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研究成果の概要（和文）：本研究では、水中で簡便に作製でき、サイズがサブミクロン領域で制御可能、かつ、外空間
と物質のやり取りができる高分子ベシクルPICsomeを基盤材料とし、内部に分子クラウディング環境を作り出しうるナ
ノスケールのコンパートメントの開発を進めた。その結果、ナノコンパートメント内に酵素だけでなく、クラウディン
グ剤を封じ込めたナノリアクターを開発することに成功した。さらに、ナノコンパートメント特有の酵素安定化効果や
、クラウディング剤封入に基づく低温での保存安定性などの効果を見出し、酵素ナノリアクターの応用範囲の拡大を可
能にする成果を上げた。

研究成果の概要（英文）：In this research, we tried to develop novel type of nano-reactors to enhance 
enzyme properties, such as activity, life-time, stability, and so on. For this purpose, we exploited our 
original nano-compartments, PICsomes, which can be prepared in the aqueous media and encapsulate proteins 
inside based on a moderate loading method. Firstly, we succeeded in encapsulation of enzymes together 
with specific amount of macromolecular crowding reagents, dextrans. Furthermore, we found the stability 
enhancement of enzymes after encapsulation into nano-compartments. Also, enzymatic activity was preserved 
even after freezing of enzymatic nano-reactors, when macromolecular crowding reagents were 
co-encapsulated. Thus, we demonstrated potential utility of molecularly crowded nano-compartments for 
developing advanced and practically useful enzymatic nano-reactors.

研究分野：超分子・高分子化学、有機機能材料学
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１．研究開始当初の背景 
 生物学の進歩に伴い、生命現象を分子レベ
ルで理解する手法が発達してきたが、実環境

は非常に複雑な分子夾雑系であり、試験管レ

ベルでは行わないような濃厚環境下で、精緻

かつ選択性の高い化学反応が行われている。

また、反応場が区画化（コンパートメント化）

されている点も特徴である。特に、細胞内で

はサブミクロンスケールで区画化された濃

厚環境で、生体物質の振る舞いを考える場合、

いわゆる『分子クラウディング』効果と閉じ

込められた空間の効果、即ち、『コンファイ

ンメント』効果、の双方を考慮する必要があ

る。しかしながら、これまで、双方の効果を

工学的視点で材料開発に取り入れ、いわゆる

酵素ナノリアクターとして活用した例はな

かった。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、水中で簡便に作製でき、サイ

ズがサブミクロン領域で制御可能、かつ、外

空間と物質のやり取りができる高分子ベシ

クル PICsome を基盤材料とし、内部に分子
クラウディング環境を作り出しうるナノス

ケールのコンパートメントとしての開発を

進めた。特に、内部に酵素を封入した

PICsomeに注目し、クラウディング条件に導
いたナノコンパートメント内部で種々の酵

素反応を行い、最終的に酵素の活性向上や長

寿命化を実現する分子クラウディングナノ

リアクターの創製法の確立を目的とした（図

１）。 

 
図 1. 酵素リアクター創製の概念図 
 
３．研究の方法 
[ポリマー合成] PICsomeを構成するポリアニ
オンとして、ポリエチレングリコール-ポリア
スパラギン酸ブロック共重合体（PEG-PAsp）
を既報に従い合成した。ポリカチオンとして

は市販の Poly-L-Lysine （PLL）を用いた（図
２）。PEG-PAspの荷電連鎖長は、1H NMRに
より求め、重合度 70であることを確認した。
また、いずれのポリマーもサイズ排除クロマ

トグラフィー（SEC）測定により単峰性を持
つことを確認した。 
[PICsome作製] 各ポリマーを 50 mMリン酸
バッファー（pH7.4）に溶かし、1 mg/mlに調
製した後、荷電比が 1 : 1となるように、2分
間ボルテックスミキサーにより撹拌混合す

る こ と で PICsome を 作 製 し た 。

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 
hydrochloride（EDC）を架橋剤として用い、
PIC 層のアミド結合によって架橋を行い、残
ったポリマーを限外ろ過によって精製した。

動的光散乱法（DLS）と透過型電子顕微鏡
（TEM） を用いて、粒径と形態の評価を行
った。 

 
図 2. PICsome作製用ポリマー。(a) PEG-PAsp、
(b) PLL 
 
[酵素封入] PICsomeへの酵素封入は、酵素へ
のダメージを最小限にするため、上述の通り

にポリマー溶液を混合した後、撹拌終了 5秒
前に酵素溶液を加えることで行った。EDC架
橋後に精製し、DLS、TEM の測定を行った。

また、ローダミン標識した β-gal（Rho-β-gal）
を用い、内包効率を算出した。 
	
 [クラウディング剤内包 PICsome の作製]	
 
Alexa-Fluor 350で蛍光標識したデキストラン
溶液（分子量 60k, Ale-Dex; デキストラン終
濃度 : 13 mg/mL）を PEG-PAsp溶液と混合し
た後、1-2．と同様に荷電比 1 : 1となるよう
に PLL 溶液を加えて撹拌混合を行い、架橋、
精製を行った。 
[酵素・クラウディング剤内包 PICsomeの作
製] 同様にデキストラン溶液と PEG-PAsp 溶
液を混合し、PLL溶液を加えた後、酵素溶液
を加え、架橋、精製を行った。 
[酵素活性評価 ] Rho-β-gal の基質として
o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranoside を使用し
た。Rho-β-galの加水分解反応によって生成し
た生成物の吸光度変化から初速度を算出し、

ミカエリス・メンテン型の反応機構を仮定し

た解析（Lineweaver-Burkプロット）から酵素
反応のパラメータを算出した。 
 



４．研究成果	
 

[PICsome 作製と酵素、クラウディング剤封
入]	
 上述の手法を用いることで、粒径約 160 
nm のベシクルの形成が確認できた。また、
Rho-β-galを用い、その蛍光強度から算出した
仕込みに対する内包効率は約 0.6 %であった。
さらに、SEC 分析から、精製後に Rho-β-gal
が除去できていることも確認できた。以下、

得 ら れ た 酵 素 ナ ノ リ ア ク タ ー を

β-gal@PICsome と呼ぶことにする。一方で、
デキストランを封入した PICsome について、
酵素内包PICsomeと同程度の粒子径を持つベ
シクルの形成が確認できた(Dex@PICsome)。
次に、酵素とクラウディング剤であるデキス

ト ラ ン を 同 時 封 入 さ せ た 場 合 、

β-gal@PICsome 比較して粒度分布が広くなっ
ているが、中心粒径は重なっており、同程度

の粒子径を持つベシクルの形成が確認でき

た（β-gal/Dex@PICsome; 図 3）。また、標識
した蛍光基の定量により、	
 Dex と β-gal が
同時に封入されており、そのモル比が

β-gal:Dex ~ 1:350となることがわかった。 

 
図 3. β-gal/Dex@PICsomeの TEM画像 

 
[PICsome 封入によるコンパートメント化の
効果]	
 β-gal の PICsome 封入に伴うコンパー
トメント化の効果を、求めた酵素反応のパラ

メタから比較した（表 1 ）。kcatは酵素の回転

数、Kmは酵素と基質の親和性、kcat/Kmは酵素

の触媒効率を示しており、コンパートメント

化によって kcat/Kmに大きな変化はなく、コン

パートメントの有無による酵素活性への影

響は認められなかった。一方で、37 °Cで 
 
表１．PICsome内包と酵素反応の活性 

	
  kcat (/s) Km (mM) kcat/Km (/M・s) 

β-gal 151±21 0.51±0.03 (2.87±0.35)×105 

β-gal@ 
PICsome 

70.0±14.8 0.33±0.03 (2.12±0.40)×105 

24 時間保存したサンプルについては、
β-gal@PICsome のみ顕著な活性低下抑制効果
が示された。これは、酵素濃度が PICsome内

では一定に保たれ、希釈されないコンパート

メント化の効果によると考えられた。 
	
 

[Dex-酵素同時封入の効果] 
	
 次に、デキストランを酵素と同時封入させ

た条件で評価を行ったところ、37 °C での安
定性向上のみならず、–20 °C で 24 時間保存
した場合にも活性低下を抑制可能であるこ

とを見出した。これは、PICsome 内部で凍結
が起こりにくいことが原因と考えられた。こ

のように、PICsome 内に酵素を孤立させ、さ
らにクラウンディング剤のような親水的で

非特異吸着しにくい高分子を共存させるこ

とで、PICsome 型酵素ナノリアクターの有用
性をさらに高めることができた。 
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