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研究成果の概要（和文）：スタフィロキナーゼのアミノ酸配列中の一部の配列に相当する合成ペ

プチド(SP)は、プラスミノーゲン (Plg)に結合して Plg activator (PA)による活性化を促進さ

せた。この結合はPlg B鎖のC末端側の一部を構成する合成ペプチドで阻害された。SPのGlu-Plg

への結合は、Glu-Plg の構造変化を誘導した。SP はマウス血栓モデルに対して、血流の再開通

を促進させた。よって、SP は Plg 活性化を促進することにより血栓溶解促進作用を示す。 

 
研究成果の概要（英文）：A new synthetic nonadecapeptide (SP) corresponding to Glu22-Leu40 
of staphylokinase molecule bound to plasminogen (Plg) and enhanced the activation of Plg 
by Plg activator (PA). This binding was completely inhibited by synthetic peptide 
corresponding to C-terminal region of plasmin B-chain. SP binds to Glu-Plg, and induces 
structural changes of Glu-Plg. When SP was administrated in mouse thrombosis model, 
earlier recanalization was observed than in mice with vehicle administration. Thus, SP 
enhanced Plg activation and induced effective thrombolysis. 
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１．研究開始当初の背景 

線溶系は血漿中に存在し酵素前駆体であ
る plasminogen (Plg)がその活性化因子で
ある Plg activator (PA)により plasmin に
変換され、この plasmin がフィブリンを分
解し血栓を溶解する系である。この PA に
は、組織性 PA (t-PA)とウロキナーゼ型 PA 

(u-PA)の二種類が存在する。また、線溶系
には抑制系として PA に対し PA inhibitor 

(PAI)が、plasmin に対して2-antiplasmin 

(2-AP または2-plasmin inhibitor;2-PI)

がそれぞれ存在する。このように、線溶系
は血栓溶解に対して活性化系と阻害系のバ
ランスで制御されている。このバランスが
崩れると血栓症や出血傾向を引き起こす。
急性心筋梗塞などの血栓症の治療には 

t-PA などの PAs が血栓溶解薬として使用
されている。 

  Plg は N 末端ペプチド領域、5 個のクリ
ングル領域 (K1-K5)、および酵素活性領域 
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(B 鎖)から構成されている。Native な Plg 

(Glu1-Plg)は血漿中でその N 末端ペプチド
領域が、自身のクリングル領域に存在する
リジン結合部位（LBS）に結合している。
このため Glul-Plg の構造は”closed-form”

で、PA による活性化を受けにくい。これ
に対し、plasmin により限定分解された
Lys78-Plg は N 末端ペプチド領域が除去さ
れ、構造が”open form”となり PA による活
性化を受けやすい。また、フィブリン上で
はリジン側鎖にGlu1-PlgのLBSが結合し、
Lys78-Plg と類似の”open form”構造を誘導
し、Plg 活性化促進作用を示す。 

また、t-PA はその構造中に存在するフィ
ンガー領域とクリングル領域を介して高
い フィブリン親和性を示す。よって、Plg

と t-PA はフィブリン上に集約され、効率
のよい plasmin 産生が引き起こされる。さ
らに、plasmin はフィブリンを限定分解に
よりリジンを露出させ、Plg や t-PA 分子中
の LBS に対する結合部位を増加させる。
よってさらに線溶活性化反応が促進され
ることになる。このようにフィブリン上の
C 末端リジンは線溶活性の増強反応におい
て重要な役割を果す。 

一方、血栓症に対して PA が血栓溶解薬
として使用されている。当教室では
Pro-urokinase (Pro-UK) (Fibrinolysis, 

1987)や t-PA (FEBS Letter, 1985)などの
PAsの血栓溶解機序について勢力的に研究
を進めてきた。その中で、黄色ぶどう球菌
が産生する staphylokinase (SAK)につい
ては、世界に先駆けて研究を進め、SAK が
plasmin と複合体を形成し Plg 活性化能を
発現させ、2-AP との相互作用によりユニ
ークな fibrin 特異性を示すことを明らかに
した(Blood, 1990)。この SAK の作用機序
をさらに詳細に解明する目的で、そのアミ
ノ酸配列の一部に即したペプチドを合成
し、Plg との反応性を検討した。 

その結果、合成ペプチドの中に PA によ
る Glu1-Plg 活性化を促進する物質を見出
した(Thromb Haemost 2007)。このペプチ
ドは SAK アミノ酸配列の 22 番目から 40

番目に相当する配列(SAK22-40; SP)で、
Glu1-Plg の B 鎖側の SAK 結合部位とは異
なる場所に結合し、Plg 活性化促進作用を
発現することを明らかにした。また、SP

は Plg A 鎖が持つ LBS を介したフィブリ
ンへの結合機能を保持したまま、Plg 活性
化促進作用を発現することを明らかにし
た。このことから、フィブリン上の Plg 活
性化促進反応は SP によりさらに増強する
ことを見出した。このような点から、SP

は今までに全く報告のない新たな Plg 活性
化促進機序を発揮すると推測される。 

さらに、SP は血管内皮細胞およびフィ

ブリン上でも Plg 活性化促進を示し、マウ
ス血栓モデルでの血栓溶解を促進するこ
とが予測されることから、血栓溶解促進薬
として臨床応用が期待される。 

 

２．研究の目的 

新規ペプチドのプラスミノーゲン活性
化促進機構を解明し、さらに血栓溶解促進
作用としての応用性を探ることを目的と
する。 

 

３．研究の方法 

(1) ペプチドの合成 

SP と Plg の B 鎖のアミノ酸配列に対応
する 10-20 残基含有のペプチドおよびそ
の変異体はペプチド合成機  (PSSM-8, 

Simazu, Japan)で作成した。 

 

(2) Plg 活性化促進作用の解析 

①. SP の Plg 活性化促進作用：PAs (t-PA

または u-PA)による Glu1-Plg 活性化は
plasmin の発色性合成基質 (S-2251)を用
い て マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー 

(ThermomaxTM, Molecular Devices, 

USA)で測定し、酵素反応速度論的解析を
行った。また、PA による Plg 活性化は
SDS-PAGE法を用いた plasmin産生の検
出で、同様に SP の作用を解析した。 

②. SP と Plg の結合阻害 Plg ペプチドの影
響：上記 1) で得られた Plg ペプチドの
SPによるGlu-Plg 活性化促進作用への影
響 は 、 上記 の 発 色性合 成 基 質法 と
SDS-PAGE 法で解析した。 

 

(3) 結合能の解析 

 ①. SP と Plg との結合能：結合能は生体分
子間相互作用解析装置 IAsys (Affinity 

Sensors, UK)を用いて解析した。Plg を
キュベットに固相化後、SP を加え、そ
の結合能を解析した。 

②. SP の Plg の結合部位の同定：SP の
Glu1-Plgへの結合部位は Plg B鎖のアミ
ノ酸配列に対応する種々の合成ペプチ
ドを用いた競合阻害実験で同定した。 

 

(4) 血管内皮細胞上における反応 

①. 血管内皮細胞：細胞は当教室で既に樹立
化しているヒト臍帯静脈血管内皮細胞
TKM-33 を用いた。 

②. Plg 結合能：TKM-33 上の Plg に対する
SP の結合能は IAsys を用いて解析した。 

③. Plg 活性化：TKM-33 上における Plg 活
性化に対する SP の影響は合成基質
(S-2251)を用いて測定した。 

 

(5) SP による Plg の構造変化の解析 

   Plg の構造変化は、SP を反応させた前



 

 

後の Glu1-Plg または Lys78-Plg の円偏光
二 色 性 (CD; JASCO J-720, Nihon 

Bunko, Japan)スペクトルで解析した。
また、Lys 誘導体である EACA の存在下
の Plg と比較した。 

 

(6) マウス血栓モデルにおける解析 

 ①. マウス:線溶系因子遺伝子欠損マウス
(KO)とそれに対応する対照マウス (WT)

を用いた。2-APKO は我々がベルギール
ーバン大学と共同で開発したものである。
また、t-PAKO と PAI-1KO はベルギール
ーバン大学より導入し、長年に渡り継代
維持している。これらの動物は我が国で
定められた指針に従って作成された近畿
大学の実験動物取り扱い規定に従って行
った。 

②. マウス血栓モデルは rose bengal／光照
射により頚動脈に血栓を作成させ、血流
を測定することにより血栓形成・溶解を
解析した。 

 
４．研究成果 
(1) Plg 活性化促進作用の解析 

①. SP の Plg 活性化促進作用 
   SP は t-PA による Plg 活性化を濃度依

存性に促進した。その Plg 活性化促進作
用の酵素反応論的解析をし、その結果を
図 1に示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. t-PA による Plg 活性化に対する SP に
よる促進作用の double- reciprocal plots
解析 
解析は Glu-Plg (20-100 M)、t-PA (100 nM)、
S-2251 (0.5 mM)および SP (0-500 M)で行っ
た。 

 
 
 
酵素反応定数 Km は、SP 存在下で 105±

7.0 M から 8.5±1.0 M に低下した。ま
た、kcat は、SAK22-40 の非存在下(0.115
±0.021 s-1)と存在下(0.105±0.012 s-1)
で有意な差はなかった。kcat/Km は、SP
の存在下(0.0124±0.0035 M-1・s-1)で非
存在下(0.00109±0.00045 M-1・s-1)に比
べ、約 11.4 倍増加した。 

   また、plasmin 活性に対する SP の影響
について、合成基質 S-2251 を用いて検
討したが、有意な差はなかった。 

 
②. 血管内皮細胞上での Plg 活性化能 

血管内皮細胞は、t-PA による Plg 活性
化を促進した。また、SP は、血管内皮細
胞存在下で t-PA による Plg 活性化を濃
度依存性に促進した (図 2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. 血管内皮細胞上における t-PA による
Plg 活性化に対する SP の影響 
解析は Glu-Plg (100 nM)、t-PA (1 nM)、S-2251 
(0.5 mM)および SP (0-10 M)で行った。血管
内皮細胞非存在下の t-PA による Plg 活性化
(○)に対して存在下(●)およびSPの種々の濃
度存在下(▲―◇)で行った。 
 
 
(2) 結合能の解析 

 ①. SP と Plg との結合能：SP は、ヒトおよ
びマウス Plg に対して濃度依存性に結合
した。  

②. 血管内皮細胞上における結合能：ヒト臍
帯静脈血管内皮細胞は、固相化 SP に結
合しなかった。また、固相化 Plg に対し
て血管内皮細胞は、細胞数依存性に結合
した。さらに、血管内皮細胞は、固相化
SP に対して Plg を結合させ後、Plg の濃
度依存性に結合した (図 3)。 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 血管内皮細胞上におけるSPの Plg結合
能 
B11と SPの結合実験はIAsysを用いて行った。
固相化 SP に対して Glu-Plg(20, 50, 100 nM)
反応させた後、血管内皮細胞 TMK-33 (1x104)
を反応させた。結合実験は、生体高分子間相
互解析装置 IAsys を用いた。 
 
 
(3). SP の Plg の結合部位の同定 

①. SP の Plg 活性化促進効果に対する Plg 

B 鎖ペプチドの影響：SP の Plg 活性化促
進効果は、Plg B 鎖の C 末端側の合成ペ
プ チ ド B11 (Phe747-Gly763) 、 B7 

(Phe680-Val708) お よ び B9 (Ala726- 

Ser735)で阻害された (図 4)。そのうち
B11 は、最も強い濃度依存性の阻害効果
を示した。それ以外の Plg B 鎖のアミノ
酸配列に対応するペプチドはSPのPlg活
性化促進効果に影響しなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4. SP の Plg 活性化促進効果に対する Plg 

B 鎖ペプチドの影響。 
解析は Glu-Plg (100 nM)、t-PA (1 nM)、S-2251 
(0.5 mM)および SP (5 M)の反応系に対して
Plg B 鎖ペプチド (5 M)を加えて行った。
t-PAによるPlg活性化(-)に対してSP存在下
(+)、さらに Plg B 鎖ペプチド(B1-B11)を加
えた場合を示す。*; p<0.05、**; p<0.01。 
 
   

また、B11 ペプチドのアミノ酸置換変異体
では、750 番目の Asp を Ala (D750A、
E748A/D750A)または Lys (D750K)に置換し
た変異により SPの Plg 活性化促進作用に
対する阻害活性を消失した。さらに、750
番目の Asp を除去した B11 ペプチド (⊿
D750)も阻害作用を消失した (表 1)。し
かし、Glu748、Lys749、Lys751 のアミノ
酸の変異体は、B11 と同等の SP の Plg 活
性化促進作用に対する阻害活性を示した。 

 
 
表 1. SP の Plg 活性化促進作用に対する B11
ペプチド変異体の阻害効果 

ペプチド 阻害活性(%) 

B11 100 
E748A 88.9 ± 10.7 
E748K 95.7 ± 3.3 
K749A 85.4 ± 12.6 
K749D 90.9 ± 8.1 
D750A 10.8 ± 6.3 ** 
D750K 15.3 ± 7.8 ** 
K751A 83.9 ± 15.3 
K751D 87.6 ± 11.0 
E748A/D750A 10.1 ± 4.7 ** 
K749A/K751A 82.9 ± 16.8 
E748K/K749E/D750K/K751D 25.7 ± 11.6 * 
⊿D750 8.3 ± 5.6 ** 

解析は Glu-Plg (100 nM)、t-PA (1 nM)、S-2251 
(0.5 mM)および SP (5 M)の反応系に対して
B11 または B11 変異体 (5 M)を加えて行っ
た。*; p<0.05、**; p<0.01。 
 
 

  ②. SP と B11 の結合能：B11 は、固相化 SP
に対して濃度依存性に結合した (図 5A)。
SP に対する B11 の結合定数は、ka が
2.2x104 M-1・s-1、kd が 6.3x10-2 s-1およ
び Ka が 3.49x105 M-1をそれぞれ示した。
また、その結合は、B11 の 750 番目の Asp
の変異により消失した (図 5B)。 

③. SP の Plg 結合能に対する B11 の影響：
B11 は、固相化 Plg に対する SP の結合に
対して、濃度依存性に阻害した。 

 
(4) SP による Plg の構造変化の解析 

Glu1-Plg の近紫外部  (250-310 nm)の
CD スペクトルは、SP の存在下で下方にシ
フトした (図 6A)。また、そのスペクトルは、
EACA の存在下での変化と異なっていた。
さらに、Lys78-Plg の CD スペクトルにお
いても下方にシフトした(図 6B)。しかし、
EACA の存在下の Lys78-Plg では、変化が
なかった。また、Glu1-Plg または Lys78-Plg

の遠紫外部 (200-250 nm)の CD スペクト
ルは、SP の存在と非存在下での大きな差は
なかった。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
図 5. B11 の SP に対する結合性。 
B11と SPの結合実験はIAsysを用いて行った。
(A)固相化 SP に対して B11 は濃度依存性 
(2-10 M)に結合した。(B) 固相化 SP に対し
て B11 の変異は、D750A(5)と E748A/D750A (6)
が結合能を消失したが、K751A (1)、K749A (2)、
E748A (3)、K749A/K751A (4)は B11 と同等の
結合能を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6. Plg の CD スペクトルに対する SP、EACA
の影響。 
CD スペクトルは JASCO J-720 で測定した。
(A) Glu1-Plg の CD スペクトルは SP の存在
下で EACA 存在下と異なる下方シフトを示
した。(B) Lys78-Plg の CD スペクトルは SP

の存在下で下方シフトを示した。 
 
 
(5) マウス血栓モデルにおける解析 

 ①. SP の血栓溶解促進効果：SP は、マウ
ス血栓モデルにおいて血流の再開通率

を濃度依存性に増加させた(図 7A-D)。 
②. 遺伝子欠損マウスの血栓モデルにお

ける SP の効果：t-PAKO マウスの血栓モ
デルでは、SP 非投与群 (図 7E)または
投与群 (図 7F)において血流の再開通
が見られなかった。PAI-1KO マウスの血
栓モデルでは、WT (図 7A)の血流の再開
通率より亢進し(図 7G)、さらに SP 投与
によりその亢進は増強した(図 7H)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 7. マウス血栓モデルにおける血流の閉鎖
と再開通過程。 
マウス血栓モデルは、rose bengal／光照射に
より頚動脈に血栓を作成させ、血流を測定し
た。(A-D) WT マウスに対して(A) 生理的食
塩水、(B) SP 62.5 mg/kg、(C) SP 125 mg/kg、
(D) SP 250 mg/kg を投与した。 (E, F) 

t-PAKO マウスに対して(E) 生理的食塩水、 

(F) SP 125 mg/kg を投与した。 (G, H) 

PAI-1KO マウスに対して(G) 生理的食塩水、 

(H) SP 125 mg/kg を投与した。黒が血流なし、
白が血流あり。 
 
 
以上の結果より、SP は Plg の B 鎖側の

Phe747-Gly763 領域に結合し、Plg の部分的
構造変化を誘導することで、t-PA による活性
化を亢進すると考えられる。この SP が結合
する Plg の部位は、今までに報告されている
Lys 類縁物質やフィブリンが結合する Plg A

鎖側のクリグル領域にある LBS とは全く異
なる。さらに、以前報告した (Thromb 

Haemost 2007)ように Plg B 鎖側に結合する
SAK の結合部位とも異なる。このようなこと



 

 

から、SP は Plg に対して今までに報告の全
くない新規な結合様式をとると考えられる。
また、Plg は、フィブリンや種々の細胞の膜
上に存在する Plg の受容体や結合部位にクリ
ングル領域の LBS を介して結合することが
知られている。SP は、その LBS とは異なる
部位で Plg と結合することから、フィブリン
上や細胞膜上でも Plg に結合し、その活性化
を促進出来ると考えられる。このことから、
SP と Plg の血管内皮細胞上での反応が説明
できる。さらに、マウスの血栓モデルにおけ
る SP の血栓溶解促進結果も裏付けられる。 

 よって、SP は新規のメカニズムによる血栓
溶解促進物質として、臨床応用が期待される。 
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