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酵素の分子進化とメソ多孔空間への

固定化による超安定化

高橋治雄，今村千絵

株式会社豊田中央研究所材料分野バイオ研究室

近年，2㌧30nm程度の均一の細孔を有するシリカを鹿本骨格としたナノサイズに制御された

メソポラスシリカ（メソ多孔体）が合成可能となったcその細孔直径が酵素（タンパク賀）等の
バイオ分子の直径とよく一致し，かつ酵素の等電点より少し低いpH領域で固定化したときに，

酵素分子は高い安定性を示した。固定化の過程でメソ多孔体のシラノール基と酵素表面のアミノ
酸の側鎖の間で水素結合等が生じて分子の形を保持しているものと考えられる。

また安定性が低いため実用上有効な利用技術の確立には至っていないマンガンペルオキシダ

ーゼ（MnP）をSIMPLEX法（1分子pcRを基にした無細胞タンパク質合成糸による分子進化技
術）を用いて，週酸化水素結合ポケットの入り口付近の三つのアミノ酸残基を分子進化させ，過

酸化水素に村する安定性を10倍以上にすることができた。さらに分子進化させたMnPを大きさ

が合致したメソ多孔体に固定化することで，天然酵素に村して50倍近くの相乗的安定化効果が
発揮されることを見出した。

1．はじめに

近年，2＼30nm程度の均一の細孔を有するシリカ

を基本骨格としたナノサイズに制御されたメソポラス

シリカ（メソ多孔体）が合成可能となったがl－5），そ

の細孔直径は酵素（タンパク質）等のバイオ分子の直

径とよく¶一致する（図1）。また最近ではエチレン基

やフェニル基などの有機基を細孔壁に有する無機・有

機ハイブリッドタイプのメソ多孔体の合成も豊田中研

が世界に先駆けて合成に成功しており6・7〉，新しいタ

イプの触媒として期待されている。また，その常温常

庄での反応性から環境に優しい技術として酵素を用い

た化学反応が着目されているが天然の酵素ではその特

異性や安定性の問撞から実際に使用できない場合が多

い。このような背景から酵素分子を必要な特性を持た

せるために人為的に進化を加速させる進化分子工学の

手法が用いられるようになった。
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本解説ではメソ多孔体によるバイオ分子の固定化

技術について，メソ多孔体の表面の性質及び平均細

孔径などの因子がバイオ分子の吸着淘定化や安定性

に及ぼす影響に関して述べるとともに固定化された

バイオ分子の熱や光等に村する安定化効果に関して

考察する浅－】2）。また安定性が低いため実用上有効な利

用技術の確立には至っていないマンガンペルオキシダ

ーゼ（MnP）について，SIMPLEX法による分子進化

により活性中心付近を安定化した技術を紹介する。

分子進化により活性中心付近を安定化したMnPをメ

ソ多孔体に固定化することで相乗的安定化効果が発揮

されることを見出した。さらにメソ多孔体へのクロロ

フィル同志化による安定化の例を交えて本技術の可能

性について筆者らの研究結果を中心に解説する。

2．メソ多孔体とたんばく質分子の大きさ

凶1にナノサイズ周辺の生体物質や材料の大きさ

を示した。水素分子の直径は約0．1nmであるのに対

してDNAの短直径は2nmであり，酵素等のタンパ

ク質分子の大きさは2、50nm程度である。またウイ

ルスは100nm，大腸菌では2卜m程度の大きさである。

材料ではフラーレンの直径が0．7nm程度で典型的な
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カーボンナノチューブは2nm程度であるといわれて

いる。一方メソ多孔体の細孔の直径は2＼3（）nm程

度のものが一一一般的であり，タンパク質分子の直径と

良く－－一致する。

3．メソ多孔体の種類と合成

典型的な無機の多孔体の分類と大きさを図2（A）に

示す メソ多孔体の合成は通常，シリルアルコキシ

ドを用いて界面活性剤のミセルを鋳型として混合し，
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鋳型の周りに集積したシリカを縮合させる〔鋳型と

して陽イオン性界面活性剤を用いるのがFSMシリー

ズやMCMシリーズ等であり，非イオン性界面活性

剤を用いるのがSBAシリーズ等である。細孔のサイ

ズは界面活性剤のアルキル側鎖長を変化させると共

に膨張材としてトリイソプロピルベンゼン（TIPB）

等を用いて制御することが可能である。合成したメ

ソ多孔体の表面のシラノール基に有機基を導入する

こともできる。また豊田中研の稲垣らはフェニル基

等の有横基を有するシリカ化合物を用いることによ

り細孔内部も結晶構造を有するメソ多孔体の合成に

成功した。フェニル基を有するメソ多孔体の結晶構

造を図2（B）〈C）に示したがシラノール基とフェニル塞

が交互に並ぶきれいな結晶構造を取っており新規な

触媒として期待されると共にバイオ分子の配向制御

や選択的吸着に展開できる可能性が考えられるh・7〉。

4．メソ多孔体へのバイオ分子の固定化

酵素等のタンハク質を中心としたバイオ分子をメ

ソ多孔体に固定化する一般的な手法を図3に示した。
まず安定化したいタンパク質の分子サイズと等電点

を明らかにし，タンパク質の分子直径より少し大き

いサイズのメソ多孔体を合成する。次に等電点より
少し低いpH領域でできるだけイオン強度を低く（10

mM以下が望ましい）してゆるやかに撹拝しながら

固定化する。．この際にメソ多孔体のシラノール基と

の相互作用により新たに水素結合やイオン性相互作

用が生じてより高い安定性が得られると考えられるc

メソ多孔体へのタンパク質の固定化法を他の担体

結合法等と比較した場合，固定化の際にかノプリン

グ反応等の化学反応を伴わず非常に温和な条件で固

定化可能であるため，タンパク質そのもののダメー

ジははとんどないと考えられる。タンパク質の固定

化担体への結合率も重量比で最大20糾二達し，従来

の固定化担体と遜色ない。

サイズが合致した細孔内へ固定化されたタンハク

質は，その後の通常の使用条件ではほとんど担体か

ら遊推されないが，イオン強度を高くした場合には

遊離が観察される場合が多い。また，タンパク質分

子同士が細孔によって区切られていることで，熱等

が加わっても分子内の疎水性部分同士のアグリゲー

ションを予防できる働きがあるものと考えられる「、

しかしながら，問題点としては分子サイズに合致し
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図3 メソ多孔体への酵素の固定化手順

た形で固定化されているために低分子の基質では大

きな問題はないが，タンパク質等の高分子を基質と

する酵素反応では立体障害を起こして反応が十分進

まない可能性がある。さらに，材料がシリカをベー

スとしているため，アルカリ性の水熱反応では構造

が容易に破壊されてしまう点があげられる。

5．酵素のメソ多孔体への吸着メカニズムの解析

5．1サイズの影響

各種細孔径を有するメソ多孔体（FSM－16）に固定

化したタンパク質の例として西洋わさびペルオキシ

デーゼ（HRP，分子直径4、6nm）をpH4の緩衝液

中で70て二処理したときの残存活性を図4（B）に示す。

HRPの場合，未処理の酵素は60分で活性が完全に失

われるのに村して，メソ多孔体で固定化したもので

はいずれも熱に村する安定化効果が認められた。安

定化効果は酵素直径と同等の6nmの平均細孔径を有

するFSM－16に固定化したときがもっとも高く，120

分処理後も80％以上の活性を有していた。以下安定

化効果は9n町3nmの順であり，従来酵素の固定化

によく周いられているシリカゲルは3nmのものと同

等以下▲の安定化効果を示すのみであった。他のサテ

ライシン等のタンパク質分解酵素を用いた試験にお

いても，分子サイズに合致したメソ多孔体に固定化

した場合が最も安定化効果は優れていた。HRPの吸

着量とHRPの吸着前後における細孔への窒素吸着の

パターンをもとにしてコンピュータで各種サイズの

FSM－16へのHRPの吸着の様子をモデルで示したの

が図4（A）である。細孔径3nm（a）では，酵素分子は

細孔抑二人ることができず粒子の外側のみにわずか

に吸着するc また6nm（b）では，HRPのサイズに‾r
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度合致した形で細孔内部に取り込まれ固定化される。

9nm（c）においては，HRPのサイズより大きいため

に細孔内への吸着量は大きいが，安定化効果は従来

の固定化法と比して特に大きな改善はなかった。

5．2 細孔内のイオン的性質の影響

イオン性色素の各種メソ多孔体への吸着実験を行

った結果，陽イオン性色素であるMB（Methylene

blue）を用いた場合，陽イオン性の界面活性剤を鋳

型としたFSM16やMCM－41への吸着量は非イオン

性の界面活性剤シリカゲルに比して1．5－ノ2倍程度で

あったし二
一一方，陰イオン性の色素であるASS

（Anthraquinone－2－Su汀onicacid sodium）の吸着量

は，各種のメソ多孔体間でほとんど差は認めらjLな

かった。陽イオン性界面活性剤を鋳型として合成し

たメソ多孔体であるFSM－16やMCM－41は，陽イオ

ン性の物質を選択的に吸着できる能力を有している

ことがわかった。そこで，HRPを用いてFSM－1h±

SBA－】5に村する吸着量のpHプロファイルを付釘ノ

た。FSM－16では，酵素分子の電荷が陽イオン什ヒ

なる等亀キ以FのpH領域での吸着量がp11グ）低卜∴

伴って大幅に増大するのに村し，SBA－15でミまそのよ

うな特性は認められなかった⊂ 従って，吸着のメカ

ニズムの－ノ→として，イオン性相互作用によって細

孔内へ酵素分子が触り込まれ，さらにメソ多孔件の
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シラノール基と酵素表面のアミノ酸残基の間で水素

結合等が形成されて安定化されるものと考えられた。

6．進化分子工学による構造が複雑な酵素の高機能化

6．1SIMPLEX法によるライブラリー構築

図5にSIMPLEX（single－mOlecule－PCR－1inkedJ〃

－′ノ仙exPreSSion11・】4））法の手順を示したが，これは

1分子PCRと無細胞タンパク質合成系を組み合わせ

た新しい変異タンパク質ライブラリー構築法である。

変異DNA集団を限界希釈し，マイクロプレート1ウ

ェルあたりDNAが1分子となるように分注し，1分

子からのPCRを行うことにより，プレート上に変異

DNAライブラリーを構築する。1分子PCRでは，プ

ライマーデイマーの蓄積を抑えるために，ターゲッ

ト配列の両末端を同じ配列にしたホモプライマーを

用いた。1分子pCR産物の一部を鋳型DNAとして，

レフリカプレート上で大腸菌由来無細胞タンパク質

合践を行い，変異タンパク質ライブラリーを構築す

るものである。

スクリーニングで得た陽性ウェルに村応する位置

の1つナチPCRプレートのウェル中に陽性タンパク質

をコードする遺伝子が含まれることとなり，このシ

ステムでは，遺伝子型は1分子PCRプレート，表現

型は撫細胞タンパク質合成プレートであり，両者の
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図5 無細胞でのタンパク質の進化手順

村応づけが可能である。このことにより，分子の結

合活性を指標として選抜するのではなく，各ウェル

中の酵素浄性を指標としたスクリーニングが可能と
なった画期的な手法であるといえる。大腸菌等を用

いたコロニーをベースとしたJ〃V∫voスクリーニング

と比較して，SIMPLEX法では無細胞系を用いること

による様々な利点が挙げられる。その一つとして，ラ

イブラリーサイズを自由に設定できる点が挙げられ

る。∫〃Vノーノ0スクリーニングでは，遺伝子変異ライブ

ラリーを大腸菌へ形質転換する際の効率がライブラ

リーサイズに影響する。無細胞系では，PCR産物を

直接鋳型として用いることから細胞への導入は必要

なく，ライブラリーサイズを限定されることは原理

的にはない。変異ライブラリー作製は，目的遺伝子

の変異を導入したい部位にPCR法により変異導入し，

その他の領域をさらにオーバーラップPCRにより連

結し全長遺伝子を作製する。その上流にプロモータ

ー領域をオーバーラップPCRにより付加し，無細胞

系の鋳型を構築する。この方法により，好きなサイ

ズの変異DNAライブラリーを，1日の作業で作製で

きるのである。

二つ目としては，スクリーニングの所要時間が極

めて迅速かつ効率的である点が挙げられるこ 生細胞

を使わないため，ライブラリー構築が迅速であるこ

とのみならず，タンパク質生産時も無細胞系を用い

ることにより，形質転換・培養等の抹作が必要ない。

また，合成されるタンパク質は反応溶液中に活性型

で存在することから，その一部をそのまま酵素活性

測定等に用いることができる。これらのことから，ス

クリーニングに要する時間は極めて短く，1分子PCR

（4時間）から無細胞タンパク質合成（1～3時間），タ

ンハク質の評価（川寺間）までで約8時間である。各

ステップに要する液量は数山と少量で済み，384もし

くは1536ウェルプレートヘの分注器による操作が可

能である。更に，遺伝子型となる1分子PCRプレー

トは，凍結することで長期保存が可能である。その

他にも，非天然アミノ酸を含むタンパク質や，細胞

毒性を持つタンパク質等のライブラリー構築とスク

リーニングが可能であり大きな可能性をもっている。

6．2 無細胞系での構造が複雑な酵素の活性発現

今回用いたマンガンペルオキシダーゼ（MnP）は

分子内に五つのS－S結合を有し，ヘムを活性中心に有

することから従来の方法では活性のある形での発現

は困難であった。転写翻訳共役反応を最適化するた

めに，反応温度，反応時間，酸化還元条件，各種シ

ヤベロン・PDIの添加条件について検討を行い，最

終的にはⅠ山の転写翻訳産物があれ阜荊舌性が検出でき

るように，合成量とフォールデイング効率を向上さ

せた。まず，転写翻訳共役反応時の温度を通常より

低くすることにより，可溶性のMnP合成量を促進で

きることがわかった。37℃で合成した場合では，合

成産物はほとんどが不溶性（約73％）であるのに村

し，反応温度を低くするにつれて可溶性画分の割合

が増加し，25℃の場合では約78％が可溶性であった。

また，転写翻訳反応時に，bldingを助ける因子であ

るシヤペロンDnaK，DnaJ，GroEL，GroES，GrpEを

添加しても，活性型酵素の増加は認められなかった。

一一方，正しいS－S結合形成を助ける因子であるカビ由

来pDI】5）を添加した場合では，シヤペロン等未添加の

場合に比べると，可溶性タンパク質量は変化してい

なかった（Datanotshown）が，活性は顕著に増大し

た（図6）。従って正しくS－S結合がかけ直されること

により，活性型MnPが増加したと考えられた14）。ま

た，牛由来PDIを用いた場合では，シヤペロン等未

添加の場合よりもやや活性が高かったが，カビ由来

PDIを周いた時のような顕著な効果は認められなかっ

た。カビPDlは，熱・変性剤（0．2Mグアニジン塩

酸）に村する安定性が高く，また広範囲のpHで安定

である等の理由から，酸化還元電位が異なっている

可能性が推測され，大腸菌抽出液による転写翻訳反

応系ではカビpDIの方が適していると考えられた。

またMnP以外のタンパク質でも無細胞系で十分な

活性が認められないことが多い。そこで，大腸菌に
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DnaK，DnaJ、GroEL、GroES等のシヤペロン遺伝子

を導入し，あらかじめ高発現させたものから無細胞

合成用の摘出液を調製し，活性型タンパク質（酵素

等）の合成量を増やすことにも成功している。

6．3 活性中心付近の進化分子工学によるMnPの高

機能化

ヘムタンパクであるマンガンペルオキシデーゼ
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（MIげ）は，週酸化水素によりMn2＋からMn3＋へと

酸化され，有機酸と錯体を形成する。Mn3＋キレート

籍体は，基質特異性のない高活性の酸化物であり，木

質を漂白できるユニークな特性を有している。しか

し，MnPの過酸化水素に村する安定性は非常に低く，

産業応用への問題点が残されている。MnPはヘムや

S－S結合を有する立体構造が複雑な酵素であるため，

大腸菌等による活性型酵素の生産が難しく，改変を

目的とした進化分子工学的大量スクリーニングには

向かないとされてきた。前述したように，無細胞系

で活性型MnPが生産できたことから，週酸化水素耐

性を向上させたMnPを得ることを目的に，立体構造

シミュレーションを行い改変部位の候補を絞り込み，

SIMPLEX法での変異ライブラリーの作製とスクリー

ニングを行った14）。MnPの過酸化水素結合部位（図

7（A）〉 は，2個のアミノ酸（Arg42・His46）から成

ることが知られている。MnPの活性発現には過酸化

水素が必要であるが，大過剰量の過酸化水素により

ヘムブリーチングを起し不可逆的に失活することが

報告されている16〉。一方，低濃度の過酸化水素存在

下でも，アミノ酸の酸化・変性は立体構造に変化を

生じさせ，MnPの失活につながる可能性があると考

肋仇b¢Jノ血

NativelnP

10‾210－1

肋P加地J血相打

lmmobi一転ed

FSlト川nP

FS■－nativelnP

1010－2 10‾1

H202GOnC．（mH）

10

図7 MnP全体と活性中心付近の構造およびFSMへの固定化のイメージ図（A）とメソ多孔体で固定化した改変MnP（IMnP）

の過酸化水素耐性（B）
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表1過酸化水素耐性酵素のスクリーニング結果

ゼオ ラ イト （24）

Anlino acid No．a

79 81 83

Clone

H20二Stabilityb

0．1mM O．5nlM l．O111M

Wild type A

c10nel E

c10ne4 S

clone6 S

N I

S L

L L

S L

clone8 E L L

1．O 1．0 1．0

9．0 6．6 二与．9

7．2 6．5 4．4

5．3 4．6 3．2

7．0 3．5 1．8

a：The anlino acld subヽti【utionsin each clone are shown．b：

Clone／wlld typel－atlO Of【he halflife of簡ren－a】n＝－g

activityaflel・treatmentat30℃inthe pl・ese11CeOrVaIうol－S

COnCentrations ol、H202．

えられる。そこで，遇酸化水素結合ポケット入り口

上部にある3ケ所のアミノ酸（Ala79・Asp81・

Ile83）に着目し，それぞれ，20通りのアミノ酸にラ

ンダムに置換されるようにNNS変異を導入した変異

ライブラリーを作製した（ライブラリーサイズ：

20×20×20通り）

約Ⅰ伊ウェルについて，高週酸化水素存在下で活性

を示すMnP変異体をスクリーニングした結果，過酸

化水素に村する安定性が大幅に向上した4種類のタイ

プのクローンが得られた（表1）。いずれのクローン

もIle83がLeuへ，Ala79はGluまたはSerへ，Asp81

はSerまたはLeuへ変換されていることがわかった。

変換さゴーていた個々のアミノ酸が過酸化水素安定性

へどのような寄与をしているのかは明らかではない

が，それぞれ20種類のアミノ酸へランダムに置換し

た8000通りのライブラリーから，数種類のアミノ酸

へ収束していたことは，大量スクリーニングが正し

く機能していることへの証明になると考えられた。

また，各過酸化水素濃度安定性の半減期と，野生体

に対する各クローンの半減期の比を比較すると，

30℃，0．1mM過酸化水素に村する安定性は，Clone

lで最も高く，野生体の約9倍であった。30℃，0．5

mM及び1mM過酸化水素に対する安定性についても，

いずれのクローンも野生体と比較して，数倍安定化

されていることがわかった。

7，相乗効果

メソ多孔体による安定化を実現するためには酵素

の分子サイズに合致したメソ多孔体を選択するとこ

とが重要である。MnPの分子直径は約6．5nmである

ことから細孔径が3．5，7，9nmのものを合成し，そ

れぞれの安定化効果を評価した。熱安定について評

価した結果，酵素サイズに最も合致した7nmのメソ

多孔体へ固定した場合が最も安定化効果が高く，以

下5．り、3nmの順であった。

次に天然のMnPと安定性の向上に成功したMnP

（1MnP）17）でメソ多孔体への固定化による安定化効果

の違いに関して検討した。図7（B）は天然酵素（MnP）

と改変酵素の過酸化水素耐性を村数スケールで示し

たものであり最も安定化効果の高かった細孔径7nm

のメソ多孔体に固定化することにより改変した酵素

では野生型の固定化していない酵素に比して50倍以

上の安定性を保持していることが分かった。一方，天

然酵素をそのまま固定化したものでは10倍以下の安

定化効果であった。このように酵素の改変とメソ多

孔体での安定化技術の融合により実用化可能な安定

性を有する酵素の創製が可能となった。両技術の融

合が有効であった理由として一部推測の械を抜けな

いが，次の点が考えられる。

り酵素表面はメソ多孔体により，水素結合等で保
護されると共に，酵素分子が1分子毎にカプセル化さ

れることで物理的な力による立体構造が崩れたり，

酵素分子同士がアグリゲーションを起こすのを阻害

することで安定性が確保されている。

2〉活性中心のポケットはメソ多孔体による直接保

護がないため，MnP等のペルオキシダーゼではヘム

ブリーチングまでは至らない低濃度であっても立体

構造の変化が起き，週酸化水素の直接的な影響を受

けやすい。従って，ポケット部位は構成アミノ酸を

改変してあらかじめ耐性の優れたものを設計するこ

とが有効である。

この考え方は酵素のような活性中心を有するタン

パク質に広く適応でき幅広い応用展開が考えられる。

8．クロロフィルの安定化

豊田中研の伊藤・福島らはメソ多孔体へのクロロ

フィルの吸着と安定化効果を検討した18）。細孔のサ

イズが2nm以下の場合には吸着はほとんど認められ

なかったが2．4nm以上では重量比で20％以上の吸着

が認められた。クロロフィルが25％吸着したときの

FSM中での占有面積を計算すると，クロロフィルは

細孔表面をほぼ覆う様に吸着している事になる。一方，

層状の粘土鉱物であるスメクタイト又はシリカゲル
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ではほとんど吸着しなかった。

次にメソ多孔体に吸着固定化したクロロフィルの

光安定性を検討した結果を図8（B）に示す。横軸は光

の照射時間（ⅠⅥin）を，縦軸は溶液の吸収極大波長の

吸光度変化を光照射前の吸光度を100％としたときの

相対％で示した。2．4nm以下の細孔径のものでは安

定化効果が低いのに村して2．7nm以上では急激に安

定性が向上していることがわかった。これは吸着さ

れたクロロフィルがモノマーからデイマーになった

ためである考えられる（図8（A））。

さらにメソ多孔体に村しクロロフィルの吸着量の

異なる複合体ついての光安定性を調べた。

ベンゼン中のクロロフィルは665nnlに吸収極大を

持ち，光照射に村し著しい退色がみ．られる、、クロロ

フィルのメソ多孔体への吸着量の増加に伴って吸収

極大波長が長波長側に移行し，それに伴って光安定

性が増大するという興味深い結果を得た。さらに吸

着量が25ウ㌻に達した場合は，吸収極大波長は675nm

を示し，退色がほとんど起こらない事がわかった〔緑

葉中のクロロフィルの吸収極大波長が678hI¶である

ことからクロロフィル分子がメソ多孔体に吸着する

52

ことにより，生体内のクロロフィルの状態に近づき，

光照射に吋し安定になると考えられる。

9．おわりに

本稿では，ナノサイズの均一の細孔を有する種々

のメソ多孔体に酵素やクロロフィルの様なバイオ分子

を吸着安定化する手法及びそのメカニズムについて解

説した、つ即ち，メソ多孔体を酵素等のバイオ分子の安

定化担体として用いる場合には，そのサイズに合致し

たメソ多孔体を選択し，メソ多孔体の表面特性を利用

して固定化することにより優れた安定性の付与が可能

であることが判明した。また無細胞系にカビのPDIを

添加することで，立体構造が複雑なマンガンペルオキ

シデーゼ（MnP）の活性型を発現させることに初め

て成功した。さらに，あらかじめシヤペロンを発現さ

せた大腸菌から得た抽出液を用いて無細胞系を構築す

ることで，より活性型の酵素の割合を増やすことが出

来ることも示した。改良した無細胞系でのスクリーニ

ング技術を用いることで，酵素の活性中心付近の安

定化が可能となり，これをメソ多孔体へ固定化する

ことで相乗的な安定化効果を確認することが出来た。
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今後，本技術の発展が期待される。
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Immobilizationin Mesoporous Materials

Haruo Takahashiand Chie Miyazaki一Imamura

Biotechnology Lab．，Toyota CenlralR＆D Labs．Inc．，

EnzyIⅥeS（proteins）were sLICCeSSfu】1y stabilizedin mesoporous materials．When the

POre diameter ofmesoporousmaterials wel－e cOntrOlled tn nearly the same as the diameterof

the enzyme，theimmobilized enzyme has high stability．Because the surface amino acid

residues would form hydrogen bond with silanol】一esidues of mesoporous materials．We

found that enzymes would be successfullylmmObilized and stabilized at thelow pH reglOn

below pI（）r the enzyme．

A mutant MnPlibrary containlng three randomized amino acid residueslocatedin the

entry site of H202－binding pocket of MnP was cvoIved on a multトwellplate using

SIMPLEX（sjngle－mOlecule PCR－1jnkedノ′‥′Jけo eXPreSSjon）．The screenjng ofmore than】04

SamPlesindependently expressed forimproved Hっ01Stabilityled to four positive mutants，

the Hっ0っstability of which was nine times higher t11an that of the wild－tyPe．Immobilized

MnP mutantin mesoporous materia】showed the hig】1H202Stabiiity，mOre than50folds

than wild type MnP・But the stability ofimmobilized wiid type MnP was notimproved so

much as that forimmobilized mutant MnP．

Keywords：meSOPOrOuS materials，mOleculal－eVOlution、enZyme Stabilization，SynerglStic effect


