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研究成果の概要（和文）：キチン加水分解酵素は甲殻類や昆虫の外骨格を構成する結晶性キチンを効率的に分解
する酵素である。結晶性キチンを効率的に分解する酵素は、結晶表面を運動することが知られていたが運動機構
は不明であった。本研究の1分子計測の結果、キチン加水分解酵素はキチン分子鎖を短く切断する事により後退
運動を抑制し熱的揺らぎによる運動の方向性を制御していることがわかった。この成果により運動機構ベースの
酵素改変が可能となると期待される。

研究成果の概要（英文）：Chitin hydrolase (Chitinase) degrade the chitin crystal which is the main 
component of outer shell of insects or crabs. Chitinase which has a good activity to crystalline 
chitin moves on the surface, but moving mechanism is  still unknown. In this research, we revealed 
that chitinase move forward due to the destabilization of backward state by the hydrolysis of 
molecular chain. Our findings will be helpful to design the better mutants.

研究分野：酵素学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの運動する酵素は細胞内でATPなどの高エネルギー化学物質をエネルギー源として運動することが知られて
いる。しかし今回の研究で、キチン加水分解酵素は細胞外で長いキチン分子鎖を短い２糖単位に切断し可溶化す
る際の変化で運動していることが明らかとなった。これは分子の運動メカニズムの解明に非常に有意義な成果で
ある。また運動機構を考慮するとキチン分解酵素での反応で生成物を取り除くことが効率的な分解に重要である
と考えられ、分解反応系の効率化にも有意義な結果が得られた。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
カビ、キノコやバクテリアが主に生産する糖質加水分解酵素で、植物の細胞壁や昆虫の外骨格 
を形成するセルロースやキチンを分解する酵素(セルラーゼ及びキチナーゼ)は生物由来資源か
らの有用物質の生産の観点で注目を集めている(Ragauskas A.J. et al, Science, 2006, Yan N. et 
al. Nature, 2015)。これらの酵素は溶媒中から固体のセルロースやキチンの表面へ吸着して分解
反応を行う、不均一系で反応する酵素である。その為バルク状態での生化学測定では実際に分解
反応を行っている酵素の定量ができず詳細な解析に限界があった。そして近年、高速原子間力顕
微鏡(高速 AFM)を用いた 1 分子測定技術によりこれらの酵素が分子モーターである事が明らか
となり、ATP などの外部からのエネルギー源を必要とせずに 運動する珍しいモーター酵素で
あることが分かった(Igarashi K. et al, Science, 2011, Nat. commun. 2014)。 主要生成物であ
るセロビオース又はキトビオースの大きさが 1 nmで有る事から、これらの酵素は 1 nm 程度
の歩幅(ステップ幅)で運動を行うと考えられている。しかしその運動においてどのような律速段
階が存在するかなど、運動特性の詳細は明らかにされていない。その理由として、酵素 1分子の
1 nmの運動の観測と解析が難しい事がある。それに加えセルラーゼの運動速度が 10 nm/sec 程
度であるのに対し、キチナーゼの運動速度は 80 nm/secと非常に速い。 同じく生化学的活性も
キチナーゼの方が高い事から、この違いの理由を明らかにする事で高活性のセルラーゼの設計
に有用な知見が得られると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では金コロイドでラベルしたセルラーゼ及びキチナーゼの酵素 1 分子の運動を、全反射
暗視野顕微鏡と高速カメラを用いて高い位置決定精度とフレームレートで観測する。これによ
り 1nmと予想されるキチナーゼのステップ運動を直接計測し、ステップ運動の反応素過程の時
定数を解析する。セルラーゼやキチナーゼの運動メカニズムを解明し、運動の律速段階や固体基
質の表面で効率的に反応する為に必要な酵素の性質とは何かを明らかにすることで、高活性を
有するセルラーゼ、キチナーゼや自発的に運動できる省エネルギー型新規人工モーター酵素の
設計指針を得る事を目指した。 
 
３．研究の方法 
直径 40nm の金ナノ粒子の表面を、チオール基を介して PEG で修飾した。またその一部にビオチ
ン修飾されている PEG を混合し表面のビオチン化を行った。更にビオチンに対してストレプト
アビジンを結合させることで観測用のプローブとした。セラチア菌由来キチナーゼ(SmChiA)は
２つのフリーシステイン残基を導入し、マレイミド基を介してビオチン修飾を行った。修飾金ナ
ノ粒子とキチナーゼを混合して結合させた後に、ガラス表面にキチン結晶を固定化したフロー
セルに導入し運動分子の観測を行った。運動している分子については、画像に対して 2次元のガ
ウスフィットを行い各フレームでの中心位置を決定してその時間移動を解析した。得られたト
ラジェクトリーに対してステップ検出アルゴリズムを適用してステップ運動の検出をおこない、
ステップサイズとステップ前の停止時間の分布を解析した。また基質酵素複合体構造を不安定
化させた変異体の結晶を作成し、キチンオリゴ糖をソークした X線結晶構造を解析した。	
	
４．研究成果	
直径 40	 nm の金コロイドをガラス表面に固定
化し、532	 nm レーザーを導入した全反射暗視
野顕微鏡を用いてその位置決定精度を計測し
たところ 0.5	ms で 0.3	nm 程度であった。すな
わちこのシステムであれば SmChiA の 1	 nm ス
テップ運動を計測可能であると考えられた。そ
こで実際に金ナノ粒子で標識した SmChiA の運
動計測を行った(図 1)。一方向に運動する分子
が観測できたため、その運動軌跡を解析した
(図 2)。酵素自身のゆらぎに由来するノイズの
低減のため 2	ミリ秒分の中央値を計算し解析
に用いた。運動を分類すると大きく３つに分け
られた。一つは最も多く観測された連続的な前
進運動であり、また他の２つとして前進運動と
は逆方向に動く後退運動と後退状態から再び
連続的な前進状態に戻る復帰運動が観測され
た(図 3)。これらの運動について別々にステッ
プサイズと停止時間の分布を解析した。まずス
テップサイズの分布は前進方向と後退方向に
どちらも 1.1	nm にピークを示した。すなわち
主生成物であるキトビオース単位を認識して
運動していることが確認できた(図 4)。面積値
から計算された前進運動と後退運動の割合は

 

図 1 SmChiAの運動スキーム 



83.5%	:	16.5%であり前進方向に
偏っていることが分かった。次
に前進運動の停止時間分布は一
つのピークを持つ指数関数的減
衰の差で回帰することができた
(図 5)。得られた時定数がどのよ
うな反応と対応しているのか調
べるため、重水中での計測も行
った。その結果 2.9 ミリ秒の時
定数が 3.5 倍長くなり、反応速
度論的同位体効果が強く出た。
よって短い時定数が加水分解反
応を含んでいると考えられた。
また後退運動と復帰運動につい
てはどちらも同程度の時定数で
あった。すなわち前進状態と後
退状態では系全体の自由エネル
ギーが同程度であることが示唆
された。すなわち SmChiA の運動
は安定な前進状態に向かって進
んでいるわけではないことが分
かった。そこで前進運動が可能
な理由を探るため得られた反応
時定数をまとめて比較すると、
触媒反応と後退運動が基質酵素
複合体状態からの競合反応であ
ることが分かった。この場合反
応の比率は反応速度定数の比と
なる。計算された触媒反応の割
合は 86.3%であり、前進運動の割
合と同じであった。すなわち分解反応が起こると前進運動につながると考えられる。しかし後退
運動と復帰運動が加水分解と関係なく起こること考えると、加水分解時に得られるエネルギー
で前進しているわけではない事がわかる。実際に運動中間状態の SmChiA の X 線結晶構造では酵
素自身の形は基質がない状態と同じであった。つまり SmChiA はパワーストロークメカニズムの
ように加水分解のエネルギー等によって構造変化を誘起して運動しているわけではなく、熱的
ゆらぎで運動するブラウニアンラチェットであることを示唆している。SmChiA の加水分解反応
後にはキトビオース単位が末端から取り除かれる。すなわち後退状態と同じ結合状態に変化す
る。これは次の前進状態と新たな平衡状態と考えられ、無理なく前進運動が可能となる。すなわ
ちキチン分子鎖を短くすることで後
退運動を阻害し、結果として前進方
向にバイアスを生み出している。こ
れらの結果から SmChiA が Burnt-
bridge ブラウニアンラチェットモー
ターであることを明らかにできた。	
	

	 	

 

図 2 運動分子の例 
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図 4 ステップサイズの分布 

図 3 ステップ運動の種類 
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図 5 停止時間の分布 
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