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Studiesonmolecularrecognitiondevicesinbiosensingusingthe-Ophilicenzymesandinsupramolecularchemistry

uslngface-to-facecyclodextrindinershavebeenreviewed･Applicationorthermophilicenzymestobiosensing

receptorshasattractedmuchattention,becausethethermophilicfunctionsathightemperaturesareincomparable,and

alsothesensordurabilityisexclusivelyhighagainstvariousbuffersolutionscontainingOrganicsolvents,inorganic

salts,detergentsandmetalcomplexesatvarioustemperatures.Wehavealsobeenworkingonmolecularrecognition

devicesofmetalcomplexesasenzymemodelsandface-to-facecyclodextrindinersasmolecularcapsules･

1.分子認識デバイスによる分子情報処理

分子は原子を空間的に結合配列させて,一定の立体構造をとると同時に､特異的な分子情報を有している｡

これらの分子は､それぞれがもっている分子情報を他の分子認識デバイスに読み込ませ､それを電気あるい

は分子信号 (molecularsigna一)に変換させて､分子情報を伝達することができるoこれらの研究を行う分

野 は,分子信号 の生成や処理 ､移 動 ､変換 ､検 出 の化 学 で あって､セ ミオ ケ ミス トリー

(semiochemist｢y)とよばれる｡分子と分子が衝突してお互いの分子情報を交換して反応し､よりエネル

ギー的に安定な分子を形成する分子間の化学反応でさえも､エネルギー差があれば進行するのではなく.触

媒分子を含めた分子相互の分子認識デバイスとその場での化学結合の組み換えが起こらなければ進行しな

い｡

超分子で構築された分子認識デバイスでは分子と超分子が非共有結合的に相互作用し合い､より特異的に

分子認識が行われる｡超分子認識されることにより分子は電気化学的､イオン的､光学的､配座的な性質に

変化をきたす｡この変化を物理 ･化学的な手法で計測すると分子センサという分子デバイスが設計されるO

バイオセンシングでは､生体高分子､例えば酵素､抗体､核酸､多糖類などを分子認識デバイスのレセプタ

ーとして用いて､基質分子を反応 ･転位する際に生じる化学種を巧みに捕らえて､生体高分子の分子認識デ

バイスでそれら読みとり､分子情報を電気信号あるいは分子信号に変換する分子認識デバイスとしてのバイ

オセンサを構成する｡

この総説では､著者らの1980年からの耐熱性酵素の分子認識デバイスを用いるバイオセンサの研究､酵素

活性をもつ人工酵素金属錯体および超分子化学におけるシクロデキストリンダイマーを用いる分子認識デバ

イスとそれらの応用研究についてレビューする｡

2.分子レセプターとしての耐熱性酵素

好熱性細菌が産生する耐熱性酵素は生体系としては高温の60-110℃で基質分子を認識して反応 ･転位

する｡また耐熱性酵素はpH､化学的変性剤､界面活性剤､有機溶媒などに対して高い耐性をもっている｡

このような耐熱性酵素の高い耐性はタンパク質工学などから､タンパク質の中心コーアのポリペプチド鎖が

水素結合､疎水結合､配位結合などで総合的に強化されていることが明らかにされている｡ Fig.1に今堀
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和友先生らによる好熱性細菌から精製された耐熱性酵素､酢酸キナーゼ (AK)をバイオリアクタに利用した

ときの酵素の長期間にわたる安定性の結果を示す1㌧

00

80

60

40

20

1(㌔
)A

l!̂
!T3t!aA!}
t!P肖



界最初の応用研究例であった｡

4.耐熱性#素を利用するバイオセンサの研究の進展

さらに1986年ごろから､バイオセンサの微少化､多機能化という観点から､バイオセンサの信号変換部位で

あるトランスデューサとして,Si半導体素子を用いたマイクロバイオセンサが開発されて､盛んに利用され

るようになってきた｡その中でもイオン感応電界効果 トランジスタ(IonSensitiveFieldErrectTransistor,

ISFET)を用いるバイオセンサは各種の化学分析､医療検査計測､環境計測､食品分析などの広範な分野に応

用研究され､多項目を同時計測できるワンチップ多機能ISFETバイオセンサとして研究されてきた｡
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t16).そこでこのISFETを用いるセンサ技術を導入して.耐熱性酵素を用いるバイオセンサの研究を進めた｡

1985年に耐熱性 トレオニンデアミナーゼを用いるISFET型 トレオニンセンサ:一㌧ 耐熱性グルタミンシ

ンテターゼを用いるグルタミン酸センサト71J､耐熱性ピルビン酸キナーゼと耐熱性アデニル酸キナーゼを

共役させてAMP,ADP,ATPなどの核酸類を計測できるISFET型ヌクレオチドセンサH)､耐熱性グルコキナー

ゼを用いるグルコースセンサ''1 ll 1 -､さらに肝機能ならびに心筋梗塞の指標に使われるグルタミン酸-

ピルビン酸トランスアミナーゼ (GPT)活性センサ州､オキサロ酢酸センサとグルタミン酸-オキサロ酢酸

トランスアミナーゼ (GOT)活性センサへの応用 11 1.～)､耐熱性スーパーオキシドジスムターゼ(SOD)を用い

るスーパーオキシドセンサ 川 また､Fig.Zに耐熱性グルコキナーゼと耐熱性マルターゼを共役固定化したISF

ET型マルトースセンサのマルトースに対する検量線の温度依存性の例を示す｡これから分かるように､こ

れらの耐熱性酵素を用いるバイオセンサーは温度の上昇とともに酵素が活性化し､センサの出力が増大し､

高温安定型の特性をもっているのが特徴である川)｡これらの一連の研究の中でグルタミン酸センサはユニ

チカ (秩)との共同で実用化し､食品工業などで使われている1㌦



好熱性細菌は高温環境で生息するために溶存酸素を活用するオキシダーゼ系の耐熱性酵素をほとんど産生

しないoそのため現在は好熱性細菌の耐熱性キナーゼ系および耐熱性デヒドロゲナーゼ系の酵素を用いる電

流計測型のバイオセンサの開発とその応用の研究を進めている｡

5.スーパーオキシドジスムターゼ活性を有する分子錯体の分子認識

生体中には白血球などからでるスーパオキシド (02)という活性酸素種が存在して､免疫作用､特に病

原菌の殺菌作用などに重要な役割を演じている｡スーパーオキシドは殺菌作用後に酸化力が強いために､生

体中に残存すると細胞のDNAなどに損傷を与えて､発がんなどに関係してくるので､直ちに消去しなければ

ならないoスーパーオキシドを消去する酵素はスーパオキシドジスムターゼ (SOD)で､つぎの不均化反応を

触媒する｡

202 +2H1- 02 + Ii202 (2)

自然界には広く存在するSODは金属酵素で､活性中心の配位金属の種類により3種類に大別される｡配位金

属としてはFe,Mnなどの1核金属酵素とCu-Znの2核金属酵素などの3種類が知られている｡著者らは1992

年からSOD模擬人工酵素を目指して､ジアミン類を配位子とした遷移金属錯体を合成して､SOD活性を調べ

ていったOエチレンジアミンを3分子配位させたトリスエチレンジアミンFe(ⅠⅠ)錯体でも弱いSOD活性を示

した｡



することができることも示された川｡

しかし 肝e(TPCN)1のようなSOD酵素模擬金属錯体の場合､過酸化水素とかヒドロオキシルラジカル(･OH)

共存下では (2)の反応以外の副反応も促進することがあり､SOD酵素のようにスーパーオキシドだけに高い

分子認識機能をもたせることは困難であることも分かった｡近年SODがスーパーオキシドだけを分子認識し

て不均化するのは､酵素の活性中心の入り口のタンパク部位に存在しているスーパーオキシドだけを認識す

るチャンネル構造が重要な役割を演じていることが明らかにされている｡

6.超分子化学との出会い

著者は埼玉大学に赴任してから2年目の1978年10月に当時フランスのストラスブール大学のJean-MarieLehn

教授の講演を埼玉大学で拝聴し､感銘を受けた経験がある｡Lehnは1978年に超分子化学を提唱して世界を股

に掛けて講演され､日本にも立ち寄られ,熱気あふれる講演をされた｡講演内容は人工酵素触媒設計､電子

チャネルの分子設計､金属レセプターの多重認識などであったが､印象深いものがあったo

Lehnは1987年にこれらの研究成果が評価されて､超分子化学 (supramolecularchemistry)の研究でノーベル化

学賞を受賞している｡生体の分子認識デバイスとその特異性は実に巧妙で精微なものであるが､一つ一つの

機能はblackboxの中に覆われ解明が困難なものが多い｡Lehnのコンセプトは分子設計の手法で合成できる人

工モデル系を構成し､非共有結合的な分子認識を基本にとらえれば､解明困難な生体系の現象はより具体的

に明らかにされるという発想が中核になっている｡

著者らは埼玉大学工学部に学際科学をめざす機能材料工学科を新設するように努力し､1992年にその夢を実

現させた｡新学科には機能量子工学と機能生体分子工学の2大講座を配置し､5つの研究分野が設けられた｡

このうち機能生体分子工学講座には分子設計工学､分子デバイス工学､生体高分子工学の3研究分野が設置

された｡著者は分子デバイス工学の分野を担当することになった｡これを機会に新進気鋭な石丸雄大助手を

共同研究者に招いて､長年抱いていた生物無機化学の研究を一段と進展させる超分子化学の研究を開始した｡

7.超分子シクロデキストリンダイマーの分子認識機能

シクロデキストリン (CD)は一般にD-グルコースがα1-4で連結したグルコース残基が6から8個からな

る円環状のオリゴ糖分子で､環の中の空洞は疎水的であり､キャビティ一に疎水分子を特異的に分子認識 ･

包揺するので,超分子化学の立場から人工酵素の結合部位または抗体モデルとして研究されているD



Breslowらはedge-to-edgeCD2量体がある種のホスト分子と抗原一抗体の結合に匹敵するほどの大きな結合

定数 10"M 】をもつことを兄い出し､抗原一抗体の強い結合も人=モデル系で実現できることを実証して

いるコl-｡

oe

NaOH

dryDMSO

dryDMSOFig.5Syntheticschemeofasecondaryface-t〇･facecyclodextn'n

ateach2･poSition

t22I.そこでわれわれの研究室ではFi8.5に示すように､2モルのCDをdry-DMSO中でNaOH存在下で

2,2■-ビスプロモメチルベンゼンのようなリンカーと反応させるとそれぞれのCDの2位の炭素の水酸基に結

合したface-to-faceCDダイマーが収率よく合成されることを兄い出したH'-Oこの新しいface-to-faceC

Dダイマーはホスト分子を高い結合定数で分子認識することができるだけでなく､各種のホスト分子をダイ

マー分子カプセルとして包接するので､食品化学､物質分離材料､医薬品､化粧品､農薬､繊維および樹脂

などのコーティング剤､ ドラグデリバリーシステム (DDS)などの広範な分子デバイス分野に応用されることが期待される｡

8.おわDにここで紹介したように,近年バイオセンサもレセプターとして超分子の分子認識デバイ

スを利用する研究が多く報告されるようになり､両者のバイオミメティックな接点はますます密接さを増し

､分子認識デバイスとしての応用を拡げつつある｡今後の超分子デバイス分野の研究の進

展に期待したい｡最後に耐熱性酵素を利用するバイオセンサの研究では国立リハビリテーションセンター

研究所の碇山義人研究部長､本学情報システム工学科の勝部昭明教授と機能材料工学科の伏見譲教授に有益

なご助言をいただいた.またスーパーオキシドデスムターゼ模擬人工酵素錯体の研究は､いつもお世話にな

っている分析センターの佐藤勝助教授との共同研究である｡さらにシクロデキストリンの研究に関して機能

材料工学科の葛原弘美教授から有益なご助言をいただいた｡研究に果敢に挑戦し､推進してくれた本学大学

院生､留学生､卒研生と共に感謝
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