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研究成果の概要（和文）： 
 
 
研究成果の概要（和文）：磁性ナノ粒子やナノワイヤーの表面に有機分子膜を作製し、その膜内
に酵素を埋め込むことで，有機溶媒中でも高効率で酵素反応を行うことができる新しい方法を
見出した．作製した膜は外側が疎水性、内側が親水性の二層構造を有する．ここで後者の親水
膜に酵素を埋め込むことで複合体を有機溶媒中にさらしても酵素周囲は親水的な雰囲気に保つ
ことができる．裸の酵素は有機溶媒にさらすと直ちに変性して失活するのに対し，本研究の方
法を用いれば有機溶媒中でも有意な酵素活性を示し、また長期間維持できることもわかった． 
 
研究成果の概要（英文）：I found a new method to promote enzymatic reactions even in 
organic solvents. Enzyme was embedded in an organic layer that was prepared on 
nanostructures such as magnetic nanoparticles and nanowires. The organic layer has a 
bilayer structure consisting of inner hydrophilic and outer hydrophobic properties. The 
embedded enzyme showed a high activity even after the long-term immersion of the 
enzyme-nanoparticle complex in organic solvent, because the hydrophilic environment of 
the organic layer would protect from the deactivation of enzyme.  
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１．研究開始当初の背景 
酵素は穏和な条件下で化学反応を進行さ

せるとともに，反応の基質性選択や位置選択
性を有する，非常に優れた触媒である．自然
界で酵素は水溶液中で機能しているため，お
のずと、酵素の研究や工学的応用の対象も，
水溶液での反応に限られている．しかし，も
し有機溶媒中で酵素を機能させることがで
きれば，酵素を活用する場が飛躍的に増大す
ると予想される．例えば，難水溶性の基質に
対しても酵素反応を適用することができる．
その結果，酵素を利用した合成法の種類が大
幅に増大し，医薬や工学での製品開発に多大
な貢献をすると期待される．しかし，酵素は
油に加えると直ちに凝集塊となり，変性する．
そのため酵素の触媒活性は有機溶媒中で著
しく低下してしまう．現在，酵素を有機溶媒
中でも高効率で機能させる新しい方法論が
必要とされている． 

酵素を有機溶媒で利用する学術的な研究
例として，逆ミセル法がある．酵素を逆ミセ
ルに埋包し，親水的な環境で安定化しつつ，
有機溶媒に均一に分散させる方法である．こ
れによって，酵素を有機溶媒中で反応させる
ことができる．しかし，この手法は酵素の分
離・回収が困難であり，反応終了後に生成物
を得る段階で酵素や界面活性剤を除去する
煩雑な精製操作が必要である．そのため繰り
返し利用には向かず，貴重で高価な酵素の利
用は一回きりである．また，極性の高い有機
溶媒では一般に逆ミセルは形成されないた
め，非極性の有機溶媒（シクロヘキサンやイ
ソオクタンなど）に利用に限られている．そ
のため，逆ミセル法の活用範囲は非常に限ら
れている．現在，分離・回収が簡便な方法が
期待されている． 
 
２．研究の目的 

本研究では，酵素反応を有機溶媒で高効率
に利用する方法論を新たに開拓する．反応後
の酵素の分離・精製が容易で、また繰り返し
利用を可能にする、新しい担体を開発するこ
とが目的である．繰り返し利用と有機溶媒中
での長期安定性を有する酵素複合磁性粒子
を作製し，次に両親媒性高分子鎖の被覆を経
て，回収や繰り返し利用が容易な構造に最適
化された担体を開発する．その利用方法を検
討する． 

 
３．研究の方法 

図１に示すような構造の磁性粒子やシリ
カ粒子などのナノ粒子を担体として酵素と
複合化させる．すなわち，シリカ被覆磁性ナ
ノ粒子のシリカ層表面から高分子を重合す
る．この高分子は，内側から順に親水鎖，疎
水鎖が並んだ二層構造の有機分子膜である．
次に，内部の親水領域に酵素を埋包する．そ

の結果，酵素が親水的な雰囲気で保護される
ため，有機溶媒中でも安定化しつつ，酵素を
基質と反応させることができると期待され
る．図１に示すような構造の酵素複合磁性ナ
ノ粒子を用いることで本目的を達成する．  
 
４．研究成果 
（１）ナノ表面の高分子修飾法と酵素固定化
法について検討した．まず高分子被膜を作製
するために，磁性シリカナノビーズ，両親媒
性の有機分子を修飾した．また，表面に開始
剤を固定しから両親媒性の高分子を生長した
．磁性シリカナノビーズの表面にあるアミノ
基に，D-グルコノ-1,5-ラクトンを介して，重
合開始剤である，2-ブロモ-イソブチル基を修
飾した．次に，銅のビピリジル錯体を触媒に
，親水性モノマーの2-ヒドロキシエチルアク
リレート(HEA)を重合し，疎水性モノマーであ
るメチルメタアクリレート（MMA）を生長して
，親水層と疎水層の二層構造からなる高分子
被覆層を作製した．隣接高分子同士を架橋し
，内部のシリカをHFで溶解することで，高分
子カプセルが得られた．このカプセルは有機
溶媒に分散し，また，内部に水を取り込むこ
とができることもわかった．以上の結果から
，外部が疎水性ならびに内部が親水性の新規
の二層構造カプセルを初めて合成できたこと
を確認した． 
（２）表面に両親媒性の被膜した磁性粒子を
乾燥し，酵素（ラッカーゼ）水溶液に浸すこ
とで両親媒性の被膜内部に酵素を埋包した．
（図2）真空で乾燥した後，有機溶媒に分散さ
せた．表面を両親媒性化合物で被覆した場合
、有機溶媒にも高い分散性を示すことがわか
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図１ 有機二重膜被覆磁性ビーズに酵素

を固定化した酵素複合磁性ナノ粒子

（ ；親水鎖、 ；疎水鎖）．



 

 

った．（図3）2,6-ジメトキシフェノールを基
質に酵素活性を調べると有意な酵素活性を示
すことがわかった．様々な鎖長の親水性高分
子を作製し，酵素を取り込んだときの酵素の
残存活性との関係を調べた．その結果，酵素
のサイズと同程度の長さのとき，最大の酵素
活性を示すことがわかった．本研究は，酵素
を有機溶媒中で有効利用するための新しい方
法論を提案するものである．本手法は簡便で
，様々な酵素に対して適用できると考えられ
，大変意義深いものであると考えている．  
（３）親水/疎水の表面被覆層を有する新規な
構造の磁性ナノビーズを設計し，実際に作製
することに成功した．そこで今年度は，この
ビーズを利用して研究を進めた．酵素を埋包
し，有機溶媒中で高い酵素活性を発現させる
ことを検討し，ナノビーズの最適な構造や酵
素固定化法などを様々な条件を検証した．そ
の結果，表面の化学修飾は，酵素が存在でき
る空間を確保しつつ，適切な密度で表面修飾
することで，より多くの酵素を固定化させる
ことが分かった．また，酵素を固定化するに
は有機溶媒と水溶媒の二相系を用い，酵素を
水溶媒に分散させつつ，粒子を有機溶媒に分
散させて，酵素を取り込むことが重要である
ことを見いだした．このようにして作製した
酵素複合化ナノビーズを用いて，有機溶媒中
での酵素活性を調べた．その結果，クロロホ
ルム中に浸した後も酵素活性を示し，12時間
経過後も失活しないことが分かった．（図４
）以上のようにして，有機溶媒でも酵素活性
を発現するビーズを作製することに初めて成
功した．  
(4)構造設計の最適化を進め，中央が親水性の
高分子ゲルからなる粒子も作製し，有機溶媒
中での酵素活性を発現させることに成功した
．さらに，流通式反応器への適用も検討した
．圧力損失を防ぐために担体の形状は，球状
の代わりにファイバー状のナノ構造体を利用
した．銀などのファイバー状ナノ構造体を合
成し，表面を化学修飾することにも成功した
． このような担体を用いれば，濾過などで回
収が容易であり，また流通式管形反応器への
応用も非常に容易になるため，非常に重要で
ある． 

以上のように，酵素を有機溶媒中で利用す
るための新しい方法論を構築した．酵素は人
工の触媒と比べて非常に優れた特性を示す
ものが多く，本研究のようにして，酵素を簡
便に有機溶媒中での反応に転用し，容易に回
収することができれば，酵素を適用できる反
応経路が飛躍的に増大すると予想される．本
研究で得られた結果は、学術的に意義深く，
また工学的にも非常に重要な知見である. 
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図 4 クロロホルムに接触した後の残存活

性．（）内は修飾分子の密度[個/nm2]. 
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図 2 調製した酵素固定化ナノ粒子の表面

構造の模式図（左）コントロール,（右）有

機分子膜を有する新規ナノ粒子. 

 

OH

OH

0 10 20 30 40
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

A
bs
o
rb
an
c
e

Time [min]
 

 
 
図 3 シクロヘキサン中でのナノ粒子の分散

性を評価するための吸光度の時間変化．

（●）有機分子で表面を修飾したナノ粒子，

（▲）表面を有機分子で修飾していないナ

ノ粒子. 

酵素 
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