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【目的】現 在 問 題 とな っ て い る環境汚染物質の 酵素的分解 に は初発の 反応と

して 酸 素 添 加 反 応 が 主 に必 要と な っ て い る ．こ の 酸素添加反応を行 うシ ト
ケ ロ ム P450 は ．3 つ の 異 な る タ ン パ ク質成 分間 の 分子間電子移動 が必要

な 複合 タ ン JS ／　 eq系で あ る た め に 、生 体 外 で の 再 構 築 は 困難と され て き た．
そ こで 本研 究で は ，こ の シ ト クロ ム P450 シ ス テ ム を 有機溶媒の よ うな 特

異反 応場で 再 構 築 す る こ とを 試 み た 。
【実験】酵 素は Pscudomonas 　pu［ida 山 来の シ トク ロ ム P450cam を用 い た。数

種類の 界面 活 性 剤 テ ト ラエ チ レン グ リ コ
ール ドデ シ ル エ

ーテ ル を そ れぞ tl．
有機溶媒に 溶解 させ 、100mM の KCI を 含む 50　mMTris −HCT 緩 衝 液 （pH7 ．4）
に 酵素 を溶解 させ ．

一一相を 高速攪拌に す る こと で 酵 素 を 内 水 相 に 包 括 し た

WO エ マ ル シ 」 ン を 形 成 した ，基質 に は 2mM 力 冫 フ ァ
ーを 用 い ．基 質 の

減少 と反応生 成物の 増加を GC −MS に よ り測 定し た．
【結果 お よび 考察 】数 種類 の 界面活性 剤を 用い て WO エ マ ル シ ］ン を 形 成

した 結 果．テ トラ エ チ レ ン ゲ リ コ
ー

ル ドデ シル エ
ー
テ ル を 用 い た場 合に 、

最 も安定 した WO エ マ ル シ ll ン を 調製で き．シ トク ロ ム P450cam に よ る カ

ン フ ァ
ーの 水 酸 化 反 応 が 進 行 す る こ とが 明 ら か と な 一

丿た。発表で は ．よ り

安定な WO エ マ ル シ ョ ン を 調 製 す る た め の 界 面活 性 剤の 種 類
・
濃度 の 影響

や 、酵素活 性に 影 響 を 及 ぼす 因 fな ど に つ い て 報｛
1i
す るu
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【目的 】逆 ミ
ー
こル は 、水 一界 面 濡 性 剤 一

有機溶媒に よ り形成 され る ナ ノ分子

集合体 で ある。我 々 は ．逆 ミセ ル を 用 い る こと で 種 々 の 生体 分子が 有機溶

媒中で 機能発現 す る こ とを これ ま で に 示 して きた。有機溶媒中に お け る 酵

素反応は 難水溶性化 舎物の 効率的 な 物 質 変 換 を 可能 に す る こと か ら ．種々

の 分野 へ の 応用 が 期待 され る 。ま た ．有 機 溶 媒 中 に お い て 牛 体 触 媒 を 利 用
した多段反応系の 構築に よ り、さ らに 複雑多岐に わ た る物質 変換を r 業レ

ベ ル で 可能にす る と考え られ る 。本研 究で は 、逆 ミセ ル を利 用 して 過酸化

水素供給系に ft役 した ペ ル オ キ シ ダーゼ 反 応 に つ い て 検討 した ．
【方法お よび結果 】逆 ミセ ル は Acrosol−OT （AOT ） を 溶 解 した イ ソ オ ク タ

ン 中に 酵素溶液 を 微量注人 して 調 製 した。ペ ル オ キ シ ダーゼ （HRP ＞．ア ル

コ
ール オキシ ダ ．一ゼ （AOX ）およ びグ ル コ ースオ キ シ ダーゼ （GOX ） は 市

販 品を 用 い たu
HRP お よび ．へ〔〕X を 溶解し た 逆 ミ セ ル 溶液に 種 々 の ア ル コ ール を添 加 し た

．とこ ろ 2，6一ジ メ トキ シ フ ェ ノール （2、6−DMP ）の 酸化 反応 が進行 し た。2．6−
DMP 酸化活性は HRP お よ び AOX 濃度に 依存 して い た ．ま た ．　 HRP お よ

び GOX を 溶解 した イ ソ オ ク タン iAOT 逆 ミ セ ル 溶液 中に おい て グル コ ー一ス

に 依 存
．
し た 2．6−DMP 酸 化 反 応 が 進 行 し た。こ れ ら の 結 果 は 、

［［RPiAOX ／GOX が 逆 ミセ ル 中で 機 能 fE現 し、過 酸化 水 素供給 系に共 役し た

ペ ル オキシ ダ
ー

ゼ反 応が u ！能 で あ る こ と を 示 し た。現 （f．至適 反応 条件 の

倹討を急 い で い る．
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【目的 】変性状 態の タン パ ク 質が 牛物活性を 回復 する た め に は 、リブ ・
†
一ル

デ ィ ン グ操 作 に よ る タン パ ク質本来の 高次構造の 冉 生が 必要で ある ．木研

究で は 再生 媒 体 と して ．ナ ノ分 f集 合体逆 ミ セ ル を 用い た。逆 ミセ ル 中に

は 界 面 括 性 剤 に よ り有 機 溶 媒 か ら保 護 され た water 　poe］と 呼ば れ る ナ ノ

メ
ー

トル ス ケ
ー

ルの 内核水 相 が 存 在 す る ．この 、逆 ミセ ル の 内水相に 保持

された タ ン パ ク質 は 個 々 に 隔 離 され ．タ ンパ ク質同 tの 再凝集を防ぐこ と

が で き る。リ フ ォ
ー

ル デ で 冫 グ 対 象 と し て．大腸 菌を宿 主 細胞 と し て

RNase　A （froin　bovine　pancrcas〕を 大 量 発 現 し、そ の 際に fン クル ージ ョ ン

ボ デ t と して
．
回 収 さ れ た RNasc　A を 用 い た ．本研 究 は 逆 ミセ ル を 用 い て実

際 の イ ン クル ージ ョ ン ポ デ ’
を 再｛Eした 初め て の 例 で あ る。

【結果 及び考察】 kNasc 　A 封人体 を用 い て 、逆．ミセ 1レ法 に よ る リ ブ t
一

ル

デ ィン グを 行 っ た 。そ の 結果，RNase 　A 封入 体は 別 時間 以 内に活 性 を 完全

に 回 復す る こと が 明 らか と な
．
丿た b ．一

方で ．希釈 法に よ る リ ブ か
一

ル デ ィ

ングで は、明ら か な凝集体の 形成が 日視 で確 認で き，最 大再 生率は 約 40％
で あ っ た 。この こと か ら ．タン パ ク質を逆 ミセル の 孤 豈ナ ノ空問 へ 単離す

るこ と に よ F），タン パ ク 質問の 相 臼二作iHを効 果的 に抑 制し ．希釈 法 に 比べ

て 高い 再 生率に 達す る こ と が Hl亅ら か と な っ た。

【目的 】変性 タ ン パ ク質の リフ ォ
ー一

ル デ でン グ に おい て ．タン パ ク質 再 生 中

に 生 じ る タン パ ク質 凝 集体 を効果的に 防ぐ 事が重要 となる ．凝集抑制方法

と して 様 々 な 手 法 が 検 討 され て い る が 、ナ ノ分 r一集A 体逆 ミセ ル を 用 い た

JJ法は特 に 効 巣 的 で あ る。逆 ミセ ル は 界1酊活性剤、有機榕媒と 微量水か ら

な る ナ ノ スケ ール の 分 f集合体 で あ り．そ の 中 心 核に 水滴空間を有 して い

る ．こ の 水潘空閾 は 界 面 活 性 剤 に よ り保護 され て お り，変性 タン パ ク 質の

溶解 した 水杆と 隔 離 され て い る 。こ の こ と よ り，逆 ミ セ ル は タン パ ク 質聞

の 相彑作 用 を 抑制し 、効果 的 な リフ ォ
ー一ル デ ィン グ 場と な る e 本研究 で は、

こ れ ま で に 違 ミ セ ル 場 と して 詳 細 な 検 討 を 行 一
って き た γ ニ オ ン 性 界 面活性

剤 di−2−cthythcxylsultbsuccinale 　s〔idium 　sa ］t （AOT ） に 代 わ り，非 イオ ン性 界

面 活性 Pt］　tetrE．ethyTene 　gtycol　dodecyi　cther を用 い て 新規分子 集 合体 を調 製 し．
変性 じarbonic 　anhydrase 　B （CAB ） に 対する リフ ォ

ー．・ルデ でン グ 効 果 を検 討
したn
【方 法 及び結果】非 イオン 性 界面活性 剤 tetraethylene　elycoi　dodecyl　ethcr を イ

ソ オ ク タ ン 溶液 に 溶 解 し．更に 適量の 水を添 加す る こ と で分 子集 合体 を 形

成 したu こ の 溶液 に変性 CAB 溶 液を 添加す る こ とで リフ ォ
ール デ f ン グ

反応 を 開始 した ．．．・
定時間 の イ ン キ tL べ 一トの 後 、　 IM の KC1 を 含む 回 収

水 相 と 接 触 し、CAB を回 収 した．　 CAB の 活性測定 を行 っ た と こ ろ．　 CAB

は 効果的 に 両 生 を し てお り、非 でオ ン 性 界面活性剤 に よ り調 整 した 分 ド集

含体 は良好 な リフ ォ
ー

ルデ ィ 冫 グ場 で あ る こ と を 明ら かに し た、
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