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研究成果の概要（和文）：　本研究では、種々の化学修飾法を用いて、セルロース粒子や酸化グラフェンナノシート(G
O)及びそれらの複合体への酵素 (トリプシン) の固定化を試みた。得られた種々の固定化トリプシンの酵素活性能をフ
リーのトリプシンと比較し、最適なトリプシン化学修飾法を検討した。
　GOシート単体へ固定化したトリプシン固定化量は、シート1gあたり約1000 mg であった。フリーのトリプシンの活性
は、50℃,１時間の保存条件下で、その活性は初期活性の10%以下に著しく減少した。一方、トリプシン-GO シートは、
50℃,1～6時間保存までは、高い活性(80%以上)を維持できた。

研究成果の概要（英文）：In this paper, we report a simple and natural method for the preparation of 
enzyme-immobilized grapheme oxide nanosheets (GO sheets) by the diimide-activated amidation of GO-bound 
carboxylic acids. Trypsin was used as a model enzyme for the investigation. In order to study the actual 
stabilization of immobilized trypsin, we also compared the thermal and chemical stabilities of the 
immobilized trypsin with the free-trypsin stabilities under various conditions. The trypsin-immobilized 
GO sheets (1.9 mg per mg-GO sheets) showed significantly higher thermal and chemical stabilities than the 
free form. After heat treatment at 50 °C for 6 h, the trypsin-GO sheets retained 80% of its initial 
activity, but free trypsin only retained 4% of its initial activity.

研究分野：機能性高分子化学

キーワード： 酸化グラフェン　ナノシート　トリプシン　固定化酵素　酵素活性　自己消化　酵素安定性
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１．研究開始当初の背景	
 

(1)トリプシンとは	
 

	
 酵素は物質の消化や吸収及び輸送など、生

体内での化学反応の進行に触媒として機能

する分子で、生体活動には欠かせないもので

ある。消化酵素の一つであるトリプシンは、

熱や pH の変化により変成し、とくに水溶液

中では自己加水分解反応が進行し、時間とと

もに、その機能を失活してしまう。	
 

	
 

(2)固定化酵素について	
 

	
 	
 近年、種々の微粒子担体に消化酵素を結合

させ、活性を安定化させ、タンパク質解析の

ための分解酵素として利用する試みがなさ

れている。一般に、酵素を担体に結合させる

方法には、物理的固定化法と化学固定化法が

ある。物理固定化法は、操作は簡便であるが、

トリプシンが担体から遊離しやすいという

欠点がある。一方、化学的固定化法の例とし

て 、 Yang ら （ Talanta,	
 Vol.	
 80,	
 pp.	
 

1298-1304,2010）により、トリプシン固定化

ダイヤモンドナノ粒子が開発されている。同

固定化トリプシンは、60℃の溶液中で５時間

保存後においても、初期活性の 60%のタンパ

ク質分解能を維持できている。しかしながら、

同ナノ粒子の調製は、担体表面へ官能基を結

合した後、トリプシンを結合するという複雑

な手順を要することや担体が高価であるこ

とより、実用化に至っていない。	
 

	
 

(3)	
 申請者らの固定化酵素の開発状況	
 

	
 	
 この分野において、すでに、申請者らは、

酸化グラフェン(GO)	
 ナノシート表面のカル

ボキシル基に酵素タンパク質をアミド結合

により固定化することに成功している[①]。

GO シートは、幅広い比表面積(約 2600	
 m2/g)

をもち、種々の官能基	
 (カルボキシル基,	
 エ

ポキシ基,	
 OH 基)を有し、安価に調製できる

担体である。本研究では、トリプシンを GO

ナノシート表面の種々の官能基に化学的固

定化を試みる。得られた種々のトリプシン固

定化 GO ナノシートとフリーのトリプシンと

のプロテアーゼ活性維持能	
 (カゼイン,	
 ア

ルブミン等の分解能)	
 を比較し、タンパク質

分解酵素としての性能を評価する。トリプシ

ン固定化ナノシートは、トリプシンを常に水

中に分散・安定化させることができ、この特

長がトリプシンの自己加水分解を低下させ、

高い酵素活性能を長時間維持できるものと

期待している。	
 

	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 	
 本研究では、水溶液中でのトリプシン(タ

ンパク質分解酵素)の活性能を安定化させ、

長時間その活性を維持させるために、トリプ

シン固定化ナノシートを調製する。トリプシ

ンを固定する基体としては、幅広い比表面積

(約 2600	
 m2/g)をもち、種々の官能基	
 (カル

ボキシル基,	
 エポキシ基,	
 OH 基)を有する酸

化グラフェンナノシートを選択する。同ナノ

シート表面に、種々の共有結合法でトリプシ

ンを固定化させることにより、トリプシン活

性の安定化を試みる。とくに幅広い pH 域、

高温度域(50-60℃)および有機溶媒（エタノ

ール濃度:	
 10~50%）の条件下で、タンパク

質分解活性能を低下させることなく、その活

性を長時間	
 (24 時間以上)維持することが可

能なトリプシン固定化ナノシートの設計と

「タンパク質解析のための分解酵素」として

の応用を目指す。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

(1)	
 ナノシートの設計と調製	
 	
 

	
 	
 ナノシートの材料としては、表面に種々の

官能基	
 (カルボキシル基,	
 エポキシ基,	
 OH

基)を有する酸化グラフェン(ＧＯ)を選択す

る。ＧＯは、Hummer 法を改良した方法	
 [②]

を用いて調製した。ＧＯナノシートは、ＧＯ

を超純水中で超音波処理し、ナノシート状	
 

(厚さ:1-1.5	
 nm,	
 幅:	
 500-2000	
 nm)	
 に分散

させることにより調製した。	
 

	
 

(2)トリプシン固定化ＧＯシートの調製	
 	
 

	
 a)	
 アミド結合による固定化法	
 

	
 活性エステル化法(図１)により、	
 pH６	
 の

水溶液中で、GO ナノシート表面のカルボキ

シル基にトリプシンをアミド結合させるこ

とにより調製した。	
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図１ . アミド結合による GOへの  

トリプシンの固定化  

 
 



	
 

b)	
 エポキシ基への固定化法	
 

	
 水酸化ナトリウム水溶液中で、GO ナノシ

ート表面のエポキシ基を開環させることに

より、トリプシンを共有結合させた(図２)。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 c)磁性化 GO ナノシートへのアミド結合に

よる固定化法	
 

	
 GO と Fe2+の酸化還元反応によって GO に磁

性粒子を固定化後、(2)-a)	
 の方法を用いて

トリプシンを固定化した(図３)。	
 

	
 

	
 

(3)ナノシートの物性評価および表面観察	
 

酵素固定化ナノシートの合成確認は、主に

元素分析法およびフーリエ変換型赤外

(FT-IR)分光法により行った。ナノシート

表面のナノ構造は、既存の原子間力顕微鏡

(AFM)装置を用いて評価した。	
 

	
 

(d)ナノシートの機能性の評価	
 	
 

	
 種々のナノシートのタンパク質	
 (カゼイ

ン)	
 の分解能を比較し、トリプシンの活性を

維持可能なナノシートへの最適な固定化法

を確立した。試料溶液中の酵素活性の定量は、

初年度に申請している吸光プレートリーダ

ー(SH-1100)を用いたカイネティック法濃度

測定システムにより定量した。トリプシンの

活性量は、トリプシンがカゼインを分解して

遊離させるチロシンの濃度を測定すること

により算出した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)	
 固定化トリプシンの合成の確認	
 

	
 トリプシン固定化ナノシートの合成確認

は、XPS,	
 FT-IR及び元素分析等により行った。

図	
 ４に示すように、担体の GO ナノシートの

FT－IR	
 spectra においては、GO 由来の C‒O‒C

伸縮	
 (1045	
 cm-1),	
 C‒OH 由来の O‒H 変角(1380	
 

cm-1),	
 C=C 伸縮(1642	
 cm-1)	
 および‒COOH	
 由来

の C=O	
 伸縮(1724	
 cm－1)が確認できた。一方、

フリーのトリプシンおよびトリプシン

-CONH-GO シートにおいては、オリジナルの

GO シ ー ト に は 存 在 し な い ア ミ ド I	
 

(R‒CONHR’由来の C=O	
 伸縮:	
 1639	
 cm－1)	
 お

よびアミド II	
 (R‒NHR’	
 由来 N‒H 変角:	
 

1535	
 cm－1,	
 N-H	
 伸縮:	
 3300	
 cm－1)のピーク

が共通して確認できたことより(図４-b)お

よび c))、トリプシン-CONH-GO シートにトリ

プシンが化学修飾されていることがわかっ

た。GO シート 1	
 mg	
 あたりに、1.9	
 mg	
 の

trypsin を化学修飾することができた。	
 

(2)	
 固定化トリプシンの酵素活性能の評価	
 

	
 フリーのトリプシンおよびトリプシン

-CONH-GO シートの酵素活性能(プロテアーゼ

活性能)の比較は、両者のカゼイン分解能を

比較することにより評価した。具体的には、

カゼインを分解することにより、１分間に

1μgのチロシンを遊離させる酵素活性量を 1	
 

unit として活性能を算出した。	
 図５-(a)に

示すように、トリプシン-CONH-GO シートは、

50℃の条件下で 1-6 時間までは、高いプロテ

アーゼ活性	
 (80%以上)を維持できた。また、

フリーのトリプシンをエタノール水溶液中

に保存した場合、エタノール濃度が 20%以上

になるとその酵素活性が著しく低下するの

に対し、トリプシン-CONH-GO シートは、エタ

ノール濃度が 10-50%の条件下でさえも、高い

プロテアーゼ活性	
 (80%以上)を維持できた

(図５-(b))。トリプシン固定化 GO ナノシー

トが、フリーのトリプシンに比べ、高い活性	
 

(80%以上)を維持できたことは、担体である
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図２ . エポキシ基による GOへの  

トリプシンの固定化  

 

 
図３ . 磁性化 GOシートへの  

トリプシンの固定化  
 

 
図４.	
 GO シート(a),	
 トリプシン(b)お
よびアミド結合によるトリプシン固定
化 GO シート(c)の	
 FT-IR	
 スペクトル.	
 	
 

 



ナノシートの高い分散性に起因するものと

考えられる。同ナノシートはトリプシンの活

性を阻害することなく、トリプシンを水中に

分散・安定化させることができ、自己加水分

解を低下させ、酵素の安定化が得られたもの

と予想される。さらに、トリプシン固定化磁

性 GO ナノシート (Fe3O4 1.0 mg/mg-sheets, 
トリプシン 0.8 mg/mg-sheets) は、磁石を近
づけると容易に引きつけられ回収も容易で

あった(図６)。以上の結果より、得られた磁

性化酵素固定化担体は、その機能性や再利用

の可能性が大いに期待できる。	
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図６ .  磁石に回収されたトリプシン

固定化磁性 GO ナノシート  
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