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Summary

　Enzymatic reaction can provide many useful catalytic properties such as substrate selectivity, 
functional group selectivity, stereospecificity, stereoselectivity, regioselectivity, enhanced 
activity at low temperature (often at about room temperature)  and so on

1)
.  Enzyme can also 

sometimes catalyze complex multi-stage reactions integrating into one step, for example ethanol 
production from cellulosic biomass by using arming yeast

2)
.  Such useful catalytic enzyme, 

however,  is usually considerably expensive.  Therefore, it is significant for the enzyme to 
easily be separated from reaction products for repeated-use.  Immobilizing the enzyme in 
supporting carriers is a typical method for the easy separation.  Though, entrapment of the 
enzyme in various polymers is one of useful techniques for immobilization, part of the enzyme 
in the supporting carriers can leak out in some cases. In this study, we tried to use the enzyme 
repeatedly keeping the high reaction activity by entrapping in a polymer containing isocyanate 
function groups.

要　旨

　酵素を用いた化学反応は基質特異性、反応選択性、立体特異性、立体選択性、位置選択性および最適反応温

度が室温に近いなどの多くの特長を有する
１）
。また、セルラーゼアーミング酵母

２）
を用いたセルロース系バイオマ

スからのエタノール生産の例のように複雑な多段階反応が可能なケースもあり、活用すべき利点は多い。しかし、

酵素自身が高価な場合が多く、工業生産への応用を目指す場合は、酵素と生産物を容易に分離して、酵素を繰

り返し使用できることが極めて重要となる。代表的な分離手法として担体を用いた酵素の固定化が挙げられ

る。樹脂を用いた包括固定化もその一つであるが、固定化対象である酵素の種類によっては固定化後も酵素

の一部が担体外に漏出するという問題があった。本研究でイソシアネート基を有するポリマー中に酵素を固定

化することで、高い酵素活性を維持しながら容易に生成物と酵素とを分離できることがわかった。この技術を

応用することで、酵素の効率的な再利用が可能になったので報告する。
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１. 緒　言

　一般的に、酵素は特定の構造を有する化合物（基質）に対

して特異的に作用し、立体選択的、位置選択的およびエナン

チオ選択的に特定の反応のみの触媒として作用する性質が

あるため、酵素反応は副生成物が少なく生成物の純度が高

いので、精製コストを抑えることが可能である。また、多くの

場合は常温、常圧、中性付近の温和な反応条件下でも高い

触媒活性を示すため、加熱や加圧などに要するエネルギー

を大幅に低減でき工業上の大きな利点も有する。

　しかし、酵素は複雑な構造を持つタンパク質であるため、

有機溶媒、酸、アルカリや熱などの外的因子によって不可逆

的な構造変化を受けると不活性な状態となる（失活する）。

通常、効率的に化学反応を進めようとする場合、酵素の置か

れる環境は本来その酵素が存在している生体内とは大きく

異なることが多い。その様な環境下では酵素は不安定で
３）
、

触媒活性も低下する。従って、酵素は本来その酵素が存在

する環境に近い、限られた条件下でしか用いることができな

い場合がある
４）
。

　更に、工業化の大きな課題となるのが酵素の価格である。

近年、遺伝子工学の発展に伴って、本来は生産効率の極めて

低い酵素も安価・安全で生育が早い大腸菌や酵母などの有

用微生物を用いて大量かつ効率的に得られるようになって

きた。しかし、依然として精製段階では多くの費用がかかり、

結果的に目的生成物が高価格になることは否定できない。

このため、目的生成物の生産コストを低く抑えるためには何

らかの方法で使用後の酵素と生成物とを分離し、酵素を再

利用することが求められる。両者の分離だけであれば限外

濾過膜を用いれば可能であり、実際に安定性の高い酵素の

回収・再利用では上記の濾過で対応しているケースもある。

しかし既に述べた失活の問題は濾過では解決することがで

きないため、酵素の種類によっては失活そのものを抑制する

手法が必要である。

　担体を用いた酵素の固定化は上記の失活と分離の困難

さという二つの欠点を解決するための有効な手法であり、

図1
４）
に示したように、担体結合法、包括法や架橋法など数

多くの固定化方法が提案されている。個々の固定化方法は

それぞれ長短所を持っている。例えば、担体結合法では酵

素を比較的漏れなく固定化できる反面、固定化操作が煩雑

であるという問題点がある。包括法では簡便に固定化でき

る反面、酵素によっては一度担体に保持されたものが再度

漏出する場合がある。

　本研究ではプレポリマーを用いた包括法を検討した。

包括法の短所である酵素の漏出を抑制する目的でプレポ

リマーに官能基（イソシアネート基）を導入した水硬性樹

脂によって、簡便かつ酵素の漏出の少ない固定化方法を

確立した。

共有結合法

格子型 マイクロカプセル型 リポソーム法
〔包 括 法〕

酵素、菌体など

補酵素、エフェクターなど

スペーサ〔架 橋 法〕

物理的吸着法
〔担体結合法〕

（田中渥夫：“酵素工学概論” より転載）

図１　種々の酵素固定化方法

イオン結合法 生化学的特異結合法

逆ミセル法
〔包 括 法〕

トケン10.14.indd   18トケン10.14.indd   18 10/11/22   14:3210/11/22   14:32



19 塗料の研究　No.152  Oct.  2010

報　

文

酵素の固定化および固定化した酵素の再利用適性

２．実　験
　

　2.1  ラジカル硬化包括法

　イソシアネート基導入の比較実験として、炭素－炭素二重

結合以外の官能基を持たない一般的なラジカル硬化性樹脂

を用いて酵素の固定化を行った。酵素を固定化した試料は

ラジカル硬化性樹脂の水溶液６０ g に対しアミノ酸加水分解

酵素１ g（比活性１２３００  U / mg、１Uは３０分間に１ μmolの基

質を加水分解する活性単位）を添加し、高圧水銀灯で紫外

線を照射して硬化させた後、剃刀で切断して厚さ約２ mmの

シート状の含水ゲル担体として調製した。

　2.2  水硬性樹脂による酵素の固定化

　水硬性樹脂により酵素を固定化した試料は、図2に示した

分子構造の水硬性樹脂（水と混合することで自己架橋によ

り硬化する性質を持つ樹脂）の水溶液６０ g に対しアミノ酸

加水分解酵素１ gを添加し、室温で４５分間放置して硬化さ

せ、剃刀で切断して厚さ約２ mmのシート状の含水ゲル担体

として調製した。

　2.3  酵素固定化率の測定

　調製した担体５ gを２５ ml の蒸留水と共にフラスコへ入れ

て、３０ ℃ で２４時間振盪させた。経時でサンプリングを行

い、BCA法（ビシンコニン酸と銅の錯体がタンパク質と結

合する際に吸光度が変化する特性を利用したタンパク質の

定量方法、Thermo Fisher Scientifi c社製「BCA™  Protein 

Assay Kit」を使用）によってサンプル中の酵素濃度を測定

し、測定結果から下記の計算式を用いて酵素固定化率を

求めた。

　 2.4  水硬性樹脂によるインベルターゼの固定化

　水硬性樹脂によりインベルターゼを固定化した試料は水

硬性樹脂の水溶液１８ g に対しインベルターゼ（正式名：β

-Fructofranosidase、EC3.2.1.26）溶液1.78 ml（比活性４  U/

ml、１ UはpH 4.0・反応温度 ２０ ℃ の条件下で３０分間に１ g

のスクロースを加水分解する活性単位）を添加し、室温で４５

分間放置して硬化させた後、剃刀で切断して厚さ約２ mmの

シート状の含水ゲル担体として調製した。

　2.5  水硬性樹脂で固定化したインベルターゼを用いた

           繰り返し反応実験

　インベルターゼは２糖のスクロースを単糖であるグルコー

スとフルクトースに加水分解する酵素
５）
であり、転化糖の製

造等の食品工業用途に広く用いられている。本検討では、

この反応を利用してインベターゼの活性を評価した。具

体的には、フラスコに４ gの水硬性樹脂で固定化したインベ

ルターゼ（インベルターゼとして１.４ U含有）と２５ ml の ２０ 

wt％ スクロース水溶液とを入れ、インベルターゼの安定化

剤として０.１ mol/l の１,４-ジチオスレイトール（DTT）を添加し

た後、３０ ℃で２４時間振盪させ、和光純薬製 ｢グルコースCⅡ

－テストワコー｣（グルコースオキシダーゼによる発色を用い

たグルコース定量キット）で測定した溶液中のグルコース濃

度より反応率を求めた。反応に使用した水硬性樹脂で固定

化したインベルターゼは目開き約２ mmのステンレス製金網

のザルを用いて反応溶液から分離・回収した後、２５ mlの蒸

留水に浸漬して５℃で約１２時間静置洗浄してから次の反

応に用いた（図3）。

O＝C=N N＝C=O

図２　水硬性樹脂の構造

イソシアネート基 親水性の樹脂骨格 イソシアネート基

インベルターゼによるスクロースの加水分解反応

＋ H2O ＋

20 wt% スクロース溶液

図３　繰り返し反応の手順

水硬樹脂固定化
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　2.6  過酷な条件下での繰り返し反応実験

　固定化するインベルターゼ量を担体４ g当たり０．１４ U、反

応温度を５５ ℃ としたこと以外は２.５と同様にして水硬性樹

脂で固定化したインベルターゼを用いた繰り返し反応を行っ

た。

３．結果および考察

　3.1  包括法で固定化した酵素の固定化率

　包括法で固定化した酵素を蒸留水中で振盪させ固定化

率の経時変化を測定した。ラジカル硬化性樹脂を固定化に

用いた場合の結果を図4に示した。今回用いたアミノ酸加

水分解酵素では、固定化率は振盪時間とともに減少し、２４

時間後には５３％まで減少した。包括法で用いたラジカル

硬化性樹脂は酵素と反応する官能基を持たないため、酵素

の分子サイズが小さい、酵素と樹脂との親和性が低い等の

理由で固定化後に酵素の一部分が漏出したと思われる。

　3.2  水硬性樹脂で固定化した酵素の固定化率

　酵素の固定化率を高めるために末端にイソシアネート基

を有する水硬性樹脂を用いて加水分解酵素の固定化を行っ

た。固定化に水硬性樹脂を用いた場合の結果を図4に示し

た。ラジカル硬化性樹脂を使用して包括法で固定化した結

果とは異なり、２４時間振盪後でも９０％以上の高い固定化

率を維持した。これは酵素の表面に存在する水酸基やアミ

ノ基などの一部と水硬性樹脂のイソシアネート基が共有結

合を形成したためと思われる。今後、酵素の表面とイソシア

ネート基との結合形態等の解析が必要である。

　3.3  水硬性樹脂で固定化したインベルターゼを用いた

           繰り返し反応実験

　水硬性樹脂で固定化した酵素は繰り返し使用に十分耐え

うるものと判断できたため、インベルターゼを水硬性樹脂で

固定化し、繰り返し反応実験を行った。

　この酵素を水硬性樹脂で固定化（固定化インベルターゼ

として４ g、インベルターゼ活性として１.４ U）し、繰り返し反応

に用いた結果を図5に示した。この結果より、水硬性樹脂で

固定化したインベルターゼは１１回目の反応でも反応時間２４

時間での反応率は８０％以上であり、未固定のインベルター

ゼと同等レベルの反応性を長期にわたり維持できることが

わかる。

　3.4  過酷な条件下での繰り返し反応実験

　工業化を考えると、反応速度的に有利な高温での反応に

酵素を利用することが好ましい。一度に用いる酵素の量は

少ない方がコスト的に有利である。このことを踏まえ、少量の

酵素を固定化して高温で反応を行った場合の安定性につい

て確認した。固定化していないインベルターゼの至適温度

は５５℃ 
５）
、安定な温度の上限は６０ ℃程度であるため、安定

温度上限近くの５５ ℃の条件下で、０.１４  U （固定化インベル

ターゼとして４ g）の水硬性樹脂で固定化したインベルターゼ

を用いて繰り返し反応を行った結果を図6に示した。このよ

うな過酷な条件にも拘らず、前述の１.４ Uのインベルターゼを

用いた３０ ℃ での実験結果（図5）と比較してもほとんど反応

率の低下は見られず、１０回以上の繰り返し使用に十分耐え

られることがわかった。

４．結　論
　

　水硬性樹脂で固定化した酵素は固定化後の漏出による

酵素のロスが極めて少ない。更に、過酷な条件下での反応

図４　各種包括法で固定化した酵素の固定化率の経時変化
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も含め、繰り返し使用時の安定性にも優れることがわかっ

た。本研究の固定化方法を用いることによって、酵素漏出を

大幅に抑制できることが明らかになった。今後は、インベル

ターゼ以外の酵素についても本技術の適用性を幅広く検討

し、本方法の最も大きな特長である｢極めて少ない工程で簡

便に固定化が可能｣ という点を活かして工業化に繋げてい

きたい。
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