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MPCポリマーを用いたHRP安定化システム
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（平成26年12月24日受理）

Horseradishperoxidase(HRP)isstableincaseoffifeezepowder,butdenamredincaseofsolution.Freeze-dried

HRPpowderisstable,butHRPsolutiondenamenomorethanoneday.Bovineserumalbumin(BSA)isusedas

traditionalstabilizer・ ButBSAhasariskofBovineSpongifbrmEncephalopathy(BSE), sodevelopmentof

syntheticstabilizerisreqUired. Inthissmdylpoly(2-methacryloyloxyethylphosphorylcholine(MPC)-co-butyl

methacrylate(BMA))(PMB)wasusedassyntheticstabilizemHydrophilic-hydrophobicbalanceandmolecular

weightofPMBcanbecontrolledsincePMBissyntheticpolymemWhen1.0wt%BSAsolutionandsucrose

solutionusedasstabilizel;remainingactivityofHRPdecreasedaboutl0%and20%afier28daysrespectivelybln

caseof1.Owt%PMBsolution,theactivityremainedabout40-60%.Ontheotherhand,incaseofl.Owt%PMB,

15wt%sucrosesolution, theactivityremained70-80%・TheseresultsindicatedthatPMBandsucrosehadthe

abilitytoinhibitdenamrationofHRP.Weconcludedthatpoly(MPC-co-BMA)isaneffectivesyntheticstabilizer

inELISAsystems

1.緒言

酵素を抗体に化学修飾した酵素標識抗体は、

Enzme-LinkedlmmunoSorbentAssayGLISA)による

疾患の検査や、免疫染色による癌の検出などに広く使

われている。標識酵素としては、アルカリ性フォスフ

ァターゼ(ALP)や、 β-"ガラクトシターゼ(6-Gal)

や､西洋ワサビ過醐上酵素細P)が用いられているが、

なかでも植物由来であり入手が容易で、高感度測定が

可能な服Pが広く使われている1)。

しかしながら、駅Pは粉末・冷凍保存では1年以上安

定であるが、直ちに利用可能な、希薄溶液を常温保存

すると1日以内で失活してしまう。そのため、安定化

剤として牛血清アルブミン⑮SA)を駅P溶液に添加す

ることが知られている。しかし、BSAを用いることに

より牛海綿糊図症(BSE)に感染してしまうことが懸念

されている。BSEの原因は異常となった蛋白質が感染

の本体であり、従来の滅菌方法や熱処理が効かない性

質を持っている。このため、BSEの感染を懸念される

ことのない安定化剤が望まれている。

また、タンパク質の凍結乾燥時には、タンパク質同士

の会合を防ぐことを目的として、サッカロース

(Sucrose)等の糖類を加えるとことが知られている2)。

一方､タンパク質の立体構造は､親水性部位を外側に、

疎水’階M位を内側にしているが、高温では水分子が振

動し脱水和し、内部の疎水部位が露出し、他の疎水性

露出部分と疎水性相互作用し沈殿し失活する3)。

そこで本研究では、生物由来の原料を用いない、完全

合成品で、且つ、タンパク質との相互作用をコントロ

ールするために､その分子量及び､親水-疏水バランス

を自由にコントロールできる2－メタクリロイルオキ

シエチルホスホリルコリン伽c) と〃-ブチルメタク

リレート共重合体TW) (図l)を用いたⅢP安定化

システムの構築を目的とした。

CH3 CH3
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図1.P畑の構造式
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未添加伽on)は1日で失括したが、BSA窃幼ﾛにより安

定化したが、 21日以降の残存相対酵素活性は、 20%以

下となった。

以上の結果より、 BSAにはI眼Pの安定化能があるが、

BSA自身がタンパク質であるため、保存により次第に

失括したと思われる。

2.実験

2-1. BSAによるl眼Pの安定化

匪鮮わさび由来ぺルオキシダーゼ(IRP,和光純薬工業

製）およびダルペッコリン螂菱衝生理食塩水0PBS)

(Signla-Aldrich社製）を用いた。

[材料・方法］

西洋わさび由来ぺルオキシダーゼ(IRP,和光純薬工業）

lmgに500"Lのダルペッコリン聯麦衝生理食塩水

(JPBS)を加えた（原液I)。

JPBSにて5倍希釈し400"1の，PBSを派伽し､403m

の吸光度を測定し、 I眼Pの403mの吸光係数E403nm

2.275c㎡/mgより、時腋IのIIIP濃度を求めた。原液

IにサPBSを適量添加しl.Omg/mllRP溜夜を調製し

た。

lwt%BSA癖夜(D-PBS)と、jPBS10mlGSA未添加、

NOn)に、 10"g/mllIIP溶液を50"1派伽した。各溶

液10"1に基質溶液であるABTSMicrowell

PeroxidaseSubstrate (1-ComponentSystem)

(2,2 @-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfon

icAcidAInmonimSalt) (ABTS)基質溶液) (フナコシ

(株)) 100"L加え、室温･10分間インキユベートベー

トした｡1wt%ドデシル硫酸ナトリウム(sodimlauryl

sulfate: SDS)淘夜を加えて団芯を停止させ、マイク

ロプレートレーダー伽odel680, BIORAD鋤を用い

て405mの吸光度を測定した｡0日目の吸光度を100%

とし、各日後(0, 1, 2, 7, 9, 14, 21, 28, 35, 42

日後）の残存相対酵素活性を測定した。

[結果・考察］

末孫伽細on)と1wt%BSAW]ﾛの残榊目対酵素活性を

図2に示した。

2-2.SucroseによるMPの安定化

[方法・材料］

I眼P癖夜の調製羽|頂は2－1と同様に行った。

15, 10, 5wt%Sucrose溜夜(BPBS)を調製した。

15, 10, 5wt%Sucrose癖夜(JPBS) 10nLに、 lOg/ml

ⅢP癖夜を50"l添如した。

尚、 Sucroseの構造式を図3に示した。

H H20H

OH OH

図3.Sucroseの構造式

2－1と同様に各日後(0, 1, 2, 7, 9, 14, 21, 28,

35， 42日後）の残存相対酵素活性を測定した。

[結果・考察］

未添伽(Non) と5, 10, 15wt%Sucrose添加の残榊目

対酵素活性を図4に示した。
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残存相対酵素活性を示した。

以上の結果より、 Sucroseの安定化機構には、濃度依

存性があり、Sucroseの添加濃度が高くなると溶液の

粘度が上がりタンパク質同士の榔虫を防いだと思われ

る。
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2-3. P畑によるⅢPの安定化 40

P肥として、WCと”ブチルメタクリレートGMA)の

共重合体で、WC/BMAの共重合組成比が3:7の冊37

（日油製） （図5）と、8：2のW82(日油製) (図6)

を用いた。

１
１

20

0

0 7 14 21 28 35 42

保存日数旧）

図7.PW37、W82による駅Pの安定化
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W37 (あるいはW82)派伽は安定化したが、保存日

に依存し、残宿湘対酵素活性は低下した。

また､PW37とPW82を比較すると、PW37の方が､安

定化能が高いことがわかった。
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2－4． P冊およびSucroseによるIRPの安定化

Sucroseおよび岬Cポリマーに安定化能はあることは

礦認されたが、長期保存（1か月保存）にはまだ不十

分である。

そこで､PW37とPW82に更にSucroseを耐]pし、駅P

の残存相対酵素活性を測定することにした。 Sucrose

の濃度は2－2と同様に5, 10, 15wt%とした。

[方法・材料］

2.50gの20wt%Sucroseと7.50gの4.Owt%PW37

を加えてPW37+5wt%Sucroseを侑戎した。同様に、

5.00gの20wt%Sucroseと5.00gの4.0wt%PW37

を加えてPW37+10wt%Sucroseを、 7.50gの20wt%

Sucroseと2.50gの4.0wt%PM37を加えてPW37+15

wt%Sucroseを侑戎した。同様にPW82+5, 10, 15wt%

Sucroseも作成した。各淘夜10乢に、 10"g/mlIRP

溶液を50"1添加した。

2－1と同様に各日後(0, 1, 2, 7, 9, 14, 21, 28,

35， 42日後）の残榊目対酵素活性を測定した。

[結果・考察］

残存相対酵素活性を図8に示した。

[方法・材料］

4.Owt%PW37 (あるいはPW82)淘夜0PBS) 2.50g

とD~PBS7.50gを混合し、 l.0wt%PW37 (あるいは

PW82)溶液(BPBS)を調製した。 l.0wt%W37 ("

るいはPW82)溶液①-PBS) 10InLに、 10"g/mlIRP

溶液を50"1窃幼pした。

2－1と同様に各日後(0, 1, 2, 7, 9, 14, 21, 28,

35， 42日後）の残榊目対酵素活性を測定した。

[結果・考察］

未湘]ロ GVOn)とPw37 (あるいはPW82)宥幼ﾛの残存

相対酵素活性を図7に示した。
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図9.界面活性剤のCMC濃度

このことにより、界直話性済Iを源伽すると疎水性部位

の露出を抑えることが可能となり、タンパク質を安定

化することが可能となる。

以上より、界面活性剤の潟套による表面張力の変化を

礦認し、濃度に依存して表面張力の低下がある場合は

界面活性能があることがわかり、 l限Pを安定化させる

作用があることが拍察される。

そこで、この表面張力測定を行うことで、これまで用

いてきたW37,PM82、 Sucroseにどのような安定化

槻篝があるのか検証を行うことを目的とした｡Sucrose

の濃度は、ⅢP安定化能が最も高かった15wt%にて検

討した。

[方法・材料］

15wt%Sucrose水溶液は450.00gD~PBSに67.50g

のSucroseを加えて訳操した。

PW37,W82水淫腋はそれぞれ蒸留水で希釈し､0.001,

0.002,0.0039,0.0078,0.0156,0.0312,0.0625,0.125,

0.25, 0.5, 1.0, 2．Owt%の各水溶液を訳櫛した。

PW37+15wt%Sucrose、W82+15wt%Sucrose水溶液

はそれぞれ15wt%Sucrose淫腋で希釈し､0.001,0.002,

0.0039,0.0078,0.0156,0.0312,0.0625,0.125,0.25,

0.5, 1.0, 2.0wt%の各水溜夜を訳櫛した。

SITADynoTester暎弘精樹調）を用いてバブル法に

て測定した。

尚、バブル法の原理を図10に示した。

0 7 14 21 28 35 42

測定値(Day)

図8.W37、W82、SucroseによるI眼Pの安定化

Sucrose濃渡が高いほど、 PW37, W82双方において

安定可能は高くなった｡W37とW82を比較すると、

W37は5, 10wt%のSucroseでも大きな失活は見られ

ず､より優れた安定化能を有していることがわかった。

一方PW82+Sucrose5wt%は、W82単体と同じく28

日頃から活性が低下し、 30日以上でほぼ失活し、

W82+10wt%Sucroseも同様に30日以上で失活しは

じめた。

15wt%Sucrose派伽は、 42日間後の相対酵素活性がそ

れぞれ､PW37+15wt%Sucroseが約84%､W82+15wt%

Sucroseが約68%と高い安定性を示した。

以上の結果より、PW37に更に15wt%のSucroseを加

えることが効率良く}服Pを安定化できることがわかっ

た。

2-5. P咄、 Sucroseの表面張力

界面活性剤等の界面活臘皀がある物質を加えると、両

親媒基が界面に移動して、その不安定な状態を和らげ、

表面張力を低下させる。界面活性能がある物質を更に

加えると、ある一定濃度（臨界ミセル濃度, CMC)以上

で、親水‘際B分を外側に、親油階H分を内側にしたミ

セルを形成する（図9） 4)。

尚、界面活世済ﾘのミセル及び、臨界ミセル濃度（〔肌）

のモデル図を図9に示した。
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しかしながら、PM37 (あるいはPW82)にSucroseを

加えても界面活臘皀に大きな変化はなかった。

Sucrose水溶液の濃度を変化させて表面張力を測定し

たところ、表面張力に変化はなく、界面活性能はなか

った（データ未記載)。

よって、 SucroseはPW37, M82と相互作用してⅢP

を安定化しているのではなく､SucroseそのものにⅢP

を安定化させる機構が備わっていることがわかった。

また、表面張力の影響はないSucroseの安定化能は濃

度に依存していることからも、粘度が上がり、タンパ

ク質同士の櫛虫を防ぐことによりタンパク質を安定化

させたこと思われる。

以上の結果より､WCと炉ブチルメタクリレート①MA)

の共重合体で､WC/MAの共重合組成比が3:7のPW37

及び、 Sucroseの双方を用いることにより、 25℃で1

カ月間、駅Pを保存できることがわかった。

鰯農

蕊
熱

液中に気泡を発生させ､新しい界面を形成させる

発生させた気泡が半円になった時､液体からの圧

力が最大になる

気泡にかかる圧力の最大値と最剖値の差から表

面張力を算出する

図10.バブル法の原理

●
●

●

[結果・考察］

PW37あるいはPW82 (Ws)および、PWs+表面

張力の測薗吉果を図11に示した。

3.総括
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IRPの残存相対酵素活性について、ウシ血清アル

ブミン価A)、岬Cと”ブチルメタクリレート

①MA)の共重合体で､WC/BMAの共重合組成比が

3：7のPW37と、8:2の柵82＠冊37,W82

を安定化剤として用いて、それぞれ42日間の残

榊目対酵素活性を測定した。

M37の方がW82より安定化能が高いことがわ

かった。しかし、いずれもIIRPは、安定化はした

が、長期保存には向いておらず､何らかの方法で

安定化を更に高める必要があった。

そこで、タンパク質の凍結乾燥時の安定化剤とし

て用いられるSucroseに注目した。

15wt%Sucroseには安定化能があることが膳認で

き､W37､PW82を共に安定化剤として用いると、

PW37+15wt%SucroseとW82+15wt%Sucrose

はこれまでよりも高い安定化能が礎認できた。

W37､PW82及びSucroseの安定化能が何に起因

するのかを詳しく調べるために､表面張力の測定

を行った。測定対象としては、W37, PW82,

W37+15wt%Sucrose, PW82+15wt%Sucrose

の4灘を用いた。

W37は表面張力が大きく下がり、PM82はほと

んど下がらなかった。この違いより、W37の方

が高い安定化能を示したと考えられる。

WCと”ブチルメタクリレート①MA)の共重合

体で、WC/MAの共重合組成比が3:7のPW37
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図11． PWs, PWs+Sucroseの表面張力

W37は冊82より濃渡に依存して表面張力が大きく

低下したため､高い界直W舌性能があることがわかった。

PW82は濃度を変化させても表面張力はわずかに低下

したのみで、界面舌性能がほとんど無いことがわかっ

た。

●

●

前后己の実験結果で得られたようにPW37はPW82より

安定化能が高かったのは、W37はW82よりも界面

活性能が高いためにmRPを安定化能が高かったと考え

られる。

●
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伊藤恵*・菅原拓郎・榊秀次郎

及び、 Sucroseの双方を用いることにより、 25℃

で1カ月間、 I眼Pを保存できることがわかった。
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