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バイオエレクトロニクスと耐熱性酵素の利用

1.バイオセンサの歴史的撞隷

バイオセンサは1962年に固定化した辞素膜と電

気化学ディバイスを組み合せたClarkの酵素電庫

から出発した｡これを第一世代のバイオセンサと

しよう1.'1970年代に入って第二世代のバイオセン

サが開発され,辞薫免疫サー ミスタ,酵素サーミ

スタ,動植物組織,オルガネラ(Organella,ミトコ

ンドリヤや葉緑体のような細胞小器官で一定の機

能をもつ構造単位),微生物をレセプタとするセン

サが開発された｡さらに1980年代になってバイオ

センサは構造を微小化の方向にむかい,半導体素

子を用いた第三世代のBio-FETセンサへと進展

しT=2三Ⅰ｡nsensitiveFETセンサはSiチップの表

面をSio2-Si3N.膜で覆い,表面に吸着する化学種

によって生ずる電位変化を電界効果 トランジスタ

(PET)で増幅する方式を取っている｡これによっ

て超微小グルコースセンサなどが可能になり,坐

体内への直接植込みが可能な人工すい族が開発さ

れT=3!このほかバイオア7イニティセンサ,発光

免疫センサ,発光酵素免疫センサなどは第三世代

のバイオセンサであろう｡

バイオセンサが微小化さ

れるに伴い,集積化が進み,

多くの化学種の同時計測が

可能になり,味覚やにおい

のセンサも実用化されると,

ロボット技術と合流して新

しいメカトロニクスの技術

が誕生するであろう｡バイ

オセンサは,第四世代を迎

えて新たな展開をみせよう

としている｡ここではもう

バイオセンサの範囲を超え

て､バイオエレクトロニク

埼玉大学工学部応用化学科 飯 田 武 揚

スという新分野へ突入している｡神経工学,生物

化学素子,およびバイオコンピュータの時代であ

る｡

2.酵素の安定性の向上

バイオセンサを実用化してゆく際に問題になる

ことはレセプタに用いる酵素の安定性を向上させ

ることである｡酵素は固定化するごとによって多

少安定化されるが,酵素がタンパク質である限り,

本来不安定なものであるから,数週間で変性し失

活するのが普通である｡

そこで群素そのものを安定化することはできな

いかという研究が行なわれている｡この分野の研

究には二つの流れがあり,一つは好熱菌のような

高温環境下 (50-90℃)で生育している微生物よ

り耐熱性辞素を抽出しようという研究であり,二

つは遺伝子工学の技術を利用するプロティンデザ

インにより酵素に耐熱性を持たせる研究である｡

確かにこの二つの研究は相補的に進める必要が

あると思われるが,辞素がなぜ耐熱性をもってい
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)るのか現在のところ明確な答が出ていない現状で,

耐熱辞素の設計原理をどのようにしていいのか不

明である.既存のデータを整理し､7.ミノ酸

の置秩, ドメイン同志の置き変えをルール化してゆ

く方法が取られているが,かなりの時間を要する

であろう｡2-1 酵素を構成するタンパク質の

構造酵素の安定化を進める基礎知識としてタンパク

質の構造を理解する必要がある｡酵素はおよそ数

百個のαアミノ酸から構成されているが,20種類のアミ

ノ酸をn個つないで, タンパク質を構成する組み合せは20mとなり,n-10としても1013

個という天文学的な数字

になってくる｡タンパク質の構造中の一つのアミノ酸残基

を変えても,三次元構造が著しく変化する｡ア

ミド基 (Fig.2)は40%の二重結合性をもち平面を

作っているので,タンパク質はα-らせん構造をとり,

Fig.3に示すように空間に規則正しく折りたたまれる｡1対づつあるイミノ基(NH)とか レポ

ニル基はそれぞれtrans型になってお互いに遠ざ

かり,かき高い側鎖Rは空間的に障害のない方向

-突出している｡水素結合が構造を安定化している｡

毛髪や羊毛に蒸気を吹きつけながら引張ると, タン

パク質はβ-構造をとって伸長する｡ β-構造

はFig.4に示すように平行するポリ

ペプチ ド鎖の間にびっしりと水素 結合を形成し

た構造になぅている｡;(,,.;i･,㌔ ･す㌔･･+pl1 夷
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タンパク質が高い機能をもつために

はα-らせんやβ-構造を作って折りたたまれ球状になる必要がある｡折りたたむ力は "ちょうつがい"のシステイン残基,側鎖がもつ静電

引九 疎水性アミノ酸間の集合力,さらにはカルボニル基の0とアミノ基のHとの間に生じる水素結合などである｡

多くの酵素がFlg.5に示すように多くのサブユニットが全合して構成され,サブユニット

間の相互作用が安定化に役立ち,酵素はアロス

テリックな阻害を受ける｡

3.好熱菌の耐魚

酵素31

1 好熱菌の性賞好熱菌はほかの生物が死滅する高温で生きてゆ

ける微生物であるoタンパク質や核酸が

変性失活するような50-80℃の温度を好んで増殖する｡よ

Fig･6scl旭血atlcdraVlngrepresentingthe



どを要求し,グリコ-スまたはサッカロースを炭

素源,塩化アンモニウムを窒素源として与える｡

中等度好熱菌のBacillusstearothermophilus(Bs

菌)は土壌などに分布し,胞子を作り,海洋,河

川,土壌などの広い領域に分布している｡Bs菌の

外観はFig.7に示すものとほとんど同じであるが,

細胞の表面構造はグラム陽性菌固有の細胞壁一内

膜の二層構造をとり,外膜がないcBs菌は温度に

対する適性が

幅広く,55℃

で生育する菌 C

すべてを含む｡

通性好熱性の

ものと,偏性

好熱性の双方

が混っている｡

この菌は常温

に放置すると

死滅するが,

胞子は安定で

ある｡

好熱菌には

FIB.7 N
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lに作用する尿素,グアニジンを添加してみよう

｡Fig.8に尿素を添加していったときの

常温菌と好熱菌のスレオニンデアミナーゼの活性

変化を示す｡好熱菌の酵素は7Mの尿素牡鹿でも80%

の活性を保持し,常温菌の辞素が4M浪度で完全に

失活するのを見ても,好熱菌の水素結合は強固な

ことがわかる｡界面活性剤,SDSはタンパク

質と強い親和性をもち,辞素を変性させる｡F

ig.9に示すように好熱菌のグリセルアルデヒド-3-リン酸テヒ 0.OOl

0.01 0.1 1 JOSodiLJnDodecylSulfote(Nt‡)
Fig.9Inactivation

ofglyceral-dehydepho叩hatedehydrog

ena8e(GAPDH)

causedbySDSドロゲナ-ゼ

はうさぎの酵素と比較して0.1%のSDS添加

に対しても活性が落ちていない｡有機溶媒を加

えると疎水結合が弱まり,静素は失活する｡しかし

Fig.10に示すように高度好熱菌のグリセル

アルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼはアル

コールの添加とともに逆に活性化され,無添加の

ときの5倍の活性を示している｡この性質を利用

して好熱菌の酵素を有機溶媒中で化学修飾したり,



ニット間の静電結合がいくらか多いこ

とが指摘されただけに止まった｡

このようにⅩ線構造解析による立体

配座の決定を行なっても,耐熱化機構

の決定的な知見が得られていない｡現

在スパーオキシドテ■スムターゼやフェ

レドキシンのX線解析が進行中である

が,決定的な説明を得ることは難しい

ものと界われる｡

以上要するに,好熱菌の酵素の耐熱

化機構は何か特定の結合に依存してい

るのではなく,水素結合,疎水結合,

静電結合,サブユニット相互作用など

の協同作用による微妙な構造変化によ

っていると思われる｡
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.
耐熱性酵素の 利用

4-1バイオリアクタへの
応用

耐熱性辞素の長期安定性を利用してバイオリア

クタを構築する試みは1978年より,
今堀と中島ら

によって開始されている｡
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めにATPを再生産するサブシステムの構成をFig.11に示す｡Bs菌由来の酢

酸キナーゼを活性CH-Sepharose4B上に固定化し, カラムと

して充填している｡システムは,辞素反応,

基質,オー トサンプラ,分析,コントロールユニッ

トの5Tlme(nlOnth)Fig.12Stabill亡yOf亡helmot)llizedenzyme.

ThefreeenzyTneWasPreservedina25mM

phosphatebuffer,a亡pt17.5at

4oC.(今堀和友,バイオリ

アクタサブシステムの研究的尭報令書 P.3-9.(1979日

-34- 部から成り立ち,コントロールユ

ニットのマイコンがすべて自動的に反応

をコントロールしている｡このバイオリ

アクタはFig.12に示すようにきわ

めて安定で,一年間の連続使用に対して

も初期活性の90%を保持していた｡

4-2 バイオセンサへの応用今堀と

中島らのバイオリアクタの研究を見て,

好熱菌の酵素の安定性に魅せられた我々の



好熱菌よりスレオニンデアミナーゼを抽出したと

ころ,この辞素の安定性は予想通りよく,溶液中

で静索は2ヶ月経過しても60%以上の活性を保持

していた｡ポリアクリルアミドゲル中に固定化す

ると,一年経過しても90%の活性を保持していた｡

我々の初期の目的である一年間安定なバイオセン

サの構想は図星であった｡ この結果を1983年の

･L化学センサ国際会議 (福剛 ,で発表し1=8!さら

にFET上に辞素を固定化したISFET型スレオニ

ンセンサの研究を行なっT=9!次に取り組んだ研究

はグルタミン酸を計測できるバイオセンサの開発

であったloO'Bs菌よりグルタミンシンテターゼを抽

出し,アンモニア電凍上に岡安化してグルタミン

酸センサを構築したOグルタミンシンテターゼも

きわめて安定であり,ポリウレタン膜に固定化し

たものは一年以上活性を保持していた｡
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