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３ 研究の狙い： 

  生体分子のほとんどは、水中で効率よく機能するように作られている。本研究では、このような

生体分子に、非水媒体という新たな機能発現の場を与えることがねらいである。非水媒体中でナ

ノ集合体が作り出す特異環境は、バルク水のそれと大きく異なるため、取り込まれた酵素やタン

パク質、DNA といった生体分子が、制限されたナノ空間で特異な挙動を示すことを期待し研究を

遂行した。 

 

４ 研究成果： 

（１）ナノ集合体を利用した酵素の新機能発現 

  本研究では、種々の酵素をナノ分子集合体逆ミセル中に包括し、有機媒体中における生体触

媒の利用へ向けた一連の研究を展開した。 

 ペルオキシダーゼやラッカーゼなどの酸化酵素は、種々の芳香族性環境汚染物質を酸化的に

分解し、バイオレメディエーションへの利用が期待される。本研究では、ペルオキシダーゼが逆ミ

セル中で機能発現しうること、また、界面活性剤により被覆されたペルオキシダーゼが有機溶媒

中で活性を示すことを明らかとした。 

  一方、ラッカーゼはペルオキシダーゼと同様に種々の化学物質の一電子酸化反応を触媒する。

過酸化水素に依存的なペルオキシダーゼ反応とは異なり、ラッカーゼは分子状酸素を利用して酸

化反応を触媒する点で特徴的である。また、耐熱性などに優れたラッカーゼも天然界に見いださ

れており、酵素の安定性やコストの面からペルオキシダーゼよりも工業的利用価値が高い酵素で

ある。本研究では、耐熱性に優れた担子菌ラッカーゼに着目して詳細な検討を行い、有機媒体中

でのビスフェノール分解システムの構築に成功した。 

 

（２）ナノ集合体による変性タンパク質の再生技術 

  バイオテクノロジー技術の発展により、外来の遺伝子を別種の発現媒体（宿主）へ組換えること

により、目的タンパク質の発現を簡便に行うことが可能となったが、この異種タンパク質発現系に

おいてしばしば問題とされるのが、不溶でかつ不活性なタンパク質凝集体、インクルージョンボデ

ィ（封入体）の蓄積である。 

  本研究では、ナノ集合体の逆ミセルが、この不活性な変性タンパク質の再生に有効であること

を見いだした。逆ミセルはその大きさより、内水相にタンパク質を１分子しか可溶化することができ

ない。つまり逆ミセルは、逆ミセル内部に変性タンパク質を個々隔離することができる。このことに

よって、活性回復時におけるタンパク質同士の相互作用を大幅に軽減させることに成功した。つま

り、逆ミセルの閉ざされたナノ空間がタンパク質の自己再生能力を有効に引き出し、変性タンパク

質の効率の良いリフォールディング場として機能することを見いだした。 

 

（３）逆ミセルのナノ空間を利用した遺伝子診断法の開発 

  逆ミセルのナノ空間に取り込まれたＤＮＡは、水中とは大きく異なるハイブリダイゼーション挙動

をとることが明らかとなった。アニオン性の界面活性剤AOTを用いて形成した逆ミセル中に、種々

の遺伝子サンプル（２０mer 程度）を取り込ませ、ハイブリダイゼーションを行った。その結果、変異

（ミスマッチ部位）を有する遺伝子サンプルのハイブリダイゼーションが、逆ミセル中で大きく抑制さ
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れることが示された。この性質を利用すると遺伝子サンプルのハイブリダイゼーション速度を測定

することによって、遺伝子の変異の有無を検出することができる。 

 変異が、最末端に一カ所見られる場合でも、ハイブリダイゼーションの速度は大きく抑制され（６

８％）、中心付近に変異がある場合、そのハイブリダイゼーション速度は、正常遺伝子のそれに比

べて１０分の１以下に低下した。これより、遺伝子の配列に変異がある場合、逆ミセルのナノ空間

で起こる二重らせんの形成が著しく抑制されることが明らかとなった。 

 塩基の配列にも依るが、水相中で極めて低濃度（1μM以下）のＤＮＡに対しては、二重らせんの

形成が起こりにくい。 しかしながら、逆ミセル中では、通常、水相の割合が１－２％であるため、Ｄ

ＮＡは、５０－１００倍程度に内殻水相に濃縮される。また、逆ミセルのナノ空間に遺伝子を取り込

みそれぞれを隔離することによって、その二重らせん形成の速度を制御することが可能となる。実

際に、ハイブリダイゼーションの速度は、温度、界面活性剤濃度、塩の種類とその濃度に大きく依

存し、遺伝子変異の存在をナノ集合体中でのハイブリダイゼーション挙動を通して検出することに

成功した。  

 

５ 自己評価： 

    酵素は高選択的・高効率的な物質変換を常温・常圧条件下において可能とする生体触媒であ

る。近時、遺伝子工学技術の発展により機能改変酵素の創出も可能となり、多岐にわたる分野で

生体触媒の高度利用を目指した研究が展開されている。しかしながら、難水溶性物質の変換反

応には非水溶媒（特に有機溶媒）を用いる必要がある。酵素反応を非水系に展開し、生体触媒を

脂溶性・難水溶性物質の変換反応に利用する技術の開発は、今日の化学工業分野において最も

重要な課題の一つである。本研究では、非水溶媒中に種々の酵素を可溶化し機能発現する手法

を確立することができた。これによってこれまで非水溶媒中で使用できなかった様々な酵素の非

水系での利用が可能となった。今後は、工業的に有用な反応あるいは環境汚染物質の分解への

応用を目指したケーススダディが望まれる。 

  界面活性剤で形成させたナノ集合体を利用し、酵素やタンパク質、DNAといった生体分子を非水

系の溶媒に可溶化すると、水中と大きく異なる様々な興味深い現象が観察された。本研究では、

ナノ集合体を用いることによって、非水溶媒における複合酵素系の電荷リレー反応を世界ではじ

めて達成できた（J. Biosci. Bioeng 誌の表紙を飾る予定 2005 年４月）。本研究を始める前は、単一

の酵素反応のみが取り上げられていた。しかしながら本研究の大きな成果として、複数の酵素の

リレー反応が非水溶媒中で起きることを明らかにした。今後の課題は、酵素の長期間における安

定性であると考えられる。 

   また、ナノ集合体の閉ざされた空間がタンパク質の自己再生を促進することを明らかにした。現

在は、本手法の一般性を検討中である。つまり、いかなるタンパク質の再生に有効であるかを明

らかにする必要がある。 

   さらに、ナノ集合体中における DNA の特異現象を利用した遺伝子診断法を開発することに成

功した。本手法は、遺伝子解析に必要な安価に短時間にという特徴を有しており、現在、九大医

学部（検査部）においてＢ型肝炎に関する検査を目的とした実用化が検討されている。 

  本研究では、全く専門の異なる農学出身のポスドクを雇用した。工学部の研究者では持ち得な

い遺伝子操作に卓越した技術を有していたため非常に大きな研究の発展が見られた。まさに、異

分野の研究者との交流の大切さを実感したプロジェクトでもあった。 

 

６ 研究総括の見解： 

  本研究は、ナノ集合体を用いて非水媒体中における生体分子の新しい機能変換・制御法が望

めるということで採択された。これまで通常水の中で機能すると考えられてきた酵素やタンパク質

といった生体分子に非水媒体という新たな機能発現の場を提供できたという意味で大きく評価で

きる。 



 - 669 -

 研究開始時は、研究テーマの絞り込みが必要と感じられたが、研究の進展とともに研究の方向

性が明確になり（１）非水系の酵素反応の確立、（２）変性タンパク質の再生技術（３）遺伝子診断

への展開と集約された。程度の差こそあれ、それぞれそれなりの成果が得られている。今後の課

題は、生体分子の機能をいかに人為的に制御できるかにあると思われる。これまで、生体分子は

水相中で機能するものと考えられてきたが、ナノ集合体の孤立ナノ空間を利用することによって、

非水媒体中における生体分子の新たな応用展開が期待される。なお、応用展開では研究の方向

を集中し、手法・手段には必ずしもとらわれずに進める必要があり、その面での経験を得ることを

望む。 
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