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要旨

浜松医科大学にて先天性無フィブリノゲン血症の患者を経験し、その遺伝子解析からフィブリノゲン (Fbg)

を構成する遺伝子 FGAに 1238 bpの欠失を見出した。同時にウエスタンブロットにより Fbgが血漿中には存

在しないことを確認した。

この患者の変異と同じ FGAの欠失を Fbg非産生の培養細胞株 COS1を用い再現し、その動態について研

究を行った。FGB、FGGと野生型 FGAまたは、患者と同じ変異を加えた変異型 FGAの 3つの発現ベクタ

ーを COS1細胞に共遺伝子導入し、Fbgの生合成・分泌に関して解析を行った。その結果、野生型を導入し

た細胞では培養液中にも分泌され本来の Fbgと同様の動態を示したが、変異型 FGAを発現させた細胞では

細胞内に発現しているものの、培養液中には分泌されてなかった。これらのことから患者の不完全な Aα鎖

では Fbg全体が細胞外に分泌できず発症すると考えられる。

キーワード：無フィブリノゲン血症、FGA、フィブリノゲン

Summary

At the Hamamatsu University School of Medicine, we encountered a patient with congenital 

afibrinogenemia for whom genetic analysis revealed the presence of a 1238 bp deletion in the fibrinogen 

alpha chain (FGA) gene, which codes for fibrinogen. Western blotting confirmed that there was no 

fibrinogen present in the patient’s plasma.

We reproduced the same FGA deletion as that seen in our patient, using fibrinogen nonproducer 

cultured COS1 cells, to investigate its dynamics. The three expression vectors of fibrinogen beta chain, 
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はじめに

フィブリノゲン（Fibrinogen:Fbg）は複雑な血

液凝固反応の最終産物であるフィブリンの前駆体

であり、3つのポリペプチドが結合し、さらに 2量

体を形成した分子量 340 kの巨大な糖タンパクであ

る。健常人血漿中には 180～ 350 mg/dl存在して

いる。

Fbgは肝細胞において、Aα鎖（アミノ酸数 610

個，分子量 67 k）、Bβ鎖（461個，56 k）、γ鎖（411個，

45 k）の 3種のポリペプチドとして合成された後、

S-S結合により（Aα・Bβ・γ）複合体を形成する。

次いでそれらが N末端領域の S-S結合により 2量

体（Aα・Bβ・γ）2に組み立てられ肝細胞から

分泌される。これら Aα鎖・Bβ鎖・γ鎖をコー

ドする Fbg遺伝子は第 4染色体長腕の 4q31に存在

している 1) 。

マウスを使ったノックアウト実験も行われてお

り、Fbg欠損症のモデル動物として 1995年に Aα

鎖ノックアウトマウスが作製された。Aα鎖ノッ

クアウトマウスでは，マウスは子宮内で死亡するこ

となく出産されるが、生まれてきた新生マウスの約

30%は出産時から明らかな出血が認められ、腹腔内

出血で死亡することもある 2)。このように Fbgは

凝固線溶系以外に創傷治癒や妊娠継続に重要な働き

を担っている。

日常臨床検査における Fbg測定は、入院時あ

るいは手術前の凝固スクリーニング検査の一つと

して行われる。血漿 Fbgが低下する疾患・病態

として、重症肝障害による産生低下、巨大血栓症

や播種性血管内凝固症候群などによる消費亢進、

L-asparaginase製剤投与などがある。Fbgの先天

的な欠損症には 2タイプあり、タンパクそのもの

が産生されない量的な異常症（Ⅰ型）と、主にア

ミノ酸置換によるフィブリノゲンタンパクはある

が活性が低下している質的な異常症（Ⅱ型）があ

る。Ⅱ型では易出血や易血栓形成、傷の治りが悪い

などの症状を呈する事があるが無症状の場合もあ

る 3)4)。一方、Ⅰ型では出血症状がみられる他、妊

娠継続が困難などの症状がある。全世界で合わせ

て 350家系以上がデータベースに登録され公開さ

れ て い る（http://www.geht.org/databaseang/

fibrinogen/）。

今回、先天性無フィブリノゲン血症患者および、

そのご家族の分子遺伝学的解析を行い、FGAのエ

クソン 4を含む 1238 bp の欠失を見出した。Fbgを

構成する 3つのポリペプチドのすべてが揃わないと

分泌されない事は既に報告されており、Aα鎖が

不完全な状態でも分泌されない事は既に報告されて

いる 5)~7)。これらの報告を元に、我々が今回経験し

た症例もこの変異が原因の不完全な Aα鎖によっ

て分泌されなくなるのかを in vitroの実験で確認し

fibrinogen gamma chain, and either wild type FGA or variant FGA, possessing the mutation, were 

co-transfected into COS1 cells and fibrinogen biosynthesis and secretion were analyzed. Our results 

indicated that in cells transfected with wild type FGA, fibrinogen secretion was detected in the culture 

medium, demonstrating normal fibrinogen dynamics. However, although cells expressing the variant 

FGA exhibited intracellular expression, we detected no secretion into the culture medium. Thus, it 

appears that fibrinogen cannot be secreted outside of cells possessing the incomplete fibrinogen A α 

chain in our patient with congenital afibrinogenemia , resulting in the onset of the disease.

Key words ：afibrinogenemia, FGA, Fibrinogen
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たので報告する。

症例

34歳女性。出生時に先天性無フィブリノゲン血

症と診断され経過観察されていた。34歳のときに

脳梗塞の疑いで浜松医科大学医学部附属病院に入院

となった。入院時のフィブリノゲン量は検出感度以

下であった。

　遺伝子解析は未実施であったため、浜松医科大学

医学部の倫理審査委員会にて承認を受け、患者に遺

伝カウンセリングを行い、インフォームドコンセン

トを得たのちに遺伝子解析を行った。(承認番号：

18-28)

材料と方法

1．遺伝子解析

　患者全血より QIAamp DNA Blood mini Kit 

( QIAGEN ) を用いてゲノム DNA を抽出し、

FGA、FGB、FGG遺伝子の全エクソン及び、エ

クソンとイントロンの境界領域を PCRで増幅で

きるようプライマーを設計した (表 1)8) 。PCR条

件は、変性 94℃で 1分、アニーリング 50～ 59℃

で 1分、伸長 72℃で 1分を 1サイクルとして行っ

た。PCR産物はアガロースゲル電気泳動により大

きさを確認した。

そ れ ぞ れ の PCR 産 物 は QIAamp PCR 

Purification Kit（ QIAGEN ）にて精製後、ABI 

BigDye Terminator Ready Reaction Mix 

( Applied Biosystems ) を用いたダイレクトシーク

エンスにて遺伝子配列を解析した。解析には ABI 

3130 Genetic Analyzer ( Applied Biosystems ) を

使用した。

2．SDS-PAGE、ウエスタンブロット

　患者より 3.2%クエン酸ナトリウム加血漿を採

取し、PBSにて 500倍に希釈した。同様に陽性コ

ントロールとして健常者からも血漿を採取し PBS

表1　フィブリノゲン遺伝子の PCR 増幅および塩基配列決定に使用したプライマー
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にて 500倍に希釈した。それぞれの血漿にトリス

SDS β -MEサンプル処理液 ( COSMO BIO ) を加

え、95℃で 5分加熱したものをサンプルとした。泳

動には SDS- トリス - グリシン泳動バッファー  

( COSMO BIO ) を使用し、4-20%ポリアクリルア

ミドゲル ( COSMO BIO ) にて 30 mA、80分泳動

を行った。泳動後、セミドライブロッティングにて

PVDF膜 ( BIO-Rad ) に転写した。転写後の膜は

5%スキムミルクで１時間ブロッキングし、一次抗

体として抗ヒトフィブリノゲンポリクローナル抗体 

( Dako ) を 3000倍に希釈し室温で一晩反応させた。

膜を洗浄し、二次抗体としてアルカリホスファター

ゼ標識抗ウサギ IgG抗体 ( Dako )を 5000倍に希釈

し反応させた。洗浄後、BCIP/NBTアルカリホス

ファターゼ染色キット ( NACALAI TESQUE ) を

使用し、発色法にて検出を行った。

3．フィブリノゲン発現ベクターの構築

野生型の FGA, FGB, FGG遺伝子はヒト肝臓

cDNAライブラリー Cap Site cDNA dT Human 

Liver ( NIPPON GENE ) から各遺伝子のプライマ

ーを用い単離した（表 2）。使用したプライマーに

は制限酵素サイトを付加しており、各々の制限酵

素で処理後、哺乳類細胞でのタンパク発現用ベク

ター pcDNA3.1 ( Invitrogen ) のマルチクローニン

グサイトへ Ligation-Convenience Kit ( NIPPON 

GENE ) を用い挿入した。構築したベクターは大腸

菌 DH5αにトランスフォームし、QIAprep Spin 

Miniprep Kit ( QIAGEN ) プラスミド抽出を行っ

た。得られたそれぞれのプラスミドはインサートの

塩基配列を確認し、野生型の FGA, FGB, FGG発

現ベクターとした。なお、遺伝子組換え実験は神戸

常盤大学遺伝子組換え実験安全委員会の規定に則り

承認を得て行っている。(承認番号 :25-01)

4．変異型 FGA 発現ベクターの構築

患者と同じ変異はエクソン 4を含むイントロン 3

からイントロン 4の 1238 bp の欠失である。この欠

失によってmRNAに転写されるとエクソン 3の後

にエクソン 5が繋がると推測される。その結果フレ

ームシフトが起こり数塩基で終止コドンが入る。変

異導入には野生型 FGAを鋳型とし、FGAex1-F: 5’

-GTCTAGGAGCCAGCCCCACC、FGAex4del-R: 

5’-GGGGATCCATCAATGTCCACTATTGGCTG

のプライマーを用いエクソン 3の後にエクソン 5が

入るように PCRにて増幅した。その後、前述と同

じ方法で制限酵素処理、ライゲーション、トランス

フォーメーションを行い塩基配列の確認を行い、変

異型 FGA ( mFGA ) 発現ベクターとした。

5．細胞培養

　本研究にはアフリカミドリザル腎臓由来培養細

胞 ( COS1 ) および、ヒト肝臓がん由来培養細胞 

( HepG2 ) を使用した。COS1は無血清培地 VP-

SFM ( GIBCO ) + 2% GlutaMAX ( GIBCO )、CO2

濃度 5%、37℃で培養した。HepG2は DMEM Low 

glucoseにウシ胎児血清 ( GIBCO ) を 10%加え、

CO2濃度 5%、37℃で培養した。

   

表2　フィブリノゲン遺伝子のクローニングプライマー
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6．FGA または mFGA と FGB, FGG 発現ベクター

のトランスフェクション

　作製した発現ベクター ( FGA, FGB, FGG, 

mFGA ) 及び陰性コントロールとして pcDNA3.1

をフィブリノゲン非産生培養細胞である COS1へ

遺伝子導入し、72時間培養後、細胞および培養液

を回収しウエスタンブロットによりフィブリノゲ

ンの生合成・分泌について解析を行った。遺伝子

導 入 に は Lipofectoamine 3000 ( Thermo Fisher 

Scientific ) を用い製品のプロトコルに従い行った。

フィブリノゲンは 3つのタンパクが揃い、二量体

を形成する事で初めて細胞外へ分泌されるため、

FGA, FGB, FGGの 3つをコトランスフェクション

した。また、患者のフィブリノゲン生合成・分泌状

態を再現するためにmFGA, FGB, FGGのコトラ

ンスフェクションを行った。3つのベクターをコト

ランスフェクションする際は、それぞれのベクター

が等モルになるように行った。

結果

1．遺伝子解析

PCRにより 3つの遺伝子の各エクソンジャンク

ション部分の増幅を行い、塩基配列を解析した結果、

FGB、FGGには変異が認められなかった。FGA

の PCRではイントロン 1からエクソン 2とエクソ

ン 3を含むイントロン 3までのプライマーで増幅が

見られなかった。また、イントロン 3からエクソン

4を含むエクソン 5までのプライマーに於いても増

幅が見られなかった。そのため、エクソン 2からエ

クソン 5までのプライマーで増幅させたところコン

トロールと比較して 1 kbp 以上短いものが増幅さ

れた (図 1A)。この PCR産物の塩基配列を解析し

た結果、エクソン 4全体を含む、イントロン 3から

イントロン 5までの 1238 bp の大きな欠損を見いだ

した (図 1B)。この欠失変異以外の変異は存在しな

かった。

A 

 

 

B 

 

図 1 遺伝子解析の結果 

A:それぞれのエクソンジャンクション部分が入るようなプライマーで増幅させた。 

エクソン 2と 3、エクソン 4と 5のプライマーでは増幅されなかった。 

エクソン 2からエクソン 5までのプライマーではコントロール 3127bp、患者 1889bpの増幅産物が得

られた。 

B:1889bpの増幅産物をダイレクトシークエンスで解析した結果、イントロン 3からイントロン 4まで

の 1238bpの欠失を見出した。  

図1A　遺伝子解析の結果
A:それぞれのエクソンジャンクション部分が入るようなプライマーで増幅させた。
エクソン2と3、エクソン4と5のプライマーでは増幅されなかった。
エクソン2からエクソン5までのプライマーではコントロール3127bp、患者1889bpの増幅産物が得られた。
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2．ウエスタンブロット

　患者及びその両親の血漿を SDS-PAGE及びウエ

スタンブロットを行った。その結果、患者血漿中に

は、Aα鎖、Bβ鎖、γ鎖のいずれも検出されず、

FGAの欠失変異によってフィブリノゲンが血中に

分泌されていない事が推測された。両親の血漿では

Aα鎖、Bβ鎖、γ鎖が検出され、フィブリノゲン

は正常に血中へと分泌されていた (図 2)。

両親は血中に分泌されていたため、両親の同意

を得て欠失部位をはさんだPCRで確認したところ、

いずれも欠失変異のヘテロ接合体であった (図 3)。

3．フィブリノゲン発現実験

　3つの発現ベクターを COS1に遺伝子導入し、フ

ィブリノゲンの生合成・分泌について解析を行っ

た。3つの遺伝子が同時に細胞内に入れば分泌され、

1つもしくは 2つであれば細胞外へは分泌されず、

それぞれ単独で遺伝子導入した場合、細胞内では発

A 

 

 

B 

 

図 1 遺伝子解析の結果 

A:それぞれのエクソンジャンクション部分が入るようなプライマーで増幅させた。 

エクソン 2と 3、エクソン 4と 5のプライマーでは増幅されなかった。 

エクソン 2からエクソン 5までのプライマーではコントロール 3127bp、患者 1889bpの増幅産物が得

られた。 

B:1889bpの増幅産物をダイレクトシークエンスで解析した結果、イントロン 3からイントロン 4まで

の 1238bpの欠失を見出した。  

図1B　遺伝子解析の結果
B:1889bp の増幅産物をダイレクトシークエンスで解析した結果、イントロン3からイントロン4までの1238bp の欠失を見出
した。

図2　フィブリノゲン A α鎖、B β鎖、γ鎖のウエスタン
ブロット
抗ヒトフィブリノゲン抗体を1：3000に希釈し使用。両親
およびコントロールでは3本のフィブリノゲン鎖が検出さ
れたが、患者ではいずれのフィブリノゲン鎖も検出され
なかった。
（Cont. 健常者血漿、Pat. 患者血漿、Father 患者の父親、
Mother 患者の母親）

図3　患者とその家族の遺伝子解析
3127bpがコントロールと同じ大きさであり、両親は患者
と同じ1889bpの短いものと、コントロールと同じ3127bp
の2種類が増幅され、ヘテロ接合体だとわかる。
（Cont . 健常者、Pat . 患者、Father 患者の父親、
Mother 患者の母親）

 

 

図 2 フィブリノゲン Aα鎖、Bβ鎖、γ鎖のウエスタンブロット 

抗ヒトフィブリノゲン抗体を 1：3000に希釈し使用。両親およびコントロールでは 3本のフィブリノゲ

ン鎖が検出されたが、患者ではいずれのフィブリノゲン鎖も検出されなかった。 

（Cont. 健常者血漿、Pat. 患者血漿、Father 患者の父親、Mother 患者の母親） 

 

図 3 患者とその家族の遺伝子解析 

3127bpがコントロールと同じ大きさであり、両親は患者と同じ 1889bpの短いものと、コントロールと

同じ 3127bpの 2種類が増幅され、ヘテロ接合体だとわかる。 

（Cont. 健常者、Pat. 患者、Father 患者の父親、Mother 患者の母親） 
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表3　患者及び両親の血栓止血関連検査結果及び遺伝子型

現するが細胞外へは分泌されない 9)。野生型の 3つ

を遺伝子導入した場合、細胞内、細胞外にもフィブ

リノゲンのシグナルが確認された。mFGA, FGB, 

FGGを遺伝子導入した場合、細胞内での発現は確

認できたが、培養液中には確認されず分泌されてい

なかった (図 4 A, B)。

考察

本例で見出された FGA 遺伝子の 1238 bp の欠失

は、2003年に九州大学、2005年に中国、2012年に

信州大学から報告された症例と同じ変異であった

10)~12)。九州大学の症例では、プロテイン C遺伝子の

エクソン 7に 3塩基の欠失変異のヘテロを伴ってい

たため、その変異の有無を解析したところ本例には

図4　トランスフェクション後の細胞分画 (A) と培養液分画 (B) のウエスタンブロット
単独でトランスフェクションしたものは細胞分画には発現しているが、培養液中には分泌されていない。野生型の 3

つをトランスフェクションした場合は、培養液中に分泌され 3つのシグナルが確認できる。変異型 FGAと野生型 FGB、
FGGをトランスフェクションした場合、細胞分画には発現しているが、培養液中には分泌されていない。尚、使用してい
るポリクローナル抗体は Aα鎖に対して感度が高くなっており、トランスフェクション後、培養している間に死んだ細胞
から培養液中に漏出した FGA、mFGAが反応したものと考えられる。図 Aでも FGAのレーンにはスメア状にシグナル
が見られるが、FGAの分解産物であると思われる。また、これまでに報告された文献でも FGAのみのトランスフェクシ
ョンでは分泌されないとされている。
FGA：野生型 FGAベクター、FGB：野生型 FGBベクター、FGG：野生型 FGGベクター、mFGA：変異型 FGAベクター、
ABG：野生型 FGA, FGB, FGGベクター、mABG：変異型 FGA、野生型 FGB, FGGベクター、pCDNA3.1ベクターのみ、
COS1：未処理 COS1、HepG2：陽性コントロールとして HepG2を使用した。
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検出されなかった。患者の解析だけでは、PCRで

は検出できない大きな欠失変異とのヘテロ接合や

uniparental disomyなどの可能性は否定できない

ため両親の遺伝子解析も行った。その結果、野生型

と同じ大きさのバンドと、患者と同じ変異型の短い

バンドが確認でき、ヘテロ接合体であると考えられ

た。父親と母親の野生型バンドの上流に見えるバン

ドは、野生型と変異型の heteroduplexであると推

定され、立体構造の関係から野生型よりも遅れて泳

動されていると考えられる。従って、患者は 1238 

bp の欠失変異のホモ接合体であると結論づけた。

この家族に聞き取り調査を行いこれまでの血栓止血

関連検査の結果と遺伝型を含めまとめた（表 3）。

　Ⅰ型無フィブリノゲン血症の原因遺伝子は、これ

までの報告例からいずれも FGAに生じている 13)。

本例で検出された 1238 bp の欠失以外には、スイス、

フランス、米国で報告された 11 kb の欠失 14)、タイ

で報告された 15 kbの欠失の 2種類にすぎない 15)。

大きな欠失は FGAのみに生じている。

　フィブリノゲンは 3つのポリペプチドがほぼ正

常に合成されないと分泌されない 9)。これまでに報

告されている Fbgの品質管理に関連した文献では、

Dung Vuらが Bβ鎖の C末端 7～ 25アミノ酸残基

が 6量体形成に重要な配列であると報告している 16)。

また、培養細胞を使った発現実験では不完全な Fbg

はゴルジ装置へは運ばれず、その前区画に留まり細

胞外へ分泌されないことを明らかにしている 16)。γ

鎖では Okumuraらがγ鎖の 387番目のアミノ酸残

基が Fbgの組立てに重要であると報告している 17)。

　Aα品質管理に重要な配列についての明確な文

献は未だ報告がない。これまでに報告があるのは、

開始コドンから 149アミノ酸残基までの短い配列で

は分泌されないというものである 7)。本症例は欠失

によりエクソン 3とエクソン 5が繋がっており、報

告されている配列とは異なる。しかし、全長 124ア

ミノ酸残基とより短いものであるため、Fbgの組

立てが上手くいかず分泌されないと考えられる。
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