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研究成果の概要（和文）：マイクロ流体に特徴的な流れの環境である層流中での化学反応性の変

化において、どのような作用が効果をもたらしているのかを探った。その結果、活性化エネル

ギーの変化や変化のメカニズムを確認することに成功した。これらの変化は、層流によっても

たらされていることを確認し、層流中での分子の形や配向の変化とそれによる分子と分子の衝

突様式の変化を通じ、化学反応速度を調整していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：This research revealed the capability of changing the activation 
energy and kinetic parameters of chemical reactions using microchannel laminar flow. 
Results show that the enhancing effect of microfluidics in molecular collision accelerated the chemical 
reaction. Results of activation energy analysis confirmed that a change in the apparent activation energy 
occurred as the flow rate changed. Taken together, these results suggest that a microfluidic system is 
useful for performing rapid reactions by influencing the activation energy and frequency of molecular 
collision. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究課題以前より本代表者は、マイクロ
流路に特徴的な流れの環境である「層流」の
力学的な特徴に着目し、その中における分子
の挙動の観察や理論的検証、ならび層流が創
り出す特殊な化学反応場が有効に作用する

反応の探索を進めてきた。溶液が静止してい
る状態、もしくは攪拌や乱流の状態において
は、溶質分子は溶媒分子の衝突を等方的に受
ける。従来のほぼすべての化学反応はこの状
態が前提となっている。一方、層流中におい
てはこの前提自体が成り立たない。すなわち、
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分子の衝突が異方的であり、特に大きな分子
では、1 つの分子中に加わる異なる流速作用
（速い流れと遅い流れの両方に 1つの分子が
さらされる）が無視できなくなる。 
 層流中における分子の挙動に関する研究
では、蛍光顕微鏡を用いた直接観察による高
分子鎖の自発的な伸長と配向を報告してい
る。この系をモデルとして、観察された現象
を理論的に考察することで、層流中における
分子の変形挙動は、高分子鎖に限らず、広く
分子一般に起こりうることが分かった。その
ような変形が起こるかどうかは、分子の種類
ではなく、溶媒の性質、流れの速さ、分子の
大きさに依存する。直接的観察に適さない系
については、線二色性分散（LD）スペクトル
による分析方法も報告している。また、円二
色性分散（CD）スペクトル分析により、い
くつかの酵素・タンパクにおいても、層流中
における変形や配向現象を確認している。 
 一方、マイクロ流体中におけるさまざまな
特徴的化学反応の間に共通する根幹的機構
の理解を進めるため、熱力学解析を行った。
この結果、層流は配座エントロピー調整効果
を有していることが分かった。これは、分子
のコンホメーションが、自発的には取りえな
い形態を層流中で取り、この状態から化学反
応をスタートすることを意味する。すなわち、
マイクロ流体による化学反応制御とは、化学
反応のエントロピー制御を通じて実現でき
るものである。これらの結果により、層流と
は、「系の秩序を制御する化学反応場」を提
供するものであることが明らかとなった。ま
た、当初想定していた巨大分子だけではなく、
比較的低分子に対しても、上記エントロピー
調整効果を有していることが確認されてい
る。 
 上記層流の効果を体現する化学反応を見
出すこと、さらにそれを産業技術として応用
する研究も行った。最も単純な例として、層
流中において DNAの配列選択的 2本鎖形成
（ハイブリダイゼーション）が高効率化する
（反応が速くなる）ことや、二本鎖の熱的安
定性が上昇することを示した。また、従来報
告の高分子合成に対しても、熱力学的解釈を
加えることで、普遍性の高い現象であること
を説明するに至っている。加えて、本申請者
の所属グループや他の機関から、いくつかの
酵素反応は層流中で加速、最終到達収率の向
上などの報告がなされている。 
 
２．研究の目的 
 上記の層流中で高速化された化学反応の
機構を考えるとき、原料系と生成系はバッチ
と同じであること、温度やその他溶液の条件
も同じであることから、変わったことといえ
ば活性化エネルギーの大きさであろうこと
は、容易に推察される。すなわち、層流が反

応に対して触媒類似効果を与えているとい
うことである。これが本提案課題名の「触媒
なき反応速度調整効果」の由来である。 
 しかしながら、これを実験的に証明するた
めには、速度論解析を中心とした新たな研究
計画と、現在とは違った機材の整備を伴う研
究となる。これが本研究の骨子である。化学
反応を理解し制御するには、その反応への平
衡論的アプローチと速度論的アプローチに
よる理解が有効な組み合わせである。これま
でに、平衡論的アプローチのひとつとして前
述の熱力学解析を行ったのに対し、本研究は、
それと車の両輪を成す速度論的アプローチ
に関するものである。 
 本研究では、マイクロ流体中での化学反応
の速度論解析を通して、反応速度定数や活性
化エネルギー値の測定を行い、それらの流速
依存性や流路径（≒分子にかかる応力の大き
さ）依存性、ならびに直接観察などによって
得られている挙動の知見との関連性を調べ
ることで、上記「触媒なき反応速度調整効果」
の実証を行う。また、系統的な測定により、
その効果の大きさや普遍性、ならびに限界に
ついて明らかにする。加えて、正の触媒効果
だけでなく、負の触媒効果についても注目す
る。 
 生産技術等で用いられている多くの化学
反応においては、一段の反応のみである単純
反応ばかりではないと思われる。このような
多段的反応をマイクロ流路で行う場合、ただ
単に最終生成物に対して「反応が速くなっ
た」と言っても、その反応のどのような段階
で、層流による作用がマイクロ流体からもた
らされたのかは不明となってしまい、より高
次の反応機設計へのフィードバックが難し
くなる。このような状況に対しては、従来の
教科書的な速度論解析と組み合わせること
で、マイクロ流体はどの素反応に影響を及ぼ
したのかなどを知ることへとつながる。  
 
３．研究の方法 
(1) マイクロ流路を流れている状態を直接
的（流れを止めず）に分光分析するためには、
フローセル型の設備が必要であり、本研究に
手整備を行った。図 1は、その構成略図であ
る。フローセルの実温度を測定し、その温度
データを循環型恒温槽にフィードバック。循
環型恒温槽はパソコンが指定するフローセ
ル温度を達成するために、指定温度よりも若
干低いか高い温度の水をフローセルの周囲
に排出する、というものである。この自動化
は、多くの恒温槽と分光光度計に標準で搭載
の機能を組み合わせることで可能であり、こ
の自動化により、迅速な研究計画の進行を実
現した。フローセル部分は、SUS316のブロ
ックに穴を開け、テフロン製のガスケットと
石英ガラスを両端に配することで、マイクロ



 

 

流路とした。このフローセルは、紫外可視分
光光度計で（S/N比的に）十分に測定可能で
ある直径 800µm とし、圧力の都合で送液可
能な最大流速 7cm/sにおいて、80℃まで加温
したとしても、レイノルズ数は～150程度で
あり、十分に層流状態となる。 

 
(2) 本研究における反応速度解析には、それ
ぞれ異なる特徴を持つ 2種類の方法を用いて
行った。 
 1 つは、昇温・降温時における反応率の変
化とその違いを数学的に解析するものであ
る。適応可能な系は限定されるものの、迅速
に多数の系統的な実験が可能である。この方
法は、1992年に最初の報告(Biochem. 1992, 31, 
9269-9278)がなされた方法であり、その後、
それぞれの目的に応じた改良が加えられな
がら、数百回にわたって引用されている方法
で、十分に信頼性のある手法である。詳細は、
数式だらけになるので省略するが、昇温・降
温時それぞれにおいて、温度ごとの反応率を
何らかの方法（一般的には分光法）によって
測定し、連立方程式を解くことで、各温度に
おける速度定数を求め、アレーニウスプロッ
トから活性化エネルギー等の値を得るとい
う方法である。自動的に進行する 1回の測定
から、1 つの反応に対する活性化エネルギー
や各温度における速度定数を求めることが
可能であるという簡便さがある一方、二状態
遷移とみなせる反応や条件範囲においてし
か適用できないという制約がある。本研究の
目的を考慮すると、初めから複雑な反応系に
挑むのではなく、全体を象徴するようなモデ
ル的な系から取り組むという方針で行った。 
 2 つ目は、各温度における反応速度・反応
率を実測定する「教科書的な」方法であり、
手間はかかるものの、幅広い系に適用できる。
一般に、反応速度の全反応次数は反応の原系
の成分数と合致することが反応速度式の解
釈から期待されるが、実際の反応では成分数
よりも少ない反応次数の速度となることが
多い。これは、反応式には書き表されていな

い反応経路を経由する複合反応であるため
である。この 2つ目の方法は、1つ目の方法
が二状態遷移の反応速度式に基づいて計算
されるのに対し、必要に応じ、測定結果に基
づいて異なる反応速度式を導出することが
でき、本研究が目指す速度論的理解の一般化
に資することができる。 
 
(3) 本研究では上記 2つの反応速度解析の方
法を採った。 

1 つ目の方法は、二状態遷移である反応に
適用可能であるが、これに当てはまる最も有
名な例は、核酸の二重鎖・三重鎖形成と解離
に関するものである。本研究では、最初に
DNA鎖を対象とする測定を行うこととする。
DNA 鎖は直鎖高分子であり、層流の影響を
受けやすい形状であり、各種長さ・配列の試
料を容易に入手でき、ならびにこれまでの申
請者らの研究結果と関連付けて考察できる。
加えて、DNA 鎖は確立された複数の物理化
学的解析手法があり、過去に報告されている
反応速度論パラメータや熱力学パラメータ
を参照することで、本研究で整備する機材の
有効性についても確認することができた。こ
の研究の結果は、下記の 4.（１）に示す。 
 2 つ目の反応速度解析に対しては、酵素反
応を対象とした測定を中心に検討した。これ
は、酵素分子が巨大で、層流の影響を受けや
すいと予想されること、バッチでの反応が速
すぎないこと、ミカエリス・メンテン式によ
る解析等過去の報告の値と実験手法を参照
できることなどが利点として挙げられる。こ
の研究の結果は、下記の 4.（2）に示す。 
  
４．研究成果 
(1) 8-23塩基対(base pairs, bp)の長さの DNA
鎖の 2本鎖形成・解離を対象に反応速度解析
を行った。昇温時と降温時の温度-吸光度曲
線を比較すると、その両方が、流速増大に伴
い高温方向へシフトし、熱的安定性の変化が
生じていることが分かった。また、遅い流速
ではいずれの長さの場合でも、昇温時と降温
時の両方がバッチでの曲線と一致していた
が、流速増大に伴って「ずれ」が生じた。そ
のずれは、降温時のほうが、より遅い流速か
ら生じていた。また、この曲線の解析から、
反応速度定数、活性化エネルギー、平衡定数、
エンタルピー変化、エントロピー変化を得た。
反応速度定数においては、DNA鎖の長さ・流
速に対応した変化が見られたが、それぞれ飽
和点があった。2 本鎖形成の活性化エネルギ
ーの大きさは、流速増大に従って小さくなり、
2 本鎖解離の活性化エネルギーの大きさは大
きくなっていたが、短い DNA 鎖では、変化
が見られなかった。エンタルピー-エントロ
ピー補償側プロットをとったところ、その傾
きは長い DNA 鎖ほど大きく、その傾きの値

図 1 整備を行った自動温調式フロー
セルの構成略図。 



 

 

は、過去の研究で報告した別の手法による測
定結果と一致した。 

 
(2)トリプシンによる加水分解反応をモデル
として、その反応が層流中で起こる際の詳細
なメカニズムの解析を、ミカエリスメンテン
解析により行った。この反応は、特に、層流
中での反応速度の変化が大きいものである
ことが過去に報告されている。 
 この解析により、ミカエリスメンテン係数、
最大速度、回転数の 3つの値を得て、さらに
これらの値より触媒効率を計算した。その結
果、最大速度と回転数という、化学反応性を
直接的に示す値に変化はなかった。一方、ミ
カエリスメンテン係数は、流速の増大ととも
に小さな値となり、この結果、触媒効率が増
大していることが分かった。このことはすな
わち、酵素の活性部位が、基質と効率よく複
合体を形成している、または視点を変えれば、
「遊んでいる」酵素が少ないことを示してい
る。このことは、酵素を固定する方法におい
て、活性部位が隠れてしまったり、高次構造
が変化させられることで活性が低下するこ
ととはまったく逆の効果を得ていることを

意味する。 
 他方、この酵素反応の反応速度の温度依存
性から、見かけの活性化エネルギーの流速依
存性を検討した。その結果、遅い流速では変
化は見られなかったものの、ある流速以上で
活性化エネルギーが減少することが確認さ
れた。この結果は、反応速度が流速依存性を
もって変化することを、速度論解析の視点か
ら確認できたことを意味する。 
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図 3 層流中におけるトリプシンの加水分
解反応の触媒効率の流速依存性 
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図 2 長さ(8-23 bp)が異なる DNA鎖の 2本
鎖形成の活性化エネルギーの流速依存性 
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図 4 層流中におけるトリプシンの加水分
解反応の見かけの活性化エネルギーの
のの流速依存性 
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