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＜研究内容・成果等の要約＞ 
 
	 カーボンナノチューブは、従来の金属材料と比べ、1,000倍の電流密度、ダイヤモンドと同等の機
械的強度、高速電子移動性を有することから、高出力およびデバイス性能の大幅な向上を期待できる

電極材料として、応用可能性が高まっている。そして、カーボンナノチューブ電極表面へ酵素を固定

することで分子層を形成し、酵素-電極間の電子移動を利用したバイオセンサ、バイオ電池等、ナノバ
イオデバイスの開発も期待されている。これまでに我々は、バイオ燃料電池用素子として、超好熱性

アーキア Pyrobaculum aerophilium 由来 PQQ依存型グルコース脱水素酵素(PQQ-GDH)およびマ
ルチ銅オキシダーゼ(McoP)に着目し、最適な電極設計に関して研究を進めてきた。本研究では、優れ
た電気特性を有したカーボンナノチューブ表面へ酵素を高配向固定した複合体を作製し、高効率な電

子移動を可能とするバイオデバイスの実現を目指した。 
  CNT-(PQQ-GDH)複合体およびCNT-McoP 複合体を電極上に修飾し、アノードまたはカソードと
して評価したところ、それぞれ32.0 µA/cm2、190 µA/cm2の出⼒を得た。アノードとカソードのそれ
ぞれにおいて、化学的架橋法による無配向固定の場合の 0.20 µA/cm2 および 14.2 µA/cm2 と⽐較し
て、CNT 表⾯に酵素を配向固定することで 160 倍および 13 倍の出⼒を得た(Table 1)。酵素を配向
固定化することで酵素反応効率が向上し、さらにCNT を利⽤することで酵素-電極間の電⼦移動     
効率が向上し、電極としての出⼒が⼤幅に向上したと考えられる。 
  また、CNT-酵素複合体をカーボンクロスに塗布した電極を作製し、バイオ電池としての出⼒を評
価した。アノードでは10 mM D(+)-グルコースを、カソードでは溶存酸素をそれぞれ基質とし、プト
ロン交換膜としてナフィオン膜を⽤いた場合に、32 µW の出⼒を得た。メディエータを使⽤しない電
池としては、先⾏研究では約15〜25 mW と報告されており、それらと⽐較して⼤きな出⼒である。 
 
	 以上について、学術論文１編、解説１件、国際学会２件、国内学会６件の成果報告を行った。 
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＜研究の目的、経過、結果、考察（5000字程度、中間報告は2000字程度）＞ 
 
研究背景と目的 

	 現在、我々の経済や生活は化石エネルギーに大きく依存しているが、化石燃料は何億年もかけてつ

くられた有限の資源であり、消費するスピードがあまりにも早いために枯渇が常に懸念されている。

近年はとくに新興国での経済発展が目覚ましく、またこれからアフリカや中近東での発展が予想され

ることから、化石燃料の枯渇化などのエネルギー問題は一国の問題ではなく、世界規模の問題となっ

ている。この様な中で、バイオマスを含む有機廃棄物を直接燃料として利用できる方法にバイオ電池

が挙げられる。バイオ電池は、電極触媒に酵素や微生物を使用し、生体の代謝を利用して発電するデ

バイスであり、燃料は下水汚泥から糖やアルコールまで有機物であれば使用可能とされている。遺伝

子工学を用いれば触媒酵素の大量発現は容易であり、海外からの輸入に頼っている貴金属の供給不安

に悩まされることもない。また、酵素の温和な条件で特定の化学反応だけを触媒するという特徴か

ら、常温で作動可能、取り扱いが安全、環境負荷が少ないといった利点がある。しかしながら、酵素

を触媒とするために、安定性や出力の低さが問題となり、実用化にはそれらの改善が必要である。 
本研究ではより高性能な電極およびバイオ電池の構築を目指し、酵素の安定性、酵素の配向固定化、

酵素-電極間電子移動の効率化に対してアプローチを行った。報告者らはこれまでに、電極表面へ酵
素分子層を形成したバイオセンシングシステムの開発を行ってきた。電極表面と酵素分子層との間に

おける高効率な電子移動は、配向制御された固定が重要であり、またデバイス性能へ大きな影響をも

たらすことから、これまでに報告者は、電極表面への酵素固定化技術に関して研究を行ってきた。図
1に示すように、酵素配向によって電流値が90
倍も異なることを定量的に明らかにし報告し

た。これまでの知見から、電極表面へ酵素反応

および電子移動を円滑に実現するためには、酵

素配向性を制御することがデバイス性能を決定

する大きな要素となる。しかし、従来の方法で

は、カーボンナノチューブ表面へ確かに固定化

はされているものの酵素配向性が制御されてい

ないため無配向に固定化され、デバイス性能を

損ねている可能性が考えられる。 
	 触媒酵素には超好熱性アーキアP. aerophilum
由来のピロロキノリンキノン依存性グルコー

ス脱水素酵素(PQQ-GDH)および、マルチ銅酸
化酵素(McoP)を用いた。これらはそれぞれ優れた耐熱性とpH安定性および長期安定性を示し、また
それぞれが内部に触媒反応部位と酸化還元部位とを別々にもち、DET型電極反応を触媒する。PQQ-
GDHとMcoPのそれぞれの酵素の立体構造は判明しており、N末端にHis-tagを付加することで、酵
素は電極側に N 末端を向け、活性中心を電解溶液バルク側に向けて配向固定化される。触媒反応効
率の向上を目的として、酵素の配向固定を行った。優れた電極材料であるカーボンナノチューブ

(CNT)に着目し、酵素-電極間の電子移動の足場とすることで、電極表面の電子移動効率を向上させ、
電極としての高出力化を試みた。CNTは表面が非常に疎水的であり水溶液に不溶であるためCNT表
面の修飾は有機溶媒を用いなければならず、CNT と酵素を用いたバイオデバイス開発は困難であっ
たが、ピレン誘導体などCNT表面とπ−πスタッキングにより吸着する分子を用いて表面を親水性へ
と改変することで、水系で CNT 表面への酵素の固定化を行うことができる。本研究では 1-
Pyrenebutyric acid N-hydroxysuccinimide ester (Pyrene(NHS))と N-(5-Amino-1-carboxypentyl)iminodiacetic 
acid (AB-NTA)を用いてCNT表面にリンカーを形成することで、His-tagを付加した酵素を配向固定化 

 

図１：電極表面における酵素配向と電流の関係 
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させた CNT-酵素複合体を作製し、電極上へ修飾し
た。作製した酵素配向固定電極を用いて、電子顕微

鏡や原子間力顕微鏡を用いた電極表面および固定

化酵素の観察や、電極表面上の固定化酵素の定量、

サイクリックボルタンメトリーや微分パルスボル

タンメトリーを始めとした電気化学的な評価を行

い、電極への酵素高配向固定化や CNT を用いたこ
とによる電極効率への影響を考察した。また、作製

したアノードおよびカソードを組み合わせた電池

の構築（図２）を行い、その評価を行った。 
 
 

実験方法 

	 50 mM HEPES-NaOH (pH 7.5)緩衝液にCNT(Multi-walled, φ＝10-30 nm，L
＝1-2 µm))1 mg とピレン酪酸 N-ヒドロキシスクシンイミドエステル
(Pyrene(NHS)) 0.4 mgを加え、超音波処理を3時間行い、CNTの分散液を
調製した。次に、N-(5-Amino- 1-carboxypentyl)iminodiacetic acid(AB-NTA)を
1.3 mg加え2時間、その後、終濃度50 mMとなるようにNiCl2を加えて30
分間それぞれインキュベートし、CNT 表面に酵素固定化を行うための
NTA-Ni 錯体を修飾した。遠心分離により未反応物を除去した後、His-tag
を遺伝子工学的に導入した PQQ-GDH(His-tag)またはMcoP(His-tag)溶液を
加え5分間インキュベートしCNT-酵素配向固定化複合体とした（図３）。 
 
 
 
 
結果と考察 

 
	 未処理の MWCNT は表面が非常に疎水的
であるため分散状態にならないが、

Pyrene(NHS)を加えて超音波処理を行うこと
で、MWCNTが水中で均一に分散している様
子が観察された。また、MWCNT/Pyrene(NHS)
は一晩ほどで分散状態が悪化してしまい、沈

殿状態になるが、MWCNTと酵素の複合体で
あ る MWCNT/Pyrene(NHS)/NTA-Ni/PQQ-
GDH は表面に固定化された酵素により親水
性が高まるため、分散状態をより長く維持し

ていた。	

	 TEM観察(図４)ではHEPESが塩として観察画像に写り込んでしまうため、サンプルはすべて超純
水を溶媒として調製し、観察を行った。分散処理前では凝集しているため、鮮明なMWCNT形状が
観察されなかった。Pyrene(NHS)を加えることで、分散状態となり、だまが解消され解れているよう
に見えた。さらに酵素固定化後には酵素の親水性により、より均一にMWCNT一本一本が単一に分
散している様子が観察された。MWCNTに分散処理を行うことで、親水性が増していき、水中で分散
していることがわかる。	
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図２：CNT-酵素複合体を用いたバイオ電池 

図３：CNT-酵素複合体 

図４：CNT-酵素複合体のTEM観察 
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	 HOPG は単結晶面であるグラファイ
トを積層した基板であり、曲率は違うも

のの CNT 表面と同じ表面構造である。
AFM は先端が単原子からなる探針を用
いることにより、原子的な分解能で個体

表面を観察することができ、生体材料の

測定にも用いられている。CNT表面への
酵素の修飾を確かめるため、PQQ-GDH
配向固定を行った HOPG 基板を用いて
液中でのAFM観察を行った（図５）。コ
ントロールとして表面未修飾の HOPG
表面と、Pyrene(NHS)のみを修飾した表
面の観察も行った。観察画像からは順次

HOPG 表面が修飾されていく様子が確認で
き、酵素を固定化した表面で最も激しい凹凸が確認された。三次元的な表面荒さを表すSa値も酵素 
を固定化した表面で最も大きかった。基板の修飾プロセスの進行に伴って Sa値も大きくなっていく
ことから、表面への各修飾が正しく行われ、酵素が固定化されていることが確認された。三次元構造

解析から算出される大きさと、AFM 観察によって見積もられた大きさとがほぼ同じであり、HOPG
表面で酵素が単分子層を形成して配向固定されていることが確認された。	

	

	 CNT-(PQQ-GDH)複合体およびCNT-McoP複合体を電極上に修飾し、アノードまたはカソードとし
て評価したところ、それぞれ 32.0 µA/cm2、190 µA/cm2の出力を得た。アノードとカソードのそれぞ

れにおいて、化学的架橋法による無配向固定の場合の 0.20 µA/cm2および 14.2 µA/cm2と比較して、

CNT表面に酵素を配向固定することで 160倍および 13倍の出力を得た(Table 1)。酵素を配向固定化
することで酵素反応効率が向上し、さらにCNTを利用することで酵素-電極間の電子移動効率が向上
し、電極としての出力が大幅に向上したと考えられる。 
	

	 	

	

	

	

	

	

	 また、CNT-酵素複合体をカーボンクロスに塗布した電極を作製し、バイオ電池としての出力を評
価した。アノードでは10 mM D(+)-グルコースを、カソードでは溶存酸素をそれぞれ基質とし、プト
ロン交換膜としてナフィオン膜を用いた場合に、32 µWの出力を得た。メディエータを使用しない電
池としては、先行研究では約15〜25 mWと報告されており、それらと比較して大きな出力である。
カーボンクロスの処理方法や、基質濃度や温度などの駆動条件の詳細な検討により、さらに大きな出

力を得ることが可能である。 
 

 本研究では CNT 表面への酵素の配向固定化技術を開発し、作製した CNT-酵素複合体を用いてバ
イオ電池用電極を構築した。酵素配向固定および電極材料としてのCNT利用を同時に行うことで、
従来の固定化法と比較して電極を高出力化でき、メディエータを使用しないバイオ電池として従来の

報告よりも大きな出力を実現した。 

Anode (PQQ-GDH) (mA/cm2) Cathode (McoP) (mA/cm2) 
Covalent bond   0.20 Covalent bond   14.2 
Oriented immobilization 18.6 Oriented immobilization   85.7 
Oriented immobilization on 
CNTS 

32.0 Oriented immobilization on 
CNTS 

190 
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図５：AFMによる表面観察 

表１：Table 1 Comparison of current density obtained by each electrode 


