
１．はじめに

生体内に含まれるタンパク質は生物活動にお

ける高度な機能を発現する分子であり，その中

でも酵素は生体内の大半の化学反応を司る重要

な役割を担っている。そしてゲノム情報をもと

に特定の機能を持つ酵素タンパク質を得，その

酵素によって物質を生産するプロセスは，高い

選択性と常温付近での反応の進行が可能である

ことから，エネルギー消費が少なく副生成物（廃

棄物）も少ない，環境と調和した低環境負荷型

の産業システムを実現する技術として注目され

ている。しかし，生体内でもっとも効率よく働

くように設計されている酵素を生体外に取り出

して利用する場合，周囲の環境の違いから必ず

しも期待通りの機能を発現できない場合が多

く，より安定性の高い酵素を利用する必要性か

ら，遺伝子組み換え技術や固定化技術の利用が

進められてきた。

一方，酵素の持つ極めて高い選択性や低濃度

での反応性を利用し，環境中や生体試料中から

得られた多成分の試料から特定成分を高精度に

定量する方法として，酵素を利用したセンサー

の研究が進められている。これらは電極と酵素

固定層から構成され，試料中の被測定物質と酵

素の反応により生じる物質の変化を，電位や電

流の変化量として電気化学的に検出するもので

ある。しかし，酵素は外部環境の変化で活性や

選択性が低下することが多いために，非酵素型

のセンサーに比べ安定性に欠けて寿命が短くな

りやすく，実用化の上で大きな障害となってい

る。このため酵素の性能を損なわずに高い安定

性を実現できる酵素の固定化方法の開発が望ま

れている。

産業技術総合研究所 コンパクト化学プロセ

ス研究センターでは，シリカを材料とした直径

２―１０nm程度の均一で規則的な細孔（メソポ

ア）を有する多孔体，すなわちメソポーラスシ

リカの構造精密制御技術の開発に取り組んでき
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た。メソポーラスシリカの細孔サイズはタンパ

ク質やDNA等の巨大生体分子と同等の大きさ

であり，また均一で規則的であるという特徴を

持つため，酵素を細孔内へ固定化して安定化す

る研究をすすめ，有機溶媒中での酵素の反応性

や熱安定性の大幅な向上等を実証してきた［１―

５］。一方，従来より環境中の有害物質検出用セ

ンサーの研究開発を行ってきた（株）船井電機

新応用技術研究所は，このメソポーラスシリカ

多孔体による酵素安定化技術に着目し，小型・

高性能なセンサーデバイスの実現を目指し，高

感度で高速測定可能な，高い安定性を有する酵

素センサー及びセンシング技術に関する共同研

究を開始するにいたった。その中から特に，シ

ックハウス症候群を引き起こす原因物質として

生体への影響が危惧されているホルムアルデヒ

ドに注目し，ホルムアルデヒド検出用の酵素セ

ンサー計測システムのについての研究開発の成

果を紹介する。ホルムアルデヒドは発癌性が確

認されており，住環境（水中・空気中）におけ

る許容濃度が厚生省，WHO（世界保健機関）

によって８０ppb（１ppb とは１０億分の１の濃

度のこと）と極めて低く定められており，測定

には非常に高度なセンシング技術が求められて

いる。そのため，開発した技術は，我々の生活

や健康を脅かす環境中の極微量物質を素早く高

感度で検出する，「生活環境センシング技術」

開発の一環としても重要な意味をもつ。

２．酵素センサー計測システムの開発

２―１．酵素複合膜の作製［６，７］

ホルムアルデヒドを選択的に検出するセン

サーを構築するため，酵素としてホルムアルデ

ヒド脱水素酵素を用いた。酵素センサーの高い

安定性を実現させるため，酵素の分子サイズ（８

nm程度）に合致した細孔径を有するメソポー

ラスシリカ膜を構成し，その膜に酵素を固定し

た酵素複合膜の作製を検討した。

酵素固定化用の膜には，�細孔が規則正しく
配列していること，�細孔径を精密に制御でき
ること，�基質及び反応生成物が効率良く移動
できるよう，メソ細孔が基板と垂直に配向して

いること，が求められる。しかし，現在合成さ

れているメソポーラスシリカ膜の多くは�及び
�は満たすものの，メソ細孔が基板と平行に配
向しているために薄膜内の細孔に対する物質の

拡散性が悪く，�を満足しない。この問題を解
決するため，筆者らは東北大学と共同で，多孔

性の陽極酸化アルミナ膜の持つ円柱状の細孔内

にメソポーラスシリカチャンネルを形成し，ア

ルミナ膜表面に対して垂直配向（アルミナ膜の

細孔に対して平行に配向）した，シリカナノチ

図１ 酵素複合膜の作製
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ャンネル集合膜の合成に成功した。さらにシリ

カナノチャンネル内にホルムアルデヒド脱水素

酵素を導入することで酵素複合膜を構築するこ

とができた（図１）。

２―２．水溶液中での酵素センサーの性能［８，９］

続いて２―１で作製した酵素複合膜に電極と電

子伝達物質を組み合わせ，新しい酵素センサー

計測システムを開発した。すなわち酵素膜を作

用電極上に固定化し，適切な電子伝達物質によ

って固定化酵素と電極間の電子授受を媒介させ

る仕組みにより，ホルムアルデヒドに対し高い

感度・選択的検出能力と応答速度を示すシステ

ムを得ることが出来た（図２）。

この酵素センサーによる水中のホルムアルデ

ヒド（２５℃）検出の評価結果を図３に示す。時

間に対するセンサー応答（図３a）から，応答

速度が１分以内（９０％応答）と高速であり，

また検量線（図３ｂ）からわかるように，環境

基準である８０ppb を遥かに下回る濃度領域（サ

ブ ppb 領域（１０―１１））でもホルムアルデヒド濃

度に比例した出力が得られ，ホルムアルデヒド

を超高感度で検出できている。この結果は，メ

ソポーラス膜に固定化することで，酵素の有す

る能力が最大限に引き出されたことによると考

えられる。

図２ ホルムアルデヒド酵素センサーによる計測システム

図３ 水中ホルムアルデヒドに対するセンサーの応答性（a）と検量線（b）
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２―３．酵素センサーの安定性と選択性

酵素センサーの安定性評価のため，繰り返し

測定及び保存期間に対するセンサー応答変化に

ついて測定した（図４）。繰り返し安定性では，

本センサーで同様の測定を２０回以上繰り返し

行っても安定な出力を維持することが確認され

た。一方，アガロースゲルに包括固定化した酵

素（ゲルの網目の中に酵素を絡ませて閉じ込め

たもの）を使用した場合は，１０回の繰り返し

で応答が無くなった（図４a）。また溶液中での

保存安定性に関しては，未固定の遊離酵素の場

合は３０日程度で応答が消失するのに対し，本

酵素複合膜を使用した場合では１００日以上も安

定した出力が維持され，飛躍的な安定性の向上

が確認できた。

また，本酵素センサーの選択性は非常に高

く，ホルムアルデヒドに特異的な応答を示すの

に対して，他の物質には殆ど反応しない（図

５）。つまり，酵素本来の基質特異性が固定化に

より全く失われていないことが分かる。

以上より，本酵素センサーが，水中に存在す

るホルムアルデヒドに対して高い選択的検出能

力をもち，高速・高感度で長寿命な性能を有す

ることが示された。

これらの性能は，

１）メソポーラスシリカ多孔体の細孔径を酵素サ

イズと合致するように制御し，酵素を細孔内

部へ固定化することにより，酵素同士の凝集

を抑えると共に立体構造の安定性を高め，酵

素活性の低下を防ぐ。

２）適切な電子伝達物質（キノン）を用いて酵素

と電極間の電子の授受を行うことにより，感

度と応答速度を向上させる。

の２つのコンセプトにより実現したと考えられ

る。

３．ガスセンサーへの応用

３―１．ホルムアルデヒドガスの検出

次に，この酵素センサーにより大気中ホルム

アルデヒドを検出する実験を行ない，ガスセン

図５ 酵素センサーの各種物質に対する選択性

図４ 水中ホルムアルデヒドに対するセンサー応答の繰り返し安定性（a）と保存安定性（b）
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サーとしての性能を評価した。酵素センサーの

構造及び測定システムを図６aに，開発したプ

ロトタイプのガスセンサーの外観を図６ｂに示

す。本酵素センサーは，電極上に酵素固定化膜

を形成し，そこに緩衝液を物質透過膜で閉じ込

めた構造となっており，大気中のホルムアルデ

ヒドは物質透過膜を介して溶液中に溶け込み，

電極で直接検出される。

センサーには，緩衝液の液溜とポンプ，試料

の入出力口等が設けてあり，大きさは約４cm

×４cm×３cm程度である。またセンサー評価

のためのホルムアルデヒドガスは，独自に開発

した極低濃度ガス発生装置により生成し，セン

サー部へ供給した。ガス発生方法の流れは，以

下の通りである。ホルムアルデヒド標準ガスを

高純度空気と混合・希釈することで極低濃度ガ

スを発生させる。そして，DNPH捕集管によ

り試料ガスをサンプリングして抽出後，HPLC

分析によりこのガス濃度を算出・保証する

（DNPH―HPLC法）。目的とする濃度に合わせ

て混合比を変化させ，所定のガス濃度が得られ

るまでその操作を繰り返す。ただし，試料ガス

のサンプリングと濃度決定には熟練及び長い測

定時間を要することに注意する。

このガス発生装置を用いて低濃度のホルムア

ルデヒドガスを生成し，開発したプロトタイプ

図６ プロトタイプガスセンサーの構造（a）と外観（b）

図７ プロトタイプガスセンサーを用いたセンサー応答（a）と繰り返し測定（b）
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を用いてガス中のホルムアルデヒドガスの検出

を行った。この場合の感度・応答速度測定及び

繰り返し測定例を図７に，検量線を図８に示

す。図７aは，濃度１０ppb のホルムアルデヒ

ドガスを導入した場合の応答例であるが，ガス

導入直後に十分な応答を示している。実際に，

サブ ppb レベルのホルムアルデヒドガスを２

分以内で検出することに成功した。現在は，さ

らに感度を向上させる技術的な目途もついてお

り，犬の鼻に匹敵する高感度が期待できる。ま

た，図７bは濃度１００ppb のホルムアルデヒド

を導入した場合の，繰り返し測定における緩衝

液循環の有無を評価した例である。緩衝液を循

環させることで素早くベースラインを回復し，

迅速な繰り返し測定が可能となることが分か

る。また，検量線は図８のようになり，サブ ppb

～１０００ppb の環境測定用としては十分な測定

レンジを有するガスセンサーであるといえる。

これらの性能は，２―３に示したコンセプトの

１），２）に加え，

３）電極を含むセンサー構造を最適化し，ガスに

対する感度・応答速度，測定の再現性を大幅

に向上させた。

４）緩衝液を循環する方式により，出力信号を測

定後に素早く基準値に戻し，繰り返し測定を

迅速化することに成功した。

ことにより達成されたものである。なお，本酵

素センサーは，電極材料及び電子伝達体の改良

等により，低い印加電圧（＋３０mV）で動作し

ている。

３―２．各種ガスへの応用

これまで述べたように，本酵素センサーによ

り大気中に存在する ppb レベル以下の極微量

なホルムアルデヒドガスを，２分以内で迅速に

検出することができた。本酵素センサーは，酵

素の選択とメソポーラスシリカ多孔体の最適化

により，他の様々な種類の物質の検出にも応用

することが可能である。実際に，飲酒量のチェ

ックとなるアルコール，口臭指標となるアンモ

ニア等のガスセンシングへと応用し，これらの

極低濃度ガスの検出にも成功している。さら

に，我々の生活や健康を脅かす環境中の極微量

濃度の有害物質の高速・高感度検出についても

現在取り組んでいるところである。

３．おわりに

メソポーラスシリカのナノ細孔に酵素を固定

化することにより，高性能・長寿命な酵素セン

サーの開発に成功した。これは従来の酵素セン

サーの課題であった不安定性を克服し，小型で

高性能なセンサーの実用化へ大きく前進したも

のと言え，高感度・高選択性を可能とする検出

方法として，本センサー及びセンシング技術が

有望であると考えられる。今後，大掛かりな装

置を必要としない小型で高性能なセンシングデ

バイスの実現，また，それによる安全・安心・

快適な暮らし，社会の実現へ向けて大きく貢献

することが期待できる。またセンシングデバイ

スのみならず，本酵素安定化技術を用い，より

耐環境性を向上させた超高速反応性・高選択性

を有する環境に優しい触媒と，それによる機能

性化学品の製造プロセスの実現も目指していき

たいと考えている。
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