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研究成果の概要（和文）：血液凝固の主要因子であるフィブリノゲンがフィブリンゲルを形成するメカニズムの詳細を
明らかにすることを目的として、Bβ鎖N末端領域66残基（BβN）の役割に注目して研究を行った。BβNがフィブリノゲ
ン末端D領域と相互作用することがフィブリン凝集・ゲル化において重要な役割を果たしていること、その中心となる
のはBβ44Arg周辺部位の可動性の高い非構造領域、中でもBβ44Argが相互作用に必須の役割を果たしていることがSPR
測定により示唆された。N結合複合糖鎖は、BβNのD領域との相互作用に対して阻害的に影響することにより、プロトフ
ィブリルのラテラル集合の抑制因子として作用することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The following schemes in the fibrin gel formation process were strongly suggested 
by the SPR measurements using recombinant (and mutated) fibrinogen fragment corresponding to the 
N-terminal region of fibrinogen Bβ chain: 66 amino acid residues in the N-terminal region of fibrinogen 
Bβpolypeptide chain (BβN) play an essential role in the fibrin gel formation through interacting with 
the distal D-regions of fibrinogen. The central factor in that interaction is the unordered region with 
high mobility around Bβ44R, especially Bβ44R contributes notably to the interaction. N-linked 
carbohydrate chain inhibitingly affects the interaction between BβN and D-region, thus suppresses the 
lateral aggregation of protofibrils.

研究分野：化学
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１．研究開始当初の背景 
（１）学術的背景 
血液凝固因子の 1つであるフィブリノゲン
は、生体高分子ゲルの典型例であるフィブリ
ンゲルを形成する分子量 340 kDaの血漿糖タ
ンパク質であり，A鎖，B鎖，γ鎖の 3本の
ポリペプチド鎖 2組がN末端側でジスルフィ
ド結合によって二量体を形成している．中央
に E領域，その両端に D領域が存在し，3つ
の領域はヘリカルなコイルドコイルで繋が
っている．また，Fibrinogen 1 分子あたり 4
つの N結合糖鎖が存在する．このゲル化にお
いては、フィブリノゲン分子内の多くの領
域・部分が関係試合、2 段階の課程を経てゲ
ルとなる．ゲル化のメカニズムについては特
に 2段階目のプロトフィブリルのラテラル凝
集がどのような相互作用に基づいて進行す
るのかはほとんどわかっておらず、この分野
の研究の焦点となる課題となっている．アミ
ノ酸シーケンスの部位特異的な役割の検討
が正解的な研究の中心となっており、変異体
フィブリノゲンを用いたゲルの特性解析が
進められている． 
（２）本研究の背景 
 フィブリノゲン A鎖 C末端ドメイン間の
相互作用がラテラル凝集を媒介するものと
して提起されてきたが、このドメインを欠如
した変異体は正常なフィブリノゲンと同等
のゲル化挙動をすること等から、インタクト
のフィブリノゲン分子には隠された相互作
用部位が存在することが想定された． 
我々は、N結合糖鎖の切除がゲル化の促進
をもたらすこと、N結合糖鎖末端のシアル酸
が促進効果の主役であること、これらの効果
はゲル化の第 1段階のプロトフィブリルの生
成・成長には影響しないこと，糖鎖を切除し
たフィブリノゲンが 5％程度添加されるだけ
で、顕著な促進効果があること等から糖鎖が
能動的・構造特異性をもってラテラル凝集に
関与していることを見出した．そして、その
相互作用プロセスに B鎖 N末端領域が関与
していることが示唆されることとなり、B
鎖 N 末端領域と N 結合糖鎖のゲル化におけ
る役割の解明は、これらが生理的に要求され
るゲル構造の形成をコントロールしている
可能性が示唆されることから、フィブリンゲ
ル形成メカニズムの詳細を明らかにする上
できわめて重要であることが示されてきた． 

 
２．研究の目的 
フィブリノゲン（Fbg）が正常な血液凝固
を起こすには、ラテラル凝集における適切な
速度と適度な網目構造をもってゲル化する
ことが必須である．これらの調節には、Bノ
ブ：b ホール間の相互作用の陰になって過小
評価されてきたフィブリノゲン Bβ鎖 N端部
の非構造領域が重要な役割を果たしている
ことが、申請者による N結合糖鎖と αC鎖の
相互作用についての研究の結果から示唆さ
れた．本研究ではこの点に着目し、B鎖 N端

領域に変異を導入したフィブリノゲンのゲ
ル化特性の解析をもとに、ラテラル凝集・網
目構造の制御に関わる、B鎖 N端部非構造領
域、C 領域と N 結合糖鎖の協同的な相互作
用のメカニズムの全容を明らかにすること
を目的とした． 
 
３．研究の方法 
（１）基本的な進め方 
Bβ鎖 N末端部の非構造領域に着目し，この
領域に変異を導入し，この領域がフィブリノ
ゲン分子のどの部分と相互作用するのかを
SPR を用いて検討する．この場合，Bβ 鎖 N
末端領域を含んだ全長型のフィブリノゲン
を作製し，フィブリン凝集過程への影響を観
測する，かつフィブリノゲン分子のいくつか
のフラグメントとの間で相互作用解析を行
うのが正統的な方法といえるが，これはフィ
ブリノゲン分子が 3本のペプチド鎖が 2組で
S-S 結合するという超分子のため，調製（遺
伝子工学的方法による調製）がコスト，時間
共に非常に高い．そこで，逆の方法として，
正常型，および変異を導入した Bβ鎖 N末端
領域のリコンビナントフラグメントを調製
することとした． 
（２）Bβ鎖 N末端領域の検討範囲 

Bβ鎖N末端領域フラグメントについては，
N端から 66残基までを検討することとした．
その理由は，1-14残基部分がフィブリノペプ
チド B，15-18残基が Bノブ，57-70残基がト
ロンビン結合に関与する部位，65 残基目が
A36Cysと S-S結合する部位であることから，
2 量体も形成する（それ故，単量体の場合と
2 量体の場合の双方の検討が可能であり，当
該領域を 2つ含む NDSKとの比較ができる）
ことができ，それ自身ではトロンビンとの相
互作用に関与しないことから，B1-66の領域
を対象とした．この B1-66 について，
Fragment-D との相互作用解析を行い，NDSK
と Fragment-D 間の相互作用との比較から，
B1-66部分の相互作用特性を検討する．さら
に，B1-66 および(B1-66)2 が添加されたと
きのフィブリン凝集過程を非添加の場合と
比較して，ラテラル凝集への影響を検討する． 
（３）変異体 BNの作製 
一方，導入する変異については，遺伝子工
学的手法を用いて調製し，R42A， R44A， 
K53，54A（2重変異）の 3つとした．これは，
この部分に塩基性アミノ酸が集中している
こと，Bが抗凝集作用を持つヘパリン
結合部位と考えられていることによる．目的
の遺伝子配列を PCRによって増幅し，ベクタ
ーpGEX-6P-1に組み込むことでプラスミドを
作製した．このプラスミドを用いてタンパク
質発現用大腸菌株 BL21（DE3）を形質転換さ
せて大量発現させた．精製には GSTカラムを
使用した． 
（４）N結合糖鎖の調製 

N結合糖鎖については，相互作用解析を容
易にするために，N結合糖鎖を含むペプチド



図１．Frag-D（リガンド）と B1-66の相互作用解析 

鎖断片をフィブリノゲン分子から Lysyl-endo 
peptidaseを用いて酵素的に切り出して，精製
する方法を採用した． 
（５）SPR測定 
相互作用測定には SPRを用いた．SPR装置
は SPR現象が金属表面における屈折率（誘電
率）変化に対して高感度に応答することに基
づいたセンサーであり，分子間の相互作用を
センサーチップ上に再現することで一切の
標識を使わずにリアルタイムで観測するこ
とができ，金属薄膜の表面から数百 nm 付近
の屈折率（より厳密には誘電率）を測定する
ものである．SPR 装置には ProteOn XPR36
（Bio-Rad Laboratoriesのご厚意）を使用し，
得られたセンサーグラムから Kinetic 解析あ
るいはAffinity解析によって解離平衡定数KD

を求めた．また，Biacore社の Biacore Xも適
宜使用した． 
 
４．研究成果 
（１）Bβ鎖 N末端領域の相互作用解析 

Fibrinogen分解産物の Fragment Dをアミン
カップリング法によりセンサーチップ上に
固定化し、アナライトとして、作製した B
鎖 N 末端領域 Fragment (B1-66)および
Fragment NDSK をインジェクトした．
Fragment NDSKは B鎖 N末端領域を 2つ含
んだ Fibrinogen分子中央部の Fragmentであり、
より顕著な相互作用の結果が得られると予
想できる．測定の結果、B鎖 N末端領域、お
よび Fragment NDSKと Fragment Dが濃度依
存的に相互作用することが確認できた．その
結果、E 領域の中でも特に B鎖 N 末端領域
と Fragment Dとの相互作用が直接確認され、
Fibrin 重合における B鎖 N末端領域と D領
域の相互作用の関与が明確となった．（図１） 

 
（２）Bβ鎖 N末端領域の添加効果 

B鎖 N 末端領域の全体部分（1-66 残基）
を含む B1-66、B鎖 N末端領域から FpBを
切断し B knobを露出させた1-66をそれぞれ
添加することで、B鎖 N末端相互作用および
B:b 相互作用が Fibrin 重合に与える影響を検
討した．双方とも添加によって、特に Reptilase
系では凝集の遅延・抑制効果が濃度依存的に

観察された．B1-66には B knobの露出がな
く、b holeと相互作用しないにもかかわらず、
顕著な阻害効果が見られたことから、B:b 相
互作用の他に、D 領域に対する B鎖 N 末端
部の相互作用のラテラル凝集への関与が示
唆された．また、Reptilase系における B1-66
と1-66の結果を比較すると、B knobの露出
の有無という違いがあるにもかかわらず、同
様の阻害効果が見られたことから、B鎖 N末
端部の中でも特に B knob 以外の部位での相
互作用の関与が明らかとなった． 
さらに、B鎖 N 末端領域の二量体である

(B1-66)2、(1-66)2 をそれぞれ添加すること
で、よりインタクトに近い状態での B鎖 N
末端領域の添加効果を検討した．双方ともに、
Thrombin 系および Reptilase 系において、ラ
テラル凝集の促進効果が見られた．これは二
量体が Protofibril 間を架橋することで、ラテ
ラル凝集を促進したためであると考えられ
る．特に B knobが露出していない B1-66の
単量体では抑制効果が見られたのに対し、二
量体では促進効果が見られたことから、B鎖
N末端領域がD領域と直接的に相互作用して
いることを示す結果となり、SPR測定の結果
と相応する結果となった． 
（３）Bノブアナログの添加効果 
次に、Fibrinogenの B knobと同じ配列を持
つ合成 peptide で、C 末端がアミド化された
GHRPamを添加することにより b holeを塞ぐ
ことで、B knob-b hole相互作用を阻害した場
合の影響について調べた．GHRPamを添加す
ると、Thrombin系よりも B:b相互作用が働か
ない Reptilase 系で顕著な抑制効果が現れた
ことから、GHRPamが b holeと結合すること
により周辺領域のコンフォメーション状態
が変化することによって、B鎖 N末端の相互
作用が抑制されたものと考えられる．このこ
とから、B鎖 N 末端領域と D 領域との相互
作用は b hole 付近、すなわち D 領域中鎖
domainにあることが示唆された．   

GHRPam に加え、さらに B1-66 を添加す
ると Reptilase系において B鎖 N末端相互作
用の阻害による更なる凝集の遅延・抑制効果
が観察された．また、GHRPamに加え、B1-66、
(1-66)2混合物および， ()2混合物
をそれぞれ添加すると、二量体の B鎖 N 末
端相互作用による Protofibril 間の橋かけ効果
により、GHRPamまたは単量体による抑制効
果を打ち消す結果となった．すなわち、
GHRPamを添加した場合でも、単量体を加え
ると更なる阻害効果が見られたのに対し、二
量体を加えると抑制効果を打ち消すような
促進効果が観察された．従って、Fibrin 重合
における B鎖 N末端領域と Fragment Dの相
互作用、特に B鎖 N末端領域の B knob以外
の部位がその相互作用において大きな役割
をもつことが示された． 
（４）変異体 Bβ鎖 N末端領域の相互作用 
次に，Bβ 鎖 N 末端領域 Fragment として

Human Fibrinogen Bβ 鎖の 1-30 残基および

KD = 2.85 x 10-6 M 



図２．Frag-D（リガンド）と R44Aの相互作用解析 

1-66残基までのペプチド鎖（Bβ1-30，Bβ1-66）
を作製した．また，Bβ1-66に変異を導入した
変異型 Bβ 鎖 N 末端領域 Fragment として，
R42A， R44A，K53，54Aを作製した．導入
する変異部位については，特に塩基性アミノ
酸に注目して決定した． 
 リガンドとして Fibrinogen，Fragment-X，
Fragment-Dを固定化し，アナライトとしてBβ 
鎖N末端領域 Fragmentおよび変異型 Bβ鎖N
末端領域 Fragmentをインジェクトし，SPRに
より相互作用測定を行った． 
 その結果，Bβ1-66ではいずれのリガンドと
も相互作用があることがわかった．一方，最
も特徴的な結果として，変異体 R44Aではい
ずれのリガンドとも相互作用は見られなか
った．このことから，Bβ 鎖 N 末端領域の相
互作用にはArg44周辺部位が重要であること
が示唆された．また，実際の Fibrin重合過程
における Bβ1-66 の役割を知るため，濁度測
定による Bβ1-66 の添加効果を調べた．その
結果，Fibrin 重合の抑制が観察された．この
ことから，Bβ 鎖 N 末端領域は Fibrin 重合に
おいて重要な役割を担っていることが明ら
かとなった．（図２） 

 
（５）N結合糖鎖の相互作用 
 N結合糖鎖末端のシアル酸の負電荷が糖鎖
によるラテラル凝集抑制・遅延効果をもたら
すのではなく，能動的・構造特異性をもって
ラテラル凝集に関与していることを確かめ
るために，シアル酸，あるいは糖鎖全体を切
除したフィブリノゲンの凝集挙動に対する
溶媒のイオン強度依存性を検討した．生理的
条件に比べイオン強度を上昇，低下させた場
合，インタクトフィブリノゲンの凝集はそれ
ぞれ遅延，促進されるが，その凝集挙動はシ
アル酸，糖鎖全体の切除によって共に明瞭に
促進されることから，静電相互作用は関係し
ていないことがわかった． 

N 結合糖鎖について，酵素（Lysyl endo 
peptitase）処理により N 結合糖鎖を含む糖ペ
プチドを作製し，その相互作用を検討する対
象として E 領域を含む Fragment-NDSK を
CNBr分解により作製し，また Plasmin処理に

より D 領域を含む Fragment-D を作製した．
相互作用測定にはSPR装置Biacore X（Biacore 
社）を使用した．リガンドとして糖ペプチド
を固定化し，アナライトとして Fragment- 
NDSK および Fragment-D をインジェクトし
た．測定結果より，N結合糖鎖は D領域と相
互作用することがわかった． N結合糖鎖が
Bβ 鎖 N 末端相互作用に対して阻害効果を及
ぼすことにより，ラテラル集合の抑制因子と
してはたらいていることが示唆された． 
（６）遺伝性フィブリノゲン異常症との比較 
 B鎖 N末端が欠損した Des-(Bb1-42)-Fibri- 
nogen では，正常型フィブリノゲンに比べ明
らかな凝集遅延が認められている．これは，
Bb鎖の 15-18残基Bノブが欠損しているため，
B-b 相互作用が働かなかった結果と考えられ
る．しかし，凝集の遅延はあるものの凝集自
体は引き起こされていることは，残存する
B44Argを中心とする Bβ鎖 N末端相互作用
が働いた結果と考えられる． 
 Fibrinogen New York I は B9-72が欠損し
た変異型フィブリノゲンで，致死性の血栓症
をもたらすことが報告されている．B-b 相互
作用は働かないが，A-a 相互作用は正常に起
こること，B-b 相互作用はフィブリン重合に
とって必須のものではないことを合わせて
考えると，この結果は Bβ鎖 N末端相互作用
が適度な網目構造を持ったゲルを作る上で
不可欠の重要な役割を持ったものであるこ
とを示している．ただ，B9-72には B65Cys 
が含まれており，本来はこれと S-S結合をつ
くる A36Cys がアルブミン等の血中成分と
結合し不規則なネットワークを作っている
可能性もある． 
 遺伝性フィブリノゲン異常症の一つで Bb
鎖 R44Cの置換を持つ Fibrinogen Nijmegenで
はフィブリン重合時間の遅延が報告されて
いる。Cys への置換のため，新たな S-S 結合
ができたため Bβ鎖 N末端領域の相互作用が
阻害されたことによるものと考えられ，本研
究で見いだされた R44AによるD領域との相
互作用の消失という結果を支持している。 
（７）まとめ 
以上の測定結果より，Bβ 鎖 N 末端相互作
用および N 結合糖鎖の相互作用の対象部位
はともに D領域にあることがわかった．この
ことから，ラテラル集合において Bβ鎖 N末
端領域が B-b相互作用も含め主要な役割を果
たしており，N結合糖鎖は Bβ鎖 N末端領域
と D 領域との相互作用と競合することでラ
テラル集合への移行を調節していると考え
られる． 
 血液凝固の最終段階であるフィブリン重
合のメカニズムは古くから研究されてきた
が，プロトフィブリル同士がラテラル方向に
集合する過程が生理的に必要とされる 3次元
構造の網目構造を構築する理由については,
殆ど何もわかっていなかった。本研究は，こ
のプロセスについて重要な知見を与えるも
のとなった。 



 以上のことから考えられるラテラル集合
のメカニズムは次の通りである．酵素トロン
ビンによって FpAが切断されA-a相互作用に
よってプロトフィブリルを形成する．プロト
フィブリルの成長にともない D 領域がコン
フォメーション変化し，Bβ 鎖 N 末端領域お
よび N 結合糖鎖との相互作用部位が露出す
る．さらに FpBが切断されることで αC ドメ
インおよび Bβ鎖 N末端領域の遊離が促され
る．遊離した αC ドメインが他のプロトフィ
ブリルの αC ドメインと相互作用してラテラ
ル集合を容易にし，Bβ鎖 N末端領域が D領
域と相互作用することによりラテラル集合
を進行させるが，その一方でN結合糖鎖がBβ
鎖N末端領域と競合してD領域と相互作用す
ることで，ラテラル集合の進行度合いを調節
している． 
今後は，ラテラル集合において中心的な役
割を担うと考えられる Bβ 鎖 N 末端領域，N
結合糖鎖，αC ドメインの 3 つの部位が同時
に存在する条件下で集合特性を検討し，その
上で変異の導入による効果を調べることで，
Fibrin 重合における 3 領域相互の役割が明確
になると期待される． 
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