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非水系のナノ集合体と生体分子の融合による新機能創製 
―非水媒体中におけるナノ集合体とバイオ分子の融合による機能変換と制御― 

 

「変換と制御」領域 後藤 雅宏 

 

要 旨 

 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はじめて達成

できた。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。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。 

 

１．研究のねらい 

 生体分子は、当然のことながら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。通常、生体

分子は、非水溶媒中では高次構造を保持できず、その機能を失うことが多い。このため非水系で生

体分子の機能を引き出すためには、何らかの工夫が必要となる。本研究では、生体分子の機能発現

のために非水系で熱力学的に安定に形成されるナノ集合体を利用した。 

非水系における代表的なナノ分子集合体を、逆ミセル

（Fig. 1）と呼ぶが、逆ミセルは、非水系にナノオーダー

の安定な微水環境を与えることができる。タンパク質や

核酸（DNA）に代表される生体分子は、おおむねナノオ

ーダーの大きさを有しているため、生体分子をその殻の

中に安定に保持できる。本さきがけ研究では、このナノ

集合体が形成する特異なナノ空間を、積極的に生体分子

の機能発現の場として利用した。これらナノ集合体が作

り出す特異環境はバルクの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、これら制限されたナノ空間で特異な挙動を示すこと 

を期待した。 

Fig.1 ナノ集合体逆ミセルの模式図
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２．研究成果 

２．１ ナノ集合体を利用した酵素の新機能発現 

 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。

近年、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。 

 本プロジェクトでは、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。 

 

２．１．１．非水系における一電子酸化酵素の機能発現 

 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。我々は、すでに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、有機媒体中での環境汚

染物質分解システムの構築を試みた。 

 構造の異なる 10種類の界面活性剤から、ラッカーゼの包括に最も有効な界面活性剤(ジ-2-エチル

へキシルスルホコハク酸ナトリウム, AOT; n-ヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミド, 

CTAB)をスクリーニングした。これらを用いて調製される逆ミセルに包括されたラッカーゼは有機

溶媒中で酵素活性を発現し、環境汚染物質(o-クロロフェノール)の酸化分解を可能とした(Fig. 2)。 

また、AOT および CTAB 逆ミセルに包括されたラッカーゼの安定性および反応特性を比較検討す

ることで、界面活性剤と酵素分子間に生じる静電的相互作用が機能発現に重要な役割を果たすこと

を見出した。ラッカーゼはタンパク質表面において負電荷を生じており、タンパク質-界面活性剤間
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の相互作用を緩和するアニオン性界面活性剤(AOT)においてより良好な酵素活性が得られた(Fig. 2)。 

 逆ミセルに包括したラッカーゼを用

いて 6 種類のフェノール性環境汚染物

質の分解反応を検討した結果、1〜3 塩

素置換されたクロロフェノール類が速

やかに分解を受けることを明らかにし

た(Table 1)。また、メディエーター化合

物を共存させることで分解効率を大き

く向上させることが可能であった(Table 

1)。さらに、反応産物を同定することで、

一連の変換反応が脱塩素反応を伴って

進行することを明らかとした。クロロフ

ェノール類の毒性は脱塩素により低下

することから、生体触媒を用いた環境浄

化システムの構築が期待される。 

 

 

Table 1  ラッカーゼによるクロロフェノール類の分解とメディエーターの影響 

Substrate Conversion (%) 

 Lac Lac + ABTS Lac + HBT Lac + VIO Lac +NNDA 

o-chlorophenol 86.7 100 99.7 100 0090.8 

m-chlorophenol 04.2 091.5 62.2 074.6 0054.3 

p-chlorophenol 86.6 100 94.3 095.5 0099.2 

2,4-dichlorophenol 79.9 097.5 96.5 099.7 0099.7 

2,4,5-trichlorophenol 08.8 097.3 78.6 081.9 0085.9 

2,4,6-trichlorophenol 69.1 99.6 90.4 100 100 

Abbreviation used: Lac, laccase; ABTS, 2,2’-azino-bis(3-ethylbenz-thiazolin-sulfonic acid); HBT, 

1-hydorozybenzotriazole; VIO, violuric acid; NNDA, 1-nitroso-2-naphthol-3,6-disulfonic acid 
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Fig. 2 逆ミセルに包括したラッカーゼ
によるo-クロロフェノールの分解 
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２．１．２．逆ミセルを用いた酸素添加酵素の機能発現 

 シトクローム P450 モノオキシゲナーゼ（P450）は多岐にわたる化合物への酸素添加反応を触媒

する。P450による酸素添加反応は位置・立体選択的に進行し、有用物質の合成を可能とするため、

多岐にわたる分野での利用が試みられている。しかしながら、P450の多くは脂溶性化合物を基質と

することから、効率的な反応システムを水系媒体中に再構築することは困難である。本研究では、

逆ミセルを利用して P450 反応システムを有機溶媒中で機能化し、高効率な酸素添加反応システム

の構築を目指した。これまで、シトクローム P450 の機能を有機溶媒中で発現させた例は報告され

ていない。 

 Pseudomonas putida に由来するカンファー水酸化酵素(P450cam)をモデル酵素として一連の検討

を開始した。P450camモノオキシゲナーゼシステムはプチダレドキシンレダクターゼ (PdR)、プチ

ダレドキシン(Pdx)および P450cam をコンポーネントとする多成分酵素系である。これらのタンパ

ク質を種々の逆ミセルに包括し、スペクトル的解析を行ったところ、アニオン性界面活性剤(AOT)

およびノニオン性界面活性剤(Tween85)を混合して調製されるハイブリッド逆ミセル中でタンパク

質が安定に存在しうることを見出した。ハイブリッド逆ミセルを用いて P450 反応を追跡したとこ

ろ、NADH 依存的にカンファー水酸化反応が進行し、P450 モノオキシゲナーゼ反応を有機溶媒中

に構築することが可能であった

(Fig. 3)。また、P450反応がタン

パク質間電子移動を必要とする

ことから、逆ミセル中において

タンパク質間での電子伝達が進

行したことを示した。逆ミセル

に包括されたプチダレドキシン

レダクターゼおよびシトクロー

ムb5間での電子移動反応を追跡

し、速度論的解析を行うことで、

タンパク質間電子移動がミセル

間で進行することを世界ではじ

めて明らかとした(Fig. 4)。 

 

Fig. 3  逆ミセル中におけるP450camモノオキシゲナーゼ反応産物のGC-MS分析 

P450反応は 2 μM P450cam, 10 μM Pdx, 1 μM PdR and 2 mM KCl を溶解した逆ミセ

ル溶液に NADH (A, 2 mM or B, 0 mM) を添加して反応を開始し、37ºCにて1時間反応

を行った。反応1時間後の逆ミセル溶液に 2 mM n-dodecane を内部標準として添加し、

GC-MS分析に供した。Inset; 反応産物(5-exo-hydroxycamphor)のマススペクトル 
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 本研究より、電子伝達反応を伴うシトクローム P450 モノオキシゲナーゼシステムを有機溶媒中

に再構築することに成功した。逆ミセル間でのタンパク質-タンパク質相互作用および電子伝達反応

は、P450モノオキシゲナーゼのみならず多岐にわたる多成分酵素系利用を可能にすると期待される。 

 

２．１．３．有機溶媒中における補酵素再生系の構築 

 酸化還元酵素は優れた反応特性を有し、多岐にわたる反応を触媒することから、工業的な利用が

期待される酵素である。しかしながら、多くの酸化還元酵素は高価な補酵素 (NADHおよびNADPH)

を必要とすることから、コスト高の克服など様々な課題も存在する。一方、様々なデヒドロゲナー

ゼと安価な犠牲基質を用いた補酵素再生システムが考案されている。酵素的補酵素再生システムは、

穏和な反応条件において NAD(P)Hの継続的な供給を可能とする。本研究では、非水媒体中での酸

化還元酵素の高度利用を目指し、有機溶媒中における補酵素再生系の構築を試みた。 

 GLDはグリセロールの酸化反応に共役してNAD+の還元反応を触媒する (式-1)。グリセロールは

種々の酵素に対して安定化作用を示すことから、GLDを基盤とした補酵素再生系に興味が持たれる。

一方、STHはNAD(P)+およびNAD(P)H間の水素転移反応を触媒し、犠牲基質を添加することなく

補酵素再生を可能とする(式-2)。本研究では、GLDおよび STHを利用した補酵素再生を目指し一連

の研究を遂行した。  

 

 

 

 

 

 

Fig. 4  逆ミセル中における P450反応と電子移動経路

Glycerol NAD+ Dihydroxyacetone NADH+ +
GLD

(式-1) 

NADP+ NADH NADPH+ + NAD+

STH

(式-2) 
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 種々の界面活性剤より調製される逆ミセルを用いてGLD反応を検討したところ、AOT逆ミセル

中において効率よくNADHを再生しうることが示された(Fig. 5)。また、AOT系逆ミセルに包括し

た STHを用いてNADPH再生反応を追跡したところ、NADHの添加に依存してNADP+をNADPH

にすることが可能であった (Fig. 6)。さらに、NADPHの再生反応はGLD反応に共役して進行する

ことも明らかとなり、GLDおよび STHが有機溶媒中で効率よく補酵素を再生しうることが示され

た。有機溶媒中におけるGLDおよび STHの利用は、安価なグリセロールを用いた補酵素再生を可

能とし、種々の酸化還元酵素反応に共役した反応システムの構築が期待される(Fig. 7)。 

 

Fig. 6  逆ミセル溶液中におけるNADPHの再生 
NADH (100 μM)、thio-NADP+ (100 μM)を含むAOT逆
ミセルにSTH (A, 1 μg/mL; B, 0 μg/mL) を添加し

て反応を開始した。Inset; thio-NADPH の生成とNADH
の減少の経時変化. 

Fig. 5  逆ミセル溶液中におけるNADHの再生 
補酵素(A and C, 100 μM NAD+; B, 100 μM NADP+)、 グリセ
ロール (A and B, 2.16 mM; C, 0 mM),を含む AOT-逆ミセルに

GLD (5 μg/mL) を添加して反応を開始し、340nmの吸光度変化
から還元型補酵素の再生を追跡した。Inset; 反応開始後のペ
クトル変化を1分間隔で追跡した。 

Fig. 7  逆ミセル溶液中における補酵素再生システムの概念図 
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２．２ ナノ集合体による変性タンパク質の活性回復 

 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。このため、インクルージョンボディを本来の活性を有するタンパク質

へと高効率で再生（リフォールディング）する技術が求められている。インクルージョンボディは、

共雑タンパク質に比べ目的タンパク質が極めて高濃度に含まれることから、再生操作後のタンパク

質の精製が容易に行えるという利点がある。従って、インクルージョンボディからのタンパク質の

機能回復は工学的に極めて重要となる。 

 

２．２．１ なぜ逆ミセルのナノ空間で変性タンパク質は再生するのか？ 

 逆ミセル(Fig. 1)の微小水滴空間は内水相（water pool）と呼称され、様々な水溶性物質を可溶化す

ることが可能である。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。実は逆ミセルのこの特徴が、タンパク質を再生する鍵となる。逆ミセル法は、逆ミ

セル内水相に変性タンパク質を個々隔離することによって、活性回復時におけるタンパク質同士の

相互作用を最大限に軽減する手法である。つまり、逆ミセルの閉ざされたナノ空間に自己再生の場

を提供することでタンパク質のリフォールディングを促進しようという手法である（Fig. 8）。 

 

 

 

 本法は、変性タンパク質を逆ミセルに取り込む「可溶化」、変性タンパク質のリフォールディン

グが行われる「再生」、そして逆ミセルから再生タンパク質を回収する「逆抽出」の３つのステッ

プより成る。我々は、逆ミセルへの可溶化率を大幅に向上する手段として、固体変性タンパク質を

抽出 redox reagent 逆抽出

folded protein
逆ミセル溶液

inclusion body

大腸菌

発現

DNA

Fig. 8 逆ミセルによるタンパク質リフォールディングの模式図 
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用いた逆ミセル溶液への固液抽出法を確立した(Fig. 9)。これは、あらかじめ調製した AOT系逆ミ

セル溶液に、固体状態の変性RNase Aを直接添加し、超音波照射により変性RNase Aを逆ミセル中

に溶解するという手法である。固液抽出法により可溶化した変性RNase Aは逆ミセル内で完全に再

生し、希釈法よりも高濃度でのリフォールディングを達成した。同様の手法により cytochrome cの

リフォールディングも可能であった。 

  

 

 

２．２．２．分子シャペロンは逆ミセルのナノ空間で機能するか？ 

 生体内でフォールディングを補助するタンパク質である分子シャペロンは、生体外においてもそ

の効果を持つことが知られている。中でもよく知られている分子シャペロンの一つであるGroELは、

分子量 57000 のサブユニット７つからなるリング状の巨大タンパク質の複合体が二つ重なった 14

量体構造を取る。GroELは工業的に用いるにはまだ非常に高価であるので、少量を有効に用いる手

段を開発することが重要である。逆ミセルは微量の水中でリフォールディングが可能であることか

ら、バルク水中で用いるよりも少量の GroEL でその効果を得ることが期待できる。そこで、AOT

系において、ATP、MgCl2、GroEL を溶解した緩衝液を、界面活性剤を含むイソオクタン溶液に添

加する微量注入法により、GroEL内包逆ミセル溶液を調製し、固体変性RNase Aを可溶化した｡そ

の結果、GroELを添加することによって、大幅なRNase A再生率の向上が確認され、逆ミセル内の

特異空間でGroELがフォールディングを効率的に補助していることが示された。また、GroELのフ

Fig. 9 逆ミセルによるタンパク質粉末の有機溶媒への直接可溶化 
   （左）逆ミセル溶液    (右）イソオクタン純溶媒 
有機溶媒：イソオクタン、界面活性剤：AOT50mM、タンパク質チトクロームC 
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ォールディング補助効果を誘引するための必須因子（ATP、MgCl2）のいずれが欠損しても、この

補助効果が見られないことから（Fig. 10）、GroELはバルク水中と同様の機構でタンパク質のフォー

ルディングを補助しているものと推察された。 

 

 

 

２．２．３．インクルージョンボディがナノ集合体中で活性を回復する 

 実際に生細胞内で生じたRNase Aインクルージョ

ンボディを出発物質として用いることは、逆ミセル

法をより実際的な高効率リフォールディング法とし

て確立する上で重要である。そこで、大腸菌を宿主

細胞として牛膵臓由来RNase Aを大量発現すること

によりRNase A封入体を調製し、これをリフォール

ディング対象として実験を行った。 

 逆ミセル法と希釈法によるRNase A封入体のリフ

ォールディング挙動の違いを経時的に調べた結果、

逆ミセル法による操作では約 18 時間で完全に活性

0

20

40

60

80

100

再
生
率

 (
%
)

GroEL

ATP      +         +         -         - 
MgCl2    +          -         +        - 

Fig. 10 逆ミセルに溶解したGroELに対する駆動因子の添加効果 
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Fig. 11 逆ミセル法び従来法（希釈法）によるRNaseA

インクルージョンボディのリフォールディング 

    （三角：逆ミセル法、丸：希釈法） 
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が回復することが明らかにされた。一方、希釈法では再生率は 40％程度にとどまり（Fig. 11）、凝

集体の形成が目視により確認されたことから、大部分は水溶液中に不活性型として蓄積されたこと

が示唆される。すなわち、逆ミセル系は、実際に大腸菌で発生させたインクルージョンボディに対

しても有効に機能することが示された。 

 

２．３．逆ミセルのナノ空間を利用した遺伝子変異の検出 

 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(Fig. 12)。その結果の一

例を(Fig.13)に示す。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
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Fig. 12 逆ミセル中のハイブリダイゼーション挙動を 
利用する遺伝子変異解析法の原理 
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   ２ 

 
(Mismatch at 1 position) 
5'-TGA AAC TCC ACG CAC AAA CA-3'

(Mismatch at 13 position) 
     5'-CGA AAC TCC ACG TAC AAA CA-3'

0.68
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Fig. 13 逆ミセル中でのハイブリダイゼーション速度 
イソオクタン、AOT50mM、DNA濃度 1µM 、温度２８８Ｋ 
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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、

ＤＮＡ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。  

 

３．今後の展望 

 逆ミセルは、非水媒体中に熱力学的に安定に形成される特異なナノ分子集合体である。酵素やタ

ンパク質といった生体分子とほぼ同一の大きさを有していることから、生体分子の新たな機能発現

の場として注目されてきた。最近では、さらに分子設計されたナノ集合体を用いることによって、

機能改変素子としての利用に関心が寄せられている。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、逆ミセルの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

の新たな応用が期待される。 
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