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研究成果の概要（和文）：先天性フィブリノゲン(Fbg)低下症の一部の症例において、肝細胞の小胞体にFbgが蓄
積することで肝細胞障害・肝硬変を発症するフィブリノゲン蓄積病（FSD）が報告されているが、その詳細な病
態は解明されていない。本研究ではFSD型遺伝子変異を導入したモデル細胞を用いてFSDの病態解明を試みた。リ
コンビナントFbgの機能解析において、FSD型変異にフィブリン重合反応の異常を見出した。細胞内に蓄積した
Fbgと小胞体ストレス応答との関連性を示唆するデータは得られず、小胞体内のFbg蓄積は小胞体ストレスとは異
なる機序の関与が疑われ、引き続き解析を予定している。

研究成果の概要（英文）：Fibrinogen storage disease(FSD), in which fibrinogen accumulates in the 
endoplasmic reticulum of hepatocytes and causes hepatocellular damage and cirrhosis, has been 
reported in some cases of congenital hypofibrinogenemia. However, the details of FSD have not been 
studied. In this study, we attempted to elucidate the pathogenesis of FSD using model cells 
transfected with FSD gene mutations. In functional analysis of recombinant fibrinogen, we found 
abnormal fibrin polymerization reactions in FSD mutants. Furthermore, we did not obtain data 
suggesting a relationship with the endoplasmic reticulum stress response, and suspected the 
involvement of different mechanism in the accumulation of fibrinogen. We plan to continue analysis 
of fibrinogen functions in FSD mutants.

研究分野： 血栓止血学

キーワード： フィブリノゲン　先天性フィブリノゲン低下症　フィブリノゲン蓄積病　フィブリン重合反応　小胞体
ストレス応答

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
FSDの発症は先天性Fbg低下症患者において生命予後を左右する重大な合併症であり、その予防法・治療法の開発
とそれに不可欠な病態メカニズムの解明は喫緊の課題である。本研究で、Fbgの重要なタンパク機能であるフィ
ブリン重合反応において、FSD型変異Fbgにおける反応異常を明らかにした。FSDの病態解明に繋がる現象である
か、引き続き解析を予定している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
フィブリノゲン(fibrinogen：Fbg)は血液凝固反応の最終段階でトロンビンの作用によってフ

ィブリンとなる繊維状糖蛋白質で、健常人血漿中には 180-350mg/dL 存在する。Fbg は Aα 鎖、
Bβ 鎖、γ 鎖の 3 種のポリペプチド鎖から構成され、AαBβγ 複合体を形成し、さらに N 末端領域
で S-S 結合によって 2 量体となり肝細胞から血液中へ分泌される。様々な要因で血中濃度は増
減するが、臨床的血液学的には低濃度を示す病態の鑑別が重要視されている。 
先天性 Fbg 異常症は Fbg をコードする 3 つの遺伝子(FGA、FGB、FGG)のいずれかの異常に

より起こる常染色体顕性または潜性遺伝形式の疾患である。本疾患の診断は、Fbg 活性値と抗原
量による 4 つの表現型分類（欠損症、低下症、機能異常症、低下症＋機能異常症）と、シークエ
ンス解析による病因変異の同定によって行われる。 (先天性 Fbg 異常症データベース
http://site.geht.org/base-de-donnees-fibrinogene/)。 
臨床症状の多くは Fbg の機能低下に伴う出血や血栓症であるが、近年、低下症の一部の症例

でフィブリノゲン蓄積病(Fibrinogen Storage Disease；FSD)の発症が報告されている。FSD は、
肝細胞小胞体に Fbg が蓄積することで肝細胞障害を惹き起こす合併症であり、遺伝子変異とし
て 8 種類(γG284R、T314P、D316N、H340D、delG346-Q350、G366S、T371I、R375W)が報
告されており、いずれも γ 鎖 C 末端側に限局した変異である。10 歳未満児での肝硬変の発症や
死亡例も複数報告されており、先天性異常症の中でも特に致死的であることから、FSD の病態
解明とその先の治療薬・予防薬の開発は解決すべき重要な課題である。 
申請者らはFSDの病態解明に取り組むために、FSD型遺伝子変異をCHO細胞ならびにHuH-

7 細胞（ヒト肝細胞株）に導入し、小胞体に Fbg が蓄積する FSD モデル細胞を樹立した（6 種
類）。それらの細胞には特徴的な封入体が形成され、FSD 変異に高率に認められる特異的な所見
として報告した(Arai S et al. 2017)。2017 年に H340D 変異、2020 年に T371I 変異による FSD
発症例が報告されたが、いまだ FSD の発症機序については不明であるとともに、分子生物学的
手法を用いた詳細な研究はほとんど行われていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
申請者の研究室で樹立した FSD モデル細胞を用いて、細胞外に分泌される Fbg と小胞体に蓄

積する Fbg の詳細を解析することで、FSD 発症機序の解明を試みた。また、異常 Fbg の小胞体
蓄積を抑制・解消する物質の候補としてケミカルシャペロンに着目し、それらの効果を検証して
将来の治療薬の開発に繋げるような基礎データの取得を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) H340D、T371I 変異を有する細胞株の作製 
 2017 年以降に報告された H340D と T371I の 2 変異について、正常 γ 鎖配列を含むプラスミ   
ドを鋳型に Mutagenesis Kit（Stratagene）を用いて変異 γ 鎖プラスミドを作製・精製した。
AαBβ 鎖産生 CHO 細胞に変異 γ 鎖プラスミドをリン酸 Ca 共沈法による遺伝子導入を行い、安
定発現細胞株を作製した。それらの細胞株の Fbg 合成能（Western blotting）、分泌能（ELISA）
ならびに細胞内 Fbg 分布（蛍光抗体法）を樹立済みの 6 種類の FSD 細胞モデルと比較した。 

 
(2) リコンビナント Fbg の機能解析 

約半年間の長期培養を行い、培養上清中のリコンビナント Fbg を硫安塩析と抗ヒト Fbg モノ 
クローナル抗体（LSI メディエンス、clone:IF-1）を用いた immuno-affinity カラムクロマトに
より精製した。精製した Fbg は SDS-PAGE で精製度合を確認し、トロンビンによるフィブリン
重合反応（精製 Fbg0.18 mg/mL、トロンビン 0.05 U/mL）を行った。 
 
(3) 小胞体局在 Fbg の回収と Fbg 結合タンパクの同定 
小胞体局在性タンパク標識試薬（ER-Protein Capture kit）で標識後、細胞破砕液で細胞を溶

解し、標識試薬に対するキャプチャー抗体とプロテイン A ビーズを用いて免疫沈降を行った。
回収した溶液の Fbg 量を SDS-PAGE で確認し、分離後の各バンドを切り出し液体クロマトグ
ラフィー質量分析計(LC-MS)の解析にて Fbg との結合タンパクの同定を行った。 

 
(4) ケミカルシャペロンの効果検証 
ケミカルシャペロンは、小胞体ストレスを軽減する 4-PBA・TUDCA、アミロイド様タンパク

の凝集を抑制する compound147 を選択した。FSD 細胞モデルにおけるそれらの効果を検証す
るために、ケミカルシャペロン添加後の細胞内封入体の陽性率と形態学的変化を蛍光抗体法で
確認した。 
 
４．研究成果 
(1) H340D、T371I 変異の FSD モデル細胞の樹立 
 遺伝子導入した細胞株において Western blotting で目的変異 γ 鎖の産生と細胞内での Fbg へ



組み立てを確認した。培養上清ならびに細胞内 Fbg 濃度を ELISA で測定したところ、細胞内
Fbg 濃度が有意に高値を示した（図 1B）。培養上清と比較して細胞内 Fbg 濃度が高い（培養上
清濃度/細胞内 Fbg 濃度比の低下、図 1C）という特徴は、先行研究で樹立した 6 種類の FSD モ
デル細胞の結果と合致していた。 
 細胞内 Fbg 分布を蛍光抗体法で確認したところ、一部の細胞で粗大顆粒状の封入体を認めた
ものの、γ375W 細胞で観察されるような特徴的な繊維状封入体は認められなかった（図 2）。 
 
 

図 1：ELISA による培養上清および細胞内 Fbg 濃度の測定 

γN（n =9）、γ340D（n = 12）、γ371I（n=12）の細胞株における Fbg 濃度を平均値＋標準偏差
で示した。A)：培養上清 Fbg 濃度、B)：細胞内 Fbg 濃度、C):培養上清 Fbg 濃度/細胞内 Fbg 濃
度比。＊：p < 0.05、＊＊：p < 0.01 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：蛍光抗体法による細胞内 Fbg 分布 
FITC 標識抗ヒト Fbg 抗体（MBL）を用いた蛍光抗体法を実施し、細胞内 Fbg 分布を確認した。 
A)：γN、B)；γ375W、C)：γ340D、D)：γ371I の細胞株。Scale bar：10 µm 
 
 
 
 
 



(2) リコンビナント Fbg のフィブリン重合反応 
 解析対象とした変異は、1 例目に FSD として報告され症例数が多い G284R と、モデル細胞
において培養上清中の Fbg 濃度が最も高値を示した D316N を選択した［以下の(3)、(4)の研究
内容においても同じ変異を対象に研究を進めた］。 
 
長期培養中に回収した培養液からリコンビ

ナント Fbg を精製し、トロンビン添加による
フィブリン重合反応を解析したところ、リコ
ンビナント野生型 Fbg と比較して、D316N で
軽度の重合異常を認めた。一方、G284R では
重合反応がまったく観察されず、FSD 変異の
種類によって機能異常の程度に差があること
が判明した（図 3）。 

 
 
 

 
 

図 3：トロンビンによるフィブリン重合反応 
 

(3) 小胞体局在 Fbg と結合タンパクの解析 
 当初購入した試薬を用いて様々な条件下で小胞体に局在した Fbg の回収を試みたが、MS 解
析に必要な十分量を回収することが困難であったため、抗ヒト Fbg ポリクローナル抗体（DAKO）
に変更して解析を進めた。MS 分析にて Fbg の同定は行えたものの、小胞体ストレス応答に関
連タンパクなど FSD 型変異 Fbg に結合しているタンパクを見出すことはできなかった。標識抗
体を変更したことで小胞体局在以外の Fbg も回収サンプルに含まれている可能性が考えられ、
解析に用いるサンプルの純度については引き続き検討の余地があると考えられた。 
 
(4) ケミカルシャペロンによる細胞変化 
添加濃度や反応日数をいくつかのパターンで検討したものの、いずれのケミカルシャペロン

においても封入体陽性率が低下するような変化は確認されず Fbg の小胞体蓄積の軽減を示唆す
るデータを得ることはできなかった。 
 
 
興味深いことに、報告されている FSD 症例の表現型はいずれも Fbg 低下症（Fbg 活性値と抗原
量の値に乖離を示さない）であることから、FSD 型変異 Fbg には機能異常はないものと推測し
ていたが、本研究において G284R と D316N で機能異常の存在が明らかとなった。一連の研究
成果を踏まえて、FSD 型変異 Fbg の小胞体蓄積は小胞体ストレス応答やアミロイド凝集とは異
なる機序が関与している可能性が考えられ、現時点では FSD 型変異 Fbg における機能異常の詳
細を明らかにすることが病態解明への鍵であると考えている。引き続き未解析の変異について
も機能解析を計画している。 
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