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要旨 

 ジ-2-エチルヘキシルスルホコハク酸ナトリウム(AOT)が形成する逆ミセルにリパーゼを溶解し，in 

situ 重合によりスチレン-ジビニルベンゼン共重合体を壁物質としたリパーゼ内包ナノカプセルを調製

した。種々の調製条件がリパーゼの内包特性，酵素活性およびカプセル形状におよぼす影響を明らかに

した。リパーゼ内包ナノカプセルの形状はほぼ球状であり，平均粒子径は約 900nm であった。リパーゼ

内包ナノカプセルは，オリーブ油の加水分解活性を示し，酵素活性を保ったままリパーゼが内包されて

いることが確認された。カプセル内に内包されたリパーゼの活性は，逆ミセル内に溶解した場合とほぼ

同じように低下した。リパーゼ内包ナノカプセルをオリーブ油の加水分解反応に繰り返し使用した場合，

使用回数とともに加水分解活性は低下した。 

 

 

１． 緒言 

 

逆ミセルは，無極性有機溶媒中で界面活性剤などの

両親溶媒性分子によって形成されるナノオーダーの会

合コロイドである 1）。逆ミセルを形成する界面活性剤に

は，ポリオキシエチレン(20)ソルビタンオレート，塩化

ヘキサデシルトリメチルアンモニウム，ジ-2-エチルヘ

キシルスルホコハク酸ナトリウム(AOT)がある。AOT
は，逆ミセルを利用したタンパク質の抽出 2 - 4）や酵素反

応 5）などの逆ミセルに関連した研究で最も広く用いら

れている界面活性剤の一つである。逆ミセル内の微少

水相は，界面活性剤の極性頭部と強く相互作用してお

り粘度，極性および活量などにおいてバルクの水とは

異なった性質を示すことが知られている。逆ミセル中

で酵素を保持する場合は酵素の再利用は難しいが，固

定化することによって，回収・再利用することが可能

となる。含水率,Wo=5～10 において逆ミセルの平均粒

子径は，2.7～3.4nm であり，リパーゼの大きさとほぼ

同じであることが報告されていることから 6），一つの逆

ミセル対して一つの酵素を内包することが可能であり，

高い分散状態を保つことが可能であると考えられる。 
 酵素の固定化法には担体結合法，架橋法，包括法お

よび複合法などがあり，その中でも包括法であるマイ

クロカプセル型は，酵素の自然な状態を保ったまま固

定化することが可能である。そこで本研究では，AOT
逆ミセルを用いてリパーゼのマイクロカプセル化を行

い，調製条件が酵素の内包特性，酵素活性およびカプ

セル形状におよぼす影響を検討した。 
 

２．実験 

 

2.1 リパーゼ内包カプセルの調製方法 

AOT逆ミセル法を用いたカプセル調製方法を図１に

示す。AOT/イソオクタン溶液(100mM)30g に，所定濃

度のリパーゼ/トリス緩衝液(pH7.0)を注入溶解させて逆

ミセルを調製（Wo=約8.0）した。逆ミセル溶液にスチ

レン1.0gとジビニルベンゼン1.0gを溶解させ，重合開

始剤である2,2’-アゾビス (2,4-ジメチルバレロニトリル

（ADVN）0.0045gを加えた。スターラーにより撹拌し

ながら，313 Kで5時間 in situ重合を行った。重合した



ポリマーはイソオクタンに不溶であるため重合が進行

に従い，生成したマイクロプセルが析出する。調製し

たカプセルはイソオクタンで洗浄を行い，イソオクタ

ン中301 Kにて保存した。  
 

2.2 測定 

得られた酵素内包マイクロカプセルの観察は，自然

乾燥によりイソオクタンを蒸発させた後に減圧乾燥を

行い，走査型電子顕微鏡（日立S-4100M）で観察した。

カプセル粒子径は，撮影したSEM写真からDigital Scale 
1.0Jを用いて直接測定した。 
重合前後のイソオクタン溶液中の水分濃度をカール

フィシャー水分計（KYOTO ELECTRONICS MKS-1S）
により測定し，カプセル化率,RCを式(1)より求めた。  
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2.3 リパーゼ活性の測定 

リパーゼの酵素活性測定に用いる反応には，オリー

ブ油の加水分解反応を用いた。逆ミセル溶液中でリ

パーゼの酵素反応を行う場合には，まず，100 mM の

AOT 逆ミセル溶液に所定濃度のリパーゼを溶解させた

もの（①酵素/逆ミセル/イソオクタン溶液）を調製した。

一方，基質には100 mM AOT/イソオクタン溶液にオリ

ーブ油456 mMを溶解させた後に，①と同じ含水率にな

るように緩衝液を注入したもの（②基質/逆ミセル/イソ

オクタン溶液）を調製した。反応は，①と②を10 mlず

つ混合し298 Kで行った。 

カプセル化したリパーゼの酵素反応は，カプセルをイ

ソオクタン25 mlに分散させ10 ml採取したものと，�

の溶液10 mlを混合し，298 Kで反応を行った。所定時

間ごとに反応液を採取し生成脂肪酸量を測定した。 
脂肪酸量の測定は，Lowry 法 7）を用いて行った。5.0 

w/v%の酢酸銅水溶液をピリジンでpH 6.0にしたものを

1.0 ml，ベンゼン5.0 mlおよび所定時間に採取した反応

液 1.0 ml を混合，撹拌した。その後遠心分離し，ベン

ゼン相の715 nmの吸収を測定した（HITACH U-3200）。
生成脂肪酸速度,VＡは，縦軸に生成脂肪酸濃度,CFA，横

軸に反応経過時間をプロットし，その直線の傾きの値

とした。ここで VA,CAP は，リパーゼ内包マイクロカプ

セルを用いた場合の生成脂肪酸速度，VA,RMは，逆ミセ

ルに溶解したリパーゼを用いた場合の生成脂肪酸速度

とした。 
酵素活性EAは，式 (2)より求めた。 

 
L

A
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V
E =  [M/min,g-enz] （2） 

ここで WL は酵素反応に用いたリパーゼの重量[g]で
ある。カプセルの場合はカプセル調製に用いたリパー

ゼの全量が内包されているとして算出した。EA,CAP は，

カプセル化したリパーゼの活性，EA,RMは逆ミセルに溶

解したリパーゼの活性とした。  
 

３． 結果及び考察 

 

3.1 逆ミセル形成の影響 

100mM AOT/イソオクタン溶液30.0gに蒸留水 0.5ml

を注入して逆ミセルを形成させた後に，モノマーを溶

解し重合を行って得られた微粒子のSEM写真を図２に

示す。一方，単にイソオクタンにモノマーを溶解して

同様に重合を行って得られた微粒子のSEM写真を図３

に示す。逆ミセルが存在する条件で調製した場合は，

球状の粒子が形成されていることが分かる。一方，逆

ミセルが存在しない条件で調製した場合は，球状の粒図１ カプセル調製法 



子がいくつか確認出来るが，不定形の粒子が多く存在

していることが確認出来る。このことから，微量の水

を注入せずに逆ミセルを形成しない条件でも微粒子の

調製は可能であるが，均一な球状の微粒子を得る為に

は逆ミセルが存在しなければならないことが分かった。

逆ミセルが無い場合は，中心が空洞のカプセルではな

く，空洞のないナノスフィアであると考えられる。 

 

3.2 リパーゼ固定化カプセルの特性 
100mM AOT/イソオクタン溶液 30.0gに20g/l リパー

ゼ/緩衝液 0.5ml を注入して逆ミセルを形成させて調製

したリパーゼ内包ナノカプセルのSEM写真を図４に示

す。カプセルの形状はほぼ球状であり，粒子径は最小

で300 nm，最大で1300 nmであり，平均粒子径は約900 
nmであった。カプセル化率,RCは10-20 %であった。収

率, yは2.0-4.0 %であった。得られたリパーゼ内包カプ

セルをオリーブ油の加水分解反応に用いたときの反応

時間と生成脂肪酸濃度の関係を図５に示す。反応初期

において生成脂肪酸濃度は，反応時間とともに直線的

に増加し，カプセルに内包されたリパーゼが活性を保

持していることが確認された。直線の傾きより求めた

ナノカプセルに内包したリパーゼの活性は

0.0087M/min,g-enz であった。同じ条件で逆ミセルに溶

解したリパーゼの活性は，0.101M/min,g-enzであり，カ

プセルに内包したリパーゼは逆ミセルに溶解した場合

よりも活性が低くなった。ナノカプセルを遠心分離し

た後の上澄にはリパーゼ活性は全くなかったことから

逆ミセルに溶解したリパーゼの全量がナノカプセルに

内包されたと考えられる。ナノカプセルに内包したリ

パーゼの酵素活性が低くなったことは，重合過程での

リパーゼの失活と基質および生成物のカプセル壁透過

が遅いためと考えられる。 
 

3.4 リパーゼ濃度の影響 

 含水率,WOを一定に保ち注入するリパーゼ緩衝液の濃

度を変化させてカプセル調製を行い，リパーゼ内包カ

プセル特性におよぼすリパーゼ濃度の影響を検討した。

リパーゼ内包カプセルの特性におよぼすリパーゼ濃度

の影響を図６に示す。カプセル化率,Rc は，リパーゼ濃

度に影響されず一定であった。カプセル化したリパー

ゼ活性EA,CAPは，リパーゼ濃度の増加に伴い増加した。

これに対して，逆ミセルに溶解したリパーゼの酵素活

図４ リパーゼ内包ナノカプセルのSEM写真 

図３ 逆ミセルが存在しない状態で得られた微粒子のSEM写真

図２ 逆ミセルが存在する状態で得られた微粒子のSEM写真 

0 400 800 1200
0

10

20

30

Time[min]

CF
A

 [m
M

]

Key

○

△

reverce micell
prepared capsule

VL=0.5ml(Wo=8.0)
CAOT =100mM

WM=1.0g(S:D=1:1)
WADVN=0.045g
T=313K(5hr)
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性,EA,RM は，リパーゼ濃度よらずほぼ一定であった。リ

パーゼ濃度が高くなるに従い重合過程での失活するリ

パーゼの割合が低くなり，活性を保ったままで内包され

るリパーゼ量が増えるためと考えられる。 
 

3.5 重合温度の影響 

重合温度を303 K – 333 Kと変化させて，ナノカプセ

ル調製におよぼす影響を検討した。リパーゼ内包ナノ

カプセルの特性におよぼす重合温度の影響を図７に示

す。カプセル化率,RCは，重合温度によらずほぼ一定で

あった。カプセルに内包されたリパーゼ活性 EA,CAP は

重合温度の増加に従い減少した。これは，重合温度が

高くなることにより，リパーゼの変性・失活が起こり

やすくなったためと考えられる。収率, yは，重合温度

増加に従い増加した。これは重合温度増加により重合

速度が増加し，析出するポリマーが増加したためと考

えられる。 
 

3.6 重合時間の影響 

重合時間を変化させてナノカプセル調製を行い，リ

パーゼ内包カプセルへの影響を検討した。リパーゼ内

包ナノカプセルの特性におよぼす重合時間の影響を図

８に示す。カプセル化率,RCは，重合時間経過に影響を

受けず一定であった。カプセルに内包されたリパーゼ

活性 EA,CAP は，重合時間が長くなるに従い減少した。

これは，時間経過による酵素の失活およびカプセル粒

子径の増大によるためであると考えられる。収率, yは
重合時間が長くなるに従い増加した。これは，重合時

間が長くなるに従い重合反応が進行し，析出するポリ

マー量が増加したためと考えられる。 
 

3.7 リパーゼの安定性 
逆ミセルにリパーゼを溶解した場合と，ナノカプセ

ルに内包した場合について4℃で保存し，リパーゼの活

性変化を測定した。それぞれ調製して１日後の活性に

対する残存活性の比を活性残存率として経過時間に対

してプロットしたものを図９に示す。リパーゼを逆ミ

セルに溶解した場合とナノカプセルに内包した場合の

活性残存率は，2 週間まではほぼ同じように減少した。

いずれの場合もリパーゼは，時間とともに緩やかに失

活することがわかった。また，逆ミセルに溶解された

リパーゼとナノカプセル内に内包されたリパーゼの周

囲環境はよく似ていると考えられる。 
 

3.8 リパーゼ内包カプセルの繰り返し使用 

調製したリパーゼ内包ナノカプセルをオリーブ油の

5.0 10.0 15.0 20.0
0

20

40

60
0

0.01

0.02
0

0.1

0.2

CLipase[g/l]

R
C
 [%

]

Key CAOT [mM]

○ 100

VL=0.5ml

WM=1.0g
(St:DVB=1:1)

E A
,C

AP
[M

/m
in

,g
–e

nz
]

(10g/l)

T=313K(5hr)

E
A,

R
M

[M
/m

in
,g

–e
nz

]
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加水分解反応に用い，反応終了後は遠心分離により回

収し，繰り返し加水分解反応に用いた。リパーゼ活性

におよぼす繰り返し使用の影響を図１０に示す。カプ

セル酵素活性,EA,CAPは，使用回数が多くなると伴に減少

すした。これは，ナノカプセルの粒径が小さいことか

ら回収の際のナノカプセルのロスがあったことと，調

製時より時間が経過することによるリパーゼの変性・

失活が起こったためと考えられる。 
 

４ 結言 

 

AOT逆ミセルに溶解したリパーゼを in situ重合法に

よりナノカプセル内に内包した。平均粒径が900nmの球

形のナノカプセルが得られ，ナノカプセルに内包された

リパーゼは酵素活性を保持しており，オリーブ油の加水

分解反応が行えた。調製条件がリパーゼ活性，カプセル

化率，平均粒子径および収率などのカプセル特性にお

よす調製条件の影響を明らかにし，リパーゼ内包ナノカ

プセルの調製条件を明らかにした。 
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