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1.研究実施の概要 

本プロジェクトでは、Ａ）より複雑な生体内での分子間相互作用の解明、Ｂ）そのた

めの多機能でかつ高感度な水晶発振子マイクロバランス法の開発、を大きな柱として研究

を進めていく。 

申請者らはこれまでに水晶発振子マイクロバランス法を用いて、以下に示すような種

々の生体分子間相互作用を定量的に評価してきた。例えば、水晶発振子基板上に糖脂質単

分子膜を固定化すれば、レクチンの結合が検出できる。ＤＮＡ一本鎖を固定化すれば相補

的な二本鎖形成（ハイブリダイゼーション）、二本鎖ＤＮＡを固定化すれば塩基配列特異

的に結合するタンパク質の結合が追跡できる。昨年度は、ＤＮＡ二本鎖を水晶発振子上に

固定化し、ＤＮＡポリメラーゼを加えたときの酵素のＤＮＡ鎖への結合課程、テンプレー

ト鎖に沿った伸長反応、重合が終わった後の酵素の脱離課程の３段階を連続的に追跡する

ことに成功した。 

これらの成果を基にして、今年度は水晶発振子上に糖鎖を固定化し、糖加水分解酵素

を加えたときの酵素反応を追跡した。その結果、酵素の糖鎖への結合課程、加水分解課程

の動力学を求めることに成功した。従来の酵素反応はMichaelis-Menten式で解析してきた

が、酵素／基質複合体の生成量を求めることができないので、定常状態仮定法を用いて解

析してきたが、水晶発振子法では酵素／基質複合体の生成量を追跡できるので、従来の

Michaelis-Menten法ではえられなかった成果が得られ、これからの酵素反応動力学に新し

        



い方法論を導入できると考えられる。 

また、水晶発振子表面に微弱なレーザー光を照射すると、結合している分子をレーザ

ー光のon/offで可逆的に脱着できることがわかった。この方法を使えば、結合の弱いもの

から順番にレーザー光照射により脱離させ、重量変化として発振子で追跡できるシステム

を構築できる。 

 

2.研究実施内容 

2-1）糖加水分解酵素反応の解析 

ａ）研究目的 

 糖関連酵素は、古くから食品産業などを中心としてその加水分解反応について検討され

てきたが、反応を追跡する手段が発色法や液体クロマトグラフなど、限られてきたために

その反応メカニズムについてはよくわかっていない場合が多い。反応を解析する手段とし

てのMichaelis-Menten法では、酵素／基質複合体の生成量が追跡できないことが一つの理

由である。水晶発振子マイクロバランス法を用いれば、酵素／基質複合体の生成量を直接

重量変化として追跡できるので、これまでに求められなかった正確な動力学解析ができる

と考えられ、新しい手段になることが期待される。 

ｂ）実験方法 

 27 MHz水晶発振子の金電極表面にビオチン-アビジン法を用いてアミロペクチン糖鎖を

固定化した（図１）。アミロペクチンの固定化量は、酵素の結合に影響を与えないように

基板面積の１８％（0.46 pmol/0.049 cm2）に抑えた。25 °C, 20 mM 酢酸緩衝液, pH 

4.8, 100 mM NaClの条件で、0.1 unitのグルコアミラーゼを加えたときの振動数変化を図

１に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ アミロペクチンの固定化水晶発振子にグルコアミラーゼを添加したと

きの振動数変化（25 °C, 20 mM 酢酸緩衝液, pH 4.8, 100 mM NaCl,

[amylopectin] =0.46 pmol/0.049 cm2, [glucoamilase] = 0.1 unit 



ｃ）結果と考察 

 図１の、酵素を加えた直後の振動数の減少（重量増加）は酵素の糖鎖への結合課程を表

している。それに続く振動数の上昇（重量減少）は糖鎖の加水分解反応を反映している。

結果的に140 ng/cm2の重量減少は、固定化したアミロペクチンがほとんど加水分解したこ

とを反映している。振動数変化は，酵素の結合、加水分解反応、酵素の脱離という連続的

に進行する反応を重量変化として表している。酵素／基質複合体の生成量は式（１）で表

され、加水分解による生成物量は式（２）で表される。 

[ES] = [ES]max (1− e
− t
τ ) + [P](1− e

−t
τ ) （１） 

[P] = kcat
Dp

[ES]dt∫
    

（２）
 

式（１）と（２）の連立方程式を解くことによって実際の反応の経時変化をカーブフ

ィッティングできる。図２には、式（１）と（２）の経時変化と（青と黒色の実線）、実

際の反応の経時変化（赤線）と、それにフィットするように酵素の糖鎖への結合速度定数

（kon）、解離速度定数（koff）、解離定数（Kd）、ＥＳ複合体内での加水分解速度定数

（kcat）の各パラメーターを算出して求めた曲線を緑色で示した。計算式は実際の経時変

化によくフィットしたので、これらの酵素反応の各反応パラメータ-を表１にまとめた。 

 

図２ 酵素反応課程の反応解析とカーブフィッティング 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 表１に示すように、水晶発振子法を用いると、酵素の糖鎖への結合と脱離の速度（kon 

とkoff）および解離定数（Kd = koff/kon）、さらには加水分解定数（kcat）が同時に求まる。

これまでは水溶液中でMichaelis-Menten式を用いて解析してきた。マルトペンタオースを

基質にしたときのKm値とkcat値を表１にあわせて示した。Michaelis-Menten式から求めた

Km＝1.2 x 10-4 Mと水晶発振子で求めたKd = 4 x 10
-9 Mは105倍も異なった。これは、

Michaelis-Menten式では、ＥＳ複合体の生成量を追跡できないために、定常状態仮定法で

Km値を求めている。表１の下に示すように、koff > kcatの時にKm値が解離定数として使える

ことがわかる。Michaelis-Menten式ではkoffもkcatも求めることができないのでこういう仮

定をおいてKm値を算出している。水晶発振子法で求めたkoffとkcatは各々、koff = 9.3 x 10
-

5 s-1とkcat = 93 s
-1であり、あきらかにkoff < kcatであり、Michaelis-Menten式が成り立た

ないことになる。すなわちアミロペクチンのグルコアミラーゼによる加水分解反応では、

koff > kcatの仮定が成り立たなくてMichaelis-Menten式では解離定数が求められないこと

になる。ちなみにkcat値は両者で求めた値は54 s-1と93 s-1でほぼ一致した。 

 すなわち、水晶発振子法を用いることによりこれまでMichaelis-Menten法だけで解析し

てきた酵素反応の動力学に新しい方法論を展開できる可能性があり、一般的な方法論とし

て展開していきたい。 

2-2）微弱なレーザー光照射による金基板上での分子の吸脱着の制御 

ａ）研究目的 

 強力なレーザー光は基板上の分子を分解してしまうことはよく知られているが、極微弱

な（数mW）レーザー光照射は基板上の分子に摂動を与え、基板から損傷なく脱離させるこ

とができると考えられる。このことを利用すれば、水晶発振子上に吸着した生体分子の可

逆的な脱着をレーザー光のon/offで制御でき、それを振動数変化として観察できることが

期待できる。 

表１ アミロペクチンのグルコアミラーゼによる加水分解の反応強力学定数 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ｂ）結果と考察 

 図３に示すように、水晶発振子基板上に水中で6.3 mWの赤色（640 nm）のレーザー光を

照射するとレーザー光のon/offに応答して50 Hzの振動数の上昇（重量の減少）が観察さ

れた。これは基板表面の水分子ほぼ一層分の重量の減少に相当する。この結果は、微弱な

レーザー光の照射により基板上の分子の

脱着を制御できることを表している。 

 このことを利用すれば、図４に示すよ

うなＤＮＡの一塩基多形を検出する事に

利用できる。たとえば、ミスマッチのな

い塩基対の結合は強くレーザー光を照射

しても二本鎖は解離しないが、ミスマッ

チのあるものはレーザー光の照射により

容易に解離するので重量変化として検出

できる。もちろんレーザーパワーを調節

することにより複雑な制御が可能である。 

 レーザー光照射と水晶発振子を組み合

わすことにより、複雑な分子間相互作用

を段階的に制御できる可能性がある。 

図４ レーザー光照射によるＤＮＡ－

塩基多形の検出 

図３ 水相中で27 MHz水晶発振子基板上に極微弱レーザー光

（6.3 mW, 640 nm）を照射したときの振動数変化 



3.研究実施体制 

岡畑グループ 

① 研究分担グループ長 ： 岡畑 恵雄（東京工業大学大学院 生命理工学研究科教授） 

② 研究項目 ：１）DNA-タンパク質間相互作用の解明およびタンパク質の発現とタンパ

ク質間相互作用の解明および複雑系タンパク質間相互作用の解明と

構築 

２）水晶発振子と赤外赤外吸収スペクトル装置やAFM装置との多機能化 
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