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研究成果の概要（和文）：従来の固定化酵素は一旦失活してしまうと、その機能を回復させることは困難であ
る。一方、酵素自体はタンパク質であり、可溶化剤によってポリペプチドの一次構造までほどくと、その後可溶
化剤を取り除くことで、本来の三次元構造と機能を回復すること（リフォールディング）が可能である。一方で
材料表面に方末端を固定化したグラフト鎖は可逆的な振舞いを示す。そこで、本研究においては、酵素をグラフ
ト鎖として材料表面に固定化することで、固定化酵素のリフォールディングを可能とする再生可能型の酵素固定
化法の開発を行った。また様々な材料表面を簡便にグラフト鎖で機能化する大気圧プラズマグラフト重合法の詳
細を研究した。

研究成果の概要（英文）：Conventional immobilized enzyme is hard to recover its function once 
denatured. On the other hand, in the case of free enzyme as protein, after unfolded to a linear 
chain of amino acid sequences with denaturant, it can recover its function by removing denaturant to
 refold the active 3D structure. In the conventional design, immobilized enzyme is hard to refold, 
because the structure was stiffly anchored to mitigate the inactivation of protein. In the present 
study, novel type of immobilized enzyme was designed, which can recover its function reversibly by 
unfolding/refolding by temporary and subsequent covalent immobilization with terminal groups. The 
specific functional groups for both fixation were introduced to a model protein and to a material 
surface respectively, and they were combined in order. Further, atmospheric-pressure plasma graft 
polymerization technique was thoroughly investigated to facilitate the functionalization of material
 surface.

研究分野： 化学工学

キーワード： 固定化酵素　タンパク質　リフォールディング　大気圧プラズマ　グラフト重合
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研究成果の学術的意義や社会的意義
酵素は高い基質特異性を持ち、副生成物の少ない高選択的な反応を可能とする優れた生体触媒であり、分離操作
を必要としない化学プロセスへの応用が見込まれる。一方で、酵素は化成品と比べると高価な上、失活しやすい
ため、失活を防ぐ目的で酵素の固定化法が開発されてきた。しかし従来の固定化法では一旦失活すると機能回復
が極めて困難である。本課題では、失活しても容易に機能回復を可能とする固定化酵素設計により、高価故に見
送られてきた機能性酵素を再度実用化に近づけることを可能とする。また、グラフト鎖導入を簡便に行う手法を
開発したことで、様々な材料の表面に、種々の高機能を付与することが可能になった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

酵素は高い基質特異性を持ち、副生成物の少ない高選択的な反応を可能とする優れた生体触媒

であり、分離操作を必要としない化学プロセスへの応用が見込まれる。一方で、酵素は化成品と

比べると高価な上、失活しやすいため、安定性を増す目的で様々な酵素固定化手法が開発されて

きた。従来の固定化法は、基本的に「酵素の活性な構造」を壊れにくくするという設計に基づい

ている。しかし、一旦壊れると機能回復が困難である（図 1）。酵素の交換にかかるコストを考

慮すると、失活しても何度でも容易に機能回復を可能とする機能が望まれる。 

 

図 1. 従来の典型的な酵素固定化法 
 

酵素自体はタンパク質であり、可溶化剤によってポリペプチドの一次構造までほどくと、その後

可溶化剤を取り除くことで、本来の三次元構造と機能の回復（リフォールディング）が可能であ

る。しかしながら、従来の固定化法はどれもこの可逆的な変化を活かすのに適した設計ではない。

これに対し、酵素の可逆変化をできるかぎり妨げないように固定化することで、酵素本来の可逆

的な構造変化が利用可能になり、失活して構造が壊れても、酵素機能の回復が可能である固定化

酵素の実現が予想される。 

 
２．研究の目的 

材料表面に方末端を固定化したポリマーであるグラフト鎖は可逆的な振舞いを示すことが知ら

れている。そこで、酵素をグラフト鎖として材料表面に固定化することで可逆性を付与し、酵素

が失活してその正しい三次元構造と機能を失っても、可溶化剤の添加／除去によって機能を回

復させることのできる再生可能型固定化酵素の実現を目指した。酵素をグラフト鎖として固定

化する際に、酵素の可逆的な構造変化を妨げうる要因を取り除く必要がある。すなわち、酵素が

末端以外の（酵素内部などの）非特異的な箇所で固定されると、リフォールディング時に三次元

的に正しい構造を取ることが難しい。酵素末端での確実な固定が必要であり、このため酵素末端

に特異的な官能基を配置し、配位結合により末端の仮固定を行った後に、その近傍で共有結合に

よる本固定を行う手法を開発することを目的とした。 

 

 

図 2. 本研究の活性回復可能な固定化酵素のコンセプト 



 

また酵素固定においては、酵素自身と、酵素を固定化するための材料表面の両方を修飾する必要

がある。酵素に関しては遺伝子組換えを用いた修飾法が確立されているが、一方で多様な材料の

表面を修飾する方法に関しては、簡便で適切な手法が存在しない状況であった。これに対し大気

圧プラズマグラフト重合法は、大気圧で発生可能なプラズマを照射し、その後モノマー溶液に浸

漬して機能性ポリマーを材料表面にグラフトする簡便な手法であり、機能性を材料表面に付与

することができる比較的新しい手法である。本研究を遂行するにあたって、本手法は適した手法

であったが、そのメカニズムを含め詳しいことが調べられていなかった。そこで、大気圧プラズ

マ重合法のメカニズム、特性を調査し、様々な材料表面への種々の官能基の簡便な修飾手法を実

現することを本研究の第二の目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1) 遺伝子組換えによる酵素末端への仮固定・本固定用のアミノ酸配列の導入 

 および 材料表面への仮固定・本固定用の官能基の導入 

酵素と材料表面の仮固定には、histidine 残基が並んだ His-tag と Ni-IDA (iminodiacetic acid)の特異

的な配位結合を、また本固定には cysteine 残基のチオール(–SH)と maleimide 基の特異的な共有

結合形成反応を用いた。モデルタンパク質として緑色蛍光タンパク質 GFP (Green Fluorescent 

Protein)を採用し、その遺伝子組換えにより酵素末端に His-tag と cysteine のアミノ酸配列を導入

した。また、高比表面積の材料（ポリエチレン多孔質膜）の表面に、大気圧プラズマグラフト重

合を用いて COOH 基を持つアクリル酸を導入し、これを足掛かりとしてアミド形成反応を用い

て、Ni-IDA 基と maleimide 基を導入した。 
 

(2) 大気圧プラズマグラフト重合法のメカニズム解明および汎用性の証明 

大気圧プラズマグラフト重合の重合速度に関して、温度や pH、モノマー依存性など様々なパラ

メータへの依存性を調査し、従来の低圧プラズマ法との比較を行った。これにより従来法の知見

が大気圧プラズマ法に適用できるかの知見を収集した。また、生成されるグラフト鎖の性質を調

べ、種々のモノマーに対する適用性を調べた。また大気圧でのプラズマ照射が可能なことを利用

し、修飾のパターニングを試行した。 
 

(3) 遺伝子組換え GFP と修飾材料表面の反応によるグラフト酵素の作製 

(1)で作製した遺伝子組換え GFP と修飾材料表面を用いて、His-tag と Ni-IDA の配位結合により

仮固定を行い、その後 cysteine と maleimide の共有結合形成により本固定を行った。固定化の確

認を GFP の蛍光観察にて行い、活性を確認した。 

 
４．研究成果 

(1) 遺伝子組換えによる酵素末端への仮固定・本固定用のアミノ酸配列の導入 

 および 材料表面への仮固定・本固定用の官能基の導入 

His-tag 導入済みの緑色蛍光タンパク質 GFP (Green Fluorescent Protein)のプラスミドに対して

quick change 法により His-tag の後ろに cysteine が挿入されるように遺伝子組換えを行い、大腸菌

を用いて遺伝子組換え GFP を発現させた。アミノ酸配列、蛍光観察により、遺伝子組換え GFP

の発現を確認した。 

高比表面積の材料（ポリエチレン多孔質膜）の表面に、後述の大気圧プラズマグラフト重合を用

いて COOH 基を持つアクリル酸のグラフト鎖を導入し、さらにアミド形成反応を用いて IDA 基

と maleimide 基を導入した。FT-IR により各段階の合成に成功したことを確認した（図 3）。また、

IDA 基への Ni2+の定量的な配位を Ni2+の吸光度測定により確認した。 



 
図 3. ポリエチレン多孔質膜へのポリアクリル酸（PAA）のグラフト修飾、IDA 基、

maleimide（Mal）基の修飾による FT-IR の変化 
 

(2) 大気圧プラズマグラフト重合法のメカニズム解明および汎用性の証明 

図 4 には大気圧プラズマ法と低圧プラズマ法のグラフト重合量の pH 依存性を示すが、pH4 付近

で極大、pH2 付近で極小を取るという特徴的な依存性が再現されている。その他のパラメータに

対する依存性もよく一致することが確かめており、このことから両法のメカニズムが同等のラ

ジカル重合により進行していることが示唆され、低圧プラズマグラフト重合法の知見を大気圧

プラズマ法に活かせることが明らかになった。同条件では、プラズマ密度（気体密度×電離度）

の高い大気圧プラズマ法の重合量が大きくなることも見出した。また大気圧プラズマの照射パ

ターンにより、図 5 のようにグラフト修飾位置のパターニングが可能なことも見出している。 

  

図 4. 大気圧プラズマグラフト重合量の pH 依存性。●は大気圧プラズマ法、◇は従来の低圧

プラズマ法。pH 依存性の類似性が共通のメカニズムを示唆 

 

図 5. 大気圧プラズマグラフト重合によるパターニング。a)グラフト重合前、b)グラフト重合後 
 

本研究では、本法が 10 種類以上の種々の性質を持つビニルモノマーに対して適用できることも

見出している。また、ポリエチレン以外にも多様な材料表面にグラフト重合が可能であることを

見出し、多様な材料表面に、種々の表面改質が可能であることを見出した。また、本法により生

成したグラフトポリマーは分子量が数百万にも上る超高分子量グラフトポリマーであることを



明らかにした（図 6）。これは数百 nm の大きさを持つ細孔を埋めうる長さであった。 

 

図 6. 大気圧プラズマグラフト重合法により生成したグラフトポリマーの分子量分布。分子量

数百万の超高分子量グラフトポリマーが生成していることが分かる 
 

(3) 遺伝子組換え GFP と修飾材料表面の反応によるグラフト酵素の作製 

(1)において、仮固定用の Ni-IDA のみを導入した膜と、それに加えて本固定用の maleimide 基も

導入した膜に対して、His-tag と cysteine を末端に持つ遺伝子組換え GFP を反応させた結果を図

7 に示す。仮固定用の Ni-IDA 基のみを固定した膜（対照系）においては、仮固定後に GFP が脱

離していることが見受けられる。一方で、仮固定に加えて本固定用の maleimide 基を固定した膜

（実験系）においては、仮固定後と本固定後、また溶出後も蛍光は失われず、またこの間ほぼ同

じ蛍光を示したことから、仮固定した GFP が共有結合により固定されていることが示唆された。 

 

 
図 7. 仮固定・本固定用の官能基を持つ膜（実験系）と仮固定用の官能基のみを持つ膜（対照

系）への遺伝子組換え GFP の修飾結果 

 

本系では、酵素と材料表面の両者に、仮固定用と本固定用の官能基を導入する必要がある点がネ

ックであった。特に酵素の遺伝子組換えを各酵素に対して一つずつ行っていくことは、実用を考

えると改善が必要である。今後はリフォールディング可能なグラフト酵素というコンセプトを

保ちながら、これを少ない労力で合成する実験系の確立が必要である。 
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