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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　温度変化により凝集と分散の両状態の間で可逆的に変化する刺激応答性磁性粒子と好熱
菌由来の酵素とからなり、温度応答性機能を持ち、且つ、貴金属を含まないことを特徴と
する酵素複合体。
【請求項２】
　前記磁性粒子が、カルボキシル基を有する有機高分子で被覆され、前記カルボキシル基
と前記酵素のアミノ基または水酸基とが結合してなることを特徴とする請求項１に記載の
酵素複合体。
【請求項３】
　前記磁性粒子が、１～１０００ｎｍの平均粒径の磁性粒子であることを特徴とする請求
項１または請求項２に記載の酵素複合体。
【請求項４】
　酵素複合体の酵素を活性化する方法であって、
　前記酵素複合体が、温度変化により凝集と分散の両状態の間で可逆的に変化する刺激応
答性磁性粒子と好熱菌由来の酵素とからなる温度応答性機能を持つ酵素複合体であり、
　前記酵素複合体を溶解させた溶液に、交流磁場を印加することにより前記酵素を活性化
させることを特徴とする酵素の活性化方法。
【請求項５】
　前記磁性粒子が、カルボキシル基を有する有機高分子で被覆され、前記カルボキシル基
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と前記酵素のアミノ基または水酸基とが結合してなることを特徴とする請求項４に記載の
酵素の活性化方法。
【請求項６】
　前記磁性粒子が、１～１０００ｎｍの平均粒径の磁性粒子であることを特徴とする請求
項４または請求項５に記載の酵素の活性化方法。
【請求項７】
　温度変化により凝集と分散の両状態の間で可逆的に変化する刺激応答性磁性粒子と好熱
菌由来の酵素とからなる温度応答性機能を持つ酵素複合体と、磁気発生装置とを備えるこ
とを特徴とする医療器具の洗浄装置。
【請求項８】
　前記医療器具が、内視鏡手術器具、侵襲性手術器具および吸引カテーテルからなる群か
ら選択される少なくとも１つであることを特徴とする請求項７に記載の洗浄装置。
【請求項９】
　前記磁性粒子が、カルボキシル基を有する有機高分子で被覆され、前記カルボキシル基
と前記酵素のアミノ基または水酸基とが結合してなることを特徴とする請求項７または請
求項８に記載の洗浄装置。
【請求項１０】
　前記磁性粒子が、１～１０００ｎｍの平均粒径の磁性粒子であることを特徴とする請求
項７～９のいずれか１項に記載の洗浄装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、酵素複合体に関し、より詳しくは、熱により機能を発現する酵素と磁性粒子
との複合体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、タンパク質を対象とする研究が理学、農学、医学、薬学、工学、情報科学にまた
がる多くの分野で行われている。中でも、高温領域で活性化される好熱菌由来の酵素は、
特に医療分野、バイオテクノロジー分野、環境分野などで注目されている。しかしながら
、好熱菌由来の酵素は反応至適温度が高いため、反応温度を高くしなければならず、生体
系に用いる場合には、その安全性に十分な留意が必要となる。
【０００３】
　一方、タンパク質にバイオマテリアルを結合させたタンパク質ハイブリッド材料が種々
提案されている。タンパク質ハイブリッド材料とは、主にタンパク質とタンパク質以外の
物質、例えば合成高分子などを化学的に結合させた複合体のことである。このタンパク質
ハイブリッド材料は、主に、タンパク質機能を制御するために用いられており、タンパク
質機能を制御する材料としては主にナノテクノロジーを活用した微粒子材料が用いられる
（例えば、非特許文献１参照）。
【０００４】
　また、近年の機器分析の発展により、サブミクロン粒子の構造や特性を正確に把握する
ことが可能となったことから、種々の目的に応じたタンパク質ハイブリッド微粒子の開発
が進められている（例えば、非特許文献２参照）。
　その中でも注目を集めている分野が外部刺激によるタンパク質機能の制御であり、熱や
光などの外部環境により、タンパク質が機能を発現する“場所”、“時間”、“強さ”を
コントロールする方法である。中でも酵素、生理活性物質などのタンパク質と磁性体を用
いてハイブリット化した磁性体ハイブリッド材料は、その磁気特性から外部応答によるタ
ンパク質の機能制御が利用しやすい材料として注目されている。例えば、フェリ磁性体の
マグネタイト微粒子をドラッグキャリアーとして用い、薬剤の患部への誘導を外部から磁
気的に制御する研究がある（例えば、非特許文献３参照）。
【先行技術文献】
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【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Dunnill, P. and Lilly, M.D.著、「Purification of enzyme using ma
gnetic bio-affinity materials」、Biotechnol. Bioeng., 16、P.987-990、1974
【非特許文献２】川口春馬著、「バイオアフィニティ微粒子」、SEN’I GAKKAISHI（繊維
と工業）、Vol.60、No.7、2004
【非特許文献３】Akihiko Kondo, Noriyuki Ohnishi著、「Development of Thermo-Respo
nsive Magnetic Nano-Particles and Their Application to Biotechnology」、PHARM TE
CH JAPAN、Vol.19、No.10(2003)、P.1753-1762
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　上記したように、タンパク質の磁性体ハイブリッド材料において、種々の応用が期待さ
れており、磁性粒子を用いた新たな酵素活性の機能制御技術が望まれている。
　そこで、本発明は、磁性粒子と酵素とを結合させたハイブリット材料を用い、さらに磁
力のエネルギーを付与することによる発熱現象を利用することで新たな磁性粒子の酵素活
性の機能を制御することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは上記課題を解決するため、鋭意検討した。その結果、好熱菌由来の酵素と
磁性粒子とを結合させた酵素複合体が、磁力のエネルギーの付与により低温環境下におい
ても酵素を活性化させることができることを見出した。
【０００８】
　すなわち、本発明は下記の（１）～（７）により達成される。
（１）磁性粒子と好熱菌由来の酵素とからなり、温度応答性機能を持つことを特徴とする
酵素複合体。
（２）前記磁性粒子が、カルボキシル基を有する有機高分子で被覆され、前記カルボキシ
ル基と前記酵素のアミノ基または水酸基とが結合してなることを特徴とする上記（１）に
記載の酵素複合体。
（４）前記磁性粒子が、刺激を付与することにより凝集する刺激応答性磁性粒子であるこ
とを特徴とする上記（１）～（３）のいずれか１項に記載の酵素複合体。
（５）上記（１）～（４）のいずれか１項に記載の酵素複合体の酵素を活性化する方法で
あって、
　前記酵素複合体を溶解させた溶液に、磁力のエネルギーを付与することにより前記酵素
を活性化させることを特徴とする酵素の活性化方法。
（６）前記磁力のエネルギーが、磁場および電磁波からなる群から選択される少なくとも
１つであることを特徴とする上記（５）に記載の酵素の活性化方法。
（７）上記（１）～（４）のいずれか１項に記載の酵素複合体と、磁気発生装置とを備え
ることを特徴とする医療器具の洗浄装置。
（８）前記医療器具が、内視鏡手術器具、侵襲性手術器具および吸引カテーテルからなる
群から選択される少なくとも１つであることを特徴とする上記（７）に記載の洗浄装置。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明によれば、酵素複合体に磁力のエネルギーを付与することで、磁性粒子の表面温
度が上がり、磁性粒子近傍の温度が酵素の至適温度まで高くなるので、溶液の全体温度を
上げずとも磁性粒子表面に結合した好熱菌由来の酵素を活性化することができる。
　したがって、高温に処することのできない器具、例えば、内視鏡手術器具等に付着した
異常プリオン等の悪性タンパク質の洗浄などに効果的に用いることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
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【図１】基質分解反応の検量線測定の結果を示すグラフである。
【図２】（Ａ）は磁気発生装置（コイル）の斜視図であり、（Ｂ）は（Ａ）のコイル線材
の断面図である。
【図３】（Ａ）はＴｈｅｒｍａ－Ｍａｘ（登録商標）の発熱評価実験装置の概略図であり
、（Ｂ）は（Ａ）の発熱評価実験装置の磁気発生装置に断熱材を挿入して使用する使用形
態を示す斜視図である。
【図４】Ｔｈｅｒｍａ－Ｍａｘ（登録商標）の各磁場強度における発熱特性を示すグラフ
である。
【図５】（Ａ）は低温測定におけるＴｈｅｒｍａ－Ｍａｘ（登録商標）の発熱評価実験装
置の概略図であり、（Ｂ）は（Ａ）の発熱評価実験装置の磁気発生装置に断熱材を挿入し
て水を循環させて使用する使用形態を示す斜視図である。
【図６】４℃におけるＴｋ－サチライシン・Ｔｈｅｒｍａ－Ｍａｘ（登録商標）　ＬＣ　
Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　ａｃｉｄ複合体の酵素活性の測定結果を示すグラフである。
【図７】２５℃におけるＴｋ－サチライシン・Ｔｈｅｒｍａ－Ｍａｘ（登録商標）　ＬＣ
　Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　ａｃｉｄ複合体の酵素活性の測定結果を示すグラフである。
【図８】各温度におけるＴｋ－サチライシン・Ｔｈｅｒｍａ－Ｍａｘ（登録商標）　ＬＣ
　Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　ａｃｉｄ複合体の酵素活性の測定結果を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本発明の酵素複合体は、磁性粒子と好熱菌由来の酵素とからなり、温度応答性機能を持
つものである。本発明の酵素複合体は、本発明の効果を著しく損なうことがない限り、磁
性粒子および好熱菌由来の酵素以外の成分を含んでいてもよい。
【００１２】
（磁性粒子）
　本発明に用いられる磁性粒子は、酸化鉄、またはフェライトからなる粒子でもよく、例
えば多価アルコールとマグネタイトから製造した粒子のように、酸化鉄、フェライト、ま
たはマグネタイトとその他の無機物、有機物とからなる粒子でもよい。
　磁性粒子は、例えば、特表２００２－５１７０８５号公報等に開示された方法によって
製造することができる。すなわち、鉄（II）塩、または鉄（II）塩及び金属（II）塩を含
有する水溶液を、磁性酸化物の形成のために必要な酸化状態下に置き、水溶液のｐＨを７
以上に維持して、酸化鉄、またはフェライト磁性体粒子を形成する方法である。また、金
属（II）塩を含有する水溶液と鉄（III）塩を含有する水溶液をアルカリ性条件下で混合
することによっても製造することができる。
【００１３】
　あるいは、磁性粒子は、多価アルコールとマグネタイトから製造することもできる。こ
の多価アルコールは、構成単位に水酸基を少なくとも２個有し、鉄イオンと結合可能なア
ルコール構造体であれば、特に制限なく使用することができる。例えば、デキストラン、
ポリビニルアルコール、マンニトール、ソルビトール、シクロデキストリンなどが挙げら
れる。例えば、特開２００５－０８２５３８号公報に、デキストランを用いた磁性粒子の
製造方法が開示されており、この方法によって製造することもできる。また、グリシジル
メタクリレート重合体のように、エポキシ基を有し、開環後多価アルコール構造体を形成
する化合物も使用できる。
【００１４】
　磁性粒子が、良好な分散性を有するためには、磁力のエネルギーを付与して凝集させる
前の粒子の平均粒径が、１～１０００ｎｍであることが好ましく、良好な発熱特性を有す
るためには、１～５００ｎｍであることがより好ましい。特に、磁性粒子と酵素との反応
性の向上および発熱効率の観点から、粒子の平均粒径が、３～２００ｎｍであることが更
に好ましく、５～５０ｎｍが特に好ましい。具体的には、磁性粒子がマグネタイトからな
る粒子の場合、１５～２０ｎｍ程度の平均粒径であると、１００ｋＨｚ～１ＭＨｚの交流
磁場中において、良好に発熱させることができる。このような粒子径測定を行える機器と
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しては、粒子径・粒度分布測定装置（Ｚｅｔａ　Ｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ、Ｍａｌｖｅ
ｒｎ社製）や、透過型電子顕微鏡（日立透過電子顕微鏡　ＨＴ７７００、株式会社日立ハ
イテクノロジーズ製）が挙げられる。また、これらの磁性粒子は溶液中で凝集体を形成し
ていてもよい。
　本発明において使用できる磁性粒子の市販品としては、例えば、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（
登録商標）、ｎａｎｏｍａｇ（登録商標）、ｄｅＳｔａｒｓ、ＭＡＣＳ（登録商標）など
が挙げられる。
【００１５】
　また、磁性粒子は、外部環境から粒子を守るため、あるいは粒子表面を機能化するため
などの観点から、粒子表面に高分子などが修飾されていることが好ましい。使用する保護
剤としては、ＰＶＡやデキストラン等の高分子や、シリカなどの無機材料といった様々な
機能性材料が使用される。
【００１６】
　粒子表面が保護され機能化された磁性粒子の例として、例えば、ＪＮＣ株式会社の「Ｔ
ｈｅｒｍａ－Ｍａｘ（登録商標）」（以下、「サーママックス」という場合がある。）、
「Ｔｈｅｒｍａ－Ｍａｘ（登録商標）　ＬＣ　Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　ａｃｉｄ」（以下
、「ＴＭ－ＬＣ」という場合がある。）等が挙げられる。「Ｔｈｅｒｍａ－Ｍａｘ（登録
商標）」は、酸化鉄磁性粒子表面にＮ－イソプロピルアクリルアミド（以下、「ＮＩＰＡ
Ｍ」という場合がある。）のポリマーが修飾されている。
　本明細書において、単に「サーママックス」という場合は、磁性粒子を示しており、「
サーママックス溶液」、「サーママックス原液」という場合は、磁性粒子にバッファー等
を含んでいることを示している。
　ＮＩＰＡＭのポリマー水溶液はポリマーの重合度により溶解・析出する温度（下限臨界
共溶温度）を制御することができ、３２℃前後に下限臨界共溶温度を有し、この温度未満
では水に分散するが、これ以上の温度では凝集し容易に磁気で回収できるようになる。
　したがって、サーママックスは、その粒子表面を被覆しているＮＩＰＡＭにより、溶液
温度３２℃を境として凝集と分散の両状態の間で可逆的に変化する。そのため、粒子が均
一に溶液中に分散している３２℃未満の分散状態では、磁気分離は容易ではないが、溶液
温度を３２℃以上にすると磁性粒子は凝集塊を形成し始め、磁気分離が容易に可能となる
。
【００１７】
　このように機能化された磁性粒子は、刺激を付与することにより凝集等の所望の形態と
することができるので、機能化された磁性粒子（刺激応答性磁性粒子）に外部刺激を付与
することで、粒子の分散性を保ちながら酵素複合体の作製及び精製の効率を飛躍的に高め
ることができる。
【００１８】
　この刺激応答性磁性粒子に付与する刺激としては、例えば、温度変化、ｐＨ変化、光変
化、イオン強度変化等が挙げられ、各刺激の条件は適宜調整すればよい。
【００１９】
（好熱菌由来の酵素）
　本発明に用いられる好熱菌由来の酵素は、温度変化により酵素活性値が変化するもので
あり、６５℃以上の高温領域で活性を有し、高温において平衡論的、速度論的、あるいは
その両方で安定化しているという特徴を有するものである。
【００２０】
　好熱菌由来の酵素としては、例えば、一般名であれば、プロテアーゼ、アミラーゼ、セ
ルラーゼ、エステラーゼ、ＤＮＡポリメラーゼ、ヌクレアーゼ、ペルオキシダーゼ等が挙
げられる。具体的には、ＴＫ－サチライシン、Ｔｋ－ＳＰ、Ｔｋ－ＧＫ、Ｔｋ－ＲＮａｓ
ｅＨ等が挙げられる。
【００２１】
（磁性粒子と好熱菌由来の酵素との結合方法）
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　本発明の酵素複合体は、上記磁性粒子と上記好熱菌由来の酵素とを結合させて作製され
る。
　本発明の酵素複合体を作製する方法としては、磁性粒子の表面の形態によって、磁性粒
子と酵素との結合方法を適宜選択すればよい。結合方法としては、例えば、磁性粒子表面
に酵素を直接結合させる直接法と、磁性体表面を被覆する有機高分子を介して磁性粒子表
面に酵素を結合させる間接結合法が挙げられる。
【００２２】
　直接法は、磁性粒子に直接的に酵素を吸着させるものである。例えば、磁性粒子表面に
吸着させた酵素をグルタルアルデヒドによってクロスリンクさせ、磁性粒子表面を被覆さ
せる方法などが挙げられる。
【００２３】
　間接結合法は、磁性粒子に被覆した有機高分子を介して磁性粒子と酵素とを結合させる
手法である。有機高分子を被覆させるには、粒子表面で重合反応を行わせるか、あるいは
有機高分子を結合させる２種類の方法がある。代表的なものには、デキストランやメタク
リル酸ポリマーでの被覆がある。被覆された磁性体を酵素と結合するには通常の化学修飾
の手段を用いる。一般的にはアミノシラン化した表面や、カルボジイミドで活性化された
カルボキシル基を持つ表面による酵素複合体との結合が知られている。これらの反応は直
接結合法より温和な処理であるとされており、直接法で作製した酵素に比べて、結合した
酵素の活性を保持しやすい。
【００２４】
　本発明において、カルボジイミドを用いた縮合反応によって、サーママックスの表面に
被覆されたカルボキシル基を有する有機高分子中のカルボキシル基に酵素を固定化させる
ことが好ましい。カルボジイミドは、カルボキシル基とアミノ基または水酸基との間で脱
水縮合反応を行わせる脱水縮合剤である。この反応により、酸アミドやエステル結合が形
成される。
【００２５】
（温度応答性機能）
　このように作製された本発明の酵素複合体は温度応答性機能を有する。温度応答性機能
とは、変動磁場に対する磁化応答の遅れにより磁性粒子に蓄積される磁力のエネルギーに
よって発熱し、磁性粒子の発熱により磁気粒子に固定された酵素が高温化され、酵素活性
が発現することをいう。
【００２６】
（磁気発生装置）
　酵素複合体に磁力のエネルギーを付与する方法としては、特に限定されないが、例えば
、磁場、電磁波、永久磁石等を利用することができる。中でも、取扱いが容易であり、磁
力のエネルギーの強さを容易に変化させることができるという点から、交流電流によって
磁気を発生させる磁気発生装置を用いて磁場を形成させることが好ましい。
【００２７】
　交流磁場を用いる場合は、付加する磁場の条件は、使用する酵素の種類に応じて適宜選
択すればよいが、例えば、磁場強度０．１～２，０００Ｏｅとするのが好ましく、１～１
，０００Ｏｅとするのがより好ましく、３～５００Ｏｅとするのがさらに好ましい。上記
範囲とすることで、磁性粒子の発熱量を制御することができる。また、周波数は、１，０
００～１５，０００，０００Ｈｚとするのが好ましく、１０，０００～３，０００，００
０Ｈｚとするのがより好ましく、１００，０００～１，０００，０００Ｈｚとするのがさ
らに好ましい。上記範囲とすることで誘電加熱の影響を低減し、磁性粒子のみを発熱させ
ることができる。
【００２８】
　上記で説明した本発明の酵素複合体を溶解した溶液に、溶液の外部から磁力のエネルギ
ーを与えることにより、酵素複合体の磁性粒子が発熱するため、この磁性粒子に固定され
た酵素の近傍の溶液温度が上昇する。酵素の至適温度にまで温度が上昇すると、酵素機能
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が発現する。したがって、溶液全体の温度を上昇させることなく、温度応答性機能を持つ
酵素の活性を上げることができる。したがって、例えば、高温領域での使用が制限される
状況においても本発明の酵素複合体を用いることができる。
【００２９】
　例えば、本発明の酵素複合体と磁気発生装置とを備えて医療器具用の洗浄器具とするこ
とができる。
　内視鏡手術器具は、変性プリオン等の悪性タンパク質などが付着しやすいが、器具の材
質上、高温消毒がしにくい。好熱菌由来の酵素であるＴｋ－サチライシンはプリオンを分
解する酵素であるため、Ｔｋ－サチライシンを固定した本発明の酵素複合体を用いて、磁
気発生装置により内視鏡手術器具を洗浄すれば、洗浄液の温度を上げずともＴｋ－サチラ
イシンの活性を高めることができるので、確実に変性プリオンを分解・除去することがで
きる。
【００３０】
　なお、医療用器具としては、上記した内視鏡手術器具のほか、メス、鋏、鉗子などの侵
襲性手術器具、吸引カテーテルなどの体内に挿入して使用する器具および樹脂製手術器具
などを例示することができる。
【実施例】
【００３１】
　次に、実施例により本発明をさらに詳細に説明するが、本発明はこれらの例によってな
んら限定されるものではない。
　なお、本発明で用いた精製水は、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ製Ｄｉｒｅｃｔ－Ｑ（商品名）で
精製された比抵抗１８ＭΩ・ｃｍ以上の超純水である。
【００３２】
＜酵素複合体：Ｔｋ－サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体の合成＞
　磁性粒子としてＴｈｅｒｍａ－Ｍａｘ（登録商標）　ＬＣ　Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　ａ
ｃｉｄ（ＪＮＣ株式会社製）を用い、酵素としてＴｋ－サチライシンを用いて、以下のプ
ロトコルに従って酵素複合体を作製した。
〔１〕１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドヒドロクロリド
（以下、ＥＤＣ）／Ｎ－ヒドロキシスクシイミド（以下、ＮＨＳ）を用いたＴＭ－ＬＣの
活性化
工程１）５００μｌのＴＭ－ＬＣをマイクロチューブに分注し、４Ｍ ＮａＣｌ水溶液を
１９．５μｌ加え混合した。
工程２）混合液を恒温槽に入れ一分間加温した後、マイクロチューブを磁気分離装置（永
久磁石（ネオジム磁石，φ３０×１０ｍｍ（丸型），磁化方向：厚み方向，表面磁束密度
：４４５ｍＴ））に一分間静置し、ＴＭ－ＬＣの凝集塊を磁気分離して上澄を除いた。
工程３）２５ｍＭ ＭＥＳバッファー（ｉｎ ５０ｍＭ ＮａＣｌ、ｐＨ４．７５）（以下
、Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒという）を５００μｌ加え、氷浴中で分散させた
。
工程４）工程２と同じ操作を行った。
工程５）マイクロチューブにＡｃｔｉｖａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒを３００μｌ加え、氷
浴中で分散させた。
工程６）ＥＤＣ２ｍｇとＮＨＳ４ｍｇを２００μｌのＡｃｔｉｖａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅ
ｒに溶解させた。この調整液を工程５の溶液と混合し、１．５時間室温（約２５℃）で回
転混合させた。
工程７）工程２と同じ操作を行い、未反応のＥＤＣ／ＮＨＳを除いた。
工程８）１０ｍＭアセテートバッファー（ｉｎ ５０ｍＭ ＮａＣｌ、ｐＨ５．０）（以下
、Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒという）を３００μｌ加え、氷浴中で分散させた。
工程９）工程７、工程８の操作をさらに２回行った。
〔２〕活性化ＴＭ－ＬＣへのＴｋ－サチライシンの固定化
工程１０）工程９の操作の後、粒子に０．１ｍｇ／ｍｌのＴｋ－サチライシン溶液３００
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μｌ（ｉｎ ５０ｍＭ 酢酸バッファー、ｐＨ５．０）を加え、氷浴中で分散させた後、４
℃で３時間回転混合を行った。
工程１１）工程２と同じ操作を行い、未反応のＴｋ－サチライシンを除いた。なお、この
磁気分離後の上澄は後のタンパク質定量のために保存した。
工程１２）５０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌバッファー（ｐＨ７．５）（以下、Ｒｅａｃｔｉ
ｏｎ Ｓｔｏｐ Ｂｕｆｆｅｒという）を５００μｌ加え、未反応の活性化基を反応停止さ
せた。氷浴中で分散させた後、４℃で３０分間回転混合を行った。
工程１３）工程２と同じ操作を行った。
工程１４）５０ｍＭ 酢酸バッファー（ｐＨ５．０）（以下、酢酸バッファーという）を
加え、氷浴中で分散させた。
工程１５）工程１３、工程１４の操作をさらに２回繰り返した。
工程１６）上記の酢酸バッファー５００μｌの中で、Ｔｋ－サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複
合体溶液を冷蔵庫で保存した。
【００３３】
＜酵素複合体の評価＞
　合成したＴｋ－サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体について、ＩＣＰ測定によるＴｋ－サ
チライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体溶液中の酸化鉄濃度、差分法によるＴｋ－サチライシンの
酵素量の定量、そしてＴｋ－サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体溶液のアゾカゼイン法によ
る酵素活性の３つの指標を測定した。この３つの測定値から、Ｔｋ－サチライシン・ＴＭ
－ＬＣ複合体溶液中での、
  i．　粒子当りの酵素の質量（酵素の質量／粒子の質量）、
 ii．　酵素当りの酵素活性値（酵素活性／酵素の質量）、
iii．　粒子当りの酵素活性値（酵素活性／粒子の質量）
を算出し、Ｔｋ－サチュライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体溶液の評価を行った。
【００３４】
（ＩＣＰ発光分析）
　まず、Ｆｅ２＋の標準溶液を希釈したもの（０、５、２０ｐｐｍ）で検量線を作成し、
それを基にＴｋ－サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体中の鉄の含有率を決定した。
【００３５】
　サーママックス原液及びＴｋ－サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体溶液中の酸化鉄粒子量
は、それぞれの液中に含まれる鉄原子量により評価した。その結果を表１に示す。
【００３６】
【表１】

【００３７】
　表１の結果より、サーママックス原液において、Ｆｅ濃度として４ｍｇ／ｍｌの鉄粒子
を有していたものが、固定化後のＴｋ－サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体溶液において、
Ｆｅ濃度として１．３８ｍｇ／ｍｌの鉄粒子を有していた。このことから、Ｔｋ－サチラ
イシン・ＴＭ－ＬＣ複合体溶液において、サーママックス原液に対して約３５％の鉄粒子
を有していることがわかった。
【００３８】
（Ｔｋ－サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体中のＴｋ－サチライシンの定量分析）
　磁性粒子に固定化したＴｋ－サチライシンの担持量を差分法により算出した。酵素と反
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応する基質分子として、アゾカゼインを用いた。アゾカゼインは酵素により分解され、ア
ゾ基を含む化合物が遊離される。このアゾ基を含む化合物は４４０ｎｍに吸収を持つため
、その吸光度をＵＶ－ｖｉｓ分光光度計（型番Ｖ－６５０、日本分光社製）で測定するこ
とで定量できる。
　ＵＶ－ｖｉｓ分光光度計での吸光度測定は試料溶液に光を入射し、透過光強度Ｉを測定
し以下の式（１）より吸光度Ａを算出した。
【００３９】
　なお、基質Ｎ－スクシニル－ＡＡＰＦ－ｐ－ニトロアニリドから生成されるｐ－ニトロ
アニリドの吸光係数は８９００Ｍ－１ｃｍ－１であり、セル長１ｃｍで測定を行ったので
、モル濃度ｃは、
　ｃ＝Ａ４４０／εｄ＝Ａ４４０／８９００
で算出した。
【００４０】
【数１】

【００４１】
　上澄に残ったＴｋ－サチライシン濃度を定量的に評価するため、アゾカゼインを基質と
した各Ｔｋ－サチライシン濃度におけるＴｋ－サチライシンの酵素分解反応の測定を行い
、作成した検量線を図１に示す。
【００４２】
　図１の結果から、測定濃度間においては、Ｔｋ－サチライシンに比例してアゾカゼイン
の基質分解反応が生じ、分解生成物由来の４４０ｎｍ付近に見られるピークが増大してい
ることがわかる。そこで、酵素固定化反応時に用いたＴｋ－サチライシン溶液の原液と、
反応終了後に回収したＴｋ－サチライシン上澄溶液の二つの溶液でも、同様のアゾカゼイ
ンの基質分解反応実験を行い、その吸光度から溶液中のＴｋ－サチライシン濃度を算出し
た。その結果を以下の表２に示す。
【００４３】

【表２】

【００４４】
　表２で算出された酵素濃度結果の差分を取ることによって、固定化されたＴｋ－サチラ
イシン濃度を算出した。その結果を以下の表３に示す。
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【００４５】
【表３】

【００４６】
　表３の結果より、Ｔｋ－サチライシン溶液において、酵素濃度が１０７．５μｇ／ｍｌ
であったものが、固定化後のＴｋ－サチライシン上澄溶液において、酵素濃度が５．０μ
ｇ／ｍｌであった。このことから、固定化の際に投入したＴｋ－サチライシンの原液の酵
素濃度の９５．３％がサーママックスの表面に固定化されたことが確認された。表３のＩ
ＣＰ測定より得られた粒子濃度から、粒子の重量あたりの酵素量は、３．６μｇ／ｍｇで
あった。
【００４７】
（酵素活性分析）
　次に磁性粒子に固定化されていないフリーのＴｋ－サチライシンの酵素活性の測定と固
定時との比較を行った。酵素活性測定には基質としてＮ－スクシニル－ＡＡＰＦ－ｐ－ニ
トロアニリドを用いた。Ｎ－スクシニル－ＡＡＰＦ－ｐ－ニトロアニリドは、下記式（Ａ
）に示すように、プロテアーゼによってペプチド結合が加水分解され、ｐ－ニトロアニリ
ンを生成する。
（式Ａ）
【００４８】
【化１】

【００４９】
　このｐ－ニトロアニリンの吸光度を測定することにより、分解物質の定量を行った。Ｔ
ｋ－サチライシンを用いて基質Ｎ－スクシニル－ＡＡＰＦ－ｐ－ニトロアニリドの分解反
応を行い、４１０ｎｍの吸光度をプロットすることで、Ｌａｍｂｅｒｔ－ｂｅｅｒの法則
式から、ｐ－ニトロアニリンの生成量を算出した。なお、酵素活性はユニット（Ｕ）とい
う評価指標を用いて評価した。本発明において、１ユニットは１分間に１μｍｏｌのｐ－
ニトロアニリドを生成する酵素量として定義している。
　具体的な実験操作としては、０～５ｍＭのＮ－スクシニル－ＡＡＰＦ－ｐ－ニトロアニ
リド溶液を９５μｌずつ用意し、そのそれぞれに酵素濃度０．０１０ｍｇ／ｍｌのＴｋ－
サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体溶液５μｌをそれぞれ添加し、２０℃で５分間酵素反応
を行った。その後、１０μｌの５重量％酢酸水溶液を添加して酵素反応を停止させ、磁気
分離カラム（ＭＳ Ｃｏｌｕｍｓ、ミルテニーバイオテク（株）製）に二回溶液を通した
後、上澄み溶液中の波長４１０ｎｍでの吸光度変化をＵＶ－ｖｉｓ分光光度計（ＶＡＲＩ
ＡＮ、ＣＡＲＹ５０Ｐｒｏｂｅ）を用いて測定を行い、８９００Ｍ－１ｃｍ－１の吸光係
数を用いてＮ－スクシニル－ＡＡＰＦ－ｐ－ニトロアニリドから生成されるｐ－ニトロア
ニリドの量として算出した。
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【００５０】
　また、固定化酵素の酵素濃度と同じ０．０１０ｍｇ／ｍｌに調整したフリーのＴｋ－サ
チライシンを用いて同様の実験を行った。得られた４１０ｎｍの吸光度から酵素活性値（
ユニット）を算出し、それぞれ値を比較することで、活性を保持している酵素の割合を評
価した。
【００５１】
　各基質濃度における、各４１０ｎｍでの吸収スペクトル結果より、酵素活性指標である
ユニットを算出し、酵素複合体に固定化された酵素がどの程度活性を維持しているのかを
表４、表５に示す。
【００５２】
【表４】

【００５３】
【表５】

【００５４】
　表５の活性保持率とは、固定化酵素とフリーの酵素とを比較し、どの程度の活性が保持
されているかを表したものである。これは固定化酵素の活性値（Ｕ）をフリーの酵素活性
値（Ｕ）で割ることにより算出した。表５より、平均して約４６％の活性が保持されてい
る。この値は酵素の構造や、アミノ基の含有量によっても酵素の固定化率は異なるが、従
来のカルボジイミド法による酵素固定化量と比べ同程度の値となった。
【００５５】
　以上の結果より、実施例のＴｋ－サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体溶液中に含まれる酵
素量は、
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（粒子濃度）×（体積）＝０．０１０ｍｇ／ｍｌ×５μｌ＝０．０５μｇ＝５×１０－５

ｍｇ
であることを踏まえ、酵素量１ｍｇあたりの酵素活性（比活性）を算出した。通常酵素の
比活性を算出する場合は、基質濃度を増やしても吸光度が変化しない基質大過剰の際の値
を用いる。今回の測定では基質濃度５ｍＭから吸光度の上昇が見られないとみなせる。よ
ってこの時の酵素活性値（Ｕ）から本固定化酵素の比活性を算出した。その結果を表６に
示す。
【００５６】
【表６】

【００５７】
　表６の結果より、磁性粒子と結合していないフリーの酵素重量あたりの酵素活性値と比
較しても、それ程遜色ない値を示しているといえる。
【００５８】
＜磁性粒子の交流磁場による発熱評価＞
　磁性粒子としてＴｈｅｒｍａ－Ｍａｘ（登録商標、ＪＮＣ株式会社製）を用い、交流磁
場によるサーママックスの発熱挙動を評価するために、交流磁場印加試験を行った。
【００５９】
（高周波磁気発生装置）
〔磁気発生装置〕
　図２（Ａ）および（Ｂ）に示す磁気発生装置１０（株式会社サムウエイ製）を用いた。
磁気発生装置１０は、内筒１３の外周にコイル１１を巻きつけて構成される。高周波磁場
発生用のコイル１１は、内径３ｍｍ、外径４ｍｍで厚さ０．２５ｍｍの絶縁被覆１１ｂを
施した銅パイプ（コイル線材）１１ａで構成されている。コイル１１の内筒１３はテフロ
ン（登録商標）製であり、内径５８ｍｍ、外径７０ｍｍ、高さ１２０ｍｍであり、コイル
１１の巻き数は２３ターンである。本発明で扱う磁場強度は、実効値（Ｏｅ－ｒｍｓ）で
表記する。また、測定中はコイル１１の発熱を抑制するためにコイル１１の銅パイプ中に
は２０℃に制御された冷却水を流した。
【００６０】
〔その他の実験機器の説明〕
（１）高周波電源（型式Ｔ１６２－６０２４ＡＨＥ、株式会社サムウエイ製）
　周波数可変型の高周波電源であり、周波数帯域は１００～１９９９ｋＨｚ、最大出力１
０００Ｗ／５０Ωである。
（２）マッチングボックス（株式会社サムウエイ）
　コイルとコンデンサーが内蔵されており、それらのインダクタンスとキャパシタンスが
付属のレバーに連動して可変となるように設計されている。それらのレバーを調節するこ
とで、実験用のコイルの共振点を見つけることができる。
（３）マッチングボックス用のチラー（型式ＴＢＧ０４５ Ａ Ａ、ＡＤＶＡＮＴＥＣ社製
）
（４）光ファイバー式温度計（型式Ｒｅｆｌｅｘ－４、Ｎｅｏｐｔｉｘ社製）
　測定可能温度領域は、－８０度～２５０度。分解能は、０．１度である。
（５）オシロスコープ（型式ＴＤＳ１０００Ｂ、Ｔｅｋｔｒｏｎｉｘ社製）
　高周波コイルに流れる電流値を測定するために用いた。
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（６）ロゴスキーコイル（型式Ｐｅａｒｓｏｎ、Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ社製）
　交流磁界の測定の際、実験用コイルに流れる電流を検出するためのコイルであり、この
ロゴスキーコイルに発生する起電力をオシロスコープで検出し、換算された電流値が表示
される。
【００６１】
（Ｔｈｅｒｍａ－Ｍａｘを用いた断熱状態での発熱評価実験）
　サーママックスが磁気発熱体として機能するかを検証するために、図３（Ａ）および（
Ｂ）に示す発熱評価実験装置を用いて、断熱状態における発熱を評価する実験を行った。
以下に実験手順について説明する。
【００６２】
〔実験手順〕
工程１）エッペンドルフチューブ１５に粒子濃度２ｍｇ／ｍｌのサーママックス溶液１７
を１ｍｌ入れる。
工程２）光ファイバー温度計１９をサーママックス溶液１７の中ほどまで入れ、エッペン
ドルフチューブ１５を発砲スチロール（断熱材）１８で断熱し、高周波磁場発生コイルの
中心に設置する。
工程３）１ＭＨｚ、各磁場強度における溶液温度の上昇を１０００ｓモニタリングする。
【００６３】
（サーママックスの交流磁場による発熱特性評価）
　サーママックスを用い断熱状態で発熱を評価した実験結果を図４に示す。印加した磁場
強度は３０、４０、および５０Ｏｅで行い、横軸は時間、縦軸は上昇温度ΔＴ（℃）とし
て示した。
【００６４】
　図４に示された実験結果より、５０Ｏｅではサーママックス溶液が１０００秒間で約５
．５℃程度、４０Ｏｅでは約４．５℃程度の温度上昇を示していることがわかった（図４
（ａ）、（ｂ））。
　また、交流磁場の強度を３０Ｏｅにすると、交流磁場による磁性粒子の発熱と、系全体
での放熱とのバランスがとれ、温度上昇がほとんどみられないことがわかった（図４（ｃ
））。したがって本結果から、適切な強度の交流磁場をサーママックスに印加することに
より、溶液温度は上昇させず、粒子近傍のみエネルギーを付与できることがわかった。
【００６５】
（粒子表面の有機高分子の交流磁場による熱応答性評価）
　交流磁場印加時にＮＩＰＡＭのポリマーが熱応答し、サーママックスが凝集しているか
を検証するため、低温３℃と室温付近の２０℃で、磁場強度２６Ｏｅの交流磁場を印加し
、印加前のサーママックスの平均粒径と、印加直後のサーママックスの平均粒径を測定し
た。
　なお、本発明において、平均粒径は、、動的光散乱法（ＤＬＳ：Dynamic Light Scatte
ringの略）に基づく装置（Ｚｅｔａ　Ｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ、Ｍａｌｖｅｒｎ社製）
で測定した値である。２０℃での交流磁場の印加方法は上記〔実験手順〕に準じて行った
。また、低温（３℃）時の交流磁場の印加は、図５（Ａ）および（Ｂ）に示すように、発
熱評価実験装置の磁気発生装置１０内に４℃の水２１を循環させる系を用いた。結果を表
７に示す。
【００６６】
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【表７】

【００６７】
　表７の結果より、交流磁場印加によっても、外部温度の上昇時にみられたような粒子凝
集が見られた。これらの結果から、交流磁場印加の際に生じる酸化鉄の発熱現象により、
粒子表面のＮＩＰＡＭのポリマーが熱応答し、凝集を引き起こすことが確認された。つま
り、交流磁場のオン、オフにより、磁気粒子に固定した酵素にエネルギーを付与し、酵素
活性を制御できることがわかった。
【００６８】
＜固定化酵素の交流磁場による活性評価＞
　交流磁場印加による固定化酵素の活性への影響を調べるため、以下の実験を行った。
【００６９】
（温度変化による固定化酵素の酵素活性への影響）
　各温度におけるＴｋ－サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体の測定を行い、外部温度による
酵素活性値の変化を測定した。
　まず初めに、Ｎ－スクシニル－ＡＡＰＦ－ｐ－ニトロアニリドをＤＭＳＯで希釈し、２
００ｍＭに調整した基質溶液１０μｌを、終濃度１ｍＭとなるよう酵素活性用バッファー
８２３μｌ（５０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．０、１ｍＭ ＣａＣｌ２）と、Ｔｋ－
サチライシン・ＴＭ－ＬＣ複合体溶液１６６μｌを加え全量１ｍｌとした。この溶液を４
℃と２５℃、４５℃、６５℃に一定となるようアルミブロック恒温槽（ＭＧ－２２００）
を用いてそれぞれ加温し、１０ｍｉｎ反応させた。その後、１００μｌの５重量％酢酸水
溶液を添加して酵素反応を停止させ、磁気分離カラム（ＭＳ Ｃｏｌｕｍｓ、ミルテニー
バイオテク（株）製）を二回通し磁性粒子を完全に除去した。この上澄溶液の吸光度変化
（４１０ｎｍ）をＵＶ－ｖｉｓ分光光度計（Ｖ－６５０、日本分光（株）製）を用いて測
定を行い評価した。
【００７０】
　また、基質であるＮ－スクシニル－ＡＡＰＦ－ｐ－ニトロアニリドと、サーママックス
のどちらも低波長領域で吸収を持つために、４００ｎｍ以下の波長領域の評価が困難であ
る。そのため、コントロールとして、市販のサーママックス溶液に基質Ｎ－スクシニル－
ＡＡＰＦ－ｐ－ニトロアニリドを加えたサンプルを用意し、このスペクトルをバックグラ
ウンドとして差し引くことで評価を行った。以下にこのバックグラウンド測定の詳細を述
べる。
　Ｎ－スクシニル－ＡＡＰＦ－ｐ－ニトロアニリドをＤＭＳＯで希釈し、２００ｍＭに調
整した基質溶液１０μｌを、終濃度１ｍＭとなるよう酵素活性用バッファー８２３μｌ（
５０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．０、１ｍＭ ＣａＣｌ２）と、市販のサーママック
ス（原液、４ｍｇ／ｍｌ）６６μｌを加え全量１ｍｌとした。そしてこの溶液を溶液温度
２５℃、磁場強度４０Ｏｅ、１ＭＨｚで交流磁場を１０分間印加した。なおその他の交流
磁場の条件は、上記と同じに設定した。その後、１００μｌの５重量％酢酸水溶液を添加
して酵素反応を停止させ、磁性カラムに二回溶液を通した後、波長４１０ｎｍでの吸光変
化をＵＶ－ｖｉｓ分光光度計（ＣＡＲＹ５０ Ｐｒｏｂｅ、ＶＡＲＩＡＮ社製）を用いて
測定を行い評価した。
【００７１】
（溶液温度４℃での交流磁場印加による固定化酵素活性への影響評価）
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　図５に示した冷却系のシステムを使用し、溶液温度４℃での交流磁場印加による固定化
酵素活性への影響を評価した。サンプルは上記（温度変化による固定化酵素の酵素活性へ
の影響）と同様に調製した酵素固定化酵素溶液１ｍｌを使用し、４℃、磁場強度４０Ｏｅ
、１ＭＨｚで交流磁場を１０分間印加した。なおその他の交流磁場の条件は、上記と同様
に行った。交流磁場印加後、１００μｌの５重量％酢酸水溶液を添加して酵素反応を停止
させ、磁気分離カラム（ＭＳ Ｃｏｌｕｍｎｓ、ミルテニーバイオテク（株）製）に二回
溶液を通した後、波長４１０ｎｍでの吸光変化をＵＶ－ｖｉｓ分光光度計（ＣＡＲＹ５０
 Ｐｒｏｂｅ、ＶＡＲＩＡＮ製）を用いて測定を行い評価した。そして、得られた結果を
（温度変化による固定化酵素の酵素活性への影響）での４℃における結果と比較した。交
流磁場のオン、オフによる４℃での酵素活性変化を図６に示す。
【００７２】
　波長４１０ｎｍでの吸光度で両者を比較したところ、溶液温度４℃において、基質分解
生成物であるｐ－ニトロアニリンの生成量は、交流磁場を与えないもの（図６（ｂ））に
比べて交流磁場を印加したもの（図６（ａ））が約１．２倍増加することが確認された。
　この結果より、低温度（４℃）領域において交流磁場による酵素機能の活性化が示され
、活性増加が約１．２倍となることがわかった。
【００７３】
（溶液温度２５℃での交流磁場印加による固定化酵素活性への影響評価）
　同様に、上記（温度変化による固定化酵素の酵素活性への影響）で調製した溶液につい
て、溶液温度２５℃での交流磁場印加による固定化酵素活性への影響を評価した。２５℃
で磁場強度４０Ｏｅの交流磁場を１０分間印加した。交流磁場印加後、１００μｌの５重
量％酢酸水溶液を添加して酵素反応を停止させ、磁気分離カラム（ＭＳ Ｃｏｌｕｍｓ、
ミルテニーバイオテク（株）製）に二回溶液を通した後、波長４１０ｎｍでの吸光変化を
ＵＶ－ｖｉｓ分光光度計（ＣＡＲＹ５０ Ｐｒｏｂｅ、ＶＡＲＩＡＮ社製）を用いて測定
を行い評価した。そして、得られた結果を上記（温度変化による固定化酵素の酵素活性へ
の影響）での２５℃における結果と比較した。交流磁場のオン、オフによる２５℃での酵
素活性変化を図７に示す。
【００７４】
　波長４１０ｎｍでの吸光度で両者を比較したところ、溶液温度２５℃において、基質分
解生成物であるｐ－ニトロアニリンの生成量は、交流磁場を与えないもの（図７（ｂ））
に比べて交流磁場を印加したもの（図７（ａ））が約１．６倍増加することが確認された
。
　この結果より、交流磁場印加により、固定化酵素近傍が温度上昇し、有意な差が見られ
たと考えられる。
【００７５】
（交流磁場印加のオン、オフによる固定化酵素活性の評価）
　上記（溶液温度４℃での交流磁場印加による固定化酵素活性への影響評価）および上記
（溶液温度２５℃での交流磁場印加による固定化酵素活性への影響評価）で得られた結果
から、交流磁場による酵素近傍の温度上昇がそれぞれどの程度もたらされているのか、交
流磁場を印加せず測定した活性測定と比較することにより検証を行った。交流磁場を印加
せずに測定した結果は上記（温度変化による固定化酵素の酵素活性への影響）で行った固
定化酵素の酵素活性測定を使用し、交流磁場を印加したものは上記（溶液温度４℃での交
流磁場印加による固定化酵素活性への影響評価）および上記（溶液温度２５℃での交流磁
場印加による固定化酵素活性への影響評価）で行った４℃と２５℃のものを使用し評価し
た。その結果を図８に示す。
【００７６】
　図８の結果から、交流磁場を与えないもの（図８（ｂ））に比べて交流磁場を印加した
もの（図８（ａ））が酵素活性が高くなることが分かり、４℃時では、磁場有の酵素活性
の結果は、無磁場時と比べ１．２倍程度であったが、これは無磁場時の約５℃での酵素活
性値に相当することがわかった。一方で２５℃時では、磁場有の酵素活性値は、無磁場時
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と比べ１．６倍を示しており、これは無磁場時より１０℃高い３５℃での酵素活性に相当
することがわかった。したがって、より高温度域で交流磁場を印加することにより、磁場
応答性の良い機能発現を得ることが確認された。
【符号の説明】
【００７７】
　１０　磁気発生装置
　１１　コイル
　１３　内筒
　１５　エッペンドルフチューブ
　１７　サーママックス溶液
　１８　断熱材
　１９　光ファイバー温度計

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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