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研究成果の概要（和文）：本研究では数十ナノメートルスケールのメソ反応場（＝電極）を活用することで酸化
還元酵素の活性制御とその耐久性の向上を達成した．微小空間－酵素－水－イオンの複雑な相互作用について，
メソ構造および空間内環境因子の酵素に及ぼす効果を明らかにした．それにより従来のモルフォロジー制御を超
えた空間制御とその空間中の溶液環境制御指針を示した．酵素電極反応に最適な表面修飾を施された多孔質電極
材料を開発し，酵素の安定性と活性の飛躍的向上（超活性，超安定性）を実現し，デバイスの性能向上を達成し
た．

研究成果の概要（英文）：We demonstrated the hyperactivation of redox enzymes and the improvement of 
their durability by utilizing a meso-reaction field (=electrode) with a scale of several tens of 
nanometers. We elucidated the complex interaction between microspace, enzymes, water, and ions, and 
we clarified the effects of mesostructure and environmental factors in the space on the enzymes. In 
this way, we have provided a novel design for controlling nanospace and solution environment around 
the enzyme beyond the conventional morphology control. Furthermore, we developed porous electrode 
materials suitable for new enzymatic electrode reactions, leading a dramatic improvement in the 
performance of enzyme-based bioelectronics devices.

研究分野： 生物電気化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
得られた成果をもとにメソ空間の構造と内部環境をデザインしたオーダーメイド型酵素担体は，センサや発電デ
バイス，リアクターなどにおいて，これまでの酵素利用の限界を打ち破る端緒となった．本研究で明らかになっ
たバイオデバイスの新規設計指針は，酸化還元酵素にとどまらずすべての酵素，生体高分子，抗体，タンパク
質，核酸などへと広く拡張でき，バイオデバイスの革新をおこす足がかりとなることが期待できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

再生可能であり，優れた活性および選択性を有する “酵素”の開発は資源の乏しい日本に

とって国家戦略上非常に重要である．中でも酸化還元酵素は，エネルギー変換や情報伝達の

重要な役割を生体内で担っており，電極反応と組み合わせることで，センサ，情報通信，電

源などのバイオエレクトニクス材料への応用が期待される．一方で，その産業利用は未だ限

定的である．その主たる原因は酵素の脆弱性（利用できる環境，反応条件が限定的）にある

といえる．この未踏領域こそが酵素の工業的利用におけるボトルネック課題であると考え

た．電気化学デバイス応用において高濃度の電解質を必要とするが，共存する電解質イオン

は，水や表面と相互作用し，分子の拡散や吸着挙動，pH，溶解度，凝集性などに強く影響し，

微小空間においてその影響は顕著になる．酵素の活性，安定性も共存する電解質の影響を大

きく受け，事実，微小な空間内溶液環境を制御することでいくつかの酵素において超活性

（＝天然環境での活性を超えた高い活性）に結び付くと考えた．  

 

２．研究の目的 

本研究では数十ナノメートルスケールのメソ反応場（＝電極）を活用することで酸化還元酵

素の活性制御とその耐久性の向上を目指す．すなわち，微小空間－酵素－水－イオンの複雑

な相互作用について，メソ構造および空間内環境因子の酵素に及ぼす効果を明らかにする．

それにより従来のモルフォロジー制御を超えた超空間（空間構造とその中の溶液環境）制御

指針を示すことが目的である．新しい酵素電極反応に最適な多孔質電極材料を開発し，酵素

の安定性と活性の飛躍的向上（超活性，超安定性）を実現する． 

 

３．研究の方法 

（１）高濃度電解質の酵素（FAD 依存性グルコース脱水素酵素）への速度および酵素安定性

に対する影響の解明 

添加する電解質として，カチオンはナトリウムイオン，カリウムイオン，アンモニウムイ

オン，テトラメチルアンモニウムイオンを選択した．アニオンは硫酸イオン，硝酸イオン，

塩化物イオン，酢酸イオンを選択し，硝酸テトラメチルアンモニウムを除く合計 15種類の

電解質溶液について検討した．各電解質 500 mM とグルコース 200 mM を含むリン酸緩衝液

に FAD-GDH を加え加熱処理を行った．加熱前後の触媒電流値から残存活性を算出した．さら

に電解質濃度を 100，500，1000，1500, 2000 mM と変化させ，加熱し酵素の残存活性を評価

した．さらに，リン酸緩衝液のカチオンの影響について検討した．また，メディエータとし

てヘキサシアノ鉄酸イオンを用い，電解質がその酵素とメディエータ間の電子移動速度に

及ぼす影響を検討した． 

（２）多孔質炭素の細孔サイズの酵素への影響 

細孔サイズが 10,20,40,100,150,200nm の酸化マグネシウムを鋳型とする多孔質炭素を用い

た．細孔サイズは，窒素吸着等温線から解析し，さらに電子顕微鏡により観察することで，

評価した．多孔質炭素の粉体とバインダ（PVDF あるいは PTFE）を混合し，集電体状に塗布

し，溶剤を除去して多孔質炭素電極を得た．これに酵素を修飾することで目的とする酵素電

極を得て，その細孔サイズの出力電流および安定性に及ぼす影響を評価した． 

（３）高効率電子移動にむけた細孔表面のデザイン 

BOD 電極：多孔質炭素表面に様々な官能基を有するアミン（あるいはアニリン）の誘導体を

電解酸化することで，炭素表面に共有結合を形成し，修飾した．その表面修飾炭素電極に酵

素を担持し，その電気化学特性を評価した． 

FAD-GDH 電極：多孔質炭素に様々なフェノチアジンを電解酸化あるいは，そのジアゾニウム

塩を還元することで炭素表面に担持した．この電解重合フェノチアジン修飾電極に FAD-GDH



を担持し，電気化学特性を評価した． 

（4）高性能バイオ電池のデザインと性能評価 

多孔質炭素をカーボンクロスに修飾し，アノードには FADGDH あるいは乳酸オキシダーゼ

(LOx)を修飾し，カソードには BOD を用い，グルコース・酸素バイオ電池あるいは乳酸・酸

素バイオ電池を作製し，その特性評価を行った． 

 

４．研究成果 

（１）高濃度電解質の酵素（FAD 依存性グルコース脱水素酵素）への速度および酵素安定性

に対する影響の解明 

 各電解質を加えたときの酵素の安定性は，アニオンにおいては，安定化効果の高い順に硫

酸イオン，酢酸イオン，塩化物イオン，硝酸イオンであった．ホフマイスター系列に一致し

てコスモトロピックアニオンが安定化に寄与することが分かった．これはコスモトロピッ

クアニオンが水と水素結合を形成することで酵素の表面張力が低下し，酵素がより小さな

構造をとるために変性を防ぐことができ，安定性が向上したと考えられる．500 mM までの

低濃度域では電解質の種類によらず，残存活性はほぼ同じ値であるが，1000 mM 以上の高濃

度域では NH4Cl を除き，安定性の向上が見られた．NH4Cl はカオトロピックイオンからなる

ために塩溶効果が強く，安定性が向上しなかった．一方で，コスモトロピックな硫酸イオン

が増加することで，カチオンのコスモトロピシティーに関わらず，高い安定化効果が得られ

ることが分かった．低濃度では安定化効果がない塩化ナトリウムでも高濃度にすることで

酵素の安定化をもたらすことが分かった．バイオ電気化学デバイス応用には緩衝液の利用

は不可欠であり，最も代表的な中性付近の緩衝液はリン酸緩衝液であり，そのカチオンおよ

び濃度の影響を検討した．リン酸緩衝液はコスモトロピックな HPO42-とカオトロピックな

H2PO4-からなるが，他の電解質と同様にカチオンとしてよりコスモトロピックな Na+や K+を

選択することで安定性が向上することが明らかになった．電池へ応用するにあたり，酵素反

応による局所的な pH 変化による失活，液抵抗の低減などの問題に対して，これまで高濃度

のリン酸緩衝液を用いてきた．適切なカチオンと組み合わせることで，酵素への安定化効果

もあることが明らかになった．適切な濃度のリン酸緩衝液を用いることで，酵素自身の安定

性に起因する出力密度や長期安定性が期待できる． 

次に，電解質の酵素反応速度への影響を調べた結果について報告する．FAD-GDH のフェリ

シアンを酸化還元メディエータとして使用したときの生体電気触媒活性に対する電解質の

効果（特に高濃度での効果）を調べた．低イオン強度領域では，負に帯電した酵素とメディ

エータ間のイオン反発相互作用の減少により，FAD-GDH とフェリシアン化物の間の二分子反

応速度定数（k2）の増加が観察された．0.5 M を超える濃度では，k2はイオン特性に特異的

な変化が観察された．最も高い k2 向上効果を示したアンモニウムイオンは疎水性が強く，

おそらく活性部位に近い疎水的な酵素表面にロンドン分散力によって吸着することにより，

フェリシアンとの静電的な相互作用を高めたと考えられる．得られた成果は，酵素の作動す

る環境に応じたメディエータ分子設計に重要な知見をもたらす． 

最後に，電解質溶液中のアニオンが，レドックスハイドロゲル電極の電流生成に及ぼす影

響について明らかにした．電極表面は，ペンダント型オスミウム（Os）錯体を有するレドッ

クスポリマーおよび FAD-GDH からなるハイドロゲル薄膜でコーティングされている．ハイ

ドロゲルは，Os 錯体の衝突を介してグルコースから酵素を介した電極への効率的な電子移

動を促進している．このハイドロゲル修飾電極の応答電流は，溶液中のアニオンの影響を強

く受けた．また，その影響は不可逆的ではなく，再びそのアニオンを除去することで，応答

値は回復する．このアニオンが電流生成に与える影響の度合いは，Hofmeister 系列で説明

することができた．硝酸イオンや塩化物イオンなどのカオトロピックアニオンは，FAD-GDH

表面のカチオン領域に吸着して負電荷を誘起し，正電荷を帯びた Osポリマーとの間の静電

的相互作用を強めることで，媒電流を増加させる．硫酸イオンやリン酸イオンなどのコスモ



トロピックアニオンは，ハイドロゲルを収縮させることにより，ハイドロゲル構造内の酵素

とメディエータの相対的な濃度を増加させ，触媒電流を増加させる．高性能の電極設計には，

レドックスハイドロゲル電極の触媒電流反応に対するイオンの影響を理解することが重要

であることを示した． 

（２）多孔質炭素の細孔サイズの酵素への影響 

BOD カソード：カソードで利用可能な電気化学的に活性な BOD の量に対する電極材料として

のMgOCの細孔サイズと表面修飾の影響を明らかにした．より大きな孔径の電極（およそ100-

200 nm）を使用し，さらに酵素吸着のためのインキュベーション時間を増やすことによって

電気化学的に活性な酵素量を増やすことができることがわかった．しかし，過剰な酵素は電

極最表面に吸着した酵素への O2 の物質移動を妨げることもわかった．酵素を修飾する際に

は基盤との相互作用を強め，モノレイヤーを形成させる必要がある． 

ヒドロゲナーゼ：ヒドロゲナーゼとは水素酸化あるいは水素発生を行うことができる酵素

である．このヒドロゲナーゼを活用した新たなエネルギー変換あるいは，ヒドロゲナーゼを

模倣し触媒の開発が盛んである．ヒドロゲナーゼを 40nm と 150nm の細孔を有する炭素に酵

素を修飾させることで，平坦な電極に比べ，10 倍以上の大きな電流値を達成することがで

きている．細孔が大きくなると，より酵素の吸着量は増え，大きな電流値を得ることができ

るが，酵素の溶液中の耐久性はそれほど良くなく，その活性は，30℃の条件では 10時間で

その活性は半減する．一方で，酵素を細孔サイズが 40nm の多孔質炭素に吸着させた場合，

電流値の減少速度は溶液に酵素を溶かした場合と比較して，非常になだらかであり，10 時

間経過しても 90%以上の電流を維持していた． 

FAD-GDH ハイドロゲル電極：Os ビピリジン錯体がポリイミダゾールに配位したオスミウム

ポリマーと FAD-GDH を含むレドックスハイドロゲルで修飾された電極での効率的な電気化

学的グルコース酸化のために，電極材料としての MgOC の細孔径の影響を調べた．これまで

の先行研究（Tsujimura et al, JACS , 2014）では 40nm の MgOC を泳動電着法により修飾

してきたが，本研究では MgOC のインクをグラッシーカーボン電極上にドロップキャスティ

ング法によって修飾した．細孔サイズが 100 nm を超えると，1 mg cm-2のハイドロゲル量で

も 100 mA cm-2を超える非常に高いグルコース酸化電流密度が達成された．高い比表面積の

みならずハイドロゲル量が増加しても物質輸送を妨げない MgOC のマクロ構造が，炭素イン

クをドロップキャスト法により作製される MgOC による多孔質電極構造を設計する上で重要

な要素となることが明らかになった． 

（３）高効率電子移動にむけた細孔表面のデザイン 

BOD 電極：BOD のモノレイヤーを細孔内に形成する BOD 上のアクティブサイトと電極間の相

互作用を強化するために，MgOC 表面にいくつかの置換芳香族アミンを電気化学的に修飾し

た．その結果，プロモーターとして 6-アミノ-2-ナフトエ酸を使用すると，BOD と炭素表面

の間の界面電子移動率が増加し，安定性が向上することを示した．カルボキシル基の負電荷

（中性 pH条件）と酵素活性中心の正電荷との間の静電的相互作用，さらにはナフタレンの

鎖長あるいはπ電子との相互作用が効果的であったと考えられる． 

ポリ GMA 電極：酸化マグネシウム鋳型炭素の表面にグラフト重合により修飾されたペンダ

ントグリシジル基を持つポリ（メタクリル酸グリシジル）（p(GMA））は，FAD-GDH 分子表面

のアミノ基と強固な多点共有結合を形成する．固定化された FADGDH は，1,2-ナフトキノン

（12NQ）をレドックスメディエータとして使用しグルコース酸化触媒電流が観測された． 

FAD-GDH と 12NQ の浸出は酵素キャッピング効果によって抑制されるため，安定性は格段に

向上した．また，p(GMA)にアミノ基を有するレドックスメディエータを修飾することも可能

であり，安定性と高効率電子移動が実現できた． 

フェノチアジン電解重合修飾：FAD-GDH 電極の効率向上のために，Azure A をモデル化合物

にして，共有結合（電気化学還元グラフト法）と物理吸着により固定化法について比較検討

した．グラフト法と物理吸着法で作製した Azure A 修飾カーボンナノチューブ電極を，FAD-



GDH を用いた生体電極触媒によるグルコース酸化反応に適用した．電気化学グラフト法によ

る Azure A 電極は，吸着型 Azure A 電極に比べて 10 倍以上高い触媒電流が観測され，優れ

た生体電極触媒作用を示した．グラッシーカーボン上への MWCNT の担持量を増やし酵素の

担持に適したメソ構造を導入することで，応答電流および安定性が向上した． 

（４）高性能バイオ電池のデザインと性能評価 

フレキシンブルバイオ燃料電池：酸化マグネシウム鋳型炭素をベースに酵素バイオ燃料電

池（EBFC）を開発した．カーボンクロスは軽量で柔軟な液体コンテナーとしても使用でき，

孔径 40 nm の MgOC 粒子をカーボンクロスに修飾する際にバインダーとして，グルコース酸

化負極にはポリ（ビニリデンジフルオリド）（PVDF）を，酸素還元正極の結合剤としてポリ

テトラフルオロエチレン（PTFE）を使用した．FAD-GDH をアノードに使用し，1,4-ナフトキ

ノンをレドックスメディエータとして選択した．1,4 ナフトキノンはこれまでの研究で FAD-

GDH と高い反応性を示し，なおかつ多孔質炭素表目に吸着固定化が容易である．酸素還元カ

ソードには，BOD と，BOD の活性部位と電極間の電子伝達を促進する 2,2'-アジノビス（3-

エチルベンゾチアゾリン-6-スルホネート）（ABTS）を用いた．カソードのガス拡散層の疎水

性を混合する PTFE と炭素の量比によって最適化され，溶液からのプロトンの供給と大気か

ら供給される酸素の量を最大化した．開回路電位は 0.75 V で，最大出力電力密度は 0.4 V

で 2 mW cm−2となった．電解質には，１M程度のリン酸緩衝を用いることで，安定性と出力

が最大になった．またこの仕組みを応用し，乳酸-酸素バイオ燃料電池を開発した．乳酸は

身体の状態を評価するための有用なバイオマーカーであり，燃料としての理論的エネルギ

ー密度も高いため，乳酸を燃料として利用するバイオ電池は注目を集めている．アノードに

は，酵素として乳酸オキシダーゼを用いた．カソードには，酸素還元電極触媒としての BOD

と，メディエータとしての ABTS を用いている．カソードのカーボンクロスの疎水性向上の

ために，PTFE をコーティングしている．乳酸-酸素バイオ燃料電池は，0.3 M の乳酸濃度で

4.3 mW cm-2の最大電力密度を示した． 

印刷型バイオ燃料電池：3.2 V の起電力を示す自己駆動型グルコースセンサとして，6つの

グルコース‐酸素バイオ燃料電池が直列に接続されたアレイを，スクリーン印刷によって

作製した．撥水紙上に酸化マグネシウム鋳型炭素インクをスクリーン印刷することで正極

の性能を向上させ，正極が全体の出力を制限するステップになることを防いだ．アノードは，

触媒としてグルコースオキシダーゼおよびメディエータとしてテトラチアフルバレンを用

いた．正極には，BOD を用いた．EBFC の出力は，尿中グルコースレベルの範囲を含むグルコ

ース濃度（1〜25 mM）との間に，良好な直線関係が得られた．人工尿成分は EBFC の出力に

干渉しなかったが，低いイオン伝導率は液抵抗を増やし，またバッファーキャパシティーが

低いために高出力で作動すると pHの変化を引き起こすことがわかった．いっぽうで，予め

緩衝液を電極に塗布し乾燥させることで，ある程度の緩衝能とイオン伝導を確保できた． 

自己駆動型の汗中の乳酸センサへの応用を目指した印刷可能なウェアラブル乳酸－酸素

バイオ燃料電池を開発した．6 個のセルを直列に配列した場合に約 3.4V の開回路電圧を得

ることができた．さらに，乳酸型バイオ燃料電池の 6×6アレイ（6個のセルを直列に並べ，

6個のセルを並列に並べたアレイ）では，4.3 mW の出力が得られた．この出力は，これまで

に報告された乳酸バイオ燃料電池の出力よりも高い．提案したセルのアレイは，ブースター

回路を必要とせずに，Bluetooth Low Energy を駆動して無線通信を行うことができた．多

孔質炭素の細孔とその内部環境を最適化することにより，このような高活性電極を開発す

ることができ，デバイスの高性能化を達成することができた． 
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