
マイクロ加工技術を応用したマイクロリアクタシステ

ムの開発が進展している (������et al., 2004a; Hessel et al., 2004b). 現時点では, 臨床検査や環境計測のた

めの分析装置を組み込んだ分析チップ (�TAS) の開発
が先行している (Kitamori et al., 2006; Oosterbroek

and van den Berg, 2003). また, 基質特異性がある酵
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素を固定化したマイクロチャンネル反応系も開発されて

いる(Gao et al., 2001; Honda et al., 2005; Honda et al.,

2006; Kaneno et al., 2004; K�enkov�and Foret, 2004;
Miyazaki et al., 2004; Miyazaki and Maeda, 2006;

Nakamura et al., 2004). 酵素の分子識別能と, 物理化

学的計測を組み合わせる微量分析法は, 医療, 環境分析

に利用されつつある. しかし, 微量の分子, イオンなど

の識別を目的とする分析装置の設計法は, 少量とはいえ

生産を目的とするマイクロリアクタシステムの設計法と

異なるものであり, マイクロチャンネルに固定化した酵

素の反応特性は十分に理解されたとは言い難い. マイク

ロチャンネルに固定化した連続反応系では, 回分式均一

反応系よりも反応速度が遅い可能性がある. その理由に

は, (1) 固定化のために酵素の活性が低下する, (2) チャ

ンネルの内壁に固定化する系では, 基質が酵素に到達す

るのに必要な時間 (基質の拡散時間) が無視できない,

などがある. これに対して, (1) 固定化によって酵素の

安定性が増大する, (2) マイクロチャンネルの幅 (また

は直径) を小さくすれば半径方向の拡散時間が無視でき

る, などもあり得る.

本研究では, �-キモトリプシンをポリテトラフルオロ
エチレン (PTFE) 製マイクロチューブ (内径500�m)
の内壁に架橋重合法で固定化し, N-グルタリル-L-フェ

ニルアラニン p-ニトロアニリド (Glur-Phe-pNA) を基

質として反応速度を測定する. 固定化酵素マイクロチュー

ブを切開して酵素を加水分解し, 生成したアミノ酸を定

量することによって, 固定化した酵素量を求める. また,

回分式均一反応系で同じ条件 (酵素濃度, 基質濃度, 温

度) で反応速度を測定する. 両者を比較することによっ

て, マイクロチューブ固定化酵素リアクタの特性を評価

する.

1. 実 験

1.1 酵素の固定化

酵素としては �-キモトリプシン (Calbiochem 社製

Bovine Pancreas, Cat# 230832, モル質量 25,100 g・

mol��. 酵素活性�-キモトリプシン1236 USP U/mg,
トリプシン 11 USP U/mg. 担体等の不純物を含んで

いない. 液体クロマトグラフィーによるピークは単峰性.)

を用い, リン酸緩衝液食塩水 (PBS, pH＝7.4) 中に20

g・L��の濃度に溶解した. 架橋剤としては, グルタル
アルデヒド (GA, OHC(CH�)�CHO, 20％溶液) とパ
ラホルムアルデヒド(PA, OHC(CH�O)�CHO, n�400,
16％溶液) を用い, 氷上でリン酸緩衝液 (PB, pH＝

7.0) 中に, 所定の体積比(蒸留水：PB：PA：GA＝ 20：

40：20：1) となるように混合して調製した.

マイクロチューブとしては, 内径 500 �mの PTFE
管を長さ60, 120, 180または240mmに切り取って使用

した. 酵素溶液および架橋剤溶液をそれぞれマイクロシ

リンジに入れて送液し, 三方コネクターを用いてマイク

ロチューブの直前で混合し, マイクロチューブ内に導入

した. 固定化温度は４℃, 各流量は2.5�L･min�� (管
内平均流速0.21mm･s��) とし, 所定の時間 (10 min－
360min) 連続して送液した. これによって, �-キモト
リプシンのリシンの側鎖アミノ基と, 架橋剤のアルデヒ

ド基が反応し, シッフ塩基を形成して重合体となり, マ

イクロチューブ内壁に重合膜状として固定化させた. 固

定化操作の後, トリス緩衝液 (pH＝7.6) を流量10�L･
min��で送液し, 架橋剤の未反応アルデヒド基を不活
性化させた. 固定化を行ったマイクロチューブは, その

一部を切断して顕微鏡で観察し, 内壁に膜状物質が付着

していることを観察した. また, 酵素を固定化したマイ

クロチューブは冷凍保存した.

1.2 固定化酵素量の定量

マイクロチューブに固定化した酵素の量は以下の手順

で測定した. ただし, 破壊測定であるので, 後述する反

応速度の実験の後に測定を行った. (1) 固定化酵素マイ

クロチューブ (長さ60mm) を正しく15mmに切断し,

それぞれを試料とする. 各区分試料は５ないし６mm

に切断し, さらに縦に裂いて内壁を露出させる. (2) 酵

素固定化マイクロチューブ片をメタノールに入れ, 超音

波を照射してチューブから酵素重合膜を剥離させる.

(3) 遠心分離 (12,000 rpm, 5min) によって酵素重合

膜を沈殿させた後, マイクロチューブ片を取り出す.

(4) 沈殿物を再び懸濁させ, メタノールと共に耐圧バイ

アルに移し, 減圧してメタノールを除去する. (5) 6

mol･L��塩酸を加え, ヘリウム雰囲気で密栓し, 115℃
で24時間, 加水分解してアミノ酸にする. (6) 塩酸を蒸

発除去する. (7) エタノール：蒸留水：トリエチルアミ

ン：イソチオシアン酸フェニル (PITC)＝7：1：1：1溶

液を20�L加え, アルミホイルで遮光し, 振動しながら
室温で20min反応させ, アミノ酸を PITC誘導体化す

る. (8) 減圧して溶媒を除去する. (9) 誘導体化した代

表的なアミノ酸 (グリシン Gly, アラニン Ala, ロイシ

ン Leu, イソロイシン Ile, セリン Ser, トレオニン

Thr) を, 酢酸ナトリウムおよびトリエチルアミン水溶

液, ならびにアセトニトリル水溶液を溶離液として, 高

圧グラジエント HPLCで定量する. (10) アミノ酸の物

質量から, 固定化酵素の物質量を次式で算出する.

なお, �-キモトリプシンの組成は Enzyme Database
BRENDAに依った. 指標に使用したアミノ酸のモル構

成比は, Gly：Ala：Leu：Ile：Ser：Thr = 23：22：19：
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(固定化した酵素の物質量)＝(生成した当該アミノ酸の
物質量)�(酵素１���中の当該アミノ酸の物質量) (1)

(固定化した酵素の質量)＝(固定化した酵素の物質量)
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10：27：22である.

1.3 酵素反応速度の測定

酵素固定化マイクロチューブの反応活性は, 以下の加

水分解反応で評価した(Abuin et al., 2005).

基質の N-グルタリル-L-フェニルアラニン p-ニトロア

ニリド (N-glutaryl-L-phenylalanine p-nitroanilide,

Glur-Phe-pNA, MP Biomedicals)を10mg－20mg 量

り取り, ジメチルスルホキシド(CH�)�SOに溶解した.
ついで, PBS を加えて Glur-Phe-pNA 溶液の濃度を

333, 500あるいは1000�mol･L��に調整した (冷暗所

保存).

酵素固定化マイクロリアクタの長さが60mmの場合

は, その長さのまま反応速度の測定実験に供した. 長さ

が120, 180および240mmの場合は60mmに切り揃え,

入口からの場所と反応速度との関係も調査した. 基質溶

液は, 24℃においてマイクロチューブ中に送入し, マイ

クロチューブ体積の約２倍量を捨てた後, 試料として約

200 �L を採取した. 生成したパラニトロアニリン
(pNA) の濃度は吸光度を測定して定量した. pNAの

最大吸収波長は375 nm付近であるが, Glur-Phe-pNA

の吸収が400 nm付近まで見られたので, 吸収波長400

nmで測定した. pNAの検量線は, 0.1mol･L��酢酸を
加えても変化がないことを確認した. なお, 酵素固定化

マイクロチューブの長さを考慮し, マイクロチューブ内

の基質溶液の滞留時間が10 s－50 sとなるように, 送液

速度を変化させて実験した.

酵素が均一溶液となっているときの反応活性は, 以下

の方法で測定した. (1) 所定の酵素濃度の1/2となるよ

うに酵素の PBS溶液を調製し, エッペンチューブに量

り取り, 24℃に保つ. (2) 基質 (Glur-Phe-pNA) の濃

度が1000�mol･L��の PBS溶液を調製し, 24℃に保つ.
(3) 酵素溶液と同量の基質溶液をエッペンチューブに加

え, 反応を開始させる (この時点を反応時間０minと

置く). (4) ただちに振とう器で混合し, 速やかに24℃

の恒温槽に入れる. (5) 所定の反応時間後に反応停止剤

として0.1mol･L��酢酸を加え, ただちに振とう器で混
合する (1,250 rpm, 5 s). (6) 溶液の上澄みをバイア

ルに量り取り, PBS で希釈する. (7) 希釈溶液中の

pNA濃度を分光光度計で測定する.

2. 結果および考察

固定化酵素の有効濃度 本実験条件では, マイクロチ

ューブ内に基質が滞留する時間は数10 sである. Glur-

Phe-pNA のモル質量 (399 g･mol ��) を考慮すると,
常温における Glur-Phe-pNAの拡散係数��は10��m�･
s��程度と考えられるので, 最も短い反応時間 t = 10 s
で基質が拡散する距離は次式で表される.

この値はマイクロチューブの半径 (2.5×10��m) と
同じ桁である. したがって, マイクロチューブの壁付近

にある基質が, 内壁に薄膜状に固定化されている酵素と

反応して消費されると, 壁から離れた位置にある基質が

拡散して補給されると見なし得る. 基質が酵素膜内を拡

散するのに要する時間を無視すると, 固定化された酵素

と基質はマイクロチューブの体積内で均一に存在すると

仮定できる. この酵素濃度をマイクロチューブ内の酵素

の擬均相濃度とすると, 次式で与えられる.

ここに, dはマイクロチューブの直径 (500�m), l
はマイクロチューブの長さである. ただし, 酵素は重合

膜内に固定化されていることと, 基質の拡散速度も有限

であることから, マイクロチューブ内に固定化された酵

素の擬均相濃度は, Eq.(4)で算出される値よりも小さ

いであろう.

本実験では, 全長120, 180, 240mmのマイクロチュー

ブの場合には, 長さ60mmに切断して反応速度の測定

に供しているので, 反応後には全てのマイクロチューブ

の長さは60mmとなっている. そこで, 60mmのチュー

ブを15mmごとに４個に切断し, それぞれについて酵

素を加水分解して, 得られたアミノ酸を定量することと

した. Figure 1 には, 固定化時の長さが60mmのマイ

マイクロチューブ内壁に固定化した酵素の反応特性 (山崎・他)
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クロチューブを用いて, 120分間固定化反応を行った後,

15mmごとに切断したチューブのうち, 入口から２番

目のチューブの場合を例として示す. 同図の縦軸は, �-
キモトリプシン分子に含まれる各アミノ酸の分子数に基

づき, 代表的アミノ酸の生成量を用いて Eq.(2)から算

出した�-キモトリプシンの質量である. Figure 1 に示
すように, 固定化した�-キモトリプシンの質量は着目
するアミノ酸でばらつくので平均値をとると, 入口から

２番目のチューブについては2.5 g･L��となった. ちな
みに, 入口から１番目の15mmの酵素濃度は0.5 g･L��,
３番目は4.4 g･L��, 出口の4番目は4.7 g･L��であった.
固定化時の長さが60mmのマイクロチューブについて

は, その他の反応時間で固定化した試料についても, 入

口の15mmの酵素濃度は低く, 出口に近づくと酵素濃

度が増大した. Figure 2 は, 固定化時の長さが60mm

のマイクロチューブについて, 固定化酵素の擬均相濃度

に及ぼす酵素固定化時間の影響を示す. 固定化時間０～

120minの間では, 酵素固定化時間を長くするほど酵素

の擬均相濃度が増大するが, 固定化時間200min以上で

は酵素の擬均相濃度が増加する傾きは小さくなった.

Figure 3 は, 固定化酵素の擬均相濃度に及ぼすマイ

クロチューブ入口からの距離, ならびに固定化反応時の

マイクロチューブ長さの影響を示す. ただし, 固定化反

応時における入口からの距離とは, 分析のため切断した

マイクロチューブを連結したとき, 各切断区間の中間の

位置を入口から加算した値であり, 30, 90, 150および

210mm である. また, 固定化反応時の長さが60mm

のマイクロチューブについては, 入口からの距離が30

mmにおけるデータのみとなる. 入口からの距離が長

くなると, 固定化酵素の擬均相濃度が減少する傾向があ

る.

本実験で調製したマイクロチューブ内の酵素の擬均相

濃度は１－６g･L��の範囲にある. �-キモトリプシンの
モル質量 (25,100 g･mol��) を考慮して換算すると, 固
定化酵素の擬均相モル濃度は100�mol･L��の桁となり
極めて高い. Miyazaki et al. (2004) は, 直径320�m,
長さ200mmの溶融シリカマイクロチューブの内壁を修

飾し, cucumisinを固定化している. 固定化後の酵素量

は130 pmolであるので, マイクロチューブ内の酵素の

擬均相濃度を Eq.(4) で計算すると約８�mol･L��とな
る. この値は, 本実験による重合膜法で固定化した場合

に比べて１桁小さい. また Honda et al. (2006) は,

内径500�m, 長さ130mmの PTFEチューブ内壁に,
架橋剤として GAと PAを用いてアシラーゼを固定し,

3.25 nmolが固定されたと報告している. Eq.(3)を用い

てマイクロチューブ内の酵素濃度に換算すると約130�
mol･L��となり, 本実験の結果と同等である.
酵素反応特性 まず, マイクロチューブに固定化した
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Fig.2 Effect of immobilization reaction period on enzyme
concentration averaged over the 60-mm microtube.
Initial microtube length = 60 mm

Fig.3 Axial distribution of enzyme concentration in
microtube reactors.

Immobilization reaction period = 120 min

Fig.4 Stability of an enzyme immobilized microtube reac-
tor.

Initial microtube length = 60 mm, substrate concentra-
tion = 1000�mol･L��



酵素の安定性を調査した. 基質濃度を1000 �mol･L��
として連続運転したところ, Figure 4 に示すように,

150時間が経過しても反応活性がほぼ一定であることが

分かった. したがって, 酵素を固定化したマイクロチュー

ブを用いた以下の実験中に, 酵素が剥離・流出すること

はない.

Figure 5 は, 固定化反応時の長さ60mm, 固定化時

間120minのマイクロチューブについて, 生成物である

pNAの濃度と, 基質がマイクロチューブ内に滞留する

時間との関係を示す. 基質の10－20％が反応するまで,

pNAは滞留時間とともに直線的に増加するので, 近似

直線の傾きから初反応速度 [�mol･L��･s��] を算出し
た. 他のマイクロチューブについても, 同様にして初反

応速度を算出した.

Figure 6 は, 長さが60mmのマイクロチューブを用

いた場合について, 初反応速度と酵素固定化時間の関係

を示す. データは基質濃度が500�mol･L��の場合であ
り, 固定化酵素の擬均相濃度は Figure 2 に対応してい

る. Figure 2 と Figure 6 を比較すると, 固定化時間

が長くなると酵素の擬均相濃度が増加し, 初反応速度も

増加することが見て取れる. Figure 7 は, Figure 3 に

対応する条件における初反応速度を示す. Figure 3 と

７の関係は, Figure 2 と６の関係と類似している.

そこで, チューブの長さおよび固定化時間を変えて調

製した酵素固定化マイクロチューブについて, 供給基質

濃度を500�mol･L��とし, 初反応速度と Eq.(4)を用い
て算出したマイクロチューブ内の酵素の擬均相濃度との

関係を調べた. Figure 8 に示すように, 初反応速度と

酵素の擬均相濃度は単調増加の関係となった. 他の基質

濃度についても同様な関係が認められた.

酵素と基質を均一に溶解させた回分式反応系について,

基質の初濃度を500�mol･L��とし, 酵素の均一相濃度
を0.4－27 g･L��の範囲で変えて, 初反応速度を測定し
た. その結果を Figure 8 に示す. 均一相酵素反応系の

初反応速度は, 固定化酵素マイクロチューブでの初反応

速度に比べて小さく, 一旦は酵素濃度の増大とともに増

大するが, 酵素濃度が10 g･L��以上となると, 酵素濃
度が増大しても初反応速度は余り変化しなかった. なお,

マイクロチューブ内の固定化酵素の擬均相濃度が, 拡散

抵抗によって Eq.(4)を用いて算出した値よりも小さい

とすれば, 固定化系と均一系の初反応速度の差はさらに

拡大する.

通常の酵素反応は, 酵素 Eと基質 Sが結合して酵素－

基質複合体 ESを形成し, ついで ESが酵素 Eと生成物

Pに分解する.

酵素に比べて基質が過剰にある場合 ([S] >> [E]),

酵素のほとんどの活性部位に基質が結合しており, ES

マイクロチューブ内壁に固定化した酵素の反応特性 (山崎・他)
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Fig.5 Changes in outlet pNA concentration.
Immobilization reaction period = 120 min,
initial microtube length = 60 mm

Fig.6 Effect of immobilization reaction period on intial re-
action rate.

Initial microtube length = 60 mm, substrate concentra-
tion = 500�mol･L��

Fig.7 Axial distribution of initial reaction rate in
microtube reactors.

Immobilization reaction period = 120 min,
substrate concentration = 500�mol･L��
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の濃度 [ES] は擬定常となって変化しない. このとき

の反応速度 rはミカエリス-メンテン式で表される.

これに対し本実験で調製したマイクロチューブ内の酵

素の擬均相濃度では, ミカエリス-メンテン式の前提条

件 ([S] >> [E]) が成り立たず, 基質のモル濃度[S]

と酵素のモル濃度[E]は同じ桁となる. 均一相反応系で

酵素が多量に存在すると, 酵素の活性サイト以外のサイ

トに吸着する基質の量が多くなり, 実質的に基質濃度が

低下する可能性がある. これが実際に起こると仮定すれ

ば, Figure 8 に示した初反応速度が低下する結果が説

明できる. Abuin et al. (2005) は, �-キモトリプシン
による Glur-Phe-pNAの加水分解速度に及ぼす界面活

性剤 (dodecyltrimethylammonium bromide, DTAB)

の添加濃度の影響を調べ, DTABの濃度が高くなると

反応速度が大幅に低下することを見い出した. 吸着によっ

て基質濃度が実質的に低下したとしている.

一方, 固定化酵素マイクロチューブでは, 基質は連続

的に供給されるので, 基質が酵素へ吸着する現象は, 送

液を開始した初期段階で達成される. それ以降, 酵素の

活性サイトは基質で飽和されるであろう. したがって

反応開始時を除いて基質濃度の低下はないので, 初反応

速度は酵素の擬均相濃度とともに増大する. Figure 9

には, 酵素と基質の濃度を変えて初反応速度を測定し,

Eq.(6)が成り立つとして算出した��を示す. 固定化酵
素マイクロチューブでの値は, 均一相反応系よりも大き

いが, 酵素濃度が増大すると減少し, 一定値とはならな

い. したがって, 本実験で調製した固定化酵素マイクロ

チューブでは, ミカエリス-メンテン式は成り立たない.

結 言

PTFE製マイクロチューブ (内径500�m) の内壁に,�-キモトリプシンを架橋法で固定化した. 固定化酵素マ
イクロチューブを切開して酵素を加水分解し, 生成した

アミノ酸を定量し, 固定化した酵素量を求めた. また,

N-グルタリル-L-フェニルアラニン p-ニトロアニリドを

基質とし, 固定化酵素マイクロチューブにおける初反応

速度を測定した. マイクロチューブ内で, 基質が内径方

向の拡散に要する時間は液の滞留時間よりも短いので,

酵素は固定化されているに拘わらずマイクロチューブ内

に均一に溶けていると見なすことができ, その濃度 (擬

均相濃度)を Eq.(4)で近似した. 調製した固定化酵素マ

イクロチューブにおける酵素の擬均相濃度は100�mol･
L��の桁となった. また, 回分式均一反応系で同じ条件
で初反応速度を測定したところ, 固定化酵素マイクロチュー

ブにおける値よりも小さかった. 均一相反応系で酵素が

多量に存在すると, 酵素の活性サイト以外のサイトに吸

着する基質の量が多くなり, 実質的に基質濃度が低下す

ると推定した. また, 固定化酵素マイクロチューブでは,

基質は連続的に供給されるので, 基質が酵素へ吸着する

現象は送液を開始した初期段階で達成され, それ以降の

基質濃度の低下はないと推定した.
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