
(57)【要約】
【課題】高い感度のセンサーや、高い出力のバイオ燃料電池、高い反応効率の電気化学反
応装置として利用することが可能な酵素電極を提供する
【解決手段】導電性基体と、該導電性基体に固定された融合タンパク質および電子伝達メ
ディエーターとを有し、該融合タンパク質が反応基質１から反応生成物１を生じる化学反
応を触媒する酵素１と反応基質２から反応生成物２を生じる化学反応を触媒する酵素２と
の融合タンパク質であり、反応生成物１の少なくとも一つの化学物質が反応基質２の少な
くとも一つの化学物質と同一であること、を特徴とする酵素電極。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 導 電 性 基 体 と 、 該 導 電 性 基 体 と 電 気 的 に 接 続 さ れ る 酵 素 と を 有 す る 酵 素 電 極 に お い て 、
　 前 記 酵 素 は 、 第 １ の 反 応 基 質 か ら 第 １ の 反 応 生 成 物 を 生 じ る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 第 １ の
酵 素 と 、 第 ２ の 反 応 基 質 か ら 第 ２ の 反 応 生 成 物 を 生 じ る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 第 ２ の 酵 素 と
の 融 合 タ ン パ ク 質 か ら な り 、 且 つ 該 第 １ の 反 応 生 成 物 の 少 な く と も 一 部 が 、 該 第 ２ の 反 応
基 質 の 少 な く と も 一 部 と 同 一 で あ る こ と を 特 徴 と す る 酵 素 電 極 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 酵 素 は 、 前 記 導 電 性 基 体 に 、 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ― と 共 に 固 定 化 さ れ て い る 請 求
項 １ 記 載 の 酵 素 電 極 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 第 １ の 酵 素 が デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ り 、 且 つ 前 記 第 ２ の 酵 素 が ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ
る 請 求 項 １ に 記 載 の 酵 素 電 極 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ が 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
、 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び
グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ か ら 選 ば れ る 請 求 項 ３ に 記 載 の 酵 素 電 極 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 第 １ の 酵 素 が ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ り 、 且 つ 前 記 第 ２ の 酵 素 が ア ル デ ヒ
ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ り 、 且 つ ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 酵 素 電 極 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 第 １ の 酵 素 が イ ソ メ ラ ー ゼ で あ り 、 且 つ 前 記 第 ２ の 酵 素 が グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ で あ り 、 且 つ ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 酵 素 電 極 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
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活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ４ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ４ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活 性 を
有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ５ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ５ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活 性 を
有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ６ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ６ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活
性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ７ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ７ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活
性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ８ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ８ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー
ゼ 活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ９ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ９ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー
ゼ 活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ ０ ６ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
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（ ｂ ） 配 列 番 号 １ ０ ６ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が
、 以 下 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活
性 お よ び ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ １ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ １ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が
、 以 下 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活
性 お よ び ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ ２ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ ２ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 イ ソ メ ラ ー ゼ と グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ）
ま た は （ ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 請 求 項 ６ に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ ２ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ ２ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 イ ソ メ ラ ー ゼ と グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ）
ま た は （ ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 請 求 項 ６ に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 を 、 物 質 を 検 知 す る た め の 検 知 部 位 と し
て 用 い る こ と を 特 徴 と す る セ ン サ 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 を 、 ア ノ ー ド と し て 用 い る こ と を 特 徴 と
す る 燃 料 電 池 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 を 、 反 応 極 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す
る 電 気 化 学 反 応 装 置 。
                                                                                
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は バ イ オ セ ン サ ー や バ イ オ 燃 料 電 池 、 電 気 化 学 反 応 装 置 の 電 極 と し て 利 用 可 能 な
酵 素 電 極 に 関 す る 。
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【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 生 細 胞 内 で 作 ら れ る タ ン パ ク 質 性 の 生 体 触 媒 で あ る 酵 素 は 、 通 常 の 触 媒 と 比 べ て 温 和 な
条 件 下 で 強 力 に 作 用 す る 。 ま た 、 酵 素 の 作 用 を 受 け て 化 学 反 応 を 起 こ す 物 質 で あ る 基 質 の
特 異 性 が 高 く 、 一 般 に 各 酵 素 は 、 一 定 基 質 の 一 定 反 応 の み を 触 媒 す る 。 酵 素 、 特 に 酸 化 還
元 酵 素 に お け る こ れ ら の 特 性 を 、 電 極 に お け る 酸 化 還 元 反 応 に 理 想 的 に 利 用 で き れ ば 、 低
過 電 圧 、 高 選 択 性 の 電 極 が 作 成 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 酵 素 電 極 に お け る 低 過 電 圧 な 電 子 伝 達 反 応 を 達 成 す る た め の 技 術 と し て 、 関 連 し た 反 応
に 関 与 す る ２ つ の 酵 素 を 用 い る 構 成 が 提 案 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 反 応 基 質 １ か ら 反 応 生
成 物 １ を 生 じ る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 １ と 反 応 基 質 ２ か ら 反 応 生 成 物 ２ を 生 じ る 反 応 を 触 媒
す る 酵 素 ２ と を 同 時 に 用 い た 電 極 で あ っ て 、 反 応 生 成 物 １ の 一 部 が 反 応 基 質 ２ の 一 部 を 含
む よ う な 酵 素 電 極 が 提 案 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の よ う な 電 極 と し て 例 え ば 次 に 挙 げ る 例 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 伊 倉 ら （ 特 許 文 献 １ ） は 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 、 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ お よ び ニ コ チ ン ア ミ ド －
ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド シ ン セ タ ー ゼ を 含 む 反 応 層 の 少 な く と も 一 部 を 作 用 電 極 上 に 形 成
し 、 こ れ ら の 酵 素 が 作 用 電 極 の 表 面 に 固 定 さ れ て い る 酵 素 電 極 を 開 示 し た 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2003-279525号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 上 述 し た と お り 、 反 応 基 質 １ か ら 反 応 生 成 物 １ を 生 じ る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 １ と 反
応 基 質 ２ か ら 反 応 生 成 物 ２ を 生 じ る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 ２ と を 同 じ 反 応 層 に お い て 用
い る 酵 素 電 極 が 知 ら れ て い る 。 こ の 酵 素 電 極 で は 、 反 応 基 質 １ か ら 電 極 ま で の 低 過 電 圧 な
電 子 伝 達 反 応 を 行 う 上 で 熱 力 学 的 に 有 利 で あ る 。 し か し 、 酵 素 １ と 酵 素 ２ の 相 対 的 距 離 や
配 向 は ラ ン ダ ム で あ り 、 酵 素 １ に よ り 生 じ た 反 応 生 成 物 １ の 一 部 が 酵 素 ２ の 反 応 基 質 ２ の
一 部 と し て 利 用 さ れ る ま で の 拡 散 過 程 が 律 速 段 階 に な る 。 そ の た め に 、 反 応 基 質 １ か ら 電
極 ま で の 全 体 の 電 子 伝 達 反 応 は 、 反 応 速 度 や 低 濃 度 の 基 質 存 在 下 で の 反 応 効 率 の 点 で 最 適
化 さ れ て い る と は い え な い 。 す な わ ち 、 従 来 の こ の 電 極 を セ ン サ ー と し て 用 い た 場 合 に は
反 応 基 質 １ の 酸 化 反 応 に 伴 っ て 電 極 で 観 測 さ れ る 電 流 の 測 定 値 が 小 さ く 反 応 基 質 １ に 対 す
る 感 度 が 低 い と い う 課 題 が あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 記 の ２ つ の 酵 素 を 用 い た 酵 素 電 極 を バ イ オ 燃 料 電 池 の 電 極 と し て 用 い た 場 合 に は 、 電
池 と し て の 出 力 が 小 さ く 、 ま た 出 力 低 下 が 早 い と い う 課 題 が あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 な お 、 セ ン サ ー し て の 感 度 を 向 上 さ せ る た め に 、 ま た バ イ オ 燃 料 電 池 の 出 力 を 向 上 さ せ
る た め に 、 酵 素 １ と 酵 素 ２ の 濃 度 を 高 く し て 同 じ 反 応 層 に 含 有 さ せ る こ と が 通 常 考 え ら れ
る 。 こ の 場 合 、 高 価 な 酵 素 を 大 量 に 使 用 し な け れ ば な ら ず 、 酵 素 電 極 自 体 の コ ス ト を 高 く
さ せ る 要 因 と な っ て い た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の 第 １ の 骨 子 は 、
　 導 電 性 基 体 と 、 該 導 電 性 基 体 と 電 気 的 に 接 続 さ れ る 酵 素 と を 有 す る 酵 素 電 極 に お い て 、
　 前 記 酵 素 は 、 第 １ の 反 応 基 質 か ら 第 １ の 反 応 生 成 物 を 生 じ る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 第 １ の
酵 素 と 、
　 第 ２ の 反 応 基 質 か ら 第 ２ の 反 応 生 成 物 を 生 じ る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 第 ２ の 酵 素 と の 融 合
タ ン パ ク 質 か ら な り 、
　 且 つ 該 第 １ の 反 応 生 成 物 の 少 な く と も 一 部 が 、 該 第 ２ の 反 応 基 質 の 少 な く と も 一 部 と 同

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-163185 A 2007.6.28



一 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 前 記 酵 素 は 、 前 記 導 電 性 基 体 に 、 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ― と 共 に 固 定 化 さ れ て い る 構 成
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 第 ２ の 骨 子 は 、 セ ン サ に 関 し 、 上 記 構 成 の 酵 素 電 極 を 、 物 質 を 検 知 す る た め の
検 知 部 位 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 第 ３ の 骨 子 は 、 燃 料 電 池 に 関 し 、 本 発 明 の 燃 料 電 池 は 、 上 記 構 成 の 酵 素 電 極 を
、 ア ノ ー ド と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 第 ４ の 骨 子 は 、 電 気 化 学 反 応 装 置 に 関 し 、 本 発 明 の 電 気 化 学 反 応 装 置 は 、 上 記
構 成 の 酵 素 電 極 を 、 反 応 極 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 成 す る 酵 素 １ と 酵 素 ２ と の 相 対 的 距 離 が 近
接 し て お り 、 酵 素 １ の 反 応 基 質 １ か ら 電 極 ま で の 電 子 伝 達 反 応 が 効 率 的 に 進 行 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の た め 、 本 発 明 の 酵 素 電 極 を 用 い た セ ン サ ー に お い て は 基 質 の 酸 化 に 伴 う 電 流 値 が 大
き く 感 度 が 高 い 。 ま た 本 発 明 の 酵 素 電 極 を 用 い た 燃 料 電 池 に お い て は 、 高 い 電 流 値 を 取 り
出 す こ と が 出 来 る 。 さ ら に 本 発 明 の 酵 素 電 極 を 用 い た 電 気 化 学 反 応 装 置 に お い て は 、 高 い
反 応 効 率 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 好 熱 菌 由 来 の 酵 素 を 利 用 し た 場 合 の 本 発 明 の 酵 素 電 極 は 、 従 来 の 酵 素 電 極 に 比 較 し
て 保 存 安 定 性 に 優 れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 好 熱 菌 由 来 の 酵 素 を 利 用 し た 場 合 の 本 発 明 の 酵 素 電 極 を 用 い た セ ン サ ー 、 燃 料 電 池
、 お よ び 電 気 化 学 反 応 装 置 は 、 高 温 で 動 作 可 能 で あ り 、 高 温 で 動 作 さ せ る こ と に よ っ て 、
拡 散 律 速 過 程 が 加 速 さ れ 、 よ り 大 き な 感 度 、 出 力 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 酵 素 電 極 に 用 い ら れ る 酸 化 還 元 酵 素 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど 煩 雑 な 操
作 を 必 要 と せ ず 、 加 温 と い う 簡 便 な 操 作 で 、 高 純 度 に ま で 精 製 が 可 能 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 は 、 導 電 性 基 体 と 、 導 電 性 基 体 に 固 定 さ れ た 酵 素 と 、 電 子 伝 達 メ デ ィ
エ ー タ ー と を 有 し て 構 成 さ れ て い る 。 な お 、 導 電 性 基 体 に 酵 素 を 固 定 化 す る こ と と 、 電 子
伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー と を 用 い る こ と は 必 要 に 応 じ て 行 え ば よ く 、 本 発 明 の 必 須 の 構 成 で は
な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 関 係 を 有 す る ２ つ の 酵 素 １ 及 び ２ を 融 合 さ せ た 融 合 タ ン パ ク 質 を 少 な
く と も 含 有 す る 。
（ Ａ ） 酵 素 １ は 反 応 基 質 １ か ら 反 応 生 成 物 １ を 生 じ る 反 応 を 触 媒 す る 。
（ Ｂ ） 酵 素 ２ は 反 応 基 質 ２ か ら 反 応 生 成 物 ２ を 生 じ る 反 応 を 触 媒 す る 。
（ Ｃ ） 反 応 生 成 物 １ が 反 応 基 質 ２ と な る （ 反 応 基 質 ２ と な る 反 応 生 成 物 １ は １ 種 の 化 合 物
で あ っ て も 、 ２ 種 以 上 の 化 合 物 で あ っ て も よ い ） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 融 合 す る 酵 素 の 好 ま し い 組 合 せ と し て は 、 以 下 の 各 組 合 せ を 挙 げ る こ と が で き る 。
（ １ ） デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ 酵 素 １ ） と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ 酵 素 ２ ） の 組 合 せ 。
こ の 場 合 、 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と し て は 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ 、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ま た は グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ
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ド ロ ゲ ナ ー ゼ が 好 ま し い 。 更 に 、
（ ２ ） ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ 酵 素 １ ） と ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ 酵 素 ２ ）
の 組 合 せ 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の 場 合 、 導 電 性 基 体 上 に ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 共 存 さ せ て 固 定 化 す る こ と が 好 ま し い 。
（ ３ ） イ ソ メ ラ ー ゼ （ 酵 素 １ ） と グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ 酵 素 ２ ） の 組 合 せ 。
こ の 場 合 、 導 電 性 基 体 上 に ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 共 存 さ せ て 固 定 化 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 よ り 好 ま し い 融 合 タ ン パ ク 質 と し て は 以 下 の も の を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 イ ） 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） ま た は （ ｄ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と を 有 し 、 か つ グ ル コ
ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 。
（ ａ ） 配 列 番 号 １ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠
失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ロ ） 以 下 の （ ｅ ） 、 （ ｆ ） 、 （ ｇ ） ま た は （ ｈ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と を 有 し 、 か つ ア ル コ
ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 。
（ ｅ ） 配 列 番 号 ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｆ ） 配 列 番 号 ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｇ ） 配 列 番 号 ４ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｈ ） 配 列 番 号 ４ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ハ ） 以 下 の （ ｉ ） 、 （ ｊ ） 、 （ ｋ ） ま た は （ ｌ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と を 有 し 、 か つ 乳 酸 デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 。
（ ｉ ） 配 列 番 号 ５ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｊ ） 配 列 番 号 ５ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｋ ） 配 列 番 号 ６ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｌ ） 配 列 番 号 ６ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ニ ） 以 下 の （ ｍ ） 、 （ ｎ ） 、 （ ｏ ） ま た は （ ｐ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と を 有 し 、 か つ リ ン ゴ
酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 。
（ ｍ ） 配 列 番 号 ７ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｎ ） 配 列 番 号 ７ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｏ ） 配 列 番 号 ８ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｐ ） 配 列 番 号 ８ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
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内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。 　 ホ ） 以 下 の （ ｑ ） 、 （ ｒ ） 、 （ ｓ ） ま た は （ ｔ ） の
ア ミ ノ 酸 配 列 と を 有 し 、 か つ グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活
性 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 。
（ ｑ ） 配 列 番 号 ９ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｒ ） 配 列 番 号 ９ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｓ ） 配 列 番 号 １ ０ ６ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｔ ） 配 列 番 号 １ ０ ６ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組
合 せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 へ ） 以 下 の （ ｕ ） 、 （ ｖ ） 、 （ ｗ ） ま た は （ ｘ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と を 有 し 、 か つ ア ル コ
ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク
質 。
（ ｕ ） 配 列 番 号 １ １ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｖ ） 配 列 番 号 １ １ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組
合 せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｗ ） 配 列 番 号 １ ２ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｘ ） 配 列 番 号 １ ２ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組
合 せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ト ） 以 下 の （ ｙ ） 、 （ ｚ ） 、 （ ａ ａ ） ま た は （ ａ ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と を 有 し 、 か つ イ
ソ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 。
（ ｙ ） 配 列 番 号 １ ２ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ｚ ） 配 列 番 号 １ ２ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組
合 せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ａ ａ ） 配 列 番 号 １ ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
（ ａ ｂ ） 配 列 番 号 １ ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 上 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い
範 囲 内 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど の 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の
組 合 せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 上 記 構 成 の 酵 素 電 極 を 用 い て 、 セ ン サ 、 燃 料 電 池 及 び 電 気 化 学 反 応 装 置 を 構 成 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 導 電 性 基 体 は 、 酵 素 電 極 の 使 用 時 に は 、 外 部 回 路 と 電 気 的 に
接 続 さ れ る も の で あ る 。 こ の 導 電 性 基 体 と し て は 、 固 定 化 酵 素 と の 界 面 に 外 部 回 路 と 電 気
的 に 接 続 可 能 な 導 電 性 の 部 分 を 少 な く と も 有 し 、 か つ 、 保 存 、 測 定 時 に 充 分 な 剛 性 を 有 し
、 電 極 使 用 時 に お い て 充 分 な 電 気 化 学 的 安 定 性 を 有 す る も の が 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 導 電 性 基 体 を 構 成 し 得 る 材 料 の 例 と し て は 、 金 属 、 導 電 性 高 分 子 、 金 属 酸 化 物 、 炭 素 材
料 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 金 属 の 例 と し て は 、 Ａ ｕ 、 Ｐ ｔ 、 Ａ ｇ な ど の う ち 少 な く と も 一 種 類 の 元 素 を 含 む も の が
挙 げ ら れ 、 こ れ ら の 、 合 金 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 適 当 な 基 材 上 に か か る 金 属 の め っ き を
施 し て 導 電 性 基 体 と し て も よ い 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 導 電 性 高 分 子 の 例 と し て は 、 ポ リ ア セ チ レ ン 類 、 ポ リ ア リ ー レ ン 類 な ど の う ち 少 な く と
も ひ と つ の 化 合 物 を 含 む も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 金 属 酸 化 物 の 例 と し て は 、 Ｉ ｎ 、 Ｓ ｎ 、 Ｚ ｎ 、 Ｔ ｉ 、 Ａ ｌ 、 Ｓ ｉ 、 Ｚ ｒ 、 Ｎ ｂ 、 Ｍ ｇ 、
Ｂ ａ 、 Ｍ ｏ 、 Ｗ 、 Ｖ 、 Ｓ ｒ の う ち 、 少 な く と も 一 種 類 の 元 素 を 含 む も の が 挙 げ ら れ る 。 金
属 酸 化 物 か ら な る 部 分 が 導 電 性 を 有 し な い 場 合 は 、 他 の 導 電 性 材 料 に よ っ て こ の 部 分 に 導
電 性 を 付 与 す る こ と が で き る 。 ま た 、 金 属 酸 化 物 か ら な る 部 分 が 導 電 性 を 有 す る 場 合 で も
、 他 の 導 電 性 材 料 に よ っ て こ の 部 分 の 導 電 性 を 向 上 さ せ て も よ い 。 金 属 酸 化 物 に 導 電 性 を
付 与 、 あ る い は 、 金 属 酸 化 物 の 導 電 性 を 向 上 さ せ る た め の 導 電 性 材 料 の 例 と し て は 、 金 属
、 導 電 性 高 分 子 、 炭 素 材 料 な ど が 挙 げ ら れ る 。 導 電 性 基 体 に 用 い ら れ る 炭 素 材 料 の 例 と し
て は 、 グ ラ フ ァ イ ト 、 カ ー ボ ン ブ ラ ッ ク 、 カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ 、 カ ー ボ ン ナ ノ ホ ー ン 、
フ ラ ー レ ン 化 合 物 お よ び こ れ ら の 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 炭 素 材 料 か ら な る 部 分 が 導
電 性 を 有 し な い 場 合 は 、 他 の 導 電 性 材 料 に よ っ て こ の 部 分 に 導 電 性 を 付 与 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 炭 素 材 料 か ら な る 部 分 が 導 電 性 を 有 す る 場 合 で も 、 他 の 導 電 性 材 料 に よ っ て こ
の 部 分 の 導 電 性 を 向 上 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 導 電 性 基 体 は 少 な く と も 一 部 に 空 隙 を 有 し て い て も よ い 。 こ の 空 隙 は 、 一 次 元 、 二 次 元
、 も し く は 三 次 元 的 に 連 結 し て い て よ い 。 一 次 元 に 連 結 し た 空 隙 の 例 と し て は 柱 状 の 空 隙
が 挙 げ ら れ る 。 二 次 元 に 連 結 し た 空 隙 の 例 と し て は 、 網 状 の 空 隙 が 挙 げ ら れ る 。 、 三 次 元
に 連 結 し た 空 隙 の 例 と し て は 、 ス ポ ン ジ 状 、 微 小 粒 子 を 接 合 し た 後 に 生 じ る 空 隙 、 ま た そ
れ ら を テ ン プ レ ー ト に し て 作 成 し た 構 造 材 料 の 空 隙 が 挙 げ ら れ る 。 そ れ ら の 空 隙 は 、 酵 素
が 導 入 で き る 程 度 、 か つ 、 ま た は 基 質 の 流 動 、 拡 散 が 十 分 に 行 わ れ る 程 度 に 大 き く 、 投 影
面 積 に 対 す る 実 効 表 面 積 の 比 が 十 分 に え ら れ る 程 度 に 小 さ い こ と が 好 ま し い 。 空 隙 の 平 均
径 の 例 と し て は 、 ５ ナ ノ メ ー ト ル か ら 、 ５ ０ ０ マ イ ク ロ メ ー ト ル の 範 囲 、 よ り 好 ま し く は
、 １ ０ ナ ノ メ ー ト ル か ら １ ０ マ イ ク ロ メ ー ト ル が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 空 隙 を 有 す る 導 電 性
基 体 の 厚 さ は 、 酵 素 が 導 電 性 基 体 の 深 部 に ま で 均 一 に 導 入 で き る 程 度 、 か つ 、 ま た は 基 質
の 流 動 、 拡 散 が 十 分 に 行 わ れ る 程 度 に 小 さ く 、 導 電 性 基 体 の 投 影 面 積 に 対 す る 実 効 表 面 積
の 比 が 十 分 に え ら れ る 程 度 に 大 き い こ と が 好 ま し い 。 こ の 空 隙 を 有 す る 導 電 性 基 体 の 厚 さ
の 例 と し て は 、 １ ０ ０ ナ ノ メ ー ト ル か ら １ セ ン チ メ ー ト ル 、 よ り 好 ま し く は 、 １ マ イ ク ロ
メ ー ト ル か ら ５ ミ リ メ ー ト ル が 挙 げ ら れ る 。 こ の 空 隙 を 有 す る 導 電 性 基 体 の 投 影 面 積 に 対
す る 実 効 表 面 積 の 比 は 、 投 影 面 積 に 対 す る 実 効 表 面 積 の 比 が 十 分 に え ら れ る 程 度 に 大 き い
必 要 が あ る 。 そ の 例 と し て は 、 １ ０ 倍 以 上 、 よ り 好 ま し く は 、 １ ０ ０ 倍 以 上 が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の 空 隙 を 有 す る 導 電 性 基 体 の 気 孔 率 は 以 下 の 要 件 （ １ ） ～ （ ３ ） の 少 な く と も １ つ と
、 要 件 （ ４ ） と を 満 た す よ う に 設 定 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
（ １ ） 導 電 性 部 材 の 投 影 面 積 に 対 す る 実 効 表 面 積 の 比 が 十 分 に え ら れ る 程 度 に 大 き い 。
（ ２ ） 充 分 な 酵 素 、 担 体 量 が 導 入 で き る 程 度 に 大 き い 。
（ ３ ） 基 質 の 流 動 、 拡 散 が 充 分 に 行 わ れ る 程 度 に 大 き い 。
（ ４ ） 充 分 な 機 械 的 強 度 が 得 ら れ る 程 度 に 小 さ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 気 孔 率 の 例 と し て は 、 ２ ０ ％ 以 上 ９ ９ ％ 以 下 、 よ り 好 ま し く は 、 ３ ０ ％ 以 上 ９ ８ ％ 以 下
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 多 数 の 空 隙 を 有 す る 金 属 製 導 電 性 基 体 と し て は 、 発 泡 金 属 、 電 析 金 属 、 電 解 金 属 、 焼 結
金 属 、 繊 維 状 金 属 、 あ る い は 、 こ れ ら の 内 の １ 種 に 、 も し く は 、 複 数 種 に 該 当 す る 材 料 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 多 数 の 空 隙 を 有 す る 導 電 性 高 分 子 の 製 造 方 法 の 例 と し て は 、 以 下 の 方 法 等 の 多 孔 質 樹 脂

10

20

30

40

50

(9) JP 2007-163185 A 2007.6.28



の 製 造 に 利 用 さ れ て い る 方 法 が 例 示 で き る 。
（ １ ） 空 隙 と な る 部 分 を 構 成 す る 鋳 型 と し て の 物 質 を 導 電 性 高 分 子 中 に 配 置 し て 所 定 の 形
状 に 成 形 し た 後 、 鋳 型 と し て の 物 質 を 除 く 方 法 。
（ ２ ） 導 電 性 高 分 子 の 前 駆 体 中 に 空 隙 と な る 部 分 の 鋳 型 と し て の 物 質 を 含 有 さ せ 、 前 駆 体
を 重 合 さ せ て 高 分 子 と し た 後 、 鋳 型 と し て の 物 質 を 除 く 方 法 。
（ ３ ） 空 隙 と な る 部 分 を 構 成 す る 鋳 型 と な る 粒 子 か ら な る 層 を 形 成 し 、 そ の 粒 子 間 の 空 隙
に 高 分 子 を 充 填 し て 層 を 形 成 し 、 こ の 層 か ら 粒 子 を 除 去 す る 方 法 。
（ ４ ） 空 隙 と な る 部 分 を 構 成 す る 鋳 型 と な る 粒 子 か ら な る 層 を 形 成 し 、 そ の 粒 子 間 の 空 隙
に 高 分 子 の 前 駆 体 を 充 填 し て 層 を 形 成 し 、 前 駆 体 を 重 合 さ せ て 高 分 子 層 と し て か ら 粒 子 を
除 去 す る 方 法 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 多 数 の 空 隙 を 有 す る 金 属 酸 化 物 の 製 造 方 法 の 例 と し て は 、 電 析 、 ス パ ッ タ リ ン グ 、 焼 結
、 化 学 気 相 成 長 法 （ Ｃ Ｖ Ｄ ） 、 電 解 お よ び こ れ ら の 組 合 せ な ど の 方 法 を 挙 げ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 多 数 の 空 隙 を 有 す る 炭 素 材 料 の 製 造 方 法 の 例 と し て は 、 グ ラ フ ァ イ ト 、 カ ー ボ ン ブ ラ ッ
ク 、 カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ 、 カ ー ボ ン ナ ノ ホ ー ン 、 フ ラ ー レ ン 化 合 物 、 お よ び こ れ ら の 誘
導 体 か ら な る 繊 維 や 粒 子 な ど を 所 定 の 形 状 に 成 形 し て か ら 焼 結 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お い て 酵 素 は 、 導 電 性 基 体 に 近 接 し て 固 定 さ れ る 。 す な わ ち 、 導 電
性 基 体 の 導 電 性 を 有 す る 面 上 に 直 接 固 定 化 酵 素 層 が 積 層 さ れ る 。 こ の よ う に 導 電 性 基 体 上
に 直 接 固 定 化 酵 素 層 が 形 成 さ れ る こ と で 、 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー
を 導 電 性 基 体 の 物 理 的 近 傍 に 捕 捉 す る こ と が で き る 。 そ の 結 果 、 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー
を 介 し た 酵 素 と 導 電 性 基 体 間 の 速 や か な 電 子 伝 達 反 応 を 促 進 さ せ 、 更 に 融 合 タ ン パ ク 質 や
電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー の 導 電 性 基 体 近 傍 か ら の 散 逸 を 防 止 す る こ と が で き る 。 更 に 、 か
か る 構 成 に よ っ て 、 酵 素 電 極 の 繰 返 し 使 用 を 可 能 に す る と と も に 、 酵 素 電 極 の 耐 久 性 を 向
上 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 酵 素 の 固 定 化 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 導 電 性 基 体 の 物 理 的 近 傍 に 捕 捉 す る た め に 用 い ら れ
る 当 業 者 に と っ て 公 知 の 方 法 に よ っ て 作 製 し う る も の で あ る 。 固 定 化 酵 素 層 を 作 製 す る 具
体 的 方 法 と し て 、 例 え ば 以 下 に 述 べ る （ １ ） か ら （ ６ ） の 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。
（ １ ） 共 有 結 合 法
　 導 電 性 基 体 表 面 に 直 接 官 能 基 を 導 入 し 、 こ の 官 能 基 と 酵 素 と を 共 有 結 合 さ せ て 酵 素 を 固
定 化 す る 。 あ る い は 、 導 電 性 基 体 に 接 触 し て 配 置 し た 担 体 に 官 能 基 を 導 入 し 、 こ の 官 能 基
と 酵 素 と を 共 有 結 合 さ せ て 酵 素 を 固 定 化 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の よ う な 共 有 結 合 に 利 用 で き る 官 能 基 と し て 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 、 カ ル ボ キ シ ル
基 、 ア ミ ノ 基 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ま た 、 ア ル キ ル チ オ ー ル の チ オ ー ル 基 が 金 な ど の 金 属 に 作 用 し て 結 合 し 容 易 に 単 分 子 膜
（ 自 己 組 織 化 単 分 子 膜 ） を 形 成 で き る こ と を 利 用 し 、 ア ル キ ル チ オ ー ル の ア ル キ ル 基 に 予
め 導 入 し た 官 能 基 を 介 し て 共 有 結 合 に よ り 酵 素 を 金 属 に 結 合 さ せ て 酵 素 を 固 定 化 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ア ル キ ル チ オ ー ル の ア ル キ ル 基 に 予 め 導 入 し た 官 能 基 と 酵 素 と の 共 有 結 合 は 、 例 え ば 二
官 能 性 試 薬 を 用 い て 形 成 す る こ と が で き る 。 代 表 的 な 二 官 能 性 試 薬 と し て は 、 グ ル タ ル ア
ル デ ヒ ド 、 過 ヨ ウ 素 酸 、 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た 導 電 性 基 体 に 接 触 し て 配 置 す る 担 体 と し て は ア ガ ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス 分 解 物 、 κ －
カ ラ ギ ー ナ ン 、 寒 天 、 ア ル ギ ン 酸 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ
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ド 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 お よ び こ れ ら の 共 重 合 体 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 （ ２ ） 架 橋 法 ：
　 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 の 架 橋 剤 を 用 い て 、 酵 素 間 に 架 橋 を 形 成 し て 酵 素 同 士 を 結 合 さ せ
て 固 定 化 す る 。 ま た 、 こ れ に ゼ ラ チ ン や ア ル ブ ミ ン 等 の マ ト リ ッ ク ス 物 質 を 加 え て 酵 素 と
マ ト リ ッ ク ス 物 質 と の 間 に 架 橋 を 形 成 す る こ と に よ り 、 酵 素 を マ ト リ ッ ク ス 物 質 と 共 に 固
定 化 す る 。 固 定 化 の 際 に ポ リ ア リ ル ア ミ ン や ポ リ リ ジ ン な ど の 合 成 高 分 子 を 共 存 さ せ 、 酵
素 固 定 化 層 の 特 性 、 す な わ ち 膜 強 度 、 基 質 透 過 特 性 な ど を 制 御 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 （ ３ ） 包 括 法 ：
　 酵 素 を ア ガ ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス 分 解 物 、 κ － カ ラ ギ ー ナ ン 、 寒 天 な ど 、 お よ び こ れ ら の
共 重 合 体 等 の 高 分 子 マ ト リ ッ ク ス 中 に 封 入 し て 酵 素 を 固 定 化 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 （ ４ ） 吸 着 法 （ そ の １ ）
　 導 電 性 基 体 と 酵 素 と の 疎 水 性 相 互 作 用 を 利 用 し た 物 理 吸 着 法 に よ り 酵 素 を 固 定 化 す る 。
導 電 性 基 体 へ の 酵 素 の 物 理 的 吸 着 が 不 可 能 あ る い は 不 十 分 で あ る 場 合 に は 、 酵 素 が 物 理 的
吸 着 を 起 す 担 体 介 し て 酵 素 を 固 定 化 で き る 。 こ の 担 体 と し て は 、 ポ リ ア リ ル ア ミ ン 、 ポ リ
リ ジ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ リ ジ ン 、 ア ミ ノ 基 で 変 性 し た デ キ ス ト ラ ン （ た と え ば Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ
キ ス ト ラ ン ） 、 キ ト サ ン 、 ポ リ グ ル タ メ ー ト 、 ポ リ ス チ レ ン ス ル ホ ン 酸 、 硫 酸 デ キ ス ト ラ
ン 等 の ポ リ ア ニ オ ン や ポ リ カ チ オ ン か ら な る 担 体 を 用 い る こ と が で き る 。 担 体 と 酵 素 と の
静 電 相 互 作 用 を 利 用 し た イ オ ン 結 合 法 に よ り 酵 素 を 担 体 に 固 定 し 、 こ の 酵 素 固 定 化 担 体 を
導 電 性 基 体 に 接 触 さ せ 配 置 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 （ ５ ） 隔 膜 法 ：
　 ポ リ イ ミ ド 膜 、 酢 酸 セ ル ロ ー ス 膜 、 ポ リ ス ル ホ ン 膜 、 パ ー フ ル オ ロ ス ル フ ォ ン 酸 の 重 合
体 膜 （ 例 え ば 、 デ ュ ポ ン 社 製 、 商 品 名 「 ナ フ ィ オ ン 」 ） 等 の 透 過 制 限 膜 を 隔 膜 と し て 用 い
導 電 性 基 体 上 の 酵 素 溶 液 を 被 覆 し て 固 定 化 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 （ ６ ） 吸 着 法 （ そ の ２ ）
　 遺 伝 子 組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る た め に 用 い ら れ る 各 種 の ア フ ィ ニ テ ィ ー タ
グ を 利 用 し て 固 定 化 す る 。 例 え ば 、 Ｈ Ａ （ ヘ マ グ ル チ ニ ン ） 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 、 Ｍ ｙ ｃ 等 の エ ピ
ト ー プ タ グ や 、 Ｇ Ｓ Ｔ 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、 ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヒ ス チ
ジ ン タ グ を 利 用 し て 酵 素 を 固 定 化 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 酵 素 の 固 定 量 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 広 い 範 囲 で 変 え る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 の 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 酵 素 １ の 酵 素 活 性 と 酵 素 ２ の 酵 素 活 性 を
有 す る 多 機 能 酵 素 で あ る 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 で は 、 酵 素 １ の 酵 素 活 性 に よ り 生 じ る 反 応
生 成 物 １ の 少 な く と も 一 つ の 化 学 物 質 は 、 酵 素 １ の 物 理 的 近 傍 に 存 在 す る 酵 素 ２ の 反 応 基
質 と し て 速 や か に 利 用 さ れ る 。 そ の 結 果 、 融 合 タ ン パ ク 質 に よ る 反 応 基 質 １ か ら 反 応 生 成
物 ２ を 生 じ る 酵 素 活 性 は 、 酵 素 １ と 酵 素 ２ が そ れ ぞ れ 切 り 離 さ れ て 存 在 す る 場 合 よ り も 高
く な る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 酵 素 １ と 酵 素 ２ の 具 体 的 組 合 せ は 、 酵 素 １ に よ る 反 応 生 成 物 １ の 少 な く と も 一 つ の 化 学
物 質 が 酵 素 ２ の 反 応 基 質 ２ の 少 な く と も 一 つ の 化 学 物 質 と 同 一 で あ り 、 酵 素 電 極 用 の 酵 素
と し て の 活 性 を 有 す る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 な か で も 、 酵 素 １ が デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ り 、 酵 素 ２ が ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 場 合 、 基
質 の 酸 化 反 応 に 伴 っ て 酵 素 電 極 で 観 測 さ れ る 電 気 化 学 的 応 答 に 対 す る 酸 素 の 影 響 を 軽 減 す
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る こ と が で き 好 適 で あ る 。 ま た 多 く の デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ は ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド リ ン 酸 を 電 子 お よ び 水 素 原 子 の 受
容 体 と し て 利 用 し て い る 。 こ の こ と か ら 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と 融 合 す る デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の
種 類 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 検 出 対 象 に 対 し て 汎 用 性 の 高 い セ ン サ ー を 作 製 す る こ と が
可 能 と な る 。 こ の よ う な デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と し て 例 え ば 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、
ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 コ レ ス テ ロ ー ル デ ヒ ド ロ
ゲ ナ ー ゼ 、 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 フ ル ク ト ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ソ ル ビ ト ー ル
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ リ セ ロ ー ル デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 １ ７ Ｂ ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル １ ７
Ｂ デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア ミ ノ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ － リ ン 酸 デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ３ － ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

　 例 え ば 、 酵 素 １ と し て グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Ｇ Ｄ Ｈ ） を 、 酵 素 ２ と し て ジ ア フ
ォ ラ ー ゼ （ Ｄ ｐ ） を 用 い て こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 成 要 素 と す る 酵 素 電 極 を 作 製 し た
場 合 に は 、 図 １ に 示 す 状 態 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 す な わ ち 、 導 電 性 基 体 上 に は 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ Ｇ Ｄ Ｈ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ Ｄ
ｐ と の 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー Ｍ ｅ ｄ を 有 す る 酵 素 固 定 化 層 が 接 触
し て 配 置 さ れ る 。 こ の 酵 素 電 極 に グ ル コ ー ス を 作 用 さ せ た 場 合 、 グ ル コ ー ス は ニ コ チ ン ア
ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｎ Ａ Ｄ + ） 等 の 共 存 下 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 触 媒
作 用 に よ っ て 酸 化 さ れ る 。 そ の 結 果 、 グ ル コ ノ ラ ク ト ン と 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン
ジ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｎ Ａ Ｄ Ｈ ） を 生 じ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 そ し て 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド は 酸 化 型 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー
（ Ｍ ｅ ｄ o x ） の 存 在 下 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 物 理 的 近 傍 に 存 在 す る ジ ア フ ォ ラ ー
ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 直 ち に 酸 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 そ の 結 果 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー
タ ー （ Ｍ ｅ ｄ r e d ） を 生 じ る 。 こ う し て 生 じ る 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー （ Ｍ ｅ ｄ r

e d ） は 導 電 性 基 体 に 電 子 を 伝 達 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 図 １ の 場 合 は 、 本 発 明 の 第 １ の 骨 子 に お け る 、 第 １ の 反 応 基 質 が 、 グ ル コ ー ス と Ｎ Ａ Ｄ
+ で あ り 、 第 １ の 反 応 生 成 物 質 が グ ル コ ノ ラ ク ト ン と Ｎ Ａ Ｄ Ｈ と い う こ と に な る 。 Ｎ Ａ Ｄ
Ｈ は 、 第 ２ の 反 応 基 質 で も あ る 。 ま た 、 Ｎ Ａ Ｄ + は 、 第 ２ の 反 応 生 成 物 質 で も あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 す な わ ち 、 第 １ の 反 応 生 成 物 の 一 部 で あ る Ｎ Ａ Ｄ Ｈ は 、 第 ２ の 反 応 基 質 の 少 な く と も 一
部 と 同 一 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 従 来 知 ら れ た グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と が 個 別 に 電 極 上 に 固 定 化
さ れ た 場 合 よ り も 、 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お い て は 、 よ り 効 率 の 高 い グ ル コ ー ス か ら 電 極 へ
の 電 子 伝 達 が 達 成 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な 図 １ に 示 す 酵 素 電 極 は 、 検 出 感 度 の 高
い グ ル コ ー ス セ ン サ ー と し て 、 ま た 出 力 の 大 き な グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 と し て 、 さ ら に ま た
反 応 効 率 の 高 い グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 特 に 好 熱 菌 由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 融 合 タ ン パ ク 質
を 用 い る こ と に よ っ て 耐 熱 性 、 耐 久 性 、 高 温 状 態 で の 応 答 性 に 優 れ た 酵 素 電 極 と す る こ と
が 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 酵 素 １ と し て ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を 、 酵 素 ２ と し て ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 用 い て 酵
素 電 極 を 作 製 し た 場 合 に は 、 図 ２ に 示 す 状 態 を 得 る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 導 電 性 基 体
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上 に 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ Ａ Ｄ Ｈ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ Ｄ ｐ と の 融 合 タ ン パ ク 質 お よ
び 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー Ｍ ｅ ｄ を 有 す る 酵 素 固 定 化 層 が 接 触 し て 配 置 さ れ る 。 こ の 酵 素
電 極 に ア ル コ ー ル を 作 用 さ せ た 場 合 、 ア ル コ ー ル は ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ
ド 等 の 共 存 下 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 酸 化 さ れ る 。 そ の 結 果 、 ア
ル デ ヒ ド と 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る 。 そ し て 還 元 型 ニ コ チ
ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド は 酸 化 型 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー の 存 在 下 ア ル コ ー ル デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 物 理 的 近 傍 に 存 在 す る ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 直 ち に 酸 化 さ
れ る 。 そ の 結 果 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ
エ ー タ ー を 生 じ る 。 こ う し て 生 じ る 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー は 導 電 性 基 体 に 電 子
を 伝 達 す る こ と が 出 来 る 。

　 酵 素 １ と し て 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を 、 酵 素 ２ と し て ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 用 い て 酵 素 電 極
を 作 製 し た 場 合 に は 、 図 ３ に 示 す 状 態 を 得 る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 導 電 性 基 体 上 に 、
乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ Ｌ Ｄ Ｈ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ Ｄ ｐ と の 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 電 子 伝 達 メ
デ ィ エ ー タ ー Ｍ ｅ ｄ を 有 す る 酵 素 固 定 化 層 が 接 触 し て 配 置 さ れ る 。 こ の 酵 素 電 極 に 乳 酸 を
作 用 さ せ た 場 合 、 乳 酸 は ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド 等 の 共 存 下 乳 酸 デ ヒ ド ロ
ゲ ナ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 酸 化 さ れ る 。 そ の 結 果 、 ピ ル ビ ン 酸 と 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド
ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る 。 そ し て 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド
は 酸 化 型 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー の 存 在 下 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 物 理 的 近 傍 に 存 在 す る
ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 直 ち に 酸 化 さ れ る 。 そ の 結 果 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ
ン ジ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー を 生 じ る 。 こ う し て 生 じ る 還 元
型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー は 導 電 性 基 体 に 電 子 を 伝 達 す る こ と が 出 来 る 。

　 酵 素 １ と し て リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を 、 酵 素 ２ と し て ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 用 い て 酵 素
電 極 を 作 製 し た 場 合 に は 、 図 ４ に 示 す 状 態 を 得 る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 導 電 性 基 体 上
に 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ Ｍ Ｄ Ｈ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ Ｄ ｐ と の 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 電
子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー Ｍ ｅ ｄ を 有 す る 酵 素 固 定 化 層 が 接 触 し て 配 置 さ れ る 。 こ の 酵 素 電 極
に リ ン ゴ 酸 を 作 用 さ せ た 場 合 、 リ ン ゴ 酸 は ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド 等 の 共
存 下 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 酸 化 さ れ る 。 そ の 結 果 、 ピ ル ビ ン 酸 と
還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る 。 そ し て 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア
デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド は 酸 化 型 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー の 存 在 下 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ の 物 理 的 近 傍 に 存 在 す る ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 直 ち に 酸 化 さ れ る 。 そ の 結
果 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー を 生
じ る 。 こ う し て 生 じ る 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー は 導 電 性 基 体 に 電 子 を 伝 達 す る こ
と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 酵 素 １ と し て グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を 、 酵 素 ２ と し て ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 用 い て
酵 素 電 極 を 作 製 し た 場 合 に は 、 図 ５ に 示 す 状 態 を 得 る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 導 電 性 基
体 上 に 、 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ Ｅ Ｄ Ｈ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ Ｄ ｐ と の 融 合 タ ン パ ク 質
お よ び 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー Ｍ ｅ ｄ を 有 す る 酵 素 固 定 化 層 が 接 触 し て 配 置 さ れ る 。 こ の
酵 素 電 極 に グ ル タ ミ ン 酸 を 作 用 さ せ た 場 合 、 グ ル タ ミ ン 酸 は ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ
ク レ オ チ ド 等 の 共 存 下 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 酸 化 さ れ る 。 そ
の 結 果 、 ２ － オ キ ソ グ ル タ ル 酸 と 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る
。 そ し て 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド は 酸 化 型 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー
の 存 在 下 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 物 理 的 近 傍 に 存 在 す る ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 触 媒 作
用 に よ っ て 直 ち に 酸 化 さ れ る 。 そ の 結 果 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド お よ び
還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー を 生 じ る 。 こ う し て 生 じ る 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー
タ ー は 導 電 性 基 体 に 電 子 を 伝 達 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 従 来 知 ら れ た グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と が 個 別 に 電 極 上 に 固 定
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化 さ れ た 場 合 よ り も 、 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お い て は 、 よ り 効 率 の 高 い グ ル タ ミ ン 酸 か ら 電
極 へ の 電 子 伝 達 が 達 成 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な 図 ５ に 示 す 酵 素 電 極 は 、 検 出 感 度
の 高 い グ ル タ ミ ン 酸 セ ン サ ー と し て 、 ま た 出 力 の 大 き な グ ル タ ミ ン 酸 燃 料 電 池 と し て 、 さ
ら に ま た 反 応 効 率 の 高 い グ ル タ ミ ン 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 特 に 好 熱 菌 由 来 の グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 融 合 タ ン パ ク
質 を 用 い る こ と に よ っ て 耐 熱 性 、 耐 久 性 、 高 温 状 態 で の 応 答 性 に 優 れ た 酵 素 電 極 と す る こ
と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 酵 素 １ と し て ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を 、 酵 素 ２ と し て ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ を 用 い 、 さ ら に ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 共 存 さ せ て 酵 素 電 極 を 作 製 し た 場 合 に は 、 図 ６ に 示 す
状 態 を 得 る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 導 電 性 基 体 上 に 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ Ａ Ｄ
Ｈ と ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ Ａ Ｌ Ｄ Ｈ と の 融 合 タ ン パ ク 質 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ Ｄ ｐ お よ
び 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー Ｍ ｅ ｄ を 有 す る 酵 素 固 定 化 層 が 接 触 し て 配 置 さ れ る 。 こ の 酵 素
電 極 に ア ル コ ー ル を 作 用 さ せ た 場 合 、 ア ル コ ー ル は ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ
ド 等 の 共 存 下 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 酸 化 さ れ る 。 そ の 結 果 、 ア
ル デ ヒ ド と 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る 。 さ ら に 生 じ た ア ル デ
ヒ ド は ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド 等 の 共 存 下 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の
物 理 的 近 傍 に 存 在 す る ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 直 ち に 酸 化 さ れ る
。 そ の 結 果 、 カ ル ボ ン 酸 と 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る 。 こ の
よ う に し て 生 じ た 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド は 酸 化 型 電 子 伝 達 メ デ ィ
エ ー タ ー の 存 在 下 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 酸 化 さ れ る 。 そ の 結 果 、 ニ コ チ ン ア
ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー を 生 じ る 。 こ う し て
生 じ る 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー は 導 電 性 基 体 に 電 子 を 伝 達 す る こ と が 出 来 る 。 ま
た こ の 酵 素 電 極 に お い て は ア ル デ ヒ ド 種 が 酵 素 電 極 近 傍 に 蓄 積 す る こ と が 防 止 さ れ 、 ア ル
デ ヒ ド 種 に よ る 酵 素 タ ン パ ク 質 の 不 活 性 化 反 応 が 軽 減 さ れ る の で 、 酵 素 電 極 の 活 性 低 下 を
抑 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 酵 素 １ と し て イ ソ メ ラ ー ゼ を 、 酵 素 ２ と し て グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を 用 い 、 さ ら
に ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 共 存 さ せ て 酵 素 電 極 を 作 製 し た 場 合 に は 、 図 ７ に 示 す 状 態 を 得 る こ と
が で き る 。 す な わ ち 、 導 電 性 基 体 上 に 、 イ ソ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｓ Ｏ と グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ Ｇ Ｄ Ｈ と の 融 合 タ ン パ ク 質 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ Ｄ ｐ お よ び 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー Ｍ ｅ ｄ
を 有 す る 酵 素 固 定 化 層 が 接 触 し て 配 置 さ れ る 。 こ の 酵 素 電 極 に フ ル ク ト ー ス を 作 用 さ せ た
場 合 、 フ ル ク ト ー ス は イ ソ メ ラ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 異 性 化 さ れ 、 グ ル コ ー ス を 生 じ る
。 生 じ た グ ル コ ー ス は ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド 等 の 共 存 下 イ ソ メ ラ ー ゼ の
物 理 的 近 傍 に 存 在 す る グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 直 ち に 酸 化 さ れ る
。 そ の 結 果 、 グ ル コ ノ ラ ク ト ン と 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る
。 さ ら に 生 じ た 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド は 酸 化 型 電 子 伝 達 メ デ ィ エ
ー タ ー の 存 在 下 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 触 媒 作 用 に よ っ て 酸 化 さ れ る 。 そ の 結 果 、 ニ コ チ ン ア ミ
ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー を 生 じ る 。 こ う し て 生
じ る 還 元 型 の 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー は 導 電 性 基 体 に 電 子 を 伝 達 す る こ と が 出 来 る 。

　 本 発 明 の 酵 素 電 極 に 用 い ら れ る 融 合 タ ン パ ク 質 は 遺 伝 子 工 学 的 手 法 を 用 い て 製 造 す る こ
と が で き る 。 ま ず 、 酵 素 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 第 １ の DNA配 列 と
酵 素 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 第 ２ の DNA配 列 を 用 意 す る 。 そ し て 、
第 １ の DNA配 列 と 第 ２ の DNA配 列 と を 、 こ れ ら の 酵 素 が 融 合 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を
可 能 と す る 状 態 で 結 合 す る 。 例 え ば 、 第 １ の DNAの ５ ’ 側 上 流 ま た は ３ ’ 側 下 流 に 第 ２ の D
NA配 列 を 連 結 し て 、 融 合 タ ン パ ク 質 発 現 用 の 組 換 え 遺 伝 子 と し て の DNA配 列 を 得 る こ と が
で き る 。 こ の 組 換 え 遺 伝 子 を 適 当 な 宿 主 － ベ ク タ ー 系 に 用 い て 発 現 さ せ て 、 こ れ に コ ー ド
さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る 。 発 現 し た 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 単 離 、 精 製 し
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て 、 酵 素 電 極 用 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 酵 素 １ お よ び 酵 素 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 DNA配 列 は 、 そ の 機 能 が 同 定 さ
れ て い れ ば 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 用 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ EC1.1.1.47） と し て は 、 下 記 の 化 学
反 応 を 触 媒 す る 機 能 が 同 定 さ れ て お り 、 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既
知 の も の で あ れ ば 利 用 で き る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。
反 応 式 １ ：
beta-D-glucose + NAD(P)+  = D-glucono-1,5-lactone + NAD(P)H + H+

　 そ の よ う な グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Bacillus属 、 例 え ば Bacillus
 subtilis 168[Nature 390:249-56 (1997)]、 Gloeobacter属 、 例 え ば Gloeobacter violac
eus PCC7421[DNA Res 10:137-45 (2003)]、 Thermoplasma属 、 例 え ば Thermoplasma acidop
hilum DSM 1728[Nature 407:508-13 (2000)]、 Thermoplasma volcanium GSS1[Proc Natl 
Acad Sci U S A 97:14257-62 (2000)]、 Picrophilus属 、 例 え ば Picrophilus torridus DS
M 9790[Proc Natl Acad Sci U S A 101:9091-6 (2004)]、 Pyrococcus属 、 例 え ば Pyrococc
us furiosus DSM 3638[Genetics 152:1299-305 (1999)]、 Sulfolobus属 、 例 え ば Sulfolob
us solfataricus[Proc Natl Acad Sci U S A 98:7835-40 (2001)]、 Sulfolobus tokodaii
 strain7[DNA Res 8:123-40 (2001)]等 を 挙 げ る こ と が で き 、 い ず れ も 本 発 明 の 融 合 タ ン
パ ク 質 の 構 成 要 素 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 特 に Pyrococcus furiosus、 Sulfolobus 
solfataricus等 由 来 の 酵 素 は 耐 熱 性 が あ り 、 本 発 明 に 好 適 に 利 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 用 の ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ EC1.1.1.1） と し て は 、 下 記 の 化 学
反 応 を 触 媒 す る 機 能 が 同 定 さ れ て お り 、 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既
知 の も の で あ れ ば 利 用 で き る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。
反 応 式 ２ ：
alcohol + NAD+ = aldehyde or ketone + NADH + H+

　 そ の よ う な ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Saccharomyces属 、 例 え ば Sac
charomyces cerevisiae S288C[Science 274:546-67 (1996)]、 Pseudomonas属 、 例 え ば Pse
udomonas aeruginosa PA01[Nature 406:959-64 (2000)]、 Pseudomonas putida KT2440[En
viron Microbiol 4:799-808 (2002)]、 Acinetobacter属 、 例 え ば Acinetobacter sp. ADP1
[Nucleic Acids Res 32:5766-79 (2004)]、 Bacillus属 、 例 え ば Bacillus subtilis 168[N
ature 390:249-56 (1997)]、 Lactococcus属 、 例 え ば Lactococcus lactis subsp. lactis 
IL1403[Genome Res 11:731-53 (2001)]、 Lactobacillus属 、 例 え ば Lactobacillus planta
rum WCFS1[Proc Natl Acad Sci U S A 100:1990-5 (2003)]、 Thermus属 、 例 え ば Thermus 
thermophilus HB27[Nat Biotechnol 22:547-53 (2004)]、 Aquifex属 、 例 え ば Aquifex aeo
licus VF5[Nature 392:353-8 (1998)]、 Thermotoga属 、 例 え ば Thermotoga maritima MSB8
[Nature 399:323-9 (1999)]、 Methanococcus属 、 例 え ば Methanococcus maripaludis S2[J
 Bacteriol 186:6956-69 (2004)]、 Methanosarcina属 、 例 え ば Methanosarcina acetivora
ns C2A[Genome Res 12:532-42 (2002)]、 Methanosarcina mazei Goe1[J Mol Microbiol B
iotechnol 4:453-61 (2002)]、 、 Thermoplasma属 、 例 え ば Thermoplasma acidophilum DSM
 1728[Nature 407:508-13 (2000)]、 Thermoplasma volcanium GSS1[Proc Natl Acad Sci 
U S A 97:14257-62 (2000)]、 yrococcus属 、 例 え ば Pyrococcus horikoshii OT3[DNA Res 
5:55-76 (1998)]、 Pyrococcus abyssi GE5、 Pyrococcus furiosus DSM 3638[Genetics 15
2:1299-305 (1999), Mol Microbiol 38:684-93 (2000), Methods Enzymol 330:134-57 (2
001)]、 Aeropyrum属 、 例 え ば Aeropyrum pernix K1[DNA Res 6:83-101, 145-52 (1999)]、
Sulfolobus属 、 例 え ば Sulfolobus solfataricus[Proc Natl Acad Sci U S A 98:7835-40 
(2001)]、 Sulfolobus tokodaii strain7[DNA Res 8:123-40 (2001)]、 Pyrobaculum属 、 例
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え ば Pyrobaculum aerophilum IM2[Proc Natl Acad Sci U S A 99:984-9 (2002)]等 を 挙 げ
る こ と が で き 、 い ず れ も 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 成 要 素 と し て 利 用 す る こ と が で き る
。 特 に Corynebacterium efficiens 、 Thermus thermophilus Aquifex aeolicus、 Thermot
oga maritima、  Archaeoglobus fulgidus、 Pyrococcus horikoshii、 Pyrococcus abyssi
、 Pyrococcus furiosus、 Aeropyrum pernix、 Pyrobaculum aerophilum等 由 来 の 酵 素 は 耐
熱 性 が あ り 、 本 発 明 に 好 適 に 利 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 用 の ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と し て は 、 下 記 の 化 学 反 応 （ １ ） ま た
は （ ２ ） を 触 媒 す る 機 能 が 同 定 さ れ て お り 、 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列
が 既 知 の も の で あ れ ば 利 用 で き る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。
（ １ ） 電 子 受 容 体 と し て NADを 要 求 す る 酵 素 （ EC 1.2.1.3） 。
反 応 式 ３ ：
aldehyde + NAD +  + H 2 O = acid + NADH + H

+

（ ２ ） 電 子 受 容 体 と し て NADま た は NADPを 要 求 す る 酵 素 （ EC 1.2.1.5） 。
反 応 式 ４ ：
aldehyde + NAD(P) +  + H 2 O = acid + NAD(P)H + H

+

　 な か で も 、 ア セ ト ア ル デ ヒ ド を 酸 化 す る ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と し て は 、 下 記 の
化 学 反 応 を 触 媒 す る 機 能 が 同 定 さ れ て お り 、 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列
が 既 知 の も の で あ れ ば 利 用 で き る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。
反 応 式 ５ ：
acetaldehyde + CoA + NAD+  = acetyl-CoA + NADH + H+

　 そ の よ う な ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 電 子 受 容 体 と し て NADを 要 求
す る ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ EC 1.2.1.3） の 場 合 、 Acinetobacter属 、 例 え ば Acine
tobacter sp. ADP1[Nucleic Acids Res 32:5766-79 (2004)]、 Bacillus属 、 例 え ば Bacill
us subtilis 168[Nature 390:249-56 (1997)]、 Thermus属 、 例 え ば Thermus thermophilus
 HB27[Nat Biotechnol 22:547-53 (2004)]、 Pyrococcus属 、 例 え ば Pyrococcus furiosus 
DSM 3638[Genetics 152:1299-305 (1999), Mol Microbiol 38:684-93 (2000), Methods E
nzymol 330:134-57 (2001)]、 Aquifex属 、 例 え ば Aquifex aeolicus VF5[Nature 392:353-
8 (1998)]等 を 挙 げ る こ と が で き 、 い ず れ も 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 成 要 素 と し て 利
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ま た 、 前 記 電 子 受 容 体 と し て NADま た は NADPを 要 求 す る ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ E
C 1.2.1.5） の 場 合 、 Caenorhabditis属 、 例 え ば Caenorhabditis elegans[Science 282:20
12-8 (1998)]、 Bacillus属 、 例 え ば Bacillus thuringiensis 97-27 (serovar konkukian)
 等 を 挙 げ る こ と が で き 、 い ず れ も 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 成 要 素 と し て 利 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ま た 、 前 記 ア セ ト ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ EC 1.2.1.10） の 場 合 、 Bacillus属 、
例 え ば Bacillus cereus ATCC 14579[Nature 423:87-91 (2003)]、 Bifidobacterium属 、 例
え ば Bifidobacterium longum NCC2705[Proc Natl Acad Sci U S A 99:14422-7 (2002)] 
等 を 挙 げ る こ と が で き 、 い ず れ も 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 成 要 素 と し て 利 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 特 に Thermus thermophilus 、 Pyrococcus furiosus 、 Aquifex aeolicus等 由 来 の 酵 素
は 耐 熱 性 が あ り 、 本 発 明 に 好 適 に 利 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 用 の 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ EC 1.1.1.27） と し て は 、 下 記 の 化 学 反 応
を 触 媒 す る 機 能 が 同 定 さ れ て お り 、 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の
も の で あ れ ば 利 用 で き る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-163185 A 2007.6.28



反 応 式 ６ ：
(S)-lactate + NAD +  = pyruvate + NADH + H+

　 そ の よ う な 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Bacillus属 、 例 え ば Bacillus subti
lis 168[Nature 390:249-56 (1997)]、 Lactococcus属 、 例 え ば Lactococcus lactis subsp
. lactis IL1403[Genome Res 11:731-53 (2001)]、 Lactobacillus属 、 例 え ば Lactobacill
us plantarum WCFS1[Proc Natl Acad Sci U S A 100:1990-5 (2003)]、 Lactobacillus jo
hnsonii NCC 533[Proc Natl Acad Sci U S A : (2004)]、 Deinococcus属 、 例 え ば Deinoco
ccus radiodurans R1[Science 286:1571-7 (1999)]、 Thermus属 、 例 え ば Thermus thermop
hilus HB27[Nat Biotechnol 22:547-53 (2004)]、 Thermotoga属 、 例 え ば Thermotoga mari
tima MSB8[Nature 399:323-9 (1999)]等 を 挙 げ る こ と が で き 、 い ず れ も 本 発 明 の 融 合 タ ン
パ ク 質 の 構 成 要 素 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 特 に Thermus thermophilus、 Thermotoga
 maritima等 由 来 の 酵 素 は 耐 熱 性 が あ り 、 本 発 明 に 好 適 に 利 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 用 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と し て は 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活 性 が 確 認 さ れ て お り 、
遺 伝 子 DNAの 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の も の で あ れ ば 利 用 で き る 。 す な
わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活 性 は 、 メ チ レ ン ブ ル ー や ２ ， ６ －
ジ ク ロ ロ フ ェ ノ ー ル － イ ン ド フ ェ ノ ー ル の よ う な 人 工 的 電 子 受 容 体 の 存 在 下 に 、 Ｎ Ａ Ｄ Ｈ
若 し く は Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ を 酸 化 す る 触 媒 反 応 で あ る 。 こ の よ う な ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る
酵 素 と し て は 、 Ｎ Ａ Ｄ Ｈ ま た は Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ の い ず れ か 、 ま た は そ の 両 方 に 特 異 性 を 有 す る
か に 基 づ き 次 の よ う に 分 類 さ れ て い る 。
（ １ ） EC 1.6.99.1 ; NADPH:(acceptor) oxidoreductase。
（ ２ ） EC 1.6.99.2 ; NAD(P)H:(quinone-acceptor) oxidoreductase。
（ ３ ） EC 1.6.99.3 ; NADH:(acceptor) oxidoreductase。
（ ４ ） EC 1.6.99.5 ; NADH:(quinone-acceptor) oxidoreductase。
（ ５ ） EC 1.8.1.4 ; protein-N6-(dihydrolipoyl)lysine:NAD+ oxidoreductase。
（ ６ ） EC 1.14.13.39 ; L-arginine,NADPH:oxygen oxidoreductase (nitric-oxide-formi
ng)。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お い て は 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と 融 合 ま た は 共 存 さ せ て 用 い ら れ る デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ が Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ 若 し く は Ｎ Ａ Ｄ Ｈ の い ず れ か に 基 質 特 異 性 を 有 す る か に よ り 、
該 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と 同 一 の 基 質 特 異 性 を 有 す る ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 選 択 し て 用 い る こ と が
望 ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 上 記 （ １ ） の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 用 い る 場 合 に は 、 下 記 の 化 学 反 応 を 触 媒 す る 機 能 が 同 定
さ れ て お り 、 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の も の で あ れ ば 利 用 で き
る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。
反 応 式 ７ ：
NADPH + H +  + acceptor = NADP+  + reduced acceptor
そ の よ う な ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Saccharomyces属 、 例 え ば Saccharomyces cer
evisiae S288C[Science 274:546-67 (1996), Proc Natl Acad Sci U S A 92:3809-13 (19
95), EMBO J 13:5795-809 (1994), Nature 357:38-46 (1992), Nature 387:75-8 (1997),
 Nature 387:78-81 (1997), Nat Genet 10:261-8 (1995), Nature 387:81-4 (1997), Sci
ence 265:2077-82 (1994), Nature 387:84-7 (1997), EMBO J 15:2031-49 (1996), Natur
e 369:371-8 (1994), Nature 387:87-90 (1997), Nature 387:90-3 (1997), Nature 387:
93-8 (1997), Nature 387:98-102 (1997), Nature 387:103-5 (1997)], Candida属 、 例 え
ば Candida albicans SC5314[Proc Natl Acad Sci U S A 101:7329-34 (2004)]等 由 来 の も
の を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 上 記 （ ２ ） の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 用 い る 場 合 に は 、 下 記 の 化 学 反 応 を 触 媒 す る 機 能 が 同 定
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さ れ て お り 、 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の も の で あ れ ば 利 用 で き
る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。
反 応 式 ８ ：
NAD(P)H + H +  + acceptor = NAD(P)+  + reduced acceptor

そ の よ う な ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Pseudomonas属 、 例 え ば Pseudomonas aerugin
osa PA01[Nature 406:959-64 (2000)], Pseudomonas putida KT2440[Environ Microbiol 
4:799-808 (2002)], Bacillus属 、 例 え ば Bacillus cereus ATCC 14579[Nature 423:87-91
 (2003)],等 由 来 の も の を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 上 記 （ ３ ） の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 用 い る 場 合 に は 、 下 記 の 化 学 反 応 を 触 媒 す る 機 能 が 同 定
さ れ て お り 、 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の も の で あ れ ば 利 用 で き
る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。
反 応 式 ９ ：
NADH + H +  + acceptor = NAD +  + reduced acceptor

そ の よ う な ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Saccharomyces属 、 例 え ば Saccharomyces cer
evisiae S288C[Science 274:546-67 (1996), Proc Natl Acad Sci U S A 92:3809-13 (19
95), EMBO J 13:5795-809 (1994), Nature 357:38-46 (1992), Nature 387:75-8 (1997),
 Nature 387:78-81 (1997), Nat Genet 10:261-8 (1995), Nature 387:81-4 (1997), Sci
ence 265:2077-82 (1994), Nature 387:84-7 (1997), EMBO J 15:2031-49 (1996),Nature
 369:371-8 (1994),Nature 387:87-90 (1997),Nature 387:90-3 (1997),Nature 387:93-8
 (1997),Nature 387:98-102 (1997),Nature 387:103-5 (1997)] Pseudomonas属 、 例 え ば P
seudomonas aeruginosa PA01[Nature 406:959-64 (2000)], Pseudomonas putida KT2440[
Environ Microbiol 4:799-808 (2002)], Acinetobacter属 、 例 え ば Acinetobacter sp. AD
P1[Nucleic Acids Res 32:5766-79 (2004)], Bacillus属 、 例 え ば Bacillus subtilis 168
[Nature 390:249-56 (1997)], Lactobacillus属 、 例 え ば Lactobacillus plantarum WCFS1
[Proc Natl Acad Sci U S A 100:1990-5 (2003)], Deinococcus属 、 例 え ば Deinococcus r
adiodurans R1[Science 286:1571-7 (1999)], Thermus属 、 例 え ば Thermus thermophilus 
HB27[Nat Biotechnol 22:547-53 (2004)], Aquifex属 、 例 え ば Aquifex aeolicus VF5[Nat
ure 392:353-8 (1998)], Pyrococcus属 、 例 え ば Pyrococcus abyssi GE5, Pyrococcus fur
iosus DSM 3638[Genetics 152:1299-305 (1999), Mol Microbiol 38:684-93 (2000), , M
ethods Enzymol 330:134-57 (2001)]等 由 来 の も の を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 上 記 （ ４ ） の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 用 い る 場 合 に は 、 下 記 の 化 学 反 応 を 触 媒 す る 機 能 が 同 定
さ れ て お り 、 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の も の で あ れ ば 利 用 で き
る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。
反 応 式 １ ０ ：
NADH + H +  + acceptor = NAD +  + reduced acceptor

そ の よ う な ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Burkholderia属 、 例 え ば Burkholderia malle
i ATCC 23344[Proc Natl Acad Sci U S A 101:14246-51 (2004)], Haloarcula属 、 例 え ば
Haloarcula marismortui ATCC 43049[Genome Res 14:2221-34 (2004)]等 由 来 の も の を 挙
げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 上 記 （ ５ ） の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 用 い る 場 合 に は 、 下 記 の 化 学 反 応 を 触 媒 す る 機 能 が 同 定
さ れ て お り 、 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の も の で あ れ ば 利 用 で き
る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。
反 応 式 １ １ ：
protein N6-(dihydrolipoyl)lysine + NAD+  = protein N6-(lipoyl)lysine + NADH + H+
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そ の よ う な ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Saccharomyces属 、 例 え ば Saccharomyces cer
evisiae S288C[Science 274:546-67 (1996), Proc Natl Acad Sci U S A 92:3809-13 (19
95), EMBO J 13:5795-809 (1994), Nature 357:38-46 (1992), Nature 387:75-8 (1997),
 Nature 387:78-81 (1997), Nat Genet 10:261-8 (1995), Nature 387:81-4 (1997), Sci
ence 265:2077-82 (1994), Nature 387:84-7 (1997), EMBO J 15:2031-49 (1996),Nature
 369:371-8 (1994),Nature 387:87-90 (1997),Nature 387:90-3 (1997),Nature 387:93-8
 (1997),Nature 387:98-102 (1997),Nature 387:103-5 (1997)], Lactobacillus属 、 例 え
ば Lactobacillus plantarum WCFS1[Proc Natl Acad Sci U S A 100:1990-5 (2003)], Dei
nococcus属 、 例 え ば Deinococcus radiodurans R1[Science 286:1571-7 (1999)], Thermus
属 、 例 え ば Thermus thermophilus HB27[Nat Biotechnol 22:547-53 (2004)], Aquifex属
、 例 え ば Aquifex aeolicus VF5[Nature 392:353-8 (1998)], Thermotoga属 、 例 え ば Therm
otoga maritima MSB8[Nature 399:323-9 (1999)], Sulfolobus属 、 例 え ば Sulfolobus sol
fataricus[Proc Natl Acad Sci U S A 98:7835-40 (2001)], Sulfolobus tokodaii strai
n7[DNA Res 8:123-40 (2001)], Pyrobaculum属 、 例 え ば Pyrobaculum aerophilum IM2[Pro
c Natl Acad Sci U S A 99:984-9 (2002)]等 由 来 の も の を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 上 記 （ ６ ） の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ を 用 い る 場 合 に は 、 下 記 の 化 学 反 応 を 触 媒 す る 機 能 が 同 定
さ れ て お り 、 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の も の で あ れ ば 利 用 で き
る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。
反 応 式 １ ２ ：
L-arginine + n NADPH + n H+  + m O 2  = citrulline + nitric oxide + n NADP

+

そ の よ う な ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Bacillus属 、 例 え ば Bacillus cereus ATCC 1
4579[Nature 423:87-91 (2003)]等 由 来 の も の を 挙 げ る こ と が で き る 。
特 に Thermus thermophilus 、 Thermotoga maritima 、 Sulfolobus tokodaii 、 Pyrobacul
um aerophilum等 由 来 の 酵 素 は 耐 熱 性 が あ り 、 本 発 明 に 好 適 に 利 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 用 の リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と し て は 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活
性 が 確 認 さ れ て お り 、 遺 伝 子 DNAの 塩 基 配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の も の で あ
れ ば 利 用 で き る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な い 。 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ は
次 の よ う に 分 類 さ れ て い る ：
（ Ａ ） EC 1.1.1.37 ; (S)-malate:NAD+ oxidoreductase
（ Ｂ ） EC 1.1.1.38 ; (S)-malate:NAD+ oxidoreductase (oxaloacetate-decarboxylating
)
（ Ｃ ） EC 1.1.1.39 ; (S)-malate:NAD+ oxidoreductase (decarboxylating)
（ Ｄ ） EC 1.1.1.40 ; (S)-malate:NADP+ oxidoreductase (oxaloacetate-decarboxylatin
g)
こ れ ら の 内 、 EC 1.1.1.37の 酵 素 は 化 学 反 応 の 平 衡 が リ ン ゴ 酸 生 成 側 に 偏 っ て い る の で 、 E
C 1.1.1.38、 EC 1.1.1.39、 EC 1.1.1.40に 分 類 さ れ る 酵 素 が よ り 望 ま し い 。 そ の よ う な リ
ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Bacillus属 、 例 え ば Bacillus cereus ATCC 109
87 [Nucleic Acids Res 32:977-88 (2004)]、 Bacillus subtilis 168 [Nature 390:249-5
6 (1997)]、 Lactobacillus属 、 例 え ば Lactobacillus plantarum WCFS1 [Proc Natl Acad 
Sci U S A 100:1990-5 (2003)]、 Pseudomonas属 、 例 え ば Pseudomonas aeruginosa PA01 [
Nature 406:959-64 (2000)]、 Pseudomonas putida KT2440 [Environ Microbiol 4:799-80
8 (2002)]、 Pyrococcus furiosus DSM 3638 [Genetics 152:1299-305 (1999), Mol Micro
biol 38:684-93 (2000), , Methods Enzymol 330:134-57 (2001)]、 Saccharomyces属 、 例
え ば Saccharomyces cerevisiae S288C [Science 274:546-67 (1996), Proc Natl Acad Sc
i U S A 92:3809-13 (1995), EMBO J 13:5795-809 (1994), Nature 357:38-46 (1992), N
ature 387:75-8 (1997), Nature 387:78-81 (1997), Nat Genet 10:261-8 (1995), Natur
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e 387:81-4 (1997), Science 265:2077-82 (1994), Nature 387:84-7 (1997), EMBO J 15
:2031-49 (1996), Nature 369:371-8 (1994), Nature 387:87-90 (1997), Nature 387:90
-3 (1997), Nature 387:93-8 (1997), Nature 387:98-102 (1997), Nature 387:103-5 (1
997)]、 Sulfolobus属 、 例 え ば Sulfolobus solfataricus [Proc Natl Acad Sci U S A 98:
7835-40 (2001)]、 Sulfolobus tokodaii strain7 [DNA Res 8:123-40 (2001)]、 Thermoto
ga属 、 例 え ば Thermotoga maritima MSB8 [Nature 399:323-9 (1999)]、 Thermus属 、 例 え
ば Thermus thermophilus HB27 [Nat Biotechnol 22:547-53 (2004)]等 由 来 の も の を 挙 げ
る こ と が で き る 。
特 に Thermus thermophilus 、 Thermotoga maritima、 Pyrococcus furiosus 、 Sulfolobus
 tokodaii等 由 来 の 酵 素 は 耐 熱 性 が あ り 、 本 発 明 に 好 適 に 利 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 用 の グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ EC 1.4.1.2, EC 1.4.1.3, EC 1.4
.1.4） と し て は 、 下 記 式 の 化 学 反 応 を 触 媒 す る 機 能 が 同 定 さ れ て お り 、 遺 伝 子 DNAの 塩 基
配 列 ま た は 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の も の で あ れ ば 利 用 で き る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は
特 に 限 定 さ れ な い 。
反 応 式 １ ３ ：
L-glutamate + H 2 O + NAD(P)

+  = 2-oxoglutarate + NH3  + NAD(P)H + H
+

そ の よ う な グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Bacillus属 、 例 え ば Bacillus
 clausii KSM-K16、 Bacillus subtilis 168[Nature 390:249-56 (1997)]、 Burkholderia
属 、 例 え ば Burkholderia mallei ATCC 23344[Proc Natl Acad Sci U S A 101:14246-51 (
2004)]、 Deinococcus属 、 例 え ば Deinococcus radiodurans R1[Science 286:1571-7 (1999
)]、 Geobacillus属 、 例 え ば Geobacillus kaustophilus HTA426[Nucleic Acids Res 32:62
92-303 (2004)]、 Lactobacillus属 、 例 え ば Lactobacillus plantarum WCFS1[Proc Natl A
cad Sci U S A 100:1990-5 (2003)] Pyrococcus属 、 例 え ば Pyrococcus horikoshii OT3[D
NA Res 5:55-76 (1998)]、 Pseudomonas属 、 例 え ば Pseudomonas aeruginosa PA01[Nature 
406:959-64 (2000)]、 Pseudomonas putida KT2440[Environ Microbiol 4:799-808 (2002)
]、 Pyrococcus属 、 例 え ば Pyrococcus abyssi GE5、 Pyrococcus furiosus DSM 3638[Genet
ics 152:1299-305 (1999), Mol Microbiol 38:684-93 (2000), Methods Enzymol 330:134
-57 (2001)]、 Sulfolobus属 、 例 え ば Sulfolobus solfataricus[Proc Natl Acad Sci U S 
A 98:7835-40 (2001)]、 Sulfolobus tokodaii strain7[DNA Res 8:123-40 (2001)]、 Ther
mococcus属 、 例 え ば Thermococcus kodakaraensis KOD1[Genome Res 15:352-63 (2005)]、
Thermotoga属 、 例 え ば Thermotoga maritima MSB8[Nature 399:323-9 (1999)]、 Thermus属
、 例 え ば Thermus thermophilus HB27[Nat Biotechnol 22:547-53 (2004)]、 Thermus ther
mophilus HB8等 由 来 の も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 特 に Thermus thermophilus 、 Thermot
oga maritima、 Pyrococcus furiosus 、 Sulfolobus tokodaii等 由 来 の 酵 素 は 耐 熱 性 が あ
り 、 本 発 明 に 好 適 に 利 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 用 の イ ソ メ ラ ー ゼ （ キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ ） （ EC 5.3.1.5） と し て は
、 下 記 式 の 化 学 反 応 を 触 媒 す る 機 能 が 同 定 さ れ て お り 、 遺 伝 子 DNAの 塩 基 配 列 ま た は 酵 素
の ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の も の で あ れ ば 利 用 で き る 。 す な わ ち 、 そ の 由 来 は 特 に 限 定 さ れ な
い 。
反 応 式 １ ４ ：
D-xylose = D-xylulose

そ の よ う な イ ソ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と し て は 、 Escherichia属 、 例 え ば 、 Escherichia coli K-
12 MG1655 [Science 277:1453-74 (1997)], Escherichia coli K-12 W3110 、 Bacillus属
、 例 え ば 、 Bacillus subtilis 168 [Nature 390:249-56 (1997)], Lactococcus属 、 例 え
ば 、 Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403 [Genome Res 11:731-53 (2001)]、 Therm
otoga属 、 例 え ば 、 Thermotoga maritima MSB8 [Nature 399:323-9 (1999)] 等 由 来 の も の
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を 挙 げ る こ と が で き る 。 特 に Thermotoga maritima由 来 の 酵 素 は 耐 熱 性 が あ り 、 本 発 明 に
好 適 に 利 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 前 述 し た よ う に 本 発 明 で 用 い る 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る DNAの 塩 基
配 列 は 、 酵 素 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 の 上 流 ま た は 下 流 に 酵 素 ２ の ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 連 結 し て 得 る こ と が で き る 。 こ の 連 結 形 態 は 、 こ の 連 結 さ
れ た 塩 基 配 列 に 基 づ い て 発 現 す る 融 合 タ ン パ ク 質 に お い て 酵 素 １ 及 び ２ の そ れ ぞ れ が 活 性
を 有 す る も の で あ れ ば よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 酵 素 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 酵 素 ２ の ア ミ ノ
酸 配 列 と の 間 に は ス ペ ー サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と が で き る 。 ス ペ ー サ ー 配 列 の 構 造 及 び 長
さ は 、 以 下 の 要 件 に 基 づ い て 選 択 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
（ １ ） 酵 素 １ と 酵 素 ２ の 各 々 が 夫 々 固 有 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ を と る こ と を 可 能 に し 夫 々 の
酵 素 活 性 の 維 持 を 保 証 す る 。
（ ２ ） 酵 素 １ の 触 媒 す る 酵 素 反 応 に よ り 生 じ る 反 応 生 成 物 １ の 内 、 酵 素 ２ の 触 媒 す る 酵 素
反 応 の 基 質 と な る 化 学 種 が で き る だ け 速 や か に 酵 素 ２ に ま で 拡 散 に よ り 到 達 で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 そ の よ う な ス ペ ー サ ー 配 列 の 長 さ と し て は 、 お よ そ ３ ～ ４ ０ ０ ア ミ ノ 酸 が 好 ま し く 、 ス
ペ ー サ ー の 配 列 と し て は 、 上 記 性 質 を 有 す る も の で あ れ ば 特 に は 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、
Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ （ Ｇ ： グ リ シ ン 、 Ｓ ： セ リ ン ） 、 あ る い は こ の 配 列 単 位 が ２ 以 上 ５ 以 下 程 度 繰
り 返 さ れ て い る 配 列 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｐ ａ ｔ ｒ ｉ ｃ ｋ の 文 献 （ J.Mol.Biol.
（ 1990） 211,943-958） に 記 載 さ れ る 以 下 の も の を 用 い る こ と も で き る 。
タ イ プ Ｉ （ Ｓ Ｔ Ｇ タ イ プ ） ；
セ リ ン （ Ｓ ） 、 ト レ オ ニ ン （ Ｔ ） お よ び ／ ま た は グ リ シ ン （ Ｇ ） の み か ら な る 配 列 。
タ イ プ II：
セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン お よ び ／ ま た は グ リ シ ン の 他 、 一 つ の 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ Ｄ ） 、 リ ジ
ン （ Ｋ ） 、 グ ル タ ミ ン （ Ｑ ） 、 ア ス パ ラ ギ ン （ Ｎ ） 、 ア ラ ニ ン （ Ａ ） あ る い は プ ロ リ ン （
Ｐ ） か ら な る 配 列 。
タ イ プ III（ Ｓ Ｔ Ｇ Ｄ Ｋ Ｑ Ｎ Ａ タ イ プ ） ：
Ｓ Ｔ Ｇ タ イ プ Ｉ と IIの ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 組 み 合 わ せ 配 列 。
（ タ イ プ III（ Ｓ Ｔ Ｇ Ｄ Ｋ Ｑ Ｎ Ａ タ イ プ ） ） 、
Ｓ Ｔ Ｇ タ イ プ Ｉ と IIの ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 組 み 合 わ せ 配 列 Ｓ Ｔ Ｇ タ イ プ Ｉ と IIの ア ミ ノ
酸 残 基 か ら な る 組 み 合 わ せ 配 列 タ イ プ Ｉ と タ イ プ IIで あ っ て 、 複 数 個 の プ ロ リ ン を 有 す る
配 列 。
タ イ プ IV（ Ｐ ｒ ｏ タ イ プ ） ：
タ イ プ Ｉ と タ イ プ IIで あ っ て 、 複 数 個 の プ ロ リ ン を 有 す る 配 列 。
タ イ プ V：
タ イ プ IIIに 含 ま れ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 任 意 の 組 み 合 わ せ で あ り 、 少 な く と も ８ つ の ア ミ ノ
酸 残 基 を 有 し て い る 配 列 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 上 記 の 他 、 Ｇ Ｓ Ｇ Ｓ Ｇ 、 Ｓ Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ 、 Ｎ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ 、 Ｅ Ｇ Ｋ Ｓ Ｓ Ｇ Ｓ Ｇ Ｓ Ｅ Ｓ Ｋ Ｓ Ｔ 、 Ｓ
Ｋ Ｓ Ｔ Ｓ 、 Ｐ Ｖ Ｐ Ｓ Ｔ Ｐ Ｐ Ｔ Ｐ Ｓ Ｐ Ｓ Ｔ Ｐ Ｐ Ｔ Ｐ Ｓ Ｍ 等 を 更 に 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ス ペ ー サ ー 配 列 は 、 酵 素 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 と 、 酵 素 ２ の ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 と の 間 に 、 挿 入 す る 。 そ の 際 、 酵 素 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド
す る 塩 基 配 列 と 、 酵 素 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 の 夫 々 の 読 み 枠 が ず れ な い
よ う に し て 挿 入 す る 。 こ の 挿 入 は 、 当 該 分 野 の 公 知 の 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 融 合 タ ン パ ク 質 に お い て 、 酵 素 １ あ る い は 酵 素 ２ の 酵 素 活 性 の 機 能
単 位 が 単 鎖 の ポ リ ペ プ チ ド （ モ ノ マ ー ） で は な い 場 合 で あ っ て も 、 以 下 に 述 べ る 何 れ か の
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構 成 を 採 用 す る こ と に よ っ て 本 発 明 の 目 的 を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 （ １ ） 何 れ か 一 方 の 酵 素 の 機 能 単 位 が ホ モ オ リ ゴ マ ー で あ る 場 合 。
例 え ば 酵 素 １ の 機 能 的 な ポ リ ペ プ チ ド 構 成 が α n  [n>1の 整 数 ]と 表 さ れ 、 酵 素 ２ の 機 能 的
な ポ リ ペ プ チ ド 構 成 が β と 表 さ れ る と す る 。 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド 構 成 の 融 合 タ ン パ ク 質 （
α n ::β ） を 得 る た め に は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ α ::β ） に 加 え て 、 ホ モ オ リ ゴ マ ー を 機
能 単 位 と す る 酵 素 の 構 成 ポ リ ペ プ チ ド （ α ） を 宿 主 細 胞 内 で 共 発 現 さ せ る 。 共 発 現 さ れ る
べ き ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド （ α ::β と α ） は 、 同 一 の プ ラ ス ミ ド 上 に コ ー ド さ れ て い て も 、
ま た 相 異 な る プ ラ ス ミ ド 上 に コ ー ド さ れ て い て も よ い 。 た だ し 相 異 な る プ ラ ス ミ ド を 用 い
る 場 合 に は 、 両 者 の プ ラ ス ミ ド は 不 和 合 性 を 持 た な い こ と が 必 要 で あ る 。 こ の 系 で は 目 的
と す る 融 合 タ ン パ ク 質 （ α n ::β ） に 加 え て 、 α n や α n - x (α ::β ) x  [xは n+1> x > 0な る
整 数 ]な ど と い っ た ペ プ チ ド 構 成 の 目 的 外 タ ン パ ク 質 が 生 成 し 得 る 。 こ れ ら は 例 え ば 夫 々
の 分 子 量 の 違 い に よ り 、 ゲ ル ろ 過 法 や 限 外 ろ 過 法 を 用 い て 分 画 ・ 精 製 で き る 。 な お α n - x (
α ::β ) x  [xは n+1> x > 0な る 整 数 ]な る 構 成 の 融 合 タ ン パ ク 質 で も 、 酵 素 １ お よ び 酵 素 ２
双 方 の 酵 素 活 性 が 保 持 さ れ て い れ ば 、 本 発 明 の 酵 素 電 極 に 供 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 （ ２ ） 何 れ か 一 方 の 酵 素 の 機 能 単 位 が ヘ テ ロ オ リ ゴ マ ー で あ る 場 合 。
例 え ば 酵 素 １ の 機 能 的 な ポ リ ペ プ チ ド 構 成 が α n α ' [た だ し α 'は α 以 外 の ポ リ ペ プ チ ド
鎖 を ま と め て 表 現 す る も の と し 、 nは ｎ ＞ 0の 整 数 と す る ]と 表 わ さ れ 、 酵 素 ２ の 機 能 的 な
ポ リ ペ プ チ ド 構 成 が β と 表 わ さ れ る も の と す る 。 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド 構 成 の 融 合 タ ン パ ク
質 （ α n α '::β ） を 得 る た め に は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド (α ::β )に 加 え て 、 ヘ テ ロ オ リ ゴ マ
ー を 機 能 単 位 と す る 酵 素 の 構 成 ポ リ ペ プ チ ド （ α 及 び α '） を 宿 主 細 胞 内 で 共 発 現 さ せ る
。 共 発 現 さ れ る べ き ポ リ ペ プ チ ド 鎖 （ α ::β 、 α お よ び α '） は 、 同 一 の プ ラ ス ミ ド 上 に
コ ー ド さ れ て い て も 、 ま た 相 異 な る プ ラ ス ミ ド 上 に コ ー ド さ れ て い て も よ い 。 た だ し 相 異
な る プ ラ ス ミ ド を 用 い る 場 合 に は 、 両 者 の プ ラ ス ミ ド は 不 和 合 性 を 持 た な い こ と が 必 要 で
あ る 。 こ の 系 で は 目 的 と す る 融 合 タ ン パ ク 質 （ α n α '::β ） に 加 え て 、 α n - x α '(α ::β )

x  [xは n+1> x > 0な る 整 数 ]や α n α 'と い っ た ペ プ チ ド 構 成 の タ ン パ ク 質 が 生 成 し 得 る 。
こ れ ら は 例 え ば 夫 々 の 分 子 量 の 違 い に よ り 、 ゲ ル ろ 過 法 や 限 外 ろ 過 法 を 用 い て 分 画 ・ 精 製
で き る 。 な お α n - x α '(α ::β ) x  [xは n+1> x > 0な る 整 数 ]な る 構 成 の 融 合 タ ン パ ク 質 で
も 、 酵 素 １ お よ び 酵 素 ２ 双 方 の 酵 素 活 性 が 保 持 さ れ て い れ ば 、 本 発 明 の 酵 素 電 極 に 供 し 得
る 。 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 の 生 成 を 抑 え る た め に は 、 ヘ テ ロ オ リ ゴ マ ー の 構 成 ユ ニ ッ
ト の 内 、 機 能 的 な 構 成 の 中 で 最 も 数 の 少 な い も の 、 す な わ ち n=1と な る も の を α と し て 選
択 す る こ と が 望 ま し い 。 n=1の α を 選 択 で き る 場 合 に は 共 発 現 さ れ る べ き ポ リ ペ プ チ ド 鎖
は α ::β お よ び α 'の み で よ い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 （ ３ ） 双 方 の 酵 素 の 機 能 単 位 が ホ モ オ リ ゴ マ ー で あ る 場 合 。
例 え ば 酵 素 １ の 機 能 的 な ポ リ ペ プ チ ド 構 成 が α n  [n>1の 整 数 ]と 表 さ れ 、 酵 素 ２ の 機 能 的
な ポ リ ペ プ チ ド 構 成 が β m  [m>1の 整 数 ]と 表 さ れ る も の と す る 。 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド 構 成
の 融 合 タ ン パ ク 質 （ α n ::β m ） を 得 る た め に は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ α ::β ） に 加 え て 、
ホ モ オ リ ゴ マ ー を 機 能 単 位 と す る 酵 素 の 構 成 ポ リ ペ プ チ ド （ α お よ び β ） を 宿 主 細 胞 内 で
共 発 現 さ せ る 。 共 発 現 さ れ る べ き ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド （ α ::β 、 α お よ び β ） は 、 同 一 の
プ ラ ス ミ ド 上 に コ ー ド さ れ て い て も 、 ま た 相 異 な る プ ラ ス ミ ド 上 に コ ー ド さ れ て い て も よ
い 。 た だ し 相 異 な る プ ラ ス ミ ド を 用 い る 場 合 に は 、 両 者 の プ ラ ス ミ ド は 不 和 合 性 を 持 た な
い こ と が 必 要 で あ る 。 こ の 系 で は 目 的 と す る 融 合 タ ン パ ク 質 （ α n ::β m ） に 加 え て 、 α n

、 β m や α n - x (α ::β ) x β m - x  [min(n,m) > x > 1]な ど と い っ た ペ プ チ ド 構 成 の 目 的 外 タ
ン パ ク 質 が 生 成 し 得 る 。 こ れ ら は 例 え ば 夫 々 の 分 子 量 の 違 い に よ り 、 ゲ ル ろ 過 法 や 限 外 ろ
過 法 を 用 い て 分 画 ・ 精 製 で き る 。 な お α n - x (α ::β ) x β m - x  [min(n,m) > x > 0]な る 構 成
の 融 合 タ ン パ ク 質 で も 、 酵 素 １ お よ び 酵 素 ２ 双 方 の 酵 素 活 性 が 保 持 さ れ て い れ ば 、 本 発 明
の 酵 素 電 極 に 供 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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　 （ ４ ） 一 方 の 酵 素 の 機 能 単 位 が ホ モ オ リ ゴ マ ー で あ り 、 他 方 の 酵 素 の 機 能 単 位 が ヘ テ ロ
オ リ ゴ マ ー で あ る 場 合 。
例 え ば 酵 素 １ の 機 能 的 な ポ リ ペ プ チ ド 構 成 が α n  [n>1の 整 数 ]と 表 さ れ 、 酵 素 ２ の 機 能 的
な ポ リ ペ プ チ ド 構 成 が β m β ' [た だ し β 'は β 以 外 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を ま と め て 表 現 す る
も の と し 、 m＞ 0の 整 数 と す る ]と 表 さ れ る も の と す る 。 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド 構 成 の 融 合 タ
ン パ ク 質 （ α n ::β m β '） を 得 る た め に は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ α ::β ） に 加 え て 、 ホ モ
オ リ ゴ マ ー を 機 能 単 位 と す る 酵 素 の 構 成 ポ リ ペ プ チ ド （ α 、 β お よ び β '） を 宿 主 細 胞 内
で 共 発 現 さ せ る 。 共 発 現 さ れ る べ き ポ リ ペ プ チ ド （ α ::β 、 α 、 β お よ び β '） は 、 同 一
の プ ラ ス ミ ド 上 に コ ー ド さ れ て い て も 、 ま た 相 異 な る プ ラ ス ミ ド 上 に コ ー ド さ れ て い て も
よ い 。 た だ し 相 異 な る プ ラ ス ミ ド を 用 い る 場 合 に は 、 両 者 の プ ラ ス ミ ド は 不 和 合 性 を 持 た
な い こ と が 必 要 で あ る 。 こ の 系 で は 目 的 と す る 融 合 タ ン パ ク 質 （ α n ::β m β '） に 加 え て
、 α n 、 β m β 'や α n - x (α ::β ) x β m - x β ' [min(n,m) > x > 0]な ど と い っ た ペ プ チ ド 構 成
の 目 的 外 タ ン パ ク 質 が 生 成 し 得 る 。 こ れ ら は 例 え ば 夫 々 の 分 子 量 の 違 い に よ り 、 ゲ ル ろ 過
法 や 限 外 ろ 過 法 を 用 い て 分 画 ・ 精 製 で き る 。 な お α n - x (α ::β ) x β m - x β ' [min(n,m) > x
 > 0]な る 構 成 の 融 合 タ ン パ ク 質 で も 、 酵 素 １ お よ び 酵 素 ２ 双 方 の 酵 素 活 性 が 保 持 さ れ て
い れ ば 、 本 発 明 の 酵 素 電 極 に 供 し 得 る 。 し か し 、 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 の 生 成 を 抑 え
る た め に は 、 ヘ テ ロ オ リ ゴ マ ー の 構 成 ユ ニ ッ ト の 内 、 機 能 的 な 構 成 の 中 で 最 も 数 の 少 な い
も の 、 す な わ ち m=1と な る も の を β と し て 選 択 す る こ と が 望 ま し い 。 m=1の β を 選 択 で き る
場 合 に は 共 発 現 さ れ る べ き ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は α ::β 、 α お よ び β 'の み で よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 （ ５ ） 双 方 の 酵 素 の 機 能 単 位 が ヘ テ ロ オ リ ゴ マ ー で あ る 場 合 。
例 え ば 酵 素 １ の 機 能 的 な ポ リ ペ プ チ ド 構 成 が α n α ' [た だ し α 'は α 以 外 の ポ リ ペ プ チ ド
鎖 を ま と め て 表 現 す る も の と し 、 n＞ 0の 整 数 と す る ]と 表 さ れ る も の と す る 。 酵 素 ２ の 機
能 的 な ポ リ ペ プ チ ド 構 成 が β m β ' [た だ し β 'は β 以 外 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を ま と め て 表 現
す る も の と し 、 m＞ 0の 整 数 と す る ]と 表 さ れ る も の と す る 。 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド 構 成 の 融
合 タ ン パ ク 質 （ α n α '::β m β '） を 得 る た め に は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ α ::β ） に 加 え て
、 ヘ テ ロ オ リ ゴ マ ー を 機 能 単 位 と す る 酵 素 の 構 成 ポ リ ペ プ チ ド （ α 、 α '、 β お よ び β '）
を 宿 主 細 胞 内 で 共 発 現 さ せ る 。 共 発 現 さ れ る べ き ポ リ ペ プ チ ド （ α ::β 、 α 、 α '、 β お
よ び β '） は 、 同 一 の プ ラ ス ミ ド 上 に コ ー ド さ れ て い て も 、 ま た 相 異 な る プ ラ ス ミ ド 上 に
コ ー ド さ れ て い て も よ い 。 た だ し 相 異 な る プ ラ ス ミ ド を 用 い る 場 合 に は 、 両 者 の プ ラ ス ミ
ド は 不 和 合 性 を 持 た な い こ と が 必 要 で あ る 。 こ の 系 で は 目 的 と す る 融 合 タ ン パ ク 質 （ α n

α '::β m β '） に 加 え て 、 α n α '、 β m β '、 α n - x α '(α ::β ) x β m - x β ' [min(n,m) > x >
 1]な ど と い っ た ペ プ チ ド 構 成 の 目 的 外 タ ン パ ク 質 が 生 成 し 得 る 。 こ れ ら は 例 え ば 夫 々 の
分 子 量 の 違 い に よ り 、 ゲ ル ろ 過 法 や 限 外 ろ 過 法 を 用 い て 分 画 ・ 精 製 で き る 。 な お α n - x α '
(α ::β ) x β m - x β ' [min(n,m) > x > 0]な る 構 成 の 融 合 タ ン パ ク 質 で も 、 酵 素 １ お よ び 酵
素 ２ 双 方 の 酵 素 活 性 が 保 持 さ れ て い れ ば 、 本 発 明 の 酵 素 電 極 に 供 し 得 る 。 し か し 、 こ の よ
う な 融 合 タ ン パ ク 質 の 生 成 を 抑 え る た め に は 、 ヘ テ ロ オ リ ゴ マ ー の 構 成 ユ ニ ッ ト の 内 、 機
能 的 な 構 成 の 中 で 最 も 数 の 少 な い も の 、 す な わ ち n=1と な る も の を α と し て 、 ま た m=1と な
る も の を β と し て 選 択 す る こ と が 望 ま し い 。 n=1の α お よ び m=1の β を 選 択 で き る 場 合 に は
共 発 現 さ れ る べ き ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は α ::β 、 α 'お よ び β 'の み で よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 な お 上 記 （ １ ） か ら （ ５ ） の 全 て の 場 合 に お い て 、 酵 素 １ と 酵 素 ２ の 単 語 を 入 れ 替 え た
表 現 の 構 成 も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ま た 上 記 （ １ ） か ら （ ５ ） の 全 て の 場 合 に お い て 、 細 胞 内 共 発 現 系 で は な く 、 in vitro
無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 を 採 用 す る こ と も で き る 。 こ の 場 合 、 in vitroタ ン パ ク 質 合 成 装
置 に て 夫 々 の 構 成 ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 後 、 こ れ ら を 混 合 す る こ と に よ っ て 目 的 の ポ リ ペ プ
チ ド 構 成 を 持 つ 融 合 タ ン パ ク 質 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 に 用 い ら れ る 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、
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適 当 な 発 現 ベ ク タ ー の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 様 々 な 宿 主 内 で 発 現 可
能 な 融 合 タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 当 業 者 な ら ば 、 当 該 技 術 分 野
で の 常 法 に 従 い 、 任 意 の 宿 主 細 胞 内 で 機 能 的 な 融 合 タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ
と が で き る 。 プ ロ モ ー タ ー は 既 知 の も の か ら 適 宜 選 択 す る か 、 あ る い は 新 た に 調 製 し た も
の で も よ い 。 ま た 通 常 の 技 術 を 用 い て 修 飾 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー を 交 換 す る ） す る こ と
に よ っ て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 高 レ ベ ル に 産 生 さ せ る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 す る た め に 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 は 、 大 腸 菌 等 の
原 核 細 胞 、 酵 母 等 の 真 核 細 胞 の い ず れ で も よ く 、 さ ら に は 一 般 的 に 利 用 さ れ て い る 高 等 生
物 の 細 胞 で も よ い 。 宿 主 細 胞 と し て は 、 微 生 物 ［ 原 核 生 物 （ 細 菌 、 例 え ば 大 腸 菌 や 枯 草 菌
等 ） 、 真 核 生 物 （ 例 え ば 酵 母 ） ］ 、 動 物 細 胞 又 は 培 養 植 物 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 微 生 物 と し
て は 、 原 核 生 物 や 酵 母 が 好 ま し い 。 原 核 生 物 と し て は 、 特 に Escherichia属 に 属 す る 菌 株 (
例 え ば 、 E.coli等 )が 好 ま し い 。 酵 母 と し て は 、 特 に Saccharomyces属 に 属 す る 株 （ 例 え ば
、 S.cerevisiae） や Candida属 に 属 す る 株 （ 例 え ば 、 C.boidinii） が 好 ま し い 。 動 物 細 胞
株 と し て は 例 え ば 、 マ ウ ス Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )細 胞 な ど
を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 宿 主 細 胞 と し て 細 菌 、 特 に 大 腸 菌 を 使 用 す る の に 適 し た 、 発 現 ベ ク タ ー は 既 知 で あ る 。
例 え ば 、 ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー や ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー 等 の 慣 用 の プ ロ モ ー タ ー を 有 す る も の
を 挙 げ る こ と が で き る 。 酵 母 で の 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め の 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、
Ｇ Ａ Ｌ プ ロ モ ー タ ー や Ａ Ｏ Ｄ プ ロ モ ー タ ー 等 の プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る も の が 好 ま し い 。
又 、 哺 乳 動 物 細 胞 で の 融 合 タ ン パ ク 質 発 現 の た め の 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ
モ ー タ ー 等 の プ ロ モ ー タ ー を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 し か し な が ら 、 操 作 及 び 入 手 の 容
易 さ を 考 慮 し て 、 宿 主 細 胞 と し て は 原 核 性 宿 主 が 好 ま し く 、 特 に 大 腸 菌 が 好 ま し い 。 原 核
性 宿 主 － ベ ク タ ー 系 に つ い て は 、 多 く の 成 書 が あ り 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る が 、 以 下
に 簡 単 に 説 明 す る 。 （ 例 え ば Ｍ olecular Ｃ loning： A LABOLATORY MANUAL, Cold Ｓ pring
 Ｈ arbor Ｌ aboratory Ｐ ressを 参 照 。 ）
　 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 大 腸 菌 で 発 現 さ せ る に は 、 大 腸 菌 を 用 い た 形 質 転
換 に 適 す る プ ラ ス ミ ド の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 該 Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 す る 。
後 述 す る 実 施 例 で は 、 大 腸 菌 で の １ つ の 態 様 の 発 現 が 記 載 さ れ て い る が 、 他 の 態 様 で の 発
現 は 、 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 適 当 な 酵 素 （ 例 え ば 制 限 酵 素 、 ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
な ど ） で 処 理 す る こ と に よ り 融 合 タ ン パ ク 質 コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 得 、 こ れ を 適 当 な ベ
ク タ ー に 組 み 込 む こ と に よ り 様 々 な 宿 主 で 融 合 タ ン パ ク 質 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を 発 現 さ
せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 発 現 の た め の ベ ク タ ー に よ る 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 方 法 は 既 知 で あ り 、 こ の 既
知 の 方 法 を 利 用 し て 本 発 明 で 用 い る 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、
原 核 性 宿 主 の 場 合 は 、 コ ン ピ テ ン ト セ ル 作 製 法 、 真 核 性 宿 主 の 場 合 は 、 コ ン ピ テ ン ト セ ル
作 製 法 、 哺 乳 動 物 細 胞 の 場 合 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ
り 行 う こ と が で き る 。 次 い で 、 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 適 当 な 培 地 に 培 養 す る 。 培 地 は 、 炭
素 源 （ 例 え ば グ ル コ ー ス 、 メ タ ノ ー ル 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 等 ） 及 び 無 機 ま た 有
機 窒 素 源 （ 例 え ば 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 硝 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ペ プ ト ン 、
カ ザ ミ ノ 酸 等 ） を 含 有 し て い て よ い 。 所 望 に よ り 、 培 地 に 他 の 栄 養 源 （ 例 え ば 無 機 塩 類 （
塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム ） 、 ビ タ ミ ン 類 （ 例 え ば ビ タ ミ ン Ｂ 1） 、 抗 生 物 質 （ 例 え
ば ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 等 )） を 加 え て も よ い 。 哺 乳 動 物 細 胞
の 培 養 に は 、 イ ー グ ル 培 地 が 適 当 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 形 質 転 換 体 の 培 養 は 、 通 常 、 pＨ ６ .０ ～ ８ .０ 、 好 ま し く は pＨ ７ .０ 、 ２ ５ ～ ４ ０ ℃ 、

10

20

30

40

50

(24) JP 2007-163185 A 2007.6.28



好 ま し く は ３ ０ ～ ３ ７ ℃ で ８ ～ ４ ８ 時 間 行 え ば よ い 。 生 産 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 が 培 養 液
中 に 存 在 し て い る と き は 、 培 養 物 を 濾 過 又 は 遠 心 分 離 す る 。 精 製 は 、 回 収 し た 培 養 液 上 清
か ら 、 天 然 又 は 合 成 の タ ン パ ク 質 の 精 製 、 単 離 に 用 い ら れ る 常 法 を 用 い て 行 う こ と が で き
る 。 例 え ば 透 析 、 ゲ ル 濾 過 、 対 応 す る 抗 融 合 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い て の ア
フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 適 当 な 吸 着 剤 を 用 い て の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 用 い る こ と が で き る 。 生 産 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 が
培 養 形 質 転 換 体 の ペ リ プ ラ ズ ム 及 び 細 胞 質 中 に 存 在 す る と き は 、 濾 過 や 遠 心 分 離 に よ っ て
細 胞 を 集 め 、 そ れ ら の 細 胞 壁 及 び ／ 又 は 細 胞 膜 を 、 た と え ば 超 音 波 及 び ／ 又 は リ ゾ チ ー ム
処 理 に よ っ て 破 壊 し て 細 胞 破 砕 物 を 得 る 。 こ の 細 胞 破 砕 物 に 適 当 な 水 溶 液 （ 例 え ば 緩 衝 液
） を 混 合 し 、 常 法 に よ っ て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と が で き る 。 大 腸 菌 中 で 生 産 さ
れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を 再 生 （ リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ） す る 必 要 が あ る と き は 、 こ れ を 常 法 に
よ っ て 行 う こ と が で き る 。 特 に 好 熱 菌 由 来 の 融 合 酵 素 を 調 製 す る 場 合 に は 、 上 記 細 胞 破 砕
液 を 70℃ 以 上 の 温 度 で 恒 温 保 持 す る こ と に よ り 宿 主 常 温 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 を 凝 集 さ せ 、
該 凝 集 体 を 遠 心 分 離 操 作 な ど で 除 去 す る こ と に よ り 、 簡 便 に 精 製 す る こ と が 出 来 る 。 ま た
活 性 を 有 す る フ ォ ー ル ド へ 変 換 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 尚 、 用 途 に 応 じ て 融 合 タ ン パ ク 質 は 完 全 に 精 製 さ れ て い な く と も 良 く 、 次 の （ １ ） ～ （
７ ） の い ず れ か で あ っ て も 良 い 。
（ １ ） 生 細 胞 ： ろ 過 又 は 遠 心 分 離 等 の 通 常 の 方 法 で 培 養 物 か ら 分 離 さ れ た 細 胞 。
（ ２ ） 乾 燥 細 胞 ： (１ ) に 記 載 の 生 細 胞 を 凍 結 乾 燥 又 は 真 空 乾 燥 し た も の 。
（ ３ ） 細 胞 抽 出 物 ： (１ )又 は (２ ) に 記 載 の 細 胞 を 通 常 の 方 法 （ 例 え ば 有 機 溶 媒 中 で の 自
己 溶 菌 、 ア ル ミ ナ や 海 砂 と 混 合 し て の 摩 砕 、 又 は 超 音 波 処 理 ） で 処 理 し て 得 ら れ た も の 。
（ ４ ） 酵 素 溶 液 ： （ ３ ） に 記 載 の 細 胞 抽 出 物 を 常 法 通 り 精 製 す る か 部 分 精 製 す る こ と に よ
り 得 ら れ た も の 。
（ ５ ） 精 製 酵 素 ： （ ４ ） に 記 載 の 酵 素 溶 液 を さ ら に 精 製 し 、 不 純 物 を 含 ま な い も の 。
（ ６ ） 酵 素 活 性 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト ： （ ５ ） に 記 載 の 精 製 酵 素 等 を 適 当 な 方 法 で 断 片 化
処 理 す る こ と に よ り 得 ら れ た ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 に 用 い ら れ る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 組 換 え 大 腸 菌 の 細 胞 内 で 生 合
成 さ せ た 場 合 に は 、 フ ラ ビ ン 化 合 物 、 金 属 原 子 （ Ｆ ｅ 、 Ｃ ｕ 、 Ｍ ｏ な ど ） 、 ヘ ム 等 な ど の
補 欠 分 子 族 が 結 合 し た ホ ロ 酵 素 と し て 取 得 で き る こ と が 多 い 。 特 に 生 合 成 時 に こ れ ら の 補
欠 分 子 族 を 予 め 培 地 中 に 添 加 し て お く こ と に よ り 、 ホ ロ 酵 素 の 回 収 率 を 増 加 さ せ る こ と で
き る 。 し か し 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 装 置 な ど を 用 い て in vitroで 融 合 ペ プ チ ド を 取 得 し た
場 合 な ど で は 、 補 欠 分 子 族 の 結 合 し て い な い ア ポ 酵 素 と し て 取 得 さ れ る 。 こ の 場 合 に は 取
得 さ れ た ア ポ 酵 素 を 、 こ れ ら 補 欠 分 子 族 を 添 加 し た バ ッ フ ァ ー 中 で 保 持 す る 工 程 を 加 え る
こ と に よ っ て 、 ホ ロ 酵 素 を 再 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 に 用 い ら れ る 融 合 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 塩 基 配 列 を 基 に 遺 伝 子 工 学 的 に
常 用 さ れ る 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 適 宜 変 異 を 導 入
し た 相 当 す る タ ン パ ク 質 を 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の 変 異 は 、 １ 個 な い し 複 数 個 以 上 の
ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 転 移 あ る い は 付 加 に よ る も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ う
し た 変 異 ・ 変 換 ・ 修 飾 法 は 、 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
日 本 生 化 学 会 編 、 「 続 生 化 学 実 験 講 座 １ 、 遺 伝 子 研 究 法  II 」 、 ｐ １ ０ ５ （ 広 瀬 進 ） 、 東
京 化 学 同 人 （ １ ９ ８ ６ ） ； 日 本 生 化 学 会 編 、 「 新 生 化 学 実 験 講 座 ２ 、 核 酸  III（ 組 換 え DN
A 技 術 ） 」 、 ｐ ２ ３ ３ （ 広 瀬 進 ） 、 東 京 化 学 同 人 （ １ ９ ９ ２ ） ； R. Wu, L. Grossman, ed
., "Methods inEnzymology", Vol. 154, p. 350 & p. 367, Academic Press, New York (
1987)； R. Wu, L. Grossman, ed., "Methods in Enzymology", Vol. 100, p. 457 & p. 4
68, Academic Press, New York (1983)； J. A. Wells  et al., Gene, 34: 315, 1985； T
. Grundstroem et al., Nucleic Acids Res., 13: 3305, 1985 ； J.Taylor et al., Nucl
eic Acids Res., 13: 8765, 1985； R. Wu ed., "Methodsin Enzymology", Vol. 155, p. 
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568, Academic Press, New York（ 1987) ； A. R. Oliphant et al., Gene, 44: 177, 198
6
　 例 え ば 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど を 利 用 す る 位 置 指 定 変 異 導 入 法 （ 部 位 特 異 的 変 異 導
入 法 ） 、  Kunkel 法 、  dNTP[α S]法 （ Eckstein) 、 亜 硫 酸 や 亜 硝 酸 な ど を 用 い る 領 域 指 定
変 異 導 入 法 等 の 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 さ ら に 得 ら れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 化 学 的 な 手 法 で そ の 含 有 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 修 飾
す る こ と も で き る 。 更 に は 、 ペ プ チ ダ ー ゼ 、 例 え ば ペ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン
、 ブ ロ メ ラ イ ン 、 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ 、 エ キ ソ ペ プ チ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 を 用 い て 融 合 タ ン
パ ク 質 を 修 飾 し た り 、 部 分 分 解 し た り し て そ の 誘 導 体 な ど に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ま た 精 製 用 タ グ や 移 行 シ グ ナ ル 配 列 を 融 合 し た 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ て も よ い
。 こ う し た 精 製 用 タ グ や 移 行 シ グ ナ ル 配 列 を 融 合 し た 融 合 タ ン パ ク 質 の 産 生 は 遺 伝 子 工 学
的 に 常 用 さ れ る 融 合 産 生 法 を 用 い る こ と が で き る 。 精 製 用 タ グ を 融 合 し た 融 合 タ ン パ ク 質
は そ の 精 製 用 タ グ 部 を 利 用 し て ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど で 精 製 す る こ と や 、
前 述 し た 酵 素 固 定 化 層 を 形 成 す る た め の 固 定 化 タ グ と し て の 利 用 が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 す な わ ち 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 同 一
性 の 点 で 酵 素 １ お よ び 酵 素 ２ の 天 然 の ア ミ ノ 酸 残 基 と 異 な る も の 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残
基 の 位 置 が 天 然 の も の と 異 な る も の で あ っ て も よ い 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 酵 素 １ お よ び 酵
素 ２ の 天 然 の タ ン パ ク 質 に 特 有 な ア ミ ノ 酸 残 基 が １ 個 以 上 （ 例 え ば 、 １ ～ ８ ０ 個 、 好 ま し
く は １ ～ ６ ０ 個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ４ ０ 個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ２ ０ 個 、 特 に は １
～ １ ０ 個 な ど ） 欠 け て い る 欠 失 類 縁 体 で も よ い 。 ま た 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 酵 素 １ お よ び
酵 素 ２ の 天 然 の タ ン パ ク 質 に 特 有 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ 個 以 上 が 他 の 残 基 で 置 換 さ れ て い る
置 換 類 縁 体 で あ っ て も よ い 。 こ の 場 合 の 置 換 の ア ミ ノ 酸 残 基 個 数 は 、 例 え ば １ ～ ８ ０ 個 、
好 ま し く は １ ～ ６ ０ 個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ４ ０ 個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ２ ０ 個 、 特
に は １ ～ １ ０ 個 と す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 酵 素 １ お よ び 酵 素 ２ の 天 然 の タ ン パ ク 質 に 特 有 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １
個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 付 加 さ れ て い る 付 加 類 縁 体 で あ っ て も よ い 。 こ の 場 合 の 付 加 さ れ
る ア ミ ノ 酸 残 基 個 数 は 、 例 え ば 、 １ ～ ８ ０ 個 、 好 ま し く は １ ～ ６ ０ 個 、 さ ら に 好 ま し く は
１ ～ ４ ０ 個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ２ ０ 個 、 特 に は １ ～ １ ０ 個 と す る こ と が で き る 。 こ れ
ら の 変 異 は 、 酵 素 １ お よ び 酵 素 ２ の 天 然 の タ ン パ ク 質 の 特 徴 で あ る ド メ イ ン 構 造 が そ れ ぞ
れ 維 持 さ れ た も の を 含 む こ と が で き る 。 ま た 、 こ れ ら の 変 異 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 酵 素 １
お よ び 酵 素 ２ の 天 然 の タ ン パ ク 質 に そ れ ぞ れ 実 質 的 に 同 等 の 一 次 構 造 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン
あ る い は そ の 一 部 を 有 し て い る も の も 含 む こ と が で き る 。 さ ら に こ れ ら の 変 異 は 、 酵 素 １
お よ び 酵 素 ２ の 天 然 の タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 等 の 生 物 学 的 活 性 を 有 し て い る も の も 含 む
こ と が で き る 。 し た が っ て 上 記 の ご と き 変 異 体 は 、 全 て 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 融 合 タ
ン パ ク 質 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 変 異 型 の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ １ 、 ２ ３ 、 ３ ５ 、 ４ ４ 、 ５ ７ 、 ６
９ 、 ７ ９ 、 ８ ８ 、 ９ ７ 、 １ ０ ６ 、 １ １ ４ 、 １ ２ １ 、 １ ２ ８ 若 し く は １ ３ ５ で 示 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 と 高 い 相 同 性 を 有 し 、 酵 素 １ 及 び ２ の 活 性 が 維 持 さ れ て い る も の が 挙 げ ら れ る 。
こ の 相 同 性 と し て は 、 70%よ り 高 い 相 同 性 を 有 し て い る も の が 挙 げ ら れ る 、 よ り 好 ま し く
は 80%以 上 、 特 に 好 ま し く は 90%以 上 の 相 同 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ま た 、 酵 素 １ 及 び ２ の 天 然 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 む Ｄ
Ｎ Ａ に 対 し て 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 変 異 DNAか ら 翻 訳 さ れ る 変 異 融 合 タ ン パ ク 質 も 本 発 明 で 使 用 可 能 で あ る 。 こ の
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で の 変 異 の 基 準 と な る 塩 基 配 列 と し て は 、 配 列 番 号 １ ０ 、 ２ ２ 、
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３ ４ 、 ４ ３ 、 ５ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ８ 、 ８ ７ 、 ９ ６ 、 １ ０ ５ 、 １ １ ３ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ７ 及 び １ ３
４ の 塩 基 配 列 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 範 囲 内 の 変 異 は 酵 素 １ 及 び ２ の 活 性 を 損 な わ な い も の で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 さ ら に 、 以 下 の 酵 素 １ 及 び ２ と 実 質 的 に 同 等 の 酵 素 活 性 を 有 す る 変 異 型 融 合 タ ン パ ク 質
も 、 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 使 用 で き る 。
酵 素 １ ：
配 列 番 号 １ ０ 、 ２ ２ 、 １ ２ ７ お よ び １ ３ ４ ： グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 。
配 列 番 号 ３ ４ 、 ４ ３ 、 １ １ ３ お よ び １ ２ ０ ： ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 。
配 列 番 号 ５ ６ お よ び ６ ８ ： 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 。
配 列 番 号 ７ ８ お よ び ８ ７ ： リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 。
配 列 番 号 ９ ６ お よ び １ ０ ５ ： グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 。
酵 素 ２ ：
配 列 番 号 １ ０ 、 ２ ２ 、 ３ ４ 、 ４ ３ 、 ５ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ８ 、 ８ ７ 、 ９ ６ お よ び １ ０ ５ ： ジ ア フ
ォ ラ ー ゼ 。
配 列 番 号 １ １ ３ お よ び １ ２ ０ ： ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 。
配 列 番 号 １ ２ ７ お よ び １ ３ ４ ： イ ソ メ ラ ー ゼ 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 こ こ で 、 上 記 の 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 」 す る Ｄ Ｎ Ａ と は 、 以 下
に 示 す Ｄ Ｎ Ａ を い う 。 す な わ ち 、
（ １ ） 高 イ オ ン 濃 度 下 に 、 65℃ の 温 度 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 上 記 の 基
準 と な る 塩 基 配 列 に 対 す る 相 補 配 列 か ら な る DNAと 、 変 異 を 含 む 塩 基 配 列 か ら な る DANが 、
Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 。
（ ２ ） 低 イ オ ン 濃 度 下 に 、 65℃ の 温 度 条 件 で 30分 間 洗 浄 し た あ と で も 上 記 （ １ ） で 得 ら れ
た ハ イ ブ リ ッ ド が 維 持 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 な お 、 上 記 （ １ ） の 高 イ オ ン 濃 度 条 件 は 、 6× SSC（ 900mMの 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 90mMの ク
エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） に よ り 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 上 記 （ ２ ） の 低 イ オ ン 濃 度 条 件 は 、
0.1× SSC（ 15mMの 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 1.5mMの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） に よ り 得 る こ と あ で き
る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 １ ０ 、 ２ ２ 、 ３ ４ 、 ４ ３ 、 ５ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ８ 、 ８ ７ 、 ９ ６ 、 １ ０
５ 、 １ １ ３ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ７ 若 し く は １ ３ ４ の 塩 基 配 列 に 対 し て 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ま た
は 数 個 が 欠 失 、 置 換 、 若 し く は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る 。 こ の 変
異 も 、 酵 素 １ 及 び ２ の 活 性 を 損 な わ な い 範 囲 で 行 わ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 酵 素 １ お よ び 酵 素 ２ の 天 然 の タ ン パ ク 質 と 「 実 質 的 に 同 等 」 と は タ ン パ ク 質 の 活 性 、 例
え ば 、 触 媒 活 性 、 生 理 的 な 活 性 、 生 物 学 的 な 活 性 が 実 質 的 に 同 じ で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 あ る い は 挿 入 は 、 し ば し ば ポ リ ペ プ チ ド の 生 理 的 な 特 性 や 化 学
的 な 特 性 に 大 き な 変 化 を 生 ぜ し め な い 。 こ う し た 場 合 、 そ の 置 換 、 欠 失 、 あ る い は 挿 入 を
施 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ う し た 置 換 、 欠 失 、 あ る い は 挿 入 の さ れ て い な い も の と 実 質
的 に 同 一 で あ る と さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 の 実 質 的 に 同 一 な 置 換 体 と し て は 、
そ の ア ミ ノ 酸 が 属 す る と こ ろ の ク ラ ス の う ち の 他 の ア ミ ノ 酸 類 か ら 選 ぶ こ と が で き う る 。
例 え ば 、 非 極 性 （ 疎 水 性 ） ア ミ ノ 酸 と し て は 、 ア ラ ニ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、
イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ リ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 メ チ オ ニ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。 極 性
（ 中 性 ） と し て は 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ
ン 、 グ ル タ ミ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。 陽 電 荷 を も つ ア ミ ノ 酸 （ 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 ） と し て は 、
ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン 、 ヒ ス チ ジ ン な ど が 挙 げ ら れ 、 陰 電 荷 を も つ ア ミ ノ 酸 （ 酸 性 ア ミ ノ 酸
） と し て は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 な ど が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー は 、 酵 素 と 導 電 性 基 体 間 の 電 子 授 受
反 応 を 促 進 し 、 測 定 感 度 ・ 電 流 密 度 を 高 め る た め に 電 極 系 に 含 有 さ れ る 物 質 で あ る 。 こ の
電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー と し て は 、 上 記 の よ う な 物 質 で あ る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え
ば 、 中 心 金 属 と そ の 配 位 子 か ら な る 金 属 錯 体 ま た は そ の イ オ ン 化 物 、 メ タ ロ セ ン 類 、 フ ェ
ナ ジ ン メ ト サ ル フ ェ ー ト 、 １ － メ ト キ シ － フ ェ ナ ジ ン メ ト サ ル フ ェ ー ト 、 キ ノ ン 類 、 フ ェ
ナ ジ ン 、 フ ェ ノ チ ア ジ ン 、 ビ オ ロ ー ゲ ン 、 ベ ン ジ ル ビ オ ロ ー ゲ ン 、 ２ ， ６ － ジ ク ロ ロ フ ェ
ノ ー ル イ ン ド フ ェ ノ ー ル （ DCIP） 、 メ チ レ ン ブ ル ー 、 メ ル ド ー ラ ブ ル ー 、 ト ル イ ジ ン ブ ル
ー 、 ガ ロ シ ア ニ ン 、 チ オ ニ ン 、 ジ メ チ ル ジ ス ル ホ ン 化 チ オ ニ ン 、 ニ ュ ー メ チ レ ン ブ ル ー 、
ブ リ リ ア ン ト ク レ ジ ル ブ ル ー 、 レ ソ ル フ ィ ン 、 ア リ ザ リ ン ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 、 サ フ ラ ニ
ン 、 お よ び こ れ ら の 誘 導 体 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 金 属 錯 体 化 合 物 と し て は 、 中 心 金 属 と し て 、 Ｏ ｓ 、 Ｆ ｅ 、 Ｒ ｕ 、 Ｃ ｏ 、 Ｃ ｕ 、 Ｎ ｉ 、 Ｖ
、 Ｍ ｏ 、 Ｃ ｒ 、 Ｍ ｎ 、 Ｐ ｔ 、 Ｒ ｈ 、 Ｐ ｄ 、 Ｍ ｇ 、 Ｃ ａ 、 Ｓ ｒ 、 Ｂ ａ 、 Ｔ ｉ 、 Ｉ ｒ 、 Ｚ ｎ 、
Ｃ ｄ 、 Ｈ ｇ 、 Ｗ の 内 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 類 を 含 む も の が 挙 げ ら れ る 。 中 心 金 属 へ
の 配 位 子 と し て は 、 ピ ロ ー ル 、 ピ ラ ゾ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 １ 、 ２ 、 ３ － ま た は １ 、 ２ 、
４ － ト リ ア ゾ ー ル 、 テ ト ラ ゾ ー ル 、 ２ 、 ２ ’ － ビ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ピ リ ジ ン 、 ２ 、 ２ ’ － ビ
チ オ フ ェ ン 、 ２ 、 ２ ’ － ビ ピ リ ジ ン 、 ２ 、 ２ ’ ： ６ ’ 、 ２ ''－ タ ー ピ リ ジ ン 、 エ チ レ ン ジ
ア ミ ン 、 ポ ル フ ィ リ ン 、 フ タ ロ シ ア ニ ン 、 ア セ チ ル ア セ ト ン 、 キ ノ リ ノ ー ル 、 ア ン モ ニ ア
、 シ ア ン イ オ ン 、 ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン オ キ サ イ ド 、 シ ク ロ ペ ン タ ジ エ ニ ル 環 お よ び そ
れ ら の 誘 導 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 金 属 錯 体 及 び そ の イ オ ン 化 物 と し て は 、 具 体 的 に は 、 オ ス ミ ウ ム 、 ル テ ニ ウ ム 、 コ バ ル
ト 、 ニ ッ ケ ル 等 の 金 属 と ビ ピ リ ジ ン と か ら 形 成 さ れ る ビ ピ リ ジ ン 錯 体 、 フ ェ リ シ ア ン イ オ
ン 、 オ ク タ シ ア ノ タ ン グ ス テ ン 酸 イ オ ン 、 オ ク タ シ ア ノ モ リ ブ デ ン 酸 イ オ ン 等 の 金 属 錯 体
イ オ ン を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 メ タ ロ セ ン 類 と し て は 、 例 え ば フ ェ ロ セ ン 、 1,1'- ジ メ チ ル フ ェ ロ セ ン 、 フ ェ ロ セ ン カ
ル ボ ン 酸 、 フ ェ ロ セ ン カ ル ボ キ シ ア ル デ ヒ ド 等 の フ ェ ロ セ ン 誘 導 体 を 挙 げ る こ と が で き る
。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 こ れ ら の 電 子 メ デ ィ エ ー タ ー は 本 発 明 の 効 果 を 損 な わ な い 範 囲 内 で そ の ２ 種 以 上 を 組 み
合 わ せ て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 電 子 メ デ ィ エ ー タ ー は 、 本 発 明 の 酵 素 電 極 に 全 構 成 成 分 の ０ ． ５ ～ １ ０ 重 量 ％ 、 好 適 に
は １ ～ ５ 重 量 ％ 含 有 さ れ る 。 こ こ で 全 構 成 成 分 と は 導 電 性 基 体 上 の 酵 素 固 定 化 層 に 含 ま れ
る 成 分 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 酵 素 電 極 に 、 電 子 の 授 受 を 行 な う 配 線 を 接 続 す る こ と で 各 種 用 途 に 利 用 で き る
酵 素 電 極 デ バ イ ス （ バ イ オ セ ン サ 、 燃 料 電 池 、 お よ び 電 気 化 学 反 応 装 置 ） を 作 製 す る こ と
が で き る 。 こ の デ バ イ ス は 、 上 記 の 板 状 （ あ る い は 膜 状 ま た は の 層 状 ） の 酵 素 電 極 を 単 層
で 、 あ る い は 、 そ の 複 数 を 用 い て 構 成 す る こ と が で き る 。 そ の 複 数 を 用 い る 場 合 は 、 互 い
の 表 面 と 裏 面 が 対 向 す る よ う に 積 層 配 置 す る こ と が で き る 。 な お 、 複 数 の 場 合 は 、 各 酵 素
電 極 の 特 性 を 均 一 と し て も 、 異 な る 特 性 の 酵 素 電 極 の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る よ う に し て も
よ い 。 例 え ば 、 後 述 す る 燃 料 電 池 に お け る 場 合 に よ う に 、 ア ノ ー ド と カ ソ ー ド と が 交 互 に
配 置 さ れ る よ う に す る こ と が で き る 。 こ の デ バ イ ス は 、 電 極 を 単 層 か ら 多 層 へ と 段 数 を 変
更 す る こ と で 、 要 求 さ れ る 電 圧 、 出 力 に 対 応 す る こ と が で き る 。 酵 素 電 極 の 触 媒 と し て の
酵 素 は 、 一 般 に 電 気 化 学 の 分 野 で 用 い ら れ て い る 貴 金 属 触 媒 （ 例 え ば 白 金 ） と 比 較 し て 、
高 い 基 質 選 択 性 を 有 す る 。 そ の た め 、 一 方 の 電 極 と 、 他 方 の 電 極 に お け る 反 応 物 質 を 隔 離
す る 機 構 を 必 要 と せ ず 、 そ の 結 果 、 デ バ イ ス を 簡 素 化 す る こ と が 可 能 と な る 。

10

20

30

40

50

(28) JP 2007-163185 A 2007.6.28



【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い ひ と つ の 形 態 で あ る セ ン サ は 、 本 発 明 に か か る 酵 素 電 極 を 物 質 を 検 知
す る た め の 検 知 部 位 と し て 用 い る 構 成 を 有 す る 。 代 表 的 な 構 成 と し て は 、 酵 素 電 極 を 作 用
電 極 と し て 、 参 照 電 極 及 び 対 極 と セ ッ ト で 使 用 し 、 酵 素 電 極 で （ 電 極 に 固 定 し た 酵 素 の 機
能 に よ り ） 検 知 可 能 な 電 流 を 検 知 す る 構 成 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の 電 流 の 有 無 や 量 を
検 知 し て 、 こ れ ら の 電 極 が 接 し て い る 液 体 中 の 物 質 の 有 無 や 量 を 検 出 す る こ と が で き る 。
具 体 的 に は 図 ８ に 示 す 構 成 の セ ン サ を 挙 げ る こ と が で き る 。 図 ８ の セ ン サ は 、 作 用 電 極 ４
、 白 金 線 対 極 ５ 、 銀 塩 化 銀 参 照 電 極 ６ を 有 し て 構 成 さ れ 、 そ れ ぞ れ の 電 極 に は リ ー ド 線 ７
、 ８ 、 ９ が 配 線 さ れ 、 ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト １ ０ と 接 続 さ れ て い る 。 こ の セ ン サ を 、 蓋 ２ で
密 閉 可 能 な ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 内 の 試 料 溶 液 ３ の 貯 溜 領 域 に 配 置 す る 。 作 用 電 極
に 電 位 を 印 加 し て 定 常 電 流 を 測 定 す る こ と で 、 電 解 質 中 で の 基 質 の 検 出 を 行 う こ と が で き
る 。 な お 、 不 活 性 ガ ス 雰 囲 気 で の 測 定 が 必 要 な 場 合 は 、 ガ ス チ ュ ー ブ １ ２ の 外 部 末 端 の ガ
ス 吹 き 込 み 口 １ １ か ら 窒 素 な ど の 不 活 性 ガ ス を 導 入 す る 。 ま た 、 温 度 は 、 温 調 水 流 入 口 １
３ 及 び 温 調 水 排 出 口 １ ４ を 利 用 し た 温 度 調 節 用 の 液 体 の 供 給 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い ひ と つ の 形 態 で あ る 燃 料 電 池 は 、 酵 素 電 極 を ア ノ ー ド ま た は カ ソ ー ド
の 少 な く と も 一 方 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る 。 こ の 場 合 に も 、 酵 素 電 極 は 、 板 状 や 層
状 と し て 単 層 で 、 あ る い は ２ 以 上 の 層 の 積 層 構 造 と し て 用 い る こ と が で き る 。 更 に 、 積 層
構 造 と し た 場 合 に 、 積 層 方 向 に ア ノ ー ド と カ ソ ー ド を 所 定 の 配 列 に 配 置 し て も よ い 。 代 表
的 な 構 成 と し て は 、 燃 料 と な る 物 質 を 含 む 電 解 液 を 貯 溜 し 得 る 反 応 槽 と 、 反 応 槽 中 に 所 定
の 間 隔 で 配 置 さ れ た ア ノ ー ド と カ ソ ー ド と を 有 し 、 こ の ア ノ ー ド 及 び カ ソ ー ド の 少 な く と
も 一 方 に 本 発 明 に か か る 酵 素 電 極 を 用 い た 構 成 を 挙 げ る こ と が で き る 。 な お 、 こ の 燃 料 電
池 は 電 解 液 を 補 充 あ る い は 循 環 さ せ る タ イ プ や 、 電 解 液 の 補 充 や 循 環 し な い タ イ プ と す る
こ と が で き る 。 こ の 燃 料 電 子 は 、 酵 素 電 極 が 使 用 で き る も の で あ れ ば 、 燃 料 の 種 類 、 構 造
、 機 能 な ど は 制 限 さ れ な い 。 こ の 際 、 酵 素 電 極 の 触 媒 と し て 用 い ら れ て い る 酵 素 は 、 高 い
基 質 選 択 性 を 有 す る た め 、 一 方 の 電 極 と 、 他 方 の 電 極 に お け る 反 応 物 質 を 隔 離 す る 機 構 を
必 要 と せ ず 、 そ の 結 果 、 デ バ イ ス を 簡 素 化 す る こ と が 可 能 と な る 。 こ の 燃 料 電 池 は 、 電 極
反 応 の 触 媒 と し て 用 い る 酵 素 に 特 有 の 高 い 触 媒 作 用 に よ っ て 、 物 質 を 低 い 過 電 圧 で 酸 化 還
元 で き る こ と に よ り 、 高 い 駆 動 電 圧 を 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 高 い 安 定 性 、 電 流 密 度 に よ
っ て 、 長 寿 命 、 高 出 力 化 が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 燃 料 電 池 の 一 例 を 図 ９ に 示 す 。 こ の 燃 料 電 池 の セ ル の 構 成 は 先 に 図 ８ に 示 し た セ ン サ で
の 基 質 測 定 用 装 置 と ほ ぼ 同 一 で あ り 、 同 一 部 材 に は 同 じ 番 号 を 付 し て い る 。 図 ８ で 示 し た
セ ン サ の 代 わ り に 、 ア ノ ー ド １ ５ と カ ソ ー ド １ ６ を 多 孔 質 ポ リ プ ロ ピ レ ン フ ィ ル ム １ ７ を
介 し て 積 層 し た 構 成 の 電 極 ユ ニ ッ ト を 用 い 、 チ ュ ー ブ １ ２ を 介 し て 酸 素 ガ ス を セ ル 内 に 導
入 し て 、 燃 料 電 池 と し て 作 用 さ せ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い ひ と つ の 形 態 で あ る 電 気 化 学 反 応 装 置 で は 、 電 極 反 応 の 触 媒 と し て 用
い る 酵 素 に 特 有 の 基 質 の 高 い 選 択 性 、 触 媒 能 を 得 る こ と が で き る 。 こ れ に 加 え て 、 電 気 化
学 反 応 の 特 徴 で あ る 、 反 応 の 定 量 性 を 更 に 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の 結 果 、 高 選 択 的 、
高 効 率 で 定 量 的 に 制 御 可 能 で あ り 、 担 体 と 複 数 の メ デ ィ エ ー タ ー を 用 い た 酵 素 電 極 に よ る
、 高 い 安 定 性 、 電 流 密 度 に よ っ て 、 長 寿 命 、 高 出 力 化 が 可 能 と な る 。 こ の 場 合 に も 、 酵 素
電 極 は 、 板 状 や 層 状 と し て 単 層 で 、 あ る い は ２ 以 上 の 層 の 積 層 構 造 と し て 用 い る こ と が で
き る 。 代 表 的 な 構 成 と し て 、 一 対 の 電 極 と 必 要 に 応 じ て 設 け ら れ た 参 照 電 極 と を 反 応 液 を
貯 溜 し 得 る 反 応 層 内 に 配 置 し て 、 一 対 に 電 極 間 に 電 流 を 流 し て 、 反 応 液 中 の 物 質 に 電 気 化
学 的 反 応 を 起 さ せ て 目 的 と す る 反 応 生 成 物 、 分 解 物 な ど を 得 る 構 成 を 挙 げ る こ と が で き る
。 こ の 場 合 、 一 対 の 電 極 の 少 な く と も 一 方 に 本 発 明 に か か る 酵 素 電 極 を 用 い る こ と が で き
る 。 反 応 液 の 種 類 や 反 応 の 条 件 な ど に か か る 装 置 構 成 は 、 酵 素 電 極 が 利 用 で き る も の で あ
れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 酸 化 還 元 反 応 に よ る 反 応 生 成 物 の 取 得 や 、 目 的 と す る 分
解 物 の 取 得 な ど に 利 用 で き る 。
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　 な お 、 複 数 種 類 の 酵 素 か ら 成 る 反 応 系 に 、 ２ つ の 関 連 す る 反 応 の そ れ ぞ れ を 触 媒 す る 以
下 の 酵 素 １ と 酵 素 ２ を 融 合 し た 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と が 反 応 効 率 や 反 応 速 度 を 向 上
さ せ る た め に 有 効 で あ る 例 が 知 ら れ て い る 。
酵 素 １ ： 反 応 基 質 １ か ら 反 応 生 成 物 １ を 生 じ る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 。
酵 素 ２ ： 反 応 基 質 ２ か ら 反 応 生 成 物 ２ を 生 じ る 化 学 反 応 を 触 媒 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 Seoら （ Applied and Environmental Microbiology 66(6) 2000, 2484-2490） は 、 酵 素
の 融 合 に よ る UDP-glucoseと glucose-6-phosphateか ら trehalose-6-phosphateを 経 た treha
loseへ の 合 成 反 応 に 対 す る 影 響 に つ い て 開 示 し て い る 。 こ こ で は 、 Trehalose-6-phosphat
e synthetaseと Trehalose-6-phosphate phosphataseの 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て い る 。 非
特 許 文 献 １ に よ れ ば 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い た 場 合 に 、 そ れ ぞ れ の 酵 素 を 遊 離 の 状 態
で 機 能 さ せ た 場 合 よ り も 3.5か ら 4.0倍 反 応 速 度 が 向 上 し て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 　 し か し な が ら 、 上 記 文 献 に て 知 ら れ て い た 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て は 、 電 極 と の 電 子
授 受 は 確 認 さ れ て お ら ず 、 酵 素 電 極 と し て 用 い る こ と は で き な か っ た 。
そ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 既 述 の 通 り 、 新 規 な 融 合 タ ン パ ク 質 の 作 製 を 試 み 、 本 発 明 を 成 す
に 至 っ て い る 。

　 以 下 に 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 更 に 詳 し く 説 明 す る が 、 本 発 明 の 方 法 は 、 こ れ ら の 実 施
例 の み に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ６ 】
　 （ 実 施 例 １ ： Bacillus subtilis由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGDH） と Pseud
omonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-busGDH::ppuDp
） [配 列 番 号 １ ０ 、 １ １ ]の 調 製 ）
　 Bacillus subtilis [ATCC 27370]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム DNA
を 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ８ ０ ５ ｂ ｐ の
DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGtatccggatttaaaaggaaaagtcgtcgct-3' (BamHI) [配 列 番 号 １ ]
5'-aataatAAGCTTaccgcggcctgcctggaatgaaggatattg-3' (HindIII) [配 列 番 号 ２ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-busGDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-busGDHを 作 製 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 次 に Pseudomonas putida KT2440 [ATCC 47054]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。
こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い
、 ７ ２ ９ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcttgtgaatgtactgatcgtccacgctcac-3' (NdeI) [配 列 番 号 ３ ]
5'-aataatCTCGAGtcacgtcagcgggtacaacgcttcatcgaa-3' (XhoI) [配 列 番 号 ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-busGDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-busGDH、 ppuDp共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-busGDH-ppuDpを 作 製 す る
。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 次 に 、 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後
徐 冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTggcggcggcagcggcggcggcagcCA-3' [配 列 番 号 ５ ]
5'-TATggctgccgccgccgctgccgccgccA-3' [配 列 番 号 ６ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-busGDH-ppuDpの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト に
挿 入 し 、 His-busGDHと ppuDpが ス ペ ー サ ー 配 列 GGGSGGGSに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ ン パ ク
質 His-busGDH::ppuDp発 現 ベ ク タ ー pETDuet-busGDH::ppuDp [配 列 番 号 ７ ]を 作 製 す る 。
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【 ０ １ ３ ９ 】
　 次 に Bacillus subtilis [ATCC 27370]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを
プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ８ ０ ５ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgccggatttaaaaggaaaagtcgtcgctattacagga-3' (Nco I) [配 列 番 号 ８ ]
5'-aataatAAGCTTaccgcggcctgcctggaatgaaggatattg-3' (HindIII) [配 列 番 号 ２ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 busGDH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-busGDHを 作 製 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 次 に Pseudomonas putida KT2440 [ATCC 47054]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成
オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ７ ２ ９ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcttgtgaatgtactgatcgtccacgctcac-3' (NdeI) [配 列 番 号 ３ ]
5'-aataatCTCGAGtcacgtcagcgggtacaacgcttcatcgaa-3' (XhoI) [配 列 番 号 ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-busGDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 busGDH、 ppuDp共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-busGDH-ppuDp [配 列 番 号 ９ ]
を 作 製 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-busGDH::ppuDpお よ び pCDFDuet-busGDH-ppuDpに よ り 、 常 法 に 従 い
E.coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト
マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー （ 前 培 養 ） し た 。 そ の 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地
に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 3
7℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し
、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し
、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清
に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ
ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 （ 比 較 例 １ ： 対 照 と し て の busGDHお よ び ppuDpの 調 製 ）
　 Bacillus subtilis [ATCC 27370]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム DNA
を 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 約 ８ ０ ０ ｂ ｐ
の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATatgtatccggatttaaaaggaaaagtcgtcgct-3' (NdeI)[配 列 番 号 １ ２ ]
5'-aataatCTCGAGaccgcggcctgcctggaatgaaggatattg-3' (XhoI)[配 列 番 号 １ ３ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 busGDH-His発 現 ベ ク タ ー pET21-busGDHを 作 製 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 次 に Pseudomonas putida KT2440 [ATCC 47054]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。
こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い
、 ７ ２ ９ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcttgtgaatgtactgatcgtccacgctcac-3' (NdeI) [配 列 番 号 ３ ]
5'-aataatCTCGAGcgtcagcgggtacaacgcttcatcgaa-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 ppuDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-ppuDpを 作 製 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-busGDHお よ び pET21-ppuDpを そ れ ぞ れ 個 別 に 用 い 、 E.coli BL21(DE3
)を 常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て
選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
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　 得 ら れ た そ れ ぞ れ の 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ
レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時
間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。
IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁
す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )
し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確
認 し た 後 、 そ れ ぞ れ の 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム
を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 （ 実 施 例 ２ ： グ ル コ ー ス セ ン サ ー ）
　 図 １ ０ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ２ を 説 明 す る 。 実 施 例 ２ に か か る セ ン サ ー は 試 料 溶 液
中 の グ ル コ ー ス を 定 量 す る グ ル コ ー ス セ ン サ ー で あ る 。 実 施 例 ２ に 係 る グ ル コ ー ス セ ン サ
ー の 酵 素 電 極 部 を 図 １ ０ を 用 い て 説 明 す る 。 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 、 融 合
タ ン パ ク 質 （ His-busGDH::ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が
Poly(ethylene glycol) diglycigyl etherに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 こ の 融 合 タ
ン パ ク 質 は 、 実 施 例 １ で 調 製 し た Bacillus subtilis由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
（ busGDH） と Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 で
あ る 。 な お 、 Poly(ethylene glycol) diglycigyl ether は 以 下 PEGDEと 略 称 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 、 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち His-busGDH::
ppuDp（ busGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE
： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後
、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 、 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て グ ル コ ー ス セ ン
サ ー を 構 成 す る 。 対 極 ５ は 白 金 線 、 参 照 極 ６ は 銀 ／ 塩 化 銀 電 極 で 構 成 す る 。 こ れ ら の 電 極
は 、 そ れ ぞ れ ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト １ ０ を 介 し て 電 流 な ど を 測 定 す る 。 試 料 溶 液 ３ と し て は
、 所 定 濃 度 の グ ル コ ー ス 、 お よ び １ ｍ M  NADを 含 む ０ ． １ M  PIPES－ NaOH緩 衝 水 溶 液 （ ｐ
H７ ． ５ ） を 用 い る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ７ ℃ に 保 持 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 前 述 の グ ル コ ー ス セ ン サ ー を 用 い て 次 の よ う に 定 量 を 行 う 。 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６ に
対 し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電 位 を 印 加 す る 。 こ の と き 、 試 料 溶 液 ３ 中 の グ ル コ ー ス は グ ル コ ー ス
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 存 在 下 で グ ル コ ノ ラ ク ト ン に 酸 化 さ れ 、 こ の 反 応 で Ｎ Ａ Ｄ が NADHに 還
元 さ れ る 。 次 に 前 記 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に 融 合 し た ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 存 在 下 で NA
DHは NADに 酸 化 さ れ る 。 こ の 反 応 で 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ で あ る フ ェ ロ セ ン が 酸 化 さ れ 、
フ ェ リ シ ニ ウ ム イ オ ン が 生 成 さ れ る 。 （ 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６ に 対 し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電
位 が 印 加 さ れ て い る た め 、 ） フ ェ リ シ ニ ウ ム イ オ ン は 作 用 電 極 ４ か ら 電 子 を う け と り フ ェ
ロ セ ン に 還 元 さ れ る 。 作 用 電 極 ４ で の 電 子 の 移 動 に よ る 電 流 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試 料
溶 液 中 の グ ル コ ー ス 濃 度 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 実 施 例 ２ に お け る 測 定 結 果 の 傾 向 の 一 例 を 図 １ １ に 示 す 。 図 １ １ の 実 線 Ａ は 、 前 記 作 用
電 極 ４ に お い て 測 定 さ れ た 還 元 電 流 の 変 化 量 と グ ル コ ー ス 濃 度 の 関 係 図 で あ る 。 図 １ １ よ
り 、 還 元 電 流 の 変 化 量 と グ ル コ ー ス 濃 度 は 、 良 好 な 比 例 関 係 を 示 す こ と が 確 認 さ れ る 。 よ
っ て 実 施 例 ２ の グ ル コ ー ス セ ン サ ー を 用 い て グ ル コ ー ス を 正 確 に 定 量 で き る 。

　 （ 比 較 例 ２ ： グ ル コ ー ス セ ン サ ー ）
　 図 １ ２ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ２ を 説 明 す る 。 比 較 例 ２ に か か る セ ン サ ー は 試 料 溶 液
中 の グ ル コ ー ス を 定 量 す る グ ル コ ー ス セ ン サ ー で あ る 。 比 較 例 ２ に 係 る グ ル コ ー ス セ ン サ
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ー の 酵 素 電 極 部 を 図 １ ２ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （
ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固
定 さ れ て い る 。 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGDH） は 、 比 較 例 １ で 調 製 し た Bacillus
 subtilis由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） は 、 Pseu
domonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の
濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち busGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト
、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分
の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 、 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て グ ル コ ー ス セ ン
サ ー を 構 成 し 、 実 施 例 ２ と 同 様 に 、 測 定 す る と 、 図 １ １ の Ｂ の 傾 向 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 実 施 例 ２ と 比 較 例 ２ か ら 、 実 施 例 ２ の グ ル コ ー ス セ ン サ ー の 方 が 、 比 較 例 ２ の グ ル コ ー
ス セ ン サ ー よ り も 、 グ ル コ ー ス 濃 度 に 対 す る 感 度 が 高 く 、 よ り 低 濃 度 の グ ル コ ー ス を 定 量
出 来 る こ と が 明 ら か と な っ た 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ２ の 酵 素 電 極 に お い て は 、 グ ル コ
ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保
持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た
め と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 （ 実 施 例 ３ ： グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 ）
図 １ ０ 及 び 図 ９ を 用 い て 実 施 例 ３ を 説 明 す る 。 実 施 例 ３ に か か る 燃 料 電 池 は グ ル コ ー ス を
燃 料 と す る グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 で あ る 。 実 施 例 ３ に 係 る グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 の ア ノ ー ド 電
極 部 を 図 １ ０ を 用 い て 説 明 す る 、 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施
例 １ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-busGDH::ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル
ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ
ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 比 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ て い る 。 His-busGDH::ppuDp
（ busGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０
μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温
で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 実 施 例 ３ に 係 る グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 の カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の 白 金 板 か ら な
る 。 電 解 質 溶 液 ３ は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ
チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で あ る 。
前 記 ア ノ ー ド 電 極 １ ５ と カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は 、 間 に 多 孔 質 ポ リ プ ロ ピ レ ン フ ィ ル ム （ 厚 さ
２ ０ μ ｍ ） １ ７ を 挟 ん で 配 置 さ れ 、 こ れ を 蓋 ２ 付 の ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 中 の 前 記
電 解 液 溶 液 ３ 中 （ １ ０ ｍ Ｌ ） に 配 置 す る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ７ ℃ に 保 持
さ れ る 。 そ れ ぞ れ の リ ー ド を ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト （ 東 方 技 研 、 モ デ ル ２ ０ ０ ０ ） １ ０ に 接
続 し 、 － １ ． ２ Ｖ か ら ０ ． １ Ｖ ま で 電 圧 を 変 化 さ せ 、 電 圧 － 電 流 特 性 を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： ９ ８ ７ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： １ ０ ０ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 （ 比 較 例 ３ ： グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 ）
　 図 １ ２ 及 び 図 ９ を 用 い て 比 較 例 ３ を 説 明 す る 。 比 較 例 ３ に か か る 燃 料 電 池 は グ ル コ ー ス
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を 燃 料 と す る グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 で あ る 。 比 較 例 ３ に 係 る グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 の ア ノ ー ド
電 極 部 を 図 １ ２ を 用 い て 説 明 す る 、 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル
コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ
リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 グ ル コ ー ス デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGDH） は 、 比 較 例 １ で 調 製 し た Bacillus subtilis由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） は 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ
ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上
に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 busGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PA
A： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶
液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 実 施 例 ３ と 同 様 に 、 電 圧 － 電 流 特 性 を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： ２ ９ ６ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： ３ １ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 実 施 例 ３ と 比 較 例 ３ か ら 、 実 施 例 ３ の グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 の 方 が 、 比 較 例 ３ の グ ル コ ー
ス 燃 料 電 池 よ り も 、 電 流 密 度 が 高 く 、 よ り 大 き な 電 流 を 取 り 出 せ る こ と が 明 ら か と な っ た
。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同
じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ３ の 燃 料 電 池 に お い て は 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た
め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 （ 実 施 例 ４ ： グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 １ ０ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ４ を 説 明 す る 。 実 施 例 ４ に か か る 電 気 化 学 反 応 装 置 は
グ ル コ ー ス を 基 質 と し て グ ル コ ノ ラ ク ト ン を 生 産 す る グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 で あ る
。
実 施 例 ４ に 係 る グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 １ ０ を 用 い て 説 明 す る 。 酵
素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で
あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 １ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-busGDH::ppuDp） 、
及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い
る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち Hi
s-busGDH::ppuDp（ busGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ
ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極
上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て グ ル コ ー ス 電 気 化 学
反 応 装 置 を 構 成 す る 。 銀 塩 化 銀 電 極 を 参 照 電 極 ６ に 、 白 金 線 を 対 極 ５ と し た 三 極 セ ル を 構
成 す る 。 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ チ ン ア ミ ド ア
デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 電 解 液 を 試 料 溶 液 ３ と
し て 使 用 す る 。 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ７ ℃ に 保 持 し 、 ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 中 窒 素
雰 囲 気 下 ０ ． ３ Ｖ ｖ ｓ Ａ ｇ ／ Ａ ｇ Ｃ ｌ の 電 位 を １ ０ ０ 分 間 印 加 し 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー で 定 量 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 グ ル コ ノ ラ ク ト ン が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 グ ル コ ノ ラ ク ト
ン 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 （ 比 較 例 ４ ： グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
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　 図 １ ２ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ４ を 説 明 す る 。 比 較 例 ４ に か か る 電 気 化 学 反 応 装 置 は
グ ル コ ー ス を 基 質 と し て グ ル コ ノ ラ ク ト ン を 生 産 す る グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 で あ る
。 比 較 例 ４ に か か る グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 １ ２ を 用 い て 説 明 す る
。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ
ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
（ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て
固 定 さ れ て い る 。 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGDH） は 比 較 例 １ で 調 製 し た Bacillus
 subtilis由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） は 、 Pseu
domonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適
の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち busGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ
ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成
分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 、 実 施 例 ４ と 同 様 に 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 定 量 す る
。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 グ ル コ ノ ラ ク ト ン が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 グ ル コ ノ ラ ク ト
ン 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。 し か し な が ら 実
施 例 ４ の 場 合 よ り も 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 は 小 さ い 値 で あ る こ と が わ か る 。 実 施 例
４ と 比 較 例 ４ か ら 、 実 施 例 ４ の グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 の 方 が 、 比 較 例 ４ の グ ル コ ー
ス 電 気 化 学 反 応 装 置 よ り も 、 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 が 高 く 、 よ り 効 率 的 に グ ル コ ー
ス を グ ル コ ノ ラ ク ト ン に 変 換 出 来 る こ と が 明 ら か と な る 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る グ
ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ４ の 電
気 化 学 反 応 装 置 に お い て は 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い
る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素
間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら れ た 。

　 （ 実 施 例 ５ ： Pyrococcus furiosus由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuGDH） と Pyr
ococcus horikoshii由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ phoDp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-pfuGDH::p
hoDp） [配 列 番 号 ２ ２ 、 ２ ３ ]の 調 製 ）
　 Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム D
NAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ７ ９ ９ ｂ ｐ
の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGaacattttaataacagcttcttcaagagga-3' (BamHI) [配 列 番 号 １ ５ ]
5'-aataatAAGCTTaagaagaacgctcctagtcattgctccatc-3' (HindIII) [配 列 番 号 １ ６ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuGDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuGDHを 作 製 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 次 に Pyrococcus horikoshii KT2440 [ATCC 700860]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す
る 。 こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを
行 い 、 １ ３ ４ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGaagatagtagttataggatctggaactgct-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ７ ]
5'-aataatCTCGAGtcatgacttaaattttctcatggccatttc-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ８ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-pfuGDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuGDH、 phoDp共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuGDH-phoDpを 作 製 す る
。
【 ０ １ ７ １ 】
　 次 に 、 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後
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徐 冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTggcggcggcagcggcggcggcagcCA-3' [配 列 番 号 ５ ]
5'-TATggctgccgccgccgctgccgccgccA-3' [配 列 番 号 ６ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-pfuGDH-phoDpの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト に
挿 入 す る 。 こ の こ と に よ っ て 、 His-pfuGDHと phoDpが ス ペ ー サ ー 配 列 GGGSGGGSに よ っ て 連
結 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 His-pfuGDH::phoDp発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuGDH::phoDp [配 列 番
号 １ ９ ]を 作 製 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 次 に Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNA
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ７ ９ ７ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgattttaataacagcttcttcaagaggaataggcttc-3' (Nco I) [配 列 番 号 ２ ０ ]
5'-aataatAAGCTTaagaagaacgctcctagtcattgctccatc-3' (HindIII) [配 列 番 号 １ ６ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuGDH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuGDHを 作 製 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 次 に Pyrococcus horikoshii KT2440 [ATCC 700860]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の
合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ４ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る
。
5'-aataatCATATGaagatagtagttataggatctggaactgct-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ７ ]
5'-aataatCTCGAGtcatgacttaaattttctcatggccatttc-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ８ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde I及 び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-pfuGDHの 同 じ 制 限 酵 素
サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuGDH、 phoDp共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuGDH-phoDp [配 列 番 号 ２ １ ]
を 作 製 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuGDH::phoDpお よ び pCDFDuet-pfuGDH-phoDpを 用 い 、 常 法 に 従 い
E.coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト
マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、
170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培
養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃
 PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g
、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 こ う し て 得 ら れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば グ ル コ ー ス セ ン サ ー 、 グ ル コ ー ス 燃 料 電 池
、 グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 、 に 適 用 で き る 。

　 （ 比 較 例 ５ ： 対 照 と し て の pfuGDHお よ び phoDpの 調 製 ）
　 Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム D
NAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 約 ８ ０ ０ ｂ
ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATatgaacattttaataacagcttcttcaagagga-3' (NdeI)[配 列 番 号 ２ ４ ]
5'-aataatCTCGAGaagaagaacgctcctagtcattgctccatc-3' (XhoI)[配 列 番 号 ２ ５ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuGDH-His発 現 ベ ク タ ー pET21-pfuGDHを 作 製 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 次 に Pyrococcus horikoshii KT2440 [ATCC 700860]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す
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る 。 こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを
行 い 、 １ ３ ４ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGaagatagtagttataggatctggaactgct-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ７ ]
5'-aataatCTCGAGtgacttaaattttctcatggccatttc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ２ ６ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 phoDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-phoDpを 作 製 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-pfuGDHお よ び pET21-phoDpを そ れ ぞ れ 個 別 に 用 い 、 E.coli BL21(DE3
)を 常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て
選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 得 ら れ た そ れ ぞ れ の 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ
レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時
間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 、 実 施 例 ５ と 同 様 に 精 製 す る 。

　 （ 実 施 例 ６ ： グ ル コ ー ス セ ン サ ー ）
　 図 １ ０ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ２ を 説 明 す る 。 実 施 例 ２ に か か る セ ン サ ー は 試 料 溶 液
中 の グ ル コ ー ス を 定 量 す る グ ル コ ー ス セ ン サ ー で あ る 。 実 施 例 ６ に 係 る グ ル コ ー ス セ ン サ
ー の 酵 素 電 極 部 を 図 １ ０ を 用 い て 説 明 す る 。 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例
５ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-pfuGDH::phoDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア
ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ
以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち His-pfuGDH::phoDp（ pfuGDH： ０ ． ３
ユ ニ ッ ト 、 phoDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て
い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置
、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 、 実 施 例 ２ と 同 様 に 測 定 す る 。 図 １ １ の Ｃ の 傾 向 を 示 す 。 す な わ ち 、
Ａ よ り も 傾 き が 大 き い 。

　 （ 比 較 例 ６ ： グ ル コ ー ス セ ン サ ー ）
　 図 １ ２ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ６ を 説 明 す る 。 比 較 例 ６ に か か る セ ン サ ー は 試 料 溶 液
中 の グ ル コ ー ス を 定 量 す る グ ル コ ー ス セ ン サ ー で あ る 。 比 較 例 ６ に 係 る グ ル コ ー ス セ ン サ
ー の 酵 素 電 極 部 を 図 １ ２ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuGDH） 、 Pyrococcus horik
oshii由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ phoDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA
） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuGDH） は
、 比 較 例 ５ で 調 製 し た Pyrococcus furiosus由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。
各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち pfuGDH
： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 phoDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製
さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以
上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 、 実 施 例 ６ と 同 様 に 測 定 す る 。 図 １ １ の Ｄ の 傾 向 を 示 す 。 傾 き と し て
Ｂ よ り も 大 き く な る 。

（ 実 施 例 ７ ： グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 ）
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　 図 １ ０ 及 び 図 ９ を 用 い て 実 施 例 7を 説 明 す る 。 実 施 例 7に か か る 燃 料 電 池 は グ ル コ ー ス を
燃 料 と す る グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 で あ る 。 実 施 例 ７ に 係 る グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 の ア ノ ー ド 電
極 部 を 図 １ ０ を 用 い て 説 明 す る 、 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施
例 ５ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-pfuGDH::phoDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル
ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ
ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 比 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 His-pfuG
DH::phoDp（ pfuGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 phoDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PE
GDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混
合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 実 施 例 7に 係 る グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 の カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の 白 金 板 か ら な る
。 電 解 質 溶 液 ３ は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ チ
ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で あ る 。 ア
ノ ー ド 電 極 １ ５ と カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は 、 間 に 多 孔 質 ポ リ プ ロ ピ レ ン フ ィ ル ム （ 厚 さ ２ ０ μ
ｍ ） １ ７ を 挟 ん で 配 置 さ れ 、 こ れ を 蓋 ２ 付 の ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 中 の 前 記 電 解 液
溶 液 ３ 中 （ １ ０ ｍ Ｌ ） に 配 置 す る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て 7５ ℃ に 保 持 さ れ る
。 そ れ ぞ れ の リ ー ド を ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト （ 東 方 技 研 、 モ デ ル ２ ０ ０ ０ ） １ ０ に 接 続 し 、
－ １ ． ２ Ｖ か ら ０ ． １ Ｖ ま で 電 圧 を 変 化 さ せ 、 電 圧 － 電 流 特 性 を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： １ ３ ２ ０ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： ７ ０ １ ２ ５ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
（ 比 較 例 ７ ： グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 ）
　 図 １ ２ 及 び 図 ９ を 用 い て 比 較 例 ７ を 説 明 す る 。 比 較 例 ７ に か か る 燃 料 電 池 は グ ル コ ー ス
を 燃 料 と す る グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 で あ る 。 比 較 例 ７ に 係 る グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 の ア ノ ー ド
電 極 部 を 図 １ ２ を 用 い て 説 明 す る 、 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル
コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuGDH） 、 Pyrococcus horikoshii由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ pho
Dp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ
れ て い る 。 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuGDH） は 比 較 例 ５ で 調 製 し た Pyrococcus fur
iosus由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最
適 の 濃 度 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 pfuGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト
、 phoDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素
電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ
る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 比 較 例 ７ に 係 る グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 に つ い て 、 実 施 例 ７ と 同 様 に 測 定 す る 。
短 絡 電 流 密 度 ： ４ ２ ２ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： ４ ０ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 実 施 例 ７ と 比 較 例 ７ か ら 、 実 施 例 ７ の グ ル コ ー ス 燃 料 電 池 の 方 が 、 比 較 例 ７ の グ ル コ ー
ス 燃 料 電 池 よ り も 、 電 流 密 度 が 高 く 、 よ り 大 き な 電 流 を 取 り 出 せ る こ と が 明 ら か と な っ た
。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同
じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ７ の 燃 料 電 池 に お い て は 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た
め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
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　 （ 実 施 例 ８ ： グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 １ ０ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ８ を 説 明 す る 。 実 施 例 ８ に か か る 電 気 化 学 反 応 装 置 は
グ ル コ ー ス を 基 質 と し て グ ル コ ノ ラ ク ト ン を 生 産 す る グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 で あ る
。 実 施 例 ８ に 係 る グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 １ ０ を 用 い て 説 明 す る 。
酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施
例 ５ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-pfuGDH::phoDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル
ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ
ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち His-pfuGDH::phoDp（ pfuGDH： ０
． ３ ユ ニ ッ ト 、 phoDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ
れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上
放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 用 い て 、 実 施 例 ４ と 同 様 に 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 定
量 す る 。 反 応 電 解 液 か ら は 、 グ ル コ ノ ラ ク ト ン が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 グ ル コ ノ
ラ ク ト ン 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 （ 比 較 例 ８ ： グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 １ ２ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ８ を 説 明 す る 。 比 較 例 ８ に か か る 電 気 化 学 反 応 装 置 は
グ ル コ ー ス を 基 質 と し て グ ル コ ノ ラ ク ト ン を 生 産 す る グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 で あ る
。 比 較 例 ８ に か か る グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 １ ２ を 用 い て 説 明 す る
。 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル
コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuGDH） 、 Pyrococcus horikoshii由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ pho
Dp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ
れ て い る 。 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuGDH） は 、 比 較 例 ５ で 調 製 し た Pyrococcus f
uriosus由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下
の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち pfuGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 phoDp： ０ ． ６
ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は
上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行
う 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 用 い て 、 実 施 例 ８ と 同 様 に 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 定
量 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 グ ル コ ノ ラ ク ト ン が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 グ ル コ ノ ラ ク ト
ン 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。 し か し な が ら 実
施 例 ８ の 場 合 よ り も 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 は 小 さ い 値 で あ る こ と が わ か る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 実 施 例 ８ と 比 較 例 ８ か ら 、 実 施 例 ８ の グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 の 方 が 、 比 較 例 ８ の
グ ル コ ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 よ り も 、 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 が 高 く 、 よ り 効 率 的 に
グ ル コ ー ス を グ ル コ ノ ラ ク ト ン に 変 換 出 来 る こ と が 明 ら か と な る 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ
て い る グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず
、 実 施 例 ８ の 電 気 化 学 反 応 装 置 に お い て は 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー
ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 NAD／ NADH
を 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら れ た 。

　 （ 実 施 例 ９ ： Saccharomyces cerevisiae由 来 の ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH）
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と Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-sceADH:
:ppuDp） [配 列 番 号 ３ ６ 、 ３ ７ ]の 調 製 ）
　 Saccharomyces cerevisiae [ATCC 47058]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ０
７ ５ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGccttcgcaagtcattcctgaaaaacaaaag-3' (BamHI) [配 列 番 号 ２ ７ ]
5'-aataatAAGCTTtttagaagtctcaacaacatatctaccaac-3' (HindIII) [配 列 番 号 ２ ８ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-sceADH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-sceADHを 作 製 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 次 に Pseudomonas putida KT2440 [ATCC 47054]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。
こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い
、 ７ ２ ９ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcttgtgaatgtactgatcgtccacgctcac-3' (NdeI) [配 列 番 号 ３ ]
5'-aataatCTCGAGtcacgtcagcgggtacaacgcttcatcgaa-3' (XhoI) [配 列 番 号 ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-sceADHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-sceADH、 ppuDp共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-sceADH-ppuDpを 作 製 す る
。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 次 に 、 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後
徐 冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTagcggcggcagcggcagcggcggcagcggcCA-3' [配 列 番 号 ２ ９ ]
5'-TATGgccgctgccgccgctgccgctgccgccgctA-3' [配 列 番 号 ３ ０ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-sceADH-ppuDpの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト に
挿 入 し 、 His-sceADHと ppuDpが ス ペ ー サ ー 配 列 SGGSGSGGSGに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ ン パ
ク 質 His-sceADH::ppuDp発 現 ベ ク タ ー pETDuet-sceADH::ppuDp [配 列 番 号 ３ １ ]を 作 製 す る
。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 次 に Saccharomyces cerevisiae [ATCC 47058]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ
ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ０ ７ ３ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgtcgcaagtcattcctgaaaaacaaaaggct-3' (Nco I) [配 列 番 号 ３ ２ ]
5'-aataatAAGCTTtttagaagtctcaacaacatatctaccaac-3' (HindIII) [配 列 番 号 ２ ８ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 sceADH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-sceADHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 次 に Pseudomonas putida KT2440 [ATCC 47054]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成
オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ７ ２ ９ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcttgtgaatgtactgatcgtccacgctcac-3' (NdeI) [配 列 番 号 ３ ]
5'-aataatCTCGAGtcacgtcagcgggtacaacgcttcatcgaa-3' (XhoI) [配 列 番 号 ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-sceADHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 sceADH、 ppuDp共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-sceADH-ppuDp [配 列 番 号 ３ ３
]を 作 製 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-sceADH::ppuDpお よ び pCDFDuet-sceADH-ppuDpを 用 い 、 常 法 に 従 い
E.coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト
マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、
170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培
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養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃
 PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g
、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。

　 （ 比 較 例 ９ ： 対 照 と し て の sceADHお よ び ppuDpの 調 製 ）
　 Saccharomyces cerevisiae [ATCC 47058]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 約 １
０ ７ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATatgccttcgcaagtcattcctgaaaaacaaaag-3' (NdeI)[配 列 番 号 ３ ６ ]
5'-aataatCTCGAGtttagaagtctcaacaacatatctaccaac-3' (XhoI)[配 列 番 号 ３ ７ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 sceADH-His発 現 ベ ク タ ー pET21-sceADHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 次 に Pseudomonas putida KT2440 [ATCC 47054]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。
こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い
、 ７ ２ ９ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcttgtgaatgtactgatcgtccacgctcac-3' (NdeI) [配 列 番 号 ３ ]
5'-aataatCTCGAGcgtcagcgggtacaacgcttcatcgaa-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 ppuDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-ppuDpを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-sceADHお よ び pET21-ppuDpを そ れ ぞ れ 個 別 に 用 い 、 E.coli BL21(DE3
)を 常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て
選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 得 ら れ た そ れ ぞ れ の 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ
レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時
間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。
IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁
す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )
し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確
認 し た 後 、 そ れ ぞ れ の 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム
を 用 い て 精 製 す る 。

　 （ 実 施 例 １ ０ ： ア ル コ ー ル セ ン サ ー ）
図 １ ６ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 １ ０ を 説 明 す る 。 実 施 例 １ ０ に か か る セ ン サ ー は 試 料 溶
液 中 の ア ル コ ー ル を 定 量 す る ア ル コ ー ル セ ン サ ー で あ る 。 実 施 例 １ ０ に 係 る ア ル コ ー ル セ
ン サ ー の 酵 素 電 極 部 を 図 １ ６ を 用 い て 説 明 す る 。 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例
９ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-sceADH::ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア
ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ
れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち His-sceADH::ppuDp（ sceADH： ０ ．
３ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ
て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放
置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
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　 こ の 酵 素 電 極 部 を 、 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て ア ル コ ー ル セ ン
サ ー を 構 成 す る 。 対 極 ５ は 白 金 線 、 参 照 極 ６ は 銀 ／ 塩 化 銀 電 極 で 構 成 す る 。 こ れ ら の 電 極
は 、 そ れ ぞ れ ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト １ ０ を 介 し て 電 流 な ど を 測 定 す る 。 試 料 溶 液 ３ と し て は
、 所 定 濃 度 の ア ル コ ー ル （ エ タ ノ ー ル ） 、 お よ び １ ｍ M  NADを 含 む ０ ． １ M  PIPES－ NaOH
緩 衝 水 溶 液 （ ｐ H７ ． ５ ） を 用 い る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ７ ℃ に 保 持 さ れ
る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 前 述 の ア ル コ ー ル セ ン サ ー を 用 い て 次 の よ う に 定 量 を 行 う 。 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６ に
対 し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電 位 を 印 加 す る 。 こ の と き 、 試 料 溶 液 ３ 中 の ア ル コ ー ル は ア ル コ ー ル
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 存 在 下 で ア セ ト ア ル デ ヒ ド に 酸 化 さ れ 、 こ の 反 応 で Ｎ Ａ Ｄ が NADHに 還
元 さ れ る 。 次 に 前 記 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に 融 合 し た ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 存 在 下 で NA
DHは NADに 酸 化 さ れ 、 こ の 反 応 で 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ で あ る フ ェ ロ セ ン が 酸 化 さ れ 、 フ
ェ リ シ ニ ウ ム イ オ ン が 生 成 さ れ る 。 （ 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６ に 対 し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電 位
が 印 加 さ れ て い る た め 、 ） フ ェ リ シ ニ ウ ム イ オ ン は 作 用 電 極 ４ か ら 電 子 を う け と り フ ェ ロ
セ ン に 還 元 さ れ る 。 作 用 電 極 ４ で の 電 子 の 移 動 に よ る 電 流 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試 料 溶
液 中 の ア ル コ ー ル 濃 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 （ 比 較 例 １ ０ ： ア ル コ ー ル セ ン サ ー ）
　 図 １ ８ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 １ ０ を 説 明 す る 。 比 較 例 １ ０ に か か る セ ン サ ー は 試 料
溶 液 中 の ア ル コ ー ル を 定 量 す る ア ル コ ー ル セ ン サ ー で あ る 。 比 較 例 １ ０ に 係 る ア ル コ ー ル
セ ン サ ー の 酵 素 電 極 部 を 図 １ ８ を 用 い て 説 明 す る 。 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に ア ル コ
ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH） 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp）
、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て
い る 。 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH） は 比 較 例 ９ で 調 製 し た Saccharomyces cere
visiae由 来 の ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH） で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ
ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち sceADH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp
： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部
の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と
に よ り 行 う 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 用 い て 、 ア ル コ ー ル セ ン サ ー を 構 成 し て 実 施 例 １ ０ と 同 様 に 測 定 を 行
う と 、 実 施 例 １ ０ の セ ン サ ー と 比 較 例 １ ０ の セ ン サ ー 感 度 の 相 違 は 、 図 １ １ の Ａ と Ｂ の 関
係 に 類 似 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 （ 実 施 例 １ １ ： ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 ）
　 図 １ ６ 及 び 図 ９ を 用 い て 実 施 例 １ １ を 説 明 す る 。 実 施 例 １ １ に か か る 燃 料 電 池 は ア ル コ
ー ル を 燃 料 と す る ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 で あ る 。 実 施 例 １ １ に 係 る ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 の ア
ノ ー ド 電 極 部 を 図 １ ６ を 用 い て 説 明 す る 、 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施
例 ９ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-sceADH::ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル
ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ
ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 比 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 His-sceA
DH::ppuDp（ sceADH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PE
GDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混
合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 実 施 例 １ １ に 係 る ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 の カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の 白 金 板 か ら
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な る 。 電 解 質 溶 液 ３ は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ ア ル コ ー ル （ エ タ ノ ー ル ） 、
お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ
７ ． ５ ） で あ る 。 ア ノ ー ド 電 極 １ ５ と カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は 、 間 に 多 孔 質 ポ リ プ ロ ピ レ ン フ
ィ ル ム （ 厚 さ ２ ０ μ ｍ ） １ ７ を 挟 ん で 配 置 さ れ 、 こ れ を 蓋 ２ 付 の ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ
ル １ 中 の 前 記 電 解 液 溶 液 ３ 中 （ １ ０ ｍ Ｌ ） に 配 置 す る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て
３ ７ ℃ に 保 持 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の リ ー ド を ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト （ 東 方 技 研 、 モ デ ル ２ ０ ０
０ ） １ ０ に 接 続 し 、 － １ ． ２ Ｖ か ら ０ ． １ Ｖ ま で 電 圧 を 変 化 さ せ 、 電 圧 － 電 流 特 性 を 測 定
し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： ８ ２ ０ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： ７ ９ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
（ 比 較 例 １ １ ： ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 ）
　 図 １ ８ 及 び 図 ９ を 用 い て 比 較 例 １ １ を 説 明 す る 。 比 較 例 １ １ に か か る 燃 料 電 池 は ア ル コ
ー ル を 燃 料 と す る ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 で あ る 。 比 較 例 １ １ に 係 る ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 の ア
ノ ー ド 電 極 部 を 図 １ ８ を 用 い て 説 明 す る 、 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に ア ル
コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH） 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp
） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ
て い る 。 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH） は 、 比 較 例 ９ で 調 製 し た Saccharomyces 
cerevisiae由 来 の ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以
下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 sceADH： ０ ． ３ ユ
ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る
。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾
燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。 実 施 例 １ １ と 同 様 に し て 、 電 圧 － 電 流 特 性 を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： ２ ４ ５ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： ２ ４ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 実 施 例 １ １ と 比 較 例 １ １ か ら 、 実 施 例 １ １ の ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 の 方 が 、 比 較 例 １ １ の
ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 よ り も 、 電 流 密 度 が 高 く 、 よ り 大 き な 電 流 を 取 り 出 せ る こ と が 明 ら か
と な っ た 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 １ １ の 燃 料 電 池 に お い て は 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い
る 。 こ の た め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら
れ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 （ 実 施 例 １ ２ ： ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 １ ６ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 １ ２ を 説 明 す る 。 実 施 例 １ ２ に か か る 電 気 化 学 反 応 装
置 は ア ル コ ー ル （ エ タ ノ ー ル ） を 基 質 と し て ア セ ト ア ル デ ヒ ド を 生 産 す る ア ル コ ー ル 電 気
化 学 反 応 装 置 で あ る 。 実 施 例 １ ２ に 係 る ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 １
６ を 用 い て 説 明 す る 。 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施
例 ９ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-sceADH::ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル
ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ
ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち His-sceADH::ppuDp（ sceADH： ０
． ３ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ
れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上
放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
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【 ０ ２ １ ９ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て ア ル コ ー ル 電 気 化 学
反 応 装 置 を 構 成 す る 。 銀 塩 化 銀 電 極 を 参 照 電 極 ６ に 、 白 金 線 を 対 極 ５ と し た 三 極 セ ル を 構
成 す る 。 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ ア ル コ ー ル 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ チ ン ア ミ ド ア
デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 電 解 液 を 試 料 溶 液 ３ と
し て 使 用 す る 。 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ７ ℃ に 保 持 し 、 ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 中 窒 素
雰 囲 気 下 ０ ． ３ Ｖ ｖ ｓ Ａ ｇ ／ Ａ ｇ Ｃ ｌ の 電 位 を １ ０ ０ 分 間 印 加 し 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー で 定 量 す る 。 反 応 電 解 液 か ら は 、 ア セ ト ア ル デ ヒ ド が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷
量 と 、 生 成 ア セ ト ア ル デ ヒ ド 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と
が わ か る 。
（ 比 較 例 １ ２ ： ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 １ ８ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 １ ２ を 説 明 す る 。 比 較 例 ４ に か か る 電 気 化 学 反 応 装 置
は ア ル コ ー ル （ エ タ ノ ー ル ） を 基 質 と し て ア セ ト ア ル デ ヒ ド を 生 産 す る ア ル コ ー ル 電 気 化
学 反 応 装 置 で あ る 。 比 較 例 １ ２ に か か る ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 １
８ を 用 い て 説 明 す る 。 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に ア ル
コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH） 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp
） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ
て い る 。 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH） は 、 比 較 例 ９ で 調 製 し た Saccharomyces 
cerevisiae由 来 の ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH） で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、
そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち sceADH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 pp
uDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極
部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ
と に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 用 い て 、 実 施 例 １ ２ と 同 様 に 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で
定 量 す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 ア セ ト ア ル デ ヒ ド が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 ア セ ト ア ル デ ヒ
ド 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。 し か し な が ら 実
施 例 １ ２ の 場 合 よ り も 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 は 小 さ い 値 で あ る こ と が わ か る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 実 施 例 １ ２ と 比 較 例 １ ２ か ら 、 実 施 例 １ ２ の ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 の 方 が 、 比 較
例 １ ２ の ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 よ り も 、 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 が 高 く 、 よ り
効 率 的 に ア ル コ ー ル を ア セ ト ア ル デ ヒ ド に 変 換 出 来 る こ と が 明 ら か と な る 。 酵 素 電 極 上 に
固 定 さ れ て い る ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ に も か か わ ら
ず 、 実 施 例 １ ２ の 電 気 化 学 反 応 装 置 に お い て は 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ
ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 NAD／ N
ADHを 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら れ た 。

（ 実 施 例 １ ３ ： Pyrococcus furiosus由 来 の ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuADH） と Pyr
ococcus horikoshii由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ phoDp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-pfuADH::p
hoDp） [配 列 番 号 ４ ３ 、 ４ ４ ]の 調 製 ）
　 Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム D
NAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ １ ４ ７ ｂ
ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGtttttcctaaagactaagattatcgaggga-3' (BamHI) [配 列 番 号 ３ ８ ]
5'-aataatAAGCTTatctccatagaaggccctctcataaattct-3' (HindIII) [配 列 番 号 ３ ９ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
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同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuADH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuADHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 次 に Pyrococcus horikoshii KT2440 [ATCC 700860]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す
る 。 こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを
行 い 、 １ ３ ４ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGaagatagtagttataggatctggaactgct-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ７ ]
5'-aataatCTCGAGtcatgacttaaattttctcatggccatttc-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ８ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-pfuADHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuADH、 phoDp共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuADH-phoDpを 作 製 す る
。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 次 に 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後 徐
冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTagcggcggcagcggcagcggcggcagcggcCA-3' [配 列 番 号 ２ ９ ]
5'-TATGgccgctgccgccgctgccgctgccgccgctA-3' [配 列 番 号 ３ ０ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-pfuADH-phoDpの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト に
挿 入 し 、 His-pfuADHと phoDpが ス ペ ー サ ー 配 列 SGGSGSGGSGに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ ン パ
ク 質 His-pfuADH::phoDp発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuADH::phoDp [配 列 番 号 ４ ０ ]を 作 製 す る
。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 次 に Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNA
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ １ ４ ５ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgttcctaaagactaagattatcgagggaagg-3' (Nco I) [配 列 番 号 ４ １ ]
5'-aataatAAGCTTatctccatagaaggccctctcataaattct-3' (HindIII) [配 列 番 号 ３ ９ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuADH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuADHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 次 に Pyrococcus horikoshii KT2440 [ATCC 700860]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の
合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ４ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る
。
5'-aataatCATATGaagatagtagttataggatctggaactgct-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ７ ]
5'-aataatCTCGAGtcatgacttaaattttctcatggccatttc-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ８ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-pfuADHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuADH、 phoDp共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuADH-phoDp [配 列 番 号 ４ ２
]を 作 製 す る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuADH::phoDpお よ び pCDFDuet-pfuADH-phoDpを 用 い 常 法 に 従 い E.
coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ
イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、
170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培
養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃
 PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g
、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
こ う し て 得 ら れ る 好 熱 菌 由 来 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 ア ル コ ー ル セ ン サ ー や 燃 料 電 池
等 を 上 述 の 実 施 例 同 様 に 作 製 で き る 。
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　 （ 実 施 例 １ ７ ： Lactobacillus plantarum由 来 の 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ lplLDH） と Glu
conobacter oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxDp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-lplLDH::g
oxDp） [配 列 番 号 ５ ６ 、 ５ ７ ]の 調 製 ）
　 Lactobacillus plantarum [ATCC 10241]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ９ ８
２ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGtcaagcatgccaaatcatcaaaaagttgtg-3' (BamHI) [配 列 番 号 ４ ７ ]
5'-aataatAAGCTTtttattttctaattcagctaaaccgtcgtt-3' (HindIII) [配 列 番 号 ４ ８ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-lplLDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-lplLDHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans [ATCC 621H]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ４
２ ８ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtgcgatacgttcgatctgattgttgttggt-3' (NdeI) [配 列 番 号 ４ ９ ]
 5'-aataatCTCGAGtcagatatgcagcgggccgtcgaaggccgc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ５ ０ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-lplLDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-lplLDH、 goxDp共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-lplLDH-goxDpを 作 製 す る
。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 次 に 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後 徐
冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTgaaggcaaaagcagcggcagcggcagcgaaagcaaaagcaccCA-3' [配 列 番 号 ５ １ ]
5'-TATGggtgcttttgctttcgctgccgctgccgctgcttttgccttcA-3' [配 列 番 号 ５ ２ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-lplLDH-goxDpの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト に
挿 入 し 、 His-lplLDHと goxDpが ス ペ ー サ ー 配 列 EGKSSGSGSESKSTに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ
ン パ ク 質 His-lplLDH::goxDp発 現 ベ ク タ ー pETDuet-lplLDH::goxDp [配 列 番 号 ５ ３ ]を 作 製
す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 次 に Lactobacillus plantarum [ATCC 10241]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ
ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ９ ８ ０ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgagcatgccaaatcatcaaaaagttgtgtta-3' (Nco I) [配 列 番 号 ５ ４ ]
5'-aataatAAGCTTtttattttctaattcagctaaaccgtcgtt-3' (HindIII) [配 列 番 号 ４ ８ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 lplLDH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-lplLDHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans  [ATCC 621H]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ
ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ４ ２ ８ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtgcgatacgttcgatctgattgttgttggt-3' (NdeI) [配 列 番 号 ４ ９ ]
5'-aataatCTCGAGtcagatatgcagcgggccgtcgaaggccgc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ５ ０ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-lplLDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 lplLDH、 goxDp共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-lplLDH-goxDp [配 列 番 号 ５ ５
]を 作 製 す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-lplLDH::goxDpお よ び pCDFDuet-lplLDH-goxDpを 用 い 、 常 法 に 従 い
E.coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト
マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
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　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、
170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培
養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃
 PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g
、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 （ 比 較 例 １ ７ ： 対 照 と し て の lplLDHお よ び goxDpの 調 製 ）
　 Lactobacillus plantarum [ATCC 10241]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 約 ９
８ ０ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATatgtcaagcatgccaaatcatcaaaaagttgtg-3' (NdeI)[配 列 番 号 ５ ８ ]
5'-aataatCTCGAGtttattttctaattcagctaaaccgtcgtt-3' (XhoI)[配 列 番 号 ５ ９ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 lplLDH-His発 現 ベ ク タ ー pET21-lplLDHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans  [ATCC 621H]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の
ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 約
１ ４ ２ ０ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtgcgatacgttcgatctgattgttgttggt-3' (NdeI) [配 列 番 号 ４ ９ ]
5'-aataatCTCGAGgatatgcagcgggccgtcgaaggccgccag-3' (XhoI) [配 列 番 号 ６ ０ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 goxDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-goxDpを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-lplLDHお よ び pET21-goxDpを そ れ ぞ れ 個 別 に 、 E.coli BL21(DE3)を
常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別
す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 得 ら れ た そ れ ぞ れ の 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ
レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時
間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。
IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁
す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )
し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確
認 し た 後 、 そ れ ぞ れ の 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム
を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 （ 実 施 例 １ ８ ： 乳 酸 セ ン サ ー ）
　 図 ２ ２ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 １ ８ を 説 明 す る 。 実 施 例 １ ８ に か か る セ ン サ ー は 試 料
溶 液 中 の 乳 酸 を 定 量 す る 乳 酸 セ ン サ ー で あ る 。 実 施 例 １ ８ に 係 る 乳 酸 セ ン サ ー の 酵 素 電 極
部 を 図 ２ ２ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 １ ７ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-lplLDH::goxDp
） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ
て い る 。 各 成 分 は 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち
His-lplLDH::goxDp（ lplLDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６
μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電
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極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 、 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て 乳 酸 セ ン サ ー を
構 成 す る 。 対 極 ５ は 白 金 線 、 参 照 極 ６ は 銀 ／ 塩 化 銀 電 極 で 構 成 す る 。 こ れ ら の 電 極 は 、 そ
れ ぞ れ ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト １ ０ を 介 し て 電 流 な ど を 測 定 す る 。 試 料 溶 液 ３ と し て は 、 所 定
濃 度 の 乳 酸 （ L‐ 乳 酸 ） 、 お よ び １ ｍ M  NADを 含 む ０ ． １ M  PIPES－ NaOH緩 衝 水 溶 液 （ ｐ H
７ ． ５ ） を 用 い る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ０ ℃ に 保 持 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 前 述 の 乳 酸 セ ン サ ー を 用 い て 次 の よ う に 定 量 を 行 う 。 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６ に 対 し て
３ ０ ０ ｍ Vの 電 位 を 印 加 す る 。 こ の と き 、 試 料 溶 液 ３ 中 の 乳 酸 は 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の
存 在 下 で ピ ル ビ ン 酸 に 酸 化 さ れ 、 こ の 反 応 で Ｎ Ａ Ｄ が NADHに 還 元 さ れ る 。 次 に 前 記 乳 酸 デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に 融 合 し た ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 存 在 下 で NADHは NADに 酸 化 さ れ 、 こ の 反 応 で
電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ で あ る フ ェ ロ セ ン が 酸 化 さ れ 、 フ ェ リ シ ニ ウ ム イ オ ン が 生 成 さ れ る
。 （ 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６ に 対 し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電 位 が 印 加 さ れ て い る た め 、 ） フ ェ リ
シ ニ ウ ム イ オ ン は 作 用 電 極 ４ か ら 電 子 を う け と り フ ェ ロ セ ン に 還 元 さ れ る 。 作 用 電 極 ４ で
の 電 子 の 移 動 に よ る 電 流 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試 料 溶 液 中 の 乳 酸 濃 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 （ 比 較 例 １ ８ ： 乳 酸 セ ン サ ー ）
　 図 ２ ４ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 １ ８ を 説 明 す る 。 比 較 例 １ ８ に か か る セ ン サ ー は 試 料
溶 液 中 の 乳 酸 を 定 量 す る 乳 酸 セ ン サ ー で あ る 。 比 較 例 １ ８ に 係 る 乳 酸 セ ン サ ー の 酵 素 電 極
部 を 図 ２ ４ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ う る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ lplLDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxD
p） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ
れ て い る 。 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ lplLDH） は 比 較 例 １ ７ で 調 製 し た Lactobacillus plan
tarum由 来 の 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ lplLDH） で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxDp） は 、 Gluc
onobacter oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の
最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち lplLDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ
ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上
記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う
。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 、 実 施 例 １ ８ と 同 様 に 試 料 溶 液 中 の 乳 酸 濃 度 を 測 定 す る 。 実 施 例 １ ８
の 結 果 と 比 較 例 １ ８ の 結 果 の 相 違 は 、 図 １ １ の Ａ と Ｂ の 相 違 に 類 似 す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 実 施 例 １ ８ と 比 較 例 １ ８ か ら 、 実 施 例 １ ８ の 乳 酸 セ ン サ ー の 方 が 、 比 較 例 １ ８ の 乳 酸 セ
ン サ ー よ り も 、 乳 酸 濃 度 に 対 す る 感 度 が 高 く 、 よ り 低 濃 度 の 乳 酸 を 定 量 出 来 る こ と が 明 ら
か と な っ た 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量
は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 １ ８ の 酵 素 電 極 に お い て は 、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た
め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら れ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 （ 実 施 例 １ ９ ： 乳 酸 燃 料 電 池 ）
　 図 ２ ２ 及 び 図 ９ を 用 い て 実 施 例 １ ９ を 説 明 す る 。 実 施 例 １ ９ に か か る 燃 料 電 池 は 乳 酸 を
燃 料 と す る 乳 酸 燃 料 電 池 で あ る 。 実 施 例 １ ９ に 係 る 乳 酸 燃 料 電 池 の ア ノ ー ド 電 極 部 を 図 ２
２ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ
ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 １ ７ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-lplLDH::
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goxDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固
定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 比 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上
に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 His-lplLDH::goxDp（ lplLDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０
． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の
作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に
よ り 行 う 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 実 施 例 １ ９ に 係 る 乳 酸 燃 料 電 池 の カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の 白 金 板 か ら な る 。
電 解 質 溶 液 ３ は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ 乳 酸 （ L‐ 乳 酸 ） 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ
コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で あ る
。 ア ノ ー ド 電 極 １ ５ と カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は 、 間 に 多 孔 質 ポ リ プ ロ ピ レ ン フ ィ ル ム （ 厚 さ ２
０ μ ｍ ） １ ７ を 挟 ん で 配 置 さ れ 、 こ れ を 蓋 ２ 付 の ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 中 の 前 記 電
解 液 溶 液 ３ 中 （ １ ０ ｍ Ｌ ） に 配 置 す る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ０ ℃ に 保 持 さ
れ る 。 そ れ ぞ れ の リ ー ド を ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト （ 東 方 技 研 、 モ デ ル ２ ０ ０ ０ ） １ ０ に 接 続
し 、 － １ ． ２ Ｖ か ら ０ ． １ Ｖ ま で 電 圧 を 変 化 さ せ 、 電 圧 － 電 流 特 性 を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： １ ３ ３ ０ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： １ ２ ０ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 （ 比 較 例 １ ９ ： 乳 酸 燃 料 電 池 ）
　 図 ２ ４ 及 び 図 ９ を 用 い て 比 較 例 １ ９ を 説 明 す る 。 比 較 例 １ ９ に か か る 燃 料 電 池 は 乳 酸 を
燃 料 と す る 乳 酸 燃 料 電 池 で あ る 。 比 較 例 １ ９ に 係 る 乳 酸 燃 料 電 池 の ア ノ ー ド 電 極 部 を 図 ２
４ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ
ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ lplLDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （
goxDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固
定 さ れ て い る 。 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ lplLDH） は 比 較 例 １ ７ で 調 製 し た Lactobacillus 
plantarum由 来 の 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxDp） は Gluconobacte
r oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃
度 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 lplLDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxD
p： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部
の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と
に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 比 較 例 １ ９ に 係 る 乳 酸 燃 料 電 池 の カ ソ ー ド 電 極 を 用 い て 実 施 例 １ ９ と 同 様 に 、 電 圧 － 電
流 特 性 を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： ３ ９ ６ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： ３ ７ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 実 施 例 １ ９ と 比 較 例 １ ９ か ら 、 実 施 例 １ ９ の 乳 酸 燃 料 電 池 の 方 が 、 比 較 例 １ ９ の 乳 酸 燃
料 電 池 よ り も 、 電 流 密 度 が 高 く 、 よ り 大 き な 電 流 を 取 り 出 せ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 酵
素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に
も か か わ ら ず 、 実 施 例 １ ９ の 燃 料 電 池 に お い て は 、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー
ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 NAD／ NADH
を 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら れ た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 （ 実 施 例 ２ ０ ： 乳 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 ２ ２ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ２ ０ を 説 明 す る 。 実 施 例 ２ ０ に か か る 電 気 化 学 反 応 装
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置 は 乳 酸 （ L‐ 乳 酸 ） を 基 質 と し て ピ ル ビ ン 酸 を 生 産 す る 乳 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 で あ る 。
実 施 例 ２ ０ に 係 る 乳 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 ２ ２ を 用 い て 説 明 す る 。 酵 素 電
極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施
例 １ ７ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-lplLDH::goxDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ
ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ
れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち His-lplLDH::goxDp（ lplLDH：
０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製
さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以
上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て 乳 酸 電 気 化 学 反 応 装
置 を 構 成 す る 。 銀 塩 化 銀 電 極 を 参 照 電 極 ６ に 、 白 金 線 を 対 極 ５ と し た 三 極 セ ル を 構 成 す る
。 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ 乳 酸 （ L‐ 乳 酸 ） 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ チ ン ア ミ ド ア
デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 電 解 液 を 試 料 溶 液 ３ と
し て 使 用 し 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ０ ℃ に 保 持 さ れ る 。 ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 中 窒
素 雰 囲 気 下 ０ ． ３ Ｖ ｖ ｓ Ａ ｇ ／ Ａ ｇ Ｃ ｌ の 電 位 を １ ０ ０ 分 間 印 加 し 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 定 量 す る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 ピ ル ビ ン 酸 が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 ピ ル ビ ン 酸 量 に は 、 高
い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 （ 比 較 例 ２ ０ ： 乳 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 ２ ４ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ２ ０ を 説 明 す る 。 比 較 例 ２ ０ に か か る 電 気 化 学 反 応 装
置 は 乳 酸 （ L‐ 乳 酸 ） を 基 質 と し て ピ ル ビ ン 酸 を 生 産 す る 乳 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 で あ る 。
比 較 例 ２ ０ に か か る 乳 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 ２ ４ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ
ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ lplLDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxD
p） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ
れ て い る 。 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ lplLDH） は 、 比 較 例 １ ７ で 調 製 し た Lactobacillus pl
antarum由 来 の 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxDp） は Gluconobacter 
oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度
に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち lplLDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-
PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水
溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 用 い て 実 施 例 ２ ０ と 同 様 に 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 定
量 す る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 ピ ル ビ ン 酸 が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 ピ ル ビ ン 酸 量 に は 、 高
い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。 し か し な が ら 実 施 例 ２ ０ の 場
合 よ り も 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 は 小 さ い 値 で あ る こ と が わ か る 。 実 施 例 ２ ０ と 比 較
例 ２ ０ か ら 、 実 施 例 ２ ０ の 乳 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 の 方 が 、 比 較 例 ２ ０ の 乳 酸 電 気 化 学 反 応
装 置 よ り も 、 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 が 高 く 、 よ り 効 率 的 に 乳 酸 を ピ ル ビ ン 酸 に 変 換
出 来 る こ と が 明 ら か と な る 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア
フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ２ ０ の 電 気 化 学 反 応 装 置 に お い て は
、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に
保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る
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た め と 考 え ら れ た 。

　 （ 実 施 例 ２ １ ： Thermotoga maritima由 来 の 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ tmaLDH） と Thermot
oga maritima由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ tmaDp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-tmaLDH::tmaDp）
[配 列 番 号 ６ ８ 、 ６ ９ ]の 調 製 ）
　 Thermotoga maritima [ATCC 43589]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム D
NAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ９ ７ ９ ｂ ｐ
の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGaaaataggtatcgtaggactcggaagggtt-3' (BamHI) [配 列 番 号 ６ １ ]
5'-aataatAAGCTTaccgctggtgttctggtgcttgttctcttc-3' (HindIII) [配 列 番 号 ６ ２ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-tmaLDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-tmaLDHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 次 に Thermotoga maritima [ATCC 43589]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３
７ １ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtacgatgctgtgatcataggaggaggaccc-3' (NdeI) [配 列 番 号 ６ ３ ]
5'-aataatCTCGAGtcacagatgaatgggttttcctgagacccc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ６ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-tmaLDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-tmaLDH、 tmaDp共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-tmaLDH-tmaDpを 作 製 す る
。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 次 に 、 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後
徐 冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTgaaggcaaaagcagcggcagcggcagcgaaagcaaaagcaccCA-3' [配 列 番 号 ５ １ ]
5'-TATGggtgcttttgctttcgctgccgctgccgctgcttttgccttcA-3' [配 列 番 号 ５ ２ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-tmaLDH-tmaDpの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト に
挿 入 し 、 His-tmaLDHと tmaDpが ス ペ ー サ ー 配 列 EGKSSGSGSESKSTに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ
ン パ ク 質 His-tmaLDH::tmaDp発 現 ベ ク タ ー pETDuet-tmaLDH::tmaDp [配 列 番 号 ６ ５ ]を 作 製
す る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 次 に Thermotoga maritima [ATCC 43589]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNA
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ９ ７ ７ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgataggtatcgtaggactcggaagggttggt-3' (Nco I) [配 列 番 号 ６ ６ ]
5'-aataatAAGCTTatctccatagaaggccctctcataaattct-3' (HindIII) [配 列 番 号 ６ ２ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 tmaLDH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-tmaLDHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 次 に Thermotoga maritima  [ATCC 43589]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ
DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ７ １ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtacgatgctgtgatcataggaggaggaccc-3' (NdeI) [配 列 番 号 ６ ３ ]
5'-aataatCTCGAGtcacagatgaatgggttttcctgagacccc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ６ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-tmaLDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 tmaLDH、 tmaDp共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-tmaLDH-tmaDp [配 列 番 号 ６ ７
]を 作 製 す る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-tmaLDH::tmaDpお よ び pCDFDuet-tmaLDH-tmaDpを 用 い 、 常 法 に 従 い
E.coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト
マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
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　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 37℃ 、
170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培
養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃
 PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g
、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 こ う し て 得 ら れ た 好 熱 菌 由 来 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 乳 酸 セ ン サ ー 等 に 適 用 で き る 。

（ 実 施 例 ２ ５ ： Pseudomonas putida由 来 の リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ ppuMDH） と Glucon
obacter oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxDp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-ppuMDH::goxD
p） [配 列 番 号 ７ ８ 、 ７ ９ ]の 調 製 ）
　 Pseudomonas putida [ATCC 47054]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム DN
Aを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ２ ８ ８ ｂ
ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGtcagacctgaaaaccgccgctctcgaatat-3' (BamHI) [配 列 番 号 ７ ３ ]
5'-aataatAAGCTTgccgttgaacacttcatccacgctggtcag-3' (HindIII) [配 列 番 号 ７ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-ppuMDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-ppuMDHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans [ATCC 621H]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAと し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ４ ２ ８ ｂ ｐ の DNA
増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtgcgatacgttcgatctgattgttgttggt-3' (NdeI) [配 列 番 号 ４ ９ ]
5'-aataatCTCGAGtcagatatgcagcgggccgtcgaaggccgc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ５ ０ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-ppuMDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-ppuMDH、 goxDp共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-ppuMDH-goxDpを 作 製 す る
。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 次 に 、 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後
徐 冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTgaaggcaaaagcagcggcagcggcagcgaaagcaaaagcaccCA-3' [配 列 番 号 ５ １ ]
5'-TATGggtgcttttgctttcgctgccgctgccgctgcttttgccttcA-3' [配 列 番 号 ５ ２ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-ppuMDH-goxDpの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト に
挿 入 し 、 His-ppuMDHと goxDpが ス ペ ー サ ー 配 列 EGKSSGSGSESKSTに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ
ン パ ク 質 His-ppuMDH::goxDp発 現 ベ ク タ ー pETDuet-ppuMDH::goxDp [配 列 番 号 ７ ５ ]を 作 製
す る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 次 に Pseudomonas putida [ATCC 47054]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNA
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ２ ８ ６ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcggacctgaaaaccgccgctctcgaatatcac-3' (Nco I) [配 列 番 号 ７ ６ ]
5'-aataatAAGCTTgccgttgaacacttcatccacgctggtcag-3' (HindIII) [配 列 番 号 ７ ４ ]
こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 ppuMDH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-ppuMDHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans  [ATCC 621H]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ
ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ４ ２ ８ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtgcgatacgttcgatctgattgttgttggt-3' (NdeI) [配 列 番 号 ４ ９ ]
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5'-aataatCTCGAGtcagatatgcagcgggccgtcgaaggccgc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ５ ０ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-ppuMDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 ppuMDH、 goxDp共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-ppuMDH-goxDp [配 列 番 号 ７ ７
]を 作 製 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-ppuMDH::goxDpお よ び pCDFDuet-ppuMDH-goxDpを 用 い 、 常 法 に 従 い
E.coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト
マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、
170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培
養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃
 PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g
、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 （ 比 較 例 ２ ５ ： 対 照 と し て の ppuMDHお よ び goxDpの 調 製 ）
　 Pseudomonas putida [ATCC 47054]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム DN
Aを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 約 １ ２ ９ ０
ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATatgtcagacctgaaaaccgccgctctcgaatat-3' (NdeI)[配 列 番 号 ８ ０ ]
5'-aataatCTCGAGgccgttgaacacttcatccacgctggtcag-3' (XhoI)[配 列 番 号 ８ １ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 ppuMDH-His発 現 ベ ク タ ー pET21-ppuMDHを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans  [ATCC 621H]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の
ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 約
１ ４ ２ ０ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtgcgatacgttcgatctgattgttgttggt-3' (NdeI) [配 列 番 号 ４ ９ ]
5'-aataatCTCGAGgatatgcagcgggccgtcgaaggccgccag-3' (XhoI) [配 列 番 号 ６ ０ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 goxDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-goxDpを 作 製 す る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-ppuMDHお よ び pET21-goxDpを そ れ ぞ れ 個 別 に 用 い 、 E.coli BL21(DE3
)を 常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て
選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 得 ら れ た そ れ ぞ れ の 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ
レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時
間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。
IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁
す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )
し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確
認 し た 後 、 そ れ ぞ れ の 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム
を 用 い て 精 製 す る 。

　 （ 実 施 例 ２ ６ ： リ ン ゴ 酸 セ ン サ ー ）
　 図 ２ ８ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ２ ６ を 説 明 す る 。 実 施 例 ２ ６ に か か る セ ン サ ー は 試 料
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溶 液 中 の リ ン ゴ 酸 を 定 量 す る リ ン ゴ 酸 セ ン サ ー で あ る 。 実 施 例 ２ ６ に 係 る リ ン ゴ 酸 セ ン サ
ー の 酵 素 電 極 部 を 図 ２ ８ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ２ ５ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-ppuMDH::goxDp
） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ
て い る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ
ち His-ppuMDH::goxDp（ ppuMDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １
６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を
電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 、 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て リ ン ゴ 酸 セ ン サ
ー を 構 成 す る 。 対 極 ５ は 白 金 線 、 参 照 極 ６ は 銀 ／ 塩 化 銀 電 極 で 構 成 す る 。 こ れ ら の 電 極 は
、 そ れ ぞ れ ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト １ ０ を 介 し て 電 流 な ど を 測 定 す る 。 試 料 溶 液 ３ と し て は 、
所 定 濃 度 の リ ン ゴ 酸 、 お よ び １ ｍ M  NADを 含 む ０ ． １ M  PIPES－ NaOH緩 衝 水 溶 液 （ ｐ H７
． ５ ） を 用 い る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ０ ℃ に 保 持 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 前 述 の リ ン ゴ 酸 セ ン サ ー を 用 い て 次 の よ う に 定 量 を 行 う 。 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６ に 対
し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電 位 を 印 加 す る 。 こ の と き 、 試 料 溶 液 ３ 中 の リ ン ゴ 酸 は リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ の 存 在 下 で ピ ル ビ ン 酸 に 酸 化 さ れ 、 こ の 反 応 で Ｎ Ａ Ｄ が NADHに 還 元 さ れ る 。 次
に 前 記 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に 融 合 し た ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 存 在 下 で NADHは NADに 酸 化
さ れ 、 こ の 反 応 で 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ で あ る フ ェ ロ セ ン が 酸 化 さ れ 、 フ ェ リ シ ニ ウ ム イ
オ ン が 生 成 さ れ る 。 （ 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６ に 対 し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電 位 が 印 加 さ れ て い
る た め 、 ） フ ェ リ シ ニ ウ ム イ オ ン は 作 用 電 極 ４ か ら 電 子 を う け と り フ ェ ロ セ ン に 還 元 さ れ
る 。 作 用 電 極 ４ で の 電 子 の 移 動 に よ る 電 流 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試 料 溶 液 中 の リ ン ゴ 酸
濃 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 （ 比 較 例 ２ ６ ： リ ン ゴ 酸 セ ン サ ー ）
図 ３ ０ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ２ ６ を 説 明 す る 。 比 較 例 ２ ６ に か か る セ ン サ ー は 試 料 溶
液 中 の リ ン ゴ 酸 を 定 量 す る リ ン ゴ 酸 セ ン サ ー で あ る 。 比 較 例 ２ ６ に 係 る リ ン ゴ 酸 セ ン サ ー
の 酵 素 電 極 部 を 図 ３ ０ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ ppuMDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ go
xDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定
さ れ て い る 。 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ ppuMDH） は 、 比 較 例 ２ ５ で 調 製 し た Pseudomona
s putida由 来 の リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxDp） は 、 Glucono
bacter oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適
の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち ppuMDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ
ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成
分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 用 い て 、 実 施 例 ２ ６ と 同 様 に し て 、 試 料 溶 液 中 の リ ン ゴ 酸 濃 度 を 測 定
す る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 実 施 例 ２ ６ と 比 較 例 ２ ６ に お け る 結 果 の 相 違 は 、 図 １ １ の Ａ と Ｂ の 相 違 に 類 似 し た 傾 向
を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 実 施 例 ２ ６ と 比 較 例 ２ ６ か ら 、 実 施 例 ２ ６ の リ ン ゴ 酸 セ ン サ ー の 方 が 、 比 較 例 ２ ６ の リ
ン ゴ 酸 セ ン サ ー よ り も 、 リ ン ゴ 酸 濃 度 に 対 す る 感 度 が 高 く 、 よ り 低 濃 度 の リ ン ゴ 酸 を 定 量
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出 来 る こ と が 明 ら か と な っ た 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及
び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ２ ６ の 酵 素 電 極 に お い て は 、
リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍
に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ
る た め と 考 え ら れ た 。
（ 実 施 例 ２ ７ ： リ ン ゴ 酸 燃 料 電 池 ）
　 図 ２ ８ 及 び 図 ９ を 用 い て 実 施 例 ２ ７ を 説 明 す る 。 実 施 例 ２ ７ に か か る 燃 料 電 池 は リ ン ゴ
酸 を 燃 料 と す る リ ン ゴ 酸 燃 料 電 池 で あ る 。 実 施 例 ２ ７ に 係 る リ ン ゴ 酸 燃 料 電 池 の ア ノ ー ド
電 極 部 を 図 ２ ８ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ
ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ２ ５ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-ppuMDH::
goxDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固
定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 比 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０
上 に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 His-ppuMDH::goxDp（ ppuMDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp：
０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部
の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と
に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 実 施 例 ２ ７ に 係 る リ ン ゴ 酸 燃 料 電 池 の カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の 白 金 板 か ら な
る 。 電 解 質 溶 液 ３ は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ リ ン ゴ 酸 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ チ
ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で あ る 。 ア
ノ ー ド 電 極 １ ５ と カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は 、 間 に 多 孔 質 ポ リ プ ロ ピ レ ン フ ィ ル ム （ 厚 さ ２ ０ μ
ｍ ） １ ７ を 挟 ん で 配 置 さ れ 、 こ れ を 蓋 ２ 付 の ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 中 の 前 記 電 解 液
溶 液 ３ 中 （ １ ０ ｍ Ｌ ） に 配 置 す る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ０ ℃ に 保 持 さ れ る
。 そ れ ぞ れ の リ ー ド を ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト （ 東 方 技 研 、 モ デ ル ２ ０ ０ ０ ） １ ０ に 接 続 し 、
－ １ ． ２ Ｖ か ら ０ ． １ Ｖ ま で 電 圧 を 変 化 さ せ 、 電 圧 － 電 流 特 性 を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： １ ０ ２ ５ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： ９ ８ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
（ 比 較 例 ２ ７ ： リ ン ゴ 酸 燃 料 電 池 ）
　 図 ３ ０ 及 び 図 ９ を 用 い て 比 較 例 ２ ７ を 説 明 す る 。 比 較 例 ２ ７ に か か る 燃 料 電 池 は リ ン ゴ
酸 を 燃 料 と す る リ ン ゴ 酸 燃 料 電 池 で あ る 。 比 較 例 ２ ７ に 係 る リ ン ゴ 酸 燃 料 電 池 の ア ノ ー ド
電 極 部 を 図 ３ ０ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ
ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ ppuMDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー
ゼ （ goxDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ
て 固 定 さ れ て い る 。 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ ppuMDH） は 、 比 較 例 ２ ５ で 調 製 し た Pseu
domonas putida由 来 の リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxDp） は 、 G
luconobacter oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下
の 最 適 の 濃 度 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 ppuMDH： ０ ． ３ ユ ニ
ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。
酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥
さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 比 較 例 ２ ７ に 係 る リ ン ゴ 酸 燃 料 電 池 を 用 い て 、 実 施 例 ２ ７ と 同 様 に 電 圧 － 電 流 特 性 を 測
定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： ２ ９ ７ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： ３ ０ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2
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の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 実 施 例 ２ ７ と 比 較 例 ２ ７ か ら 、 実 施 例 ２ ７ の リ ン ゴ 酸 燃 料 電 池 の 方 が 、 比 較 例 ２ ７ の リ
ン ゴ 酸 燃 料 電 池 よ り も 、 電 流 密 度 が 高 く 、 よ り 大 き な 電 流 を 取 り 出 せ る こ と が 明 ら か と な
っ た 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は
同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ２ ７ の 燃 料 電 池 に お い て は 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の
た め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら れ た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 （ 実 施 例 ２ ８ ： リ ン ゴ 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 ２ ８ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ２ ８ を 説 明 す る 。 実 施 例 ２ ８ に か か る 電 気 化 学 反 応 装
置 は リ ン ゴ 酸 を 基 質 と し て ピ ル ビ ン 酸 を 生 産 す る リ ン ゴ 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 で あ る 。 実 施
例 ２ ８ に 係 る リ ン ゴ 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 ２ ８ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ
ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ２ ５ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-ppuMDH::goxD
p） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ
れ て い る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な
わ ち His-ppuMDH::goxDp（ ppuMDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA：
１ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液
を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て リ ン ゴ 酸 電 気 化 学 反
応 装 置 を 構 成 す る 。 銀 塩 化 銀 電 極 を 参 照 電 極 ６ に 、 白 金 線 を 対 極 ５ と し た 三 極 セ ル を 構 成
す る 。 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ リ ン ゴ 酸 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ
ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 電 解 液 を 試 料 溶 液 ３ と し て
使 用 し 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ０ ℃ に 保 持 さ れ る 。 ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 中 窒 素 雰
囲 気 下 ０ ． ３ Ｖ ｖ ｓ Ａ ｇ ／ Ａ ｇ Ｃ ｌ の 電 位 を １ ０ ０ 分 間 印 加 し 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー で 定 量 す る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 ピ ル ビ ン 酸 が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 ピ ル ビ ン 酸 量 に は 、 高
い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。
（ 比 較 例 ２ ８ ： リ ン ゴ 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 ３ ０ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ２ ８ を 説 明 す る 。 比 較 例 ２ ８ に か か る 電 気 化 学 反 応 装
置 は リ ン ゴ 酸 を 基 質 と し て ピ ル ビ ン 酸 を 生 産 す る リ ン ゴ 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 で あ る 。 比 較
例 ２ ８ に か か る リ ン ゴ 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 ３ ０ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ
ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ ppuMDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （
goxDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固
定 さ れ て い る 。 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ ppuMDH） は 、 比 較 例 ２ ５ で 調 製 し た Pseudomo
nas putida由 来 の リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxDp） は Glucono
bacter oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適
の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち ppuMDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ
ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成
分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 用 い て 、 実 施 例 ２ ８ と 同 様 に 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で
定 量 す る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
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　 反 応 電 解 液 か ら は 、 ピ ル ビ ン 酸 が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 ピ ル ビ ン 酸 量 に は 、 高
い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。 し か し な が ら 実 施 例 ２ ８ の 場
合 よ り も 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 は 小 さ い 値 で あ る こ と が わ か る 。
実 施 例 ２ ８ と 比 較 例 ２ ８ か ら 、 実 施 例 ２ ８ の リ ン ゴ 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 の 方 が 、 比 較 例 ２
８ の リ ン ゴ 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 よ り も 、 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 が 高 く 、 よ り 効 率 的
に リ ン ゴ 酸 を ピ ル ビ ン 酸 に 変 換 出 来 る こ と が 明 ら か と な る 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る
リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例
２ ８ の 電 気 化 学 反 応 装 置 に お い て は 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合
し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 NAD／ NADHを 介 し た
両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら れ た 。

　 （ 実 施 例 ２ ９ ： Pyrococcus furiosus由 来 の リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuMDH） と The
rmotoga maritima由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ tmaDp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-pfuMDH::tma
Dp） [配 列 番 号 ８ ７ 、 ８ ８ ]の 調 製 ）
　 Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム D
NAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ２ ７ ｂ
ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGgctaggatcactgaggaacaaagaaggaaa-3' (BamHI) [配 列 番 号 ８ ２ ]
5'-aataatAAGCTTagtaatgtactgtttccttctttcatttaa-3' (HindIII) [配 列 番 号 ８ ３ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuMDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuMDHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 次 に Thermotoga maritima [ATCC 43589]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３
７ １ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtacgatgctgtgatcataggaggaggaccc-3' (NdeI) [配 列 番 号 ６ ３ ]
5'-aataatCTCGAGtcacagatgaatgggttttcctgagacccc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ６ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-pfuMDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuMDH、 tmaDp共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuMDH-tmaDpを 作 製 す る
。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 次 に 、 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後
徐 冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTgaaggcaaaagcagcggcagcggcagcgaaagcaaaagcaccCA-3' [配 列 番 号 ５ １ ]
5'-TATGggtgcttttgctttcgctgccgctgccgctgcttttgccttcA-3' [配 列 番 号 ５ ２ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-pfuMDH-tmaDpの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト に
挿 入 し 、 His-pfuMDHと tmaDpが ス ペ ー サ ー 配 列 EGKSSGSGSESKSTに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ
ン パ ク 質 His-pfuMDH::tmaDp発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuMDH::tmaDp [配 列 番 号 ８ ４ ]を 作 製
す る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 次 に Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNA
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ２ ５ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgaggatcactgaggaacaaagaaggaaactt-3' (Nco I) [配 列 番 号 ８ ５ ]
5'-aataatAAGCTTagtaatgtactgtttccttctttcatttaa-3' (HindIII) [配 列 番 号 ８ ３ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuMDH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuMDHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 次 に Thermotoga maritima  [ATCC 43589]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ
DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ７ １ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtacgatgctgtgatcataggaggaggaccc-3' (NdeI) [配 列 番 号 ６ ３ ]
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5'-aataatCTCGAGtcacagatgaatgggttttcctgagacccc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ６ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-pfuMDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuMDH、 tmaDp共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuMDH-tmaDp [配 列 番 号 ８ ６
]を 作 製 す る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuMDH::tmaDpお よ び pCDFDuet-pfuMDH-tmaDpを 用 い 常 法 に 従 い E.
coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ
イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 3７ ℃
、 170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間
培 養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4
℃  PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000×
g、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 こ う し て 得 ら れ る 好 熱 菌 由 来 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 リ ン ゴ 酸 セ ン サ ー や 燃 料 電 池
等 を 構 成 で き る 。

　 （ 実 施 例 ３ ３ ： Burkholderia mallei由 来 の グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ bmaEDH）
と Gluconobacter oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxDp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-bmaE
DH::goxDp） [配 列 番 号 ９ ６ 、 ９ ７ ]の 調 製 ）
　 Burkholderia mallei [ATCC 23344]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム D
NAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ２ ４ ｂ
ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGtcttcgcaatcgcagtccccgtccgtcgcg-3' (BamHI) [配 列 番 号 ９ １ ]
5'-aataatAAGCTTggggtacagaccgcgcatttcgcgcgccat-3' (HindIII) [配 列 番 号 ９ ２ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-bmaEDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-bmaEDHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans [ATCC 621H]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ４
２ ８ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtgcgatacgttcgatctgattgttgttggt-3' (NdeI) [配 列 番 号 ４ ９ ]
5'-aataatCTCGAGtcagatatgcagcgggccgtcgaaggccgc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ５ ０ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-bmaEDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-bmaEDH、 goxDp共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-bmaEDH-goxDpを 作 製 す る
。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 次 に 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後 徐
冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTgaaggcaaaagcagcggcagcggcagcgaaagcaaaagcaccCA-3' [配 列 番 号 ５ １ ]
5'-TATGggtgcttttgctttcgctgccgctgccgctgcttttgccttcA-3' [配 列 番 号 ５ ２ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-bmaEDH-goxDpの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト に
挿 入 し 、 His-bmaEDHと goxDpが ス ペ ー サ ー 配 列 EGKSSGSGSESKSTに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ
ン パ ク 質 His-bmaEDH::goxDp発 現 ベ ク タ ー pETDuet-bmaEDH::goxDp [配 列 番 号 ９ ３ ]を 作 製
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す る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 次 に Burkholderia mallei [ATCC 23344]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNA
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ２ ２ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgtcgcaatcgcagtccccgtccgtcgcgcag-3' (Nco I) [配 列 番 号 ９ ４ ]
5'-aataatAAGCTTggggtacagaccgcgcatttcgcgcgccat-3' (HindIII) [配 列 番 号 ９ ２ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 bmaEDH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-bmaEDHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans  [ATCC 621H]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ
ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ４ ２ ８ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtgcgatacgttcgatctgattgttgttggt-3' (NdeI) [配 列 番 号 ４ ９ ]
5'-aataatCTCGAGtcagatatgcagcgggccgtcgaaggccgc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ５ ０ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-bmaEDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 bmaEDH、 goxDp共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-bmaEDH-goxDp [配 列 番 号 ９ ５
]を 作 製 す る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-bmaEDH::goxDpお よ び pCDFDuet-bmaEDH-goxDpを 用 い 、 常 法 に 従 い
E.coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト
マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、
170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培
養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃
 PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g
、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 （ 比 較 例 ３ ３ ： 対 照 と し て の bmaEDHお よ び goxDpの 調 製 ）
　 Burkholderia mallei [ATCC 23344]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム D
NAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 約 １ ３ ２ ０
ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATatgtcttcgcaatcgcagtccccgtccgtcgcg-3' (NdeI)[配 列 番 号 ９ ８ ]
5'-aataatCTCGAGggggtacagaccgcgcatttcgcgcgccat-3' (XhoI)[配 列 番 号 ９ ９ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 bmaEDH-His発 現 ベ ク タ ー pET21-bmaEDHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans  [ATCC 621H]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の
ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 約
１ ４ ２ ０ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtgcgatacgttcgatctgattgttgttggt-3' (NdeI) [配 列 番 号 ４ ９ ]
5'-aataatCTCGAGgatatgcagcgggccgtcgaaggccgccag-3' (XhoI) [配 列 番 号 ６ ０ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 goxDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-goxDpを 作 製 す る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-bmaEDHお よ び pET21-goxDpを そ れ ぞ れ 個 別 に 、 E.coli BL21(DE3)を
常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別
す る こ と が で き る 。
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【 ０ ３ １ ６ 】
　 得 ら れ た そ れ ぞ れ の 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ
レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時
間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。
IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁
す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )
し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確
認 し た 後 、 そ れ ぞ れ の 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム
を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 （ 実 施 例 ３ ４ ： グ ル タ ミ ン 酸 セ ン サ ー ）
　 図 ３ ４ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ３ ４ を 説 明 す る 。 実 施 例 ３ ４ に か か る セ ン サ ー は 試 料
溶 液 中 の グ ル タ ミ ン 酸 を 定 量 す る グ ル タ ミ ン 酸 セ ン サ ー で あ る 。
実 施 例 ３ ４ に 係 る グ ル タ ミ ン 酸 セ ン サ ー の 酵 素 電 極 部 を 図 ３ ４ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ３ ３ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-bmaEDH::goxDp
） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ
て い る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち His-bmaE
DH::goxDp（ bmaEDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PE
GDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混
合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 、 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て グ ル タ ミ ン 酸 セ
ン サ ー を 構 成 す る 。 対 極 ５ は 白 金 線 、 参 照 極 ６ は 銀 ／ 塩 化 銀 電 極 で 構 成 す る 。 こ れ ら の 電
極 は 、 そ れ ぞ れ ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト １ ０ を 介 し て 電 流 な ど を 測 定 す る 。 試 料 溶 液 ３ と し て
は 、 所 定 濃 度 の グ ル タ ミ ン 酸 、 お よ び １ ｍ M  NADを 含 む ０ ． １ M  PIPES－ NaOH緩 衝 水 溶 液
（ ｐ H７ ． ５ ） を 用 い る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ０ ℃ に 保 持 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 前 述 の グ ル タ ミ ン 酸 セ ン サ ー を 用 い て 次 の よ う に 定 量 を 行 う 。 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６
に 対 し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電 位 を 印 加 す る 。 こ の と き 、 試 料 溶 液 ３ 中 の グ ル タ ミ ン 酸 は グ ル タ
ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 存 在 下 で ２ － オ キ ソ グ ル タ ル 酸 に 酸 化 さ れ 、 こ の 反 応 で Ｎ Ａ Ｄ
が NADHに 還 元 さ れ る 。 次 に 前 記 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に 融 合 し た ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
の 存 在 下 で NADHは NADに 酸 化 さ れ 、 こ の 反 応 で 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ で あ る フ ェ ロ セ ン が
酸 化 さ れ 、 フ ェ リ シ ニ ウ ム イ オ ン が 生 成 さ れ る 。 （ 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６ に 対 し て ３ ０
０ ｍ Vの 電 位 が 印 加 さ れ て い る た め 、 ） フ ェ リ シ ニ ウ ム イ オ ン は 作 用 電 極 ４ か ら 電 子 を う
け と り フ ェ ロ セ ン に 還 元 さ れ る 。 作 用 電 極 ４ で の 電 子 の 移 動 に よ る 電 流 を 測 定 す る こ と に
よ り 、 試 料 溶 液 中 の グ ル タ ミ ン 酸 濃 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 （ 比 較 例 ３ ４ ： グ ル タ ミ ン 酸 セ ン サ ー ）
　 図 ３ ６ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ３ ４ を 説 明 す る 。 比 較 例 ３ ４ に か か る セ ン サ ー は 試 料
溶 液 中 の グ ル タ ミ ン 酸 を 定 量 す る グ ル タ ミ ン 酸 セ ン サ ー で あ る 。 比 較 例 ３ ４ に 係 る グ ル タ
ミ ン 酸 セ ン サ ー の 酵 素 電 極 部 を 図 ３ ６ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ bmaEDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
（ goxDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て
固 定 さ れ て い る 。 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ bmaEDH） は 、 比 較 例 ３ ３ で 調 製 し た Bu
rkholderia mallei由 来 の グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ goxDp
） は 、 Gluconobacter oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の
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最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち bmaEDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ
ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上
記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う
。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 用 い て 、 実 施 例 ３ ４ と 同 様 に 、 試 料 溶 液 中 の グ ル タ ミ ン 酸 濃 度 を 測 定
す る 。 実 施 例 ３ ４ と 比 較 例 ３ ４ と の 相 違 は 、 図 １ １ の Ａ と Ｂ と の 相 違 に 類 似 す る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 実 施 例 ３ ４ と 比 較 例 ３ ４ か ら 、 実 施 例 ３ ４ の グ ル タ ミ ン 酸 セ ン サ ー の 方 が 、 比 較 例 ３ ４
の グ ル タ ミ ン 酸 セ ン サ ー よ り も 、 グ ル タ ミ ン 酸 濃 度 に 対 す る 感 度 が 高 く 、 よ り 低 濃 度 の グ
ル タ ミ ン 酸 を 定 量 出 来 る こ と が 明 ら か と な っ た 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る グ ル タ ミ ン
酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ３ ４ の
酵 素 電 極 に お い て は 、 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た
め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素 間 の
電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら れ た 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 （ 実 施 例 ３ ５ ： グ ル タ ミ ン 酸 燃 料 電 池 ）
　 図 ３ ４ 及 び 図 ９ を 用 い て 実 施 例 ３ ５ を 説 明 す る 。 実 施 例 ３ ５ に か か る 燃 料 電 池 は グ ル タ
ミ ン 酸 を 燃 料 と す る グ ル タ ミ ン 酸 燃 料 電 池 で あ る 。 実 施 例 ３ ５ に 係 る グ ル タ ミ ン 酸 燃 料 電
池 の ア ノ ー ド 電 極 部 を 図 ３ ４ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ
ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ３ ３ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-bmaEDH::
goxDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固
定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 比 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ
れ て い る 。 す な わ ち 、 His-bmaEDH::goxDp（ bmaEDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ
ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上
記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う
。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 実 施 例 ３ ５ に 係 る グ ル タ ミ ン 酸 燃 料 電 池 の カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の 白 金 板 か
ら な る 。 電 解 質 溶 液 ３ は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ グ ル タ ミ ン 酸 、 お よ び １ ｍ
Ｍ ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で
あ る 。 前 記 ア ノ ー ド 電 極 １ ５ と カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は 、 間 に 多 孔 質 ポ リ プ ロ ピ レ ン フ ィ ル ム
（ 厚 さ ２ ０ μ ｍ ） １ ７ を 挟 ん で 配 置 さ れ 、 こ れ を 蓋 ２ 付 の ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 中
の 前 記 電 解 液 溶 液 ３ 中 （ １ ０ ｍ Ｌ ） に 配 置 す る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ０ ℃
に 保 持 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の リ ー ド を ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト （ 東 方 技 研 、 モ デ ル ２ ０ ０ ０ ） １
０ に 接 続 し 、 － １ ． ２ Ｖ か ら ０ ． １ Ｖ ま で 電 圧 を 変 化 さ せ 、 電 圧 － 電 流 特 性 を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： １ ２ ２ ５ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： １ ０ ５ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 （ 比 較 例 ３ ５ ： グ ル タ ミ ン 酸 燃 料 電 池 ）
　 図 ３ ６ 及 び 図 ９ を 用 い て 比 較 例 ３ ５ を 説 明 す る 。 比 較 例 ３ ５ に か か る 燃 料 電 池 は グ ル タ
ミ ン 酸 を 燃 料 と す る グ ル タ ミ ン 酸 燃 料 電 池 で あ る 。 比 較 例 ３ ５ に 係 る グ ル タ ミ ン 酸 燃 料 電
池 の ア ノ ー ド 電 極 部 を 図 ３ ６ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ
ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ bmaEDH） 、 ジ ア フ ォ
ラ ー ゼ （ goxDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋
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さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ bmaEDH） は 、 比 較 例 ３ ３ で 調 製
し た Burkholderia mallei由 来 の グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
（ goxDp） は 、 Gluconobacter oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ
以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 bmaEDH： ０ ． ３
ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い
る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、
乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 比 較 例 ３ ５ に 係 る グ ル タ ミ ン 酸 燃 料 電 池 を 用 い て 実 施 例 ３ ５ と 同 様 に 、 電 圧 － 電 流 特 性
を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： ３ ８ ６ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： ３ ３ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 実 施 例 ３ ５ と 比 較 例 ３ ５ か ら 、 実 施 例 ３ ５ の グ ル タ ミ ン 酸 燃 料 電 池 の 方 が 、 比 較 例 ３ ５
の グ ル タ ミ ン 酸 燃 料 電 池 よ り も 、 電 流 密 度 が 高 く 、 よ り 大 き な 電 流 を 取 り 出 せ る こ と が 明
ら か と な っ た 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ
ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ３ ５ の 燃 料 電 池 に お い て は 、 グ ル タ ミ ン
酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持
さ れ て い る 。 こ の た め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め
と 考 え ら れ た 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 （ 実 施 例 ３ ６ ： グ ル タ ミ ン 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 ３ ４ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ３ ６ を 説 明 す る 。 実 施 例 ３ ６ に か か る 電 気 化 学 反 応 装
置 は グ ル タ ミ ン 酸 を 基 質 と し て ２ － オ キ ソ グ ル タ ル 酸 を 生 産 す る グ ル タ ミ ン 酸 電 気 化 学 反
応 装 置 で あ る 。 実 施 例 ３ ６ に 係 る グ ル タ ミ ン 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 ３ ４ を
用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ
ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ３ ３ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-bmaEDH::goxD
p） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ
れ て い る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち His-bm
aEDH::goxDp（ bmaEDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、
PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で
混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て グ ル タ ミ ン 酸 電 気 化
学 反 応 装 置 を 構 成 す る 。 銀 塩 化 銀 電 極 を 参 照 電 極 ６ に 、 白 金 線 を 対 極 ５ と し た 三 極 セ ル を
構 成 す る 。 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ グ ル タ ミ ン 酸 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ チ ン ア ミ
ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 電 解 液 を 試 料 溶 液
３ と し て 使 用 し 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ０ ℃ に 保 持 さ れ る 。 ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １
中 窒 素 雰 囲 気 下 ０ ． ３ Ｖ ｖ ｓ Ａ ｇ ／ Ａ ｇ Ｃ ｌ の 電 位 を １ ０ ０ 分 間 印 加 し 、 生 成 物 を 高 速 液
体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 定 量 す る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 ２ － オ キ ソ グ ル タ ル 酸 が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 ２ － オ キ ソ
グ ル タ ル 酸 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 （ 比 較 例 ３ ６ ： グ ル タ ミ ン 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 ３ ６ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ３ ６ を 説 明 す る 。 比 較 例 ３ ６ に か か る 電 気 化 学 反 応 装
置 は グ ル タ ミ ン 酸 を 基 質 と し て ２ － オ キ ソ グ ル タ ル 酸 を 生 産 す る グ ル タ ミ ン 酸 電 気 化 学 反
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応 装 置 で あ る 。 比 較 例 ３ ６ に か か る グ ル タ ミ ン 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 ３ ６
を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ
ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ bmaEDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー
ゼ （ goxDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ
て 固 定 さ れ て い る 。 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ bmaEDH） は 、 比 較 例 ３ ３ で 調 製 し た
Burkholderia mallei由 来 の グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ gox
Dp） は 、 Gluconobacter oxydans由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下
の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち bmaEDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxDp： ０ ． ６
ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は
上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行
う 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 用 い て 実 施 例 ３ ６ と 同 様 に 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 定
量 す る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 ２ － オ キ ソ グ ル タ ル 酸 が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 ２ － オ キ ソ
グ ル タ ル 酸 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。 し か し
な が ら 実 施 例 ３ ６ の 場 合 よ り も 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 は 小 さ い 値 で あ る こ と が わ か
る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 実 施 例 ３ ６ と 比 較 例 ３ ６ か ら 、 実 施 例 ３ ６ の グ ル タ ミ ン 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 の 方 が 、 比
較 例 ３ ６ の グ ル タ ミ ン 酸 電 気 化 学 反 応 装 置 よ り も 、 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 が 高 く 、
よ り 効 率 的 に グ ル タ ミ ン 酸 を ２ － オ キ ソ グ ル タ ル 酸 に 変 換 出 来 る こ と が 明 ら か と な る 。 酵
素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ
で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ３ ６ の 電 気 化 学 反 応 装 置 に お い て は 、 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い
る 。 こ の た め 、 NAD／ NADHを 介 し た 両 酵 素 間 の 電 子 授 受 が 速 や か に 行 わ れ る た め と 考 え ら
れ た 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 （ 実 施 例 ３ ７ ： Pyrococcus furiosus由 来 の グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuEDH）
と Thermotoga maritima由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ tmaDp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-pfuEDH
::tmaDp） [配 列 番 号 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ ]の 調 製 ）
　 Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム D
NAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ２ ８ ２ ｂ
ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGgttgagcaagacccctatgaaattgttatt-3' (BamHI) [配 列 番 号 １ ０ ０ ]
5'-aataatAAGCTTgtgcttgacccatccacggtcaagcattgc-3' (HindIII) [配 列 番 号 １ ０ １ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuEDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuEDHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 次 に Thermotoga maritima [ATCC 43589]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNA：
5'-aataatCATATGtacgatgctgtgatcataggaggaggaccc-3' (NdeI) [配 列 番 号 ６ ３ ]
5'-aataatCTCGAGtcacagatgaatgggttttcctgagacccc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ６ ４ ]
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ７ １ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-pfuEDHの 同 じ 制 限 酵 素
サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuEDH、 tmaDp共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuEDH-tmaDpを 作 製 す る 。
次 に 、 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後 徐
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冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTgaaggcaaaagcagcggcagcggcagcgaaagcaaaagcaccCA-3' [配 列 番 号 ５ １ ]
5'-TATGggtgcttttgctttcgctgccgctgccgctgcttttgccttcA-3' [配 列 番 号 ５ ２ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-pfuEDH-tmaDpの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト に
挿 入 し 、 His-pfuEDHと tmaDpが ス ペ ー サ ー 配 列 EGKSSGSGSESKSTに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ
ン パ ク 質 His-pfuEDH::tmaDp発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuEDH::tmaDp [配 列 番 号 １ ０ ２ ]を 作
製 す る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 次 に Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNA
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ２ ８ ０ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcggagcaagacccctatgaaattgttattaag-3' (Nco I) [配 列 番 号 １ ０ ３ ]
5'-aataatAAGCTTgtgcttgacccatccacggtcaagcattgc-3' (HindIII) [配 列 番 号 １ ０ １ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuEDH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuEDHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 次 に Thermotoga maritima  [ATCC 43589]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ
DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ７ １ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGtacgatgctgtgatcataggaggaggaccc-3' (NdeI) [配 列 番 号 ６ ３ ]
5'-aataatCTCGAGtcacagatgaatgggttttcctgagacccc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ６ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-pfuEDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuEDH、 tmaDp共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuEDH-tmaDp [配 列 番 号 １ ０
４ ]を 作 製 す る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuEDH::tmaDpお よ び pCDFDuet-pfuEDH-tmaDpを 用 い 、 常 法 に 従 い
E.coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト
マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 3７ ℃
、 170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間
培 養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4
℃  PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000×
g、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
こ う し て 得 ら れ る 好 熱 菌 由 来 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 グ ル タ ミ ン セ ン サ ー 等 を 構 成 す
る こ と が で き る 。

　 （ 実 施 例 ４ １ ： Saccharomyces cerevisiae由 来 の ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH
） と Gluconobacter oxydans由 来 の ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ goxALDH） と の 融 合 タ ン
パ ク 質 （ His-sceADH::goxALDH） [配 列 番 号 １ １ ３ 、 １ １ ４ ]の 調 製 ）
　 Saccharomyces cerevisiae [ATCC 47058]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ０
７ ５ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGccttcgcaagtcattcctgaaaaacaaaag-3' (BamHI) [配 列 番 号 ２ ７ ]
5'-aataatAAGCTTtttagaagtctcaacaacatatctaccaac-3' (HindIII) [配 列 番 号 ２ ８ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-sceADH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-sceADHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans  [ATCC 621H]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の
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ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １
５ ６ ０ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGacggcatctctccgttgcgaagtggcagcg-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ０ ９ ]
5'-aataatCTCGAGtcaggcgtccgccgaaccgccatacacatc-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ １ ０ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-sceADHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-sceADH、 goxALDH共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-sceADH-goxALDHを 作 製
す る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 次 に 、 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後
徐 冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTagcggcggcagcggcagcggcggcagcggcCA-3' [配 列 番 号 ２ ９ ]
5'-TATGgccgctgccgccgctgccgctgccgccgctA-3' [配 列 番 号 ３ ０ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-sceADH-goxALDHの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト
に 挿 入 し 、 His-sceADHと goxALDHが ス ペ ー サ ー 配 列 SGGSGSGGSGに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ
ン パ ク 質 His-sceADH::goxALDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-sceADH::goxALDH [配 列 番 号 １ １ １ ]
を 作 製 す る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 次 に Saccharomyces cerevisiae [ATCC 47058]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ
ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ０ ７ ３ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgtcgcaagtcattcctgaaaaacaaaaggct-3' (Nco I) [配 列 番 号 ３ ２ ]
5'-aataatAAGCTTtttagaagtctcaacaacatatctaccaac-3' (HindIII) [配 列 番 号 ２ ８ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 sceADH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-sceADHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans  [ATCC 621H]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ
ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ５ ６ ０ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGacggcatctctccgttgcgaagtggcagcg-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ０ ９ ]
5'-aataatCTCGAGtcaggcgtccgccgaaccgccatacacatc-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ １ ０ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-sceADHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 sceADH、 goxALDH共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-sceADH-goxALDH [配 列 番 号
１ １ ２ ]を 作 製 す る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-sceADH::goxALDHお よ び pCDFDuet-sceADH-goxALDHを 用 い 、 常 法 に
従 い E.coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ
プ ト マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、
170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培
養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃
 PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g
、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 次 に Pseudomonas putida KT2440 [ATCC 47054]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。
こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い
、 ７ ２ ９ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcttgtgaatgtactgatcgtccacgctcac-3' (NdeI) [配 列 番 号 ３ ]
5'-aataatCTCGAGcgtcagcgggtacaacgcttcatcgaa-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ４ ]
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　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 ppuDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-ppuDpを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-ppuDpを 、 E.coli BL21(DE3)を 常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換
体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ
ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時 間 振 と う 培
養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導
し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍
結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )し て 固 形
夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確 認 し た 後
、 そ れ ぞ れ の 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム を 用 い て
精 製 す る 。
こ う し て 得 ら れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を ア ル コ ー ル セ ン サ ー 等 に 適 用 で き る 。

　 （ 比 較 例 ４ １ ： 対 照 と し て の sceADHお よ び goxALDHの 調 製 ）
　 Saccharomyces cerevisiae [ATCC 47058]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 約 １
０ ７ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATatgccttcgcaagtcattcctgaaaaacaaaag-3' (NdeI)[配 列 番 号 ３ ６ ]
5'-aataatCTCGAGtttagaagtctcaacaacatatctaccaac-3' (XhoI)[配 列 番 号 ３ ７ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 sceADH-His発 現 ベ ク タ ー pET21-sceADHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 次 に Gluconobacter oxydans  [ATCC 621H]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の
ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １
５ ５ ７ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGacggcatctctccgttgcgaagtggcagcg-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ０ ９ ]
5'-aataatCTCGAGggcgtccgccgaaccgccatacacatcgaa-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ １ ５ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 goxALDH-His発 現 ベ ク タ ー pET21-goxALDHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 次 に Pseudomonas putida KT2440 [ATCC 47054]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。
こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い
、 ７ ２ ９ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcttgtgaatgtactgatcgtccacgctcac-3' (NdeI) [配 列 番 号 ３ ]
5'-aataatCTCGAGcgtcagcgggtacaacgcttcatcgaa-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 ppuDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-ppuDpを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-sceADH、 pET21-goxALDHお よ び pET21-ppuDpを そ れ ぞ れ 個 別 に 用 い 、
E.coli BL21(DE3)を 常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す
る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 得 ら れ た そ れ ぞ れ の 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ
レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時
間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。
IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁
す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )
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し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確
認 し た 後 、 そ れ ぞ れ の 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム
を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 （ 実 施 例 ４ ２ ： ア ル コ ー ル セ ン サ ー ）
　 図 ４ ０ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ４ ２ を 説 明 す る 。 実 施 例 ４ ２ に か か る セ ン サ ー は 試 料
溶 液 中 の ア ル コ ー ル を 定 量 す る ア ル コ ー ル セ ン サ ー で あ る 。 実 施 例 ４ ２ に 係 る ア ル コ ー ル
セ ン サ ー の 酵 素 電 極 部 を 図 ４ ０ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ４ １ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-sceADH::goxALD
H） 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ
ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下
の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち His-sceADH::goxALDH（ sceADH： ０ ． ３ ユ
ニ ッ ト 、 goxALDH： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGD
E： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合
後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 、 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て ア ル コ ー ル セ ン
サ ー を 構 成 す る 。 対 極 ５ は 白 金 線 、 参 照 極 ６ は 銀 ／ 塩 化 銀 電 極 で 構 成 す る 。 こ れ ら の 電 極
は 、 そ れ ぞ れ ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト １ ０ を 介 し て 電 流 な ど を 測 定 す る 。 試 料 溶 液 ３ と し て は
、 所 定 濃 度 の ア ル コ ー ル （ エ タ ノ ー ル ） 、 お よ び １ ｍ M  NADを 含 む ０ ． １ M  PIPES－ NaOH
緩 衝 水 溶 液 （ ｐ H７ ． ５ ） を 用 い る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ７ ℃ に 保 持 さ れ
る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 前 述 の ア ル コ ー ル セ ン サ ー を 用 い て 次 の よ う に 定 量 を 行 う 。 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６ に
対 し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電 位 を 印 加 す る 。 こ の と き 、 試 料 溶 液 ３ 中 の ア ル コ ー ル は ア ル コ ー ル
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 存 在 下 で ア セ ト ア ル デ ヒ ド に 酸 化 さ れ 、 こ の 反 応 で Ｎ Ａ Ｄ が NADHに 還
元 さ れ る 。 次 に 前 記 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に 融 合 し た ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
の 存 在 下 で ア セ ト ア ル デ ヒ ド は カ ル ボ ン 酸 に 酸 化 さ れ る と 同 時 に NADが NADHに 還 元 さ れ る
。 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ お よ び ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 両 酵 素 反 応 に よ り 生
成 し た NADHは ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 存 在 下 で NADに 酸 化 さ れ 、 こ の 反 応 で 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー
タ で あ る フ ェ ロ セ ン が 酸 化 さ れ 、 フ ェ リ シ ニ ウ ム イ オ ン が 生 成 さ れ る 。 （ 作 用 電 極 ４ に は
参 照 極 ６ に 対 し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電 位 が 印 加 さ れ て い る た め 、 ） フ ェ リ シ ニ ウ ム イ オ ン は 作
用 電 極 ４ か ら 電 子 を う け と り フ ェ ロ セ ン に 還 元 さ れ る 。 作 用 電 極 ４ で の 電 子 の 移 動 に よ る
電 流 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試 料 溶 液 中 の ア ル コ ー ル 濃 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 （ 比 較 例 ４ ２ ： ア ル コ ー ル セ ン サ ー ）
　 図 ４ ２ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ４ ２ を 説 明 す る 。 比 較 例 ４ ２ に か か る セ ン サ ー は 試 料
溶 液 中 の ア ル コ ー ル を 定 量 す る ア ル コ ー ル セ ン サ ー で あ る 。 比 較 例 ４ ２ に 係 る ア ル コ ー ル
セ ン サ ー の 酵 素 電 極 部 を 図 ４ ２ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH） 、 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ （ goxALDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ
ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （
sceADH） は 比 較 例 ４ １ で 調 製 し た Saccharomyces cerevisiae由 来 の ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ で あ る 。 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ goxALDH） は 、 Gluconobacter oxydans由 来
の ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） は 、 Pseudomonas putid
a由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て
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い る 。 す な わ ち sceADH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxALDH： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ
ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記
成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 用 い て 、 実 施 例 ４ ２ と 同 様 に 測 定 し た 。 実 施 例 ４ ２ と 比 較 例 ４ ２ と の
相 違 は 、 図 １ １ の Ａ と Ｂ の 相 違 に 類 似 す る 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 実 施 例 ４ ２ と 比 較 例 ４ ２ か ら 、 実 施 例 ４ ２ の ア ル コ ー ル セ ン サ ー の 方 が 、 比 較 例 ４ ２ の
ア ル コ ー ル セ ン サ ー よ り も 、 ア ル コ ー ル 濃 度 に 対 す る 感 度 が 高 く 、 よ り 低 濃 度 の ア ル コ ー
ル を 定 量 出 来 る こ と が 明 ら か と な っ た 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ
ゲ ナ ー ゼ 、 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ
ら ず 、 実 施 例 ４ ２ の 酵 素 電 極 に お い て は 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ア ル デ ヒ ド デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、
単 位 時 間 内 に 生 成 す る NADHの 量 が 多 い た め と 考 え ら れ た 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 （ 実 施 例 ４ ３ ： ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 ）
　 図 ４ ０ 及 び 図 ９ を 用 い て 実 施 例 ４ ３ を 説 明 す る 。 実 施 例 ４ ３ に か か る 燃 料 電 池 は ア ル コ
ー ル を 燃 料 と す る ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 で あ る 。 実 施 例 ４ ３ に 係 る ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 の ア
ノ ー ド 電 極 部 を 図 ４ ０ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ
ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ４ １ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-sceADH::
goxALDH） 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ
リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ
れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 比 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 His-sceADH
::goxALDH（ sceADH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxALDH： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ
ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記
成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 実 施 例 ４ ３ に 係 る ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 の カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の 白 金 板 か ら
な る 。 電 解 質 溶 液 ３ は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ ア ル コ ー ル （ エ タ ノ ー ル ） 、
お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ
７ ． ５ ） で あ る 。 ア ノ ー ド 電 極 １ ５ と カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は 、 間 に 多 孔 質 ポ リ プ ロ ピ レ ン フ
ィ ル ム （ 厚 さ ２ ０ μ ｍ ） １ ７ を 挟 ん で 配 置 さ れ 、 こ れ を 蓋 ２ 付 の ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ
ル １ 中 の 前 記 電 解 液 溶 液 ３ 中 （ １ ０ ｍ Ｌ ） に 配 置 す る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て
３ ７ ℃ に 保 持 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の リ ー ド を ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト （ 東 方 技 研 、 モ デ ル ２ ０ ０
０ ） １ ０ に 接 続 し 、 － １ ． ２ Ｖ か ら ０ ． １ Ｖ ま で 電 圧 を 変 化 さ せ 、 電 圧 － 電 流 特 性 を 測 定
し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： １ ６ ２ ０ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： １ ７ ２ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 （ 比 較 例 ４ ３ ： ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 ）
　 図 ４ ２ 及 び 図 ９ を 用 い て 比 較 例 ４ ３ を 説 明 す る 。 比 較 例 ４ ３ に か か る 燃 料 電 池 は ア ル コ
ー ル を 燃 料 と す る ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 で あ る 。 比 較 例 ４ ３ に 係 る ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 の ア
ノ ー ド 電 極 部 を 図 ４ ２ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ
ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH） 、 ア ル デ ヒ ド
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ goxALDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ
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ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ （ sceADH） は 、 比 較 例 ４ １ で 調 製 し た Saccharomyces cerevisiae由 来 の ア ル コ ー ル デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ goxALDH） は 、 Gluconobacter oxy
dans由 来 の ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー
ゼ （ ppuDp） は 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ
以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 sceADH： ０ ． ３
ユ ニ ッ ト 、 goxALDH： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGD
E： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合
後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 比 較 例 ４ ３ に 係 る ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 を 用 い て 、 実 施 例 ４ ３ と 同 様 に 、 電 圧 － 電 流 特 性
を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： ５ ０ ２ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： ５ ０ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 実 施 例 ４ ３ と 比 較 例 ４ ３ か ら 、 実 施 例 ４ ３ の ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 の 方 が 、 比 較 例 ４ ３ の
ア ル コ ー ル 燃 料 電 池 よ り も 、 電 流 密 度 が 高 く 、 よ り 大 き な 電 流 を 取 り 出 せ る こ と が 明 ら か
と な っ た 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ 、 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ４ ３ の 燃 料
電 池 に お い て は 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ が 融 合 し て
い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 単 位 時 間 内 に 生 成 す る NA
DHの 量 が 多 い た め と 考 え ら れ た 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 （ 実 施 例 ４ ４ ： ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 ４ ０ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ４ ４ を 説 明 す る 。 実 施 例 ４ ４ に か か る 電 気 化 学 反 応 装
置 は ア ル コ ー ル （ エ タ ノ ー ル ） を 基 質 と し て カ ル ボ ン 酸 （ 酢 酸 ） を 生 産 す る ア ル コ ー ル 電
気 化 学 反 応 装 置 で あ る 。 実 施 例 ４ ４ に 係 る ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図
４ ０ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ
ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ４ １ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-sceADH::goxA
LDH） 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア
リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以
下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち His-sceADH::goxALDH（ sceADH： ０ ． ３
ユ ニ ッ ト 、 goxALDH： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PE
GDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混
合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て ア ル コ ー ル 電 気 化 学
反 応 装 置 を 構 成 す る 。 銀 塩 化 銀 電 極 を 参 照 電 極 ６ に 、 白 金 線 を 対 極 ５ と し た 三 極 セ ル を 構
成 す る 。 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ ア ル コ ー ル 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ チ ン ア ミ ド ア
デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 電 解 液 を 試 料 溶 液 ３ と
し て 使 用 し 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ７ ℃ に 保 持 さ れ る 。 ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 中 窒
素 雰 囲 気 下 ０ ． ３ Ｖ ｖ ｓ Ａ ｇ ／ Ａ ｇ Ｃ ｌ の 電 位 を １ ０ ０ 分 間 印 加 し 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 定 量 す る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 カ ル ボ ン 酸 （ 酢 酸 ） が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 カ ル ボ ン 酸 （
酢 酸 ） 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
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　 （ 比 較 例 ４ ４ ： ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 ４ ２ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ４ ４ を 説 明 す る 。 比 較 例 ４ に か か る 電 気 化 学 反 応 装 置
は ア ル コ ー ル （ エ タ ノ ー ル ） を 基 質 と し て カ ル ボ ン 酸 （ 酢 酸 ） を 生 産 す る ア ル コ ー ル 電 気
化 学 反 応 装 置 で あ る 。 比 較 例 ４ ４ に か か る ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図
４ ２ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ
ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ sceADH） 、 ア ル デ ヒ ド デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ goxALDH） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア
ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
（ sceADH） は 、 比 較 例 ４ １ で 調 製 し た Saccharomyces cerevisiae由 来 の ア ル コ ー ル デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ goxALDH） は 、 Gluconobacter oxydans
由 来 の ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） は 、 Pseudomonas p
utida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ
れ て い る 。 す な わ ち sceADH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 goxALDH： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６
ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は
上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行
う 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 用 い て 、 実 施 例 ４ ４ と 同 様 に 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で
定 量 す る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 カ ル ボ ン 酸 （ 酢 酸 ） が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 カ ル ボ ン 酸 （
酢 酸 ） 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。 し か し な が
ら 実 施 例 ４ ４ の 場 合 よ り も 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 は 小 さ い 値 で あ る こ と が わ か る 。
実 施 例 ４ ４ と 比 較 例 ４ ４ か ら 、 実 施 例 ４ ４ の ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 の 方 が 、 比 較 例
４ ４ の ア ル コ ー ル 電 気 化 学 反 応 装 置 よ り も 、 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 が 高 く 、 よ り 効
率 的 に ア ル コ ー ル を カ ル ボ ン 酸 に 変 換 出 来 る こ と が 明 ら か と な る 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ
て い る ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ４ ４ の 電 気 化 学 反 応 装 置 に お い て は 、 ア ル コ ー
ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理
的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 単 位 時 間 内 に 生 成 す る NADHの 量 が 多 い た め と 考 え ら
れ た 。

　 （ 実 施 例 ４ ５ ： Pyrococcus furiosus由 来 の ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuADH） と T
hermus thermophilus由 来 の ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ tthALDH） と の 融 合 タ ン パ ク 質
（ His-pfuADH::tthALDH） [配 列 番 号 １ ２ ０ 、 １ ２ １ ]の 調 製 ）
　 Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム D
NAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ １ ４ ７ ｂ
ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGtttttcctaaagactaagattatcgaggga-3' (BamHI) [配 列 番 号 ３ ８ ]
5'-aataatAAGCTTatctccatagaaggccctctcataaattct-3' (HindIII) [配 列 番 号 ３ ９ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuADH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuADHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 次 に Thermus thermophilus  [ATCC BAA-163]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ
の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、
１ ６ １ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcgcaaggcggcaggcaagtacgggaacacc-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ １ ６ ]
5'-aataatCTCGAGttaaagccccagcacctccccccagggcgt-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ １ ７ ]
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　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-pfuADHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuADH、 tthALDH共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuADH-tthALDHを 作 製
す る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 次 に 、 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後
徐 冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTagcggcggcagcggcagcggcggcagcggcCA-3' [配 列 番 号 ２ ９ ]
5'-TATGgccgctgccgccgctgccgctgccgccgctA-3' [配 列 番 号 ３ ０ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-pfuADH-tthALDHの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト
に 挿 入 し 、 His-pfuADHと tthALDHが ス ペ ー サ ー 配 列 SGGSGSGGSGに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ
ン パ ク 質 His-pfuADH::tthALDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuADH::tthALDH [配 列 番 号 １ １ ８ ]
を 作 製 す る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　 次 に Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNA
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ １ ４ ５ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgttcctaaagactaagattatcgagggaagg-3' (Nco I) [配 列 番 号 ４ １ ]
5'-aataatAAGCTTatctccatagaaggccctctcataaattct-3' (HindIII) [配 列 番 号 ３ ９ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuADH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuADHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 次 に Thermus thermophilus  [ATCC BAA-163]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ
リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ６ １ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcgcaaggcggcaggcaagtacgggaacacc-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ １ ６ ]
5'-aataatCTCGAGttaaagccccagcacctccccccagggcgt-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ １ ７ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-pfuADHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuADH、 tthALDH共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuADH-tthALDH [配 列 番 号
１ １ ９ ]を 作 製 す る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuADH::tthALDHお よ び pCDFDuet-pfuADH-tthALDHを 用 い 、 常 法 に
従 い E.coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ
プ ト マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、
170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培
養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃
 PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g
、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 次 に Pyrococcus horikoshii KT2440 [ATCC 700860]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す
る 。 こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを
行 い 、 １ ３ ４ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGaagatagtagttataggatctggaactgct-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ７ ]
5'-aataatCTCGAGtgacttaaattttctcatggccatttc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ２ ６ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 phoDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-phoDpを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-phoDpを 、 E.coli BL21(DE3)を 常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換
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体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ
ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時 間 振 と う 培
養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導
し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍
結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )し て 固 形
夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確 認 し た 後
、 そ れ ぞ れ の 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム を 用 い て
精 製 す る 。
こ う し て 得 ら れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を ア ル コ ー ル セ ン サ ー 等 に 適 用 で き る 。

　 （ 実 施 例 ４ ９ ： Bacillus subtilis由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGDH） と Esc
herichia coli由 来 の キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ （ ecoISO） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-busGD
H::ecoISO） [配 列 番 号 １ ２ ７ 、 １ ２ ８ ]の 調 製 ）
　 Bacillus subtilis [ATCC 27370]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム DNA
を 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ８ ０ ５ ｂ ｐ の
DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGtatccggatttaaaaggaaaagtcgtcgct-3' (BamHI) [配 列 番 号 １ ]
5'-aataatAAGCTTaccgcggcctgcctggaatgaaggatattg-3' (HindIII) [配 列 番 号 ２ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-busGDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-busGDHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　 次 に Escherichia coli  [ATCC 29425]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ
ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ４
４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcaagcctattttgaccagctcgatcgcgtt-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ２ ３ ]
5'-aataatCTCGAGttatttgtcgaacagataatggtttaccag-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ２ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-busGDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-busGDH、 ecoISO共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-busGDH-ecoISOを 作 製 す
る 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
　 次 に 、 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後
徐 冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTagcggcggcagcggcagcggcggcagcggcCA-3' [配 列 番 号 ２ ９ ]
5'-TATGgccgctgccgccgctgccgctgccgccgctA-3' [配 列 番 号 ３ ０ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-busGDH-ecoISOの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト
に 挿 入 し 、 His-busGDHと ecoISOが ス ペ ー サ ー 配 列 SGGSGSGGSGに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ ン
パ ク 質 His-busGDH::ecoISO発 現 ベ ク タ ー pETDuet-busGDH::ecoISO [配 列 番 号 １ ２ ５ ]を 作
製 す る 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
　 次 に Bacillus subtilis [ATCC 27370]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを
プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ８ ０ ５ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgcgccggatttaaaaggaaaagtcgtcgctattacagga-3' (Nco I) [配 列 番 号 ８ ]
5'-aataatAAGCTTaccgcggcctgcctggaatgaaggatattg-3' (HindIII) [配 列 番 号 ２ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )
の 同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 busGDH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-busGDHを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 次 に Escherichia coli  [ATCC 29425]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNA
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を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ４ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcaagcctattttgaccagctcgatcgcgtt-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ２ ３ ]
5'-aataatCTCGAGttatttgtcgaacagataatggtttaccag-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ２ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-busGDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 busGDH、 ecoISO共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-busGDH-ecoISO [配 列 番 号 １
２ ６ ]を 作 製 す る 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-busGDH::ecoISOお よ び pCDFDuet-busGDH-ecoISOを 常 法 に 従 い E.co
li BL21(DE3)に 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ
シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、
170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培
養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃
 PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g
、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 次 に Pseudomonas putida KT2440 [ATCC 47054]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。
こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い
、 ７ ２ ９ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcttgtgaatgtactgatcgtccacgctcac-3' (NdeI) [配 列 番 号 ３ ]
5'-aataatCTCGAGcgtcagcgggtacaacgcttcatcgaa-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 ppuDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-ppuDpを 作 製 す る 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-ppuDpを 用 い て 、 E.coli BL21(DE3)を 常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形
質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ
ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時 間 振 と う 培
養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導
し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍
結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )し て 固 形
夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確 認 し た 後
、 そ れ ぞ れ の 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム を 用 い て
精 製 す る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 （ 比 較 例 ４ ９ ： 対 照 と し て の busGDHお よ び ecoISOの 調 製 ）
　 Bacillus subtilis [ATCC 27370]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム DNA
を 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 約 ８ ０ ０ ｂ ｐ
の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATatgtatccggatttaaaaggaaaagtcgtcgct-3' (NdeI)[配 列 番 号 １ ２ ]
5'-aataatCTCGAGaccgcggcctgcctggaatgaaggatattg-3' (XhoI)[配 列 番 号 １ ３ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 busGDH-His発 現 ベ ク タ ー pET21-busGDHを 作 製 す る 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
　 次 に Escherichia coli  [ATCC 29425]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ
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ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ４
１ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcaagcctattttgaccagctcgatcgcgtt-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ２ ３ ]
5'-aataatCTCGAGtttgtcgaacagataatggtttaccagatt-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ２ ９ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 ecoISO-His発 現 ベ ク タ ー pET21-ecoISOを 作 製 す る 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 次 に Pseudomonas putida KT2440 [ATCC 47054]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。
こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い
、 ７ ２ ９ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGcttgtgaatgtactgatcgtccacgctcac-3' (NdeI) [配 列 番 号 ３ ]
5'-aataatCTCGAGcgtcagcgggtacaacgcttcatcgaa-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ４ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 ppuDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-ppuDpを 作 製 す る 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-busGDH、 pET21-ecoISOお よ び pET21-ppuDpを そ れ ぞ れ 個 別 に 用 い 、 E
.coli BL21(DE3)を 常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す
る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
　 得 ら れ た そ れ ぞ れ の 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ
レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時
間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。
IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁
す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )
し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確
認 し た 後 、 そ れ ぞ れ の 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム
を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 （ 実 施 例 ５ ０ ： フ ル ク ト ー ス セ ン サ ー ）
　 図 ４ ６ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ５ ０ を 説 明 す る 。 実 施 例 ５ ０ に か か る セ ン サ ー は 試 料
溶 液 中 の フ ル ク ト ー ス を 定 量 す る フ ル ク ト ー ス セ ン サ ー で あ る 。 実 施 例 ５ ０ に 係 る フ ル ク
ト ー ス セ ン サ ー の 酵 素 電 極 部 を 図 ４ ６ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ４ ９ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-busGDH::ecoISO
） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGD
Eに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） は Pseudomonas putida由 来
の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。
す な わ ち His-busGDH::ecoISO（ busGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ecoISO： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 pp
uDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極
部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ
と に よ り 行 う 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 、 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て フ ル ク ト ー ス セ
ン サ ー を 構 成 す る 。 対 極 ５ は 白 金 線 、 参 照 極 ６ は 銀 ／ 塩 化 銀 電 極 で 構 成 す る 。 こ れ ら の 電
極 は 、 そ れ ぞ れ ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト １ ０ を 介 し て 電 流 な ど を 測 定 す る 。 試 料 溶 液 ３ と し て
は 、 所 定 濃 度 の フ ル ク ト ー ス 、 お よ び １ ｍ M  NADを 含 む ０ ． １ M  PIPES－ NaOH緩 衝 水 溶 液
（ ｐ H７ ． ５ ） を 用 い る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ７ ℃ に 保 持 さ れ る 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
　 前 述 の フ ル ク ト ー ス セ ン サ ー を 用 い て 次 の よ う に 定 量 を 行 う 。 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６
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に 対 し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電 位 を 印 加 す る 。 こ の と き 、 試 料 溶 液 ３ 中 の フ ル ク ト ー ス は キ シ ロ
ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ の 存 在 下 で グ ル コ ー ス に 変 換 さ れ る 。 次 に 前 記 キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ
に 融 合 し た グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 存 在 下 で グ ル コ ー ス は グ ル コ ノ ラ ク ト ン に 酸 化
さ れ る と 同 時 に NADが NADHに 還 元 さ れ る 。 生 成 し た NADHは ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 存 在 下 で NADに
酸 化 さ れ 、 こ の 反 応 で 電 子 伝 達 メ デ ィ エ ー タ で あ る フ ェ ロ セ ン が 酸 化 さ れ 、 フ ェ リ シ ニ ウ
ム イ オ ン が 生 成 さ れ る 。 （ 作 用 電 極 ４ に は 参 照 極 ６ に 対 し て ３ ０ ０ ｍ Vの 電 位 が 印 加 さ れ
て い る た め 、 ） フ ェ リ シ ニ ウ ム イ オ ン は 作 用 電 極 ４ か ら 電 子 を う け と り フ ェ ロ セ ン に 還 元
さ れ る 。 作 用 電 極 ４ で の 電 子 の 移 動 に よ る 電 流 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試 料 溶 液 中 の フ ル
ク ト ー ス 濃 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
　 （ 比 較 例 ５ ０ ： フ ル ク ト ー ス セ ン サ ー ）
　 図 ４ ８ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ５ ０ を 説 明 す る 。 比 較 例 ５ ０ に か か る セ ン サ ー は 試 料
溶 液 中 の フ ル ク ト ー ス を 定 量 す る フ ル ク ト ー ス セ ン サ ー で あ る 。 比 較 例 ５ ０ に 係 る フ ル ク
ト ー ス セ ン サ ー の 酵 素 電 極 部 を 図 ４ ８ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ４ １ １ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は 直 径 ３ ｍ ｍ の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン
で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGDH） 、 キ シ ロ ー ス イ ソ メ
ラ ー ゼ （ ecoISO） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン （ F
c－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGD
H） は 、 比 較 例 ４ ９ で 調 製 し た Bacillus subtilis由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ で あ
る 。 キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ （ ecoISO） は 、 Escherichia coli由 来 の キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ
ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） は 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ で
あ る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち busGDH： ０
． ３ ユ ニ ッ ト 、 ecoISO： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 P
EGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混
合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ４ １ ２ 】
　 こ の 酵 素 電 極 部 を 用 い て 、 実 施 例 ５ ０ と 同 様 に 、 試 料 溶 液 中 の フ ル ク ト ー ス 濃 度 を 測 定
す る 。 実 施 例 ５ ０ と 比 較 例 ５ ０ と の 相 違 は 、 図 １ １ の Ａ と Ｂ の 相 違 と 同 様 で あ る 。
【 ０ ４ １ ３ 】
　 実 施 例 ５ ０ と 比 較 例 ５ ０ か ら 、 実 施 例 ５ ０ の フ ル ク ト ー ス セ ン サ ー の 方 が 、 比 較 例 ５ ０
の フ ル ク ト ー ス セ ン サ ー よ り も 、 フ ル ク ト ー ス 濃 度 に 対 す る 感 度 が 高 く 、 よ り 低 濃 度 の フ
ル ク ト ー ス を 定 量 出 来 る こ と が 明 ら か と な っ た 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る グ ル コ ー ス
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 及 び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に も か
か わ ら ず 、 実 施 例 ５ ０ の 酵 素 電 極 に お い て は 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と キ シ ロ ー ス
イ ソ メ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、
グ ル コ ー ス を 介 し た フ ル ク ト ー ス か ら グ ル コ ノ ラ ク ト ン へ の 変 換 ・ 酸 化 反 応 が 速 や か に 行
わ れ 、 結 果 と し て 単 位 時 間 内 に 生 成 す る NADHの 量 が 多 い た め と 考 え ら れ た 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 （ 実 施 例 ５ １ ： フ ル ク ト ー ス 燃 料 電 池 ）
　 図 ４ ６ 及 び 図 ９ を 用 い て 実 施 例 ５ １ を 説 明 す る 。 実 施 例 ５ １ に か か る 燃 料 電 池 は フ ル ク
ト ー ス を 燃 料 と す る フ ル ク ト ー ス 燃 料 電 池 で あ る 。 実 施 例 ５ １ に 係 る フ ル ク ト ー ス 燃 料 電
池 の ア ノ ー ド 電 極 部 を 図 ４ ６ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ
ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ４ ９ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-busGDH::
ecoISO） 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ
リ ア リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ
れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 比 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 His-busGDH
::ecoISO（ busGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ecoISO： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ
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ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成
分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
実 施 例 ５ １ に 係 る フ ル ク ト ー ス 燃 料 電 池 の カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の 白 金 板 か ら
な る 。
【 ０ ４ １ ６ 】
　 電 解 質 溶 液 ３ は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ フ ル ク ト ー ス 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ
チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で あ る 。
ア ノ ー ド 電 極 １ ５ と カ ソ ー ド 電 極 １ ６ は 、 間 に 多 孔 質 ポ リ プ ロ ピ レ ン フ ィ ル ム （ 厚 さ ２ ０
μ ｍ ） １ ７ を 挟 ん で 配 置 さ れ 、 こ れ を 蓋 ２ 付 の ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １ 中 の 前 記 電 解
液 溶 液 ３ 中 （ １ ０ ｍ Ｌ ） に 配 置 す る 。 測 定 温 度 は 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ７ ℃ に 保 持 さ れ
る 。 そ れ ぞ れ の リ ー ド を ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト （ 東 方 技 研 、 モ デ ル ２ ０ ０ ０ ） １ ０ に 接 続 し
、 － １ ． ２ Ｖ か ら ０ ． １ Ｖ ま で 電 圧 を 変 化 さ せ 、 電 圧 － 電 流 特 性 を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： １ １ ０ ５ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： １ ０ ０ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ ４ １ ７ 】
　 （ 比 較 例 ５ １ ： フ ル ク ト ー ス 燃 料 電 池 ）
　 図 ４ ８ 及 び 図 ９ を 用 い て 比 較 例 ５ １ を 説 明 す る 。 比 較 例 ５ １ に か か る 燃 料 電 池 は フ ル ク
ト ー ス を 燃 料 と す る フ ル ク ト ー ス 燃 料 電 池 で あ る 。 比 較 例 ５ １ に 係 る フ ル ク ト ー ス 燃 料 電
池 の ア ノ ー ド 電 極 部 を 図 ４ ８ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ４ １ ８ 】
　 ア ノ ー ド 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ
ー ボ ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGDH） 、 キ シ ロ ー ス
イ ソ メ ラ ー ゼ （ ecoISO） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア
ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
（ busGDH） は 、 比 較 例 ４ ９ で 調 製 し た Bacillus subtilis由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ で あ る 。 キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ （ ecoISO） は 、 Escherichia coli由 来 の キ シ ロ ー ス
イ ソ メ ラ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） は 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ
ラ ー ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 固 定 さ れ
て い る 。 す な わ ち 、 busGDH： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ecoISO： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６
ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は
上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行
う 。
【 ０ ４ １ ９ 】
　 比 較 例 ５ １ に 係 る フ ル ク ト ー ス 燃 料 電 池 を 用 い て 、 実 施 例 ５ ０ と 同 様 に 、 電 圧 － 電 流 特
性 を 測 定 し た 。
短 絡 電 流 密 度 ： ３ ０ ９ μ Ａ ／ ｃ ｍ 2

最 大 電 力 ： ３ ０ μ Ｗ ／ ｃ ｍ 2

の 電 池 出 力 が 観 測 さ れ る 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 実 施 例 ５ １ と 比 較 例 ５ １ か ら 、 実 施 例 ５ １ の フ ル ク ト ー ス 燃 料 電 池 の 方 が 、 比 較 例 ５ １
の フ ル ク ト ー ス 燃 料 電 池 よ り も 、 電 流 密 度 が 高 く 、 よ り 大 き な 電 流 を 取 り 出 せ る こ と が 明
ら か と な っ た 。 酵 素 電 極 上 に 固 定 さ れ て い る グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 キ シ ロ ー ス イ
ソ メ ラ ー ゼ 、 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ５ １ の 燃 料
電 池 に お い て は 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る
た め に 、 両 酵 素 が 物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 グ ル コ ー ス を 介 し た フ ル ク ト
ー ス か ら グ ル コ ノ ラ ク ト ン へ の 変 換 ・ 酸 化 反 応 が 速 や か に 行 わ れ 、 結 果 と し て 単 位 時 間 内
に 生 成 す る NADHの 量 が 多 い た め と 考 え ら れ た 。
【 ０ ４ ２ １ 】
　 （ 実 施 例 ５ ２ ： フ ル ク ト ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
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　 図 ４ ６ お よ び 図 ８ を 用 い て 実 施 例 ５ ２ を 説 明 す る 。 実 施 例 ５ ２ に か か る 電 気 化 学 反 応 装
置 は フ ル ク ト ー ス を 基 質 と し て グ ル コ ノ ラ ク ト ン を 生 産 す る フ ル ク ト ー ス 電 気 化 学 反 応 装
置 で あ る 。 実 施 例 ５ ２ に 係 る フ ル ク ト ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 ４ ６ を 用 い
て 説 明 す る 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ
ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に 実 施 例 ４ ９ で 調 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-busGDH::ecoI
SO） 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア
リ ル ア ミ ン （ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以
下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち His-busGDH::ecoISO（ busGDH： ０ ． ３ ユ
ニ ッ ト 、 ecoISO： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト ） 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ ｇ 、 PEGDE
： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極 上 で 混 合 後
、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 図 ８ に お け る 作 用 電 極 ４ と し て 用 い る こ と に よ っ て フ ル ク ト ー ス 電 気 化
学 反 応 装 置 を 構 成 す る 。 銀 塩 化 銀 電 極 を 参 照 電 極 ６ に 、 白 金 線 を 対 極 ５ と し た 三 極 セ ル を
構 成 す る 。 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ フ ル ク ト ー ス 、 お よ び １ ｍ Ｍ ニ コ チ ン ア ミ
ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 電 解 液 を 試 料 溶 液
３ と し て 使 用 し 、 恒 温 循 環 槽 に よ っ て ３ ７ ℃ に 保 持 さ れ る 。 ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル １
中 窒 素 雰 囲 気 下 ０ ． ３ Ｖ ｖ ｓ Ａ ｇ ／ Ａ ｇ Ｃ ｌ の 電 位 を １ ０ ０ 分 間 印 加 し 、 生 成 物 を 高 速 液
体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 定 量 す る 。 反 応 電 解 液 か ら は 、 グ ル コ ノ ラ ク ト ン が 検 出 さ れ 、 反
応 電 荷 量 と 、 生 成 グ ル コ ノ ラ ク ト ン 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す
る こ と が わ か る 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 （ 比 較 例 ５ ２ ： フ ル ク ト ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 ）
　 図 ４ ８ お よ び 図 ８ を 用 い て 比 較 例 ５ ２ を 説 明 す る 。 比 較 例 ４ に か か る 電 気 化 学 反 応 装 置
は フ ル ク ト ー ス を 基 質 と し て グ ル コ ノ ラ ク ト ン を 生 産 す る フ ル ク ト ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置
で あ る 。 比 較 例 ５ ２ に か か る フ ル ク ト ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 の 酵 素 電 極 部 を 図 ４ ８ を 用 い
て 説 明 す る 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
　 酵 素 電 極 部 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ は ０ ． ５ ｃ ｍ 2 の グ ラ ッ シ ー カ ー ボ
ン で あ る 。 導 電 性 基 体 ２ ０ 上 に グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ busGDH） 、 キ シ ロ ー ス イ ソ
メ ラ ー ゼ （ ecoISO） 、 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） 、 及 び フ ェ ロ セ ン 結 合 ポ リ ア リ ル ア ミ ン
（ Fc－ PAA） が PEGDEに よ り 架 橋 さ れ て 固 定 さ れ て い る 。 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ bu
sGDH） は 、 比 較 例 ４ ９ で 調 製 し た Bacillus subtilis由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
で あ る 。 キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ （ ecoISO） は 、 Escherichia coli由 来 の キ シ ロ ー ス イ ソ
メ ラ ー ゼ で あ る 。 ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ ppuDp） は 、 Pseudomonas putida由 来 の ジ ア フ ォ ラ ー
ゼ で あ る 。 各 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 最 適 の 濃 度 に よ り 固 定 さ れ て い る 。 す な わ ち busGDH
： ０ ． ３ ユ ニ ッ ト 、 ecoISO： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 ppuDp： ０ ． ６ ユ ニ ッ ト 、 Fc-PAA： １ ６ μ
ｇ 、 PEGDE： １ ０ μ ｇ で 調 製 さ れ て い る 。 酵 素 電 極 部 の 作 製 は 上 記 成 分 の 各 水 溶 液 を 電 極
上 で 混 合 後 、 室 温 で ２ 時 間 以 上 放 置 、 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 こ の 酵 素 電 極 を 用 い て 、 実 施 例 ５ ２ と 同 様 に 、 生 成 物 を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で
定 量 す る 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 反 応 電 解 液 か ら は 、 グ ル コ ノ ラ ク ト ン が 検 出 さ れ 、 反 応 電 荷 量 と 、 生 成 グ ル コ ノ ラ ク ト
ン 量 に は 、 高 い 相 関 関 係 が あ り 、 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ と が わ か る 。 し か し な が ら 実
施 例 ５ ２ の 場 合 よ り も 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 は 小 さ い 値 で あ る こ と が わ か る 。
実 施 例 ５ ２ と 比 較 例 ５ ２ か ら 、 実 施 例 ５ ２ の フ ル ク ト ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 の 方 が 、 比 較
例 ５ ２ の フ ル ク ト ー ス 電 気 化 学 反 応 装 置 よ り も 、 単 位 時 間 あ た り の 反 応 電 荷 量 が 高 く 、 よ
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り 効 率 的 に フ ル ク ト ー ス を グ ル コ ノ ラ ク ト ン に 変 換 出 来 る こ と が 明 ら か と な る 。 酵 素 電 極
上 に 固 定 さ れ て い る グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 及 び ジ ア フ
ォ ラ ー ゼ の 量 は 同 じ で あ る に も か か わ ら ず 、 実 施 例 ５ ２ の 電 気 化 学 反 応 装 置 に お い て は 、
グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る た め に 、 両 酵 素 が
物 理 的 近 傍 に 保 持 さ れ て い る 。 こ の た め 、 グ ル コ ー ス を 介 し た フ ル ク ト ー ス か ら グ ル コ ノ
ラ ク ト ン へ の 変 換 ・ 酸 化 反 応 が 速 や か に 行 わ れ 、 結 果 と し て 単 位 時 間 内 に 生 成 す る NADHの
量 が 多 い た め と 考 え ら れ た 。

　 （ 実 施 例 ５ ３ ： Pyrococcus furiosus由 来 の グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ pfuGDH） と T
hermotoga maritima由 来 の キ シ ロ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ （ tmaISO） と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ His-
pfuGDH::tmaISO） [配 列 番 号 １ ３ ４ 、 １ ３ ５ ]の 調 製 ）
　 Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ ノ ム D
NAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ７ ９ ９ ｂ ｐ
の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatGGATCCGaacattttaataacagcttcttcaagagga-3' (BamHI) [配 列 番 号 １ ５ ]
5'-aataatAAGCTTaagaagaacgctcctagtcattgctccatc-3' (HindIII) [配 列 番 号 １ ６ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 BamHIお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pETDuet-1(Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuGDH発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuGDHを 作 製 す る 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
　 次 に Thermotoga maritima  [ATCC 43589]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す る 。 こ の ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３
５ ６ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGgcagaatttttcccagaaatcccaaagatt-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ３ ０ ]
5'-aataatCTCGAGtcacctcagttctgctattgtcttcactat-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ３ １ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pETDuet-pfuGDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 His-pfuGDH、 tmaISO共 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuGDH-tmaISOを 作 製 す
る 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 次 に 、 以 下 の 5'末 端 リ ン 酸 化 合 成 オ リ ゴ DNAを TEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 等 量 混 合 し 、 加 熱 後
徐 冷 す る こ と に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 。
5'-AGCTTagcggcggcagcggcagcggcggcagcggcCA-3' [配 列 番 号 ２ ９ ]
5'-TATGgccgctgccgccgctgccgctgccgccgctA-3' [配 列 番 号 ３ ０ ]
　 こ の DNA断 片 を 、 pETDuet-pfuGDH-tmaISOの 制 限 酵 素 Hind IIIお よ び Nde Iの 認 識 サ イ ト
に 挿 入 し 、 His-pfuGDHと tmaISOが ス ペ ー サ ー 配 列 SGGSGSGGSGに よ っ て 連 結 さ れ た 融 合 タ ン
パ ク 質 His-pfuGDH::tmaISO発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuGDH::tmaISO [配 列 番 号 １ ３ ２ ]を 作
製 す る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
　 次 に Pyrococcus furiosus [ATCC 43587]の ゲ ノ ム DNA鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNA
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 ７ ９ ７ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'- aataatCCATGGcgattttaataacagcttcttcaagaggaataggcttc-3' (Nco I) [配 列 番 号 ２ ０ ]
5'-aataatAAGCTTaagaagaacgctcctagtcattgctccatc-3' (HindIII) [配 列 番 号 １ ６ ]
こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nco Iお よ び Hind IIIで 切 断 し 、 pCDFDuet-1 (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuGDH発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuGDHを 作 製 す る 。
【 ０ ４ ３ １ 】
　 次 に Thermotoga maritima  [ATCC 43589]の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ
DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを 行 い 、 １ ３ ５ ６ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGgcagaatttttcccagaaatcccaaagatt-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ３ ０ ]
5'-aataatCTCGAGtcacctcagttctgctattgtcttcactat-3' (XhoI) [配 列 番 号 １ ３ １ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pCDFDuet-pfuGDHの 同 じ 制 限 酵
素 サ イ ト に 挿 入 し 、 pfuGDH、 tmaISO共 発 現 ベ ク タ ー pCDFDuet-pfuGDH-tmaISO [配 列 番 号 １
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３ ３ ]を 作 製 す る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pETDuet-pfuGDH::tmaISOお よ び pCDFDuet-pfuGDH-tmaISOを 用 い 、 常 法 に 従
い E.coli BL21(DE3)を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン お よ び ス ト レ プ
ト マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ３ ３ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た LB培 地
10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、
170rpmで 4時 間 振 と う 培 養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培
養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導 し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃
 PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍 結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g
、  10分 、 4℃ )し て 固 形 夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と
を SDS-PAGEで 確 認 し た 後 、 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ
ラ ム を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
　 次 に Pyrococcus horikoshii KT2440 [ATCC 700860]か ら 常 法 に 従 い ゲ ノ ム DNAを 調 製 す
る 。 こ の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 の 合 成 オ リ ゴ DNAを プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCRを
行 い 、 １ ３ ４ ４ ｂ ｐ の DNA増 幅 産 物 を 得 る 。
5'-aataatCATATGaagatagtagttataggatctggaactgct-3' (NdeI) [配 列 番 号 １ ７ ]
5'-aataatCTCGAGtgacttaaattttctcatggccatttc-3' (XhoI) [配 列 番 号 ２ ６ ]
　 こ の DNA増 幅 産 物 を 制 限 酵 素 Nde Iお よ び Xho Iで 切 断 し 、 pET-21a(+) (Novagen社 製 )の
同 じ 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 し 、 phoDp-His発 現 ベ ク タ ー pET21-phoDpを 作 製 す る 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
　 発 現 ベ ク タ ー pET21-phoDpを 用 い 、 E.coli BL21(DE3)を 常 法 に 従 い 形 質 転 換 す る 。 形 質
転 換 体 は 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン に 対 す る 耐 性 株 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 10mLで 一 晩 プ レ ・ カ ル チ
ャ ー し た 後 、 そ の 0.2mLを 、 100mLの LB-Amp培 地 に 添 加 し 、 30℃ 、 170rpmで 4時 間 振 と う 培
養 す る 。 そ の 後 IPTGを 添 加  (終 濃 度  1mM) し 、 37℃ で 4‾12時 間 培 養 を 続 け る 。 IPTG 誘 導
し た 形 質 転 換 体 を 集 菌  (8000× g、  2分 、 4℃ ) し 、 1/10 量 の  4℃  PBSに 再 懸 濁 す る 。 凍
結 融 解 お よ び ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ り 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心  (8000× g、  10分 、 4℃ )し て 固 形
夾 雑 物 を 取 り 除 く 。 目 的 の 発 現 タ ン パ ク 質 が 上 清 に 存 在 す る こ と を SDS-PAGEで 確 認 し た 後
、 そ れ ぞ れ の 誘 導 発 現 さ れ た Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を ニ ッ ケ ル キ レ ー ト カ ラ ム を 用 い て
精 製 す る 。
こ う し て 得 ら れ る 好 熱 菌 由 来 の 融 合 タ ン パ ク 質 を フ ル ク ト ー ス セ ン サ ー や 燃 料 電 池 に 適 用
で き る 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
　 こ う し て 得 ら れ る 好 熱 菌 由 来 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 既 述 の 実 施 例 の よ う に フ ル ク
ト ー ス セ ン サ ー 等 を 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ３ ８ 】
　 以 上 、 複 数 の 実 施 例 及 び 比 較 例 を 用 い て 説 明 し た が 、 好 熱 菌 由 来 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 用
い た セ ン サ ー や 燃 料 電 池 の 方 が 、 時 間 経 過 に 対 す る 出 力 の 低 下 は 少 な く 、 ま た 耐 久 性 に も
す ぐ れ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ４ ３ ９ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 一 形 態 と し て 、 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ GDH）
と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ Dp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 成 要 素 と す る 酵 素 電 極 の 概 念 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 一 形 態 と し て 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ ADH）
と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ Dp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 成 要 素 と す る 酵 素 電 極 の 概 念 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 一 形 態 と し て 、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ LDH） と ジ ア
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フ ォ ラ ー ゼ （ Dp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 成 要 素 と す る 酵 素 電 極 の 概 念 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 酵 素 電 極 に お け る 一 形 態 と し て 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ MDH） と ジ
ア フ ォ ラ ー ゼ （ Dp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 成 要 素 と す る 酵 素 電 極 の 概 念 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 一 形 態 と し て 、 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ EDH
） と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ （ Dp） と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 成 要 素 と す る 酵 素 電 極 の 概 念 図 で あ る
。
【 図 ６ 】 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 一 形 態 と し て 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ ADH）
と ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ ALDH） と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 成 要 素 と す る 酵 素 電 極 の
概 念 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 本 発 明 の 酵 素 電 極 に お け る 一 形 態 と し て 、 イ ソ メ ラ ー ゼ （ ISO） と グ ル コ ー ス デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ GDH） と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 成 要 素 と す る 酵 素 電 極 の 概 念 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 本 発 明 の 酵 素 電 極 を 用 い て 構 成 し た セ ン サ ー の 概 念 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 本 発 明 の 酵 素 電 極 を 用 い て 構 成 し た 燃 料 電 池 の 概 念 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 本 発 明 の 実 施 例 に 係 る グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合
タ ン パ ク 質 を 構 成 要 素 と す る 酵 素 電 極 部 の 概 念 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 実 施 例 ２ に 係 る グ ル コ ー ス セ ン サ ー を 用 い て 測 定 さ れ た 基 質 濃 度 と 電 流 密 度 の
関 係 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 本 発 明 の 比 較 例 に 係 る グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と を 構 成
要 素 と す る 酵 素 電 極 部 の 概 念 図 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ４ ４ ０ 】
１ 　 ウ ォ ー タ ー ジ ャ ケ ッ ト セ ル
２ 　 蓋
３ 　 試 料 溶 液
４ 　 作 用 電 極
５ 　 白 金 線 対 極
６ 　 銀 塩 化 銀 参 照 電 極
７ 　 作 用 極 リ ー ド
８ 　 対 極 リ ー ド
９ 　 参 照 極 リ ー ド
１ ０ 　 ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト
１ １ 　 ガ ス 吹 込 み 口
１ ２ 　 ガ ス チ ュ ー ブ
１ ３ 　 温 調 水 流 入 口
１ ４ 　 温 調 水 排 出 口
１ ５ 　 ア ノ ー ド
１ ６ 　 カ ソ ー ド
１ ７ 　 多 孔 質 ポ リ プ ロ ピ レ ン フ ィ ル ム
１ ８ 　 ガ ス 排 出 口
１ ９ 　 電 解 質 溶 液
２ ０ 　 導 電 性 基 体
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 1月 6日 (2006.1.6)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
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活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 １ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ
活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ４ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ４ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 １ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活 性 を
有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ５ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ５ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 １ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活 性 を
有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ６ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ６ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 １ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活
性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ７ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ７ ９ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 １ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 活
性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ８ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ８ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 １ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー
ゼ 活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ９ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ９ ７ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範 囲
で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合 せ
で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 １ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
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【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ジ ア フ ォ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （
ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ジ ア フ ォ ラ ー
ゼ 活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ ０ ６ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ ０ ６ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 １ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が
、 以 下 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活
性 お よ び ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ １ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ １ ４ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 １ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が
、 以 下 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活
性 お よ び ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ ２ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ ２ １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 １ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 １ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 イ ソ メ ラ ー ゼ と グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ）
ま た は （ ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 請 求 項 ６ に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ ２ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ ２ ８ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 手 続 補 正 １ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
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【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ２ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 イ ソ メ ラ ー ゼ と グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ）
ま た は （ ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 お よ び グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 請 求 項 ６ に 記 載 の 酵 素 電 極 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ ３ ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 前 記 の 各 活 性 が 損 な わ れ な い 範
囲 で 、 １ か ら 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 修 飾 が 単 独 あ る い は 複 数 の 組 合
せ で 実 施 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
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