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研究成果の概要（和文）：　本研究では無機層状半導体が形成する2次元層間に生体高分子触媒である酵素を固定し、
層状半導体への光照射と引き続いて起こる酵素へのエネルギー移動により層間酵素の触媒能を制御するという、新規な
光反応系を構築することを目的とした。単層剥離した層状半導体（酸化物）と酵素分子を適切なpHの水溶液中で混合す
ると、両者の静電的相互作用により自発的に酵素が層間に固定された。この複合物に紫外線を照射すると酵素活性の発
現が見られ、紫外線強度と波長に応じて酵素活性が自在に調節可能な新規な無機―バイオ複合材料であることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：  In the present study, enzyme biocatalysts were intercalated into two-dimensional
 space composed of layered semiconductors, and a novel photo-induced enzymatic reaction of the hybrids was
 investigated. The layered semiconductors interstratified the enzyme molecules through electrostatic inter
action in a solution with an appropriate pH. Ultraviolet light irradiation to the obtained hybrids caused 
activation of enzymes in the interlayer by photoabsorption of semiconductor and subsequent energy transfer
. Moreover, the enzymatic activity could be easily adjusted by UV light intensity and wavelength.
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１．研究開始当初の背景 
酵素は高度な基質特異性および反応選択
性を有する優れた生体高分子触媒である。さ
らに、タンパク質を主体とする化学構造であ
るために、たとえ環境に放出されたとしても
微生物により容易に分解され、重金属を含む
触媒とは異なり環境負荷の極めて少ない触媒
といえる。しかし、酵素は生体由来であるた
めに穏やかな生理条件下でのみ高い活性を発
現し、非生理的条件では容易かつ不可逆的に
失活する。このため酵素の工業的利用が制限
されてきた。 
このような問題を克服するために不溶性の
無機粒子（あるいは高分子）の表面や多孔質
構造内に酵素を吸着させる「固定化酵素」の
研究が進展してきた。しかし、ここでの無機
材料は単なる酵素安定化担体としてのみ作用
し、電気的、磁気的、光学的など無機材料が
示す多様な機能性が併せて利用されることは
少なかった。 
一方、研究代表者らはこれまで層状金属酸
化物の層間に酵素や機能性タンパク質などの
生体分子を挿入することで、酵素機能の耐久
性向上に留まらず、金属酸化物層の組成に応
じた磁性や電気伝導性を生体分子に付与し、
磁気分離材や電極材としての新たな利用法を
検討してきた。このように、無機物質の独自
機能との融合により酵素の活用分野は今後ま
すます拡大していくものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では無機―酵素複合材料のさらなる
発展を目指し、光励起可能な無機半導体層間
に酵素を固定した無機―バイオ複合体を合成
し、これを用いて光制御可能な酵素反応系を
構築する。無機半導体は光励起により酸化還
元作用を示す電子－正孔対を生成するため、
これらの電荷キャリアを半導体に結合した酸
化あるいは還元酵素に輸送することで酵素反
応を誘導する。すなわち、半導体との協奏に
より「酵素反応の光制御」を行うのである。 
 
３．研究の方法 
 固相反応法によりホストとなる層状酸化
物半導体粒子を合成し、層間イオンを水溶液
中でイオン交換することでナノメートルサ
イズに単層剥離した層状半導体のコロイド
溶液を調整した。これに種々の酵素（酸化還
元酵素：ペルオキシダーゼ、加水分解酵素：
セルラーゼ）を添加することで、層間に酵素
を含む層状半導体の合成を試みた（図１）。 

 

図１ 液相プロセスによる酵素－層状半導体の形成 

 

層状半導体の単位重量当たりの酵素吸着量
を酵素原液と層状半導体との混合液の遠心
分離により複合体を除去した上澄液の紫外
可視吸収スペクトルを比較することで定量
した。また、層間への酵素の導入はエックス
線回折法により層状構造の層間距離の変化
を調べることで確認した。 
 合成した酵素―層状半導体複合体の光励
起による酵素活性制御性は次のように評価
した。今回、酸化還元酵素である西洋わさび
由来ペルオキシダーゼを層間に導入する酵
素として選択した。酵素を含む複合体および
遊離酵素を pH 6 の緩衝液中に分散させ、ペ
ルオキシダーゼの基質である Amplex 
Ultrared (AUR)を添加した。この混合溶液に
LED 光源からの紫外光（主波長 365 nm）を室
温で照射した。AUR はペルオキシダーゼの触
媒作用により酸化され蛍光体に変化する。従
って、一定時間照射ごとに反応溶液の蛍光強
度を測定することで、ペルオキシダーゼによ
る酵素反応の進行を推定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 単層剥離した層状半導体を含む溶液に
酵素分子（ペルオキシダーゼ、セルラーゼ）
を加えると、酵素分子は層状半導体表面に結
合して酵素と層状半導体からなる複合体の
生成が確認された。この結合は静電的相互作
用を介して起こるため、両者の表面電位が互
いに反対符号を示す適切な pH の溶液中で混
合することが重要であった。本研究で使用し
た層状半導体（層状チタン酸）は酸性～塩基
性の幅広い pH 領域で負の表面電荷を持って
いる。一方、例えばペルオキシダーゼは pH 5
近傍に等電点を持つため、pH < 5 の弱酸性溶
液中で混合することで複合体が形成した。最
適 pH（ペルオキシダーゼでは pH 4）におけ
る層状半導体の単位重量当たりの結合量は、
従来「固定化酵素」の無機担体として用いら
れてきた材料と比較して大幅に増加した。こ
れは、ナノメートルサイズの厚さの層状半導
体が溶液中で巨大な比表面積を持っている
ためと考えられる。 
 



 (2) 酵素を吸着した層状半導体の結晶構
造をエックス線回折法により分析した。酵素
と結合した複合体の回折角度から求めた層
間距離は酵素分子のサイズあるいは結合量
とともに増大した。この結果は混合溶液中で
剥離した層状半導体が酵素分子を取り込み
ながら積層し、層状半導体が作り出す 2次元
層間に酵素が固定されたことを示唆してい
る。すなわち、溶液中での単純な混合により
自発的に酵素と半導体層が周期的に配列し
た積層構造が生成するのである。 
 
(3) 遊離酵素および層間酵素の酵素反応速
度を測定することで、層状半導体への固定化
が酵素活性に及ぼす影響を調査した。酵素反
応生成物の生成速度から求めた活性は層間
固定により遊離酵素の約 40％まで低下する
ことが分かった。これは、2 次元層間に酵素
分子が捕捉され、基質との親和性が立体障害
により低減したためと考えられた。一方で、
固定化した酵素を層間から抽出して活性を
評価すると、元の酵素と同等の活性を維持し
ていることが明らかとなった。これは、層間
への酵素固定が酵素の本質的な失活をもた
らすものではないことを意味している。また、
セルラーゼを酵素として用いた場合、高温で
は遊離酵素と比較して層間酵素が高い活性
を示すことがわかり、「固定化酵素」の担体
としても層状半導体は有用であることが示
された。 
 
(4) 合成した酵素―層状半導体複合材料を
対象に、酵素活性の光制御を試みた。 

 

図２ 酵素－層状半導体による酵素活性の光制御 

 
図２に光制御の予想機構を示している。半導
体層のバンドギャップ以上のエネルギーを
有する励起光を照射すると、半導体層中に光
キャリア（電子、正孔）が生成する。層間に
酸化反応を触媒する酸化酵素が吸着してい
れば、価電子帯に生成した正孔が酸化酵素
（本研究ではペルオキシダーゼ）の活性中心
に存在する金属イオンを酸化し、酵素は励起
状態へと遷移する。引き続き、励起状態の酵
素が基底状態へと戻る過程で基質を酸化す
る（RO）。言うまでもなく光照射時のみに
酵素反応の起源となる光キャリアが生成す

るため、光エネルギーにより駆動する新しい
酵素反応系となりうる。一方、還元酵素であ
れば、伝導帯に生成した電子を輸送できれば、
酵素活性の光制御が可能であろう。本研究で
は層状半導体にチタン酸、酸化酵素としてペ
ルオキシダーゼ、酸化される基質として AUR
を用いて、図２に示される機構の妥当性を検
証した。 
 
(5) 遊離ペルオキシダーゼのみ、あるいは
層状半導体のみを含むAUR溶液に紫外光を照
射した場合、酵素反応生成物の存在を示す蛍
光強度の増加はほとんど認められなかった。
対照的に、層間にペルオキシダーゼを含む層
状チタン酸を含む溶液に紫外光を照射する
と、照射時間とともに直線的に溶液の蛍光強
度が増加することが明らかとなった。上述の
ように各単体のみでは反応が起こらなかっ
たことから、層状チタン酸とペルオキシダー
ゼの協奏効果により酵素反応が進行したと
考えられる。また、層状チタン酸の励起には
不十分な光エネルギー（長波長光）では反応
速度が低下したことから、図２に示す予想機
構が妥当であり、かつ層間ペルオキシダーゼ
活性が光によって駆動できることが証明さ
れた。 
 
(6) 酵素―層状半導体複合材料による酵素
活性の光制御に及ぼす種々の要因について
検討した結果、以下の知見が得られた。光励
起した層状半導体中に生成する光キャリア
の密度は光強度に依存するため、照射強度に
よって層間酵素の反応速度を精密に制御で
きること。光のオンオフにより酵素活性のス
イッチングが可能であること。ペルオキシダ
ーゼ以外の他の酸化酵素でも活性の光制御
が可能であること。 
 
(7) 本研究の遂行を通じて、研究目的から
は逸脱するが、酵素―層状半導体複合材料に
関していくつかの研究成果が得られた。既に
述べたとおり層状半導体層間に存在する一
部の酵素は耐熱性が向上することが分かっ
たが、同時に層状半導体の光遮蔽能（吸収能）
により紫外光に対する安定性も増加するこ
とが明らかとなった。また、剥離した層状半
導体の積層―剥離挙動が温度という単純な
物理的因子によって容易に制御できること
が分かった。 
 
(8) 本研究では層状チタン酸のバンドギャ
ップエネルギーを考慮し、紫外線を励起光と
して層間酵素の活性制御を検討した。長時間
の紫外光への露出は酵素分子の活性低下を
招きかねない。従って、今後は可視光によっ
て励起可能な層状半導体を用いることで、よ



り長期にわたって駆動可能な酵素反応系へ
と発展させる予定である。 
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