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研究成果の概要（和文）： 酵素の配向方法、3 次元的な固定化法、複数酵素を同時固定するこ

とによりバイオ燃料電池の高出力化を目指した。電極表面を工夫し、耐熱性のアルコールデヒ

ドロゲナーゼを用いて、80℃で反応させ、常温時よりも 10 倍以上高い電流密度を得た。金ナノ

粒子を用いることによって電極の実効面積を 270 倍まで増加できること、アルコールからカル

ボン酸までの 4 電子酸化できる新規酵素を見出し、効率的な電子の抽出に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：We tried to construct high-power biofuel cells. The optimal 
orientation of enzymes on the electrode surface, three-dimensional immobilization of 
enzymes, and immobilization of plural enzymes on an electrode were investigated. We found 
the best treatment of the electrode for enzyme immobilization.  Using a novel 
thermophilic alcohol dehydrogenase, a high current density was observed at 80 ℃ more 
than 10 times at room temperature.  An extremely high surface coverage of 
electrostatically active protein, 270 proteins in a fully packed monolayer, was obtained 
through use of the gold nanoparticle-modified electrode.  We also found a novel alcohol 
dehydrogenase which can catalyze 4-electron oxidation of ethanol. 
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１．研究開始当初の背景 

出力密度、エネルギー効率の観点から、燃

料電池の優位性は疑う余地はない。モバイル

機器等の日常生活で用いられる燃料電池とし

ては低温作動の可能な固体高分子型燃料電池

が第一の候補であろう。この固体高分子型燃

料電池のカソード、アノード両極には白金触

媒が用いられており、白金使用量を減少させ

る研究や白金代替触媒の研究も盛んに行われ

ている。一方、バイオ燃料電池は生体由来の

触媒を利用した燃料電池であり、温和な条件

下（室温、中性 pHなど）で、より安全な燃料
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（エタノールやグルコース）を用いて発電可

能なことから、体内埋め込み型の医療機器や

モバイル機器へのエネルギー供給源として近

年研究が活発に行われるようになってきてい

る。バイオ燃料電池は、希少元素を必要とせ

ず、白金触媒を用いる固体高分子型燃料電池

に代わる潜在的に優れた燃料電池であると考

えられ、アメリカ合衆国では、大学、ベンチ

ャー企業などが盛んに研究している（Chem. 
Rev., 104, 4867 (2004)）。ヨーロッパにおい

てもバイオマスを燃料源にしたバイオ燃料電

池の研究開発が盛んに行われている(J. Phys. 

Chem. C 112, 9956 (2008))。国内では京都大

学の加納らによる研究はこの分野の基礎研究

をリードしており(Electrochemistry, 71, 86 
(2003))、また、昨年度ソニーにより発表され

たバイオ燃料電池の出力は 1.5 mW/cm2に達し、

バイオ燃料電池が実用段階に近づきつつある

ことを世界に実感させた(Energy Environ. 
Sci., 2, 133 (2008))。しかしながら、現状

ではまだ問題点も多い。第一にその出力が低

いこと、第二に安定動作・耐久性の問題であ

る。ソニーはさらに研究を進めて現在はその

４－５倍の出力を達成したことを報告してい

るが、実用化のためにはさらに数十倍の出力

は欲しいものと考えられ、より基礎的な部分

でのブレークスルーが必要不可欠であると考

えられる。我々の研究グループもバイオ燃料

電池の基礎研究を従来から行ってきており、

特に分光法を用いた電極上の酵素の構造研究

や電子移動を媒介するメディエーター含有ポ

リマーの合成に独自のテクニックを有してい

る。 

 

２．研究の目的 

バイオ燃料電池の高出力化のためには、

様々な方法論がある。基礎研究としては、（１）

酵素－電極間の速い電子移動の達成がある。

この点は基礎研究として最も重要な要素であ

り、絶えず最良の状態を模索し続ける必要が

ある。具体的には、電極上への官能基の導入

や電荷を持ったポリマーの利用によって、酵

素との静電的な相互作用を利用した配向制御

の最適条件を検討し、耐熱性の酵素を用いて、

酵素そのものの反応向上が期待できるより高

温での反応についても検討を行った。さらに、

（２）できる限り多くの酵素－電極間で電子

移動が可能となるように立体的に酵素を配列

させるとともに、電極表面から離れた酵素と

の電子移動が可能とするような電子移動を仲

介する金属ナノ粒子や分子ワイヤーを利用す

る。金属ナノ粒子の粒子径について検討を行

い酵素に最適なサイズを求めた。（３）我々の

提案しているメディエーター含有ポリマーは

NAD を補酵素とする酵素であればどの様な酵

素であっても触媒として用いることが可能で

ある。そこで、アルコールデヒドロゲナーゼ

を用いたエタノールからアセトアルデヒドへ

の酸化だけではなく、さらに、アセトアルデ

ヒドから酢酸への化学変換を触媒するアセト

アルデヒドデヒドロゲナーゼ（NAD 依存型）

を組み合わせ、燃料の多段階酸化を行った。

また、一つの酵素でアルコールからカルボン

酸までの４電子酸化を行える酵素を見出し、

それを用いて多段階酸化を達成した。その他

の高出力の電池を得るために必須の開発要素

としては、通常の燃料電池と同様に、電池そ

のものの構造、電極材、電極構造の最適化が

ある。しかし、これらは化学的な検討事項で

はないため、本研究の対象外である。ただし、

この先、この観点から様々な構造の電極が提

案されるものと考えられるので、電極構造に

依存しない技術となるよう意識した。 

 

３．研究の方法 

（１） 酵素の配向方法の検討 

 近年、プロテインフィルムボルタンメトリ

ー（PFV）の発展により、比較的分子量の大き

なタンパク質や酵素の直接電気化学が可能と

なってきている（Curr. Opin. Chem. Biol. 9, 
110 (2005)）。これは、タンパク質が電子移動

しやすい向きに配向したフィルムを電極上に

作製する方法であり、フィルムにする際に界

面活性剤やポリマーを利用する。ただし、タ

ンパク質により、最適なフィルム作製方法が

異なるため、実際に試みて、フィルム化条件

を検討する必要がある。カソード極に用いる

ビリルビンオキシダーゼについて、SAM の種

類やポリマーの種類を検討して酵素に応じた

最適な配向固定法を検討した。アノードに用

いる酵素であるフルクトースデヒドロゲナー

ゼについても SAM の種類やポリマーの種類を

変え酵素に応じた最適な配向固定法を検討し

た。また、アルコールデヒドロゲナーゼの電

子移動は NADH を経由するので酵素自体の配

向が電気化学的な活性に及ぼす影響は小さい

ものと考えられる。しかし、基質であるアル

コールの反応サイトの電極に対しての向きな

どで違いが出ることも予想され、この場合に

も SAM の効果について検討した。さらに好熱

菌由来のアルコールデヒドロゲナーゼを大腸

菌で発現・生産し、この耐熱性酵素を用いて

出力向上できるか検討した。 

（２）酵素の３次元的な固定化法の検討 

 これまで、金ナノ粒子や炭素微粒子を電極

上に物理吸着させることで、電極の実効表面



 

 

積を増大させることができることを明らかに

してきた。この方法をカソードとアノード両

極に適用し、それぞれの電極に用いられる酵

素について、最適なナノ粒子径および粒子量

を検討した。また、表面増強ラマン分光法や

光導波路分光法などにより、電極上に固定さ

れた酵素の状態を調べた。 

（３） 複数酵素の効率的な固定化法の検討 

酵素の配向法および３次元的な固定化法を用

いて、複数の酵素を固定化して、同量の基質

から得られる電流量を増大させる方法を検討

した。燃料としてエタノールを用いる場合、

アルコールデヒドロゲナーゼによる酸化反応

によって生じるアセトアルデヒドをさらに酸

化することのできるアルデヒドデヒドロゲナ

ーゼを組み合わせて固定化する方法を検討し

た。アルデヒドデヒドロゲナーゼも NADH依存

型の酵素であるので、これまでに開発してい

るメディエーター含有ポリマーが利用できる。

二つの酵素を単に混ぜ合わせて固定する方法

やそれぞれ別の層として階層的に固定化する

方法など、もっとも効率よく電子移動と基質

の移動ができる方法について調べた。また、

新たに得られたアルコールからカルボン酸ま

での二段階の 4 電子酸化反応を触媒する酵素

についてもその電極反応を調べた。 

 

４．研究成果 

（１）電極－酵素間の高速電子移動を可能に

するための酵素の配向制御 

カソードについて、ビリルビンオキシダー

ゼを触媒とし、様々な自己組織化単分子膜（ 

SAM ）上の電子移動を解析し、カルボキシル

基を末端に持つ場合に、比較的良好な電子移

動を行うことが可能であることを見出した。

ラッカーゼについて、カーボンナノ粒子をジ

メチルフォルムアミドに分散させ、炭素電極

にキャストし風乾することで比較的良好な電

子移動を行うことが可能であることを見出し

た。また、アノードに関しては、直接電子移

動タイプのフルクトースデヒドロゲナーゼに

対して、末端にヒドロキシル基を持つ SAM の

場合に電流密度が大きくなるという結果を得

、直接電子移動型でこれまで報告されている

ものの中で最も高い電流密度を得ることに成

功した。 

好熱菌由来のアルコールデヒドロゲナーゼ

を用いて、80℃のやや高い温度で反応させ、

常温時よりも10倍以上高い電流密度を得るこ

とに成功した(図１)。この酵素はカーボンペ

ーパーにも固定化でき、さらなる電流密度の

向上が期待できる。 

 

（２） 酵素の３次元的な固定化法の検討 

金ナノ粒子を用いることによって電極の実

効面積を270倍まで増加できることを見出し

た。カソード極で用いられるビリルビンオキ

シダーゼに関して、電極上に作製する金ナノ

粒子膜の金ナノ粒子の粒子径が効率的な電子

移動反応に重要であることを見出した。電子

移動に適したサイズはタンパク質や酵素のサ

イズに依存し、ビリルビンオキシダーゼの場

合、金ナノ粒子径が70 nmと比較的大きなサイ

ズの粒子を用いる必要があることがわかった

。金ナノ粒子のサイズ・酵素のサイズと電子

移動効率の関係が明確になったことにより、

今後の様々な酵素固定化電極の作製が容易に

なるものと考えられる。これらの結果に基づ

き、直接電子移動型のバイオ燃料電池を構築

し、その発電特性を評価した。この電池は、

メディエーターやセパレーターを必要とせず

、非常にシンプルなセル設計で発電すること

が可能であった。その出力は溶液を攪拌させ

た条件において、開回路電圧は720 mV、最大

電流密度は4.9 mA cm−2、最大電力は0.87 mW 

cm−2 (300 mVにおいて)であった(図２)。これ

 
図 1 耐熱性アルコールデヒドロゲナーゼを
用いたエタノール酸化電流値の温度依存性 

 
図 2 直接型フルクトース / O2バイオ燃料電
池の出力。静置時（●）、撹拌時（○） 



 

 

までに報告されているほとんどの直接電子移

動型バイオ燃料電池の出力は数μW cm−2であ

り、比較的高出力のバイオ燃料電池の1つを作

製できたものと考えている。 

また、アノードにアルコールデヒドロゲナー

ゼを用いる場合にはカーボンナノ粒子をカー

ボンペーパー電極上に物理吸着させることで

、電極の実効表面積を増大させることができ

ることを明らかにした。 

 

（３） 複数酵素固定による高出力化 

アルコールデヒドロゲナーゼとアルデヒド

デヒドロゲナーゼを同時に電極上に固定化し

、エタノールの４電子酸化が可能であること

を示した。電極の別の面に異なる酵素を固定

化する方法が現在までの検討では最も効率の

良いことがわかった。さらに、シトクロムP450

について、NADHを直接電子供与体とする一原

子酸素添加反応に成功し、バイオ燃料電池の

アノード用に作製してきたNADHを再酸化する

メディエーター固定電極を用いてシトクロム

P450を駆動できる可能性をも示すことができ

た。一つの酵素でアルコールからカルボン酸

までの4電子酸化可能な酵素を新たに見出し、

その酵素を固定した電極を用いてエタノール

からの効率的な電子抽出に成功した(図３)。
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