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1 要旨 

遺伝性血管性浮腫 （hereditary angioedema：以下 HAE） は、全身の様々な部位に突発性、

一過性の浮腫を生じる稀な常染色体優性遺伝性疾患である。HAE は、C1 inhibitor（C1INH）を

コードする serpin family G member 1 （SERPING1） 遺伝子の変異により生じる HAE I 型およ

び II 型、SERPING1 遺伝子以外の遺伝子異常を認める HAE III 型（HAE with normal 

C1INH）の 3 つに分類される。これまでに、SERPING1 遺伝子においては多数の病的変異が同

定されているが、各変異による HAE の発症機構については未だ十分に解明されていないのが現

状である。 

本研究では、以前に我々が報告した HAE I 型の患者に同定された SERPING1 遺伝子のミス

センス変異 c.449C>T （p.S150F）に関して、詳細な発現・機能解析を in vitro レベルで行った。 

まず、p.S150F 変異型 C1INH は細胞内では安定して発現するが、細胞外には全く分泌されない

ことが示された。次に、変異型 C1INH が野生型 C1INH の分泌を強力に阻害することが明らかに

なった。さらなる解析で、野生型 C1INH は変異型 C1INH との相互作用によって細胞質内に留

め置かれてしまうだけでなく、分解も誘導されることが示唆された。本研究によって、p.S150F 変異

型 C1INH は野生型 C1INH に対して dominant-negative 効果を発揮することが証明され、そ

れが本遺伝子変異による HAE I 型の主要な発症メカニズムと考えられた。 

 

 

2 背景と目的 

遺伝性血管性浮腫 （hereditary angioedema：以下 HAE） は、皮膚を含む全身の様々な臓

器に一過性の浮腫を突発的に生じる稀な常染色体優性遺伝性疾患である 1。顕著な浮腫が皮

膚、消化管、咽頭・喉頭などに生じるため、腹痛や呼吸困難、時には咽頭浮腫による窒息を来すリ

スクもある難治性疾患であり、本邦における指定難病にも認定されている。 

HAE は 3 つの型に分類されている（HAE I 型～III 型）。その中で、HAE I 型および II 型

（OMIM #106100）は、plasma protease C1 inhibitor （C1INH）をコードする serpin family G 

member 1（SERPING1）遺伝子の変異により生じる 2.3。HAE I 型と II 型の違いは、I 型では血

液中の C1INH の蛋白量・活性がともに低下する一方で、II 型では C1INH の蛋白量は正常で活

性のみが低下することである（表 1）。HAE III 型（OMIM #610619）は、血液中における C1INH

の定量・活性がともに正常であることから、HAE with normal C1INH とも呼ばれている 4。HAE 

III型は、遺伝学的に heterogeneousな疾患であり、現在までに facter XII（F12）、plasminogen 

(PLG)、angiopoietin (ANGPT1)の 3 つが原因遺伝子として報告されている（表 1）5-7。 
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表 1. 遺伝性血管性浮腫の分類 

 I 型 II 型 III 型 (HAE with normal C1INH) 
C1INH 値 低下 正常/上昇 正常 

C1INH 活性 低下 低下 正常 
原因遺伝子 SERPING1 F12, PLG, ANGPT1 

 

我々は最近、反復する腹痛を主訴とする HAE I 型の日本人患者の症例報告を行った 8。患者

は、血液検査において、C1INH 値が 4.0 mg/dL （正常値 21-39 mg/dL）、C1INH 活性が

37 %（正常値 70-130 %）といずれも低値であり、HAE I 型と診断した 8。さらに、患者の末梢血か

ら抽出した DNA を用いて SERPING1 遺伝子をサンガー法で解析した結果、ミスセンス変異

c.449C>T （p.S150F）をヘテロ接合型で同定した 8。本変異は過去に欧米人の HAE I 型の家系

にも同定されていたことから既知の病的変異だったが 9、発現・機能解析は未施行だった。 

C1INHは、シグナルペプチド（アミノ酸残基 1-22）、N末端領域（アミノ酸残基 23-135）

および serpin 領域（アミノ酸残基 136-500）から構成される（図 1）。これらのうち、C 末

端領域に存在する reactive center loop (RCL)が C1INH として機能するために重要な酵素

活性部位であり、過去に報告された HAE II 型の変異は RCL 内またはその近傍に集中して

いる 8,10。我々が HAE I 型の患者に同定したミスセンス変異 p.S150F は serpin 領域の N

末端側に局在しており（図 1）、三次元構造においては、コドン 150 のセリンは α-helix 構

造内に位置する（図 2a）。おそらくは、コドン 150 のアミノ酸残基が極性のセリンから芳

香族で非極性のフェニルアラニンに置換されることで C1INH の α-helix 構造が大きく変化

し、発現量や細胞外への分泌能に異常を来す可能性が高いと推測された。過去にも、

C1INH の α-helix 構造内に多数のミスセンス変異が同定されており（図 2b）8,9,11-16、

C1INHの構造や機能に重要な役割を果たしていることが示唆されているが、それらの変異

が HAE を引き起こすメカニズムに関しては完全には解明されていない。本研究では、

SERPING1 遺伝子のミスセンス変異 c.449C>T（p.S150F）に関する一連の発現・機能解析を通

して、本変異が HAE I 型を発症させる分子機構の解明を行った 17。 

 

図 1. C1INH の模式図と変異 p.S150F の位置 （参考文献 17 より引用） 

SP, signal peptide; RCL, reactive center loop 

 



5 
 

図 2. C1INH の立体構造と、過去にコドン 150 およびその近傍に同定されたミスセンス変異 

（b を参考文献 17 より引用） 

（a）全長の C1INH の三次元構造 （AlphaFold ID: AF-P05155-F1）。 矢印で示したコドン 150 のセリ

ン残基（p.150Ser）は α-helix 構造内に位置する。 

（b）過去に p.150Ser を含む α-helix 構造内に同定されたミスセンス変異。 

 

 

 

3 方法 

1) 発現ベクターの作製 

健常人の頭皮由来の total RNA から逆転写反応で作製した first-strand cDNA を鋳型として、

遺伝子特異的なプライマーを用いて SERPING1-cDNA のコーディング配列を polymerase 

chain reaction（PCR）法で増幅した（表 2）。その際に、reverse primer に Flag-tag または 

hemagglutinin（HA）-tag の塩基配列を導入した。増幅した PCR 産物を NotI と NheI サイトで

pCXN2.1 ベクターに組み込み、野生型 C1INH の発現ベクターを作製した。なお、pCXN2.1 ベ

クターは chicken β-actin promoter を有し、cytomegalovirus（CMV） promoter よりも強力に目

的の蛋白を培養細胞内で過剰発現させることができるという特長を有する 18。 
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次に、site-directed mutagenesis kit（Agilent Technologies）と変異特異的なプライマーを用

いて変異 c.449C>T （p.S150F）を野生型発現ベクター内に導入することで、変異型 C1INH の発

現ベクターを作製した（表 2）。なお、作製した全てのベクターの塩基配列はサンガー法で確認を

行った。 

 

表 2. PCR 法で使用したプライマー 

制限酵素の塩基配列を一重下線で、変異導入部位を二重下線で示した。 

ベクター forward primer (5’-3’) reverse primer (5’-3’) 
C 末端に Flag-tag を

導入した野生型発現

ベクター 

AAAGCGGCCGCCATGGCCTCCAG
GCTGACCCT 

AAAGCTAGCTACTTATCGTCGTC
ATCCTTGTAATCGGCCCTGGGGT
CATATACTC 

C 末端に HA-tag を

導入した野生型発現

ベクター 

AAAGCTAGCTAGGCGTAGTCGGG
CACGTCGTAGGGGTAGGCCCTGG
GGTCATATACTC 

変異型発現ベクター GCTTTGGTAGATTTCTTCCTGAAG
CTCTACCAC 

GTGGTAGAGCTTCAGGAAGAAAT
CTACCAAAGC 

 

２） Western blot （WB）と共免疫沈降法 

10％ウシ胎児血清（Life Technologies）と 100 IU/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイシ

ンを加えた Dulbecco's modified Eagle's medium （DMEM ; Life Technologies）で

HEK293T 細胞を培養した。トランスフェクションの前日に細胞を 6 well plate に撒いた。

Lipofectamine 2000 （Life Technologies）を用いて、説明書に記載された方法で、C1INH およ

びカラの pCXN2.1 の発現ベクターをそれぞれ 0.8-3.2μg ずつトランスフェクションし、10%ウシ胎

児血清を加えた DMEM（抗生剤の含有なし）で 30 時間培養を行った。その後、細胞培養液を

1.5 ml のエッペンドルフチューブに移して 4℃, 500 G で 10 分間遠心分離を行い細胞成分を除

去し、上清を培養液サンプル（medium）として回収した。細胞については溶解バッファー （20 

mM Tris-HCl (pH 7.5), 137 mM NaCl, 10% Glycerol, 2mM EDTA, 0.5% Triton X、1× 

Protease Inhibitor Cocktail (Takara Bio)）でホモジェナイズした。その後、4℃, 15,000 g で

15 分間遠心分離し、上清を細胞溶解液サンプル（cell lysate）として回収した。各サンプルを

4XLDS sample buffer および 10Xreducing agent（Life Technologies）と混合し、75℃で 10

分間加熱処理した後に 4-12%NuPAGE ゲル（Life Technologies）で泳動した。なお、非還元下

の実験は、還元剤（dithiothreitol, DTT）を含む 10Xreducing agent を加えずに行った。また、

細胞溶解液サンプルにマウスモノクローナル抗 HA アガロースゲル（Sigma-Aldrich）を加えて共

免疫沈降法（co-immunoprecipitation: Co-IP）を行った。WB と Co-IP の詳細な手順に関して

は、過去の論文に記載されている手法に従って行った 19。培養液サンプルが同等の条件下で泳



7 
 

動されていることを確認するために、転写後のニトロセルロース膜を Ponceau 3R（Wako）で染色

した。WB で使用した一次抗体は、ウサギポリクローナル抗 DDDDK（Flag）抗体（diluted 

1:1000; MBL International）、ウサギポリクローナル抗 HA 抗体（diluted 1:3000; Abcam）、マ

ウスモノクローナル抗 β-actin 抗体（diluted 1:3000; Sigma-Aldrich）である。 

各実験を 3 回行い、結果が同様の傾向を示すことを確認した。Flag-tag を導入した野生型

C1INH の量は、Image J (http:// rsbweb.nih.gov/ij/)を用いて定量を行い、結果の統計学的解

析は一元配置分散分析（one-way ANOVA）と Tukey 検定で行った。p<0.05 を統計学的に有意

差ありと判断した。 

 

3) 間接蛍光抗体法 

トランスフェクションの前日に HEK293T 細胞を 8 well chamber slides（Nalge Nunc 

International）に撒いた。Lipofectamine  2000 （Life Technologies）を用いて、各 50 ng の発

現ベクターをトランスフェクションし、30 時間培養を行った。培養細胞における間接蛍光抗体法は、

過去の論文で行われた手技に従って実施した 20。用いた一次抗体は、ウサギモノクローナル抗

DDDDK（Flag）抗体（diluted 1:500; MBL International）、マウスモノクローナル抗 calnexin

抗体（clone AF18; diluted 1:200; Life Technologies）、マウスモノクローナル抗 DDDDK（Flag） 

抗体（diluted 1:2000; MBL International）、ウサギポリクローナル抗 HA 抗体（diluted 1:1000; 

Abcam）である。二次抗体は、Alexa Fluor 488 または Alexa Fluor 594 が付加されたヤギ抗マ

ウス IgG またはヤギ抗ウサギ IgG （diluted 1:500; Life Technologies）を用いた。細胞の核は、

4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI; Vector Laboratories）で染色した。撮影には、共焦点

レーザースキャン顕微鏡（Olympus Fluoview FV3000）を使用した。 

 

 

4 結果 

1)  p.S150F 変異型 C1INH は細胞外に全く分泌されず、さらに野生型 C1INH の

分泌を阻害した 

最初に、C 末端に Flag-tag を付加した野生型 C1INH （C1INH-Flag-Wt）と変異型 C1INH

（C1INH-Flag-S150F）の発現ベクターを単独で、または両者を共に HEK293T 細胞にトランスフ

ェクションし、細胞溶解液（cell lysate）および培養液（medium）での発現量を抗 Flag 抗体を用

いた WB 法で比較検討した。野生型・変異型ともに細胞内では安定して発現を認めたが、培養液

中では変異型 C1INH の発現は全く認められなかった（図 3a）。さらに、野生型と変異型の共発現
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系では、野生型 C1INH の分泌量が明らかに減少していた（図 3a）。 

  次に、C 末端に Flag-tag または HA-tag を付加した野生型 C1INH （C1INH-Flag-Wt; 

C1INH-HA-Wt）と、HA-tag を付加した変異型 C1INH（C1INH-HA-S150F）の発現ベクターを

用いて同様の実験を行った結果、図 3a に示した結果と同様に、野生型と変異型の共発現系にお

いて、野生型 C1INH の培養液中での発現量は顕著に減少しており（図 3b）、野生型のみの発現

系と比較した際に統計学的有意差を認めた（図 3c）。 

 

図 3. p.S150F 変異型 C1INH は細胞外に分泌されず、野生型 C1INH の分泌を低下させる 

 （参考文献 17 より引用） 

（a） C 末端に Flag-tag を付加した野生型（Wt）と変異型（S150F）C1INH 蛋白の細胞溶解液（cell 

lysate）および培養液（medium）中での発現量を、抗 Flag 抗体を用いた WB 法で解析した。 

（b） C 末端に Flag-tag または HA-tag を付加した野生型と、HA-tag を付加した変異型 C1INH の細

胞溶解液および培養液中での発現量を、抗 Flag 抗体および抗 HA 抗体を用いた WB 法で解析し

た。なお、各条件のサンプルが等量であることを示す目的で、培養液についてはニトロセルロース膜を

Ponceau 3R で染色し、細胞溶解液については抗 β-actin 抗体を用いた WB 法を行った（a）（b）。 

（c） （b）で培養液中に検出された野生型 C1INH（C1INH-Flag-Wt）の発現量を Image J を使用し

て測定した。アスタリスクは統計学的に有意差（p<0.05）を認め、NS は有意差がなかったことを示す。 

 

 

 2)  野生型 C1INH の細胞内での発現量および細胞外への分泌量は、p.S150F 変

異型 C1INH の用量依存的に減少した 

次に、一定量の野生型 C1INH（C1INH-Flag-Wt）に対して、共発現させる変異型 C1INH

（C1INH-HA-S150F）の量を変えて、野生型 C1INH の発現量を解析した。その結果、共発現さ
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せる変異型蛋白の量が増えるに従って、細胞内・培養液中ともに野生型 C1INH の発現量の低下

が認められた（図 4a）。Image J を用いた定量では、細胞内・培養液ともに野生型 C1INH の発

現量は変異型 C1INH の用量依存的に減少していたが、特に培養液での減少の方がその傾向が

明らかだった（図 4b, c）。 

 

図 4. 野生型 C1INH の細胞内での発現量および細胞外への分泌量は、p.S150F 変異型Ｃ１ＩＮＨの

用量依存的に減少する （参考文献 17 より引用） 

（a） C-末端に Flag-tag を付加した野生型 C1INH と C-末端に HA-tag を付けた p.S150F 変異型

C1INH を共発現させ、抗 Flag 抗体および抗 HA 抗体を用いて WB 法を行った。図 3 に示した実験

と同様の目的で、ニトロセルロース膜の Ponceau 3R による染色と抗 β-actin 抗体を用いた WB 法の

結果を提示した。 

（b）（c） 細胞溶解液および培養液中に検出された野生型 C1INH （C1INH-Flag-Wt）の発現量を

Image J を使用して測定した。アスタリスクは統計学的に有意差（p<0.05）を認め、NS は有意差がなか

ったことを示す。（b）が細胞溶解液、（c）が培養液の解析結果。 
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3)  野生型 C1INH と p.S150F 変異型 C1INH は細胞質内において同様の発現様

式を示したが、共発現系では野生型の発現量が顕著に減少した 

   続いて、C1INH の細胞内での局在を確認するために間接蛍光抗体法を行った。まず、Flag-

tag を付加した野生型と変異型のそれぞれを発現させ、抗 Flag 抗体および抗 calnexin 抗体を用

いて間接蛍光抗体法を行った結果、野生型と変異型 C1INH はともに細胞質内において同様の

発現様式を示した（図 5a）。つまり、いずれの C1INH も小胞体に部分的に局在し、さらに細胞質

内において顆粒状に発現していた（図 5a）。 

 次に、Flag-tag を付加した野生型 C1INH および HA-tag を付加した変異型 C1INH を発現さ

せ、抗 Flag 抗体および抗 HA 抗体を用いて発現様式を比較した結果、野生型と変異型を共発現

させた条件で、野生型 C1INH の著明な発現の低下を認めた。この結果は、図 4 に示した WB 法

の結果に合致していた（図 5b）。 

 

図 5. 野生型および p.S150F 変異型Ｃ１ＩＮＨの細胞内での局在 （参考文献 17 より引用） 

（a） C 末端に Flag-tag を付加した野生型 （C1INH-Flag-Wt）および変異型（C1INH-Flag-S150F）

C1INH の HEK293T 細胞内での発現を解析するために、抗 Flag 抗体と抗 calnexin 抗体を用いた

間接蛍光抗体法を行った。野生型・変異型ともに、calnexin で標識された小胞体に部分的に発現を認

めた。 

（b） C1INH-Flag-Wt と C 末端に HA-tag を付加した変異型 C1INH （C1INH-HA-S150F）の

HEK293T 細胞内での発現を解析するために、抗 Flag 抗体と抗 HA 抗体を用いた間接蛍光抗体法

を行った。それぞれ単独で発現させた際には、野生型・変異型ともに同様の発現様式を示したが、両者

の共発現系では明らかに野生型 C1INH の発現量が低下していた。青色は DAPI を用いた核染で、

scale bar は 20 μm である（a）（b）。 
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4)  p.S150F 変異型 C1INH は極めて高い重合体の形成能を有しており、野生型

C1INH とも強く結合した 

続いて、C1INH の重合体形成能を調べるため、HEK293T 細胞に C 末端に Flag-tag を付加

した野生型（C1INH-Flag-Wt）および変異型（C1INH-Flag-S150F）C1INH を発現させ、非還

元下、還元下でそれぞれ WB 法を行った。非還元下において、野生型 C1INH では重合体の形

成はわずかしか認めなかったのに対して、変異型 C1INH では顕著に重合体の形成を認めた（図

6a）。 この結果から、変異型 C1INH では極めて強固に重合体を形成することが示唆された。 

 最後に、野生型 C1INH と変異型 C1INH の相互作用の有無を解析するために、野生型

C1INH と変異型 C1INH の共免疫沈降法（Co-IP）を抗 HA 抗体を用いて行った。野生型

C1INH 同士、野生型と変異型 C1INH、変異型 C1INH 同士のいずれでも共免疫沈降を認めた

が、野生型 C1INH 同士と比較し、野生型 C1INH と変異型 C1INH、および変異型 C1INH 同

士の条件では、共沈してきた C1INH-Flag の量が明らかに多かった（図 6b）。 

 

図 6. p.S150F 変異型 C1INH は重合体の形成能を有し、野生型 C1INH とも強く結合する 

（参考文献 17 より引用） 

（a） Flag-tag を付加した野生型および p.S150F 変異型 C1INH を発現させた細胞溶解液を用いて、

非還元下および還元下で WB 法を行った。野生型と比較して、変異型でより強い重合体の形成能を認

めた。標準化のコントロールとして、抗 β-actin 抗体を用いた WB 法を行った。 

（b） 様々な C1INH の組み合わせで Co-IP を行った。HA 抗体を用いて C1INH-HA を免疫沈降し、

共沈してきた C1INH-Flag を抗 Flag 抗体を用いた WB 法で解析した。 
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5 考察 

本研究では、HAEI 型の患者に同定された SERPING1 遺伝子の既知のミスセンス変異

c.449C>T （p.S150F）の詳細な発現・機能解析を in vitro レベルで行った。その結果、変異型

C1INH は、細胞内では安定して発現する一方で、細胞外へは完全に分泌されないことが分かっ

た（図 3a,b）。さらに、野生型 C1INH の分泌は変異型 C1INH によって強力に抑制されることを

確認した（図 3a,b）。この現象は、我々が行った共免疫沈降法で変異型 C1INH と野生型

C1INH が強く結合していたことから裏打ちされるように（図 6b）、細胞内において変異型 C1INH

が野生型 C1INH と強固に重合することで、野生型 C1INH が細胞内で捕捉されるためと考えら

れる。 

我々の実験系では、野生型 C1INH のみを発現させた場合と比較して、変異型 C1INH と共発

現をさせた場合の野生型 C1INH の分泌量は 30-40％に低下していた（図 3c,4c）。これは、患者

血清における C1INH の分泌量（10-20%）よりも多い量だった。この違いは、in vitro レベルでの

解析の限界を示唆している。一方で、in vivo （患者の生体内）における状態と同様の傾向を示す

結果が得られたとも解釈できる。 

Huslund らは、HAE I 型の家系に同定された 6 種類の SERPING1 遺伝子変異の詳細な機

能解析の結果を報告している 21。その報告では、我々の実験結果と同様に、解析した全ての変異

において、細胞外への変異型 C1INH の分泌不全、および変異型 C1INH による野生型

C1INH の分泌阻害が認められていた 21。その点においては、今回の我々の研究は彼らの実験結

果を再確認したに過ぎない。しかしながら、彼らの実験系では、野生型 C1INH と変異型 C1INH

の共発現を行った際に細胞内の野生型 C1INH の量は増加していたが 21、我々の実験系では、

野生型 C1INH と p.S150F 変異型 C1INH を共発現させた際には細胞内の野生型 C1INH の

発現量は減少していた（図 4a,b、図 5b）。我々は HEK293T 細胞を使用したが、Huslund らは

HepG2 細胞と HeLa 細胞を使って実験を行っており、この結果の違いは単に異なる細胞を使用

したことに起因しているのかもしれない。しかしながら、我々の実験結果は変異 p.S150F に特異的

な現象を検出した可能性もあり、今後の更なる検討を要する。 

これまでに、複数の変異型 C1INH に関しては、変異型 C1INH 同士で重合体を形成し、さら

に野生型 C1INH とも重合することが示されている 21,22。しかしながら、それらの報告では、野生型

C1INH 同士の重合体の形成は認められておらず 21,22、この点は我々の実験結果とは異なってい

る（図 6a,b）。この矛盾の理由は未だ未解明である。しかしながら、我々の実験結果からは、野生

型 C1INH 同士は分泌に影響を与えない程度に弱く結合している一方で、野生型 C1INH と

p.S150F 変異型 C1INH は細胞内において強力に結合することによって、細胞内での野生型
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C1INH の分解の促進および野生型 C1INH の分泌の阻害が生じていると推測される （図 7）。 

HAE I 型の発症機序を完全に解明するには更なる追加実験が必要であるが、本研究を通じ

て、SERPING1 におけるミスセンス変異の 1 つである c.449C>T （p.S150F）に関しては、変異型

C1INH が野生型 C1INH に対して dominant-negative 効果を発揮することが証明され、それが

HAE I 型の発症に深く関与していることが強く示唆された。 

 

図 7. 変異 p.S150F による HAEⅠ型の予想される発症機序 （参考文献 17 より引用） 

 健常人では野生型 C1INH （C1INH-Wt）の分泌に影響を及ぼさない程度にしか重合体の形成能は

認めない（左）。一方で、変異 p.S150F を有する患者では、特に小胞体内（endoplasmic reticulum: 

ER）において変異型 C1INH （C1INH-S150F）が野生型 C1INH と強固に結合することで、最終的に

野生型 C1INH の分解の促進および分泌の低下が生じると考えられる（右）。 

黄色： 野生型 C1INH; 紫： p.S150F 変異型 C1INH。 
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