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要約 

 
線溶系の破綻は心血管疾患や脳梗塞などの血栓性疾患の発症進展に関与している。したがって、線溶

活性を亢進させる物質は、これらの疾患の予防に有用であると考えられる。本研究において、我々は、

新たな線溶活性亢進物質の探索を目的として、バチルスズブチリス AK 株と乳酸菌の代謝産物の抽出液

である、エンザミンの線溶活性に対する効果を生体外と生体内で検討した。 
 合成基質法（H-D-Val-Leu-Lys-pNA（S-2251））とフィブリンプレート法を用いた生体外での検討に

おいて、エンザミンは組織型プラスミノゲンアクチベーター（t-PA）によるプラスミン産生を亢進させ

た。しかし、ウロキナーゼ型プラスミノゲンアクチベーター（u-PA）によるプラスミン産生への影響は

認められなかった。また、フィブリンザイモグラフィー法での検討において、培養血管内皮細胞の細胞

溶出液および培養上清中の t-PA によるプラスミン産生の亢進も認められた。さらに、１％濃度のエン

ザミン溶液をマウスに経口投与した結果、血漿ユーグロブリン分画における t-PA によるプラスミン産

生が 1.7 倍に増加した。 
 結論として、エンザミンは、血管内皮細胞から放出される t-PA を介したプラスミン産生を亢進させ

る効果を有しており、血栓性イベント発症を予防するための有用なサプリメントとなる可能性がある。 
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1. 緒言 

 

 線溶系はフィブリンの分解により血液循環の

恒常性の維持に関与している。線溶系の主要な因

子であるプラスミノゲンは、組織型プラスミノゲ

ンアクチベーター（t-PA）やウロキナーゼ型プラ

スミノゲンアクチベーター（u-PA）などのプラス

ミノゲンアクチベーターによって、活性化体のプ

ラスミンに変換される[1]。t-PA は血管内線溶に

おける主要なプラスミノゲンアクチベーターで

あり、u-PA は細胞外のタンパク質分解に関係し

ている。線溶活性は、プラスミノゲンの活性化の

阻害（阻害剤：PAI-1）とプラスミンの阻害（α２

アンチプラスミン）により調節されている[2]。生

理的条件下においては、凝固と線溶のバランスが、

循環血中における恒常性を維持している。しかし、

心血管疾患や脳梗塞などの病態生理的条件下で

は、このバランスは変化する。つまり、線溶系の

破綻は、これらの疾患の進展に関与している[3,4]。
したがって、線溶活性を亢進する物質はこれらの

疾患の予防あるいは治療に有用であると考えら

れる。 
 これまで、ストレプトコッカス属やバシルス属

など、さまざまな微生物から線溶活性亢進物質が

発見されてきた[5]。ストレプトキナーゼなどの微

生物由来の線溶酵素は臨床に用いられている。さ

らに、微生物由来の線溶亢進物質は、食品に添加

するなどして摂取することにより、線溶活性を亢

進し、血栓症を予防できる可能性がある。 
 エンザミンは、熱処理や X 線処理および酸処理

などの厳しい条件下で選択された、活性酵素の分

泌がさかんなバチルスズブチリス AK 株と、乳酸

菌の代謝産物の抽出物である[6]。さらに、エンザ

ミンは長期熟成と自己消化によって作り出され

た、たくさんの活性酵素を含む、分子量 500 以下

の低分子タンパク質を豊富に含んでいる[6,7]。こ

れまで動物実験において、心血管疾患に深く関連

がある高血圧や糖尿病に対して、エンザミンによ

る改善効果が示されているが[6,8,9]、線溶活性に

対する効果は明らかではない。 
 そこで、本研究において、エンザミンの線溶活

性に対する効果を生体外と生体内において検討

した。 

2. 試薬と方法 

 
1) 試薬 

 
以下の試薬は、次に示すそれぞれの会社から購

入した。H-D-Valyl-L-leucyl-L- lysine-pnitroanil 
-ide （S-2251）（Chromogenix; Milan, Italy）、
ヒトウロキナーゼ型プラスミノゲンアクチベー

ター （u-PA）, ヒト組織型プラスミノゲンアク

チベーター  (t-PA), ヒトトロンビン  (Cosmo 
Bio; Tokyo, Japan)。 エンザミン 20 倍濃縮液は

株式会社エンザミン研究所（Osaka, Japan）より

提供された。  
 
2) 合成基質を用いたプラスミン産生の測定 

 
t-PAとu-PAによるGluプラスミノゲンの活性

化に対するエンザミンの効果を合成基質法で評

価し た [10] 。 エンザミン （生理食 塩水で

0.04~100%に希釈したもの）の存在下および非存

在下において、Glu プラスミノゲン（100 μM）

と S-2251（0.5 mM）を、t-PA（10 IU/ml）ある

いは u-PA（2 IU/ml）とともに、96 ウェルプレー

トにて 37℃で 2 時間インキュベーションした。

S-2251 の加水分解による発色をプラスミン活性

として、マイクロプレートリーダー（Thermomax 
TM, Molecular Devices; Sunnyvale, CA, USA） 
にて検出した。 
 
3) フィブリンプレートを用いた線溶活性の測定 

 

エンザミンの線溶活性に対する効果をフィブ

リンプレート法にて測定した。すなわち、2 ml
の生理食塩水に溶解したトロンビン（10 NIH 
U/ml）と、25 mM バルビタール酸ナトリウム、

50 mM NaCl、25 ｍM CaCl2を含むウシ由来プ

ラスミノゲン含有フィブリノゲン溶液（1.5 
mg/ml、Organon Teknika; Dublin, Ireland）を

直径 9 cm のプレート中で混和した。プレートは

室温で 2 時間放置し、線溶活性測定に用いた。25 
IU/ml の t-PA と 30 mM の NaCl にエンザミン

（0.04～100％に生理食塩水で希釈したもの）を

添加するものと添加しないコントロールを作成
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し、プレートに滴下した。室温で 18 時間インキ

ュベーションした後、溶解面積を測定した。 
 
4) ザイモグラフィーを用いた線溶活性の測定 

 
u-PA と t-PA の活性を以前報告されている方法

で測定した[11]。すなわちウシ由来プラスミノゲ

ンリッチフィブリノゲンと 0.056 NIH U/ml のト

ロンビンを含んだ 10％のポリアクリルアミドゲ

ルを用い、タンパク質試料を泳動し、その後、2.5％
のトリトン X 溶液中に 60 分間浸漬した。そして

反応液（0.5 M Glycine–HCl, pH 8.4）にて 37℃
で 18 時間インキュベートした。ゲルをクマシー

ブルーR250 液で 1 時間染色し、青い背景に白い

バンドが検出されるまで、脱色液で数回洗浄した。 
 
5) 細胞培養 

 
マウス由来脳血管内皮細胞 bEnd.3細胞を 10％

ウシ血清（Fetal bovine serum（FBS）, American 
Type Culture Collection; Manassas, VA, USA）

含有の DMEM（Wako Pure Chemical Industries, 
Osaka, Japan）中で 37℃、5％CO2 条件下で培

養、維持した。bEnd.3 細胞を 24 ウェルプレート

に播種し、10％FBS 含有 DMEM で培養した。コ

ンフルエントに達してから 3 日後にエンザミン

（0.001～0.1％に生理食塩水で希釈したもの）を

添加した血清を含まない DMEM 中で 6～12 時間

培養した。それぞれの時間において、細胞溶解液

と培養上清を回収した。 
 
6) エンザミンのプラスミノゲンアクチベーターに対する

結合能の解析 

 
エンザミンの t-PAとu-PAに対する結合能を生

体分子相互作用解析システム IAsys（Affinity 
Sensors; Saxon Hill, Cambridge, UK）を用いて

測定した。10 mM の酢酸ナトリウム（pH 5.0）
に混和した t-PA と u-PA（100 μg/ml）をカルボ

キシメチルデキストランでコーティングしたバ

イオセンサーキュベットに結合させた。エンザミ

ン（生理食塩水で 1～20％に希釈したもの）の

t-PA と u-PA に対する結合は、少なくとも 5 分間、

50 ml の 25 ｍM リン酸バッファー（pH 7.4）中

においてリアルタイムで測定した。結合の指標は

会合相 と解離相の結合反応を FastFit ソフトウ

ェア（Affinity Sensors）を用いて計算した。 
 
7) 動物実験 

 
雄性 C57BL6/J マウス（11 週齢）は日本クレア

（Tokyo, Japan）から購入した。150 μl の生理食

塩水あるいは生理食塩水で希釈したエンザミン

（0.008～25％）を、マウスの胃内に投与した。

同濃度同量のエンザミンあるいは生理食塩水を、

投与 1 回目から 30 分後に、もう一度投与した。

そして、2 回目の投与から 90 分後にマウスを麻酔

し、血液を採取した。血漿のユーグロブリン分画

の分離は以前報告されている方法で行った[12]。
この分画の t-PAとu-PAによるプラスミンの産生

は、上記に記載したフィブリンザイモグラフィー

を用いて測定した。すべての実験は、National 
Institute of Health （NIH）のガイドラインおよ

び近畿大学動物実験施設の定めた規定に従った。 
 
8) 統計解析 

 
統計解析は、スチューデントの t 検定を用いて

行い、P<0.05 を有意差ありとした。 
 

3. 結果 

 
1) 生体外における t-PA および u-PA によるプラスミン

産生に対するエンザミンの効果 

 
まず、t-PA および u-PA によるプラスミン産生

に対するエンザミンの直接の効果を、合成基質

S-2251 を用いて検討した。その結果、エンザミ

ン処理によって t-PA によるプラスミン産生の亢

進が認められた（Fig. 1A）。しかし、u-PA による

プラスミン産生への影響は認められなかった

（Fig. 1B）。また、エンザミンはフィブリンプレ

ートにおいて t-PA による線溶活性を亢進した

（Fig. 2）。これらのデータから、エンザミンが

t-PA によるプラスミン産生を亢進することが示

唆された。 
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Fig. 1 合成基質 S-2251 を用いた、エンザミンの存在下および

非存在下における t-PA (A)あるいはu-PA (B)によるプラスミン産

生の検討。結果は平均値±標準偏差で示している。* P<0.05; ** 
P<0.01; vs. エンザミン非投与群 (各群ｎ＝5) 
 

 
2) 血管内皮細胞に対するエンザミンの効果 

 
細胞レベルでプラスミン産生に対するエンザ

ミンの効果を評価するために、エンザミンととも

にインキュベーションした bEnd.3 細胞の細胞溶

解液と培養上清における t-PAとu-PAによるプラ

スミン産生を、ザイモグラフィーを用いて測定し

た。6 時間と 12 時間のエンザミン処理の両方で、

bEnd.3 細胞の細胞溶出液において、t-PA による

プラスミン産生が亢進された（Fig. 3A）。さらに、

培養上清においても同様にエンザミン処理によ

り t-PA によるプラスミン産生が亢進された（Fig. 
3B）。しかしながら、エンザミンは、bEnd.3 細胞

の細胞溶出液および培養上清における、u-PA に

よるプラスミン産生には影響を与えなかった（デ

ータ未発表）。これらのデータから、エンザミン

が血管内皮細胞における t-PA の産生と放出を亢

進することが示唆された。 

 

 
Fig. 2 フィブリンプレート法を用いた、エンザミンの t-PA を介

した線溶活性に与える効果の検討。結果は平均値±標準偏差で示

している (各群ｎ＝5) 。 
 
 
 

3) t-PA あるいは u-PA に対するエンザミンの結合 

 
エンザミンの t-PAあるいはu-PAに対する結合

能を、生体分子相互作用解析システム IAsys を用

いて測定した。この解析によりエンザミンが濃度

依存的に t-PA と結合することが明らかとなった

（Fig. 4）。エンザミンの u-PA に対する結合も検

出されたが、その結合能は、t-PA のそれと比較し、

著しく小さいものであった（データ未発表）。 
 
4) マウス血漿のユーグロブリン分画における t-PA お

よび u-PA によるプラスミン産生に対するエンザミンの

効果 

 
エンザミンの効果を生体内で評価するために、

エンザミンをマウスに経口投与し、血漿中のユー

グロブリン分画における t-PAおよびu-PAによる

プラスミン産生に対する効果を検討した。その結 
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Fig. 3  6 時間および 12 時間のエンザミン処理が bEnd.3 細胞の

細胞溶解液（A）と培養上清（B）における t-PA によるプラスミ

ン産生に与える効果の検討。 

 

 
Fig. 4 生体分子相互作用解析システム IAsys を用いたエンザミ

ンの t-PA に対する結合能の検討 

果、0.2％と 1％濃度のエンザミンの経口投与は

t-PAによるプラスミン産生をおよそ 1.7倍に増加

させた（Fig. 5）。しかし、生体外の検討同様に、

u-PA によるプラスミン産生には影響を与えなか

った（Fig. 5）。 
さらに、エンザミンの効果の持続時間について

も検討を行った。1％濃度のエンザミン投与によ

る線溶活性の亢進は経口投与 2時間後に認められ、

その亢進効果は 4 時間後においても認められた

（Fig. 6）。 
 

4. 考察 

 
本研究において、我々はバチルスズブチリス

AK 株と乳酸菌の代謝産物の抽出液であるエンザ

ミンが、血管内皮細胞における t-PA の産生・放

出を増加させることにより、プラスミン産生を亢

進することを生体外と生体内の両方で証明した。 
血管内における線溶活性は t-PA とその阻害物

質であるPAI-1とのバランスによって決定される

[13]。肥満や脂質異常症および高血圧などの心血

管疾患や虚血性脳梗塞のリスクファクターをも

つ患者は、血中 PAI-1 濃度が増加しており、結果

として t-PA 活性が抑制される[14-16]。さらに、

t-PA 活性の減少は、深部静脈血栓症（Deep vein 
thrombosis（DVT））の発症とも関連がある[17]。
ゆえに、t-PA 活性の亢進はこれらの血栓性疾患の

発症進展の予防に有用である可能性がある。これ

まで、血栓疾患を臨床で治療する目的で、血管内

皮細胞における t-PA 産生・放出を亢進する化学

物質の開発が試みられてきた [18-20]。しかしな

がら、これらの開発は、予期せぬ副作用により失

敗してきた。ゆえに、安全性の高い微生物由来の

線溶亢進物質に注目が集まっている。 
本研究において、我々は、微生物由来産物であ

るエンザミンが濃度依存的に血管内皮細胞の細

胞溶解液と培養上清において t-PA によるプラス

ミン産生を濃度依存的に亢進させることを示し

た（Fig. 3）。これらのデータからエンザミンが血

管内皮細胞からの t-PA の産生と放出の促進によ

る線溶活性亢進効果を有することが示唆された。 
この効果を生体内で確認するために、エンザミ

ンをマウスに経口投与し、t-PA によるプラスミン 
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Fig. 5 エンザミン（投与 2 時間後）のマウス血漿ユーグロブリ

ン分画における t-PA（上グラフ）および u-PA（下グラフ）によ

るプラスミン産生に対する効果の検討。結果は平均値±標準偏差

で示している。* P<0.05; ** P<0.01; vs. エンザミン非投与群 (各
群ｎ＝5) 
 
 
産生に与える効果を検討した結果、マウス血漿中

のユーグロブリン分画において t-PA によるプラ

スミン産生を 1.7 倍に増強させた（Fig. 5） 
エンザミンはバチルスズブチリス AK 株と乳酸

菌の代謝産物を長期熟成・自己消化させることに

よって作られる。この熟成と自己消化が分子量

500 以下の物質を主要な構成成分とするエンザミ

ンを作り出す[6,7]。もしかすると、この低分子化

が消化管からの吸収を容易にし、血中において線

溶活性を示したのかもしれない。 
また、本研究において合成基質S-2251（Fig. 1）

とフィブリンプレート（Fig. 2）を用いた生体外

での検討において、高濃度のエンザミンは t-PA
によるプラスミン産生を亢進することが認めら

れた。高濃度のエンザミンは t-PA によるプラス 

 

 
 
Fig. 6  エンザミンのマウス血漿ユーグロブリン分画における

t-PA（上グラフ）および u-PA（下グラフ）によるプラスミン産

生に対する時間依存的効果の検討。結果は平均値±標準偏差で示

している。* P<0.05; ** P<0.01; vs. エンザミン非投与群 (各群ｎ

＝5) 

 
 
ミン活性を直接亢進させるのかもしれない。 

エンザミンのような内因性の t-PA 活性を促進

する線溶活性亢進物質は、脳梗塞の治療に有用か

もしれない。精製されたヒト t-PA は、急性脳梗

塞発症後 3 時間以内に限り、その治療に有効であ

る[21]。しかし、3 時間を超えた大量の t-PA の投

与は、出血や、t-PA-Lipoprotein-related protein
（LRP）の経路を介したマトリックスメタロプロ

テアーゼの活性化による神経毒性が増加する[22]。
エンザミン投与により t-PA の投与濃度を減少さ

せることができれば、t-PA による副作用を軽減で

きるかもしれない。すなわち、t-PA とエンザミン

の同時投与は、これらの問題を解決してくれるか

もしれない。 
また、生体分子相互作用解析システム IAsys に
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よる解析により、エンザミンには t-PA に強く結

合する物質が含まれることが明らかとなった

（Fig. 4）。ゆえに、エンザミンは t-PA と直接反

応し、その活性を亢進しているのかもしれない。

さらに、エンザミンはその製造過程で 85℃以上の

熱で処理されるため、エンザミンに含まれる線溶

活性亢進物質は、熱耐性がある分子量 500 以下の

低分子物質である可能性がある。これらの物質の

同定と、その物質の効果の検討が今後必要である。

さらに、エンザミンが血栓性疾患の発症を予防で

きるかどうかを明らかにするために、臨床試験が

必要であると考えられる。 
本研究は、エンザミンが生体外と生体内におい

て、t-PA によるプラスミン産生を亢進させるとい

った線溶活性亢進効果を有することを証明した。

エンザミンは、健康維持のためにすでに広く使わ

れており、さらに副作用は報告されていないため、

血栓性疾患予防のための有用なサプリメントと

なるかもしれない。
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