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Two serine protease inhibitors from soybeans, Kunitz type soybean trypsin inhibitor (STI) and 

Bowman-Birk inhibitor (BBI) were immobilized via an alkanethiol onto a gold surface on a highly 
sensitive 21 MHz AT-cut quartz-crystal microbalance (QCM) chip. The QCM exhibited a significant 
decrease in frequency responding to serine protease addition. The dissociation constants (Kd) for the 
interactions of STI-bovine pancreatic trypsin, BBI-bovine pancreatic trypsin, and BBI-bovine 
pancreatic chymotrypsin were determined, respectively, to be 47.0 nM, 83.6 nM, and 52.9 nM. The 
data suggest that the inhibitors were immobilized on the gold surface of QCM in a possible 
orientation to react with corresponding serine proteases. Based on the observations, it may be 
concluded that combining protease inhibitor and protease recognition events with an appropriate 
QCM transducer can yield sensor devices highly suitable for detection of proteases in food, clinical 
and biodefense areas.   
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１． はじめに 

 

生命の基本単位は細胞であり，生命現象は生体分子の統合的な化学反応である．生命現

象を司る分子の最も優れた性質は高選択性の分子認識能であり，その認識反応は生命体の

ホメオスタシス，生理現象，思考，精神および性格なども支配する． 
                                                                                  
＊環境科学科 教授                                                                              
＊＊大学院工学研究科 大学院生 
＊＊＊長岡技術科学大学工学部生物系 教授 



生体分子の認識能を固定化した水晶振動子マイクロバランス(QCM)バイオセンサーは振
動数の経時変化から認識される微量分子の結合量やその結合過程をナノグラムレベルで定

量できる．従って，QCMバイオセンサーは生命科学，食品科学，環境科学などの分野にお
ける特定分子のセンシングに応用することができる． 近年，QCMテクノロジーを応用し
て生体内で起り得る蛋白質－蛋白質、蛋白質－糖，蛋白質－DNA，蛋白質－RNA，DNA
－DNA，DNA－RNA．糖鎖－微生物などの分子間相互作用を解析する研究が激しく展開し
ている 1-8)． 我々は蛋白質－蛋白質相互作用に研究の焦点を合わせる．その組合せ例として，
酵素－基質，酵素－阻害剤(インヒビター)，抗体－抗原，ホルモン－レセプターなどがある． 
 本論文では QCM 発振装置および大豆の蛋白質分解酵素阻害剤(ボーマン‐バークセリン
プロテアーゼインヒビターならびにクニッツ型トリプシンインヒビター)を固定化した
QCM センサーチップを作成し，ウシ膵臓由来の蛋白質分解酵素(トリプシンならびにキモ
トリプシン)に対する相互作用を解析したので報告する． 
 

２．材料と方法 

 
2.1 試薬 

ウシ膵臓トリプシン[EC. 3.4.21.4]，ウシ膵臓キモトリプシン[EC. 3.4.21.1]，大豆クニッ
ツ型トリプシンインヒビター(STI)，大豆ボーマン‐バークセリンプロテアーゼインヒビタ
ー(BBI)はシグマ社(セントルイス、アメリカ)より入手した．シスタミン，Ｎ-シクロヘキシ
ル-Ｎ’ - (2-モルホリノエチル)カルボジイミドメト-ｐ-トルエンスルホン酸塩(CMC)は和光
純薬(大阪)から購入した．実験に供した上記以外の試薬はすべて特級もしくは生化学用試薬
と同等の純度である． 
2.2 QCM発振器とセンサーチップ 

サンライズ工業株式会社（新潟県糸魚川市）の協力を得てQCMバイオセンサー発振器を
作成した．作成したQCMバイオセンサーシステムをFig.1にしめす．表面に金蒸着が施され
ているATカット水晶振動子(AT cut QCM；基本周波数，21 MHz；サンライズ工業株式会
社)をセンサーチップとして用いた3-4)． 

 

   



2.3 プロテアーゼインヒビターのQCMチップ表面への固定化 

QCMセンサーチップの金表面を16 mMのシスタミン水溶液に1時間浸漬することにより
自己組織化単分子層(SAM)を形成した1-8)．次いで，セリンプロテアーゼインヒビター(STI
またはBBI)溶液(0.02 mg/ml)とCMC溶液(0.2 mg/ml)の等量混合溶液に2時間浸漬し，蛋白
質性のSTIならびにBBIをセンサーチップの金表面に形成されたSAMに固定化した．SAM
形成ならびに蛋白質性プロテアーゼインヒビターの固定化に関する反応式をFig.2にしめす． 
2.4 QCMバイオセンサーによる分子間相互作用の解析 

固定化されたセリンプロテアーゼインヒビター(STIならびにBBI)とセリンプロテアーゼ
(ウシ膵臓トリプシンならびにキモトリプシン)間における相互作用を解析するために，セリ
ンプロテアーゼインヒビターを固定化したQCMセンサーを100 mM トリス緩衝液（pH 8.0，
25 ℃）中に浸漬させて，反応系にセリンプロテアーゼ溶液(0.1 mg/ml)を100，100，300，
600，600，600 μlずつ逐次的に添加し，セリンプロテアーゼインヒビターとセリンプロテ
アーゼの結合が飽和するまで周波数の変化量3-8)を観測した(Fig.2を参照)． 
2.5 STIならびにBBIのセリンプロテアーゼに対する解離定数の決定 

質量作用の法則により導かれた理論式5-8)(Fig.3を参照)に基づき，STIならびにBBIのトリ
プシンまたはキモトリプシンに対する解離定数Ｋｄ(結合定数Ｋａの逆数)を算出した．複数回
(n = 3-4)の計測を実施し，その平均値としてＫｄを決定した．

[E0] = x, [E0] /Δm = y とおけば，

E  +  I    E I （質量作用の法則） ---- (1)
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+y = ------ (4)

Fig. 3 解離定数の計算式

Kd, 解離定数;  k 1, 結合速度定数;  k 2, 解離速度定数; E, プロ
テアーゼ; I, プロテアーゼインヒビター; EI, 複合体; E0, Eの全体
量; A, Eの分子量; V, 反応系の体積; Δm, ＱＣＭセンサー表面
の単位面積あたりの重量変化; Δmmax, Eの最大結合量

[EI] = Δm•S/A•V; [E] = [E]0 − Δm • S/A•V; [I] = (Δmmax•S −Δm•S)/A•V

Kd =
(Δmmax − Δm) ・[E0]

Δm
- (3)

Kd =
k 1

k 2

= ------ (2)[E] ・[I] 
[EI]

([E]0 −Δm•S/A•V)(Δmmax•S−Δm•S)
=

Δm•S

(-Δm•S /A•V)(Δmmax•S−Δm•S)
が微小で無視できる条件を設定して
実験を実施すれば，

     
 

３．結果 

 

3.1 STIとウシ膵臓トリプシンの相互作用  

Fig.4 に大豆由来の STI (別名;クニッツインヒビター)のアミノ酸配列とトリプシン阻害
部位をしめす 9)．シスタミンを介して STIを金表面に固定化した QCMチップをトリス緩衝
液(pH 8.0)に浸漬させ、トリプシン(24.7 – 539.4 nM)と反応させた際の周波数の減少過程を
追跡した結果を Fig.5 にしめす．Fig.5 はトリプシン濃度とトリプシン濃度／Δｍ(Fig.3 を
参照)の値をプロットした結果である．この直線の傾きと切片の比から Kdは 54.1 nM と計
算された．3 回の実験から平均値を求めることにより STI のトリプシンに対する Kd値は

47.0 nMと決定された． 



3.2 BBIとウシ膵臓トリプシンの相互作用 

 Fig.7 に大豆 BBI のアミノ酸配列ならびにトリプシンとキモトリプシンの阻害部位をし
めす 10)．一分子の BBIは一分子のトリプシンならびに一分子のキモトリプシンと結合する
ことにより両方のプロテアーゼ活性を阻害することができる．BBI を固定化したセンサー
チップをトリス緩衝液(pH 8.0)に浸漬させ，トリプシン(24.7 – 539.4 nM)と反応させた際の
周波数変化を経時的に記録した結果を Fig.8にしめす．Fig.9は BBIのトリプシンに対する
Kd を算出するためのプロットである．この図に描かれた直線の傾きと切片の比から BBI
のトリプシンンに対する Kdはそれぞれ 67.8 nMと計算された．3回の計測値を平均したと
ころ BBIのトリプシンに対する Kｄは 83.6 nMであった． 

   

        

      



3.3 BBIとウシ膵臓キモトリプシンの相互作用 

BBIを固定化したセンサーチップをトリス緩衝液(pH 8.0)に浸漬させ，キモトリプシン
(23.5– 513.5 nM)と反応させた際の周波数変化を経時的に記録した結果をFig.10にしめす．
Fig.11は BBIのキモトリプシンに対する Kd を算出すためのプロットである．この図の直
線の傾きと切片の比から BBIのキモトリプシンンに対する Kdは 58.3 nMと計算された．4
回の実験により得られた値を平均すると，キモトリプシンに対するKdは52.9 nMとなった． 

       

 

４．まとめ 

 

 QCM法で決定された STI とBBIのトリプシンに対するKd (47.0 ならびに 83.6 nM) は
文献値 11-12) の100倍であったが， BBIのキモトリプシンに対するそれは52.9 nMであり，
文献値とよく一致した (Table 1を参照)．以上の成績は STIや BBIがトリプシンの活性溝
に近づきにくい配向で金表面に固定化されたが，BBI の固定化配向はキモトリプシンの活
性溝に対しては結合しやすい状態であったと推定される． 
 プロテアーゼインヒビターとプロテアーゼの分子間相互作用で認められる高選択性認識

反応を適当な QCM トランスデューサと組み合わせればセンサーデバイスを構築すること
が可能であると思われる．このようにして創生されたプロテアーゼセンサーは生命医科学，

食品科学，環境科学などの領域における重要なプロテアーゼを分析定量するのに応用でき

ると考えられる． 
最近，我々は二次元電気泳動系のリバースザイモグラフィーを発明して生体試料に含ま

れるプロテアーゼインヒビターを包括的に解析した 13)．その結果，プロテアーゼインヒビ

ターの候補として，予想外の蛋白質が食用豆種子や食用魚皮膚の抽出液から数多く発見さ

れた．QCMバイオセンサーはプロテアーゼインヒビターの候補として同定された蛋白質の
プロテアーゼに対する相互作用を究明する際に威力を発揮するものと期待される． 
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