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研究成果の概要：本研究では、酵素を1分子のスイッチと見立て、その活性を可逆的にON/OFF

制御できるシステムの構築と、そのシステムを用いた分析、更には酵素の阻害剤のスクリーニン

グに関する研究を展開してきた。具体的には、1）新規酵素固定化担体の開発、2）酸性ウレアー
ゼ阻害剤のスクリーニング、 3）金属酵素を用いたコファクターセンシングである。 

1）に関しては、骨格にアミノ基を有する新規なモノリスシリカの作成方法を開発し、固定化
担体として、酵素を高密度で集積できること、微量の試料を迅速かつ高感度に分析できること等

の有用性を例証した。2）に関しては、1）で開発した固定化担体に酸性ウレアーゼを固定化、フ
ローシステムに組込んだ。活性を評価した後、阻害剤と作用させ活性を消失させ、再度基質を注

入して活性の回復を評価することにより、阻害剤の評価を行った。このように、酵素活性の

ON/OFFを評価して、薬剤の持続性を容易に評価できるシステムを用いて、市販生薬を対象にス
クリーニングを行い、ダイオウ中に従来の阻害剤以上に持続性のある（不可逆的に活性を阻害す

る）ことを見出した。また、阻害剤評価のハイスループット化を実現するため、磁気ビーズを用

いてバッチ式で薬剤の持続性を評価できるシステムを構築した。3）に関しては、亜鉛（II）イ
オンを活性中心に持つ金属酵素の一種である、アルカリファスファターゼを用いて、補因子（コ

ファクター）である亜鉛（II）イオンを除去、付与することにより活性を制御、付与する金属溶
液の濃度と活性の回復の間の相関を用いてZn(II)イオンおよびMg(II)イオンを計測できるシステ
ムを構築し、当該イオンの計測を行った。 
本研究により、酵素を分子スイッチとして制御できる系を構築し、その活性を指標として新

たな金属分析用バイオセンシングシステムを開発し、また、酵素活性の不可逆的阻害を容易に
評価できる薬剤評価法を開発することが達成され、その意義は極めて大きいと思われる。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) ゲノムプロジェクトの終焉と共に、ポス

トゲノムの時代へと入り、そのデータベース

を如何に有効に利用するのか、特にハイスル

ープット化や、バイオインフォマティクスへ

の期待が高まっている。一方で、このことは

遺伝子産物であるタンパク質や酵素の種類に

は限りがあると言う事実を突きつけられてい

ることを意味している。つまり、既知産物に

対する新しい利用方法を開発することは、今

後我々が取り組むべき重大かつ緊急の課題な

のである。現在では、遺伝子組み換え等によ

る機能の付加や高機能化も盛んであるが、申

請者らは、より生体機能の原理に基づいた、

根本的に新しい利用方法が必要であると考え

ている。 

 ここで、申請者らは、固定化酵素とフロー

システムを組み合わせることで、酵素の活性

をスイッチのように ON/OFF 制御できるこ
とを見出してきており、そのような酵素の機

構を用いた、新しい機能利用法の確立を試み

た。その応用として、一つはこれまでには評

価できなかった、酵素阻害剤の持続性の評価

であり、もう一つは、微量金属イオン分析へ

の応用である。 
通常の薬剤は、時間とともに代謝あるいは

排出され、薬剤濃度が低下、除去されていく

ことに対して、現実の阻害剤の評価において

は、常に薬剤と酵素および基質を共存させて

その活性を評価しており、阻害剤が代謝され

てしまった状態で、酵素の活性を抑えた状態

でいられるのか、回復してしまうのといった

ことは評価することができない。そこで、そ

の様な、阻害の持続性、不可逆性を容易に評

価できる酵素阻害剤の評価法（図 1）の確立
と応用を行うこととした。対象として、酸性

ウレアーゼを選定した。胃がんや胃潰瘍の原

因菌であるヘリコバクター・ピロリが尿素を

酸性ウレアーゼにより代謝、アンモニアを生

成させて胃に着床・生育していくことが知ら

れており、哺乳類が当該酵素を有していない

ことから、その阻害剤は副作用の少ない有用

な除菌剤として期待されている。 
 微量金属への応用は、金属酵素がその活性
に金属を必要とし、金属を除去することに活
性が消失、付与することにより活性が回復す
ることから、その活性を指標として微量金属
の計測が可能となる。通常の酵素センサは、
基質を計測するものであることに対し、本法
は、コファクターである金属を計測するユニ

ークなものである。一般に、酵素の基質に対
する Km値に比べ、金属イオンの Kd値の方
がはるかに低いため、酵素センサとしての利
用は、金属を対象とした方が高感度になるこ
とが期待され、適切な酵素の選定により、
様々な金属への応用が可能である。 

余分な阻害剤は共存しないため、
実質的な結合の強さを評価できる。
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図 1. 固定化酵素を用いた酵素阻害能評価の概念図

 
２．研究の目的 
(1) 本研究の目的は、酵素を 1分子のスイッ
チと見立て、その活性を可逆的に ON/OFF制
御できるフローシステムを構築し、その応用
を行うことである。具体的には、①新規酵素
固定化担体の開発、②酸性ウレアーゼ阻害剤
のスクリーニング、③金属酵素を用いたコフ
ァクターセンシングである。 
①に関しては、酵素をスイッチのように活

性を瞬時に ON/OFFするためには、従来用い
ている酵素カラムではその体積が大きく、時
間がかかってしまうため、微小な領域に高密
度で固定化できる担体が必要である。 
②に関しては、酵素阻害剤のスクリーニン

グへの適用に関しては、モデルケースとして
酸性ウレアーゼの阻害剤のスクリーニング
を行い、不可逆的に酵素活性を消失させる化
合物を有意に評価できる手法を確立し、当該
物質の分離・精製、構造解析を行い例証する
ことを目的としている。実現できれば、様々
な酵素阻害剤への応用が可能となる。 
③に関しては、微量重金属イオンの検出に

おいては、亜鉛、およびコバルトイオンを数
分以内に、数十マイクロリットルの試料から、
ppb レベルの検出を可能とすることを目標と
している。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規酵素固定化用担体の開発 
 
酵素カラムの微小化および酵素反応の効率

化を目標とした酵素固定化用の新規担体の開



発を行った。具体的には、微細網目構造を有

するモノリスシリカカラムで、そのシリカ骨

格にアミノ基を有する官能基を作成時から導

入したものである。 
そのため、新規化合物であるBoc(二炭酸ジ

-tert -ブチル ((Boc)2O))化したγ-APTES(3-ア
ミノプロピルトリエトキシシラン)の合成を行

った。4℃にて(Boc)2Oとγ-APTESを等量混合、12
時間反応させて合成、5％クエン酸溶液を混合

して遠心、有機層を回収し、GC-MSおよびNMRに

よりその構造を評価した。 

合成した新規化合物（Boc-APTES）0.1 mLと

テトラメトキシシラン0.1 mL、ポリエチレング

リコール27 mgを10 mM 酢酸0.25 mLで溶解させ

たものを混合、攪拌後、キャピラリー内に注入

し、40℃、48時間静置して乾燥させた。4M塩酸

を通液させて脱Bocを行い、純水で洗浄、グル

タルアルデヒド溶液を通液させてアルデヒド

活性化を行った後、酵素溶液を通液、カップリ

ング反応をさせることにより酵素の固定化を

行った。作成した新規固定化担体は、走査性電

子顕微鏡により、その構造を評価した。 
 

(２) 酸性ウレアーゼ阻害剤のスクリーニン
グとハイスループット化 
 
作製した新規酵素固定化担体に、酸性ウレ

アーゼを固定化、酵素活性を評価するシステ

ムを構築した。構築したシステムを図2に示す。 
キャリヤーとしてグリシン-塩酸をプラン

ジャーポンプにより送液、酵素活性を評価す

るための基質である尿素と各種阻害剤および

阻害剤スクリーニングソースは回転式注入弁

より注入した。注入された尿素は酵素カラム

一体型ガス拡散デバイスへと送液される。当

該ガス拡散デバイスは、図3のような構造をし
ており、外側にガラスキャピラリー、内側に

中空糸膜を有した二重管構造を取っている。

酵素反応ではアンモニアと二酸化炭素が生成

するが、キャリヤーのpHが低いため、アンモ
ニアはイオンで、二酸化炭素は炭酸ガスとし

て存在するため、二酸化炭素のみ中空糸膜を

透過、内側を流れる呈色液であるBTB（ブロ
モチモールブルー）溶液に吸収、BTBの色調

を変化させ、フロー式の吸光光度計によりモ

ニタリングされる。この吸光度変化と酵素活

性が比例するため、指標として酵素活性の評

価を行った。 
ハイスループット化に関しては、アミノ基

が修飾された磁気ビーズ（ダイナビーズ）に

アルデヒド活性化後酵素を固定化した。当該

ビーズを96穴マイクロプレートに分注し、緩
衝液（グリシンー塩酸）で溶解した尿素を注

入、酵素活性を評価した。尿素を除去、緩衝

液で洗浄した後、阻害剤を注入、阻害剤を除

去後、尿素を用いて再度当該酵素の活性を評

価した。これを繰り返すことにより、酵素活

性の阻害能や阻害の持続性の評価を複数のサ

ンプルを同時に行えるようにした。 
 
(３)アルカリホスファターゼを用いた微
量金属計測への適用 
 
 アルカリホスファターゼは活性中心に
Zn(II)イオンを有しており、その金属を除去
することにより活性が消失、付与することに
回復する。その活性の ON/OFFは金属イオ
ンの濃度に依存することから、金属の定量に
適用した。はじめに、当該酵素を用いた亜鉛
（II）イオン計測に適用した。その後、Mｇ
（II）イオン計測へ適用、更に、活性中心に
Co(II)イオンを有したアルカリホスファター
ゼの構築を行い、コファクターセンシングへ
の適用を試みた。 
各種金属イオンの計測は、基質を注入して

活性を評価した後、キレート剤を注入、活性
を消失させ、その後、目的の濃度に調節した
金属イオン溶液を注入、再度基質を注入し、
その回復した活性と金属イオン濃度の関係
を用いて検量線を作成し、実試料への計測を
試みた。また、Co(II)イオンを活性部位に有
するアルカリホスファターゼに関しては、ア
ルカリホスファターゼ遺伝子を含むプラス
ミドを購入、ミスマッチプライマーを用いた
部位特異的変異導入により、153番目のアス
パラギン酸残基をヒスチジン(D153H)に、
328番目のリシン残基をトリプトファン
(K153W)への変異を試みた。 
 当該アルカリホスファターゼを、金メッシ
ュに、グルタルアルデヒド架橋法を用いて固



定化、ミニカラムに充填する。このカラムと、
ポンプ、インジェクションバルブ、吸光光度
計、記録計よりなるフローシステムを構築し
た（図 4）。50 mM Tris-HCl (pH 8.0)をキャ
リヤーに用いて通液、酵素活性の評価には基
質であるパラニトロホスフェート（PNPP)
を利用した。PNPP注入に伴う吸光度の変化
から酵素活性を評価する。金属イオンの除去、
付与を行い、金属計測への適用を試みた。 

 
４．研究成果 
(1) 新規酵素固定化用担体の開発 
 
合成されたBoc-APETSは、1H-NMR、13C-NMR、お
よびH-H COSYおよび、GC-MSによる分子量計
測から同定を行った。その結果、目的の化合
物が得られていることを確認できた（図 5）。 

 また、当該化合物を用いて作成したモノリ
スシリカカラムに酸性ウレアーゼを固定化
し、計測を行った。作成したモノリスシリカ
カラムへの固定化率は従来の方法により作
成したものと比べ、約 3分の 1と低下してい
たが、通液時の圧力が 5分の 1以下になって
おり、流速をあげられるため拡散が防げるこ
とや、アルキルアミノ化の過熱による中空糸
膜の劣化を回避できることから、当該システ
ムを用いて得られた応用曲線は従来のもの
に比べ、感度が向上していることが例証され
た（図 6）。 
 
 

(２) 酸性ウレアーゼ阻害剤のスクリーニン
グとハイスループット化 
 
図 7に当該手法を用いた酵素阻害における、

パラメーターである阻害率と回復率の定義
を示す。Aは、基質である尿素を注入して最
初の酵素活性を評価したものである。Bは、
Aの操作の後、阻害剤（今回はヒドロキシ尿
素とアセトヒドロキサム酸）を注入後、尿素
を注入して活性を評価したもの、Cは、更に
基質を注入、活性を評価することにより、酵
素活性がどの程度回復するかを評価したも
のであり、薬剤の持続率を評価したことと同
義である。本方法では、酵素を固定化してい
るため、このような阻害剤と反応させた後、
阻害剤を除去、再度酵素活性を評価できるこ
とから、薬剤の持続性を容易に評価できる方
法となっている。 
当該手法を用いて既存の阻害剤であるヒ

ドロキシ尿素とアセトヒドロキサム酸の効
果を評価した結果を図 8に示す。A,B,Cは、
それぞれ図 7におけるA,B,Cと同様の操作を
示しており、C1-C5は、活性の持続性を評価
するために、繰り返し（5回）尿素を注入し
て活性を評価したものである。ヒドロキシ尿
素は、阻害剤注入後、ほぼ活性が消失するも
のの（図 8-B）、急速な活性の回復が確認され
た（図 8-C1～C3）。それに対して、アセトヒ



ドロキサム酸は、阻害自体はそれほど強くな
いものの（図 8-B）、活性が持続することが示
された（図 8-C1～C5）。これらの結果から、
当該システムにより、活性の持続性を容易に
評価できることが例証された。 
 以上の結果を受けて、当該システムを用い
て、酸性ウレアーゼ阻害剤のスクリーニング
を行った。38 種類の試薬生薬に対して阻害剤
の特性（阻害能と持続能）を評価した結果を
表 1.に示す。様々な生薬の 50％エタノール
抽出物の阻害能を調べた結果、ダイオウが阻
害能を有していることが示された。 
 また、磁気ビーズ上にウレアーゼを固定化、
バッチ式で使用することにより、フロー型と
同様に薬剤の持続性を評価できることが例
証されたと共に、マイクロプレートリーダー
を用いることで、多数のサンプルを同時に評
価できるシステムを構築することができた
（データは非表示）。 

 
(３)アルカリホスファターゼを用いた微
量金属計測 
 
 当該システムを用いて亜鉛（II）イオンの
計測を行った結果を図 9に示す。2.5 µM から
30 µM の間で直線を得ることができ、それぞ
れの濃度における r.s.d.は 3％以下、直線率
も 0.99と再現性を得られることが示された。
また、実試料として、ミネラルウオーターや
お茶などの飲料を実試料として用いて標準
添加法で計測を行い、原子吸光法と比較して、
相関性を得ることができた。 
 また、アルカリホスファターゼは、亜鉛

（II）イオン非存在下では、ほとんど他の金
属イオンの影響を受けないが、共存下では、
Mg(II)イオンのみ大きく影響を受けること
を見出した（図 10）。そのため、本システム
を用いて Zn(II)イオンの濃度を一定に、
Mg(II)イオンの濃度を変化させて検量線を
作成、Mg(II)イオンの計測に適用した。その
結果、2.5 µM から 25 µM

① Y. Iida

の間で計測できるこ
とが示された。また、Co(II)イオン計測用の
アルカリホスファターゼに関しては、現在構
築を続行しており、構築完了後、Co(II)イオ
ンの計測へ適用する予定である。 
 コバルトイオンの計測は未完了であるが、
微量金属イオンの分析として、当初の目的で
ある、数分以内での、数十マイクロリットル
の試料から、ppbレベルの検出を可能とする
ことに関しては、すべて達成することができ
た。 
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Foeniculum vulgare(fructus) Platycodon grandiflorum(radix)

クジン

Sophora flavescens (radix)

ウワウルシ ケイヒ

Arctostaphylos uva-ursi (folium ) Cinnamomum cassia(cortex)

エンゴサク ゲンノショウコ

Corydalis turtschaninovii(tuber) Geranium thunbergii(herba)

オウゴン コウカ

Scutellaria baicalensis  (radix) Carthamus tinctorius (flos)

オウバク コウボク

Phellodendron amurense(cortex) Magnolia obovata (cortex)

オウレン サンヤク

Coptis chinensis (rhizoma) Dioscorea japonica(rhizoma)

ジコッピ ハッカ

Lycium chinense(radix) Mentha arvensis(folium or herba)

シュクシャ

Amomum xanthioides(semen)

ショウマ

Cimicifuga dahurica (rhizoma)

センナ Cassia angustifolia ― ― ブクリョウPoria cocos ― ―

センブリ ボタンピ

Sweria japonica (herba) Paeonia suffruticosa(cortex)

ソウハクヒ Morus alba (cortex) ― ― ボレイ Ostrea gigas (testa) ― ―

ダイオウ

Rheum palmatum(rhizoma)

チモ マオウ

Anemarrhena asphodeloides (rhizoma) Ephedra sinica (ephedraceae)

チョウトウコウ

Uncaria sinensis(tuber)

リョウキョウ

Alpinia officinarum(rizoma)

阻害率/%阻害活性 持続率/% 持続

71～100 +++ 0以下、0～10 +++

41～70 ++ 11～40 ++

11～40 + 41～70 +

0～10 - 71～100,100以上 -

表1.　生薬抽出物の酸性ウレアーゼ阻害能の評価

生薬名 生薬名阻害率 持続率阻害率持続率

― ― モクツウ Akebia quinata(tuber) ― ―

トウキ Angelica acutiloba(radix) ― ― ― ―

＋ ＋＋ ボレイ(焼き） Ostrea gigas (testa) ― ―

― ― ― ―

― ― ビンロウジ Areca catechu(semen) ― ―

― ― ― ―

― ― ― ―

― ― ビワヨウEriobotrya japonica (folium) ― ―

― ― ― ―

― ― ― ―

― ― ― ―

― ― ― ―

ウコン Curcuma longa (rhizoma) ― ― ― ―

― ― ― ―

― ― ― ―

― ― ― ―
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