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緒百

現在，わが困の死亡率の第一位は癌だが，血栓症を

原因とするすべての病気を合わせると死亡率の第一位

は循環器疾患になるといわれている.納豆から見出さ

れたナットウキナーゼ (Sumiet αl.， 1990b)は，

分子量35，000，等電点8.6の 1本鎖の蛋白質で，プラ

スミン非存在下でも血栓の成分，ブイプリンを強力に

分解する.ナットウキナーゼを腸溶カプセルとして経

口投与すると長時間にわたり血中の血栓溶解能が充進

され，人工的な血栓症を起こさせた動物を用いた m

vwo実験でも血栓溶解効果が認められた (Sumiet 

αl.， 1990a).最近，納豆菌からセリンプロテアーゼ

がクローニングされ，その塩基配列から予想きれたア

ミノ酸配列がナットウキナーゼのそれと一致すること

が明らかになった (Nakamuraet αl.， 1992). 

血栓溶解酵素活性の測定には従来のフイプリン平板

法 (Deutschand Mertz， 1970)に替わり，フイプ

リン塊の溶解に要する時聞から算出する ClotLysis 

Time (CLT)法(須見ら， 1993)や抗体反応を利用

したサンドイツチ法 (Yukiet αl.， 1994)が考案さ

れている.最近，微量遠心チューブ中 (Carlsonet 

αl.， 1988)やマイクロプレートのウェル中 (Beebe

and Aronson， 1987; Vernon， 1988; Jones and 

Meunier， 1990; Marian et αl.， 1991)で CLT法
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を行う方法が開発された.いずれも微量の試料で酵素

活性を測定できるという利点を持つが，フィプリン塊

の形成とその溶解が微量遠心チューブ中やマイクロプ

レートのウェル中で同時に進行するために操作条件を

一定に設定することが困難で，特に，フィプリン塊の

形成に熟練度を必要とする.一方，フィプリン平板法

はシャーレを用いるため人工血栓の調製とフイプリン

溶解窓の作製に熟練を要する.本研究では，低コスト

で，信頼度が高く，簡便な血栓溶解酵素活性測定法の

開発を目指し，フィプリン平板法とマイクロプレートー

プレートリーダー法を組み合わせ，予め調製したウェ

ル中のフイプリン塊に試料抽出液を重層しインキュ

ベーター庫内でフイプリン塊の波長655nmの光の吸

光度の変化量を測定することにより試料中に含まれる

血栓溶解酵素活性を測定する方法を考案した.

材料と方法

1.フィプリン平板の調製

牛フイブリノーゲン (NakaraiTesque製)は

DeutschとMer句の方法(1970) に従って Lys-セ

フアロースカラムを通過きせ，含まれるプラスミノー

ゲンを除去した.牛トロンピン(持閏製薬製)は生理

食塩水に溶解後 (50単位Imll，-80t:で保存し，用

時解凍して用いた.プラスミノーゲンフリーなフィプ

リン平板は PlougとKieldgoapy(1957)の方法に
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準じて作製した.96穴平底マイクロプレート (Nunc 0.5 

社製， Nunc-Immuno Plate PolySorp)の各ウェ

ルに0.05Mホウ駿ー生理的食塩水緩衝液 (BSB，pH 

7.8)に溶解したプラスミノーゲンフリーなフイブリ

ノーゲン (5mg/ml BSB) 200μlを入れ， トロンピ

ン10μlを添加した後，撹排してフイプリンを凝固さ

せ，人工血栓を調製した.

2.血栓溶解酵素活性の測定

市販納豆に 6倍量の生理的食塩水を加え， 5分間ホ

モジナイズ後. 12，000rpmで10分間遠心分離し，得

られた上澄液を納豆酵素液とした. この酵素液25μl

をマイクロプレートのウエル内の人工血栓に加え，庫

内温度が37tのインキユベーター(ヤマト社製，

Model IC-42)内に設置したマイクロプレートリー

ダー(日本バイオラッド社製， Model 450)を用いて

各ウエルにおける波長655nmの吸光度を経時的に測

定した.

なお，マイクロプレートのウエル容量はO.4ml，底

面積は0.32mm2であり，酵素液がウエル内の人工血

栓の内部に吸収，拡散し，反応が定量的に進行するた

めにはウエルに重層する酵素液量は25μlが最適であっ

た.

3.プロテアーゼ活性の測定

生理的食塩水を用いて市販納豆から調製した粗酵素

液のプロテアーゼ活性の測定は前報 (Haraet al.， 

1983)に準じて行い，基質にカゼインを用いて遊離し

てくるアミノ酸量からチロシン換算で求めた.

結果と考察

1.納豆酵素液による血栓溶解活性の経時変化

マイクロプレートの各ウエル内の人工血栓に納豆酵

素液25μlを加え，波長655nmの吸光度を経時的に測

定した.本反応、系では反応開始時に吸光度が最大とな

り，反応の進行とともに吸光度は減少した.そこで，納

豆酵素液を添加後.30分間隔で吸光度を測定し，各反

応時間後の吸光度を反応開始時の吸光度から差しヲ|い

た値 ムOD655を算出した.その結果を納豆酵素液に

よる血栓溶解活性の経時変化量一ムOD655として Fig.

lに示した.ームOD師は，反応開始後10時間後まで

反応時間の経過とともにほぼ直線的に増加した.これ

は納豆に含まれる血栓溶解酵素により基質である人工

血栓が分解を受け，フイプリンの低分子化が経時的に

進行したことにより光の透過度が増加したためと考え

た.なお，反応時間が10時間を越えると-t>OD655の

増加率は低下し，さらに酵素反応を続けると OD655
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Fig. 1. Effect of incubation time on the 
thrombolytic activity of “natto" 
extract. 
The “natto" extract was used as 
a thrombolytic enzyme. The OD655 
was measured by using Model 
450 plate reader llt 37t. The -t> 
OD655 was calculated by subtract-
ing OD655 before adding “natto" 
extract from OD655 at indicated 
incubation period. 

の吸光度が増加し，逆に光の透過度は減少した.

2.納亘酵素液濃度の-ll.OD655に及ぼす影響

納豆酵素液から生理的食塩水を用いて 2倍希釈液.

5倍希釈液.10倍希釈液と50倍希釈液を調製し，血栓

溶解活性に及ぼす酵素濃度の影響を検討した. Table 

1に各希釈率の酵素液を用いてマイクロプレートの 8

速のウエル内で反応させたときの，反応開始30分後か

ら4時間後までのそれぞれのームOD655値から最小二

乗法により直線の勾配を算出した結果を示した.希釈

率50倍の納豆抽出液でも変動係数 CV%は10%以内と

なり，高い信頼度が得られた.人工血栓の調製には通

常熟練度を必要とし，フィプリン平板法および CLT

法では基質となる人工血栓の調製具合がきわめて重要

となる.マイクロプレートのウエル内で人工血栓を調

製すると，反応開始時のウエルごとの吸光度には0.2

以上の開きが生じたが， ムOD日5値は影響を受けな

かった.したがって，本反応系ではウエル内の人工血

栓の調製の出来不出来ははとんど問題にならないこと

が明らかになった.

Table 1から得られたームOD655値に基づき，反応

開始4時間までの納豆酵素液濃度のームOD655に及ぼ

す影響を検討した.その結果を Fig.2に示した.

ムOD6日の変動パターンは，血栓溶解酵素として
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Reliability of ームOD655/hrat various degrees of dilution. Table 1. 

Degree of dilution 
Well 

50 

0.0171 

0.0184 
0.0162 

0.0160 
0.0141 

0.0143 

0.0150 

0.0177 

10 

0.0292 

0.0289 
0.0294 

0.0294 
0.0259 

0.0277 
0.0279 

0.0269 

5 

0.0378 

0.0340 
0.0340 

0.0330 
0.0323 

0.0379 
0.0365 

0.0369 

2 

0.0430 

0.0434 
0.0445 

0.0453 
0.0433 

0.0446 

0.0413 

0.0411 

1 

0.0517 

0.0537 
0.0539 

0.0499 
0.0469 

0.0518 

0.0516 

0.0536 
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ムOD655/hrrepresents the average of eight microtiter wells for 
each degree of dilution. 
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Relation b巴tw巴enthe degr巴eof 
dilution of “natto" extract and 
-ムOD655/hr.

た直線の勾配と用いた納豆酵素液量，すなわち血栓溶

解酵素量の関係は二次関数とみなせた.直線の勾配と

血栓溶解酵素量を片対数にプロットすると，直線の勾

配と用いた酵素量の聞に良好な直線が得られた (Fig.

3). -t.OD655/hrをある酵素濃度における反応の初

速度とみなすと，酵素反応の初速度と酵素濃度の対数

の間で直線関係が成立することは.酵素濃度が増加す

るとともに反応の初速度が低下したことを示している.

この現象は，フィプリン分子と酵素分子の親和性が高

Relation between the amount of 
川且tto"extract and its thrombo-
lytic activity on fibrin plates. 
0，原液;e， 2倍希釈液;ム， 5 f音希

釈液.A， 10倍希釈液;口， 50倍希釈

液.

The “natto" extract was diluted 
with physiological salt solution 
to the indicated concentration. 
The experim巴ntswere carried out 

at 37'C for 4 hrs under the same 
conditions as described in Fig.1. 

2 3 

Timc (hr) 

Fig. 2. 

Fig. 3. 

用いた納豆酵素液のすべての濃度で直線性を示し，

ームOD655から得られる直線の勾配と添加した酵素量

の聞に相関が認められた.

3.一企OD闘から得られた直線の勾配と血栓溶解

酵素量の関係

-t.OD655値の変化量に基づき回帰計算から得られ
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Table 2. Comparison of thrombolytic activity in 
“natto" determined by this method. 

Samples of natto Thrombolytic activity' Protease activitl 
(%) (U nits/ml of extract) 

A

B

C

D

 

100 
84.5 
55.7 
95.4 

50.3 
41.7 
43.5 
42.3 

• Thrombolytic activity in sample “A" was defined to be 100. 
b Protease activity in extract was represented as the casein hydro 
lytic activity at pH 7.0. 

いために一部酵素が高分子フイプリンから低分子化し

て生成したフイプリン分解物と結合した状態で存在す

ることから生じる反応生成物阻害に起因するものと考

えられる.しかしながら， 4時間以内の任意の時間に

波長655nmにおける吸光度を測定した後，ームOD655

値の変化量から得られた単位時間当たりのームOD655

値の変化量， -L'>OD655/hrを算出し， Fig.3に示し

た直線から外挿法により検体中に存在する血栓溶解酵

素活性の測定が可能となった.

4.納豆の血栓溶解酵素活性

市販納豆中に含まれる血栓溶解酵素活性を本法で測

定した結果を Table2に示した.血栓溶解酵素活性

はA社から市販されている納豆を用いて得られた酵

素活性を100として相対比で表示し，プロテアーゼ活

性はカゼイン分解活性で示した.納豆によっては人工

血栓の溶解活性にかなりの差があることが認められた

が，プロテアーゼ活性にはほとんど差カf認められなかっ

た.バチルス属細菌からアルカリ性，中性及び酸性プ

ロテアーゼが多数発見されている(鶴， 1991)が，納

豆菌が生産する主なプロテアーゼは至適 pHが7付近

にある中性プロテアーゼである(大西ら， 1988). 納

豆中の血栓溶解酵素をセリンプロテアーゼと考えれば

(Nakamura et αl.， 1992)，中↑生プロテアーゼ活性

が高いほど血栓溶解活性も高い酵素活性を示すといえ

る.しかしながら，表2に示したように，血栓溶解酵

素活性とプロテアーゼの聞に相関は認められなかった.

Sumi et al. (1990a)によりナットウキナーゼと命

名された血栓溶解酵素のみが納豆酵素液ではフィプリ

ンj容解活性を有するといわれている(l990b)が，本

法でも血栓溶解酵素活性の測定に際しプロテアーゼの

影響は無視できると考えられた.

したカまって，マイクロプレートとマイクロプレート

リーダーを組み合わせた本法は，低コストで，信頼度

が高く，簡便な測定方法となりえることが明らかとな

り，血栓溶解酵素活性の測定法として有効な方法と考

えられる.

要 約

1 )マイクロプレートとプレートリーダーを組み合

わせた血栓溶解活性測定法を開発した.本法は 4時間

以内に酵素活性を測定でき，操作も簡便で，さらに基

質量もきわめて少量ですみ，低コストであった.

2 )生理的食塩水で市販納豆から抽出した酵素液で人

工血栓は溶解され，各反応時間後の吸光度を反応開

始時の吸光度から差しヲ|いて得られたームOD655値の

CV%は，用いたマイクロプレートの 8遠のウエルで

10%以内となり，高い信頼度を示した.

3 ) ムOD6日を経時的にプロットすると測定時間内で

直線性を示した.また，単位時間当たりのームOD師

の変化率から得られる直線の勾配と粗酵素であっても

納豆から調製した血栓溶解酵素濃度の対数値がよく相

関した.

4 )各種市販納豆中の血栓溶解酵素活性を測定したと

ころ納豆により大きな違いのあることが分かつた.こ

のことより，本法は血栓溶解酵素活性の測定に適した

簡便な方法であることが明らかになった.
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Summary 

A turbidimetric assay for thrombolytic enzyme was performed in microtiter assay 

plates， wherein decrease in light scatter at 655 nm of fibrin plates in individual wells at 

37'C was recorded automatically at different times and used as a quantitative measure 

of fibrin dissolution. 

Use of an automated microtiter plate reader facilitated this assay considerably and al 

lowed many assays to be performed rapidly， with a large amount of replication. The 

relia vili ty of the -ムOD655，CV%， caluculated by subtracting OD655 at individual indicated 

incubation time in eight microtiter wells from OD655 of microtiter wells before adding 

“natto" extract was found to be in 10% throughtout various degrees of dilution of 

“natto" extract. Logarithmic values of the degree of dilution of “natto" extract and 

ムOD655/hrshowed a linear relation， irrespective of the sample quality， indicating that 

this is a good method for the determination of thrombolytic activity in “natto" prod 

ucts. 


