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田 中 憲 次

ア ネ キ シ ンⅤ変異体 と ウ ロ キ ナ
ー

ゼB 鎚の 複合体を作製 し
, 試験 管内 フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験 お よ び ラ ッ ト肺 塞栓

溶解試験で そ の 線 洛学的性状 を検討 し た ･ 野生型 ア ネキ シ ンⅤの N 末端 ア ミ ノ 酸を 6 個 伸長 させ P I e tT Al a
- C y s A s p

- Hi s -S e r)
,

さ

ら に Cy s3 1 6 を S e r に 置換 させ た ア ネキ シ ンⅤ変 異体を大腸菌 で発現 させ た . ウロ キ ナ ーゼB 鎖 は ウ ロ キ ナ
ー

ゼ分子 の A B 鎖を

つ な ぐジス ル フ ィ ド結合を限定 的に還元 させ て得た ･
こ の よう に得 られ た 二種類 の 蛋白質を ジ ス ル フ ィ ド結 合で 架橋後精製 し

,

化学量論的に 両蛋白質が 1 : 1 で結合 した複合体 を得た ･ 本複合体は 合成基質 に対 し て ウ ロ キ ナ ー ゼ と 同等 の 触媒活性を有 し
,

また プ ラス ミ ノ ゲ ン 活性化作用で もウ ロ キ ナ ー ゼ と 同等の 活性を示 した . さら に本複 合体は フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン を含有す

る細胞膜 に対 し て ア ネキ シ ンⅤと 同様の 結合能 を示 し た . こ れ ら の 結 果か ら複 合体 を形成す る両 蛋白質は ジ ス ル フ ィ ド結合に

よ る架橋後もそ れ ぞれ の 生理活性を保持 して い る こ とが 明 らか にな っ た . 試験管 内フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶角年式験 を用い て 複合

体 の 線溶活性 を ウ ロ キ ナ
ー ゼ と 比較し た結果

,
両者で 差は 認め ら れ なか っ た . 他方

,
ラ ッ ト肺塞 栓溶解試験で 両者の 線溶活性

を比較 し た結果,
血 中半減期に は 差が ない にも か か わ ら ず

, 線 溶活性は 複合体の 方が ウ ロ キ ナ
ー ゼ の 3 倍 か ら 4 倍 強か っ た .

こ れ ら の 結果か ら ア ネキ シ ンⅤが リ ン脂 質含有血 栓 へ の プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー

タ
ー

の 標的化 に有用 で あり
,
得 ら れ た 複合

体 は次世代 の 新 しい 線溶 剤に発展する 可能性が 示唆 され た
.

K e y w o rd s 丘b ri n ol y sis , a n n e Xi n V
,
u r Ok in a s e

, p h o s p h ati d yl s e ri n e

現在
,

血栓溶解療法 に ウ ロ キ ナーゼ (u r o ki n a s e
,
U K) や 組織

プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー

タ ー (ti s s u e
- ty p e pl a s m i n o g e n

a cti v at o r
, t -P A) が 広く使 用さ れ て い るが

1)

,
血栓 に対す る親和性

が 低く
,

血 中半減期 が 短い た め に大量投 与を余儀 なく さ れ
, 全

身性の 出血が 問題 とな っ て い る
.

こ れ らの 問題 を 解決する た め

に 血 栓に 対する親和性 を高め たり , 血 中半減期 を延長さ せ た 線

溶剤の 改良が行 わ れ て い る . 新 しい 線 溶剤と し て ウ ロ キ ナ
ー

ゼ

の 前駆体 で あ る 一 本鎖 ウ ロ キ ナ
ー

ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ

ベ ー タ ー (si n gl e c h ai n u r o ki n a s e
- ty p e pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r

,

S C u P A ) , 別名 プ ロ ウ ロ キ ナ ー ゼ b r o
-

u r O k in a s e
, p r O

- U K) ヤ プ ラ

ス ミ ノ ゲ ン と ス ト レ プ ト キ ナ ー ゼ の 活 性 型複 合 体 で あ る

A P S A C ( a n i s o yl a t e d pl a s m i n o g e n s t r e p t o k i n a s e a c ti v a t o r

C O m pl e x) が 臨床便 用さ れ て い る . t . P A や s c u P A の 変異体 や ハ

イ ブ リ ッ ド蛋白 質が 数 多く作 ら れ
,

そ れ ら の 線溶活性が 検討 さ

れ て い る
2)

. さ ら に フ ィ プ リ ンや 血小板 の 膜蛋白質 に対 す る抗

体を s c u p A に化 学的 に 結 合さ せ た キ メ ラ蛋 白質 は 血 栓 に対

し て 高 い 親和 性 を持 ち
, 線 溶活 性 を増 強 した と 報 告 さ れ て

い る
2)3)

.

ア ネキ シ ンⅤは多く の 細 胞 に存在す る アネ キ シ ン フ ァ ミリ
ー

の 中で最 も多量 に存在し
,

か つ リ ン 脂質 へ の 親和性が 最も強 い

C a
2十

依存性 の リ ン脂質結 合蛋白質で あ る . アネキ シ ン の 生 理作

用 と し て は抗凝固作用, 細胞膜融合作用
, 細胞 内骨格と 細胞膜

相互 作用の 媒介作用等が 報告 さ れ て い る が
,

そ の 実の 生 理作用

に つ い て はな お 明 らか で は な い
4)5)

.
ァ ネ キ シ ンⅤは 陰性電荷を

帯 び た リ ポ ソ ー

ム
6)7 )

や 活性 化血 小板
即

に 強く結 合す る . 本分子

はN 末端 ア ミ ノ 酸 (創 a) が ブ ロ ッ ク され た319 の ア ミ ノ 酸か らな

り , 分子量 36k D a
,
' 糖鎖も分子内 ジス ル フ ィ ド結合も含まな い

単純 蛋白 質で ある
.

アネ キ シ ンⅤは70-8 0 の ア ミ ノ酸 を含む 四つ

の くり 返 し構造 とN 末端 ラ ン ダム 構造 を持 つ
里1川

. x 線横道解析

か ら
, 各くり返 し栴 造は 五 つ の α

ヘ リ ッ ク ス か ら な る 詰まっ た

ドメ イ ン 構造 を有す る こ と が わ か っ た .
ア ネキ シ ンⅤは C a

2 ･

結

合部位が 存在する 凸 な分子表面で C a
2十

を介 して リ ン 脂質嘩と結

合 し
1 り

, N 末端 ラ ン ダム 構造 卜 16 残基) は細胞膜結 合部位の 外

側 に 存在する
.

ア ネ キ シ ンⅤは リ ン 脂質 に対 して 強 い 親和性を

有す る ヒ ト由来 蛋白質で あり
,

蛋白質分解酵素 に抵抗性 の 比較

的小 さな分子で ある な どの 利点か ら
,

リ ン 脂質 へ の 標 識化に最

適な分子か も しれ な い . こ れ らの 予測 を裏付 ける よ う に, 最近,

大動脈内お よ び環状動脈 内に 血 栓 を作成 し た動物 に ア ネキシ ン

Ⅴを 静脈 内投 与す る と
,

い ず れ の 場合 にも血 栓 に 選択的 に集積

す る こと が報告 され た
1 2 卜 14)

ウ ロ キ ナ ー ゼ は
一

本鋳 で不 活性 型の s c u P A と して 分泌され る

トリ プ シ ン 型の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で
,

血柴カ リ ク レ イ ン ヤ プ

ラ ス ミ ン に よ っ て 不 活性型 か ら活性型 に転換 さ れ る
1 5)1 6 )

. 活性

型は 二 本鎖か ら なり
,

A 鎖はN 末端 か ら 始まる ユ ニ ッ ト(2 4 k D a)
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ア ネ キ シ ンⅤを利用 した 新 しい 血栓溶解剤 の 開発

で
,

B 鎖 はC 末側の 触媒活性を有す る ユ ニ ッ ト(3 0k D a) で ある .

こ れら 二 本の ペ プチ ドはA 鎖 の C y s 1 4 8 とB 鎖の C y s 2 7 9 間で 分

子内 ジ ス ル フ ィ ド結 合 に よ っ て 架 橋 さ れ て い る
1 7)1 8 )

. ウ ロ キ

ナ
ー ゼ は プ ラ ス ミ ノ ゲ ン をプ ラ ス ミ ン に転換 する酵 素で

19)

,
生

成した プ ラ ス ミ ン に より フ ィ プリ ン の 溶解が 始ま る
. s c u P A は

弱い なが らも フ ィ プ リ ン に親和性 が ある と い わ れ て い る が
抑

,

ウ ロ キ ナ
ー ゼ は フ ィ プ リ ン にほ と ん ど結合 しな い .

本報で は リ ン 脂 質を含む 血 栓 に指向性 を持 つ ア ネキ シ ンⅤと

ウ ロ キナ
ー

ゼB 鎖を結合 させ た新 し い 線溶剤の 作製方法 と そ の

性質に つ い て報告す る
.

こ の 分子の 構 造を図1 に模式化 した .

材料お よ び方法

Ⅰ . 材 料

ウ ロ キ ナーゼ (1 50
,
0 0 0 国際単位 (i n t e r n ati o n al u nit

,
I U) / m g) ,

Gl u
- プ ラ ス ミ ノ ゲ ン (25 .1 カ ゼ イ ン単位 ( c a s ei n u n it

,
C u) / m g) ,

トロ ン ビ ン (1 ,
0 0 0 N I H ユ ニ

ッ ト (u nit
,
U )/ m g) ,

フ ィ ブ リ ノ ゲ

ン
,

ヒ ト血清 ア ル ブ ミ ン (h u m a n s e r u m alb u m i n
,
H S A) は ミ ド

リ十字社製 (大 阪) を使用 し た . ア ネキ シ ンⅤは新鮮 ヒ ト胎盤 よ

り既報 の 方法で 精 製 し た
1`一)

. D N a s e (1 0 U / m l) は B o e h ri n g e r

M a n n h ei m 社 製 (M a n n h ei m
,
G e r m a n y) を

,
ジチ オ ス レ イ ト

ー

ル (dithi o th r eit ol
,
D T n ,

トリ ト ンX -1 0 0
,

ツ イ
ー

ン8 0
,

カ ナ マ

イ シ ン
,

ア ン ピ シリ ン
,

ペ ブ ス タ ナ ン
,

ロ イ ペ プチ ン
,

フ ル オ

ロリ ン 酸 ジイ ソ プ ロ ピ ル (dii s o p r o p yl n u o r o p h o s ph a te
,
D F P) は

Sig m a 社製 (S t. I . o ui s
,
U S A) を用 い た

.

ベ ン ザ ミ ジ ン セ フ ァ ロ

ー

ズ 6 B は P h a rm a Ci a 社製(U p p s al a
,
S w e d e n) を用 い た . 発色基

質 Gl u
- G ly

-A r g
-

p N A (I J gl u t a m yl
-

gly c yl
-I / a r gi n i n e p

- nitr o a nilid e
,

S -2 4 4 4) ,
D - V al - L e u

- L y s
-

p N A ( D -

V al yl
- し1 e u c yl

- L -1 y si n e p
-

nitr o a n ilid e
,
S -2 2 5 1) は C h r o m o g e ni x 社製 ( M o l n d al

,
S w e d e n )

を , 蛍光 基質 Glt - G l y
- A r g- M C A (gl u t ar yl

-

gl y c yl
- L -

a r gi n i n e 4 -

m e th yl
- C O u m a r Yl

-7 -

a m i d e
,
3 0 9 7 -

V) は ペ プ チ ド研究所製 (大 阪) を

用い た . 蛋白 質の 標識 法は 既報
l:-1

に従 っ た . 各標識 蛋白 質の 比

放射活 性 は
,

フ ィ ブ 1) ノ ゲ ン (1 0 c p m / n g ) ,
ウ ロ キ ナ ーゼ

(7 ,
5 0 5 c p m / n g) ,

ウ ロ キ ナ ーゼB 鎖 (9 ,
4 2 8 c p m / n g) , 複 合体

(3 ,
7 8 0 c p m / n g) で あ っ た . 蛋白 量測定 キ ッ ト(B C A) と ウ シ血清

ア ル ブ ミ ン (b o v i n e s e r u m al b u m i n
,
B S A ) は Pi e r c e 社 製

( R o c k f o r d , U S A ) を
,

L - ブ ロ ス は G ib c o / B R L 社 製

N -

e Xttさn 血さd a m Il e Xi n V

H 2 N - 〟J a 一

旬 ∫ 一

助叩一冊 ∫ - ∫βr - M e ト Rl a- 6 1 n- - … L e リー∫e r- 6 1リ
ー 6 山一n S P- n S P

- C O O H

＼
t

…

､

＼
s

＼

T o t a■ 5 了8 r e sj d u e s

H 2N- H e - Ll e - G l
g

- G l
u

-

--
" - H is "

-
- - -

FI s p
- - -

-
- -

C g s
- " -

,- S e r
- - -

-
- -

L e u
-

C O D "

1 5 !I 2 8 4 2 5 5 2 7 9 3 6 5 4 1 l

B - d l ain or u r o ki n a s e

Fig ･ 1 ･ T h e s t ru Ct u r e Of th e a n n e x i n V -

u r O ki n a s e c o nj u g at e .

S el e c te d a m i n o a ci d r e si d u e s ar e n u m b e r e d a c c o r di n g t o th e

S e q u e n c e s o f th e n a ti v e p r o t e i n s . T h e r e sid u e s i n th e

e x te n si o n an d m u t a te d i n an n e Xi n V ar e in di c a te d i n it ali c s .

6 8 5

( G aith e r sb u r g ,
U S A) を用い た .

T) ン脂 質は Si g m a 社 よ り購入

し
,

フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ 1) ン b h o s p h a tid yl s e ri n e
,
P S) : フ ォ ス

フ ァ チ ジ ル コ リ ン : フ ォ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ
ー ル ア ミ ン ( 2 :

2 : 1 ) の リ ポ ソ ー ム を M e e r s らの 方法
21)
で 作製 し

, 骨 法に従い

臭化 シ ア ン 活性化セ フ ァ ロ ー ズ 6 B (P h a r m a ci a) に カ ッ プ リ ン

グ させ た .

Ⅰ . ウロ キナ
ー ゼB 鎖の単離

ウ ロ キ ナーゼ (36 .9 m g) を 90 m l の 1 m M D
′

I T
,
2 0 m M ベ ン ザ

ミ ジ ン 含有 100 m M リ ン酸綬衝液 b H 7 .4) に溶解 後,
3 7 ℃ で90

分 間壊 やか に震塗 し た . 反応混合液を0 .4 M N a Cl
,
0 .0 5 % N a N :一

含有 20 m M 酢酸綾衝液 b H 4 .0) で 平衡化 した ス ー パ ー

デク ス

G - 2 5 ス ー パ ー フ ァ イ ン カ ラム (径 5 × 高さ 12 c m ) で 素早く脱塩

し た
. 蛋白質画分を 1 N N a O H で 中和 した後

,

ベ ン ザ ミ ジ ン ー

セ フ ァ ロ ー ズ 6 B カ ラ ム (径 1 ,6 × 高 さ 5 c m ) に添加 した . 未吸

着の ウ ロ キ ナ
ー

ゼA 鎖を 50 m M N a C l
,
0 .0 5 % N a N :, 含有 50 m M

T ri s 緩衝液 (p H 7 .4) で 除去後, 吸着 した ウ ロ キ ナ
ー

ゼB 鎖 を

0 .4 M N a C l
,
0 . 05 % N a N 3 含有 20 m M 酢酸頼衝液 b H 4 .0) で カ

ラ ム か ら溶出 した . 得 られ た ウ ロ キ ナ
ー

ゼB 鎖は 使用時まで
-

2 0 ℃ で凍結 保存 した . 収 量
,

収率 は そ れ ぞ れ 10 .8 m g , 5 2 % で

あ っ た .

Ⅱ . N 末端 伸長 ア ネ キ シ ン Ⅴ変 異体 (ア ネ キ シ ン Ⅴ- N 6 ) の

作製

まず ア ネ キ シ ンⅤの C y s 31 6 の コ ド ン をS e r に置換 した ア ネ キ

シ ンⅤ変異体の c D N A (p A N X V C -S ) を作 製 した . jr r G コ ド ン の

直前 に N d e I 認識部位を導入 し
,
終 止 コ ドン の 直後にB a m H I 認

識部位を導 入し た
. 天 然型ア ネキ シ ンⅤの c D N A (p P A P -ト1 .6)

U)

を鋳型 と し て
, 作製 した 二 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド(5

-
-

g . g a a .

tt c ･ C at ･ a tg ･ g C a ･ C a g ･ gtt ･ C t C ･ a g a ･ g g C ･ a Ct
. g tg

-3
'

,
5

r

T C g C . g g a . tC C .

tt a . g t c . at c . ttc . t c c .g g a . g a g . c ag
- 3

一

) を用 い て c D N A ( p A N X V C- S)

を P C R 反 応 に よ り 増 幅 し た . 得 ら れ た c D N A を p E T 1 2 a

( N o v a g e n
,

M a di s o n , U S A ) の T 7 プ ロ モ
ー

タ
ー 支配下 の N d eI と

B a m H I の ク ロ ー

ニ ン グ部位 に挿 入 し た . 次 に
,

M e t
- A l a

- C y s-

A sp
- H is - S e r を コ

ー

ドす る オ
1) ゴ ヌ ク レ オチ ド(5

t
-

t . a tg . g C a . t gt .

g a c . c a t . tc- 3
1

) とそ の 相補配列 (5
'

- t
. a g a

.
a tg . gt C . a C a . tg C , C a

-3
1

)

を作製 した (N d eI 切 断末端が 両末端 に出 る) . 両オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ドを ア ニ
ー ル し

, 得 られ た 二量体 をあら か じ め N d eI で消化

し た p A N X V C -S に挿 入 してp A N X V C -S - N 6 を得た . D N A 配列分

析 で
,

本 プ ラ ス ミ ド に目 的の 変異 が正 しく挿 入さ れ て い る こ と

を確認 した .

温度 シ ョ ッ ク (42 ℃) に より晴性 化さ れ る スP .

.
プ ロ モ ー タ ー

の 支配 下
`

に T7 R N A ポ リ メ ラ ー ゼ 遺伝子を持 つ p G P l -1 プ ラ ス

ミ ドで 形質転換 した 大腸菌 & 38 を ワ シ ン ト ン大学医学部生化

学教室 (S e a ttl e
,
U S A) の D o m i ni c C h u n g 博 士より供与さ れ た .

作製 し た プラ ス ミ ド b A N X V C -S - N 6) で こ の 大腸菌 K -3 8 を形質

転換 した , 得 ら れ た形質転換体 (二 種 類の プ ラ ス ミ ドを保持す

る) を30 ℃で 2 % しブ ロ ス
,
2 5 〃 M ア ン ピ シリ ン

,
2 5 〃 M カ ナ

マ イ シ ン を含む 50 m M リ ン酸 カ リ ウ ム 頼衝液 b H 7 .4) 3
,
0 0 0 m l

で培養 した . 4 時間後 (O D ｡｡｡
= 0

.
4) , 培養 フ ラ ス コ を42 ℃の 温浴

に20 分浸 し て温度 シ ョ ッ ク を与 え, さ ら に37 ℃ で 2 時間培養を

続 けた後, 菌体を回収 し
-

20 ℃で凍結保存 し た .

融解 し た 菌体 を 10 m M C a C 1 2 ,
1 m g / m l ロ イ ペ プチ ン

,
1

C h ain u r ok i n a s e -

ty p e pl a s m i n o g e n a c tiv a t o r; P R P , pl at ele t - ri c h pl a s m a; P S
, p h o s p h atid yl s e ri n e; t - P A

,
tis $ u e -t y p e

pl a s m in o g e n a c tiv at o r



6 8 6

m g/ mi ペ ブ ス タ ナ ン
,
0 .1 m M D F P を含 む 50 m M T ri s 緩衝 液

b H 8 .0) 1 0 0 m l に懸 濁 し
,
水 冷下 で 5 分間超音波処理 し た . 洛

菌液 に 5 FLl の D N a s e (1 0 U / m l) を加え
,
室温で10 分間処理 し た .

遠心 に より沈殿を回収 し , 8 M 尿素
,
0 .1 M N H 4 Cl

,
1 0 m M E D T A

,

1 m g/ m l ペ プス タテ ン
,
1 m g / m l ロ イ ペ プ チ ン

,
0 .1 m M D F P を 含

む 50 m M T h s 綬衝液 b H 8 .0) 7 0 m l で ア ネキ シ ンV - N 6 を抽 出 し

た . 遠心 によ り上 演 を回収 し
,
0 .1 m M D T T 含 有50 m M T ri s 緩

衝液 b H 8 .0) で 2 倍希釈後,
4 ℃ で 2 日 間放置 した . そ の 後,

0 .1 M
l
) ン 酸ナ トリ ウ ム 権衡液 b H 6 .0) 1 5 0 m l

,
5 0 0 m l

,
2

,
0 0 0 m l

で 順 次 透 析 を 行 っ た . 透 析 後 液 を ジ ュ チ ル ア ミ ノ エ チ ル

(d i e th yl a m i n o e th yl ,
D E A E) - セ フ ァ ロ

ー ズ カ ラ ム(径 1 .4 × 高 さ

1 鮎 m) に吸 着させ
,
0 . 1 M リ ン 醸ナ トリ ウ ム 績衝液 b H 6 .0) で

洗浄後 ,
0 か ら 0 .5 M の N a Cl に よ る 直線勾配で 溶出 し た . 各

分画 の 抗凝固活性を測定 し活性画分を回収 し た . 8 0 % 飽和硫安

で 活性 画分 を沈殿 させ
, 沈 殿を少 量の 1 50 m M N a C l

,
1 0 m M

D T T 含 有50 m M 酢酸横衝液 b H 5 .6) に溶解 し
,

セ フ ァ デ ク ス

G -7 5 カ ラム (径 2
.5 × 高 さ 90 c m ) を用い て D T r を含ま ない 同緩

衝 液で ゲ ル 濾過を行 っ た . ア ネ キ シ ン V N 6 は ゲ ル 濾過上 で単

d

ピ
ー

ク と して 溶出さ れ
,

S D S - P A G E 上 で 36 k D a の 均
一

な バ

ン ド と して 泳動 さ れ た . 3
,
0 0 0 m l の 培 養液か ら の 最終 収量 は

35 m g で あ っ た .

Ⅳ . ア ネ キ シ ン Ⅴ･ N 6 /ウ ロ キナ
ー ゼB 鎖複合体の作 製

ア ネキ シ ン V - N 6 を 0 .
1 m M D T r で 1 時間処理後

,
セ フ ァ デ

ク ス G -2 5 ス ー パ ー フ ァ イ ン カ ラム (径 5 × 高さ 12 c m ) を用 い

て 50 m M N a Cl 含有50 m M T Yi s 横衝液 bli 7 .4) で脱塩 した . ウ

ロ キ ナ
ー

ゼB 鎖 の 保存 液を溶解後, 微 量の 不溶物を遠心で 除去

した . ウ ロ キ ナーゼB 鎖 (0 .6 9 m g) と ア ネキ シ ン V L N 6 (4 .5 m g)

を 20 m M ベ ン ザ ミ ジ ン
,

m M C a C 12
,
5 0 m M N a Cl 含有50 m M

m s 緩衝液 b R 7 .4) 4 m l に溶解 し
,

繚や か に撹拝 しな が ら37 ℃

で
一

晩 反応 させ た . 反応混 合液を リ ポ ソ ー ム ゲ ル カ ラ ム ( 径

1 .6 × 高 さ 2 .7 c m ) に か け
,

2 . 5 m M C a C 1 2 ,
0 .5 M N a C l 含 有

5 0 m M T ri s 綬衝液 (p H 7 .4) で 洗浄 し
,

2 .5 m M C a C 1 2 を 3 m M

E D T A に置換 した 同堰衝 液で溶出 した . 得ら れ た溶 出画 分を ベ

ン ザ ミ ジ ン ー セ フ ァ ロ
ー ズ カ ラ ム (径 1 × 高さ 2 .8 c m ) に か け

,

5 0 m M N a C l 含有 50 m M T ri $ 繚衝液 b H 7 A) で洗浄 し
,

2 0 m M

ベ ン ザ ミ ジ ン 含有の 同額衝液で 溶出 した
. 精製し た複 合体の 収

量は 0 .4 7 m g で
, 合成 基質の 水解活性 に よ る収宰 は32 % で あ っ

た .

Ⅴ . ア ネ キ シ ン Ⅴ一 N 6 /ウ ロ キナ
ー

ゼ B 鎖複合体の 性状分析

1 . 合成基質の 水解 活性

複合体,
ウ ロ キ ナ ー ゼ B 鎖お よ び ウ ロ キ ナ

ー ゼ の 水解活性 を

合成基 質 Gl t - G l y
- A r g

- M C A で 検討 した
. 各サ ン プ ル を0 .

4 %

H S A
,
50 m M N a C l

,
0 .0 5 % N a N 3 含 有50 m M T ri s 媛衝液 b H 7 .4)

で 30 - 1
,
0 0 0I U / m l に なる よ う に希釈 した 後,

5 0 /上1 を マ イ ク ロ

タ イタ
ー

プ レ ー

ト に添加 し
,

同緩衝液で 0 .5 m M 濃度 に 調製 し

た 基質 50 /ノ1 と室温 で 5 分 間反応さ せ た . 5 0 % 酢酸 50 /` 1 で 反

応を止め た 後,
フ ル オ ロ ス キ ヤ ン Ⅱ (大 日本製薬株式 会社

,
大

阪) を用 い て 励起波長 3 55 n m
, 蛍光波 長 46 0 n m で 測定 した .

ま た 他の 測定で は
,

ウ ロ キ ナ
ー

ゼ と ウ ロ キ ナ ー ゼB 鎖 の 活性 を

S -2 4 4 4 で 測定した . サ ン プ)L/ (3 - 5 FL l) に 80 FLl の 0 .1 M T h s 権衡

液 b H 7 .8) を加え た後,
さ ら に 20 〃1 の S 2 4 4 4 (1 0 m M ) を加え

て
, 室温で 5 分 間反応 させ た . 0 .2 M の ク エ ン 酸 1 皿1 を漆如 し

て 反応を止 め た後
,

T h e r m o m a x mi c r o pl a t e r e ad e r (M ol e c ul ar

D e vi c e s
,
M e nl o P a rk

,
U S A ) を用 い て 405 n m の 吸光度を測定 し

た .

2 . プ ラス ミ ノ ゲ ン の 活性 化

複 合体の 水解活性をS -2 2 5 1 で 定量 し た後
,

1 .8 5 n M に調製し

た ･ 1 0 0 m M N a C l
,
0 ･1 % ツ イ

ー ン8 0 含有 50 m M T ri s 壊衝液 b H

8 .0) 中で プラ ス ミ ノ ゲ ン (終濃度 ; ひ30 /∠ M ) と 反 応 させ た . プ

ラ ス ミ ン の 生 成速度 と M i c h a eli s - M e n t e n の 速度定数 は T ait ら

の 方法
22I

に より求 め た .

3 . 細胞膜結合能お よ び抗 凝固活性

複 合体 の 細胞 膜 に 対 す る 親和 性 を
, 保 存 赤 血 球 (5 ×10

6

C ell s/ m l) を用 い て
,

1 25

Ⅰ一 ア ネキ シ ンV (5 n M ) と の 競 合反応で測

定 した
13)

. 反応は 136 m M N a C l
,
2 .7 m M K C l

,
2 .5 m M C a C 12 ,

2 m M M g C 1 2 , 1 m M N a H 2P O 4 , 5 m M ブ ドウ糖
,
5 m g / m l B S A 含

有 1 0 m M H E P E S 横衝液 b H 7 .4) 中で37 ℃ ,
1 5 分間保温し て 行

っ た .

複 合体 の 抗 凝固活性 は ヒ ト胎盤由来 ア ネキ シ ンⅤを標準品と

し て
,

m n a k o sh i ら の 方法
川 を用い て 凝固時間で 測定 した .

4 . 試験管内 フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験

T ai t ら の 方 法
22)

に よ り ,
ヒ ト多血 小板 血 祭 ( pl a t el e t -

ri c h

pl a s m a ,
P R P ) と

l コ5
Ⅰ一 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を混合 して 作製 した フ ィ ブ

リ ン ク ロ ッ トを用 い て測定 した . 検査 試料は 18 .5 n M に調製し

た . 結果 は反応溶液中 に遊離 した 放射活性の 割合で 示 した .

5 . ラ ッ ト肺塞栓モ デ ル を用い た 線潜活性

W i s t ar 系雄性 ラ ッ トか ら採 血 を行い
,
1

,
0 0 0 g で 3 分間遠心す

る こ と に より P R P を 調製 した . 2 m l の P R P に
Ⅰ25

Ⅰ- フ ィ ブリ ノ ゲ

ン (終濃度 ; 1
.
4 m C i/ m l) , C a C 1 2 ( 同; 2 5 m M ) , お よ び ト ロ ン ビ

ン (同; 1 0 U/ m l) を加え
,

3 7 ℃で30 分 間反 応さ せ た . ク ロ ッ ト

を生 食で 洗浄 し
,

ハ サ ミ で′ト片に 刻ん だ 後, 液体窒素下 で 凍結

させ
,

5 m l の 生食を加 えホ モ ジナ イザ
ー

で 懸濁さ せ た . 得られ

た フ ィ プ リ ン 懸濁液を ラ ッ ト尾静脈よ り投 与 し
,

5 分後に 検査

試料 を 同様 に尾静脈 より投 与 した . 1 時間後
,

腹部大静脈よ り

採血 し, 動物を屠殺後 す ば や く肺 を摘 出 し
,

仝放射活性 を測定

し た . サ ン プ ル 投 与 直前 の 肺 Ⅰ'■Fコ の 放 射 活性 は 1 4 5
,
1 6 1 ±

3
,
3 7 5 c p m で あ っ た . 線洛活 性は 以 下 の 式よ り算出 した .

線潜活性 ( % ) = 1 0 0 × 〈ト ( 1 時 間後 の 肺 の 放射活性/ サ ン プル

投与 直前の 放射活性)を

フ ィ ブ リ ノ ゲ ン と α コ
ー プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビタ ー

( α ゴ
ー

pl a s ll 血

i n h ib it o r
,

α 2
-P I) の Ifll r~FT 濃度 は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 測定川 試薬 ･ B

(国際試薬 , 神戸) ,
テ ス トチ

ー

ム A P L ･ 2 キ ッ ト (第
一

化学薬

品
,

東京) を用 い て測定 し た .

6 . 血 中半減期

放射性 ヨ ー

ドで 標識 した 複合体 (52 0 n g) ,
ウ ロ キ ナーゼ(35 0

n g) ,
ウ ロ キナ ーゼ B 鎖 (43 0 n g) をW i s ta r 系雄性 ラ ッ トの 尾静脈

か ら投与 し
,

0 .1 m l ず つ 経 時的に採 血 して放射活性 を測定 した .

投 与直後の 血 中放射活性 (c p m / m l) は
, 投与 し た仝放射活性を

ラ ッ トの 体重 に0 .0 6 を乗 じた 値で 除 して算定 した . 結果 は各経

過時で の 血 中放射活性 の 残存率 ( % ) で 示 した .

7 . そ の 佃 の 分析

S D S - P A G E は10 % ある い は8 -1 6 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を

用い た 標準的 な L a e m m li の 方法 に 従 っ た . 染 色に は ク マ シ ー

プ ル
ー ある い は銀 染色を用 い た. 蛋白 質濃度 は ア ミ ノ 酸分析あ

る い は B S A を標 品 に用 い た 蛋白 量測定 キ ッ ト (B C A) を用い

た .



ア ネキ シ ンⅤを 利用 し た新 しい 血 栓溶解剤 の 開発

成 績

Ⅰ . ウロ キナ
ー ゼ の 限定還元とウ ロ キ ナ ー ゼB 鎖の 単離

ベ ン ザ ミ ジ ン は トリ プ シ ン型 セ リ ン プ ロ テ ア
ー

ゼ の 可 逆 的阻

害剤で
,

F .
H a

23 )
や 血祭 カ リ ク レイ ン

24) の 分子内鎖間 ジス ル フ ィ

ド結合の 還 元反応中に 触媒活性を 阻害 する こ と が 報告 さ れ て い

る . v a n d e r G r a af ら の 方法
2 3) 2 4 ,

に準 じ て ,
ウ ロ キ ナ ー ゼ を

20 m M ベ ン ザ ミ ジ ン の 存在下 に 1 m M D T T 含有 50 m M T ri s 綬

衝液 b H 8 .0) で 還元 処理 を行 っ た . 経時 的に過剰量の ヨ
ー

ド酢

酸ア ミ ドを漆加 して 還元反応を止め た . 反応生成物の 水解活性

の 測定に は Gl u - G l y rA r g
-

p N A を用 い た .
ベ ンザ ミ ジ ン 存在下 の

還元反応 で は生成物 の 氷解活性 に変化 は見 られ なか っ たが
,

非

存在下 で は 反応 の 進 行 と と も に 酵 素活 性 が 低 下 し, 反 応終

了時に は 活性 が 消失 し た (図2 ) . 非還 元 下 の S D S -P A G E で

は , 反応 の 進行 に し た が っ て ウ ロ キ ナ ー ゼ の バ ン ドが 徐 々

に減少 し14 0 分 後 に は 消失 した が
, 他方 ウ ロ キ ナ

ー

ゼA 鎖お

よ びB 鎖 の バ ン ドは 増 加 し た (図 3 ) .
ベ ン ザ ミ ジ ン は 還 元 反

応中に ウ ロ キ ナ
ー

ゼ B 鎖 の 酵素 活性 の み な らず
,

そ の 構造 を

も保 護 す る こ と が 明 ら か と な っ た . そ れ に 反 し て ウ ロ キ

ナ ー ゼA 鎖 は
一 部が さ ら に 分解 を受 け 二 つ の フ ラ グ メ ン トが

観察さ れ た .

ウ ロ キナ ーゼ (3 .2 m g) を還元 し
, 反応液 中の ベ ン ザ ミ ジ ン を

セ フ ァ デ ク ス G 2 5 で 除去後,
ウ ロ キ ナーゼA 鎖お よ びB 鎖をベ

ンザミ ジ ン ー セ フ ァ ロ ー ズ で分離 し た . カ ラ ム に吸 着 しな い A 鎖

を洗浄操作 で除去 し た後,
吸着 し たB 鎖を0 .1 % の 酢酸で 溶出 し

た . 単離 し たB 鎖は S D S - P A G E で 単 山 の バ ン ドで あ っ た (図 5

の レ
ー ン 4) . B 鎖の 収量 は 1 .7 m g で 収率94 % で あ っ た . B 鎖の

ス ル フ ィ ド
1
) ル 基(S H 基) を Ell m a n 法

25)
で 定量 した結 果,

1 モ

ル のB 鑓 当り S H 基は1 .0 4 モ ル で あ っ た .
こ れ ら の 結 果は

,
ヒ

述の 還 元 条件下 で の 還元 反 応 はA 鎖 の C y s 1 4 8 とB 鎖の C y s 2 7 9

を結合 して い る 鑓間ジ ス ル フ ィ ド結 合に 限定さ れ て 起こ っ た こ

(

S

O

寸

く
)

き
写

叫

1

0

巾

じ

芋
と
O
P

叫

∈
く

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 2 0 1 4 0

T i m e ( m h )

Fi g . 2 . Li m it e d r e d u c ti o n o f u r o k i n a s e . U r o k i n a s e (3 .2 m g) w a s
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5 0 m M T ri s
- H C l

, p H 8 . 0
,
5 m M E D T A i n th e p r e s e n c e o r

a b s e n c e o f 2 0 m M b e n z a m id i n e . A t d e si r e d ti m e s
,
th e

r e d u c ti o n ･ W a S t e r m i n a t e d b y t h e a d d iti o n of

m o n oi o d o a c e t am id e a n d th e am id ol yti c a ctivi ty a g ai n st S -2 44 4

W a S a S S a y e d a s d e s c rib e d i n M e th o d s . R e a c ti o n s wi th (●)

a n d wi th o u t (○) b e n z am i di n e .
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と を示 して い る . B 鎖 の 大規模調製 で は 方法 に述 べ た よう に少

し変更し た方法 を用い た .

Ⅰ . ア ネ キ シ ン Ⅴ一 N 6 の 調製と性状

ア ネキ シ ンⅤはC 末端領域 の3 16 位 に 半 シ ス テ ン を持 つ が
)

,

分子内郎 に埋 もれ て い る ため ジス ル フ ィ ド形成 に 関与 できない

と 推察 され た . またC 末端近傍 に C a
2 十

結合部位が 存在する ため

複合体形成 によ る 立体障害 の 起き る可 能性が 考えら れ た . 以 上

の 考察 か ら
,

元 来の 31 6 位の C y s を S e r に置換 し , さ ら にN 末

端 か ら 2 番目の 位置に C y s を導入 した 6 残基 の ペ プチ ドを ア ネ

キ シ ンⅤの N 末端 に付加 した変異塑 アネキ シ ン V N 6 の 構築 をめ

ざ した (図1 ) . こ の 蛋白質を大腸菌を用い て 大量 に発現 させ た .

ア ネキ シ ン V N 6 の 細胞膜結 合能 に着目 し て
,

菌体 を超音波処

理 に よ り破砕後 ,
C a

2 +

存在下 で 不溶性の 臆画分に結 合させ 回 収

した . そ の 後, 膜画分か ら 8 M 尿素と E D
′

m に よ っ て 可溶化 し

た . 抽出液を 2 倍希釈 し尿素濃度を 4 M まで 急激 に下 げ
,

その

按透析 を数回繰り返すこ と によ り尿素 をゆ っ くりと 除去 して再

構 成処理 を行 っ た . 得 られ た ア ネ キ シ ン Ⅴ- N 6 をイ オ ン 交換

(D E A E - セ フ ァ ロ ー ズ) と ゲ ル 濾過ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

に よ り精

製 し た . 精製さ れ た ア ネ キ シ ン V - N 6 は S D S - P A G E 上 で 野生 型

の ア ネキ シ ンⅤよ りも少 し遅れ た位置 に 単
一

の バ ン ドと して 観

察 さ れ た (図 5 の レ ー ン 5 ) . N 末端 ア ミ ノ 酸配列 分析 で
,

〟 a
-

C y s , A s p
- H i s

-S e r
- M e t 配列が 観測さ れ た こ と か ら

,
N 末端の ホ ル

ミ ル M e t 残 基 は 菌体 内で 翻訳 後 に ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー ゼ に よ

り 切 断 除去 さ れ た こ と が 示 さ れ た . 予 備検 討 の 結 果
,

中性

あ る い は弱 ア ル カ リ 性 領域 で こ の 分子 は 二 量体を 形成 し た .

こ の こ と は N 末端 伸 長領域 に 導 入 さ れ た C y s 残 基が 分子表

博= こ位 置 し
,

ジ ス ル フ ィ ド結 合 を 形成 す る 可 能性 を示 唆 し

た . 凝固時 間の 測定 によ り ,
ア ネ キ シ ン Ⅴ一 N 6 は ヒ ト胎盤 由

来 の 野生 型 ア ネキ シ ンⅤと 同等 の 比 活性 を持 つ こ と が わ か っ

た . 1 ,
0 0 0 皿1 の 培養 液か ら 10 m g 以

_
l二の ア ネキ シ ン Ⅴ- N 6 が

得 ら れ た .

Ilr . ア ネ キ シ ン Ⅴ- N 6/ ウ ロ キ ナ
ー ゼB 鎖複合体の 作製と単離

ま ず ア ネキ シ ン Ⅴ- N 6 と ウ ロ キ ナーゼB 鎖 そ れ ぞ れ 単独で の

ホ モ ∴ 星休 の 生 成反J心を検討 し
,

ア ネ キ シ ン Ⅴ- N 6 のノノが ウ ロ

キ ナ椚ゼB 鎖 よ り もホ モ ∴ 量体 の 牛 成連座 が 速 い こ と を確認し

た . 両構 成分 √を p H 7 .4 の 緩 衝液申 で 別 々 に反 応 さ せ た 時,

6 時間後 に ア ネ キ シ ン Ⅴ- N 6 の6 0 % が , ま た ウ ロ キ ナ臍ゼB 鍋

U r o ki n 8 さ e ■ -

B ･

C h a i n -

A ･ C h a i n -

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 2 0 1 4 0

Ti m e ( m i n )

Fi g . 3 . S I) S - P A G E p a仕e rn f o r th e r e d u cti o n of u r o ki n a s e ･ Ⅵ l e

S a m pl e s (2 0 m l) o b tai n e d i n th e p r e s
.

e n c e o f b e n z a mi di n e a s

a b o v e w e r e a p pli e d to a l O % L a e mm L g el u n d e r th e r e d u c in g

c o n diti o n s .
Ti 1 e g el w a s st ai n e d wi th C o o m a s si e b rilli a nt b l u e ･
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の2 0 % が ホ モ ニ 量体 を生 成 した , し た が っ て
,

ホモ ニ 量体 生成

に よ る ア ネキ シ ン V N 6 の 消失を代償す るた め に過剰量 の ア ネ

キ シ ン V N 6 ( ア ネ キ シ ン ⅥN 6 と ウ ロ キ ナ
ー

ゼB 鎖の モ ル 比 =

1 5 : 1) を用い て 複合体生 成の 検討を行 っ た . 両蛋白質を混合 し

一 晩空気酸化さ せ る と
,

S D S -P A G E 上 で 分子量が 約 65k D a の

複 数の バ ン ドが 観察 され た . こ れ らの バ ン ドは 複合体と そ れ ぞ

れ の ホ モ ニ 量体か ら成 っ て い た . こ れ ら三 つ の バ ン ドは ゲ ル 上

で は 明瞭に分 離 され な か っ た . こ の 時, 分子量が 6 5k D a 以 上

の 高分子 は見 られ な か っ た こ とか ら
,

先の ウ ロ キ ナ
ー

ゼ の 還元

反応 で は
,

ウ ロ キ ナ ー ゼ の A 鎖とB 鎖の 鎖 間ジ ス ル フ ィ ド結 合

だ けが 限定的 に還元 さ れ
,

B 鎖内の 他の ジス ル フ ィ ド結合 は 還

元 され な か っ た こ と が 示さ れ た .
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F i g ･ 4 ･ S e p a r a ti o n of th e c o r如g a te o n a li p o s o m e
-

g el c ol u m n .

T もe c o 蜘 g at e p r e p a r e d a s d e s c rib e d i n M e th o d s w a s a p pli e d

t o a li p o s o m e -

g el c o l u m n (1 .6 ×2 .7 c m ) th at w a s e q u ilib r a te d

wi th 5 0 m M T d - H Cl
, p H 7 ･4

,
0 ･5 M N a C l

,
2 .5 m M C a C 1 2 . T h e

C O nj u g a te w a s el u t e d w ith th e s a m e b u ff e r b u t c o n t ai ni n g 3

m M E D T A in s te a d of C a C1 2 . T h e fr a cti o n s 打o m 1 7 t o 2 0 w e r e

p o ol e d a n d a p pli e d t o a b e n z a m idi n e
-S e p h a r o s e c ol u m n f o r

fu rth e r p u r 撤: a d o n ･ An ti c o a g ul a n t a cti vi ty (ロ) a n d a m id olyti c

a c ti vi ty (○) w e r e m･e a S u r e d a s d e s c ri b e d i n M e th o d s . P r ｡ t ei n

C O n C e nt r a ti o n (十) .

1 2 3 4 5

4 9 .5 →

3 2 .5 →

2 7 . 5 -

｣ ト

1 8 .5 →

F ig ･ 5 ･ S D S - P A G E p a tt e r n of th e c o nj u g a t e . S a m pl e s w e r e

a p pli e d to a h e m m li g r a di e n t g el (8 -1 6 %) . b n e l
,

m Ol e c ul a r

W ei g h t st a n d a r d ; 1 a n e 2
,

n O n - r e d u c e d c o nj u g a t e ; 1 a n e 3
,

r e d u c e d c o nj u g at e; 1 a n e 4
,
B -

Ch ai n; 1 an e 5
,

an n e X i n V ･ N 6 . T h e

b an d s w e r e vi s u al i z e d b y sil v e r s tai ni n g .

複 合体を精製す る ため に
,

酸化生 成物を C a
2 +

存在 下で リ ボ ソ

~

ム ゲ ル に添加 し
, 洗浄後 ゲ ル に吸着 さ れ た 蛋白質をE D

′

m を

含む緩衝液で 溶出 し た (図 4 ) . 溶 出液 に は複合体 と ア ネキ シ ン

V - N 6 の 単量 体 お よ び
,

ホ モ ニ 量 体 が 含 ま れ る こ と がS D S _

P A G E か ら示され た . 得 ら れ た溶 出液を次 に ベ ン ザ ミ ジ ン セフ

ァ ロ ー ズ に添加 し
,

ベ ン ザ ミ ジ ン を含む 綬衝液で 溶出 した . ア

ネキ シ ン V N 6 の 単量体お よ びホ モ ニ 量体 は非吸 着画分に見ら

れ
, 複合体の み が カ ラ ム に吸着 さ れ

, 単
一 な ピ ー ク と し て溶出

され た ･ 精製さ れ た 複合体 は S D S - P A G E 上 で分子量 69k D a の

単 一 な バ ン ドと して 泳動 さ れ (図 5 の レ ー ン 2 ) ,
ア ネキ シ ン

V - N 6 (3 7 k D a) と ウ ロ キ ナ
ー

ゼB 銭 (30 k D a) の 分子量の 和 と 叫

致

した ･ 複 合体を還元 す る と
,

ア ネキ シ ン V N 6 と ウ ロ キナ ー ゼB

鎖 に 相当する 二 つ の 同 じ渡 さの バ ン ドに泳動 さ れ た .
こ の 電気
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ア ネ キ シ ンⅤを利用 した 新 しい 血栓 溶解剤 の 開発

泳動図か ら
,

ア ネキ シ ン Ⅴ- N 6 と ウ ロ キ ナ ー ゼB 鎖が モ ル 比

1 : 1 で ジス ル フ ィ ド結合に よ り 架橋 さ れ た こ と が 明ら か と な

っ た . 複 合体 (63 p m ol) の N 末端配列分析 の 結 果, 次 の 二 つ の

配列が 得 ら れ た . ア ネ キ シ ン Ⅴ- N 6 に 由来す るAl a (3 0 .9) - Ⅹ-

A s p (9 .1) - H i s (4 ･0) - S e r (1 7 ･5) - M e t (5 .9) - Al a (2 5 ･2) - G l n (1 1 .4 )

と ウ ロ キ ナ
ー ゼB 鎖 に 由来す る Il e (2 1 .8) J l e (2 2 .6) - G l y (2 6 .9) ～

Gl y (2 8 .7) - Gl u (1 6 ･0) -P h e (2 4 .0) m l r (1 6 A ) d T h r (1 7 .
3) で あ っ

た (括 弧 内 の 値 は 検 出 さ れ た フ ェ ニ ル ナ オ ヒ ダ ン ト イ ン

b h e n ylth i o h y d a n t oi n
,
P T H ) - ア ミ ノ 酸 の p m ol を示す) . 両

配列の モ ル 比は ほ ぼ 1 : 1 で あ っ た . ア ネ キ シ ン Ⅴ- N 6 の 第

ニ サ イ ク ル の ブ ラ ン ク (Ⅹ) は こ の 位 置 に C y s 残基 の 存在 を

示す .

Ⅳ . ア ネキシ ン Ⅴ- N 6/ ウ ロ キ ナ
ー ゼB 鎖複 合体 の性状

1 . 複合体,
ウ ロ キ ナ ー ゼB 鑓 ,

ウ ロ キ ナ ー ゼの 酵素活性

上 述 の よ う に
, 還 元 反 応中 で ウ ロ キ ナ ーゼ の 水 解活 性 は

変化せ ず ,
B 鎖 は A 鎖 か ら 離れ て も 完全 な酵 素活 性 を 保持 す

る こ と が わ か っ た . G lt - G l y
- A r g

- M C A を用 い た 測定 で の 比

活性 は
, 複 合体 が 1 1 .8

,
ウ ロ キ ナ

ー ゼ B 鎖 が1 1 . 0
,

ウ ロ キ

ナ
, ゼ が8 A (I U / p m ol) で

,
ウ ロ キ ナ

ー ゼ B 鎖 は ア ネキ シ ン

Ⅴ- N 6 と 架橋 さ れ て も完 全な酵 素活性 を 維持 して い る こ と が

示さ れ た .

次 に複 合体 ,
ウ ロ キ ナ

ー

ゼB 鎖 ,
ウ ロ キ ナーゼ の プ ラ ス ミ ノ

ゲ ンの プ ラス ミ ン へ の 転換活性 を調 べ た (図 6 ) . プ ラス ミ ノ ゲ

ン 活性化速度は 三 者間で 差が 見ら れ な か っ た . 回帰曲線か ら 算

出 した 熱力学 的パ ラ メ ー タ ー は
,

ウ ロ キ ナ
ー ゼ が K m

= 8 .0 ±

1 .8 m M ,
V m a x

= 2
.1 ± 0 .2 m g /( m l

･

m i n ) , B 鎖カ
ゞ

K m
= 2 6 .4 ± 9 .7

m M
,
V m a x

= 3 .2 ± 0 .7 m g /( m l ･

m i n) , 複合体が E m
= 1 8 .6 ± 3 .5

m M
,
V m a x

= 2 .8 ± 0 .3 m g/( m l ･

m i n) で あ っ た . こ れ らの 値は 複

合体が ウ ロ キ ナ w ゼ と ほぼ 同様の プ ラス ミ ノ ゲ ン 活性化能を有

する こ と を示 して い る .

2 . リ ン 脂質 へ の 親和性

ア ネ キ シ ンⅤの N 末端 領域 は リ ン 脂 質 へ の 結合 に 関与 しな い

こ とが 既 に報告さ れ て い る の で
11)

,
ア ネ キ シ ンⅤの N 末端を伸長

した変異体 ア ネ キ シ ン Ⅴ- N 6 をデ ザ イ ン し た . 予期 され た よ う

に
,

ア ネキ シ ン Ⅴ-N 6 は 野 生 型 ア ネ キ シ ンⅤと 同様 の リ ン 脂質

(

ボ
)

明
喩

∽
ゝ

｣

0

0

0

8

1

0 2 5 5 0 7 5 1 0 0

T 血 相 ( m i n )

Fi g ･ 8
. I n vi t r o fi b ri n o l y ti c a c ti vi ty o f th e c o nj u g a t e a n d

u r o ki n a s e . L y si s o f a cl o t p r ep a r e d fr o m h u m a n P R P w a s

d e t e r m i n e d a s d e s c rib e d u n d e r M e th o d s . L y si s w i th

u r o ki n a s e ( △) o r c o nju g at e (○) ,
b o th a d d e d a t 1 8 .5 n M . I q si s

W a S m i n i m al (< 5 % ) i n th e ab s e n c e o f a cti v a to r
.
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結合能お よ び抗凝固活性を持 っ て い た . 細胞 表面に PS が 露出

し た細 胞に 対す る複合体 の 結合能 を
125
Ⅰ- ア ネキ シ ンⅤを用 い た

競合反応で 定量 した .

125

Ⅰ アネ キ シ ンⅤの 結合 を50 % 阻害する濃

度 は
, 複合体 で 8 n M

, 野生型で 6 II M と ほ ぼ
一

致 した 値で あ っ

た (図 7 ) . こ れ らの 結果か ら
, 複合体中の ア ネキ シ ン V N 6 部

分 の リ ン脂 質結 合能は
,

ウ ロ キ ナ
ー

ゼB 鎖 の 付加 に よ っ て 影響

を受 けない こ と が 示さ れ た .

3 . 線溶活性と 血 中半減期

試験管 内 フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験 の 検討 で
, 複合体 は

P RP か ら作製 し た フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ トを溶解 した
. 本条件下 で

の 完全 な ク ロ ッ ト溶解は90 分後に 見ら れ
, 対照 に用 い た ウ ロ キ

ナ
ー ゼ と同等で あ っ た (図8 ) . 次 に ラ ッ ト肺塞栓モ デ ル で 複合

体 の 線 潜活性を
,

検討 した . 複合体と ウ ロ キ ナーゼ の 線洛活性

は 試験 管内 フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶 解試験 で は 同等で あ っ た が
,

ラ ッ ト肺 塞栓 溶 解試 験 で は 大 き な 差 が 見 ら れ た . 複 合体 は

25
,
0 0 0

,
5 0

,
00 0I U / k g の 投与量で そ れ ぞ れ4 7 .1 ±3 .5 %

,
6 6 .1 ±

0 .5 % の フ ィ プ リ ン塞 栓の 溶解が 見 ら れ た が
,

ウ ロ キ ナ
ー

ゼ は

10 0
,
0 0 0

,
2 0 0

,
0 0 0I U / k g の 投与量で45 .2 ±7 .2 %

,
7 7 .1 ± 1 .3 % の

溶解 で あ っ た (図 9) .
こ れ ら の 数字 は複合体の 線港晴性が ウ ロ

キ ナ
ー ゼ の 3 倍 か ら4 倍高い こ と を示 して い る . 複合体投 与1

時間複 の フ ィ ブリ ノ ゲ ン お よ び α 2
- Pl の 血 中 レ ベ ル は 変化し な

か っ た . フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 量 は 25
,
0 0 0I U / k g 投 与で1 .4 0 ±0 月4

m g/ m l
,

5 0
,
0 0 0I U / k g 投与 で 1 .3 3 ±0 .0 2 m g/ m l (非 投与群で

1 .3 9 ±0 . 0 8 m g / m l) であ っ た . α 2
- PI 量 は そ れ ぞ れ 非投与群 の

10 3 .2 ±2 .7 %
,

9 8 .4 ± 2 .8 % で あ っ た . ウ ロ キナ
ー ゼ投与群 で は

フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 量 の 変化 は 観察 さ れ な か っ た が
,

α 2
- P I 量 は

10 0
,
0 0 0I U /k g 投与で 87 .8 ±5 .0 % ,

2 0 0 ,
0 0 0I U 珠g 投与で85 .9 土

2 .4 % と低下 が 見 られ た .

ラ ッ トで 三種類の 蛋白質の 血 中半減期を検 討 した (図10) . α

相の 半減期 は複合体が 乙3 ±0 .3 分
,

ウ ロ キ ナーゼ が2 .0 ±0 .4 分 ,

B 鎖 が1 .9 ± 0 .3 分
,

さ ら に ア ネキ シ ンⅤが2 . 5 ±0 .3 分 で あ っ た .

こ の 結 果は
,

い ずれ の 蛋白質も血 中か ら の 消失速度が ほ ぼ同等

(

辞
)

の

届
と

l

0

6

8 0

6 0

1 0 0

D o $ ○ ( k ル/k g)

Fi g . 9 . I n vi v o fi b ri n ol y ti c a c ti v it y o f t h e c o nj u g a t e a n d

u r o k i n a s e . L y si s o f a cl o t p r e p a r e d f r o m r a t P R P w a s

d e te r m i n ed i n a r at p ul m o n a r y e m b oli s m m o d el a s d e s c rib e d

u n d e r M e th o d s .

′

n l e r e S ult s ar e Sh o wn a S th e a v e ra g e of 負v e
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,
wi th e r r o r b a r s g i v e n w h e r e l a rg e r th a n th e si z e

Of s y m b o l . L y si s wi th u r o k i n a s e ( △) ,
C O nj u g a t e ( ○) ,

O r

C O n t r Ol wi th i nje c ti o n v e hi cl e al o n e ( ▽) .
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で あ る こ と を示 した .

考 察

蛋白工 学的に 改変され た線溶剤は 大きく 二 つ の タ イ プ に 分け

る こ と が で きる . 第
一

の タ イ プは 活性 化血 小板 に対 する 親和性

を持た せ た もの で あり
, 第 二 の タ イ プ は フ ィ プ リ ン を標 的に す

る もの で ある . 掛･一
一

の タ イ プ は 活性 化血 小板を主成分 と する 動

脈 血 栓
2 6J

の 溶 解 に 優 れ て い る . 血 小 板膜 糖 蛋 白 質ⅠIb / ⅠⅠI a

( G P II b /ⅠⅠI a) に対 す る抗 体 に ウ ロ キ ナ
ー

ゼ を化学的 に架橋 した

複合体 は ウ ロ キ ナ ー ゼ 単 独 に比 べ て 線 溶活性 が 上 昇 し た
2 7I2 拇

ま た トロ ン ボ ス ポ ン ジ ン抗 体に ウ ロ キ ナ
ー

ゼ を化学的 に結 合さ

せ た 複合体も動物 モ デ ル で 高い 線 潜活性を発揮 した
剃

. ア ネ キ

シ ン V N 6 / ウ ロ キ ナーゼB 鎖複合体は 第 一 の タ イ プ に属す る 新

しい 血 栓溶解剤で あり
,

そ の 作 用機序 は複合体を構成す る ア ネ

キ シ ンⅤが 血栓 中の 活性化血 小板膜に特 異的且 つ 大量 に集積 し,

そ の 結 果血 栓で の ウ ロ キ ナ
ー ゼ濃度が 上 昇 して よ り効 果的 に 血

栓 を溶解す るもの と 考え られ る
.

今回ラ ッ ト肺塞栓 モ デ ル の 検討で は複合体 に ウ ロ キ ナ ▼ゼ と

比べ 3 倍 か ら 4 倍高 い 線溶活性を認め た
. 両蛋白質の 血 中半減

期が 同 じで ある こ とを考 える と
,

こ の 効果 は複合体の 効力 の 持

続 に よ る の で はなく
,

先 に述 べ た よう に複合体の 血 栓 へ の 集積

性 が 向上 した ため と推察 さ れ る . ラ ッ ト肺塞栓溶解試験 の 効力

の 差が 試験管 内フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験に 反映さ れ なか っ

た が
,

こ れ は 他 の 例 で も認 め ら れ る
. B o d e ら は s c u P A と

G PIIb /ⅠⅠI a 抗体 の 複合体が 動物試験で は 試験管内試験 よ りも数

倍高 い 線 溶能を発揮 し た と報告 し て い る
期

. ウ ロ キナ
ー ゼ投 与

時 に 見 ら れ る全 身線溶
3 0)

が 複合体投 与 で観 察さ れ なか っ た の

は
, 本剤 の 血栓特異的な線洛作周を示唆 して おり

, 本複 合体の

安全性が 期待され る .

練溶剤 の 第二 の タ イ プ は t- P A の ク リ ン グル ドメ イ ン や フ ィ

プリ ン に対する 特異抗体に よる フ ィ プ リ ン へ の 集積性を利 用し

て い る . 数多く の 変異型 t- P A が 検討 さ れ た中で
,

フ ィ プ リ ン

親和性を有する t -P A の A 鎖 に酵素活性 を担う s c u P A のB 鎖 を連

結 させ た キ メ ラ分子や
胡

,
t -P A の A 鎖 中の フ ィ ン ガ ー

ドメ イ ンと

上 皮細胞成長 園子 ( e pid e r m al g r o w th f a c t o r
,
E G F) ド メ イ ン を

欠失 さ せ た ペ プ チ ド に s c u P A の B 鎖を 連結 さ せ た キ メ ラ 分

子
湖

,
あ る い は トP A のA 鎖 中の ク リ ン グル ド メ イ ン 1 と 2 の 連

続 し た ペ プチ ドに s c u P A の B 鎖 を 連結 さ せ た キ メ ラ分子
32,

な ど

が 検討 さ れ
,

い ず れ も s c Ⅵ P A 単 独 の 投与 に比 較 し て高 い 線洛

能が 報告さ れ た . C y s 8 4 を S e r に 置換 した 変異型 t-P A
一‥i)

な どは

血 中半減期 を延 ば す こ と に よを) 線溶 効果 の 持 揖 を 期待 して い

る ･ フ ィ プリ ン 特異抗体 を 用い る 線溶剤は H ab e r ら
34

や R u n g e

ら
刑
に より開発 さ れ

,
ウサ ギ モ デ ル で 高い 線洛能 が報告 さ れて

い る . s c u P A と フ ィ ブ 1
) ン D ダイ マ

一

に対す る抗体 を化学的に

結合さ せ た複 合体普 や ,
S C u P A の A l a 1 3 2 - Le u 4 1 1 ペ プ チ ド

3 乃

ある

い は同 b u 1 4 4 - k u 4 1 1 ペ プ チ ド
3,
と抗 フ ィ プリ ン抗体 の ハ イ ブ

リ ッ ド蛋白質も高 い 線 溶活性 が報告 され て い る .

近年ア ネ キ シ ン Ⅴ/ s c u P A ハ イ プ 7) ッ ド蛋白質 を原核細胞で

発現さ せ
, 試験管 内 フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験で s c u m と 同

等 の プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 活性 化 作用 を示 す こ と が 報 告 さ れ た
2コ〉

.

さ ら に 同 じ ハ イ ブ リ ッ ド蛋 白 質を 真核 細 胞 で 大 量 に 発現 さ

せ 臨 床応 剛 二適 応 し よ う と す る 試 み も な さ れ て い る . 今後

ヒ ト 由来蛋 白質 で 血 栓 に 強 い 結 合 能を有 す る ア ネ キ シ ンⅤを

キ ャ リ ヤ
ー 蛋白 質 と す る 新 し い 線 溶剤 の 臨床 開 発 が 期待 さ

れ る
:佃

.

結 論

ア ネキ シ ンⅤ変異 体と ウ ロ キ ナ ー ゼB 鎖 の 複合体 を作製
, 精

製 し
,
複 合体 の 物 理 化学的性状を検討 し た

. さ ら に そ の 線溶学

的性状 を試験管 内フ ィ ブ リ ン ク ロ ッ ト溶解試験お よ び ラ ッ ト肺

塞栓 溶解試験で 検討 し
,

以 下の 結論 を得た .

1 , 野生 型 ア ネ キ シ ンⅤの N 末 端 ア ミ ノ 酸を 6 個 伸長 させ

(M e trA l a
-C y s r As p

- H i s - S e r) , さ ら に C y s 3 1 6 を S e r に 置換 させ た

ア ネキ シ ンⅤ変異体 を 大腸菌 で 発現 させ た
. 1

,
0 0 0 m l の 培餐漕

か ら 最終精製品の 収量 は約 12 m g で あ っ た
.

2 .
ウ ロ キ ナ

}

ゼ分子 の A B 鎖 を つ な ぐジ ス ル フ ィ ド結合を

限定 的に 還元 して ウ ロ キ ナーゼB 鎖を得た . 最終精 製品収率は

52 % で あ っ た .

3 . ア ネ キ シ ンⅤ変異体 と ウ ロ キ ナ ーゼB 鎖 を ジ ス ル フ ィ ド

結合で 架橋授精裂 し
, 化学 量論 的に 両ぜ汗

_
l 質が 1 : 1 で 結で㌻し

た 複 合体を得た . 最終精製品収準は32 % で あ っ た
.

4 . 本複合体は 合成基 質水僻活怜 お よ び プ ラ ス ミ ノ ゲ ン清作

化作月= 二 もに ウ ロ キ ナーゼ と 同等 の 活 性を 示 した . さ ら に 本複

合体 は細 胞膜 に 対 し て ア ネ キ シ ン Ⅴと 同様 の 結合能 を示 した .

こ れ らの 結果か ら複合体 を 形成す る 両琶汗] 質は ジ ス ル フ ィ ド結

合 に よ る 架橋 後もそ れ ぞ れ の 生 理 活性 をほ ほ100
(
‰保持 し て い

る こ と が 明ら か に な っ た .

5 . 試験 管内 フ ィ ブリ ン ク ロ ッ ト溶解試験を 用い て複 合体の

線潜活性 をウ ロ キ ナ ーゼ と比較 し た結果, 両者 で差 は認 め られ

な か っ た . 他方,
ラ ッ ト肺塞栓溶解試験で 両者 の 線 潜活性を比

較 した結 果,
血 中半減期 に は差が な い にも かか わ らず

,
線潜活

性 は 複合体 の 方が ウ ロ キ ナ ー ゼ の 3 倍 か ら 4 倍強か っ た .
こ れ

は 複合体 が ラ ッ トの 循環血液中で リ ン 脂質含有血 栓 に対 して高

い 親和性 を発揮 した 結果と推察 され る . 以 上 の こ と か ら アネキ

シ ンⅤは リ ン 脂 質含有血栓 へ の プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー

タ
ー

の 標 的化 に有用 で あり, 得_
られ た 複合体は 次世代の 新 しい 線溶

剤 に発展す る可能性が 示唆された .
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