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１．緒言

マイクロカプセル（カプセル）は実用面できわめて有用な性質を有しているため，応用分野において広
く，多くの研究者によりカプセル化の研究が行われている。既に一般的な総説'-3)の他に医薬品への応用に
関する報告4)もある。マイクロカプセル化の技術は芯物質の保護や芯物質の放出について研究されたものが
大部分であり，最近では除放性農薬や人工細胞にも応用されている5-6)。マイクロカプセルの分離分析への
応用例は渡会により初めて報告された7-9)。著者等はジチゾンやオキシムのようなキレート試薬を溶解した
クロロホルム－マイクロカプセル化と金属イオンの抽出'性について報告した'0-11)。酵素のマイクロカプセ

ル化'-5)や固定化法'2)についての報告はあるが，酵素含有マイクロカプセルの分析試薬としての報告は見
られない。そこで、本研究はグルコースを分析する目的で４種類のマイクロカプセル（アルギン酸ミニカプ

セル，アルギン酸マイクロカプセル，スチレンマイクロカプセル，ポリウレタンマイクロカプセル）を調製
して、その特性を比較検討した。

２．実験

２．１試薬と装置

グット緩衝溶液調製用，２－（モルホリノ）エタンスルホン酸（MES)，３－（Ｎ－モルホリノ）プロパ
ンスルホン酸（ＭOPS)，とトリンダー試薬、Ｎ－エチル－Ｎ－スルホプロピルアニリンは同仁化学製，酵
素，グルコースオキシダーゼ（GOD:ＥＣＬ１３４）とぺルオキシダーゼ（POD:ＥＣＬ１ＬＬ７）はシグマ製を使用
した。また，マイクロカプセルの調製はアルギン酸ナトリウム，ポリスチレン，テトラエチレンペンタミン，
ポリビニルピロリドン(K30)，ソルビタンモノラウレート，アラセルＣ（Span83)，およびエーロゾルＯＴは
ナカライテスク製，トルエンジイソシアナートは東京化成製，その他の試薬は試薬特級品を，純水はイオン
交換水をMiUi-Qに通したものを使用した。

吸光度の測定は日立製作所製Ｕ-2000分光光度計に光路長1ｃｍガラスセルを用い，ｐＨの測定には日立堀場
製作所製ガラス電極ｐＨメーターＭ８を使用した。高速液体クロマトグラフ装置は，日立製作所製Ｌ-6000
システムを用い，検出器は同社製のL-3300m検出器、カラムはShodexのIonpakKS-801，プレカラムとし
て同社製ＫＳ－６を使用した。'恒温槽はタイテツク製TT1ennoMmderDX-10，振とう器には同社製Pelsonal-11
を使用した。

２．２マイクロカプセルの調製

２．２．１アルギン酸カルシウムミニカプセルの調製'3-15）

グルコースオキシダーゼ(GOD)含有アルギン酸カルシウムミニカプセルは液中硬化法により調製した。
調整法はSchemelに示した。15％アルギン酸ナトリウム水溶液４ｍlに酵素溶液（GOD）をl0Uhnl溶液に
なるように加え混合した。この混合溶液を１％塩化カルシウム溶液に攪枠しながら加え，アルギン酸カルシ
ウムミニカプセルを調製した。調製したミニカプセルはろ過により採取し，イオン交換水で洗浄後，１％塩
化カルシウム溶液で洗浄した。その後、純水で洗浄し，リン酸ナトリウム緩衝溶液（ｐＨ5.1）で洗浄したの
ち，緩衝溶液に入れ，冷蔵庫に保存した。このようにして調製したミニカプセルの平均粒径は２ｍｍであっ
た。このミニカプセルを以下の実験でＭＣ－１と略する。

２．２．２アルギン酸カルシウムマイクロカプセルの調製'6）

15％アルギン酸カルシウム溶液４ｍlにＧＯＤ溶液ｌｍｌを加え、よく混合した。この混合溶液を界面活
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性剤エーロゾルＯＴを１％含むクロロホルムーシクロヘキサン混合溶媒（混合比1:2(v/V)）１２ｍ'中に攪枠し
ながら加えＷ/Ｏ型エマルションを調製した(Scheme2)。この乳化液を三ツロフラスコに５％塩化カルシウム

溶液lOOmlを入れ，４５０，ｐｍで攪枠しながら注ぎ込み,１０分間攪拝しマイクロカプセル化を行った。マイク
ロカプセルはろ取して，2.2.1の操作に従って洗浄後，冷蔵庫に保存した。このマイクロカプセルの粒径は

ｌ１０ａｍであった。このマイクロカプセルを以下の実験でＭＣ－２と略する。
２．２．３ポリスチレンマイクロカプセルの調製'7）

ＧＯＤ含有ポリスチレンマイクロカプセルは液中乾燥法により調製した(Scheme2)。ｐＨを調整した８％

ゼラチン水溶液21,1にＧＯＤ（１０Ｕ）溶液２ｍlを加え混合した。この混合溶液を１０％ボリスチレンー塩化メ

チレン溶液２０ｍlに加え，１０分間室温で攪枠しＷ/Ｏ型一次乳化溶液を調製した。次にｐＨを調整した１％ゼ

ラチン水溶液２５０ｍlに攪枠しながら一次乳化溶液を加え，［(Ｗ/O）／Ｗ］型の溶液を調製する。この操作を

恒温槽中で行い，温度を室温から徐々に３７．Cに上げ，この温度を数時間保った。この操作中，塩化メチレ

ンの蒸発に伴い，ポリスチレンが液滴のまわりに析出して壁膜となりポリスチレンマイクロカプセルが生成
した。生成したマイクロカプセルはろ過後，純水でよく洗浄した。次に０．０５Ｍ酢酸緩衝溶液（ｐＨ5.1）で

洗浄した後，酢酸緩衝溶液中で冷蔵庫に保存した。この様にして調製したマイクロカプセルの平均粒径は

ｌ４３ｑＵｍであった。このマイクロカプセルを以下の実験でＭＣ－３と略する。
２．２．４ポリウレタンマイクロカプセルの調製'8）

ＧＯＤ含有ポリウレタンマイクロカプセルはテトラエチレンペンタミン水溶液とトルエンジイソシアナ

ートとの界面重合反応を利用して調製した。０２Ｍテトラエチレンペンタミン２５ｍlと０．２５Ｍ炭酸ナトリ

ウム水溶液２．５ｍlを混合して，この溶液にＧＯＤを含むポリビニルピロリドン水溶液５ｍlを加えた。この溶

液を攪伴しながら２％アラセルＣ－シクロヘキサン溶液５０ｍlにＷ/Ｏ型エマルションを分散させた後，０．１Ｍ

トルエンジイソシアナートークロロホルム溶液５０ｍlを加え，界面重合を行った。この溶液は室温で１０分

放置して，５０％ソルビタンモノラウレートを数滴加えると生成したポリウレタンマイクロカプセルが有機相

から水相に析出する。この様に調製したマイクロカプセルの平均粒径は６２．２'(Ｌｍであった。このマイクロ

カプセルを以下の実験でＭＣ４と略する。

２．３グルコースの定量

２０ｍl試料瓶に既知量のグルコースを含むｐＨ５．１の０．０５Ｍリン酸ナトリウム緩衝溶液１０ｍlとＧＯＤ含

有マイクロカプセル２．０，１を加え，３７．Ｃにセットした恒温水槽に入れ，バッチ法で３時間培養した。グル

コースの定量は反応溶液を適量採取してトリンダー法で行った''-20)。適量のグルコースを１０ｍl共栓付き

試験管に採取し，０１Ｍ４－アミノアンチピリン０１ｍ１，０１ＭＡＬＰＳ（N-エチルＮスルホン酸プロピルアニ

リンナトリウム塩）０．１ｍ１，ｐＨ７．０の０．１ＭＭOPS緩衝溶液2.6ｍ１，ぺルオキシダーゼ(POD）：ｌＯＯＵ）Ｏ１
ｍｌを加える。この試験管を37.Cにセットした1恒温水槽に入れ，３７°Ｃにて１０分間培養した後、５６１，ｍで吸

光度を測定した。この吸光度から生成した過酸化水素の濃度を求めることによりグルコースを間接的に定量

する。

２．４酵素含有マイクロカプセルの酵素活性の測定

グルコースオキシダーゼ含有マイクロカプセルの活性の測定は次のような酵素反応に基づいて行った。

ＧＯＤ

ﾉOD-glucose＋０２→D-glucono-6-1actone＋Ｈ2０２

ＰＯＤ

Ｄｏｎｏｒ＋ＩＬＯ２→oxidizeddonor＋２ILO

２０ｍlサンプル瓶中に任意量のＤ－グルコースを含むｐＨ５１の0.05Ｍリン酸緩衝溶液１０ｍlとグルコース

オキシダーゼ含有マイクロカプセルを加え，バッチ法で３７．Cで反応させた。反応の進行に従って，１０ｍl共

栓付き試験管に反応液０．１ｍlを採取し，トリンダー法によりＤ－グルコースを測定した。

３．結果と考察

３．１４種類のカプセルの定性的比較

初めにＭＣ－１の調製時のアルギン酸ナトリウム水溶液とＧＯＤ水溶液との容量比を検討した。アルギン

酸ナトリウム水溶液４に対してＧＯＤ水溶液を０．５，Ｌ０，１．５，および2.0と変え試験した結果，４:１の割合で

安定なカプセルが得られた。次に硬化剤，塩化カルシウム水溶液の濃度を１％から５％に変えて試験した結
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果，５％塩化カリシウム溶液で硬化したものが機械的に安定であった。MC-1，MC-2，MC-3，およびＭＣ－４の

マイクロカプセルを調製する場合，ＧＯＤ活性を１０，２５，５０，および１００１J/inlと変え，その酵素活'性をトリ

ンダー法で試験した結果，ＧＯＤは５０ｕ/mlのものが大きな酵素活性を示した。しかし，Mc-3は酵素活性を

ほとんど示さなかった。そこで，ＭＣ－３を乳鉢ですりつぶしてカプセル内のＧＯＤの酵素活性を調べた結果，

カプセル内の溶液は活性を示した。ポリスチレン膜は分子量８００以下のものを透過すると報告21）もあり，

分子量の小さなグルコースはポリスチレン膜を透過すると考えられる。しかし，ＭＣ－２はグルコースに対し

て活性を示さなかったのは，ポリスチレン膜は，１）疎水性であり，また，２）カプセル調製時に塩化メチ

レンのような有機溶媒を使用したことによるＧＯＤの失活が考えられる。ＧＯＤの50Ｕの末カプセルＧＯＤ（遊

離ＧＯＤと略）とMC-LMC-2,およびＭＣ－４を用いてグルコースを定量した結果,遊離ＧＯＤの反応性を100％

とした時,ＭＣ－１とMC-2は約９６％,ＭＣ－４は約４７％であった。ＭＣ－１とＭＣ２の再利用において，２回目は６８％
に低下した。

３．２カプセル中の酵素量の変化

ＭＣ－１の活性を調べるために基質の初濃度を一定にして、ＭＣ－１中のの酵素含有量を変えて検討し遊離

GODと比較検討した。ＭＣ－１はＧＯＤを１０Ｕ，２０Ｕ，４０Ｕ，および５０Ｕ/inlと変え調製した。その結果はFig.１
に示した。反応初期において，５０ｕ/mlGoD含有Mc-1の反応率は遊離ＧＯＤの１位であることがわかる。ＧＯＤ

によるグルコースの分解反応は水溶液中に十分溶解しているとき、－次反応であることが知られている。

基質濃度をｃ，反応時間ｔとすれば反応速度式は

。ｃ／ｄｔ＝－ｋｃ （１）で示される。ｋ：反応速度定数

ｃの初濃度をａ，ｔ時間後のａの濃度をaPxとすると

‐｡(a-x）／dt＝。x／dt＝ｋ(a-x）
ｂ

Ｃｌｘ／(a戸x）＝‐kdt

ln(a-x）＝-kｔ

log(a-x）＝ｋｔ/2303 （２）

ＭＣ－１を用いたグルコースの分解反応が一次反応であるなら，１og(a-x)とｔのプロットは直線になり、この

直線の勾配からｋが得られる。Ｆｉｇ．２からほぼ直線関係が得られ，反応速度定数と基質の初濃度の積を反応

速度とすると，５０Ｕ/inlのＧＯＤを含有するＭＣ－１とｌ０Ｕｈｎｌ遊離ＧＯＤの反応速度はそれぞれ，８３xlO2
amol/mｍ，l89xlO1amolAninであった。

３．３基質濃度と反応性

ＧＯＤによるグルコースの分解と反応時間との関係についてＭＣ－１を用いて基質の濃度を変えて検討し

た。その結果をＦｉｇ３に示した。このMC-1の反応速度定数ｋを求めるため，(2)式を用い'og(a-x)とｔを
プロットし、この直線の勾配より求めたｋをFig.４とＴａｂｌｅｌに示した。反応速度定数ｋと基質初濃度ａより

反応初速度を計算して，Ｆｉｇ５に示したLmeweaveIBulkplotからミハエリス定数，ｋｍは２．１７，mol／１，最大
反応速度ＶｍはZ816mmolAnmが得られた。LineweavelBurkplotに乗ることからＭＣ－１も通常の酵素反応と
同じ様な反応機構により進行することを示唆する。

３．４酵素反応の停止

ＭＣ－ｌをグルコース溶液中に入れ酵素反応の途中で，ＭＣ－１を反応系から取り出したとき，その反応の
進行について検討した。反応開始２時間後，ＭＣ－１を取り出し，取り出した後の過酸化水素の生成を調べた
結果をＦｉｇ．６に示した。Ｆｉｇ．６からＭＣ－１を反応系から取り出すと反応が進行しないことがわかる。この結
果，ＭＣ－１中の酵素は反応系に溶出することなしにＭＣ－１内で酵素反応が起こっているものと思われる。ま
た，酵素反応は途中でＭＣ－１を系外に取り出すことで停止できることがわかった。
３．５実試料への応用

日本酒に含まれるグルコースの定量は５０Ｕ/inlのＧＯＤを含むＭＣ－２を用いて酵素反応を行い，トリン
ダー法とＧＰＣにより分析を行った。日本酒をｐＨ５１の0.05Ｍリン酸ナトリウム緩衝溶液で400倍に希釈し
たものを試料とした。その結果をTable2とFig.７に示した。ＭＣ２の値は268％，遊離ＧＯＤでは2.67％，ＧＰＣ
分析では2.55％の値を得，５回の測定によるＲＳＤ（％）はMC-2，遊離GOD，およびＧＰＣに対して，それぞ
れ5.41,272,および1.75とほぼ満足できる値を得た。

参考文献



重富康正・難波孝次・尾崎紀博・小嶋健博4６

１）近藤保，小石真純：“マイクロカプセル，,，新版．（１９８７），（三共出版)．

２）近藤保：“マイクロカプセル"，初版，（１９８７），（共立出版)．

３）近藤保監修：“最新マイクロカプセル化技術'，，（１９９０），（総合技術センター)．

４）Ｔ・Mori,Ｔ・Ｔｂｓ色andLChibata:BiochimicaBiophysicaActa,321,653(1973)．

５）Ｔ・Ｍ・Ｓ､chang:Nature,229,117(1971)．

6）Ｊ・GrunwaldandT・MSChang:BiochemBiophysRes・Commun.,81,565(1978)．

７）HWatarai,Ｓ・Hatakeyama:AnaLSci.,7,487(1991)．

8）渡会仁，安田美和子，高橋聡子：分析化学(BunsekiKagaku），42,740(1993)．

9）渡会仁：化学とエ業（KagakutoKogyo)，47,1542(1994)．

１０）小嶋健博，難波考次，重富康正：日本化学会第63春季年会講演要旨集，Ｐ858(1992)．

１１）小嶋健博，難波考次，重富康正：投稿準備中．

１２）千畑一郎編：“固定化酵素"，第４刷，（1980)，講談社．

１３）ＦＬｉｍａｎｄＡＭＳｕｎ:Science,2101908(1980)．

１４）Ｙ､Ｆ・Leung,０Ｍ.Oshea,Ｍ・ＦＡ・Goose､,andAM・Sun:ArtifOrgans,7,208(1983)．

１５）Ｙ､Mima,Ｔ・AkimotO,HKanazawa,andK・Yagi:ArtifOrgans,10,460(1986）

１６）ｎＡ・WOC｡,TLWhateley:J､PharmacoL,34,552(1982）

１７）野沢靖夫，八木利男，東出福司：薬剤学(yakuzaigaku)，35,81(1975)．

１８）富士写真フィルム：特公昭49-45133(1984)，特公昭49-37710(1984)．

１９）KTamaoku,Ｋ・Ｕｅ､０，Ｋ.Akiura,ａｎｄＹ・Ohkum:Chem・Pharm・Bull,30,2492(1982)．

２０）KTamaoku,Ｙ､Murao,Ｋ・AkiuraandY・OhlQ｣ra:Anal・ChimActa,136,121（1982)．

２１）北島正夫，宮野静夫，近藤朝二：エ業化学,72,493(1969)．

PrepamtionmdMalyticaMpplication

containingglucoseoxidase．

ormicrocapsules

YasumasaSHIGETOlVⅡ,KolljiNANBA,NorihiroOZAKI，
ｍｄＴａｋｅｈｉｒｏＫＯⅡＭＡ＊

Depaml2emq/Che加取肋c"妙q/・Sbje"Ce,ＯﾉﾋﾘW"αＵ》､'伽〃q/,SCje"Ce,1-1,Ｒ伽ﾙｃｈｑＯﾉtzI)ﾉ､"α700-0005,

ＪZIPα刀

切ＧＩ,α'力"e"rq/Z舵Sbie"Ce,FtJczMD′q/,Scje"Ｃｅ,ＯﾉｈＵｍａ伽v伽〃q/・Scje"Ｃｅ,１－１，Ｒ伽j-cho,ＯＡｚＭ刀"a700-00

Jtv,α〃

（ReceivedSeptember29,2004;acceptedNovember5,2004）

Ｌ１，Rjtlm-cho,ＯﾉlzMUmα700-000ｺ

Fourtypesofmicmcapsulescontainingglucoseoxidase(ＥＣ1.1Ｍ）ｈａｖｅｂｅｅｎｐｌ巳paIedandassessedasan

immobUized-enzymedsystemfbrlheconversionofglucoseintogluconateandllydIogenperoxidemphosphatebuffbr

solution(ｐＨ5.1）ａｔ３７ｏＯＴｈｅｃａｌｃｉｌⅡnalgmate‐andpolyulethane-micmcapsulesarelecommended，’11eyhave
exceUentenzymeactivities．
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７GelpenneationchromatogranlofglucoseinSake

lnjectionvolume:５〆lmobilephase:water
FlowratelOml/ｍin,Temperature:６０℃，

detector:Ⅲ(1):glucose

Ｆｉｇ

TablelVelocityconstantandimtialｖｅｌｏｃｉｔｙｆｂｒＧＯＤＭＣ

Substrateconcentration Velocityconstasnt,klnitialvelocity,ｖｏ
－－－－－－￣￣￣---￣￣￣￣￣￣←￣￣￣￣￣￣---￣－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－

（mmoldIn-3） （lmlol/mｉｎ）
０３００１１５３４５ｘｌＯ－２

０．５０．０１０４S２０ｘｌＯ－２

１００００８３８３０xlO2

ZOOOO69138xlO~'

Table2DetenninationofD-glucoseiｎＳａｋｅ

Method Concentration,％

ＭＣ－２/Trinder

FreeGOD/TIinder

GPC

２６８

２．６７
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