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研究成果の概要：本研究では、糖酸化酵素による活性検出法の感度の高さを利用し、これらの

酵素に酸化還元電極を組み合わせることで、これまでの光学的手法では活性検出が不可能であ

った固体基質に対する酵素活性を、リアルタイムにモニタリングする手法を開発することを目

的とした。２００７年度は、メディエーターを用いた間接法によって、酸化還元電極を用いた

セルラーゼ活性のリアルタイムモニタリングに成功し、さらに２００８年度はメディエーター

を介さない直説法によるセルラーゼ活性の測定にも成功した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
平成１９年度 12,000,000 3,600,000 15,600,000 

平成２０年度 5,700,000 1,710,000 7,410,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 17,700,000 5,310,000 23,010,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：境界農学・環境農学 
キーワード：バイオマス 
 
１．研究開始当初の背景 
 セルロースは、植物細胞壁成分中の約 50%
を占める多糖であり、天然で最も豊富に存在
する有機物である。地球上では年間1010-1011

トンが光合成によって生産されているとい
う報告があるが、利用されているのはごく一
部であり、用途もほとんどが紙や建材といっ
た繊維（fiber）としての利用にとどまって
いる。しかしながら、CO2削減や原油高といっ
た社会的背景を受けて、セルロース系バイオ
マスの高度利用が望まれており、バイオエタ
ノール生産やバイオリファイナリーといっ
たセルロースの新しい利用への期待が高ま

っている。 
 セルロースは、重合度が 103-104程度のグ
ルコース（ブトウ糖）のホモポリマーであり、
その化学組成はデンプンと全く同じである。
しかしながら、その溶解性はデンプンと比較
してきわめて低く、重合度が7以上になると
ほとんど水に溶解しなくなることが知られ
ている。したがって、セルロース加水分解酵
素（セルラーゼ）によってセルロースが加水
分解されて可溶化するという一連の反応は、
固液界面で進行する反応であると言える。し
かしながら、いまだに固体セルロースの分解
機構が明らかとなっていないのは、固液界面
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における酵素反応を高感度にモニタリング
する手法が確立されていないことが主な原
因であると言える。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、糖酸化酵素による活性検出法
の感度の高さを利用し、さらにこれらの酵素
に酸化還元電極を組み合わせることで、これ
までの光学的手法では活性検出が不可能で
あった固体基質に対する酵素活性を、リアル
タイムにモニタリングする手法を開発する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 木 材 腐 朽 担 子 菌 Phanerochaete 
chrysosporiumが生産するセロビオース脱水
素酵素（CDH）を大量に生産・精製し実験に
供した。はじめにフェリシアン化カリウムを
電子受容体として、結晶性セルロース（セル
ロースIおよびIIII）のTrichoderma菌由来
セルラーゼ製剤より精製して得られた糖質
加水分解酵素（GH）ファミリー7セロビオヒ
ドロラーゼI（TrCel7A）による分解を、電気
化学アナライザーによってモニターした。ま
た、Ph. chrysosporiumからクローニングさ
れたアルドース 1-エピメラーゼ（PcA1EAお
よ び PcA1EB） を 組 み 合 わ せ て Ph. 
chrysosporium由来GH）ファミリー6セロビ
オヒドロラーゼ（PcCel6A）およびGHファミ
リー45に属するエンドグルカナーゼ
（PcCel45A）の活性測定も試みた。さらに、
組み換えCDHを炭素微粒子とともに炭素電極
表面に固定化し、電極-CDH間の電子伝達を確
認するとともに、さらにセロビオースを基質
としたときに触媒電流が観察されることを
調べた。また、セロビオースの代わりに非晶
性セルロース（リン酸膨潤セルロース）およ
び結晶性セルロース（アビセル）と CBHIを
添加し、本酵素が各セルロースを分解する際
に生成されるセロビオースを、セロビオース
脱水素酵素を固定化した電極によって直接
測定することを試みた。 
 

 

図 1 間接法によるセルラーゼ活性検出のた
めの電気化学セル 

４．研究成果 
 本研究では、CDHを用いて電気化学的にセ
ルラーゼ活性を測定するために、はじめに図
1に示したようなセルを用い、間接法による
セルラーゼ活性の測定を試みた。 
 CDHとセロビオース存在下でフェリシアン
化カリウムの還元を上述の電気化学セルに
おける吸光度の変化から確認するとともに、
反応液中の電圧を 0.5Vに固定してセロビオ
ースの酸化を電気化学的にモニターしたと
ころ、電流値の変化量としてセロビオースの
酸化をモニターすることができた。そこでセ
ロビオースの代わりに種々のセルロースと
TrCel7Aを添加したところ、セルロースの分
解性に応じた電流値が観察され、それぞれの
電力量からセルラーゼ活性をモニターする
ことに成功した（図2）。 
 

 

図2 TrCel7Aによる種々セルロース基質加水
分解活性のCDHによるモニタリング。赤：セ
ルロース Iα、緑：セルロース Iβ、青：セル
ロースIIII、橙：セルロースIβ’ 
 
 次に立体反転型セルラーゼの活性検出を
するためにセロビオースを基質とすること
ができる A1Eを組み合わせることを試みた。
Pi. pastorisによって異宿主発現された2種
類の A1E（PcA1EA、PcA1EB）を用いて立体反
転型であることが知られているPcCel6Aの活
性を、カルボキシメチルセルロース（CMC）
を基質とし、チトクロームcをCDHの電子受
容体とした反応系でモニタリングした。その
結果図 3に示すように PcA1EAが含まれる反
応系においてのみPcCel6Aの活性を測定する
ことができた。これは PcA1EAがセロビオー
スを基質として利用できるのに対して、
PcA1EBはセロビオースと反応できないこと
が原因であると考えられた。さらに Ph. 
chrysosporium由来 GHファミリー45に属す
るエンドグルカナーゼ（PcCel45A）に関して
も同様に活性測定を行ったところ、PcCel6A
の時と同様 PcA1EAを含む反応系で CMCの加
水分解、アノマー水酸基の反転、および CDH
による生成糖の還元末端の酸化をモニター
することに成功し、立体反転型の酵素の場合
もセルラーゼ活性をリアルタイムに測定す
ることが可能となった。 



 

 

 

図3 A1Eを添加したときのPcCel6Aのリアル
タイムモニタリング。赤：A1E 10μM、緑：
PcA1E 20μM、青：A1E 30μM、橙：PcA1EB 
 
 最後にCDHを炭素微粒子とともに炭素電極
表面に固定化し、CDH固定化電極を用いてセ
ルラーゼ（TrCel7A）活性の測定を試みた。
微結晶セルロースおよび非晶性セルロース
の双方でセルラーゼの活性に伴う電流値が
計測された（図4）. 
 以上の結果より、本研究においてセルラー
ゼ活性をリアルタイムにモニタリングする
ことが可能になり、固液界面における酵素活
性の経時変化を観察するための有用な手法
が開発できたといえる。 
 

 

図4 CDH固定化電極を用いたセルラーゼ活性
の測定 
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