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略語一覧  

α 2 M： α 2  m a c r o g l o b u l i n  

B S B： B o r a t e  s a l i n e  b u f f e r e d  

D M S O： D i m e t h y l  s u l f o x i d e  

F U： f i b r i n  d e g r a d a t i o n  u n i t s  

PA： p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  

PA I - 1： t y p e  1  p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  i n h i b i t o r  

P B S ( - )： P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  

P M S F： P h e n y l m e t h y l s u l f o n y l  f l u o r i d e  

s c u - PA： s i n g l e - c h a i n  u - PA  

S T N： S u b t i l i s i n  N AT  

T B S - T： Tr i s  b u f f e r e d  s a l i n e  w i t h  Tw e e n  8 0  

t - PA： t i s s u e - t y p e  p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  

t c u - PA： t w o - c h a i n  u - PA  

u - PA： u r o k i n a s e - t y p e  p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  
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第 1 章  緒論  
 

第 1 節  血液 の凝 固と線溶  

 

血液凝固線溶系は止血機構の中心であり、血液の流出を防止するとともに、

組織修復および創傷治癒の基礎となる 1 ,  2 )。凝固系では、出血が生じると 速

やかに血液が凝固し、不溶性タンパク質であるフィブリンを主要構成成分と

する止血血栓が形成 される 3 )。一方で、血栓が過剰に形成されること で血管

閉塞や循環障害が生じるため、その対応策として 線溶系が不要な血栓を溶解

除去する役割を担ってい る。このメカニズムは、さまざまな調節因子によっ

て高度に調整されており、凝固系、線溶系のバランスにより正常な血液循環

が維持される。一方で、本邦では ガンに次いで虚血性心疾患や脳血管疾患も

主要な死因となっている 4 )。これら疾患の原因の 1 つが、凝固線溶制御機構

の破綻により血流が途絶えること である。血栓の溶解においてはプラスミノ

ーゲン・プラスミン系が中心的な役割を果たす（図 1）。 1 本鎖不活性型のプ

ラスミノーゲンはプラスミノーゲンアクチベーター（ p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r：

PA）によって重鎖と軽鎖の 2 本鎖に限定分解され 、フィブリン分解 活性を有

するプラスミンとなる。 また、主要な PA として、組織型（ t i s s u e - t y p e  

p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r： t - PA）とウロキナーゼ型（ u r o k i n a s e - t y p e  p l a s m i n o g e n  

a c t i v a t o r：u - PA）が存在する。t - PA はフィブリンに対して高い親和性を有し、

フィブリン上でプラスミノーゲンと共に複合体を形成することで、局在的な

プラスミン産生およびフィブリン分解を行う 5 ,  6 )。一方で u - PA はフィブリ ン

に対する親和性は低 いが、不活性型の 1 本鎖 u - PA（ s i n g l e - c h a i n  u - PA：s c u - PA）

がプラスミンにより 2 本鎖（ t w o - c h a i n  u - PA： t c u - PA）に限定分解され ること

でプラスミノーゲン活性 能を獲得し、プラスミン産生が生じる 7 )。一方で PA

阻害因子 1（ t y p e  1  p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  i n h i b i t o r： PA I - 1）は線溶系における

主要な阻害因子であり、 PA との均衡を保つことで凝固線溶のバランスを取

っている 8 )。このような血栓溶解 に重要な PA は、静脈投与による心筋梗塞

や脳梗塞での血栓溶解療法として 利用されている 。しかし、出血など重篤な

副作用を引き起こ し、 t - PA については脳梗塞発症から 4 . 5 時間以内に治療が

必要であるなど、その使用は制限されている 9 )。そのため、 PA に代わる安全

な血栓溶解療法の開発が模索されている。  
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図 1  フ ィ ブ リ ン 分 解 の 局 在 化 と 加 速  

（ 1） フ ィ ブ リ ン に プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン と t - PA が 結 合 し 、（ 2） プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン を

活 性 化 し プ ラ ス ミ ン を 産 生 す る 。（ 3） プ ラ ス ミ ン は フ ィ ブ リ ン を 分 解 す る と 共 に

（ 4）s c u - PA を 活 性 化 し t c u - PA を 産 生 す る 。t c u - PA も プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン を 活 性 化 、

プ ラ ス ミ ン 産 生 す る 。（ 5） さ ら に プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン お よ び t - PA が 集 積 し 、（ 6） フ

ィ ブ リ ン 局 在 的 な プ ラ ス ミ ン 産 生 、 フ ィ ブ リ ン 分 解 が 促 進 す る 。  

（ P l g： プ ラ ミ ノ ー ゲ ン 、 P M： プ ラ ス ミ ン ）  
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第 2 節  S u b t i l i s i n  N AT（ナッ トウキ ナーゼ） の 作用  

 

S u b t i l i s i n  N AT（ S T N）はセリンプロテアーゼの 1 種である。発酵食品であ

る 納 豆 の 製 造 過 程 に お い て 、 蒸 し 大 豆 を 発 酵 す る た め に 納 豆 菌 （ B a c i l l u s  

s u b t i l i s  v a r .  n a t t o）が利用されるが、 S T N は納豆菌により 産生される。 これ

は 納 豆 に も含 ま れ る 特 徴 的 な酵 素 で あ り 、 ナッ ト ウ キ ナ ー ゼ とも 呼 ば れ る。

初めて S T N が着目されたのはフィブリン分解能であった 1 0 )。須見らは納 豆

中にフィブリン分解酵素を見出し、さらにプラスミンに対する合成アミド基

質 を 分 解 する こ と を 明 ら か にし 、 こ の 酵 素 をナ ッ ト ウ キ ナ ー ゼと 命 名 し た。

その後の解析により、この物質は 2 7 5 残基のアミノ酸から成るプロテアーゼ

であり、 S T N と同一であることが確認された 1 1 ,  1 2 ,  1 3 )。その酵素 活 性 は、 プ

ラスミンと比べ凝血塊 の溶解は 4 から 5 倍、フィブリン の分解については 6

倍以上と高活性である 1 4 )。また、フィブリン分解以外の線溶に関する作用 と

して s c u - PA を活性型の t c u - PA に変換すること 1 5 )、熱失活した S T N を培地 に

添加することで培養血管内皮細胞の t -PA 産生が増進することが報告されて

いる 1 6 )。さらに、 PA I - 1 を分解するこ とにより不活化し、 結果的に PA 作 用

を向上することで凝血塊の分解が促進する 1 7 )（ 図 2）。一方で、S T N はプラ ス

ミノー ゲンを 活性 型のプ ラスミ ンに は変換 できず 、 PA 様作用は 有し て いな

い 1 4 )。  

このような作用が報告されている一方で、プロテアーゼである S T N が、

その活性を保持したまま生体内で役割を果たすことについて懐疑的な見方

もある。一般に経口摂取したタンパク質は、消化吸収の過程でアミノ酸、ペ

プチドなどの低分子に分解されると理解されるためである。この点に 関して

は、ラット十二指腸への S T N 投与試験（ 8 0  m g / k g）に おいて、投与後 5 時間

までに血中のフィブリノーゲンの分解および血漿凝固時間の延長が確認さ

れ、腸管吸収の可能性が示唆された 1 8 )。また、 11 人の健常者を対象とした

S T N（ 2 0 0 0  F U /人）経口投与試験において、投与 1 3 時間程度で S T N の最高

血中濃度に達することが報告された 1 9 )。一方で、血中に代謝されたプロテ ア

ーゼは、阻害因子である α 2 マクログロブリン（ α 2 M）に取り込まれ不活化す

る 2 0 )。 S T N も同様であり、 1 分子の α 2 M に 2 分子  の S T N が取り込まれ、フ

ィブリンに対する分解の活性は消失する 2 1 )。しかし、 α 2 M に取り込まれた プ

ロテアーゼは活性を保持することが報告されており 2 2 )、S T N - α 2 M 複合体 にお

いても低分子への感受性 は変化しながらも活性は維持している 2 1 )。一 方 で、

実験動物を用いた 血液凝固線溶系に及ぼす影響が検証されており 、血栓症モ

デルラットの大腿静脈へ血栓溶解剤を投与したところ、 S T N、プラスミンで

血栓が溶解し、そ れぞれの血流回復率は 6 2 %、 1 6 %であり、 S T N に強い効果
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が認められた 2 3 )。また、人工血栓を作製した ラット 2 4 )やイヌ 2 5 )へ の 経 口 投与

においても血栓溶解による血流回復が 示された。 さらに S T N を 1 週間経口

投与したラットに人工血栓を 作製したところ、S T N の投与量に依存して血流

閉塞が遅延し、S T N を添加したウサギ血漿においても抗凝固作用が確認され

た 2 6 )。また、自然発症高血圧ラットへの経口投与において、 S T N 投与では 血

漿フィブリノーゲンを分解し、一方で S T N 分解物の投与ではアンジオテン

シン I I レベルを低下させることで降圧作用を示した 2 7 )。さらにヒトへの経 口

投与において も、血液凝固因子の低下 による抗凝固作用 2 8 )、血中 t - PA やフ

ィブリン分解物 の上昇などが示す線溶系の促進 2 5 , 2 9 )、血圧の 正常化 3 0 )、心 血

管疾患への応用 3 1 ,  3 2 ,  3 3 ,  3 4 )などの報告がされており、S T N は日本 の み なら ず

中国、韓国を含む アジア諸国、欧米など で広く健康食品として利用され てい

る。（主にナットウキナーゼと呼ばれて流通している。）  

 

 

図 2  フ ィ ブ リ ン 分 解 に お け る S T N の 作 用 機 序  

S T N の 作 用 機 序 を 模 式 図 で 示 し た 。 こ れ ま で に 直 接 的 な フ ィ ブ リ ン 分 解 活 性 と と

も に プ ラ ス ミ ン を 介 す る 間 接 的 な 線 溶 活 性 が 報 告 さ れ て い る 。  
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第 3 節  研究 の目 的  

 

このように S T N はさまざまな研究が行われて おり、実用化されているに

もかかわらず 未解明な部分も残っている。まず、現在 S T N はフィブリン分

解能が注目され、健康食品として利用されている。 ここで S T N の活性を高

めることができれば、効率良く、安価に利用することが 可能となるが、その

手段に関する研究は乏しい。そ こで食品としての利用を前提に、活性を 高め

る方法として、他の食品素材との併用を検討する。一方で、フィブリン分解

をはじめとする線溶に関する作用が示唆されており、実際に ヒト試験におい

ても影響が報告されている 。しかし、生体内における S T N の詳細な作用メ

カニズムについては未だ明らかとなっていない。 そこで、本研究では、 S T N

の活性を高める食品素材の探索、活性成分の同定と作用の解析（第 2 章）お

よび S T N の i n  v i v o 血栓溶解作用の解析（第 3 章）を目的とした。  

 なお、本論文の第 2 章は既報論文に基づいて作成したものである。  
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第 2 章  S T N のフィブリン分解活性を促進する物質の探索  
第 1 節  緒言  

 S T N は納豆に含まれる フィブリン分解酵素 として注目され、納豆が持つ健

康的な食品イメージもあり、健康食品として世界中で利用されている。 S T N

は納豆菌が産生する酵素である ことから、これまでに S T N を効率的に得る

方 法 と し て 菌 の 改 良 や 培 養 条 件 に 関 す る 研 究 が 進 め ら れ て き た 3 5 ,  3 6 )。 一 方

で、S T N のフィブリン分解活性を高める手段に関する研究は 乏しい。そこで、

食品として利用することを前提として、S T N のフィブリン分解活性を 促進す

る添加物を食品中から探索する。納豆は香辛料や薬味と 共に喫食すること が

多いため、本研究では香辛料を候補食品として検討を行う。  

 

第 2 節  材料 と方 法  

 

2 - 2 - 1  材料  

S T N はオルガノフードテック社 にて食品原料として 販売している製品 を

用いた（ナットウキナーゼ H T N K -J ®）。これは納豆菌（ B .  s u b t i l i s  v a r .  n a t t o）

培養液を濃縮、濾過の後に粉末加工した製品であり、健康食品の原料として

流通している。本研究ではフィブリン分解単位（ f i b r i n  d e g r a d a t i o n  u n i t s：F U）

として 2 5 0 0 0  F U / g（ロット番号； H T N 7 E 2 8 0 1）のものを使用した。フィブリ

ン分解単位は財団法人日本健康・栄養食品協会が定めるナットウ菌培養エキ

ス食品品質規格基準に準拠した方法で測定しており、 1  F U はフィブリンに

S T N を加えて得られた フィブリン分解物を波長 2 7 5  n m における吸光度 で測

定した際、吸光度を 1 分間に 0 . 0 1 増加させる酵素量である。  

香辛料は粉末の製品として赤トウガラシ 、青トウガラシ、マスタード、山

椒、カレー粉、ヤラピノペッパー、ガラムマサラ、ホワイトペッパー（ヤス

マ社製）、豆板醤（日研フード社製）、ワサビ（日本デイリーヘルス社製）を

用いた。  
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その他、本実験で用いた緩衝液を以下に示す。  

 

ホウ酸緩衝液（ B o r a t e  s a l i n e  b u f f e r e d： B S B）  

： 0 . 1 6  M  H 3 B O 3、 0 . 0 1  M  N a 2 B 4 O 7、 0 . 1  M  N a C l、 p H  7 . 8  

トリス緩衝生理食塩水（ Tr i s  b u f f e r e d  s a l i n e  w i t h  Tw e e n  8 0： T B S - T）  

： 5 0  m M  Tr i s - H C l、 1 0 0  m M  N a C l、 0 . 0 1 %（ w / v） Tw e e n  8 0、 p H  7 . 4  

リン酸緩衝生理食塩水（ P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e： P B S ( - )）   

： 1 3 7  m M  N a C l、 8 . 1  m M  N a 2 H P O 4、 2 . 6 8  m M  K C l、 1 . 4 7  m M  K H 2 P O 4、 p H  7 . 4  

S D S - PA G E 用  非還元サンプルバッファー  

： 2 0 5  m M  Tr i s - H C l、8 %（ w / v）S D S、4 0 %（ w / v）スクロース、0 . 0 0 8 %（ w / v）

ブロモフェノールブルー  

S D S - PA G E 用  還元サンプルバッファー  

：非還元サンプルバッファーに 2 0 %（ w / v） 2 -メルカプトエタノール添加  

S D S - PA G E 用  染色液  

： 1 . 2 5  L 超純水、 1 . 2 5  L  メタノール、 0 . 5  L 酢酸、 1 . 5  g  クマシーブリリア

ントブルー R 2 5 0  

S D S - PA G E 用  染色液  

： 1 . 8  L 超純水、 0 . 9  L メタノール、 0 . 3  L 酢酸  
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2 - 2 - 2   フィブリン溶解試験  

目的に応じて 3 種類の試験方法を実施した。  

 

2 - 2 - 2 - 1  フィブリンプレート法  

B S B に溶解した 1 0  m L ウシ血漿由来フィブリノーゲン（ 5  m g / m L）（製品

番号： F 8 6 3 0、 S i g m a - A l d r i c h 社製）と 5 0 0  µ L のトロンビン（ 5 0  u n i t s / m L）

を混合し、 9 0  m m ディッシュ内にて 3 0 分以上、室温（ 2 5 ° C 程度）で静置し

た。作製したフィブリンプレートに S T N（ 0 . 9 4  F U）とサンプルを溶解した

B S B  3 0  µ L を滴下し、 3 7 ° C で 4 時間静置した。その後、白濁したフィブリン

ゲルが透明に変化した 領域（長径×短径）を フィブリン溶解領域として評価

した。また、各濃度に調整した S T N 溶液を用いて標準曲線を作成した。  

 

2 - 2 - 2 - 2  9 6 ウェルマイクロプレート法  

試験効率および精度の向上のため 9 6 ウェルマイクロプレートを用いた。

ここでは透明、丸底タイプの 9 6 ウェルマイクロプレート内に 1 ウェルあた

り 5 0  µ L ずつ、フィブリンプレート法と同様にフィブリンゲルを作製した。

作製したフィブリンウェルの端に S T N（ 0 . 1 2 5  F U）とサンプルを溶解した B S B  

5  µ L を滴下した。これを 3 7 ° C で保温し、ウェル中央部の波長 4 0 5  n m に お

ける吸光度変化をフィブリン溶解度として評価した。なお、測定は いずれも

3 回以上実施した。  

 

2 - 2 - 2 - 3  3 8 4 ウェルマイクロプレート法  

さらなる試験の効率化のため、 3 8 4 ウェルマイクロプレートを用いた。こ

こでは透明、平底タイプの 3 8 4 ウェルマイクロプレート内に 1 ウェルあたり

5 0  µ L ずつ、フィブリンプレート法と同様にフィブリンゲルを作製した。作

製したフィブリンウェルに S T N（ 0 . 1 2 5  F U）とサンプルを溶解した B S B  5  µ L

を滴下した。 3 7 ° C で保温し、波長 4 0 5  n m における吸光度変化をフィブリン

溶解度として評価した。 この試験では、保温 4 0 分から 1 5 0 分の時間範囲に

おいて直線的に吸光度が減少する 3 0 分間の近似直線を算出し、フィブリン

溶解活性とした。なお、測定はいずれも 3 回以上実施し、統計検定は一元配

置分散分析および D u n n e t t 法を用いた。  

 

2 - 2 - 3  フィブリノーゲン分解試験  

S D S -ポ リアク リル アミド 電気 泳動（ S D S - PA G E）に てフ ィブリ ノー ゲン 分

解を 検 証し た 。 S D S - PA G E は L a e m m l i 3 7 )の 方 法に 従 った 。 リ ノ ール 酸 （ 2 0 0  

µ g / m L） を 添 加 ま た は 非 添 加 の 条 件 で 、 ウ シ 血 漿 由 来 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン （ 1  
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m g / m L）と S T N（ 0 . 0 2 5  F U / m L）を B S B に溶解した。 3 7 ° C で 5 分から 6 0 分

間処理し、処理液 1 0  µ L に還元サンプルバッファー 3 . 5  µ L を加え、 9 5 ° C、 5

分間の熱処理を行 い電気泳動に供する検体とした 。検体 1 0  µ L を 1 2 . 5 %アク

リルアミドゲル にて電気泳動し、 染色液で染色後、脱色液で脱色した。  

 

2 - 2 - 4  フィブリノーゲン分解物の解析  

S N T に分解されたフィブリノーゲン断片を S D S - PA G E により分離回収し、

トリプシン消化 後にアミノ酸配列解析を行った。 解析は n a n o - L C - M S / M S を

構 成 す る イ オ ン ト ラ ッ プ 型 質 量 分 析 計 （ LT Q  O r b i t r a p  Ve l o s  E T D、 T h e r m o  

F i s h e r  S c i e n t i f i c 社製）を用いた。なお、本解析は大学連携研究設備ネットワ

ー ク を 通 し て 東 京 医 科 歯 科 大 学 リ サ ー チ コ ア セ ン タ ー の 細 谷 祥 一 先 生 に 協

力いただいた。  

 

2 - 2 - 5  合成アミド基質分解試験  

S T N は フ ィ ブ リ ン と 同 様 に 合 成 ア ミ ド 基 質 を 分 解 す る 。 H - D  

H e x a h y d r o t y r o s o l - A l a - A r g - p - n i t r o a n i r i d e （ S p e c t r o z y m e ®  T H 、 S e k i s u i  

D i a g n o s t i c s 社製）は高感度発 色基質 であり、酵 素分解 により p - n i t r o a n i l i n e

を放出する。そのため、 波長 4 0 5  n m における吸光度 を測定することでアミ

ド分解を評価できる 。この試験法を用いて、リノール酸が直接的に S T N の

酵素活性を向上させることを検証した。2 . 5  µ g / m L から 4 0  µ g / m L のリノール

酸を添加し、S T N（ 2 5  F U / m L）、S p e c t r o z y m e ®  T H（ 0 . 1  m M）を含む B S B  1 0 0  µ L

を反応液とし、3 7 ° C での波長 4 0 5  n m における吸光度の経時変化を測定した。

なお、測定は いずれも 3 回以上実施した。  

 

2 - 2 - 6  赤トウガラシ中の促進物質の精製  

1 0 0  g の赤トウガラシ粉末を 1  L のアセトンで抽出し、残渣をさらに 0 . 5  L

のアセトンで抽出した。両アセトン抽出物を合わせ、エバポレーターで濃縮

することで約 11  g の油状残渣を得た。このうち 5  g を n -ヘキサンで平衡化し

たシリカゲル 9 0  g から成るカラムに供した。n -ヘキサン とアセトンの混合液

（ 9 0 : 1 0、 8 0 : 2 0、 6 0 : 4 0、 0 : 1 0 0）を展開溶媒として各 3  L ずつ連続してカラム

を通過させ、それぞれ分取 した液について 9 6 ウェルマイクロプレート法に

より S T N のフィブリン分解促進効果を検証した 。最も促進効率が良かった

分画について、さ らに n -ヘキサンと 酢酸エチル混合液（ 9 8 : 2、 9 5 : 5、9 0 : 1 0、  

8 0 : 2 0、 6 0 : 4 0）を用いて同様に 2 度目の展開、フィブリン分解促進効果の検

証 を 行 い 、 n -ヘ キ サ ン と 酢 酸 エ チ ル 混 合 液 （ 9 9 : 1、 9 8 : 2、 9 5 : 5） を 用 い て 3

度目の展開を行った。  
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2 - 2 - 7  N M R による物質の同定  

7 0  m g / m L となる よう 赤トウガラシ抽出物を重水素化クロロホルムに溶解

し、核磁気共鳴装置（ J N M - A l p h a - 6 0 0  s p e c t r o m e t e r、J E O L 社製）を用いて 1 5 0  

M H z で 1 3 C、6 0 0  M H z で 1 H の N M R スペクトルを測定した。測定結果は A L I C E 2  

v e r.  2 . 0 5（ J E O L 社製）を用いて処理、解析を行った。  
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第 3 節  結果  

 

2 - 3 - 1  S T N のフィブリン分解活性を促進する香辛料のスクリーニング  

香 辛 料 粉 末 を 水に 添 加 し 、 得 ら れた 上 清 を 香 辛 料 抽出 液 と し て 回 収 した 。

その結果、フィブリンプレート法において、 S T N 溶液 3 0  µ L あたり 2 . 6 3  m g

のマスタード から得られた抽出物を添加することで 、フィブリン分解活性を

3 . 3 倍（図 3 d）に促進することが明らかとなった 。さらに 9 種類の香辛料を

検証したところ、赤トウガラシ が最も高活性であった。先と同様に、赤トウ

ガ ラ シ を 添 加 す る こ と で 、 フ ィ ブ リ ン 溶 解 は 濃 度 依 存 的 に 著 し く 上 昇 し た

（図 3 a）。加えて、豆板醤（ 図 3 b）、青トウガラシ（ 図 3 c）、カレー粉（図 3 g）、

ヤラピノペッパー（図 3 h）においても促進効果が見られた。 このことより、

S T N の フ ィ ブ リ ン 分 解 促 進 物 質 は 幅 広 い 香 辛 料 に 分 布 し て い る こ と が 示 唆

された。  

 

 

図 3  香 辛 料 の ス ク リ ー ニ ン グ  

香 辛 料 の 水 抽 出 物 と S T N を 混 合 し 3 0 µ L（ 0 . 9 4  F U / 3 0  µ L）を フ ィ ブ リ ン 平 板 に 滴 下

し 、フ ィ ブ リ ン 溶 解 活 性 を 測 定 し た 。 図 中 a，赤 ト ウ ガ ラ シ； b，豆 板 醤； c，青 ト

ウ ガ ラ シ ； d， マ ス タ ー ド ； e， 山 椒 ； f， ワ サ ビ ； g， カ レ ー 粉 ； h， ヤ ラ ピ ノ ペ ッ

パ ー； i，ガ ラ ム マ サ ラ； j，ホ ワ イ ト ペ ッ パ ー を 示 す 。香 辛 料 の 重 量 は 、抽 出 に 用

い た 香 辛 料 の 量 を 示 す 。右 上 挿 絵 に 実 際 例 を 示 し 、左 側 は 香 辛 料 を 含 ま な い（ S T N

の み ） 対 照 区 で あ り 、 右 側 は 表 示 量 の 赤 ト ウ ガ ラ シ 添 加 区 で あ る 。 フ ィ ブ リ ン が

溶 解 す る こ と で 透 明 な 溶 解 窓 が 確 認 で き る 。   
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2 - 3 - 2  赤トウガラシに含まれる促進物質の精製と同定  

最 も 高 活 性 で あ っ た 赤 ト ウ ガ ラ シ を ア セ ト ン ま た は 水 を 溶 媒 と し て 抽 出

した。各抽出物について、 9 6 ウェルマイクロプレート法により S T N のフィ

ブリン分解促進効果を検証したところ 、アセトン抽出物は水抽出物の 1 0 倍

以上の高効率であることが明らかとなった （図 4 A、 B）。そこで、赤トウガ

ラシ粉末のアセトンで抽出 物をエバポレーターで濃縮 物をカラムに供し、比

率の異なる n -ヘキサンとアセトンの混合液 を展開溶媒として 3  L ずつ連続し

てカラムを通過 させ、それぞれ 分取した。これにより、 n -ヘキサンとアセト

ン の 混 合 液 （ 9 0 : 1 0） 画 分 に お い て 促 進 効 果 を 確 認 し 、 さ ら に 比 率 の 異 な る

n -ヘキサンと酢酸エチル混合液を用いて同様に 2 度目の展開を行った。ここ

で n -ヘキサンと酢 酸エチル混合液（ 9 8 : 2）画分において促進を回収し、再度

n -ヘキサンと酢酸エチル混合液を用いて 3 度目の展開を行った。その結果、

n -ヘキサ ンと酢酸 エチル混合液（ 9 9 : 1）画分において促 進物質を回収した 。

これら 3 度のカラム精製により、最終的に 1 0 0  g の赤トウガラシ粉末から 2 . 4  

g の物質を精製し、本精製物質 2 4  µ g / m L 以上で S T N のフィブリン分解 が促

進された（図 4 C）。  

この精製物について 測定した N M R スペクトルを 図 5 に示す。この解析の

結果、シグナルは脂肪酸の特徴を有しており、赤トウガラシにも豊富に含ま

れるリノール酸が主要な物質であると同定した。  

  



13 
 

 

 

 

 

図 4  赤 ト ウ ガ ラ シ 抽 出 物 の フ ィ ブ リ ン 溶 解 活 性  

9 6 ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト 法 に よ り 経 時 的 な 吸 光 度 変 化 を フ ィ ブ リ ン 溶 解 と し て

評 価 し た 。 赤 ト ウ ガ ラ シ の 水 抽 出 物 （ A）， 赤 ト ウ ガ ラ シ の ア セ ト ン 抽 出 物 （ B），

赤 ト ウ ガ ラ シ の 精 製 物（ C）を 示 す（ n  =  3、 m e a n  ±  S D）。水 抽 出 に 比 べ ア セ ト ン 抽

出 物 は 1 0 倍 以 上 の 高 い 活 性 を 有 し 、 カ ラ ム 精 製 に よ り さ ら に 1 0 倍 以 上 の 高 活 性

物 質 を 精 製 し た 。  

  

A  B  

C  



14 
 

 

 

 

図 5  赤 ト ウ ガ ラ シ 精 製 物 の N M R ス ペ ク ト ル  

カ ラ ム 精 製 で 得 ら れ た 赤 ト ウ ガ ラ シ 由 来 の 精 製 物 の N M R で 測 定 し た 。 上 段 に

1 H - N M R、 中 段 に 1 3 C - N M R の ス ペ ク ト ル を 示 す 。 解 析 の 結 果 、 精 製 物 の 主 成 分 は

リ ノ ー ル 酸 （ 下 段 に 構 造 式 を 示 す ） で あ る と 推 定 し た 。 こ れ は 、 赤 ト ウ ガ ラ シ に

も 豊 富 に 含 ま れ る 成 分 で も あ る 。
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2 - 3 - 3  リノール酸による基質分解活性の検証  

 2 0  µ g / m L 以上の リノール酸を加えることで S T N のフィブリン分解活性が

促進することが、9 6 ウェルマイクロプレート試験によって示された（図 6 A）。

さらにリノール酸が S T N の酵素活性に与える直接的な影響を、合成アミド

基質（ S p e c t r o z y m e ®  T H）を用いて検証した。しかし、最大 4 0  µ g / m L のリノ

ール酸を添加したにもかかわらず、合成アミド基質の分解には影響を及ぼさ

なかった（図 6 B）。したがって、リノール酸が S T N 本体の酵素活性を促進し

ないことが明らかとなった。すなわち、リノール酸による S T N のフィブリ

ン分解活性促進は、フィブリン（およびフィブリノーゲン）の構造変化によ

り、酵素基質間の相互作用が変化することに起因する ことが示唆された。  

図 6  合 成 ア ミ ド 基 質 を 用 い た 酵 素 活 性 測 定  

（ A）9 6 ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト 法 に て S T N（ 0 . 1 2 5  F U）へ の リ ノ ー ル 酸 添 加 効 果

を 評 価 し 、0 . 0 2  m g / m L 以 上 の 添 加 で フ ィ ブ リ ン 溶 解 が 促 進 し た 。（ n  =  3、m e a n  ±  S D） 

（ B）リ ノ ー ル 酸 を S T N（ 2 5  F U / m L）に 添 加 し 、酵 素 活 性 に つ い て 合 成 ア ミ ド 基 質

を 用 い て 測 定 し た 。 こ の と き の 経 時 的 な 吸 光 度 変 化 を 示 し た が 、 リ ノ ー ル 酸 添 加

の 影 響 は 認 め ら れ な か っ た 。（ n  =  3、 m e a n  ±  S D）  

（ C） S p e c t r o z y m e ®  T H は 、 酵 素 に よ り 切 断 さ れ た p - n i t r o a n i l i n e を 波 長 4 0 5  n m で

検 出 す る こ と が で き る 。   

C  

A  B  
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2 - 3 - 4  リノール酸によるフィブリノーゲン分解活性の促進  

さらに、フィブリンの前駆物質であるフィブリノーゲンの分解も同様に促

進する。フィブリノーゲンは Aα鎖、 Bβ鎖、γ鎖がそれぞれ 2 個ずつの計

6 個のサブユニットで構成される。S T N は A α 鎖に対して高感度であり、S T N

処理により速やかに分解された。さらに 2 0 0  µ g / m L のリノール酸を添加した

際、 A α 鎖の分解速度に影響はなかったが、 3 8 . 3、 2 9 . 4、 2 6 . 5  k D a の α 鎖断片

の分解が遅くなった（ 図 7）。一方で、 Bβ鎖およびγ鎖においては、 5 3 . 4、

5 0 . 7  k D a の両断片共に分解が促進することが明らかとなった。このことから

リノール酸による S T N のフィブリン分解活性の促進は、Bβ鎖およびγ鎖の

分解が促進することに 依存していると考える。  

 

 

 

 

図 7  リ ノ ー ル 酸 の フ ィ ブ リ ン 溶 解 試 験  

リ ノ ー ル 酸（ 2 0 0  µ g / m L）を S T N に 添 加 し て 得 ら れ た ウ シ 由 来 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 分

解 物 の 経 時 変 化 を S D S - PA G E に て 検 証 し た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 構 成 タ ン パ ク と

し て 、 糖 鎖 付 加 の 違 い に よ る 2 型 の A α 鎖 、 B β 鎖 、 γ 鎖 を 左 端 に 示 す 。  

右 端 の 矢 印 は ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 し た 断 片 で あ り 、 大 ま か な 分 子 量 と 断 片 の 由 来

を Δ α， α 鎖 断 片 ； Δ β， β 鎖 断 片 ； Δ γ， γ 鎖 断 片 と 示 す 。  
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2 - 3 - 5  脂肪酸と S T N フィブリン分解活性の評価  

脂肪酸の構造が S T N のフィブリン分解活性促進に与える影響を、3 8 4 ウェ

ルプレート法にて検証した （図 8）。まず、さまざまな不飽和脂肪酸は S T N

のフィブリン分解活性を上昇させた。ここではオレイン酸［ 1 8 : 1 ( Δ 9 )］、リシ

ノール酸［ 1 8 : 1 ( Δ 9 ) - 1 2 - O H］、リノール酸［ 1 8 : 2 ( Δ 9 , 1 2 )］、アラキドン酸

［ 2 0 : 4 ( Δ 5 , 8 , 11 , 1 4 )］、エイコサペンタエン酸［ 2 0 : 5 ( Δ 5 , 8 , 11 , 1 4 , 1 7 )］、ドコサ

ヘキサエン酸［ 2 2 : 6 [ ( Δ 4 , 7 , 1 0 , 1 3 , 1 6 , 1 9 ) ]において、その作用が明らかとなっ

た。一方で炭素数 6 から 2 0 の飽和脂肪酸においては、影響が無いもしくは

阻害的な作用を確認した。  
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図 8  各 種 脂 肪 酸 が S T N の フ ィ ブ リ ン 溶 解 活 性 に 与 え る 影 響  

3 8 4 ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト 法 に て 、 さ ま ざ ま な 脂 肪 酸 添 加 に よ る S T N の フ ィ ブ

リ ン 溶 解 を 測 定 し た 。 不 飽 和 脂 肪 酸 （ F、 G、 H、 J、 K、 L） は S T N 活 性 の 促 進 を

示 し た 。 一 方 で 、 飽 和 脂 肪 酸 （ A、 B、 C、 D、 E、 I） で は 阻 害 効 果 が 示 さ れ た 。  

（ n  =  3、 m e a n  ±  S D、 *  p  <  0 . 0 3、 * * p  <  0 . 0 1、 統 計 処 理 は D u n n e t t 法 で 行 っ た ）  

（ E PA， e i c o s a p e n t a e n o i c  a c i d； D H A， d o c o s a h e x a e n o i c  a c i d）  
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第 4 節  考察  

 

 S T N は血栓の 主 要 成 分 で ある フ ィ ブ リ ン を 分解 す る こ と が 知 られ て お り、

これまでに S T N の抗凝固能について報告されている 3 1 ,  3 3 ,  3 4 )。本研究におい

て、リノール酸を含め さまざまな不飽和脂肪酸が S T N のフィブリン分解活

性を 促 進 する こ と を 見 出 し た （ 図 8）。 さ らに ω - 3 多 価 不 飽 和 脂 肪酸 （ E PA、

D H A）において ω - 9 一価不飽和脂肪酸（オレイン酸）、ω -3 二価不飽和脂肪酸

（リノール酸）と同等の促進効果であった ことから、不飽和脂肪酸における

不飽和度や不飽和結合の位置は影響しない ことが示された。さらに、この促

進効果は不飽和脂肪酸に限定され、鎖長 の影響を受けず、さまざまな飽和脂

肪酸において S T N を介するフィブリン分解を抑制 した。  

不飽和脂肪酸が S T N のフィブリン分解を促進するメカニズムは、フィブ

リンの構造的 な変化が関与していると推察する。これまでに、脂肪酸がフィ

ブリンの構造や、フィブリン分解における感受性に影響を及ぼすことが報告

されている 3 8 ,  3 9 )。さらにオレイン酸やリノール酸などの長鎖不飽和脂肪酸

が、プラスミンによるフィブリン分解を阻害する報告は、S T N を用いた今回

の結果と異な る 3 8 )。この違いは、プラスミン・プラスミノーゲンはリジン結

合部位を有しており、フィブリン・フィブリノーゲン の C 末端リジンに結合

することで、コンホーメーション変化が起こり、効率的にプラスミノーゲン

アクチベーターによる活性化を受ける。そのため リジン結合部位の 結合阻害

がフィブリン分解抑制に繋がる。これまでにオレイン酸によるプラスミンの

フィブリン分解の低下、自己消化の促進が認められ、その要因として リジン

結合部位を含むクリングル 5 領域への脂肪酸の結合による リジン結合部位の

結合阻害が示唆されている 4 0 ,  4 1 ,  4 2 )。しかし S T N はリジン結合部位 を 持た な

いため、オレイン酸による リジン結合部位の 結合阻害の影響を受けな いため

と考える。したがって、脂肪酸によるフィブリンの構造変化を伴う調節機構

は、プロテアーゼの種類に依存して効果が異なる。加えて、プラスミンのフ

ィブリン分解における飽和脂肪酸の影響はごくわずかである 3 8 )。  

また、不飽和脂肪酸は S T N のフィブリン・フィブリノーゲン の分解を促

進し、一方で飽和脂肪酸は阻害作用を示すことを明らかにした。これは フィ

ブリン・フィブリノーゲンの構造変化に伴い、S T N による切断感受性が変化

し た も の と考 え ら れ る 。 飽 和脂 肪 酸 が 直 線 状 の分 子 構 造 を 持 つ のに 対 し て、

不飽和脂肪酸は二重結合の幾何学的性質により折れ曲がり構造をとる。その

ため、この違いが フィブリン・フィブリノーゲン に対する親和性や結合によ

り生ずる構造変化に異なる影響を与え、 S T N による切断（分子認識）に差異

が生じたものと推察する。  
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不飽和脂肪酸を S T N と併用して経口摂取することは可能であり、特に ω - 3

多価不飽和脂肪酸である E PA、D H A は、すでに血清脂質の改善作用または動

脈硬化病変の進展を抑制する医薬品や、健康食品で利用されている 4 3 )。ほ か

の不飽和脂肪酸も食品中に広く含まれている成分であるため経口摂取にお

ける安全性も高いと考える。そのため、S T N のフィブリン溶解活性を高める

ため、不飽和脂肪酸との併用は 健康食品に適した方法である。この知見を利

用して、よりよい健康食品などの製品化 への応用を期待する。  
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第 3 章  S T N の血栓溶解メカニズムの検証  
 

第 1 節  緒言  

 S T N はヒトへの経口投与においても凝固 線溶系への作用、降圧作用が示唆

され、心血管疾患への 応用も検討されている 。これまでに i n  v i t ro 研究によ

り S T N のプロテアーゼ 活性が一因であると考えられている。 しかし、生体

内における作用 機序の詳細は未だ 明らかとなっていない。そこで本研究では、

マウスを用い た i n  v i v o 血栓溶解作用の 解析を行った。  

 

第 2 節  方法  

 

3 - 2 - 1  肺塞栓モデルマウスの作製  

ヒト血漿 3 6 0  m L、トロンビン水溶液（ 5 0 0  U / m L）7 2 0  µ L、C a C l 2 水溶液（ 4 4 0  

m M） 4 0  m L を混合し、 3 7 ° C で 1 時間静置した。血漿がゲル化したことを確

認し、 1 0  m L の生理食塩水で 3 回洗浄した。 - 8 0 ° C で 1 時間凍結した後、乳

鉢と乳棒で粗粉砕し、生理食塩水を加えてホモジナイザーで 1 0 0  µ m 程度ま

で粉砕した。その後、遠心沈殿物を 4 0  m L の生理食塩水に懸濁し、ヒト血漿

由来微小凝血塊懸濁液とした。 7 週齢の雄マウス（ S l c :  I C R、三協ラボサー

ビス社）に凝血塊懸濁液を 4  m L / k g となるよう尾静脈内 投与し、3 0 分間開放

して肺塞栓モデルマウスとした。なお、本章における動物実験は東京農工大

学動物実験小委員会 および同学学長の 審査、承認を受けて実施した（承認番

号 :  第 2 9 - 7 5 号）。  

 

3 - 2 - 2  i n  v i v o 塞栓溶解試験  

肺塞栓モデルマウス の尾静脈内 に検体を急速投与した。検体は生理食塩水 1  

m L あたり 3 0  m g の S T N を溶解した S T N 溶液（ 7 5 0  F U / m L： 3 0  m g / m L）、こ

れに P M S F（ 1  m M）を加えプロテアーゼ活性を不活化したのちに、透析膜で

余剰な P M S F を透析除去した不活化 S T N、 P M S F を添加しない対照試験とし

た透析処理 S T N を事前に調製した。 S T N 溶液は 7 5 0 0  F U / k g（ 3 0 0  m g / m L）、

各透析処理検体は S T N として 3 0 0  m g / mL を投与量とした。なお、透析処理

により溶液体積がわずかに増加 したため、処理後の溶液体積増加率 から S T N

濃度を算出した。また陽性対照として 、 t - PA（ 1  m g / m L）を 1 5  m g / k g で用 い

た。さらに プラスミン阻害剤であるアプロチニン（ 1 0 0 0 0  K I U / m L）を添加し

た S T N（ 7 5 0  F U / m L）及び t - PA（ 1  m g / m L）も用い、それぞれ 7 5 0 0  F U / k g、

1 5  m g / k g を投与量とした。 t - PA を 1 5  m g / k g（アプロチニン添加および非添

加）投与する際のみ、4 5 分間の間隔で半量ずつ 2 回に分けて投与し、他はす
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べて 1 回で投与した。なお、 t - PA およびアプロチニンの添加量は過去の報告

例を参考とした 4 4 ,  4 5 )。 1 回目の投与から 9 0 分後に下大静脈より採血し、全

血に対して 1 / 9 量の 3 . 8 %クエン酸緩衝液、 1 / 1 0 0 量のアプロチニン（ 1 0 0 0 0 0  

K I U / m L）を添加し、遠心上清（ 8 3 0  × g、1 0 分、4 ° C）を血漿として回収した。

塞栓溶解の指標として、得られた血漿よりヒト特異的抗体を用いた免疫学的

測定法（ A l p h a L I S A ®  H u m a n  D - d i m e r  I m m u n o a s s a y  k i t、ロット： 2 4 7 0 9 7 4、

P e r k i n E l m e r 社製）を用いて D ダイマー量を定量した。 D ダイマーはフィブ

リンの分解産物である 4 6 )。フィブリノーゲンは Aα鎖、 Bβ鎖、γ鎖の 3 本

鎖で構成されるポリペプチド鎖の N 末端同士が結合したホモダイマー であ

り、 N 末端で構成される中央部（ E ドメイン）と C 末端側となる両端（ D ド

メイン）から成る。フィブリノーゲンはトロンビンおよび活性化凝固第 X I I I

因子により架橋された多量体の安定化フィブリン を形成する。安定化フィブ

リンはプラスミンにより分解され、2 つの D ドメインを持つフィブリン分解

産物である D 分画、 D ダイマーとなる（図 9）。  

 

図 9  D ダ イ マ ー の 構 造 模 式 図  

ト ロ ン ビ ン お よ び 活 性 化 凝 固 第 X I I I 因 子 に よ り 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン か ら 安 定 化 フ

ィ ブ リ ン が 形 成 さ れ る 。 安 定 化 フ ィ ブ リ ン を プ ラ ス ミ ン が 分 解 す る こ と で 、 さ ま

ざ ま な フ ィ ブ リ ン 分 解 物 （ D 分 画 ） が 産 生 さ れ 、 最 終 的 に 2 個 の D ド メ イ ン で 構

成 さ れ る D ダ イ マ ー と な る 。   
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3 - 2 - 4  タンパク質の分解様式評価  

血漿およびプラスミノーゲン溶液 を検体として、先と同様に S D S - PA G E に

てタンパク質の分離を行った 。  

 

3 - 2 - 5  合成アミド基質分解試験  

先 と 同 様 に 合 成 ア ミ ド 基 質 S p e c t r o z y m e ®  T H  を 用 い て 酵 素 活 性 を 測 定 し

た。すなわち、検体 溶液に S p e c t r o z y m e ®  T H（ 0 . 1  m M）を加え、 3 7 ° C での波

長 4 0 5  n m における吸光度の経時変化を測定した。その変化量を酵素活性と

して評価した。 なお、測定はいずれも 3 回以上実施した。  

 

3 - 2 - 6  フィブリンコートプレート試験  

A l e x a  F l u o r ®  6 4 7 で 蛍 光 標 識 し た ヒ ト 血 漿 由 来 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン

（ I n v i t r o g e n 社製）を 3 . 3 3  m g / m L にな るよう炭酸水素ナトリウム溶液（ 0 . 1  M、

p H  8 . 3）に溶解し、未標識ヒト血漿由来フィブリノーゲン（ 製品番号：3 4 1 5 7 8、

M i l l i p o r e 社製）は P B S ( - )に 2 0 0  µ g / m L となるよう溶解した。A l e x a  F l u o r ®  6 4 7

標識フィブリノーゲン溶液 5 0  µ L、未標識フィブリノーゲン溶液 1 0  m L を混

合し、黒色、平底タイプの 9 6 ウェルマイクロプレートに 1 0 0  µ L / w e l l ずつ分

注し、遮光して 3 7 ° C で 3 日間乾燥することでウェル内に固着させた。作製

したプレートに P B S ( - )に溶解したトロンビン（ 0 . 7 6 5  U / m L）を 7 5  µ L / w e l l 加

え、遮光して 3 7 ° C で 3 時間静置した。 0 . 0 1 %  t w e e n  8 0 ®含有 P B S ( - )を 1 0 0  

µ L / w e l l 加えて 2 回洗浄し、P B S ( - )を 1 0 0  µ L / w e l l 加えて 1 回洗浄した。P B S ( - )

（アジ化ナトリウム 0 . 0 2 %添加）に 5  m g / m L となるよう溶解したブタ皮膚由

来 1 型ゼラチン（ゲル強度約 3 0 0  B l o o m、S i g m a - A l d r i c h 社製）を 2 0 0  µ L / w e l l

加え、遮光して 3 7 ° C で 1 時間静置した。ゼラチン溶液を除去し、試験内容

に応じて検体を 1 5 0 または 2 0 0  µ L / w e l l 加え、 3 7 ° C での A l e x a  F l u o r  6 4 7  蛍

光強度（励起波長 6 5 0  n m、蛍光波長 6 7 6  n m）の経時変 化を測定した。 ここ

ではフィブリン分解とともに蛍光強度が上昇するが、これが横ばいになった

時点を最大値として、測定開始から蛍光強度が 最大値の半分に達するまでに

要した時間（ 5 0 %分解時間）をフィブリン分解活性とした。なお、測定はい

ずれも 3 回以上実施し、統計検定は S t u d e n t ' s  t - t e s t 法を用いた。  
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3 - 2 - 7  フィブリンカラム試験  

 血液が絶えず流れる血管を簡易的に模倣し、 i n  v i t ro 塞栓血管モデルとし

てフィブリンを充填したカラムに送液する試験系を構築した。目的に応じて

2 種類の試験方法を実施した（図 10）。  

 

3 - 2 - 7 - 1  第 1 法  

H i Tr a p  N H S - a c t i v a t e d  H P C o l u m n s（内容量 1  m L、 G E  H e a l t h c a r e 社製 )を使

用し、平均粒子径 3 4  µ m のビーズ状のアガロース担体に対してフィブリノー

ゲンをアミド結合により カップリングした。まず、炭酸水素ナトリウム溶液

（ 0 . 1  M、 p H  8 . 3）に溶解した A l e x a  F l u o r ®  6 4 7 標識ヒト血漿由来フィブリノ

ーゲン溶液（ 3 . 3 3  m g / m L） 1 0 0  µ L と、生理食塩水に溶解した未標識ヒト血漿

由来フィブリノーゲン溶液（ 1  m g / m L） 9 0 0  µ L を混合し、製品マニュアルに

従ってカップリングを行った。 その後、カラムを解体し 3  m L の T B S -T（ア

ジ化ナトリウム 0 . 0 2 %添加）でビーズを回収し、フィブリ ノーゲンカップリ

ングビーズとした。このビーズ 2 0  µ L を、先端をピペットチップおよび脱脂

綿を詰めたガラスキャピラリー （内径 1  m m、外径 1 . 5  m m、全長 7 5  m m） に

充填した。作製したフィブリノーゲンカラムをシリンジポンプおよびインジ

ェクターに接続し、カラム部分 はウォータージャケットで 3 7 ° C に保温した。

T B S -T を灌流しながらトロンビン（ 1  U / m L）を 3 0 0  µ L インジェクションし、

流速 2 0  µ L / m i n で 3 0 分間、 1 0 0  µ L / m i n で 1 0 分間灌流することでフィブリン

を形成した。その後、試験溶液を送液した。このとき、カラム通過液を黒色、

平底タイプの 9 6 ウェルマイクロプレートへ 2 0 0  µ L / w e l l ずつ回収し、含まれ

るフィブリン分解産物を A l e x a  F l u o r ®  6 4 7 蛍光強度として測定した。なお、

測定はいずれも 3 回以上実施し、統計検定は S t u d e n t ' s  t - t e s t 法を用いた。  

 

3 - 2 - 7 - 2  第 2 法  

第 1 法を改変し、あらかじめトロンビン処理を行ったフィブリンカップリ

ングビーズを キャピラリーに充填するものとした。すなわち第 1 法と同様に

H i Tr a p  N H S - a c t i v a t e d  H P C o l u m n s（内容量 1  m L、 G E  H e a l t h c a r e 社製 )を使用

し、ビーズ状のアガロース担体に対してフィブリノーゲンをカップリングし

た。その後、カラムをシリンジポンプに接続し、 T B S - T に溶解したトロンビ

ン（ 1  U / m L） 1 5  m L、さらに 6  m L の T B S -T をいずれも流速 5 0 0  µ L / m i n で通

過させた。トロンビン処理によりフィブリンに変換した後、カラムを解体し

3  m L の T B S - T（アジ化ナトリウム 0 . 0 2 %添加）でビーズを回収し、フィブリ

ンカップリングビーズとした。このビーズ 1 0  µ L とビーズ状デキストラン担

体（ S e p h a d e x ®  G - 5 0、 G E  H e a l t h c a r e 社製） 2 0  µ L を混合し、先端に ピペット
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チップおよび 脱脂綿を詰めたキャピラリー （内径 1 . 5  m m、外径 2 . 5  m m、全

長 11 0  m m）に充填した。作製したフィブリンカラムをシリンジポンプおよ

びインジェクターに接続し、カラム部分にヒータを接触させて試験装置とし

た。ウェルの面積、容積が通常の 1 / 2 に設計された 白色、平底タイプの 9 6

ウェル マイク ロプ レート （ P e r k i n E l m e r 社製）へ、 シリ ンジポ ンプに より 送

液したカラムの通過液を 5 0  µ L / w e l l ずつ回収した。そして、通過液に含まれ

るフィブリン分解産物を A l e x a  F l u o r ®  6 4 7 蛍光強度として測定した。なお、

測定はいずれも 3 回以上実施し、統計検定は S t u d e n t ' s  t - t e s t 法を用いた。  

 

 

 
図 1 0  フ ィ ブ リ ン カ ラ ム 試 験 の 概 要 図  

（ A）フ ィ ブ リ ン カ ラ ム 試 験 の 全 体 概 要 。ポ ン プ で 送 液 さ れ た 灌 流 液 が 、カ ラ ム を

通 過 し て 流 出 す る 。こ の 流 出 液 を 9 6 ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト で 回 収 し 、フ ィ ブ リ

ン の 溶 出 を A l e x a  f l u o r ®  6 4 7 と し て 検 出 し た 。  

（ B）第 2 法 で 用 い る フ ィ ブ リ ン カ ラ ム 画 像 。ピ ペ ッ ト チ ッ プ お よ び 脱 脂 綿 で 栓 を

し た ガ ラ ス キ ャ ピ ラ リ ー に フ ィ ブ リ ン カ ッ プ リ ン グ ビ ー ズ を 充 填 し て い る 。 第 1

法 に お い て も キ ャ ピ ラ リ ー の サ イ ズ や ビ ー ズ の 量 な ど が 異 な る が 、 同 構 造 の カ ラ

ム を 使 用 し た 。  

 

  



26 
 

第 3 節  結果  

 

3 - 3 - 1  プロテアーゼ阻害剤による S T N 活性の阻害  

B S B に溶解した S T N（ 2 5  F U / m L）に対して 1 / 9 9 量のプロテアーゼ阻害剤

溶液を添加した。阻害剤はアプロチニン（最終濃度 1 0 0  K I U / m L）、フッ化フ

ェニルメチルスルホニル（ P h e n y l m e t h y l s u l f o n y l  f l u o r i d e： P M S F、同 1  m M）、

対照としてジメチルスルホキシド（ D i m e t h y l  s u l f o x i d e： D M S O）を用いた。

その結果、 P M S F は S T N のプロテアーゼ活性を阻害したが（図 1 1）、アプロ

チニンは阻害 効果を示さなかった 。一方で B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s が産生する

セリンプロテアーゼである S u b t i l i s i n  C a r l s b e r g においては、 P M S F およびア

プ ロ チ ニ ン に よ り プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 阻 害 さ れ る 4 7 ,  4 8 )。 こ れ ら は 、 共 に

B a c i l l u s 属由来のセリンプロテアーゼであるが、 阻害剤により受ける 影響の

違いが明らかとなった。また、S T N に対するアプロチニンと P M S F の阻害効

果の違いを踏まえて、以降の i n  v i v o 試験を実施した。  

 

 

 
図 11  S T N の 活 性 阻 害  

各 種 阻 害 剤 を 添 加 し た S T N の 酵 素 活 性 を 、合 成 ア ミ ド 基 質（ S p e c t r o z y m e ®  T H）を

用 い て 測 定 し た 。P M S F を 添 加 に よ り 吸 光 度 の 変 化 が 消 失 し 、S T N の 不 活 化 を 示 し

た 。（ n  =  3、 m e a n  ±  S D）  
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3 - 3 - 2  S T N がマウス塞栓溶解に与える影響  

肺塞栓モデルマウスに t - PA（ 1 5  m g / k g）を投与することで、塞栓が溶解し

た こ と を 示 す D ダ イ マ ー レ ベ ル が 有 意 に 上 昇 し 、 ア プ ロ チ ニ ン （ 1 0 0 0 0 0  

K I U / k g）を同時投与することで作用が打ち消された（図 1 2A）。これにより、

線溶活性因子である t - PA、線溶阻害因子であるアプロチニン において、いず

れも期待する結果が得られたことから、塞栓溶解を評価する本試験 系が妥当

であることを確認した。次に S T N を投与したところ、有意に D ダイマーレ

ベルが上昇したことから、S T N の塞栓溶解作用が 示された。一方で、 t - PA と

同様にアプロチニンによってその作用は消失した 。アプロチニンは S T N の

活性阻害作用は無いが（ 図 1 1）、プラスミンを中心とする 内因性の線溶シス

テムを阻害する。した がって、S T N がフィブリンを直接的に分解する作用で

はなく、プラスミン などの内因性システム を介する間接的な作用が重要であ

ることが示唆された （図 1 2C）。一方で P M S F 添加および透析により不活化

処理 し た S T N に おい ても 血 栓溶 解 作用 は 示 さ なか っ た 。 した が って 、 S N T

による塞栓溶解作用にはプロテアーゼ活性が必須であり、t - PA と同様に内因

性システムに依存することが明らかとなった。なお、透析処理のみ実施した

S T N では有意な作用を確認した。なお、無処理の S T N に比べて作用が小さ

くなったが、これは質量濃度を同一にしているものの、透析処理過程による

部分的な S T N 失活が生じた影響と推測する。  

また、このときの血漿タンパク を S D S - PA G E により分離した（図 1 2B）。

マウス血漿を T B S - T で 1 0 倍希釈し、 1 / 3 量の非還元サンプルバッファーを

加え、1 5  µ L / l a n e となるよう 7 . 5 %ポリアクリルアミドゲルに供し 、電気泳動、

染色、脱色を行った 。その結果、 S T N および S T N とアプロチニンを同時投

与したもので血漿タンパク 、特に高分子 画分が大きく分解されていることを

確認した。これは、血中に豊富に含まれる 7 5 0  k D a の高分子タンパク である

α 2 M 4 9 )であると推察する。一方で t - PA 投与群においては 、わずかに分解され

ている程度であり、 影響は限定的であった 。  
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図 1 2  塞 栓 モ デ ル マ ウ ス へ S T N 投 与 試 験  

塞 栓 モ デ ル マ ウ ス に 対 し て S a l i n e、t - PA（ t - PA 1 5  m g / k g）、t - PA +  A p r（ t - PA 1 5  m g / k g

と ア プ ロ チ ニ ン 1 0 0 0 0 0  K I U / k g）、S T N（ S T N  7 5 0 0  F U / k g）、S T N  +  A p r（ S T N  7 5 0 0  F U / k g

と ア プ ロ チ ニ ン 1 0 0 0 0 0  K I U / k g）、 S T N（ D i a l y s i s）（ 透 析 処 理 S T N）、 S T N  +  P M S F

（ D i a l y s i s）（ P M S F 処 理 後 に 透 析 処 理 し た S T N） を 投 与 し た 。  

（ A） 塞 栓 モ デ ル マ ウ ス の 血 漿 中 の D ダ イ マ ー レ ベ ル で あ り 、 t - PA、 S T N、 S T N

（ D i a l y s i s） に お い て 、 有 意 な 増 加 を 示 し た 。（ ◆ ， 個 々 の 数 値 ； ― ， 平 均 値 、 統

計 処 理 は D u n n e t t 法 で 行 っ た 。）  

（ B）塞 栓 モ デ ル マ ウ ス の 血 漿 タ ン パ ク 質 を S D S - PA G E に よ り 分 離 し た 。S T N、S T N  

A p r に お い て 高 分 子 タ ン パ ク が 分 解 さ れ た （ ◀）。  

（ C） 各 阻 害 因 子 の 作 用 模 式 図   

A  

B  C  



29 
 

3 - 3 - 3  S T N 処理血漿のフィブリン分解 作用の変化  

S T N をヒト血漿に添加した際の、タ ンパク分解 およびプロテアーゼ活性を

評価した。まず T B S - T で 1 0 倍希釈したヒト血漿に任意濃度の S T N を添加し、

3 7 ° C で 3 0 分間処理した。 S D S - PA G E によるタンパク質分離のため、 処理液

の 1 / 3 量の非還元サンプルバッファーを加え、 1 5  µ L / l a n e となるよう 7 . 5 %ポ

リ ア ク リ ルア ミ ド に 供 し 、 電気 泳 動 、 染 色 およ び 脱 色 を 行 っ た。 そ の 結 果、

S T N  0 . 2 5  F U / m L でも僅かに高分子 画分の分解が認められ、 0 . 5 0  F U / m L、 1 . 0  

F U / m L と高濃度になるにつれ分解が進む様子であった（図 1 3A）。高分子タ

ンパクの分解が進む点においては、S T N を投与したマウス血漿と同様の傾向

である。一方で 1 . 5  F U / m L は 1 . 0  F U / m L と比べて大きな差は認められなかっ

た。  

次に、処理液を 用いて S p e c t r o z y m e ®  T H による合成アミド基質分解試験を

行い、直線的に吸光度が上昇する測定開始から 7 分間までの近似直線の傾き

を 算 出 し 、 酵 素 活 性 と し た 。 こ れ に よ り 活 性 中 和 点 は 0 . 5  F U / m L か ら 1 . 0  

F U / m L の間と推定した （図 13B）。  

そこで血漿タンパクの一部分解が生じ、かつ酵素活性 中和濃度である S T N  

0 . 3 7 5  F U / m L を加え、3 7 ° C で 3 0 分間処理した 1 0 倍希釈ヒト血漿を用意した。

この血漿に s c u - PA または t - PA を添加してフィブリンコートプレート試験を

行い、プラスミノーゲンアクチベーターに及ぼす影響を評価した。ここでは、

蛍光強度の上昇が横ばいとなる測定 2 4 0 分時点の蛍光強度を基準（ 1 0 0 %）と

して、その 5 0 %蛍光強度に到達するまでに時間をフィブリン溶解活性とした。

その結果、 s c u - PA、 t - PA のいずれにおいても添加濃度に依存してフィブリン

溶解が促進した（図 14A）。しかし、 t -PA 0 . 0 3  n M および 0 . 0 6  n M 添加時に

S T N 処理による有意な 時間の延長、すなわち 活性低下が生じ たが、全体とし

ては S T N 処理による影響は認められない傾向であった 。  

ここで、S T N を投与したマウス血漿のフィブリン分解能を 検討した。リタ

イヤ雄マウス（ S l c :  I C R、三協ラボサービス社）に S T N（ 7 5 0 0  F U / 1 0  m L / k g）

または生理食塩水（ 1 0  m L / k g）を尾 静脈内投与し、 6 0 分後に下大静脈より採

血し、全血に対して 1 / 9 量の 3 . 8 %クエン酸緩衝液を添加し、遠心上清（ 8 3 0  × g、

1 0 分、 4 ° C）を血漿として回収した。得られたマウス血漿を T B S -T にて 1 0

倍希釈し、 t - PA（最終濃度 0 . 1  n M）または s c u - PA（同 1  n M）を添加してフ

ィブリンコートプレート試験を行った。上昇が横ばいとなる測定 2 4 0 分時点

の蛍光強度を基準として、その 5 0 %蛍光強度に到達するまでに時間を フィブ

リン溶解活性とした。その結果、 t - PA（図 14B）、 s c u - PA（図 14C）ともに溶

解活性が低下しており、血漿中のフィブリン溶解活性と体内で生じている活

性の相違があることが示唆された。   
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図 1 3  ヒ ト 血 漿 の S T N 処 理  

（ A）各 濃 度 の S T N を 添 加 し た 1 0 倍 希 釈 ヒ ト 血 漿 タ ン パ ク を S D S - PA G E に て 分 離

し た 。 0 . 2 5  F U / m L 以 上 で 高 分 子 を 中 心 と し た 分 解 が 生 じ た 。  

（ B） 各 濃 度 の S T N を 添 加 し た 1 0 倍 希 釈 ヒ ト 血 漿 の 酵 素 活 性 を 合 成 ア ミ ド 基 質

（ S p e c t r o z y m e ®  T H） に て 測 定 し た 。 S T N  1 . 0  F U / m L よ り 酵 素 活 性 が 残 存 し て い る

こ と が 示 唆 さ れ た 。  

  

A  B  
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図 1 4  血 漿 の 線 溶 活 性 効 果  

フ ィ ブ リ ン コ ー ト プ レ ー ト 法 に て フ ィ ブ リ ン 分 解 活 性 を 評 価 し た 。  

（ A） S T N 処 理 し た ヒ ト 血 漿 に s c u - PA ま た は t - PA を 添 加 し た 時 の フ ィ ブ リ ン 分 解

活 性 を 評 価 し た 。い ず れ に お い て も 、 S T N 処 理 に よ る 促 進 効 果 は 見 出 せ な か っ た 。

（ n  =  3、 m e a n  ±  S D、 統 計 処 理 は S t u d e n t ' s  t - t e s t  法 で 行 っ た ）  

（ B、C）PA を 添 加 し た S T N 投 与 マ ウ ス 血 漿 の フ ィ ブ リ ン 分 解 活 性 を 評 価 し た 。（ B）

t - PA を 添 加 し 、 各 群 5 匹 ず つ を そ れ ぞ れ 分 析 し た 。（ n  =  5、 m e a n  ±  S D、 統 計 処 理

は S t u d e n t ' s  t - t e s t  法 で 行 っ た 。）（ C） s u c - PA を 添 加 し 、 各 群 5 匹 の 混 合 血 漿 を 分

析 し た 。（ n  =  3、 m e a n  ±  S D、 統 計 処 理 は S t u d e n t ' s  t - t e s t  法 で 行 っ た ）  

  

A  

B  C  
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3 - 3 - 4  S T N における高感受性型プラスミノーゲンへの 変換の検証  

プラスミノーゲンは N 末端を部分分解することで、 PA による活性化を受

けやすい Ly s 型プラスミノーゲン となり、線溶系が促進する 5 0 )。そこで S T N

によるプラスミノーゲン分解産物の検証を行った。プラスミノーゲン（最終

濃度： 0 . 3  m g / m L）と S T N（最終濃度： 0 . 7 5、 1 . 5  F U / m L）を 3 7 ° C で最大 1 2 0

分間処理した。処理液の 1 / 3 量の還元サンプルバッファーを加え、1 0  µ L / l a n e

とな る よ う 7 . 5 %ポリ ア ク リル ア ミ ドに 供 し 、電 気 泳 動お よ び 染色 、 脱 色 を

行った。その結果、S T N の活性および処理時間に依存してプラスミノーゲン

の分解が生じた（図 1 5）。しかし、 8 5  k D a である Ly s 型プラスミノーゲン は

確認できず、 4 5  k D a 以下まで分解された 。また、 S T N は PA としてプラスミ

ノーゲンを活性化しないことも報告されている 1 4 )。したがって、 S T N はプ

ラスミノーゲンの活性 に影響を与えないと考える。  

 

 

図 1 5  S T N に よ る プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 分 解 試 験  

S T N に よ り 分 解 し た プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 断 片 を S D S - PA G E に て 分 離 し た 。 プ ラ ス ミ

ノ ー ゲ ン （ 0 . 3  m g / m L） に S T N（ L， 0 . 7 5  F U / m L； H， 1 . 5  F U / m L） を 加 え 1 2 0 分 ま

で の 経 時 な 断 片 変 化 を 評 価 し た 。  
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3 - 3 - 5  S T N によるフィブリン部分分解と PA 反応性の検証  

プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン は リ ジ ン 結 合 部 位 を 介 し て 部 分 分 解 に よ っ て 露 出 し た

フィブリンの C 末端リジンに結合することで、フィブリンとの親和性が高ま

り、局在的に線溶が活性 化する 5 1 )。ま た、生体内の血管では、常に血液が灌

流している。そこで、S T N によるフィブリンの部分分解が線溶系に与える影

響を、より生体を模倣した条件で検証するため、灌流が可能な フィブリンカ

ラム試験（第 1 法）を行った。まず T B S - T で 1 0 倍希釈したヒト血漿（あら

かじめ 1 5 5 0 0  × g、 2 0 分、 4 ° C で不溶物を遠心分離した）を流速 1 0 0  µ L / m i n

で 6 分間送液した後に S T N（ 0 . 7 5  F U / m L）を 1 0 0  µ L インジェクションし、

1 0 分間送液することでフィブリンを部分分解した。 その後、 t - PA（ 6 0 0  n M）

または s c u - PA（ 1 0 0  n M）を 1 0 0 µ L インジェクションし、流速 2 0  µ L / m i n で

4 0 分間送液した。ここでは 2 0 0  µ L / w e l l を 1 フラクションとして回収し、S T N

インジェクション前の 3 フラクションの平均値を基準とし、各フラクション

の変化量を示した。その結果、 フィブリン分解は S T N のインジェクション

後に一時的に上昇し（フラクション 5）、 t - PA および s c u - PA により再度上昇

した（フラクション 9 から 1 2）（図 16A、 C）。各 PA によるフィブリン分解

量をフラクション 9 から 1 2 の合計としたとき、S T N によって t - PA 活性は有

意に低下した（図 16B）。一方で、 s c u - PA では S T N による影響は見られなか

った（図 1 6D）。このことより、S T N のフィブリン部分分解による PA を介し

た線溶活性は生じず、 予想に反して t -PA においては活性が下がることが明

らかとなった。  
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図 1 6  S T N に よ る フ ィ ブ リ ン 部 分 分 解 試 験  

S T N に よ り フ ィ ブ リ ン を 一 部 分 解 し た 後 に 、 PA を 添 加 し た と き の フ ィ ブ リ ン 分 解

を フ ィ ブ リ ン カ ラ ム 試 験（ 第 1 法 ）に て 評 価 し た 。（ A、 C）フ ラ ク シ ョ ン 3 の 回 収

直 後 に S T N を イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し 、 フ ラ ク シ ョ ン 8 の 回 収 直 後 に （ A） t - PA お よ

び（ C） s c u - PA を イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し た 。い ず れ も イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 直 後 に フ ィ ブ

リ ン 分 解 の 指 標 と な る A l e x a  f l u o r  6 4 7 蛍 光 強 度 が 上 昇 し た 。（ B）t - PA ま た は（ D）

s c u - PA イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の 影 響 を フ ラ ク シ ョ ン 9 か ら 1 2 の 合 計 で 評 価 し た 。（ n  =  

3、 m e a n  ±  S D、 統 計 処 理 は S t u d e n t ' s  t - t e s t  法 で 行 っ た 。）  

  

A  B  

C  D  
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3 - 3 - 6  S T N 処理血漿における PA のフィブリン分解  

 S T N を静脈投与したマウスにおいて、血漿タンパクの分解が生じる。これ

を再現するため、S T N により分解した血漿を用いて、灌流可能なフィブリン

カラム試験（第 2 法）を行った。 まず T B S -T で 1 0 倍希釈したヒト血漿（あ

らかじめ 1 5 5 0 0  × g、 2 0 分、 4 ° C で不溶物を遠心分離した）に S T N を添加し

（最終濃度 0 . 5  F U / m L）、 3 7 ° C で 3 0 分間処理した。ここで S T N により血漿

タンパクが分解され、なおかつ S T N 活性が血漿由来のプロテアーゼ阻害因

子 に よ り 中 和 さ れ た S T N 処 理 血 漿 を 得 た 。 こ の S T N 処 理 血 漿 を 流 速 2 5  

µ L / m i n で 6 分間送液した後、t - PA（ 6 0 0  n M）を 1 0 0  µ L インジェクションし、

4 0 分間送液した。ここでは 5 0  µ L / w e l l を 1 フラクションとして回収し、 t - PA

インジェクション 前の 3 フラクションの平均値を基準として、各フラクショ

ンの変化量を示した。その結果、フィブリン分解は t - PA のインジェクショ

ン後に上昇した（ フラクション 8 から 1 9）（図 1 7 A、 B）。しかし、 S T N 処理

による影響は確認できなかった。  

同様に、1 0 倍希釈ヒト血漿を S T N 処理（最終濃度 0 . 5  F U / m L）した血漿を

灌流させて、 s c u - PA（ 1 0 0  n M）を 1 0 0  µ L インジェクションした。このとき

フラクション 2 から 9 の近似曲線を基準として、各フラクションの変化量を

示した。このとき、 t - PA と同様に s c u - PA インジェクション 後にフィブリン

分解が上昇した（フラクション 1 0 から 2 0）（図 1 7 C）。フィブリン分解量を

フラクション 1 0 から 2 0 の合計としたとき、S T N 処理によってフィブリン分

解が有意に上昇した（図 1 7 D）。したがって、灌流試験において、 S T N で処

理した血漿により s c u - PA を介したフィブリン分解が促進することが明らか

となった。一方で t - PA の作用には影響を及ぼさなかった。このことから、

S T N を含む血漿が灌流している条件において、s c u - PA のフィブリン分解作用

を高めることが示された。このとき S T N は血漿の一部タンパク分解するが、

活性は中和される濃度であった。  
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図 1 7  S T N 処 理 し た 血 漿 に よ る フ ィ ブ リ ン 分 解 試 験  

S T N 処 理 し た 血 漿 に PA を 添 加 し た と き の フ ィ ブ リ ン 分 解 に つ い て フ ィ ブ リ ン カ ラ

ム 試 験 （ 第 2 法 ） に て 評 価 し た 。（ A、 C） フ ラ ク シ ョ ン 3 の 回 収 直 後 に （ A） t - PA

お よ び（ C） s c u - PA を イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し た 。い ず れ も イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 後 に フ ィ

ブ リ ン 分 解 の 指 標 と な る A l e x a  f l u o r  6 4 7 蛍 光 強 度 が 上 昇 し た 。（ B）t - PA ま た は（ D）

s c u - PA イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の 影 響 を そ れ ぞ れ フ ラ ク シ ョ ン 8 か ら 1 9、 1 0 か ら 2 0 の

合 計 で 評 価 し た 。（ n  =  3、 m e a n  ±  S D、 統 計 処 理 は S t u d e n t ' s  t - t e s t  法 で 行 っ た 。）  

 

 

  

A  

C  D  

B  
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第 4 節  考察  

 

塞栓モデルマウスへの 尾静脈投与により 血中 D ダイマーレベルが上昇し、

S T N の塞栓溶解作用が示された。さらに アプロチニンとの併用、または不活

化した S T N ではこの作用が消失した。したがって、塞栓溶解において S T N

の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 お よ び 内 因 性 の 線 溶 系 が 必 須 で あ る こ と が 明 ら か と な

った。これまで、さまざまな塞栓モデル動物への投与試験により S T N の塞

栓溶解効果が示されてきた 2 3 ,  2 4 )。そして、これらはフィブリン分解酵素で

ある S T N の酵素活性により、 直接的に塞栓（フィブリン）が分解される こ

とに起因する と考えられてきた。しかし、この結果は 、プロテアーゼ活性を

介して内因性の線溶系に依存することを示唆する。  

そこで塞栓の周辺環境である血液中に S T N が与える影響を検証した。ま

ず S T N 投与マウスの血漿タンパクの一部が分解されており、 S T N 添加ヒト

血漿においても同様の分解が確認できた。しかし、フィブリンコートプレー

ト試験において 、S T N 処理ヒト血漿ではフィブリン分解 が概ね変化がないが、

一部で低下する場合があった。さらに、S T N 投与マウス血漿においては有意

にフィブリン分解が遅延した。ここで、血漿中に存在する PA I - 1 は、 S T N に

より分解され不活化する PA の重要な阻害因子である 1 7 )。また、広くプロテ

アーゼを阻害する α 2 M は S T N との複合体を形成する 2 1 )。血中には α 2 M が多

量に存在する（血清中 2～ 3  m g / m L 程度 5 2））。血中に取り込まれた S T N は速

やかに α 2 M により不活化すると推測する。このとき α 2 M は S T N と 1 : 2 の非

共有結合複合体を形成して α 2 M 自身も不活化するため、血中の活性型 α 2 M

が減少することになる。 α 2 M の特異性は広く、プラスミンを含む凝固線溶系

プロテアーゼも不活化するため 5 3、活 性型 α 2 M の減少により結果的に線溶が

促進される可能性がある。すなわち、S T N 自身が α 2 M により不活化されるこ

とで、これが身代わりとなりプラスミンなどの線溶活性が促進すると考える。

そのため S T N 処理した血漿においては PA やプラスミンの活性に影響を及ぼ

し、プロテアーゼ阻害抑制による線溶活性化を期待したが、これと異なる結

果であった。一方で、このように多くの血漿タンパクが分解されているにも

かかわらず、大きくとも 3 0％程度のフィブリン分解能の減少であり凝固線溶

の均衡が一定水準で維持されている点は 意外であった。ここで、フィブリン

分解能の低下原因の 1 つとしては、S T N のプラスミノーゲン分解が関与して

いる可能性がある。プラスミノーゲンは N 末端の L s y 7 6 – Ly s 7 7 が切断される

ことで PA による活性化作用を受けやすくなる。しかし、 S T N はプラスミノ

ーゲンの線溶活性に繋がる構造変化は生じず、低分子にまで分解するため 本

来の 機能 を 喪失 さ せる こと が 想定 で きる 。す な わち 、 S T N 処 理ま た は S T N
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投与血漿中のプラスミノーゲンは S T N 活性により低分子化され、線溶活性

が低下した可能性がある。しかし、これらはいずれも線溶活性とは異なる内

容であり、塞栓 モデルマウスを用いた 生体試験の結果と全く異なる。  

ここで、フィブリンコートプレート試験と生体血管の大きな違いの 1 つと

して、前者は閉鎖系であるのに対し、後者は 常に新しい血液が供給 排出され

ることに着目した。この血液循環を再現するため、閉塞血管を模した フィブ

リンカラムに血漿を通過させる実験系を用いた。t - PA やプラスミノーゲンは

リジン結合部位を介して、部分分解を受けたフィブリンの C 末端リジン残基

に結合する 5 ,  6 ,  5 1 )。そこで、 S T N によりフィブリンを部分分解した後に t - PA

または s c u - PA をインジェクションしたが、有意 差は認められなかった。次

に、 S T N 処理ヒト血漿による t - PA の影響を検証したが、影響は見られなか

った。一方で、 s c u - PA をインジェクションした際、血漿の S T N 処理により

フィブリン分解が有意に増加することが確認できた。これは、閉鎖系の試験

や t - PA においては見られない作用である。 したがって、血栓灌流下に S T N

処理血漿が供給される条件において s c u - PA を介した線溶（プラスミノーゲ

ンとのレシプロカル活性化）が増加すると 解釈できる。  

血 漿 が 灌 流 す る こ と に よ る 影 響 と し て プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン や α 2 M 、

α 2 - a n t i p l a s m i n と いっ た 線溶 因 子 、 抗線 溶 因子 が 常に 供給 さ れ る 環 境で 、 フ

ィブリンへのプラスミノーゲンの結合と s c u - PA によるレシプロカル活性化

に影響する因子の活性が S T N により修飾を受けるものと推測 する。本研究

では、S T N の酵素活性が内因性の線溶活性に大きな影響を及ぼしていること

を新たに発見し、特に s c u - PA が重要な役割を担っていることが示唆された。  

一般に、血中に取り込まれたプロテアーゼは生体防御機構（ α 2 M など）に

より速やかに不活化するため、血中に入った瞬間が S T N 活性の働くタイミ

ングと場所であると考える。したがって、S T N の生理的作用は血中移行した

際 に 局 所 的に 血 漿 タ ン パ ク を部 分 分 解 す る こと に よ り 生 ず る もの と 考 え る。

そ こ で 部 分分 解 を 受 け た 因 子が 循 環 し て 生 理作 用 を 及 ぼ す も のと 推 測 す る。

このため、これまでに知られている抗凝固や血圧降下などの S T N の生理作

用においても、血中 フィブリノーゲン やキニノーゲンなどが短時間で局所的

に S T N により部分分解されることに起因す る可能性もある。詳細な機序は

明らかではないが、S T N の腸管吸収に関する証拠もあることから 1 9 ,  2 3 )、S T N

と同時に摂取した不飽和脂肪酸も共に血中に移行する可能性がある。その場

においては S T N と同時に存在する不飽和脂肪酸 によりフィブリノーゲン を

効率よく部分分解することが可能となる （第 2 章）。部分分解を受けた フィ

ブリノーゲン は凝固に必須な N 末端配列を失い、これが結果的に凝固塊の成

長（線溶抵抗性となる）を抑えるため、間接的に生理的線溶を促進できるも
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のと推測する。  

今後の S T N の効果的利用法の開発につながることを 期待する。  
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s t u d y  o n  t h e  s e r u m  p h a r m a c o k i n e t i c s  o f  N a t t o k i n a s e  i n  h u m a n s  f o l l o w i n g  a  

s i n g l e ,  o r a l ,  d a i l y  d o s e .  A l t e r n a t i v e  T h e r a p i e s  i n  H e a l t h  a n d  M e d i c i n e ,  1 9 ,  

1 6 – 1 9 .  

 

2 0  R e h m a n ,  A .  A . ,  A h s a n ,  H . ,  &  K h a n  F.  H .  ( 2 0 1 3 ) .  A l p h a - 2 - M a c r o g l o b u l i n :  A 
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P h y s i o l o g i c a l  G u a r d i a n .  J o u r n a l  o f  C e l l u l a r  P h y s i o l o g y,  2 2 8 ,  1 6 6 5 – 1 6 7 5 .  

2 1  K a m a t a ,  H . ,  Ya m a g a t a ,  Y. ,  N a k a m u r a ,  T. ,  N a k a j i ma ,  T. ,  O d a ,  K . ,  M u r a o ,  S .  

( 1 9 8 9 ) .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  C o m p l e x  b e t w e e n  α 2 - M a c r o g l o b u l i n  a n d  a  

S e r i n e  P r o t e a s e  f r o m  B a c i l l u s  n a t t o .  A g r i c u l t u r a l  a n d  B i o l o g i c a l  

C h e m i s t r y,  5 3 ( 1 0 ) ,  2 6 9 5 – 2 7 0 2 .  

2 2  F e l d m a n ,  S .  R . ,  G o n i a s ,  S .  L . ,  &  P i z z o ,  S .  V.  ( 1 9 8 5 ) .  M o d e l  o f  

α 2 - m a c r o g l o b u l i n  s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n .  T h e  P ro c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  

A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  o f  U n i t e d  S t a t e s  o f  A m e r i c a ,  8 2 ,  5 7 0 0 – 5 7 0 4 .  

2 3  F u j i t a ,  M . ,  H o n g ,  K . ,  I t o ,  Y. ,  F u j i i ,  R . ,  K a r i y a ,  K . ,  &  N i s h i mu r o ,  S .  ( 1 9 9 5 ) .  

T h r o m b o l y t i c  E f f e c t  o f  N a t t o k i n a s e  o n  a  C h e m i c a l l y  I n d u c e d  T h r o m b o s i s  

M o d e l  i n  R a t .  B i o l o g i c a l  a n d  P h a r m a c e u t i c a l  B u l l e t i n ,  1 8 ( 1 0 ) ,  1 3 8 7 – 1 3 9 1 .  

2 4  X u ,  J . ,  D u ,  M . ,  Ya n g ,  X . ,  C h e n ,  Q . ,  C h e n ,  H . ,  &  L i n  D .  H .  ( 2 0 1 4 ) .  

T h r o m b o l y t i c  E f f e c t s  i n  v i v o  o f  N a t t o k i n a s e  i n  a  C a r r a g e e n a n - I n d u c e d  R a t  

M o d e l  o f  T h r o m b o s i s .  A c t a  H a e m a t o l o g i c a ,  1 3 2 ,  2 4 7 – 2 5 3  

2 5  S u m i ,  H . ,  H a m a d a ,  H . ,  N a k a n i s h i ,  K . ,  &  H i r a t a n i  H .  ( 1 9 9 0 ) .  E n h a n c e m e n t  o f  

t h e  F i b r i n o l y t i c  A c t i v i t y  i n  P l a s m a  b y  O r a l  A d m i n i s t r a t i o n  o f  N a t t o k i n a s e .  

A c t a  H a e m a t o l o g i c a ,  8 4 ,  1 3 9 – 1 4 3  

2 6  J a n g ,  J .  Y. ,  K i m ,  T.  S . ,  C a i ,  J . ,  K i m ,  J . ,  K i m ,  Y. ,  S h i n ,  K . ,  K i m,  K .  S . ,  P a r k ,  

S .  K . ,  L e e ,  S .  P. ,  C h o i ,  E .  K . ,  R h e e ,  M .  H . ,  K i m ,  Y.  B .  ( 2 0 1 3 ) .  N a t t o k i n a s e  

i mp r o v e s  b l o o d  f l o w  b y  i n h i b i t i n g  p l a t e l e t  a g g r e g a t i o n  a n d  t h r o m b u s  

f o r m a t i o n .  L a b o r a t o r y  A n i m a l  R e s e a rc h ,  2 9 ( 4 ) ,  2 2 1 – 2 2 5 .  

2 7  F u j i t a ,  M . ,  O h n i s h i ,  K . ,  Ta k a o k a ,  S . ,  O g a s a w a r a ,  K . ,  F u k u y a m a ,  R . ,  &  

N a k a m u r a ,  H .  ( 2 0 11 ) .  A n t i h y p e r t e n s i v e  E f f e c t s  o f  C o n t i n u o u s  O r a l  

A d m i n i s t r a t i o n  o f  N a t t o k i n a s e  a n d  I t s  F r a g m e n t s  i n  S p o n t a n e o u s l y  

H y p e r t e n s i v e  R a t s .  B i o l o g i c a l  a n d  P h a r m a c e u t i c a l  B u l l e t i n ,  3 4 ( 11 ) ,  1 6 9 6 –

1 7 0 1 .  

2 8  H s i a ,  C .  H . ,  S h e n ,  M .  C . ,  L i n ,  J .  S . ,  We n ,  Y.  K . ,  H w a n g ,  K .  L . ,  C h a m ,  T.  M . ,  

&  Ya n g ,  N .  C .  ( 2 0 0 9 ) .  N a t t o k i n a s e  d e c r e a s e s  p l a s m a  l e v e l s  o f  f i b r i n o g e n ,  

f a c t o r  V I I ,  a n d  f a c t o r  V I I I  i n  h u m a n  s u b j e c t s .  N u t r i t i o n  R e s e a rc h ,  2 9 ,  1 9 0 –

1 9 6 .  

2 9  K u r o s a w a ,  Y. ,  N i r e n g i ,  S . ,  H o m m a ,  T. ,  E s a k i ,  K . ,  O h t a ,  M . ,  C l a r k  J .  F. ,  &  

H a m a o k a ,  T.  ( 2 0 1 5 ) .  A s i n g l e - d o s e  o f  o r a l  n a t t o k i n a s e  p o t e n t i a t e s  

t h r o m b o l y s i s  a n d  a n t i - c o a g u l a t i o n  p r o f i l e s .  S c i e n t i f i c  R e p o r t s ,  5 ,  11 6 0 1  

3 0  K i m ,  J .  Y. ,  G u m ,  S .  N . ,  P a i k ,  J .  K . ,  L i m ,  H .  H . ,  K i m ,  K .  C . ,  O g a s a w a r a ,  K . ,  
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I n o u e ,  K . ,  P a r k ,  S . ,  J a n g ,  Y. ,  &  L e e ,  J .  H .  ( 2 0 0 8 ) .  E f f e c t  o f  N a t t o k i n a s e  o n  

B l o o d  P r e s s u r e :  A R a n d o m i z e d ,  C o n t r o l l e d  Tr i a l .  H y p e r t e n s i o n  R e s e a rc h ,  

3 1 ,  1 5 8 3 – 1 5 8 8 .  

3 1  We n g ,  Y. ,  Ya o ,  J . ,  S p a r k s ,  S . ,  &  Wa n g ,  K .  Y.  ( 2 0 1 7 ) .  N a t t o k i n a s e :  A n  o r a l  

a n t i t h r o m b o t i c  a g e n t  f o r  t h e  p r e v e n t i o n  o f  c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e .  

I n t e r n a t i o n a l  J o u r n a l  o f  M o l e c u l a r  S c i e n c e s ,  1 8 ( 3 ) ,  5 2 3 .  

3 2  J e n s e n ,  G .  S . ,  L e n n i n g e r ,  M . ,  E r o ,  M .  P. ,  &  B e n s o n ,  K .  F.  ( 2 0 1 6 ) .  

C o n s u m p t i o n  o f  n a t t o k i n a s e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  r e d u c e d  b l o o d  p r e s s u r e  a n d  

v o n  w i l l e b r a n d  f a c t o r ,  a  c a r d i o v a s c u l a r  r i s k  m a r k e r :  R e s u l t s  f r o m  a  

r a n d o m i z e d ,  d o u b l e - b l i n d ,  p l a c e b o - c o n t r o l l e d ,  m u l t i c e n t e r  N o r t h  

A m e r i c a n  c l i n i c a l  t r i a l .  I n t e g r a t e d  B l o o d  P re s s u re  C o n t ro l ,  9 ,  9 5 – 1 0 4 .  

3 3  C h e n ,  H . ,  M c G o w a n ,  E .  M . ,  R e n ,  N . ,  L a l ,  S . ,  N a s s i f ,  N . ,  S h a d - K a n e e z ,  F. ,  

Q u ,  X . ,  &  L i n ,  Y.  ( 2 0 1 8 ) .  N a t t o k i n a s e :  A P r o m i s i n g  A l t e r n a t i v e  i n  

P r e v e n t i o n  a n d  Tr e a t me n t  o f  C a r d i o v a s c u l a r  D i s e a s e s .  B i o m a r k e r  I n s i g h t s ,  

1 3 ,  1 – 8 .  

3 4  P e n g ,  Y. ,  Ya n g  X . ,  &  Z h a n g  Y.  ( 2 0 0 5 ) .  M i c r o b i a l  F i b r i n o l y t i c  E n z y m e s :  A n  

O v e r v i e w  o f  S o u r c e ,  P r o d u c t i o n ,  P r o p e r t i e s ,  a n d  T h r o m b o l y t i c  A c t i v i t y  i n  

Vi v o .  A p p l i e d  M i c ro b i o l o g y  a n d  B i o t e c h n o l o g y,  6 9 ( 2 ) ,  1 2 6 – 1 3 2 .  

3 5  L i u ,  Z . ,  Z h e n g ,  W. ,  G e ,  C . ,  C u i ,  W. ,  Z h o u ,  L . ,  &  Z h o u  Z .  ( 2 0 1 9 ) .  H i g h - l e v e l  

e x t r a c e l l u l a r  p r o d u c t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  n a t t o k i n a s e  i n  B a c i l l u s  s u b t i l i s  

W B 8 0 0  b y  m u l t i p l e  t a n d e m  p r o m o t e r s .  B M C  M i c ro b i o l o g y,  1 9 ( 1 ) ,  8 9 .  

3 6  D e e p a k ,  V. ,  K a l i s h w a r a l a l ,  K . ,  R a m k u m a r p a n d i a n ,  S . ,  B a b u ,  S .  V. ,  

S e n t h i l k u m a r,  S .  R . ,  &  S a n g i l i y a n d i ,  G .  ( 2 0 0 8 ) .  O p t i m i z a t i o n  o f  m e d i a  

c o m p o s i t i o n  f o r  N a t t o k i n a s e  p r o d u c t i o n  b y  B a c i l l u s  s u b t i l i s  u s i n g  r e s p o n s e  

s u r f a c e  m e t h o d o l o g y.  B i o re s o u rc e  Te c h n o l o g y ,  9 9 ( 1 7 ) ,  8 1 7 0 – 8 1 7 4 .  

3 7  L a e m m l i ,  U .  K .  ( 1 9 7 0 ) .  C l e a v a g e  o f  S t r u c t u r a l  P r o t e i n s  D u r i n g  t h e  

A s s e m b l y  o f  t h e  H e a d  o f  B a c t e r i o p h a g e  T 4 .  N a t u re ,  2 2 7 ( 5 2 5 9 ) ,  6 8 0 – 6 8 5 .  

3 8  M u r a o k a ,  T. ,  &  O k u d a ,  H .  ( 1 9 7 7 ) .  E f f e c t s  o f  F r e e  F a t t y  A c i d s  o n  

F i b r i n o l y t i c  A c t i v i t y.  T h e  J o u r n a l  o f  B i o c h e m i s t r y,  8 2 ( 2 ) ,  5 2 9 – 5 3 3 .  

3 9  Ta n k a - S a l a m o n ,  A . ,  K o m o r o w i c z ,  E . ,  S z a b ó ,  L . ,  Te n e k e d j i e v,  K . ,  &  K o l e v,  

K .  ( 2 0 1 6 ) .  F r e e  F a t t y  A c i d s  M o d u l a t e  T h r o m b i n  M e d i a t e d  F i b r i n  

G e n e r a t i o n  R e s u l t i n g  i n  L e s s  S t a b l e  C l o t s .  P l o s  O n e ,  11 ( 1 2 ) ,  e 0 1 6 7 8 0 6 .  

 

4 0  H i g a z i ,  A .  A . ,  A z i z a ,  R . ,  S a m a r a ,  A .  A . ,  &  M a y e r ,  M .  ( 1 9 9 4 ) .  R e g u l a t i o n  o f  
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f i b r i n o l y s i s  b y  n o n - e s t e r i f i e d  f a t t y  a c i d s .  B i o c h e m i c a l  J o u r n a l ,  3 0 0 ,  2 5 1 –

2 5 5 .  

4 1  H u e t ,  E . ,  C a u c h a r d ,  J .  H . ,  B e r t o n ,  A . ,  R o b i n e t ,  A . ,  D e c a r m e ,  M . ,  H o r n e b e c k ,  

W. ,  &  B e l l o n .  G .  ( 2 0 0 4 ) .  I n h i b i t i o n  o f  P l a s m i n - M e d i a t e d  p r o s t r o m e l y s i n - 1  

A c t i v a t i o n  b y  I n t e r a c t i o n  o f  L o n g  C h a i n  U n s a t u r a t e d  F a t t y  A c i d s  Wi t h  

K r i n g l e  5 .  B i o c h e m i c a l  P h a r m a c o l o g y,  6 7 ( 4 ) ,  6 4 3 – 6 5 4 .  

4 2  Ta n k a - S a l a m o n ,  A . ,  Te n e k e d j i e v,  K . ,  M a c h o v i c h ,  R . ,  &  K o l e v,  K .  ( 2 0 0 8 ) .  

S u p p r e s s e d  C a t a l y t i c  E f f i c i e n c y  o f  P l a s m i n  i n  t h e  P r e s e n c e  o f  L o n g - C h a i n  

F a t t y  A c i d s .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  K i n e t i c  P a r a m e t e r s  F r o m  C o n t i n u o u s  

E n z y m a t i c  A s s a y  Wi t h  M o n t e  C a r l o  S i m u l a t i o n .  T h e  F E B S  J o u r n a l ,  2 7 5 ( 6 ) ,  

1 2 7 4 – 1 2 8 2 .  

4 3  S w a n s o n ,  D . ,  B l o c k ,  R . ,  &  M o u s a ,  S .  A .  ( 2 0 1 2 ) .  O m e g a - 3  F a t t y  A c i d s  E PA 

a n d  D H A :  H e a l t h  B e n e f i t s  T h r o u g h o u t  L i f e .  A d v a n c e s  i n  N u t r i t i o n ,  3 ( 1 ) ,  

1 – 7 .  

4 4  A m k i ,  M .  E l . ,  L e r o u e t ,  D . ,  C o q u e r a n ,  B . ,  C u r i s ,  E . ,  O r s e t ,  C . ,  Vi v i e n ,  D . ,  

P l o t k i n e ,  M . ,  M a r c h a n d - L e r o u x ,  C . ,  &  M a r g a i l l ,  I .  ( 2 0 1 2 ) .  E x p e r i m e n t a l  

m o d e l i n g  o f  r e c o m b i n a n t  t i s s u e  p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  e f f e c t s  a f t e r  

i s c h e m i c  s t r o k e .  E x p e r i m e n t a l  N e u ro l o g y,  2 3 8 ( 2 ) ,  1 3 8 – 1 4 4 .  

4 5  G a r a b e d i a n ,  H .  D . ,  G o l d ,  H .  K . ,  L e i n b a c h ,  R .  C . ,  S v i z z e r o ,  T.  A . ,  

F i n k e l s t e i n ,  D .  M . ,  G u e r r e r o ,  J . L . ,  &  C o l l e n ,  D é s i r é .  ( 1 9 9 1 ) .  B l e e d i n g  t i m e  

p r o l o n g a t i o n  a n d  b l e e d i n g  d u r i n g  i n f u s i o n  o f  r e c o m b i n a n t  t i s s u e - t y p e  

p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r  i n  d o g s :  P o t e n t i a t i o n  b y  a s p i r i n  a n d  r e v e r s a l  w i t h  

a p r o t i n i n .  J o u r n a l  o f  t h e  A m e r i c a n  C o l l e g e  o f  C a rd i o l o g y,  1 7 ( 5 ) ,  1 2 1 3 –

1 2 2 2 .  

4 6  H a a p a n i e m i ,  E . ,  &  Ta t l i s u m a k ,  T.  ( 2 0 0 9 ) .  I s  D - d i m e r  h e l p f u l  i n  e v a l u a t i n g  

s t r o k e  p a t i e n t s ?  A s y s t e m a t i c  r e v i e w.  A c t a  N e u ro l o g i c a  S c a n d i n a v i c a ,  11 9 ,  

1 4 1 – 1 5 0 .  

4 7  S h a r m a ,  A . ,  &  R a d h a  K i s h a n ,  K .  V.  ( 2 0 11 ) .  S e r i n e  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  

m e d i a t e d  p e p t i d e  b o n d  r e - s y n t h e s i s  i n  d i v e r s e  p r o t e i n  m o l e c u l e s .  F E B S  

L e t t e r s ,  5 8 5 ,  3 4 6 5 – 3 4 7 0 .  

 

 

 

4 8  H i r a t a ,  J . ,  C h u n g ,  L .  P. ,  A r i e s e ,  F. ,  I r t h ,  H . ,  &  G o o i j e r ,  C .  ( 2 0 0 5 ) .  C o u p l i n g  
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o f  s i z e - e x c l u s i o n  c h r o m a t o g r a p h y  t o  a  c o n t i n u o u s  a s s a y  f o r  S u b t i l i s i n  

u s i n g  a  f l u o r e s c e n c e  r e s o n a n c e  e n e r g y  t r a n s f e r  p e p t i d e  s u b s t r a t e :  Te s t i n g  

o f  t w o  s t a n d a r d  i n h i b i t o r s .  J o u r n a l  o f  C h ro m a t o g r a p h y  A ,  1 0 8 1 ( 2 ) ,  1 4 0 –

1 4 4 .  

4 9  H u d s o n ,  N .  W. ,  K e h o e ,  J .  M . ,  &  K o o ,  P.  H .  ( 1 9 8 7 ) .  M o u s e  α - m a c r o g l o b u l i n  

s t r u c t u r e ,  f u n c t i o n  a n d  a  m o l e c u l a r  m o d e l .  B i o c h e m i c a l  J o u r n a l ,  2 4 8 ( 3 ) ,  

8 3 7 – 8 4 5 .  

5 0  F r e d e n b u r g h ,  J .  C . ,  &  N e s h e i m ,  M .  E .  ( 1 9 9 2 ) .  Ly s - p l a s m i n o g e n  I s  a  

S i g n i f i c a n t  I n t e r m e d i a t e  i n  t h e  A c t i v a t i o n  o f  G l u - p l a s m i n o g e n  D u r i n g  

F i b r i n o l y s i s  i n  Vi t r o .  T h e  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y,  2 6 7 ( 3 6 ) ,  

2 6 1 5 0 – 2 6 1 5 6 .  

5 1  C h r i s t e n s e n ,  U .  ( 1 9 8 5 ) .  C - t e r m i n a l  l y s i n e  r e s i d u e s  o f  f i b r i n o g e n  f r a g m e n t s  

e s s e n t i a l  f o r  b i n d i n g  t o  p l a s m i n o g e n .  F E B S  L e t t e r s ,  1 8 2 ( 1 ) ,  4 3 – 4 6 .   

5 2  Y o s h i n o ,  S . ,  F u j i m o t o ,  K . ,  T a k a d a ,  T . ,  K a w a m u r a ,  S . ,  O g a w a ,  J . ,  K a m a t a ,  Y . ,  

K o d e r a ,  Y . ,  &  S h i c h i r i  M .  ( 2 0 1 9 ) .   M o l e c u l a r  f o r m  a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  

s e r u m  α 2 - m a c r o g l o b u l i n  i n  d i a b e t e s .  S c i e n t i f i c  R e p o r t s ,  9 ,  1 2 9 2 7 .  

5 3  A o k i ,  N . ,  M o r o i ,  M . ,  &  Ta c h i y a ,  K .  ( 1 9 7 8 ) .  E f f e c t s  o f  a l p h a 2 - p l a s m i n  

I n h i b i t o r  o n  F i b r i n  C l o t  Ly s i s .  I t s  C o m p a r i s o n  Wi t h  a l p h a 2 - m a c r o g l o b u l i n .  

T h ro m b o s i s  a n d  H a e m o s t a s i s ,  3 9 ( 1 ) ,  2 2 – 3 1 .  


