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研究成果の概要（和文）：高性能酵素反応プロセスの構築を目指して、新規な固定化酵素多孔質ゲルを開発した。エマ
ルションの分散滴を多孔質ゲルの孔の鋳型とするエマルションゲル化法を用いて、独立した孔の中に酵素を包括固定し
た固定化酵素多孔質ゲルを作製した。モデル酵素のリパーゼを固定化した多孔質ハイドロゲルおよび多孔質オルガノゲ
ルは、水媒体中で行う加水分解および油性媒体中で行うエステル交換の酵素反応において高活性を示した。

研究成果の概要（英文）：Novel polymeric macroporous hydrogels were developed to entrap and immobilize enzy
mes for improved enzyme reaction process.  The emulsion-gelation method using emulsions was used to simult
aneously synthesize the gels and entrap enzymes in the randomly distributed, non-interconnected, sphere-li
ke macropores.  The lipase, immobilized within the macroporous hydrogel and organogel, successfully cataly
zed the hydrolysis in aqueous media and the transesterification in organic media, respectively.
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１．研究開始当初の背景 
酵素を不溶性の粒子（担体）に固定化した
固定化酵素は、酵素と生成物の容易な分離、
酵素の反復利用、連続的な物質生産、などの
特長を反応プロセスに供する。本研究では合
成高分子ゲルを用いた包括法に着目した。こ
の方法は高分子網目によって酵素を物理的
に囲い込むものであるが、酵素の漏出を防ぐ
ために網目を密にすると酵素活性が低下し
うる。固定化酵素研究は、1970 年代ごろに国
内外において活発に行われており、実用化に
至っているものも多くあるが、包括法による
固定化の方法論はほとんど進展がないのが
現状である。本研究では、固定化手法のブレ
ークスルーとそれによってもたらされる高
性能酵素反応プロセスの実現を目指して、
我々が開発したエマルションゲル化法によ
り作製されるユニークな構造の多孔質ゲル、
具体的にはμm オーダーの独立した孔を持っ
たゲルを酵素の固定化担体に用いる着想に
至った。多孔質ゲル内で酵素は、フリー酵素
とほぼ同様の環境を供されてネイティブな
状態であるため、高活性の発現が期待できる
（図 1）。さらに、多孔質ゲルには、基質と生
成物の極めて良好な拡散透過性を有する利
点がある。 
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図 1 酵素を固定化した多孔質ゲルの概念図
と特長 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでに類を見ない新規な
固定化酵素ゲルを開発する、具体的には、
我々が開発したエマルションゲル化法によ
り作製される独立した孔（例えば数μm の孔
径）を持つ多孔質高分子ゲルを担体に用い、
孔の中に酵素を包括固定した固定化酵素多
孔質ゲルを開発することを目的とする。この
ゲルは、フリー酵素に匹敵する（従来の固定
化酵素均質（無孔）ゲルを凌駕する）高活性
の発現が期待でき、水媒体中で行う加水分解
や油性媒体中で行うエステル交換の酵素反

応を例に検証した。これらの酵素反応は、酵
素 lipase を用いて行った。水で膨潤した多
孔質ハイドロゲルと油性媒体で膨潤した多
孔質オルガノゲルをそれぞれ作製した。それ
らの作製には oil-in-water（O/W）エマルシ
ョンゲル化法（これまでに実績あり）および
water-in-oil（W/O）エマルションゲル化法
（本研究で新規に確立）を適用した。具体的
には、O/W エマルションゲル化法では、モノ
マーを含む水相に不活性な微小油滴を分散
させたO/Wエマルションの水相を重合反応で
ゲル化させて油滴を含むゲル（エマルション
ゲル）を作製し、次いで両親媒性溶媒を用い
た洗浄による油滴の除去と水洗浄による溶
媒置換を経て多孔質ハイドロゲルを作製し
た。 
 
３．研究の方法 
(1)固定化酵素多孔質ハイドロゲルの合成と
特性評価 
高 分 子 ゲ ル を poly(ethylene 
glycol)methyl ether acrylate（PEGMEA）ゲ
ルとした多孔質ハイドロゲルの合成は、O/W
エマルションゲル化法により行った。具体的
には、PEGMEA モノマー、架橋剤、および重合
促進剤を含むモノマー水溶液、lipase 試薬
（Lipase PS amano SD）および界面活性剤を
含むオレイルアルコール溶液、重合開始剤を
含む開始剤水溶液を混合撹拌してO/Wエマル
ションを作製し、内径 6 mmのガラス管で 30℃
で静置してラジカル重合させた。得られたゲ
ルを長さ 2 mm に切り分けて多量の水で洗浄
した。同様の操作で、モノマー水溶液に
lipase 試薬を添加した固定化酵素均質ゲル
を作製した（油相は未使用）。 
エマルションの油滴を実体顕微鏡で、凍結
乾燥した多孔質ゲルの内部構造を走査型電
子顕微鏡（SEM）で観察した。ゲル内の酵素
の分布を観察するために蛍光標識した
lipase を固定化したゲル（油相は除去してい
ない）を作製し、その内部構造を共焦点レー
ザー顕微鏡（CLSM）で観察した。 
モデル酵素反応をトリアセチンの加水分
解反応として、37℃で回分酵素反応実験を行
った。バイアルにリン酸緩衝液、および
lipase 試薬または固定化酵素ゲルを仕込
み、次いでトリアセチンを添加して酵素反
応を開始した。所定時間に採取した溶液を
NaOH 水溶液で滴定して、トリアセチンの酢
酸への転化率を求めた。さらに、48 h で反
応を終了し、ゲルを回収して新たな反応溶
液に仕込んで繰り返し酵素反応を行った。 
(2)固定化酵素多孔質オルガノゲルの合成と
特性評価 
高分子ゲルを2-ethylhexyl acrylate（EHA）
ゲルとした多孔質オルガノゲルの合成は、
W/O エマルションゲル化法により行った。EHA
モノマー、架橋剤、界面活性剤および重合開
始剤を含むモノマー溶液に lipase 試薬を含
む水溶液を乳化させて作製した。ゲルの洗浄



は多量のアセトンで行い、乾燥させた。 
(1)と同様の操作で、エマルションの水滴、
多孔質オルガノゲルの内部構造、およびゲル
内の酵素の分布を観察した。 
モデル酵素反応を酢酸プロピルと 1-ペン
タノールのエステル交換反応として、回分酵
素反応実験を行った。バイアルに酢酸プロ
ピル、1-ペンタノール、および lipase試薬
または乾燥状態の固定化酵素ゲルを仕込み
40℃で酵素反応を行った。所定時間に採取し
た溶液をガスクロマトグラフィーで分析し、
1-ペンタノールの 1-プロパノールへの転
化率を求めた。繰り返し酵素反応実験を行
った。 
 
４．研究成果 
(1)固定化酵素多孔質ハイドロゲルの構造と
反応特性 
図 2に、ゲル化前の O/W エマルションの油
滴、多孔質ゲルの内部構造、および蛍光標識
した lipase を内包した油滴を含むエマルシ
ョンゲルの写真を示す。エマルションの油滴
および多孔質ゲル内の孔の直径は、それぞれ
1–15 μm だった。エマルションゲル内で酵素
の存在を表す緑色に蛍光した部分は、孔と同
程度の大きさだった。以上から、エマルショ
ンの油滴が多孔質ハイドロゲルの孔の鋳型
として作用し、その孔内へ酵素が包括固定さ
れたことが明らかとなった。 
図 3 に、固定化酵素多孔質ハイドロゲル、
固定化酵素均質ハイドロゲル、およびフリー
酵素を用いた加水分解反応実験のトリアセ
チンの転化率の経時変化を示す。固定化酵素
多孔質ハイドロゲルの反応速度は、フリー酵
素のそれと同程度だった。固定化酵素多孔質
ハイドロゲルが高性能だった理由として、多
孔質構造が基質と生成物の良好な拡散透過
性を供し、孔内に包括固定された酵素がネイ
ティブな活性を発現したことが挙げられる。
一方、固定化酵素均質ハイドロゲルの反応速
度は、非常に低かった。この理由として、酵
素が重合反応場に曝されて変性や失活した
こと、および酵素がゲル化を妨害してゲルが
不均質構造となり酵素が漏出したことが挙
げられる。 
固定化酵素多孔質ハイドロゲルは、繰り返
し利用できることを実証した（図 4）。これに
より、酵素反応の連続化が達成でき、低環境
負荷型の反応プロセスを供することができ
る。 
(2)固定化酵素多孔質オルガノゲルの構造と
反応特性 
図 5に、ゲル化前の W/O エマルションの水
滴、多孔質ゲルの内部構造、および蛍光標識
した lipase を内包した水滴を含むエマルシ
ョンゲルの写真を示す。エマルションの水滴
は、数μm以下だった。多孔質ゲル内の孔は、
凍結乾燥時にゲルが収縮したのでほとんど
観察されなかった。エマルションゲル内で酵
素の存在を表す緑色に蛍光した部分は、数 
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図 2 (a)O/Wエマルションの油滴の実体顕微
鏡写真、(b)多孔質ゲルの SEM 写真、および
(c)蛍光標識したlipaseを内包した油滴を含
むエマルションゲルの CLSM 画像 
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図 3 固定化酵素多孔質ハイドロゲル、固定
化酵素均質ハイドロゲル、およびフリー酵素
を用いた加水分解反応実験（37℃）のトリア
セチンの転化率の経時変化 
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図 4 固定化酵素多孔質ハイドロゲルを用い
た繰り返し加水分解反応実験（37℃）のトリ
アセチンの転化率の経時変化 
 



μm以下だった。以上から、エマルションの 
水滴に酵素を包括固定したままゲル化した
ことが明らかとなった。 
図 6に、固定化酵素多孔質オルガノゲルお
よびフリー酵素を用いたエステル交換反応
実験（40℃）の 1-ペンタノールの転化率の経
時変化を示す。固定化酵素多孔質オルガノゲ
ルの反応速度は、フリー酵素のそれよりも早
かった。酵素は、一般に油性媒体中で凝集・
変性して失活しうる。フリー酵素が失活する
一方、多孔質ゲルでは、酵素が分散して保持
されていることとゲル中に残存した少量の
水が酵素をより高活性にしたと考えられる。
酵素固定化多孔質オルガノゲルは、8 回の繰
り返し利用が可能だった（図 7）。なお、固定
化酵素均質オルガノゲルは、酵素が油相に不
溶なため、作製することが不可能だった。 
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図 5 (a)W/Oエマルションの水滴の実体顕微
鏡写真、(b)多孔質ゲルの SEM 写真、および
(c)蛍光標識したlipaseを内包した水滴を含
むエマルションゲルの CLSM 画像 
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図 6 固定化酵素多孔質オルガノゲルおよび
フリー酵素を用いたエステル交換反応実験
（40℃）の 1-ペンタノールの転化率の経時変
化 
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図 7 固定化酵素多孔質オルガノゲルを用い
た繰り返しエステル交換反応実験（40℃）の
1-ペンタノールの転化率経時変化 
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