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研究成果の概要（和文）：　Alfimeprase(A)は血中のα-2マクログロブリン(α-2M)と速やかに複合体を形成して活性
が阻害されるため、臨床第2相でドロップした。Aにハブ毒HRlaのC末ドメインを結合させた融合体(AH)遺伝子に、フィ
ブリンへの標的化ヒトプラスミノーゲンのクリングルドメイン1を融合させたAHP遺伝子を化学合成して大腸菌ベクター
(pE-SUMO)で発現させた。これによって、Aのフィブリノゲン切断活性、ヒト血餅溶解活性のα-2Mによる阻害を回避す
ることはできなかった。それはN末のSUMOペプチドの有無とは関係なかった。

研究成果の概要（英文）：Alfimeprase(A) can digest fibrin directly, and do not produce any plasmin in diffe
rent from tPA (Activase).  Because A can be rapidly trapped by alpha-2 macroglobulin (alfpha-2M) and inact
ivated in the blood vein, the clinical effect of A in the phase 2 has not been so good to advance its deve
lopment.  We designed the gene in which the C-terminal side of the A was fused with the C-terminal domain 
(collagen-binding domain) of the HR1a.  Considering targeting to fibrin clots, the C-terminal side of the 
AH gene was fused with the gene for the human plasminogen-derived kringle domain 1 region, which fusion pr
otein is called AHP.  The A, AH and AHP genes were inserted into the pE-SUMO vectors and were expressed in
 the E.coli BL21(DE3)star.  Fusion of the HR1a C-teriminal domain with A did not have any effect in terms 
of avoiding of inactivation by alpha-2M regardless of the presence or absence of the N-terminal SUMO-pepti
de.
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１．研究開始当初の背景 

血栓症の罹患率、死因率の高さは欧米同様、

日本においてもトップクラスに位置してお

り、血栓症の予防や治療の研究に対する注目

度は非常に高い。血管の梗塞部位解除に組換

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り、再狭窄について

は GPIIb/IIIa 血小板受容体阻害剤により回

避可能となっているが、活性化された血中プ

ラスミンによる補体活性化、血小板凝集促進

による副作用が問題となっている。ガラガラ

ヘ ビ 毒 由 来 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 断 片

（Alfimeprase）は出血活性を持たず強力な

フィブリン塊分解活性を持ち、rtPAのような

副作用が予想されないために、米国で血栓溶

解剤として臨床開発された。Alfimepraseは、

血清中のα-2 マクログロブリン（α-2M）に

よって生理的条件では不可逆的に速やかに

不活性化されてしまい、期待された効果が見

られず、第 2 相臨床試験でドロップした

(BioCentury Extra, Mar17, 2008)。 

 

２．研究の目的 

ハブ毒由来メタロプロテアーゼ HR1a の N

末端ドメイン、HR2aは、Alfimepraseと同じ

メタロプロテアーゼに属しており、立体構造

が似ている。私たちは、HR2 はα-2M と結合

するが、HR1a はα2M と結合しないことを見

出した。そこで、私たちは Alfimeprase が欠

失している HR1a の C 末ドメイン（コラーゲ

ン結合部位）を Alfimeprase に融合すること

によりα2M によって不活化されないものを

作製することを考えた。また、rtPAのように

フィブリンに対する特異的な結合性を持た

せるために、上記融合体にフィブリン標的化

ドメイン（ヒトプラスミノーゲン First 

Kringle Domain）（Blood, 116, 2201-2202, 

2010)をつなげた融合体を作ることを考えた。 

 

３．研究の方法 
(1) 大腸菌発現コンストラクト作製 

Alfimeprase（A）にハブ毒 HR1a の C 末端

ドメイン（H）、ヒトプラスミノーゲンクリン

グルドメイン１（P）を融合させた遺伝子を

化学合成した。本遺伝子を鋳型にして、

pE-SUMOベクター（Life Sensors 社）に挿入

できるような PCRプライマーセットを用いて

PCR 増 幅 し 、 pE-SUMO-A 、 pE-SUMO-AH 、

pE-SUMO-AHP プラスミドを構築した。これら

の遺伝子産物は、目的タンパク質の N 末に

SUMO（100アミノ酸）+HisTag（His6）配列を

持ち、C 末端には StrepTag（8 アミノ酸）が

付加される。これらのプラスミドを使って、

タンパク質発現用の大腸菌株 BL21(DE3)star 

(Invitrogen 社)を形質転換した。 

 
(2) 大腸菌発現タンパク質の発現、抽出、精

製 

本 Alfimeprase は Zn2+要求性メタロプロテ

アーゼであるため、IPTGによる発現誘導時に

0.5ｍM ZnCl2を添加して 37℃、3 時間培養し

た。集菌してトリス系バッファーに懸濁した

後、超音波処理で菌体破砕して発現タンパク

質を抽出した。目的タンパク質は沈殿画分に

来たため、8M ウレア+DTT で可溶化して

HisTrap カラムを用いて精製した。精製サン

プルを Tris バッファー系で①4M ウレア、②

4M ウレア+グルタチオン、③0.5Mアルギニン

（pH8.5）+0.1mM ZnCl2、0.5M アルギニン

（pH8.5）に順次透析してリフォルディング

した。組換えタンパク質から SUMO 断片除去

は、SUMO-protease1(Life Sensor 社)で消化

する。消化後反応液中で SUMO 切断タンパク

質は沈殿する、消化された SUMO 断片は沈殿

せず、遠心によって目的タンパク質と分離し

た。沈殿したタンパク質は再度 8M ウレア+

グルタチオンで可溶化後 1晩 4℃に置いた後、

上記と同様の方法で再度リフォルディング

した。 

(3) フィブリン分解活性の測定 

下記の反応系で、37℃、2 時間反応させ、

反応液の 7.5μl を SDS-PAGE にて解析し、

Fibrinogenの切断の有無を調べた。 

 
2mg/ml Fibrinogen 

(in 10mM Na-citrate pH7.4)      12.5μl（25μg） 

10xTrisbufferedsaline(TBS)            5                             

精製タンパク質                         1~2μl*                    

滅菌水                                  適量                            

Total                 50μl 

*基質（Fibrinogen、MW=330kDa）： 精製タンパク質 

＝ 1：1～2（モル比） 
 
(4) 血栓溶解活性の測定 

クエン酸処理ヒト全血液を生理食塩水で 2

倍希釈して、1.5mlチューブの底に 5μl加え、

等量の 0.025M CaCl2 を加えて混和した後、

37℃に 15~20 分置いて血餅を作る。血餅に

0.5ml TBS で 2 回洗浄する。 洗浄した血餅

に 50μl 反応液（48μl＋2μl 精製タンパク

質）を加え、37℃で 1時間反応する。15分置

きに反応液を穏やかに混和する。1 時間反応

後に 0.5ml TBS を加えて反応を止め、



5000rpm、1 分遠心して、残った血餅をチュー

ブの底に落として、血餅量の減少を見る。 

 

４．研究成果 
(1) 大腸菌発現タンパク質の精製 

SUMO-A、SUMO-AH、SUMO-AHP は、200ml の

菌培養液からそれぞれ、3.9mg、1.5mg、1mg

量を精製できた。 

100

150
250KDa

75

50

37

25

BSA standard
A      AH    AHP   M 0.25 0.5    1       2     4 μg

SUMO-AHP

HisTrapカラム精製&透析SUMO-A, -AH, -AHP SDS-PAGE

SUMO-AH

SUMO-A
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 (2) SUMO-A、SUMO-AH、SUMO-AHP のフィブリ

ノゲン分解活性 

本実験系ではフィブリノゲン分子はサブ

ユニットに分かれず、200kDa 以上の分子量に

見られたが、切断分子は未切断分子よりも小

さくなった。 

M    Enz Buf A      AH   AHP    Buf A       AH   AHP     Buf A        AH   AHP

200KDa
150K
100K
75K

50K

37K
SUMO-A

SUMO-AH

SUMO-AHP

Refolded SUMO-A, AH, AHPによるフィブリノゲンアッセイ

Enz : Subs(mole) =    1 : 1        1.5   :   1       2   :    1            

切断
未切断

*FibrinogenのMW=330kDa
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 基質フィブリノゲン（分子量 330kDa）に対

して、37℃、2 時間の反応においてモル比で

2 倍量の精製タンパク質で完全に分解できた。 

(3) SUMO-A、SUMO-AH、SUMO-AHP の血栓溶解

活性 

精製したタンパク質が、実際に血栓を溶解

する活性があるかどうかを、ヒト血餅の溶解

活性で調べた。 

SUMO-A, -AH, -AHPの血栓溶解活性
2倍希釈血液、37℃、1時間

Buffer SUMO-A SUMO-AH SUMO-AHP
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 37℃、1時間の加温で、Buffer コントロー

ルに比べて、明らかに血餅量の減少が見られ

た。特に、フィブリン標的ドメインを持つ

SUMO-AHP の活性が高かった。 

(4) 精製タンパク質のフィブリノゲン分解

活性に対するα-2M の阻害活性 

0.6μg の精製タンパク質 SUMO-A のフィブ

リノゲン消化に対するα-2M の阻害活性を見

た。 

SUMO-A

未
切
断

切
断

Buffer
0.6μg SUMO-A + α-2M                           

0    0.025   0.05     0.1       0.2     0.4      0.8     1.6      3.2μg/10μl

α-2M

200KDa
150K
100K

75K

50K

37K

α-2M＋SUMO-Aのフィブリノゲンアッセイ
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 0.6μgの SUMO-A（MW=約 35kDa）の活性は、

0.4μgのα-2M（MW=725kDa） 

で完全に阻害された。プロテアーゼとα-2M

の阻害はモル比で 1：1 で起こる。SUMO-A よ

りも、α-2Mは分子量が 20倍大きいことから、

SUMO-A の活性体は 3.3%程度であることが分

かる。 

次に、1.2 μgの SUMO-AHPのフィブリノゲン

消化に対するα-2M の阻害活性を見た。 

SUMO
-AHP

α-2M

切断未切断

SUMO-AHP（1.2μg） +
Buffer ０ 0.1         0.2        0.4        0.8          1.2        3.2 μg α-2M         M 

200kDa

150k

100k

75k

50k

37k

α-2M＋SUMO-AHPのフィブリノゲンアッセイ
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 Alfimeprase（A）にハブ毒 C末端ドメイン



を融合させた SUMO-AHP タンパク質でも、α

-2M で阻害された。完全に SUMO-AHP（MW=約

70ｋDa）の活性体を阻害するα-2M 量から、

SUMO-AHP の活性体は 6.6％であった。 

(5) 精製タンパク質 SUMO-AHP の血栓溶解に

対するα-2M の阻害活性 

1.2μg の精製 SUMO-AHP に 0.8μg のα-2M

を添加した反応液で血餅溶解アッセイを行

い、α-2Mを添加しないものと比較した。 

Buffer SUMO-AHP AHP

α-2M - +                                  - +                                       -

α-2M存在下でのAHPの血栓溶解活性測定
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37℃、1h反応

 

血栓溶解活性において、Alfimeprase（A）

にハブ毒 C 末端ドメインを融合させた

SUMO-AHP タンパク質でも、α-2M で阻害され

た。 

(6) SUMO 断片除去 

SUMO-protease1 で SUMO-A、SUMO-AHP タン

パク質を切断すると沈殿するため、再リフォ

ルディングを行った。SUMO断片を除去した A、

AHP はフィブリノゲン分解活性を保持してい

た。A、AHP のフィブリノゲン分解は、α-2M

により阻害されることを確認した。N 末端の

SUMO断片の有無は、α-2Mの結合には関係な

いことが分かった。 

(7) 結論まとめ 

①フィブリン分解活性（Fibrolase）を持つ

Alfimeprase（A）にハブ毒 HR1aの C 末 

タンパク質（H）+ プラスミノーゲン由来フ

ィブリン結合ドメイン（P）を結合させた組

換えタンパク質（AHP）の生産に成功した。

フィブリノゲン消化活性を持っていた。  

② N 末端に SUMO ペプチドを付加した

SUMO-AHP は特に血栓溶解活性が強かった。 

フィブリンにターゲッティングするためと

考えられた。  

③ハブ毒由来 HR1a の C 末タンパク質を融合

させた SUMO-AHPにおいても、α-2M による阻

害活性を回避することはできなかった。この

結果は、SUMO ペプチドを切断した場合でも同

様であった。最初の仮説が間違っていたと結

論される。  

④α-2M と結合しないで、出血活性のない

Alfimeprase、ハブ HR2a様毒を探す必要があ

る。 
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