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1.は じめ に

生体内反応は試験管内とは異なる特殊な環境場で進行

している。例えば細胞内は微小かつ分子クラウディング

な環塊である。最近,微 小空間が化学反応を効率的に進

行 させる事例1)や,分 子クラウディング環境が酵素反応

を調節する因子となる例2)が 報告され,生 体内を模した

特殊環境場への注目が集まっている。我々も分子クラウ

ディング環境 下において糖鎖プロセシング酵素が コン

フォメーションや活性を変化させることを報告している

3)
。一方,細 胞間には特殊な反応場 として細胞外マ トリ

クスが形成する網目環塊が存在する。細胞外マ トリクス

はコラー一一ゲン,ピ アル ロナン(HA),グ リコサ ミノグリ

カンなどによって形成され,複 雑な網目構造を与えるこ

とが知られている4)。HAは グルクロン酸とグルコサミン

が繰 り返し連結した鎖状の多糖であ り,単 独でも水溶液

中で蜂の巣状の網 目構造を形成 し,網 目の大きさはHA

の濃度に依存し,分 子量には依存しないことが報告され

ている5)。

分子がこうした網目に捕捉された場合,そ の拡散は制

限され,網 目内での分子衝突が促進されるとともに充分

なエネルギーを得た場合のみ隣の網目に移動することが

できるようになるものと予測される。実際,HA存 在下で

は分子が複数の拡散係数を有する異常拡散現象が報告さ

れている6)。生化学反応を担 う酵素の反応効率を左右す

るひとつの要因として基質との衝突確率が挙げられる。

基質濃度が向上すれば酵素との衝突頻度は増 し,酵 素反

応生成物は増産される。一方,粘 度の向上により分子の

拡散係数が低下すると基質と酵素の衝突頻度は低下し,

生成物量は減少する。では細胞外マ トリクスの形成する

網 目環境場は生化学反応にどのような影響を与えるので

あろうか?細 胞外マ トリクスによる系内粘度の向上は酵

素反応効率の低下をもたらす ことは想像できるが,形 成

される網目環境場に酵素や基質が捕捉 され,微 小な制限

された空間内で互いの衝突頻度が向上した場合,酵 素反

応効率が向上す る可能性がある。 これまで生体内の網目

環境場が生化学反応に与える影響を評価 した例はなく,

網 目環境の効果を検討す ることは細胞外マ トリクス中で

の生体分子変換や細胞間での分子の受け渡しを正しく理

解する上で重要である。また細胞内の微小空間を模 した

マイクロリアクターが化学反応の効率化に寄与している

事例7)に鑑み,網 目環塊場の分子変換制御法としての可

能性 も興味深い。

本研究では,糖 加水分解酵素反応をモデルとして反応

液 中にHAを 様々な濃度で添加 した網 目環境場中におい

て,反応効率 と系内の粘度の関係を検討 した。その結果,

これ らの反応 においてHA添 加による反応系内の粘度上

昇に依存せずに酵素反応効率が向上す る添加濃度領域が

存在す ることを明らかにした。

2.本 研 究におけ る評価系
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本研 究 の概 要 は 図1に 示す 通 り,マ イ ク ロチ ュー一一ブ 内

にHAを 用 い て 網 目環塊 場 を 形成 し,こ の 特殊 環境 場 中 に

酵 素 と してJackbean由 来 α一mannosidase,基 質 と して

p-nitrophenylα 一D-mamopyranoside(pNP-Man)を 添 加 し

て そ の反 応 性 を 評価 す る もの で あ る。HAと して ナ ト リ

ウム イ オ ン を カ ウン タ ー カ チ オ ン に有 し,平 均 分子 量 を

300,000(HA-300K)な い し1,000,000(HA-1000K)に 調 節

した 合 成 品(電 気 化 学 工業 株 式会 社)8)を 用 い た。 ま た本

α一manllosidaseは ヘ テ ロ4量 体 と して220kDaの 分子 量 を

示 す 比 較 的 大 き な タ ンパ ク質 で あ る9)。 酵 素反 応 の検 出

に は,当 該 加 水 分解 反応 に よ って 生 ず るp-nitrophenolの
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吸光度(400㎜)変 化を利用 した。HAの 添力膿 度は実際

の生体内濃度lo)に鑑み,0.05-0.2%の 範囲で検討 した。

酵素添力膿 度はHA-300Kの0.1%水 溶液が平均33㎜ の

網目を形成することll)を 基に洞 じく㎜ オーダーの酵

素1分 子ずつが確実に一つの格子に捕捉されるように,

酵素が約200格 子に1分 子存在する濃度に調整した。一

方、基質は酵素よりもサイズが圧倒的に小さいため,網

目間を比較的自由に移動することが可能であると考えら

れる。そこで基質の拡散の影響を排除すべく基質濃度を

過剰量(1格 子に基質約100分 子)に 設定した。反応温

度は測定に適 した反応進行度 となるよう4。Cに 設定 し

た。
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3.結 果 と考察

図1本 研究の概要

我々はまず前述 した反応条件下におけるJackbean

α一mannosidaseの 相対活性に対する,HA-300Kの 添加効

果について検討を行った(図2a)。HA非 存在下の活性を

基準とした場合,0.05%のHA-300Kの 添加によって相

対活性は有意に向上することが分かった。HAの 添加濃

度を0.2%ま で順次向上させた場合,相 対活性は濃度依存

的に低下 したが,い ずれもHAを 添加 しない場合の活性

を超えていた。これ らの反応に用いたHA添 加濃度にお

ける系内の粘度を測定したところ,粘度はHA添 加濃度

依存的に向上 し,0.2%添 加時には非添加時の3倍 以上

の粘度を示した(図2b)。 粘度の向上が分子の拡散を低

下させ ることを考慮すると,酵 素反応活性 もHA濃 度依

存的に低下するはずである。しかしながら図2aの 結果は

系内粘度に依存しない酵素反応の活性化を示 している。

この結果は酵素が作業仮説に示した網目内への捕捉によ

る基質との衝突頻度の向上に伴 う反応性の向上と,系 内

の粘性の向上に伴 う反応性の低下の双方の影響を受けた

ことを示唆 してい るもの思われ る。 同様 の検討 を

HA-1000K存 在下で行った結果(図2cお よび図2d),同

じようにHAO.05%存 在下で活性の向上を示 し,HA添

加濃度の向上に伴って,そ の活性は低下す る傾向が認め

られた。全体的にHA添 加時の活性が低下 しているのは,

HA-1000Kを 添加 した場合の方がHA-300Kを 添加 した

場合に比べて粘性が高 くなっているためと推測 され る

(図2d)。HAは 分子量の大きさに関わらず,添 加濃度

に依存 して網目の大きさが変化す るため5),同 じ添加濃

度ではHA-300Kお よびHA-1000Kの 形成する網目の大

きさは同等 と考えることができる。本酵素に対 しては

0.05%のHA添 加で形成 される網 目が酵素を有効に捕捉

し,拡 散低下の影響を凌駕して反応性を向上させたもの

と推測 され る。
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図2Jackbeanα 一mannosidaseに 対 す る 網 目 環 境 場 の

効 果.(a)HA-300K存 在 下 に お け るpNP-Manの 加

水 分 解.(b)HA-300K水 溶 液[50mMTris・HCI(pH

5.8)]の 粘 度.(c)HA-1000K存 在 下 に お け る

pNP-Manの 加 水 分 解.(d)HA-1000K水 溶 液[50

mMTris・HCI(pH5.8)]の 粘 度.酵 素 ア ッ セ イ 条

件(70μL中):4.6mMpNP-Man,75.6ngJack

beanα 一mannosidase,0-0.14mgHA-300K[パ ネ

ル(a)]も し く はHA-1000K[パ ネ ル(c)](0-0.2

Wtol・),50mMTris・HCI(pH5.8),4。C.10分 間 イ

ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後,2MTris(140μL)を 添 加 し

て 反 応 を 停 止 し,400nmの 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ

レー ト リ ー ダ で 測 定.

もっ と も酵 素反 応 効 率 が 向 上 した0.05%HA-300K存
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在 下 にお い てJackbeanα 一mamosidaseのKn,とVmaxを

算 出 した と こ ろ,HA非 存 在 下 と比 較 してKmの 低 下 と

レ㌔、xの 向上 が認 め られ,酵 素 反応 効 率 を示 す 正㌔、x/K,。の

値 はHAを 添 加 す る こ とで1.31倍 に 向上 してい た(表

1.)。HAは 直接 的 に は酵 素 を 活性 化 しな い と考 え られ る

た め,こ れ らの結 果 はHAが 作 る特殊 な 環 境 場 が 副 次 的

に 酵 素 反応 に影 響 を与 えた こ と を示 唆 して い る。 す な わ

ち作 業 仮 説 に 示 した 通 り網 目に 捕 捉 され て 拡 散 範 囲 を 制

限 され た 酵 素 が,無 限 に 広 い 空 間 と比 べ て 基 質 と強 制 的

に 衝 突 す る頻 度 が 増 した と考 え る と,表1の 結 果 を矛 盾

無 く説 明 す る こ とが で き る。 これ らの 結果 か らも網 目環

境 へ の 酵 素 の捕 捉 は,生 化 学 反応 を加 速 す る要 因 にな り

得 る こ とが 示 唆 され る。

加系はPAA添 加系と異な り,粘 度の向上に伴 う拡散の低

下に相関しない酵素反応活性化領域が存在する。 これら

の結果はHAに 特有の構造が酵素活性効率の向上に寄与

していることを示しており,我 々の作業仮説を支持する

ものである。
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表1網 目環 境 場 にお けるJackbeanα 一mannosidaseの

酵 素 速 度 論 解 析a)

HA-300KKn、(mM)レCnax(ptM〆mill)RclativcVmux/K,,、

0%

0.05%

0.73

0.67

23.1

27.7

1.00

1.31

a)酵 素 ア ッ セ イ 条 件(70pL中):0
,1,2.5,5mMpNP-Man,75.6

ngenzyme,35pgHA-300K(O.05wt%),50mMTris・HCl(pH5,8),

4。C.10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後,2MTris(140pL)を 添 加 し

て 反 応 を 停 止 し,400nmの 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リー ダ で

測 定.

我々はHAの 添加によって酵素反応が加速される現象

を,HAに 特有の網 目環境場に由来するものと考えている。

この現象が網 目環境場特異的なものであることを証明す

るために,我々は次に網目構造を形成しない高分子モデル

として架橋していないポ リアクリルアミドを,酵素反応系

内に添加 した場合の影響を調べることとした。図2の 検討

と同様の反応条件で添加剤をHAか ら分子量200,000の

ポリアクリルアミド(PAA-200K,CAS62649-23-4)に 変更

して加水分解活性を比較 したところ,PAA添 加濃度依存

的に反応効率は低下し,HAの ように添加による反応効率

の向上は認められなかった(図3a)。 またPAAを 添加 した

反応液の粘度は,PAA濃 度依存的に向上 したが,HA-300K

を添加 した場合と比較して同濃度での粘性は低いことが

分かった(図2bお よび図3b)。粘度の値のみに注 目する

ならば,HA-300K添 加系はRへA-200K添 加系に比べて分

子の拡散が低下してお り,酵素反応効率もPAA-200K添 加

系と比較して低下するはずである。しかしなが ら,HA添

図3Jackbeanα 一mannosidaseに 対 す る 高 分 子 添 加 の

効 果.(a)PAA-200K存 在 下 に お け るpNP-Manの

加 水 分 解.(b)PAA-200K水 溶 液[50mMTris・HCl

(pH5.8)]の 粘 度.酵 素 ア ッ セ イ 条 件(70μL中):

4.6mMpNP-Man,75.6ngJackbean

Gt-mannosidase,0-0.14mgPAA-200K(0-0.2

Wtol・),50mMTris・HCI(pH5.8),4。C.10分 間 イ

ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後,2MTris(140μL)を 添 加 し

て 反 応 を 停 止 し,400nmの 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ

レー ト リ ー ダ で 測 定.

4.む す び

本研究では,HAが 形成する網 目環境場がJackbean

α一mannosidaseに よるpNP-Manの 加水分解反応活性に

及ぼす影響を検討 した。その結果,HA-300Kを0.05%

添加 した場合に,酵 素反応効率は約1.3倍 に向上するこ

とが分かった。同濃度における系内の粘度はHA-300K非

添加時の約15倍 に向上してお り,通 常,拡 散低下に基

づ く酵素反応効率の低下を引き起 こすはずである。本研

究の結果は通常の高分子添加剤を加えた場合に予測 され

る結果 と著しく異なる結果を与えた。

今回の実験結果は,HAが 形成する網 目環境が酵素を

捕捉し,分 子の拡散が制限された微小空間内で酵素と基

質の衝突頻度が向上した可能性を示唆するものである。

この結果は細胞外マ トリクス中の生化学反応を理解する

上で重要な知見となるばかりでなく,酵 素反応や化学反

応の新 しい制御因子 としての網目環境の可能性を示すも

のである。今後,本 環境場の応用を理学 ・工学の両側面

からさらに検討 していきたい。
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