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研究成果の概要（和文）：負に帯電させたリン脂質二分子膜ベシクル（リポソーム）の表面に炭酸脱水酵素分子を共有
結合させた。これを異なる脂質二分子膜で被覆したバイラメラリポソームを調製した。リポソーム膜上の二酸化炭素水
和反応と脂質膜に吸着させたカルシウムにより、二酸化炭素飽和水を用いた炭酸カルシウム生成反応を促進した。さら
に、二酸化炭素含有ガスを連続供給した気液接触反応器（エアリフト型気泡塔）にリポソーム系酵素を触媒として懸濁
することにより、炭酸カルシウム粒子を生成させるプロセスを構築した。

研究成果の概要（英文）：The carbonic anhydrase molecules were covalently conjugated to the negatively 
charged surface of phospholipid bilayer vesicles (liposomes). The liposomes were covered with different 
lipid bilayers to form the bilamellar liposomes. The formation of calcium carbonate was enhanced by the 
membrane-adsorbed calcium and the carbonic anhydrase-catalyzed hydration of carbon dioxide on the surface 
of liposomes with a carbon dioxide-saturated water solution. Furthermore, the process for the formation 
of calcium carbonate particles was developed by using the liposomal enzymes as catalysts in the 
gas-liquid contacting reactor (airlift bubble column) which was operated by continuously introducing 
carbon dioxide-containing gas.

研究分野： 生物反応工学

キーワード： 生体材料　ナノ材料　バイオリアクター　酵素反応　生物・生体工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
中空炭酸カルシウム粒子がもつ低密度性，

高比表面積等の特性は、炭酸カルシウムを基
盤とする各種材料の機能化に有用である。二
酸化炭素ガスを原料として、常温・常圧下で
形態制御された炭酸カルシウム微粒子を調
製できれば、医薬・化粧品関連物質の担体等
として有用な材料が省エネルギー的に得ら
れる。一連の炭酸カルシウム粒子生成反応過
程において、二酸化炭素の水和反応が律速と
なる。すなわち、中空炭酸カルシウム微粒子
を得るためには、この律速過程をナノ構造制
御された反応場において促進する必要があ
る。脂質二分子膜小胞体（リポソーム）には、
脂質膜界面や内水相に液本体とは性質が著
しく異なる反応場を形成させることができ
る。また、リポソーム系では気液流動場等の
機械的ストレス負荷条件下において、酵素の
構造と活性が安定化されることが知られて
いる。バイオミネラリゼーション反応におい
て有用な炭酸脱水酵素 (CAB) の触媒活性を
構造制御されたリポソーム系において発現
させることにより、二酸化炭素ガスを用いる
高効率な中空微粒子合成プロセスの構築が
期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、形態制御された炭酸カルシウ

ム微粒子の高効率合成を目的として、同心円
状に形成させた二層の脂質ラメラ（バイラメ
ラ）間にカルシウムイオンを閉じ込めて炭酸
イオンと反応させる。液本体に供給された二
酸化炭素からの炭酸イオンの生成は、バイラ
メラ系に固定化した CAB により触媒する。
粒子合成反応を高効率化するために、外部循
環式エアリフト型気泡塔により二酸化炭素
含有ガスを反応系に連続供給する。気泡塔内
で発生する気液流動により、最外層脂質ラメ
ラの構造変化を誘導して、CAB の触媒活性を
制御する。このために、(1)CAB とカルシウ
ムイオンを安定に保持するバイラメラ構造
の調製、(2)粒子生成条件の制御および(3)気
泡塔バイオリアクターを利用する粒子合成
プロセスの開発を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 炭酸脱水酵素 (CAB) を共有結合させた
リポソームの調製 
 CAB 分子のアミノ基と共有結合する部位を
も つ 脂 質 15 mol% 、 双 性 脂 質 
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholine (POPC、35 mol%)、カルシウムイ
オ ン と 結 合 す る 負 電 荷 脂 質 
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3- phos- 
phoglycerol (POPG、20 mol%)および脂質膜
の物理的強度を増大させる Cholesterol (CH、
30 mol%) から形成されるリポソームを 5.0 
mM MES 緩衝液 (pH 5.5) 中で形成させた。
POPG と CH を含有しないリポソームも同様
に調製した。凍結 (7 min)・融解 (7 min) 操

作を 7サイクル繰り返した後、押出し法によ
りリポソーム径を調整した。このリポソーム
と CABを溶解させた 50 mM ホウ酸緩衝液 (pH 
7.4) を混合して、25 ºC で 3 h 静置した。こ
の操作により、CAB 分子がリポソーム膜中の
脂質と共有結合する。リポソームに結合せず、
遊離状態で存在するCABはゲルクロマトグラ
フィー (Sepharose 4B カラムを使用)により
リポソームから分離除去した。リポソームの
平均水和直径と粒子径分布は動的光散乱 
(DLS) 法により評価した。リポソームに固定
化された CAB の酵素活性は p-nitrophenyl 
acetate (p-NA) を基質として評価した。さ
らに、Tris 溶液中、CaCl2 共存下において二
酸化炭素飽和水と混合した際の炭酸カルシ
ウム生成による濁度（波長 600 nm、OD600）の
経時変化に基づいて CAB の活性を評価した。 
 
(2) 荷電リポソームとカルシウムイオンの
相互作用の評価 
 CAB 固定化リポソーム ([lipid]overall = 
1.0 mM) と同体積の 200 mM CaCl2溶液を混合
後、12 h 静置してリポソーム表面にカルシ
ウムを吸着させた。脂質膜と種々の濃度のカ
ルシウム間の相互作用を DLS 法による粒子
径分布と濁度 (波長 600 nm、OD600) の経時変
化に基づいて評価した。 
 
(3) CAB とカルシウムを閉じ込めたバイオラ
メラリポソームの調製と炭酸カルシウム粒
子生成反応 
 CAB とカルシウムが脂質膜表面に複合化
されたリポソームの懸濁液を用いて、POPC 
のみから形成される乾燥薄膜を水和するこ
とにより、最外層に POPC 膜をもつバイラメ
ラリポソームを調製した。この際、水和する
リポソーム懸濁液中の脂質濃度、リポソーム
径を考慮して、バイラメラ化に用いる POPC 
量を決定した。液本体中に存在するカルシウ
ムイオンは、再生セルロース膜チューブを用
いた透析法によりバイラメラリポソームか
ら分離除去した。この透析操作には、50 mM 
Tris 緩衝液 (pH 9.0) を用いた。バイラメ
ラリポソーム懸濁液と二酸化炭素を飽和さ
せた水を混合して、バイラメラリポソーム内
部における炭酸カルシウムの生成を誘導し
た。二酸化炭素飽和水と混合・静置後の反応
液に脂質膜をミセルに溶解させる 40 mM コ
ール酸ナトリウムを添加して、DLS 測定を行
った。 
 
(4) せん断流中におけるリポソームの構造
変化の評価 
 せん断流によるリポソーム膜の構造変化
を評価するために、微小円管内（内径 190、
380 m）に蛍光色素 5(6)-carboxyfluores- 
cein (CF) を内包させたリポソームを循環さ
せ、CF の漏出量の経時変化を追跡した。リ
ポソームの脂質組成は、POPC:POPG:CH = 
5:2:3（モル比）とした。得られた漏出 CF 量



の経時変化を CF の物質収支に基づき解析
して、CF の脂質膜透過係数 PCF [m/s] を決
定した。また、外部循環式エアリフト型気泡
塔（ライザー径 8.0 mm、ダウンカマー径 4.8 
mm、液相体積 7.0 mL）に CF 封入 POPC リポ
ソームを懸濁させて、ガス空塔速度 UG [m/s] 
を変化させたときの PCF 値を同様に決定し
た。エアリフト型気泡塔では、液体せん断ス
トレスに対するリポソーム膜の応答性を増
大 さ せ る た め に 、 液 本 体 に  0.3 wt% 
Carboxymethylcellulose (CMC) を溶解させ
て、リポソーム懸濁液の粘度を増大させた。 
 
(5) 炭酸カルシウム微粒子の気泡塔合成 
 ガラス製外部循環式エアリフト型気泡塔
にCaCl2 を溶解させたTris緩衝液を仕込み、
25 ºC において CO2 を含有する窒素ガスをガ
ス空塔速度 1.0-2.0 cm/s で通気した。CAB
固定化リポソーム懸濁液を添加した後、濁度
変化に基づき粒子生成を評価した。  
 
４．研究成果 
(1) リポソームに共有結合させた CAB の酵
素活性 
 Fig. 1 にリポソームと CAB を共有結合さ
せた際の反応液のゲルクロマトグラフィー
溶出挙動を、脂質濃度と p-NA に対する CAB 
活性に基づいて測定した結果を示す。脂質濃
度は酵素法により測定している。CAB 活性に
は 2 つのピークがみられ、最初のピークは
脂質濃度のピークとほぼ一致している。これ
より、酵素活性を保持した CAB 分子がリポ
ソームに固定化されていることがわかる。ま
た、リポソームに結合していない遊離 CAB 
はリポソームから効率よく分離されている
ことが確認できる。 
 Fig. 2 に CAB を共有結合させたリポソー
ムを、カルシウムイオンを溶解させた Tris 
溶液に懸濁させて、二酸化炭素ガスを通気し

た水と接触させたときの濁度 (OD600) 変化を
示す。リポソームの膜組成は、CAB に結合す
る脂質 15 mol%、POPC 85 mol% である。リ
ポソーム懸濁液と二酸化炭素飽和水は混合
前に 30 ºC に保ち、反応中も 30 ºC の一定に
維持した。酵素を結合させていないリポソー
ム ([Lipid]overall = 50 M) の共存下では、
濁度変化が小さい初期時間帯の後に濁度が
増大して、その後減少傾向がみられる。これ
は炭酸カルシウム粒子が生成して、粒子が成
長・沈殿する過程に対応すると考えられる。
一方、同一脂質濃度において CAB 固定化リ
ポソームを共存させた系では、誘導期がみら
れず、濁度の増加速度が著しく増大している。
これらの結果より、リポソームに固定化され
た CAB が二酸化炭素の水和反応を触媒して、
その結果炭酸カルシウム粒子の生成が促進
されることがわかる。 
 
(2)バイオラメラリポソームの特性と炭酸カ
ルシウム生成反応への応用 
 POPG により負に帯電させたリポソーム懸
濁液 ([lipid]overall = 0.5 mM) に種々の濃度
の CaCl2 を共存させたときの濁度の経時変
化を測定した。リポソームが凝集すると濁度
が増大する。[CaCl2] = 60、80 mM では、20 min 
後の濁度（OD600 値）は 0.4 以上に増大した
ことから、リポソームが凝集傾向にあること
がわかる。一方、[CaCl2] = 100、200 mM で
は、濁度の増加は 20 min 後に 0.15 以下に
抑制された。特に 200 mM では濁度の増加は
著しく抑制された。これは、高濃度のカルシ
ウムイオン共存下では、リポソームの表面が
カルシウムで飽和するためと考えられる。こ
の結果に基づいて、高濃度のカルシウムイオ
ン共存下でリポソームを凝集させずにバイ
ラメラ化することができる。 
CAB 固定化リポソームと CAB とカルシウ
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Fig. 1 ゲルクロマトグラフィーにおける
リポソーム/CAB 混合反応液の溶出挙動
（CAB 活性は、各フラクションを活性測定
溶液中で 12 倍希釈して、p-nitrophenol 生
成初速度に基づき決定した。） 
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Fig. 2 CAB 固定化リポソームおよびリポソ
ームのみの共存下における濁度の経時変化
（反応温度 30 °C、脂質濃度 50 M、初期塩
化カルシウム濃度 46 mM） 



ムイオンを閉じ込めたバイラメラリポソー
ムの概念図を Fig. 3 に示す。全リポソーム
のうち、バイラメラ構造をもつリポソームの
割合は、内層を形成するリポソームに対する
二層目のラメラを構成するために用いた 
POPC の量に依存すると考えられる。CAB を
固定化させ、さらにカルシウムを結合させた
リポソームの平均水和直径は 123 nm であり、
バイラメラ化した後の直径は 387 nm であっ
た。リポソーム径の増大はラメラの多層化に
よるものと考えられる。一方、多分散指数は、
バイラメラ化前 (0.105) に比べてバイラメ
ラ化後は 0.272 に増大した。この結果より、
一部のリポソームは単層ラメラあるいは三
層以上のラメラ構造をもつと推定される。バ
イラメラリポソーム懸濁液と二酸化炭素飽
和ガスを混合して、炭酸カルシウムの生成を
誘導した。その後、40 mM コール酸ナトリウ
ム共存下で得られた平均直径は 287 nm であ
り、粒子の存在が確認された。通常、上述の
ような高濃度のコール酸ナトリウム共存下
では、リポソームがミセル化することから、
リポソーム系における炭酸カルシウムの生
成により、特にバイラメラリポソーム内層の
脂質膜の溶解が阻害されたことが示唆され
る。バイラメラ系における粒子層の生成につ
いては、さらに詳細な検討が必要である。 
バイラメラリポソーム内へ固定化された

酵素の調製と特性を CAB 以外の酵素につい
ても検討した。D-アミノ酸酸化酵素 (DAO) 
をバイラメラリポソーム系に固定化したと
ころ、バイラメラ系の DAO の熱安定性が増
大するとともに、外層を構成する脂質膜が液
本体の D-アミノ酸（D-アラニン、D-フェニ
ルアラニン、D-セリン）に対して透過選択性
を示すことを明らかにした。これらの知見は、
DAO 反応を利用した D-アミノ酸の選択的検
出に応用できる可能性がある。 
 
(3)せん断流中における脂質膜の構造変化お
よび気泡塔バイオリアクターによる炭酸カ

ルシウム粒子合成反応操作 
 気泡塔を反応場とする炭酸カルシウム粒
子合成反応を実現するためには、バイラメラ
リポソーム系内への二酸化炭素の取り込み
を促進する必要がある。液体せん断ストレス
が懸濁リポソームの膜透過性に及ぼす効果
を検討した。バイラメラリポソームの最外層
と類似した組成の脂質膜から形成される CF 
封入リポソームを微小円管内の層流場に懸
濁したときの CF 漏出の経時変化を Fig. 4 
に示す。この層流場では最大平均せん断速度 
7800 s-1 が発生する。Fig. 4 より、平均せ
ん断速度の増大に伴い、CF の漏出速度が増
大している。PCF 値は平均せん断速度に依存
して増大した。エアリフト型気泡塔では、ガ
ス空塔速度 UG に依存して、CF の漏出速度が
増大した (Fig. 5)。気液流動により発生す
る液体せん断ストレスがリポソームの構造
変化を誘起する一因となるものと考えられ
る。これらの知見は、コーン・プレート型回
転粘度計等のせん断速度が既知の装置にお
いて、せん断速度と PCF 値の関係を明らかに
することにより、リポソームをプローブとし
て、任意のエアリフト型気泡塔内の平均せん
断速度の推定が可能となることを示してい
る。 
外部循環式エアリフト型気泡塔に CAB 固

定化リポソーム ([lipid]overall = 32 M) を
カルシウムイオン (37 mM) の共存下でpH 調
整していない Tris 溶液に懸濁して、二酸化
炭素含有ガスを通気した。ガラス製の気泡塔
内において、1 min 以内に著しい白濁がみら
れた。一方、CAB 固定化リポソームを共存さ
せない場合、気泡塔内が白濁するまでの誘導
期が著しく増大した。このことは、気液系反
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Fig. 3 CAB とカルシウムを複合化させたバ
イラメラリポソームの概念図 
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Fig. 4 微小円管内(内径 380 m)の層流場
に懸濁させた CF 封入リポソームからの CF
透過量の経時変化（100%CF 漏出量は、40 mM
コール酸ナトリウムで脂質膜を溶解させて
CF を完全に放出させることにより測定し
た。リポソームの平均水和直径：188 nm、
流体は 25 °C に維持した。） 
 
 



応器においてリポソームに複合化させた 
CAB が二酸化炭素の水和反応を触媒するこ
とを示す。さらに、エアリフト型気泡塔が二
酸化炭素ガスを原料とした炭酸カルシウム
の合成反応場として有用であることを示し
ている。 
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Fig. 5 外部循環式エアリフト型気泡塔に
懸濁させた CF 封入リポソーム（平均直径 
180 nm）からの CF 透過量の経時変化（気
泡塔には窒素ガスを通気した。気泡塔内
の流体は 40 °C に維持した。） 

 


