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研究成果の概要（和文）：　フィブリノゲン(Fbg)蓄積病（FSD）を呈するFbg低下症として6例が報告されてい
る。早期診断法・治療薬候補を探索する研究を行った。異常Fbg産生CHO細胞を確立し、蛍光抗体法で形態学的特
徴を検討した結果、FSDを引き起こす変異型では、細胞質に繊維状封入体が観察され、特異的であることが証明
できた。
　また、種々の薬剤を用いた封入体形成原因の検索では、封入体は異常Fbgがプロテアソーム系あるいはオート
ファジー系による分解を免れて形成されることが示唆された。しかし、それぞれの促進薬剤の添加では、封入体
の形成を抑えられないことから、FSDの治療薬として使用できる可能性が低いことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Six hypofibrinogenemic mutations have been identified in gamma-chain of 
fibrinogen for fibrinogen storage disease (FSD). To investigate the diagnostic test and 
pharmaceutical therapy for FSD, we performed research. First we established aberrant 
fibrinogen-producing Chinese hamster ovary (CHO) cells and observed those by immunofluorescence 
method using anti-fibrinogen antibody. All of six transiently transfected CHO cell lines 
specifically showed fibrous forms of intracellular inclusion bodies. 
  To analyze the mechanisms for the formation and inhibition of fibrous forms of inclusion bodies, 
some of anticipated inhibitor or enhancer reagents were added into the established cell lines. These
 results suggest that fibrous inclusion bodies are formed by the inhibition of proteasome and/or 
autophagy protein degradation pathway, however, enhancer reagents for these pathway does not reduce 
the fibrous forms. Therefore these enhancing reagents can not use as the therapeutic agent for FSD. 

研究分野：血栓止血学
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１． 研究開始当初の背景 
遺伝性フィブリノゲン(Fbg)異常症のうち

活性測定値低値と蛋白測定値低値であるも
のを Fbg 低下症といい、その一部に肝細胞の
小胞体内に異常 Fbg が徐々に蓄積することに
より肝硬変を引き起こす症例が存在する。こ
のような病態を肝小胞体蓄積病（hepatic 
endoplasmic reticulum storage disease; 
HERSD)という。また、Fbg が蓄積する病態を
fibrinogen storage disease という。現在ま
でに報告されている HERSD を呈する Fbg 低下
症はγG284R、γT314P、γΔ346-350(GVYYQ)、
γR375W の 4 種類であり、このうちγR375W
は最近わが国でも報告された（Sogo T et al, 
J Pediatr Gastr Nutr 2009;49:133-136）。
γG284～γR375 の間には上記以外に 47 種類
の Fbg アミノ酸異常が報告されており、その
うちの 18 種類が Fbg 低下症例である。これ
らの Fbg 低下症例の中に HERSD を呈するもの
が存在する可能性が強く疑われるが、現在そ
れを発症前に鑑別診断する方法はない。我々
の研究室では、長年 Fbg 異常症・欠損症を呈
する変異 Fbg を Chinese Hamster Ovary(CHO)
細胞で産生させ、機能異常の解析を行うとと
もに、産生異常の機序を分子生物学的に研究
を行ってきた。 
我々は試みに HERSD を呈する症例中最も報

告数が多く、わが国でも報告例のあるγ
R375W について、変異 Fbg 産生 CHO 細胞を作
成し、FITC 標識抗 Fbg 抗体を用いた蛍光抗体
法を実施した。その結果、正常 Fbg 産生 CHO
細胞と比較して、細胞質に粗大顆粒状あるい
は繊維状に染色される封入体を有する細胞
が多数観察された(Kobayashi T, Arai S, et 
al. Thromb Res 133：101-107, 2014)。 

 
２．研究の目的 
近年、遺伝性 Fbg 低下症の一部患者で、細

胞外に分泌できない異常 Fbg が産生細胞であ
る肝細胞小胞体内に蓄積し肝硬変を引き起
こす症例(HERSD)が報告された。このような
異常 Fbg 産生 CHO 細胞を樹立し、①HERSD 発
症型と非発症型を発症前に非侵襲的に鑑別
診断する臨床検査法を確立する、②HERSD の
発症機序を分子生物学的に明らかにする、③
異常 Fbgの細胞内蓄積を抑制する物質を探索
する、以上の三点を目的とする。これらの成
果は、HERSD と同じくタンパク質フォールデ
ィング病に属するアルツハイマー病（リン酸
化タウタンパクが細胞内に蓄積する）などの
原因解明と治療薬探索に繋がる可能性が期
待できる。 

 
３． 研究の方法 
平成 26 年度は、γR375W 以外の 3 種類の

HERSD を呈する変異 Fbg 産生 CHO 細胞とでき
るだけ多くの HERSD 発症報告のない変異 Fbg
産生 CHO 細胞を確立し、HERSD 型封入体の有
無を明らかにするために、蛍光抗体法を実施
した。 

平成 27 年度は、変異 Fbg を本来の Fbg 産
生細胞である肝細胞癌由来細胞株である
HuH-7 細胞で産生させ、蛍光抗体法を実施し、
Fbg の細胞内封入体形成性に CHO 細胞とどの
ような相違があるかを比較した。また、異常
Fbg が小胞体あるいはライソゾームのどちら
に局在しているかを電子顕微鏡で同定した。
さらに、粗大顆粒状封入体と繊維状封入体の
相違と相互移行性を明らかにするための、発
現実験を行った。 
平成 28 年度は、HERSD を呈する変異 Fbg 産

生 CHO 細胞を用いて、正常であれば異常タン
パク質を分解する小胞体関連分解(ERAD)系
あるいはオートファジー分解系を阻害する
試薬、あるいは促進する試薬を添加すること
により、異常封入体形成の増加あるいは減少
を蛍光抗体法で観察した。 

 
４． 研究成果 
平成 26 年度は、γR375W 変異以外の HERSD
を引き起こすγ G284R、γ T314P、γΔ
346-350(GVYYQ)の 3 種類の遺伝性 Fbg 低下症
について、変異 Fbg 安定化産生 CHO 細胞を確
立し、特異な粗大顆粒状(LG)と繊維状(F)細
胞内封入体の有無を Fbg抗体を用いた蛍光抗
体法で観察した。その結果、γT314P、γΔ
346-350 ではγR375W-Fbg と同様の LG と F封
入体が観察された。すなわち、γT314P 
(LG:27.2%, F:37.3%)、γΔ346-350(LG:53.7%, 
F:12.3%) 、 γ R375W-Fbg(LG:50.5%, F: 
40.0%)であった。しかし、γG284R 変異にお
いては LG が 8.4%, F が 0.0%であり、F 封入
体が観察されなかった。 
一方、γG284～γR375 の間に報告されてい

る HERSD を引き起こした報告はないが、細胞
内の異常 Fbg 濃度が高く、細胞外への分泌が
低下している 7 種類の Fbg 低下症例（γ
S313N 、γC326A 、γC326S 、γC326Y 、γ
M336I 、γA341D 、γN345D)について、変異
Fbg 安定化産生 CHO 細胞を確立し、HERSD 型
封入体の有無を観察した。その結果、いずれ
の細胞においても F封入体は観察されず、LG
封入体がそれぞれにおいて 14.3、13.1、23.0、
0.0、1.0、0.8、8.6%観察されただけであっ
た。 

CHO細胞を用いた実験ではγG284R変異に

おいてF封入体が観察されなかったため、次

の実験として、Fbgを産生しているヒト肝細

胞であるHuH-7細胞に異常なγ鎖を導入する

一過性発現実験を行った。さらにその対照と

してCHO細胞への一過性発現実験も行った。そ

の結果、F封入体はHERSDを引き起こすγG284

R、γT314P、γΔ346-350、γR375Wではそれ

ぞれ2.1、4.5、4.0、24.5%観察された。対照

としたCHO細胞でもそれぞれ4.9、5.3、3.2、

22.7%観察された。すなわち、安定化産生細胞

ではF封入体が観察されなかったγG284Rにお



いても、一過性発現実験では観察することが

できた。このことから、F封入体の出現はHER

SD発症型Fbg低下症に特異的であることが示

唆された（図1-3）。 

    
図１．γR375W-CHO細胞（安定発現） 

 

    
図２．γR375W-CHO細胞（一過性発現） 

 

    
図３．γR375W-HuH-7細胞（一過性発現） 

 

平成27年度には平成26年に新たに論文発

表されたHERSDを呈する2つの異常Fbg症、γD

316N症例とγG366S症例について一過性と安

定発現実験を行った。この結果、安定化発現

CHO細胞では、γD316N(LG:8.4%, F:72.1%)、

γG366S(LG:17.7%, F:0.0%)であったが、一

過性発現CHO細胞では、γD316N(LG:5.4%, F:

35.6%)、γG366S(LG:5.6%, F:4.6%)、一過性

発現HuH-7細胞では、γD316N(LG:19.7%, F:4.

5%)、γG366S(LG:14.9%, F:3.5%)という結果

となり、安定化発現CHO細胞では観察されな

いγG366SのF封入体が、一過性発現CHO細胞

では観察できるという前年度と同様な結果

でった。また、γD316NのF封入体は繊維状の

数が少なく太い形状で、他の5種類の細胞で

観察されたものと大きく異なっていた（図4）。 

 

 

 
図4．γD316N-CHO細胞（安定発現） 

 

さらに、HERSDを呈するFbg変異においての

み観察されたF封入体が、異常γ鎖だけで生じ

るかどうかを明らかにするために、異常γ鎖

のみ、異常γ鎖と正常Aα鎖の組み合わせ、異

常γ鎖と正常Bβ鎖の組み合わせ産生CHO細胞

を作成した。この結果、F型封入体は異常γ鎖

がFbgに組み立てられるときにのみ形成され

ることが明らかになった。 

次に、HERSD発症型Fbg低下症に特異的なF

型封入体を電子顕微鏡で観察した。その結果、

F型封入体は粗面小胞体であることが明らか

になり、さらにその中には繊維状の構造を持

つ物質(Fbg)が詰まっていることも観察され

た（図5,6）。 

 

 
図５．γR375W-CHO細胞（安定発現） 

 

 
図６．γD316N-CHO細胞（安定発現） 

 

以上の結果をまとめると図7のようになる。

すなわち、Fbg低下症患者において、一過性

発現のCHO細胞を用いてF型封入体を観察す



ることにより、HERSDを呈する危険性のある

遺伝子異常型を発症前にスクリーニングで

きる可能性が示唆された。一方、HuH-7細胞

はCHO細胞に比較して、細胞の発育速度が遅

いことや、細胞継代の扱いがやや難しことが

欠点となった。 

 
図７．一過性発現細胞の封入体陽性率 

 

F型封入体形成が最も顕著であったγR375

W CHO細胞において、アポトーシスの亢進が

ある可能性を疑い次の実験を行った。annexi

nVとプロピジュームヨウ素を用いたフロー

サイトメトリーと、Tunel法を用いたフロー

サイトメトリーにより、それぞれ前期アポト

ーシスおよび後期アポトーシスの亢進を解

析した結果、どちらも正常Fbg産生CHO細胞の

結果と変わらない結果であった。このことは、

F型封入体を多数形成しているCHO細胞でも

アポトーシスは起こらず、生存期間が正常Fb

g産生CHO細胞と変わらないことが推察され

た。 

 

平成28年度にはHERSD型の2種CHO細胞（γR

375W、γD316N）を用いて、apoptosis促進剤、

オートファジー系阻害剤、オートファジー系

促進剤、プロテアソーム系阻害剤の合計13種

の薬剤の添加実験を行った。細胞培養開始の

翌日、薬剤を添加し3日間培養し、蛍光抗体

法を実施した。 

各種薬剤の影響は2種類の細胞で大きな違

いがみられたが、γD316Nではプロテアソー

ム阻害剤であるLactacystinとPepstatin A、

オートファジー阻害剤のSP600125において、

F封入体形成を50％以上増加させた。また、

両細胞でF封入体形成を20％以上減少させた

のはapoptosis促進剤のKifnensineとオート

ファジー阻害剤のBafilomycinA1とLY294002

であった。 

以上の結果より、異常蛋白質分解系である

プロテアソーム系あるいはオートファジー

系の働きを阻害すると、異常Fbg産生細胞に

おいてHERSD特異的なF封入体の形成を増強

することから、F封入体は異常Fbgが何らかの

機序でプロテアソーム系あるいはオートフ

ァジー系による分解を免れることにより形

成されることが示唆された。しかし、オート

ファジー系促進薬剤の添加では、F封入体の

形成を抑えられないことから、今回使用した

オートファジー系促進薬剤はFSDの治療薬と

して使用できる可能生が低いことが明らか

になった。 
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