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研究成果の概要（和文）：本研究では、新規なゲルの作製法であるサスペンションゲル化法を提案・確立し、こ
の手法により作製される高分子多孔質ゲルの独立した孔（μmオーダー）に生体触媒（微生物および酵素）を包
括固定した微生物固定化ゲルおよび酵素固定化ゲルを創製した。当該ゲルは、良好な基質と生成物の拡散透過性
を付与し、生体触媒をネイティブな状態で包括固定できる点に特長を有する。当該ゲルの性能をエネルギー・環
境分野での反応（バイオ燃料の製造、排水処理など）を例に検証し、その適用可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We proposed and developed the suspension-gelation method to prepare 
macroporous gels for immobilization of biocatalyst such as enzyme and bacteria. Using this 
technique, in situ entrapment of biocatalyst within macropores in the gels is achieved without 
requiring contact between the reactive chemical species and biocatalyst during polymerization. The 
performance and feasibility of biocatalyst-entrapped macroporous gel were demonstrated for the 
biocatalyzed reaction such as biodiesel production and ammonia oxidation.

研究分野：工学

キーワード： 化学工学　反応・分離工学　酵素　微生物　高分子合成

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生体触媒を不溶性の粒子（担体）に固定化
した材料は、生体触媒と生成物の容易な分離、
生体触媒の反復利用、連続的な物質生産、な
どの特長を反応プロセスに供する。本研究で
は合成高分子ゲルを用いた包括法に着目し
た。この方法は高分子網目によって生体触媒
を物理的に囲い込むものである。従来の均質
構造のゲルを用いた包括法では、生体触媒が
ゲルの重合反応場に曝され、さらに密な高分
子網目との相互作用および立体障害により
活性が低下しうる。一方、反応を高速化する
アプローチとして、担体に貫通孔を有する多
孔体を用いる方策が広く用いられる。しかし、
この担体では、酵素の細孔内表面への化学固
定による活性低下、および微生物が多層に付
着したバイオフィルムが形成されることで
基質の深部への輸送が律速になり、生体触媒
の十分な機能発現に至らない。酵素の固定化
に関する研究は、1970 年代ごろに国内外にお
いて活発に行われており、実用化に至ってい
るものも多くあるが、包括法による固定化の
方法論はほとんど進展がないのが現状であ
る。微生物の包括固定化については、国内で
唯一、日立製作所が高分子均質ゲルの合成時
に微生物を包括固定する技術を有しており、
上市しているのみである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生体触媒の固定化手法のブレ
ークスルーとそれによってもたらされる高
性能生体触媒反応プロセスの実現を目指し
て、新規なゲルの構造制御技術であるサスペ
ンションゲル化法（図 1）を提案する。これ
は、プレゲル水溶液にマイクロカプセル（例
えば物理架橋ゲル微粒子）を分散させたサス
ペンション（懸濁液）の水相をゲル化させる
方法である。この段階で、微粒子を内包した
ハイドロゲル（複合ゲル）が作製される。ゲ
ル内の微粒子を化学処理により崩壊（ゾル
化）させることで独立孔を有する多孔質ゲル
が作製される。あらかじめマイクロカプセル
内に生体触媒を仕込んでおくことで、生体触
媒の高分子多孔質ゲル内の孔への完全な包
括固定が実現できる。提案する生体触媒固定
化多孔質ゲルは、高速反応が期待できる高機
能な材料である。 
本研究では、エネルギー・環境分野での高
性能生体触媒反応プロセスの構築を目指し
て、サスペンションゲル化法による生体触媒
固定化多孔質ゲルの開発、その反応メカニズ
ムの解明、および反応プロセスの設計指針の
確立を目的とする。モデル反応系は、酵素（リ
パーゼ）を用いた水性媒体中での 4-ニトロフ
ェニル酢酸の加水分解反応および油性媒体
中でのオレイン酸とエタノールのエステル
化反応およびトリオレインとエタノールの
エステル交換反応、および微生物（アンモニ
ア酸化細菌）を用いたアンモニア酸化反応と
した。 
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図 1 サスペンションゲル化法の概念図 
 
３．研究の方法 
(1)マイクロカプセルの作製 
モデルマイクロカプセルには、作製が容易
（2 液を接触させることで瞬時にゲル化す
る）で低毒性のアルギン酸カルシウムゲルを
用いた。生体触媒およびアルギン酸ナトリウ
ムを含む水溶液（または懸濁液）を静電微粒
化法で噴霧させた液滴を塩化カルシウム水
溶液で捕集してゲル微粒子を作製した。粒子
径は、作製条件によって変わるが概ね数百μ
mであった。 
(2)複合ゲルおよび多孔質ゲルの作製 
種々のゲルを作製したが基本的には、モノ
マー、架橋剤、およびマイクロカプセルを含
むサスペンション（懸濁液）に開始剤水溶液
を投入してフリーラジカル重合を試験管内
で行い、塊状の複合ゲルを作製した。ゲル内
のマイクロカプセルをクエン酸三ナトリウ
ム水溶液に浸す化学処理により崩壊（ゾル
化）させて、多孔質ゲルを作製した。 
上述のゲル合成を沈降重合法で行いゲル
粒子を作製した。具体的には、プレゲル水溶
液をシリコンオイルに滴下して、その沈降中
に重合させた。反応プロセスに適する粒子径
1～数 mm 程度のゲル粒子が作製できた。 
(3)生体触媒反応実験 
種々の生体触媒反応を行ったが基本的に
は、バイアル内で生体触媒固定化ゲルと基質
を含む反応溶液を接触させる回分反応実験
を行い、溶液中の基質濃度の変化を分析によ
り追跡し、基質の転化率を求めて反応特性評
価した。所定時間で反応終了したゲルを回収
し、新たな反応溶液に仕込んで繰り返し反応
を行った。 
微生物固定化ゲルは、上述の反応特性評価
をする前に、連続槽型反応器を用いてアンモ
ニア水溶液を連続供給してゲル内の微生物
を増殖させる馴養を数ヶ月行った。 
 
４．研究成果 
(1) サスペンションゲル化法による多孔質
ゲルの創製 
まず、本研究の基盤であるサスペンション
ゲル化法を確立した。モデル高分子ゲルは、
N-イソプロピルアクリルアミドゲルを用い
た。このゲルは、水中で温度変化に応答して
体積相転移する感温性ゲルである。アルギン
酸カルシウムゲルマイクロカプセルの粒子
径は、100μm程度だった。顕微鏡法により複
合ゲルおよび多孔質ゲルの内部構造を観察



したところ（図 2）、複合ゲルにはマイクロカ
プセルが含まれており、多孔質ゲルにはそれ
が鋳型となった独立孔が存在した。 
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図 2 複合ゲルおよび多孔質ゲル内部の電子
顕微鏡写真 
 
(2) 酵素固定化多孔質ゲルの開発と応用 
酵素リパーゼを固定化した多孔質ゲル粒
子を開発した。図 3に示すとおり、ゲル内に
マイクロカプセルが、その中に分散した酵素
が観察された。酵素固定化多孔質ゲルの酵素
反応特性を、4-ニトロフェニル酢酸の加水分
解反応をモデルとして検証し、従来の酵素固
定化均質ゲルと性能比較した。酵素固定化多
孔質ゲル粒子は、モデル反応を良く触媒し、
その活性が低下することなく繰り返し利用
が可能だった（12 回まで実証）。従来の均質
ゲルの合成と同時の酵素の包括固定法では
酵素が重合反応場に曝されて失活すること、
およびサスペンションゲル化法ではマイク
ロカプセルが酵素を保護してその失活を防
げることを明らかとした。 
 

 

図 3 酵素固定化複合ゲルの共焦点レーザー
顕微鏡写真 
 
高分子を機能化して、油性媒体中で使用で
きる酵素固定化ゲルを開発した。油性媒体中
で酵素反応を行う場合、一般に酵素は変性や
凝集を生じてその活性が低下する。これを克
服する材料として、疎水性モノマーと親水性
モノマーの共重合ゲルを担体に用いた酵素
固定化ゲルを開発した。バイオ燃料の製造を
模擬した実験系である酵素リパーゼを用い
たオレイン酸とエタノールのエステル化反
応およびトリオレインとエタノールのエス
テル交換反応において、当該ゲルが高性能で
あることを実証した。共重合ゲルの疎水部が
油溶性基質の拡散を促し、親水部が酵素に適
度な水環境を提供したためと考えられる。さ
らに、酵素リパーゼを固定化した多孔質ゲル

粒子をトリオレインとエタノールのエステ
ル交換反応に適用した。多孔質ゲルはこの反
応を触媒したが、その反応速度は従来の均質
ゲルと比べて遅かった。多孔質ゲルの孔の鋳
型に用いたアルギン酸カルシウムがゲル内
に残存して、酵素の触媒活性を低下させたこ
とが窺われた。 
(3) 微生物固定化多孔質ゲルの開発と応用 
アンモニア酸化細菌を固定化した多孔質
ゲル粒子を開発し、アンモニアの酸化（硝化）
反応に適用した。連続槽型反応器を作製し、
これにアンモニア水溶液を連続供給してゲ
ル内の微生物を増殖させる馴養を行い、約 2
ヶ月の連続運転で固定化微生物は十分な活
性を示すようになった。このとき、ゲルはそ
の外観と内部とも合成直後の白色から茶色
へと変化し（図 4）、微生物の増殖が目視確認
できた。それ以降の数ヶ月の間も一定の反応
活性を維持し、アンモニアの連続処理に成功
した。初期アンモニア濃度を実験パラメータ
とした回分実験でアンモニア酸化反応初速
度を測定し、種々のモデル式でフィッティン
グした。反応速度は、Edwards 式などの高濃
度の基質が反応を阻害するモデルで表現で
きた。多孔質ゲルは、その反応速度が従来の
均質ゲルのそれと比べて速いという良好な
結果が得られ、アンモニア排水処理への適用
可能性が大いに示された。 
 

macroporous gel

 
図 4 馴養した微生物固定化多孔質ゲル粒子
の外観（上）および切断面（下） 
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