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研究成果の概要：酵素反応を用いて二酸化炭素を循環利用するために，脂質膜小胞（リポソー

ム）により酵素を安定化するとともに，連続反応のための脂質膜内光誘起電子移動反応系を構

築する。リポソーム内酵素は高次構造が著しく安定化され，ガス通気を伴う反応器内で安定で

あった。また，クロロフィル複合化リポソームを調製して脂質膜系光化学反応の特徴を明らか

にした。以上より二酸化炭素還元プロセス構築のための各要素に関する重要な知見を得た。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 1,800,000 0 1,800,000 

2008 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,200,000 420,000 3,620,000 

 
 
研究分野： 工学 
科研費の分科・細目：プロセス工学・生物機能・バイオプロセス 
キーワード：バイオリアクター，酵素反応，ナノバイオ，生体機能利用，化学工学 
 
１．研究開始当初の背景 
 複合脱水素酵素反応系は還元型補酵素の
共存下，二酸化炭素を逐次的に還元してメタ
ノールを生成する。本反応は二酸化炭素循環
利用の観点から有用であるが，逐次酵素反応
と補酵素の酸化還元状態の制御が困難とな
る。連続的二酸化炭素還元プロセスを構築す
るためには，二酸化炭素の気液間物質移動，
逐次脱水素酵素反応及び補酵素再生反応が
効率よく進行する反応場をバイオリアクタ
ーの条件下において構築する必要がある。申
請者は，脂質二分子膜小胞（リポソーム）の
微小内水相において酵素の多量体構造が安

定化されることを明らかにした。また，気泡
塔内気液流動場において基質に対する脂質
膜透過性が増大して高いリポソーム系酵素
反応速度が得られることを示した。これらよ
り，リポソーム系に複合脱水素酵素反応系を
封入して補酵素再生のための光誘起電子移
動反応系を構築できれば，実用反応器内連続
的二酸化炭素還元に有用な触媒が得られる
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，アルコール脱水素酵素 (ADH)，
蟻酸脱水素酵素 (FDH)及びクロロフィル a 
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(Chla)等の二酸化炭素還元に必要な分子種の
リポソーム内への安定な封入及び可視光照
射下でリポソーム系電子移動反応効率を増
大させるための Chla 励起種の長寿命化を検
討して，気泡塔において連続的二酸化炭素還
元反応系を構築することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 脱水素酵素内包リポソームの調製 リポ
ソームを構成する脂質として，POPC (1- 
palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)
を用いた。乾燥脂質膜を，5.0 g/L Yeast ADH or 
1.1 g/L FDH (from Candida boidinii) を溶解し
た 50 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 8.5) で水和・
凍結融解し，Extrusion 法で直径約 100 nm の
酵素内包リポソームを調製した。水和時に 10 
mM 補酵素を共存させて酵素/補酵素系を内
包したリポソームを調製した。遊離酵素はゲ
ル濾過(GPC)で分離した。リポソーム内の酵
素，NAD+，NADH 各濃度はコール酸で脂質
膜を溶解後，酵素活性，A260，A340 でそれぞ
れ測定した。 
(2) 酵素活性の測定 ADH 活性は，2.5 mM 
NAD+の共存下，150 mM Ethanol の初期酸化
速度を生成 NADH 量 (A340)に基づき決定し
た。FDH 活性は，0.3 M 蟻酸を基質として，
1.5 mM NAD+を添加したときの NADH の初
期生成過程を A340で追跡して決定した。 
(3) リポソーム内封入脱水素酵素の熱安定性 
各リポソーム系脱水素酵素 ([POPC] = 2.8-13 
mM)及び遊離酵素/補酵素系 ([Enzyme] = 
0.1-5 g/L，[Cofactor] = 3.0～6.0 mM)の 55，
60 °C における活性の安定性を 1 h 追跡した。 
(4) 気泡塔におけるリポソーム内封入FDHの
安定性 ライザー径 15 mm，ダウンカマー径 
9 mm の外部循環式エアリフト型気泡塔に 30 
mL の各リポソーム型触媒懸濁液または遊離
FDH，遊離 FDH/補酵素溶液を仕込んだ。フ
ィルター，加湿器を通過させた窒素ガスをガ
ス空塔速度 UG = 0（静止液），2.0, 3.0 cm/s，
45 oC で通気し，触媒活性を 3 h 追跡した。 
(5) Chla 複合化脂質膜の調製と電子移動反応 
① Chla 複合化リポソームの調製 POPC，

POPC の Choline 基が Glycerol 基に変化した

POPG，Cholesterol (Cho)と Chla からなる乾燥
膜を 100 mM EDTA を溶解した 50 mM 
Tris-HCl/0.1 M NaCl 緩衝液 (pH 7.4) で水和
し，凍結融解後，Extrusion 法によりリポソー
ム径を約 100 nm とした。リポソーム外水相
の ChlaをGPCで分離してChla複合化リポソ
ームを調製した。リポソーム懸濁液の脂質濃
度 CL は酵素法で測定した。リポソームをコ
ール酸で溶解後，A420 を測定して Chla 濃度
CChla を決定した。脂質膜への Chla 複合化収
率 Y は GPC 前後の CChla/CL比として算出した。 
② 脂質膜内Chla-電子メディエータ間相互作

用の評価 Chla 複合化リポソーム ([Lipid] = 

9.0 μM)に種々の濃度の Methylviologen (MV) 
を添加し，10 min 室温で遮光静置した後，25 
ºC において 421 nm で励起したときの最大蛍

光強度 I を測定した。MV 非共存下の強度 I0

との比 I/I0 を MV 濃度に対して Stern-Volmer
プロットした傾きKSVをChla-MV親和性の指

標とした。 
③ Chla 複合化リポソームによる MV 光還元
反応 石英セル中に仕込んだ Chla 含有リポ
ソームと MV2+の混合液 ([Lipid] = 9.0 μM，3 
mL)に光源（ハロゲン or 421 nm の単波長光）
をセルから 3 cm の距離で照射した。60 min
後の生成還元型MV濃度をA605から決定した。
Cholateで可溶化したChla系を比較に用いた。 
 
４．研究成果 
(1) リポソーム内封入脱水素酵素の特性と熱
安定性 
① 脱水素酵素内包リポソームの特性 表 1
にリポソーム内水相の各脱水素酵素・補酵素
濃度を示す。酵素に比べて著しく分子量が小
さい補酵素分子がリポソーム内に安定に封
入されていることがわかる。リポソーム内酵
素は 4 ºC の保存時において，少なくとも 14 d
は失活せず安定であった。 
 
表 1 リポソーム内水相酵素・補酵素濃度 
リポソーム

内触媒系 
酵素濃度 

[g/L] 
補酵素濃度 

[mM] 
ADH 3.3 - 

ADH/NAD+ 2.3 3.9 
FDH 0.91 - 

FDH/NAD+ 0.77 4.4 
FDH/NADH 0.77 6.8 

 
② 遊離脱水素酵素の熱安定性 図 1 に濃度
が異なる遊離 FDH の 55 °C における FDH 活
性の安定性を示す。遊離 FDH の安定性は酵
素濃度が高いほど促進されている。これは，
低酵素濃度条件下では FDH の多量体構造が
Subunit へ解離して失活するためと考えられ
る。遊離 ADH(45℃)でも同様の傾向が見られ
た。遊離 FDH/補酵素系は，同一酵素濃度の
遊離 FDH と比べて高い熱安定性を示した(デ
ータ省略)。これより FDH と補酵素が熱安定
性の高い複合体を形成することがわかった。
FDH/NADH は FDH/NAD+に比べて高い熱安
定性を示した。図 2 に遊離 ADH/NAD+及び遊
離 ADH の 50 °C における ADH 活性の熱安定
性を示す。どの遊離 ADH も失活は促進され
ているが，酵素濃度と NAD+共存の有無に無
関係にほぼ同程度に失活している。各熱処理
時の ADH の構造変化を調べるために，50 °C
における遊離 ADH (2.3 mg/mL) 溶液の濁度 
(A450) の経時変化を測定したところ，著しい
濁度の増大が見られた（データ省略）。 
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図 1 各濃度の遊離 FDH の安定性 (55℃) 
 
これは，酵素の 3 次構造変化が顕著となり，
酵素分子表面に露出した疎水部位同士が結
合して凝集体を形成したためと考えられる。
NAD+は ADHを構成する 4つの各サブユニッ
ト内の活性部位近傍に結合すると考えられ
る。3 次構造が著しく変化する 50 °C におけ
る遊離 ADH 分子内では，NAD+の結合部位の
構造が崩壊し，安定な ADH-NAD+複合体を形
成できないことを示している。また，50 °C
では，酵素の 3 次構造変化が主たる酵素失活
の要因となるため，酵素濃度にほぼ無関係に
失活が促進されたものと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  50 ºC における遊離 ADH，遊離
ADH/NAD+の安定性 
 
③ リポソーム内封入脱水素酵素の熱安定性
図 3にリポソーム内に封入されたADH/NAD+

と ADH の 50 °C における ADH 活性の熱安定
性を示す。リポソーム系の ADH 活性は遊離
系 (図 2) に比べて著しく高い安定性を示し
ている。これより，脂質膜が ADH の 3 次構
造変化を効果的に抑制することが確認でき
る。また，図 3において，ADH/NAD+内の ADH 
活性は ADH 系に比べて著しく高い安定性を
示している。これは，リポソーム内水相にお
いては，ADH の 3 次構造が安定化される結果，
ADH が NAD+ と熱安定性の高い複合体を

生成し易いためと考えられる。一方，リポソ
ーム内に封入された FDH/NAD，FDH/NADH，
FDH は 60 ºC において高い熱安定性を示した
(データ省略)。これは，リポソーム系におい
て，補酵素による FDH 活性の安定化効果が
発現することを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 リポソーム内 ADH，ADH/NAD+系の安

定性 (50℃，[POPC] = 2.8 mM) 
 
(2) 気泡塔におけるリポソーム内封入FDHの
安定性  
① 気泡塔における遊離 FDH，FDH/補酵素の
安定性  45 ºC の静止液に遊離 FDH，遊離
FDH/補酵素系を 3 h 保存したところ，各触媒
の失活は認められなかった（データ省略）。
図 4 に UG = 2.0 cm/s のエアリフトにおける各
遊離酵素系の安定性を示す。初期 FDH 活性
を 100%としている。3 h 経過後の活性は，
FDH/NADH > FDH > FDH/NAD+系の順に高
くなっている。UG = 3.0 cm/s でも同様の傾向
が見られたが，3 h 経過時の各触媒の失活は，
UG = 2.0 cm/s の場合に比べて促進された。こ
れらの結果より，エアリフト内における遊離
FDH の失活は，気液界面における酵素の構造
変化が原因であり，高 UG では，気泡群と酵
素間の接触頻度が増大するため，酵素の失活
が 顕 著 と な っ た と 考 え ら れ る 。 遊 離
FDH/NADH 系では，各 UGにおいて，他の触
媒系に比べてライザー上部の泡沫層が発達
する傾向が認められた。このことは，NADH
分子が気液界面を安定化することを示して
いる。NADH による遊離 FDH の安定化は，
NADH が吸着した気液界面では FDH の失活
が抑制されることを示している。一方，NADH
に比べ親水性が高い NAD+は液本体及び気泡
周囲の液境膜内に可溶化され，気液界面の性
質に及ぼす影響が小さいと考えられる。遊離
FDH/NAD+系が最も不安定であることから，
pH 8.5 で負に帯電した FDH 分子 (pI = 5.4)と
NAD+間の静電相互作用により FDH 分子表面
が疎水化され，FDH-気液界面間相互作用が促
進されることが示唆される。以上より，エア
リフトにおける遊離 FDH の安定性は UG依存
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的に低下し，共存補酵素の性質に影響を受け
ることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 エアリフト型気泡塔における遊離 FDH，
FDH/補酵素系の安定性 
 
② 気泡塔におけるリポソーム内封入 FDH の
安定性 図 5 にリポソーム内 FDH，FDH/補
酵素各触媒を 45 °C，UG = 3.0 cm/s のエアリ
フトに 3 h懸濁時の残存 FDH活性の経時変化
を示す。各触媒系で 25 ºC の初期活性に比べ
て 45 ºC の高い活性が維持されている。これ
らの結果は，エアリフトの気液流動場におい
て，リポソームの脂質二分子膜構造が安定で
あり，リポソーム内封入 FDH と気泡群間の
相互作用が生じないことを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 エアリフト型気泡塔におけるリポソー
ム内封入 FDH，FDH/補酵素系の安定性 
 
(3) Chla 複合化リポソーム系の光誘起電子移

動反応特性 
① Chla 複合化リポソームの特性 表 2 に各

脂質二分子膜に複合化されたChla含有量とY
値 を示す。Y 値は，0.85 以上である。すなわ

ち，リポソーム調製時に仕込んだ Chla のうち

85%以上がリポソーム膜に複合化された。し

たがって，安定なコロイド分散系を形成する

リポソーム膜への Chla 複合化により，Chla
を水溶液中に高濃度に分散させることがで

きる。 
 
表 2 Chla 複合化リポソームの特性 

脂質組成 
 (モル比) 

Chla 含有

量 [mol%] 
複合化収率

Y [-] 
1. POPC 8.3 1.0 

2. POPC:Cho 
(5:1) 5.3 0.85 

3.POPC:POPG:
Cho (4:2:1) 4.7 0.86 

 
②  脂質二分子膜内 Chla-MV 間相互作用 

Chla 複合化リポソーム懸濁液に種々の濃度 
(0-0.8 mM)の MV を添加した。POPC/Cho 膜

のリポソーム系で得られた蛍光スペクトル

変化を図 6 に示す。MV 共存により蛍光強度

が低下している。これは，リポソーム膜内で

励起された Chla に液本体中の MV が衝突し

て，励起エネルギーが熱エネルギーに変換さ

れ，蛍光が消光したためである。この消光は

高 MV 条件下ほど顕著となっている。種々の

二分子膜に複合化された相対 Chla 蛍光 I/I0と

MV 濃度の関係(Stern-Volmer プロット)を図 6
に示す。各直線の傾き KSV値は POPC/POPG/ 
Cho 膜 < POPC 膜 < POPC/Cho 膜の順に大き

くなっている。これより，脂質膜内 Chla と液

本体中 MV の相互作用は，POPC/Cho 膜にお

いて促進されることがわかる。また，脂質膜

中に負に帯電した POPG が共存すると

Chla-MV 間相互作用が他の脂質膜系に比べ

て阻害されることがわかる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 Chla 蛍光(左図)と Stern-Volmer プロット
(右図，番号は表 2 と対応する) 
 
③ Chla 複合化リポソーム系の光誘起電子移
動特性  ハロゲン光源を用いた場合，
POPC/Cho 膜のリポソーム，Cholate ミセルい
ずれの系においても 60 min 光照射後の A605
は低下した。これは，Chla 分子の分解に起因
するものと考えられる。421 nm の単波長光を
用いた場合，リポソーム系においてのみ低レ



 

 

ベル(60 min 間で MV 還元率 0.7%)の光誘起電
子移動反応の進行が認められた。 

以上，得られた成果のうち，リポソーム内
における脱水素酵素-補酵素複合体形成によ
る酵素活性の著しい安定化については，本研
究ではじめて明らかにされた現象であり，酵
素反応プロセスの構築において重要である。
リポソーム/補酵素共存系による酵素安定化
機構の解明が必要である。気泡塔内気液流動
場におけるリポソーム内封入酵素の高い安
定性は，本触媒系の高い実用性を実証するも
のである。気液流動場におけるリポソーム内
封入脱水素酵素の二酸化炭素還元活性につ
いて，現在詳細な検討を行っている。リポソ
ーム系に構築された Chla 光誘起電子移動反
応系で得られた電子移動効率は，脂質膜組成，
粒子径，光照射方式に基づきさらに増大させ
る必要がある。上述のように，気泡塔内にお
ける二酸化炭素還元プロセスのための主要
な要素に関する重要な知見が得られた。今後
は，これらの複合化による連続的反応プロセ
スの構築と操作安定性の評価を行う。 
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