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研究成果の概要（和文）：有機溶媒中での酵素反応の高効率化を目指して、メソポーラスシリカ

への酵素の固定化を検討した。リパーゼ、グルタミン酸脱炭酸酵素（GAD）、ラッカーゼに対

して、表面修飾や細孔径の拡大など、メソポーラスシリカを改質することで、酵素の固定化を

向上させることができた。有機溶媒中での酵素反応を行ったところ、長時間に渡って、活性を

高く維持することができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Enzymes were immobilized onto mesoporous silica to maintain their 
enzymatic activity in organic solvents.  The immobilization of lipase, glutamic acid 
decarboxylase (GAD), and laccase was improved via the surface modification and pore 
expansion of mesoporous silicas. When enzymatic reactions were performed in organic 
solvents, the immobilized enzymes exhibited a high activity over long-time reactions.  
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１．研究開始当初の背景 
グリーンケミストリーの観点から、穏やか

な条件で進行する酵素反応の有機合成プロ

セスへの利用が広く検討されている。一般的

に、酵素は水溶液中で高い活性を発揮するが、

非水溶性有機溶媒中では溶解しなかったり

失活したりする場合が多い。そこで、シリカ

やポリマーへの固定化や、界面活性剤による

被覆やイオン流体の利用といった手法が、有

機溶媒中で酵素を用いた合成反応を高効率

で行うための解決法として研究されてきた。 
酵素の固定化は、工業化の観点から様々な

反応系において使用されてきたが、有機溶媒

中では、酵素を溶媒から保護しながら高分散

な酵素を得ることを目的とする。しかし、多

くの固定化酵素は実験室レベルで非常に有
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効であるが、工業プロセスで連続的に利用す

るためには、問題がある。特に、シリカやポ

リマーへの固定化では、リーチング、低活性、

耐環境性など、解決すべき課題がある。そこ

で本研究では、有機溶媒中で合成プロセスを

高効率で行うことを目的とした酵素固定化

法の開発を研究課題とした。 
メソポーラス材料とは、均一な細孔径(2～

30nm)を有するメソ孔が規則的に配列した材

料であり、前駆体溶液に界面活性剤を添加す

ることで合成される。高温で焼成することに

より、界面活性剤ミセルは熱分解され、空い

たスペースが規則的な細孔となる。これまで、

数多くのメソポーラス材料が報告されてき

た。今後、規則的な細孔構造を利用して、吸

着材や触媒担体、センサーなど様々な用途へ

の応用が期待されている。その一つに、均一

な細孔径を利用した酵素の固定化が近年試

みられている。酵素の大きさは、数 nm から

数 10 nm であり、多くの酵素がメソポーラス

材料の細孔内に固定化することができると

考えられている。この固定化法では、細孔内

に酵素が１つ納まり、周りをほぼシリカで覆

われた状態になるため、一般的なシリカなど

に比べてもリーチングが少なく耐環境性の

高い酵素が得られると考えられる。また酵素

の凝集を防ぐことができるため、活性を維持

したまま、固定化量を増やすことができるこ

とが期待できる。従って、従来の担体である

シリカやポリマーに比べ、メソポーラス材料

は優れた担体であると予想される。そこで、

メソポーラスシリカを酵素担体として利用

して、有機溶媒中での合成への応用を検討し

た。 
 

２．研究の目的 
有機溶媒中で酵素反応を効果的に行うた

め、メソポーラス材料を担体として用いた酵
素の固定化法を開発する。メソポーラス材料
表面と酵素の相互作用を考慮に入れて、表面
修飾を施し、固定化量、活性、耐久性の向上
を目指す。得られた固定化酵素に対し、厳密
な反応速度解析により酵素活性を評価する。
最終的に、固定化酵素の活性、耐久性を評価
して、メソポーラス材料を用いた固定化法の
最適化を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 2010 年度 

メソポーラス材料に固定化する酵素とし
て、リパーゼとグルタミン酸脱炭酸酵素
（GAD）に選択し、様々な条件で固定化を行
った。リパーゼに関して、細孔径が 8 nm で

あるメソポーラスシリカ（SBA－16）を担体
として選択した。そこで、SBA－16 に表面修
飾することで固定化量・活性の向上を試みた。
得られた固定化酵素を用いて酢酸ビニルの
エステル交換反応を行った。 

一方、１つの GAD の大きさは約 8 nm であ
るが、使用した GAD は 4 量体であり、酵素
全体の大きさが 30 nm 以上である。そこで、
固定化にはキャリアクト Q－50(富士シリシ
ア化学)を担体として選択した。グルタミン酸
脱炭酸反応を行った。このグルタミン酸脱炭
酸反応での生成物は、γ−アミノ酪酸（GABA）
である。 

 
(2) 2011 年度 

多くの酵素を固定化することを目的とし
て、10~50 nm の細孔径を持つメソポーラス
材料の作製を新規に開発した。そこで、鋳型
剤としてポリスチレン－ポリビニルピリジ
ンのブロックコポリマーを用いて、メソポー
ラスシリカを作製した。固定化する酵素とし
て、ラッカーゼを選択した。 

固定化したラッカーゼの活性を評価する
ため、2,2'-アジノビス(3-エチルベンゾチアゾ
リン-6-スルホン酸)(ABTS）の酸化を水溶液
中で行った。 

また、有機溶媒中でのラッカーゼの耐久性を
評価するために、ジメトキシフェノール
（DMOP）の酸化による、テトラメトキシジ
フェノキノン（DPQ）の合成反応を行った。 

 
 



４．研究成果 
(1) 2010 年度 

リパーゼの固定化に関して、メソポーラス
材料（SBA－16）への表面修飾により吸着量
が大幅に変化することが分かった。シランカ
ップリング剤で SBA－16 表面にアミノ基や
エポキシ基を導入した場合、吸着量はほとん
ど変化しなかったが、アルキル基により疎水
化した場合、リパーゼ吸着量が増加した。リ
パーゼの固定化において、親水性である SBA
－16 表面を疎水化することが適当であると
考えられる。そこで、水晶振動子の上に SBA
－16 薄膜を作製し、リパーゼの吸着量を厳密
に測定した（図１）。疎水化後の SBA－16 薄
膜への吸着量が約 10 倍に向上していること
が分かった。また、固定化したリパーゼを用
いて、酢酸ビニルのエステル交換反応を行っ
たところ、疎水化した SBA－16 へ固定した
リパーゼによる収率が高いことが分かった。
また、固定化リパーゼの活性は、有機溶媒中
で長時間維持されることも明らかになった。 
一方、GAD の固定化に関して、キャリア

クトに表面修飾を施した場合、表面修飾によ
る吸着量の増加はほとんどなく、エポキシ基
やアルキル基を導入した場合、GAD の吸着
量は低下した（図２）。よって、GAD の固定
化に対して、キャリアクトへ直接固定化する
ことが適していると判断した。固定化 GAD
を利用して、グルタミン酸脱炭酸反応をバッ
チ式で行ったところ、反応時間が 1 時間で、
収率 97％の GABA が得られた。一方、連続

槽型反応器を作製し、固定化 GAD による
GABA 連続合成の結果を図３に示す。出口で
の GABA 収率が時間とともに低下すること
が分かった。この酵素活性の低下は、反応の
過程で副反応により補酵素(ピリドキサール
リン酸)が流出したことによる GAD の失活
が原因と考えられる。 
 
(2) 2011 年度 
 10~50 nm の細孔径を持つメソポーラス材
料の作製するために、鋳型剤としてポリスチ
レン－ポリビニルピリジンのブロックコポ
リマーを用いた。シリカ源として、テトラエ
トキシシラン（TEOS）を利用して、ブロッ
クコポリマーと混合し、550℃で焼成した。
作製したメソポーラスシリカ（以下、PS と
呼ぶ）の電子顕微鏡 (SEM) 像を図 4 に示す。

図１．SBA－16 へのリパーゼの固定化量と反応

収率 

図２．キャリアクトの表面修飾よる GAD 吸着

量の変化 

図３．固定化 GAD による GABA 収率の 
時間変化 

図４．新規に作製したメソポーラスシリカ薄膜

（上図：表面 SEM 像、下図：断面 SEM 像）



作製した PS 薄膜は、膜厚が約 50 nm で、約
19 nm の細孔径を持ち、3 次元的に繋がった
キュービック構造を取ることが分かった。 

作製した PS 薄膜へのラッカーゼ吸着量を
評価した。ラッカーゼの等電点は約 4であり、
シリカの表面電荷の等電点は約 2.3 であるた
め、pH4 以上の水溶液中ではラッカーゼとシ
リカは静電的に反発する。そのため、表面を
修飾しない場合、ラッカーゼは全く吸着しな
かった。そこで、PS 薄膜の表面を 3-アミノ
プロピルトリエトキシシランで修飾し、グル
タルアルデヒドを用いて、ラッカーゼをシリ
カと結合した。水晶振動子微量天秤法で、ラ
ッカーゼの吸着量を評価したところ、PS 薄
膜には約 0.6 μg･cm-2 吸着することが分かっ
た。これは、PS 薄膜にある細孔の全域で、
ラッカーゼが吸着していることに相当する。
このように、細孔内への酵素の固定化を最適
化することができた。 
  PS に固定化したラッカーゼの活性を評価
するため、水溶液中で ABTS の酸化を行った
ところ、酵素活性を維持することが確認でき
た。そこで、有機溶媒中でのジメトキシフェ
ノールの酸化反応を、流通型反応器を用いて
行った（図 6）。メソポーラス材料に固定化し
ていないラッカーゼが短時間で活性を失う

のに対して、PSに固定化したラッカーゼは、
活性を長時間維持することが明らかになっ
た。以上の結果から、メソポーラスシリカの
細孔径や表面性情を最適化することで、酵素
の固定化量を増加することができることを
明らかにした。また、固定化酵素の活性は、
有機溶媒中の反応においても、長時間維持す
ることが確認できた。 
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図６. 有機溶媒中での固定化ラッカーゼ
の活性変化 

図５.水晶振動子微量天秤法による PS 薄
膜およびSBA薄膜へのラッカーゼ吸着量


