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1. はじめに 

 

多くの分野の研究者が分子間相互作用を研究するため

にさまざまな方法を用いているが，特に生体高分子の分子

間相互作用評価方法として，等温滴定熱量測定（ITC）は

ここ 10 年で急速に報告事例が増えており注目されている。

プライマリ ITC データは，サンプルセルへ反応物のアリ

コートを一連の滴定として行い，反応熱を時間経過および

反応物量で評価する。各注入ピークの積分により，等温反

応の熱力学的情報が正確かつ豊富に得られ，溶液組成の変

化の関数としてのエンタルピーの変化をモニタリングで

きる。これを利用し創薬開発における分子間相互作用の親

和性，特異性などが評価されている。1-3) 

酵素は化学的前駆体（基質）の分子変換を触媒する生

体高分子（タンパク質又は RNA）である。酵素反応経路

または酵素カスケードは生物の生存を維持するために，多

数の重要な機能を実行している。酵素機能が乱れたり，ま

たは壊された場合，深刻な病気が発生することがある。こ

のように酵素反応速度論を研究し，酵素活性の変化を識別

することは，疾患を治療するための新規治療薬を開発する

ために必要な前提条件である。 

一般的な ITC 結合実験では，受容体分子へのリガンド

の滴定は，ピークの S 字形状分布が得られるが，ITC-酵素

反応実験では，酵素溶液へ基質溶液を滴定すると，滴定毎

に注入ピークに続いて起こるベースラインシフトが起き

る（Fig.1）。各ピークは，希釈熱に相当し，ベースライン

の各シフトは，基質の注入からの触媒の定常状態の熱速度

の変化（ΔQ/ΔT）に対応している。酵素動態を分析するた

めの技術として，ITC を使用することの利点は，1）基質

の標識を必要としない，2）酵素に非破壊的である，3）生

理学的および合成の両方の基質と互換性があり，4）また

反応の迅速かつ直接的な尺度ともなる。さらに 5）一般的

な ITC 手法と比較して，酵素反応では使用するターゲッ

トの試料量を大幅に減らすことが可能である。4-6) 

 

 

 

Fig.1 Multiple injection method of enzyme kinetics. 

 

このような長所のある ITC による酵素反応速度実験で

あるが，実際の操作として，装置の設計上，シリンジがサ

ンプルセルに浸漬した状態にあるため，シグナルが安定化

する過程で，滴定シリンジ側サンプルがサンプルセル内に

拡散してしまい，そのため一回目の滴定のデータを無視す

ることが一般的であった。特に酵素反応実験では最初の拡

散は基質物質の反応で開始してしまうため，これを防ぐた

め，滴定シリンジ先端に水または緩衝液を数 μL 入れ，こ

れをプラグのようにして拡散を防ぎながら測定を行うな

どの工夫が必要であった。その為，オートサンプラーなど

による自動化をすることが難しく，阻害剤のスクリーニン

グなど多検体の評価を HTS 化することが困難であった。 

今回，新たに開発された TA Instruments 社製 Affinity ITC

では，様々な新技術が取り入れられているが，その中でこ

のような拡散現象を抑制し，滴定量を高精度で制御できる

AccuShotTM インジェクションシステムが取り入れられて

いる（Fig.2）。AccuShotTM ではこれまで一般的であった滴

定シリンジの送液のための注射針と撹拌用パドルの一体

化構造であったものを，送液用にカニューラを採用し，撹

拌機能を分離したこれまでにない画期的なシステムであ

る（特許出願中）。これにより滴定量を 0.01 μL という非

常に高精度で送液することが可能である。 

 

 

 

Fig.2 Affinity ITC Auto and AccushotTM injection system. 
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また酵素反応を解析するためには解析用ソフトも重要

であるが，TA Instruments 社製解析用ソフトウェア

NanoAnalyzeTM はバイオカロリメトリーの解析に必要な機

能をさまざまに備えたソフトウェアであり，ユーザーが無

償で利用できる。ITC データを取り込み，Michaelis-Menten

プロットから非線形回帰による解析および Lineweaver–

Burk プロットによる酵素反応速度論解析を行うための機

能も付属している。この機能を活用することで阻害剤の阻

害機構についての考察も簡便に得ることができることも

特徴である（Fig.3）。 

 

Fig.3 Analyzed of enzyme kinetics by NanoAnalyzeTM. 

 

2．材料および実験のセットアップ 

 

酵素としてトリプシン，基質は N-ベンゾイル-L-アルギ

ニンエチルエステル（BAEE）および酵素阻害剤としてベ

ンズアミジンは Sigma 社から購入した。緩衝液として 200 

mM Tris-HCl，50 mM CaCl2および1 %グリセロール，pH 8.0

で調製した。 

酵素反応速度実験は Affinity ITC Auto による多点滴定

法（Multiple Injection Method, MIM）により行った。滴定

条件は 3 nM のトリプシン溶液に，0.5 mM の BAEE を 150

秒間隔で 1 μL を 20 回滴定し，この時の撹拌速度は毎分

75 回転（rpm）とした。酵素阻害効果を評価する際には，

ベンズアミジンは最終濃度 1 mM となるように酵素溶液

に加えた。リファレンスには水を使用し，Auto Equilibrate 

機能（自動平衡化機能）を用いて，ベースラインの傾きを

0.1 μW h-1，標準偏差 0.01 μW に設定し測定を行った。デ

ータはデータ収集ソフトウェア ITCRunTMを用いて収集し，

解析用ソフトウェア NanoAnalyzeTMを用いて分析した。 

 

3．結 果 

 

酵素反応速度の研究のための ITC の応用を説明するた

めにトリプシンの酵素活性を測定した（Fig.4）。 

 

 

Fig.4 Measurements of Trypsin-BAEE catalytic efficiency. 

 

触媒速度を生の熱速度に変換して Km（ミカエリス定数）

は 5.7 μM，Kcat（回転数）は 25.9 s-1 であると計算され文献

値とほぼ同じ再現性を得られた（Table 1）。さらに 1 mM 

Benzamidine を用いた阻害剤評価では Ki（阻害定数，ある

いは酵素-阻害剤複合体のかい離定数）が 22.3 μMとなり，

文献値 7) の 18 μM よりも若干大きな値となったが，酵素

阻害剤評価を効率よく，簡便に行うことが可能であった。 

 

 

Table 1  Kinetics of enzymes assayed calorimetrically versus 

published values. 

 

以上のことから，Affinity ITC および NanoAnalyzeTMに

よる酵素阻害剤評価が，簡便，迅速に阻害剤評価を行う手

法として有効であることが示唆された。 
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Variable Trypsin Literature value 7)

Kcat / s
-1 25.9 22 

Km / µM 5.7 5 


