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マイクロプレートを使用したフィブリングル溶解酵素活性測定法の開発
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【目的】 納豆菌は蒸煮大 豆に生育するとき、菌 体外にフィブリングル溶 解酵 素(ナットウキナーゼ)

を生産する。納豆を食べると、血液中の線溶系酵素活性が高まることから、血栓症の予防･ 治療に

効果があると期待されている。既存のフィブリングル溶解活性測定法(fibrin 平板法) は、操作に高

度の熟練を要し、一度に多数の検体を処理できないこと､ 反応時間とゲル溶解面積が比例関係に

ないなどの欠点がある。そこで、迅速、簡便で信頼性の高いフィブリングル溶解酵素活 性測定法の

開発を検討した。

【方法】96 穴マイクロプレートの各穴にバルビタール塩酸緩衝液に溶解した0.4% フィブリノーゲン

溶液200 μ|とトロンビン0.13 単位を加え、フィブリングルを作製し、これを基質とした。一方、納豆

に９倍 容の生 理食塩水を添加し、ホモジナイザーで磨砕し、遠心上 清を納豆粗酵素溶液とした。

37°Ｃに保ったマイクロプレート中のフィブリングルに、納豆粗酵素溶液100 μ| を重層して酵素反応

を開始し、ゲル吸光 度の変化を630nm で60 分間経時 的に測定した。

【結果】 粗酵 素溶液をフィブリングルに重層後、630nm におけるゲル 吸光度は60 分間直線的に

低下したことから、ゲル吸光度の減少速 度を酵素活性値として用いた。ゲル吸光度の減少速度は

酵素濃度と比例関係にあった。また、マイクロプレートを用いたワイプリング ル溶解酵素活性値は、

既存のフィブリン寒天平板法やplasmin 活性測定用人工基質を用いた測定法で得られた値と高い

相関を示し、信頼性の高い値と思 われる。本法は、簡便な操作で多数 の納豆中のフィブリングル

溶解酵素活性を60 分以内に測定できる点に特徴がある。
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（目的）海岸沿いに生育している野草の中には，くこ，いそがき，よもぎ，ぼうふう，お

かひじき等現在でも食用に供されているものが多くある。これら植物は，その特異な生育

条件から有用な成分を含んでいる可能性が高い。今回は，よもぎを中心に変異原物質に対

する抑制因子について検討することにした。

（方 法）脱変 異原活 性の測 定は,  Ames test の矢 作らの変 法によった。変異原物質は

Trp-Pl  （十S9) と1－ニトロピレン(-S9 ）を，菌株信s. typiumurium  TA98 を用いた。

活性を示した画分に対しては各種クロマトグラフィーに供し，活性成分の精製を試みた。

（結果及び考察）くこ，いそがき，よもぎ，ぼうふう，おかひじきの水抽出物については，

それぞれ.40～95 ％の脱変異原活性を示した。特に活性の高かったよもぎの脱変異原成分

を精製する目的で,  70％アセトン抽出物を極性の異なるヘキサン，ベンゼン，酢酸エチル

で順次抽出し脱変異原活性を測定したところ，ヘキサン画分で45 ％, ベンゼン画分で65

％, 酢酸エチル画分で60 ％とベンゼン画分および酢酸エチル画分に強い活性が認められた。

そこで，両抽出物について酸性，中性，塩基性画分に分離し，さらにSephadex LH-20 や

逆相等各種クロマトグラフィーに供し. 活性成分の本体を明らかにしようと試みている。
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