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研究成果の概要（和文）： ガラガラヘビ毒由来メタロプロテアーゼ断片（Alfimeprase）は、強力なフィブリン
塊分解活性をもつが出血活性はもたず、且つrtPA（組換え組織型プラスミノゲンアクティベータ）のような副作
用が予想されないため、米国で血栓溶解剤として臨床開発された。しかし、生理的条件下において、
Alfimepraseは血清中のα2-macroglobulin （α2M）により不可逆的、且つ迅速に不活性化されるため、期待さ
れた血栓溶解効果は見られなかった。本研究では、Alfimepraseのホモログである台湾ハブ毒由来タンパク質TM3
（Fibrinlysin）に着目し、研究を進めた。

研究成果の概要（英文）：    The rattlesnake-derived metalloprotease-fragment which is referred to as
 the alfimeprase has strong fibrinolysis activity without hemorrhagic activity and does not show any
 adverse effect like the rtPA.  The alfimeprase went in clinical development, but it was rapidly 
degraded by the alfa-2 macroglobulin in the blood vein, that resulted in no good efficacy.  We have 
focused on the Taiwan habu-derived toxin TM3(fibrinlysin) and developed the research on the 
clot-dissolving agent.

研究分野： 分子生物学

キーワード： ヘビ毒　フィブリン　血栓溶解剤

  ７版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血栓症は、我が国においても欧米と同様に、罹患率・死因率の高さはトップクラスであり、その予防、治療に関
する研究の注目度は非常に高い。血管の梗塞部位の解除には、組換え組織プラスミノーゲン活性化因子（rtPA）
の静脈注射は効果的であるが、血中プラスミン産生による補体の活性化、血小板凝集促進による副作用が問題と
なる。フィブリン塊分解活性を持ち、なおかつ血中で不活性化されず、出血活性を持たないヘビ毒由来タンパク
質断片の創製は、有用な血栓溶解剤となる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 

血栓症は、我が国においても欧米と同様に、その罹患率・死因率の高さはトップクラスで

あり、その予防、治療に関する研究の注目度は非常に高い。血管の梗塞部位の解除には、組

換え組織プラスミノーゲン活性化因子（rtPA）の静脈注射は効果的である。また、再狭窄に

ついては GPIIb/IIIa 血小板受容体阻害剤により回避が可能とされる。しかしその一方で、

この手法は血中プラスミン生成による補体の活性化、血小板凝集促進による副作用が問題

となる。 

ガラガラヘビ毒由来メタロプロテアーゼ断片（Alfimeprase）は、強力なフィブリン塊分

解活性をもつが出血活性はもたず、且つ rtPA のような副作用が予想されないため、米国で

血栓溶解剤として臨床開発された。しかしながら、Alfimeprase は、生理的条件下において、

血清中のα2-macroglobulin （α2M）により、不可逆的に且つ迅速に不活性化されるため、

期待された血栓溶解効果が見られず、第２相臨床試験でドロップアウトした。 

 

2. 研究の目的 

本研究では、Alfimeprase のホモログである台湾ハブ毒由来タンパク質 TM3（Fibrinlysin）

に着目した。Fibrinlysin は、フィブリン塊分解活性をもち、α2Mにより不活性化されない

が、出血活性をもつという欠点がある。体内における出血活性の発現は、毒タンパク質の活

性部位周辺に配置される塩基性アミノ酸残基が、基底膜と結合することにより生じると考

えられている。そこで、Fibrinlysin の出血活性を欠損させた変異体タンパク質の作製を行

った。実現できれば、新規血栓溶解剤として臨床で利用でき、血栓治療の幅が広がるだけで

なく、大きな経済効果を及ぼすと期待される。 

 

3. 研究の方法 

（1）Fibrinlysin 変異体の作製 

Fibrinlysin とそのホモログ（Alfimeprase, HR2a など）のアミノ酸配列のマルチプルア

ラインメントを行い、その結果から、出血活性に関わるアミノ酸残基を推定した。さらに出

血活性に関与すると予想されたアミノ酸残基を置換した変異体を設計し、分子モデリング

を行い立体構造の変化を評価した。 

（2）野生型および変異体 Fibrinlysin 組換えタンパク質の発現 

人工合成した変異体遺伝子は、バキュロウイルス発現系 Bac-to-Bac System を用いて、そ

れぞれ組換えタンパク質を発現させ、SDS-PAGE および western blotting により発現確認を

行った。 

（3）N末端にメリチンシグナルペプチドを付加した Fibrinlysin 組換えタンパク質の作製・

発現 

組換えタンパク質を分泌タンパク質として得るために、Fibrinlysin 遺伝子の N末端側に



ミツバチ毒メリチンのシグナルペプチドを付加した遺伝子を設計した（図 1）。 

 

 

 

人工合成遺伝子は、バキュロウイルス発現系 Bac-to-Bac System を用いて Sf9 細胞に形

質転換し、それぞれ組換えタンパク質を発現させ、SDS-PAGE および western blotting によ

り発現確認を行った。さらに、カラムクロマトグラフィーにより粗精製した組換えタンパク

質は、ヒト正常血液を用いてフィブリン分解活性の確認を行った。 

（4）Fibrinlysin 前駆体組換えタンパク質の作製・発現 

Fibrinlysin 前駆体遺伝子を人工合成し、バキュロウイルス発現系 Bac-to-Bac System を

用いて、それぞれ組換えタンパク質を発現させた。（3）と同様に、粗精製した組換えタンパ

ク質は、ヒト正常血液を用いてフィブリン分解活性の確認を行った。 

 

4. 研究成果 

Fibrinlysin とそのホモログ（Alfimeprase, HR2a、PMMP-2、PMMP-3）のアミノ酸配列を

比較した結果、Fibrinlysin に特徴的である 4カ所の塩基性アミノ酸残基、R85、R106、R116、

K133 を見出した。これら 4カ所の塩基性アミノ酸残基は、Fibrinlysin の出血活性に関与す

ると予想された（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その中でも、R106 は Fibrinlysin の活性中心近傍に配置されていることから、R106 のア

ミノ酸置換は、出血活性だけでなく酵素活性にも影響を及ぼすことが考えられた。そのため、

2 種類の Fibrinlysin 変異体、三重変異体（Mutant1：R85T/R116G/K133N）、および四重変異

体（Mutant2: R85T/R106G/R116G/K133N）を設計した。野生型 Fibrinlysin と 2 種類の変異

体の立体構造を分子モデリングにより比較した結果、どちらも野生型との大きな構造の変

化、さらに活性中心構造の変化は見られなかった（図 3）。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上のことから、Mutant1、Mutant2 は酵素活性自体に影響を及ぼす可能性は低いと判断

し、野生型（Original）、Mutant1、および Mutant2 の遺伝子を人工合成した。 

人工合成した各遺伝子は、バキュロウイルス発現系 Bac-to-Bac System を用いて形質転

換し、それぞれ組換えタンパク質を発現させた。しかし、3種類の組換えタンパク質は、膜

タンパク質予測プログラム SOSUI により可溶性タンパク質と予想されたにも関わらず、ほ

とんどが不溶性タンパク質として発現し、Triton X-100 など界面活性剤による可溶化が必

要であった（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

加えて、これら不溶性タンパク質は、CHAPS、グアニジン塩酸、尿素などでは可溶化でき

ず、1% Triton X-100 で可溶化したサンプルも、透析の段階で目的タンパク質は凝集するな

ど、透析による界面活性剤、変性剤の除去は難しく、発現タンパク質の Refolding 操作は困

難であることが分かった（表 1）。 

表 1 変成剤、界面活性剤を用いた組換えタンパク質の可溶化 

 

 

 

 

 

図3 アミ ノ 酸置換によるFib r in lysinの立体構造への影響
野生型と 三重変異体(R85 T, R1 1 6 G, K1 3 3 N)の立体構造、
および活性中心の構造を比較し た。
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目的タンパク質を分泌タンパク質として発現させるために、N末端にミツバチ毒メリチン

のシグナルペプチドを付加した遺伝子を設計・人工合成し、バキュロウイルス発現系で組換

えタンパク質の発現を行った。その結果、シグナルペプチドを付加した野生型、Mutant1、

Mutant2 は、可溶性タンパク質として培地中へ分泌されることが確認できた（図 5）。しかし

ながら、一部は不溶性タンパク質として発現していた。可溶性画分は、TALON、DEAE Sepharose

を用いたカラムクロマトグラフィーにより精製を進めた。しかしながら、精製を進めるに伴

って、目的タンパク質は不溶化、さらに凝集し精製が困難となった。 

一方、粗精製標品ではあるが、ヒト正常血液を用いて 3種類の組換えタンパク質のフィブ

リン分解活性を調べた結果、コントロールと比較して、全てにおいてフィブリン塊の減少が

見られた（図 6）。 

 

 

 

 

 

 

 

Fibrinlysin を含む Alfimeprase ホモログタンパク質は、ヘビ体内で前駆体として合成さ

れ、翻訳後プロセシングを受け、分泌タンパク質として機能することが分かっている。

Fibrinlysin の遺伝子全長を確認した結果、前駆体の C末端側に Fibrinlysin はコードされ

ていることから、前駆体の C 末端側に His タグを付加した遺伝子を人工合成し、バキュロ

ウイルス発現系に導入して各組換えタンパク質の発現を行った。しかしながら、昆虫細胞で

は前駆体がうまくプロセシングされず、成熟タンパク質の発現量は微量（約 50〜100 ng/mL）

であった。 

また、粗精製標品ではあるが、3種類の組換えタンパク質のフィブリン分解活性を調べた

結果、全てにおいてフィブリン分解活性が確認できた。 

考察と今後の展開 

顕微鏡で目的タンパク質を発現させた宿主細胞を観察すると、多核体は確認できたが、ウイ

ルス感染後期に確認できる宿主細胞の浮遊が見られなかった。Fibrinlysin は毒タンパク質

であるため、発現された目的タンパク質が宿主細胞に悪影響を与えることにより、発現効率

を低下させている可能性も考えられた。今後、小麦胚芽やウサギ網状赤血球などを用いた無

細胞 in vitro タンパク質発現系にて、Fibrinlysin 変異体タンパク質の発現・精製を試み

る。さらに、目的タンパク質の最適な発現条件、精製条件を検討しつつ、Fibrinlysin 変異

体タンパク質のフィブリン分解活性、出血活性の有無を調べていく必要がある。
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