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研究成果の概要（和文）：本研究では、グラフェン表面からカーボンナノチューブを成長させた３次元ハイブリ
ッド膜（CNTs/G膜）を用いて、酵素西洋ワサビペルオキシダーゼなどのバイオキャタリストの固定化量を増大さ
せることにより、グラフェンを用いるよりも、高感度な電気化学バイオセンサの構築を試みた。グラフェンと比
べて、CNTs/G膜ではバイオキャタリストの固定化量を実際に増大させることが可能であり、基質の過酸化水素に
対する触媒還元電流も向上した。したがって、CNTs/G膜を用いることで、グラフェンよりも高感度な電気化学バ
イオセンサを構築でき、この他にも、酵素を用いたバイオ燃料電池の電極にも利用できるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Graphene is well-known to be a two-dimensional thin layer with very high 
conductivity and very large specific surface area, but its effective surface area depends on a 
planar/footprint area of a substrate in general.  In order to enhance the surface area per unit 
planar/footprint area, we used seamless three-dimensional carbon nanotubes-grown graphene (CNTs/G). 
 Here, we developed CNTs/G electrodes modified with biocatalyst, such as horseradish peroxidase, 
heme peptide, and hemin, for highly sensitive electrochemical biosensors to hydrogen peroxide.  
Compared with graphene electrodes modified with biocatalysts, cathodic currents of H2O2 for the 
CNTs/G electrode modified with biocatalysts increased due to increase in the amount of biocatalysts.
  Thus, the CNTs/G film would be useful not only for electrochemical biosensors but also for 
enzyme-based biofuel cells.

研究分野：バイオデバイス工学

キーワード： ナノ炭素材料　カーボンナノチューブ　グラフェン　ハイブリッドフィルム　バイオセンシング　酵素
電極　直接電子移動
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 sp2 炭素の単層シートであるグラフェン
は、大きな比表面積（理論値 2630 m2 g-1）
や高い電子移動度（20 m2 V-1 s-1）などの長
所を持つ。一般的に電極との直接電子移動
がほとんど進行しないとされる酵素にグラ
フェンを組み合わせると、電極表面での酵
素の固定化量を増大させたり、電子移動反
応速度を促進させたりできるものと期待さ
れていることから、感度の高い電気化学酵
素センサや出力の大きい酵素燃料電池など
の新規バイオデバイスの開発が盛んである。
しかしながら実際には、グラファイトを化
学的または物理的に酸化処理することによ
って得られる酸化グラフェン（GO）や、酸
化グラフェンをさらに還元させた還元型酸
化グラフェン（rGO）などの欠陥構造体が
広く用いられている[1]。そのため、電子移
動度の低下や、GOまたは rGO間での接触
抵抗の上昇などの問題が生じている。また、
GO や rGO を含むグラフェンは、π 電子系
に基づく相互作用により凝集化しやすい欠
点もある。つまり、グラフェンを基板表面
に被覆しても、電極として利用できる面積
は結局のところ基板面積に依存してしまう
問題がある。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、グラフェン表面からカーボ
ンナノチューブ（CNTs）を化学気相成長法
（CVD法）で合成した一体型３次元ハイブ
リッド（CNTs-G）膜（図１）を利用する。
CNTs-G膜の底面はグラフェンであるため、
平面基板に貼り付けることが可能である。
これにより、sp2炭素構造を維持した 3次元
構造のグラフェン電極を構築できる。この
電極を用いれば、2 次元構造のグラフェン
膜と比べて、単位基板面積当たりの酵素の
固定化量を著しく増大させることも可能に
なるため、電気化学バイオデバイスの高性
能化が期待できる。 

  
３．研究の方法 
 本研究では、異なる分子量のバイオキャ
タリスト用いることで、２次元平面構造の
グラフェン膜と比べて、３次元ネットワー
ク構造のハイブリッド膜の優位性を明確に
し、ダイナミックレンジの広い高感度電気

化学バイオセンサへの応用可能性を提案す
る。具体的な方法は下記の通りである。 
 「（１）３次元ハイブリッド膜の特性評価」
では、熱 CVD 法により得られた３次元ハ
イブリッド膜の構造や電気化学特性を、ラ
マン分光や電気化学計測により、基礎的な
知見を得た。 
 「（２）ヘムペプチド（HP）修飾ハイブ
リッド膜電極の電気化学特性評価」では、
酵素ペルオキシダーゼのモデルである HP
を用いて、２次元のグラフェン膜よりも３
次元ハイブリッドで、電気化学的に活性な
HPの固定化量を増大できることを、HPと
の直接電子移動反応に基づく電気化学計測
から明らかにした。また、この HP は絶縁
性のポリペプチドでそれほど覆われていな
いため、HP 間での自己電子交換反応が進
行する。そのため、２次元平面構造のグラ
フェン膜と３次元ネットワーク構造のハイ
ブリッド膜の表面で、同じ量の HP を固定
化したとき、基質過酸化水素（H2O2）に対
する応答性をアンペロメトリー法から比較
した。 
 「（３）酵素西洋わさびペルオキシダーゼ
（HRP）と３次元ハイブリッド膜との間の
直接電子移動反応の解明」では、活性中心
が絶縁性のポリペプチドで覆われている酵
素 HRPでも、グラフェン膜と比べてハイブ
リッド膜で固定化量を増大できることを明
確にし、直接電子移動に基づく応答取得の
可能性を明らかにした。ここでは、界面活
性剤 sodium dodecyl sulfate（SDS）を用いる
ことで、電気化学的に活性な HRPの固定化
を試みた。 
 「（４）活性中心ヘミンのハイブリッド膜
への高密度固定化」では、バイオキャタリ
ストを高密度に固定化したハイブリッド膜
の構築を試みた。ここでは、ペルオキシダ
ーゼの活性中心であるヘミンを用いた。ヘ
ミンは複雑な高次構造のポリペプチドを持
たないため、HRPと比べて、触媒活性は著
しく小さくなるものの、分子量は約２桁小
さくなる。そのため、ヘミンを３次元ハイ
ブリッド膜に高密度で固定化することによ
り、３次元ハイブリッド膜全体での基質に
対する触媒活性を高められることを、H2O2

の触媒還元電流応答から確認した。 
 「（５）各種バイオキャタリストでの反応
速度の比較」では、（２）〜（４）で得られ
た H2O2の触媒還元電流応答に基づいて、
ハイブリッド膜やグラフェン膜での HP、
HRP、ヘミンの H2O2に対する触媒反応速
度を比較した。これにより、ハイブリッド
膜表面におけるバイオキャタリストの安定
性や機能性維持に関する知見を得た。 
 「（６）エッジ領域を導入したハイブリッ
ド膜の電気化学特性評価」では、一般的に
sp2 炭素の平面部分は、エッジ領域と比べ
て、化学種との電子移動反応が遅いことで
知られることから、３次元ハイブリッド膜



を電気化学的に酸化および還元処理するこ
とで意図的にエッジ領域を導入し、レドッ
クス種との電子移動反応速度が向上するこ
とを明確にした。ここでは、電気化学分野
で広く使用されているレドック種を用い、
そのレドックス反応速度の違いからエッジ
導入の効果を明確にした。 
 
 
４．研究成果 
（１）３次元ハイブリッド膜の特性評価 
 ３次元ハイブリッド膜は、まず銅箔表面
に熱CVD法でグラフェンを成長させた後、
その表面に鉄を蒸着し、さらに熱 CVD 法
で CNTs を成長させて得た。このようにし
て得られた 3次元ハイブリッド膜を走査型
電子顕微鏡で観察したところ、グラフェン
から CNTs が成長していることを確認でき、
また、CNTs は適度に隙間のある網目構造
を形成していた（図２）。 

 次に、ラマン分光法で２次元のグラフェ
ン膜と３次元ハイブリッド膜の構造を評価
した（図３）。その結果、グラフェン膜では、
sp2炭素に特有なGおよびG’バンドピーク
（~1580および~2700 cm-1）が得られた。ま
た、G/G’比が~0.25 であり、過去に報告さ
れている一層のグラフェン膜とほぼ同じ値
であったことから[2]、本研究で得られた２
次元グラフェン膜は一層のものであった。
ハイブリッド膜では、Gおよび G’バンドピ
ーク以外にも、グラフェンのエッジや欠陥
に由来する Dバンドピーク（~1350 cm-1）
が得られた。この結果に加えて、G/G’比が
~2.72 であったことから、グラフェン表面
から成長している CNTs は多層 CNTs であ
ることが明らかになった[2]。 

 得られたハイブリッド膜をグラッシーカ
ーボン電極に貼り付けた後、[Ru(NH3)6]Cl3
を含む電解液中で、サイクリックボルタン
メトリー（CV）法から電気化学的に活性な
見かけの面積を調べた。グラフェン膜を貼
り付けた電極と比較して、約 2.5 倍大きく
なっていることが明らかになった。 
 以上より、本研究で使用した３次元ハイ
ブリッド膜は、２次元グラフェン膜よりも
比表面積が大きいことが明らかである。 
 
（２）HP 修飾ハイブリッド膜電極の電気
化学特性評価 
 まず、2 次元グラフェン膜と 3 次元ハイ
ブリッド膜の表面に固定化された HP 量を、
CV 法から調べた。その結果、前者のグラ
フェン膜と比べて、後者のハイブリッド膜
ではHPの固定化量を約 10倍増大させるこ
とが可能であった。 
 次に、アンペロメトリー法を用いて、基
質であるH2O2のHPによる触媒還元電流応
答を比較した。ここで得られる電流は、下
記の反応によるものである。 
 
  ferric HP + H2O2 

  → compound I + H2O    (1) 
  compound I + e– + H+ 

  → compound II     (2) 
  compound II + e– + H+ 

  → ferric HP + H2O    (3) 
 
ここで compound Iと IIは、HPの酸化体で
ある。ここで得られる電流値 i は、下記の
式で書き表すことができる[3–5]。 
 
  i = 2FΓ/[1/k1CS + (k2 + k3)/k2k3CH]    (4) 
 
ここで F はファラデー定数、Γは見かけの
HP固定化量、k1、k2、k3はそれぞれ反応式
1、2、3の反応速度定数、CSは H2O2濃度、
CHは H+濃度である。グラフェン膜と比べ
て、ハイブリッド膜では約 10倍向上させる
ことに成功した。これは、膜表面に固定化
されたHP量が 10倍量増やすことができた
ことによるものである（図４）。また、式 4
を実験的にも証明できている。 
 この式４に基づいて、3 次元ハイブリッ
ド膜と 2 次元グラフェン膜で HP の固定化
量が同じ場合、H2O2の HPによる触媒還元
電流応答は同じになると予想した。しかし
ながら、3次元ハイブリッド膜での応答が 2
次元グラフェンのものよりも約 7倍大きく
なった（図４）。これは、HPが密に固定化
されている 2次元グラフェン膜と比べて、3
次元ハイブリッド膜では、CNTs が網目構
造を形成していることにより隙間が存在す
ることや、グラフェン表面から成長した
CNTs が揺動することにより、H2O2の拡散
が改善されたからだと推測される。 



 以上より、３次元ハイブリッド膜では、
２次元グラフェンと比べて、HP などのバ
イオキャタリストと基質との間の触媒反応
を促進させることが可能であった。 

 
（３）酵素 HRPと３次元ハイブリッド膜と
の間の直接電子移動反応の解明 
 SDS を用いて３次元ハイブリッド膜に
HRPを固定化し、サイクリックボルタンメ
トリーを行ったところ、HRPの反応中心で
あるヘム鉄の２価/３価の可逆な酸化還元
電流応答を得ることができた。このときの
酸化還元電流応答から、3 次元ハイブリッ
ド膜に固定化された電気化学的に活性な
HRP量を求めたところ、2次元のグラフェ
ン膜と比べて約 2倍増大させることが可能
であった。HP の場合と比べて、ハイブリ
ッド膜とグラフェン膜との違いはそれほど
大きくならなかった。 
 さらに、ヘム鉄の２価/３価の電子移動班
速度定数を調べたところ、ハイブリッド膜
では 19.2 s-1であり、グラフェン膜では 15.7 
s-1であったことから、ハイブリッド膜での
方がわずかに大きな値を示した。この理由
として、グラフェン表面から成長させた多
層 CNTs に sp2 炭素のエッジ領域が存在す
ることから、HRPとの電子移動反応が促進
されたからである。いずれにせよ、HRPに
おいても、ハイブリッド膜やグラフェン膜
表面で直接電子移動反応が進行することが
明らかになった。 
 次に、基質である H2O2の HRPによる触
媒還元電流応答を調べた。その結果、ハイ
ブリッド膜での電流応答が、グラフェン膜
のものよりも約 2倍向上した（図５）。これ
は、HP の場合と同様に、ハイブリッド膜
表面に固定化された HRP 量がグラフェン
膜のときよりも約２倍多かったことによる
ものである。 
 以上より、電子移動反応に関与する活性
部位が絶縁性のポリペプチドで覆われた酵
素でも、ハイブリッド膜を電極基板とした
電気化学センサに応用できるものと期待さ
れる。 
 
（４）活性中心ヘミンのハイブリッド膜へ
の高密度固定化 

 架橋剤を用いてハイブリッド膜表面にヘ
ミンを固定化し、CV 法から電気化学的に
活性なヘミンの固定化量を調べたところ、
２次元のグラフェン膜と比べて、固定化量
は 4〜6 倍大きくなった。また、ハイブリ
ッド膜に分子量の大きい HRP（Mw：約
40000）やHP（Mw：1900）を固定化した
ときの量と比べて、ヘミン（Mw：650）の
量をそれぞれ 10 倍および３倍増大させる
ことが可能であった。 
 次に、H2O2 のヘミンによる触媒還元電
流応答を調べたところ、グラフェン膜に比
べて、ハイブリッド膜では約 4〜6 倍向上
した。ヘミンの固定化量の違いからすると、
ここで得られた違いはおおよそ妥当である。
ただし、ハイブリッド膜に固定化されたヘ
ミン量が多少多すぎたために、ヘミンと
H2O2 との間の触媒反応において、わずか
ではあるものの、H2O2 の拡散が律速状態
になっていた。一方、グラフェン膜では、
ヘミンと H2O2との間の触媒反応が律速段
階になっていた。 
 ヘミンをハイブリッド膜に固定化したと
きに得られた H2O2の触媒還元電流応答は、
HRP を固定化したときのもと比べて、約
50倍向上した。また、HPを固定化したと
きのものと比べて、おおよそ 3〜4 倍向上
させることが可能であった。 
 以上より、活性中心であるヘミンを用い
ることで、選択性や１分子当たりの触媒活
性が低くなるものの、３次元ハイブリッド
膜では過剰量に固定化できるため、膜全体
での触媒活性を著しく向上させることが可
能であった。 

 
（５）各種バイオキャタリストでの反応速
度の比較 
 ３次元のハイブリッド膜および２次元の
グラフェン膜に固定化されたヘミン、HP、
HRP の H2O2に対する反応速度やそれら膜
への電子移動反応速度を、得られた電流値
と式４から算出し、比較した。ただし、ア
ンペロメトリー法では、式２と３の反応速
度定数をそれぞれ求めることは困難である
ため、その２つをまとめた k2k3/(k2 + k3)値で
比較した。 
 k1について、HPと HRPのいずれにおい



ても、グラフェン膜（それぞれ 40 および
150 M-1 s-1）よりもハイブリッド膜（それぞ
れ 120および 370 M-1 s-1）で高い値を示し
た。理由は不明確であるものの、膜の構造
がバイオキャタリストの安定化に寄与して
いるのかもしれない。つまり、平面構造で
はバイオキャタリストの構造が歪み、触媒
活性の低下が起こっており、３次元ネット
ワーク構造では、バイオキャタリストの構
造が比較的安定に保たれている可能性が高
い。しかしながらヘミンにおいては、ハイ
ブリッド膜（120 M-1 s-1）での値はグラフェ
ン膜（140 M-1 s-1）のものよりもわずかに小
さくなった。この理由として、先に述べた
通り、ハイブリッド膜におけるヘミンと
H2O2 との触媒反応では、H2O2 の拡散が律
速状態になっているため、k1値は過小評価
されているものと考えられる。なお、ヘミ
ンの k1が HPのものよりも大きくなってい
る。この理由についても不明確である。考
えられる理由として、ヘミンを固定化する
ときにアミノ基を有する架橋剤を用いてい
る。そのアミノ基が、ヘミンの触媒活性向
上に寄与しているかもしれない。 
 k2k3/(k2 + k3)について、ヘミン、HP、HRP
のいずれにおいても、ハイブリッド膜（そ
れぞれ 7.7 × 106、3.0 × 105、7.6 × 105 M-1 s-1）
とグラフェン膜（それぞれ 7.0 × 106、4.9 × 
105、6.2 × 105 M-1 s-1）でほぼ同じ値を示し
た。HPや HRPと比較して、ヘミンでの値
が約１桁大きくなった理由として、活性中
心が絶縁性のポリペプチドに覆われておら
ず、剥き出しになっているからである。 
 以上の考察から、バイオキャタリストの
導電性足場材料として、２次元グラフェン
膜をよりも３次元ハイブリッド膜を用いる
ことで、高感度電気化学バイオセンサへの
利用可能性を明らかにした。 
 
（６）エッジ領域を導入したハイブリッド
膜の電気化学特性評価 
 電気化学分野では広く検討されているレ
ドックス種の Fe2+と[Fe(CN)6]

3–/4–の酸化還
元反応から確認した。その結果、検討した
酸化処理時間内において、その処理時間が
長くなるとともに、Fe2+の電子移動反応速
度は促進された。一方、[Fe(CN)6]

3–/4–の場
合、レドックス反応速度に最大値が存在し
た。この違いは、電気化学的に酸化処理す
ることにより、sp2 炭素結合が切断され、
エッジ領域が形成されるとともに、含酸素
官能基が導入されたため、エッジ領域によ
る電子移動反応促進と静電反発が生じたも
のと推測される。 
 ラマン分光法により酸化還元処理前後で
のハイブリッド膜の構造変化を確認したと
ころ、Dバンドピークが大きくなっていた。
また、X線光電子分光法により、ハイブリ
ッド膜表面を分析したところ、含酸素官能
基の存在が確認された。 

 いずれにせよ、ハイブリッド膜にエッジ
領域を形成させることで、レドックス種と
の電子移動反応速度を促進させられること
が明らかになった。 
 
 以上の検討から、グラフェン表面から多
層 CNTs を成長させた３次元ハイブリッド
膜は、ダイナミックレンジの広い高感度電
気化学バイオセンサだけでなく、高出力の
酵素燃料電池にも応用できるものと期待さ
れる。また、今回最後に検討したハイブリ
ッド膜へのエッジの導入において、レドッ
ク種との電子移動反応の促進化が明らかに
なった。エッジの導入以外にも、金属ナノ
粒子などの材料と組み合わせることにより、
新たな機能を付与した３次元ハイブリッド
膜を構築できるものと期待される。これに
ついては、今後の課題として検討を進めて
いく。 
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