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第１章

緒論

§１ 生体触媒

1-1 生体触媒の歴史

人類は古くから無意識の内に微生物の発酵能力を利用してきた。洋の東西を問わず、神

話の中には酒に関する記述がしばしば見られる。古くは紀元前3000年頃のバビロニア人が

ビールを作っていたことが知られており、日本でも古事記の中に米を温醸し酒を作ったと

言う記述がある。また聖書の中にはパンや凝乳（ヨーグルト）に関する記述もあり、人類

が紀元前から多種の微生物をうまく利用していたことが伺われる。これらはいずれも微生

物の自然発酵を利用したものであり、自然発酵の典型的な例をワインや納豆の製造に見る

ことが出来る。ワインはぶどうの搾り汁がぶどう果実の皮に付着した多くのぶどう酒酵母

（Saccharomyces ellipsoideus）により発酵することを利用しており、他の果実では酵母

の数が少ないため正常な発酵が得られない。また納豆は大豆をわらで包むことにより、わ

らに付着した枯草菌の一種である納豆菌（Bacillus natto）の発酵能力を利用している。

微生物の存在が知られるようになったのは17世紀後半であるから、人類はその存在を知る

遥か以前から経験により微生物の発酵を実に巧妙に利用してきたことになる。

微生物を最初に発見したのはオランダのLeeuwenhock（1632～1723）であり、彼は自作の

顕微鏡を用いて雨水や唾液の中に無数の微小な生物の存在を確認して、その結果を1683年

にイギリス王立協会に報告している。しかしこれらの生物が果たす重大な役割について知

られるのは19世紀になってからであった。発酵現象が微生物の働きによるものであること

を実証したのがPasteur（1822～1895）である。Pasteurはアルコール発酵を起こす微生物

（酵母）と酒を酸敗させる微生物（乳酸菌）が異なることを発見した。ほぼ同時期にKoch

（1843～1910）は家畜の炭そ病菌を発見し、病気が微生物により引き起こされることを明

らかにした。またKochはゼラチンの固体培地を用いた細菌の分離にも成功している。今日

の微生物学はPasteurとKochの研究に端を発して、以前は経験に頼っていた発酵工業や医学

の進歩に大きく寄与したことは言うまでもない 。１）

これらの微生物の働きが微生物内の酵素の働きによるものであることがわかったのは微

生物の発見から一世紀以上も経過した後のことであった。最初に発見された酵素は胃液に

含まれるペプシンである。18世紀後半のReaumurやSpallanzaniらの胃液の働きに関する研

究からSchwanによりペプシンが発見されることになる。

酵素を“enzyme”と命名したのはドイツのKuhneである。enzymeは「酵母（zyme）の中に

（en）ある」というギリシャ語に基づいて名付けられたものである。微生物の発酵作用と
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酵素の触媒反応の関連を示したのはBuchnerである。Buchnerは酵母の抽出物を用いて細胞

がなくても酵素の働きによって発酵が起こることを証明し、この研究により酵素の有用性

が認識されることとなった。学問としての「酵素学」はBuchnerのこの研究に端を発してい

る。以降、現在までに多数の酵素が発見され、単離されており、現在発見されている酵素

は2000種類を超える。

酵素の反応機構が無機触媒と異なることは古くから知られていたが、FischerやHenriは酵

素が酵素－基質複合体を形成すると言う考え方を提唱した。酵素の反応機構を理論的に解

析したのはMichaelisとMentenである。Michaelisらは酵素－基質複合体の考え方を導入し、

それまで知られていた酵素反応初速度の飽和現象などを理論的に説明し、酵素反応速度論

の基礎を確立した 。２）

今日では酵素学だけでなく、Ｘ線結晶解析技術や遺伝子工学の進歩にともない、酵素（タ

ンパク質）の一次構造を解析する手法が確立され、一部の酵素については立体構造の解析

も行われており、酵素の反応機構の解析が行われようとしている。

1-2 生体触媒の特性と応用

生体触媒による生化学反応は一般の化学触媒による反応に比べて以下のような利点を持

っている。

1)反応条件が温和なため、所要エネルギーが大幅に節減でき、装置の簡素化が可能になる

2)基質特異性が厳密なため、種々の化合物の混在下でも目的とする化合物のみを反応させ

得る

3)反応の立体特異性や位置特異性を持つため副生産物が少なく、収率の向上が可能であり、

そのため精製過程が簡略化でき、資源の有効利用が容易になる

近年、特に省資源，省エネルギー，環境汚染の防止が求められているが、先に述べたよう

な特徴を持つ生化学反応は充分にこれらの目的に合致するものであり、そのため酵素を含

めた生体触媒の工業への応用が各分野で検討されている。

生体触媒の代表例である酵素はタンパク質からなる触媒であり、次のような特徴を有し

ている。

1)常温，常圧，中性付近のpH領域といった温和な反応条件下での優れた触媒作用

2)基質に対する厳密な選択性（基質特異性）

3)反応の立体特異性

4)複雑な構造の基質分子の特定の部位にだけ反応を起こし得る位置特異性

など、一般の化学触媒では到達し難い特性を持っている。

また微生物菌体や細胞内小器官（オルガネラ）は組織内に多段階の酵素系を有し、通常
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の化学反応や単純な酵素反応では触媒不可能な複雑な反応を触媒し得るという利点を持つ。

これら生体触媒の物質識別能力を分析に利用したものが“バイオセンサー”であり、物

質識別を含めた触媒反応を物質合成に利用したものが“バイオリアクター”でありTable

1-1,1-2に示すように多くの生体触媒がバイオセンサー及びバイオリアクターに用いられて

いる 。３）

バイオセンサーの形態はFig.1-1に示すようにトランスデューサー上に直接、生体触媒を

保持するものと生体触媒を充填したカラムでの反応後に物理化学デバイスにより検出する

ものがある。またバイオリアクターはFig.1-2に示すように生体触媒を充填したカラムを用

いる連続方式と培養槽中に生体触媒を投入するバッチ方式がある。上記の用途において生

体触媒は多くの場合、水に不溶性の担体に固定化した状態で用いられる。それは次のよう

な理由による。

1-3 生体触媒の固定化

微生物学や生化学の進歩により微生物や酵素が広く工業に利用されるようになったが、

多くの場合そのプロセスはバッチ式、すなわち基質溶液に生体触媒を投入し、反応後に除

去する方法が取られてきた。この方法では生体触媒は唯一度の反応のみに利用され、たと

え反応後にその触媒能力が残っていても回収が困難なため再利用することはできない。

特に酵素反応の場合、反応終了後の溶液中から酵素のみを変性させずに回収することは非

常に困難であるため、実際には反応液中の酵素を変性・失活させて除去し反応生成物を分

離している。すなわちバッチ式では酵素を一反応毎に捨てることになり酵素の精製に必要

なコストを考えると、非常に不経済な使用方法と言わざるを得ない。

もし酵素の持つ特異的な触媒活性を保持したまま、安定な水に不溶性の酵素、すなわち

「固定化酵素」を作ることができるならば上記のバッチ式の欠点の多くは解消され、特異

性の高い生体触媒である酵素を一般の有機化学反応に用いられている固体触媒と同様に取

り扱うことができ、酵素の利用方法として非常に有利である。

水に不溶性となった酵素が活性を有することはNelsonらによって1916年に初めて報告さ

れた。Nelsonらは骨炭に吸着されたインベルターゼが吸着された状態でももとの酵素と同

等の活性を示すことを見いだした。またSumnerはウレアーゼをアルコールと食塩の存在下

で不溶化させたものが酵素活性を示すことを報告している。酵素の有効利用を目的として

積極的な酵素の固定化を最初に行ったのはGrubhoferらであると思われる。Grubhoferらは

ポリアミノスチレン樹脂をジアゾ化したものを担体としてカルボキシペプチダーゼ等を固

定化することに成功している。Grubhoferらの研究以降多くの固定化酵素に関する研究が行

われており、1969年には千畑らが固定化アミノアシラーゼを用いたDL-アミノ酸の光学分割

の酵素反応の工業化に初めて成功している 。４）
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酵素の固定化方法はこれまでに数多く開発されており、それらは次の三種類の方法に大

別される。Fig.1-3は固定化酵素の形態を模式的に示している。

(1)担体結合法：水不溶性の担体に酵素を結合させる方法

(2)架橋法：担体を使用せずに酵素を２個もしくはそれ以上の官能基を持つ試薬と架橋反応

させて不溶化する方法

(3)包括法：酵素をゲルの微細な格子の中に包み込むか、半透性のポリマーの皮膜によって

被覆する方法

各固定化方法の長所・短所を比較するとTable1-3のようになる。

担体結合法は最も古くから行われている酵素の固定化法であり、酵素と担体の結合様式

によって物理的吸着法，イオン結合法，共有結合法に分類される。共有結合による固定化

酵素の作製はTable1-3に示す様に固定化処理が複雑で、固定化時の酵素の失活が起こりや

すいなどの欠点があるが、反面、安定した固定化酵素が得られた場合には酵素の担体から

の脱離が少なく、酵素活性が長期間安定に保たれ熱的安定性も増加するなど他の固定化法

にない長所を持っているため、固定化酵素の連続使用を考えた場合には有利な固定化法で

あると考えられる。

共有結合法で酵素を固定化するための担体としてはセルロース等の多糖類やポリビニル

アルコール，ポリスチレン等の有機系担体と共に多孔質ガラスが広く用いられている。多

孔質ガラスへの酵素･微生物の固定化は多孔質ガラスの開発元であるコーニング社のMason

やWeetallらによって始められており、有機系担体に固定化した物より安定な固定化酵素が

得られることなどから、これまでに多数の酵素の固定化に関して報告が成されている。

§２ 多孔質ガラス

2-1 はじめに

多孔質ガラスにはガラスの分相や結晶化を利用したものと発泡剤を使用して多孔質にし

たガラスや、微細なガラス粒子を焼結したものがあるが、ここでは分相・結晶化を利用し

た多孔質ガラスの機能化について述べる。

多孔質ガラスは米国コーニング社により約40年前に開発された。このガラスを高温で処

理し、無孔化したものは96％の高ケイ酸質で「バイコールガラス」の商標で知られている。

一般に多孔質ガラスはガラスの分相または結晶化を利用し、一方の相を酸溶液などで溶出

することにより得られる。代表的な多孔質ガラスとしてはホウケイ酸ガラスの分相現象を

利用した「ポーラスバイコール」ガラスがありその工程はFig.1-4のようになっている 。５）
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原料となるSiO （ケイ砂）,H BO （硼酸）,Na CO （ソーダ灰）を原料として通常の溶融プ２ ３ ３ ２ ３

ロセスによりNa O-B O -SiO 系ガラスを作製し（Fig.1-4(A)）、これを成形した後に、組２ ２ ３ ２

成に応じて500℃～800℃の範囲で熱処理を行うことにより、SiO を主成分とする相とNa O２ ２

-B O を主成分とする２相に分相させる（Fig.1-4(B)）。この分相ガラスを酸溶液に浸漬す２ ３

ると、Na O-B O 相が酸で溶出され、Fig.1-4(C)のようにSiO 骨格を持つ多孔質ガラスが得２ ２ ３ ２

られる。

これまでに数多くの多孔質ガラスが知られており、代表的なものを以下に示す。

1)SiO 多孔質ガラス：Na O-B O -SiO 系ガラスより得られ、前述のポーラスバイコールの２ ２ ２ ３ ２

他、比較的低SiO 組成より得られるPPG多孔質ガラスがある２

2)シラス多孔質ガラス ：九州に広く分布するシラスにB O ，CaO等を添加し分相を起こり６）
２ ３

やすくして得られるSiO -Al O 系の多孔質ガラスである。２ ２ ３

3)多孔質ガラスセラミックス：溶融成形したガラスに熱処理を施し、可溶出の析出結晶を

溶出処理して多孔体を得る。TiO -SiO 系 ，CaO-TiO -P O 系 等について研究されてい２ ２ ２ ２ ５
７） ８）

る。

4)ゾルーゲル法による多孔質ガラス：液相からのガラスの合成法であるゾルーゲル法によ

っても多孔質ガラスは作成可能であり、ケイ素アルコキシドと高濃度の酸 または有機溶９）

媒 ，有機高分子 を用いて多孔質ガラスを作成する方法が報告されている。１０） １１）

多孔質ガラスの特徴として次のような点があげられる。

1)細孔径を40 ～約10μｍの間で制御可能であり、シャープな細孔分布を持つ多孔体が得Å

られる。

2)比表面積を数㎡／ｇ～数百㎡／ｇの範囲で制御可能である。

3)SiO 骨格から成るため耐熱性があり、種々の有機溶媒や酸の影響を受けず、微生物にも２

侵されない。

4)機械的強度に優れ、反応容器内での寸法安定性が高い。

5)表面修飾が容易である。

これらの特徴から多孔質ガラスの応用は多岐に渡っており、それらは(1)細孔による物質の

分離性を利用するもの (2)細孔表面への他の物質の吸着を利用するもの (3)細孔内部に

他の物質を保持するもの の３種類に分類される。以下、それらの用途における多孔質ガ

ラスの改良や応用について述べる。

2-2 細孔により物質の分離を行うもの（分離膜）

膜による気体や液体の分離は蒸留や深冷分離による方法に比べ、省エネルギーの面で優

れており、装置や操作が簡便になるという利点があり、活発な研究が行われている。多孔
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質ガラスの細孔は円筒状の細孔が絡み合った構造をしており、細孔径が極めて均一である

ことから分離膜として優れていると考えられる。

(1)気体－気体分離

気体の分離精製は効率や省エネルギーの面から高温高圧下で行われることが多く、分離

膜は高温高圧に加え、場合によっては腐食性の気体に曝されることになる。多孔質ガラス

はこれらの過酷な条件下でも分離膜として使用可能と考えられる。また細孔径を制御する

ことにより気体の分離性を制御することも可能である。Fig.1-5に膜面積43.5cm ，細孔径２

31 の多孔質ガラス中空糸モジュールを用いた場合の160℃でのＨ －ＣＯ混合ガスの分離Å ２

試験の例を示す 。圧力50ｋｇ／ｃｍ で分離係数2.2が得られている。１２） ２

また重油の脱硫処理の際などに生成される硫化水素を処理する上で、触媒を用いた反応

により水素と硫黄に分解できれば、省資源の上からも環境汚染を防ぐ面からも有利となる

。硫化水素は極めて腐食性が強く、この分解反応は800～850℃，2～5気圧の高温高圧下１３）

で進むため、金属や有機系高分子膜は使用不可能であり、耐熱耐食性に優れた多孔質ガラ

ス管が分離膜に使用されている。

(2)液体－液体分離

多孔質ガラスは種々の有機溶媒に侵食されないことから、これらに含まれる物質の分離

に使用することができる。Fig.1-6はトルエンに溶解させたポリスチレンの分子量を多孔質

ガラスを用いたクロマトグラフィーの結果を示す。このように多孔質ガラスを用いること

により、トルエンのように有機高分子を侵食する溶媒をクロマトグラフィーに使用するこ

とが可能になる 。また酵素固定化技術を応用して多孔質ガラスをアフィニティークロマ５）

トグラフィー用担体に用いた例が報告されている 。１４）

宮崎県では焼酎の精製にシラス多孔質ガラスを利用しており、酒質低下の原因とされる

フ－ゼル油の除去を行い、濾過後のフーゼル油の成分であるバルミチン酸，リノール酸濃

度を濾過により大幅に低減出来ることが報告されている 。１５）

(3)逆浸透膜

海水の脱塩法としては蒸留法，イオン交換法，逆浸透法などがあるが、中でも逆浸透法

は装置の構造や省エネルギーの面で海水の脱塩または水の高純水化の方法として優れてい

る。逆浸透法では海水にその浸透圧（約24気圧）以上の圧力をかけ、溶媒である水が半透

膜を透過する現象を利用しており、半透膜としてはセルロースアセテート系の膜や中空繊

維が用いられている。多孔質ガラスは圧力による変形がなく、海水に対して安定であり、

透過流量が多い等の特徴から逆浸透法の分離膜に多孔質ガラスを用いる研究が行われてい

る。牧島ら はFig.1-7に示すように有機質の薄膜を塩水側に塗布した多孔質ガラス管を１６）
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用いることにより多孔質ガラスを単独で用いられるより高い脱塩率が得られることを報告

している。

2-3 細孔表面への吸着を利用するもの

(1)固定化酵素

酵素は微量で短時間に特異性の高い反応を進行させることから食品，薬品工業に利用さ

れている。酵素は一般に水溶性であり、反応液に直接添加すると反応後に酵素を回収する

ことが困難であることから、高価な酵素を有効に利用するため酵素を有機，無機担体に固

定する研究が行われた。固定化酵素は以下のような利点を持っている。

(1)酵素と生成物との分離が容易になり、また酵素の繰り返し使用が可能になる

(2)反応の開始、停止を固定化酵素の添加、除去により容易に制御できる

(3)固定化により酵素の安定性が増加する

多孔質ガラスは無機担体の代表的なものであり、固定化酵素の開発に大きな役割を果たし

てきた。この分野に関しては第３章において詳細に述べる。

(2)無機触媒担体

PPG型多孔質ガラスはその成分が98.6％SiO と高ケイ酸質であるため極めて耐熱性に優れ２

ており、また細孔容積も0.6cc／gと大きいことから自動車の排気ガス処理用の触媒担体に

用いる研究が成されている 。PPG多孔質ガラスの高温での安定性を示したのがFig.1-8で１７）

あり、多孔質アルミナセラミックスでは温度の上昇と共に収縮が見られるのに対し、PPG多

孔質ガラスでは800℃までは比表面積，体積の減少は見られず、多孔体の構造が高温まで安

定に保持されることがわかる。またPPG多孔質ガラスは熱膨張が小さいため熱衝撃に強いと

いう特性を持っている。Fig.1-9はPPG型多孔質ガラスと多孔質アルミナに0.3％の白金を担

持した場合のCO酸化反応の反応率を示しており、PPG型多孔質ガラスの方が低温でCOの酸化

反応が起こっている。このように多孔質ガラスは無機触媒担体としても優れていると考え

られる。

(3)湿度センサー

多孔質ガラスは数十～数百㎡／ｇと比表面積が大きいため種々の気体の吸着能があり、

水蒸気も良く吸収する。そのためポーラスバイコールガラスは別名“Thirsty glass”と呼

ばれているほどである。そこで水蒸気の吸着によるLa O-TiO -V O 系多孔質ガラス－セラ２ ２ ２ ５

ミックス（細孔径50 以下）のインピーダンスの低下から湿度を測定できること報告されÅ

ている 。１８）
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2-4 細孔内部に他の物質を充填するもの

(1)放射性廃棄物の処理

高レベル放射性廃棄物の処理方法としてガラス固化法が検討されているが、その一つに

多孔質ガラスに廃棄物を含浸させ、焼結，無孔化する方法が検討されている 。 Fig.1-１９）

10のように多孔質ガラス粒内部に高レベル放射性廃液を含浸させ、900℃程度で焼結すると

表面にSiO 層が形成され、放射性廃棄物の溶出を抑えることが可能となる。２

(2)半導体ドープガラス

ゾルーゲル法により作製された非常に小さな細孔を持つ多孔性ゲルは細孔内に侵入した

気体や液体と反応する。野上 はFig.1-11のようにシリコンエトキシドと酢酸カドミウム２０）

を用いたゾルーゲル法によりCdO-SiO 系多孔質ガラスを作製し、これにH Sガスを流すとガ２ ２

ラス中のCdイオンと反応し、細孔内に50 程度の均一な大きさのCdS微結晶が生成する。こ・

のCdS微結晶は量子サイズ効果により高い非線形性を示すことから波長変換材料などへの応

用が考えられる。

多孔質ガラス内に半導体をドープする方法としては、この他にセレン及びテルルを高圧で

ポーラスバイコールに含浸させた例が報告されている 。２１）

多孔質ガラスは当初に石英ガラスを製造するための中間産物として得られていたが、そ

の多孔体としての特性に注目されはじめ、分離膜のように多孔体を単独で使用する用途か

ら、酵素や半導体等の機能を持った他の物質と組み合わせることで広範囲に使用されるよ

うになっている。また多孔質ガラス自体も最初に研究されたNa O-B O -SiO 系以外の多種２ ２ ３ ２

のガラスから作製されるようになっており、それに伴って細孔径や化学的な性質も用途に

応じたものが開発されるようになっており、今後さらに応用範囲が広がることが期待され

ている。
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§３ 本研究の目的

前述のように多孔質ガラスは幅広い分野に応用されており生体触媒の固定化用担体とし

ても古くから用いられている。特にポーラスバイコール型多孔質ガラスであるControlled

Porous Glass（CPG）は酵素の固定化及びアフィニティークロマトグラフ用の代表的な担

体として数社から生産され、広く用いられている。

本研究においては、生体触媒の固定化を念頭に置き、二種類の方法で作成した多孔質ガ

ラスの特性を評価し、生体触媒として酵素及び微生物の固定化を行った。その内容は以下

の通りである。

多孔質ガラスの作成については典型的な多孔質ガラスの作成法であるNa O-B O -SiO 系２ ２ ３ ２

ガラスの分相・溶出による方法とゾルーゲル法による方法を試みた。Na O-B O -SiO 系ガ２ ２ ３ ２

ラスについてはこれまでに報告の少ない低SiO 組成のPPG型多孔質ガラスの作成について、２

特にハロゲンの添加が分相及び溶出に及ぼす効果について検討を行った。またゾルーゲル

法による多孔質シリカの合成についてはﾃﾄﾗﾒﾄｷｼｼﾗﾝ系の出発溶液を用いて、合成条件とゲ

ルの構造の関係を調べた。

Na O-B O -SiO 系ガラスより作成した多孔質ガラスの固定化担体への応用として水銀還２ ２ ３ ２

元酵素を種々の方法で固定化し、固定化水銀還元酵素の特性を評価すると共に、本固定化

酵素を用いた水銀センサーを作成した。

ゾルーゲル法による多孔質シリカの特徴である低温合成の利点を生かして、ゲル化過程

で微生物を包括固定することを固定化することを試みた。
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第２章

分相溶出法による多孔質ガラスの作製

§１ 緒言

1-1 緒論

ガラスの分相現象は古くから知られており、結晶化とともにガラスを失透させる原因と

なる。Na O-B O -SiO 系ガラスは分相現象を示す代表的なガラスであり、Fig.2-1のように２ ２ ３ ２

２ ２ ３広い組成範囲で分相が起こることが知られている。Fig.2-1 の分相領域ではNa O-B O１）

rich相とSiO rich相の２相に分相が起こるが、Na O-B O rich相は耐化学性に乏しいため、２ ２ ２ ３

この相のみを酸溶液で溶出することにより、微細な細孔を有するSiO に富んだ多孔質ガラ２

スが得られる。Fig.2-2 は多孔質ガラスの製造工程を示している。２）

バイコールガラスはこの多孔質シリカガラスを1000℃程度で焼成し、無孔化したガラスで

あり、その組成は96～98％SiO であるため石英ガラスに近い性質を示す。バイコールガラ２

スの製造には種々の工程が必要にはなるが石英ガラスのように高温を必要としないため安

価である。このためバイコールガラスは石英ガラスの代替品として広く用いられている 。３）

バイコールガラスの製造過程で得られる微細な細孔を有する多孔質ガラスは、当初バイ

コールガラスのための中間産物でしかなかったが、その細孔を吸着体や触媒の担体として

利用出来ることが知られてから「ポーラスバイコール」ガラスとして広く利用されるよう

になった。ポーラスバイコールやその他の多孔質ガラスの利用については第１章に述べた

通りである。

1-2 既往の研究（Na O-B O -SiO 系ガラスの分相及び溶出挙動）２ ２ ３ ２

1-2-1 原ガラス組成

Hallerら はNa O-B O -SiO 系ガラスの約100組成について不混和温度を決定し、その結１）
２ ２ ３ ２

果からFig.2-1のような不混和温度線図を作成した。

Na O-B O -SiO 系ガラスから得られる多孔質ガラスとしては先述のポーラスバイコールガ２ ２ ３ ２

ラスと、それより低SiO 組成の原ガラスから得られるPPG型多孔質ガラスの二種類がある。２

PPG型多孔質ガラスはHammel らにより開発されたポーラスバイコール型より低シリカ組成４）

のNa O-B O -SiO 系ガラスより得られ、その原ガラス組成はFig.2-1に示した通りである。２ ２ ３ ２

両者の特徴を比較したのがTable2-1である。特にPPG型多孔質ガラスがポーラスバイコール

型に比べて優れているのは、原ガラスの溶融温度が低く、溶出処理を熱水で行えるため製

造コストを低減でき、気孔率が最大0.6cc／gと大きくできる点である。
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1-2-2 分相過程

ソーダボロシリケート系ガラスの熱処理過程ではスピノーダル分解によるNa O-B O 相と２ ２ ３

SiO 相への相分離が最初に起こり、引き続いて両相の成長が起こる。２

スピノーダル分解は自由エネルギーの組成変化（ｄ Ｇ／ｄｃ ）が負の場合に、微細な濃２ ２

度ゆらぎが系の自由エネルギーを低下させるため連続して相分離が起こる現象であり、核

生成・成長による分相が液滴状の生成相を形作るのに対し、スピノーダル分解による分相

では分離した相が絡み合い構造を示すのが特徴である。Cahnら はシミュレーションによ５）

り組成ゆらぎによるスピノーダル分解が絡み合い構造の二相を形成することを示している。

スピノーダル分解による原ガラスの相分離は短い時間で起こるとされ、その後の熱処理

過程では分相構造の再編が進行し、細孔構造が肥大すると考えられている。

Haller は分相構造の再編を理論的に考察し、バイコール型に近い 6Na O･25.6B O ･68.4６）
２ ２ ３

SiO (wt％)組成において、実際に熱処理温度と熱処理時間と細孔構造の関係を調べて理論２

との一致を見ている。HallerはNa O-B O -SiO 系ガラスにおける可溶出相及びシリカ相の２ ２ ３ ２

絡み合い構造を球状粒子の連結したモデルを用いて記述し、シリカ相の溶解・析出のメカ

ニズムと分相構造の変化の関連を導出し、Table2-2に示すような結果を得た。Hallerの理

論の詳細は本章末のAppendixに記した。

Haller は熱処理時間が細孔径に及ぼす影響を実際に測定し、Fig.2-3のように比表面積６）

がｔ に比例することを示した。Table2-2のモデルを用いれば、比表面積のｔ 依存－１／２ －１／２

性から「溶解→bulk拡散→析出」による微細構造の再編において拡散よりも表面反応が律

速していると推測されるとしている。

また熱処理温度を変化させることにより、構造の再編速度 1／Ａ ｔ がFig.2-4のように２

Arrhenius型の温度依存性を示すことも報告している（下式）。

1／Ａ ｔ＝Ｋ･exp（－Ｅ／ＲＴ） ･･･(2-1)２

但し Ａ：比表面積 Ｋ：比例定数

Ｔ：熱処理温度 ｔ：熱処理時間

Ｒ：気体定数 Ｅ：活性化エネルギー

Fig.2-4から求めた見かけの活性化エネルギーの値は40kcal／molであり、この値は拡散ま

たは流動過程の値に相当すると報告している。
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Table 2-2 SiO の拡散状態による比表面積の時間依存性２

（after W.Haller ）６）

Decrease in

Transport mode surface area

Volume diffusion:

(a)Fast diffusion across small distances.

－１／２Process at interfaces is rate-controlling Ａ ｔ・

step.

(b)Mass transfer across interfaces is rapid.

－１／３Slow diffusion across large distances is Ａ ｔ・

rate-controlling step.

Surface diffusion:

(c)Fast diffusion across small distances.

－１／３Vacancy formation is rate-controlling Ａ ｔ・

step.

(d)Rapid vacancy formation.

－１／４Slow diffusion across large distances is Ａ ｔ・

rate-controlling step.
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中島ら は“SPG”と呼ばれるシラスを主原料として得られる多孔質ガラスについて、７）

Haller と同様に熱処理条件がガラスの分相に及ぼす影響を調査している。中島らは 6.3６）

Na O･23.5B O ･50.0SiO ･4.2Al O ･16.0CaO（wt％）の組成について、細孔半径と熱処理条２ ２ ３ ２ ２ ３

件の関係を報告している。Hallerの結果と比較するため、中島らは以下のように(2-1)式を

細孔半径と熱処理時間の関係に置き換えている。

細孔を円筒モデルで近似すると、細孔半径と比表面積の関係は(2-2)式で与えられる。

Ａ＝2Ｖ／ｒ ･･･(2-2)

但し Ｖ：細孔容積， ｒ：細孔半径

Hallerによる(2-1)式及び(2-2)式より、熱処理条件と細孔半径の関係は(2-3)式のように得

られる。

ｒ ＝4Ｋ･Ｖ ･ｔ･exp（－Ｅ／ＲＴ） ･･･(2-3)２ ２

熱処理温度'Ｔ'を一定とすると、(2ｰ4)式のように細孔半径は熱処理時間の平方根に比例す

ると考えられ、中島らの実験においても同様の関係が得られている。

ｒ＝Ｋ'･ｔ ･･･(2ｰ4)１／２

また、熱処理時間'ｔ'を一定にすると(2-3)式より、

ｒ ＝Ｋ''･exp（－Ｅ／ＲＴ） ･･･(2-5)２

となり、中島らは6.3Na O･23.5B O ･50.0SiO ･4.2Al O ･16.0CaO（wt％）の組成で、分相２ ２ ３ ２ ２ ３

の見かけの活性化エネルギーを143.2kcal/molと報告している。

1-2-3 溶出過程

多孔質ガラスの溶出速度は組成、熱処理温度、処理液の種類など多くの要因に依存し、

その速度は約1mm／day程度のゆっくりしたものであり、これが多孔質ガラスのコストを高

めている。そこで溶出速度を高める必要がある。
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牧島ら はPPG組成のNa O-B O -SiO 系ガラスにV O ,P O ,MoO ,WO 等の第四酸化物を添８）
２ ２ ３ ２ ２ ５ ２ ５ ３ ３

加し、溶出速度への影響を報告している。Fig.2-5は1,5,8wt％のV O を含むガラスの溶出２ ５

時の重量減少を示しており、V O の増加（A→D）に伴い溶出速度には大幅に増加している。２ ５

例えば8％V O では溶出速度は4倍に増加している。P O ,MoO ,WO も同様に溶出速度を上昇２ ５ ２ ５ ３ ３

させた。

Fig.2-6は5％V O ,MoO ,WO を含むPPGガラスの熱水中への可溶出相の溶解速度を調べた結２ ５ ３ ３

果であり、ソーダボレートガラス（PPGガラスの可溶出相と同組成）の溶解度はFig.2-6の

(A)に示されており、V O ,MoO ,WO を添加したものより低いことがわかる。２ ５ ３ ３

分相ガラスの溶出速度に大きな影響を与える因子としては次の二つが考えられる。

(1)可溶性ソーダボレート相の溶解度 (2)第二相の大きさ

牧島らはソーダボレートガラスの水への溶解度は一般に純B O ガラスより低いことから、２ ３

前述のV O ,MoO 等の第四酸化物の添加による溶出速度の向上は、ほう酸異常の傾向が抑制２ ５ ３

され純B O ガラスのような本来のほう酸の構造を維持させて、これが水への高い溶解度を２ ３

示す原因となると推測している。

Chaowuら はバイコール型及びPPG型に近い組成にV O 濃度を添加し、その細孔構造と溶９）
２ ５

出過程に及ぼす影響を検討しており、両組成に於てV O の添加により細孔構造が大きくな２ ５

っていることが報告されている。この原因についてはChaowuらはV のイオン強度がSi の５＋ ４＋

それと同様でありsodium-borateとSiO 骨格の親和性が減少することから分相の駆動力が増２

加し、さらにガラスの粘度を下げることから分相が促進されるためであるとしている。

V O の溶出速度に及ぼす影響については9.80Na O･41.18B O ･49.02SiO （mol％）組成に於２ ５ ２ ２ ３ ２

てV O 及びP O の添加効果を調べており、牧島らと同様にV O ，P O による溶出速度の向２ ５ ２ ５ ２ ５ ２ ５

上が報告されているが、ChaowuらはV O の効果についてほう酸異常の抑制によるものでは２ ５

なく、Na O-B O 相の溶出は拡散律速であり、V O の添加効果は骨格及び空隙のサイズを増２ ２ ３ ２ ５

大させ、空孔内へのSiO ゲルの析出を抑制することにあるとしている。その理由としては２

以下の二点を上げている。

(1)B はV よりイオン強度が強いため、B がBO 四面体からBO に変化する割合は少なく、３＋ ５＋ ３＋
４ ３

僅かなV O の添加でほう酸異常が抑制出来るとは考えにくい２ ５

(2)P O をNa O-B O 系ガラスに添加するとboron-phosphateを形成することが知られており、２ ５ ２ ２ ３

この場合BO 三角形はBO 四面体に変化する。（その割合はV O 添加時より多い）にもかか３ ４ ２ ５

わらずChaowuらの結果では僅かなP O の添加で溶出，溶解速度とも向上した。２ ５
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1-2-4 ハロゲンの添加による分相・溶出過程への影響

牧島らやChaowuらの研究はNa O-B O -SiO 系ガラスへの第四酸化物の添加効果に関する２ ２ ３ ２

ものである。これに対し、同系ガラスに対する異種アニオンの添加を行った報告は田草川

ら によるもののみである。田草川ら はバイコール型ソーダボロシリケートガラスに１０） １０）

0～3.1wt％のふっ素をフッ化ナトリウムの形で添加し、ふっ素が分相・溶出過程に及ぼす

影響を報告している。ふっ素を添加して作成した多孔質ガラスはふっ素を含まない試料と

同様にスピノーダル分解様の絡み合い構造を示した。またふっ素の添加により不混和温度

が数度上昇した。

多孔質ガラスの組成はふっ素の有無に関わらずSiO ＝94wt％,Na O＝0.5wt％であり、2.62２ ２

wt％のふっ素を含んだ原ガラスから作成した多孔体中のふっ素は0.3wt％であり、大部分の

ふっ素は溶出処理によって除去されていることが分かった。

Fig.2-7は500℃で100時間の熱処理を施した試料の細孔分布曲線を示している。ふっ素濃度

が0，1.0，2.8wt％と増加するにつれ細孔径も3.0，9.5，10.5nmと増加しており、ふっ素の

添加が細孔径の増大に効果があることが報告されている。田草川らはふっ素の添加効果に

ついて、アルカリボレートガラスの赤外吸収スペクトルの調査から、ふっ素がB-F結合を作

り、これが粘度を下げB O -rich相の界面エネルギーを上げるため、不混和相は大きくなり２ ３

その表面積を下げるためと推測している。

また、田草川らはふっ素の添加が分相ガラスの溶出過程に及ぼす影響も報告しており、

Fig.2-7と同一の試料の溶出処理時の気孔率，比表面積の経時変化はFig.2-8のようになり、

ふっ素を添加した試料ではふっ素を含まない試料に比べて短い時間で密度が一定値に達す

る、即ち溶出が完了している。

以上のようにふっ素の添加はバイコール型ソーダボロシリケートガラスの分相を促進し、

細孔構造を大型にすると共に、溶出処理に要する時間を短縮させることが知られている。
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1-3 研究の目的

先に述べたようにPPG型多孔質ガラスはポーラスバイコール型多孔質ガラスに比べ、気孔

率が高いため液体の浸透性がよいので酵素固定化用担体として適していると考えられる。

田草川らはポーラスバイコール組成のNa O-B O -SiO 系ガラスに対し、ふっ素を添加する２ ２ ３ ２

ことにより分相が促進され細孔構造が大型化し、溶出時間が短縮されることを報告してい

る。

そこで本研究では分相・溶出時間の短縮に効果が期待されるハロゲンを10Na O･50B O ･２ ２ ３

40SiO (wt％)組成（PPG型）の原ガラスに添加し、ふっ素，塩素，臭素の添加が分相過程や２

溶出過程及び得られる多孔質ガラスの細孔構造に及ぼす効果について調べた。
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§２ 実験方法

2-1 多孔質ガラスの合成

原ガラスの合成にはTable2-3に示す試薬を用いた。

Table2-3 原ガラス作成に使用した試薬

ほう酸ナトリウム・無水（Na B O ） 関東化学 鹿特級２ ４ ７

酸化ほう素・無水（B O ） 関東化学 鹿特級２ ３

二酸化けい素・無水（SiO ） 守随彦太郎商店 特級２

ふっ化ナトリウム（NaF） レアメタリック 99.99％

塩化ナトリウム（NaCl） 富田製薬 99.5％

臭化ナトリウム（NaBr） 関東化学 鹿特級

一酸化コバルト（CoO） 添川理化学 99.9％

原ガラスの合成はNa B O ,B O ,SiO をNa O:B O :SiO ＝10:50:40（wt％）かつ全量30g２ ４ ７ ２ ３ ２ ２ ２ ３ ２

となるよう秤量・混合し、白金坩堝中で1400℃において40分間溶融した後、グラファイト

坩堝に鋳込み、成形した。ハロゲンを添加する際にはF,Cl,Brが1wt％または2wt％となるよ

う、NaO をNaX（X:F,Cl,Br）で置換する形で原料試薬を調整した。また熱水溶出時の指０．５

標とするため、各試料に全量の約0.1wt％のCoOを添加した。ハロゲンを添加した試料では

溶融中のハロゲンの揮散を抑えるため炉内にアルゴンを流しながら溶融を行った。

得られた原ガラスはアルミナ坩堝内に保持して熱処理を施した。熱処理温度は500℃～600

℃とし、熱処理時間と細孔構造の影響を調べる際には580℃で処理を施した。熱処理時間は

24時間～240時間とし、熱処理温度の影響を調べる際には48時間の処理を施した。

熱処理後、分相した試料を2mm～5mm厚に切断し、95℃の蒸留水（約200ml）に24時間浸漬し

溶出処理を行った。溶出後の試料は140℃の乾燥器中で2時間乾燥し多孔質ガラス試料を作

成した。

2-2 測定・分析

上記の方法で合成した試料について以下の測定を行った。

(1)細孔分布

測定はカルロ・エルバ社製水銀圧入式ポロシメーター220型により行った。
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(2)比表面積

比表面積（BET比表面積）はマイクロメリティックス社製アキュソーブ2100-02型比表面

積測定装置を用いてBET法により求めた

測定は約0.1ｇの試料をセルに投入し、約140℃で12時間以上真空脱気処理を行い、吸着成

分を除去した後行った。

(3)SEM観察

SEM観察は日立製S-2500を用いて、加速電圧：10～20kV，ﾜｰｷﾝｸﾞ･ﾃﾞｨｽﾀﾝｽ：10～15mmの条

件下で行った。

(4)原ガラス，多孔質ガラス中のハロゲン濃度

ガラス中のハロゲン濃度はイオン電極法を用いて以下の手順により行った。

①原ガラスの場合は約0.1ｇ，多孔質ガラスの場合は約0.5ｇの試料（＜150mesh）を秤り取

り、適量の水酸化ナトリウムを加え約20mlの蒸留水に溶解する。

②ふっ素分析の場合は硝酸，塩素及び臭素分析の場合はほう酸を用いてpHが7程度になるよ

う中和し、全量を250mlとする。

③試薬特級NaF,NaCl,NaBrを蒸留水に溶解して作製した標準液で補正した堀場製イオンメー

ターM-8を用いて各ハロゲン濃度を測定する。

またハロゲンを添加した試料の不混和温度を下記の方法で決定した。

Composition1～6の各試料約1gをアルミナボート上に保持して所定温度の炉内に12時間以上

保持し、熱処理後各試料を水冷し試料の透光性を目視で確認した。熱処理温度を690℃から

720℃まで5℃間隔で昇温し、熱処理後の試料全体が透明になった温度を不混和温度とした。
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§３ 結果及び考察

3-1 原ガラス及び多孔質ガラス中のハロゲン濃度

作成した原ガラスはハロゲンを含まない試料（Composition 1）、ハロゲンを添加した試

料（Composition 2～6）の６種類である。各々のハロゲンの添加量及び溶融によるガラス

作成後の試料中ハロゲン濃度をTable2-4に示す。ハロゲンを添加した場合には試料の溶融

は炉内にアルゴンを流しながら行ったが、溶融によるハロゲンの揮散が見られた。溶融後

のハロゲン濃度から計算したガラス組成はTable2-5のようになる。

Table2-4 原ガラス中のハロゲン濃度

Composition Halogen Before melting After melting

1 --- ----- -----

2 F 1.0wt％ 0.85wt％

3 F 2.0wt％ 1.30wt％

4 Cl 1.0wt％ 0.54wt％

5 Cl 2.0wt％ 0.88wt％

6 Br 2.0wt％ 1.30wt％

Table2-5 原ガラス組成

Composition Na O B O SiO NaX NaX(mol%)２ ２ ３ ２

1 10.0 50.0 40.0 －－－ －－－

2 8.6 49.7 39.8 1.9(NaF) 2.9

3 7.8 49.6 39.7 2.9(NaF) 4.3

4 9.5 49.8 39.8 0.9(NaCl) 1.0

5 9.2 49.7 39.7 1.4(NaCl) 1.6

6 9.4 49.4 39.5 1.7(NaBr) 1.1

一方、多孔質ガラス中のハロゲン濃度に関しては試料溶解の際に使用した水酸化ナトリウ

ム及び中和の際に使用したほう酸からのハロゲンの混入が無視できないレベルであるため、
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正確な値を求める事が困難であったが、ハロゲンの種類によらず0.1wt％以下であった。こ

れより大部分のハロゲンは分相により可溶出相であるNa O-B O 相に含まれており、熱水溶２ ２ ３

出処理の際に除去されている事がわかった。

3-2 多孔質ガラスの細孔構造

ハロゲンを含まない組成（Composition 1）及びハロゲンを添加した組成（Composition

3,5,6）の試料を580℃で48時間の熱処理を施し、熱水溶出して作成した多孔質ガラスの細

孔構造をＳＥＭで観察した結果をFig.2-9に示す。ハロゲンを添加した試料でもハロゲンを

含まないものと同様に、スピノーダル分解によるものと思われるSiO 骨格の絡み合い構造２

が観察された。

3-3 熱処理温度と細孔構造の関係

F,Cl,Brを添加した試料（Composition 3,5,6）を500℃～600℃で48時間熱処理した場合

の細孔分布曲線の変化をFig.2-10に示す。いずれの試料も単一の鋭いピークを示しており、

熱処理温度の上昇と共に細孔径が増大している。

Fig.2-11はハロゲンを含まない試料（Composition 1）及びふっ素を添加した試料（Com

position 2,3）に関して、熱処理温度による細孔径及び比表面積の変化を示している。熱

処理温度が500℃から600℃に上昇するにつれ、細孔径が増大し、比表面積は減少しており

熱処理温度の上昇による細孔構造の大型化が見られる。

また、ハロゲンを含まない試料（Composition 1）に比べてフッ素を添加した試料（Com

position 2,3）の方が細孔径が大きく、比表面積は小さいことから、フッ素の添加により

分相の促進され、細孔構造が大型化したことが考えられる。Table2-6はComposition 1～6

について各温度で48時間の熱処理を施した試料の細孔径及び比表面積である。Table2-6よ

りふっ素及び塩素を添加した試料でハロゲンを含まない試料より細孔構造が大きくなって

おり、ハロゲン添加による分相促進の効果は細孔径の小さいものほど大きい。またふっ素

及び塩素量が多くなるほどこの傾向が顕著になっている。細孔構造に対する臭素の効果は

他のハロゲンほどは見られていない。

ハロゲンを含まない試料及びふっ素を添加した試料について、Fig.2-12に示すような比

表面積の熱処理温度依存性から(2-1)式を用いて分相の見かけの活性化エネルギーを求めた。

その結果、Composition 1～3の試料について以下の値が得られた。
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Table 2-6 熱処理温度による多孔体の細孔径と比表面積の変化

Composition of Condition of mean pore specific surface

mother glass heat treatment diameter ( ) area (㎡／g)・

500℃×48hrs. 260 81.4

520℃×48hrs. 358 59.4

1 550℃×48hrs. 800 32.6

580℃×48hrs. 1320 29.1

600℃×48hrs. 2634 22.1

500℃×48hrs. 294 70.4

520℃×48hrs. 462 60.6

2 550℃×48hrs. 846 36.8

580℃×48hrs. 1562 23.9

600℃×48hrs. 2150 20.7

500℃×48hrs. 352 68.7

520℃×48hrs. 560 52.8

3 550℃×48hrs. 988 32.4

580℃×48hrs. 1574 20.6

600℃×48hrs. 2388 17.9

500℃×48hrs. 246

520℃×48hrs. 420

4 550℃×48hrs. 794

580℃×48hrs. 1400

600℃×48hrs. 2102

500℃×48hrs. 382

520℃×48hrs. 562

5 550℃×48hrs. 800

580℃×48hrs. 1464

600℃×48hrs. 1994

500℃×48hrs. 292

520℃×48hrs. 366

6 550℃×48hrs. 714

580℃×48hrs. 1162

600℃×48hrs. 2064
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Composition 1 ： Ｅ＝14.9±1.7（kcal／mol）

Composition 2 ： Ｅ＝15.3±1.0（kcal／mol）

Composition 3 ： Ｅ＝16.4±0.7（kcal／mol）

ふっ素の有無による活性化エネルギーの変化は特に見られず、各組成で15～16kcal／molで

あった。分相の見かけの活性化エネルギーに関する報告としては、先述のHaller 及び中６）

島ら の報告の他、数種の組成について報告されている。７）

Haller ：6Na O･25.6B O ･68.4SiO (wt％)６）
２ ２ ３ ２

Ｅ＝40kcal／mol

江口ら ：8Na O･22B O ･70SiO (wt％)１１）
２ ２ ３ ２

Ｅ＝62kcal／mol

Hammel ：13Na O･11CaO･76SiO （wt％）１２）
２ ２

Ｅ＝95kcal／mol

中島ら ：6.3Na O･23.5B O ･50.0SiO ･4.2Al O ･16.0CaO（wt％）７）
２ ２ ３ ２ ２ ３

Ｅ＝143kcal／mol

Na O-B O -SiO 系の分相の活性化エネルギーはCaOやAl O を含んだ組成に比べ小さい値を２ ２ ３ ２ ２ ３

示しているが、本実験で得られた値はHallerがバイコール型の組成について求めた活性化

エネルギーの値よりさらに小さい。この相違については活性化エネルギーがNa O-B O 相中２ ２ ３

のSiO の拡散に起因するものであるならば、PPG組成のNa O-B O 相はバイコール型に比べ２ ２ ２ ３

てSiO 成分に乏しいため粘性が低くなり、これが分相の見かけの活性化エネルギーの低減２

に寄与していると考えられる。

3-4 熱処理時間と細孔構造の関係

Fig.2-13及びTable2-7はふっ素を添加した試料（Composition 2,3）を550℃で24～120時

間熱処理下試料の細孔径及び比表面積を示している。熱処理時間の増加と共に細孔径が増

大し、比表面積は減少しており、熱処理時間が長くなると共に細孔構造が大きくなってい

ることが分かる。

原ガラスの熱処理時間の増加に伴う多孔質ガラスの細孔構造の変化はSiO 骨格の再溶解２

・拡散に伴う分相構造の再編によると考えられる。本章1-2-2でも記したように、Hallerは

ポーラスバイコール型の多孔質ガラスにおいて、比表面積はｔ に比例して減少するこ－１／２

とを示している（Fig.2-3）。

本実験における多孔体の細孔半径，比表面積の時間変化を対数プロットしたのがFig.2-14
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Table2-7 熱処理時間による多孔体の細孔径と比表面積の変化

Composition of Condition of mean pore specific surface

mother glass heat treatment diameter ( ) area (㎡／g)・

550℃× 24hrs. 614 49.6

550℃× 48hrs. 846 36.8

2 550℃× 72hrs. 920 35.7

550℃× 96hrs. 1056 33.6

550℃×120hrs. 1084 28.4

550℃×240hrs. 1590 24.0

550℃× 24hrs. 682 42.7

550℃× 48hrs. 988 32.4

3 550℃× 72hrs. 1076 30.6

550℃× 96hrs. 1156 31.8

550℃×120hrs. 1312 25.8

550℃×240hrs. 1752 20.8
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であり、それぞれ(2-6),(2-7)式のような熱処理時間依存性が得られた。

比表面積 'Ａ' ｔ ･･･(2-6)∝ －０．３

細孔半径 'ｒ' ｔ ･･･(2-7)∝ ０．４

Hallerの結果（Fig.2-3）はTable2-2(a)のケースに相当するが、本実験結果は(b)のケー

スに相当すると考えられる。このような分相構造再編のメカニズムの相違は本実験で得ら

れる分相状態はHallerの組成に比べて大きいため、拡散パスがHallerの場合に比べて長く

なるためと考えられる。

また細孔が円筒モデルにより表されるならば、細孔容積一定の条件下では(2-2)式より熱

処理条件によらず比表面積は細孔半径に逆比例するはずである。本実験結果では細孔容積

'Ｖ'は熱処理条件によらず約55％と一定であるが、(2-6),(2-7)式では細孔半径と比表面積

が異なる時間依存性を示しており、比表面積と細孔半径の間に逆比例の関係が成り立って

いない。この相違については本実験組成では細孔構造を表現するモデルとして円筒モデル

が適当ではないためと考えられる。

3-5 ハロゲンの添加による不混和温度の変化

Composition 1～6の組成に対して不混和温度を測定したところ、Table2-8のような結果

が得られた。ハロゲンを含まない10Na O･50B O ･40SiO （wt％）組成では不混和温度は２ ２ ３ ２

690℃であり、この値はFig.2-1のHallerらの結果と一致している。ふっ素の添加により不

混和温度は数℃程度上昇しており、田草川ら のバイコール組成での結果と同様であった。１０）

また塩素及び臭素の添加により不混和温度は690℃から720℃まで上昇した。これよりハロ

ゲンの添加、特に塩素及び臭素の添加は本実験組成において不混和温度を高めることが分

かった。

Table2-8 ハロゲンを添加した組成の不混和温度

組成 不混和温度

Composition 1 690℃
Composition 2 695℃
Composition 3 695℃
Composition 4 710℃
Composition 5 720℃
Composition 6 710℃
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3-6 ハロゲンの添加による溶出挙動の変化

ハロゲン添加による熱水溶出時の溶出速度の変化を調べるため、580℃×48時間の熱処理

を施した試料を20mmφ×2mm厚に切断し、95℃の熱水中で1～6時間溶出した際の重量減少率

の経時変化をFig.2-16に示す。

ハロゲンを含まない試料（Composition 1）では約6時間で重量減少率が55％に達し、溶出

が完了していることが分かる。これに比べてハロゲンを含むその他の試料はより大きな溶

出速度を示している。特に塩素を添加した場合（Composition 5）にはハロゲンを含まない

試料に比べ約1／2の時間で溶出が完了しており、塩素の添加が溶出速度の向上に最も効果

があることが分かった。Composition 1と5の細孔径は1320 及び1464 であり、このよう・ ・

な溶出速度の向上はハロゲンの添加による細孔径の増大のみによるとは考えられず、可溶

出相であるNa O-B O 相の溶解速度がハロゲンの添加により変化していることが推測される。２ ２ ３

そこで分相後の可溶出相に相当するNa O-B O 系ガラスにハロゲンを添加した場合の熱水２ ２ ３

中への溶解速度変化を測定した。ハロゲン添加量は5.2mol％一定とし、ハロゲン相互の添

加効果の比較を行った。その結果、Fig.2-17に示すようにハロゲンを添加したNa O-B O 系２ ２ ３

ガラスの溶解速度が向上しており、その効果は塩素及び臭素を添加した試料で顕著にみら

れており、この傾向はFig.2-16の溶出速度の結果と一致する。ハロゲン添加による分相ガ

ラスの溶出速度の向上は、主に可溶出相であるNa O-B O 相にハロゲンが含まれることによ２ ２ ３

りNa O-B O 相の溶解速度が向上することによると考えられる。２ ２ ３
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§４ 小括

ソーダボロシリケートガラスの分相及び溶出過程に及ぼすハロゲンの添加効果について

以下の知見を得た。

1)10Na O･50B O ･40SiO 組成にF,Cl,Brを添加した原ガラスより鋭い細孔分布を持つ多孔質２ ２ ３ ２

ガラスが得られた。熱処理温度を500℃から600℃の間で、熱処理時間を24時間から240時間

の間で変化させることにより、得られる多孔質ガラスの細孔径を約300 ～2500 の範囲で・ ・

制御し得ることが分かった。

2)ハロゲンを添加することにより、分相が促進され、ハロゲンを添加しない場合に比べ同

じ熱処理条件で大きな細孔構造を持つ多孔質ガラスが得られた。ハロゲンによる分相の促

進はふっ素及び塩素の場合に特に効果がみられた。

3)ハロゲンを添加した試料の不混和温度はふっ素の添加により数℃、塩素，臭素の添加に

より約30℃上昇することが分かった。

4)ハロゲンの添加により熱水溶出処理に要する時間を短縮できることが判明した。その効

果は塩素を添加した場合に強く、塩素を0.88wt％添加した試料ではハロゲンを含まない試

料の1／2以下の時間で溶出処理が完了した。またハロゲンによる溶出時間の短縮は添加さ

れたハロゲンが可溶出相であるNa O-B O 相に存在し、Na O-B O 相の熱水への溶解速度が２ ２ ３ ２ ２ ３

増加することによることが分かった。
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第２章 Appendix

６）Hallerの理論

単位体積中にＮ個の半径ｒの球体がランダムに存在するとき、接触する球の平均個数

ｎ は半径2ｒ内の空間に他の球の中心が存在する確率より(2A-1)式のように求められる。ａｖ

ｎ ＝4π（2ｒ） ／3＝32πｒ ／3 ･･･(2A-1)ａｖ
３ ３

ここで、体積ｖ の球を任意の位置に置くとすると、既に占有されている部分以外に置かｉ

れる場合のみ球が占有する体積を増加させる。そこで増加する体積はｖ （1－Ｖ ）となる。ｉ ａ

但し、Ｖ は実際に球によって占められている体積分率を表す。１つの球による体積の増加ａ

分 ｄＶ ／ｄＮ＝ｖ （1－Ｖ ） となり、これを積分するとａ ｉ ａ

Ｖ ＝1－exp（-ｖ Ｎ） ･･･(2A-2)ａ ｉ

or Ｎ＝－ln（1－Ｖ ）／ｖ ･･･(2A-3)ａ ｉ

上式は単位体積中に存在するＮ個の球（体積ｖ ）が重なり合って分散相の総体積を成すこｉ

とを示している。

◎Ｖ が小さいときには(2A-3)式は(2A-4)式のようになる。ａ

Ｎ＝Ｖ ／ｖ ･･･(2A-4)ａ ｉ

これは即ち球の重なり合いの無い場合に相当している。

(2A-1),(2A-3)式 及び ｖ ＝4πｒ ／3 より(2A-5)式が得られる。ｉ
３

ｎ ＝－8ln（1－Ｖ ） ･･･(2A-5)ａｖ ａ

近接する球の個数ｎの分布としてポワソン分布（Ｐ ＝（ｎ ／ｎ！）exp(－ｎ ) ）をｎ ａｖ ａｖ
ｎ

仮定すると(2A-5)式より次式が得られる。

Ｐ ＝｛［－8ln（1－Ｖ ）］ ／ｎ！｝･（1－Ｖ ） ･･･(2A-6)ｎ ａ ａ
ｎ ８

(2A-6)式を図示したのがFig.2A-1であり、あるＶ の値の時、近接する粒子数ｎが0,1,2ａ

･･･である球の割合を示している。（分散相の体積Ｖ が増えるにつれ、球同士の接触が増ａ

えることがわかる。例えばＶ ＝0.2ではｎ＝1,2の粒子が各25％でｎ＝0,3,4･･･の粒子は少ａ

ないが、Ｖ ＝0.5ではｎ＝4,5,6のものが各20％弱ある。）ａ

Ｖ ＝1／3では平均接触個数ｎ ＝3.2で、他の球と接触せず独立しているものは全体の僅ａ ａｖ

か4％にすぎない。これがＶ ＝1／2ではｎ ＝5.5でｎ＝0のものは0.4％となる。ａ ａｖ

この図より粒子密度が高くなるにつれ粒子はnetwork的構造を示すと考えられる。
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半径ｒ ,ｒ の球（粒子）の個数をＮ ,Ｎ とし、球の全体積Ｖを一定とすると、(2A-4)式１ ２ １ ２

より

球の個数 Ｎ＝3Ｖ／（4πｒ ）３

ｄＮ／ｄｒ＝－9Ｖ／4πｒ ･････粒子数の増加率４

Ｔここで（ｄＮ×球の体積）＝半径がｄｒだけ変化したときの移動すべき体積Ｖ

ｄＶ 9Ｖ 4 3ＶＴ

∴ ＝－ ・ πｒ ＝３

ｄｒ 4πｒ 3 ｒ４

これを時間微分にすると

ｄＶ ／ｄｔ＝（ｄｒ／ｄｔ）（3Ｖ ／ｒ） ･･･(2A-9)Ｔ ａ

凸型の表面から凹型の一方向の拡散を仮定すると(2A-10)式が得られる。

ｄＶ ／ｄｔ＝（Ｄ ⊿Ｃ／ｐ）Ａ ･･･(2A-10)Ｔ ｖ ｖ

但し、Ｄ ：拡散係数 ⊿Ｃ：凹凸面間の濃度差（体積換算）ｖ

ｐ：拡散パス長 Ａ ：単位体積中の界面積ｖ

【仮定】

◎定常状態では溶解，拡散，析出速度は等しい

◎溶解速度は球表面（凸面）での平衡溶解度（Ｓ ）と表面から離れた所での濃度（Ｃ ）＋ ＋

の差に比例

◎析出速度は析出面（凹面）でのＳ とＣ の差に比例－ －

以上の仮定の元で溶解及び析出サイトにおける反応の速度定数を各々ｌ，ｍとすると界面

反応の物質収支の式は(2A-11)式で表される。

ｌ（Ｓ －Ｃ ）＝Ｄ ⊿Ｃ／ｐ＝ｍ（Ｃ －Ｓ ） ･･･(2A-11)＋ ＋ ｖ － －

ここで、Ｓ －Ｓ ＝⊿Ｓ，Ｃ －Ｃ ＝⊿Ｃとすると＋ － ＋ －

⊿Ｓ－⊿Ｃ＝Ｄ ⊿Ｃ（ｌ ＋ｍ ）／ｐｖ
－１ －１

ｐ
⊿Ｃ ＝ ⊿Ｓ ･･･(2A-12)

ｐ＋Ｄ （ｌ ＋ｍ ）ｖ
－１ －１

Ｓ ，Ｓ を半径ｒ ，ｒ の球上の溶解度とするとKelvinの式より＋ － ＋ －

ｌｎ（Ｓ ／Ｓ ）＝ 2Ｍγ／ｒＲＴρ＋ ０

但し、γ：界面エネルギー Ｍ：分子量 ρ：密度

Ｓ ：平行な界面上の溶解度０

Ｓ とＳ の差が小さい場合は＋ ０

Ｓ －Ｓ ＝Ｓ ・2Ｍγ／ｒＲＴρ＋ ０ ０
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同様に、Ｓ －Ｓ ＝－Ｓ ・2Ｍγ／ｒＲＴρ より－ ０ ０

Ｓ －Ｓ ＝ ⊿Ｓ ＝ Ｓ ・4Ｍγ／ｒＲＴρ ･･･(2A-13)＋ － ０

(2A-13),(2A-12),(2A-7)式を(2A-10)式に代入し、

-1
ｄＶ ｐ １ Ｓ ・12Ｍγ（Ｖ －1）ｌｎ（1－Ｖ ）Ｔ ａ ａ

０

＝ ＋ｌ ＋ｍ ・ ・－１ －１

ｄｔ Ｄ ｒ ＲＴρｖ
２

･･･(2A-14)

拡散パスｐが非常に小さいとすると

ｄＶ １ Ｓ ・12Ｍγ（Ｖ －1）ｌｎ（1－Ｖ ）Ｔ ａ ａ
０

＝ ・ ･･･(2A-15)
ｄｔ ｒ （ｌ ＋ｍ ）ＲＴρ２ －１ －１

(2A-15)式のｄＶ ／ｄｔを(2A-9)式に代入し、積分し、ｔ＝0における粒子径がｒ に比べＴ ｔ

て非常に小さいとすると

ｒ ＝ｔ［Ｓ ･8Ｍγ(Ｖ －1)ｌｎ(1－Ｖ )／Ｖ (ｌ ＋ｍ )ＲＴρ］ ･･･(2A-16)２ ０ －１ －１
ａ ａ ａ

また、(2A-7)式を用いて(2A-16)式を比表面積Ａ で表すとｖ

Ａ ＝［9ＲＴρ(ｌ ＋ｍ )･Ｖ (Ｖ －1)ｌｎ(1－Ｖ )／8Ｓ Ｍγ］／ｔ ･･･(2A-17)ｖ ａ ａ ａ
２ －１ －１ ０

→比表面積は時間の－1／2乗に比例

拡散パスが長く、溶解，析出サイト数ｌ,ｍが多い場合には(14)式より

ｄＶ ／ｄｔ＝Ｄ ･Ｓ ･12Ｍγ(Ｖ －1)ｌｎ(1－Ｖ )／ｐｒ ＲＴρ］ ･･･(2A-18)Ｔ ｖ ａ ａ
０ ２

(2A-7)式を代入しｐがｒと同程度として積分すると、比表面積は時間の－1／3乗に比例

輸送メカニズムが表面拡散の場合、物質移動速度は（サイトの周）×（数）に比例する。

短距離を速く拡散する場合には、比表面積Ａはｔ に比例し、長距離を遅く拡散する場－１／３

合には、比表面積Ａはｔ に比例する。－１／４



- 49 -

参考文献

1)W.Haller, D.H.Blackburn, F.E.Wagstaff and R.J.Charles : J.Am.Ceram.Soc.,53

(1970)34-38

2)牧島亮男 : 機能性ガラス入門（アグネ）

3)土橋正二 : ガラスの化学（講談社）

4)J.J.Hammel and T.Allersma : U.S.Pat. 3,843,341 (1974)

5)J.W.Cahn : J.Chem.Phys.,42(1965)93-99

6)W.Haller : J.Chem.Phys.,42(1965)686-693

7)中島忠夫, 黒木裕一 : 日本化学会誌,8(1981)1231-1238

8)A.Makishima, J.D.Mackenzie, J.J.Hammel : J.Non-Cryst.Solids, 31 (1979)377

9)Z.Chaowu and Y.Ruilin : J.Non-Cryst.Solids, 112 (1989) 244-250

10)N.Takusagawa, K.Yamamoto and K.Kitajima : J.Non-Cryst.Solids, 95-96(1987)

1055

11)江口清久, 田坂賢次, 垂水修二 : 窯業協会誌, 77(1969)301

12)J.J.Hammel : J.Chem.Phys.,46(1967)2234-2244



- 50 -

第３章

水銀還元酵素の固定化と水銀センサーの作製

§１ 緒言

1-1 緒論

タンパク質からなる触媒である酵素は、

1)常温，常圧，中性付近のpH領域といった温和な反応条件下での優れた触媒作用

2)基質に対する厳密な選択性（基質特異性）

3)反応の立体特異性

4)複雑な構造の基質分子の特定の部位にだけ反応を起こし得る位置特異性

など、一般の化学触媒では到達し難い特性を持っており、第１章で述べたように分析や有

用物質の生産など広分野に応用されている。

通常、酵素を用いた物質生産においては酵素は溶液状態で用いられ、反応はバッチ式で

行われる。そのため酵素は各バッチの反応毎に生成物と分離され捨てられることになり、

高価な酵素の使い方としては非常に不経済と言わざるを得ない。そこで酵素を不溶性担体

に固定化した固定化酵素を用いて、酵素を繰り返し使用することが検討されている。

固定化担体の中でも多孔質ガラスは酵素の固定化担体として古くから用いられており、固

定化方法や固定化酵素の特性について、これまでに多くの報告が成されている。

1-2 既往の研究（ガラス担体への酵素の固定化）

1-2-1 固定化担体

多孔質ガラスはその広い比表面積や耐化学性から酵素固定化用の担体やアフィニティー

クロマトグラフィー用の担体として古くから用いられてきた。特にポーラスバイコールガ

ラスは“Controlled Porous Glass (CPG)”という名称で開発元のコーニング社等から市販

されているため、容易に入手可能であることがCPGが担体としてよく用いられている一つの

理由であろう。

Table3-1はこれまでに報告されている多孔質ガラス及びガラスビーズに固定化された酵素

を示しており、酸化還元や加水分解に関与する酵素が主に固定化されている。Table3-1に

示された酵素の固定化に用いられた担体は先に述べたCPGが多いが、多孔質ガラス表面に

ZrO をコーティングしたものも同様に用いられている。２
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1-2-2 固定化方法

酵素の固定化方法は数種類の方法が考案されているが、最も一般的に使用されているの

は、多孔質ガラスをγ-aminopropyltriethoxysilane（γ-APTES）で表面処理し作製したア

ルキルアミノガラスをグルタルアルデヒドで活性化し酵素を固定化する方法である。この

方法はアルキルアミノガラスをグルタルアルデヒド溶液に浸漬し、その後酵素溶液を加え

るだけで比較的高い固定化率が得られるので、特殊な装置や試薬を使わずに簡単に酵素を

固定することが出来る。また四塩化チタン（TiCl ）によりガラス表面を活性化する方法も４

簡便な固定化法として多く用いられている。アルキルアミノガラスをさらに表面処理する

方法としては塩化ニトロベンゾイルによりアリルアミノ化する方法や、無水コハク酸によ

りカルボキシル化する方法などがある。これらの固定化法は表面処理が複雑ではあるが、

多くの酵素において固定化後の活性が高く経時変化も少ないため、有用な固定化法とされ

ている。特殊な固定化法としてはBraunら がﾃﾄﾗｴﾄｷｼｼﾗﾝを用いたゾル－ゲル法によりア２３）

ルカリフォスファターゼをゲル中に包括固定している。この方法は担体の表面処理等複雑

な操作を要しないが、酵素が失活する可能性が高く、担体が多孔性でないため固定化した

酵素が有効に利用されない等、欠点が多く一般的な固定化法とは言えない。

Lappiら はガラスビーズ上にFig.3-1のような四種類の方法でClostridium由来のヒド１８）

ロゲナーゼを固定化し、その活性及び安定性を比較している。Table3-2は固定化法による

酵素の固定量（mg）及び固定化酵素の活性（μmole H ／min）を示しており、固定化酵素２

のTotal activityではｸﾞﾙﾀﾙｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞで固定化した場合が最も高い。但し、固定化量を考慮

にいれた比活性ではｸﾞﾙﾀﾙｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞ及びコハク酸誘導体に固定化したヒドロゲナーゼが同じ

値を示している。Fig.3-2は固定化酵素活性の経時変化を示しており、空気雰囲気下で保存

した場合には固定化していない酵素（図中soluble）は数分で活性を失っているのに対し、

固定化した場合にはいずれも失活速度が低下していることが分かる。特にコハク酸誘導体

に固定した場合には4日保持した後も固定化直後の約70％の活性を示しており、安定性が著

しく向上している。Lappiらの結果では同ヒドロゲナーゼのガラス上への固定化にはコハク

酸誘導体（カルボキシル誘導体）を用いるのが活性，安定性の面で最適と考えられる。こ

の例のように固定化方法により固定化酵素の特性は大きく影響されるので固定化方法の検

討は非常に重要であるが、Lappiらのように数種の固定化法について検討を行ったものは少

ない。
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1-2-3 固定化酵素のpH－活性曲線

酵素の活性はpHにより変化し、各酵素に特有の最適pHがある。固定化処理は多くの場合、

最適pHをシフトさせ、またはpH－活性曲線を変化させる。Table3-3は固定化によるpH依存

性の変化についての報告をまとめたものである。多くの場合、最適pHがアルカリ側にシフ

トしており、最適pHが酸性よりにシフトした例は少ない。またpH－活性曲線全体が固定化

により広がる現象も報告されている。Fig.3-3(a)はpH－活性曲線の形状が変化せず、最適

pHがシフトした例であり、Fig.3-3(b)はpH－活性曲線が変形（broadening）した例である。

このような固定化による酵素活性の最適pHのアルカリ側へのシフトは、多孔質ガラス担

体表面の修飾基が持つ荷電により固定化酵素領域のpHが外部溶液のpHより酸性となり、そ

のため実際の酵素反応は反応液のpHより酸性側で進行することになり、見かけ上最適pHが

アルカリ性に移動するものと考えられている。但し、電気的に中性のポリアクリルアミド

ゲルで酵素を包括法で固定した場合にも最適pHの移動が起こることがあり、このような酵

素活性のpH依存性の変化についてはさらに検討が必要である。

1-2-4 固定化酵素の温度－活性曲線

酵素の反応機構は酵素自身即ちタンパク質の立体構造に大きく依存している。酵素の触

媒作用が無機触媒のそれと大きく異なる点は、酵素活性が温度の上昇によって酵素の立体

構造が崩れる温度域では活性が低下する事にある。固定化操作は担体と酵素間の結合が酵

素の立体構造をある程度制約するため、遊離酵素に比べて高温でも立体構造が保たれ、活

性を示す場合がある。Table3-4は多孔質ガラスに固定化した酵素活性の温度依存性の変化

に関する報告であり、多くの場合、酵素の温度－活性曲線が高温側に移動することが報告

されている。Fig.3-4は1,4-α-glucan phosphorylaseを多孔質ガラス上に固定化した場合

の温度－活性曲線の変化を示しており、アゾ結合により固定化した場合に温度特性の向上

が見られる。酵素も構造変化が起こらない限りは通常の触媒と同様に高温ほど反応速度は

大きくなるため、固定化により酵素が熱的に安定化されることは酵素の利用上望ましいこ

とである。多孔質ガラス担体は有機系担体と比べて熱的に安定であり、固定化酵素を高温

で使用する場合には適当な担体となり得る。

1-2-5 固定化酵素の安定性

固定化酵素は熱的に安定になるだけでなく、常温での長期間の保持に対しても酵素単独

の状態より安定になる。Fig.3-2に示したLappiら の結果は、適正な固定化処理により酵１８）

素の安定性が向上する典型的な例である。Masonら は固定化担体による酵素の安定性の３５）

変化について興味深い報告をしており、多孔質ガラスとセルロースに同じアゾ結合により
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固定したインベルターゼの活性の経時変化についてFig.3-5のような結果を得ている。この

場合、23℃でショ糖の加水分解を連続的に行わせており、セルロースに固定化したインベ

ルターゼは10日程度で失活しているが、多孔質ガラスに固定化すると約1ヶ月間、初期の活

性を保持している。このように同じ固定化法で担体による安定性の違いが現れる理由につ

いては不明である。

1-2-6 固定化酵素の応用

固定化酵素の応用に関する研究の多くは酵素反応を用いた物質生産を考慮したものであ

る。例えばYokoteら は固定化アミノアシラーゼを用いたDL-アミノ酸の連続分割に関し５２）

て報告しており、Leeら は固定化グルコアミラーゼを用いた澱粉から連続的にグルコー２６）

スを生産する方法について報告している。固定化酵素を物質生産に用いた場合、連続操業

が可能になる上、酵素をその活性が低下するまで使用できるので製造コストが低減できる

という利点がある。千畑 は溶液状態及び固定化状態の酵素を用いた場合の製造コストを５７）

アミノアシラーゼを用いるL-アミノ酸製造の原価の例で比較している。Fig.3-6のように固

定化酵素を用いた場合には製造原価が溶液状態の酵素を用いる従来法の約60％に抑えられ

ており、固定化酵素を用いた連続法での製造原価の低減は主にアミノアシラーゼ消費量の

低減と連続法を用いることによる人件費の低減によることがわかる。

１３），３７），また多孔質ガラスに固定化した酵素をセンサーに応用した例も報告されている

。例えばMasciniら は固定化したL-アミノ酸オキシダーゼ及びプロテアーゼとアンモ４５） １３）

ニア電極を用いたタンパク質濃度の測定装置について報告している。

1-3 水銀還元酵素（reduced NADP-mercuric ion oxidoreductase）

水銀及びその化合物は多くの生物に有害であるが、一部の微生物（Thiobacillus ferro

oxidans，Pseudomonas aeruginosa 等）は水銀イオンの存在下でも生存が可能である。こ

れら水銀耐性の微生物はその細胞内に水銀イオンを金属水銀に還元し、無害化する酵素、

即ち水銀還元酵素（EC1.16.1.1）を保有している。Foxら はPseudomonas aeruginosaか５８）

ら水銀還元酵素を単離し、その触媒作用を調べた。水銀還元酵素は(3-1)式のようにdimer

captide（RS-Hg-SR）として存在する水銀イオンを還元する。

RS-Hg-SR ＋ NADPH ＋ H ＝ Hg ＋ NADP ＋ 2RSH ･･･(3-1)＋ ０ ＋

この反応において電子供与体として働くNADPH（ﾆｺﾁﾅﾐﾄﾞｱﾃﾞﾆﾝｼﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞﾘﾝ酸）は生体内で
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多くの酸化還元反応に寄与する補酵素である。(3-1)式の反応から分かるとおり、本酵素に

よる水銀の還元反応は水銀イオンとNADPHが1:1で反応することにより起こる。そこで反応

に伴うNADPHの濃度変化を測定することで水溶液中の水銀イオン濃度を測定することが可能

であると考えられる。Table3-5は水銀還元酵素の特性値を示している。

Table3-5 水銀還元酵素の特性値

分子量 ： 58,727 （塩基配列より）

補欠分子族 ： FAD （ﾌﾗﾋﾞﾝｱﾃﾞﾆﾝｼﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ）

最適pH ： 7.0～7.2

最適塩濃度 ： 0.4～0.5Ｍ

Ｋ (for HgCl )： 10.2μＭｍ ２

Ｋ (for NADPH)： 約3μＭｍ

－１Ｖ ： 596 minｍａｘ

1-4 既往の研究（水銀の定量法）

水銀及びその化合物は多くの場合強い毒性を有することから、水銀の分析法、特に環境

中の微量水銀の分析法に関して多くの研究がなされている。

古くから知られている方法としては、以下のような方法がある。

(1)重量法：水銀イオンを硫化物，塩化物またはキレートなどにして沈澱させて測定する。

(2)吸光光度法：水銀イオンとジチゾンのキレートを490～510nmで比色定量する。

(3)容量法：水銀イオンを含む溶液をEDTAやﾁｵｼｱﾝ酸ｶﾘｳﾑで適定する。

これらの方法はいずれも簡単な装置で測定可能であるが、微量分析が困難であり妨害物質

の影響を受け易いことが欠点である。

微量水銀の分析法としては現在、放射化分析法，冷原子吸光法が用いられており、新しい

微量分析法として酵素免疫測定法が開発されている。以下にこれらの方法について述べる。

５９）1-4-1 放射化分析法

元素を高エネルギーの核粒子，γ線で照射すると放射性核種が生成し、この壊変速度及

び壊変により発生する放射線の種類・エネルギーは核種に特有のものであるので、発生す

る放射線を測定することにより核種を特定することが可能である。また試料を放射化する
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条件が同じであれば生成放射線量は分析対象の核種の量に比例する。現在、種々の放射化

法の中で最もよく用いられているのは原子炉を用いる熱中性子放射化分析法である。放射

化分析法は一般に検出感度が高く、目的元素の状態によらず同一の感度が得られ、異種元

素の影響を受けにくいという利点がある。水銀の放射化分析においては、試料を熱中性子

照射し Hgから放射される0.07MeVのγ線を測定する。非破壊放射化分析は1ppm程度の水１９７

銀の検出感度を持っているが、破壊放射化分析では試料を放射化した後、水銀を濃縮して

放射能強度を測定するため微量分析に適している。

欠点としては、測定に原子炉という特殊な装置が必要であるため一般性に欠ける点がある。

５９）1-4-2 冷原子吸光法

水銀イオンを塩化スズで還元し、気化した水銀原子蒸気中に253.7nmの水銀共鳴吸収スペ

クトル線を通過させ、その吸収強度を測定することにより水銀を定量する方法である。通

常の原子吸光法と異なるのは目的物質の気化にバーナーを使わず、室温で水銀を気化させ

る点であり、それゆえ本方法は冷原子吸光法（Cold Vapor Atomic Absorption）と呼ばれ

る。炎を使わないので吸収強度が安定するため高感度であり、異種元素の妨害も受けない

ので現在水銀の分析法として最も広く用いられている。但し、水銀を気化させるための前

処理が必要であるため連続測定に向かず、塩化スズや水銀蒸気の安全性などの問題もある。

1-4-3 ELISA法（Enzyme Linked Immunosorbent Assay）

近年、Wylieら は酵素免疫測定法を用いて微量試料中の微量水銀を検出する方法を報６０）

告している。この方法ではBSA－ｸﾞﾙﾀﾁｵﾝ化合物で処理したマイクロプレートに数百μlの塩

化水銀溶液（0.2～200ppbHg）を加え、BSA－ｸﾞﾙﾀﾁｵﾝと水銀を反応させた後、このプレート

にBSA－ｸﾞﾙﾀﾁｵﾝ－HgCl に対するモノクローナル抗体（マウス由来）を加え、さらに抗マウ２

スμ鎖抗体とペルオキシダーゼの複合体を加える。このマイクロプレートを洗浄した後、

ペルオキシダーゼの基質を加え、405nmの吸光度の変化から水銀濃度を測定する。Fig.3-7

は試料溶液の水銀濃度と吸光度の変化の関係を示しており、水銀濃度が0.5～10ppbの範囲

で直線関係が得られている。

ELISA法は冷原子吸光法と同程度の感度を有しており、原子吸光が少なくとも数十mlの試料

量を必要とするのに対し、ELISA法では数百μlの試料で分析が出来るため微量試料中の微

量水銀の分析に適していると考えられる。また、特殊な装置も必要とせず分析手順も比較

的簡単であることから新しい微量水銀の定量方法として期待されている。
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§２ 実験方法

2-1 水銀還元酵素の精製

トランスポゾンTn501由来の水銀還元酵素構造遺伝子を含む、Eschericia coliプラスミ

ドで形質転換したE.coliからFoxら の方法で水銀還元酵素を精製した。本研究において５８）

は水銀還元酵素は同和鉱業株式会社より提供された。

2-2 酵素の固定法

水銀還元酵素の固定は多孔質ガラス表面にアミノプロピル基を導入したアルキルアミノ

ガラスに以下の(1)～(4)に示す4種類の方法で行った。

アルキルアミノガラスは粉砕した多孔質ガラスを80℃の5(w/v)%γ-aminopropyltriethoxy

silane（γ-APTES）－トルエン溶液50ml中で24時間還流し、トルエンで数回洗浄後、室温

で真空乾燥して得た。

(1)グルタルアルデヒドによる固定

アルキルアミノガラス10mgを1mlの5(w/v)％グルタルアルデヒド－100mMリン酸ナトリウ

ム緩衝液(pH7.0)中で室温で1時間反応させた後、蒸留水およびリン酸ナトリウム緩衝液で

洗浄し、10μM水銀還元酵素溶液 100μlを添加し、4℃に18時間保持し酵素を固定した。

(2)アリルアミノ誘導体へのアゾ結合による固定

アルキルアミノガラス1gを68℃の5(w/v)％p-塩化ニトロベンゾイル，10(v/v)％トリエチ

ルアミン－クロロフォルム溶液50ml中で18時間還流し、クロロフォルムで数回洗浄後、室

温で真空乾燥してアリルニトロ誘導体を得た。これを0.5M NaHCO －0.1M Na S O （pH8.３ ２ ２ ４

5）水溶液10ml中で37℃×1時間反応させた後、5(w/v)％Na S O 水溶液10ml中で100℃×20２ ２ ４

分反応させ、蒸留水で数回洗浄し、さらにエタノールで洗浄後、室温で真空乾燥しアリル

アミノ誘導体を得た。

アリルアミノガラス約10mgを10mgNaNO ＋1ml 4N HCl水溶液中で4℃×1時間反応させ、冷蒸２

留水で数回洗浄し、(1)と同様の手順で酵素を固定した。

(3)カルボキシル誘導体への固定

アルキルアミノガラス1gを0.2g無水コハク酸水溶液7.0ml中で4℃×5時間保持する。この

間、20％NaOH溶液でpH6.0に調整する。反応後、蒸留水で洗浄し、更にエタノールで洗浄後、

室温で真空乾燥し、カルボキシル誘導体を得た。
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サクシニルガラス10mgに10μM水銀還元酵素－100mMリン酸ナトリウム緩衝液 100μlを加え、

直後1mgのカルボジイミド（粉末）を添加し、4℃で18時間反応させ、酵素を固定化した。

(4)アルキルアミノガラスへの固定

アルキルアミノガラス10mgに10μM水銀還元酵素－100mMリン酸ナトリウム緩衝液100μl

を加え、直後1mgのカルボジイミド（粉末）を添加し、4℃で18時間反応させ、酵素を固定

化した。

固定化処理後の溶液は遠心分離により多孔質ガラス担体と上澄みを分離し、上澄みに含

まれる残留水銀還元酵素量を455nmの吸光度（Ａ455＝6.2mM ）より測定し、多孔質ガラス－１

上に固定化された酵素量を算出した。酵素を固定化した多孔質ガラスはpH7.0の100mMリン

酸ナトリウム緩衝液で数回洗浄した後、三等分し、活性測定に供した。

2-3 固定化水銀還元酵素の活性測定

1～3×10 moleの水銀還元酵素を固定化した多孔質ガラス担体 約4mgを全量1mlの下記－１０

の測定系に加え、30℃，撹拌下で5分間反応させた。

緩衝液 pH7.0の100mM リン酸ナトリウム溶液

基質 100μM HgCl ，200μM NADPH２

SH試薬 2mM 2-Mercaptoethanol

反応後の溶液は遠心分離により固定化酵素を除去した後、溶液の340nmにおける吸光度から

溶液中のNADPH濃度の変化を測定した。以上の測定を同一固定化酵素に対し3回行い、固定

化酵素の反応速度の平均値から固定化水銀還元酵素の活性を評価した。

2-4 水銀センサーの作製

多孔質ガラスのアリルアミノ誘導体に固定化した水銀還元酵素を用いてフローシステム

により水銀センサーを作製した。Fig.3-8は本実験で使用した水銀センサーの流路図を示し

ている。Fig.3-8のフローシステムではNADPH及びシステアミンを含むTris－H SO 緩衝液及２ ４

び試料溶液をペリスタルティック・ポンプを用いて流量が各々0.2ml／分，0.8ml／分とな

るよう送液・混合し、30℃に保持した固定化酵素カラムに供給した。固定化酵素カラム内

で反応した溶液をフローセルに送液し、蛍光光度法により溶液中のNADPH濃度を測定した。

NADPHの蛍光測定に使用した装置及び測定条件は以下の通りである。
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蛍光分光光度計：島津製RF-5000

励起波長：340nm（バンド幅：10nm）

蛍光波長：470nm（バンド幅： 5nm）

蛍光強度測定：2秒間隔で一試料につき3分以上測定し時間平均から評価

測定系

緩衝液：0.5Ｍ ﾄﾘｽ(ﾋﾄﾞﾛｷｼﾒﾁﾙ)ｱﾐﾉﾒﾀﾝ（Tris）－H SO buffer, pH7～8.5２ ４

２基質 ：100μＭ NADPH, 0～20μＭ HgCl

SH試薬：10mＭ Cysteamine

（他に 5mＭ EDTAを含む）

2-5 酵素サイクリング法による水銀センサーの増感

水銀還元酵素による反応では(3-1)式のように水銀イオンとNADPHが1:1で反応するため、

(3-2)式の様に酸化されるNADPH量と還元される水銀量は等しい。そのため水銀の検出限界

はNADPHに対する検出感度により規定される。

RS-Hg-SR ＋ NADPH ＋ H ＝ Hg ＋ NADP ＋ 2RSH ･･･(3-1)＋ ０ ＋

⊿[NADPH] ＝ ⊿[Hg ] ･･･(3-2)２＋

そこで水銀還元酵素を用いた水銀センサーの感度をさらに向上させるため、以下の方法

を用いた。

カタラーゼが金属水銀を２価水銀イオンに酸化する働きがあることがOgataら や６１）

Hurshら により報告されている。そこで(3-3)式の様に、水銀還元酵素により還元されて６２）

生成した金属水銀をカタラーゼにより再酸化すると、(3-4)式のように水銀イオンより過剰

のNADPHが消費されるためセンサー感度の向上が期待される。

２＋NADPH Hg

水銀還元酵素 カタラーゼ ･･･(3-3)

＋ ＋ ０NADP ＋H Hg

⊿[NADPH] ≒ α・⊿[Hg ] （α＞1） ･･･(3-4)２＋
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2-6 固定化酵素の作製

水銀還元酵素及びカタラーゼは多孔質ガラスのアリルアミノ誘導体に固定化した。多孔

質ガラスは粒径1mmφ以下に粉砕し、粒径が0.212～0.3mmφ，0.3～0.5mmφ，0.5～0.7mmφ，

0.7～1mmφの四種類の担体を用いて、本章2-2と同様の方法でアリルアミノ誘導体とした。

水銀還元酵素のみを固定化する場合には適当な粒径の多孔質ガラス担体0.18ｇをジアゾ化

し、水銀還元酵素を固定し、カラムに充填した。また水銀還元酵素とカタラーゼを同時に

固定化する場合には0.18ｇの担体を90mgに二分し、それぞれに水銀還元酵素とカタラーゼ

を混合した後、両者を混合しカラムに充填して用いた。

固定化酵素カラムはアクリル製の内径3mmφ，長さ50mmのチューブを用い、チューブ外部

に恒温水を流すことによりカラム内部を30℃に維持した。
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§３ 固定化水銀還元酵素の特性に関する実験結果及び考察

3-1 固定化水銀還元酵素の活性

多孔質ガラスへの水銀還元酵素の固定化法及び多孔質ガラス担体の細孔径の水銀還元酵

素の固定化率への影響をFig.3-9に示す。アルキルアミノガラスに水銀還元酵素を脱水縮合

により結合する方法も試みたが、この方法では充分な固定量が得られなかったため、アミ

ノプロピル基上にリジンを付加することにより充分な酵素固定量を得た。Fig.3-9ではグル

タルアルデヒドで処理した多孔質ガラス及びアリルアミノ誘導体に固定化した場合にほぼ

100％の固定化率が得られているが、カルボキシル誘導体及びリジンで処理した担体では添

加した酵素の50％以下の固定化率となっている。

担体の細孔径と酵素の固定化率の関係では、細孔径が小さい方が担体の比表面積は大き

くなるので、酵素が固定化されるサイトも上昇することが予想される。Fig.3-9ではグルタ

ルアルデヒドで処理した場合及びアリルアミノ誘導体に固定化した場合には細孔径の増大

と共に固定化率がやや低下する傾向が見られる。カルボキシル誘導体及びリジンで処理し

た担体に固定化した場合には細孔径と固定化率の間に特に関係はみられなかった。

多孔質ガラスへの水銀還元酵素の固定化法及び多孔質ガラス担体の細孔径の固定化水銀

還元酵素の活性への影響をFig.3-10に示す。Fig.3-10における相対活性は等量のsolubleの

水銀還元酵素に対する相対値で評価した。

この結果、多孔質ガラスのアリルアミノ誘導体及びカルボキシル誘導体に固定した場合に

特に固定化酵素の活性が高く、溶液状態の酵素の20％～30％の活性を示している。また細

孔径の大きい担体に固定した場合の方が見かけ上活性が高い傾向がみられる。

ゾルーゲル法により作製した多孔体は表面のシラノール基の密度が通常の分相溶融法によ

る多孔質ガラスと比べて高いため、酵素の固定化に適していると考えられている。そこで

PPG型多孔質ガラスとﾃﾄﾗﾒﾄｷｼｼﾗﾝ－ﾒﾀﾉｰﾙ－塩酸溶液からゾルーゲル法により合成した多孔

体に固定化した水銀還元酵素の活性を比較した結果がFig.3-11である。細孔径及び気孔率

はそれぞれ、PPG型多孔質ガラスが2000 ，55％、またゾルーゲル法による多孔体が2800 ，Å Å

70％であった。PPG型多孔質ガラスのコハク酸誘導体に固定化した酵素の活性が高いが、こ

れを除く他の固定化法においては担体による固定化酵素活性の差は特に見られていない。

この原因としてはゾルーゲル法による多孔質ゲルは600℃で焼成し、さらにγ-APTESで表面

処理したため、ゲルの表面状態による影響が現れないためと考えられる。また固定化酵素

の活性には担体の細孔構造や気孔率より細孔径が大きく影響すると考えられる。
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3-2 水銀還元酵素の速度論的定数

アリルアミノ誘導体に固定化した水銀還元酵素について、HgCl 濃度を20μMから80μMの２

間で変化させ、基質濃度と反応速度の関係をLineweaver-Burkプロットで示したのがFig.3

-12である。担体は細孔径3700 の多孔質ガラスのアリルアミノ誘導体であり、Fig.3-10に・

おいて直線の傾き及びＹ切片から求めた最大反応速度Ｖ とミハエリス定数Ｋ は以下のｍａｘ ｍ

通りであった。各定数の導出については本章末のAppendixに記した。

固定化水銀還元酵素：Ｖ ＝130 min ， Ｋ ＝70μＭｍａｘ ｍ
－１

soluble 〃 ：Ｖ ＝596 min ， Ｋ ＝10.2μＭｍａｘ ｍ
－１

固定化後の酵素の最大反応速度は溶液状態の約20％であり、ミハエリス定数は溶液状態の

5倍の濃度であった。固定化によりＶ 及びＫ が変化した原因としては、固定化による酵ｍａｘ ｍ

素の一部が失活したことや細孔内部の基質の拡散が固定化酵素全体の反応を律速している

ことなどが考えられる。

3-3 固定化酵素のpH依存性

アリルアミノ誘導体，カルボキシル誘導体（細孔径2000 ）に水銀還元酵素を固定化し、・

ﾘﾝ酸ﾅﾄﾘｳﾑ緩衝液，Tris－HCl緩衝液を用いてpHを5.5～9.2の間で変化させ、固定化水銀還

元酵素活性の変化を調べた結果、Fig.3-13に示すように固定化酵素の最適pH＝7.5であり、

solibleの状態では最適pH＝7.0～7.2であることから固定化により最適pHがややｱﾙｶﾘ側にシ

フトしていることがわかる。本章1-2-3にも記した通り、多孔質ガラスに酵素を固定化した

場合には多くの場合、最適pHがアルカリ側にシフトしており、本実験結果も同様の傾向を

示している。

また固定化によるpH－活性曲線の変化は水銀還元酵素については見られなかった。

3-4 固定化酵素の安定性

アリルアミノ誘導体，カルボキシル誘導体（細孔径400 ，2000 ）に水銀還元酵素を固Å Å

定化し、30℃の恒温器中で保持し固定化酵素活性の経時変化を測定した結果をFig.3-14に

示す。カルボキシル誘導体に固定化した場合は約１週間で完全に失活しているが、アリル

アミノ誘導体では29日後も初期の活性の80～90％を維持している。solubleの水銀還元酵素

では30℃で１ヶ月保持すると約50％に活性が低下することから、固定化による水銀還元酵

素の安定化がみられる。





- 74 -

§４ 水銀センサーに関する結果及び考察

4-1 水銀還元酵素単独の水銀センサー

4-1-1 pHによるセンサーの感度変化

水銀センサーに使用する緩衝液の種類及びpHを変化させた場合のセンサーの感度変化を

Fig.3-15に示す。固定化水銀還元酵素量は6×10 moleであり、粒径0.2～0.3mmφの担体を－９

用いている。緩衝液には0.5ＭのTris-H SO ，Tris-HCl及びリン酸ナトリウム緩衝液を用い２ ４

て、pHを7.1～8.5の間で変化させた。Fig.3-15の縦軸は蛍光強度の減少量、即ちセンサー

の感度を表しており、これより本水銀センサーの感度は、Tris系の緩衝液においてはpH＝

7.5付近で最大となっている。このpHの値は固定化水銀還元酵素の最適pHと同じであり、妥

当な結果である。緩衝液の影響ではTris－H SO 緩衝液を用いた場合に感度が高く、リン酸２ ４

ナトリウム緩衝液では感度の低下がみられる。固定化水銀還元酵素の活性の面では緩衝液

による大きな差はないが、水銀センサーにおいてFig.3-15の様な大きな差が生じたのは、

リン酸ナトリウム緩衝液中で溶液中のNADPHが不安定になったためと考えられる。

4-1-2 多孔質ガラス担体の影響

Fig.3-16は水銀還元酵素を粒径0.2mmφ～1mmφの多孔質ガラスに固定化した場合のセン

サーの感度変化を示している。測定はpH7.5のTris-H SO 緩衝液を用い、30℃で行った。固２ ４

定化水銀還元酵素量は担体の粒径によらず6×10 moleとした。－９

図中縦軸は蛍光強度の減少量をNADPH濃度の変化に換算して示している。同じ水銀濃度で比

較すると、担体の粒径の低下と共にNADPHの減少量が増大し、センサーとしての感度が向上

していることがわかる。

図中の直線は試料溶液中の全てのHgCl が固定化酵素により還元された場合のNADPHの消費２

量を示しているが、担体の粒径が0.5mmφ以下では5μＭ以下のHgCl が酵素により完全に還２

元されていることが分かる。即ち、粒径が小さいほど固定化酵素カラム内での水銀の還元

反応が起こり易く、見かけ上、同一水銀濃度でもNADPH消費量が増えている。これは固定化

された水銀還元酵素の内、カラム内で反応に寄与するものが多孔質ガラス担体の表面近傍

に固定化されたものであるため、担体の粒径が小さいものほど水銀還元反応に寄与する酵

素量が増えるためと考えられる。

Fig.3-16より粒径0.2mm～0.3mmφの担体を用いた場合に0.5～8μＭHgCl の範囲で水銀濃度２

とNADPHの蛍光強度の変化量の間に直線関係がみられ、最少0.5μＭ（0.1ppm）の水銀イオ

ンを定量可能であることが分かった。
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4-1-3 異種イオンに対する選択性及び阻害

水銀センサーに対して要求されるのは検出感度だけでなく、水銀以外のイオンに対して

反応せず、水銀イオンと他のイオンの混在下でも正しい水銀濃度を指示することである。

本水銀センサーの異種イオンに対する選択係数をTable3-7に示す。Fig.3-17はTable3-7

の結果を図示したものである。選択係数は同じ濃度の水銀イオンと異種イオンに対する本

水銀センサーの感度比であり、これが高いほどそのイオンに対し反応しにくい事になる。

これらの結果より本水銀センサーはFe に強く影響され、Cu ,Pb に影響を受けるが、そ３＋ ２＋ ２＋

の他のイオンに対しては充分な選択性を有していることが分かる。

銀イオン（Ag ）は水銀還元酵素の働きを不可逆的に阻害すると考えられ、水銀センサーは＋

銀イオンと接触した後はその感度を失うことが分かった。

Table3-8は水銀イオンと異種イオンが共存した場合のセンサーの感度の変化を塩化水銀

のみが存在する場合のセンサーの感度を100として表している。Cu ，Fe は本センサーを２＋ ３＋

著しく阻害し、Cu はセンサーの感度を低下させ、一方Fe はセンサーの感度を見かけ上２＋ ３＋

増加させることが分かった。その他のイオンに関しては本センサーを阻害しないことが分

かった。

4-2 酵素サイクリング法を用いた水銀センサー

4-2-1 pHによるセンサーの感度変化

水銀還元酵素単独のセンサーと同様にTris-HCl，Tris-H SO 緩衝液及びリン酸ナトリウ２ ４

ム緩衝液を用いて溶液のpHが水銀センサーの感度に及ぼす影響を調べた結果がFig.3-18で

ある。Tris-H SO 緩衝液を用いた場合に感度が高く、リン酸ナトリウム緩衝液で感度が低２ ４

下するのは水銀還元酵素単独のセンサーの場合（Fig.3-15）と同様であるが、酵素サイク

リング法を用いた場合にはpHが高くなるほど感度が向上しており、本実験ではpH＝8.5の

Tris-H SO 緩衝液を用いた場合に最も感度が高くなった。このようなpH依存性の変化は水２ ４

銀還元酵素だけでなくカタラーゼの水銀酸化反応の最適pHの影響が加わったためと考えら

れる。

この結果から以降の実験は最大感度が得られるpH＝8.5のTris-H SO 緩衝液を用いて行った。２ ４

4-2-2 固定化水銀還元酵素量とセンサーの感度の関係

カタラーゼの固定量を約6mg一定とし、水銀還元酵素量を6.0×10 から28.8×10 mole－９ －９

に増加させた場合の感度変化をFig.3-19に示す。水銀還元酵素の固定化量が増加するにつ
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れ、NADPHの消費量が増加し、センサーの感度が向上していることが分かる。これは水銀還

元酵素量の増加と共に、カタラーゼにより再酸化された水銀イオンの還元反応の速度が見

かけ上向上し、酵素サイクリング反応が起こり易くなったためと考えられる。

図右下の実線はNADPHとHgCl が1／1で反応した場合のNADPHの反応量を示しており、水銀還２

元酵素単独ではHgCl とほぼ等モル量のNADPHが消費されているのに対し、カタラーゼを用２

いた場合には過剰量のNADPHが消費されており、サイクリング反応の効果がみられる。

水銀還元酵素及びカタラーゼを飽和量（各々2.66×10 mole，8.0mg）固定化した固定化－８

酵素を用いて測定した結果がFig.3-20である。カタラーゼ量がFig.3-19の場合より増加し

た事でさらに感度が向上し、最少0.03μＭ HgCl （6ppbHg）まで測定可能となった。２

測定誤差については、ポンプの脈動や励起光強度の変動等が誤差の原因として考えられ、

Fig.3-20に示した測定では、測定誤差は溶液中水銀濃度に影響されず、NADPH濃度に換算し

て約0.06μＭであった。水銀濃度が最も低い場合（0.03μＭ）で誤差は14％となり、充分

な精度を有していると考えられる。

水銀の一般的な分析法である冷原子吸光法と比較すると、測定限界の水銀濃度は原子吸

光法の十倍程度であるが、試料量が5ml程度と少ないため試料中の水銀量としては同等の感

度が得られることが分かった。

4-2-3 酵素サイクリング法を用いた水銀センサーの選択性・阻害

Table3-9は酵素サイクリング法を用いた水銀センサーの異種イオンに対する選択性を示

しており、水銀還元酵素単独の場合（Table3-7）と比較すると、各イオンに対する選択性

が向上していることがわかる。これは酵素サイクリング法により水銀イオンに対する感度

が向上したためと考えられる。

Table3-10はTable3-8と同様に異種イオンの阻害を示している。Cu ，Fe の影響は水銀２＋ ３＋

還元酵素単独のセンサーの場合と同様であるが、その影響はやや小さくなっている。その

他のイオンの影響は逆に酵素サイクリング法を用いることにより強くなっていることが分

かる。
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4-3 他の分析方法との比較

水銀還元酵素を用いた水銀センサーと他の水銀測定法の特徴を比較したのがTable3-11で

ある。

Table3-11 水銀センサーと他の水銀測定法の比較

分析限界 試料量 分析操作 連続測定

冷原子吸光法 1ppb 10ml以上 要予備処理 通常不可

ＥＬＩＳＡ 0.5ppb 0.1ml 複雑 不可

水銀センサー 6ppb 約5ml 単純 可

分析限界では水銀センサーは他の２方法に比べて劣るが、次の点で水銀センサーの方が

優れていると考えられる。

①試料の予備処理を全く必要としない。

②分析操作は単純であり、熟練を必要としない。

→他の方法は数段階の分析手順があり、正確な分析には熟練を要する

③特殊な分析装置や試薬を必要としない。

→冷原子吸光法は大型で高価な装置を必要とする上、有毒な塩化スズを使用するため

廃液処理を要する。

ELISAは特に分析装置を必要としないが、酵素－抗体複合体という特殊な試薬を必要

とする。

④連続測定が可能であるため、工場廃液などの連続モニタリングに適する。
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§５ 小括

水銀還元酵素をPPG型多孔質ガラスに種々の方法で固定化し、固定化水銀還元酵素につい

て以下の知見を得た。

1)固定化酵素量はグルタルアルデヒドで活性化した多孔質ガラス、及びアリルアミノ誘導

体に固定化した場合に高いことが分かった。固定化酵素活性の点では、多孔質ガラスのア

リルアミノ誘導体及びカルボキシル誘導体に水銀還元酵素を固定した場合に特に活性が高

く、両者とも溶液状態の酵素の20％以上の活性を示した。また細孔径が大きいほど見かけ

の酵素活性が上昇する傾向が見られた。

2)多孔質ガラスのアリルアミノ誘導体及びカルボキシル誘導体に固定化した水銀還元酵素

の最適pHは7.5で、溶液状態の同酵素の最適pH（7.0～7.2）よりややアルカリ側にシフトす

ることがわかった。

3)固定化酵素の30℃における活性の経時変化を測定した結果、カルボキシル誘導体に固定

化した場合には約1週間で失活したが、アリルアミノ誘導体に固定化した場合、30℃で29日

間保持した後にも酵素活性の低下は見られず、固定化によって酵素が安定化することがわ

かった。

4)以上の結果から多孔質ガラスに水銀還元酵素を固定化する場合には、アリルアミノ誘導

体にアゾ結合により固定化する方法が酵素活性，安定性とも優れていることが分かった。

また、水銀還元酵素を用いてフローシステムにより水銀センサーを作製し、以下の知見

を得た。

1)多孔質ガラスのアリルアミノ誘導体に固定化した水銀還元酵素を用いて作製した水銀セ

ンサーにより0.5μＭ（0.1ppmHg）以上の水銀が測定可能であった。また、カタラーゼによ

る酵素サイクリング法を用いることにより感度を向上させることが可能であり、0.03μＭ

（6ppbHg）以上の水銀イオンを検出可能であることが分かった。

2)本水銀センサーはFe ,Cu ,Ag 以外のイオンに対しては充分な選択性を有していること３＋ ２＋ ＋

がわかった。

3)水銀の一般的な分析法である冷原子吸光法と比較して、測定限界は原子吸光法と比較し

て十倍程度であるが、試料量が5ml程度と少ないため水銀量として同等の感度が得られるこ

とが分かった。
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第３章 Appendix

６３）酵素反応の速度論

酵素の関与する反応では基質濃度の増加にともない反応速度が飽和するという現象がみ

られる。これが酵素反応の特徴であり、通常の化学反応のように「ｎ次反応」と表すこと

はできない。

このように反応初速度が基質濃度に対して飽和する現象を「酵素－基質複合体」の形成を

考慮して定式化したのがMichaelisとMentenである。

１ ２k k
→ →

Ｅ ＋ Ｓ ＥＳ Ｅ ＋ Ｐ ･･･(3A-1)
← ←

－１ －２k k

ここでＥ：酵素，Ｓ：基質，Ｐ：生成物，ＥＳ：酵素－基質複合体である

反応の初期に於いては Ｐ＋Ｅ→ＥＳ の逆反応は無視できるので、この場合の反応速度及

び最大反応速度（全ての酵素が基質と結合しているときの反応速度）は(3A-2),(3A-3)式の

ように表せる。

Ｖ ＝ ｋ ･[ＥＳ] ･･･(3A-2)２

Ｖ ＝ ｋ ･[Ｅ ] ･･･(3A-3)ｍａｘ ２ ｔ

Ｅ は反応系の全酵素量を示しており、(3A-4)式で表せる。ｔ

[Ｅ ] ＝ [Ｅ] ＋ [ＥＳ] ･･･(3A-4)ｔ

ここで、酵素－基質複合体“ＥＳ”の生成について考える。ＥＳの生成速度ｖ ，消失速度ｆ

ｖ はそれぞれ(3A-5),(3A-6)式のように表せる。ｄ

ｖ ＝ ｋ [Ｅ][Ｓ]ｆ １

＝ ｋ （[Ｅ ]－[ＥＳ]）[Ｓ] ･･･(3A-5)１ ｔ

ｖ ＝ ｋ [ＥＳ]＋ｋ [ＥＳ]ｄ －１ ２

＝ （ｋ ＋ｋ ）[ＥＳ] ･･･(3A-6)－１ ２

定常状態では[ＥＳ]の変化が０、即ちｖ ＝ｖ なのでｆ ｄ

ｋ （[Ｅ ]－[ＥＳ]）[Ｓ]＝（ｋ ＋ｋ ）[ＥＳ] ･･･(3A-7)１ ｔ －１ ２

ここで

ｔ －１ ２[Ｓ]（[Ｅ ]－[ＥＳ]） ｋ ＋ｋ
＝ ＝ Ｋ ･･･(3A-8)ｍ

１[ＥＳ] ｋ

(3A-8)式の定数Ｋ はMichaelis定数と呼ばれる。Ｋ を用いると[ＥＳ]は次式で表せる。ｍ ｍ
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[Ｅ ][Ｓ]ｔ

[ＥＳ] ＝ ･･･(3A-9)
Ｋ ＋ [Ｓ]ｍ

(3A-9)式に(3A-2),(3A-3)式を代入すると、

Ｖ ･[Ｓ]ｍａｘ

Ｖ ＝ ･･･(3A-10)
Ｋ ＋ [Ｓ]ｍ

さらに(3A-10)式の逆数をとると(3A-11)式になる。

1／Ｖ＝（Ｋ ／Ｖ ）（1／Ｓ）＋（1／Ｖ ） ･･･(3A-11)ｍ ｍａｘ ｍａｘ

(3A-11)式はLineweaver-Burkの式と呼ばれ、1／Ｖと1／Ｓをプロットすることにより、傾

きからＫ ／Ｖ ，Ｙ切片から1／Ｖ が求められる。ｍ ｍａｘ ｍａｘ

ｍ ｍａｘ ｍMichaelis定数Ｋ のもつ意味については、(3A-10)式に Ｖ＝Ｖ ／２ を代入すると Ｋ

＝［Ｓ］となることから、

Ｋ ＝ 反応速度が最大反応速度の半分になるときの基質濃度ｍ

と定義される。Ｋ は各酵素に特有の定数であり、各酵素の基質への親和性を示しており、ｍ

この値が小さいほど基質への親和性は大きい。
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第４章

ゾルーゲル法による多孔質ガラスの合成

と微生物の包括固定

§１ 緒言

1-1 緒論

近年、新しいガラスの製造法として注目されているゾルーゲル法は、金属の有機及び無

機化合物の溶液をゲルとして固化し、ゲルを乾燥・加熱し酸化物固体を作成する方法であ

る。ゾルーゲル法による無機材料の合成は1946年のDislichのケイ酸エステルの加水分解に

よるゲルの作製に始まり、1970年代になってDislich及びMazdiyasniらのゾルーゲル法によ

るガラスや焼結多結晶体の合成に関する研究をきっかけとして現在のように盛んに研究が

行われるようになった 。１）

現在、広く用いられている金属アルコキシド溶液を用いたゾルーゲル法ではアルコキシド

の加水分解反応と脱水縮合反応によりゲル化が進行する。例えば、テトラエトキシシラン

を原料としたときの加水分解・脱水縮合反応はそれぞれ(4-1)､(4-2)式で示される。

Si(OC H ) ＋ 4H O → Si(OH) ＋ 4C H OH↑ ･･･(4-1)２ ５ ４ ２ ４ ２ ５

Si(OH) → SiO ＋ 2H O↑ ･･･(4-2)４ ２ ２

(2)式の脱水縮合反応の結果得られるシリカゲルは内部に溶媒や水を含み多孔性であるため、

これを加熱し乾燥・焼成することによりシリカガラスが得られる。

このようなゾルーゲル法がガラスの合成法として現在広く研究されているのは次のよう

な理由による 。２）

(1)比較的低温でガラスを合成することができるため、ガラス内部に種々の物質を包括する

ことが可能である。

(2)原料の高純度化が可能であり、坩堝などからの汚染が無いため、高純度で均質なバルク

体が比較的容易に得られる。

(3)従来の高温合成法では得られない新しい組成のガラスが得られる可能性がある。

(4)ゲル化が進行する過程で種々の形状に成形することが容易であるため、特にコーティン

グやファイバーの作製が容易である。

このようなゾルーゲル法の特徴を利用して、高温溶融法では合成不可能な機能性有機分

子をガラス中に分散させた機能性有機無機複合体が合成されている。例えばＰＨＢ(Photo

Chemical Hole-burning)効果 やフォトクロミック効果 を示す有機色素を非晶質シリカ３） ４）

中に分散させた光メモリー用材料や非線形光学効果を示す有機色素をドープした光機能性
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材料 等が合成されている。５）

本論文の第２章でNa O-B O -SiO 系ガラスの分相現象を利用した多孔質ガラスの合成法２ ２ ３ ２

について述べたが、ゾルーゲル法によっても多孔性非晶質材料が得られることが報告され

ている。ゾルーゲル法による多孔質材料は従来の方法で得られる多孔質材料とは異なった

細孔構造を持つことが考えられ、その合成法と併せて新たな分野への応用が期待される。

1-2 既往の研究（ゾルーゲル法による多孔性非晶質材料の合成）

ゾルーゲル法による多孔質材料の合成法については原料としてシリコンアルコキシドと

高濃度の酸を用いる方法とシリコンアルコキシド－有機溶媒または有機高分子の混合溶液

でみられる分相現象を利用する方法が報告されている。

幸塚ら はシリコンアルコキシドを高濃度の酸触媒により急速にゲル化させることによ６）

り多孔性シリカゲルが得られることを報告している。幸塚らはｼﾘｺﾝｱﾙｺｷｼﾄﾞ,H O,ｱﾙｺｰﾙ,酸２

の混合溶液から得られるゲルの微細構造と出発溶液組成の関係を報告しており、ﾃﾄﾗﾒﾄｷｼｼ

ﾗﾝ，水，ﾒﾀﾉｰﾙ，塩酸を用いて細孔径が数μmの多孔質ゲルが得られることを報告している。

またｼﾘｺﾝｱﾙｺｷｼﾄﾞのリガンドが大きくなるにつれゲルの細孔構造が小さくなることが知られ

ている。

中西,曽我らはシリコンアルコキシドと有機溶媒または有機高分子系を用いることにより、

ミクロンオーダーの連続貫通孔を持つSiO 非晶質体が得られることを報告している。中西２

らはﾃﾄﾗﾒﾄｷｼｼﾗﾝ（TMOS）－ﾎﾙﾑｱﾐﾄﾞ系 ，ﾃﾄﾗｴﾄｷｼｼﾗﾝ（TEOS）－ﾎﾟﾘｱｸﾘﾙ酸（HPAA）系 ，７） ８）

TMOS－ﾎﾟﾘｽﾁﾚﾝｽﾙﾎﾝ酸ﾅﾄﾘｳﾑ（NaPSS）系 及びTEOS－ﾎﾟﾘｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ（PEG）系 について９） １０）

ミクロンオーダーの細孔径を持つ多孔質ゲルを作成し、また出発溶液組成によりその細孔

径を制御し得ることを報告している。

TMOS－NaPSS系についてはNaPSS濃度及びゲル化時の温度を変化させることにより、Fig.4-

1のように細孔径が0.1～100μmの広い範囲で変化すること、またTEOS－PEG系でも同様に

PEG濃度及び分子量を変化させることにより、Fig.4-2のように細孔径を0.1～10μmの範囲

で変化させ得ることを報告している。

このようなｼﾘｺﾝｱﾙｺｷｼﾄﾞ－有機高分子系で見られる分相現象については、ゲル化の進行にと

もない生成したシリカ重合体と有機高分子を含む溶媒とのスピノーダル分解により形成さ

れた分相構造がゲル化により固定されるためであり、出発溶液中の有機高分子や水の濃度

により得られるゲルの細孔構造が異なるのはシリカ重合体と有機高分子を含む溶媒との間

の相溶性やゲル化の速度が影響されるためと推測している。Fig.4-1においてゲル化温度が

40℃から60℃に上昇するにつれ細孔径が小さくなっているのは、温度の上昇によりシリカ

重合体と溶媒の相溶性が向上したためと考えられる。
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1-3 生体触媒としての微生物

微生物菌体は複雑な多段階の反応を触媒する酵素系を有しており、それ自体が一種のバ

イオリアクターであると言える。生きている微生物菌体は自己の生命維持のために様々な

反応を行って種々の物質を生産している。人類は古くから“発酵”の形でこの微生物の能

力を利用しており、現在ではエタノール，核酸，アミノ酸など多くの物質が生産されてい

る 。各種抗生物質や酵素はそのほとんどが微生物に由来する物であり、この点でも微生１）

物の能力が重要視されている。

微生物の利用は大きく分けて、代謝生成物を単離して利用するもの，微生物の発酵作用

を利用するもの，微生物の生成する酵素を利用するものの３種類に大別される。

代謝生成物を単離して利用するものには飲料用アルコール・有機酸・アミノ酸の発酵や抗

生物質の製造などがある。この他、ビタミンや核酸なども微生物の発酵を利用して製造さ

れている。微生物の発酵作用は食品工業に広く利用されており、酒類，味噌，醤油，乳製

品など多くの食品が微生物の発酵を利用して製造されている。また微生物は酵素源として

も重要であり、特に近年の遺伝子操作技術の進歩により特定の酵素の構造遺伝子を他の微

生物に組み込むことが可能になっており、この点でも酵素源としての微生物の有用性が増

している。

1-4 固定化微生物

微生物による有用物質の生産や化学物質の検出においては、酵素の場合と同様に不溶性

担体への固定化が重要となる。現在の発酵工業では多くの場合、原料と共に微生物を培養

槽に投入し目的とする生成物を反応後に単離する方法が取られているが、固定化微生物を

利用する事により連続的な生産が可能になるのみならず、微生物の分離が不要になりプロ

セスを簡素化出来るという利点もある。

微生物の固定化は有機高分子を用いた包括法によるものが一般的であり、この方法に使

用される有機高分子素材としては、ﾎﾟﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ，κ-ｶﾗｷﾞｰﾅﾝ，ｱﾙｷﾞﾝ酸ｹﾞﾙ，光硬化性

樹脂，ｺﾗｰｹﾞﾝ，ｳﾚﾀﾝﾎﾟﾘﾏｰ，ｾﾙﾛｰｽ繊維等が用いられている 。１１）

微生物の固定化においては、多くの場合その微生物は死滅する。しかし微生物菌体内の特

定の酵素反応を利用する場合には微生物自身が増殖する必要はなく、必要とする酵素活性

が安定に保たれていればよい。しかし発酵により得られる多くの有用物質は多段階の酵素

反応に加え、ATPや補酵素類の再生系など複雑な酵素反応により生産される場合がほとんど

である。このような反応経路を酵素を用いて工業的に構築することは事実上不可能である。

そこで微生物を生存状態で担体に固定化し、栄養源を供給することによって増殖を伴った

状態で利用することが必要となる。このような固定化微生物は「固定化増殖微生物」

（Immobilized growing cells）と呼ばれる 。１１）
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Wadaら はκ-カラギーナン中にSaccharomyces sp.を包括固定し、その固定化及び増殖の１２）

状態を電子顕微鏡で観察しており、酵母の増殖によって担体であるκ-カラギーナンゲルの

表面に亀裂が生じ酵母が流出することを報告している。

またKierstanら はSaccharomyces cerevisiaeをアルギン酸カルシウムゲルに包括固定す１３）

ることにより固定化増殖酵母を得られることを報告している。

上記のように有機高分子ゲル内に微生物を包括固定した場合には、担体であるゲルの強度

の不足から、Wadaら の報告のように増殖によるゲルの損傷は避けられないと考えられる。１２）

固定化担体の強度や耐化学性の点ではガラスやセラミックスのような無機担体は有機高

１４） １５）分子ゲルより優れている。Bandyopadhyayら らは多孔質ガラスを用いて､また岩崎ら

は多孔性アルミナセラミックスにZygosaccharomyces rouxiiを吸着固定することにより固

定化増殖酵母を作製できることを報告している。これらの方法は多孔性の担体の細孔内に

微生物を含浸させる方法であるため、あらゆる微生物を生存状態で固定することが可能で

あるが、反面、大量の菌体を固定することが困難であり、菌体に流出が容易に起こるとい

う欠点もある。

上記の方法とは異なる新しい固定化法として、Carturanら はﾃﾄﾗｴﾄｷｼｼﾗﾝ（TEOS）を用い１６）

てゲル化過程で酵母の固定化を試み、固定化後も酵母細胞内のインベルターゼ活性が保た

れることを報告している。Carturanらの方法ではTEOSの毒性等から酵母は死滅した状態で

固定されており、担体も多孔性ではない等の問題もあるが、一般に金属アルコキシドを用

いたゾルーゲル法から得られるゲルは有機高分子ゲルに比べて強度が高いため、前述の有

機高分子ゲルのように酵母の増殖による担体の破損は少ないと考えられ、新しい固定化微

生物の作製法として注目すべき方法である。

1-5 酵母の生活環

Saccharomyces cerevisiaeでは通常、栄養的に分裂している細胞は二倍体である。つま

り１個の細胞は父型と母型に由来する２組の染色体を保持している。Saccharomyces酵母の

分裂は出芽によって行われるが、核分裂は一般の真核細胞とほぼ同じ有糸分裂によって行

われ、細胞周期にみられる種々の出来事も高等生物のそれと同じである。（但し核分裂に

際して染色体の出現は認められない）

栄養的に増殖しているS.cerevisiaeの二倍体細胞は栄養、特に窒素源や発酵性の糖が欠乏

してくると胞子形成を始める。人工的には糖や窒素源を欠乏させた酢酸塩を含んだ培地に

移すことにより胞子形成を誘起することができる。

この酵母に胞子は“子のう胞子”と呼ばれ、栄養細胞内に形成される。減数分裂により一

つの子のう(ascus)の中には４個の一倍体の胞子（ａ型，α型 各2個）ができる。このａ,

αは接合型と呼ばれ高等生物の性に相当するものであり、第３染色体上にある対立遺伝子
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によって決定される。ａ,αの胞子は発芽すると、それぞれａ,αの一倍体の栄養細胞を生

じる。原則としてａとαの胞子間または栄養細胞間でのみ接合が起こる。接合の結果、接

合子ができ、これから二倍体の栄養細胞が発芽してくる 。１７）

一般に胞子を形成する微生物は胞子の状態では耐環境性が高く、高温，乾燥，酸等に耐え

得る。ゾルーゲル法により微生物を固定化するためには、

(1)耐酸性，アルコール耐性

(2)ゲル体を強化するための乾燥に対する耐性

等が要求され、これらの条件を満たすのは極限環境下で生存する特殊な微生物を除けば胞

子のみである。

そこで本実験では酵母を胞子状態でゾル溶液に加え、ゲル化過程で多孔質ゲルを形成する

と同時に酵母を包括固定することを試みた。

1-6 研究の目的

低温合成というゾルーゲル法の特徴は生体触媒の固定化にも最適であり、本論文第３章

で述べたような酵素の固定化においても、ガラス作製後に酵素の固定化処理を施すのでは

なく、ゾルーゲル法によるゲル合成時に酵素や微生物などを包括し固定化し得る可能性が

ある。

本研究では金属アルコキシドを用いて多孔質シリカを得ることを目的とし、出発溶液組

成を変化させることにより、多孔体の細孔構造を制御することを目的とした。実験を行う

に当たっては、ﾃﾄﾗﾒﾄｷｼｼﾗﾝ－塩酸系を用いる方法と、ﾃﾄﾗﾒﾄｷｼｼﾗﾝ－ﾎﾟﾘｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ系を用い

る方法の２種類を試み、出発溶液組成が多孔質ゲルの細孔構造に及ぼす影響を調べた。

また多孔質ゲルの微生物固定化担体としての応用を考え、微生物に対する毒性が比較的少

ないと考えられるTMOS－PEG系を用いて胞子形成させた酵母をTMOS－PEG溶液中に分散し、

ゲル化過程で固定化した固定化酵母を作成することを目的とした。
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§２ 実験方法

2-1 多孔質ゲルの合成

(1)TMOS－塩酸系

出発溶液の組成がTMOS:H O:MeOH:HCl＝1:1.53:1～2:0.4（モル比）となるよう、TMOS，２

MeOH，塩酸を100mlビーカー中で混合し、60℃に保持した。ゲル化後、室温で約1週間乾燥

させた後、600℃で1時間焼成し、多孔体を作製した。

(2)TMOS-PEG系

出発溶液の基本組成をTMOS:H O:MeOH:PEG＝1:11:2:0.7（モル比）とし、PEG濃度,H O濃２ ２

度,H SO 濃度を変化させ、得られる多孔体の細孔構造の変化を調べた。本論文中では出発２ ４

溶液組成の表記は、例えば[TMOS]:[H O]:[MeOH]:[PEG]＝1:11:2:0.7（モル比）で1ＮH SO２ ２

溶液を用いた場合に次のように表すことにする。４

M(1,11,2)0.7Px 1N （PEGの分子量が20000，50000の場合：ｘ＝2,5）

(1)PEG濃度の影響：Series Ａ

[TMOS]:[H O]:[MeOH]＝1:11:2（モル比）で一定とし、PEG濃度を0.5～1.0の間で変化さ２

せた。硫酸は1規定溶液の状態で加えた。

(2)H O濃度の影響：Series Ｂ２

[TMOS]:[MeOH]:[PEG]＝1:2:0.7 で一定とし、H O（1ＮH SO 溶液）濃度を5～15の間で変２ ２ ４

化させた。

(3)H SO 濃度の影響：Series Ｃ２ ４

[TMOS]:[H O]:[MeOH]:[PEG]＝1:11:2:0.7 で一定とし、0.005,0.01,0.05,0.1,0.5,1の各２

規定度の硫酸溶液を用いることにより、触媒であるH SO 濃度を変化させた。２ ４

また各実験においてPEGとして分子量が20,000及び50,000の二種類のものを用い、PEG分子

量の細孔構造に及ぼす影響についても調べた。但し、PEG濃度はエチレングリコール単量体

とTMOSのモル比で評価した。Table4-1は各出発溶液の組成範囲を示している。

出発溶液の調整は所定組成になるよう水，硫酸，メタノールを混合した溶液に所定量の

ポリエチレングリコールを100ccビーカー内で混合し、60℃においてPEGを溶解させた後に

TMOS 5mlを添加，撹拌し、均一な溶液とした。その後、ビーカーをポリエチレンフィルム

で密封し、40℃の恒温器内に保持しゲル化を行わせた。ゲル化の確認は目視により行い、

ビーカーを傾けた際にゾル溶液の流動が見られなくなった時点でゲル化とした。ゲル化後、

水による溶媒，PEGの溶出処理を40℃で約10日間行い、150℃～200℃で乾燥して多孔性ゲル

を得た。

上記のゲル合成に使用した試薬をTable4-2に示す。
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Table4-1 TMOS－PEG系出発溶液の組成

Composition TMOS H O MeOH PEG Catalyst２

(molar ratio)

Series Ａ 1 11 2 0.5～1.0 1N H SO aq.２ ４

Series Ｂ 1 5～15 2 0.7 1N H SO aq.２ ４

Series Ｃ 1 11 2 0.7 0.005N～1N

H SO aq.２ ４

Table4-2 多孔性ゲル作成に用いた試薬

オルトケイ酸メチル ： 東京化成（T0588）

メタノール ： 守随彦太郎商店 特級

硫酸 ： 守随彦太郎商店 特級

塩酸 ： 守随彦太郎商店 特級

ポリエチレングリコール ： 分子量20,000 和光純薬

分子量50,000 和光純薬
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2-2 固定化微生物の作製

2-2-1 酵母の培養及び胞子形成

実験にはSaccharomyces cerevisiae（IAM4512）を用いた。酵母の培養はTable4-3に示す

YEPD培地を用い、500mlバッフル付三角フラスコ中で30℃において48時間振盪培養した 。１８）

Table4-3 YEPD培地組成

Yeast Extract（DIFCO）： 10ｇ
Bacto Peptone（DIFCO）： 20ｇ
Glucose ： 20ｇ
蒸留水 ： 1000ml

培養後、菌体を遠心分離（2000rpm×10分）し無菌蒸留水で数回洗浄した後、2wt%酢酸カリ

ウム溶液中で48時間振盪培養し胞子形成させた。胞子形成した菌体は上記と同様にして無

菌蒸留水で洗浄し胞子浮遊液を得た。

浮遊液中の胞子数は酵母細胞壁分解酵素（Zymoliase20T：キリンビール製）により酵母細

胞壁を溶解し、胞子を分散させた溶液を希釈し、YEPD寒天培地に接種し30℃で1～2日培養

し形成されたコロニー数をカウントして算出した 。１９）

2-2-2 ゾルーゲル法による酵母胞子の固定化

酵母胞子の固定においては、TMOSに予め少量のH O及びMeOHを加え、20℃で24時間加水分２

解した後、胞子浮遊液を加えた。加水分解溶液の組成及び最終組成はTable4-4の通りであ

る。

胞子浮遊液中の胞子数は約5×10 個／ml（10vol％）であり、胞子浮遊液添加時には胞子の７

体積を考慮して本来のH O量の1.1倍の胞子浮遊液を添加した。２

CompositionＡ，Ｂになるよう胞子浮遊液を添加した試料及び対照としてCompositionＣに

なるよう無菌蒸留水を加えた試料の３種類を作成し、ゲル化後、試料を数mm程度に粉砕し

無菌蒸留水で数回洗浄した後に150ml YEPD培地を含む300mlバッフル付三角フラスコに移し、

30℃,70rpmで10日間振盪培養した。培養中は1日間隔で各培地を滅菌したピペットで1ml採

取し、グルコース定量に供した。

実験においては加水分解溶液の調整以降の全ての操作を0.5％逆性石鹸液を噴霧し滅菌し

たグローブボックス内で行った。また器具，培地はオートクレーブ中で121℃×20分の高圧

蒸気滅菌を行った。
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Table4-4 加水分解溶液組成及び胞子浮遊液添加後の最終組成

CompositionＡ：（加水分解時） M(1,2,2)0.7P2 0Ｎ
＋胞子浮遊液 15mol/molTMOS

（最終組成） M(1,17,2)0.7P2 0Ｎ

CompositionＢ：（加水分解時） M(1,2,1)0.5P2 0.1Ｎ
＋H O 3mol/molTMOS２

＋胞子浮遊液 6mol/molTMOS
（最終組成） M(1,11,1)0.5P2 0.02Ｎ

CompositionＣ：（加水分解時） M(1,2,2)0.7P2 0Ｎ
＋H O 15mol/molTMOS２

（最終組成） M(1,17,2)0.7P2 0Ｎ

2-3 分析

(1)多孔質ゲルの細孔径測定及び熱分析

細孔径4μｍ以下の試料については水銀圧入法（Carlo Erba製水銀圧入式ポロシメーター

220型）により，細孔径が数μｍ以上の試料については水銀圧入法による測定が不可能なた

め、SEM観察（日立製S-2500）により細孔径を測定した。また一部の試料についてゲル体の

示差熱分析(DTA)及び熱重量分析(TG)の測定を理学電気製TAS-100により行った。

(2)固定化酵母の活性測定

酵母はグルコースやショ糖（サッカロース）を有酸素または無酸素で分解してエネルギ

ーを得る。その反応は以下の通りである。

呼吸

C H O ＋6O ＋6H O→6CO ＋12H O＋688kcal（38ATP）６ １２ ６ ２ ２ ２ ２

無酸素呼吸（アルコール発酵）

C H O →2C H OH＋2CO ＋56kcal（2ATP）６ １２ ６ ２ ５ ２

従って、培地中のグルコース量の減少から固定化した酵母の活性を評価できる。

本実験ではグルコースの定量は酵素法によりベーリンガーマンハイム山之内製Ｆキット

を用いて行った。本分析法では下記の反応を用いる。

ｸﾞﾙｺｰｽ＋ATP→（ﾍｷｿｷﾅｰｾﾞ）→ｸﾞﾙｺｰｽ 6-ﾘﾝ酸＋ADP

ｸﾞﾙｺｰｽ6ﾘﾝ酸＋NADP→（ｸﾞﾙｺｰｽ6-ﾘﾝ酸脱水素酵素）→6-ﾎｽﾎｸﾞﾙｺﾉﾗｸﾄﾝ＋NADPH

NADPはﾆｺﾁﾅﾐﾄﾞｱﾃﾞﾆﾝ-ｼﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞﾘﾝ酸と呼ばれ、多くの酸化還元に関与する酵素の補酵素と

して生体内で重要な働きをする。本測定法ではNADPがｸﾞﾙｺｰｽ6-ﾘﾝ酸脱水素酵素の補酵素で

あり、脱水素反応によりNADPが還元され、340nmに強い吸収を持つNADPHを生成することか

ら、340nmにおける吸光度（Ａ ＝6.2／1mM NADPH）からグルコース量を算出した。３４０
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3-2 TMOS－PEG系溶液からの多孔質ゲルの合成

3-2-1 出発溶液組成と多孔体の細孔構造の関係

Fig.4-6はTMOS:H O:MeOHを1:11:2（モル比）とし、PEG濃度を0.6～0.9（mol／molTMOS）２

の間で変化させ、また分子量20,000及び50,000のPEGを用いて作成した多孔質ゲルのSEM像

である。PEG濃度が増加するにつれ、細孔構造がミクロンオーダーの独立孔から絡み合い構

造に変化し、細孔径も小さくなっていることが分かる。これはシリカの重合に伴ってゾル

溶液の安定性が低下し液－液相分離が起きる過程で、シリカリッチ相が相分離後速やかに

ゲル化すると絡み合い構造のゲル体になり、巨視的に相分離が進行してからゲル化した場

合には独立孔からなる細孔構造を持つものと考えられる。また分子量50,000のPEGを用いて

作成したゲルの方が細孔構造がやや大きくなる傾向が見られる。

Fig.4-7はPEG濃度と多孔体の細孔径の関係を示しており、PEG濃度が0.5から1.0（mol／

molTMOS）に増加するに従って細孔径が約10μｍから0.1μｍに減少している。中西ら は１０）

TEOS－PEG系に関して同様の実験を行っており、Fig.4-8と本実験結果を比較すると、細孔

径とPEG濃度の関係及び細孔径の絶対値ともよく一致している。またPEGの分子量が20,000

及び50,000の場合にはそれぞれPEG濃度が0.85，1.1以上の試料では透光性で緻密なゲル体

が生成した。またPEG分子量の影響についてはSEM観察でも見られた通り、分子量の大きい

PEGを用いると細孔径も大きくなっている。

Fig.4-9はH O濃度と細孔径の関係を示しており、H O濃度が5から15（mol／molTMOS）に２ ２

増加するに伴い細孔径が増大している事がわかる。

PEG濃度及びH O濃度を変化させた場合にはゲル化時間の変化が少なく、細孔構造の変化は２

PEG及びH O濃度の変化ゾルに伴うゾル溶液の相溶性の変化によるものと考えられる。２

また出発溶液中のH SO 濃度を変化させた場合の細孔径に及ぼす影響をFig.4-10に示すが、２ ４

触媒であるH SO 濃度の減少に伴い細孔径が急激に減少しており、PEGの分子量が20,000及２ ４

び50,000の場合にそれぞれH SO 濃度が0.05Ｎ，0.001Ｎ以下の試料で透光性で緻密なゲル２ ４

体が生成した。触媒であるH SO 濃度によりゲル化時間は大きく変化し、本実験の組成範囲２ ４

内ではH SO 濃度が減少するとゲル化時間が短くなる傾向が見られ、H SO 濃度による多孔２ ４ ２ ４

体の細孔構造の変化は分離したシリカ重合相のゲル化速度が大きく影響するものと考えら

れる。

２ ２ ４以上の結果からTMOS－PEG系において出発溶液組成（PEG濃度及び分子量,H O濃度,H SO

濃度）を変化させることにより、生成する多孔性ゲルの細孔径を約0.1μｍから約10μｍの

広い範囲で制御することが可能であることがわかった。
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3-2-2 TG／DTAによるTMOS－PEG系多孔質ガラスの熱的挙動の分析

多孔性の乾燥ゲル体へのPEGの残留を調べるため示差熱／熱重量分析を行った。

測定は出発溶液組成がM(1,11,2)0.7P2の白色で多孔性のものと、組成がM(1,11,2)0.9P2の

透光性で緻密な試料の2種類について行い、その結果をFig.4-11に示す。

いずれの試料でも100℃以下での吸熱と200℃～250℃での発熱によるピークが見られ、それ

に伴う重量減少が観察される。大田ら はTEOS－PEG系の緻密なゲル体についてのTG/DTA２０）

分析について報告しており（Fig.4-12）、本研究における結果とそのピーク温度、形状と

も一致している。100℃以下の吸熱ピークは細孔内に物理的に吸着した水の蒸発によるもの

で、200℃～250℃で見られる発熱ピークはSiO 骨格に結合し残留しているPEGの燃焼による２

ものと考えられる。

2種類の測定結果を比較すると緻密なゲル体（M(1,11,2)0.9P2）では多孔性の試料に比べ、

水の蒸発による吸熱は少なく、一方PEGの燃焼による発熱が多く見られる。この結果は多孔

性のゲルに比べ緻密なゲルでは吸着水が少なく、一方溶出されないPEGが多く残っているこ

とを考えると妥当であるといえる。

3-3 TMOS－PEG系多孔質ゲル中に固定化した酵母の活性

YEPD培地中のグルコース量の経時変化をFig.4-13に示す。酵母をCompositionＡ，Ｂに固

定化した場合ともグルコース量は連続的に減少している。同時に作成したCompositionＣの

酵母を含まない多孔質ゲルを培地に加えた場合はグルコース量に変化は見られない。これ

より、Fig.4-13に見られる培地中グルコースの減少は系外から混入した微生物によるもの

ではなく、ゲル中に固定された酵母胞子がゲル化後に発芽し活性を示したものと考えられ

る。

また、10日培養後に各培地を1ml採取し、YEPD寒天培地に接種したところ、固定化酵母を加

えた試料（CompositionＡ,Ｂ）を接種した培地には無数のコロニーが見られ、多孔質ゲル

担体から酵母の流出が起こっていることがわかった。一方、CompositionＣの多孔質ゲルを

加えた培地からは全くコロニーが形成されず、系外からの汚染がないことが確認された。

Fig.4-14は酵母を固定化したゲルの断面をSEM観察したものであり、ゲルの細孔内に数μm

の酵母と思われる粒子が観察され、酵母がゲルの細孔内に固定化されていると考えられる。
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§４ 小括

以上の実験結果からTMOS－塩酸系及びTMOS－PEG系を用いたゾルーゲル法による多孔質ガ

ラスの作成に関して次の知見を得た。

1)TMOS－塩酸系において出発溶液中のメタノール量を変化させることにより、細孔径が約

1000～約10000 の絡み合い構造を持つ多孔体が得られることがわかった。Å

2)TMOS－PEG系において出発溶液組成（PEG濃度及び分子量，H O濃度，H SO 濃度）を変化２ ２ ４

させることにより、生成する多孔性ゲルの細孔径を約0.1μｍから約10μｍの広い範囲で制

御することが可能であることがわかった。

3)得られた多孔性ゲルのTG／DTA測定を行ったところ、PEGの燃焼によると思われる発熱が

観察され、多孔性ゲル中のPEGは完全には溶出しておらず、SiO 骨格に結合し残留している２

可能性があることがわかった。

また、TMOS－PEG系ゾル溶液を用いたゾルーゲル法による微生物の包括固定に関して次の

知見を得た

4)TMOS－PEG系の多孔質ゲル作成の過程において酵母を胞子状態で包括固定し、固定化後培

地中で酵母を発芽させることにより、酵母を活性な状態で多孔質ゲル中に包括固定するこ

とが可能であることがわかった。
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第５章

結言

本研究においては生体触媒の固定化に適した多孔質ガラスを作成し、生体触媒として酵

素及び微生物の固定化を行い、各々について以下の知見を得た。

第２章においては多孔質ガラスの代表的な作成法であるソーダボロシリケートガラスの

分相溶出による方法について、PPG型と呼ばれる10Na O･50B O ･40SiO （wt％）組成におい２ ２ ３ ２

てハロゲンの添加が本組成のガラスの分相及び溶出過程に及ぼす影響について検討し、以

下の知見を得た。

1)10Na O･50B O ･40SiO 組成にF,Cl,Brを添加した原ガラスより鋭い細孔分布を持つ多孔質２ ２ ３ ２

ガラスが得られた。熱処理温度を500℃から600℃の間で、熱処理時間を24時間から240時間

の間で変化させることにより、得られる多孔質ガラスの細孔径を約300 ～2500 の範囲でÅ Å

制御し得ることが分かった。

2)ハロゲンを添加することにより、分相が促進され、ハロゲンを添加しない場合に比べ同

じ熱処理条件で大きな細孔構造を持つ多孔質ガラスが得られた。ハロゲンによる分相の促

進はふっ素及び塩素の場合に特に効果がみられた。

3)ハロゲンを添加した試料の不混和温度はふっ素の添加により数℃、塩素，臭素の添加に

より約30℃上昇することが分かった。

4)ハロゲンの添加により熱水溶出処理に要する時間を短縮できることが判明した。その効

果は塩素を添加した場合に強く、塩素を0.88wt％添加した試料ではハロゲンを含まない試

料の1／2以下の時間で溶出処理が完了した。またハロゲンによる溶出時間の短縮は添加さ

れたハロゲンが可溶出相であるNa O-B O 相に存在し、Na O-B O 相の熱水への溶解速度が２ ２ ３ ２ ２ ３

増加することによることが分かった。

即ち、原ガラスへのハロゲンの添加は分相・溶出の両過程を促進し、多孔質ガラスの製造

に有効であることが分かった。

第３章においては水銀還元酵素を第２章で検討したPPG型多孔質ガラスに種々の方法で固

定化し、固定化水銀還元酵素について以下の知見を得た。
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1)固定化酵素量はグルタルアルデヒドで活性化した多孔質ガラス、及びアリルアミノ誘導

体に固定化した場合に高いことが分かった。固定化酵素活性の点では、多孔質ガラスのア

リルアミノ誘導体及びカルボキシル誘導体に水銀還元酵素を固定した場合に特に活性が高

く、両者とも溶液状態の酵素の20％以上の活性を示した。また細孔径が大きいほど見かけ

の酵素活性が上昇する傾向が見られた。

2)多孔質ガラスのアリルアミノ誘導体及びカルボキシル誘導体に固定化した水銀還元酵素

の最適pHは7.5で、溶液状態の同酵素の最適pH（7.0～7.2）よりややアルカリ側にシフトす

ることがわかった。

3)固定化酵素の30℃における活性の経時変化を測定した結果、カルボキシル誘導体に固定

化した場合には約1週間で失活したが、アリルアミノ誘導体に固定化した場合、30℃で29日

間保持した後にも酵素活性の低下は見られず、固定化によって酵素が安定化することがわ

かった。

4)以上の結果から多孔質ガラスに水銀還元酵素を固定化する場合には、アリルアミノ誘導

体にアゾ結合により固定化する方法が酵素活性，安定性とも優れていることが分かった。

また、水銀還元酵素を用いてフローシステムにより水銀センサーを作製し、以下の知見

を得た。

1)多孔質ガラスのアリルアミノ誘導体に固定化した水銀還元酵素を用いて作製した水銀セ

ンサーにより0.5μＭ（0.1ppmHg）以上の水銀が測定可能であった。また、カタラーゼによ

る酵素サイクリング法を用いることにより感度を向上させることが可能であり、0.03μＭ

（6ppbHg）以上の水銀イオンを検出可能であることが分かった。

2)本水銀センサーはFe ,Cu ,Ag 以外のイオンに対しては充分な選択性を有していること３＋ ２＋ ＋

がわかった。

3)水銀の一般的な分析法である冷原子吸光法と比較して、測定限界は原子吸光法と比較し

て十倍程度であるが、試料量が5ml程度と少ないため水銀量として同等の感度が得られるこ

とが分かった。

第４章においては多孔質シリカの新しい作成法として注目されているゾルーゲル法にお

いて、TMOS－塩酸系及びTMOS－PEG系を用いたゾルーゲル法による多孔質ガラスの作成法と

ゾルーゲル法による酵母の包括固定による固定化酵母の作成について以下の知見を得た。

1)TMOS－塩酸系において出発溶液中のメタノール量を変化させることにより、細孔径が

約1000～約10000 の絡み合い構造を持つ多孔体が得られることがわかった。Å

2)TMOS－PEG系において出発溶液組成（PEG濃度及び分子量，H O濃度，H SO 濃度）を変化２ ２ ４
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させることにより、生成する多孔性ゲルの細孔径を約0.1μｍから約10μｍの広い範囲で制

御することが可能であることがわかった。

3)得られた多孔性ゲルのTG／DTA測定を行ったところ、PEGの燃焼によると思われる発熱が

観察され、多孔性ゲル中のPEGは完全には溶出しておらず、SiO 骨格に結合し残留している２

可能性があることがわかった。

4)微生物に対する毒性の少ないと考えられるTMOS－PEG系ゾル溶液を用いたゾルーゲル法に

よる微生物の包括固定に関しては、TMOS－PEG系の多孔質ゲル作成の過程において酵母を胞

子状態で包括固定し、固定化後培地中で酵母を発芽させることにより、酵母を活性な状態

で多孔質ゲル中に包括固定することが可能であることがわかった。

以上のように分相溶出法及びゾルーゲル法により合成された多孔質ガラスは、その細孔

構造に応じて、酵素や微生物の固定化担体として利用可能であることが分かった。
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