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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ロッド状の粒子であって、
　前記ロッド状の長軸方向に対して交差するメソ孔を有し、
　前記メソ孔の孔径が１０ｎｍ以上で３０ｎｍ以下であり、
　前記メソ孔の長さが前記孔径の１０倍より大きく３０倍以下であり、
　前記メソ孔の中に生体物質を担持することを特徴とする粒子。
【請求項２】
　前記粒子は、複数のメソ孔を有し、前記メソ孔がハニカムに配置されている請求項１記
載の粒子。
【請求項３】
　前記生体物質が、タンパク質である請求項１記載の粒子。
【請求項４】
　窒素ガス吸着測定により求められた前記メソ孔の細孔径分布が、単一の極大値を有し、
かつ全メソ孔中の６０％以上が、１０ｎｍ以下の孔径分布幅の範囲内である請求項１記載
の粒子。
【請求項５】
　Ｘ線回折において、１ｎｍ以上の構造周期に対応する角度領域に少なくとも１つの回折
ピークを有する請求項１記載の粒子。
【請求項６】
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　検体を検出するセンサーであって、
　請求項１記載の粒子と、
　電極とを備え、
　前記検体と前記メソ孔中に担持させた前記生体物質との反応に基づいた電気的出力信号
を検出することを特徴とするセンサー。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体物質を固定化し、生体物質を安定化させる技術に関する。より詳しくは
、メソ孔の中に生体物質を担持した粒子に関し、バイオセンサーの応用が可能になる。
【背景技術】
【０００２】
　酵素は、熱や環境によって容易に酵素を構成するタンパク質の立体構造が変化し、本来
の機能を失うことが知られている。酵素やタンパク質を安定に扱うため、従来から種々の
方法が検討されている。その１つに固体表面に酵素やタンパク質を担持する方法があり、
例えば固定化酵素等実用化している技術がある。
【０００３】
　酵素の固定化には、ゾル－ゲル法で作成されたシリカ、溶融石英、多孔質の無機物、多
孔質有機高分子材料などが使用されている。近年では，界面活性剤の分子集合体を鋳型に
して形成されるメソポーラス材料、特にメソポーラスシリカへの固定化が提案されている
。例えば特許文献１や特許文献２にその技術が記載されている。
【特許文献１】特開２０００－１３９４５９号公報
【特許文献２】特開２００２－９５４７１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　しかし、従来のメソポーラスシリカに酵素を固定化する技術においては、いくつかの課
題があった。すなわち、特許文献１や特許文献２に開示されているＭＣＭ－４１やＳＢＡ
－１５のようなメソポーラスシリカの場合には、細孔径が小さく、細孔内に担持できるタ
ンパク質は、サイズの小さいものに限定されていた。また，ＳＢＡ－１５のようなメソポ
ーラスシリカは，ロッド状粒子の長軸方向に平行にチューブ状細孔径が形成されているた
めに、チューブ状細孔のアスペクト比が大きく、細孔の内部へのタンパク質や基質の拡散
が必ずしも良好ではなかった。また、表面における細孔の開口部の数が少なく、タンパク
質の導入量が少なかった。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は上記課題に鑑みなされたもので、アスペクト比の小さいメソ孔を有するメソポ
ーラスシリカを用いて、生体物質の固定化担体に利用したものである。本発明者らは、鋭
意検討の末、このようなロッド状の粒子の長軸方向を交差するアスペクト比の小さなメソ
孔構造を生体物質の固定化担体に利用することによって、従来のメソポーラスシリカに比
べ、大量の生体物質をメソ孔内部に吸着できた。さらに、固定化後も生体物質が安定化し
ていることを確認した。
【０００６】
　すなわち本発明は、
　ロッド状の粒子であって、
　前記ロッド状の長軸方向に対して交差するメソ孔を有し、
　前記メソ孔の孔径が１０ｎｍ以上で３０ｎｍ以下であり、
　前記メソ孔の長さが前記孔径の１０倍より大きく３０倍以下であり、
　前記メソ孔の中に生体物質を担持する粒子を提供するものである。
【０００７】
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　また本発明は、
　検体を検出するセンサーであって、
　前述の粒子と、
　電極とを備え、
　前記検体と前記メソ孔中に担持させた前記生体物質との反応に基づいた電気的出力信号
を検出するセンサーを提供するものである。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明によれば、アスペクト比が小さく、生体物質を大量にメソ孔内に固定化できる粒
子を提供することが可能になる。これにより、バイオセンサー等に応用した場合の検出感
度を高めることが可能になる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１０】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１１】
　先ず、本発明に用いられる多孔質材料について説明する。
【００１２】
　図１は，本発明に用いられるメソ孔がロッド状の粒子の長軸方向に交差している粒子の
模式図である。本明細書では、メソ孔の位置をロッド状の粒子の長軸方向に交差する位置
に配置されている又はロッド状の粒子の短軸方向に配向しているとの記載を用いているが
、図１にしめした構造を表現しているものであり、別のもの表現しているものではない。
【００１３】
　ロッド状構造体の短軸方向にチューブ状のメソ孔が配列している。チューブ状メソ孔は
、典型的には図１に示すようにメソ孔がハニカムパッキングしている。しかし，本発明に
利用する多孔質体においてはチューブ状メソ孔がロッドの短軸方向にほぼ平行に形成され
ていれば良く、どのような配置のものでも良い。例えば、桝目の交差点にメソ孔が配置す
る構造でも良い。
【００１４】
　本明細書でのロッド状構造体とは、例えば、図１に示すものを言い、長軸と短軸を有し
ているものである。電子顕微鏡で確認したときに、短軸は、１５０ｎｍから５００ｎｍの
範囲に入り、長軸は、０．５μｍから２μｍの範囲に入るものを言う。形状は、図１にあ
るように楕円、長方形、ひし形、多角形が考えられる。
【００１５】
　本発明におけるメソ孔（又はメソ細孔）とは、ＩＵＰＡＣの定義によるもので、孔径が
２ｎｍから５０ｎｍの範囲の径の細孔を指す。より好ましくはメソ孔の孔径が、１０ｎｍ
から３０ｎｍであることがいい。これは壁面と酵素の相互作用により、酵素をより安定に
担持できるためであると考えられる。また、メソ孔の長さは、孔径に対して１０倍よりも
大きく３０倍以下であることが好ましい。これは、従来メソ孔の長さが長いため、十分な
酵素が担持することができなかった。それに対して本発明の粒子は、アスペクト比が小さ
く、従来のメソポーラス粒子よりも飛躍的に大量の酵素を担持することが可能になってい
る。
【００１６】
　このメソポーラス粒子のメソ孔は、界面活性剤分子集合体（ミセル）が形成するもので
ある。ある条件においてはミセルを形成する分子の会合数が等しいために、同じ形の細孔
が形成されるものである。ミセルの形状は、球状、チューブ状、層状など種々の形態が知
られているが、本発明に関わるメソポーラス材料を形成するミセルの形状は基本的にチュ
ーブ状のものである。チューブ間は繋がっていても分離されていても良い。
【００１７】
　本発明に利用されるメソポーラス材料において、多孔質材料の細孔壁を形成する材料は
、上記細孔構造を有するものであれば、どのようなものでも適用可能である。例えば、酸
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化チタン、酸化スズ、酸化ケイ素などがある。その中で、ケイ素を成分を含む材料が好ま
しく、特にシリカが好ましく用いられる。また，１以上の炭素原子を含有する有機基と，
前記有機基と２箇所以上で結合する２以上のケイ素原子と、前記ケイ素原子と結合する１
以上の酸素原子から構成される有機シリカハイブリッド材料でも良い。
【００１８】
　界面活性剤ミセルを鋳型に用いるアスペクト比の小さなメソポーラス材料の作成方法に
関しては、例えば、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ詩第１２６巻第７７４０頁に記載されている。ただし、本発明に利用
されるメソポーラス材料は、上記メソポーラス材料の特徴を満たすものであれば、これら
の方法に限定されない。
【００１９】
　以下、ゾル－ゲル法を用いた短軸配向性メソポーラスシリカの合成方法について説明す
る。
【００２０】
　反応溶液は、界面活性剤と有機分子、そして金属アルコキシド等の目的材料の原料にな
る物質を含む溶液である。細孔壁を形成する材料に応じて、加水分解反応触媒である酸等
を適当量添加する場合もある。
【００２１】
　目的材料に応じて、原料としてハロゲン化物、カルコゲン化物、金属アルコキシド等が
用いられる。例えば、細孔壁がシリカの場合には、金属アルコキシドであるテトラエトキ
シシランやテトラメトキシシランが好ましく用いられる。当然、アルコキシド以外のシリ
カ源でも本発明に適応可能である。
【００２２】
　使用する界面活性剤は、ポリエチレンオキシドを親水基として含むブロックコポリマー
などの非イオン性界面活性剤等が用いられる。しかし、使用可能な界面活性剤はこれらに
限定されず、目的の構造が得られるものであれば特に限定しない。
【００２３】
　短軸方向へのチューブ状メソ細孔の配向制御は、添加する有機分子およびその添加量に
よって制御される。例えばｎ－デカンを添加することによって、短軸方向に配向した細孔
構造を有したロッド状メソポーラスシリカが合成される。
【００２４】
　使用する酸も塩酸、硝酸のような一般的なものを使用することが可能である。
【００２５】
　上記のような反応溶液を水熱条件下で反応させることにより，本発明のメソポーラス材
料を合成することができる。合成させる際の温度は，８０℃～１５０℃の温度領域におい
て選択される。反応時間は数時間～数日程度で、反応温度や反応時間は適宜最適化される
。
【００２６】
　この様にして合成されたメソポーラス材料は、純水で洗浄した後に空気中で自然乾燥さ
せることで、細孔内に界面活性剤ミセルをテンプレートとして含む無機－有機複合粉末材
料が得られる。以上のように作製された無機－有機複合粉末材料からテンプレートの界面
活性剤ミセルを除去することで、本発明に利用することができるアスペクト比の小さい短
軸方向配向性のメソポーラス材料を作製することができる。界面活性剤の除去方法には、
種々の方法があるが、細孔構造を破壊せずに界面活性剤を除去できる方法であれば、どの
ような方法を使用しても良い。
【００２７】
　最も一般的に用いられる方法は、酸素を含んだ雰囲気中で焼成する方法である。例えば
、合成した材料を空気中で、５５０℃において１０時間焼成することによって、メソ孔構
造をほとんど破壊することなく、完全に界面活性剤を除去することができる。焼成温度と
時間は、細孔壁を形成する材料と使用する界面活性剤により、最適化されるのが好ましい
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。
【００２８】
　このような方法で合成したメソポーラス粉末試料について、窒素ガス吸脱着測定を行い
、細孔径に関する知見を得ることができる。本発明におけるメソポーラス材料の細孔径は
、実質的に均一な径であることを特徴とする。ここでいう均一径の細孔とは、窒素ガス吸
着測定の結果から、Ｂｅｒｒｅｔ－Ｊｏｙｎｅｒ－Ｈａｌｅｎｄａ（ＢＪＨ）法により評
価される細孔径分布において、求められた細孔径分布が、単一の極大値を有する。さらに
細孔径分布において、全メソ孔中の６０％以上のメソ孔が、１０ｎｍの幅を持つ範囲内に
含まれることを示す。尚、細孔径は、後に説明する界面活性剤を適宜選択することで変化
させることができる。
【００２９】
　細孔の周期構造はＸ線回折（ＸＲＤ）測定によって知見を得ることが可能である。本発
明におけるメソポーラス材料は、ＸＲＤ測定において、１ナノメートル以上の構造周期に
対応する角度領域に少なくとも１つの回折ピークを有することを特徴とする。
【００３０】
　本発明に利用されるメソポーラス材料のメソ細孔表面には、細孔壁の成分とは異なる材
料、例えば、有機物や金属酸化物の層を形成させることが可能である。
【００３１】
　細孔表面を有機物で修飾する方法としては、シランカップリング剤で細孔表面を修飾す
る方法等が一般的に用いられる。無機酸化物で修飾方法としては、酸化物を形成し得る金
属を含有する金属塩の水溶液を用いて細孔表面を修飾する方法等が一般的である。
【００３２】
　シランカップリング剤は、一般的にＲ－Ｓｉ－Ｘ３の化学式で表される化合物で、分子
中に２個以上の異なった官能基を持っている。上記Ｘは無機材料から成る多孔体表面と反
応することができる部位である。例えば、メソポーラス材料がシリカである場合は、Ｓｏ
ｌ－Ｇｅｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ誌１９８９年第６６２頁に記述されている。ここには、細孔
表面に存在するシラノール基の水素が有機ケイ素基によって置換され、Ｓｉ－Ｏ－Ｓｉ－
Ｒ結合を形成し、細孔表面に有機物Ｒの層を形成することが開示されている。
【００３３】
　Ｘとしては、クロル基、アルコキシ基、アセトキシ基、イソプロペノキシ基、アミノ基
等が知られているが、本発明において特に限定はない。また、細孔表面と反応し、Ｒの層
を形成することができれば、Ｘが三官能基のものでなくても、二官能基や一官能基のカッ
プリング剤を用いても良い。
【００３４】
　一方上記Ｒは有機基であり、アミノ基やカルボン基、マレイミド基等が好ましく用いら
れるが、上記有機基に限定したものではない。
【００３５】
　次に、酸化物を形成し得る金属を含有する金属塩の水溶液を用いて細孔表面を修飾する
方法について説明する。ここでいう酸化物とは、金属等の元素と酸素の結合を少なくとも
１つ有する化合物の事を指す。酸化物層を形成し得る金属としては、チタン、アルミニウ
ム、ジルコニウム、スズ等がある。例えば、メソポーラスシリカをオキシ硝酸ジルコニウ
ムの水溶液で処理を行うことにより、表面にジルコニウムの酸化物層を形成することが可
能である。ただし、細孔表面に金属酸化物の層を形成することができる金属塩の水溶液で
あれば、前記金属塩を構成する金属は、これらに限定されない。
【００３６】
　続いて、本発明の生体物質生体物質固定化材料について説明する。
【００３７】
　この生体物質を固定化した材料の構造の例を図２に、模式的に示した。この図において
，２１は前記短軸方向配向性の構造体であり、２２はメソポーラス材料の細孔壁である。
２３はタンパク質、酵素等の生体物質であり、２４はこれら生体物質と特異的結合性を持
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った基質や反応特異性を持ったフラグメントである。
【００３８】
　また、不図示ではあるが、２２と２３を連結するアンカーがあっても良い。このアンカ
ーは生体物質の大きな構造変化を抑制して安定に維持する効果を与える場合もあるが、必
須の構成要素ではない。
【００３９】
　アンカーを構成する成分としては、メソポーラス材料と基本的には同じ構造が望ましい
。
【００４０】
　特に生体物質に結合するために、次のような官能基を有していることが好ましい。
水酸基、アミド基、アミノ基、ピリジン基、ウレア基、ウレタン基、カルボン基、フェノ
ール基、アゾ基、ヒドロキシル基、マレイミド基、シラン誘導体、アミノアルキレン基
　個々の細孔には１個またはそれ以上の生体物質を収容する。したがって、この細孔は生
体物質を固定化するのに適した大きさが必要であり、その大きさは固定化する生体物質の
大きさにより適宜決定される。
【００４１】
　細孔内に生体物質を固定化する場合、静電的結合により細孔内表面に吸着させることが
好ましい。しかし、静電的結合による保持だけではなくｖａｎ　ｄｅｒ　ｗａａｌｓ力、
水素結合，イオン結合の非共有結合などで生体物質を細孔内に保持することも可能である
。
【００４２】
　固定化する生体物質としては、抗原や抗体、タンパク質、酵素分子がある。またＦａｂ
抗体などの活性部位を含む断片であっても良い。生体物質は、動植物や微生物から抽出し
、所望によりそれを切断しても良く、また遺伝子工学的、化学的に合成しても良い。
【００４３】
　以下、実施例を用いて、本発明をさらに詳細に説明するが、本発明は実施例の内容に限
定されるものではない。
【実施例１】
【００４４】
　本実施例は、実質的に均一なチューブ状メソ細孔がロッドの短軸方向に対して並行に形
成されたメソポーラスシリカを作製し、酵素の固定化剤として利用した例である。
【００４５】
　２．４０ｇの非イオン界面活性剤であるトリブロックコポリマー（ＥＯ２０ＰＯ７０Ｅ
Ｏ２０；ＨＯ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）２０（ＣＨ２ＣＨ（ＣＨ３）Ｏ）７０（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ
）２０Ｈ）を７６．５ｍｌの純水に溶解させた。さらに７．５ｍｌの３６ｗｔ．％濃塩酸
を添加し、室温で３０分撹拌した。続いて、ｎ－デカンを１３．９ｇ添加し、室温で２時
間撹拌した。さらに，この混合溶液に加水分解触媒としてＮＨ４Ｆを０．０２７ｇ，およ
び５．１０ｇのテトラエトキシシラン（ＴＥＯＳ）を添加したものを前駆溶液とした。最
終的な前駆溶液の組成（モル比）は、ＴＥＯＳ：ＨＣｌ：ＥＯ２０ＰＯ７０ＥＯ２０：Ｎ
Ｈ４Ｆ：ｎ－ｄｅｃａｎｅ：Ｈ２Ｏ＝０．２５：０．９：０．００４：０．００７：１：
４２．９となるようにした。
【００４６】
　この前駆体溶液を４０℃において、２０時間撹拌し、１００℃で４８時間反応させた。
得られた白色沈殿物は純水で十分に洗浄し、真空乾燥させた。
【００４７】
　得られた粉末試料を、空気中５５０℃で焼成し、細孔内から界面活性剤を分解・除去し
、中空の細孔とした。界面活性剤等の有機物の除去は、赤外吸収スペクトルによって確認
された。
【００４８】
　合成されたメソポーラスシリカ粉末をＸ線回折法により評価した結果、図３のように面
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間隔１１．７ｎｍのヘキサゴナル構造の（１００）面に帰属される回折ピークを始め、（
１１０）、（２００）、（２１０）面に帰属される回折ピークを確認した。この結果は、
このメソポーラスシリカの細孔構造が、高い規則性を持ったヘキサゴナル配列を有してい
ることを示している。
【００４９】
　７７Ｋにおける窒素吸脱着等温線測定を行った結果、吸着等温線形状はＩＵＰＡＣ分類
におけるＩＶ型となった。Ｂ．Ｅ．Ｔ．法によって算出された比表面積は７００ｍ２／ｇ
となり、細孔容量は１．８８ｍｌ／ｇとなった。また、この吸着等温線の結果から、ＢＪ
Ｈ法により細孔径を算出すると、本実施例で合成したメソポーラスシリカの細孔径分布は
、１４．３ｎｍに単一のピークを有する狭い分布となり、細孔の９０％以内が１０ｎｍの
分布内に収まった。
【００５０】
　次に、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を用いて観察を行ったところ、図４のようにロッド
状の構造体が確認された。さらに高倍率でＳＥＭ観察を行ったところ、図５のように構造
体の短軸方向に直径１４ｎｍのチューブ状メソ細孔が配向していた。また、その断面図で
は図６のように、比較的均一なチューブ状のメソ細孔がハニカムパッキングした細孔構造
を形成していた。尚、観察中に電子線によりメソ細孔構造が破壊されることはなかった。
【００５１】
　次に、この合成されたメソポーラスシリカのメソ細孔内に、酸化還元酵素の一種である
西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰと略記，平均直径＝４．８ｎｍ，等電点（ＩＥＰ）
＝７．８）を固定化させ、熱と有機溶媒に対する安定性を測定した。
【００５２】
　５ｍＭのリン酸緩衝液（ｐＨ＝７．０）を用いてＨＲＰを５ｍｇ／ｍｌに調製し、この
酵素溶液１ｍｌ中に、合成した前記メソポーラスシリカを１０ｍｇ添加した。混合溶液は
４℃、２０時間の条件下でシェーカーを用いて攪拌し、ＨＲＰをメソポーラスシリカ細孔
内に吸着させた。反応終了後、４℃、１０分、２００００ｇで遠心分離を行いＨＲＰ－メ
ソポーラスシリカの沈殿物は純水で３回洗浄した。この際、元の酵素溶液と上澄み液のそ
れぞれをＵＶ－Ｖｉｓ吸光度測定を行った。ＨＲＰの４０３ｎｍにおける吸収極大を利用
し、吸着前後の濃度変化からＨＲＰのメソポーラスシリカへの吸着量を算出した。洗浄後
の酵素固定化メソポーラスシリカは、１０時間の凍結真空乾燥を行い粉末試料を得た。吸
着したＨＲＰはメソポーラスシリカの１ｇの重量に対し、２５２ｍｇ／ｇと高い値を示し
た。また、リン酸緩衝液のｐＨを変化させることによって、ＨＲＰの吸着量が変化した。
この結果から、ＨＲＰとメソポーラスシリカ細孔は、静電的相互作用によって固定化され
ているものと考えられる。
【００５３】
　細孔の中にＨＲＰ分子が導入されていることは、ＨＲＰ吸着後のメソポーラスシリカに
おける窒素吸着測定により、その細孔への吸着量が減少したことで確認した。
【００５４】
　次に上記方法によって作製されたＨＲＰを固定化したメソポーラスシリカを用いて，ト
ルエン中での酸化反応による有機溶媒への耐性およびフェノールの酸化反応による熱に対
する安定性を測定した。
【００５５】
　メソポーラスシリカに固定化されたＨＲＰの有機溶媒中での酵素活性を評価するために
、酸化剤にｔｅｒｔ－ブチルヒドロペルオキシドを用いた，トルエン中での１，２－ジア
ミノベンゼンの酸化反応を利用した。５０ｍＭ　１，２－ジアミノベンゼンを含む無水ト
ルエンを８ｍｌとｎ－デカンにｔｅｒｔ－ブチルヒドロペルオキシドを溶解して調製した
１．１Ｍ　ｔｅｒｔ－ブチルヒドロペルオキシド溶液２ｍｌとを混合した。この混合溶液
１ｍｌに上記方法によって調製されたＨＲＰ固定化メソポーラスシリカ１０ｍｇを加え、
３７℃で反応を開始させた。１，２－ジアミノベンゼンの酸化によって生成する１，２－
ジニトロベンゼンの４７０ｎｍでの吸光度を測定し、経時変化を求めることによってトル
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エン溶媒中でのＨＲＰの酵素活性を決定した。
【００５６】
　また比較試験としてＨＲＰそのものを０．５ｍｇ調製し、上記の酸化反応を行い、同様
に４７０ｎｍでの吸光度の上昇を測定した。その結果を図７に示す。ＨＲＰ（Ｆｒｅｅ　
ＨＲＰ）だけではトルエン中における酸化反応は全く起こらなかったが、ＨＲＰを固定化
したメソポーラスシリカでは、非常に高い活性を示した。これは、トルエンにＨＲＰを添
加した直後にＨＲＰが変性してしまったためであると考えられ、メソポーラスシリカにＨ
ＲＰを固定化することによって高い安定性を発現していることが分かった。
【００５７】
　続いて、ＨＲＰを固定化したメソポーラスシリカおよび固定化していない通常のＨＲＰ
をリン酸緩衝溶液中、７０度で０～２時間熱処理した。その後、残存の酵素活性を測定し
た結果を図８に示す。メソポーラスシリカ内に固定化されたＨＲＰの熱安定性は、フェノ
ールの酸化分解速度を測定することによって決定した。フェノールの定量は４－アミノア
ンチピリン比色法を用いた。
【００５８】
　上記ＨＲＰ吸着によって調製したＨＲＰ固定化メソポーラスシリカ１０ｍｇに、５０ｍ
Ｍ　酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ＝４．０）４００μｌを加え、７０℃で３０、６０、９
０、１２０分間それぞれ加熱した。加熱後遠心分離を行いＨＲＰ固定化シリカを純水で２
回洗浄した。次に５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ヒドロキシメチルアミノメタン塩酸塩）
緩衝液（ｐＨ＝７．５）４００μｌ、５０００ｐｐｍフェノール水溶液８μｌ、３０％過
酸化水素水２μｌを加えて、３７℃にて３０分間反応させた。遠心分離後、上澄み液を１
５０μｌと１Ｍのグリシン水溶液（ｐＨ＝９．６）で調製した１％　ヘキサシアノ鉄酸塩
と１％　４－アミノアンチピリンをそれぞれ１５０μｌ、３００μｌ加え撹拌した後、す
ばやく５００ｎｍ付近の吸光度を測定した。
【００５９】
　固定化されていないＨＲＰは、７０℃、３０分の熱処理により酵素活性が半減してしま
い２時間後には初期の酵素活性に対し約１０％しか活性を示さなかった。これに対してＨ
ＲＰを固定化したメソポーラスシリカでは、熱に対する高い安定化効果が確認された。７
０℃、２時間の熱処理後も９０％以上の酵素活性を有していた。
【００６０】
　上記のフェノールの酸化反応を用いて、ＨＲＰの温度依存性を測定した結果を図９に示
した。ＨＲＰおよび固定化ＨＲＰは、２５℃から１００℃で、それぞれ３０分前処理した
後、酵素活性を測定した。通常のＨＲＰが７０℃，３０分の条件下において、残存活性が
０％になったのに対して短軸配向性メソポーラスに固定化したＨＲＰは同条件下でも５０
％以上の活性を示した。また、１００℃で処理をしても０％になることはなく、４０％近
くの酵素活性を保持していた。
【００６１】
　（比較例１）
　比較例として、ロッド状粒子の長軸方向に平行にチューブ状細孔径が形成されているＳ
ＢＡ－１５を合成し、ＨＲＰの吸着及び有機溶媒中の安定効果を測定した。ＳＢＡ－１５
の合成方法は、例えば、Ｓｃｉｅｎｃｅ誌第２７９号第５４８頁に記載されている。
【００６２】
　合成したＳＢＡ－１５をＸ線回折法により評価した結果、面間隔９．８ｎｍのヘキサゴ
ナル構造の（１００）面に帰属される回折ピークを確認した。また、窒素吸着等温線測定
より合成したＳＢＡ－１５は８００ｍ２／ｇの比表面積と７．４ｎｍの細孔径を有してい
た。
【００６３】
　合成したＳＢＡ－１５を実施例１と同様のＨＲＰ吸着実験を行った。ＨＲＰの吸着量は
２５ｍｇ／ｇとなり、本発明に利用した短軸配向性メソポーラスシリカに比べ、１／１０
以下の非常に少ない吸着量を示した。また、ＨＲＰ吸着後の試料を用いた窒素吸着等温線
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解析から、ＨＲＰの吸着前後でＳＢＡ－１５の細孔容量に減少が見られず、ＨＲＰがＳＢ
Ａ－１５細孔内にほとんど吸着していないことが分かった。ＨＲＰの平均直径が４．８ｎ
ｍ、ＳＢＡ－１５の細孔径が７．４ｎｍであることを考慮すると細孔の開口部が少ないた
め、吸着しにくい状態であったことが予想される。またメソポーラスシリカへのＨＲＰの
経時吸着量を測定した結果、飽和吸着量に達する時間が、短軸配向性メソポーラスシリカ
において非常に短かった。
【００６４】
　続いて、このＳＢＡ－１５を用いて上記方法によるＨＲＰの有機溶媒安定性の測定を行
い、本発明によるメソポーラスシリカとの比較を行った。僅かにＳＢＡ－１５に固定化さ
れたＨＲＰによる酵素活性が観察された。しかし、ＳＢＡ－１５固定化ＨＲＰにおいて、
反応開始と共に徐々に反応生成物である１，２－ジニトロベンゼンが確認された。これに
対し、本発明のメソポーラスシリカでは，反応開始直後からＳＢＡ－１５に比べて１０倍
以上の１，２－ジニトロベンゼンが確認された。
【００６５】
　したがって、本発明者らはこれらの結果をＳＢＡ－１５ではロッド状粒子の長軸方向に
平行にチューブ状細孔径が形成されているためにチューブ状細孔のアスペクト比が大きい
。これにより、外部から細孔の内部、および細孔内部から外部へのＨＲＰや基質の拡散が
悪いこと、及び、表面における細孔の開口部の数が少ないため、ＨＲＰや基質の導入が遅
くなることが原因であると推察した。この結果から、本発明に利用した短軸配向性のメソ
ポーラスシリカが、生体物質等の担持剤として優れている点が明らかになった。
【実施例２】
【００６６】
　本実施例は、実施例１で作製した短軸配向性メソポーラスシリカ表面をジルコニウムの
酸化物で修飾し、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡと略記，直径＝７．０ｎｍ，ＩＥＰ＝４．
７）を固定化させ熱に対する安定性を測定した例である。
【００６７】
　オキシ硝酸ジルコニウム２水和物１０ｇを純水９０ｍｌに添加し、室温で溶解させ１０
ｗｔ％のオキシ硝酸ジルコニウム水溶液を調製した。この溶液に実施例１で合成した短軸
配向性のメソポーラスシリカを添加して、２０時間浸漬させた。その後、遠心分離により
上澄みを取り除き、純水で３回洗浄し室温で乾燥させた。
【００６８】
　ジルコニウムで修飾した短軸配向性メソポーラスシリカをＸ線回折法により評価した結
果、修飾前とほぼ同様の回折パターンを示し、メソ孔の周期構造が壊れていないことを確
認した。また、Ｘ線光電子分光分析（ＸＰＳ）を用いてシリカ表面の化学結合状態を測定
した結果、Ｚｒ－Ｏに起因するピークが確認され、シリカ表面にジルコニウムの酸化物層
が形成されていることを確認した。
【００６９】
　続いて、ジルコニウム修飾後のメソポーラスシリカの細孔内にＢＳＡを固定化し、ＨＲ
Ｐ標識した抗ＢＳＡ抗体との抗原抗体反応を利用して安定化効果を測定した。
【００７０】
　ジルコニウム修飾後の短軸配向性メソポーラスシリカ１０ｍｇに、１０ｍＭのリン酸緩
衝液（ｐＨ＝５．０）を用いてＢＳＡを１ｍｇ／ｍｌに調製した溶液を５ｍｌ添加し、４
℃で６時間撹拌した。これにより、メソポーラスシリカのメソ細孔内にＢＳＡを固定化さ
せた。その後、純水で３回洗浄した。なお、ジルコニウム修飾していない短軸配向性のメ
ソポーラスシリカを用いてＢＳＡの吸着実験を行ったところ、全く吸着しなかった。
【００７１】
　上記のＢＳＡ固定化メソポーラスシリカに、西洋わさびペルオキシダーゼで標識した抗
ＢＳＡ抗体（ＨＲＰ－ａｎｔｉＢＳＡと略記）を添加し、室温にて所定時間（１～４時間
）反応させた。非特異吸着した（ＨＲＰ－ａｎｔｉＢＳＡ）を除くために、この固定化メ
ソポーラスシリカを純水で数回洗浄した。その後、凍結真空乾燥を行い、この乾燥試料を
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３７℃で任意の時間放置した。次に５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ＝７．５）４００
μｌ、５０００ｐｐｍフェノール水溶液　８μｌ、３０％過酸化水素水２μｌを加えて、
３７℃にて３０分間反応させた。遠心分離後、上澄み液を１５０μｌと１Ｍのグリシン水
溶液（ｐＨ＝９．６）で調製した１％　ヘキサシアノ鉄酸塩と，１％　４－アミノアンチ
ピリンをそれぞれ１５０μｌ、３００μｌ加え撹拌した。その後、すばやく５００ｎｍ付
近の吸光度を測定し固定化されたＢＳＡに特異的に結合したＨＲＰ－ａｎｔｉＢＳＡに標
識されたＨＲＰの酵素活性を測定した。
【００７２】
　また、メソポーラスシリカに対して、非特異的なオバルブミン（卵白アルブミン，直径
７．０ｎｍ，ＩＥＰ４．９）を上記の方法と同様にして固定化し、前述の抗ＢＳＡ抗体を
反応させ、両者の吸光度の差を上記手順により測定した。その結果、非特異的なオバルブ
ミンは、本実施例によるＢＳＡ固定化メソポーラスシリカに比べ、ＨＲＰ活性が明らかに
小さかった。これらの結果より、メソポーラスシリカにＢＳＡが固定化され、且つメソポ
ーラスシリカへの固定化後も細孔内において有効に抗原抗体反応が起きていることを確認
した。
【００７３】
　また、上記で得たＢＳＡ固定化メソポーラスシリカと通常のＢＳＡ粉末を乾燥状態にお
いて４０℃で３週間保存した後、同様のＨＲＰ活性による変化を測定した。３７℃で乾燥
保存を開始する直前の両者の結合活性を１００とした結果、固定化していないＢＳＡは１
週間後には相対活性が０となり、完全に失活してしまった。一方、階層的メソポーラスシ
リカに固定化したＢＳＡは、３週間後においても９０％以上の相対活性を示した。
【実施例３】
【００７４】
　本実施例は、実施例１で合成した短軸配向性メソポーラスシリカの表面をシランカップ
リング剤を用いて修飾しα－アミラーゼを共有結合によってシリカ表面に固定化させた例
である。
【００７５】
　実施例１で合成した短軸配向性メソポーラスシリカ１．０ｇをトルエンで調製した１０
％（ｖ／ｖ）の３－ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ　ｔｒｉｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ溶液の５
０ｍｌ中に添加し、この溶液を窒素雰囲気下において１２０℃で４８時間撹拌した。反応
後、沈殿物は濾過し、トルエン、メタノール、ジクロロメタンで洗浄した後、室温で乾燥
させた。
【００７６】
　次にこの乾燥試料の１．０ｇをリン酸緩衝溶液（ｐＨ＝６．６）で調製した２．５％　
ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ溶液の２５ｍｌに溶解させ室温で１時間撹拌した。得られ
た沈殿物は純水を用いて４回以上洗浄し、その後室温において乾燥した。
【００７７】
　Ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅで修飾した短軸配向性メソポーラスシリカをＸ線回折法
により評価した結果、修飾前とほぼ同様の回折パターンを示しており、メソ細孔構造が壊
れていないことを確認した。また、ＦＴ－ＩＲを用いてシリカ表面に導入した官能基の同
定を行った結果、Ｒ－ＣＨ＝Ｎ、Ｃ＝Ｏ、－ＣＨＯに起因するピークがそれぞれ確認され
シリカ表面にＳｉ（ＣＨ２）３Ｎ＝ＣＨ（ＣＨ２）３ＣＨＯが共有結合していることを確
認した。
【００７８】
　続いて、修飾後のメソポーラスシリカの細孔内にα－アミラーゼを固定化し澱粉のマル
トースへの加水分解反応を用いて安定化効果を測定した。
【００７９】
　５０ｍＭのリン酸緩衝液（ｐＨ＝６．０）を用いてα－アミラーゼを１ｍｇ／ｍｌに調
製し、この溶液１ｍｌ中に上記方法で合成・修飾した短軸配向性メソポーラスシリカ０．
２ｇを添加した。混合溶液は４℃、２０時間の条件下でシェーカーを用いて含浸させ、α
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－アミラーゼをメソポーラスシリカ細孔内に吸着させた。反応終了後、ペレットを濾過し
て、純水で３回洗浄した。この際、元の酵素溶液と上澄み液のそれぞれを，ＵＶ－Ｖｉｓ
吸光度測定を行った。α－アミラーゼの２８０ｎｍにおける吸収極大を利用し、吸着前後
の濃度変化からメソポーラスシリカへの吸着量を算出した。吸着したα－アミラーゼは１
４０ｍｇ／ｇと高い値を示した。表面修飾を行わなかったメソポーラスシリカへの同条件
でのα－アミラーゼの吸着実験では、ほとんど吸着挙動を示さなかった。したがって、α
－アミラーゼがシリカ表面に修飾した－ＣＨＯおよびα－アミラーゼの－ＮＨ２と結合し
シリカ表面に固定化された。
【００８０】
　続いて、アミラーゼ固定化メソポーラスシリカおよび固定化していないフリーのアミラ
ーゼを酢酸ナトリウム緩衝溶液中２５℃から７０℃でそれぞれ熱処理した後、酵素活性を
測定した。
【００８１】
　上記アミラーゼ固定化メソポーラスシリカ１０ｍｇに５０ｍＭ　酢酸ナトリウム緩衝液
（ｐＨ＝５．０）４００μｌを加え、２５℃から７０℃でそれぞれ３０分処理した。加熱
後遠心分離を行いアミラーゼ固定化シリカを純水で２回洗浄した。同様の５０ｍＭ酢酸ナ
トリウム緩衝液を用いて、０．１２５％の可溶性澱粉を調製し、この澱粉溶液の３００μ
ｌを洗浄後のアミラーゼ固定化シリカに添加し、４０℃で１５分反応させた。反応停止後
、遠心分離により上澄みを得て、この上澄み溶液に１ｍｌの０．５Ｎ酢酸及びヨウ素－カ
リウム溶液（０．０１５％ヨウ素－０．１５％ヨウ化カリウム溶液）を３ｍｌ加え、よく
撹拌してから７００ｎｍにおける吸収極大を測定した。通常のα－アミラーゼが６０℃、
３０分の条件下において、相対活性が２０％になったのに対して、短軸配向性メソポーラ
スシリカに固定化したα－アミラーゼでは、同条件下において９０％以上の相対活性を示
し、安定化効果が確認された。
【実施例４】
【００８２】
　実施例１で合成した短軸配向性のメソポーラスシリカの細孔内に、ヤギ由来のＩｇＧ　
Ｆａｂフラグメント（直径約１２ｎｍ）を固定化させ抗原－抗体間の特異的結合反応を利
用して、抗体の安定性測定を行った例である。
【００８３】
　実施例１で合成した短軸配向性メソポーラスシリカおよび比較例１で使用したＳＢＡ－
１５各１０ｍｇに、抗マウス免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）のＦａｂフラグメントを１０ｍ
Ｍリン酸緩衝液で１ｍｇ／ｍｌに調製した溶液を１０ｍｌ添加した。その溶液を４℃で６
時間撹拌することによりメソポーラスシリカのメソ孔内に抗体を固定化させた。ＵＶ－Ｖ
ｉｓ吸光光度計を用いて２８０ｎｍでの吸光度を測定することによって、Ｆａｂの吸着量
を算出した。短軸配向性のメソポーラスシリカにおいては、約１５０ｍｇ／ｍｌのＦａｂ
の細孔内吸着を確認した。しかし、通常のＳＢＡ－１５では全く吸着を確認できなかった
。
【００８４】
　その後、純水で３回洗浄した。上記の抗体固定化メソポーラスシリカに西洋わさびペル
オキシダーゼで標識したマウス由来のＩｇＧ抗体（ＨＲＰ－ＩｇＧと略記）溶液を添加し
、室温にて所定時間（１～４時間）反応させた。非特異吸着したＨＲＰ－ＩｇＧを除くた
めに、この抗原－抗体固定化メソポーラスシリカを純水で数回洗浄した。その後、凍結真
空乾燥を行いこの乾燥試料を３７℃で任意の時間放置した。次に５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ（ｐＨ＝７．５）４００μｌ、５０００ｐｐｍフェノール水溶液　８μｌ、３０％過
酸化水素水２μｌを加えて、３７℃にて３０分間反応させた。遠心分離後、上澄み液を１
５０μｌと１Ｍのグリシン水溶液（ｐＨ＝９．６）で調製した１％　ヘキサシアノ鉄酸塩
と１％　４－アミノアンチピリンをそれぞれ１５０μｌ、３００μｌ加え撹拌した。その
後、すばやく５００ｎｍ付近の吸光度を測定し、固定化されたＦａｂフラグメントに特異
的に結合したＩｇＧ抗体に標識されたＨＲＰの酵素活性を測定した。
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【００８５】
　また、前記の短軸配向性メソポーラスシリカに対して、抗マウスではないＩｇＧのＦａ
ｂフラグメントを上記の方法と同様にして固定化した。前述のマウス由来のＩｇＧ抗体に
特異的な結合をするＦａｂと非特異的なＦａｂとを用いた場合の両者の吸光度の差を上記
手順により測定した。その結果、抗マウスではないＩｇＧのＦａｂフラグメントは、本実
施例による抗マウスＩｇＧのＦａｂフラグメント固定化メソポーラスシリカに比べ、ＨＲ
Ｐ活性が明らかに小さかった。これらの結果より、短軸配向性メソポーラスシリカに直径
１２ｎｍの活性化物質が固定化されかつメソポーラスシリカへの固定化後も、細孔内にお
いて有効に抗原抗体反応が起きていることを確認した。
【００８６】
　また、上記で得たＦａｂ固定化メソポーラスシリカと固定化していないＦａｂ粉末を乾
燥状態において３７℃で３週間保存し、抗原抗体反応によるＨＲＰ活性の変化を測定した
。３７℃で乾燥保存を開始する直前の両者の結合活性を１００とした結果、通常のＦａｂ
フラグメントは１２時間で相対活性が０となり、完全に失活してしまった。一方、短軸配
向性メソポーラスシリカに固定化したＦａｂフラグメントによる抗原抗体反応は、２週間
後においても８０％以上の相対活性を示した。
【図面の簡単な説明】
【００８７】
【図１】本発明に利用された短軸配向性メソポーラス材料を説明するための模式図である
。
【図２】本発明の実施例１で合成された短軸配向性ポーラス材料を利用した安定化酵素の
構造の模式図である。
【図３】本発明に利用された短軸配向性メソポーラス材料のＸ線回折の結果である。
【図４】本発明に利用された短軸配向性メソポーラス材料の走査型電子顕微鏡写真のイメ
ージである。
【図５】本発明に利用された短軸配向性メソポーラス材料の走査型電子顕微鏡写真の高倍
率イメージである。
【図６】図４で示された短軸配向性メソポーラス材料の断面における走査型電子顕微鏡写
真の高倍率イメージである。
【図７】実施例１で合成された短軸配向性メソポーラス材料内に西洋わさびペルオキシダ
ーゼを固定化し，トルエン中で酵素反応を行った場合の転化率と時間経過を示すグラフで
ある。
【図８】実施例１で合成された短軸配向性メソポーラス材料内に西洋わさびペルオキシダ
ーゼを固定化し，７０℃で熱処理を行った場合の、酵素の相対活性と熱処理時間の関係を
示すグラフである。
【図９】実施例１で合成された短軸配向性メソポーラス材料内に西洋わさびペルオキシダ
ーゼを固定化し、所定の温度で３０分熱処理した場合の相対活性の温度依存性を示すグラ
フである。
【符号の説明】
【００８８】
　１１　メソ孔を有したロッド状構造体
　１２　メソ細孔
　１３　細孔壁
　２１　短軸配向性のロッド状構造体
　２２　細孔壁
　２３　酵素やタンパク質を始めとする生体物質
　２４　生体物質と特異的結合をする基質などのフラグメント
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