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研究成果の概要（和文）：可溶性フィブリン（SF）には様々な複合体が存在しており、血栓

形成直前に現れる SF 複合体の血栓早期診断の予測因子なるか検討した。血栓性素因およ

び急性心筋梗塞患者の急性期の FMC 値は有意に増加しており、局所の血管内の血栓も反

映することが示唆された。0.2µm および 0.45µm フィルター処理検体による検討では、急

性期に高~中分子 SF 複合体が増加した。二次元等電点電気泳動後 F405 を用いた Western 

Blot による解析でも、急性期に様々な分子量のSF が pH5〜10領域の広い範囲で確認され、

血栓形成急性期における SF の多様性が示唆された。 
 

研究成果の概要（英文）：Various complexes of soluble fibrin (SF) are present in blood of patients 
with thrombosis. We investigated which in various complexes of SF increase immediately prior to 
the formation of thrombus, and whether the complex is a predictive factor for thrombosis. In 
patients with thrombotic tendency and with acute myocardial infarction, plasma FMC was 
significantly elevated in the early stage of thrombosis. Our results suggested that the thrombus 
formation in a small blood vessel can be reflected on FMC level. The determination of SF in the 
sample treated with 0.20 µm or 0.45 µm filter showed that the large ~ intermediate molecule of SF 
complexes increased in the early stage samples. When western blot analysis using monoclonal 
anti-fibrin monomer antibody, F405, after the isoelectric focusing electrophoresis, SF of various 
molecular weight were detected within the wide range (pH5~10 area) in early stage samples, 
suggesting the variety in blood kinetic of SF complexes in early stage of thrombus formation. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、本邦においても脳梗塞や心筋梗塞

に代表される血栓症に伴う疾患が増加して

きている。本邦の死因の 1/3 は血栓が関与

していると言われている。しかしながら、

血栓症の早期発見に関しては充分に検討さ

れているとは言い難い。画像検査や病理検

査は血栓が形成されてからの検査所見であ

り、血栓症の予防という観点からは血栓形

成の直前を検出できることが理想である。 

 血 中 に お い て 凝 固 亢 進 に 伴 い

prothrombinから thrombinが形成されると、

thrombin は fibrinogen に作用し、 fibrin 

monomer (FM)を産生する。FM は fibrinogen

や fibirinogen関連物質と複合体を形成して

可溶性フィブリン（soluble fibrin: SF）とな

る。SFの血中存在様式およびその動態に関

しては不明の部分が多い。血栓形成直前の

SFを測定することができれば、血栓症の予

測をすることができ、多くの血栓形成に伴

う疾患の治療予防が可能になると考えられ

る。 

 現在、３種類の有用な FM および SFに

対する monoclonal抗体がある。F405 は

fibrinogenより FPA を放出した後の FM の

Aa 鎖 N 末端に新たにあらわれる構造を認

識する抗体である。IF-43は１分子の FM と

２分子の fibrinogenが複合体を形成した際

に Aa 鎖 N 末端に生じる構造を認識する抗

体である。また近年開発された J2-23 は

fibrinogenが FPAを放出した際にAa鎖のC

末端が構造変化を起こし新たに出現した構

造を認識する抗体である。これらの抗体を

駆使することで、XIIIa で架橋される以前の

SF の存在様式および動態を検討すること

は可能である。 
 
２．研究の目的 

 凝固亢進状態における血中 SF の存在様

式を解明し、種々の SF が血栓（安定化フ

ィブリン）形成まで間にどのように変化し

て fibrin polymerを形成し stable fibrin nets

を形成していくかを明らかにする。さらに、

種々の血栓性疾患を対象にして、どの様式

の SF が血栓形成の予測因子になりうるか

を明確にする。 

 
３．研究の方法 

（１）患者血漿での SF, FMCの測定：血栓性

疾患を有する患者よりインフォームドコン

セントを行った上でクエン酸添加採血管を

用いて静脈血採血を行い、SF, FMCの変動

を確認する。特に急性心筋梗塞患者血漿を

用いて、①局所の血管（冠動脈）内の血栓

性病変を反映するかを検討、②線溶療法を

行った場合でもSF, FMCは血栓を反映でき

るかを検討した。 

（２）血漿 SF の形態による分離：①フィル

ター処理血漿による検討：血栓性病態を有す

る患者より得た静脈血を、0.2 µm および

0.45 µmのフィルターを用いて２種類のフ

ィルター処理血漿と無処理血漿の３種類の

血漿サンプルを作成した。これらの SF お

よび FM をモノクローナル抗体 F405, IF-43

および J2-23を用いた測定試薬オート LIA 

FM（ロシュ・ダイアグノスティックス）, イ

アトロ SF（三菱化学メディエンス）および

ナノピア SF（積水メディエンス）で測定し

た。②二次元電気泳動による解析：患者血

漿をプロテアン IEF セルラージ レディゲ

ルラージゲルシステム（Bio-Rad）および

IPG ストリップゲル pH3-10 を用いて二次

元電気泳動を行った後、ゲルからセルロー

スアセテート膜に転写し peroxidase標識抗

FM抗体 F-405を用いてWestern Blotを行っ

た。セルロース膜を分子量で２分画および

電気移動度で３分画に分け（図１）、SF が

存在する部位を確認した。 

 

 

 

 

 

 

図１．SFの２次元電気泳動による分画分析 

① ② ③ 

④ ⑤ ⑥ 



 

 

４．研究成果 

（１）患者血漿での SF, FMCの測定 

①血栓性素因での測定：先天性プロテイン S

欠損症や抗リン脂質抗体症候群などの血栓性

素因を有する患者および明らかに深部静脈血

栓症などの血栓症を呈している患者（血栓症

群）45例を血栓形成急性期と回復期に分けて

FMCを測定した。Control群（n=50：4.2±1.6 

µg/ml）と比べ、急性期群（22.4±24.1）および

回復期群（6.8±0.9）で有意に増加を認めた。

一方、これらの FMC値とイアトロ SFおよび

ナノピア SFとの相関は control群では良好な

相関だったが、血栓症群ではそれぞれ r=0.750

および r=0.782とは弱い相関を示した。血栓症

で二次線溶が進むと FMCと SFに乖離が生じ、

それは各測定キットのモノクローナル抗体の

性質によるものと考えられた。我々の以前の

検討（Ieko M, et al: Clinca Chimca Acta 386; 

38-45, 2007）より、線溶活性が存在する場合

でも FMCは正確なフィブリンモノマー産生

を反映しているものと思われる。 

②急性心筋梗塞症例での測定：急性心筋梗

塞症例を急性期（発症 48時間以内）と回復

期（発症後 120〜600時間）で FMC を比較

した。急性期の FMC の増加を確認した（図

１）。これは FMC および SFが局所の血管

における血栓形成を反映しうることを証明

した。また、線溶療法が行われていても

FMC の値には影響されなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．形態による SFの分離とその意義 

（１）フィルター処理血漿による検討：血

栓症患者の血漿には、0.45µmフィルターで

除去される高分子 SFが平均 20.2％、さらに

0.20µmフィルターで除去される中等度分子

SFが約 2.7％、そして0.20µmフィルターで

も除去されない低分子 SFが 77.1％存在し

た。血栓症急性期では高分子および中等度

分子 SFの割合が増加し、回復期では低分子

SFの割合が再び増加する傾向が認められ

た。二次線溶を反映するものと考えられる。

しかし、統計上は有意差を認めなかった。

血漿作成中に試験管内で高分子 SFが線溶

活性を受けて中等度〜低分子 SFへと変換

されている可能性も否定できない。 

（２）二次元電気泳動による解析：血栓症

患者血漿を等電点電気泳動後、抗モノクロ

ーナル FM 抗体（F405）を用いたWestern 

Blottingを行い SFの分布を二次元で解析す

ることができた（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

典型例では、血栓症急性期には、高分子量

から低分子量まで pH5〜10 の範囲で広い

SF分布を認めた（図３上図①、③）が、回

復期には高分子を中心とした pH10 付近の

SFが中心であった（図３下図②、④）。こ

の方法により二次元的に増加する染色スポ

ットで血栓形成の時期が推定できる可能性

がある。しかし、上記と異なる症例も少な

くなく、症例を増やして検討予定である。 
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