
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ５月 ２２日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

申請者の従来研究であるメソポーラスカーボンを用いた燃料電池触媒研究の特徴を活かし、
新たにラッカーゼ（マルチ銅オキシダーゼ酵素）を組み合わせることで、新しい複合触媒を作
製した。ナノ空間内で安定化されたラッカーゼは有機溶媒（メタノール）に対する耐久性が大
きく向上した。また、アントラセンをカーボン上に固定し、ラッカーゼのオリエンテーション
を制御することで、より高い酸化還元電流応答を得ることができた。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 A new carbon-enzyme hybrid material was developed through fixation of Laccase 
(multicopper oxidase enzyme) into the nano-space of mesoporous carbon. As a result, 
Laccase gained high durability toward organic media. Electrocatlytic activity toward 
oxygen reduction was also demonstrated by controlling the orientation of Laccase by 
addition of anthracene. 
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１．研究開始当初の背景 
化石資源に大きく依存した社会から持続

的発展可社会に変革すべく、環境調和型化学
システムへの移行が望まれている中で、エネ
ルギー消費、副生成物（廃棄物）が少ないと
いう特長を有する酵素に着目した。特に、マ
ルチ銅オキシダーゼ酵素の酸素還元特性が

報告されている中で、申請者の従来研究であ
るメソポーラスカーボン（カーボン多孔体）
担体のナノ空間を利用した燃料電池電極触
媒の研究に、新たに酵素の概念を取り入れる
ことを提案した。具体的には、メソポーラス
カーボンのナノ空間で起こる特有の物質移
動や触媒の安定化の特徴とマルチ銅オキシ
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ダーゼを組み合わせることで、燃料電池触媒
の長期的技術課題である白金代替触媒とな
るメソポーラスカーボン－酵素複合触媒の
開発が可能となると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
申請者が見出したメソポーラスカーボン

のナノ空間で起こる特異な現象とマルチ銅
オキシダーゼ酵素を組み合わせる、つまりマ
ルチ銅オキシダーゼをカーボンナノ空間に
挿入したメソポーラスカーボン－酵素複合
触媒を作製することを目的とした。 

更に、マルチ銅オキシダーゼの酸素還元特
性を利用した燃料電池用白金代替触媒の開
発を目指して、研究期間内に新規メソポーラ
スカーボン－酵素の触媒活性及び耐久性に
ついて調べることを目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）メソポーラスカーボンのカーボンナノ
空間（8 nm）へのマルチ銅オキシダーゼの固
定化 
 メソポーラスカーボン粉末にマルチ銅オ
キシダーゼの 1つであるラッカーゼを固定化
する目的で、メソポーラスカーボン分散液に
ラッカーゼ溶液を加え、4℃で撹拌する。固
定化されたラッカーゼの量は、遠心分離後、
液中に残ったラッカーゼ濃度を測定するこ
とから決定する。また、比較対象として、市
販のカーボンへの固定化も行う。 
 
（２）カーボン上に固定化されたラッカーゼ
の酵素活性評価 

メソポーラスカーボン－ラッカーゼ複合
材料と酵素活性評価試薬である ABTS と反応
させることで生成する ABTS-の吸光度を測定
し、カーボンナノ空間に固定化されたラッカ
ーゼ活性を調べる。 
 
（３）カーボン上に固定化されたラッカーゼ
の耐環境性評価 
ナノ空間に固定化されたラッカーゼの有

機溶媒に対する耐久性について、メソポーラ
スカーボン－ラッカーゼ複合材料を有機溶
媒に浸漬後に酵素活性を評価することで調
べる。 
 
（４）カーボン上に固定化されたラッカーゼ
の電気化学酸素還元評価 

メソポーラスカーボン－ラッカーゼ複合
触媒を作用極として、酸素飽和溶液中での酸
素還元電流値を調べる。 
 
 
 

４．研究成果 
（１）メソポーラスカーボンのカーボンナノ
空間（8 nm）へのラッカーゼ酵素の固定化 
 
メソポーラスカーボン粉末へのラッカーゼ
を固定化は、図１に示すような方法で行った。 
メソポーラスカーボンは、図に示すようなナ
ノチャンネル構造（直径 8nm）を有し、その
ナノ空間へラッカーゼを固定した。比較対象
として、市販のカーボンブラックへの固定化
も同様に行った。 

一晩撹拌後、遠心分離機を用いて、溶液と
粉末を分離した。カーボン上に固定化された
ラッカーゼの量は、溶液中に残存するラッカ
ーゼの量を市販のたんぱく定量キットを用
いて測定し、それ以外のラッカーゼは全てカ
ーボンに固定化されたと考えた。加えたラッ
カーゼの量に対して、どの程度（重量％）の
ラッカーゼがカーボンに固定化されたかを
表１に示す。市販のカーボンブラックには、
99％以上のラッカーゼが吸着したのに対し、
メソポーラスカーボン上には、15－20％しか
固定化出来なかった。これは、メソポーラス
カーボンの 8 nm という非常に小さな空間に
対して、カーボンブラックは 30 nm 以上の粒
子間細孔を持つことから生じる吸着能力の
違いであると考える。 

 
（２）カーボン上に固定化されたラッカーゼ
の酵素活性評価 
 
 メソポーラスカーボン－ラッカーゼ複合材
料と酵素活性評価試薬である ABTS と反応さ
せることで生成するABTS-の吸光度を測定し、

ラッカーゼの
吸着（48h）

420 nmでの

吸収
(ABTS-)

MPC (8 nm) 15-20% 1.4
CB (>30nm) >99% 0.2

表１. カーボン上に吸着されたラッカー
ゼ量及び固定化されたラッカーゼにより
生成した ABTS-の吸光度. 
MPC=メソポーラスカーボン、CB=市販のカー
ボンブラック 

カーボン粉末
3 mg

ラッカーゼ
（2mg/mL)

150µＬ

4℃で一晩撹拌

図１．ラッカーゼの固定化方法 



 

 

カーボンナノ空間に固定化されたラッカー
ゼ活性を調べた。表１に示された吸光度が大
きいほど、酵素活性が高いことを示すことか
ら、ラッカーゼの吸着量が低いにも関わらず、
メソポーラスカーボンに固定化されたラッ
カーゼの酵素活性は非常に高いことが分か
る。しかしながら、固定化前のラッカーゼで
は、吸光度が 2.0 程度を示すことから、固定
化により活性が低減することは回避出来な
かったが、市販のカーボンブラックを用いる
よりもかなり改善できた。 
 図２に示すように、8 nm のナノチャンネル
の入り口付近にラッカーゼが固定化されて
いると考える。ナノチャンネルの疎水性とラ
ッカーゼの疎水基の相互作用により物理吸
着することで、酵素活性サイトへ充分に ABTS
がアクセス出来ると考える。一方、市販のカ
ーボンブラックでは、ラッカーゼがより密に
（多く）存在するため、活性サイトへ ABTS
がアクセスできず、酵素活性が低いと思われ
る。 

 
（３）カーボン上に固定化されたラッカーゼ
の耐環境性評価 
 

ナノ空間に固定化されたラッカーゼの有
機溶媒に対する耐久性について調べる目的
で、カーボン－ラッカーゼ複合材料を 50％の
メタノール溶液に 30 分浸漬させた。浸漬前
後でのラッカーゼの酵素活性を比較した結
果、メソポーラスカーボンのナノ空間に固定
化されたラッカーゼは浸漬前の 80-95％の活
性を維持できた。一方、市販のカーボンブラ
ック上に固定化されたラッカーゼは、
30-50％程度しか維持することが出来なかっ
た。これらの結果より、ナノ空間内にラッカ
ーゼを固定化することで、酵素の耐環境性を
向上することに成功したと言える。 
 
（４）カーボン上に固定化されたラッカーゼ
の電気化学酸素還元評価 
 

カーボン－ラッカーゼ複合材料の燃料電
池カソード触媒としての活性評価を行った。
図３に示すような溶液系電気化学セットア
ップを用いて、カーボン－ラッカーゼ複合材
料の酸素還元活性を測定した。しかしながら、
酸素還元活性は、ほとんど検出できなかった。 

 
固定化ラッカーゼの酵素活性としては高い
活性が見られた一方で、電気化学酸素還元反
応では活性が見られない理由の一つに、固定
化されたラッカーゼの反応応答の遅さが考
えられる。酵素活性試薬を用いて評価する際
は、ラッカーゼが充分に反応する時間が少な
くとも数分単位であるが、電気化学反応では
数秒単位である。 
そこで、メディエータとして硫酸銅を使用

した。また、反応時間が短い場合、よりラッ
カーゼのオリエンテーションが重要となる
と考え、Gewirth らの論文（J. Phys. Chem. 
Lett. 2010, 1, 2251–2254）で報告されてい
るアントラセンを基板表面に修飾すること
で、ラッカーゼの疎水基との相互作用を利用
したラッカーゼオリエンテーションの制御
を試みた。今回の研究では、図４に示す 3種
類のアントラセンを用いて、カーボンナノ空
間内に物理吸着させた。 

  
アントラセンを吸着させたカーボンを作

用極として、ラッカーゼ（及び硫酸銅）が存
在する溶液中で酸素還元活性を測定した。図
５に市販のカーボンブラックを用いた場合
の結果を示す。カーボンブラックのみ（黒線）
では、酸素還元電流が観測されないが、アン

MW: 75kDa
Size (nm):
4.5x8.5x13.9
Source: 
Protein data bank

ラッカーゼ カーボンナノチャンネル（8nm）

図２．カーボンナノチャンネルに固定化され
たラッカーゼのイメージ図 

カーボンロッド (0.20 cm2)

I. Laccase-MPC
pH7 Buffer

キャスト・乾燥

II. 0.05%
Nafion®

対極：Pt

pH5 Buffer

参照極：
Ag/AgCl

キャスト・乾燥

作用極：
Laccase-MPC

図３．本研究で用いた溶液系電気化学化
学セットアップ（その１） 

OH

9-anthracenemethanol

NH2

2-aminoanthraceneanthracene

図４．本研究で用いた 3種類の 
アントラセン 



 

 

トラセンを物理吸着したカーボンブラック
（水色線）では、酸素還元電流が流れ始める。
更に溶液中に硫酸銅を加えることで、電流値
が大幅に増え（ピンク線）、酸素還元性能が
大きく向上することが分かった。 

  
この時、3種類のアントラセンを用いたが、

2-アミノアントラセンを用いた時のみ、そ 
の効果がみられた。これは、Gewirth らの報
告例と一致する結果で、アントラセンの「2」
の位置で基板表面に固定化された時に、その
上に吸着するラッカーゼのオリエンテーシ
ョンが 適化されると予想される。 
メソポーラスカーボンを用いて同様の評

価を行った。その結果を図６に示す。図６中
に、比較としてカーボンブラック－アントラ
センの硫酸銅添加の結果（ピンク線）を示し
ている。アントラセンを物理吸着したメソポ
ーラスカーボン（青線）では、酸素還元電流
がピンク線に比べて大きい。つまり、酸素還
元活性が高いことが分かる。溶液中に硫酸銅
を加えることで、電流値が増え（赤線）、酸
素還元性能が更に向上することが分かった。 

 

（５）結言 
カーボンナノ空間の中で、ラッカーゼ酵素

は安定に存在し、その酵素活性も維持できる
ことがわかった。酵素の欠点である耐環境性
の低さも、向上されることが分かった。 
一方、電気化学反応活性はそのままではほ

とんど見られなかった。メディエータとして
硫酸銅を添加することで、酸素還元電流応答
の改善が見られた。また、酵素電気化学反応
において、固定化された酵素のオリエンテー
ションが重要であることが分かった。アント
ラセンをカーボン上に固定し、ラッカーゼの
オリエンテーションを制御することで、より
高い酸化還元電流応答を得ることができた。 
 更なる酸素還元性能の向上は必要ではあ
るが、耐環境性を向上できる特徴を活かせば、
白金代替触媒となる可能性があると考える。 
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