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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　多孔性炭素担体と；前記多孔性炭素担体の孔隙内部に吸着されて担持された酵素と；を
含み、
　前記酵素は、前記多孔性炭素担体の孔隙表面との疎水性相互作用を誘導するために前記
酵素に導入された第２官能基としてビニル基を備える、酵素－多孔性炭素複合体。
【請求項２】
　前記酵素－多孔性炭素複合体は、緩衝溶液上で１２日間撹拌後に酵素の流出量が撹拌前
に比べて３３％未満であることを特徴とする請求項１に記載の酵素－多孔性炭素複合体。
【請求項３】
　前記酵素－多孔性炭素複合体は、緩衝溶液上で１２日間撹拌後に酵素の活性が撹拌前に
比べて１６％以上であることを特徴とする請求項１または２に記載の酵素－多孔性炭素複
合体。
【請求項４】
　前記酵素－多孔性炭素複合体は、緩衝溶液上で４５日間撹拌後に酵素の活性が撹拌前に
比べて７２％以上であることを特徴とする請求項１～３のいずれかに記載の酵素－多孔性
炭素複合体。
【請求項５】
　前記多孔性炭素担体は、前記酵素との疎水性相互作用を誘導するために、孔隙表面に第
１官能基をさらに備えることを特徴とする請求項１～４のいずれかに記載の酵素－多孔性
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炭素複合体。
【請求項６】
　前記多孔性炭素担体は、前記酵素との親水性相互作用を誘導するために、孔隙表面に第
１官能基をさらに備えることを特徴とする請求項１～５のいずれかに記載の酵素－多孔性
炭素複合体。
【請求項７】
　前記第１官能基は、アルキル基、フェニル基、ベンジル基、ビニル基およびハロ基より
なる群から選ばれたいずれか一つ以上の疎水性相互作用を誘導する官能基を含むことを特
徴とする請求項５に記載の酵素－多孔性炭素複合体。
【請求項８】
　前記第１官能基は、ヒドロキシ基、カルボニル基、ハライド基、カルボキシル基、メト
キシ基、ヒドロペルオキシ基、アミン基、イミン基、イミド基、ニトリル基、ニトロ基、
チオール基、スルフィノ基およびリン酸基よりなる群から選ばれたいずれか一つ以上の親
水性相互作用を誘導する官能基を含むことを特徴とする請求項６に記載の酵素－多孔性炭
素複合体。
【請求項９】
　前記多孔性炭素担体の孔隙のサイズは、１～５０００ｎｍであることを特徴とする請求
項１～８のいずれかに記載の酵素－多孔性炭素複合体。
【請求項１０】
　前記酵素は、トリプシン、キモトリプシン、ペプシン、リパーゼ、グルコース酸化酵素
、西洋ワサビペルオキシダーゼ、チロシナーゼ、炭酸脱水酵素、ホルムアルデヒド脱水素
酵素、ギ酸脱水素酵素、アルコール脱水素酵素、コレステロール脱水素酵素、アシラーゼ
、ラクトナーゼ、プロテアーゼ、ペルオキシダーゼ 、アミノペプチダーゼ、ホスファタ
ーゼ、トランスアミナーゼ、セリン－エンドペプチダーゼ、システイン－エンドペプチダ
ーゼおよびメタロエンドペプチダーゼよりなる群から選ばれた１種以上の酵素を含むこと
を特徴とする請求項１～９のいずれかに記載の酵素－多孔性炭素複合体。
【請求項１１】
　前記第２官能基は、アルキル基、フェニル基、ベンジル基およびハロ基よりなる群から
選ばれたいずれか一つ以上の疎水性相互作用を誘導する官能基をさらに含むことを特徴と
する請求項１～１０のいずれかに記載の酵素－多孔性炭素複合体。
【請求項１２】
　請求項１～１１のいずれかに記載の酵素－多孔性炭素複合体を含むバイオ燃料電池。
【請求項１３】
　請求項１～１１のいずれかに記載の酵素－多孔性炭素複合体を含むバイオセンサー用電
極。
【請求項１４】
　請求項１～１１のいずれかに記載の酵素－多孔性炭素複合体を含む二酸化炭素転換シス
テム。
【請求項１５】
　請求項１～１１のいずれかに記載の酵素－多孔性炭素複合体を含むアンチファウリング
（ａｎｔｉｆｏｕｌｉｎｇ）システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、酵素－多孔性炭素複合体に関し、より具体的には、多孔性物質に酵素を固定
化することによって酵素の安定性を向上させる技術により長時間酵素の漏出を防止して、
酵素を効果的に多孔性炭素物質の内部に固定させた酵素－多孔性炭素複合体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　酵素は、多様な化学反応を促進する生触媒物質であって、高度な選択性、精密性、効率



(3) JP 6970311 B2 2021.11.24

10

20

30

40

50

性などを有しており、常温・常圧条件でも非常に速い速度で化学反応を促進するので、多
様な産業に用いられる。しかしながら、産業分野の反応環境では、熱、ｐＨ、せん断応力
などの外部環境により酵素の３次元構造が容易に変性されて、酵素の活性が早く消失する
問題がある。したがって、酵素の安定性を向上させるための多様な研究が進行されている
。
【０００３】
　酵素の安定性を向上させる技術のうちでも、固体支持体に酵素を固定化する技法は、酵
素の安定性を向上させることができると共に、不均一触媒により反応溶液から固定化した
酵素を容易に分離することができるという長所がある。特に多孔性物質は、酵素のサイズ
に対応して孔隙のサイズおよび形態を多様に調節できるので、酵素固定化のための最適な
物質として研究されている。また、多孔性物質の内部に酵素を固定化する場合、多孔性物
質の孔隙内部において酵素は、単位ミリリットル当たり数百ミリグラムの高濃度で存在す
る込合い効果（ｃｒｏｗｄｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔ）によってその安定性が画期的に向上す
ることができる。また、多孔性物質は、外部のせん断応力など物理的な効果から内部に固
定化された酵素を保護できるので、苛酷な環境でも酵素反応を適用することができる。
【０００４】
　しかしながら、一般的な多孔性物質の内部に担持された酵素は、容易に外部に漏れ出す
可能性があり、漏れ出た酵素は回収されずに捨てられたり、外部環境により酵素構造が変
性され得るので、結果的には、固定化された酵素の活性減少につながる可能性がある。
【０００５】
　これを解決するために、酵素を多孔性物質の内部に共有結合させて酵素の漏出を防止す
る技術が研究された。物理化学的方法を通じて多孔性物質を官能化（ｆｕｎｃｔｉｏｎａ
ｌｉｚａｔｉｏｎ）した後に、架橋結合剤を用いて多孔性物質の官能基と酵素側鎖（ｓｉ
ｄｅ　ｃｈａｉｎ）の官能基との間に架橋結合を形成させることによって、多孔性物質の
内部に担持された酵素が漏れ出るのを防止する技術である。
【０００６】
　しかしながら、共有結合技術を適用するためには、多孔性物質の合成過程でさらなる官
能化過程を導入しなければならないという短所がある。また、多孔性物質の細孔内表面に
位置する官能基と酵素表面の官能基との間に二つ以上の共有結合が誘導されれば、酵素の
構造的変性を通した酵素の不活性化が発生しうる。
【０００７】
　一方、共有結合技術が応用されて酵素の漏出を防止するために、ナノ酵素反応器（ｎａ
ｎｏｓｃａｌｅ　ｅｎｚｙｍｅ　ｒｅａｃｔｏｒ）の技術が研究された。ナノ酵素反応器
の技術は、多孔性物質の内部に酵素を担持させ、担持された酵素が漏れ出る前に酵素間に
架橋結合を形成させて、多孔性物質のポア入口の直径より架橋された酵素のサイズを増加
させることによって、多孔性物質の内部に担持された酵素が漏れ出るのを防止する技術で
ある。
【０００８】
　しかしながら、従来のナノ酵素反応器の技術では、架橋結合剤により酵素の表面に二つ
以上の架橋結合が誘導され得るが、この際、ギ酸脱水素酵素、ホルムアルデヒド脱水素酵
素、アルコール脱水素酵素などのように酵素が容易に変性されて活性を失う可能性のある
不安定な酵素の場合、当該技術で安定化させることが難しい。
【０００９】
　また、酵素を架橋結合剤を用いて安定化させる場合、グルタールジアルデヒドなどのよ
うな架橋結合剤の生体適合性が問題になり得、そのため、医療分野には活用しにくいとい
う問題がある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明は、前記の問題点を解決するために案出されたものであって、その目的は、酵素
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活性の低下を最小化しつつ、酵素を多孔性物質内に固定化させ、かつ、多孔性物質内に固
定化された酵素の漏出が防止され、多孔性物質内に固定化された酵素の安定性を確保した
酵素－多孔性炭素複合体を提供することにある。
　［本発明を支援した韓国の国家研究開発事業］
　－課題固有番号：２０１８２０１０６００４３０
　－部署名：産業通商資源部
　－研究管理専門機関：エネルギー技術評価院
　－研究事業名：エネルギー技術開発事業
　－研究課題名：高集積・高安定性酵素システムを基盤としたＣＯ２転換工程技術の開発
　－主管機関：高麗大学校
　－研究期間：２０１９．０４．０１～２０１９．１２．３１
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　上述した課題を解決するために、本発明は、多孔性炭素担体と、該多孔性炭素担体の孔
隙内部に担持された酵素とを含む酵素－多孔性炭素複合体を提供する。
【００１２】
　本発明の一実施例によれば、前記酵素は、少なくとも一部が多孔性炭素担体の孔隙内部
に吸着されて担持されたものでありうる。
【００１３】
　また、前記多孔性炭素担体は、メソポーラス炭素および／またはマイクロポーラス炭素
であり得、一例として、孔隙のサイズは、１～５０００ｎｍでありうる。
【００１４】
　また、前記酵素は、トリプシン、キモトリプシン、ペプシン、リパーゼ、グルコース酸
化酵素、西洋ワサビペルオキシダーゼ、チロシナーゼ、炭酸脱水酵素、ホルムアルデヒド
脱水素酵素、ギ酸脱水素酵素、アルコール脱水素酵素、コレステロール脱水素酵素、アシ
ラーゼ、ラクトナーゼ、プロテアーゼ、ペルオキシダーゼ 、アミノペプチダーゼ、ホス
ファターゼ、トランスアミナーゼ、セリン－エンドペプチダーゼ、システイン－エンドペ
プチダーゼおよびメタロエンドペプチダーゼよりなる群から選ばれた１種以上の酵素を含
むことができる。
【００１５】
　また、前記多孔性炭素担体は、前記酵素との疎水性相互作用および親水性相互作用のう
ちいずれか一つ以上を誘導するために、孔隙表面に第１官能基をさらに備えることができ
る。
【００１６】
　また、前記第１官能基は、アルキル基、フェニル基、ベンジル基、ビニル基およびハロ
基などよりなる群から選ばれたいずれか一つ以上の疎水性相互作用を誘導する官能基およ
びヒドロキシ基、カルボニル基、ハライド基、カルボキシル基、メトキシ基、ヒドロペル
オキシ基、アミン基、イミン基、イミド基、ニトリル基、ニトロ基、チオール基、スルフ
ィノ基およびリン酸基などよりなる群から選ばれたいずれか一つ以上の親水性相互作用を
誘導する官能基のうちいずれか一つ以上を含むことができる。
【００１７】
　また、前記酵素は、前記多孔性炭素担体の孔隙表面との疎水性相互作用および親水性相
互作用のうちいずれか一つ以上を誘導するための第２官能基をさらに備えることができる
。
【００１８】
　また、前記第２官能基は、アルキル基、フェニル基、ベンジル基、ビニル基およびハロ
基などよりなる群から選ばれたいずれか一つ以上の疎水性相互作用を誘導する官能基およ
びヒドロキシ基、カルボニル基、ハライド基、カルボキシル基、メトキシ基、ヒドロペル
オキシ基、アミン基、イミン基、イミド基、ニトリル基、ニトロ基、チオール基、スルフ
ィノ基およびリン酸基などよりなる群から選ばれたいずれか一つ以上の親水性相互作用を
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誘導する官能基のうちいずれか一つ以上を含むことができる。
【００１９】
　また、前記酵素－多孔性炭素複合体は、緩衝溶液に混合された状態で１２日間撹拌後、
多孔性炭素複合体に担持された酵素の流出量が撹拌前に比べて３３％未満でありうる。
【００２０】
　また、前記酵素－多孔性炭素複合体は、緩衝溶液に混合された状態で１２日間撹拌後、
酵素－多孔性炭素複合体の酵素活性が撹拌前に比べて１６％以上でありうる。
【００２１】
　また、前記酵素－多孔性炭素複合体は、緩衝溶液に混合された状態で４５日間撹拌後、
酵素－多孔性炭素複合体の酵素活性が撹拌前に比べて７２％以上でありうる。
【００２２】
　また、本発明は、本発明による酵素－多孔性炭素複合体を含むバイオ燃料電池またはバ
イオセンサー用電極を提供する。
【００２３】
　また、本発明は、本発明による酵素－多孔性炭素複合体を含む二酸化炭素転換システム
を提供する。
【００２４】
　また、本発明は、本発明による酵素－多孔性炭素複合体を含むアンチファウリング（ａ
ｎｔｉｆｏｕｌｉｎｇ）システムを提供する。
【発明の効果】
【００２５】
　本発明による酵素－多孔性炭素複合体は、酵素活性部位の変性なしに、多孔性炭素の内
部に酵素を固定化させ、安定化するのに適するように使用することができる。また、従来
の酵素安定化技術に応用された架橋結合剤のような生体適合性が問題になる成分を使用せ
ずに、酵素を固定化、安定化することによって、使用が制限された医療分野にも使用が拡
大され得る。また、酵素－多孔性炭素複合体をブドウ糖を基盤とするバイオ燃料電池およ
び血糖測定を目的とするバイオセンサーの電極製作を目的としてグルコース酸化酵素など
の関連酵素を固定化に活用する場合、非常に高い安定化効果を達成することができる。ま
た、二酸化炭素を重炭酸塩に転換しうる炭酸脱水酵素および重炭酸塩からギ酸転換が可能
なギ酸脱水素酵素などの関連酵素を固定化に活用される場合、従来の多孔性物質を用いた
固定化方式に比べて酵素の活性を長時間安定的に維持することが可能で、二酸化炭素転換
および活用システムの触媒素材として活用することができる。また、クオラムセンシング
（ｑｕｏｒｕｍ　ｓｅｎｓｉｎｇ）の役割を行う信号分子（ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｍｏｌ
ｅｃｕｌｅ）を分解して、バイオフィルム（ｂｉｏｆｉｌｍ）の形成を抑制できるアシラ
ーゼなどの関連酵素を固定化に活用する場合、従来の多孔性物質を用いた固定化方式に比
べて酵素の活性を安定的に維持することが可能で、メンブレン表面のバイオフィルムの形
成を抑制するための目的でアンチファウリング（ａｎｔｉｆｏｕｌｉｎｇ）システム内の
触媒素材として活用することができる。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
　図１は、本発明の一実施例による酵素－多孔性炭素複合体の製造過程を概略的に示すも
のである。
　図２は、本発明の一実施例によるギ酸脱水素酵素－多孔性炭素複合体において多孔性炭
素の単位重さ当たり酵素の活性を示すグラフである。
　図３ａ～図３ｃは、それぞれ本発明の一実施例によるグルコース酸化酵素－多孔性炭素
複合体、炭酸脱水酵素－多孔性炭素複合体およびアシラーゼ－多孔性炭素複合体において
多孔性炭素の単位重さ当たり酵素の活性を示すグラフである。
　図４は、本発明の一実施例によるギ酸脱水素酵素－多孔性炭素複合体の時間による酵素
活性の安定性を測定したグラフである。
　図５ａ～図５ｃは、本発明の一実施例によるグルコース酸化酵素－多孔性炭素複合体、
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炭酸脱水酵素－多孔性炭素複合体およびアシラーゼ－多孔性炭素複合体の時間による酵素
活性の安定性を測定したグラフである。
　図６ａ～図６ｃは、本発明の一実施例によるグルコース酸化酵素－多孔性炭素複合体、
炭酸脱水酵素－多孔性炭素複合体およびアシラーゼ－多孔性炭素複合体において多孔性炭
素の単位重さ当たり酵素の初期担持量を示すグラフである。
　図７ａ～図７ｃは、本発明の一実施例によるグルコース酸化酵素－多孔性炭素複合体、
炭酸脱水酵素－多孔性炭素複合体およびアシラーゼ－多孔性炭素複合体において保管され
た時間による多孔性炭素の単位重さ当たり酵素の担持量の変化を示すグラフである。
　図８は、本発明の一実施例によるギ酸脱水素酵素－多孔性炭素複合体と、架橋結合され
たギ酸脱水素酵素が多孔性炭素内に固定化された複合体の活性を比較したグラフである。
　図９ａおよび９ｂは、本発明の一実施例による官能基処理されたグルコース酸化酵素－
多孔性炭素複合体およびアシラーゼ－多孔性炭素複合体において多孔性炭素の単位重さ当
たり酵素の初期担持量を示すグラフである。
　図１０ａおよび図１０ｂは、本発明の一実施例による官能基処理されたグルコース酸化
酵素－多孔性炭素複合体およびアシラーゼ－多孔性炭素複合体において保管された時間に
よる多孔性炭素の単位重さ当たり酵素の担持量の変化を示すグラフである。
　図１１ａおよび図１１ｂは、本発明の一実施例によるグルコース酸化酵素－多孔性炭素
複合体、アシラーゼ－多孔性炭素複合体、官能基処理されたグルコース酸化酵素－多孔性
炭素複合体および官能基処理されたアシラーゼ－多孔性炭素複合体と、多孔性担体を多孔
性シリカに変更して具現された複合体において多孔性担体の単位重さ当たり酵素の初期担
持量を示すグラフである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２７】
　以下、添付の図面を参照して本発明の実施例について本発明の属する技術分野における
通常の知識を有する者が容易に実施できるように詳細に説明する。ただし、本発明は、様
々な異なる形態に具現され得、ここで説明する実施例に限定されない。
【００２８】
　図１を参照して説明すると、本発明の一実施例による酵素－多孔性炭素複合体は、酵素
と多孔性炭素担体とを含んで具現され、具体的に、前記多孔性炭素担体の内部に備えられ
た孔隙に酵素が担持されて備えられる。この際、前記酵素は、多孔性炭素担体の孔隙表面
および酵素と酵素間に共有結合なしに孔隙に担持され得る。一例として、前記酵素は、多
孔性炭素担体の孔隙に吸着状態で備えられる。この際、前記吸着状態の酵素のうち少なく
とも一部は、多孔性炭素担体の孔隙表面に吸着され得る。また、前記酵素は、いずれか一
つの酵素と隣接した他の酵素との間にも吸着状態で孔隙に備えられる。この場合、酵素間
に共有結合なしに酵素が凝集体を形成することによって、孔隙の入口直径より相対的に物
理的サイズが大きくなり得るが、これを通じて、酵素が孔隙から漏れ出るのが最小化また
は防止され得る。
【００２９】
　一方、多孔性物質の孔隙内部に酵素が担持されるといって、上記のような多孔性物質の
孔隙表面と酵素間吸着や酵素間吸着を通じて酵素の漏出を防止できるものではない。また
、多孔性物質の種類に関係なく、孔隙の体積に対応する量だけ酵素を多孔性物質の孔隙内
部に導入できるものでもない。
【００３０】
　本発明の発明者は、酵素を多孔性物質の内部孔隙に収容するために、従来多く使用され
た多孔性シリカの代わりに、多孔性炭素物質を担体として用いる場合、酵素を孔隙内部に
多量で担持させることができ、担持された酵素の活性を安定的に長期間維持することがで
きることを知見して、本発明に至ることになった。このような効果は、多孔性物質内担持
された酵素の漏出を防止するために、架橋結合剤を使用したり、共有結合のための官能基
を具備するしかなかった従来の酵素固定化、安定化方法では予想しなかった画期的なもの
と評価することができる。
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【００３１】
　すなわち、図２から確認できるように、多孔性物質としてシリカを使用した比較例１の
場合、ギ酸脱水素酵素（ｆｏｒｍａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＦＤＨ）を担持
させる処理をしたにもかかわらず、ＦＤＨ酵素活性が測定されなかった反面、多孔性物質
として多孔性炭素を使用した実施例１の場合、同じ酵素を同じ方法で処理したにもかかわ
らず、顕著に優れた酵素活性が感知されたことを確認することができる。このような技術
的特徴は、図３ａ～図３ｃに示されたように、酵素の種類をグルコース酸化酵素（ｇｌｕ
ｃｏｓｅ　ｏｘｉｄａｓｅ，ＧＯｘ）、炭酸脱水酵素（ｃａｒｂｏｎｉｃ　ａｎｈｙｄｒ
ａｓｅ，ｂＣＡ）およびアシラーゼ（ａｃｙｌａｓｅ，ＡＣ）に変更した実験と同様に確
認され、多孔性シリカ（比較例２～４）において酵素活性が測定されたが、その程度が多
孔性炭素（実施例２～４）より顕著に小さいことが分かる。
【００３２】
　また、図４から確認できるように、活性が測定されない比較例１に代わって、遊離酵素
を溶液中に調製した比較例７は、酵素活性が１日以前に初期活性対比４０％未満に急激に
低くなった後、２～３日以内に酵素活性をほぼ喪失した。しかしながら、多孔性炭素内孔
隙に担持された酵素の場合、初期活性対比８０％に近い水準を維持しつつ、４５日以上持
続していることを確認することができる。このような技術的特徴は、図５ａ～図５ｃに示
されたように、酵素の種類をグルコース酸化酵素、炭酸脱水酵素およびアシラーゼに変更
した実験と同様に確認された。結局、本発明の一実施例による酵素－多孔性炭素複合体は
、多孔性炭素内酵素がいかなる共有結合なくとも漏出が防止され、安定的に酵素活性を長
期間発現することができる。
【００３３】
　しかも、図６ａ～図６ｃを参照して説明すると、多孔性担体としてシリカを使用した比
較例２～４に比べて多孔性担体として炭素を使用した実施例２～４においてグルコース酸
化酵素、炭酸脱水酵素およびアシラーゼの担持量（ｅｎｚｙｍｅ　ｌｏａｄｉｎｇ）が顕
著に高くなったことを観察した。また、図７ａ～図７ｃに示されたように、１日が経過し
た以後からは、多孔性炭素に担持された酵素がほとんど漏出せずに持続的に残っているこ
とを確認することができた。したがって、多孔性炭素担体は、他の材質の多孔性物質と対
比した場合、酵素を容易に孔隙内部に導入することができ、シリカ担体に比べてさらに高
い担持量を提供することができ、導入後に持続的な撹拌反応にも酵素の漏出を防止するこ
とができて、酵素を安定的に担持することができるという利点がある。前記多孔性炭素担
体は、内部に多数個の孔隙を有する炭素物質の場合、制限なしに使用され得、好ましくは
酵素と相互作用ができる炭素物質の場合、制限なしに使用され得る。一例として、前記多
孔性炭素は、孔隙のサイズが１～５，０００ｎｍ、他の一例として、１～１，０００ｎｍ
、さらに他の一例として、１～５００ｎｍに具現された多孔性炭素でありうるが、これに
制限されない。
【００３４】
　また、前記多孔性炭素担体は、形状において制限されるものではないが、一例として、
球形、楕円形および非定型の粒子形態であるか、表面にフィルム形態に具現されたもので
あり得る。また、粒子形態の多孔性炭素担体は、サイズが１００ｎｍ～１，０００μｍで
あり得、ここで、担体のサイズは、形状が球形の場合、直径、非定型の場合、表面の互い
に異なる二つの地点間距離のうち最大距離を意味する。
【００３５】
　また、多孔性炭素担体の表面積は、１００～５０００ｍ２／ｇであり得、孔隙の体積は
、０．１～１０ｃｍ３／ｇでありうるが、これに制限されない。
【００３６】
　本発明の一実施例によれば、前記多孔性炭素担体は、担持される酵素の漏出を防止し、
長期間安定的に酵素活性を発現させるために、酵素と相互作用を誘導できる第１官能基を
さらに備えることができ、具体的に、前記官能基は、少なくとも多孔性炭素担体内孔隙表
面に備えられる。前記相互作用は、非共有相互作用であり、一例として、前記相互作用は
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、疎水性相互作用または親水性相互作用でありうる。前記親水性相互作用は、一例として
、水素結合、イオン結合でありうる。このような相互作用は、共有結合に比べて酵素の立
体構造に及ぼす影響が最小化または防止されることによって、従来共有結合を通じて支持
体に酵素を固定化させたり共有結合を通じて酵素と酵素を架橋結合させるときに発生する
強い結合力による酵素の立体構造変形の問題と、これによる酵素活性の低下または喪失の
問題を防止したり最小化しうるという利点がある。この際、多孔性炭素担体に備えられる
第１官能基は、親水性相互作用を誘導できる官能基よりは、疎水性相互作用を誘導する官
能基が、酵素の孔隙内導入および漏出を防止し、安定的に長時間固定化させるのに一層有
利になりうる。ただし、これは、導入される酵素の特性によってかえって親水性相互作用
が有利な場合もありえることを明らかにする。
【００３７】
　前記第１官能基は、疎水性相互作用や、親水性相互作用を誘導できる官能基の場合、制
限なしに採用され得るが、一例として、前記第１官能基は、アルキル基、フェニル基、ベ
ンジル基、ビニル基およびハロ基などよりなる群から選ばれたいずれか一つ以上の疎水性
相互作用を誘導する官能基およびヒドロキシ基、カルボニル基、ハライド基、カルボキシ
ル基、メトキシ基、ヒドロペルオキシ基、アミン基、イミン基、イミド基、ニトリル基、
ニトロ基、チオール基、スルフィノ基およびリン酸基などよりなる群から選ばれたいずれ
か一つ以上の親水性相互作用を誘導する官能基のうちいずれか一つ以上を含むことができ
る。
【００３８】
　また、前記第１官能基は、多孔性炭素の孔隙表面に公知の発明を通じて導入することが
でき、本発明は、これに対して特に限定しない。
【００３９】
　次に、上述した多孔性炭素担体内孔隙に担持される酵素は、公知となった酵素の場合、
制限なしに使用され得る。前記酵素は、好ましくはトリプシン、キモトリプシン、ペプシ
ン、リパーゼ、グルコース酸化酵素、西洋ワサビペルオキシダーゼ、チロシナーゼ、炭酸
脱水酵素、ホルムアルデヒド脱水素酵素、ギ酸脱水素酵素、アルコール脱水素酵素、コレ
ステロール脱水素酵素、アシラーゼ、ラクトナーゼ、プロテアーゼ、ペルオキシダーゼ 
、アミノペプチダーゼ、ホスファターゼ、トランスアミナーゼ、セリン－エンドペプチダ
ーゼ、システイン－エンドペプチダーゼ、メタロエンドペプチダーゼなどよりなる群から
選ばれるいずれか一つ以上を含むことができる。特に、立体構造の安定性が多少良くない
ので、共有結合または架橋結合を通した固定化時に酵素活性が低下しうるギ酸脱水素酵素
、ホルムアルデヒド脱水素酵素、アルコール脱水素酵素などよりなる群から選ばれたいず
れか一つ以上の酵素は、本発明によって多孔性炭素担体内担持時に酵素活性を安定的に発
現できるという利点がある。図８を参照して説明すると、多孔性担体内に吸着されたギ酸
脱水素酵素が含まれた実施例１とは異なって、多孔性担体内で架橋結合剤により架橋結合
されたギ酸脱水素酵素が溶液中に含まれた比較例８～９は、架橋結合剤の濃度が高まるに
つれて、酵素活性が極めて低下することを確認することができる。結局、本発明の一実施
例による酵素－多孔性炭素複合体は、多孔性炭素担体内担持時に酵素活性を安定的に発現
できるという利点がある。
【００４０】
　本発明の一実施例によれば、前記酵素は、多孔性炭素担体および／または前記担体の孔
隙に担持される酵素間に相互作用を増進させるために、非共有相互作用、具体的には、疎
水性相互作用および親水性相互作用のうちいずれか一つ以上を誘導するための第２官能基
をさらに備えることができる。前記第２官能基は、酵素の立体構造に影響を最小化しなが
らも、多孔性炭素の孔隙で漏出を防止し、安定的に酵素活性を発現するように機能するこ
とができる。前記第２官能基は、疎水性相互作用や、親水性相互作用を誘導できる官能基
の場合、制限なしに採用され得るが、一例として、前記第２官能基は、アルキル基、フェ
ニル基、ベンジル基、ビニル基およびハロ基などよりなる群から選ばれたいずれか一つ以
上の疎水性相互作用を誘導する官能基およびヒドロキシ基、カルボニル基、ハライド基、
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カルボキシル基、メトキシ基、ヒドロペルオキシ基、アミン基、イミン基、イミド基、ニ
トリル基、ニトロ基、チオール基、スルフィノ基およびリン酸基などよりなる群から選ば
れたいずれか一つ以上の親水性相互作用を誘導する官能基のうちいずれか一つ以上を含む
ことができる。
【００４１】
　酵素に導入される第２官能基を通した相互作用による担持量、酵素安定化を図９ａ～図
１１ｂを参照して説明すると、アクリロイルクロリドを使用して表面にビニル基を追加し
たグルコース酸化酵素および同一に表面にビニル基を追加したアシラーゼは、酵素に第２
官能基を備えることなく、多孔性炭素担体と複合体を形成した場合に比べて担持量が顕著
に向上したことを確認することができる。一方、多孔性担体として多孔性シリカを使用す
る場合には、酵素に相互作用ができる第２官能基を備えたにもかかわらず、酵素の担持量
が、第２官能基のない酵素を多孔性炭素担体に担持させた場合に比べて顕著に低いことを
確認することができる。
【００４２】
　担持後に酵素の漏出量と関連して図１０を参照して説明すると、１日が経過した以後か
らは、多孔性炭素に担持された酵素がほとんど漏出せずに持続的に残っていることを確認
することができた。
【００４３】
　結局、多孔性炭素担体は、他の材質の多孔性物質に比べて、酵素を容易に孔隙内部に導
入することができ、シリカ担体に比べてさらに高い担持量を提供することができ、導入後
に持続的な撹拌反応にも酵素の漏出を防止することができて、酵素を安定的に担持できる
という利点がある。ひいては、このような多孔性炭素担体を活用して多孔性炭素担体およ
び／または酵素に非共有相互作用を誘導できる官能基を追加に導入する場合、酵素と多孔
性物質間の相互作用を増進させることによって、多孔性物質内にさらに高い担持量と、さ
らに上昇された酵素固定化、安定化効果を発現できるという利点がある。
【００４４】
　また、前記酵素は、上述した多孔性炭素担体との相互作用を向上させるために、酵素を
構成するアミノ酸が追加／除去または変更を目的として遺伝子組換えされたものでありう
るが、これに制限されない。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
以下、本発明を実施例を通じて具体的に説明する。ただし、本実施例により本発明の範囲
が制限されるものではない。
【００４６】
＜実施例１＞－ギ酸脱水素酵素が固定化された酵素－多孔性炭素複合体の製造（ＦＤＨ－
Ｃａｒｂｏｎ）
　リン酸緩衝液（１００ｍＭ　ｐＨ７．０）で調製したギ酸脱水素酵素（ｆｏｒｍａｔｅ
　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＦＤＨ）溶液（５ｍｇ／ｍＬ）と多孔性炭素（ｍｅｓｏ
ｐｏｒｏｕｓ　ｃａｒｂｏｎ）パウダー２ｍｇとを２ｍＬ体積で混合した後、３０分間２
００ｒｐｍで撹拌した。この過程を通じて、ギ酸脱水素酵素が多孔性炭素内孔隙に担持さ
れた酵素－多孔性炭素複合体を製造した。以後、多孔性炭素に担持されていないギ酸脱水
素酵素を除去し、リン酸緩衝液で３回洗浄後、４℃に保管した。
【００４７】
　この際、前記多孔性炭素は、孔隙のサイズが２６ｎｍ、ウィンドウのサイズが１７ｎｍ
、孔隙の体積が１．５３ｃｍ３／ｇであるものを使用した。
【００４８】
＜比較例１＞－ギ酸脱水素酵素が固定化された酵素－多孔性シリカ複合体の製造（ＦＤＨ
－Ｓｉｌｉｃａ）
　リン酸緩衝液（１００ｍＭ　ｐＨ７．０）で調製したギ酸脱水素酵素溶液（５ｍｇ／ｍ
Ｌ）と多孔性シリカ（ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ　ｓｉｌｉｃａ）パウダー２ｍｇとを２ｍＬ
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体積で混合した後、３０分間２００ｒｐｍで撹拌した。この過程を通じて、ギ酸脱水素酵
素は、多孔性シリカ内孔隙に担持されることになる。多孔性シリカに担持されていないギ
酸脱水素酵素を除去し、リン酸緩衝液で３回洗浄後、４℃に保管した。
【００４９】
　この際、前記多孔性シリカは、孔隙のサイズが２５ｎｍ、ウィンドウのサイズが１８ｎ
ｍ、孔隙の体積が１．９０ｃｍ３／ｇであるものを使用した。
【００５０】
＜実施例２＞－グルコース酸化酵素が固定化された酵素－多孔性炭素複合体の製造（ＧＯ
ｘ－Ｃａｒｂｏｎ）
　実施例１と同一に実施して製造するものの、酵素をグルコース酸化酵素（ｇｌｕｃｏｓ
ｅ　ｏｘｉｄａｓｅ，ＧＯｘ）に変更して、酵素－多孔性炭素複合体を製造した。
【００５１】
＜比較例２＞－グルコース酸化酵素が固定化された酵素－多孔性シリカ複合体の製造（Ｇ
Ｏｘ－Ｓｉｌｉｃａ）
　比較例１と同一に実施して製造するものの、酵素の種類をグルコース酸化酵素に変更し
て、酵素－多孔性シリカ複合体を製造した。
【００５２】
＜実施例３＞－炭酸脱水酵素が固定化された酵素－多孔性炭素複合体の製造（ＣＡ－Ｃａ
ｒｂｏｎ）
　実施例１と同一に実施して製造するものの、リン酸緩衝液（１００ｍＭ　ｐＨ７．６）
に炭酸脱水酵素（ｂｏｖｉｎｅ　ｃａｒｂｏｎｉｃ　ａｎｈｙｄｒａｓｅ，ｂＣＡ）を用
いて酵素－多孔性炭素複合体を製造した。
【００５３】
＜比較例３＞－炭酸脱水酵素が固定化された酵素－多孔性シリカ複合体の製造（ＣＡ－Ｓ
ｉｌｉｃａ）
　比較例１と同一に実施して製造するものの、リン酸緩衝液（１００ｍＭ　ｐＨ７．６）
に炭酸脱水酵素を用いて酵素－多孔性シリカ複合体を製造した。
【００５４】
＜実施例４＞－アシラーゼが固定化された酵素－多孔性炭素複合体の製造（ＡＣ－Ｃａｒ
ｂｏｎ）
　実施例１と同一に実施して製造するものの、酵素をアシラーゼ（ａｃｙｌａｓｅ，ＡＣ
）に変更して、酵素－多孔性炭素複合体を製造した。
【００５５】
＜比較例４＞－アシラーゼが固定化された酵素－多孔性シリカ複合体の製造（ＡＣ－Ｓｉ
ｌｉｃａ）
　比較例１と同一に実施して製造するものの、酵素をアシラーゼ（ａｃｙｌａｓｅ，ＡＣ
）に変更して、酵素－多孔性シリカ複合体を製造した。
【００５６】
＜実施例５＞－ビニル基が導入されたグルコース酸化酵素を固定化した酵素－多孔性炭素
複合体の製造（ｆＧＯｘ－Ｃａｒｂｏｎ）
　実施例１と同一に実施して製造するものの、酵素をビニル基が導入されたグルコース酸
化酵素に変更して、酵素－多孔性炭素複合体を製造した。この際、グルコース酸化酵素が
含まれたリン酸緩衝溶液にアクリロイルクロリド（ａｃｒｙｌｏｙｌ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ
）を処理して、酵素の表面にビニル基を導入した。
【００５７】
＜比較例５＞－ビニル基が導入されたグルコース酸化酵素を固定化した酵素－多孔性シリ
カ複合体の製造（ｆＧＯｘ－Ｓｉｌｉｃａ）
　実施例５と同一に実施して製造するものの、担体を多孔性シリカに変更して酵素－多孔
性シリカ複合体を製造した。
【００５８】
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＜実施例６＞－ビニル基が導入されたアシラーゼを固定化した酵素－多孔性炭素複合体の
製造（ｆＡＣ－Ｃａｒｂｏｎ）
　実施例１と同一に実施して製造するものの、酵素をビニル基が導入されたアシラーゼに
変更して、酵素－多孔性炭素複合体を製造した。この際、アシラーゼが含まれたリン酸緩
衝溶液にアクリロイルクロリドを処理して、酵素の表面にビニル基を導入した。
【００５９】
＜比較例６＞－ビニル基が導入されたアシラーゼを固定化した酵素－多孔性シリカ複合体
の製造（ｆＡＣ－Ｓｉｌｉｃａ）
　実施例６と同一に実施して製造するものの、担体を多孔性シリカに変更して、酵素－多
孔性シリカ複合体を製造した。
【００６０】
＜比較例７＞－遊離ギ酸脱水素酵素（Ｆｒｅｅ　ＦＤＨ）
　リン酸緩衝液（１００ｍＭ　ｐＨ７．０）にギ酸脱水素酵素（ｆｏｒｍａｔｅ　ｄｅｈ
ｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＦＤＨ）溶液（５ｍｇ／ｍＬ）を調製した。
【００６１】
＜比較例８＞－多孔性物質内に架橋結合剤（０．０１％　ｗ／ｖ）により架橋結合された
ギ酸脱水素酵素が担持された複合体の製造（ＦＤＨ－ＧＡ＿０．０１）
　実施例１と同一に実施して製造するものの、酵素の添加後に架橋結合剤としてグルタル
ジアルデヒドを添加して、架橋結合されたギ酸脱水素酵素が担持された複合体を製造した
。この際、０．０１％　ｗ／ｖの濃度でグルタルジアルデヒドを添加した。
【００６２】
＜比較例９＞－多孔性物質内に架橋結合剤（０．１％　ｗ／ｖ）により架橋結合されたギ
酸脱水素酵素が担持された複合体の製造（ＦＤＨ－ＧＡ＿０．１）
　実施例１と同一に実施して製造するものの、酵素の添加後に架橋結合剤としてグルタル
ジアルデヒドを添加して、架橋結合されたギ酸脱水素酵素が担持された複合体を製造した
。この際、０．１％　ｗ／ｖの濃度でグルタルジアルデヒドを添加した。
【００６３】
＜実験例１＞グルコース酸化酵素と多孔性炭素とを用いた酵素－多孔性炭素複合体の酵素
担持量および放出量の測定
　酵素担持量は、固定化のために投入した初期酵素の量および洗浄過程で放出される酵素
の量をタンパク質分析法を通じて定量し、初期酵素の量と洗浄過程で放出された酵素量と
の差異を計算して決定した。
【００６４】
　酵素放出量は、リン酸緩衝液上にサンプルを分散させた後、２００ｒｐｍで撹拌を継続
しながら、時間によって放出された酵素の量をタンパク質分析法を通じて持続的に定量し
、これを累積した値である酵素放出量を計算した。この際、酵素担持以後、３回の洗浄過
程まで含んで、時間による酵素の放出量を計算し、その結果を図６ａ、図７ａ、図９ａ、
図１０ａおよび図１１ａに示した。具体的には、グルコース酸化酵素と多孔性炭素とを用
いた酵素－多孔性炭素複合体である実施例２およびグルコース酸化酵素と多孔性シリカと
を用いた酵素－多孔性シリカ複合体である比較例２の酵素放出量を対比した。図７ａから
確認できるように、比較例２は、４日以内に担持されたグルコース酸化酵素が全部放出さ
れた反面、実施例２は、１２日経過した場合、初期担持量対比６５％以上のグルコース酸
化酵素が残っていた。
【００６５】
＜実験例２＞炭酸脱水酵素と多孔性炭素とを用いた酵素－多孔性炭素複合体の酵素担持量
および放出量の測定
　炭酸脱水酵素が固定化された酵素－多孔性炭素複合体と炭酸脱水酵素が固定化された酵
素－多孔性シリカ複合体とを用いて実験例１と同じ方式で進め、その結果を図６ｂおよび
図７ｂに示した。図７ｂから確認できるように、比較例３は、１日以内に担持された炭酸
脱水酵素が全部放出された反面、実施例３は、１０日経過した場合、初期担持量対比７４
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％以上の炭酸脱水酵素が残っていた。
【００６６】
＜実験例３＞アシラーゼと多孔性炭素とを用いた酵素－多孔性炭素複合体の酵素担持量お
よび放出量の測定
　アシラーゼが固定化された酵素－多孔性炭素複合体とアシラーゼが吸着で固定化された
酵素－多孔性シリカ複合体とを用いて実験例１と同じ方式で進め、その結果を図６ｃ、図
７ｃ、図９ｂ、図１０ｂおよび図１１ｂに示した。図７ｃから確認できるように、比較例
４は、２日以内に担持されたアシラーゼが全部放出された反面、実施例４は、１０日経過
した場合、初期担持量対比８６％以上のアシラーゼが残っていた。
【００６７】
＜実験例４＞ギ酸脱水素酵素－多孔性炭素複合体の酵素活性および安定性の評価
　ギ酸脱水素酵素－多孔性炭素複合体の初期活性は、紫外－可視線分光光度計を用いて測
定した。より詳しくは、混合溶液（２００ｍＭギ酸ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ　ｆｏｒｍ
ａｔｅ）、２ｍＭ　ＮＡＤ＋および１００ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液）にギ酸脱水素酵
素－多孔性炭素複合体を添加し、ＮＡＤＨの量を測定できる３４０ｎｍで時間による吸光
度を測定し、活性を計算した。
【００６８】
　ギ酸脱水素酵素－多孔性炭素複合体の酵素安定性は、時間によって酵素活性を持続的に
測定しつつ評価して、その結果を図２、図４および図８に示した。この際、酵素－多孔性
炭素複合体が含まれた溶液は、常温で２００ｒｐｍの撹拌状態で保管された。
【００６９】
＜実験例５＞グルコース酸化酵素－多孔性炭素複合体の酵素活性および安定性の評価
　グルコース酸化酵素－多孔性炭素複合体の酵素活性は、紫外－可視線分光光度計を用い
て測定した。より詳しくは、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、
ブドウ糖、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓ
ｅ）を混合した混合溶液にグルコース酸化酵素－多孔性炭素複合体を添加し、６５５ｎｍ
で時間による吸光度を測定し、活性を計算した。
【００７０】
　グルコース酸化酵素－多孔性炭素複合体の酵素安定性は、時間によって酵素活性を持続
的に測定しつつ評価し、その結果を図３ａおよび図５ａに示した。この際、酵素－多孔性
炭素複合体が含まれた溶液は、常温で２００ｒｐｍの撹拌状態で保管された。
【００７１】
＜実験例６＞炭酸脱水酵素－多孔性炭素複合体の酵素活性および安定性の評価
　炭酸脱水酵素－多孔性炭素複合体の初期活性は、紫外－可視線分光光度計を用いて測定
した。より詳しくは、６０ｍＭ　４－ニトロフェニルアセテート（４－ｎｉｔｒｏｐｈｅ
ｎｙｌ　ａｃｅｔａｔｅ、４－ＮＡ）をアセトニトリル（ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ）に
溶解した混合溶液に炭酸脱水酵素－多孔性炭素複合体を添加し、３４８ｎｍで時間による
吸光度の変化を測定した。
【００７２】
　炭酸脱水酵素－多孔性炭素複合体の酵素安定性は、時間によって酵素活性を持続的に測
定しつつ評価し、その結果を図３ｂおよび図５ｂに示した。この際、酵素－多孔性炭素複
合体が含まれた溶液は、常温で２００ｒｐｍの撹拌状態で保管された。
【００７３】
＜実験例７＞アシラーゼ－多孔性炭素複合体の酵素活性および安定性の評価
　アシラーゼ－多孔性炭素複合体の酵素活性は、分光蛍光光度計を用いて測定した。より
詳しくは、Ｎ－アセチル－Ｌ－メチオニンの加水分解により生成されるＬ－メチオニンが
ｏ－フタルアルデヒド（ＯＰＡ）と反応して現れる蛍光を用いて変化量を測定した。
【００７４】
　アシラーゼ－多孔性炭素複合体の酵素安定性は、時間によって酵素活性を持続的に測定
しつつ評価し、その結果を図３ｃ、図５ｃに示した。この際、酵素－多孔性炭素複合体が
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含まれた溶液は、常温で２００ｒｐｍの撹拌状態で保管された。
【００７５】
　以上、本発明の一実施例について説明したが、本発明の思想は、本明細書に提示される
実施例に制限されず、本発明の思想を理解する当業者は、同じ思想の範囲内で、構成要素
の付加、変更、削除、追加などにより他の実施例を容易に提案することができるが、これ
も、本発明の思想範囲内に入ると言える。

【図１】

【図２】

【図３ａ】

【図３ｂ】
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【図３ｃ】
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【図５ａ】

【図５ｂ】 【図５ｃ】
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【図６ａ】 【図６ｂ】
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【図７ｂ】 【図７ｃ】

【図８】
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