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【第1章】　緒論

1．1　研究の背景・目的

　酵素は生体細胞内の種々の反応を触媒するタンパク質であり、本来、水溶液

中で機能するため、長い間、酵素は有機溶媒の存在下では変性、失活してしま

うものと考えられ、有機溶媒中では使用されなかった。しかし、1966年に有

機溶媒中に懸濁させたキモトリプシンが酵素活性を有することがDastoliら1）

によって報告され、そのおよそ20年後に、Klibanov勾が多数の酵素について有

機溶媒中での酵素活性発現を確認するにおよんで、一般的な現象として非水溶

媒体中での酵素反応が盛んに行われるようになった。

　有機溶媒中で酵素反応が行えるようになると、疎水性の基質に対しても高濃

度で反応できるようになり、加水分解酵素を逆反応の合成反応（エステル合成、

ペプチド合成など）の触媒として利用でき、人工基質も含めた基質の選択の幅

が大きく拡がる、また、水の関与する副反応が起こりにくくなり、水中では不

可能な反応が進行する可能性がある、さらに、水系に比べて有機溶媒からの生

成物の回収は容易で、微生物汚染の可能性も少ない、といったような利点が、

酵素反応本来の利点に更に加わり、リパーゼ、エステラーゼ、オキシダーゼ、

プロテアーゼなどの酵素を使用した多数の有機溶媒中の酵素反応がこれまで開

発されている3）。

　その間、有機溶媒中で酵素反応を行う技術として、（1）粉末酵素を基質に溶

解させた有機溶媒（微量の水分を含む）に直接懸濁させて用いる粉末酵素法
へ5）

、（2）水系で酵素を固定化しておいて有機溶媒中で反応を行う固定化酵素法

氏7）

、（3）基質を含む有機相と酵素を含む水相を界面で反応させる有機溶媒一水

二相系反応法鋤、（4）逆ミセルの“水プール”中に酵素を溶解させ、有機相中

の基質と反応させる逆ミセル法即）、が開発されている。しかし、これらの方

法では酵素は完全には有機溶媒に溶解せず、本質的には不均一反応であるので、

反応速度は著しく小さい欠点がある。

　一方、1980年代後半に開発された、（5）酵素を疎水化修飾して有機溶媒に可

溶性にする酵素修飾法（有機溶媒可溶化法）1期は酵素と基質が共に均一に溶

一 1一



解した有機溶媒中で酵素反応が進行するため、有機溶媒中でも非常に大きな反

応速度が得られる優れた方法である。

　酵素の有機溶媒可溶化法として、2，4一ビス（0一メトキシポリエチレングリコー

ル）－6一クロローS一トリアジンを水溶液中で酵素表面のアミノ基と共有結合させて

疎水化する化学修飾法ユ4）（スキーム1．1）と、水系で疎水性の界面活性剤（脂

質）で酵素表面を被覆して疎水化する物理的修飾法（脂質被覆法）1澗（スキ

ーム1．2）がそれぞれ1984年と1988年に相次いで公表され、それぞれ次のよ

うな特徴を有している。

　　　　0－（CH2CH20＞n－CH3

2，4。bls（O－methoxypolyethylene
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　前者は酵素ではカタラーゼ、ペルオキシダーゼ、キモトリプシノーゲン、リ

パーゼなどに応用され、ベンゼンや含塩素炭化水素溶媒中での酵素反応が行わ

れている。タンパク質表面に存在するアミノ基（N末端アミノ基及びリジン残

基のε一アミノ基）に両親媒性のポリエチレングリコール鎖を共有結合するの

で、タンパク質分子中のすべてのアミノ基を修飾すれば、有機溶媒への溶解度

は上がるが、酵素活性は消失するので、例えば、カタラーゼではアミノ基の修

飾率を42％、リパーゼでは50％に制御する必要があり、酵素分子中の全アミ

ノ基数を測定しておく必要性及び反応後の修飾剤の除去の必要性など、調製が

繁雑で時間がかかる欠点があり、バイオリアクターとしての修飾酵素としてよ

りも、ポリエチレングリコール修飾タンパク質は抗原性を消失させる効果があ

り、医薬としての応用の方が現在では盛んになっている。

　一方、後者は調製法は簡便であるが、ほとんどリパーゼに対して用いられ、

アニオン性疎水性界面活性剤では静電的反擾のため、酵素が被覆できず、逆に

カチオン性疎水性界面活性剤では静電的引力のため被覆率は良いが、結合が強

すぎるので酵素活性がなく、中性疎水性界面活性剤を用いてのみ、有機溶媒中

で高活性の脂質被覆酵素が得られることが明らかにされている。

　先に、福永ら16）は従来の水系で使用されてきた酵素が固定化されることで、

さらにその利用価値が高められたことから、（5）の有機溶媒可溶化酵素（修飾

酵素）も有機溶媒中で固定化して有機溶媒中で用いることができれば、さらに

利用価値が高められるとの想定のもと、脂質被覆法でP5ε〃40加oηα50βραoぬ起

源のリパーゼ（リパーゼP）を疎水化修飾し、ベンゼン中で疎水性光硬化性プ

レポリマーENTPを用いて包括固定化し、有機溶媒中で活性な薄片状16）あるい

はペレット状mの固定化有機溶媒可溶化リパーゼの調製に成功した。

　これらの成果は、有機溶媒可溶化酵素も従来の水系での酵素のように、有機

溶媒中で連続酵素反応の触媒として利用できることを示したもので、特に酵素

は不斉選択性を有しており、かつてのサリドマイド事件の教訓と近年の生活の

高度化に伴う純粋な光学活性化合物（キラル化合物）の需要増加により、キラ

ル化合物の分離技術や大量生産技術に大きな期待がかけられている現在、不斉

合成と光学分割の両方に応用可能な固定化有機溶媒可溶化酵素はこれらキラル

化合物の大量生産技術として有望である。
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　固定化有機：溶媒可溶化リパーゼの性能は固定化前の有機溶媒可溶化リパーゼ

の性能をよく反映していたので、より優れた固定化有機溶媒可溶化酵素の創製

にはより優れた有機溶媒可溶化酵素の調製が不可欠であるとの観点から、本研

究では実用性の高い脂質被覆法による酵素の有機溶媒可溶化、すなわち、疎水

性界面活性剤と酵素の複合化についての基礎的、かつ定量的な検討を行うこと

にした。

　酵素としては、非水溶媒中での適用反応数が最も多く、また、今まで疎水化

修飾が最も多く行われているリパーゼ類を選んだ。
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【第2章】　脂質被覆法による界面活性剤一リパーゼ複合体調製の定量化

2．1　緒言

　脂質被覆法（lipid－coated　method）は1988年に岡畑ら1）によって開発された

酵素の有機溶媒可溶化法の一っで、酵素の水溶液と疎水性界面活性剤の水分散

液を4℃で混合し、長時間の熟成後、析出した沈殿を遠心分離で集め、凍結乾

燥して粉末状の界面活性剤一酵素複合体を得る簡便な方法である2）。

　今まで、この脂質被覆法によって有機溶媒可溶化されている酵素と疎水性界

面活性剤との組み合わせは、R勿ρ〃54ε1例θ7リパーゼージドデシルグルコシル

L一グルタメート（2C12GE）切、グルコースオキシダーゼーグリセロールα，α’一

ジヘプタデシルエーテル3）、P8碑40〃20ηα∫〃og∫22リパーゼー2C12GE1）、

P5ε掘o脚ηo∫α脚cめリパーゼージオレイルグルコシルL・グルタメート（2C、8

△9GE）馬5）、ル勿ooアノαvαη∫o雄リパーゼー2C、8△9GE5）、　C伽読4α溜go5αリパー一ゼ

ー 2C18△9GE6）、およびβ・D一ガラクトシダーゼー2C12GE7）で、ほとんどがリパ

ーゼである。

　岡畑ら勾2）は酵素表面の親水性アミノ酸残基と疎水性界面活性剤の親水部の

水酸基とが水素結合によって結合して酵素表面を覆い、疎水鎖が外側へ向いた

構造をとるため（スキームL2）、酵素が有機溶媒に溶解するという機構を提出

している。もしそうであれば、酵素は一般に水溶液では疎水部を内側に、親水

部を外側にして溶解しているので、すべての酵素が容易に界面活性剤と結合し

て有機溶媒可溶化されることになる。しかし現実には、リパーゼのような疎水

性基質の反応を触媒する酵素に対してのみ、この脂質被覆法が用いられている

ようで、また、リパーゼでも起源、したがって、種類によって被覆されたり、

しなかったりすることから2）、酵素の脂質被覆機構にっいてのより詳細な知見

が必要と考えられる。

　一方、界面活性剤一リパーゼ複合体の調製条件に関しては岡畑ら2）および後

藤らのがそれぞれR漉（～ρ〃84θ1θ〃2ε7リパーゼー2G2GEとP5ε〃40切o刀α5α脚cめ

リパーゼー2C18△9GEの系について、界面活性剤／リパーゼ混合比の得られた

界面活性剤一リパーゼ複合体の酵素活性に対する影響から、両者とも重量比1
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二1の混合比がよいとしていることと、両者とも界面活性剤一リパーゼ複合体

にも粉末酵素法でみられる「pH履歴現象」8）が認められ、酵素の水溶液での至

適pHで脂質被覆するのがよいことを明らかにしている以外、知見は少ない。

　そこで、疎水性界面活性剤として2C、8△9GEを用い、脂質被覆法による界

面活性剤一リパーゼ複合体の調製の定量化を検討した。また比較のため、非酵

素タンパク質の牛血清アルブミンおよび人血清ザグロブリンの脂質被覆も行

った。

　　　　　　　O　　　　H
　　　　　　　雛　　　　l
CH3（CH2）110－－C－CH－N－C
　　　　　　　　　I
　　　　　　　　　CH2
　　　　　　　　　I
CH3（CH2）110－C－CH2
　　　　　　　腿
　　　　　　　0

0　0H OH
ll

C

OH OH

2C12GE

CH20H

　　　　　　　　　　　　　O　　　　H
　　　　　　　　　　　　　闘　　　　l
CH3（CH2）7CH＝CH（CH2）80－C－CH－N－C
　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　CH2
　　　　　　　　　　　　　　　馨
CH3（CH2）7CH＝CH（CH2）80－C－CH2
　　　　　　　　　　　　　11
　　　　　　　　　　　　　0

O　OH H
ll

C

OH　　OH

CH20H

2C18△9GE

Scheme　2．1　Molecular　structure　of　the　synthetlc　detergents，　didodecylglucosyI

L－glutamate，　dioleylglucosyl　L－glutamate
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2．2　実験

2．2．1　酵素および非酵素タンパク質

　実験に使用したリパーゼ類及び非酵素タンパク質の略称、起源及び分子量を

表2．1にまとめた。

　リパーゼ類は豚膵臓リパーゼ（PPL）にSIGMA社のtypellの製品を使用し

た以外はすべて天野製薬（株）から提供されたものを使用した。牛血清アルブ

ミン（BSA＞は伊藤ハム（株）組織培養試薬を、γ一グロブリン（γ一G）には

和光純薬工業（株）生化学試薬を使用した。

Table　2．1　Abbreviations　and　molecu書ar　weights　of　proteins　studied

Protein O而gin Abbreviation　Molecular

　　　　　　　　weight

Lipase

Lipase

Lipase

Upase

Lipase

Lipase

Bovine　serum　abumin

γ一Gbbulin

Pse乙Jdαηα7as　oeρacla

Ca　17dldaπJgosa

Asρe19〃己ノSη’ger

Rlりたoραs　sp．

Rんた’oρμssp．

Porcine　pancreas

Bovh　plasma

Human　serum

Lipase　P

Lipase　C

Lipase　A

Lipase　Rb

しipase　R・

PPL

BSA

γ一G

31，000

64，600

35，000

39，000

40，000

49，0008》

67，000

150，000

a）The　molecular　weights　of　co－lipase　is　not　taken　into　account．匂
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2．2．2　疎水性界面活性剤

　ジオレイルグルコシルL一グルタメート（2G8△’GE）は後藤の文献’）にした

がって、次のように合成した。

（1）レグルタミン酸ジオレイルエステル塩酸塩の合成

L一グルタミン酸15g（102㎜ol）、オレイルアルコール（和光純薬工業（株）

化学用試薬）フ1皿（223㎜01）、轍p・トノレエンスルホン酸30g（158mmo1）を

500mlナス型フラスコに入れ、脱水トルエン300mlを加えるDean－Starkトラッ

プを付したジムロート冷却管を取り付け、反応の進行とともに生成する水を共

沸除去しながら、6時間加熱還流した。さらに、トラップに滞留あるいは除去

水に付着して減少した分のトルエン（約50m1）を追加し、さらに4～5時間

加熱還流した。反応液を室温まで放冷した後、トルエンを減圧留去し、残査を

ジエチルエーテル250m1に溶解して分液ロートに移し、炭酸ナトリウム10g

（94．3㎜oDを水200mlに溝した液で振とうした。水相を除去した後、エ

ーテル相を無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、エーテルの大部分を常圧留去し、

さらに減圧留去した。残査をアセトン250mlに溶解し、濃塩酸10ml（120mmol）

を少しずつ添加して、冷凍庫で一晩冷却した。上澄液を除去し、沈殿にアセト

ン50mlを加えて湯浴に浸し、加熱溶解し、再び冷凍庫で冷却した。このデカ

ンテーションを3回繰り返した後、レグルタミン酸ジオレイルエステル塩酸塩

の半固体を吸引ろ過して、得られた半固体の重量を測定した（この重量をAg

とする）。

（2）L一グルタミン酸ジオレイルエステルの合成

　この半固体（Ag）を分液ロート中でジエチルエーテル（Eml）に溶解させ、

炭酸ナトリウム（Sg）を水（Wm1）に溶解した溶液と振とうした。ここで、　E、　S、　W

の値はAの値によってそれぞれ、式2．1、式2．2、式2．3から求めた。

E（ml）＝S（g）x20 （2．1）
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　　　　A（9）
　　　　　　　×106×1．2S（9）＝

　　　　683．5

W（mI）＝S（9）x16

（2．2）

（2．3）

　エーテル相をとり、無水硫酸マグネシウムで脱水し、エーテルを常圧及び減

圧留去して遊離アミンの残査を得た。脱水を完全にするため無水エタノール

（60ml）を加えては、エタノールを減圧留去する操作を2回繰り返した。

（3）ジオレイルグルコシルL一グルタメートの合成

L一グルタミン酸ジオレイルエステルとグルコノーδ一ラクトン（Gg）を脱水エ

タノール（Etm1）中で、3時間加熱還流した。　G及びEtはそれぞれ式2．4、式2．5

から求めた。

　　　　0．15　　　　　　178．14
G（g）＝　一　　×A×　　　　　　：＝0．355A
　　　　O」1　　　　　　　　685．3

　　　　　A　　　　700
Et（ml）＝　　　　　　x　　　　＝9．31A
　　　　685．3　　　　　0．11

（2．4）

（2．5）

　大部分のエタノールを常圧蒸留した後、減圧留去した残査をアセトン

（200m1）から再結晶した。母液を200m1ナス型フラスコに入れ、常圧蒸留で

100mlに濃縮して熱ろ過した。母液を氷冷し、室温まで戻してから析出した結

晶をろ取した。この結晶をアセトン（40ml）で再結晶した。母液を20mlにま

で濃縮した後、冷却により析出した結晶をろ取した。最後にアセトンから再結

晶した。精製品は収量2．Og（収率2．4％）、　m夢．76－78℃（文献値’°）76。78℃）で

あった。生成物の同定は元素分析、IR分析およびNMR分析により行った。

　それらの結果を表2．2および表2．3にまとめた。
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Table　2．2日ementary　Analysis　of　Dioleyi　g置ucosylレglutamate

Fo㎜ula Found（Calcd）

【％】 C H N

C47H87NO1。 Found

Calcd

10．04

10．61

67．97

68．33

1．74

1．70

Table　2．3　Spectral　Data　of　Dioleyl　glucosyl　L－glutamate

lR〈KBr）［cm°1］：3350（－OH），1720（－C＝O），1650（－CONH－），1080，1040（－O－），

1H－NMR（CDCI3，　TMS＞［ppm1，　J［Hz】：0．86（6H，　t，　J＝6．10，2xCH3－），

1．30（44H，　d，2xCH3（C旦2）5CH2CH2CH2CH＝CHCH2（C旦2）6CH2），

1．65（4H，　m，2xCH3（CH2）5C旦2－），2．02（4H，　d，　J＝5．94，－C旦2CH＝CHC旦2。），

2．15－2．46（4H，　m，－NHCHC旦2C旦2－），4．04（4H，　sextet，　J＝6．85，2x－CH20CO－），

4．56（1H，　dd，　J＝5．28，－NHC旦一），5．33（4H，　t，　J＝9．57，2x－CH＝CH－），

7．63（1H，　t，－NH－）．

13
C－NMR（CDCI3，TMS）【ppml：14．12（2xCH3－），22．70。32．63

（2xCH3（C旦2）7CH＝CH（≦≧H2）7－，－NHCHΩH2⊆H2－），51．73（－NHCH。），65．12，

66．25（2x－gH20CO－），129．76，129．85，129．92，｛29．97（2x－CH＝CH－），

172．18，172．92（2xCH20⊆≧0－），170．03（－NHCO－）．
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2．2．3　その他の試薬

Co㎜おsie　Bゴ11㎝t　Blue　G－250（CBB　G－250）、（±）6一メチル・5一ヘプテンー2一オ

ール（（±）スルカトー一ル）および酢酸イソプロペニルはそれぞれFluka　Chemie

AG（Buchs，　Switzerland）、Sigma－Alddch　Japan　K．K．（Tokyo）、東京化成工業（株）

の試薬を用いた。その他の有機試薬および無機試薬は高純度の市販試薬をその

まま使用した。
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2．2．4　リパーゼ類、BSAおよびγ一Gの脂質被覆操作

　典型的な脂質被覆操作を以下に示す。

　タンパク質濃度が1．625g／1になるように、タンパク質をリン酸緩衝液（0．1M，

pH　7．0）に溶解した。その10mlの溶液をとり、ミリポアフィルター（孔径α45

μ1）でろ過した（ミリポアフィルターの中には材質によって、タンパク質吸

着性のものがあり（例えば、ポリ塩化ビニル製のミリポア（株）製BDWPな

ど）、酢酸セルロース製のFM－45（富士写真フイルム（株）製）を用いた）。ろ

液の8m1を磁気撹搾子を入れた10m1の栓付試験管に入れ、残りの2mlのろ液

はブラッドフォード法による原液のタンパク質濃度測定に供した。

　試験管中のタンパク質リン酸緩衝液溶液に所定量の2C1，△’GEを加え、室

温（20℃恒温室）で1h磁気撹拝し、そして、5min超音波（20kHz）照射し、

冷蔵庫（4℃）で3h静置した。10，000×gで5min遠心分離した後の上清のタ

ンパク質濃度を再びブラッドフォード法で定量した。

　なお、この操作で得られる2C1、△’GE一タンパク質複合体の固体沈殿は上

清を除去して、恒量になるまで減圧乾燥したのち定量し、反応に供した。
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2．2．5　タンパク質濃度の測定

　タンパク質濃度はブラッドフォード法（Bradfbrd　method）11）により定量した。

（1）CBB溶液の調製

　CBB　G－250100mgを95％エタノール50mlに溶解し、85％（w／v）リン酸100ml

を加え、蒸留水で11にした。この溶液をミリポアフィルターでろ過して用い

た。

（2）タンパク質濃度の測定

　CBB溶液3mlに室温でタンパク質リン酸緩衝液水溶液を所定量（20～800

μ1）加え、2min後に島津分光光度計UV－1200を用い、595㎜で分光光度定

量した。なお、濃度換算には実験に用いたタンパク質そのもので作成した検量

線を用いた。
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2．2．6　タンパク質の脂質被覆率（coverage）の測定

　タンパク質の脂質被覆率（coverage）は界面活性剤（脂質）と複合化し、疎

水化され水不溶性になったタンパク質の全タンパク質量に対する比と定義し、

soludon　depletion法、すなわち、脂質と複合化させる前後のタンパク質溶液の

濃度差から求めた。

タンパク質の

脂質被覆率

（タンパク質原液濃度）一（残存タンパク質濃度）

（タンパク質原液濃度）

（2．6）

また、2C1，△9GE一リパーゼP複合体の一つの試料については元素分析法

（（株）柳本製作所MT－5元素分析計）によりその組成を定量した。
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2．2．7　酵素活性の測定

　2C18△’GE一リパーゼP複合体の酵素比活性をジイソプロピルエーテル中、

30℃でのラセミスルカトールと酢酸イソプロペニルのトランスエステル化反

応の初速度を測定して求めた’2）。

ラセミスノレカトール304μ1（2㎜01）と酢酸イソプロペニル217μ1（2mmol）

をジイソプロピルエーテル4mlに溶解させ、所定量の2C1，△’GE一リパーゼP

複合体を添加して反応を開始し、磁気撹搾下に、30℃で均一反応を行った。

反応の進行は所定時間毎に反応液を0．1～0．2μ1サンプリングし、直接ガス

クロマトグラフ分析することにより追跡した。ガスクロマトグラフ分析条件は

表2．4にまとめた。

Table　2．4　Anaiytical　conditions　for　GC

Chiral　cap川ary　column

Detecto　r

Carrier　gas

lnj．　temperature

Col．　temperature

SUPELCOβ一DEX120，60m

FID

N2

150℃

100℃

転化率は（R）一（一）体について求め、1h、1gの2C18△’GE一リパーゼP複合体

あたり生成した（R）一（一）一アセトキシスルカトールのmmo1数で酵素比活性を表

した。

　また、（R）一エステルに対するエナンチオマー過剰率e．e．Rはガスクロマトグ

ラムから転化率20％付近でのスルカトールおよびアセトキシスルカトールの

エナンチオマー純度（e．p．）を測定して算出した。
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2．3　実験結果および考察

2．3．1　熟成時間

　本脂質被覆は脂質と酵素との間の水素結合を介した複合化で平衡に達するま

でには、長時間を要するものと考えられていた。したがって、岡畑らは両者を

混合後の熟成時間を24h1）および20h2）、そして、後藤らも24hら5）としている。

まず、リパーゼPについて熟成時間の被覆率におよぼす影響を調べた。

　リパーゼP緩衝液溶液（1．625g／1）8mlに2C18△9GEを20mg添加し、1h撹

搾後、熟成時間をそれぞれ0、3、6、12、24hとしたときの脂質被覆率を測定

した。

　実験結果を表25にまとめた。

Table　2．5　Ef蘇ect　of　aging　time　on　complexation　between　2C18△9GE　and

lipase　pa）

Aging　time［h］

Coverage【％】

0

53。9

3

52．3

6

53．3

12

52、4

24

52．4

a）Coating　conditions二2C18△9GE，20　mg；lipase　P，｛3　mg；aqueous

phosphate　buf謳er　solution（pH　7．0），8ml．

　その結果、複合化は1hの混合撹搾中にも終了するほど迅速なものであるこ

とが分かったが、本研究での今後の熟成時間は念のため、3hにすることにし

た。
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2．3．2　被覆温度

　従来の脂質被覆操作は、温度による酵素の失活を考慮して4℃で行われてい

るが靹、被覆率の温度依存性についての知見はないので、種々の温度のリパ

ーゼP緩衝液溶液（1．625g／1）8mlに2C18△9GE　20mgを添加し、3hの熟成後

の被覆率を測定して被覆率への被覆温度の影響を調べた。

　実験結果を表2．6にまとめた。

Table　2．6　Ef娼ect　of　temperature　on　complexation　between　2C18△9GE　and

置ipase　pa）

Temperature【℃】切　　2　　　5　　　10　　　15　　　18　　20　　　30

Coverage［％】　　　　53．1　　52．2　　57．3　　52．8　　54．3　　52．3　　38．6

a）Coating　conditions：2C18△9GE，20　mg；闘pase　P，13mg；aqueous

phosphate　buf「er　solution（pH　7．0＞，8ml．

b）A踊operations　of　the　mixing　procedure　prior　to　aging　were　performed　at

this　temperature．

　この表の結果から、10℃を超えると被覆率の低下が徐々にみられ、30℃で

は著しいが、20℃までは被覆率に大差はみられないので、実用性を考慮して

被覆温度は20℃で以後の実験を行うことにした。
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2．3．3　種々のタンパク質の2C18△9GEによる被覆挙動

　これまでの予備的実験で最適化した被覆条件下で、各種のタンパク質を種々

の混合モル比で2C18△9GEで被覆し、それらの脂質被覆率を測定して、被覆

挙動を比較した。

　実験結果を図2．1に示した。

　図2．1の結果から、タンパク質によって被覆率にかなり差異があり、また、

タンパク質に対して脂質量を増加させていくと、それに比例して被覆率は増加

するが、飽和値があることが分かった。
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Figure　2．1　Pro痂le　of　percentage　of　protein　c◎ated　with爺pid　as　a　fun（匪ion　of　the

amount　of　2C18△9GE　app縮ed　to　the　system　and　of　the　total　amount　of　protein

added　to　the　system（13mg）．　Pbts　indicate　expemental　data繁or騒pase　P（●），

睦pase　C（○），　lipase　A（▲），髄pase　R、（△），訴pase　Rb（■），　PPL（口），γ一G（◆）

and　BSA（◇）．
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2．3．4　複合化等温式

　2C18△9GEは水不溶性で、脂質を吸着剤、タンパク質を吸着質とみなして、

先の脂質被覆実験のデータをLangmuir型の吸着等温式2．7で整理した。

【Pro】・

q　＝
　　　［L】・

nK［Pro］f

1

q

1

nK【Prolf

1＋K［Pro】f

　1
十一
　n

（2．7）

（2．8）

ここで、q：脂質一分子あたりの結合タンパク質のモル比［一］、　n：タンパク質

一分子中の結合サイトの数［一］、K：複合化定数〔M4；ymo1］、［Pro］、：脂質と結

合したタンパク質の濃度［M；moM］、［Pro］f：脂質と結合していない遊離タンパ

ク質の濃度［M；mon］、［L］，：脂質濃度［M；mon］、である。

　式2．7を式2。8の線形式に変形し、先の被覆実験のデータから、ずvs．〔Pro］f1

をプロットして直線回帰したところ、相関係数Rで示すように直線性は良好

であったので、各パラメータ値および飽和被覆率、脂質飽和結合モル数を求め

ることができた。

　それらの値を表2．7にまとめた。

　また、図22に各タンパク質に対する複合化等温式を示した。
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Table　2。7　The　constan重s　of　Langmuir　equation，　maximum　coverage，

saturating　number　of　the　lipid　molecules，　and　multiple　correlation　coe伍cients

（R）derived　from　a　linear　regression　analysis

Protein n K

［x103】　【M4×106】

Maximim

coverage

［％1

Saturaing　number　of　　R

2C18△9GE　molecules

Lipase　P　 38．4　　8．95

Upase　C　　　22．9　　　4．26

Lipase　A　　　8．58　　　　5。31

Lipase　Ra　4．26　　34．1

PPL　　　　　3．80　　21．5

Lipase　Rb　2．28　　37．3

γ一G　　　　O．784　　8．34

BSA　　　　O

71．1

32．6

10．4

10．6

10．3

9．6

12．9

0

240

730

940

1030

2220

1170

5420

　0

0．965

0．998

0．993

0．984

0．982

0．971

0．972

The　constants　were　dehved　from　linear　regression痂ts　of　Eq．（2。8）to　the

lipid－coating　data　in　Fig，2．2．

　したがって、式2．7と表2．7の諸パラメーター値を用いて、被覆条件に対応

して得られる2Cl，△’GE一タンパク質複合体の収量および組成が予測できる。

　nはタンパク質一分子中の2C18△’GEに対する吸着サイト数で、大きなn値

を有するタンパク質ほど脂質に対する親和性が大きく、したがって、被覆が容

易で、飽和被覆率も大きくなる。

　リパーゼ類（n雲228～38．4）は総じて、BSA（n＝0）やγ一G（n＝0．784）のよ

うな親水性非酵素タンパク質よりも著しく大きなn値を有し、疎水性物質を基

質とする酵素の特性がうかがえる。

　秋吉ら13）は疎水化多糖粒子（コレステロール結合プルラン：CHP）のタンパ

ク質との複合化について研究し、インシュリン、シトクロムC、α・キモトリ

プシン、カーボニックアンハイドラーゼ、西洋ワサビパーオキシダーゼおよび

BSAの結合サイト数（n）と錯化定数K［M1］を定量している。本研究で得られ

たnとKの値は、いずれも秋吉らの値のほぼ1び倍になっている。これらの
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差異はCHPとタンパク質の複合体形成はスキーム2．2に示すように、　CHPヒ

ドロゲル内部の現象で、タンパク質の全表面が関与しているのに対し、本研究

でのタンパク質の2C1，△℃Eとの複合体形成はタンパク質表面のごく一部し

か関与していないことを考慮すると理解できる。

Cholestelryl

groups
　　．　一／

　　　　／”

　　Pullulan

Sel卜
assembly

15～25nm
｝

　Protein

Scheme　2．2　Schematic　representation　of　complex　of　protein　with

self－assembled　hydrogel　nanoparlicle　of　cholestery－bearing　pullulan（CHP）．
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Figure　2．2　Complexation　isotherms　of　protein　to　2C18△9GE．　Lipid－coating

conditions：2C18△9GE，30　mg；protein，3．3－50　mg；aqueous　phophate　buf係er

soiution（0．1　M，　pH　7．0），8ml．（a）lipase　P（●）（3．3－30　mg）；lipase　C（○）（5．1

－ 45mg）；Iipase　A（▲）（10－50　mg）；lipase　R、（△）（5．0－50　mg）；置ipase　Rb（■）

（5．0－50mg）；PPL（口）（5．0。50　mg）．（b）γ一G（◆）（3．3－50　mg）；BSA（◇）

（5．0－50mg），　The　solid　curves　are　calculated　on　the　basis　of　Eq．（2．7）using

the　parameters　in　Table　2．4．
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2。3．5　脂質被覆の繰り返し

　本研究で得た複合化等温線と一般の吸着等温線の類似性を実験的に確認する

ため、リパーゼPについて2C1，△’GEによる被覆操作をさらに3回繰り返し

て行って、n＝38．4×10°3、　K＝8．95×103のパラメーター値を代入した式2，7に

基づいて、各被覆操作毎の被覆率を算出し、実験値と比較した。

　1．625g／1リパーゼP緩衝液溶液8mlに2C、，△9GE　30mgを加えて最初の被覆

を行った後、2C1，△’GE一リパーゼP複合体を単離した。残存リパーゼP緩

衝液溶液に、新たに2C1，△9GEを30mgを加え、再び被覆を行った。このよう

な操作を繰り返した。

　実験結果および被覆率の理論計算結果を表2．8にまとめた。

Table　2．8　Repetition　of　a聴pid。coating　of猟pase　Pa）

Number　of　compiexations 1 2 3 4

Cove　rage［％］

lntegrated　coverage【％1

59．1

59，1

24．7

（21．6）b）

69．2

（67．9）切

8．62

（7．49）切

71．8

（70．4）切

0

（0）切

71．8

（70．4）切

a）Coatlng　conditions，1st　run：2C18△9GE，30　mg；lipase　P，13　mg：aque◎us

phosphate　buf郵er　solution（pH　7．0），8mL　After　measurement　of　the

remaining　lipase　P　content，30　mg　of　2C18△9GE　was　added　to　the

supematant　fbm　the　l　st　run　and　these　operations　were　repeated．

b）The　values　in　parentheses　were　calculated　from　Eq．（2．7）based　on　the

c◎nstantsわr　lipase　P　in　Table　2．7．

　2回目、3回目の被覆率には理論値とやや差が大きいが、通算3回の積算被

覆率は71．8％で、その理論値は70。4％でほぼ一致している。4回目の被覆操作

ではもはやリパーゼは2C18△9GEと複合化しなかった。

　ここでの結果は、式2．7の複合化等温式の妥当性を示し、脂質とタンパク質

の複合化、すなわちタンパク質の脂質被覆は単分子吸着様式で扱えることが分

かった。
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2．3．6　界面活性剤一酵素複合体中の酵素含量と酵素活性

　今までの実験結果から、脂質被覆法では酵素に対して脂質量を増加させれば

被覆率は増加し、得られる複合体の量も多くなることが分かったが、実用的に

は用いる脂質の量が最も少なく、酵素比活性を大きくする調製条件を決定する

必要がある。

　まず、2C18△9GE一リパーゼP複合体について、種々の酵素含量の2C18△’GE

一 リパーゼP複合体を調製して、その有機溶媒中での比酵素活性を測定して

被覆率の酵素活性へ及ぼす影響を調べた。用いた反応系はジイソプロピルエー

テル中、30℃でのラセミスルカトールと酢酸イソプロペニルとのトランスエ

ステル化である。

　実験結果を図2．3に示した。

・ 27一



〉「5

彗2
署巴

　ロコ　　　ロコロ　　

駕．i｝」

∈「圏①

＞oωN　」　邸
＝　①　Ω・

　　　　ロコo　Ω．胴幽

8暑

8三

30

25

o
iD

乙

　Enzyme　content　in　the
踊pid－coated　lipase　P【wt『凋

Figure　2．3　Comparison　of　actMtise　and　enantioselectMties　of　the　2C18△

9GE－coated　enzyme　of　dlfFerent聴pase　contents．　Reaction　conditions：the

lipid窟）ated　lipase　P，20　mg；racemic　sulcatol，2mmol；isopropenyl　acetate．2

mmol；d蕪sopropyl　ether，4ml；temperature，30℃；strring　speed，300　rpm：The

enantioselectMty　was　expressed　as　the　enantiomeric　excess　of　the

（R）一（一）－product（e．e．R）．
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　界面活性剤一リパーゼP複合体基準の酵素比活性は複合体中の酵素含量に

比例し、エナンチオ選択性も、どの被覆率のリパーゼPでも一定であったの

で、脂質被覆率の酵素活性および酵素の不斉選択性への影響は認められなかっ

た。

　したがって、脂質被覆における脂質と酵素の最適混合比は被覆率が小さくて、

大きな酵素含量の複合体を生成する重量比であり、各リパーゼについて図2．4

～図2．9に示した。

　被覆率vs．2C18△9GE／リパーゼの重量比曲線とリパーゼ含量vs．2C18△9GE／

リパーゼの重量比曲線の交点の混合比であると決定できる。

　この最適混合比については従来、岡畑らの2C12GE－Pεθ〃4伽oη05加gノリパ

ーゼ系1）および後藤らの2C・8△9GE一リパーゼP系5）、両系において得られた

界面活性剤一リパーゼ複合体の酵素活性に基づく重量比1が報告されている

が、これらの図から、2Cl8△9GE一リパーゼP系では本研究では重量比0．8付

近、リパーゼCでは重量比0．9、リパーゼAでは重量比0．4、そしてPPLでは

重量比1．2付近が最適であることが分かった。

　なお、界面活性剤一酵素複合体中の酵素含量は従来は一般に元素分析から求

められているので職、本研究で用いているsolution　depletion法による組成分

析の精度をみるため、一つの2C18△’GE一リパーゼ複合体の組成を元素分析

から求め、比較してみた。

　10mg／8mlのリパー一ゼP溶液に13mgの2C18△9GEを添加して得た14．9mgの

2C18△’GE一リパーゼP複合体の被覆率は37．3％で、重量％は32．7wt％であっ

た。一方、その複合体中の元素分析値（C：57．39％，H二8．80％，　N：2．45％）と2C18

△’GEの元素分析値（C：68．36％，　H：10．50％，　N　1．70％）および、リパーゼPの

元素分析値（C：35．12％，H：5．36％，　N：3．96％）からは、リパーゼP含量は33．Owt％

と計算され、両者はほぼ一致した。しかし一般に、元素分析の誤差は大きく

（α30％）、特に低酵素含量の界面活性剤一リパーゼ複合体の組成分析に大き

な誤差を生じるものと考えられ、本研究で用いたsolution　depletion法では広範

囲の界面活性剤／リパーゼ混合比で得られる界面活性剤一リパーゼ複合体の組

成を精度良く、しかも迅速に測定できる利点があることが分かった。
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Figure　2．4　Ef『ect　of　the　gravimetric　mixing　ratio　of　2C18△9GE　to　lipase　P　on

the　coverage　of髄pase　P（●）and　lipase　P　content（○）in　the　isolated

髄pid－coated　Iipase　P．　The　expemental　detalls　are　in　the　te）d．

一 30一



一
＆30
お

き

o

「
コロ

で
9
ω

o
o
8
昆

雪

二
三

2C18△9GE川pase　C

　　【weight　ratio1

Figure　2．5　Ef『ect　of　the　gravimet両c　mixing　ratio　of　2C18△9GE　to　lipase　C　on

the　coverage　of髄pase　C（●）and　lipase　C　content（○）in　the　isolated

lipid－coated　Iipase　C．　The　expermental　details　are　in　the　text．
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Figure　2．6　Effect　of　the　gravimetric　mixing　ratio　of　2C18△9GE　to　lipase　A　on

the　c◎verage　of　髄pase　A　（●）　and　Iipase　A　content　（○）　in　the　isolated

聴pid－coated　lipase　A．　The　expermental　deta醍s　are　in　the　text．
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Figure　2．7　Ef「ect　of　the　gravimethc　mixing　ratio　of　2C18△9GE　to　lipase　R。　on

セhe　coverage　of　lipase　Ra（●）and　龍pase　R。　oontent（○）in　the　isolated

髄pid－coated踊pase　R。．　The　expermental　details　are　in　the　text．

． 33．



一
①

o
」

o
＞

o
o

10

5

00
1 2

30
　　　　「一

　　　　ココ
　　　5
　　　　①
　　　　ω

　　　　0

20　刀
　　　す

　　　　o
　　　　o

　　　　5
　　　　－
　　　　0

　　　　5

10　酔
　　　ロ　　　　三

30

2C18△9GE川pase　Rb

　　　【weight　ratio】

Figure　2．8　Ef『ect　of　the　gravimet面c　mixing　ratio　of　2C18△9GE　to　lipase　Rb　on

the　coverage　of　lipase　Rb（●）and　lipase　Rb　content（○）ln　the　isolated

髄pid－coated鮪pase　Rb．　The　expemlental　details　are　in　the　text．
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2．3．7　脂質被覆へのタンパク質水溶液のpHの影響

　脂質被覆時の酵素水溶液のpHを変化させて、リパーゼPについての被覆を

行い、それぞれの被覆率を比較した。ここでpH3．0～8．0（7．0は除く）は

Mcllvaine（0．2Mリン酸水素ニナトリウムー0．1Mクエン酸）、　pH7．0は0、1Mリ

ン酸緩衝液、pH9．0、10．0はMerEe1の緩衝液（0．05M炭酸ナトリウムー0．1M

炭酸水素ナトリウムを用いた。

　また、各pHの水溶液から得られた2Cl8△9GE一リパーゼP複合体の有機溶

媒中での酵素比活性を測定し、リパーゼPの大豆油の加水分解反応の酵素活

性のpH依存性とともに、図2．10にまとめた。

　これらの結果から、被覆率へのpH値の影響は全くないが、有機溶媒中での

リパーゼP活性には水溶液中での酵素活性のpH依存性があることが分かり、

脂質被覆においても、酵素が最後に接触した水溶液の状態を記憶している「pH

履歴」現象8）が存在する。

　したがって、高活性の界面活性剤一酵素複合体を得るには、その酵素の至適

pHの水溶液で被覆操作を行う必要がある。
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Figure　2．10　Ef『ect　of　aqueous　pH　on　the◎overage（口）and　enzymatic　actMty

（●）in　the　lipld－coating　of　lipase　P　with　2C18△9GE．　Coathg　oonditions：lipase

P（13mg）and　2C18△9GE　（20　mg）in　aqueous　bufer　solution　at　a　given　pH（8

ml）．　Enzymatic　activities　of　native　Iipase　P　in　aqueous　phophate　buf「er　solution

were　measured　for　the　hydrolysis　of　soybean　oil　at　37℃and　expressed　as

relative　activitles（○）．　The　isoelect面c　point　of　lipase　P　used　was　pH　4。46．
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2．4　結言

　以上の実験結果から、酵素（リパーゼ類）の2G8△’GEによる脂質被覆に

ついての次のような知見を得ることができた。

（1）疎水性の大きい脂質ではsoluhon　depletion法で酵素の脂質被覆過程を簡便

　に解析できる。

（2＞脂質と酵素の複合化（酵素の脂質被覆）は迅速で、長時間熟成しなくても1h

　内に完結する。被覆温度はなるべく10℃以下の低温が望ましいが、20℃

　でもよい。

（3）タンパク質の種類によって、したがって、リパーゼではその起源によって、

　脂質被覆率に差異があり、BSAは全く脂質被覆できないことが分かった。

（4）Langm臆型の吸着等温式に類似した複合化等温式2．7で脂質被覆を定量化

　することができた。結合サイト数nの大きいタンパク質ほど、脂質に対し

　て親和性が大きく、リパーゼ類では、リパーゼP＞リパーゼC＞リパーゼ

　A，リパーゼR，PPL，リパー一ゼR、の順に脂質被覆されやすいことが分かっ

　た。各タンパク質に対するパラメーター、タンパク質一分子中の結合サイ

　　ト数nおよび複合化定数Kを式2．7に代入することにより、各タンパク質

　の2C18△9GEによる脂質被覆における飽和被覆率、脂質の飽和結合モル数

　を決定することができた。式2フを用いると、脂質とタンパク質の混合比

　に対応して得られる脂質被覆タンパク質の組成が推測できる。

（5）脂質被覆法においても、界面活性剤一リパーゼ複合体はpHメモリーを有

　しており、脂質被覆は至適pHの水溶液で行うと、同じ被覆率でも高活性

　の界面活性剤一酵素複合体が得られることが分かった。
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【第3章】　水性二相分配法によるリパーゼ類の表面疎水性の測定

3．1　緒言

　前章でタンパク質を脂質被覆する場合、タンパク質によって被覆されやすさ

が異なり、どの酵素に対しても脂質被覆法は適用できるものではないことが示

唆された。そこで本章では、表面疎水性の大きい酵素タンパク質ほど脂質によ

って被覆されやすいのではないかとの類推をもとに、久保井ら1～4）の考案した

水性二相分配によるタンパク質の表面および局所疎水性の測定法を用いて、前

章で使用したリパーゼ類と、比較のための非酵素タンパク質のBSAおよびγ一G

の表面疎水性（HFS：Hydrophobic魚ctor　of　solutes；Su血ce　net　hydrophobicity）お

よび局所疎水性（LH：Local　hydrophobicity）を測定して、タンパク質の表面疎

水性を評価して、前章の脂質被覆実験結果との関連性を検討する。
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3．2　実験

3．2．1　試料タンパク質

　前章で用いたものと同じリパーゼ類および非酵素タンパク質のBSA、γ一G

を用いた。各タンパク質の略称と等電点を表3．1にまとめた。

Table　3．1　Abbreviations　and　isoelectric　points　of　proteins　studied

Protein Abbreviation lsoelectric　poht

Upase

Lipase

Lipase

Lipase

Upase

Lipase

Bovine　serum　albumin

γ一Globu随n

Lipase　P

Upase　C

Lipase　A

Lipase　Ra

Lipase　Rb

PPL

BSA

γ一G

4．46

4．30

4．壌0

7．10

7．20

5，00

4．90

6．00
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3．2．2　試薬類

　水性二相系を構成する水溶性ポリマーとして用いたポリエチレングリコール

（PEG）はそれぞれPEG　1540、4000、6000であり、平均分子量（Da）はそれ

ぞれ1500、3000、7500で和光純薬工業（株）製一級試薬である。もう一つの

水溶性ポリマーはデキストラン（Dex）で分子量分布100k－200kDaで和光純薬

工業（株）製である。局所疎水性の測定に用いる非イオン性界面活性剤Triton

X－405（約40のエチレンオキシド繰り返し単位を有するpolyoxyethylene

iso（オylphenyl　ether）はSigma－Aldrich　Japan　KK．製、タンパク質濃度測定に用い

るCo㎜おsie　Brilli㎝t　Blue　G－250（CBB　G・250）およびマイクロTPテストワコ

ー （ピロガロールレッド法に基づくタンパク質濃度定量キット）はそれぞれ

Fluka　Chemie　AGおよび和光純薬工業（株）製を用いた。その他の有機試薬お

よび無機試薬は高純度の市販品をそのまま使用した。
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3．2．3　水性二相分配法によるタンパク質の疎水性の測定

（1）測定原理

　水性二相系でのタンパク質の等電点における分配係数（Kμ）は静電効果を

無視することができ、二相分配系の疎水性とタンパク質の表面疎水性の積とし

て次式で相関される1）。

hK口＝　HFSxHF （3．1）

ここで、K病：分配係数、　HFS：タンパク質の表面疎水性（Hydrophobic侮ctor　of

solutes）、HF：二相分配系の疎水性（Hydrophobic飴ctor）、である。したがって、

分配系のHFが既知の二相系（ここではPEGIDex系）にタンパク質を分配さ

せ、そのK，，の変化を調べることによってタンパク質の表面疎水性（HFS）を

評価することができる。

　また、タンパク質の局所疎水性（LH）はPEG∠Dex系にTdton　X－405を添加

すると、Trito狙X－405はPEG相に偏って分配されるので、　Tritonと疎水結合す

るタンパク質はPEG相に偏って分配されるようになる4）。したがって、　Triton

濃度に対するタンパク質のKμの変化の大きさから、次式にしたがってLHを

評価することができる（Triton添加法）3）。

△lnKpゆ面。＝h（KpらT配㎝1Kp軋・） （3．2）

ここで、K偶，。蝋：Triton　X－405の存在下でのタンパク質の分配係数、　K腐。：Triton

X－405の不在下でのタンパク質の分配係数、である。

（2）タンパク質の表面疎水性（HFS）の測定

　30％PEG溶液と30％Dex溶液を調製し、それらのpHを水酸化ナトリウム

水溶液あるいは塩酸の添加によって等電点に調整した。試験管にそれぞれ1．5g

ずっ加えた後、全体で59になるようにタンパク質濃厚水溶液と水を加えた。

ボルテックスミキサーで5min混合後、5000rpmで20min遠心分離（久保田製

作所（株）インバーターマイクロ遠心機1130型）し、二相に分離した。上（PEG）
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相と下（Dex）相の体積を測定後、下相のタンパク質濃度を50～60μ1のサ

ンプリング溶液で、リパーゼPについてはブラッドフォード法、その他のリ

パーゼ類およびタンパク質についてはピロガロールレッド法により測定し、上

相のリパーゼ濃度は物質収支から求めた。KFは次式から算出した。

　　　（上相リパーゼ濃度）
Kp，＝

　　　（下相リパーゼ濃度）

（3．3）

　PEG／Dex二相系のHF値は水溶性ポリマーの組み合わせで変化させ、次の3

っの疎水性の異なる二相系を用いた。各水性二相系のHF値は相対疎水性が既

知のアミノ酸、ここではグリシン、L一トレオニン、L一メチオニン、　L一バリン、　L。

チロシン、L一フェニルアラニンおよびレトリプトファン、の分配係数を測定

することにより決定した1）。

PEG　1540（10．8％）／Dex　100k－200k（9％）：0．0070moykJ；PEG4000（9％）／Dex　100k－200k

（9％）：0．0126mol！kJ；PEG6000（9％）／Dex　100k－200k（9％）；0．0201mol／kJ．

　各タンパク質のHFS値は式3．1に基づいて、　HF　vs．　Kμの点綴の直線の傾き

から求めた。

（3）タンパク質の局所疎水性（LH）の測定（Triton添加法）

PEG4000のex二相系にTriton　X・405を0～10㎜oレkgの灘で添力ロし、それ

ぞれの二相系にタンパク質を分配させて、K，，を先のHFSの測定の場合と同様

に測定し、式3．2からLHの値を求めた。

（4）タンパク質濃度の分析

　上述のタンパク質の分配実験（2）、（3）では下相のタンパク質濃度をピ

ロガロールレッド法5）により定量したが、リパーゼPの場合については、K。

が大きいため下相のタンパク質濃度が小さくて、少量のPEOにも影響される

ようになったためか、異常呈色で分析できなかったため、Kulaらの文献‘）に基

づいて、次のようにPEOの除去を行ってから、ブラッドフォ・一一ド法7）により

タンパク質濃度を定量した。

一 45一



　下相1mlを別の試験管に移し、それに1，2一ジクロロエタン（和光純薬工業

（株）特級試薬）を3m1加え、ボルテックス混合を5min行った。5000rpmで5m血

遠心分離し、Dex相と1，2一ジクロロエタン相を分離した後、　Dex相を取り出し

て分析に供した。
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3．3　実験結果および考察

3．3．1　タンパク質の表面疎水性

　種々のリパーゼ、BSAおよびγ一GのK皿を3つの二相系（1二PEGI540

（10．8wt％）∠Dex　100k－200k（9wt％）；2：PEG4000（9wt％）∠Dex　100k－200k（9wt％）；3：

PEG6000（9wt％）∠Dex100k－200k（9wt％））において測定した。

　実験結果を図3．1にまとめた。

　式3．1に基づいて、各直線の傾きから各タンパク質のHFS値を求め、表3．2

にまとめた。

Table　3．2　Surface　net　hydrophobicities（HFS　values）of　lipases，　BSA，γ一G

Protein HFS　　　pH

【kJlmol】　　凹

HFS　as　determined　by　Kuboi　et　al．（pl）

【kJlmoi】

Lipase　P

Lipase　R・

Lipase　A

Lipase　Rb

PPL

Lipase　C

γ一G

BSA

＋31．6

－21，1

－24．7

－28．1

－82．4

－ 124

－ 184

－205

4．46

7．10

4。10

7．20

5．OO

4．30

6．00

4．90

一
67．3（5．0）b）

一
231（4．9）c）

a）HFS　values　were　de捕ved　from髄near　regressbn縦s　of　Eq．（3．1）to　the　Kμ

data　in　Figure　3．1．

b）Taken　from　Re笥erence　3．

c）Taken　from　Reference　1．

　表3．2に示されているように、リパーゼ類と非酵素水溶性タンパク質はかな

り異なる表面疎水性を有している。一般に、タンパク質は水溶液中では親水性

のアミノ酸残査を表面に、そして疎水性のそれらを内部に位置させることによ

って安定に存在しており、したがって、大きな分子量の可溶性球状タンパク質
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のほとんどは親水性の表面を有していて、HF値も例えば、γ一G、β一ガラクト

シダーゼ3）、B一ヘモグロビン！）のように、それぞれ、－184、－453、－208kJ／molの

ような負の大きな値を有する。しかし、リパーゼ類は油一水界面で疎水性の基

質に作用する特殊な酵素で8）、通常のタンパク質と異なり、大きな疎水性を有

している。疎水性はその起源によって大きく異なり、ここで調べた6種類のリ

パーゼでは、リパーゼP＞リパーゼ凡，リパーゼA，リパーゼRb＞PPL＞リパ

ーゼCの順に疎水性の強い表面を有することが分かった。

　P3ε掘伽oηα3　c砂αc’α起源のリパーゼPは疎水性が最も大きな表面を有する

が、Kulaら’）もリパーゼP、αアα励oo’εア’姻　v∫3003襯起源のリパーゼ、リゾ

チーム、βoεノ11鋸　1∫o舵η⑳ア履3起源のアルカリプロテアーゼ、ピルビン酸デカ

ルボキシラーゼの5つのタンパク質の中で最も有効タンパク質疎水性（log　a：

ef飴cdve　protein　hy（kophobicity）が大きいことを報告している。

一 48一



ヨ山
　ヒ

10．00

1．00

0．10

0．01
　　　　0 10 20

HF【mmoMkJ】

Figure　3．1　Dependence　of　the　partitioning　coef侮cient　of　proteins（Kμ）on　the

hydrophobic　factor（HF）at　their　pl．

Composition　of　aque◎us　two－phase　systems：1，　PEG1540（10．8　wt％）1Dex

100k－200k（9　wt％）；2，　P　EG4000（9　wt％）1Dex　100k－200k（9　wt％）；3，

PEG6000（9　wt％）1Dex　100k－200k（9　wt％）．

Plots　lndica亡e　experimental　data　for量ipase　P（●，　pH＝4．46），　lipase　C（○，　pH

＝4．30），lipase　A（▲，　pH＝4．10），脈pase　R。（△，　pH＝7．10），　Iipase　Rb（■，pH＝

7．20），PPL（口，　pH＝5。00），γ一G（◆，　pH＝6．00）and　BSA（◇，　pH＝4．90）．
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3．3．2　タンパク質の局所疎水性（LH）

　種々のリパーゼ、BSAそしてγ一GのTriton添加法3）におけるKp，の変化の測

定結果を図3．2にまとめた。

　これらの結果から、式3．2で定義されるLH値［kJ／mol］はリパーゼCで050、

γ一Gで0．40、そしてBSAで1．76で、それ以外のタンパク質では0であった。

　この結果は本研究で用いた親水性の大きいタンパク質には疎水部が局所的に

分布していることを示している。

　なお、BSAのLHは久保井らの測定値1．75’°）（△1nKBsA＝lnKBs＾蝋城Th㎞x4・5・

lrKBs胴，㎞丁亘，。。　x葡・），PEG4000（9wt％）／Dex100k．200k（9wt％）二相系（pH8．0，10mM

TM一緩衝液））とよく一致している。　LH値はBSAが最大であるが、このこと

はBSAがThtonに対して強い親和性を有する結合サイトを有することを意味

し、事実、Makinoら11）はBSAがTriton　X。100に対する強い結合サイトを4個

有していることを報告している。
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Figure　3．2　Effect　of　addition　of　Triton　X－405　0n　the　par縦ion　coe伍cient　of

proteins　at　their　pl　in　PEG4000（9　wt％）1Dex　100k－200k〈9　wt％）two－phase

systems。　Symbols：lipase　P（●，　pH＝4．46），髄pase　C（○，　pH＝4。30），髄pase　A

（▲，pH＝4．10），脈pase　Ra（△，　pH＝7．10），　Iipase　Rb（■，　pH＝7．20），　PPL（口，

pH＝5．00），γ一G（◆，　pH＝6．00）and　BSA（◇，　pH＝4．90）．
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3．3．3　タンパク質の局所疎水性のpHによる変化

　リパーゼ類ではリパーゼCにのみ、LHが存在した。脂質被覆法では等電点

のpHではなく、至適pHの水溶液で行うので、局所疎水性のpH変化につい

て明らかにしておく必要があり、各種リパーゼ、BSA、そしてγ一Gについて

等電点をはさむ種々のpHのPEG4000のex　100k－200k二相系でTriton添加法に

より、LHを測定した。

　分配実験の結果を図3．3にまとめた。

　これらの結果から、式3．2に基づいて、LH（△lhKのを求め、図3．4にそのpH

依存性をまとめた。

　この結果、リパーゼCに低pH側でわずかにLHのpH依存性がみられるが、

至適pH付近では無視できるほどであり、リパーゼ類については脂質被覆へお

よぼすpHの影響はないと考えてよい。これは前章でのリパーゼPの被覆率が

水溶液のpHに依存しなかったことと一致している。リパーゼCはわずかに局

所疎水性を有しているが、この局所疎水性はTritonのような線状の疎水部とは

相互作用できるが、2C18△’GEの平面状の大きな疎水部とは相互作用できない

細いくぼみ状のものと予測される。γ。GのLHはその等電点（p卜6．00）で最

大値をとり、一方、BSAのLHは等電点（pl＝4．90）を越えると大きく減少し

ているが、この両者のpH依存性はKitanoら12）が報告しているホルムアルデヒ

ドーヒドロキノン樹脂（FA－HQ樹脂）への吸着におけるものとよく一致して

いて、疎水相互作用による結合が示唆される。
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Figure　3．3　Effect　of　addition　of　Triton　X－405　0n　the　par七tion　coe伍cient　of

proteins　at　various　pH　values　h　PEG4000（9　wt％）1Dex　100k－200k（9　wt％）

two－phase　systems．（a）lipase　P（pH　4．10（○），　pl　4．46（△），　pH　7．60（口）），（b）

iipase　C（pH　4．00（○），　pl　4．30（△），　pH　8．00（口）），（c）lipase　A（pl　4．10（●），

pH　6．30（▲），　pH　7．80（■）），（d）BSA（pH　4．30（○），　pl　4．90（△），　pH　7．60（口）），

（e）γ一G（pH　5．30（●〉，　pl　6．00（▲），　pH　7．60（■））．
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髄pase　P（●），（b）騒pase　C（○），（c）舗pase　A（▲），（d）γ一G（◆）and　（e）BSA

（◇）．
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3．3．4　リパーゼの疎水性と界面活性剤による被覆

本研究で得られたリパーゼの表面疎水性（HF　S）と界面活性剤（2C18△’GE）

による被覆との関連性をみるため、第2章の実験で得られた最大脂質被覆率vs．

リパーゼ類、BSAおよびγ一GのHFSのプロットを行った（図3．5）。

　図35に示されるように、リパーゼA、リパーゼ凡、リパーゼRb、　PPLを除

いて良好な比例関係がみられ、表面疎水性の大きいタンパク質ほど脂質被覆さ

れやすいことが定量的に明らかにできた。なお、この比例関係はタンパク質の

2C18△gGEに対する活性サイト数（n）vs．タンパク質のHFS値のプロットでも

みられた。この結果は、タンパク質の脂質被覆の主因子がタンパク質と脂質と

の間の疎水性相互作用であることを裏付けている。HFS値が大きい割には最

大被覆率が小さいリパーゼ類は、例えば、R勧（～ρ〃3α肋伽3起源のリパーゼは

一分子あたり13～14モルのマンノースと2モルのヘキソースアミンを含む糖

タンパク質であり13）、したがって、リパーゼR、、リパーゼ凡は糖含量の非常

に多いタンパク質で、またKulaら’）も趣ρεアg〃鋸η乏gεア起源のリパーゼ（リパ

ーゼA）およびPPLとも高度に糖化されている酵素タンパク質であることを

指摘しており、糖鎖の存在が脂質とタンパク質との結合を妨げているものと考

えられる。また、BSAより大きい疎水性を有するタンパク質はすべて2Cl・△

9GEと結合しているので、脂質被覆されるにはタンパク質の疎水性はHF　S値

一205kJ／mol以上は必要であると推定される。
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Figure　3．5　Correlation　between　maximum　coverage　for　the　lipid・c◎ating　of

protein　with　2C18△9GE，　cited　ヤom　the　previous　work，⑭　and　H　FS．　The

experimental　conditions　of　HFS　are　the　same　as　those　of　Figure　3．10r　Table

3．1，and　the　complexation　between　protein　arld　2C18△9GE　was　carried　out　at

the　pH　7．0（150　mM　aqueous　phosphate　buf『er　solution）．　Pbts　indicate

eXpehmental　data弔Or髄paSe　P（●），　IipaSe　C（○），　lipaSe　A（▲），　lipaSe　R。（△），

lipase　Rb（■），　PPL（口），γ一G（◆）and　BSA（◇），
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3．3．5　リパーゼ類の疎水性と有機溶媒中の酵素活性

　Klibanovはほとんどの酵素が修飾することなくそのままで、有機溶媒中で活

性を有すると述べている（酵素粉末法）13）、しかし一般に、粉末酵素の反応は

粒子内拡散抵抗や外部拡散抵抗の存在のため著しく遅い。表面疎水性の酵素ほ

ど有機溶媒や疎水性の基質に対して、高い親和性を有し、したがって、有機溶

媒中で高活性であると考えられ、酵素のHFS値と有機溶媒中での粉末酵素活

性との関連を本研究で最大の疎水性のリパーゼP（HF　S値：＋31．6kJ／mo1）と最

小の疎水性のリパーゼC（HFS値：－124k∫／mo1）について検討した。

　ヘキサン中の3一メチルー2一シクロヘキセンー1一オールと酢酸イソプロペニルの

トランスエステル化反応15）、トルエン中の（R，S）一（±）－2，2一ジメチルー1，3一ジオキ

ソランー4一メタノールと酢酸イソプロペニルとのトランスエステル化反応16）、

およびヘキサン中の（R，S）。（±）一シトロネラールの酪酸によるエステル化反応

17）

、において粉末リパーゼPの方が粉末リパーゼCよりも高活性であることが

報告されている。

　また、脂質被覆した後の酵素の表面疎水性は脂質と結合して疎水化した酵素

が沈殿してくるので、どの酵素でも大差はないと考えられる。したがって、2Cl、

△9GE一リパーゼC複合体（リパーゼ含量28．Ow　％）のイソオクタン中、35

℃での（1R，2S，5R）一（一）一メントールとラウリン酸とのエステル化反応18）および

2Cl8△’GE一リパーゼP複合体（リパーゼ含量28．8wt％）のジイソプロピルエ

ーテル中、30℃での（R）。（一）－6一メチル。5一ヘプテンー2一オールと酢酸イソプロペ

ニルとのトランスエステル化反応’9）での比活性はそれぞれ6．3μmol　h°1

（g4ipase　C）’1および27．2μmol　h’1（g－lipase　P）’1で、それぞれ、粉末リパーゼの

比活性の79倍および9．8倍増大しているが（0．08μmol　h－1（g－lipase　C）°1およ

び2．79μmol　h°’（g－1ipase　P）’1）、脂質被覆前の、すなわち、粉末リパーゼの活

性はリパーゼPの方が大きいので、脂質被覆後の活性の増加率は疎水性度の

増加率に反映し、リパーゼCの方が大きくなったものと考えられる。

　図35における切片は脂質被覆法を適用できる酵素は一205kJ／mo1より大きい

疎水性を有する必要があることを示唆しており、この限界値はその酵素が疎水

化修飾することなく、有機溶媒中で活性であるかどうかの指標にもなるものと

考えられる。例えば、リパーゼ以外のかなり疎水性のパパイン（HFS値；
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＋43．7kJ／mol）1）、リゾチーム（HFS値：－39．3kJ／mol）D、そしてα一キモトリプシ

ン（HFS値：－85kJ／mol）Dなどは脂質被覆法により、疎水化修飾しやすい酵素

であり、また、そのまま粉末状態で有機溶媒中でもある程度、活性を発現でき

る酵素であると予想できる。
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3．4　結言

本章で得られた知見は次のように要約される。

（1）リパーゼ類、γ一GおよびBSAの表面疎水性を水性二相分配法によって測

　定し、表面疎水性（HF　S値：kJ／mol）は次のような値となった。

　　リパーゼPl＋31．6，リパーゼR、：－2H，リパーゼA：－24，7，リパーゼRb：

　　。28．1，PPL：－82．4，リパーゼC：－124，γ一G：。184，　BSA：－205

（2）Triton添加法により、リパーゼ類、γ・GおよびBSAの局所疎水性（LH：

　kJ／mol）を測定し、次のような値を得た。

　　リパーゼP：0，リパーゼR。：0，リパーゼA：0，リパーゼR上：0，PPL：0，リパ

　　ーゼC：0．50，γ一G：－0．40，BSA：1．76

（3）局所疎水性のpH依存性については、等電点でLH値を有するタンパク質

　にのみ存在し、γ一GのLHは等電点で最大値を有する。また、　BSAのLH

　は等電点を超えると減少する様式をとり、一方、リパーゼCはBSAの様

　式に近いがほとんどpH依存性はなかった。

（4）第2章のタンパク質の最大脂質被覆率とタンパク質のHFS値には良好な相

　関性がみられ、タンパク質と脂質の結合は疎水性相互作用によるもので、

　表面疎水性の酵素ほど脂質被覆法により、疎水化修飾されやすいことが示

　唆された。リパーゼ凡、リパーゼRb、リパーゼAおよびPPLについてはHFS

　値が大きい割には被覆率が小さいが、これらのリパーゼでは糖鎖の存在が

　脂質との結合を妨げているものと考えられる。

（5）酵素のHFS値と粉末酵素の有機溶媒中での酵素活性にも関連性がみられ、

　表面疎水性の大きい酵素ほど、有機溶媒中でも高活性であることが示唆さ

　れた。
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【第4章】　水相脂質被覆法によるリパーゼ類の疎水化修飾

4．1　緒言

　前章まで脂質被覆法による酵素の疎水化修飾法にっいて詳細に検討してきた

が、この調製法の欠点は水不溶性の疎水性界面活性剤分子と水相中に溶解して

いる酵素分子との自発的な会合によっているため一部の酵素を除いて、酵素の

回収率が一般的に低いことである。

　そのため、都築らL2）は助溶媒としてテトラヒドロフラン（THF）を用いる界

面活性剤被覆法（均一系脂質被覆法）を考案した。すなわち、水相に酵素を溶

解させておき、THFにジドデシルグルコシルL一グルタメート（2C12GE）を溶

解させ、両液を4℃で混合後、24h放置して溶媒を蒸発させ、得られた界面活

性剤一酵素複合体を水で洗浄して、未修飾の酵素を除去する方法である。この

方法では、均相で界面活性剤と酵素分子とが接触するため、酵素の回収率の大

幅な向上が認められた。

　一方、Blinkovskyら3）は疎水化高分子糖のpalmitoyl　poly（sucrose　acrylate）を

ジメチルホルムアミド（DMF）に溶解し、ズブチリシンを緩衝液水溶液に溶

解して混合後、凍結乾燥により修飾酵素を取り出し、酵素複合体が有機溶媒中

で高活性であることを見出している。この調製法では酵素が全量回収できるの

で、工業的調製法として有望と考えられる。

　また後藤らへ5）はイソオクタンにジオレイルグルコシルL・グルタメート（2C1・

△9GE）を溶解させ、水相中の酵素と混合させて得たW／0マイクロエマルジ

ョンからイソオクタンを除去、凍結乾燥して、同様に全量の酵素が回収できる

方法で界面活性剤一酵素複合体を得ている。

　これらの改良脂質被覆法では界面活性剤一酵素複合体の収率が定量的である

利点があるが、いずれも調製に大量の有機溶媒の使用が不可欠である。そこで、

有機溶媒を用いない酵素の疎水化修飾を行う方法を探索し、既往の酵素修飾用

界面活性剤のジアルキル型両親媒性化合物の親水基をもう一本増やした型のジ

ェミニ型界面活性剤が水溶性になることに着目して、水相だけでリパーゼ類を

疎水化修飾する方法を開発した。
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4．2　実験

4。2．1　酵素修飾用ジェミニ型界面活性剤の合成

　膜タンパク質可溶化剤として知られているBIGcHAP（N，N－bis

（3－D－gluconamidopropyl）cholamide）の合成法6）を参考にして、スキーム4．1の

ようにジアルキルN。（3一カルボキシプロパノイル）－L一グルタメート（2C。CA）

とイミノビスグルコノアミドを混合酸無水物法で縮合させて、N，N－bis

（3－D－gluconamidopropyl）－3・（dialkyl－L－glutamat㏄arbonyl）propamides（BIG2C。CA：

n＝10，12，14，16，18）を合成した。

　BIG2C12CAの合成法を代表例として記載する。

　Didodecyl　N－（3。carboxypropanoyD－L－glutamate　7）10mmo1を脱水DMF　80mlに

溶かし、トリエチルアミン1．40m1（10㎜ol）を加え、さらにク即ギ酸イソ

ブチル（東京化成工業（株）試薬）0．96m1（10mmol）を加え、30分間撹搾し

た。溶液を冷蔵庫中に2時間放置して冷却した後、析出したトリエチルアミン

塩酸塩をろ別した。一方で、先に合成したN，N－［lminobis（tdmethylene）］－bis

（D－gluconamide）6）4。87g（10mmo1）を脱水DMF　80m1に溶かし、混合酸無水物

の母液を加え、50℃で2日間撹搾し反応させた。反応後、溶媒を真空ポンプ

を用いて減圧留去し、残査を2一プロパノール100mlから2回再結晶して、白

色粉末結晶を得た。

　表4．1および表4．2に合成したジェミニ型界面活性剤の融点、元素分析およ

びスペクトル分析の結果をまとめた。
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Table　4．1　Analytical　data　of　BlG2C，CA

Found（Calcd＞【％】

Detergent Formula m．P．［℃1　C H N

BIG2CloCA

BIG2C12CA

BIG2C14CA

B塁G2C16CA

BIG2C18CA

C47H88N4018

C51Hg6N4018

170。172

170－172

C55Hio4N4018　　174－176

C5gH　112N40り8　　174－176

C63H120N4018　　176－178

56．48

（56．61）

57．80

（58．15）

59．49

（59．54＞

61．08

（60．80）

62．60

（6t94）

8．92

（8．89）

9．37

（9．19）

9．89

（9．45）

10．19

（9．69）

10．40

（9．90）

5．58

（5．62）

5．32

（5．32）

5．03

（5．05）

4．60

（4。81）

4．19

（4．59）
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Table　4．2　Spectral　data　of　N，N－bis（3－D－gluconamidopropyl＞－3－（dialkyl－L－

glutamatecarbonyりpropamide（BIG2C。CA）

BlG2CloCA：lR（KBr）［cm°1】：3350（－OH），1720（－C＝0），1640（－CONH－）．

1H－NMR（DMSO，　TMS）【ppml，　J［Hz1：

13
C－NMR（DMSO，　TMS＞【ppm】：13．32（CH3×2），21．56－30．82（CH3（C旦2）8x2，

NCH2Ω旦2CH2N×2，　COCH2CH2CO，　CHCH2CH2CO），46．37。51．06

（NΩと±…CH2⊆≧地N×2，　NHΩ止ID，63．10，70，12，71、39，72．22，73．19

（carbon　of　glucose），63．54，64．02（R⊆旦三〇x2），170。71。172．02（ROgO×2，

NH⊆O。glucosex2，ΩOCH2CH290）．

BIG2C12CA：lR（KBr）［cm騨11：3350（－OH），1720（－C＝0），1640（－CONH－）。

1H－NMR（DMSO，　TMS＞［PPm】，　J【Hz1二〇．84（6H，　t，　J＝6．7，　CH3×2＞，1．24－1．28

（36H，　m，　CH3（C旦2＞gx2＞，1．52－1．60（8H，　m，　R－C旦2CH2x2，　NCH2C旦2CH2Nx2＞，

2．32－2．59（8H，　m，　COCH2CH2CO，　CHCH2CH2CO），

3．03印4．22（34H，　m，　hydrogen　of　glucose，　NΩ地CH2q圭Nx2，　RΩ旦三〇x2），

5．42（1H，　m，　NH⊆旦CH2CH2CO），7．77－8．23（3，　m，型旦COx3）．

13
C。NMR（DMSO，　TMS）【ppm】：13．81（CH3x2），22．14－31．41（CH3（C旦2）、o×2，

NCH2⊆1旦2CH2Nx2，　COCH2CH2CO，　CHCH2CH2CO），46．37－5t67

（NΩ旦≧CH2⊆辻±…Nx2，　NH⊆1旦），63。54，70．75，71．97，72．75，73．73

（carbon　of　giucose），64．32，64．81（R⊆！±…O×2），

171．92一歪72。70（ROΩOx2，　NHΩO－giucosex2，　gOCH2CH290）．

BIG2C¶4CA：IR（KBr）【cm’1】：3350（－OH），1720（－C＝0），1640（－CONH－）．

1H。NMR（DMSO，　TMS）［ppm】，　J［Hz】：0．84（6H，　t，　J＝6，7，　CH3x2），1．23－1．26

（44H，　m，　CH3（C旦2＞・1×2），1．53－1．58（8H，　m，　R－C旦2CH2x2，　NCH2C旦2CH2N×2），

2．31。2．55（8H，　m，　COCH2CH2CO，　CHCH2CH2CO），3．01－4．56

（34H，　m，　hydrogen　of　glucose，　NΩヒhCH2Ω旦三N×2，　RΩ旦30x2），

5・42（1H，　m，　NHg旦CH2CH2CO），7．78－8．25（3，　m，旦旦CO×3）．

13
C－NMR（DMSO，　TMS）［pp呵：13．66（CH3×2），22．19－31．55（CH3（C旦2）12×2，

NCH2⊆≧旦2CH2Nx2，　COCH2CH2CO，　CHCH2CH2CO），46。37－51．79

（N⊆独CH2Ω旦≡Nx2，　NH≦≧旦），63．59，70．80，72，02，72．80，73．73

（carbon　of　glucose），64．02，64．61（R⊆ヒhOx2），171．97－173．19

65．



（RO⊆≧O×2，　NH⊆≧0－glucosex2，ΩOCH2CH2Ω0）．

BIG2C16CA：1R（KBr）［cmの11：3350（－OH），1720（－C＝O），1640（。CONH－）．

1H－NMR（DMSO，　TMS）【ppm1，　J［Hzl：0．82（6H，　t，　J＝6．7，　CH3×2），　tO3－1．23

（52H，　m，　CH3（C旦2）13x2），1．54－1．93（8H，　m，　R－C旦2CH2×2，　NCH2C旦2CH2N×2），

2．35－2．56（8H，　m，　COCH2CH2CO，　CHCH2CH2CO），3．01－4．56

（34H，　m，　hydrogen　of　glucose，　N≦逃CH2Ω旦⊇N×2，　R⊆独Ox2），5．42

（1H，　m，　NHΩ旦CH2CH2CO），7，78－8．25（3，　m，製旦COx3）．

13
C－NMR（DMSO，　TMS）［ppm】：13．32（CH3×2），22．56－30．82（CH3（C旦2）14x2，

NCH2⊆旦2CH2Nx2，　COCH2CH2CO，　CHCH2CH2CO），46．37－51．01

（NΩ旦三CH2Ωと』Nx2，　NHg旦），63．15，70．12，71．44，72．22，73．19

（carbon　of　gIucose），63．54，64．04（RΩ旦孟Ox2），172，07

（ROΩOx2，　NH⊆≧0－glucosex2，⊆≧OCH2CH2Ω0）．

BIG2C18CA：量R（KBr）［cm’11：3350（－OH），1720（。C＝O），1640（。CONH－）．

1H－NMR（DMSO，　TMS）【ppm1，　J【Hz】：0．84（6H，　t，　Jニ6．7，　CH3x2），1．03－1．23

（60H，　m，　CH3（C旦2）15x2），1．54－1．92（8H，　m，　R－C旦2CH2x2，　NCH2C旦2CH2Nx2），

2．29。2．58（8H，　m，　COCH2CH2CO，　CHCH2CH2CO），3．02455

（34H，　m，　hydrogen　of　giucose，　NΩ些CH2Ω旦⊇Nx2，　RΩヒhOx2），5．41

（1H，　m，　NH⊆旦CH2CH2CO），7，78－8．24（3，　m，製旦CO×3）．

13
C－NMR（DMSO，　TMS）【PPm1二13．32（CH3x2），2t56－30．82（CH3（C旦2）16x2，

NCH2Ω旦2CH2N×2，　COCH2CH2CO，　CHCH2CH2CO＞，46．37－51．01

（N⊆些CH2⊆塗圭Nx2，　NH⊆≧旦），63．15，70．12，71．44，72．22，73．19

（carbon　of　glucose），63．54，64．04（R錘Ox2），171．14－171。97

（ROΩOx2，　NH⊆0－glucosex2，ΩOCH2CH2⊆O）．

一 66・



　　　　　　　　OH

　　1（CH2）♂NH2

HN、
　　（CH2）3NH2

　／

HN
　＼

　CH20H

直ン・

　　　HO

　　↓

　　9　　　　　　CH3（CH2）M・OH

HO’C’9HNH2
　　　　0H2　－一一一一一一一→レ

HO’9　CH2

　　0

　　　　　　0　0H　　OH
　　　　　　　　　l　H　番　H　　　　　　　り
（CH2）ゴHN°C’CH†CH’㌣一CH20H

　　　　　　　　　　OH　　OH

　　　　　　　9♀HH？HH

（CH2）3・HN－C－C－C－CH。C。CH20H
　　　　　　　　H　魯　　　聾
　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　　OH

H3C⇔S・3H

　　　　　　　　9

CH3（CH2》rトfO。C・（⊇HNH2

　　　　　　　　　　CH2

CH3（CH2）rトで0噌C・CH2
　　　　　　　　　6

　　　　　　　　　　0
　　　　　　0　　　　　0

↓

　　　　　　　　9　H9　　　9
CH3（CH2）1ト1・O・C・qH・N。CCH2CH2COH

　　　　　　　　　　OH2

CH3（CH2）nイ0。q　CH2

　　　　　　　　0

　　9

Cl－COCH2CH（CH3）2

　　　　　　　　9　H9　’　99
CH3（CH2）nイ0。C・OH・N・C・CH2CH2・CrO・COCH2CH（CH3）2

　　　　　　　　　　9H2

CH3（CH2）rトで0°g・CH2

　　　　　　　　0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　00HH　OHH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（CH2）3・HN－C‘CH－C－CH－C－CH20H

　　　　　　　　・H・　・／　　　・H・H
CH3（CH2）n－fO。C・gHN。C・CH2CH2・C・N

CH3（C噛σ
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OH

　　BIG2CloCA（n司0），　BIG2C12CA（n＝12），　B聾G2C14CA（n＝14），

　　　　　　　　BIG2C16CA（n＝16），　BIG2C18CA（n＝18）．

Scheme　4．1　Synthesis　of　BIG2C。CA
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4．2．2　酵素修飾用ジェミニ型含糖界面活性剤の合成

　疎水部の構造がBIG2C。CAと同じでそれよりも親水基の多いジェミニ型界面

活性剤としてN，N－bis（3－D－lactonamidopropyl）一［3－（dialkyl－L－glutamatecarbonyl）］

propamides（BIL2C。CA：n＝16，18）を合成した。この合成はスキーム4．2に示し

たように、BIG2C。CAの合成におけるグルコノラクトンの代わりにラクトノラ

クトンを用いることで容易に行うことができた。

　BIL2C16CAの合成法を代表例として記載する。

Dihe顧cyl　N－（3－carbo測propanoy1）－L－glu伽ate力3．77g（　5．42㎜01）を

脱水DMF約80mlに溶かし、トリエチルアミン0．76ml（5．42mmo1）、さらにク

ロロギ酸イソブチル052m1（5，42mmol）を加え、30分間撹絆した。析出した

トリエチルアミン塩酸塩をろ別し、そのろ液にあらかじめ合成した

N，N－1曲obis（面me血ylene）－bis（lacton㎜ido）4．39g（5．42㎜ol）を脱水D班に

溶解した溶液を加え、65℃で2日間撹絆下に反応させた。溶媒を減圧留去し、

残査をメタノール200mlから2回再結晶して、白色粉末結晶を得た。

BIL2C16CA：m．p，136－138℃（MeOH），　IR（KBr；cm4）3300（OH），1720（C＝0），

1520，1420（CONH）；

雪3C－NMR（90MHz，　DMSO－d6，　TMS，　ppm）δ　171．4，104．3，82．3，75．5，71．1，

68．2，63．6，62．2，60．5，51，2，30．9，29．8，28．6，28．3，27．8，25．0，21．7，13．4．

BIL2C↑8CA；m．p．135－139℃（MeOH），　IR（KBr；cm°1）3300（OH），1720（C＝O），

1520，1420（CONH＞；

13C－NMR（90MHz，　DMSO－d6，　TMS，　ppm）δ　172．0，104．1，82．3，78．8，75．4，

73．2，71．8，71．3，70．9，70．4，63．5，62．2，60．4，5t1，30．8，29．7，29．5，28．5，28．2，

27．6，26．1，24．9，21．6，13．3．
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Scheme　4．2　Synthesis　of　BIL2C．CA
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4．2．3　リパーゼ類および試薬類

　リパーゼ類は第2章および第3章で用いたものと同一のリパーゼA、リパー

ゼC、リパーゼP、PPL、およびリパーゼ凡を用いた。（±）6一メチルー5Aプテ

ンー2一オール（（±）スルカトール）、（R，S）一（±）－2，2一ジメチルー1，3一ジオキソランー4一

メタノール（（±）ソルケタール）、酢酸イソプロペニル、および酪酸ビニルは

それぞれSigma－Alddch　Japan　KK．（Tokyo）、東京化成工業（株）、東京化成工

業（株）、および信越化学工業（株）の製品を用いた。その他の有機試薬およ

び無機試薬は高純度の市販試薬をそのまま使用した。
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4．2．4　ジェミニ型界面活性剤一リパーゼ複合体の調製

　リパーゼ濃度が1．Og／1になるようにリパーゼ類を10mlのリン酸緩衝液に溶

解した。緩衝液は無機塩をあまり残さないよう10mM濃度とし、リパーゼA

およびリパーゼ凡ではpH5．6、リパーゼC、リパーゼP、そしてPPLではpH7，0

の至適pHに調i整した。所定量（100～300モル倍）の界面活性剤を添加した

後、ホモジナイザー（三田村理研（株）製LD－X10型）で2min、ホモジナイ

ズした（12，000rpm）。懸濁液を液体窒素で凍結し、凍結乾燥機（タイテック（株）

製VD－16型）により20h凍結乾燥して界面活性剤一リパーゼ複合体を得た。

本法ではリパーゼの回収率は定量的で、得られた界面活性剤一リパーゼ複合体

には実験に使用したリパーゼの全量が含まれている。
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4．2．5　有機溶媒中での界面活性剤一リパーゼ複合体の酵素比活性の測定

　リパーゼは種類によって触媒できる反応系が異なるため、スキーム43に示

す2つの反応を行って有機溶媒中での酵素比活性を測定した。

　リパーゼPに対してはラセミスルカトールと酢酸イソプロペニルのトラン

スアセチル化反応、一方、リパーゼA、リパーゼC、リパーゼ凡およびPPL

に対してはラセミソルケタールと酪酸ビニルのトランスブチリル化反応で8）、

これらの反応ではアシル化剤がエノールエステルなので、反応で遊離するアル

コールが直ちにアルデヒドまたはケトンに異性化し、反応が不可逆的に進行す

るので’）、再現性がよく、ガスクロマトグラフ分析が可能で、また、エナンチ

オ選択的反応でもあるので、不斉選択性からの酵素の立体構造に関する知見も

得ることができる。

R，5（±）

ヌ課1叉

1ipase／0rg．So1▼．

R（・）

、£～人
5（＋）

　　　H

　R，5（±）

／〉足。人．。よ．

　1ipase　10rg．So1▼。

／〉㌧、

　　　　　　H

　　　5（＋）

Scheme　4．3　Lipase－catalyzed　reaction　systems

．1’

＼
　　OH
　H
R（・）

（1）ラセミスルカトールの酢酸イソプロペニルによるトランスアセチル化反

応

　容積10m1の反応セルにラセミスルカトール304μ1（2mmol）と酢酸イソプ

ロペニル217μ1（2㎜ol）を反応磯溶媒4m1に溝させた。30℃で磁気撹

搾下に界面活性剤一リパーゼ複合体を添加して反応を開始した。
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　反応の進行は所定時間毎に反応液を約0．2μ1サンプリングして、キラルキ

ャピラリーカラム（Supelcoβ。DEX120，60m）を用いたガスクロマトグラフ分

析（検出器二FID，キャリヤーガスニN，，カラム温度二100℃）を行って、反応の

転化率およびエナンチオマー純度（e．p．）を測定した。なお、転化率はスルカ

トールのR体とS体の両方についての値で算出し、酵素活性は転化率20％ま

での初速度から求め、㎜ol　k1（g－lipおe）『1で比活’性で表した。また、エナンチ

オマー過剰率（ここではR体について）e．α。は転化率20％付近でのe．pから求

めた。

（2）ラセミソルケタールの酪酸ビニルによるトランスブチリル化反応

　容積10m1の反応セルにラセミソルケタール247μ1（2mmol）と酪酸ビニル

253μ1（2mmol）を反応有機溶媒4mlに溶解させた。30℃で磁気撹搾下に界

面活性剤一リパーゼ複合体を添加して反応を開始した。

　反応の進行は（1）と同様にガスクロマトグラフ分析により追跡した（ただ

し、カラム温度は120℃）。また、エナンチオマー過剰率はリパーゼC、リパ

ー一ゼ凡およびPPLではS体について、リパーゼAではR体について求めた。
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4．3　実験結果および考察

4．3．1　水相脂質被覆法で調製したジェミニ型界面活性剤一リパーゼ複合

　　　　　　体の酵素活性

　希薄緩衝液中で界面活性剤とリパーゼを混合溶解し、凍結乾燥によって取り

出しただけの界面活性剤一リパーゼ複合体が有機溶媒中で酵素活性を発現する

かどうか、まず、BIG2C12CAのリパーゼPおよびリパーゼC複合体について、

それぞれ有機溶媒中での酵素反応を行って調べた。

　図4．1にBIG2C12CA一リパーゼP（モル比100）複合体についての実験結果

のみを示すが、両複合体は同じ反応挙動を示した。

　図は同じ量のリパー一ゼPを用いたBIG2C12CAとの複合体、粉末リパーゼP

および反応時に両者を混合したときの反応の進行状況を示しており、調製リパ

ーゼ複合体が非常に高活性で、また、水溶液中で界面活性剤と酵素との相互作

用を経過することが高酵素活性発現に必須であることが分かる。

　一方、粉末リパーゼPに反応液中でBIG2C12CAを添加しても反応促進効果

が認められるが、これは有機溶媒中でもリパーゼと脂質との相互作用がわずか

ながら起こっていることを示唆し、既往の2C18△’GEなどではこのような添

加効果は認められず、ジェミニ型界面活性剤の修飾作用力の大きさがうかがえ

る。なお、このBIG2C、2CAの添加による反応促進効果はリパーゼCに対する

方が大きかった。
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Figure　4，1　Time　courses　of　transester而cation　between　racemic　sulcatol（0．5　M）

and　isopropenyl　acetate　（0．5　M）in　diisopropyl　ether（4　m1）using　（●）

BIG2C12CA（30　mg）－lipase　P（10　mg）complex，（▲）BIG2C12CA（30　mg）and

native髄pase　P（10mg）independently，（■）native踊pase　P（10mg）．
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4．3．2　種々のリパーゼのジェミニ型界面活性剤による疎水化修飾

　BIG2C、2CAを用いた水相脂質被覆法により調製した界面活性剤一リパーゼ複

合体が有機溶媒中で高酵素活性を発現したので、薪規に合成したジェミニ型界

面活性剤BIG2C。CAおよびBIL2C。CAを用いて、種々のリパーゼを水相脂質被

覆して得た界面活性剤一リパーゼ複合体の有機溶媒中での比酵素活性を測定し

た。

　これらの結果を各リパーゼについて、表4．3～表4．7にまとめた。

Table　4．3　Ef5ect　of　different　detergents　on　enzymatic　activity　and

enantioselectMty　of　the　detergent－lipase　P　complexes

Detergent EnZymatiC　aCtiVitya）

【mmollh　g－lipase］

e．e．R

【％】

BIG2C1。CA

BIG2C12CA

BIG2C14CA

BIG2C16CA

BIG2C18CA

53

62

58

38

19

87

88

88

86

89

BIL2C16CA

BlL2C18CA

25

32

93

94

Noneb） 1．0 86

a）Transesterification　between　racemic　sulcatol（O．5　M）and　isopropenyl

acetate（0．5　M）in　diisopropyl　ether（4　mi）uslng　detergent－enzyme　complex

at　30℃and（Detergent1踊pase　P）molar　ratio　was　100．

b＞Native　lipase　P．
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Table　4．4　Ef毎ct　of　dif愴rent　detergents　on　enzymatic　adMty　and

enantbselectivity　of　the　detergent。lipase　C　complexes

Detergent Enzymatic　actMtya）

［mmollh　g一捕pase1

e，e．S

【％1

BIG2C伯CA

B薯G2C12CA

BIG2C14CA

BIG2C16CA

BIG2C18CA

84

80

80

80

64

38

40

40

40

39

BIL2C16CA

BIL2C18CA

59

32

65

66

Noneb） 1．O 31

a）Transester匝cation　between　racemic　solketal（0．5　M）and　vinyl　butyrate

（0．5M）in　cycbhexane（4　ml）using　detergent－enzyme　complex　at　30℃and

（Detergant川pase　C）molar　ratio　was　200．

b＞Native　lipase　C．
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Table　4。5　Ef偽ct　of　different　detergents　on　enzymatic　actMty　and

enantioselectivity　of　the　detergent・PPL　complexes

Detergent Enzymatic　actMtya＞

【mmollh　g－lipase］

e．e．S

［％】

BIG2CloCA

BIG2C12CA

副G2C14CA

BIG2C16CA

BIG2C18CA

19

18

18

6．8

3。8

47

49

47

49

49

BIL2C16CA

BlL2C18CA

18

15

44

47

Noneb） 0．2 36

a）Transester而catbn　between　racemic　solketal（0．5　M）and　vinyl　butyrate

（0．5M）in　diisopropyl　ether（4　ml）using　detergent－enzyme　complex　at　30℃

and（Detergent1PPL）mo量ar　ratio　was　150．

b）Native　PPL
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Table　4．6　Effect　of　different　detergents　on　enzymatic　activity　and

enantioselectivity　of　the　detergent－iipase　A　complexes

Deterge耐 Enzymatic　actMtya）

lmmollh　g－lipasel

e．e．R

【％】

BIG2CloCA

BIG2C12CA

BIG2C14CA

BIG2C16CA

BIG2C18CA

30

32

26

11

7．0

6

6

7

7

3

BIL2C16CA

BIL2C18CA

20

31

66

67

Noneb） 0．1 12

a）Transesteri痂cation　between　racemic　solketal（0．5　M）and　vinyl　butyrate

（0．5M）in　diisopropyl　ether（4　ml）using　detergent－enzyme　complex　at　30℃

and　（Detergantllipase　A）molar　ratio　was　100．

b＞Native訴pase　A．

Table　4．7　Ef5ect　of　different　detergents　on　enzymatic　activity　and

enantiOSeleCtiVity　Of　the　detergent－lipaSe　R。　COmpleXeS

Detergent Enzymatic　actMtya）

［mmollh　g－lipase1

e．e．s

【％】

BIG2C12CAb）

BIG2C個CAC》

41

46

71

70

Noneの 0．2 60

a）Transesteri莉cation　between　racemic　solketal（0．5　M）and　vinyl　butyrate

（0．5M）in　d髄sopropyl　ether（4　ml）using　detergent－enzyme　complex　at　30℃

and（Detergant川pase　R，）molar　ratio　was　114b）or　108c）．

d）NatiVe　lipaSe　R、．
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　また、既往の汎用酵素被覆用界面活性剤2C、2GEおよび2C18△’GEもリパー

ゼの水相脂質被覆に用いて新規に合成した界面活性剤の性能と比較してみた。

この比較は表4．8にまとめた。

　どのリパーゼ系においても、水相脂質被覆法では2C12GEや2C18△’GEより

も、ジェミニ型界面活性剤の短鎖のもの（n＝10～12）が優れた修飾効果を示

すことが分かった。

Table　4，8　Enzymatic　activities　of　the　detergent。lipase　complexs

Detergent1Lipase

（Molar　ratio）

Activitya）

［mmol　h°雪（9－lipase）’11

％e．e．

（Con行9．〉

副G2Ci2CAILipase　P（100）

BIG2C14CAILipase　P（100）

2C12GEILipase　P（100）

2C18△9GEILipa＄e　P（100）

62

58

20

24

88（R）

88（R）

89（R）

89（R）

BIG2CloCAILipase　C（200）

BIG2C12CA1Lipase　C（200）

2C12GEILipase　C（200）

2C18△9GEILipase　C（200）

88

84

8．8

18

38（S）

40（S）

36（S＞

37（S）

BIG2CloCAIPPL（150）

BIG2C12CAIPPL（150）

2C12GEIPPL（150）

2C18△9GEIPPL（150）

19

18

4．6

46

47（S）

49（S）

47（S＞

48（S）

BIG2CloCAILipase　A（100）

BIG2C，2CA！Lipase　A（100）

2C12GEIUpase　A（100）

2q8△9GE／Lipase　A（100）

30

32

2．0

3．6

6（R）

6（R）

3（R＞

4（R）

a＞Lipase　P：transesteri柄cation　between　racemic　sulcatol　and　isopropenyl

acetate　in　disopropyi　ether　at　30℃；Upase　C，　PPL，　and〕pase　A：

transeste而cation　between　racemic　solketal　and　vinyl　butyrate　in

cyclohexane，　d薩sopropyl　ether，　or　diisopropyl　ether，　respectively．
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4．3．3　界面活性剤一リパーゼモル比の酵素活性への影響

　界面活性剤としてBIG2Cl2CAを用いて4種類のリパーゼに対する調製時に

おける（界面活性剤／リパーゼ）モル比の得られる界面活性剤一リパーゼ複合

体の酵素活性への影響を調べた。

　実験結果を図4．2にまとめた。

　図に示されているように、すべてのリパーゼで低モル比側では、BIG2C12CA

の添加量に比例して酵素活性は増加するが、一定のモル比を越えるとあまり活

性は上昇しなくなる。そのモル比が最適混合比と考えられ、それぞれ、リパー

ゼPで96、リパーゼAで106、リパーゼCで213、PPLで240以上、であっ

た。PPLはまだ上昇しているが、この時点で反応液はすでに濃厚なスラリー状

で、これ以上のモル比での反応の進行は無理と考え、実験は行わなかった。

　本実験における最適モル比を第2章での従来の懸濁系での脂質被覆法におけ

る飽和モル数（リパーゼPで240、リパーゼAで940、リパーゼCで730、PPL

で2220）と比較すると、リパーゼAとリパーゼCに順序の逆転がみられるが、

よく対応しており、本水相脂質被覆法においても界面活性剤と酵素の結合によ

る酵素の疎水化が有機溶媒中での酵素活性増大の要因であると考えられる。
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Figure　4。2　Enzymatic　activities　of　the　BIG2C12CA－lipase　complexes　obtained

with　dif『erent　molar　ratios（detergentllipase）：（○）lipase　P；（●）lipase　C；（▲）

PPL；（■）lipase　A．
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4．3．4　ジェミニ型界面活性剤一リパーゼ複合体触媒反応における有機溶

　　　　　　　　　媒の影響

　ジェミニ型界面活性剤は親水部が既往の2C12GEや2C18△’GEよりも2倍多

い。したがって、それらの酵素複合体の有機溶媒に対する溶解度も変わってい

ることが予想され、BIG2Cl2CA一リパーゼP複合体およびBIG2C12CA一リパ

ーゼC複合体についての溶媒効果を調べた。

　実験結果を表4．9および表4．10にまとめた。

Table　4．9　Enzymatic　activity　and　enantioselectivityわr　the　transeste葡cation

between　racemic　sulcatol　and　isopropenyl　acetate　using　BIG2C12CA一醤ipase　P

complex（molar　ratb　100）in　dif伍erent　organic　solvents

Solvent logpa） Enzymatic　activity　　e．e．R

【mmollh　g－iipase1　　【％］

Solubilityb）

lSOOαane

Hexane

Cyclohexane

Toiuene

Benzene

Diisopropyl　ether

Diethyl　ether

Tetrahydrofu　ran

Acetone

Dimethyl　sulfoxide

4．5

3．5

3．2

2．5

2．0

1．9

0．85

0．49

－0．23

－ 1．3

53

50

59

38

23

62

56

16

16

3．1

87

93

81

92

93

87

84

90

94

90

×

×

×

○

○

×

×

×

×

○

a＞The　values　were　taken　from　Ret　10．

b）Solubility　of　iipase　complex　to　pure　organic　soivent：○；soluble，×；

insoluble．
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Table　4．10Enzymatic　actMty　and　enantioselectivity　for　the　transester而cation

between　racemic　solketal　and　vinyl　butylate　using　BIG2C12CA－lipase　C

complex（molar　ratio　200）in　different　organic　solvents

Solvent logpa） Enzymatic　actMty　　e．e．s

【mmollh　g－lipase1　　［％】

Solubililyb）

lsooctane

Hexane

Cyclohexane

Toluene

Benzene

Diisopropyl　ether

Diethyl　ether

Tetrahyd　rofuran

Acetone

Dimethyl　sulfoxide

4．5

3．5

3．2

2．5

2．0

1．9

0．85

0．49

－0．23

－t3

58

48

8C

74

63

42

28

10

0

0

35

36

40

49

49

36

38

41

×

×

×

○

○

×

×

×

×

○

a）The　values　were　taken　from　Ref　10．

b）Solub討ity　of　lipase　complex　to　pure　organic　solvent：○；soluble，×；

hsoluble．

　ジェミニ型界面活性剤一リパーゼ複合体は既往の2C・2GEや2C18△9GE一リ

パーゼ複合体よりも有機溶媒に溶解しにくく、トルエン、ベンゼン、ジメチル

スルポキシド（DMSO）以外の有機溶媒には不溶であったが、不溶性の有機溶

媒中でも反応性はかなり大きい。これらの溶媒効果の実験結果は疎水性以外に

も酵素とジェミニ型修飾酵素との複合体の多孔構造化を示唆しており、事実、

図4．3のBIG2C、2CA一リパーゼC複合体のSEM写真で示されるように酵素分

子に界面活性剤が分散している固体複合体の状態11）が示唆される。
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（a）

（b）

日gure　43　Typical　SEM　micrograph　of　lipase：（a＞Native　Iipase　C，

　　　　　　　　　　　　　（b）BIG2C12CA－lipase　C　complex
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4．3．5　界面活性剤のHLB値とリパーゼ類の疎水化修飾効果

　どのような界面活性剤がリパーゼの修飾剤として良いのか特性化するため、

Grif5n12）によって導入された肌B（Hydrophile　lipoph丑e　balance：親水疎水比）値

を指標に用いて考察してみた。本実験で用いる合成界面活性剤の肌B値は通

常の界面活性剤と異なり、実測が困難であるので、原子団の基数の加成則から

成り立っ次式4．1に基づいて計算した13）。

HLB＝ΣJw＋ΣJo＋7 （4．1）

ここで、Jw：親水基の基数、　Jo：

水基を表4．11に示した。

疎水基の基数、である。代表的な親水基、疎

Table　4．11Gr◎up　number

atomic　group group　number atomic　group group　number

。OSO3Na 38．7 一〇H 1．9

一COOK 21．1 一
〇一 1．3

一COONa 19．1 一〇H（sorbitan　ring） 0．5

一SO3M 11 ・（CH・CH20）一 0．33

sorbitan 6．8 一CH・一，－CH3，＝CH一 一〇．475

ester 2．4 一（CH2－CH2－CH2－O）一 一
〇．15

一COOH 2．1

　本実験で用いた界面活性剤の計算値を表4．12にまとめた。参考のため、既

往の2G2GEおよび2C、8△9GEについても計算値を示した。

　また、室温での界面活性剤30mgの水101n1に対する溶解性も実測し、表中

に記載した。
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Table　4．12The　calculated　values　of　HLB　and　water　solubilltives　of　the

detergents　used

Detergent M．W． HLB Solub鰍y　in　watera）

BIG2C、oCA

BIG2C12CA

BIG2C14CA

BIG2C16CA

BIG2C18CA

997

1053

1109

1166

1222

11．3

9．4

7．5

5．6

3．7

Ob）

○

△

×

×

B書L2C16CA

BIL2C18CA

1517

1545

19．4

17．5

○

○

2C12GE

2C18△9GE

661

825

6．1

0．4

×

×

a）Detergent（30　mg）in　water（10ml）at　25℃．

b）Ol　Easily　soluble，△：Slightly　soluble，×：hsoluble．

　界面活性剤のHLB値が9よりも大きいと水溶性で、7よりも小さいと水不

溶性であることが分かった。

　修飾に用いたジェミニ型界面活性剤の肌B値に対する有機溶媒中での界面

活性剤一リパーゼ複合体の有機溶媒中での酵素比活性の依存性を表4．1～表

44の実験結果に基づいてリパーゼP（モル比100）、リパーゼA（モル比100）、

PPL（モル比150）、そしてリパーゼC（モル比200）について調べた。

　その結果を図4．4および図4．5にまとめた。
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Figure　4．4　The　denpendencies　of　the　enzymatic　actlvity　of　the　detergent－lipase

P（molar　ratio　100）（○）and一踊pase　A（molar　ratio　100）（●）c◎mplexes　on　the

HLB　value　of　detergent　in　the　transacetylation　between　racemic　sulcat◎l　and

isopropenyl　acetate　and　in　the　transbutyrylatlon　between　racemic　solketal　and

vinyl　butyrate　in　d蒔sopropyl　ether，　respectively．
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Figure　4．5　The　denpendencies　of　the　enzymatic　activity　of　the　detergent。PPL

（molar　ratio　150）（○）and－lipase　C（mo置ar　ratio　200）（●）complexes　on　the

HLB　value　of　detergent　in　the　transbutyrylation　between　racemic　solketal　and

vinyl　butyrate，　in　diisopropyl　ether　and　in　cyclohexane，　respectively．
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　図4．4のリパーゼPおよびリパーゼAではHLBが9．4のBIG2C12CAで、ま

た、図4．5のPPLおよびリパーゼCではHLBが11．3のBIG2C1。CAで酵素活性

が最大になった。第3章で、リパーゼPおよびリパーゼAの表面疎水性は大

きく、PPLおよびリパーゼCの表面疎水性は小さいことが明らかになった。

リパーゼ分子の表面は疎水性部分と親水性部分とから構成されていて、一種の

両親媒性化合物とみなすことができ、肌B値でいうと、リパーゼPおよびリ

パーゼAは小さな肌B値を、一方、PPLおよびリパーゼCは大きな肌Bを

有している。したがって、リパーゼの疎水性に近い肌B値を有するジェミニ

型界面活性剤ほどリパーゼに親和性があり、高活性の複合体を与えるものと考

えられる。なお、親水性のリパーゼでは糖脂質のBIL2C、6CAやBIL2C18CAも

かなり優れた修飾剤である8）。

　また、修飾に用いたジェミニ型界面活性剤の肌B値に対する界面活性剤一

リパーゼ複合体の不斉選択性の依存性も同様に調べた。

　その結果を図4．6にまとめた。

PPLでは高肌Bのジェミニ型界面活性剤で複合化すると不斉選択性はわず

かに低下するが、他のリパーゼでは向上し、特にリパーゼCとリパーゼAで

は高HLBのBIL2Cl6CAとBIL2C1，CAで大幅な不斉選択性の増加がみられた。

これは糖環の存在がリパーゼによっては大きな酵素分子の柔軟性の変化を引き

起こしているためと推測される14）。
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Figure　4．6　The　denpendencies　of　the　enantioselectivi｛y　of　the　detergent－1ipase

complexes　on　the　HLB　value　of　detergent　in　the　transacetylation　between

rac－sulcatol　or　racemic　solketal　wi塩vinyl　or　isopropenyl　carboxylate　h　organic

solvent（○）Lipase　A，　raoemic　solketal；vinyl　butyrate，　diisopropyl　ether；（●）

Lipase　C，　racemic　solketal，　vinyl　butyrate，　cyclohexane；（△）Lipase　P，

racemicsulcatol，　isopropenyl　acetate，　diisopropenyl　ether；（▲）PPL，　racemic

solketal，　vinyl　butyrate，　diisopropyl　ether．　The　data　for　the　results◎f　a　contr◎l

expe雨ment，　which　was　conducted　with　same　enzyme　content　of　the　native

powder鷲pase，　were　plotted　on　the　ordinate．
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4．4　結言

本章で得られた知見は次のように要約される。

（1）既往の酵素修飾用疎水性界面活性剤の親水基を倍加させた形のジェミニ型

　界面活性剤BIG2C。CAおよびBIL2C。CAを新規に合成し、それら高肌B界

　面活性剤の水溶性を利用した簡便なリパーゼ類の水相疎水化修飾法（水相

　脂質被覆法）を開発した。この調製法では酵素は定量的に回収できる。

（2）水相脂質被覆法で調製したジェミニ型界面活性剤一リパーゼ複合体は概し

　て、既往の疎水性界面活性剤の2C12GEあるいは2C18△9GEで水相脂質被

　覆して調製したリパーゼ複合体よりも有機溶媒中で高活性であった。

（3）この水相脂質被覆法でも脂質vs．リパーゼの混合モル比が、得られる界面活

　性剤一リパーゼ複合体の酵素活性に大きく影響し、リパーゼPおよびリパ

　ーゼAではモル比100、リパーゼCおよびPPLでモル比200が適当である

　ことが分かった。これらの値は水相中でのリパーゼとジェミニ型界面活性

　剤との疎水相互作用が最大に達する複合体組成を示しており、懸濁系脂質

　被覆法との機構的相同性が示唆された。

（4）界面活性剤のHLB値9．4のBIG2C1、CAがリパーゼPおよびリパーゼAに、

　また、HLB値113のBIG2C、。CAがPPLおよびリパーゼCに対して最適で

　あることが分かり、酵素の表面疎水性に近い疎水性を有する界面活性剤が

　適合性が良いことが示唆された。
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【第5章】　結論

　酵素の有機溶媒可溶化法のうち、実用性の高い脂質被覆法（lipid－coat塊

method）、すなわち疎水性界面活性剤と酵素の複合化による酵素の疎水性修飾

法について5種類のリパーゼを対象酵素として用いて研究を行った。

　まず、懸濁系脂質被覆法ではLangmuir型の吸着等温式に類似した複合化等

温式で2C18△’GEを用いたリパーゼ類の脂質被覆を定量化することができ、

各リパーゼに対する結合サイト数（n）、複合化定数（K）のパラメーター値を

求めた。そして、得られた複合化等温式から各リパーゼに対する飽和脂質被覆

率、2C18△’GEの飽和結合モル数を求めることができ、リパーゼでもその起源

によって脂質被覆の程度に大きな差異があることを明らかにした。また、複合

化等温式から脂質被覆条件に対応して得られる界面活性剤一リパーゼ複合体の

量と被覆率、したがって、組成が予測でき、希望する酵素含量の界面活性剤一

リパーゼ複合体の調製条件を設定することが可能になった。

　次に、この懸濁系脂質被覆法は水不溶性の疎水性界面活性剤分子と、水相中

に溶解している酵素タンパク質分子との疎水性相互作用による自発的な会合に

よっているため、リパーゼの表面特性によりその脂質被覆挙動が左右されるの

ではないかとの想定のもとに、水性二相分配法によるリパーゼ類の表面疎水性

（HFS）および局所疎水性の測定を行った。測定したリパーゼ類ではリパーゼP

（HFS：＋31．6kJ／mol）が最も疎水性で、リパーゼK（HF　Sニー21．1kJ／mol）、リパ

ーゼA（HFS：－24．7kJ／mol）およびリパーゼRb（HFS：－28．1kJ／mol）は弱い疎水

性、PPL（HFS：－82．4kJ／mol）およびリパーゼC（HFSニー124kJ／mol）は親水性で

あることが分かった。また、局所疎水性（LH）はリパーゼ類の中では、リパ

ーゼC（LH：0．50kJ／mol）のみに存在し、他のリパーゼは0であった。リパー一

ゼ類の表面疎水性（HFS）と懸濁系脂質被覆法における脂質被覆率を相関して

表面疎水性の大きい酵素ほど脂質被覆されやすいこと、酵素が脂質被覆される

にはBSAのHFSの一205kJ／molより大きい表面疎水性を有する必要性があるこ

と、また、一般に酵素の表面疎水性とnative酵素の有機溶媒中での酵素活性に

も相関することを明らかにした。

　そして、酵素の回収率が低い懸濁系脂質被覆法の代わりに、水溶性のジェミ
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二型界面活性剤、BIG2C。CA（n＝10，12，14，16，18）およびBIL2C、CA（n＝16，18）、

を用いる酵素の水相脂質被覆法を開発した。この方法では水相で界面活性剤と

酵素を混合溶解後、凍結乾燥で界面活性剤一酵素複合体を取り出すだけなので、

酵素と脂質の回収率は定量的で、しかも、既往の懸濁系脂質被覆法の改良法と

異なり、有機溶媒が不用である。この水相脂質被覆法で調製した界面活性剤一

リパーゼ複合体は有機溶媒中で高活性で、各リパーゼに対して最適界面活性剤／

リパーゼ混合モル比が存在した。ジェミニ型界面活性剤の肌B値9．4の

BIG2Cl2CAがリパーゼPおよびリパーゼAに、また、肌B値11．3のBIG2C1。CA

がPPLおよびリパーゼCに対して最適で、酵素の表面疎水性に対応した疎水

性の界面活性剤が親和性が大きく、この水相脂質被覆法では界面活性剤の水溶

性はHLBの大きい方がよく、また、得られる複合体の有機溶媒中での酵素活

性は界面活性剤のH上Bが小さい方がよいと考えられるので、両者の折半した9

～ 12のHLB値を有するジェミニ型界面活性剤が適しているものと考えられ

る。

　以上、本研究における成果は脂質被覆法によって各種の酵素から最も高性能

の有機溶媒可溶化酵素を調製する際の指針と、少なくとも一部の手段を与えた

ものと思われ、今後の更なる進展が期待される。
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