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1.緒言 

プロテアーゼは水溶液中において種々の反

応を触媒することから，様々な分野において広

く利用されている。 

例えば近年猛威を振るうインフルエンザや

HIV などのウイルス性疾患に対して既存の治

療法である化学療法やワクチンの代替として，

プロテアーゼを用いた汎用性の高いウイルス

の不活性化法が研究されている。従来，遺伝子

の変異しやすいウイルスに対しては，その都度

対応するワクチンを作らなければならず，対処

に限界があった。そのため，プロテアーゼを用

いてウイルスの宿主細胞へ感染する際に関係

するレセプターを破壊し，感染を防ぐ研究が行

われている。 

また，有機溶媒中でプロテアーゼの優れた触

媒作用を利用できる酵素の開発も要望されて

おり東京工業大学の岡畑らの研究を始め様々

な脂質修飾による有機溶媒中で使用可能とな

る酵素の研究が行われている 1)。これらの研究

は，脂質と酵素の複合体を形成させることによ

り，温度，pH や溶媒などの外的要因によって

容易に凝集し失活するプロテアーゼの課題を

克服することおよび有機溶媒に可溶にするこ

とを目的としている。岡畑らは，脂質分散液と

酵素液を低温で混合するという簡便な方法で

脂質修飾を可能にした。他の特許文献等も上記

の技術を基礎に，金属イオンの添加等による脂

質修飾率の向上や活性の向上を目指している
2)3)。 

 一方，当研究室で研究されている Cholesterol

修飾は標的物質に施すことにより，様々な機能

を付加することができることが出来る 4)。例え

ば CpG オリゴデオキシヌクレオチドに

Cholesterol を修飾することによって，未修飾の

ものと比較し血清中安定性の向上と細胞への

取り込みの増大が確認されたと報告されてい

る。また，プリオン病に対して治療予防効果を

持つ化合物に Cholesterol を修飾することによ

り，治療効果が増大することも報告されている。 

 そこで，本研究では Cholesterol をプロテア

ーゼに施し，温度，pH や溶媒などの外的要因

によって容易に凝集し失活するという課題の

改善と活性の向上を目指し，汎用性の高い抗ウ

イルス薬へ応用することを期待できる高い活

性を有する安定な修飾酵素を調製することを

目的とした。 

2.実験方法および測定方法 

2-1 試薬 

 Cholesterol修飾Trypsin(CH Trypsin)の調製に

はCholesterol，添加剤として塩化カルシウム，

ウシ膵臓由来のTrypsinを用いた。Cholesterolは

水に不溶なため溶媒はエタノールを用いた。

Nα-ベンゾイル-DL-アルギニン-p-ニトロアニ

リド塩酸塩(BANA)を基質として用い，溶媒は

Dimethysulfoxide(DMSO)を用いた。反応停止剤

として酢酸ジオキサン(酢酸:ジオキサン= 3:７)

を用いた。 

2-2 CH Trypsin の調製 

 Tris-HCl緩衝溶液(pH 7.8)にTrypsinを溶解さ

せ酵素溶液とした。酵素溶液に塩化カルシ 

ウムを添加させたものと無添加の 2 種類を調
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相対活性(%)

Native Trypsin(0.1 g / dm
3
) 100

脂質:酵素 = 0.3 : 1のCH Trypsin (0.1 g / dm
3
) 9.66

脂質:酵素 = 0.4 : 1のCH Trypsin (0.1 g / dm
3
) 11.3

脂質:酵素 = 0.5 : 1のCH Trypsin (0.1 g / dm
3
) 7.44

脂質:酵素 = 1 : 1 のCH Trypsin (0.1 g / dm
3
) 0.666

Table 1 Native Trypsinに対する各溶液の相対活性値

Native

Trypsin

CH Trypsin (脂質:酵素 = 0.4 : 1) CH Trypsin (脂質:酵素 = 0. 5 : 1)

Km 0.706 6.098 0.649

Vmax 1.42 0.0263 0.00161

Table 2 各溶液のKmとVmaxの比較

 

製した。Cholesterol をエタノールに溶解させ 

Tris-HCl 緩衝溶液(pH 7.8)を加え脂質溶液を調

製した。酵素溶液に塩化カルシウムを溶解させ，

4 ℃に冷却しながら脂質溶液を滴下した。その

後 4 時間 4 ℃で撹拌し，冷蔵庫で 24 時間静置

した。析出物を遠心分離させ，残った析出物を

純水で 3 回洗浄した。析出物を凍結乾燥させ

CH Trypsin の固体を得た。 

2-3 各種溶液の調製 

 CH Trypsinの粉末をDMSO 4 cm
3に溶解させ

た。Tris-HCl 緩衝溶液(pH 7.8)を用いての定量

し CH Trypsin(0.1 g / dm
3
)溶液を調製した。また， 

BANA を DMSO 4 cm
3 に溶解させ緩衝溶液で

定量し 1 mmol / dm
3 の溶液を調製した。 

2-4 CH Trypsin の活性能の評価 

基質溶液1.2 cm
3と酵素溶液1.2 cm

3を混合し

反応液とした。混合後それぞれ 5 分，10 分，

15 分，20 分反応させた。その後反応停止剤を

0.6  cm
3 加え反応を停止した。紫外可視分光光

度計でスペクトル測定(200 ~ 500 nm)を行った。

その反応初速度を活性とし，Native Trypsin と

の相対値から CH Trypsin の酵素活性の評価を

行った。また Native Trypsin と CH Trypsin の

Km および Vmaxを算出し比較した。 

3.結果および考察 

 酵素溶液に塩化カルシウムを添加した系は

CH Trypsin が析出した。しかし，無添加の系で

は析出せず CH Trypsin を得られなかった。こ

のことから無機塩を添加することにより酵素

－基質間の静電相互作用が上昇し，脂質と酵素

が結合しやすくなったと考えられる。また得ら

れた CH Trypsin は水に不溶でヘキサン，アセ

トンなどの有機溶媒に可溶であった。 

修飾に用いた脂質の量の増加に伴って得られ

る CH Trypsin の量が増加した。しかし CH 

Trypsin の活性は，脂質の量の増加に伴い低下

した。各 CH Trypsin 溶液の相対活性を Table 1

に示す。脂質：酵素の比率を 0.4 : 1 とした CH 

Trypsin が最も高い活性を示した。また 37℃に

おける CH Trypsin と Native Trypsin の Km およ

び Vmaxを算出し，比較したものを Table 2 に示

す。Native Trypsinと比較して脂質:酵素が0.4 : 1

の場合，Km が大きくなり酵素-基質の親和性も

低下した。一方，0.5 : 1 の場合は基質親和性が

高くなった。Vmax はどちらも低下した。 

4.まとめ 

無機塩を添加し低温で修飾を行い，活性を有

する CH Trypsin の調製に成功した。 
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