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研究成果の概要（和文）：　本研究では，抗原結合部位に金属錯体をコファクターとして導入することにより，遷移金
属による触媒機能を抗体タンパク質に導入する手法を開発した．遷移金属錯体は多様な反応性を有しているため，これ
らを抗原結合部位に導入できれば，抗体酵素の応用範囲は大きく広がる．特に，(1)遷移金属錯体を含む遷移状態アナ
ログを免疫する方法，および(2)ホロ酵素型抗体酵素を用いて抗原結合部位に遷移金属含有人工コファクターとして導
入する二つの方法について検討した．

研究成果の概要（英文）： In this study we have developed methods for the introduction of transition metal 
compounds as cofactors into the antigen-combining site to function as metal enzymes.   Because transition 
metal catalysis catalyzes a variety of chemical transformations, the introduction of a transition metal in
to the antigen-combining site widen the versatility of antibody catalysts.   We have studied two methods t
o introduce the transition metal to the antigen-combining site, (1) immunization of the transition-state a
nalog which contains transition metal compounds, and (2) introduction of transition metal containing artif
icial cofactors into the antigen-combining site by using the technique of holoabzyme.   
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１．研究開始当初の背景 
 これまでの酵素機能を人工的に具現化す
る抗体酵素の研究からは，「どのようにして
酵素機能が発揮されているのか？」あるいは
「酵素がどのようにして進化してきたの
か？」などの疑問について新しい知見が得ら
れている．しかしながら，抗体酵素の触媒活
性は，天然酵素に比べてかなり低いのが現状
であり，未だ実用に供されていない．その理
由の一つに，抗体酵素は遷移状態アナログの
免疫によって作製されるため，その触媒機構
は，「遷移状態の安定化」のみを利用してお
り，触媒活性が低く，また，多くの場合，エ
ステル結合の加水分解反応のみに限定され
ている．そこで，この問題を打破する方法論
を開発するために，平成 17 年〜19年度基盤
研究 C において，「遷移状態の安定化」に加
えて「一般酸—塩基」触媒を「反応場」とし
て利用することを検討した．そのために，構
造的に類似な電荷の異なる 2種類のハプテン
を同一マウスに順次免疫する「二重免疫法」
という独創的な手法を検討し，実際に，活性
の向上した抗体を獲得することに成功した．
さらに平成 20~22年度基盤研究 Cにおいて，
2 種類のリン酸型遷移状態アナログを免疫す
る「二重免疫法」により遷移状態への分子認
識が向上し，触媒活性が向上した抗体酵素を
獲得することに成功した． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，抗体酵素の触媒活性を向上さ
せるための新たな戦略として抗原結合部位
に金属コファクター結合部位を導入するこ
ととした．本研究を遂行することにより，金
属錯体コファクター結合部位を抗体酵素の
抗原結合部位に構築する技術として確立す
ると同時に，抗体酵素の適用範囲を拡大する
ことができ，また，抗体酵素の新たな機能を
創出することができるものと期待される．こ
れらの研究は，化学的には酵素反応の機能発
現の解明に寄与し（抗体の場合，膨大な遺伝
子情報や立体構造が比較的容易に利用でき
るため，通常の酵素と比べてその解析が容易
となる），また工業的には，実用的なテーラ
ーメイド人工酵素の開発に貢献する． 
 
３．研究の方法 
(1)ハプテンの合成とモノクローナル抗体の
調製 
 まず，文献既知の化合物 1を原料としてハ
プテン 2を合成した（図 1）.次にハプテン 2
を活性エステル化法によりキャリアータン
パク質 BSA および KLH と縮合させた．ハプテ
ン 2-KLH をマウスに 2回免疫し，血中抗体価
が十分に上昇したことをELISA法により確認
した後，ハプテン 2-KLH を最終免疫した．そ
の後，脾臓を摘出し，電気細胞融合法により
脾臓細胞とミエローマ細胞とを細胞融合し
た．10 日後，培養上清を ELISA 法により調べ
2-BSA に結合活性を示したハイブリドーマを

クローニングによりモノクローンとした．そ
れぞれのハイブリドーマを大量培養した後，
培養上清をアフィニティークロマトグラフ
ィーにより精製し，精製抗体を得た． 
 

 
(2)触媒活性の測定 
 得られた全てのモノクローナル抗体につ
いてエステル基質3を用いて触媒活性を測定
した．抗体濃度（抗原結合部位）5 M，基質
3 濃度 200 M で Co 錯体の存在下，50 mM 
TrisHCl pH 8.0 中で加水分解反応を行ない
（図 2），HPLC により加水分解生成物 4 の生
成を追跡し，反応速度を決定した． 

 
(3)ホロ酵素型抗体酵素の分子設計 
 ホロ酵素型抗体酵素の新たな金属錯体含
有コファクターとして p-アセトアミドフェ
ニル基を有する金属錯体を設計し，合成した．
特に，金属錯体は多様な反応性を有している
ため，金属錯体含有コファクターを抗原結合
部位に導入できれば，抗体酵素の適用範囲は
大きく広がる．また，金属錯体含有コファク
ターとしては，水中で安定な金属錯体である
ことが必須であるため，既に水中で過酸化酸
素の共存下で酸化反応触媒として実績のあ

図 1. 金属含有ハプテンの合成 
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図２ エステルの加水分解反応 

N
N

N

O

N
O

Ru
O

O

N
H

O

N
N

N

O

N
O

Ru
O

O

HN O

5 6

O2N

O

OH

O2N

H
N

OH
O2N

O
N
H

OH

O2N

O

H
N

OH
O2N

O N
H

OH

7 8 9

10 11

図 3 金属錯体含有人工コファクター及び
基質の構造 



る Ru 錯体 5 および 6 を設計した（図 3）．ま
た基質として p-ニトロフェニル基とベンジ
ルアルコールを異なる長さのメチレン鎖で
結合させた一連の化合物 7, 8, 9, 10, 11 を
設計した．  
 
(4)ホロ酵素型抗体酵素の酸化触媒反応 
 反応に用いたホロ酵素型抗体酵素として
は，様々な反応における詳細な触媒反応のメ
カニズムが検討されている 27C1 を用いるこ
ととした．27C1 をマウス腹水により大量調製
し，protein G アフィニティークロマトグラ
フィーにより精製した．27C1(10 M)を 50 mM 
TrisHCl pH 8.０中で，2種類の金属含有コフ
ァクター5 あるいは 6 の存在下(2.5 mM)，ベ
ンジルアルコール誘導体7〜11(2〜5 mM)の過
酸化水素(50 mM)による酸化反応を検討した．
生成するベンズアルデヒド誘導体の精製を
HPLC で追跡して，反応速度を測定した． 
 
４．研究成果 
(1)モノクローナル抗体の作製 
  ハプテン 2-KLH を 5 匹の Balb/c マウス
に 2 回免疫した後，ELISA 法により血清の
2-BSA に対する結合活性を調べたところ，い
ずれのマウスも51200倍以上の抗体価を示し，
十分な抗体価の上昇が確認された．そこで，
これらのマウスの中から最も高い抗体価を
示したマウスについて再度 2-KLH を免疫し，
3 日後に脾臓を摘出し，脾臓細胞とミエロー
マ細胞との細胞融合を電気細胞融合装置を
用いて行った．約 10 日後に培養上清につい
て 2-BSA を用いて ELISA を行ない，これに結
合するクローンを選択し，クローニングした．
その結果，20個の IgG 産生ハイブリドーマを
得た．それぞれのハイブリドーマを大量培養
し，抗体は anti-mouse 
IgG+M ファフィニティークロマトグラフィー
を用いて精製した．2 個のモノクローナル抗
体をのぞいた 18 個について，反応アッセイ
に十分な精製抗体が得られた． 
 
(2)触媒活性の測定 
 得られた 18 個のモノクローナル抗体全て
についてそれぞれエステル基質3の加水分解
反応速度を測定した．その結果，いずれの抗
体についても，抗体非存在下での反応に比べ
て顕著な触媒活性を示す抗体はなかった． 
 
(3)金属含有人工コファクターおよび基質化
合物の合成 
 金属含有人工コファクターとして Ru 錯体
と p−アセトアミドフェニル基とをメチレン
鎖で結合させた化合物 5および 6を合成した．
また，基質として p-ニトロフェニル基とベン
ジルアルコールを同様に異なる長さのメチ
レン鎖で結合させた一連の化合物7, 8, 9, 10, 
11 を合成した． 
 
(4)ホロ酵素型抗体酵素27C1による酸化触媒

反応の触媒活性の測定 
 27C1(10 M)を50 mM TrisHCl pH 8.０中で，
2 種類の金属含有コファクター5 あるいは 6
の存在下，ベンジルアルコール誘導体 7〜11
の過酸化水素による酸化反応を検討した．生
成するベンズアルデヒド誘導体の精製を
HPLC で追跡して，反応速度を測定した．その
結果，金属含有コファクター6 を用いた場合
に，基質 8の酸化反応で抗体非存在下の反応
に比べて５倍以上の反応加速が観測された
（図 4）．現在，反応速度論の解析等詳細につ
いて検討中である． 
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