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研究成果の概要（和文）：本研究では、酵素を触媒に用いて、グルコースなど生体に安全・安心
な燃料を電気エネルギーへ変換するバイオ燃料電池の高電流密度化へ向けた検討を行った。実
用化水準の高電流密度を実現する可能性を有するレドックスポリマーをグラフト重合したカー
ボン三次元酵素電極において、電流密度を抑制している主要因が、酵素がカーボンへ物理吸着
する際の変性・失活であることを示した。また、酵素の失活抑制に有効な手法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：Enzymatic biofuel cells have a potential to achieve a high current 
density of 102 mA/cm2, a value required for portable energy devices, with fuels such as 
glucose and ethanol. Model calculations have suggested that a high-surface area 
three-dimensional carbon electrode made of redox-polymer-grafted carbon black can 
realize the required current density. The main reason of the low current density obtained 
thus far was the deactivation of enzymes upon adsorption on hydrophobic surface of carbon 
black. Surface modification of carbon black and the use of hyperthermophilic enzymes are 
effective in reducing the deactivation of enzymes. 
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１．研究開始当初の背景 
生体のエネルギー変換システムを模倣し、

酵素を触媒に用いてグルコースなど生体に
安全・安心な燃料を電気エネルギーへ変換す
るバイオ燃料電池は、人体の近くで利用する
ポータブル機器や医療補助具の電源として
期待されている。従来のバイオ燃料電池研究

における重要な課題の一つは、電流密度が低
いことであり、酵素から電極への電子伝達を
担うメディエータを固定したレドックスポ
リマーの電子伝導律速により電流密度が制
限されていた。本研究グループでは、鎖長の
短いレドックスポリマーをグラフト重合に
よりカーボンブラック表面に化学的に固定
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化することで、レドックスポリマーによる電
子伝導距離を短縮し、従来の律速段階を解消
した高比表面積カーボン三次元酵素電極(図
1)を提案し、従来と比べて高い電流密度を得
た。また、モデル計算では実用化水準となる
102 mA/cm2 の電流密度の実現が可能であるこ
とを示している。しかし、研究開始当初まで
に実験で得られた電流密度は、モデル計算で
示された高電流密度に比べて、依然 2桁程度
小さく、その理由も明らかではなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究では、バイオ燃料電池の電流密度を

実用化水準まで増加させるために、現状のレ
ドックスポリマーをグラフト重合したカー
ボン三次元電極において、電流密度を制限し
ている要因を検証し、高電流密度化へ向けた
指針を得ることを目的とした。 
 

３．研究の方法 
電極の反応拡散過程を考慮したモデル計

算の結果、高電流密度を実現させるためには、
有効に働く酵素の固定化密度の増加が必要
であることが示されている。そこで、まず現
状の電極において、有効に働く酵素の固定化
密度が低い要因を検証した。 
考えられる要因としては、図 2に示すよう

に、 (1) 電極中に固定化された酵素の絶対
量の不足、(2) 酵素とメディエータとの電気
化学的な接触の不良、(3) 固定化した酵素の

失活の 3点が考えられる。 
(1)の酵素の絶対量については、三次元カ
ーボン電極の酵素溶液への含浸前後の濃度
測定および透過型電子顕微鏡(TEM)による直
接観察により評価した。(2)の酵素とレドッ
クスポリマー中のメディエータとの接触に
ついては、全ての酵素に電気化学的活性を付
与するために、溶存メディエータを加えた電
気化学測定を行った。(3)の酵素固定化時の
失活については、酵素をカーボンブラックへ
吸着させ、溶液へ分散させて活性評価を行っ
た。また、カーボンブラックを修飾剤との混
合や酸処理によって親水化し、吸着酵素活性
へ与える影響を評価した。さらに、酵素につ
いても検討し、90℃以上に至適温度をもつ超
耐熱性酵素の吸着酵素活性を評価した。 
 
４．研究成果 
電極中に固定化された酵素の絶対量を評
価するために、電極の含浸前後の酵素溶液濃
度を蛍光測定により評価した結果、酵素固定
化密度は約 5×10-9 mol/cm2であった。この値
は、電流密度から計算される有効な酵素固定
化密度の4×10-11 mol/cm2より2桁程度高く、
また酵素の単層被覆を仮定すると、三次元カ
ーボン電極の実面積の約 70%に相当する値で
あり、酵素固定化密度は充分高いことが分か
った。すなわち、有効に働く酵素の固定化密
度が低い要因は(1)の絶対量の不足ではない
ことが示された。 
次に、(2)のレドックスポリマー中のメデ
ィエータと酵素の接触について検証するた
め、溶存メディエータを加えて電気化学測定
を行った。グルコースの酸化電流密度は溶存
メディエータの添加により、約 2倍までしか
増加しなかった。これは、レドックスポリマ
ー中のメディエータと接触していない酵素
の量と、接触している酵素の量は同程度であ
り、(2)が主要な原因ではないことを示して
いる。 
そこで、カーボンブラックへ酵素を吸着さ
せて活性測定を行ったところ、酵素活性は溶
液中の活性と比較して 10%程度まで減少した。
これは、疎水的な表面を有するカーボン粒子
への物理吸着時に酵素が変性・失活したため
と考えられる。 
以上の検討より、現状のカーボン三次元電
極において、電流密度を制限している主要な
要因は (3)の酵素の失活であることが明ら
かになった。すなわち、電流密度を増加させ
るためには、酵素がカーボンブラックへ吸着
する際の失活を抑制する必要がある。 
そこで、吸着時の酵素の失活を抑制する手
法として、図 3に示すようにカーボンブラッ
クの表面修飾による親水化と、構造の剛直性
が高い酵素の利用を検討した。 
 

 
図 2. 有効に働く酵素の固定化密度が 

低い要因の検証 

 
図 1. 本研究グループで提案している
レドックスポリマーをグラフト重合し
たカーボン三次元酵素電極の模式図 



 

 

カーボンブラックの表面修飾による親水
化では、修飾剤との混合と酸処理を検討した。
修飾剤としては、酵素の保護作用が報告され
ているトレハロースと界面活性剤、生体適合
性高分子であるポリエチレングリコール
(PEG)を用いた。未修飾のカーボンブラック
への吸着と比較して、界面活性剤を用いた場
合には酵素のカーボンへの吸着が抑制され、
トレハロースと PEGを用いた場合には吸着後
の酵素活性が増加したが、いずれも効果は大
きくなかった。この理由として修飾剤のカー
ボン表面の吸着が充分ではない可能性が考
えられたため、末端に疎水性のジアシルグリ
セロール、またはコレステロールを有する
PEG によりカーボン修飾を行った。その結果、
ジアクリルグリセロール-PEG(図 4)で修飾し
た場合は、酵素の吸着が大幅に抑制され、溶
液中での酵素活性に対する吸着後の酵素活
性が、未修飾では 10%程度であったのに対し、
修飾した場合は約 40%まで増加した。また、
酸処理による親水化も失活抑制に効果があ
り、吸着酵素活性は約 30%であった。したが
って、酵素表面の親水化処理により、酵素の
物理吸着に伴う失活・変性をある程度抑制で
きることが示された。 

次に、剛直性が高い酵素として超耐熱性ラ
ッカーゼに着目した。超耐熱性ラッカーゼは、
至適温度が約 90℃と高く、構造が強固で変
性・失活しづらいことが予想された。超耐熱
性ラッカーゼと、中温性ラッカーゼを未修飾
のカーボンブラックへ吸着させて吸着酵素
活性を比較した。 
その結果、中温性ラッカーゼは物理吸着に

より失活したのに対して、超耐熱性ラッカー
ゼでは吸着酵素活性と溶液中の酵素活性が
ほぼ同じ値となり、吸着による失活が大幅に
抑制された。 
 
以上、本研究により酵素を触媒に用いるバ

イオ燃料電池の電流密度を実用化が可能な
水準まで増加させるためには、酵素のカーボ
ンブラックへの物理吸着時の失活抑制が必
須であること、そしてカーボンブラック表面

の状態制御と酵素の構造の両面から酵素の
失活抑制が可能であることを示した。 
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