配も切片も小さな値であり、

カドミウム濃度に依存し非線維的な大小の凝集塊が観察

された（暗視野画像；図４ E、挿図 a、b、c）。

5. 熱変性フィブリン塊の異常構造

　熱変性（45oC、１分）は未変性（25oC）と同じように

重合（反応速度とプラトー値）した（図５ A）。一方、45oC

（5 分）と 65oC（1 分）のプラトー値は他に比べて低値で

ありいずれも反応開始後 3 分間の遅延が観察された。熱

変性（65oC、1 分）（図５ C）によって不規則な大小の非

線維性異常凝集塊が多数形成した（図５ D）。この凝集塊

に正常フィブリンが混在すると、どの程度修復されるの

かを検討するために蛍光標識フィブリノーゲン（FITC-、

RITC- 標識）を混合し、トロンビンを添加した。重ね合

わせた画像（FITC と RITC 画像）を観察すると、緑色の

フィブリン線維に黄色い蛍光をもつフィブリン塊が混在

した。すなわち、正常フィブリンは異常フィブリンの重

合をある程度代償することを示唆した（図５ D、a/b）。変

性フィブリン量が増加すると、赤色の異常フィブリン塊

（RITC）が増加した（図５ D、e/f）。黄色は正常と変性フィ

ブリンが等量存在することを意味し、赤い蛍光の増加は

異常フィブリンが正常な構造から分離することを意味す

る。

　構造の不均一性を確かめるために２蛍光画像の一部

（図５ D、c/d、丸印内の線分）を選び、蛍光量をラインス

キャン（10 μm）した。正常と異常フィブリンが等量ずつ

含まれれば黄色い領域として観察され、RITC が多い部分

は異常フィブリンが多く含まれる領域を意味する（図

５ E）。さらに２蛍光量の分散を検討した（図５ F）。画像

全体の相関係数は 0.833 であったが、a 群、b 群はそれぞ

れ 0.971、0.944 であり、c 群は 0.690 であった。すなわち

混合フィブリン塊は正常と異常フィブリン塊が均一な部

分や不均一な部分として分散していた。正常フィブリン

が多いほど異常フィブリンに組み込まれ、異常フィブリ

ンが多いほど正常フィブリンから分離することが見いだ

された。

考　察
　カドミウム汚染はイタイ・イタイ病を引き起こす原因

の一つである11~13）。また高体温により身体機能はさまざ

まな変調を来す。本研究の目的は重金属や熱に暴露され

たフィブリンの重合反応を定量的に検討することであ

る。吸光度（350 nm）の変化を遅延ロジステイック成長

式 14）でシミュレーションし、フィブリン塊の構造をフ

ラクタル解析と、２蛍光分析を試みた結果、重合は成長

期（dy/dt>0）と定常状態（プラトー、dy/dt=0）からなり、

それぞれフラクタル次数 D と、y 軸切片（フィブリン線

維の密度）で特徴づけられることが示唆された。またフィ

ブリンの変性は非線維的な異常凝集塊を形成し、正常

フィブリンにより部分的に補われる。しかしながら、そ

の構造の不均一性は変性フィブリンの増加により増大す

ることが示唆された。

　図１ A に示したようにフィブリンモノマーは自己組織

化2, 3）を行う。モノマーの重合メカニズムに関する研究

は多数あるが 22~26）、コンピュータで数値解析した例 26）

は少なく、一般に各種の微分方程式の解を求めるのは困

難である。本研究は遅延時間を考慮した差分ロジステイッ

ク方程式をエクセルで数値解析し、フィブリン重合のモデ

リングとした（図３ B）。すなわちパラメータ a/b 注7) を適

切に選べば重合過程をよく表現でき、律速因子は環境要

因（トロンビンやフィブリンモノマーの量など）により

決定されることが示唆された。　

　血管分岐27, 28）、気管支分岐29）、バクテリア30）やカ

ビ 31）のコロニーなどはフラクタルである 15, 16）。カビ

はシルピンスキーのガスケットをモデルとして解析され

ている。パーコレーション・クラスターモデル17, 32）（図

２ A）において、p=0.7、L=100 とすればランダムストリー

ト（図２ C）や手書きのフィブリンネットワーク（図２ D）

によく似たシミュレーション画像が得られた。フィブリ

ン線維の形成は気管支や血管分岐と同様に２分岐 9, 22）

するのでフラクタルである。したがって、フィブリン塊
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形成の動態は遅延ロジステイックス差分方程式、そのモ

デリングはパーコレーション・クラスターで近似できる。

　フィブリン重合は分子の確率的な衝突と、直鎖方向

（end-to-end）や側鎖方向（side-by-side）に重合するので

線維の成長（長さと太さ）が起こる。フィブリンが変性

（カドミウム、熱）すると結合部位が質的変化22）し異常

なフィブリン塊が生成する。正常フィブリンによりある

程度代償され（図５ D）、ネットワークは不均一なものに

なる（図５ E、図５ F）。以上のことから、フィブリンは

熱や金属イオンで容易に変性し、異常フィブリン塊を形

成する。血液凝固機能に変調が考えられるが、血栓の生

理的性質（濁度、透過性）注 8) 7, 33）や、異常フィブリ

ン塊が血管内に生成したときの病態（血液疾患）は今後

の興味ある課題である。
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Abstract 
  Serine-proteases in blood allow the consequent chemical reactions, coagulation.  The final step is the
generation of thrombin, which quickly converts fibrinogen to fibrin.  The resulted monomers are able to
form fibrils, visible networks by self-assembly.  The velocity depends on the milieu, divalent cations, pH,
ionic strength and temperature.  Cadmium causes “itai-itai “ disease and high body temperature might 
allow a poor organization of fibrils.  Thus, we ask how the denaturation affects fibrin monomers causing
morphological and functional disorders.  To elucidate quantitative studies, 1) we measured the 
polymerization of fibrins by the optical absorbance at 350 nm.  It is a logistic curve given by a difference
equation consisting of a lag phase, growth phase and plateau.  Thus, the slope of the curve is a reaction
velocity (dy/dt), and the plateau is the density of the networks.  2) To understand this process, a computer 
simulation followed stochastic models such as percolation clustering, Sierpinski’s gasket, and random
street.  The images thus obtained and those of normal and abnormal networks were assessed by fractal
analyses using ImageJ.  Our results suggest that fractal geometry accounted for structural
characteristics of fibrils indicating faster the reaction velocity, higher the D value.  The y-intercepts were 
the density of networks.  Both cadmium and heat exposure caused non-fibrous abnormal clusters of 
fibrins.  3) Then, we carried out computer-assisted image analyses of composite fibrils made by heat
denatured (RITC) and normal fibrinogens (FITC).  The results suggest that fibrin networks are
heterogeneous composing of denatured-, normal-fibrils and mixed ones, suggesting that abnormality could
be compensated in part by normal fibrins. 

 

 


