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研究成果の概要（和文）：　ヒト血管内皮細胞を用いた管状構造形成能はBβG15C-Fbg添加では正常Fbgより分岐
がなく短く太い構造が観察された。内皮間葉転換能では形態変化と間葉系マーカーmRNA定量とも、いずれの変異
型Fbgも正常Fbgと有意差を認めなかった。ヒトTHP-1細胞のM0-マクロファージ(Mφ)からM1-あるいはM2-Mφ分化
への影響では、健常者Fbgにおいて増強したM1-Mφへの分化がBβGly15Cys-Fbgでは完全に抑制されたが、他の異
常Fbgでは抑制されなかった。
　以上より、BβG15C変異Fbgでは健常人・他の異常Fbgに比較して管状構造形成能、M1-Mφ分化能に対する影響
が強く疑われた。

研究成果の概要（英文）： We observed that less branched, shortened, and ticker tubular formation 
derived from HUVEC plated with BbetaG15C-Fbg than normal fibrinogen. In the presence of 
dysfunctional fibrinogen, endothelial-to-mesenchymal transition of HUVEC were not occurred by 
morphological observation and quantification of mesenchymal marker-mRNA. The THP-1 cell 
differentiation from M0-macrophage to M1-macrophage in the presence of normal fibrinogen was 
inhibited by the addition of BbetaG15C-Fbg, however not by other dysfunctional fibrinogens. 
 In conclusion, these observations suggested that patients with dysfunctional BbetaG15C-Fbg affects 
the tubular formation and differentiation of M1-macrophage than healthy people and patients with 
other dysfunctional fibrinogens. 

研究分野： molecular biology
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　内皮間葉転換能　NETs形成能

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 フィブリノゲン（Fbg）は血液凝固・線溶系に関与するのみならず、細胞外マトリックス(ECM)として蛋白沈
着・血管新生・創傷治癒・炎症などに関与している。しかし、ECM機能に関しては正常Fbgを用いて研究されてい
るだけで、凝固機能異常Fbgを用いた研究はほとんど行われてこなかった。
 我々はこれまでに同定したAαR16、BβG15、γR275、γN308などの凝固機能異常血漿Fbgを用いてECM機能を検
討した。その結果、BβG15C変異Fbgでは健常人・他の異常Fbgに比較して管状構造形成能、M1-Mφ分化能に対す
る影響が強く疑われた。このことは患者のQOL向上の指導に有益な知見となった。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Fbgは長さ45nmの繊維状の巨大蛋白で、肝臓でAα鎖、Bβ鎖、γ鎖の3種類のポリペプチド鎖と
して合成され（全体で1,482アミノ酸）、それらが６本の二量体に組み立てられ血液中に分泌さ
れ、血漿中に180-350mg/dl存在する。 
Fbgは血液凝固・止血・血栓形成において重要な働きを担っている。しかし、Fbgは血管内にお

いて血液凝固・線溶系に関与するのみならず、血管外において細胞外マトリックスとして種々
の蛋白沈着・血管新生・創傷治癒・炎症などに関与していることが知られている。 
Fbgの先天性（遺伝性）異常症は活性測定法と蛋白量測定法の値から、Fbg機能異常症、低Fbg

血症、無Fbg血症の3種類に分類される。我々はすでに30年近くにわたりこの分野で研究を続け
ており、先天性Fbg機能異常症22種類の同定・報告を行ってきた。しかし、Fbg機能異常症とい
っても、それは血液凝固・止血・血栓形成における機能低下・機能亢進を来すという意味の診断
名である。 

今回我々は、先天的に凝固異常を来すFbg機能異常症の血漿Fbgの細胞外マトリックスとして
蛋白沈着・血管新生・創傷治癒・炎症に関連する機能に異常があるかないかを研究すること、
およびそれらに異常を来した場合にはそれぞれの機能に重要な部位・構造はどこであるかを明
らかにしたいと考えた。 

FbgはトロンビンによりAα鎖からフィブリノペプチドA (FPA)を放出し、遅れてBβ鎖からフ
ィブリノペプチドB(FPB)を放出する。これによりFbgはフィブリン（Fbn）モノマーに転換し、
Aα鎖に露呈された“A-knob”が他のFbnモノマーのγ鎖に存在する“a-hole”と相補的に結合
することで二本鎖のプロトフィブリルを形成する。Fbnモノマーが長さ14-16個程度つながると、
FPB放出により露呈された“B-knob”と他のFbnモノマーのβ鎖に存在する“b-hole”との相補
的な結合により、プロトフィブリル同士の重合が急速に進み、Fbn網が形成される。Fbgの構造
とFbn重合反応に重要な部位とそのアミノ酸変異などに基づくFbg機能異常症については図１に
示した。 

 
図１ フィブリノゲンの構造と異常症の変異部位 

２．研究の目的 

目的の第一は、正常 Fbg を用いて細胞外マトリックス機能を評価する方法を確立すること。第

二は、我々の研究室で保有しているFbn転換に関係する種々の部位に機能異常を有する異常Fbg8

種類を用いてその機能に異常があるのかどうかを検討すること。第三に、その機能に関与する

Fbg の重要部位・構造を明らかにすることである。 

今回の研究では Fbg の細胞外マトリックス機能として、①βアミロイド 1-42 の結合能、②ヒ

ト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)の遊走能、③HUVEC を用いた管状構造形成能、④HUVEC を用いた

内皮間葉転換能、⑤好中球の Neutrophil Extracellular traps(NETs)形成能、⑥ マクロファー

ジ（Mφ）の分化能の 6種類について評価法を確立するとともに、機能異常 Fbg の細胞外マトリ

ックス機能異常を明らかにすること、それにより患者 QOL の向上につながる可能性を探求する。 



３．研究の方法 

１）βアミロイド1-42の結合能 
健常人血漿から精製したFbg、合成Aβ1-42ペプチド（ペプチド研究所）、抗Aβ1-42マウスモ

ノクローナル抗体（富士フィルム和光純薬 clone;BAN50）、POD標識抗マウスIgG抗体(MBL)を用
いてELISA測定系を様々な条件下で検証し、FbgとAβの結合性を確認する測定系（Fbgプレート）、
精製Fbgに合成ペプチドGPRP/GHRPを添加し、FbgをFbn様に構造変化させた測定系（Fbg＋GPRP/
GHRPプレート）、トロンビンにより生成したFbnを可溶化したフィブリンモノマー（FM）を使用
した測定系（FMプレート）を構築する。確立した測定系で患者血漿Fbgを用いて、健常者血漿 
Fbgと比較する。 
２）ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)の遊走能 
FbgあるいはFM接着プレートにHUVECを24時間培養し、Mitomycin C処理後、注射針の先で細

胞の一部を剥がし、10ng/mLのvascular endothelial growth factor（VEGF）存在下で24時間
培養し、一定時間ごとに顕微鏡下で写真撮影し、そのImageJで遊走細胞数をカウントした。 
３）管状構造形成能 

 正常ヒト皮膚線維芽細胞を72時間培養後、HUVECをFbgあるいはFMと10ng/mLのVEGF存在下で 
72時間培養し、管状構造の形成をマウス抗ヒトplatelet-endothelial cell adhesion mole- 
cule-1(PECAM-1)、二次抗体にALP標識抗マウスIgG抗体を反応し、BCIP/NBTで染色して、管状構
造形成を観察した。 
 ４）内皮間葉転換能(EndMT) 

FbgあるいはFMコーティングプレートにHUVECを24時間培養後、10ng/mLのTGF-β2を添加し48
時間培養し、形態変化と細胞内の内皮マーカー(CDH5とPECAM1)、間葉系マーカー(CDH2とvime-
ntin)の mRNAを定量RT-PCRで測定した。 
 ５）好中球のNETs形成能 

比重遠心法により精製したヒト好中球を終濃度5μMの小胞体stress inducerであるA23187（ 
Calcium ionophore）で刺激してNETsを誘導する系にFbgを添加しNETs形成能の変化を観察した。
好中球はHoechst33342で核染色し、Sytox Greenで死細胞を染色した後、Carl Zeiss AxioObs-
erverで20分おきに撮影し、ImageJを用いてSytox陽性細胞数をカウントしNETs形成とした。 
 ６）マクロファージ(Mφ)分化能 

急性単球性白血病由来の浮遊培養細胞THP-1を終濃度5μMのphorbol 12-myristate 13-ace- 
tate(PMA)で刺激し24時間培養して得たM0-Mφ（接着細胞）をかきとり回収し、精製血漿Fbg  
0.3 mg/mLを添加した培養液で培養した。M1-あるいはM2-Mφへの分化はそれぞれTNF-α-mRNA、
CD206-mRNA発現量を定量RT-PCRで測定した。 

４．研究成果 

１）βアミロイド1-42の結合能 
患者血漿Fbgを用いてβアミロイド1-42の結合能を検討した結果、8種類のいずれのFbgも健常

者血漿(WT)Fbgと比較して、有意な違いは認められなかった（図２）。 
患者血漿Fbgから作製したFMを用いてβアミロイド1-42の結合能を検討した結果、いずれの 

FMも健常者Fbgから作成したFMと比較して、有意な違いは認められなかった。同様に、精製Fbg
に合成ペプチドGPRP/GHRPを添加し、FbgをFbn様に構造変化させた測定系の実験を行ったが、 
FMと同様の結果であった。 

 
図２ 異常フィブリノゲンのβアミロイド結合能 



２）ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)の遊走能 
0.03mg/mLのFbg接着条件において0.1mg/mLのFbg接着条件よりも高い遊走能が観察された。 

0.03mg/mLのFbg接着条件において4種類の患者血漿Fbgについて検討した結果、γR275CとγD  
364Hにおいていずれの時間においても、BβG15Cにおいては12～24時間において健常者血漿Fbg
と比較して低下傾向が認められた。一方、AαR16Hにおいてはいずれの測定時間においても健常
者Fbgと比較して低下傾向は認められなかった（図３）。 

FM接着プレートを用いた実験結果もFbgを用いた結果と同じ傾向であった。 

 
図３ 異常フィブリノゲン接着プレートにおける HUVEC の遊走能 
 

３）管状構造形成能 
AαR16H、 BβG15C、γR275C、γD364Hの患者血漿Fbg0.1mg/mL存在下では、健常者血漿Fbg存

在下では認められない管状構造の形成が観察されたが、とりわけBβG15Cにおいては他の患者 
Fbgと比較して太く短く分岐の少ない管状構造形成が認められた（図４）。 

健常者血漿Fbgから作成したFM0.03mg/mLの存在下ではFbgでは観察されなかった管状構造の
形成が認められた。AαR16H、 BβG15C、γR275C、γD364Hの患者血漿Fbgから作成したFM存在
下では、Fbg添加時に比較して管状構造形成の増加が観察された。また、健常者FMと比較して、
AαR16H由来FMにおいては長い管状構造形成とその増加、γR275C、γD364H由来FMにおいては短
い管状構造形成とその低下、BβG15Cにおいては太く短く分岐の少ない管状構造形成とその増加
が認められた（data not shown）。 

 
図４ 異常フィブリノゲン添加における HUVEC からの管状構造形成 
 

 ４）内皮間葉転換能(EndMT) 



AαR16H、 BβG15C、γR275C、γD364Hの患者血漿Fbg0.1mg/mL存在下では、内皮系細胞マー
カーであるCHD5、PECAM1のいずれのmRNAも健常者Fbg存在下と比較して低下は認められなかっ
た。一方、CHD2、VIMのいずれのmRNAも増加は認められなかった。また、形態変化も観察されな
かった。 

患者血漿Fbgから作成したFM0.1mg/mLの存在下でもFbg存在下と同じ結果であった。 
 ５）好中球のNETs形成能 

市販のFbgを使用した条件設定において、好中球をA23187で刺激すると時間依存的にNETs形成
が観察された。さらに、A23187で刺激するときにFbgを添加するとNETs形成の抑制がFbg濃度依
存的に観察された。 

しかし、我々の研究室で精製した健常人血漿Fbgを添加するとNETs形成の抑制が認められなか
った。この原因として市販Fbgに微量に存在するplasminogenを疑い、市販のplasminogen除去 
Fbgで再度実験を行った。その結果は、市販Fbgを使用した結果と変わらなかった。このため、
患者血漿Fbgを用いる実験は中止した。 
 ６）マクロファージ(Mφ)分化能 

健常者血漿Fbg0.3mg/mL存在下で8倍以上に増加したTNF-α-mRNAの発現量は、BβG15C患者血
漿Fbg存在下で著しく低下し、M1-Mφへの分化が抑制された。 一方、AαR16HとγR275Cの患者
血漿Fbg存在下では、著しい抑制は観察されなかった。また、健常者血漿Fbg0.3mg/mL存在下で
はCD206-mRNAの発現量により判定するM2-Mφへの分化は少し抑制されており、3種の患者血漿 
Fbgの添加による変化は観察されなかった（図５）。 

 
図５ 異常フィブリノゲン添加におけるマクロファージ分化能 
 

５．結論及び今後の展望 

今回の研究では Fbg の細胞外マトリックス機能として、①βアミロイド 1-42 の結合能、②ヒ

ト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)の遊走能、③HUVEC を用いた管状構造形成能、④HUVEC を用いた

内皮間葉転換能、⑤好中球の Neutrophil Extracellular traps(NETs)形成能、⑥ マクロファー

ジ（Mφ）の分化能の評価法について⑤を除いて確立することができた。 

Fbg 機能異常症患者 Fbg を用いた上記機能解析において、ヒト血管内皮細胞を用いた管状構造

形成能は BβG15C-Fbg 添加では正常 Fbg より分岐が少なく短く太い構造が観察された。また、ヒ

トTHP-1細胞のM0-マクロファージ(Mφ)から M1-あるいはM2-Mφ分化への影響では、健常者Fbg

において増強した M1-Mφへの分化が BβGly15Cys-Fbg では完全に抑制された。  

以上より、BβG15C 変異 Fbg では健常人・他の異常 Fbg に比較して管状構造形成能、M1-Mφ分

化能に対する影響が強く疑われた。Fbg の細胞外マトリックス機能研究は、Fbg 異常症患者の凝

固機能以外での QOL 向上のための症状抑制法や治療のための創薬開発につながる可能性を示す

ことができた。 
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