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研究成果の概要（和文）： 

酵素をナノポーラス金属に固定し、酵素／ナノポーラス金属電極を作製した。ナノポーラス金
に固定された酵素は、固定されていない酵素に比べ高い耐熱性を有していた。ナノポーラス金
の表面を自己組織化単分子膜 (SAM) で修飾すると、さらに高い耐熱性や耐久性を示した。SAM
修飾した酵素／ナノポーラス電極では、SAM 修飾していないものに比べ電解液との電子授受が
促進された。これらをもとにバイオ燃料電池を試作し、動作を確かめた。 
研究成果の概要（英文）： 
Enzymes were immobilized on nanoporous metals for stabilization. Laccase immobilized on 
nanoporous Au exhibited higher thermal stability than free laccase. Decoration of 
nanoporous Au with self-assembled monolayer (SAM) also enhanced the thermal stability 
of the immobilized laccase. SAM decoration also facilitated electron transfer between 
electrolyte and electrode through enzymes. A prototype biofuel cell successfully operated 
using enzyme-immobilized SAM-modified nanoporous Au electrodes. 
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１．研究開始当初の背景 

nm オーダーの多孔質構造をもつ新素材「ナ
ノポーラス金属」が国内外で注目を集めてい
る。特に近年は作製条件がよく知られている
ナノポーラス Au が研究対象であり、材料／
物理／化学分野においてナノポーラス Au の
特性評価研究がさかんである。 
他のナノ材料にないナノポーラス金属の

特徴は、(1) 熱処理などにより孔径制御を簡

便・広範囲 (3–1000 nm) に行える、(2) 気
孔内に物質を含有できる、ことである。一方、
酵素（タンパク質）の大きさはおよそ 3–20 nm
であり、ナノポーラス金属の孔径と近い。そ
こで、ナノポーラス金属と酵素の間に何らか
の相互作用が期待できると考えた。酵素をナ
ノポーラス構造に固定することはバイオリ
アクタ等への応用に必須である。ナノポーラ
ス金属に固定すれば、金属を通じ電位をかけ
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て酵素の酸化還元反応を促進・制御でき、新
しい応用も期待される。 
 
２．研究の目的 
以上を鑑み、本研究ではナノポーラス金属

の気孔内に酵素を固定した酵素／ナノポー
ラス金属電極を作製するとともに、その特性
評価（耐熱性など）を行った。その際に、ナ
ノポーラス Au の表面に自己組織化単分子膜 
(SAM) 修飾を行い、その影響も明らかにした。 

 
３．研究の方法 
(1) 脱合金化法によりナノポーラス Au（図 1）
を作製した。Au-Ag 合金から HNO3 により Ag
を溶解除去することで、残った Au がナノポ
ーラス構造を自発的に形成する。作製したナ
ノポーラス Au の一部には SAM（4-アミノチオ
フェノール）による表面修飾を行った。ラッ
カーゼを分散・懸濁させた緩衝溶液中にこれ
らのナノポーラス Au 試料を浸漬し、ラッカ
ーゼを固定した。ナノポーラス Au に固定し
たラッカーゼおよび固定していないラッカ
ーゼを、2,6-ジメトキシフェノール (DMP) 
を含む緩衝溶液中で撹拌し（35～75°C で 5
分間）、分光光度計で 470 nm の吸光度を測定
することで酵素の活性を評価した。また、高
温での保持時間に対する酵素活性の影響を
調べるために、50°C の緩衝溶液中で所与の
時間保持したのち室温で 1時間静置したあと
の活性（35°C）を上述の手法で評価した。
さらに、繰り返し使用に対する耐久性評価の
ために、10 分間隔で新しい DMP 溶液に変える
実験を行い、それぞれの溶液の濃度を測定し
た。 
(2) 上と同様の手法により、グルコースオキ
シダーゼもナノポーラス Auの上に固定した。
SAM（4-アミノチオフェノール）による表面
修飾をあらかじめナノポーラス Au に施した
ものも用いた。ラッカーゼおよびグルコース
オキシダーゼを固定したナノポーラス Au を
作用電極として用い、緩衝溶液中で電気化学
測定（サイクリックボルタンメトリ, CV）を
繰り返し行い、溶液との電子授受挙動を把握
した。これらの結果をもとに、ラッカーゼ固
定ナノポーラス Au 電極およびグルコースオ
キシダーゼ固定ナノポーラス Au 電極（いず
れも SAM 修飾あり）を用いてバイオ燃料電池
を試作し、性能を確かめた。 
 
４．研究成果 
(1) ナノポーラス Au に固定したラッカーゼ
および固定していないラッカーゼの活性の
温度依存性を図 2 に示す。45°C 以上の温度
では、ナノポーラス Au に固定したラッカー
ゼのほうが固定していないラッカーゼより
も高い活性を示した。固定していないラッカ
ーゼ、ナノポーラス Au（SAM 修飾なし）に固

定したラッカーゼ、SAM 修飾ナノポーラス 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 Au-Ag 合金の脱合金化で作製したナノ
ポーラス Au の走査電子顕微鏡写真 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ラッカーゼの活性と温度の関係に及ぼ
す酵素固定および SAM 修飾の影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 ラッカーゼの活性と 50°C での保持時
間の関係に及ぼす酵素固定および SAM修飾の
影響 
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Au に固定したラッカーゼの最適活動温度は
それぞれ 35, 45, 55°C であった。 
また、50°C で所与時間保持後の各試料の

活性を図 3に示す。固定していないラッカー
ゼの活性は 30 分の保持で 7 割減ったが、ナ
ノポーラス Au（SAM 修飾なし）に固定したラ
ッカーゼの活性は 30 分の保持後でも 2 割に
とどまり、さらに SAM 修飾ナノポーラス Au
に固定したラッカーゼの活性は 30 分の保持
ではほとんど失われなかった。2 時間の保持
後には、固定していないラッカーゼの活性は
保持前の 10%強にまで落ち込んだが、ナノポ
ーラス Au（SAM 修飾なし）に固定したラッカ
ーゼの活性は 50%程度保たれており、さらに
SAM修飾ナノポーラスAuに固定したラッカー
ゼの活性は 80%強保たれていた。 
ナノポーラス Au（SAM 修飾あり・なし）に

固定したラッカーゼの繰り返し利用回数と
活性の関係を図 4に示す。どちらの試料でも
繰り返し利用により活性が落ちているもの
の、SAM 修飾を行ったナノポーラス Au に固定
したラッカーゼの耐久性は、SAM 修飾を行っ
ていないナノポーラス Au に固定したラッカ
ーゼより向上した。 
このように、ナノポーラス Au への固定に

よりラッカーゼの耐熱性が向上した。これは
ナノポーラス構造に固定されることにより
ラッカーゼの立体構造が安定化したことに
由来すると推測される。また、ナノポーラス
AuにSAM修飾を行うことにより耐熱性や耐久
性はさらに向上した。SAM がラッカーゼの立
体構造をより安定化させていることが示唆
される。 
以上のように、ナノポーラス Au は酵素固

定の基材として有望な材料であることが示
された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図4 ナノポーラスAuに固定したラッカーゼ
の活性と使用回数の関係 

 
(2) ラッカーゼを固定したナノポーラス Au
を作用電極として、緩衝溶液中で測定した CV
曲線を図 5 に示す。SAM を用いていない場合
（図 5a）、電極表面での酸化／還元に相当す
るピーク対が +0.13 V 周辺に表れた。また、
100 回の繰り返し電位走査に対し電流応答は
変化せず、ほぼ同一の曲線となった。このこ
とから、SAM を用いなくても 100 回程度の電
位変化であれば安定して機能することが示
唆される。 

SAM を用いた場合（図 5b）、ピーク対が 
+0.26 V および +0.55 V の 2 か所に表れた。
これはラッカーゼの構造内に存在する複数
の異なる銅中心での酸化還元反応が起こっ
ていることと対応する。つまり、SAM 修飾に
よりラッカーゼの構造内の異なる銅中心で
の酸化還元反応を促進できることが明らか
になった。100 回の繰り返し電位走査を行う
と、繰り返し数の増加とともにピーク電流が
増加した。このことは電位走査によってかえ
って酵素が安定化し、酸化還元反応が効率よ
く進むようになったことを示している。この
ことから、ラッカーゼ／SAM 修飾ナノポーラ
ス金属電極の高い耐久性が示された。 
一方、図 5b の挿入図は、SAM 修飾を施した

（ポーラスでない）平滑 Au 板表面にラッカ
ーゼを固定した場合の CV 曲線である。電流
は 100 回の電位走査繰り返し後減少しており、
電位走査の繰り返し中に電極の劣化が進ん
だことが示唆される。このようにナノポーラ
ス構造を持たせることではじめて電流低下
を抑えることができたことから、SAM だけで
はなく、ナノポーラス構造が表面に吸着した
ラッカーゼの耐久性を向上させるのに不可
欠であることがわかる。 
酵素としてグルコースオキシダーゼを用

いた場合の測定結果を図 6 に示す。SAM を用
いていない場合（図 6a）、電極表面での酸化
／還元に相当するピーク対が表れなかった。
これは、SAM を用いていない場合は電子の電
解質との授受が行われていないことを示唆
する。ただし、100 回の繰り返し電位走査に
対し電流応答は変化せず、ほぼ同一の曲線と
なった。 

SAM を用いた場合（図 6b）、ピーク対が 
+0.55 V に表れ、また正方向への電位走査時
にはそのピーク対より少し低いところに副
次的なピークも検出された。これらはグルコ
ースオキシダーゼと電解質で電子の授受が
行われていることを示唆する。さらに電位走
査の繰り返し数を 100 回まで行うと、繰り返
し数の増加とともにピーク電流が増加した。
ラッカーゼ同様、電位走査によってかえって
酵素が安定化し、酸化還元反応が効率よく進
むようになったことを示している。このこと
から、グルコースオキシダーゼ／SAM 修飾ナ
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ノポーラス金属電極の高い耐久性も示され 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 ラッカーゼを固定したナノポーラス Au
電極の CV 曲線 (a) SAM 修飾なし (b) SAM 修
飾あり（挿入図は SAM 修飾した Au 平板） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 グルコースオキシダーゼを固定したナ
ノポーラス Au 電極の CV曲線 (a) SAM 修飾な
し (b) SAM 修飾あり 
 
た。 
上記のように、ナノポーラス Au が酵素を

固定して電極として用いる基材として有望
であること、特に SAM 修飾が電子の授受を促
進するうえで有用であることがわかった。さ
らに、平滑面に固定した場合と異なり、繰り
返し電位走査に対してピーク電流が増大す
ることから、電位の変化に対する耐久性にも
問題ないことが推測された。 
上記のラッカーゼあるいはグルコースオ

キシダーゼを固定した SAM修飾ナノポーラス
Au 電極を用い、バイオ燃料電池を試作した。
この電池では緩衝溶液中のグルコースがグ
ルコン酸に酸化される一方、酸素が水に還元
される。試作したバイオ燃料電池からは電位
差 0.21 V で最大出力 52 µW/cm2が得られた。
今後ナノポーラス金属の最適化（金属種・孔
径等）や SAM 種、あるいは酵素の種類の検討
により、さらなる高出力化ができると考えら
れる。 
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