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研究成果の概要（和文）：FGA遺伝子の4899_4902delAGTG変異が導入されたヒト型fibrinogenを産生するChinese
 Hamster Ovary(CHO)細胞の検体を用いて解析を行った。細胞培養の途中で採取される培養上清（細胞外成分）
とCHO細胞自体を破壊して採取される細胞破砕液（細胞内成分）を用いた。異常Aα部位を検出するため、細胞破
砕液において免疫沈降法の後、SDS-PAGEしゲルを切り出し質量分析法を用いた。正常Aα鎖からは600の末端まで
検出され、異常Aα鎖では475近傍までであり、その後は検出できなかった。生成された蛋白は正常型に比べ、よ
り不安定で分解しやすいと判明した。

研究成果の概要（英文）：We performed the analysis of variant protein using a sample of Chinese 
Hamster Ovary (CHO) cells producing human type fibrinogen into which 4899_4902 delAGTG mutation of 
FGA gene. We compared the two sample ;  culture supernatant and the disrupted cell. in order to 
detect an abnormal protein, SDS-PAGE was performed after immunoprecipitation in a cell lysate, and 
the gel was cut out and to mass spectrometry.In the result, the protein generated from the normal A
α chain was detected up to the end of 600, the abnormal Aα chain was around 475, and could not be 
detected thereafter, and it was found that the produced protein was more unstable and prone to 
degradation than the normal type.

研究分野：神経内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦初の変異を有するフィブリノーゲン型アミロイドーシスの細胞モデルを用いて、変異蛋白の解析を行った。
本変異を有する患者血漿からは異常fibrinogenが検出できなかったことから異常Aα鎖をもつフィブリノーゲン
は早期の段階で生体内のプロテアーゼで分解されており、その断片が一部アミロイド構造にいたって腎臓などに
沈着すると想定している。本研究結果からはこの変異を有するフィブリノーゲンAα鎖が野生型に比べ、より早
期の段階で分解されることが判明した。
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１． 研究開始当初の背景 
①本邦における遺伝性アミロイドーシスの実状 
アミロイドーシスは、原発性 AL アミロイドーシス（免疫グロブリンの軽鎖由来の蛋白がアミ
ロイド線維となる）に代表される非遺伝性アミロイドーシスと、アミロイド前駆蛋白をコードす
る遺伝子内の変異に起因する遺伝性アミロイドーシスに大別される。本邦で最も代表的な遺伝
性アミロイドーシスは、トランスサイレチン(TTR)遺伝子変異に起因する家族性アミロイドポリ
ニューロパチー(FAP)である。一方、欧米諸国では FAP 以外に、腎臓が主体に障害されるフィ
ブリノーゲン型アミロイドーシス(AFib アミロイドーシス)が有名であり、FAP に次いで患者数
が多い。しかしながら、これまで本邦では一例も同定されていなかった。 
②フィブリノーゲン型アミロイドーシスは、遺伝性腎アミロイドーシスの代表疾患であり、欧米
諸国に患者が集積している。研究代表者は、国内では初となる本アミロイドーシス患者を同定し
た。本症では過去に 9 種の遺伝子変異が同定されているが、自験例では、既報告とは異なる新
規の 4 塩基欠失によるフレームシフト変異であった (c.4899_4902delAGTG) 
 
本症ではフィブリノーゲンのフラグメントがアミロイド線維を形成することは明らかにされて
いるが、どのような機序でアミロイド原性を持つフラグメントが形成されるのかは不明である。 
 
今回我々は、本患者の遺伝子変異（新規変異）を組み込んだ CHO 細胞系を確立し、変異蛋白の
産生動態の解析から、アミロイド原性フラグメントが形成される機序を解明する。 
 
本患者のアミロイド蛋白を生検組織から抽出し、タンデムマスで解析したところ、610 個のア
ミノ酸で構成される fibrinogen Aα鎖の411 番から始まる136 個のアミノ酸（分子量約13kDa）
で形成されていることを確認している（図 1）。 
患者（下段がこの患者のアミロイド蛋白の一次構造）では、523 番以降のアミノ酸は、フレーム
シフト変異で全て置換され、正常配列（上段）と異なっている。 
本患者の遺伝子変異を含めて、これまで報告された全てのアミロイド関連変異は、C 末端側の
520 番から 554 番目の配列内に生じている。アミロイド蛋白の長さ自体は、変異によって差は
あるものの、全ての変異で 500-520 番の配列が共通しており、520 番以降の部位に変異が生じ
ると、構造変化などから、本来 fibrinogen や fibrin を破壊する蛋白分解酵素により 500-520 番
とその近傍の配列が、うまく切断できずに凝集する可能性を考えている。 
 
海外では肝腎移植の有効性が確立しているが、本邦では施行は困難であり、本研究の成果で、本
アミロイドーシスの発症機序への解明と肝腎移植以外の治療法開発へ繋げたい。 
 
２．研究の目的 
今回の研究では、特に日本人に独自に生じた新規変異による AFib アミロイドーシスの分子病
態を解析することで、AFib アミロイドーシスの発症機序を解明し、まだ診断できていない本邦
患者に対しての早期診断法の検討、新たな治療戦略の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
CHO 細胞に患者変異を導入・培養後、産生される fibrinogen 蛋白を解析し、変異 fibrinoge の
機能、thrombin 添加による fibrin 生成機能、plasmin などの蛋白分解酵素に対する反応から、
野生型と比較した変異蛋白の分子動態を解析する。 
 
４．研究成果 
①FibrinogenAα鎖遺伝子の 4899_4902delAGTG 変異が挿入されたヒト型 fibrionogen を産生す
る Chinese Hamster Ovary(CHO)細胞の検体を用いて解析を行った。細胞培養の途中で採取され
る培養上清(細胞外成分)と CHO 細胞自体を破壊して採取される細胞破砕液（細胞内成分）を用い
て比較検討の方法をとった。これらの溶液内の異常 Aα部位の検出を最優先とし、まず細胞破砕
液において SDS-PAGE をし、通常の CBB 染色と免疫沈降法（抗フィブリノーゲン抗体）を用いて
実験を施行した。数か所の陽性バンド部位からゲルを切りとり、質量分析計にかけたが Aα鎖自
体が検出されなかった。 
以前施行された Western blot の陽性部位と照らし合わせ（陽性バンドと異なる分子量の位置）、
陽性バンド以外を狙って Aα検出部位をバンド上（→白抜き）で同定することができた（図 2）。 
 
②次に質量分析計で検出された結果について述べる。 
実験の結果、検出されたペプチド(黄色文字)を比較すると 1（Δ523AGTG）では C 末端側の検出
率が悪く、分解されている。しかし変異を含むペプチド(赤色文字)は検出できなかった。ゲル末
端に関して de novo sequence を行っても同様であった。 
 質量分析の結果得られたペプチドは正常 Aα鎖で 600 の末端近くまで検出されるが、異常 Aα
鎖では 475 近傍までのみであり、その後は検出されなかった（図 3）。 
 生成された蛋白は正常型に比べ、より不安定で分解しやすいことが質量分析結果からも推測
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された。この変異 Aα鎖の断端がゲルのより分子量の小さいところに流れていないか de novo シ
ークエンス（ペプチドの一部のみでも推測する方法）を用いておこなったが、変異ペプチドの断
端は得られなかった。 
変異ペプチドが同定できないため、分解を遅らせるプロテアーゼの投与はおこなわなかった（介
入前後での結果比較が難しいため）。 
 
 
図 1：本患者のアミロイド蛋白のシークエンス 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：細胞破砕液の SDS-PAGE を行ったゲルと 
抗フィブリノーゲン抗体を用いた Western blotting 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3：LC-MS/MS で得られたペプチド 
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