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研究成果の概要（和文）：『電極における補酵素再生システムを有するアゾ分解酵素反応系の開発』を行うために、補
酵素であるＮＡＤにフェロセンを分子導入したフェロセン修飾ＮＡＤを合成し、得られた修飾補酵素は、少なくとも４
つのＮＡＤ依存性酵素に対して活性であり、基質に対する立体障害や阻害効果は認められないことを明らかにした。残
念ながら、得られたフェロセン修飾ＮＡＤは、高い電極活性を示さなかったが、新たに２酵素カップリングによるアゾ
分解反応は、カップリングさせる酵素を変えることで、色の変化でわかる新規バイオセンサーに応用展開できることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Development of the coenzyme regeneration system for reduction of azo dyes by azore
ductase on the electrode, NAD modificated by ferrocene moiety was synthesized and was active for four othe
r NAD needed enzymes without inhibitions. Unfortunately, obtained ferrocene modified NAD was indicated low
 electrode activity. It was found that the coenzyme regeneration system for reduction of azo dyes by azore
ductase with coupling to another reductase were promising for new biosensor of dramatic color change.  
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１． 研究開始当初の背景 
アゾ化合物 （アゾ基（-N=N-）を持つ合成
色素の総称）は製造が容易で安定なことから，
印刷，染色，着色料，化粧品など様々な用途
で大量に使用されている。だが，その高い安
定性のために一度環境中に放出されると自
然界の浄化作用では容易に分解されずに環
境汚染を引き起こすことが報告されている。
中には，遺伝子変異を引き起こすなどの有害
性があるものも数多く存在することが知ら
れている。このような環境汚染物質を浄化す
る技術開発が急務となっている中，微生物の
酵素を利用した浄化システムは，化学的浄化
システムと比較して低コストかつマイルド
な条件下で安全に環境汚染物質を分解でき
ることから現在，最も注目を浴びている。 
 アゾ化合物を分解する酵素は，“アゾ還元酵
素：アゾリダクターゼ”と呼ばれ，連携研究者
である北海道大学の大井らは，『Bacillus 
sp.B29株（バチルス菌）由来のアゾ還元酵素
は，耐熱性を有し（70℃まで安定），pH6.0～
9.0 の範囲で安定で発色団のアゾ結合を効率
よく分解してアミノ化合物に変換する』と報
告している。通常，アゾ還元酵素は，微生物
細胞内にあり，中に取り込んだアゾ化合物の
アゾ結合を還元して分解するため，色素自体
や分解アミンが細胞毒性を持つ場合があり，
①微生物自身が不安定になって寿命が短い，
②アゾ化合物に対する細胞の膜透過性が良
くないなど問題点も多い。しかし酵素分解反
応に必要な補酵素：NADH は高価なために，
一度反応に用いられて，酸化体となった
NAD+ は，還元体：NADHにリサイクルして
利用するのが必須条件である。 
そこで，本研究では電極を利用して NAD+ 
を NADH に再生する方法によりリサイクル
する技術を提案した。通常, NAD+ は電極で
直接電気化学的に還元を行っても二量体と
なり，酵素活性な NADH は得られないが，
我々は，NAD+ にフェロセンを化学修飾して
結合させたフェロセン修飾 NAD+ が，電極に
て二量体化することなく酵素活性な還元体
になることを報告している。従って，これら
を組み合せることで“電極を用いた補酵素再
生系による細胞外でのアゾ分解反応”が期待
できると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、『微小電力を用いて酵素
反応を動かすアゾ色素分解系の開発』である。
微生物由来のアゾ還元酵素は細胞外に取出
しても反応を触媒するが、細胞内では自動供
給される補酵素：NADHが無いため、人為的
に外部から与える必要がある。今回我々は、
フェロセンを化学修飾したフェロセン修飾
NAD+ を用いて、電極での補酵素再生（酸化
体：NAD+ → 還元体：NADH）と酵素反応と
をカップリングさせる“エネルギーを電力で
供給する補酵素再生系による微生物細胞外
でのアゾ分解反応系”を構築する。 

３．研究の方法 
本研究は、微生物による分解反応全体の中
から酵素反応の部分に焦点を絞り『電極にお
ける補酵素再生システムを有するアゾ分解
酵素反応系の開発』をめざす。具体的には、
「フェロセン修飾補酵素の合成」,「補酵素再
生系を有するアゾ分解反応系の最適化」と
「酵素電極の作製」をおこない、酵素単体で
の電極における補酵素作用機構を明らかに
する。アゾ還元酵素の培養・精製と遺伝子工
学的手法を用いる細胞表層への酵素発現（表
層提示菌体の作製）検討は，連携研究者（北
海道大学：大井俊彦准教授）が担当し，本研
究において，“電力駆動型の微生物反応系”の
可能性を明らかにする。 
 
４．研究成果 
本研究では下図１のような『電極における
補酵素再生システムを有するアゾ分解酵素
反応系の開発』を目的として(1)フェロセン修
飾補酵素の合成 (2)修飾補酵素の活性評価 
(3)補酵素再生系を有するアゾ分解反応系の
最適化の検討を行った。 
 
 
 
 

 
図１ 電極における補酵素再生システムの
原理 

 
（１）フェロセン修飾補酵素の合成 
フェロセン修飾補酵素は、NAD+のアデニ
ン環 N6 位にフェロセンを一炭素鎖で導入，
三炭素鎖で導入，四炭素鎖で導入した２つの
誘導体の計４タイプの合成に成功した。（一
炭素鎖タイプの合成例を図２に示す） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
図２ 一炭素鎖タイプのフェロセン修飾

NAD+ の合成経路  
 
（２）修飾補酵素の活性評価 
得られた修飾補酵素は、NAD依存性酵素の



アルコール脱水素酵素：ADH，乳酸脱水素酵
素：LDH，グルコース脱水素酵素：G-6-PDH，
アゾ還元酵素：AZRにて、それぞれの酵素反
応での補酵素活性（340nm における修飾
NADH の生成を示す吸光度増大）を調査し、
フェロセン導入後も大きな活性の低下や酵
素活性部位における立体障害，阻害効果が認
められないことを明らかにした。 
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Enzyme : LDH 
Coenzyme : N6-(Ferrocnoyl) butanoyl NAD+ 
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Enzyme : ADH 
Coenzyme : N6-(Ferrocnoyl) butanoyl NAD+ 
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Enzyme : G-6-PDH 
Coenzyme : N6-(Ferrocnoyl) butanoyl NAD+ 

 
図３ NAD 依存性酵素を用いた修飾補酵素
の活性評価（a. 反応図，b. LDH，c. ADH，
d. G-6-PDH）  

（３）補酵素再生系を有するアゾ分解反応系
の最適化 
① 二酵素による補酵素再生系の検討 
修飾補酵素（一炭素鎖および三炭素鎖）を
用いた二酵素による補酵素再生系を用いて
アゾ分解反応系の検討を行った結果を図４
に示す。アルコール脱水素酵素：ADHを補酵
素再生用酵素とし，アゾ還元酵素：AZRとカ
ップリングさせたアゾ分解反応系を行い、メ
チルレッドの色素分解を検討した。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ ADH-AZR を用いたアゾ分解反応系
での修飾補酵素による補酵素再生
系の検討 

 
基質であるエタノールを添加することで，ア
ゾ色素の分解が進行し，酵素反応および補酵
素の再生がスムースに進行していることが
確認された。特に三炭素鎖でフェロセンを導
入した修飾補酵素を用いた場合に，Nativeの
NAD を上回る速度で反応の進行が確認され
た。 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Enzyme : ADH, LDH, G-6-PDH 
Coenzyme : N6-(Ferrocnoyl) butanoyl NAD+ 

 
図５ 二酵素による補酵素再生系を用いた
アゾ分解反応系の検討 
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また，このアゾ分解反応は，ADH以外に LDH
や G-6-PDHなどの酵素に変えても，反応の進
行が確認され，今回合成に成功したフェロセ
ン修飾補酵素は，多くの NAD 依存性酵素を
用いた反応系に応用できることが示唆され
た。 
② 電極を用いた補酵素再生系の検討 
これらの結果を踏まえて，電極を用いた補
酵素再生系によるアゾ分解反応系の検討を
行った。Pt 電極を用いて，フリーの AZR お
よび４タイプのフェロセン修飾補酵素にて，
メチルレッドの分解検討を行った。しかし、
どの修飾補酵素においても反応の進行を確
認することは出来なかった。 
そこで固定化酵素電極として検討を行う
ために、新たにフェロセン誘導体と NAD+ を
アリルアミンモノマーに結合させ，カーボン
電極に重合固定化することで新規に固定化
（ポリアリルアミン／フェロセン／NAD+）
電極を得た。フリー酵素での検討と同様にア
ゾ還元酵素によるメチルレッドの分解検討
を行ったが、反応の進行を確認することは出
来なかった。 
＜今後の展望＞ 
以上，現段階で本研究目的の『電極を用い
た補酵素再生系』は未だ構築できていないが，
Neutral Red などの新たなメディエーターと
の組み合わせによる検討を続けていきたい
と考えている。 
一方，本研究の検討過程において得られた
二酵素カップリングによるアゾ分解反応系
は，NAD依存性酵素とのカップリングにより
色の変化でわかる新規なバイオセンサーに
応用展開できることが明らかとなった（図
６）。 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 色の変化でわかる新規なバイオセン
サーの原理図 

 
現在，ヒポキサンチン脱水素酵素：XDHとア
ゾ分解反応系を組み合わせた鮮度センサー
（図７）やバイオマーカー検出系と組み合せ
た新規バイオセンサーの研究が進展してい
る（2012年度, 2012-2013年度 A-STEP 探索タ
イプに採択）。 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 色の変化でわかる鮮度センサーの原
理図 
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