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発酵食品から単離したBaciZﾉlzssubmisCIR110株の分泌する高線溶活性セリンプロテアーゼSubtUisinCIRを用い

たバイオハイブリッド型抗血栓性材料の開発を目的として、本酵素及び部位特異的変異導入法によりリジン残基

を増加した変異型酵素のポリエチレングリコール（PEG）による化学修飾を行った。化学修飾には活性化PEG2を

用い、酵素１分子に１あるいは２分子のPEG2が結合した修飾酵素を疎水性カラムクロマトグラフィーにより分

離した。修飾サイトの増加を目的にリジン残基を増加した変異型酵素においても、PEG2の結合数は最大２分子

であった。SubtiUsinCIRはPEG修飾後も優れた線溶活性を示し、フイブリン、フイブリノーゲン、フイブロネク

チンなどを有効に分解した。PEG修飾酵素においては、保存安定性が向上し、α2-マクログロブリンなどの血漿

プロテアーゼインヒビターによる活性阻害が抑制された。さらに、PEG修飾SubtilisinCIRと抗SubtUisinCIR抗体

との反応性の低下が確認され、化学修飾による抗原性の低減及び血中安定性の向上が示唆された。これらの結果

より、PEG修飾SubtnisinCIRは、従来の線溶酵素に比べ安価に入手できることから、有用なバイオハイブリッド

型抗血栓性材料となり得る可能性が見出された。

1．緒言

虚血性心疾患、脳血栓・塞栓症など血栓症を成因と

する疾患の種類は多く、これらの疾患が長寿社会の到

来や生活様式の欧米化に伴いますます増加しつつある

')。現在、血栓性疾患の治療には、ヘパリンおよび線

溶酵素のウロキナーゼや組織プラスミノーゲンアクチ

ベーター（t-PA）が臨床使用されている。しかしそれ

らは不安定で血液中での半減期が短く、また極めて高

価である。技術科学研究所で単離同定されたBacWus

submjsCIR110株の分泌するSubtnisinCIRは、人体に無

害な納豆菌のアルカリセリンプロテアーゼで、高い血

栓溶解能を有し安価で大量に精製可能である。本酵素

は、ウロキナーゼやt-PAとは異なり、プラスミノーゲ

ン非存在下でもフィブリンに直接作用し血栓を分解す

ることが知られている2)。また本酵素は血漿タンパク

質に対する分解特性において、血栓形成に関与するフ

イプリノーゲン、フイプロネクチンを分解するが血漿

中に最も多く存在し血栓形成には直接関与しないアル

ブミンは分解しないことが明らかになっており、抗血

栓薬、抗血栓性材料への応用が期待される。

タンパク質のPEGによる化学修飾については多くの

研究がなされており３．４．５)、PEG修飾されたアデノシ

ンデアミナーゼ6)、アスパラギナーゼァ)、スーパーオ

キシドジムスターゼ8)等は免疫原性、血中安定性等で

優れた性質を示し、酵素製剤として既に使用されてい

る。本研究では、本酵素の血液適合性の向上を図るた

めにPEGによる化学修飾を検討した。更に、酵素の化

学修飾や高分子担体への固定化に利用されるアミノ基

数の増加を目的に、部位特異的変異導入法によりリジ

ン残基を増加した変異型SubtilisinCIR9)についてもPEG

修飾を行い、その諸性質について野生型酵素との比較

を行った。
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Ⅱ、試料及び方法

１．試薬

乳性カゼイン、牛血清フイブリノーゲン、及びフィ

ブリンI3imacalaicsquc（京都）より入手した。酵素の

PEG修飾には活性化PEG2;4-bis(OLmcthoxypolycthylenc

glycol)-6-cmoro-s-triazinc（Ｍ､Ｗ5,000×2）（生化学工

業）を用いた。質量分析（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）には3,5‐

Dimcthoxy-4-hydroxycinnamicaci。（シナピン酸）、2,5‐

DihydroxybcnzoicacidのHB）（A1drichChemCo）、ウ

シ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ウマ心臓ミオグロビン

（SigmaChcmCo.）を用いた．SubtilisinBPNi、牛血漿

由来α2ＭはBochringerMannheimGmbh(Germany)、そ

の他の試薬は和光純薬工業㈱（大阪）より購入した。

アントブルーR-250溶液で染色し、１０％メタノール

7.5％酢酸を含む溶液で脱色し、各フラクションに含ま

れるタンパク質を確認した。

４．PEG修飾酵素の修飾率の決定

PEG修飾酵素の分子量はMatrixAss勘DdmerDesorption

lonization-TimcofFlight/ＭＳ（MALDI-TOF/ＭＳ）で測定

した'3)。反応停止後のPEG修飾反応溶液を純水で10倍

に希釈して、酵素濃度を0.3ｍｇ/mlとし、これにマトリ

クスとして10mg/mlのシナピン酸溶液（30％アセトニト

リル、0.1％トリフルオロ酢酸）を等量加え測定試料と

し、PerSeptiveBiosystcmsVoyager-DEＰＲＯにより質量

分析を行った。キャリプレーションはBSAを標準タン

パク質として行った。活性化PEG2は10mg/mlのPEG2水

溶液を調製し、これにマトリクスとして10ｍｇ/ｍｌの

ＤＨＢ溶液（10％エタノール）を等量加え測定試料と

し、キヤリブレーションはミオグロビンを標準タンパ

ク質として行った。

２．酵素の調製及び活性測定

SubtiUsmCⅢ野生型酵素・ＷＵｄ（リジン残基数８）、

Wildのグリシン211をリジンに置換した変異型酵素・

Ｍｕｔ４（リジン残基数９）、及びセリン18、セリン78、

グリシン211をリジンに置換した変異型酵素・Mut､１３

（リジン残基数11）は培養液中から、疎水クロマトグ

ラフィー、硫安塩析、陽イオン交換クロマトグラフィ

ーにより精製した，.'･)。酵素活性はKunitz法Ⅲ)及びフ

ィブリン平板法１ｺ)により測定した。

５．酵素の保存安定性

保存安定性は15日間の保存期間中のプロテアーゼ活

性から評価した。未修飾酵素およびPEG修飾酵素を

l0mMTris-HC1緩衝液（ＳｍＭＣａｑ２、ｐＨ7.5）中、４℃あ

るいは37℃で15日間放置し、保存期間中（１，２，５，

１０，１５日目）のカゼイン分解活性およびフィブリン分

解活性を測定した。保存溶液の酵素濃度は0.2ｍｇ/mlに

調整した。

３．酵素のPEG修飾及びPEG修飾酵素の分離

PEG修飾は、平均分子量5,000の2本のPEG鎖が塩化

シアヌールにより活性化されたPEG2を用い、酵素のリ

ジン残基のアミノ基およびN末端のアミノ基との反応

により行った。３mg/mlの酵素溶液（50,Ｍホウ酸緩衝

液、ｐＨ9.3）５ｍlに活性化PEG2175ｍｇをタンパク質が

沈殿しないように少量ずつ加えて溶解し、４℃で２６時

間反応させた後、lMTYis溶液を0.5mI加えてブロッキン

グし反応を停止した。PEG修飾反応溶液（総タンパク

量；約15ｍｇ）と1.5Ｍの硫酸アンモニウムを含む40mM

Tris-HCl緩衝液（5mMCaC12,ｐＨ8.0）とを等量混和

し、075Ｍの硫酸アンモニウムを含む同緩衝液で平衡

化したPhenylSupcrosclO/10カラムに添加した。タンパ

ク質の溶出は硫酸アンモニウムの連続濃度勾配

（0.75Ｍから0.0Ｍ）により行った。溶出フラクシヨン

のカゼイン分解活性、フイブリン分解活性をそれぞ

れ、Kunitz法、フイプリン平板法により測定し、フイ

プリン分解活性の高いフラクションを回収した。ＰＥＧ

修飾酵素の分離の確認はSDS-ポリアクリルアミドゲル

電気泳動（SDS-PAGE）により行った。分離ゲルは

10％（w/V）アクリルアミドとし、各溶出フラクション

の酵素を約5ILg泳動した。その後０１％クマシープリリ

６．酵素の血中安定性

血中安定性の評価は未修飾酵素およびPEG修飾酵素

を血漿あるいはCL2-マクログロブリンと反応させた後

のプロテアーゼ活性から評価した。

6-1）062ｍｇ/ｍｌの酵素溶液（血漿凝固阻止剤として

0.38％クエン酸三ナトリウムを含む）と等量のヒト

正常血漿とを混和し、３７℃で1時間静置した後のフ

ィブリン分解活性を測定した。

6-2）Ｏ・Zmg/mlの酵素溶液とα2-マクログロブリン溶液

とをモル比に2-マクログロブリン]／[SubtUisinCIR］

がO～4となるように混和し、３７℃で1時間静置した

後のフィプリン分解活性を測定した。

７．酵素の抗原性

抗原性は酵素と抗SubtilisinCIR抗体との反応性を酵

素標識固相免疫測定法（ELISA）により測定し評価し

た'４１。
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Ⅲ結果及び考察

１．PEG修飾酵素の分離・回収

PEG修飾反応溶液からのPEG修飾酵素の分離はゲル

濾過及び疎水性カラムクロマトグラフィーにより可能

であったが、大量の試料を処理できることから、主に

疎水性カラムクロマトグラフィーにより分離した修飾

酵素を実験に用いた。図１にPhenylSuperosclO/10カラ

ムクロマトグラフィーを用いて分離した結果を示す。

図２には溶出フラクションのSDS-PAGEの結果を示し

た。高分子量の修飾酵素から順次溶出され、フラク

シヨンNo.42をピークにフイブリン分解活性とカゼイ

ン分解活性を保持したPEG修飾酵素が分離回収でき

た。フラクションNo.50以降には未反応の酵素が確認

できた。この溶出パターンは、PEG修飾により酵素分

子の親水性が増加したことを示唆している。

により酵素分子中の遊離アミノ基を定量することによ

り決定しようと試みたが、立体構造的に酵素分子内部

に位置するアミノ基との反応性や、試料中に混在する

低分子ペプチドのアミノ基との反応等の問題が完全に

は解決できず１７)、これらの方法では正確な修飾率を決

定することができなかった。よって、最終的にPEG修

飾酵素の分子量を質量分析により測定し、修飾率を決

定することとした。

MALDI-TOF/ＭＳにより活性化PEG2、PEG修飾酵素の

分子量を測定した結果を図３及び図４に示す。活性化

PEG2の分子量は、10,OOODaから13,OOODaにかけて分布

しており、平均分子量は約11,8mDaであった。
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図３TOF/ＭＳによる活性化PEG2の分子量測定

PEG2濃度；１ｍｇ/ml、マトリクス；１０mg/mlDHB

（10％エタノール溶液）、レーザー強度；2,500

3５４０４５５０５５６００

FractionNo．（1ｍ1/fraction）

図１PhenylSupcrosclO/10によるPEG修飾酵素の分離
PEG修飾反応溶液（総タンパク量；約15ｍｇ）と1.5Ｍの硫酸ア

ンモニウムを含む40mMTris-HC緩衝液（5mMCaCl2,ｐＨ80）

とを等量混和し、0.75Ｍの硫酸アンモニウムを含む同緩衝液

で平衡化したPhenylSuperosclO/10カラム（bedvolumc;８ml）

に添加した。●；フィプリン分解活性（mm2）、○；カゼイ

ン分解活性（U/ml）

PEG修飾反応溶液を試料として修飾酵素の分子量を

測定した結果、Wild酵素の場合27,729,a、39,591,a、

51,114Daにピークが現れた（図４－１）。Wild酵素の推

定アミノ酸配列より求めた分子量は27,724.82、活性化

pEG2の平均分子量は約11,800であり、それぞれのピー

クは未修飾酵素、酵素1分子にPEG2が1分子あるいは２

分子結合したものであると確認された。Mut､4、Mutl3

も同様の分子量スペクトルを示し、PEG2の最大結合数

はWild酵素と同数で、酵素１分子に３分子以上のPEG2

が結合した修飾酵素は確認されなかった。Ｍｕｔ４、

Mut13は、修飾剤の結合数の増加を目的に、Wild酵素

では８個のリジン残基をそれぞれ９個あるいは１１個

に増加した変異型SubtilisinCIRである。しかし、この

変異導入はPEG2の結合数の増加には寄与していないこ

とが明らかとなった。タンパク質を高分子修飾剤で修

飾する場合、その最大修飾率は、タンパク質分子の大

きさ、修飾剤分子の大きさ、修飾サイトの数及びその

部位により決まると考えられる。酵素分子の表面に修

飾サイトを増加させたにもかかわらずPEG2の結合数は

増加しなかったという今回の結果は、最大修飾率は前

１Ｚ３４５６７８９１０１１１Ｚユョ

jlilhJP １１l1iiil1iiiI1iiii1iiiiil
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図２PhcnylSuperose溶出フラクシヨンのSDS-PAGE

レーン１，１３；分子量マーカー、レーン2～１２；順にフラ

クシヨンNo.３７，３８，４０，４１、４２，４４，４５，４６，５２，５３

2．PEG修飾酵素の修飾率の決定

修飾率は、まずフルオレサミン法'5)及びTNBS法!`）
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図４TOF7MSによるPEG修飾酵素の分子量測定

タンパク濃度；0.3mg/ml、マトリクス；１０mg/mlシナピン酸（30％アセトニトリル）、レーザー強度；2,500

者２つの要因によるところが大きいことを示唆している。

SubtilisinC凪のＭｕｔ４と同数の９個のリジン残基を持つ

SubtilisinCarlsbergを平均分子量5,OOODaのPEGで修飾し

た場合、質量分析で確認された酵素1分子あたりのPEG

の結合数は最大５（PEGの総量;5,OOODa×5）という報

告もある'８)。また、SubtUisinCIRのMut､13と同数の１１

個のリジン残基を持つSubtilisinBPN1を活性化PEG2で修

飾した場合にもその修飾率はSubtilisinqRの場合と同様

に酵素1分子あたり2分子のPEG2が最大であった（図４

－４）。これらの結果から、分子量30,OOODa程度の

Subtilisinに導入可能なPEG2の数は酵素1分子に対しＺ分

子（ＰＥＧの総量;10,OOODa×２）が最大でそれ以上は

PEG鎖のかさ高さによる立体障害のために結合できな

いと考えられる。以上、リジン残基の増加によるPEG2

の結合数の増加は得られなかったが、PEG2の結合部位

はそれぞれの酵素で異なっている可能性があり、その

ことによる酵素の諸性質への影響は異なってくると予

想される。

また、酵素1分子に対しＺ分子のPEG2が結合した修飾

酵素はフイプリン分解活性をほとんど保持しておら

ず、線溶酵素として有用な修飾酵素はPEG2が1分子結
合したものであることを確認した○

３．PEG修飾酵素のプロテアーゼ活性

未修飾酵素とカラムクロマトにより分離回収した

PEG修飾酵素（PEG2×１）のカゼイン分解活性とフイ

ブリン分解活性をKunitz法で測定し比較した結果を図

５に示す。本酵素はWild酵素、変異型酵素とも、ＰＥＧ

修飾することによりフイプリン分解活性の低下が見ら

れたが、未修飾酵素の50~70％の活性を保持していた。

またカゼイン分解活性はPEG修飾後|ご活性の増加がみ

られ、未修飾酵素に対し160~170％の活性値を示した。

フィブリンは、フィブリノーゲンがトロンビンによ

り特異的に限定分解されて生じる難溶性画分がさらに

フイブリノーゲンと結合し二本鎖のポリマーを形成

し、これが互いに架橋し合いゲル化した不溶性のタン

パク質である'9)。本研究でのKunitz法によるフイプリ

ン分解活性の測定にはパウダー状のフィブリン塊を用
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活性が保持されていた（図７）。このように溶液状態

での保存において、PEG修飾酵素は未修飾酵素に比べ

活性低下が抑制されており、PEG修飾による酵素の保

存安定性の向上が示された．この安定性の向上は、酵

素分子自体の性質の変化より、溶液中の酵素分子間の

相互作用が変化したことによると推測される。すなわ

ち、PEG修飾酵素では、導入PEG鎖による立体効果で

酵素の活性中心にタンパク質などの高分子基質は接近

することが困難となり、自己消化が起こりにくくなっ

たと考えられる２１)。
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図５PEG修飾酵素のプロテアーゼ活性

未修飾酵素、PEG修飾酵素のカゼイン分解活性およ

びフィブリン分解活性をKunitz法で測定し、未修飾

酵素の活性値を100とした相対値を示す。
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いた。これは水溶液中ではほとんど溶解すること無く

懸濁状態であり、酵素の活性中心に取り込まれにくい

形状の基質である。PEG鎖に覆われた修飾酵素ではさ

らにその取り込みが困難になることは容易に予想さ

れ、未修飾酵素の活性値の50～70％の活性保持は十分

に良好な結果であると考えられる。一方、プロテアー

ゼの代表的な高分子基質であるカゼインの分解活性は

PEG修飾することにより増加が見られた。カゼインは

その成分中のKカゼインの親水性部分が露出したカゼ

インミセルとして存在し、水溶液中でよく分散してい

る。PEG修飾酵素のカゼインに対する分解活性の増加

は、このカゼインミセルとPEG鎖との相互作用が関係

している考えられる。PEG修飾により低分子量の合成

基質に対してはＫｍ値が減少するという結果（未発表

データ）及び報告があり２０)、PEG修飾SubtUisinCIRと

基質との相互作用については酵素学的にも興味深く今

後の検討課題である。

０５１０１５

保存時間（日）

図６水溶液中での酵素の安定性

（フィブリン分解活性）

l0mMTris-HC1緩衝液（pH7.5）中、酵素濃度0.2mg/m１，３７℃
で放置し、１，２，５，１０，１５日目のフイブリン分解活性を平板

法で測定した。保存開始時の活性値を100とした時の相対活性

を示す。●未修飾ＷＵｄ▲未修飾Mut､４■未修飾MuL13

○PEG修飾Ｗｉｌｄ△PEG修飾Mut､４□PEG修飾MuL13
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４．酵素の保存安定性

緩衝液中で本酵素を15日間放置しその間のプロテア

ーゼ活性を測定した結果、保存温度４℃では未修飾酵

素、PEG修飾酵素（修飾化度；PEG2×１）ともにフイ

ブリン分解活性、カゼイン分解活性の低下は見られな

かった。３７℃で保存した場合、フイブリン分解活性に

ついては、Wild酵素、変異型酵素いずれも未修飾酵素

が15日目に保存開始時の約60％まで活性が低下したの

に対しPEG修飾酵素は100％の活性を保持していた（図

６）。カゼイン分解活性は保存温度37℃では未修飾酵

素、PEG修飾酵素ともに保存期間中の活性低下がみら

れたが、未修飾酵素が１５日目に保存開始時の約40％ま

で活性が低下したのに対しPEG修飾酵素は70～80％の

０５１０１５

保存時間（日）

図７水溶液中での酵素の安定性

（カゼイン分解活性）

10mMTris-HCl緩衝液（pH7.5）中、酵素濃度0.2mg/m１，３７℃
で放置し、１，２，５，１０，１５日目のカゼイン分解活性をKunitz

法で測定した。保存開始時の活性値を100とした時の相対活性

を示す。●未修飾ＷＵｄ▲未修飾Mut､４■未修飾MuL13

○PEG修飾Ｗｉｌｄ△PEG修飾ＭｕＬ４□PEG修飾Mut､1３
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０００

５．血中安定性

血液中に投与されたタンパク質は様々な血中成分と

相互作用し、目的の生理活性を阻害される。本酵素の

溶液に血漿を添加した場合にも、未修飾酵素、PEG修

飾酵素ともにフィブリン分解活性の低下が見られた

が、PEG修飾酵素は未修飾酵素よりも活性低下が少な

かった。Wild酵素、変異型酵素いずれも末修飾酵素

は、血漿の添加によりフイブリン分解活性が20％にま

で低下したが、PEG修飾酵素は血漿添加後も70％の活

性を保持していた（図８）。血漿の添加による活性低

下の主たる原因として、血漿中に高濃度（２００～

400mg/dl）で存在するプロテアーゼ阻害因子α2-マクロ

グロブリンの影響が考えられる。そこで本酵素とα2-マ

クログロブリンとの直接相互作用について調べた結果

を図９に示す。α2-マクログロブリンの存在により未修

飾酵素、ＰＥＧ修飾酵素とも酵素活性が低下したが、

PEG修飾酵素は未修飾酵素に比べ活性低下は穏やか

で、酵素とα2-マクログロブリンのモル比が1以上では

PEG修飾酵素の方が高いフィプリン分解活性を示し

た。さらにこれ以上のモル比では活性値の変化は見ら

れなかった。Mut､４，MuL13もWildと同様の活性値の変

化を示しており、酵素とα2-マクログロブリンとのモ

ル比が2のときの活性値を比較すると、どの未修飾酵

素でも約20％まで活性が低下しているのに対し、ＰＥＣ

修飾酵素は全て60％～70％の活性を保持していた。
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図９酵素活性に及ぼすcL2-マクログロブリンの影響
酵素とα2-マクログロブリンとをモル比がO~4とな

るように混和し、３７℃で1時間放置した後にフイブ

リン分解活性をKunitz法で測定した。

素は、未修飾酵素に比べウサギ及びモルモットの抗

SubtilisinCIR抗体との反応性が低く（Wnd、MuL4、

MuL13いずれも未修飾酵素の約30％）、PEG修飾によ

る抗原性の低減が確認された（図１０）。PEG修飾に

よる抗原性、免疫原性の低下は本酵素の血液中での活

性保持時間の延長をもたらすものと期待される。
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SubtilisinCIR退度(､g/ｍｌ）

図１０ＥｕＳＡによるPEG修飾酵素の抗原性の評価

PEG修飾酵素と抗体との反応性をウサギ及びモルモットの抗
SubtinsmCIR抗体を用いたサンドイッチELISAで測定した。

●未修飾Ｗｉｌｄ▲未修飾ＭｕＬ４■未修飾Mut､１３

○PEG修飾ｗｉｌｄ△PEG修飾Ｍｕｔ４□PEG修飾Mut､1３

ＷｉｌｄＭｕｔ４Mutl3

未修飾酵素

ＷｉｌｄＭｕｔ４Mutl3

PEG修飾酵素

図８酵素活性に及ぼす血漿の影響

酵素溶液（酵素濃度0.2mg/ml）とヒト正常血漿を
等量混和し、３７℃で1時間放置した後、Kunitz法
でフィブリン分解活性を測定した。

１V・結語

BaciIhJSSubmiSCIR110株の高線溶活性セリンプロテ

アーゼSubtUisinCIR及びその変異型酵素のPEG修飾を

行った。その結果、酵素１分子にPEG2が１分子あるい

は２分子結合した修飾酵素が得られた。そのうちPEG2

が１分子結合した酵素に有効な線溶活性が認められ

た。PEG修飾酵素では、保存安定性、血中安定性が向

上し、さらに抗原性の低下が確認された。これらの結

６．PEG修飾酵素の抗原性

生体にとって異種タンパク質である本酵素が血液中

に投与された場合、抗体産生が起こり酵素は抗体に捕

捉され排除されてしまうことが予想される。ELISAに

より酵素と抗体との反応性を調べた結果、PEG修飾酵
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果より、PEG修飾SubtUisinCIRの抗血栓性材料への応用Tbchnoﾉ.,14,150-155（1992）

が期待される。２１）ZYang,MDomach,RAuger,Ｆ,Ｘ､Yang,ａｎｄＡＪ．
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ChemicalModifiMtionortheFibrinolyticSerineProtease

SubtilisinCIRanditsMutantEmJmesbyPolyethyleneGlycol
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ﾉｰﾉ,Rjdtzj-cho,ＯﾉﾋﾜﾉQma700-0005,ＪｔＺｐα〃

（ReceivedNovemberl,2001）

Apotentfibrinolyticsenneproteaｓｅ(SubtilismCIR)ｏｆＢａｃｊ/伽ｓ"6/肋CIR110isolatedhPomfennented

fbodhasbeenpurifiedbyhydrophobiccolumnchromatographymhighyields・Theenzymewasprovedtobea

subtilism-likesenneproteasewithtotal275aminoacidresidues，contammg81ysmeresidues，ａndit

demonstratedhighfibrinolyticactivityinPespectiveofthepresenceofplasminogenFurthennoreweprepareda

varietyofSubtilismCIRmutantenZymeshavmgadditionallysmeresidues，contaming9～l11ysineresidues，

mtroducedbyusmgsite-directedmutagenesisfbrpolymermodification.Ｆortheapplicationtoantithrombogenic

biomaterials,SubtilisinCIRanditsmutantsweremodifiedbyactivatedPEG2(2,4-bis(O-methoxypolyethylene

glycol)-6-chloro-s-triazme,ＭＷ５０００×2),andboththenativeandPEG-modifiedenzymeswerestudiedby

activityassays・ThePEG-modifiedenzymesshowedhighfibrinolyticactivity,betterstoragestability,reduced

antigenicity,andhighlyincreasedresistancetoplasmaproteaseinhibitorssuchascQ-macroglobulm,compared

tounmodifiedenzymes・ItisexpectedthatthePEG-modifiedenzymeswouldfindpotentialapplicationsin

antithrombogenicbiomaterials．


