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1 章 序論 

1.1. 固定化酵素 

酵素は、タンパク質からなる触媒であり、常温、常圧、および中性条件といった温和な

条件下で化学反応を促進し、さらに、立体選択性、位置特異性、官能基特異性といった反

応特異性を発現することから、低環境負荷型の物質生産プロセスを供する。しかし、酵素

は、高価であり、熱や試薬等に対して不安定で失活しやすく、繰り返しおよび連続利用の

ためには反応溶液中からの高度な分離･回収プロセスを要する、従来の酸･アルカリ触媒を

用いた高温･高圧での反応に比べて反応速度が遅い、など工業的利用が困難な場合もある。

例えば、油脂に含まれる triglyceride の加水分解反応に対して、油脂分解酵素の lipase は、

35°C、大気圧下で触媒できる 1)。しかし、工業的には Colgate-Emery プロセスという無触

媒で、260°C、60 bar で triglyceride と水を向流接触させて連続的に反応させる方法が確立

されている 2)。表 1 に、国内の酵素反応を適用した物質生産の例を示す 3)。 

酵素の工業的利用を促す方法論として、酵素の分子育種と酵素を水に不溶の状態とした

固定化（固定化酵素）がある。分子育種とは、部位特異的変異の導入、融合タンパク質の

作成、化学修飾などの方法により酵素の触媒能を改善するものである。例えば、酵素中の

残基の置換、S-S 結合の導入、polyethyleneglycol による化学修飾などにより酵素の熱安定

性や活性が向上し、酵素の有機溶媒中での使用を可能にする研究がある 4-9)。分子育種し

た酵素の工業的な利用例として、三和澱粉工業株式会社と江崎グリコ株式会社は、2005

年にアミノ酸置換した酵素の scrose posphorylase および glucan phosphorylase を用いた

amylose の合成の量産化技術開発に世界で初めて成功した 10)。また、Novozymes 社は、2014

年に廃油からバイオディーゼル燃料を製造できる液状酵素（Novozymes Eversa®）を世界

で初めて上市した 11)。本研究では、固定化酵素に注目した。固定化酵素は、ある一定の空

間内に閉じ込められた状態にある酵素のことであり、さらに連続的に酵素反応を行うこと

ができ、かつ反応後に酵素を回収し、再利用できる状態にある酵素、と定義される 12)。固

定化酵素は、酵素と生成物の容易な分離、酵素の反復利用、連続的な物質生産、などの特

長を反応プロセスに供する。固定化酵素の工業的な利用例として、田辺製薬（現田辺三菱

製薬）株式会社の千畑らは、1969 年に aminoacylase を DEAE–Sephadex®にイオン結合した

固定化酵素を用いて、L-amino acid の工業的製造に世界で初めて成功した 12)｡また、微生

物を担体に固定化してそれが生産する酵素を利用した工業プロセスが多くあり、例えばイ

オン交換樹脂に gltaraldehyde を用いて固定化した Pseudomonas sp.の amidase を用いた

7-aminocephalosporanic acid の製造、κ-carrageenan に包括固定した Brevibacterium flavum 菌

体が生産する fumarase を用いた L-malic acid の製造、などがある 13)。 

酵素の固定化手法には、担体結合法、架橋法、および包括法がある（図 1-1）1,12)。担体

結合法は水に不溶な担体（天然高分子の agarose などの多糖、silica gel などの無機物質、
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合成高分子ゲルなど）に酵素を共有結合や物理吸着により固定する方法である 14-17)。

Sánchez らは、tosyl 基を導入した agarose および trichlorotriazine を導入した silica gel を作

製し、緩衝液を用いて lipase を共有結合した固定化酵素のエナンチオ選択性が担体に未固

定のフリー酵素のそれよりも増大したと報告した 14)。Knezevic らは、Eupergit®

（N,N’-methylene-bis-(methacrylamide)、glycidyl methacrylate、allyl glycidyl ether、および

methacrylamide の共重合ゲル）上の amine 基に carbohydrate を修飾した lipase を共有結合

した 18)。この固定化酵素の活性は、酵素の活性部位が塞がれないために、従来の固定化酵

素（Eupergit®に lipaseを直接結合したもの、および Eupergit®に glutaraldehydeを用いて lipase

を結合したもの）のそれよりも高かった。架橋法は、2 個以上の官能基を有する試薬を用

いて酵素分子同士を架橋させて巨大分子とする方法である。Quiocho らは、酵素 carboxype- 

 

表 1-1 Recent Industrial Application of Microbial Reactions in Japan (1984-2003)（文献 3)より

転載） 

 

 

Item Product Year Organization 

Aminoacids D-p-Hydroxyphenylglycine 

Aspartate 

 

DOPA 

Hydroxyproline 

1979/1995 

1984 

1986 

1994 

1997 

Kyoto Univ. & Kaneka 

Ajinomoto 

Mitsubishi Chemical 

Kyoto Univ. & Ajinomoto 

Kyowa Hakko Kogyo 

Nucleotides 

Sweetners 

5’-IMP & 5’-GMP 

Paratinose 

Aspartame 

Lactosucrose 

Galactooligosacharide 

Maltotriose 

Engineered stevia sweetner 

Theandeoligosaccharide 

Treharose 

Nigerooligosaccharide 

2003 

1984 

1987 

1990 

1990 

1990 

1993 

1994 

1995 

1998 

Toyama Pref. Univ. & Ajinomoto 

Shin Mitsui Sugar 

Tosoh Corporation 

Hayashibara 

Nissin Sugar mfg. 

Nihon shokuhin Kako 

Toho Rayon 

Asahi Chemical Industry 

Hayashibara 

Nihon Shokuhin Kako, Kirin Brewery 

& Takeda Food Products 

Oils Physiologically functional oils 

 

 

Polyunsaturated fatty acids 

1989 

1990 

1998 

1998 

Fuji oil 

Kao 

The Nissin Oil Mills 

Kyoto Univ. & Suntory 

Vitamins Stabilized Vitamin C 

Nicotinamide 

Vitamin C-phosphate 

Pantothenate intermediate 

1990 

1998 

1999 

1999 

Hayashibara 

Kyoto Univ. & Lonza Group 

Kyowa Hakko Kogyo 

Kyoto Univ. & Daiichi Fine Chemical 

Chemicals Acrylamide 

Chiral epoxides 

1988 

1985 

Kyoto Univ. & Mitsubishi Rayon 

Japan Energy & Canon 

Pharma intermediates ‘Herbesser’ intermediate 

Chiral alcohols 

1992 

2001 

Tanabe Seiyaku 

Kyoto Univ. & Kaneka 

Others Casein phospho peptide 

Hypoallergenic rice 

Hypoallergenic protein 

1988 

1991 

1991 

Meiji Seika 

Tokyo Univ. & Shiseido 

Meiji Milk Product 
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ptidase-A を glutaraldehyde の aldehyde 基を用いて架橋（シッフ塩基を形成）して水に不溶

の結晶状態にさせた固定化酵素は、carbobenzoxyglycyl-L-phenylalanine の加水分解反応に

おいてフリー酵素よりも活性が低かったが、反応を触媒したと報告した 19)。担体結合法お

よび架橋法の長所は、酵素を強固に固定化できることである。短所は、酵素を結合させる

操作と、そのための gltaraldehyde のような限定された試薬を要すること、および酵素は高

分子との結合箇所によっては活性が低下することである。包括法は、酵素を水に不溶な担

体の中に物理的に閉じ込める方法である。包括法には acrylamide ゲルなどの高分子網目の

中に酵素を閉じ込める格子型と polyethylene などの膜材高分子で酵素を被覆するマイクロ

カプセル型がある。Iso らは、液中乾燥法を用いて酵素（lipase、glucoamyrase、および glucose 

isomerase）を poly(styrene)と styrene-butadiene rubber の混合膜の中へ包括固定したマイクロ

カプセルを作製し、その材料を 3 ヶ月連続利用しても活性の低下やカプセルの破損がなか

ったと報告した 20)。包括法では、あらゆる種類の酵素を固定化でき、酵素と担体の相互作

用は弱いので酵素の高次構造の変化が起こりにくく失活を最小限にできる。しかし、一般

に固定化担体の作製（ゲルの合成など）と同時に酵素を固定化するため、酵素がモノマー

やラジカルなどの化学種に曝されてその活性が低下しうる。文献調査した範囲では、酵素

の固定化には担体結合法を用いたものが多く、包括法による方法論はほとんど進展がない

のが現状である。 

本研究では、酵素の高分子ゲルへの包括固定に着目した。高分子ゲルとは溶媒を吸収し

た三次元網目構造の高分子膨潤体である。本研究では、高分子ゲルの多孔質構造の制御お

よび機能性高分子の適用の 2 つの観点で、あらゆる酵素に適用でき、高性能な酵素固定化

高分子ゲルの開発を検討する。 

 

 

図 1-1 酵素の固定化方法の概念図 

 

担体結合法

共有結合法 イオン結合法 物理的吸着法

格子型 マイクロカプセル型

+
-

-
+

架橋法 包括法
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1.2. 多孔質高分子ゲルの固定化担体への応用 

高分子ゲル中に独立孔や貫通孔をもつ多孔質ゲルを酵素の固定化担体に用いた場合、物

質の極めて良好な拡散透過性により固定化酵素の見かけの反応速度が増大し、大きな比表

面積をもつゲルに担体結合法で多量の酵素を導入できる。Novozymes 社は、lipase を多孔

質 acrylic 樹脂上に固定化した Novozyme® 435 を販売している。酵素固定化多孔質高分子

ゲルの作製手法およびその有用性に関する近年の研究報告を以下に記す。 

Vaidya らは、高分子に対して貧溶媒の cyclohexanol を用いた溶媒誘起相分離により allyl 

glycidyl ether（AGE）と ethylene glycol dimethacrylate（EGDM）の多孔質ゲル粒子を作製し、

緩衝液を用いて lipase を含浸させて高分子網目の AGE 由来の epoxy 基と化学結合させた

21)。種々の pH および温度で p-nitrophenyl phosphate の加水分解反応を行い、固定化酵素の

活性は、どの条件においてもフリー酵素のそれよりも高かった。また、固定化酵素は、4°C

で緩衝液（pH 7）中に 30 日置いても活性を維持し、良好な貯蔵安定性を示した。さらに、

同著者は、貧溶媒に lauryl alcohol を、酵素に L-aminoacylase を用いた酵素固定化多孔質ゲ

ル粒子も開発し（図 1-2）、固定化酵素の pH、温度、および貯蔵に対する安定性が改善し

たと報告した 22)。 

Miletić らは、高分子に対して貧溶媒の aliphatic alcohol を用いた溶媒誘起相分離により

glycidyl methacrylate（GMA）と EGDM の共重合ゲルを作製し、緩衝液を用いて lipase を

含浸させて高分子網目の GMA 由来の epoxy 基と化学結合させた（図 1-3）23)。p-nitropheyl 

acetate の加水分解反応において、用いた aliphatic alcohol の炭素数の増大により引き起こさ

れるゲルの孔径および比表面積の増大に伴い固定化酵素の活性が増大することを明らか

にした。 

Meng らは、magnetite 粒子表面上に water-in-oil（W/O）エマルションの水滴（大きさは

nm オーダー）を孔の鋳型とした多孔質構造の methylmethacrylate（MMA）と divinylbenzene

（DVB）の共重合ゲルを作製し、緩衝液を用いて lipase を含浸させて物理吸着させた（図 

 

 

図 1-2 酵素固定化多孔質ゲル粒子の（a）外観と（b）表面（孔径は数 100 nm）の SEM

写真（文献 22)より転載） 
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1-4）24)。glycerol と oleic acid のエステル化反応を行い、固定化酵素は、その活性がフリー

酵素のそれに比べて 7 倍高く、30 回の繰り返し利用が可能だった。 

poly(high internal phase emulsion)（poly(HIPE)）は、孔の鋳型となる油滴または水滴を分

散させたエマルション（分散相の体積分率は約 74%以上）の連続相をゲル化させて作製さ

れ、分散相同士が連結したマクロ孔を形成する多孔質ゲルである 25)。Dizgea らは、styrene

（ST）と DVB から成る孔径が約 10 μm の poly(HIPE)に polyglutaraldehyde（PGA）を導入

し、緩衝液を用いて lipase を含浸させて PGA と共有結合させた（図 1-5）26)。種々の pH

および温度で p-nitrophenyl palmitateと butanolの回分エステル化反応（溶媒は水飽和 hexane） 

 

 

図 1-3 多孔質共重合 GMA-co-EGDMAゲルへの酵素の固定化の概念図（文献 23)より転載） 

 

 

図 1-4 poly(MMA-co-DVD)-Fe3O4多孔質ゲル粒子の内部構造の概念図（文献 24)より転載） 

 

 

図 1-5 （a）多孔質ゲルおよび（b）酵素固定化多孔質ゲルの SEM 写真（文献 26)より転載） 
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を行い、固定化酵素の活性は、どの条件においてもフリー酵素のそれよりも高かった。ま

た、同著者は、この固定化酵素を用いて canola oil、sunflower oil、soybean oil、および waste 

cooking oil からのバイオディーゼル燃料の合成に成功した 27,28)。 

Huang らは、poly(ST)微粒子の周りに低分子量の線状 poly(ST)（孔の鋳型）を合成し（シ

ード重合）、さらにその周りで ST と DVB の共重合ゲルを作製し、低分子量の poly(ST)を

洗浄、除去して多孔質 ST-co-DVB ゲル粒子を作製した（図 1-6）29)。これに、緩衝液を用

いて lipase を含浸させて物理吸着させた。種々の温度で isooctane 中の olive oil の加水分解

反応の反応速度解析を行い、固定化酵素の活性が減少する速度がフリー酵素よりも遅くな

ったことを明らかにした。 

Petrov らは、酵素 urease を含むプレゲル溶液を-20°C で凍結させたものに紫外線を照射

して N-isopropylacrylamide（NIPA）ゲルを作製し、水洗浄で氷晶を除去して μm オーダー

のマクロ孔を有し、高分子網目に urease を内包した多孔質 NIPAクリオゲルを作製した（図

1-7）30)。urea の加水分解反応において、固定化酵素は、物質の良好な拡散透過性を供して、

従来の酵素固定化 NIPA ハイドロゲルよりも高い活性を示した。 

 

 

図 1-6 多孔質 ST-co-DVB ゲル粒子の SEM 写真（文献 29)より転載） 

 

 

図1-7 酵素固定化多孔質クリオゲルの概念図（文献30)より転載） 
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以上の文献に示されたように、多孔質ゲルへ酵素を固定化する技術として、既製のゲル

への共有結合や物理吸着、およびゲルの合成と同時に酵素を高分子網目の中へ固定化する

技術がある。多孔質ゲルの合成と同時に酵素をゲル内の独立したマクロ孔内へ包括固定す

る技術は、文献調査した範囲では皆無だった。 

1.3. 機能性高分子の固定化担体への応用 

酵素の固定化担体に機能性高分子を適用することにより、酵素の活性の増大および熱や

pH に対する安定性の改善を可能にして高性能な固定化酵素を開発できる。固定化担体に

に用いられている機能性高分子には、刺激応答性高分子、親水性部と疎水性部を有する共

重合高分子などがある。刺激応答性高分子は、温度、pH、電場、光、などの外部環境の

わずかな変化に応答して物理化学的特性（親・疎水性、膨潤特性、力学特性、拡散透過性

など）が劇的に変化する 31)。機能性高分子を利用した固定化酵素の作製手法およびその有

用性に関する近年の研究報告を以下に記す。 

Murakata らは、感温性 NIPA ゲル粒子（直径は約 60 μm）の合成と同時に lipase を包括

固定した 32)。NIPA ゲルは、約 33°C の転移温度を境にして親・疎水転移を起こして膨潤・

収縮の体積相転移を起こすことが知られている 33)。このゲル粒子は、転移温度以下では親

水性となるために水媒体中での反応（indoxyl acetate の加水分解反応）に供することがで

き、転移温度以上では疎水性となるために油性媒体中での反応（dodecanolおよび lauric acid

のエステル化反応）に供することができる。 

Park らは、NIPA と acrylamide の共重合ゲル粒子（水で膨潤したゲル粒子の直径は 200

－400 μm、転移温度は 37－40°C）の合成と同時に酵素 β-galactosidase を包括固定した 34)。

充填層を用いた O-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside の連続加水分解反応において、30 およ

び 35°C で温度スイングさせながら反応を行うとゲルの体積相転移が物質の拡散を促して

（図 1-8）、30 または 35°C の一定温度で反応を行うよりも高い転化率が得られた。 

Milašinović らは、NIPA と carboxy 基を有する itaconic acid（IA）の共重合ゲルの合成と

同時に lipase を包括させた 35)。lipase は、37°C で疎水性の NIPA 部分およびイオン性の IA

部分に吸着した。種々の pH での水媒体中の olive oil の加水分解反応を行い、固定化酵素

は、pH 応答性の IA 由来の carboxy 基がゲル内の酵素の周りのミクロ環境の pH を減少さ

せるため、酵素の活性に対する最適 pH がフリー酵素のそれよりもアルカリ側に 1.0 シフ

トし、pH に対する安定性が改善された。また、この固定化酵素は、n-hexane 中の n-amyl 

alcoholと isobutyric acidのエステル化反応に対して 15回の繰り返し使用が可能だった 36)。 

Basri らは、親水性の N-vinyl-2-pyrrolidone（VP）と疎水性の ST の共重合ゲルの合成過

程で、プレゲル溶液の粘性が高くなったところで lipase水溶液を添加して包括固定した 37)。

油性媒体中の oleic acid と butanol のエステル化反応を行い、VP と ST の物質量比が 3:7 お

よび 5:5 のゲルが最も高い活性を示した。ST は油性の反応溶液を吸収し、VP は酵素に至
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適な水環境を供した。 

Bruns らは、ガラス基板上に親水性の 2-hydroxyethyl acrylate（HEA）と疎水性マクロマ

ーの α,ω-methacryloxypropyl poly(dimethylsiloxane)（PDMS）から成る両親媒性ゲルの薄膜

を光重合を用いて作製し、緩衝液を用いて酵素 horseradish peroxidase および

chloroperoxidase を含浸させてゲルに包括固定した（図 1-9） 38)。 n-heptane 中の

N,N’-dimethyl-p-phenylene diamine または tert-butyl hydroperoxide の酸化カップリング反応

（2 種類）を行い、固定化酵素の活性はフリー酵素のそれよりも 10 倍以上高かった。ゲ

ル中の親水性部と疎水性部は、ナノ相分離していた。疎水性部は油性媒体で膨潤してゲル

中の反応物質に良好な拡散透過性を供し、酵素を包括した親水性部が収縮して酵素の漏出

を防いだ。 

 

 

図 1-8 酵素固定化ゲルの温度変化に伴う膨潤収縮挙動の概念図（文献 34)より転載） 

 

 

図 1-9 ナノ相分離した酵素固定化両親媒性ゲルの概念図（文献 38)より転載） 
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Zhang らは、pyrolytic graphite 電極表面に電解重合を用いて poly(4-vinylpyridine)（P4VP）

薄膜を作製し、その上に N,N’-diethylacrylamide（DEA）ゲルの合成と同時に酵素

glucoseoxidase（GOD）を包括固定した 39)。P4VP は、pH 応答性（酸解離定数は 4.5）があ

り、カオトロピックの ClO4
-アニオンと特異的に静電相互作用をする。DEA ゲルは、温度

変化（相転移温度は 32°C）またはコスモトロピックの SO4
2-アニオンの添加により体積相

転移する。固定化酵素は、1,1’-ferrocenedicarboxylic acid 緩衝液中の glucose の酸化反応を

種々の刺激（pH、ClO4
-濃度、SO4

2-濃度、または温度の変化）で on-off 制御でき、バイオ

センサーとして利用できうる（図 1-10）。 

Arıcaらは、2-hydroxyethyl methacrylate（HEMA）とGMAの共重合ゲル膜の表面に chitosan

（CH）をGMA由来の epoxy基とCHの amine基の共有結合によりグラフトし、CHにFe(III) 

イオンを配位結合させて、緩衝液を用いて酵素 glucose oxidase を含浸して Fe(III)に強固に

多量に物理吸着させた（図 1-11）40)。glucose の酸化反応を行い、固定化酵素は、フリー

酵素よりも pH および熱安定性が改善された。 

以上の文献に示されたように、機能性高分子を利用して固定化酵素の活性の改善や反応

の on-off 制御のような特殊な機能の発現が達成されている。今後、機能性高分子を利用し

た新しい概念の酵素の固定化技術、および高性能化や特殊な機能を発現する応用技術の開

発が期待される。 

 

 

図 1-10 刺激応答性酵素固定化ゲルを用いた glucoseの酸化反応の on-off制御の概念図（文

献 39)より転載） 
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図 1-11 CHをグラフトしたHEMA-co-DMAゲル膜に配位させた Fe(III)への酵素の固定化

の概念図（文献 40)より転載） 

 

1.4. 本論文の構成 

図 1-12 に、本研究の目的および本論文の構成図を示す。本研究では、高分子ゲルの多

孔質構造の制御および機能性高分子の適用の 2 つの観点から、高性能な酵素固定化高分子

ゲルを開発する。酵素の固定化手法に着目し、酵素を温和な条件で固定化してその失活を

最小限に留め、反応への適用時には固定化酵素の活性が最大限に発現できうる酵素の新規

な包括固定法を提案する。多孔質構造の制御では、孔の鋳型となる、油滴、水滴、および

マイクロカプセルを介して多孔質ゲルの合成と同時に独立したマクロ孔に酵素を包括で

きる新規な固定化技術を開発する。機能性高分子の適用では、両親媒性モノマーと親水性

モノマーを用いて、油性媒体中の酵素反応でもゲル内の酵素に至適な水環境を供する酵素

固定化両親媒性ゲルを開発する。本論文は 7 つの章から成り、各章の概要を以下に述べる。 

第 1 章では、酵素の固定技術と工業的な応用、特に、近年の多孔質ゲルおよび機能性ゲ

ルを担体に用いた固定化酵素に関する研究を調査してまとめた。 

第 2 章では、O/W エマルションゲル化法を用いて多孔質ハイドロゲルの合成と同時に

油滴を介して酵素 lipaseを重合反応場に曝すことなくその孔の中に包括固定した新規な酵

素固定化多孔質 poly(ethylene glycol) methyl ether acrylate（PEGMEA）ハイドロゲルを開発

する。酵素固定化多孔質ゲルの triacetin の加水分解反応特性を評価し、フリー酵素および

酵素固定化均質ゲルと性能比較する。 

第 3 章では、2 章の O/W エマルションゲル化法の油と水の役割を逆転させた W/O エマ

ルションゲル化法を用いて、多孔質オルガノゲルの合成と同時に水滴を介して lipase を重

合反応場に曝すことなくその孔の中に包括固定し、油性媒体中で使用できる酵素固定化多

孔質 2-ethylhexylacrylate オルガノゲルを開発する。酵素固定化多孔質オルガノゲルの

propylacetateと 1-pentanolのエステル交換反応特性を評価し、フリー酵素と性能比較する。 
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第 4 章では、サスペンションゲル化法を用いて calcium alginate マイクロカプセルを内包

または鋳型とし、線状 poly(NIPA)を添加することで semi-IPN 構造と呼ばれる NIPA 複合ハ

イドロゲルおよび多孔質ハイドロゲルを作製する。ゲルの構造と膨潤および力学的特性の

関係性を解明する。 

第 5 章では、4 章のサスペンションゲル化法を応用して、多孔質ハイドロゲルの合成と

同時にマイクロカプセルを介して lipaseを重合反応場に曝すことなくその孔の中に包括固

定した酵素固定化複合および多孔質 polyethylene glycol diacrylate ゲル粒子を開発する。酵

素固定化多孔質ゲルの p-nitrophenyl acetate の加水分解反応特性を評価し、フリー酵素と性

能比較する。 

第 6 章では、ゲルの合成（溶媒は水）と同時にゲル内に酵素 lipase を分散して固定化で

き、油性媒体中の反応に適用でき、さらに lipase へ至適な水環境を提供できる

NIPA-co-PEGMEA ゲル（NIPA; N-isopropylacrylamide）を開発する。酵素固定化ゲルの oleic 

acid と ethanol のエステル化反応特性を評価し、フリー酵素と性能比較する。 

第 7 章では、本研究で開発した酵素固定化高分子ゲルの成果と今後の展望をまとめる。 
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図 1-12 本研究の目的および本論文の構成図 
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2 章 O/W エマルションゲル化法を用いた酵素固定化多孔質ハイドロゲルの作製と加水

分解反応特性 

 

2.1. 緒言 

当研究室では、油相を分散させた状態でモノマーを含む水相をゲル化させる oil-in-water

（O/W）エマルションゲル化法を開発し、新規なゲルの形態であるエマルションゲルを作

製している（図 2-1）1)。エマルションゲルとは、均質構造のハイドロゲル内部に、分散し

た微小油滴を含むものである。当研究室では、高分子に poly(N-isopropylacrylamide)を、油

相に oleyl alcohol を用いた系のエマルションゲルの作製実績がある。そして、エマルショ

ンゲル内の分散した油相を洗浄除去して多孔質ハイドロゲルを作製しており、油滴が多孔

質ゲルの内部の孔の鋳型となったことを確認した（図 2-1）。さらに、エマルションの作製

条件（油相の体積分率、界面活性剤濃度、撹拌条件など）を変えることで、油滴の大きさ

とその体積分率を幅広い範囲で制御できることを明らかにした（数十 nm–数百m の油滴）

2)。この種のゲルの内部の油滴または孔を、分離・反応・貯蔵の場として活用する機能性

材料の開発およびその応用展開が期待でき、当研究室では、以下の研究実績がある。油滴

を分離の場として利用した例として、油滴に油溶性錯化剤（抽出剤）を使用することで、

水溶液中から金属イオンを固相抽出する吸着材を開発した 3,4)。油滴を貯蔵の場として利

用した例として、油滴に薬物を貯蔵充填し、温度変化で感温性ゲル相における薬物の拡散

を制御する薬物徐放材料を開発した 5)。 

本研究では、O/W エマルションゲル化法を用いて作製される多孔質ゲルを酵素固定化

担体として利用することを提案する。具体的には、油滴に酵素を内包させてエマルション

ゲルを合成し、その油滴を洗浄除去して多孔質ゲルの合成と同時に酵素をゲルのマクロ孔

内に包括固定する。従来の均質ゲルの合成と同時に酵素を包括固定する方法では、酵素が

重合反応場に曝さらされてラジカルなどの化学種と接触して失活しうる 6,7)。O/W エマル

ションゲル化法では、油滴が重合反応時の化学種などから酵素を保護すると考える。また、

既製のゲルへの酵素の固定化は、均質と多孔質の構造によらず物理吸着または

glutaraldehyde などを用いた化学的な結合によりなされる。酵素は、このような高分子と

の相互作用で失活する恐れがある 8)。O/W エマルションゲル化法では、孔内の酵素は高分

子との相互作用なしに自由な立体配置を取ることができうる、つまり水中のフリー酵素と

同様の状態であるためにフリー酵素に匹敵する活性を有すると考える。さらに、提案する

手法では、あらゆる種類の高分子が適用可能、プロセスに適合する形状のゲルが作製可能、

および基質および生成物の良好な拡散透過性の利点があるといえる。 

本研究の目的は、O/W エマルションゲル化法を用いた新規な酵素固定化多孔質ゲルを

開発すること、および固定化酵素反応での多孔質構造の優位性を明らかにすることである。
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モデル実験系は poly(ethylene glycol) methyl ether acrylate（PEGMEA）ゲル（図 2-2）およ

び油脂分解酵素の lipase による triacetin の加水分解反応とした。ゲルの内部構造を走査型

電子顕微鏡（scaning electron microscope; SEM）および共焦点レーザー顕微鏡（confocal laser 

scanning microscope; CLSM）を用いて観察した。 

 

 

図 2-1 エマルションゲルの概念図と oleyl alcohol を内包した poly(N-isopropylacrylamide)

ゲル（油相の体積分率oil = 0.5）のプレゲルエマルションの実体顕微鏡写真（左）および

油滴を洗浄除去した多孔質ゲルの走査型電子顕微鏡写真（右）（写真は文献 1)より転載） 

 

 

図 2-2 酵素固定化多孔質 PEGMEA ゲルの概念図 

 

2.2. 実験方法 

2.2.1. 酵素固定化多孔質 PEGMEA ゲルの作製  

溶媒には pH 7 のリン酸緩衝液（1/15 kmol/m3 Na2HPO4･12H2O 水溶液と 1/15 kmol/m3 

KH2PO4 水溶液の質量比が 3:2 の混合液）を用いた。モノマーの PEGMEA、架橋剤の

N,N’-methylenebisacrylamide （ MBAA ）、 お よ び 重 合 促 進 剤 の N,N,N’,N’- 

tetramethylethylenediamine（TEMED）を含むモノマー水溶液 7.2 cm3を試験管に調製した。

重合開始剤の ammonium peroxodisulfate（APS）を含む開始剤水溶液 5 cm3をメスフラスコ

Oil droplet

Polymer hydrogel

PEGMEA 

hydrogel phase

Macropore

( CH2–CH )m

O=C–O  ( CH2CH2O )n CH3

n = ca. 9 

Enzyme
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に調製した。最終の水相（プレゲル水溶液）の組成は PEGMEA:MBAA:TEMED:APS = 

500:100:10:1 mol/m3とした。100 kg/m3-oil の polyoxyethylene(20) sorbitan monolaurate（Tween 

20; HLB 値 16.7）および種々の濃度（27.5、55.0、137.5、および 275 kg/m3-oil）の lipase

試薬を含む oleyl alcohol 溶液 3 cm3を試験管に調製した。lipase 試薬には天野エンザイム株

式会社製 Lipase PS Amano SD（lipase（約 10%）と dextrin（約 90%）の混合物）を用いた。

モノマー水溶液および oleyl alcohol 溶液を 20°C で、開始剤水溶液を室温でそれぞれ 1 h 窒

素パージした。その後、マイクロピペットを用いて oleyl alcohol 溶液 2 cm3をモノマー水

溶液上部に加え、開始剤水溶液 0.8 cm3を下層の水相部分に注射器で注入した。油相の体

積分率oilを 0.2 とした。試験管ミキサーを用いて 30 sec 撹拌し、O/W エマルションを作

製した。作製したエマルションを内径 6 mm のテフロン管に仕込み、30°C で 24 h 静置し

てフリーラジカル重合によりゲル化させた。ゲルを取出し、disc 状（6×2 mm）に切り分

けた。ゲルを変性 ethanol に浸して 1 日毎の溶媒の交換を 5 回行い、次いで水を用いた半

日毎の溶媒の交換を 5 回行い洗浄した。 

同様の方法で、種々の濃度（5.5、11.0、27.5、および 55.0 kg/m3-gel）の lipase 試薬を用

いた酵素固定化均質ゲルを作製した。 

APS および lipase を含まないプレゲル O/W エマルションを水に少量垂らし、油滴径を

実体顕微鏡（Nikon 社製 SMZ1500）で観察した。一連の操作は室温で行った。 

2.2.2. ゲルの内部構造の観察 

室温の水で膨潤した多孔質ゲル（酵素無しの条件で合成して水洗浄したもの）を液体窒

素で凍結した。凍結ゲルをテフロンシート上に置き、真空定温乾燥器（EYELA 社製

VOS-201SD）に入れ、真空ポンプ（ULVAC 社製 DTC-22、排気速度 0.02 m3/min（50Hz）、

到達真空度 1.0×103 Pa）を用いて 4 h 以上真空引きして乾燥させた。そして、真空ポンプ

を止めて、その圧力で一晩ゲルを置いた。得られた乾燥ゲルを裂き、その破断面に Pt/Pd

を 15kV で 120 sec 蒸着させた試料を SEM（philips 社製 XL-30）で観察した。一連の操作

は室温で行った。 

エマルションゲル内部の酵素の分布を観察するために fluorescein-4-isothiocyanate-I

（FITC）で蛍光標識した lipase（FITC-labeled lipase）を以下の方法で作製した。40 kg/m3 

lipase 試薬および 0.1 kg/m3 FITC を含む sodium bicarbonate 緩衝液（0.06 mol/m3 sodium 

carbonate および 1 mol/m3 sodium bicarbonate を含む水溶液、pH 9）50 cm3をアルミホイル

で包んだガラス製バイアルに調製し 10°C で 12 h 緩やかに撹拌した。この黄色で透明な溶

液に約 150 cm3の acetone を加えて黄色の懸濁液を得た。これを、3500 rpm で 90 min 遠心

分離し、デカンテーションした残渣の高粘度の塊（大きさは数 cm、チューイングガム状）

を回収した。完全に乾燥した粉末を得るために、まず残渣を約 40 cm3 の水に再溶解させ

て、シャーレ上に敷いた食品用ラップフィルム上に薄く広げた。そして、40°C で真空乾
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燥し、溶媒を完全に揮発させて黄色のフィルム状の固体を得た。これを乳鉢ですりつぶし

て黄色の粉末状の FITC-labeled lipase を得た。FITC-labeled lipase を用いて酵素固定化エマ

ルションゲルを作製し、その内部構造を CLSM（Carl Zeiss 社製 LSM710 NLO 2 フォトン）

で 480 nm の Ar レーザーを用いて観察した。 

2.2.3. triacetin の加水分解反応実験 

酵素反応実験は回分操作で行った。ガラス製バイアルに 1/15 kmol/m3リン酸緩衝液（pH 

7）49 cm3と種々の酵素固定化ゲル（均質ゲルおよび多孔質ゲル、 6×2 mm）20 個（lipase

試薬 6.2 mg 相当）を仕込んだ。ゲルと撹拌子の接触によるゲルの破壊を防ぐため、ゲル

を網で作製した籠に入れた。バイアルに 1 cm3（1.15 g）の triacetin を注入して 37°C で酵

素反応を開始した。所定時間に採取した溶液 1 cm3を 0.01 kmol/m3 NaOH 水溶液（実験日

ごとに正確な濃度を 0.01 kmol/m3 HCl 水溶液を用いた中和滴定から求めた）で滴定して

acetic acid の濃度を求め、triacetin の acetic acid への転化率を求めた。ここで、検量線は、

0.01 kmol/m3 NaOH 水溶液を用いた 0－0.1 kmol/m3 acetic acid 溶液（溶媒は 1/15 kmol/m3リ

ン酸緩衝液）1 cm3の中和滴定により作成した。酵素反応実験後のゲルを回収し、表面を

軽く拭いてから新たな反応溶液に浸して繰り返し酵素反応実験を行った。同様の方法で、

種々の酵素濃度（5.5、11.0、27.5、および 55.0 kg/m3-gel）の条件で作製したゲルを用いた

酵素反応実験も行った。このとき、酵素反応実験系の酵素量が各実験で同じになるように、

ゲルの個数を調節した。同様の方法で、フリー酵素反応実験も行った（lipase 試薬 6.2 mg）。 

 

2.3. 結果および考察 

2.3.1. エマルションの油滴径およびゲルの内部構造 

図 2-3 に、プレゲルエマルション（開始剤はなし）中の油滴の実体顕微鏡写真、凍結乾

燥した多孔質ゲルの破断面の SEM 写真、および FITC-labeled lipase を用いた酵素固定化エ

マルションゲルの CLSM 画像を示す。エマルション中の油滴径は 1–15 m であった。多

孔質ゲルの孔径は、エマルションの油滴径と同程度だった。CLSM 画像から FITC で蛍光

染色した酵素を示す緑色に蛍光した球状の部分が確認できた。その直径は、油滴径および

孔径と同程度であった。これらの結果から、エマルションの油滴が多孔質ゲルのマクロ孔

のための鋳型として作用し、マクロ孔内へ酵素が包括固定されたことが示された。 

2.3.2. 酵素反応特性 

図 2-4 に、フリー酵素、酵素固定化均質ゲル、および酵素固定化多孔質ゲルを用いた 37°C

での酵素反応実験における triacetin の転化率の経時変化を示す。フリーlipase の転化率は

48 h で 32.6%に達し、約 40%で平衡に達した（400 h）。Lipase PS Amano SD の最適 pH は、

7.0－8.0 である。本酵素反応系では 1/15 kmol/m3 リン酸緩衝液（pH 7）を用いたが、acetic 

acidの生成により pHが低下した（8 hで pH 5、400 hで pH 4.2）。この pHの低下により lipase
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が失活し、転化率が 100%に到達しなかったと考えられる。酵素を含まない実験系では、

48 h の triacetin の転化率は酵素反応溶液中のゲルの有無によらず約 3%だった。多孔質ゲ

ルに固定化された酵素の活性は、フリー酵素に匹敵する高い活性を示した。エマルション

ゲル化法により作製された多孔質ゲルが基質と生成物の良好な拡散透過性を供し、包括固

定された酵素がフリー酵素に匹敵する活性を発現したと考えられる。一方、均質ゲルに固

定化された酵素の活性は、非常に低かった。酵素固定化均質ゲルの反応速度が低い理由と

して、lipase が重合反応場に曝されて変性し失活したこと、および酵素が高分子網目に疎

密を生じさせて lipase が漏出したことが考えられる。 

図 2-5 に、酵素固定化均質ゲルおよび酵素固定化多孔質ゲルを用いた 37°C での繰り返

し酵素反応実験における triacetin の転化率の経時変化を示す。4 回の繰り返し酵素反応実 

 

 

図 2-3 （a）プレゲルエマルション（開始剤はなし）中の油滴の実体顕微鏡写真、（b）凍

結乾燥した多孔質ゲルの破断面の SEM 写真、および（c）FITC-labeled lipase を用いた酵

素固定化エマルションゲルの CLSM 画像 

 

 

図 2-4 フリー酵素、酵素固定化均質ゲル、および酵素固定化多孔質ゲルを用いた 37°C

での酵素反応実験における triacetin の転化率の経時変化 
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験で均質ゲルおよび多孔質ゲルともに固定化酵素は活性を維持した。固定化された酵素は、

繰り返し利用してもゲルからほとんど漏出しないと考えられる。 

triacetin の加水分解反応の繰り返し利用に関する既往の研究結果を示す。Hernandez らは、

octadecyl基を有するアクリル樹脂のSepabeads EC-ODに物理吸着させたRhizomucor miehei 

lipase を用いて 22°C で 5 回の繰り返し反応（1 回の反応は 70 min）を行い、繰り返し利用

しても活性を維持したと報告した 9)。Yang らは、carboxyl-functionalized ionic liquid で修飾

したメソポーラスシリカ（SBA-15）に共有結合させた Porcine pancreas lipase（PPL）を用

いて 35°C で 5 回の繰り返し反応（1 回の反応は 10 min）を行い、5 回の繰り返し利用で活

性が 55.2%に減少したと報告した 10)。Xu らは、(3-aminopropyl) triethoxysilane で修飾した

SBA-15に共有結合させたPPLを用いて35°Cで5回の繰り返し反応（1回の反応は10 min）

を行い、5 回の繰り返し利用で活性が 49.2%に減少したと報告した 11)。Li らは、ファイバ

ー状の SBA-15 に物理吸着させた PPL を用いて 35°C で 5 回の繰り返し反応（1 回の反応

は 10 min）を行い、5 回の繰り返し利用で活性が 40%に減少したと報告した 12)。Zou らは、

ion liquid で修飾した SBA-15 に物理吸着させた PPL を用いて 36°C で 6 回の繰り返し反応

（1 回の反応は 10 min）を行い、6 回の繰り返し利用で活性が 35%に減少したと報告した

12)。本研究の酵素固定化多孔質ゲルは、day オーダーの 4 回の繰り返し利用で活性を維持

したため、繰り返し利用性能が十分高いと考える。 

ゲル中の酵素の濃度をその活性が低下しない範囲で高くできれば、ゲル体積あたりの活

性を高くでき酵素反応プロセスがより良いものとなる。図 2-6 に、種々の酵素濃度の酵素

固定化均質ゲルおよび酵素固定化多孔質ゲルを用いた 37°C での繰り返し酵素反応実験に

おける triacetin の転化率の経時変化を示す。lipase 試薬濃度が 5.5、11.0、27.5、および 55.0 

kg/m3-gel のゲルは、実験系の lipase 試薬量が 6.2 mg となるように、それぞれ 20、10、4、

および 2 個を用いた。均質ゲルの反応速度は、ゲル中の酵素濃度によらず同程度だった。

多孔質ゲルの反応速度は、ゲル中の酵素濃度の増大、すなわちゲルの個数の減少に伴い減

少した。ゲルの総表面積の減少により、単位時間当たりに基質と接触する lipase 量が減少

し、見かけの反応速度が減少したと考えられる。 

 

2.4. 結言 

新規な酵素の包括法の技術として O/W エマルションゲル化法を提案し、それを用いて

多孔質ゲルの合成と同時に酵素を重合反応場に曝すことなくその孔の中に包括固定した

酵素固定化多孔質 PEGMEA ハイドロゲルを作製できることを実証した。lipase による

triacetin の加水分解反応をモデルとして、このゲルの酵素反応への適用可能性を検討し、

以下の知見を得た。 

1) エマルションおよびゲルの顕微鏡観察から、油滴がゲルの孔の鋳型となり、その孔内 
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へ酵素が包括固定されたことが示された。 

2) 酵素固定化多孔質ゲルの反応速度は、フリー酵素のそれと同程度であり、酵素固定化

均質ゲルのそれと比べて極めて速かった。多孔質構造が基質および生成物に良好な拡

散透過性を供したこと（多孔質構造の優位性）が示された。 

3) 酵素固定化ゲルは、繰り返し利用できる。 

4) 多孔質ゲル内の酵素濃度を増加させると、プロセスに供するゲルの体積を減らすこと

ができるが、単位酵素質量あたりの反応速度が低下しうる。 

 

 

図 2-5 酵素固定化均質ゲルおよび酵素固定化多孔質ゲルを用いた 37°C での繰り返し酵

素反応実験における triacetin の転化率の経時変化 

 

 

図 2-6 種々の酵素濃度（5.5、11.0、27.5、および 55.0 kg/m3-gel）の酵素固定化均質ゲル

および酵素固定化多孔質ゲルを用いた 37°C での繰り返し酵素反応実験における triacetin

の転化率の経時変化 
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3 章 W/O エマルションゲル化法を用いた酵素固定化多孔質オルガノゲルの作製とエス

テル化およびエステル交換反応特性 

 

3.1. 緒言 

一般に酵素は水溶性で、油性媒体中で沈殿、凝集する。そのため、油性媒体を用いたオ

ルガノゲルの合成と同時に酵素をゲル内に分散させて包括固定することは困難であり、研

究報告例はない。既製の多孔質構造のオルガノゲルへの酵素の固定化は、実施されている。

Miletić らは、高分子に対して貧溶媒の cyclohexanol および aliphatic alcohol を用いた溶媒誘

起相分離により多孔質構造のGMAとethylene glycol dimethacrylateの共重合ゲルを作製し、

緩衝液を用いて lipase を含浸させて高分子網目の GMA 由来の epoxy 基と共有結合させた

1)。Dizge らは、高内相 W/O エマルション中の水滴を孔の鋳型とした多孔質構造の ST と

DVB の共重合ゲルを作製し、緩衝液を用いて lipase を含浸させて polyglutaraldehyde と共

有結合させた 2)。Meng らは、magnetite 粒子表面上に water-in-oil（W/O）エマルションの

水滴を孔の鋳型とした多孔質構造の methylmethacrylate（MMA）と DVB の共重合ゲルを

作製し、緩衝液を用いて lipase を含浸させて物理吸着させた 3)。 

本研究では、多孔質オルガノゲルの合成と同時に酵素を固定化する手法として W/O エ

マルションゲル化法を提案する（図 3-1）。この方法は、第 3 章で示した oil-in-water（O/W）

エマルションゲル化法の連続相と分散相の媒体を逆転させたものである。具体的には、酵

素を含む水滴を分散させたプレゲル溶液（油相）をゲル化させて、水滴を洗浄除去するこ

とで酵素固定化多孔質オルガノゲルが作製される。酵素は、ハイドロゲルの合成と同時に

固定化すると、重合反応場に曝されて完全に失活したとの報告がある 4)。W/O エマルショ

ンゲル化法では、水溶性の酵素は、水滴に含まれていてオルガノゲル合成時の油相へ移動

しないので、失活することなく多孔質ゲルの合成と同時に孔内に包括固定される。また、

多孔質構造の固定化担体は、基質および生成物の拡散透過性が良いために見掛けの反応速

度を増大させることができる。 

 

 

図 3-1 W/Oエマルションゲル化法を用いて作製される酵素固定化オルガノゲルの概念図 
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本研究の目的は、W/O エマルションゲル化法を用いた酵素固定化多孔質オルガノゲル

を開発すること、およびその酵素反応特性を解明することである。モデル高分子は、

2-ethylhexyl acrylate（EHA）ゲル、モデル酵素反応は油脂分解酵素の lipase による oleic acid

と種々の alcohol のエステル化反応および propylacetate と 1-propanol のエステル交換反応

とした。W/O エマルションの水滴径を実体顕微鏡で、ゲルの内部構造を走査型電子顕微

鏡（scaning electron microscope; SEM）および共焦点レーザー顕微鏡（confocal laser scanning 

microscope; CLSM）を用いて観察した。 

 

3.2. 実験方法 

3.2.1. 酵素固定化多孔質 EHA オルガノゲルの作製  

モノマーの EHA、架橋剤の ethylene glycol dimethacrylate（EGDM）、および界面活性剤

の sorbitan monolaurate（Span20; HLB 値 8.6）を含む hexane（油相溶液）7.5 cm3をガラス

製バイアルに調製した。最終の油相（プレゲル溶液）の組成は EHA:EGDM = 1500:200 

mol/m3-oil および Span20 = 100 kg/m3-oil とした。120 kg/m3-water の lipase 試薬を含む酵素

水溶液 8 cm3 を試験管に調製した。lipase 試薬には天野エンザイム株式会社製 Lipase PS 

Amano SD（lipase（約 10%）と dextrin（約 90%）の混合物）を用いた。油相溶液および酵

素水溶液を 30°C でそれぞれ 60 min 窒素パージした。このとき、油相溶液を 50 min 窒素パ

ージしたところで、開始剤の 2,2'-azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitrile)（V-70、20 

mol/m3-oil）を添加した。V-70 の 10 h 半減期温度は 30°C なので、添加した時点でフリー

ラジカル重合反応は開始すると考えられるが、固体の V-70 の hexane への溶解性が非常に

低いためにこのタイミングで添加することとした（V-70 は 50－60 min にかけてある程度

溶解した）。なお、ゲル化時間は約 3 h だった。油相溶液に酵素水溶液 7.5 cm3を添加して

ホモジナイザー（IKA ジャパン株式会社製 IKA ULTRA-TURRAX T 18 digital および

S18N-10G、15,000 rpm）で 5 min 乳化して W/O エマルション（油相の体積分率 0.5）を作

製した。そして、エマルションを5.8 mm のガラス管に移して 30°C で 12 h 以上静置した。

ゲルを取出し、disc 状（5.8×2 mm）に切り分けて acetone に浸し、1 日毎の acetone の交

換を 3 回行い洗浄した。洗浄後のゲルは、大気下･室温に約 1 h 置いて乾燥させた。次い

で、ゲルをテフロンシートの上に置き、真空定温乾燥器（EYELA 社製 VOS-201SD）に入

れ、真空ポンプ（ULVAC 社製 DTC-22、排気速度 0.02 m3/min（50Hz）、到達真空度 1×103 

Pa）を用いて 4 h 以上真空引きして乾燥させた。そして、真空ポンプを止めて、その圧力

で 12 h 以上ゲルを置いて乾燥させた。 

W/O エマルションゲル内の酵素の分布を調べた。fluorescein-4-isothiocyanate（FITC）で

蛍光標識した lipase（FITC-labeled lipase、2.2.2.項を参照）を用いて W/O エマルションを

作製した（ただし、V-70 は含まず）。この W/O エマルションを hexane に少量垂らし、液
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面に対して斜め上からファイバーライトを照射して FITC-labeled lipase を蛍光させて実体

顕微鏡（Nikon 社製 SMZ1500）で観察した。一連の操作は室温で行った。 

3.2.2. ゲルの内部構造の観察 

ゲルの内部構造を SEM（日立ハイテクノロジーズ社製 TM-3030）で観察した。試料ゲ

ルの前処理を以下のように行った。乾燥した酵素固定化多孔質 EHA オルガノゲルを室温

の cyclohexane（凝固点 5.5－7.5°C（和光純薬製品規格））に浸して膨潤させた。このゲル

を液体窒素で凍結させた。凍結ゲルをナス型フラスコに入れて氷浴に置き真空ポンプ（佐

藤真空社製 P165D（排気速度 0.165 m3/min（50Hz）、到達真空度 6.7×10-2 Pa））を直結し

て 5 h 真空乾燥した。得られた乾燥ゲルを裂き、その破断面にスパッタ装置（サンユー電

子社製 QUICK COATER SC-701Mk II ECO）で Au を 1 min 蒸着させた。 

FITC-labeled lipase を用いて作製した酵素固定化 EHA オルガノゲルの内部構造を CLSM

で観察した（2.2.2.項を参照）。 

3.2.3. エステル化およびエステル交換反応実験 

エステル化反応実験を回分操作で行った。ガラス製バイアルに 5 mmol の種々の alcohol

（ethanol（0.230 g）、1-propanol（0.301 g）、または 1-pentanol（0.441 g））、45 mmol の oleic 

acid（12.7 g）、および乾燥した酵素固定化多孔質 EHA オルガノゲル 20 個（lipase 試薬 63.4 

mg相当）を仕込み、酵素反応を開始した。バイアルは、振盪水槽（東京硝子器械社製 FWB-1）

と恒温装置（ASONE 社製 TR-1AR）を用いて、約 190 rpm、40°C で振とうした。所定時

間に採取した溶液 0.06 g を 3 g の methanol で希釈した。この試料をガスクロマトグラフ

（SHIMADZU 社製 GC-2025）で分析して oleic acid（OA）、ethyl oleate（EO）、1-propanol

（PrOH）、および 1-pentanol（PeOH）の濃度（COA、CEO、CPrOH、および CPeOH [mol/kg-sample]）

を求め、種々の alcohol の転化率 X[%]を以下の式を用いて算出した。 

ethanol: X = 100 COA/(COA + CEO)               (1) 

1-propanol: X = 100 (COA/CPpOH－COA0/CPpOH0)/(COA0/CPpOH0－1)  (2) 

1-pentanol: X = 100 (COA/CPtOH－COA0/CPtOH0)/(COA/CPtOH－1)   (3) 

ただし、下付文字 0 は時間 0 を表す。ここで、ethanol の GC 分析は希釈に用いた methanol

と沸点が近いためにが困難だった。また、propyl oleate および pentyl oleate は、その試薬が

販売されていなかったので定量できなかった。酵素反応実験後のゲルを回収し、表面を軽

く拭いてから新たな反応溶液に浸して繰り返し酵素反応を行った。フリー酵素を用いた同

様の反応実験も行った（lipase 試薬 63.4 mg）。 

エステル交換反応実験を基本的には上述の方法で行った。基質は 1-pentanol（10 mmol、

0.882 g）および propylacetate（PA、90 mmol、9.19 g）とした。ガスクロマトグラフで基質

および生成物（1-propanol および pentylacetate（PeA））のそれぞれの濃度（CPeOH、CPA、

CPrOH、および CPeA [mol/kg-sample]）を求め、1-pentanol の転化率 X[%]を以下の式を用いて
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算出した。 

X = 100 {CPpa/CPtOH－(CPpa + CPta)/(CPtOH + CPpOH)}/(CPpa/CPtOH－1) (4) 

 

3.3. 結果および考察 

3.3.1. エマルションの水滴径およびゲルの内部構造 

図 3-2 に、プレゲル W/O エマルション（開始剤はなし）中の FITC-labeled lipase を内包

した水滴の実体顕微鏡写真、凍結乾燥した酵素固定化多孔質 EHA オルガノゲルの破断面

の SEM 写真、および FITC-labeled lipase を用いた酵素固定化エマルションゲルの CLSM 画

像を示す。実体顕微鏡写真では、緑色に蛍光した直径が数m の球状のものが分散してい

た。これは、FITC-labeled lipase を含む水滴と判断される。SEM 写真では、水滴を鋳型と

した独立孔を明確に確認できなかったが、1 μm 程度の球状のものが確認できた。試料ゲ

ルは前処理の凍結乾燥の過程で収縮したので（直径が約半分になった）、凍結乾燥時にゲ

ル内の孔が潰れたと考えられる。また、球状のものは、lipase 試薬が凝集したものと考え

られる。CLSM 画像では、緑色に蛍光した球状のものが分散していた。これは、FITC-labeled 

lipase を含む水滴だと考えられ、その直径は実体顕微鏡で確認された水滴径と同程度であ

った。これらの結果から、ゲル内にエマルションの水滴を鋳型とした孔が形成され、その

孔内へ酵素が包括固定されたことが示唆された。 

 

 

図 3-2 （a）プレゲル W/O エマルション（開始剤はなし）中の FITC-labeled lipase を内包

した水滴の実体顕微鏡写真、（b）凍結乾燥した酵素固定化多孔質 EHA オルガノゲルの破

断面の SEM 写真、および（c）FITC-labeled lipase を用いた酵素固定化エマルションゲル

の CLSM 画像 

 

3.3.2. 酵素反応特性 

図 3-3 に、フリー酵素および酵素固定化多孔質オルガノゲル（1st－12th cycle）を用いた

40°C での propylacetate と 1-pentanol の繰り返しエステル交換反応実験における 1-pentanol

の転化率の経時変化と各 cycle での 96 h の 1-pentanol の転化率を示す。フリー酵素の転化

20 m(a) 20 m(b) 20 m(c)
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率は、96 h で 48.6%だった。このとき、lipase は反応溶液中で懸濁していた。つまり、lipase

は凝集状態で、仕込んだ lipase の一部のみが反応に関与していると考えられる。酵素固定

化ゲルの 96 h の転化率は、1st cycle で 66.2%、12th cycle で 48.3%だった。酵素固定化ゲル

の反応速度は繰り返し利用に伴い徐々に低下したが、12th cycle でもフリー酵素のそれと

同程度だった。lipase はゲル中で分散しており、有効に反応に関与していると考えられる。 

ゲルに固定化された lipase の構造を考察する。以下の文献に示されているように、lipase

には活性部位を覆う蓋があり、それが開くことで活性を発現する（活性化状態）。水中で

界面活性剤と接触した lipase は、活性化状態になり、界面活性剤と接触していないそれよ

りも高い活性を発現した 5)。MMA と DVB の共重合ゲルに物理吸着した lipase は、活性化

状態となり、エステル化反応においてフリー酵素よりも高い活性を発現した 3)。本実験系

においても、界面活性剤を用いて疎水性の担体に包括固定された lipase が、活性化状態と

なりフリー酵素よりも高い活性を発現したと推測される。 

図 4 に、フリー酵素および酵素固定化多孔質オルガノゲルを用いた 40°C での oleic acid

と種々の alcohol（ethanol、1-propanol、および 1-pentanol）の繰り返しエステル化反応実験

における種々の alcohol の転化率の経時変化を示す。フリー酵素の反応速度は、ethanol を

用いた系では 96 h まで一定で、1-propanol および 1-penatnol を用いた系では 0－24 h では

遅く、24 h から加速した。エステル化反応では副生成物の水が生成する。油性の反応溶液

中の少量で適量の水は、酵素の構造をその活性が高くなるように変化させることが知られ

ている 6,7)。フリー酵素反応では、どの alcohol でも 24 h で約 1 mmol の水が副生成した（転

化率から算出）。本実験系の lipase 試薬 63.4 mg に対して約 1 mmol（18 mg）以上の水は、 

 

 

図 3-3 フリー酵素および酵素固定化多孔質オルガノゲル（1st－12th cycle）を用いた 40°C

での propylacetate と 1-pentanol の繰り返しエステル交換反応実験における 1-pentanol の転

化率の経時変化と各 cycle での 96 h の 1-pentanol の転化率 
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酵素の活性を増大させると考えられる。 

1st cycle の酵素固定化ゲルの反応初速度は alcohol の種類に依らずフリー酵素のそれよ

りも大きく、96 hの転化率はフリー酵素のそれと同程度だった。フリー酵素および 1st cycle

の酵素固定化ゲルの反応速度は、alcohol の炭素数の増大に伴い増大した。これは、より

極性の高い（炭素数の少ない）alcohol が lipase の周囲にある水を剥ぎ取る、すなわち失活

させるためである 8,9)。酵素固定化ゲルの反応速度は、どの alcohol でも繰り返し利用によ

り低下した。副生成した水は、ゲル内に保持され、疎水性の基質のゲル内への拡散を妨げ

たと推測される。これを改善するための方策として、ゲルの高分子網目に親水性部を導入

して水のゲル内外への移動を促すことがあげられる。 

 

 

図 3-4 フリー酵素および酵素固定化多孔質オルガノゲルを用いた 40°C での oleic acid と

種々の alcohol（ethanol、1-propanol、および 1-pentanol）の繰り返しエステル化反応実験に

おける種々の alcohol の転化率の経時変化 
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3.4. 結言 

W/O エマルションゲル化法を用いて、多孔質ゲルの合成と同時に酵素を重合反応場に

曝すことなくその孔の中に包括固定した酵素固定化多孔質 EHA オルガノゲルを作製した。

lipase による種々の alcohol（ethanol、1-propanol、および 1-pentanol）と oleic acid のエステ

ル化反応および 1-pentanol と propylacetate のエステル交換反応をモデルとして、このゲル

の酵素反応への適用可能性を検討し、以下の知見を得た。 

1) エマルションおよびゲルの顕微鏡観察から、酵素が水滴に内包され、ゲルの孔内へ包

括固定されたことが示された。 

2) 多孔質オルガノゲルに固定化された酵素のエステル化反応およびエステル交換反応

に対する活性は、フリー酵素のそれと比べて極めて高かった。W/O エマルションゲル

化法において、lipase はエマルションの水滴を介して重合時に失活せずに固定化され

る。 

3) 酵素固定化多孔質オルガノゲルの繰り返し利用性能は、エステル交換反応に対しては

良好だが、水が生成するエステル化反応に対しては悪い。 
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4 章 サスペンションゲル化法を用いた複合および多孔質ハイドロゲルの創製 

 

4.1. 緒言 

球状の非連結孔が分散した多孔質ゲルは、その孔を反応･分離･貯蔵の場として利用でき

うる。この種の多孔質ゲルの作製方法として、界面活性剤 1-3)、シリカ粒子 4,5)、およびエ

マルションの分散相（油滴（2 章）および水滴（3 章））を孔の鋳型に用いた方法が開発さ

れている。 

本研究では、新規な多孔質ハイドロゲルの作製手法であるサスペンションゲル化法を提

案する（図 4-1）。これは、プレゲル水溶液に孔の鋳型となるマイクロカプセル（例えば、

μm オーダーの物理架橋ゲル微粒子）を分散させたプレゲル水溶液（サスペンション）の

水相をフリーラジカル重合などによりゲル化させる方法である。この段階で、マイクロカ

プセルを内包したハイドロゲル（複合ゲル）が作製される。次いで、複合ゲル内のマイク

ロカプセル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。サスペンションゲル化法では、ゲル相は従来のゲルと同じ高分子網目構造にな

り、マイクロカプセルの大きさおよび量を変えることでゲルの孔の大きさおよび多孔度を

自由に設計できうる。この手法は、5 章で示すように水溶性の機能性物質（酵素、微生物

など）をマイクロカプセルを介して失活、漏出させることなく多孔質ゲルの孔内に包括固

定した材料の作製に応用できる。サスペンションゲル化法では、重合時にマイクロカプセ

ルが沈降する懸念がある。本研究では、それを分散安定化させる工夫として、重合反応系

に線状ポリマーを添加して溶液を増粘させる方法を提案する。線状ポリマーを含んだ状態

でゲル合成を行うと semi-IPN（semi-interpenetrating polymer network、セミ相互侵入高分子

網目）と呼ばれる構造のゲルが作製される。IPN は、2 個以上の網目が少なくとも分子ス

ケールで部分的に織り混ざっており、互いに共有結合でつながっているわけではないが化

学結合を切ることなしに分けることのできないポリマーとして定義される 6)。一方の成分

が線状または枝分かれポリマーで、他方の成分が高分子網目である系は semi-IPN と呼ば 

 

 

図 4-1 サスペンションゲル化法により作製される複合ゲルおよび多孔質ゲルの概念図 
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れる。IPN 構造および semi-IPN 構造は、ゲルを高強度にすることが知られている 7-9)。つ

まり、サスペンションゲル化法において、プレゲル水溶液に線状ポリマーを添加すること

は、マイクロカプセルの分散安定化およびゲルの強靭化の 2 つの効果が期待できる。 

本研究の目的は、サスペンションゲル化法を確立し、作製される複合および多孔質ゲル

の構造と膨潤特性および力学特性の関係性を明らかにすることである。モデルマイクロカ

プセルは、作製および崩壊が容易で低毒性の calcium alginate ゲルとした。calcium alginate

ゲルは、sodium alginate 水溶液を calcium chloride 水溶液に接触させることで瞬時にゲル化

して作製でき、trisodium citorate 水溶液中でゾル化することが知られている。マイクロカ

プセルの作製における液滴の微粒化技術には、静電微粒化法 10)を採用した。静電微粒化法

とは、液体が供給される導電性細管に電圧を加えることで、ノズル先端の液滴にかかる静

電気力を増加させ滴下を促し、静電気力が表面張力を超える条件では液滴を破壊して噴霧

を起こし、液滴を微粒化させる方法である。モデル高分子ゲルは、線状

poly(N-isopropylacrylamide)（poly(NIPA)）を含む NIPA ゲルとした。NIPA ゲルは、約 33°C

の転移温度を境にして親・疎水転移を起こして膨潤・収縮の体積相転移を起こすことが知

られている 11-13)。また、多孔質構造の NIPA ゲルは、温度変化に応答する体積変化の速度

が速いことが知られている 14)。 

本研究では、種々のマイクロカプセルの体積分率の複合ゲルおよび多孔質ゲル、マイク

ロカプセルを含まない semi-IPN ゲル、およびマイクロカプセルおよび線状 poly(NIPA)を

含まない従来の NIPA ゲルを作製した。ゲルの外観および内部構造の観察、膨潤特性、お

よび力学特性を調査した。 

 

4.2. 実験方法 

4.2.1. マイクロカプセルの作製  

静電微粒化法を用いて、calcium alginate マイクロカプセルを作製した。sodium alginate

は、和光純薬工業株式会社製の規格 80－120 cP（約 64,000 g/mol）を用いた。図 4-2 に、

静電微粒化装置の概略図を示す。5 kg/m3 sodium alginate 水溶液を poly(propylene)製シリン

ジに仕込み、シリンジポンプ（Harvard Apparatus 社製 Pump11）を用いて 9 cm3/h で送液し、

高電圧電源（MECC 社製 HVU-30P100）の＋極の針金を備え付けたステンレス鋼製ノズル

（外径 0.41 mm、内径 0.21 mm、長さ 18 mm）より印加電圧 3.2 kV で噴霧させた。ノズル

先端の周囲にアースを取り付けた鉄鋼製のリング（リング内径 8.2 mm）を置き、これを

対向電極とした。噴霧した液滴をノズル先端の下 5 cm に置いたシャーレに入れた 5 kg/m3 

calcium chloride 水溶液で捕集した。この時、瞬時に calcium alginate ゲル微粒子のマイクロ

カプセルが作製された。マイクロカプセルを実体顕微鏡（Nikon 社製 SMZ1500）で観察し、

その写真画像からその直径（定方向径）を求めた。一連の実験は室温で行った。 
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4.2.2. 複合および多孔質 NIPA ゲルの作製 

マイクロカプセル体積分率m = 0.5 の複合ゲルの作製手法を以下に示す。NIPA、

N,N’-methylenebisacrylamide（MBAA）、N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine（TEMED）、お

よび後述の poly(NIPA)を含むモノマー水溶液 4.5 cm3を試験管に調製した。そこに、水中

で保管していたマイクロカプセルを沈降させてデカンテーションにより水を取り除いた

シャーベット状のマイクロカプセルを加えてモノマー懸濁液 9.5 cm3 を得た。ammonium 

peroxodisulfate（APS）を含む開始剤水溶液 5 cm3をメスフラスコに調製した。プレゲル水

溶液の組成は、NIPA:MBAA:TEMED:APS = 1000:50:20:2 mol/m3、および線状 poly(NIPA) = 

15 kg/m3とした。この線状 poly(NIPA)の濃度は、プレゲル水溶液中でマイクロカプセルを

分散でき、モノマー懸濁液が取り扱える粘性となるよう決めた（10 kg/m3だとマイクロカ

プセルが沈降し、20 kg/m3だと高粘性で取り扱いにくい）。溶液をそれぞれ 10°C で 1 h 窒

素パージした。開始剤水溶液 0.5 cm3をモノマー懸濁液に添加し、内径 6 mm のガラス管

に移し、12 h以上静置して10°Cでフリーラジカル重合させた。ゲルを取り出して長さ6 mm

に切り分けて多量の水に浸し、水の交換を 3 回以上行い洗浄して複合ゲルを得た。多孔質

ゲルは、複合ゲルを 100 mol/m3 trisodium citorate 水溶液 10 cm3に 24 h 以上浸し、次いで水

で 5 回以上洗浄して作製した。同様の操作で、マイクロカプセルを添加しない semi-IPN

ゲル、m = 0.3 および 0.7 の複合ゲルおよび多孔質ゲル、およびマイクロカプセルおよび

線状 poly(NIPA)を添加しない NIPA ゲルを作製した。 

線状 poly(NIPA)を既報 12,13)と同様の手順でフリーラジカル重合により作製した。NIPA、

TEMED を含むモノマー水溶液 49 cm3をマヨネーズ瓶に調製した。APS を含む開始剤水溶

液 4 cm3を試験管に調製した。プレポリマー水溶液の組成は、NIPA:TEMED:APS = 760:10:1 

mol/m3とした。モノマー水溶液を室温で 70 min、次いで 10°C で 10 min 窒素パージした。

同時に、開始剤水溶液を室温で 80 min 窒素パージした。開始剤水溶液 1 cm3をモノマー水

溶液に加え、10°C に 24 h 静置した。合成したポリマー水溶液を透析膜（三光純薬製、透 

 

 

図 4-2 静電微粒化装置の概略図 
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析膜 1-7/8、分画分子量 14,000 g/mol）に入れて約 0.01 m3の水に浸し、1 日ごとの水の交

換を 3 回行い洗浄した。洗浄後のポリマー水溶液をシャーレ上に敷いた食品用ラップの上

に薄く広げ、50°C の乾燥機に 3 日静置して、乾燥ポリマーを作製した。線状 poly(NIPA)

の分子量は、gel permeation chromatography（GPC）分析により測定した。移動相溶媒には、

10 mol/m3 の BrLi ∙ H2O を含む N, N’-dimethlformamade を用いた。カラムに shodex GPC 

KD806M、検出器に島津示差屈折率検出器 RID-10A を用いた。流量は 0.8 cm3/min、カラ

ム温度は 40°C、測定時間は 20 min とした。標準試料は、平均分子量が 4.0×102、8.0×103、

2.0×104、5.0×105および 2.0×106 g/mol の polyethylene glycol を用い、その濃度は 1.2－2.7 

kg/m3とした。線状 poly(NIPA)の数平均分子量 Mn、重量平均分子量 Mw、および多分散度

Mw/Mnは、それぞれ 9.32×105 g/mol、4.32×106 g/mol、および 4.61 だった。 

4.2.3. ゲルの観察 

ゲルの外観を実体顕微鏡（Nikon 社製 SMZ1500）で観察した。室温の水で膨潤したゲル

を厚さ 0.5 mm 程度に切りシャーレに乗せ、水を上から数滴垂らして観察した。 

ゲルの内部構造を走査型電子顕微鏡（SEM、philips 社製 XL-30）で観察した。20 また

は 50°C の水で膨潤させた円柱状ゲルを縦半分に切り、液体窒素で凍結させた。凍結ゲル

をナス型フラスコに入れて氷浴に置き真空ポンプ（佐藤真空社製 P165D、排気速度 0.165 

m3/min（50Hz）、到達真空度 6.7×10-2 Pa）を直結して 8 h 真空乾燥した。得られた乾燥ゲ

ルを裂き、その断面にイオンスパッター（日立製作所社製 E-1030）で Pt/Pd を 15kV で 120 

sec 蒸着させてから SEM で観察した。 

4.2.4. ゲルの膨潤特性と力学特性の評価 

所定温度（10°C から 50°C まで段階的に昇温）における水中の円柱状ゲルの直径（膨潤

径）をデジタルカメラの写真画像から求めた。ゲルの収縮過程における膨潤径の経時変化、

すなわち収縮速度は、10°C の水中にあるゲルを 50°C の水中に移したときを時刻 0 とし、

所定時間にデジタルカメラで写真を撮り、その画像から膨潤径を求めた。同様の操作で、

膨潤速度の測定は 50°C の水中にあるゲルを 10°C の水中に移して行った。 

円柱状ゲルの圧縮試験を行い、せん断弾性係数 μ [Pa]および圧縮強度 Fc [Pa]を求めた

14-16)。レオメータ（TA instrument 社製 AR-G2）を用いて、円柱状ゲル（合成直後の大きさ

が6×6 mm、水洗浄して 20°Cの水中で保管していたもの）の圧縮試験を圧縮速度 10 μm/s、

20°C の条件で行った。μ を、次式により算出した 17)。 

ΔP = 3μ(Δl/l)             (1) 

ここで、ΔP [Pa]は応力、Δl [m]はゲルの長さの変化量、および l [m]は初期のゲルの長さで

ある。式(1)は、式(2)に置き換えられる。 

4F/(πd’2) = 3μ(l‐l’)/l          (2) 

ここで、F [N]はゲルに加えた垂直方向の力、d’ [m]および l’ [m]は加重変形したゲルの直
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径および長さである。試料ゲルは、人の手でカミソリで切っているので完全な円柱状にな

っておらず、l を正確に評価するのは困難だった。l を用いずに、μ を算出できるように以

下の式変形を行った。式(1)に体積一定条件 πd2l/4 =πd’2l’/4（d [m]は初期のゲルの直径）を

代入して、次式を得る。 

4Fl’/(πd2) = ‐3μl’＋3μl        (2) 

μ を、Fl’/(πd2)と l’のプロットの近似直線の傾きから求めた。μ は、以下に示す制限の下で

算出した。まず、ゲル断面の凹凸により圧縮試験の開始直後は F の測定値が増減するため、

F が増加傾向と判断される初めの F の値に対応するゲルの長さを l とした（ただし、この

l の値自体は μ の算出には用いていない）。また、l’の範囲は Δl/l の値が 0.05－0.1、かつ式

(2)が最もよく直線性を示すときの l’までとした。ある条件で作製したゲルの μ は、複数個

（2 または 3 個）のゲルの測定値の平均値とした。ある 1 個のゲルの μ は、複数回（2 ま

たは 3 回）の測定の平均値とした。 

ゲルの Fcは、円柱状ゲルを垂直方向に圧縮していき単調増加する F が初めて減少した

ときの応力とし、次式により算出した。 

Fc = 4F/(πd2)             (3) 

ゲルの Fcは、複数個（2 個または 3 個）の測定値の平均値とした。 

 

4.3. 結果および考察 

4.3.1. ゲルの外観と内部構造 

図 4-3 に、マイクロカプセルの粒子径分布および外観を示す。粒子径分布は個数基準頻

度で表し、階級間隔は 5 μm である。作製したマイクロカプセルは透明で、その個数中位

径は 121 μm、変動係数は 6.5%で単分散だった。なお、図 4-3 に示したマイクロカプセル

は、sodium alginate 水溶液の安定した噴霧状態が得られる印加電圧 3.2 kV で作製した。

sodium alginate 水溶液は、印加電圧が 2.8 kV 以下では滴下様式、2.9 kV 以上では一列に連

なった噴霧様式、4.0 kV 以上では放射状に広がった噴霧様式だった。 

図 4-4 に、10°C の水中における種々のゲルの外観を示す。従来の NIPA ゲルは、透明だ

った。poly(NIPA)を添加した semi-IPN ゲル、複合ゲル、および多孔質ゲルは、白色だった。

poly(NIPA)の添加は、マトリックスの高分子網目を不均質構造にすると考えられる。複合

ゲルおよび多孔質ゲルの外観は、m の増大に伴い透過性が増大した。同じm の複合ゲル

および多孔質ゲルの外観は、目視では同程度だった。 

図 4-5 に、室温の水中におけるm = 0.3 の多孔質ゲルの実体顕微鏡写真を示す。直径が

約 100 μm の円形のものが観察された。他のmの複合ゲルおよび多孔質ゲルでも同様のも

のが観察された。これは、マイクロカプセルまたはそれを鋳型とした孔と考えられる。 
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図 4-3 マイクロカプセルの粒子径分布および外観 

 

 

図 4-4 10°C の水中における種々のゲル（NIPA ゲル、semi-IPN ゲル、および種々のmの

複合ゲルおよび多孔質ゲル）の外観 

 

 

図 4-5 室温の水で膨潤したm = 0.3 の多孔質ゲル（厚さ 0.5 mm 程度のディスク状）の実

体顕微鏡写真 
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図 4-6 に、20°C の水中で膨潤した種々のmのゲル（semi-IPN ゲル、複合ゲル、および

多孔質ゲル）および 50°C の水中で収縮したm = 0.5 の複合ゲルおよび多孔質ゲルを凍結乾

燥させたものの SEM 写真を示す。まず、20°C の膨潤ゲルについて述べる。semi-IPN ゲル

（m = 0）は、直径が数 100 nm－数 μm の小さな孔を有する不均質構造だった。この不均

質構造は、線状 poly(NIPA)の存在下での重合で高分子網目に粗密ができたこと、および線

状 poly(NIPA)の一部がゲルから漏出して形成されたと考えられる 18)。複合ゲルでは、どの

mでも直径が 100 μm程度のマクロ孔とそのマクロ孔に内包された球状のものが観察され

た。この球状のものは、その数が m の増大に伴い増大し、その大きさがマイクロカプセ

ルのそれ（105－145 μm、図 4-3）と同程度だったことから、マイクロカプセルといえる。

多孔質ゲルでは、どのmでも直径が 100 μm 程度のマクロ孔が観察された。マクロ孔は、

その数が mの増大に伴い増大し、m = 0.7 でも連結せずにそれぞれ独立していた。マイク

ロカプセルは、trisodium citrate により崩壊してマクロ孔を形成し、NIPA ゲルの重合反応

には関与しないといえる。 

次に、50°C の収縮ゲルについて述べる。複合ゲルおよび多孔質ゲルは、全体的に滑ら

かだった。複合ゲルでは直径が約 50 μm の球状のものが観察され、多孔質ゲルではそのよ

うなものがなかった。他のmのゲルでも同様の構造が観察された。ゲルの膨潤特性で後述

するように、50°C では複合ゲルおよび多孔質ゲルは収縮するので、ゲル内のマイクロカ

プセルおよびマクロ孔が潰れたものと考えられる。 
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図 4-6 20°C の水中で膨潤した種々のmのゲル（semi-IPN ゲル、複合ゲル、および多孔質

ゲル）および 50°C の水中で収縮したm = 0.5 の複合ゲルおよび多孔質ゲルを凍結乾燥させ

たものの SEM 写真 
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4.3.2. ゲルの膨潤特性 

図 4-7 に、所定温度における水中の種々の円柱状ゲルの膨潤径を示す。NIPA ゲルの膨

潤径は、10－30°Cでは温度の上昇に伴い緩やかに減少し、33°C付近で大きく減少して 40°C

で約 3.4 mm で一定になった（図なし）。この挙動は、NIPA ゲルの感温性としてよく知ら

れたものである 15)。semi-IPN ゲルの膨潤挙動は、NIPA ゲルのそれとほぼ等しかった。NIPA

ゲルへの線状 poly(NIPA)の添加が平衡膨潤特性に及ぼす影響はほとんどないといえる。 

複合ゲルの膨潤挙動を述べる。m = 0.3 と 0.5 の複合ゲルの膨潤挙動は、semi-IPN ゲル

のそれとほとんど同じだった。m = 0.7 の複合ゲルは、約 35°C 以上の収縮状態で semi-IPN

ゲル、およびm = 0.3 および 0.5 の複合ゲルより大きかった。多量のマイクロカプセルは、

NIPA ゲルの収縮を阻害するといえる。多孔質ゲルの膨潤挙動を述べる。多孔質ゲルの収

縮時（36－50°C）の膨潤径は、m の増大に伴い減少し、いずれも複合ゲルのそれよりも

小さかった。これは、マイクロカプセルの崩壊を示唆するものである。 

図 4-8 に、10°C から 50°C または 50°C から 10°C の水中に移した時の種々のmの円柱状

ゲルの収縮速度および膨潤速度を示す。収縮速度について述べる。NIPA ゲルは、10°C か

ら 50°C の水中へ移した直後に表面が白濁した。この変化はスキン層と呼ばれる疎水性の

ゲル層の形成を示しており、スキン層はゲルの収縮を妨げることが知られている 18,19)。

NIPA ゲルは、4 h で表面にひび割れが生じて徐々に収縮し始め、およそ 24 h で平衡に達

した（図なし）。semi-IPN ゲル、複合ゲル、および多孔質ゲルは、円柱状を保ったまま収

縮し、10 min 以内で平衡に達した。多孔質ゲルの収縮速度は、複合ゲルのそれより速い傾 

 

 

図 4-7 所定温度における水中の種々のmの円柱状ゲル（semi-IPN ゲル、複合ゲル、およ

び多孔質ゲル、合成直後の大きさ 6×6 mm）の膨潤径 
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向にあり、その差はm = 0.7 のゲルで最大となった。semi-IPN ゲルの収縮速度が従来の

NIPA ゲルのそれよりも著しく速い理由として、構造の自由度の大きい線状 poly(NIPA)の

存在およびその添加により生じた高分子網目の不均質構造の 2 つが挙げられる。Yoshinari

らは、NIPA ゲルの合成と同時に線状 poly(NIPA)を添加した semi-IPN ゲルを作製し、ゲル

中の線状 poly(NIPA)は通常の poly(NIPA)よりも低い温度（20－30°C）で親･疎水転移する

ことを明らかにした 20)。また、この種の semi-IPN ゲルでは、合成時に線状 poly(NIPA)が

高分子網目に粗密を生じさせ、相転移温度以上で水を排出するチャンネルがあるためにゲ

ルの収縮速度が速くなると推測した。Yoshidaらは、線状 poly(NIPA)をグラフトさせたNIPA

ゲルを作製し、末端の自由度の大きいグラフト鎖が高分子網目よりも速く温度変化に応答

して収縮して疎水性の核になり、高分子網目に強い疎水的な凝集力を作用させて収縮速度

が速くなったと結論付けた 21)。本研究の semi-IPN ゲルでも、線状 poly(NIPA)の素早い収

縮および高分子網目の不均質構造により収縮速度が速くなったと考えられる。 

膨潤速度について述べる。全てのゲルは、膨潤の初期段階では水に対する表面積が大き

いところ（円柱の底面側）での膨潤が速くダンベル状になり、円柱の中央部分が他の位置

よりも遅れて膨潤し、最終的に円柱状となった。NIPA ゲルは、約 1500 min で膨潤平衡に

達した（図なし）。semi-IPN ゲルは、約 2000 min で膨潤平衡に達し、NIPA ゲルのそれよ

りも遅かった。線状 poly(NIPA)の添加により生じたゲルの不均質構造は、膨潤速度を速め

ると予想したがそうならなかった。複合ゲルおよび多孔質ゲルの膨潤挙動は同じであり、 

 

 

図 4-8 10°C から 50°C（左）または 50°C から 10°C（右）の水中に移した時の種々のm

の円柱状ゲル（semi-IPN ゲル、複合ゲル、および多孔質ゲル、合成直後の大きさ6×6 mm）

の収縮速度および膨潤速度（dt：所定時間における膨潤径、d10：10°C における平衡膨潤径、

d50：50°C における平衡膨潤径） 
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膨潤平衡に達するまでに 2000 min 以上を要した。わずかな差であったが、mの増加に伴

い膨潤速度が遅くなる傾向があった。 

4.3.3. ゲルの力学特性 

図 4-9に、種々の円柱状ゲルの圧縮試験における応力ΔPとゲルの長さの変化の割合Δl/l0

の関係、およびせん断弾性係数 μ および圧縮強度 Fcの関係を示す。ゲルの圧縮挙動につ

いて述べる。semi-IPN ゲルでは、圧縮変形したゲルの長さが初期の長さの 35%（Δl/l = 0.65）

になったときに ΔP が 28.1 kPa となり、さらなる圧縮で応力が減少した。この応力の減少

は、ゲルが崩壊したことを示す。複合ゲルおよび多孔質ゲルは、どのmでも初期の長さの

43%まで圧縮されても壊れなかった。NIPA ゲルは、初期の長さの 52%に圧縮されると崩

壊した。ゲルへの線状ポリマーの添加は、ゲルの弾性を改善したといえる。なお、ゲルが

崩壊する前に応力を取り除くと、どのゲルも元の大きさに復元した。 

ゲルの μ および Fcについて述べる。NIPA ゲルの μ は 39.9 kPa、Fcは 103 kPa だった。

semi-IPN ゲルの μ は 23.8 kPa、Fcは 573 kPa だった。複合ゲルおよび多孔質ゲルの μ およ

び Fcはmの増大に伴い減少したが、m = 0.3 のゲルの Fcは NIPA ゲルのそれよりも大きか

った。semi-IPN 構造のゲルは、従来の NIPA ゲルよりも柔軟で丈夫だった。semi-IPN 構造

では、図 4-1 に示したようにゲル中の線状 poly(NIPA)がマトリックスの高分子網目に複雑

に絡み合い擬似的な架橋点を形成したためと考えられる。このことに関連して、Muniz ら

は、線状 poly(NIPA)を有する semi-IPN acrylamide ゲルの μ が poly(NIPA)の量の増大に伴い 

 

 

図 4-9 種々の円柱状ゲル（semi-IPN ゲル（m = 0）、および複合ゲルおよび多孔質ゲル（m 

= 0.3、0.5、および 0.7）、合成直後の大きさ×6 mm）の圧縮試験（20°C）における応力

ΔP とゲルの長さの変化の割合 Δl/l0の関係（左）、およびせん断弾性係数 μ および圧縮強

度 Fcの関係（右） 
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増大する理由として、見掛けの架橋密度が増大するためと結論づけた 9)。また、Flory 理

論では、μ はゲルのポリマーの体積分率の増大に伴い増大する 22-24)。ポリマーの体積分率

は、線状 poly(NIPA)の添加により増大し、mの増大に減少する。そのため、複合ゲルおよ

び多孔質ゲルの強度はmの増大に伴い低下するが、m = 0.3 のゲルでは線状 poly(NIPA)の

存在により従来の NIPA ゲルよりも丈夫だったと考えられる。多孔質ゲルの μ は、複合ゲ

ルのそれより小さかった。これは、多孔質ゲルが複合ゲルより柔らかいことを示しており、

マイクロカプセルの崩壊を示唆するものである。複合ゲルと多孔質ゲルの Fc は、同程度

だった。結論として、この種のゲルの強度はゲルのポリマーの体積分率によって支配され、

マイクロカプセルの有無はそれに影響を及ぼさないと考えられる。 

 

4.4. 結言 

サスペンションゲル化法を用いて、calcium alginate マイクロカプセルを内包または鋳型

とした semi-IPN NIPA 複合ハイドロゲルおよび多孔質ハイドロゲルを開発した。ゲルの特

性評価から、以下の知見を得た。 

1) 静電噴霧法により、個数中位径が約 120 μm の単分散なマイクロカプセルを得た。 

2) NIPA ゲルの外観は透明で、マイクロカプセルを含まない semi-IPN ゲル、複合ゲル、

および多孔質ゲルの外観はいずれも白色だった。 

3) ゲルの顕微鏡観察から、複合ゲルでは直径が約 120 μm のマイクロカプセルが内包さ

れていること、および多孔質ゲルではそのマイクロカプセルが崩壊して生じた直径が

約 120 μm の独立した孔を有する多孔質構造が明らかとなった。 

4) 膨潤特性の評価から、複合ゲルおよび多孔質ゲルは、一般的な NIPA ゲルの性質であ

る温度変化に伴う膨潤･収縮の体積相転移を示すことが明らかとなった。semi-IPN ゲ

ル、複合ゲル、および多孔質ゲルの収縮速度は、ゲル内の線状 poly(NIPA)の速い温度

応答性のために非常に速かった。semi-IPN ゲル、複合ゲル、多孔質ゲル、および NIPA

ゲルの膨潤速度は同程度であり、マイクロカプセルおよびマクロ孔が膨潤速度に及ぼ

す影響はなかった。 

6) 圧縮試験による力学特性の評価から、マイクロカプセルの体積分率が 0.3 の複合ゲル

および多孔質ゲルは、従来の NIPA ゲルよりも強度が高かった。複合ゲルおよび多孔

質ゲルの強度はゲルのポリマーの体積分率によって支配され、マイクロカプセルの有

無はそれに影響を及ぼさない。 
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5 章 サスペンションゲル化法を用いた酵素固定化複合および多孔質ハイドロゲルの作

製と加水分解反応特性 

 

5.1. 緒言 

酵素を高分子ゲルに固定化する手法の 1 つに包括法がある。酵素を含むプレゲル溶液を

フリーラジカル重合することで、ゲルの合成と同時に酵素を高分子網目の中に固定できる。

包括法の長所は、あらゆる種類の酵素および高分子を適用できること、および酵素が高分

子との相互作用で失活する可能性が担体結合法および架橋法と比べて低いことである。短

所は、酵素が重合反応場に曝されて失活すること、および高分子網目が大きすぎると酵素

が漏出しやすく、小さすぎると酵素の構造の自由度が制限されて活性が低下しうることで

ある。ゲルの合成時に酵素が失活した例として、Bernfeld は、trypsin などの 7 種類の酵素

を均質 acrylamide ゲルの合成と同時に包括固定したが、酵素が重合反応場に曝されたため

に、その活性が著しく低下したと報告した 1)。ゲルの合成時の酵素の失活を改善した例と

して、Soni らは、acrylamide と 2-hydroxyethyl methacrylate のゲルの合成と同時の酵素

α-chymotrypsin の包括固定の際に、重合反応開始から 5 min 後にプレゲル水溶液に酵素水

溶液を添加することで酵素の失活を防いだ 2)。高分子ゲルが多孔質構造の場合、物質の良

好な拡散透過性により見かけの反応速度を増大できうる。Petrov らは、孔の鋳型に氷晶を

用いた多孔質 N-isopropylacrylamide（NIPA）ゲルの合成と同時に高分子網目内に酵素 urease

を包括固定した 3)。多孔質高分子ゲルの合成と同時にゲルのマクロ孔内へ酵素を包括固定

した研究例は、文献調査した限り、我々の研究（2 および 3 章）の他にはなかった。 

本研究では、我々の開発したサスペンションゲル化法（4 章）を酵素固定化担体の作製

手法として応用することを提案する。サスペンションゲル化法では、酵素を含むマイクロ

カプセルを分散させたプレゲル水溶液をゲル化させて酵素固定化複合ゲルが作製される。

次いで、そのマイクロカプセルを化学処理により崩壊させることで酵素固定化多孔質ゲル 

 

 

図 5-1 サスペンションゲル化を用いた酵素固定化複合および多孔質ハイドロゲルの概念
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が作製される（図 5-1）。この方法は、マイクロカプセルを介して酵素を重合反応場に曝す

ことなく多孔質ゲルの合成と同時にゲルのマクロ孔に酵素を包括固定できうる。さらに、

多孔質ゲルの孔内の酵素は、高分子との相互作用や立体障害を受けずに、未固定の酵素と

同等の機能を発現すると期待される。本研究の目的は、サスペンションゲル化法により酵

素固定化多孔質ゲル粒子を開発し、その酵素反応特性を解明して多孔質構造の優位性を検

証することである。モデル高分子は poly(ethylene glycol) diacrylate（PEGDA）ゲル粒子と

し、プレゲル水溶液をノズルから滴下して油性媒体中でゲル化させる沈降重合法を用いて

作製する 4,5)。モデル酵素反応系は、酵素活性の評価が容易な加水分解酵素 lipase を用いた

p-nitropheylacetate（p-NPA）の p-nitrophenol（p-NP）への加水分解反応とした。酵素固定

化ゲル粒子の外観および内部構造の観察、およびその酵素反応特性を調査した。ゲル作製

時の化学種が lipase の活性に及ぼす影響を調査した。 

 

5.2. 実験方法 

5.2.1. 酵素固定化 PEGDA ゲル粒子の作製  

lipaseを内包した calcium alginateマイクロカプセルを、4.2.1.項に示した手法で作製した。

lipase 試薬には天野エンザイム株式会社製 Lipase PS Amano SD（lipase（約 10%）と dextrin

（約 90%）の混合物）を用いた。5 kg/m3 sodium alginate および 10 kg/m3 lipase 試薬を含む

水溶液を、送液流量 10 cm3/h、印加電圧 3.1 kV で噴霧し、15 kg/m3 calcium chloride および

10 kg/m3 lipase 試薬を含む水溶液で捕集した。対向電極の内径は 10.72 mm とした。 

酵素固定化複合ゲル粒子および多孔質ゲル粒子を、図 5-2 の装置を用いた沈降重合法で

作製した。モノマーの PEGDA および重合促進剤の N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine

（TEMED）を含むモノマー水溶液 6 cm3を試験管に調製した。そこに、水中で保管してい

たマイクロカプセルを沈降させてデカンテーションによりできるだけ水を取り除いたシ

ャーベット状のマイクロカプセルを加えて、モノマー懸濁液 9 cm3を調製した。開始剤の

ammonium peroxodisulfate（APS）を含む開始剤水溶液 5 cm3をメスフラスコに調製した。

最終のプレゲル水溶液（連続相）の組成は PEGDA:TEMED:APS = 200:40:20 mol/m3-pre-gel 

aqueous solution、マイクロカプセルの体積分率は 0.3、およびプレゲル懸濁液の lipase 試薬

濃度は 3 kg/m3-pre-gel suspension とした。モノマー懸濁液および開始剤水溶液をそれぞれ

polypropyrene 製シリンジに移して 1 h 窒素パージした。沈降重合の反応器（ガラス管の内

径 41 mm、液深さ 780 mm）中の沈降媒体の silicone oil（信越シリコーン社製 KF-96-20cs）

を 2 h 窒素パージした。モノマー懸濁液および開始剤水溶液をシリンジポンプを用いてそ

れぞれ 1.8 cm3/min および 0.2 cm3/min で送液した。モノマー懸濁液は、マイクロカプセル

を分散させるためにシリンジ内に回転子（×15 mm）を入れて撹拌しながら送液した。

これらの水溶液を合流させた流体をpolypropylene製ノズル（外径 5.10 mm、内径 2.60 mm、
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2 液の合流地点からノズル先端までの長さ 5.5 mm）から室温の silicone oil（23－27°C）へ

滴下し、沈降重合を行った。ノズル先端から silicone oil 液面までの距離を約 40 mm とし、

プレゲル液滴は反応器の壁面近傍に滴下した。液滴内のマイクロカプセルを分散させるた

めに、反応器は地面に対して 73°に傾け、silicone oil 液面から約 260 mm 下の位置から窒素

パージして silicone oil を撹拌して沈降中のプレゲル液滴が回転するようにした。滴下終了

から 1 h 後に反応器の底部に堆積した複合ゲル粒子を取り出した。ゲル粒子を定規ととも

に写真撮影し、画像解析ソフトの ImageJ を用いて粒子径（円相当径）を求めた。ゲル粒

子を約 500 cm3の水に浸し、300 rpm で緩やかに撹拌しながら水で洗浄した（1 日毎の水の

交換を 3 回行った）。水洗浄後の複合ゲル粒子の一部を 100 mol/m3 trisodium citrate 水溶液

に 48 h 以上浸し、次いで水で洗浄（1 日毎の水の交換を 3 回）して多孔質ゲル粒子を作製

した。同様の方法で、マイクロカプセルを含まない 3 kg/m3 lipase 試薬の均質ゲル粒子を

作製した。このとき、TEMED = 40 mol/m3ではノズル内でゲル化するため、TEMED = 20 

mol/m3とした。 

5.2.2. ゲルの観察 

ゲルの内部構造を走査型電子顕微鏡（SEM、日立ハイテクノロジーズ社製 TM-3030）で

観察した。室温の水で膨潤した酵素固定化ゲル粒子を試料とし、3.2.2.項と同様の操作で

前処理した。 

ゲル内部の酵素の分布を観察するために、fluorescein-4-isothiocyanate（FITC）で蛍光標

識した lipase（FITC-labeled lipase）用いた酵素固定化複合および多孔質ゲル（5.8×2 mm） 

 

 

図 5-2 沈降重合法を用いたゲル粒子の合成装置の概略図 
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を作製し、その内部構造を共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）で観察した（実験方法の詳細

は、2.2.2.項を参照）。ただし、FITC-labeled lipase の作製条件を、反応時間 4 h、遠心分離

の時間 60 min、沈殿物の真空乾燥を 40°C で 2 日、次いで 50°C で 1 日とし、得られたフ

ィルム状の FITC-labeled lipase をそのままゲルの作製に用いた。 

5.2.3. p-nitrophenyl acetate の加水分解反応実験 

酵素反応実験は回分操作で行った。ガラスセル（東新理工社製、光路長 10 mm、光路幅

10 mm、高さ 45 mm）に種々のゲル粒子（均質、複合、および多孔質ゲル粒子）4 個およ

び 0.1 kmol/m3リン酸緩衝液（0.05 kmol/m3 Na2HPO4･12H2O および NaH2PO4･2H2O を含む

水溶液、pH 6.8）3 cm3を入れて、プログラム機能付恒温セルホールダを取り付けた紫外可

視分光光度計（日立ハイテクノロジーズ社製 U-2910）にセットした。そこに種々の濃度

の p-NPA 溶液（p-NPA は水に難溶であり、溶媒を 1,4-dioxane とした）0.03 cm3を添加して、

25°C、撹拌速度 SLOW（回転速度は不明）で酵素反応を開始した。酵素反応溶液中の p-NPA

の初濃度 S0は、基本的には 0.2 mol/m3とし、反応速度解析では 0.1－0.3 mol/m3とした。水

溶液の吸光度（400 nm）を連続測定して生成物の p-NP の濃度 S [mol/m3]を求め、S および

S0から p-NPA の転化率（100S/S0）を求めた。p-NP の検量線は、所定濃度（0－30 mol/m3）

の p-NP 溶液（溶媒 1,4-dioxane）0.03 cm3と 0.1 kmol/m3リン酸緩衝液 3 cm3を混合した標

準溶液の吸光度を連続的に 1 min 測定したデータの平均値を用いて作成した（p-NP 濃度が

高いと吸光度の測定値が安定しなかった）。リファレンスには、p-NPA および p-NP を含ま

ない 1,4dioxane とリン酸緩衝液溶液の混合溶液を用いた。反応終了後のゲルを回収し、約

300 cm3の水に約 200 rpm で 20 min 以上浸した後ゲルの表面の水を軽く拭いてから繰り返

し酵素反応実験を行った。また、ゲルの代わりに lipase 試薬 0.01 mg を仕込んだフリー酵

素反応実験も行った。さらに、lipase 試薬を含まない加水分解反応実験（ブランク実験）

も行った。 

ゲル合成時の化学種が lipase の活性に及ぼす影響を調査するため、重合反応場に曝され

た lipase を用いたフリー酵素反応実験を行った。TEMED:APS = 10:5、40:20、および 160:80 

mol/m3および 3 kg/m3 lipase 試薬を含む水溶液（模擬プレゲル水溶液）を調製した。ガラ

スセルに模擬プレゲル水溶液（調製して直ぐのもの、および 25°C で所定時間静置したも

の）0.005 cm3およびリン酸緩衝液 3 cm3を仕込み、p-NPA 溶液 0.03 cm3を添加して酵素反

応を開始した。酵素反応溶液中の p-NPA の初濃度は、0.2 mol/m3とした。 

trisodium citrate が lipase の活性に及ぼす影響を調査するため、trisodium citrate 水溶液に

曝された lipase を用いたフリー酵素反応実験を行った。100 mol/m3 trisodium citrate および

10 kg/m3 lipase 試薬を含む水溶液を調製した。ガラスセルに、その水溶液（調製して直ぐ

のもの、および 25°C で所定時間静置したもの）0.005 cm3およびリン酸緩衝液 3 cm3を仕

込み、p-NPA 溶液 0.03 cm3を添加して酵素反応を開始した。酵素反応溶液中の p-NPA の
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初濃度は、0.2 mol/m3とした。 

5.2.4. ゲルの熱重量分析 

ゲルの熱重量分析を行った。試料は、室温の水中の種々の酵素固定化ゲル粒子（均質、

複合、および多孔質ゲル）を 8 分割したもの、Lipase PS Amano SD、sodium alginate、calcium 

alginate（5.2.1.節と同様の操作で作製）、および酵素固定化 calcium alginate（5.2.1.節で作製

したもの）とした。それぞれの試料を前処理として 50°C の乾燥機で真空ポンプ（ULVAC

社製 DTC-22、排気速度 0.02 m3/min（50Hz）、到達真空度 1.0×103 Pa）を用いて 48 h 真空

引きして乾燥させた（ただし、夜間は真空ポンプを停止した）。乾燥ゲル約 6 個（均質ゲ

ル：3.093 mg、複合ゲル：3.168 mg、多孔質ゲル：2.932 mg）、Lipase PS Amano SD（粉末

状、3.02 mg）、sodium alginate（粉末状、3.332 mg）、calcium alginate（フィルム状、2.745 mg）、

および酵素固定化 calcium alginate（フィルム状、0.836 mg）をクリンプセル（直径 6 mm、

高さ 1.5 mm、alminum 製）に入れ質量を測定した。試料を熱重量測定装置（島津製作所社

製 TGA-50H）に入れ、空気雰囲気下で 10°C/min で 600°C まで加熱し、試料の質量変化を

モニタリングした。 

5.2.5. GPC 分析 

Lipase PS Amano SD および 2 種類の sodium alginate（和光純薬製、粘度の規格 80－120 cP

および 300－400 cP）の平均分子量を GPC（gel permeation chromatograpghy）を用いて測定

した。カラムに昭和電工社製 OHpak SB-806M HQ、ガードカラム（不純物をトラップ）に

昭和電工社製 OHpak SB-G、および検出器に示差屈折率検出器（島津製作所製 RID–10A）

を用いた。移動相溶媒には、100 mol/m3 NaNO3水溶液を用いた。1 kg/m3 Lipase PS Amano SD

または 1 kg/m3 sodium alginate を含む NaNO3水溶液を 1 cm3/min で供給した。カラム温度

は 40°C、測定時間は 20 min とした。ピークトップ分子量が 6,100、9,600、21,100、47,100、

107,000、194,000、337,000、および 642,000 g/mol の pullulan を標準物質とした。0.02 kg/m3 

pullulan の NaNO3水溶液を用いて検量線を作成した。 

 

5.3. 結果および考察 

5.3.1. ゲルの粒子径分布と内部構造 

図 5-3 に、lipase を内包したマイクロカプセルの粒子径分布と外観を示す。粒子径分布

は個数基準頻度で表し、階級間隔は 10 μm である。マイクロカプセルの個数中位径 dm50

は 342 μm で、変動係数 CV は 11.2%だった。マイクロカプセル中の黒点は、lipase 試薬由

来の水に不溶性の物質（不純物）だと思われる。 

図 5-4に、酵素固定化均質ゲル粒子および酵素固定化複合ゲル粒子の粒子径分布を示す。

均質ゲル粒子の個数中位径 d50は 4.16 mm で、CV は 4.51%で単分散だった。送液したプレ

ゲル溶液の体積と時間から求めたプレゲル溶液の液滴径は 4.36 mm で、d50と同程度だっ
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た。複合ゲル粒子の個数中位径 d50は 4.42 mm で、CV は 2.42%で単分散だった。プレゲル

溶液の液滴径は 4.34 mm で、d50と同程度だった。 

図 5-5 に、酵素固定化均質ゲル粒子、複合ゲル粒子、および多孔質ゲル粒子を凍結乾燥

したものの SEM 写真を示す。どのゲル粒子も、凍結乾燥により直径が元の約 4 mm から

約 2 mm になり収縮した。均質ゲル粒子は、表面が凸凹していた。重合反応場に存在して

いた酵素は、高分子網目に疎密を生じさせたと考えられる。複合ゲル粒子は、短軸の長さ

が 100 μm 程度のいびつで皺のある粒子と表面が滑らかな連続部分が観察された。その粒 

 

 

図 5-3 lipase を内包したマイクロカプセルの粒子径分布と外観 

 

 

図 5-4 酵素固定化均質ゲル粒子（左）および酵素固定化複合ゲル粒子（右）の粒子径分

布と外観 
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子は、マイクロカプセルの大きさが 342 μm（図 5-3）で、試料ゲル粒子の直径が凍結乾燥

時に約半分になったことから、収縮したマイクロカプセルだと考えられる。滑らかな部分

はゲル相であり、均質構造であると考えられる。多孔質ゲル粒子は、複合ゲルと同様の構

造だった。このことをゲルの熱重量測定および sodium alginate の分子量測定の結果から議

論する。 

図 5-6 に、酵素固定化ゲル粒子（均質ゲル、複合ゲル、および多孔質ゲル粒子）、Lipase 

PS Amano SD、sodium alginate、calcium alginate、および酵素固定化 calcium alginate（それ

ぞれを 50°C で 2 日真空乾燥させたもの）の TG 測定結果を示す。縦軸の Weight [%]は TG

測定におけるサンプルの初期（室温）の質量に対するある温度での質量の割合を示す。均

質ゲルのWeightは、室温－200°Cでは緩やかに減少し、200°Cから著しく減少し始め、440°C

では数%、600°C では 0%だった。すなわち、600°C で PEGDA ゲルおよび lipase 試薬は全

て完全燃焼した。複合ゲルおよび多孔質ゲルの Weight は、室温－440°C では均質ゲルのそ

れと同様の挙動を示したが、440°C の約 10%から緩やかに減少し、500°C 付近でさらに減

少して 600°C でそれぞれ 1.62 および 1.45%だった。均質ゲル、および複合ゲルと多孔質ゲ

ルの Weight の変化の挙動は、440－520°C で明らかに異なった。Lipase PS Amano SD の

Weight は、室温－300°C では緩やかに減少し、300°C 付近で著しく減少し始めて、600°C

で 1.38%だった。sodium alginate の Weight は、230°C 付近で著しく減少し始めて、300°C

付近で緩やかになり、590°C で再び著しく減少して 600°C で 26.4%だった。sodium alginate

（(NaC6H7O6)n）中の Na の質量分率は、0.117 である。Na が空気中で水および CO2の存在

下で酸化反応すると Na2CO3が生成されると予測される。sodium alginate から Na2CO3が生

成した場合の質量分率は、0.267 である。calcium alginate の Weight は、酵素の有無によら

ずその変化の挙動が sodium alginate のそれと同様だったが、520°C で再び著しく減少して

600°C で約 23%だった。sodium alginate および calcium alginate では、600°C でも Na 酸化物

または Ca 酸化物が灰分として残留したと考えられる。440－520°C での均質ゲル、および 

 

 

図 5-5 酵素固定化均質ゲル粒子、複合ゲル粒子、および多孔質ゲル粒子を凍結乾燥した

ものの SEM 写真 
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複合ゲルと多孔質ゲルの Weight の異なる挙動は、複合および多孔質ゲルの内部に sodium 

alginate または calcium alginate が存在しているためといえる。 

表 5-1 に、sodium alginate および Lipase PS Amano SD の数平均分子量 Mn、重量平均分子

量 Mw、および多分散度 Mw/Mnを示す。sodium alginate の Mwは、約 670,000 g/mol だった。

マイクロカプセルは trisodium citrate により崩壊したと考えられるが、sodium alginate はそ

の大きさから均質構造の高分子網目を通過できずにゲル内に残留し、凍結乾燥時に集合体

になったと考えられる。Lipase PS Amano SD の GPC 分析では 2 つのピークが得られ、そ

れぞれの Mwは約 33,000 および 1,200 g/mol だった。lipase の分子量は、起源により異なる

が、数万－10 万程度である 6)（詳細は不明だが、クロマトグラフィーを用いて測定したと

思われる）。Mw =33,000 g/mol のものは lipase 由来で、Mw = 1,200 g/mol のものは Lipase 試

薬に含まれている dextran（glucose のみからなる多糖類）だと考えられる。 

図 5-7 に、FITC-labeled lipase を用いた合成直後の酵素固定化複合ゲル粒子、水洗浄後の

酵素固定化複合ゲル粒子、および多孔質ゲル粒子の CLSM 画像を示す。どのゲルにおい

ても直径が約 200 μm の球状のものと、その中にのみ緑色に蛍光した約 3 μm の斑点が確認

された。直径が約 200 μm の球状のものは、マイクロカプセルまたはマクロ孔だと考えら

れる。緑色に蛍光した斑点は FITC-labeled lipase であり、lipase はマイクロカプセルまたは

マクロ孔の中に包括固定されていることが明らかとなった。 

 

 

図 5-6 酵素固定化ゲル粒子（均質ゲル、複合ゲル、および多孔質ゲル粒子）、Lipase PS 

Amano SD、sodium alginate、calcium alginate、および酵素固定化 calcium alginate のそれぞ

れを 50°C で 2 日真空乾燥させたものの TG 測定結果 
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表 5-1 sodium alginate（2 種類の規格）および Lipase PS Amano SD の数平均分子量 Mn、

重量平均分子量 Mwおよび多分散度 Mw/Mn 

 
a 本研究で使用 

b 本研究で使用していない（参考） 

 

 

図 5-7 FITC-labeled lipase を用いた合成直後の酵素固定化複合ゲル粒子、水洗浄後の複合

ゲル粒子、および多孔質ゲル粒子の CLSM 画像 

 

5.3.2. ゲルの酵素反応特性 

図 5-8 に、酵素を添加しない系および酵素を添加した系の 25°C での p-NPA の加水分解

反応における p-NP の転化率の経時変化を示す。10 kg/m3 lipase 試薬を内包したマイクロカ

プセル 0.1 cm3を用いた p-NPA の加水分解反応を行ったところ、リン酸緩衝液中のマイク

ロカプセルは数分で溶解したため、実験を中止した。酵素を添加しない系の転化率は経時

的に増大し、p-NPA は自発的に加水分解した。酵素を添加した系の転化率は酵素の形態に

よらず経時的に増大した。酵素を添加した系の酵素量は、反応速度がそれぞれの系で同程

度になるように、そして酵素を添加しない系よりも速い反応速度が得られるように調整し

た。本実験系では p-NPA が酵素なしでも加水分解されるが、酵素を添加した系の反応初

速度 V0 [mol/(s･kg-Lipase PS)]は、自発的な p-NPA の加水分解を含んだ値とし、転化率が

Type of polymer run Number of Peak [-] Mn [g/mol] Mw [g/mol] Mw/Mn [-] 

sodium alginate (80－120 cP) a 

sodium alginate (80－120 cP) a 

sodium alginate (300－400 cP) b 

sodium alginate (300－400 cP) b 

1 

2 

1 

2 

1 

1 

1 

1 

282,000 

256,000 

429,000 

368,000 

681,000 

663,000 

834,000 

841,000 

2.42 

2.59 

1.93 

2.29 

Lipase PS Amano SD 

Lipase PS Amano SD 

Lipase PS Amano SD 

Lipase PS Amano SD 

1 

1 

2 

2 

2 (1st peak) 

2 (2nd peak) 

2 (1st peak) 

2 (2nd peak) 

16,700 

502 

15,900 

459 

33200 

1240 

32300 

1210 

1.98 

2.47 

2.03 

2.63 

 

as-synthesized composite gel composite gel macroporous gel
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5%以下となる p-NP の生成量 [mol]の経時変化の近似直線の傾きから求めた。 

図 5-9 に、種々の酵素固定化ゲル粒子を用いた 25°C での p-NPA の繰り返し加水分解反

応実験（S0 = 0.2 mol/m3）の単位 lipase 試薬質量あたりの反応初速度 V0を示す。均質ゲル

粒子、複合ゲル粒子、および多孔質ゲル粒子の V0は 1st－12th cycle で同程度だった。酵素

固定化ゲル粒子は、ゲルからの酵素の漏出がなく、繰り返し利用できることが示された。 

p-NPA の加水分解反応の反応速度解析を以下の Michaelis-Menten 式 6-8)を用いて行った。 

E + S ⇄ ES → E + P             (1) 

V = VmaxS/(Km + S)              (2) 

Km = (k-1 + k2)/k+1                 (3) 

ここで、E は酵素（lipase）、S は基質（p-NPA）、ES は酵素と基質の複合体、および P は

生成物（p-NP）である。Km [mol/m3]はミカエリス定数、k+1 [m3/(mol･s)]、k-1 [s-1]、および

k2 [s-1kg-Lipase PS -1]はそれぞれ ES の生成反応の正反応および逆反応、および P の生成反

応の正反応の反応速度定数である。Vmax [mol/(s･kg-Lipase PS)]は最大反応速度であり、Vmax 

= k2E0（E0 [mol/m3]は総括の（仕込みの）酵素濃度）で表される。また、Vmaxは、反応溶液

中の基質の濃度 S→∞のときの反応速度 V [mol/(s･kg-Lipase PS)]である。 

Kmおよび Vmaxは、反応溶液中の p-NPA の初濃度 S0の逆数に対して V0の逆数をプロッ 

トした、以下のいわゆる Lineweaver-Burk プロットの直線の傾きおよび y 切片の値から求

めた。 

1/V0 = (Km/Vmax) (1/S0) + 1/Vmax         (4) 

図 5-10 および表 5-2 に、フリー酵素および種々の酵素固定化ゲル粒子を用いた p-NPA 

 

図 5-8 酵素を添加しない系および酵素を添加した系（フリー酵素（0.01 mg）、均質ゲル

（lipase 試薬 0.45 mg 相当）、複合ゲル、および多孔質ゲル（lipase 試薬 0.54 mg 相当））の

25°C での p-NPA の加水分解反応（S0 = 0.2 mol/m3）における p-NPA の転化率の経時変化 
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の加水分解反応の Lineweaver-Burk プロット、および Vmaxおよび Kmを示す。Vmaxは、反応

溶液中の p-NPA の初濃度 S0→∞のときの反応速度である。Kmは、反応速度が Vmax/2 とな

るときの基質の濃度に相当し、種々の反応系で Vmax が同じであれば、Kmの値は小さい方

が物質生産にとって良い。フリー酵素の Vmaxはどの固定化酵素のそれよりも約 100 倍大き

く、フリー酵素の Kmは固定化酵素のそれと同じオーダーだった。フリー酵素は反応溶液

全体に分布するために基質との接触頻度が高く、固定化酵素はゲル中を通る基質の拡散抵

抗が生じて基質との接触頻度が低いと考えられる。 

固定化酵素の Vmaxおよび Kmについて述べる。均質ゲルの Vmaxは、複合および多孔質ゲ

ルのそれよりも約 1.5 倍大きかった。均質ゲルの Kmは、複合および多孔質ゲルのそれよ

り小さかった。つまり、均質ゲルは、複合ゲルおよび多孔質ゲルよりも反応を良く触媒し

ているといえる。酵素は、均質ゲルでは全域に存在しており、複合ゲルおよび多孔質ゲル

では局所（マイクロカプセルおよびマクロ孔の中）に存在している。p-NPA の加水分解反

応速度が速く、用いたゲルの大きさではどのゲルも中心部の酵素が働いていないと考えら

れる。したがって、ゲルの表面近傍の酵素量、すなわち酵素反応に有効な酵素量は均質ゲ

ルの方が複合および多孔質ゲルよりも多く、均質ゲルの単位 lipase 試薬量あたりの最大反

応速度が大きくなったと推測される。複合ゲルと多孔質ゲルでは多孔質ゲルの方が物質生

産にとって良いと予想したが、Vmax および Kmは同程度だった。この理由として、多孔質

ゲルのマクロ孔内に残存した sodium alginateが基質の拡散抵抗となっているためと推測さ

れる。 

 

 

図 5-9 種々の酵素固定化ゲル粒子（均質ゲル（lipase 試薬 0.45 mg 相当）、複合ゲル、お

よび多孔質ゲル（lipase 試薬 0.54 mg 相当））を用いた 25°C での p-NPA の繰り返し加水分

解反応（S0 = 0.2 mol/m3）の単位 lipase 試薬質量あたりの反応初速度 V0 
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図 5-10 フリー酵素（lipase 試薬 0.01 mg）および種々の酵素固定化ゲル粒子（均質ゲル

（lipase 試薬 0.45 mg 相当）、複合ゲル、および多孔質ゲル（lipase 試薬 0.54 mg 相当））を

用いた 25°C での p-NPA の加水分解反応の Lineweaver-Burk プロット 

 

表5-2 フリー酵素および種々の酵素固定化ゲル粒子均質ゲル粒子、複合ゲル粒子、およ

び多孔質ゲル粒子を用いた25°Cでのp-NPAの加水分解反応の最大反応速度Vmaxおよびミカ

エリス定数Km 

 

 

表5-3 フリー酵素および酵素固定化多孔質SBA-15粒子を用いた23°Cでのp-NPAの加水分

解反応の最大反応速度Vmaxおよびミカエリス定数Km
7)
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[mmol/(s･kg-Lipase PS)] 

Km 
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free lipase 1/V0 = 0.6771 (1/S0) + 1.061 0.9845 94.0 0.638 

non-porous gel 1/V0 = 0.6200 (1/S0) + 2.303 0.9196 0.956 0.269 

composite gel 1/V0 = 2.638 (1/S0) + 3.147 0.9539 0.607 0.873 

macroporous gel 1/V0 = 2.718 (1/S0) + 2.936 0.9878 0.628 0.926 
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図 5-11 に、25°C で 100 mol/m3 trisodium citrate 水溶液に所定時間浸漬した lipase 試薬を

用いた 25°C での p-NPA の加水分解反応の反応初速度 V0を示す。lipase は、24 h の浸漬で

も活性を維持した。多孔質ゲルの作製に用いた trisodium citrate 水溶液が lipase の活性に及

ぼす影響はないといえる。複合ゲルおよび多孔質ゲルの反応速度および繰り返し性能は同

程度であり、マイクロカプセルはリン酸緩衝液中で崩壊することから、複合ゲルのままで

も十分に酵素反応に適用できうる。 

p-NPA の加水分解反応の反応速度解析に関する既往の研究結果を示す。Jaladi らは、孔

径が 55 および 240Å、粒子径が約 2 μm のメソポーラスシリカ（SBA-15）に物理吸着させ

た Burkholderia cepacia lipase（天野エンザイム社製、純度 88.3%、lipase の起源は Lipase PS

と同じ）を用いて 23°C で反応を行った（表 5-3）7)。固定化酵素の Vmaxおよび Kmは、孔

径が 55 Å のものはそれぞれ 4.3×103 mmol/(s･kg-lipase)および 0.16 mol/m3、孔径が 240 Å の

ものはそれぞれ 14×103 mmol/(s･kg-lipase)および 0.26 mol/m3だった。フリー酵素のそれら

は、14×103 mmol/(s･kg-lipase)および 0.25 mol/m3だった。酵素の活性は、固定化によって

大きく低下することはなかった。固定化酵素の Vmaxの違いは基質の拡散速度の違いによる

ものと結論付けた。Pencreac'h らは、既製の粒子径 200－1000 μm の多孔質 polypropyrene

に物理吸着させた Pseudomonas cepacia lipase を用いて 37°C で反応を行った 8)。固定化酵

素の Vmaxおよび Kmはそれぞれ 0.048 mmol/(s･kg-lipase) および 0.9 mol/m3で、フリー酵素

のそれらはそれぞれ 0.15 mmol/(s･kg-lipase)および 0.87 mol/m3だった。Abuin らは、界面活

性剤 sodium 1,4-bis (2-ethylhexyl) sulfosuccinate を含む種々の有機溶媒に Mucor javanicus 

lipase を含む水溶液を添加したフリー酵素を用いて 25°C で反応を行い、Km は 1.0－3.4 

mol/m3だった（Vmaxは求めていない）9)。 

本研究の Vmaxおよび Kmを、lipase の起源および反応条件が類似の Jaladi らのそれらと比

較する。フリー酵素の Vmaxおよび Kmを比較する。本研究の Vmaxは、Jaladi らのそれの約

140 分の 1 だった。本研究の Vmaxは単位 Lipase 試薬量で除しており、Jaladi らは単位 lipase

量で除している。Lipase PS 中の lipase の含有量は 10%程度であることを勘案しても、本

研究の Vmaxは Jaladi らのそれよりも小さい。また、本研究の Kmは、Jaladi らのそれよりも

約 3 倍大きかった。これらは、lipase の Lot no.の違いによる活性の違いだと考えられる。

固定化酵素の Vmaxおよび Kmを比較する。本研究の Vmaxは、Jaladi らのそれよりも著しく

小さかった。これは、反応に用いた固定化担体の大きさの違いによるものと考えられる。

本研究の Kmは、Jaladi らのそれと同程度だった。本研究の固定化酵素は、k1が非常に小さ

いと考えられ、酵素と基質の接触頻度が低いと推測される。種々の大きさのゲル粒子を用

いた反応速度解析を行えば、酵素反応機構を解明できると考える。 

図 5-12 に、種々の濃度の TEMED および APS の重合反応場に所定時間曝された lipase

を用いた 25°C での p-NPA の加水分解反応の反応初速度 V0を示す。V0は、どの条件でも
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重合反応場に曝された時間の増大に伴い減少した。0 h の V0は、条件ごとに異なった。模

擬プレゲル溶液を調製してから吸光度の測定開始までに数分かかり、V0は測定開始から数

分までのデータを用いて求めた。lipase は、TEMED および APS と接触してから数分の間

にその一部が失活したと考えられる。24 h での TEMED:APS = 10:5、40:20、160:80 mol/m3

の応初速度は、それぞれ 0.183、0.331、および 0.274 nmol/s だった。TEMED、APS、およ 

 

 

図5-11 25°Cで100 mol/m3 trisodium citrate水溶液に所定時間浸漬した lipase試薬（10 kg/m3）

を用いた 25°C での p-NPA の加水分解反応（S0 = 0.2 mol/m3）の反応初速度 V0 

 

 

図 5-12 種々の濃度の TEMED および APS（TEMED:APS = 10:5、40:20、および 160:80 

mol/m3）の重合反応場（25°C）に所定時間曝された lipase 試薬（3 kg/m3）を用いた 25°C

での p-NPA の加水分解反応（S0 = 0.2 mol/m3）の反応初速度 V0 

 

0 5 10 15 20 25
0

25

50

 

 
V

0
 [

m
m

o
l/

(s
･

k
g
-L

ip
a

se
 P

S
)]

Contact time [h]

run1

run2

0 5 10 15 20 25
0

20

40

60

 

 

V
0
 [

m
m

o
l/

(s
･

k
g

-L
ip

a
se

 P
S

)]

Contact time [h]

TEMED:APS [mol/m
3
]

  10:  5

  40:20

160:40



 

57 

 

び lipase を含まない系では、p-NPA の自発的な加水分解の反応初速度が約 0.05 nmol/s だっ

た。したがって、lipase試薬を用いた系では、反応初速度が 0.05 nmol/sになったときに lipase

が完全に失活したといえる。lipase は、重合反応場に曝された瞬間から失活し始め、数時

間でほとんど失活しうる。 

 

5.4. 結言 

サスペンションゲル化法を用いて、複合および多孔質ゲルの合成と同時に酵素 lipase を

重合反応場に曝すことなくその calcium alginate マイクロカプセルおよび孔の中に包括固

定した酵素固定化複合ゲル粒子および多孔質ゲル粒子を開発した。ゲルの特性評価から、

以下の知見を得た。 

1) 静電噴霧法により個数中位径が約 230 μm の酵素を含むマイクロカプセル、および沈

降重合法により個数中位径が約 4 mmの単分散な酵素固定化均質ゲル粒子および複合

ゲル粒子を得た。 

2) ゲルの顕微鏡観察から、均質ゲルは高分子網目に疎密があること、複合ゲルにマイク

ロカプセルが内包されていること、および多孔質ゲルではマイクロカプセルが崩壊し

ているがゲル外に排出されていないことが明らかとなった。複合ゲルおよび多孔質ゲ

ル内で、lipase はマイクロカプセルおよびマクロ孔の中にのみ存在していることが明

らかとなった。 

3) 酵素固定化複合ゲル粒子および多孔質ゲル粒子は、p-NPA の加水分解反応を触媒し、

繰り返し利用できる。反応速度解析の結果、複合ゲルおよび多孔質ゲルに固定化され

た lipase の活性は、同程度だった。 

4) lipase は、重合反応場に曝された瞬間から失活し始め、数時間でほとんど失活した。

多孔質ゲルを作製するために用いる trisodium citrate は、lipase の活性に及ぼす影響は

ない。 
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6 章 油性媒体中で高活性を発現する酵素固定化両親媒性共重合ゲルの作製とエステル

化反応特性 

 

6.1. 緒言 

脂肪分解酵素の lipase は、一般に水中で触媒活性を示す。lipase は、油性媒体中におい

て沈殿、凝集するために基質と接触する機会が減少して見掛けの活性が減少し、さらに、

活性部位を内部に閉じ込める構造変化によって失活しうる 1)。このような欠点は、不溶性

の担体、例えば高分子ゲルへの固定化によって改善されうる。N-vinyl-2-pyrrolidone と

styrene 共重合ゲルに包括固定した lipase は、油性媒体中のエステル化反応で固定化してい

ないフリーlipase よりも高い活性を発現した 2)。親水性の 2-hydroxyethyl acrylate および疎

水性の dimethylsiloxaneの共重合ゲルに包括固定した酵素 horseradish peroxidase（HRP）は、

ゲル内の局所の親水部が酵素に至適な水環境を供し、疎水部が油性の基質および生成物の

拡散を容易にして、油性媒体中の酸化カップリング反応でフリーHRP よりも高い活性を

発現した 3)。 

本研究の目的は、油性媒体中での酵素反応において高活性を発現する新規な酵素固定化

高分子ゲルを開発することである。具体的には、感温性と両親媒性の性質をもつ

N-isopropylacrylamide（NIPA）ゲルに親水性モノマーの poly(ethylene glycol) methyl ether 

acrylate（PEGMEA）を共重合した NIPA-co-PEGMEA ゲルを提案する。poly(NIPA)を用い

る狙いは、以下の 2 点がある。ゲルの合成時の溶媒を水とすれば、ゲルの合成と同時にゲ

ル内への酵素の分散した固定化を容易に行える。ゲルを酵素反応へ適用する時には、まず

転移温度（約 33°C）以上で疎水性となる NIPA ゲルは油性媒体を吸収でき、その後は使用

温度によらず（転移温度以下でも）疎水性の分子がゲル内外へ拡散できるようになる。

NIPA ゲルへの PEGMEA の導入の狙いは、油性媒体を吸収したゲルの局所を保水状態にし

て酵素に至適な水環境を提供しその活性および安定性を高めることである。さらに、油性

媒体を吸収したゲル内の親水性の poly(ethylene glycol)部分は、それ同士がチャンネルを形

成し、エステル化反応で副生成する水をゲル外へ排出しうる 3,4)。 

本研究のモデル酵素反応系は、バイオディーゼル燃料の生産を指向して lipase を用いた

oleic acid と ethanol のエステル化反応とした（ C9H18=C8H15COOH＋ C2H5OH → 

C9H18=C8H15COOC2H5＋H2O）。種々のモノマー濃度の酵素固定化 NIPA-co-PEGMEA ゲルを

作製した。ゲルの水中および反応溶液（油性媒体）中での膨潤特性、フリー酵素の試薬耐

性、および酵素固定化ゲルの反応特性（温度依存性および繰り返し性能）を調査した。 
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6.2. 実験方法 

6.2.1. 酵素固定化 NIPA-co-PEGMEA ゲルの作製 

ゲルの合成は、以下の手順のフリーラジカル重合により行った。溶媒は水を用いた。モ

ノマーの NIPA、コモノマーの PEGMEA、架橋剤の N,N’-methylenebisacrylamide（MBAA）、

重合促進剤の N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine（TEMED）、および lipase 試薬を含むモ

ノマー水溶液 20 cm3 をビーカーに調製した。lipase 試薬には天野エンザイム株式会社製

Lipase PS Amano SD（lipase（約 10%）と dextrin（約 90%）の混合物）を用いた。重合開

始剤の ammonium peroxodisulfate（APS）を含む開始剤水溶液 5 cm3をメスフラスコに調製

した。モノマー水溶液 6 cm3を試験管 3 本にそれぞれ仕込んだ。モノマー水溶液を 10°C

の恒温槽で、開始剤水溶液を室温でそれぞれ 1 h 窒素パージした。注射器を用いて開始剤

水溶液 0.6 cm3をモノマー水溶液に注入し、試験管ミキサーにより 20 sec 撹拌した。プレ

ゲル水溶液の組成は、NIPA:PEGMEA = 1000:0、990:10、950:50、900:100、または 800:200 

mol/m3、MBAA:TEMED:APS = 200:40:4 mol/m3、および Lipase PS Amano SD = 64 kg/m3と

した。アクリル製のウェルプレート（5×2 mm の孔 64 個）3 個にプレゲル水溶液を流し

込み、その上部をプレートで蓋をして密閉状態にして、10°C の恒温槽に 24 h 静置した。

合成したゲルを水に浸し、1 日毎の水の交換を 3 回行い洗浄した。洗浄に用いた合計 300 

cm3の水中のタンパク質の量は、Lowry 法で検出されないレベルだった。したがって、酵

素はゲルから漏出しないといえる。ゲルを大気下･室温で乾燥させたものを用意した。 

ゲルの膨潤特性を調べた。ゲルをガラス製バイアル内の水に浸し、恒温槽で温度制御し

て 20°C から段階的に 60°C まで昇温した。所定温度で 1 日静置したゲルを取り出して定規

とともに写真撮影し、画像解析によりゲルの直径（膨潤径）を求めた。また、乾燥ゲルを

ガラス製バイアル内の酵素反応溶液（oleic acid 2 g および ethanol 0.2 g）に浸し、40°C の

恒温槽に静置し、所定時間にゲルを写真撮影して膨潤径を求めた。 

6.2.2. oleic acid と ethanol のエステル化反応実験 

実験は回分操作で行った。ガラス製バイアルに oleic acid 10 g および乾燥した酵素固定

化ゲル 20 個（lipase 試薬 0.05 g 相当）を仕込んだ。バイアルを 40°C の恒温槽に 1 日静置

し、ゲルを oleic acid で膨潤させた。その後、ethanol 1 g を加え、所定温度（20、30、40

および 50°C）に制御して、マグネチックスターラーで撹拌しながら酵素反応を行った。

撹拌子によるゲルの破壊を防ぐため、網を設置してその上にゲルを置いた。所定時間に反

応溶液 0.04 g を採取し、methanol 5 g で希釈した。この試料をガスクロマトグラフ（島津

製作所社製 GC-2025）で分析して oleic acid および ethyl oleate の濃度（COAおよび CEO）を

求め、oleic acid の ethyl oleate への転化率（= 100 CEO/(COA + CEO)）を算出した。酵素応終

了後、ゲルの表面をキムワイプで拭いて、新しい反応溶液に仕込んで繰り返し酵素反応実

験を行った。同様の操作でフリー酵素を用いて反応実験を行った。具体的には、ガラス製
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バイアルに lipase 試薬 0.05 g または lipase 試薬および水 0.2 g を仕込み、oleic acid 10 g お

よび ethanol 1 g を添加し酵素反応を開始した。 

フリー酵素の試薬耐性試験を行った。ガラス製バイアルに lipase 試薬 0.05 g を仕込み、

3 セットを用意した。次いで、oleic acid 10 g（バイアル(i)）、ethanol 1 g（バイアル(ii)）、

または ethyl oleate 1.5 g（バイアル(iii)）を添加した。それを 20、30、40 および 50°C の恒

温槽に入れてマグネチックスターラーで撹拌しながら 7 日または 28 日置いた。その後、

バイアル(i)に ethanol 1 g および水 0.2 g、バイアル(ii)に oleic acid 10 g および水 0.2 g、バイ

アル(iii)に oleic acid 10 g、ethanol 1 g、および水 0.2 g を加えて酵素反応を開始した。ethyl 

oleate に浸漬した lipase の対照実験として、未処理の lipase 試薬に oleic acid 10 g、ethanol 1 

g、ethyl oleate 1.5 g、および水 0.2 g を添加した実験も行った。 

 

6.3. 結果および考察 

6.3.1. ゲルの膨潤特性 

図 6-1 に、所定温度における種々のモノマー濃度の酵素固定化 NIPA-co-PEGMEA ゲル

の水中の膨潤径を示す。酵素固定化 NIPA ゲルの膨潤径は、昇温に伴い減少した（降温に

伴い増大する可逆性あり）。NIPA ゲルは、約 33°C の転移温度を境にして親・疎水転移を

起こして膨潤・収縮の体積相転移を起こすことが知られている 5)。酵素固定化 NIPA ゲル

の温度変化に応答する体積変化は、通常の NIPAゲルの体積相転移に比べて緩やかだった。

これは、親水性の酵素が疎水性の NIPA ゲルの水を排除しようとする作用を阻害したため

と考えられる。酵素固定化 NIPA-co-PEGMEA ゲルは、どの組成のゲルも感温性を示した。

ゲルの体積変化が緩やかなので転移温度を明確に決定できないが、ゲルの転移温度および 

 

 

図6-1 所定温度における種々のモノマー濃度の酵素固定化NIPA-co-PEGMEAゲルの水中

の膨潤径 
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大きさはゲル中の親水性の PEGMEA 量の増大に伴い増大する傾向があった。 

図 6-2 に、種々のモノマー濃度の酵素固定化 NIPA-co-PEGMEA ゲル（初期状態は乾燥）

の 30 および 40°C の反応溶液（oleic acid 10 g および ethanol 1 g）中の膨潤径の経時変化を

示す。ゲルは、どの組成でも 30 および 40°C の反応溶液中で膨潤した。なお、NIPA:PEGMEA 

= 950: 50 mol/m3のゲルは、oleic acid 中で 30°C では膨潤しなかったが、40°C では膨潤した

（図なし）。30°Cでは反応溶液中の ethanolが oleic acidのゲル内への拡散を促進しており、

40°C では poly(NIPA)が疎水性のためにゲルが oleic acid を吸収できると考えられる。 

30°C の反応溶液中のゲルの膨潤速度は、PEGMEA 濃度の増大に伴い速くなった。

PEGMEA = 100 および 200 mol/m3のゲルの膨潤径は、72－96 h にかけて減少した。96 h の

とき、PEGMEA = 100 および 200 mol/m3のゲルは透明で反応溶液中に相分離した水相がな

かったが、PEGMEA = 50 mol/m3以下のゲルは白色で相分離した水相が観察された。本実

験系では、ゲルの膨潤と同時に酵素反応が進行して水が副生成する。PEGMEA = 100 およ

び 200 mol/m3のゲルは、親水性の PEGMEA が水を保持したと考えられる。 

40°C の反応溶液中のゲルの膨潤速度は、NIPA:PEGMEA = 800:200 mol/m3が最も速く、

それ以外の組成では同程度だった。NIPA:PEGMEA = 800:200 mol/m3のゲルは、8 h で自発

的に表面に亀裂が生じ、24 h で全体がばらばらに砕けた。40°C の NIPA-co-PEGMEA ゲル

では、疎水性の poly(NIPA)が水を排除しようとし、親水性の PEGMEA が水を保持しよう

とする。PEGMEA の量が多いゲルでは、後者の作用が強くなりゲルが崩壊すると考えら

れる。96 h のゲルの外観はどの組成のものも黄色で、NIPA ゲルは濁っており、PEGMEA

濃度の増大に伴い透明度が高くなった。なお、反応溶液は 40°C で濃い黄色だった（30°C

では薄い黄色）。どのゲルの反応溶液中でも相分離した水相が観察された。疎水性の

poly(NIPA)が、水をゲル外へ排除したと考えられる。 

 

 

図 6-2 種々のモノマー濃度の酵素固定化 NIPA-co-PEGMEA ゲル（初期状態は乾燥）の

30 および 40°C の反応溶液（oleic acid 2 g および ethanol 0.2 g）中の膨潤径の経時変化 
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6.3.2. 酵素反応特性 

図 6-3 に、フリー酵素を用いた 40°C での酵素反応実験における oleic acid の転化率の経

時変化（水を添加していない系および 0.2 g の水を添加した系）を示す。水を添加してい

ない系の撹拌下の反応溶液中の酵素は、バイアルの底に堆積するものと、小さな凝集体と

して分散するものがあった（反応が進行して水が副生成して相分離するとバイアルの底で

粘着性のある塊状のものを生じた）。水を添加した系の撹拌下の反応溶液中の酵素は、水

を含んだ状態でバイアルの底で粘着性のある塊状になるものと、水滴と一緒に溶液中に分

散するものがあった。反応溶液の撹拌を止めると、酵素は水の有無によらず 10 min 程度

は懸濁しており、12 h 以上では完全に沈降した。水を添加していない系の転化率は、72 h

までは経時的に緩やかに増大し、72 h 以降から著しく増大して約 52%で一定になった（200 

h）。水を添加した系のそれは、反応開始から著しく増大し、52 h で 52%に達して一定にな

った。lipase は油水界面に吸着してその活性が増大することが知られている 6)。本実験系

においてもそのような挙動が示された。水を添加していない系の転化率が 72 h で著しく

増大した原因は、酵素反応で副生成した水が酵素の活性を増大させたためと考えられる。 

図 6-4 に、所定温度で所定時間 oleic acid または ethanol に浸漬したフリー酵素を用いた

40°C での酵素反応実験における oleic acid の転化率の経時変化を示す。所定時間 oleic acid

に浸漬した lipase はどの条件においても浸漬していない lipase（図 3 の水を添加した系）

と同程度の活性を示した。lipase と oleic acid の接触が lipase の活性に及ぼす影響はないと

いえる。ethanol に 7 日浸漬した場合の 96 h の転化率は、20°C で 49.3%、30°C で 42.8%、

40°C で 33.6%、および 50oC で 30.1%だった。ethanol に 28 日浸漬した場合のそれは、20°C

で 38.3%、30°C で 27.0%、40°C で 9.4%、および 50°C で 8.7%だった。反応速度は、lipase

を ethanol に浸漬する温度および時間の増大に伴い減少した。極性の高い有機溶媒は、酵

素の周辺の水を奪い、その活性を低下させることが知られている 7,8)。本実験系では、極

性の高い ethanol が lipase の構造を変化させて失活させると考えられる。 

図 5 に、40oC で所定時間 ethyl oleate に浸漬したフリー酵素を用いた 40°C での酵素反応

実験における oleic acid の転化率の経時変化を示す。フリー酵素の反応速度は、7 日浸漬し

ても低下しなかったが、28 日浸漬したら著しく低下した。lipase は、失活したと考えられ

る。また、反応溶液に生成物の ethyl oleate を予め添加した系の反応速度は、通常の系（図

3 の水を添加した系）の 20%程度で遅かった。酵素反応開始時から生成物の ethyl oleate と

水が存在していると、エステル化反応の逆反応が促進されると考えられる。 

図 6-6 に、フリー酵素および種々のモノマー濃度の酵素固定化ゲルの 40°C での酵素反

応実験における oleic acid の転化率の経時変化を示す。酵素固定化ゲルの転化率は、経時

的に増大し、どの組成のゲルも 96 h でおよそ 50%に達した。種々の組成のゲルの反応速

度はほとんど同程度だったが、NIPA:PEGMEA = 800:200 および 950:50 mol/m3のゲルは他
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のものより少し速かった。酵素固定化ゲルの反応速度は、いずれもフリー酵素のそれより

も速かった。フリー酵素は、撹拌下の反応溶液中でバイアルの底に堆積していたのでその

ほんの一部が反応に関与したと考えられる。ゲル中の lipase は、分散して固定化されてお

りその大部分が反応に関与したと考えられる。NIPA:PEGMEA = 800:200 mol/m3のゲルは、

図 1 のゲルの膨潤速度で述べたように酵素反応中に崩壊した。 

 

 

図 6-3 フリー酵素を用いた 40°C での酵素反応実験における oleic acid の転化率の経時変

化（水を添加していない系および 0.2 g の水を添加した系） 

 

 

図 6-4 所定温度で所定時間（a）oleic acid または（b）ethanol に浸漬したフリー酵素を用

いた 40°C での酵素反応実験における oleic acid の転化率の経時変化 
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図 6-5 40°C で所定時間 ethyl oleate に浸漬したフリー酵素を用いた 40°C での酵素反応実

験における oleic acid の転化率の経時変化 

 

 

図 6-6 フリー酵素（図 3 の水を添加していない系と同じもの）および種々のモノマー濃

度の酵素固定化ゲルの 40°C での酵素反応実験における oleic acid の転化率の経時変化 
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図 6-7 に、種々のモノマー濃度の酵素固定化ゲルの 40°C での繰り返し酵素反応実験に

おける oleic acid の転化率の経時変化を示す。NIPA:PEGMEA = 1000:0 および 990:10 mol/m3

の酵素固定化ゲルの反応速度は、繰り返し利用するごとに低下した。NIPA:PEGMEA = 

900:100 mol/m3の酵素固定化ゲルの反応速度は、1st－4th cycle では同程度で、5th cycle で

低下した。NIPA:PEGMEA = 950:50 mol/m3の酵素固定化ゲルの反応速度は、1st－5th cycle

で同程度だった。転化率および繰り返し利用性能の観点から、NIPA:PEGMEA = 950:50 

mol/m3 のゲルが優れていた。Affleck らは、油性媒体中の少量で適量の水は lipase の活性

部位の構造の自由度を増大させてその活性を増大させるが、過剰量の水は lipase の構造を

変化させて活性を減少させると報告した 9)。Murakata らは、油性媒体中のエステル化反応

において lipase を固定化した NIPA ゲルの内部および周囲に適量の水が存在するときにそ

の活性が最大になると報告した 10)。本実験結果および報告から、ゲル担体中の親水性と疎

水性のバランスが固定化 lipase の活性および安定性に大きく影響すると考えられ、

NIPA:PEGMEA = 950:50 mol/m3のゲルはそのバランスが最も優れた担体といえる。 

図 6-8 に、フリー酵素および NIPA:PEGMEA = 950:50 mol/m3の酵素固定化ゲルを用いた

種々の温度（20、30、40、および 50°C）での繰り返し酵素反応実験における oleic acid の

転化率の経時変化を示す。フリー酵素の 20、30、40、および 50°C の 200 h の転化率はそ

れぞれ 24、45、52、および 38%であり、その反応速度は 40°C で最も速かった。この実験

結果は、Lipase PS Amano SD の活性が 35－70°C では温度の上昇に伴い増大し、40°C 以下

では所定温度に 60 min 置いても低下しないという製品情報と一致した。1st cycle の固定化

酵素の活性は、20°C で低く、30－50°C で同程度だった。繰り返し利用した時の固定化酵

素の活性は、20－40°C では低下しなかったが、50°C では 5 th cycle で低下した。固定化酵

素の活性に及ぼす温度の影響は、フリー酵素のそれと同程度だった。 
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図 6-7 種々のモノマー濃度の酵素固定化ゲルの 40°C での繰り返し酵素反応実験におけ

る oleic acid の転化率の経時変化 
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図 6-8 フリー酵素および NIPA:PEGMEA = 950:50 mol/m3の酵素固定化ゲルを用いた種々

の温度（20、30、40、および 50°C）での繰り返し酵素反応実験における oleic acid の転化

率の経時変化 

 

6.4. 結言 

ゲルの合成（溶媒は水）と同時にゲル内に酵素を分散して固定化でき、油性媒体中の反

応に適用でき、さらに酵素へ至適な水環境を提供できる酵素固定化 NIPA-co-PEGMEA ゲ
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吸収して膨潤する。ゲル中の PEGMEA の量を多くすると、反応溶液中で膨潤する過

程で崩壊する。 

3) フリー酵素反応において、油性の酵素反応溶液に水を少量添加することで lipase の活

性は著しく増大する。lipase は、oleic acid との接触では失活しないが、ethanol および

ethyl oleate との接触で失活する。 

4) 酵素固定化NIPA-co-PEGMEAゲルの反応速度は、フリー酵素のそれよりも速かった。

これは、lipase がゲル内で分散して固定化された効果によるものと考えられる。 

5) 調査したゲルの組成の中で NIPA:PEGMEA 950:50 mol/m3のゲルの性能（反応速度、繰

り返し利用）が最も良く、ゲル内の親水性と疎水性のバランスが lipase の活性に至適

といえる。 

6) 酵素固定化 NIPA-co-PEGMEA ゲルを用いた酵素反応の温度は、30°C 程度とするのが

良い。20°C では反応速度が遅く、50°C 以上では繰り返し使用により酵素が失活する。 
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7 章 総括 

本研究では、高分子ゲルの多孔質構造の制御および機能性高分子の適用の 2 つの観点か

ら、高性能な酵素固定化高分子ゲルを開発した。酵素の固定化手法に着目し、酵素を温和

な条件で固定化してその失活を最小限に留め、反応への適用時には固定化酵素の活性が最

大限に発現できうる酵素の新規な包括固定法を開発した。 

第 1 章では、酵素の固定技術と工業的な応用についてまとめた。特に、近年の多孔質ゲ

ルおよび機能性ゲルを担体に用いた固定化酵素に関する研究を調査してまとめた。 

第 2 章では、O/W エマルションゲル化法を用いて多孔質ハイドロゲルの合成と同時に

油滴を介して lipaseを重合反応場に曝すことなくその孔の中に包括固定した新規な酵素固

定化多孔質 poly(ethylene glycol) methyl ether acrylate（PEGMEA）ハイドロゲルを開発した。

triacetin の加水分解反応を行い、多孔質ゲルに固定化された酵素の活性は、担体に未固定

のフリー酵素のそれと同程度であり、均質ゲルに固定化された酵素のそれと比べて極めて

高かった。 

第 3 章では、W/O エマルションゲル化法を用いて多孔質オルガノゲルの合成と同時に

水滴を介して lipase を重合反応場に曝すことなくその孔の中に包括固定し、油性媒体中で

使用できる酵素固定化多孔質 2-ethylhexylacrylate オルガノゲルを開発した。propylacetate

と 1-pentanolのエステル交換反応において、固定化酵素はフリー酵素より高い活性を示し、

繰り返し利用可能だった。 

第 4 章では、サスペンションゲル化法を用いて calcium alginate マイクロカプセルを内包

または鋳型とし、線状 poly(NIPA)を添加することで semi-IPN 構造と呼ばれる NIPA 複合ハ

イドロゲルおよび多孔質ハイドロゲルを作製した。開発したゲルの構造と膨潤および力学

的特性の関係性を解明した。 

第 5 章では、4 章で開発したサスペンションゲル化法を応用して、多孔質ハイドロゲル

の合成と同時にマイクロカプセルを介して lipaseを重合反応場に曝すことなくその孔の中

に包括固定した酵素固定化複合および多孔質 polyethylene glycol diacrylate ゲル粒子を開発

する。p-nitrophenyl acetate の加水分解反応において、反応速度解析を行い、酵素活性を評

価した。 

第 6 章では、ゲルの合成（溶媒は水）と同時にゲル内に酵素 lipase を分散して固定化で

き、油性媒体中の反応に適用でき、さらに lipase へ至適な水環境を提供できる

NIPA-co-PEGMEA ゲル（NIPA; N-isopropylacrylamide）を開発した。oleic acid と ethanol の

エステル化反応において、固定化酵素は担体に未固定のフリー酵素より高い活性を示し、

繰り返し利用可能だった。 

最後に、本研究成果の今後の展望を述べる。本研究では、水媒体および油性媒体中の酵

素反応で高活性を発現する酵素固定化高分子ゲルを開発した。提案した孔の鋳型を介して
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酵素を多孔質ゲルのマクロ孔に包括する技術、および機能性高分子の適用によりゲルの合

成を水媒体で行い酵素を分散して包括固定でき、油性媒体に溶媒置換して反応に供するこ

とができるオルガノゲルの作製技術は、あらゆる種類の酵素および高分子に適用できる。

したがって、開発した酵素固定化高分子ゲルの作製技術は、本研究以外の工業的に有用な

反応系に容易に導入できる。今後、開発した酵素固定化高分子ゲルおよびその作製技術を

応用･実用化するために、ゲル粒子の固定層を用いた連続酵素反応（year オーダーの使用）

への適用可能性の検証、反応速度解析と反応メカニズムの解明、反応モデルおよび拡散モ

デルに基づく反応プロセスの設計指針の構築を行うことが肝要と考える。 
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