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参加プロジェクトの概要

Non-covalent 
enzyme-polymer
linkage

linkage: Biotin-Avidin

enzyme: Horseradish 
peroxidase (HRP)

Sara Fornera

Covalent 
enzyme-polymer
linkage

linkage: SoluLinkTM

(Hydrazone bond)

enzyme: Horseradish 
peroxidase (HRP)

Andrea Grotzky

Objective: preparation, quantification and characterization 
of active multi-enzyme-denpol conjugates



ポリマー検討

water soluble, amine decorated denpol poly-D-lysine as reference
(commercially available)
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HyNic-PDL 4FB-HRP

(B) HRP

(C) PDL-hydrazone-HRP

reactions under mild conditions:

in aqueous solution, pH 5-7

room temperature

US Patent 06911535: Schwartz, D.A., 2005; SoluLinkTM Catalogue 2008

ヒドラゾン結合による共有結合形成



• Preparation of 

• Stability measurement
-Stability of Modified HRP, PDL and Conjugate
-Storing condition: room temperature, 4 °C, -20 °C

本研究の目的

4FB-HRP HyNic-PDL Conjugate



アルデヒド修飾酵素の安定性
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(Novabiochem, SoluLinkTM Kit)
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2) Quantification of 4FB-HRP by UV spectroscopy
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3) Activity of 4FB-HRP and native HRP
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ABTS (I)

radical cation (II)

λmax = 340 nm
ε = 36'000 M-1cm-1

λmax = 414 nm
ε = 36'000 M-1cm-1

[ABTS]0=0.25mM, [H2O2]0=0.05mM, [HRP]=1.1nM at room temperature 
in buffer 0.1 M phosphate pH 6.0

Measuring absorbance increase at 414 nm at the initial stage of the reaction and getting the slope 

アルデヒド修飾酵素の安定性



3) Activity of 4FB-HRP and native HRP stored at room temperature
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アルデヒド修飾酵素の安定性



ヒドラジン修飾ポリマーの安定性
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2) Quantification of HyNic-PDL by UV spectroscopy

1) Preparation of HyNic-PDL

PDL SANH HyNic-PDL
On average ~3 HyNic / 100 Lys 
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2) Quantification of HyNic-PDL
ヒドラジン修飾ポリマーの安定性



酵素-ポリマー複合体の調製

4FB-HRP
≈1 aldehyde / HRP

HyNic-PDL
≈3 HyNic / 100 Lys Conjugate

+



4FB-HRP
1 aldehyde / HRP

HyNic-PDL
3 HyNic / 100 Lys

Conjugate

Preparative separation of free and modified enzyme with GPC is not possible

+

native HRP

+

4FB-HRPnative HRP

“pure” conjugate is wanted ! 

酵素-ポリマー複合体の調製



Amicon Ultra-0.5 (100,000 g / mol cut off) - 8000 rpm x 5 min 

Ultrafiltration: Separation method by molecular size and shape
More than 100,000 g / mol globular molecules stay in the retentate and the others go 
through the membrane (filtrate). 

HRP = 44,000 g / mol, PDL = 150’000-300’000 g / mol 

Conjugate > 100,000 g / mol and HRP < 100,000 g / mol

Ultrafiltration can be useful for preparative separation

Regenerated cellulose membrane

酵素-ポリマー複合体の精製
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Ratio 1.6 was achieved after 7 times spinning
A pure conjugate was obtained !

酵素-ポリマー複合体の精製
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結論

• 修飾酵素と修飾ポリマーの安定性
- 修飾酵素と修飾ポリマーは4℃ないし-20℃で保存すべき

- この条件下では、1ヶ月間安定であることがわかった

• 酵素-ポリマー複合体の精製

- 限外ろ過法によって酵素-ポリマー複合体の活性を保ったまま、精製す
ることに成功した

- 後の等電点電気泳動を用いた分析により、精製後の複合体がピュアで
あることが確認された。



Polymer Chemistry Groupクリスマス会@Shulter教授宅



他研究室訪問その1

Prof. Kai Jhonsson

専門：蛍光共鳴エネルギー
移動(FRET)を利用した細胞内
生体小分子のイメージング



他研究室訪問その1

EPFL キャンパス近郊EPFL キャンパス



他研究室訪問その1

Kai 研の日本人ポスドクの皆さん@春木さん宅

梅澤さん
慶応出身

春木さん夫妻
東工大出身

私



他研究室訪問その2

Chalmers工科大学

専門：水晶発振子マイクロバラ
ンス法(QCM)と光学系を組み

合わせた生体分子間相互作用
の検出

Prof. Fredrik Höök



他研究室訪問その2

スウェーデン ストックホルム スウェーデン ヨーテボリ



他研究室訪問その2

Höökと私 Kasemoと私
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