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研究成果の概要（和文）：糖質バイオマス、とくにセルロースの酵素的加水分解過程を、電流計測型バイオセンサーと
カロリメトリーを用いるリアルタイム計測法により追跡し、詳細な速度解析を行なった。セロビオヒドロラーゼによる
セルロースの加水分解では、反応初期に急激な反応速度の変化が生じることが特徴であるが、それを追跡するために応
答時間の速いセンサーを開発した。速度解析の結果、反応初期の急激な反応速度の低下は、セロビオヒドロラーゼのセ
ルロースからの脱離過程が遅いためであることが示された。

研究成果の概要（英文）：The kinetics of the enzymatic hydrolysis of cellulosic biomass was studied by 
real-time monitoring with amperometic biosensor and calorimetry. The response time of the biosensor was 
improved to follow a rapid change in reaction rates at a pre-steady state of cellobiohydrolase reaction. 
By the kinetic analysis, it was concluded that the rapid decrease in the rate of cellobiohydrolase 
reaction at a pre-steady state was derived from the slow dissociation of the enzyme from a cellulose 
chain.

研究分野： 電気分析化学
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１．研究開始当初の背景 
酵素反応の速度測定は、通常均一溶液を用い
て行われるが、セルロースのような不溶性基
質を用いる場合、従来法においては分離等の
処理が必要となり直接測定が困難であった。
筆者は本研究開始までの研究で、電流計測型
バイオセンサーを用いることにより、デンプ
ン、セルロースといった糖質バイオマスの分
解過程を直接、リアルタイムで計測する方法
を提案してきた。一方ロスキレ大学（デンマ
ーク）の P. Westh 教授の研究グループは、
同じ発想から熱測定（カロリメトリー）によ
る糖質バイオマス分解過程の直接計測を提
案してきた。バイオセンサーとカロリメトリ
ーは、どちらも試料溶液の濁度に影響されず、
不溶性基質の懸濁液を直接測定できる、とい
う共通の長所を持つが、バイオセンサーは最
終生成物を選択的に測定するのに対し、カロ
リメトリーは加水分解の総和を測定する、と
いった違いがある。そこで糖質バイオマス
（とくにセルロース）の酵素的加水分解過程
を、バイオセンサーとカロリメトリーの両面
から追跡することにより、より詳細な速度解
析が可能になる、という着想を得た。 
 
２．研究の目的 
電流計測型バイオセンサーとカロリメトリ
ーの測定セルに導入することにより、電気化
学測定と熱測定との複合システムを構築し、
バイオマス加水分解過程の詳細な酵素反応
速度論的解析、とくにエンド型とエキソ型酵
素による協同効果についての定量的解析を
行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は、海外共同研究者であるロスキレ大
学（デンマーク）P. Westh 教授、大学院生、
博士研究員および酵素製造会社研究員の協
力のもとに、巽が実施した。種々の電流計測
型バイオセンサーを作成し、それを用いて糖
質バイオマス加水分解過程の反応速度を追
跡した。糖質バイオマスは、主として結晶性
セルロースを用い、セロビオヒドロラーゼ等
による加水分解速度を対象とした。計測に用
いるバイオセンサーは、セロビオースデヒド
ロゲナーゼ等の酸化還元酵素と、ベンゾキノ
ン等の電子伝達メディエーターを、カーボン
ペースト電極に固定化することにより作製
した。バイオマス加水分解反応初期の急激な
速度の変化を正確に追跡するためには、応答
時間の短いバイオセンサーが必要であった
が、酵素の固定化法を検討することにより応
答時間の短縮を行なった。またバイオセンサ
ーとカロリメトリーによる測定結果の比較
を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) 不溶性セルロースのセロビオヒドロラー
ゼによる加水分解反応速度を、主としてカロ
リメトリーを用いて解析した。反応初期に見

られる極端に速い反応速度と、それに引き続
いて起こる急激な反応速度の低下が観察さ
れた。この急激な速度低下は、セロビオヒド
ロラーゼがセルロース構造の中でトラップ
され、セルロース鎖に沿って進むことができ
なくなったためと示唆された。（論文⑪） 
 
(2) 不溶性セルロースのセロビオヒドロラー
ゼによる加水分解反応速度を、主として電流
計測型バイオセンサーを用いて解析した。得
られた電流―時間曲線をもとに反応の諸過
程（セロビオヒドロラーゼのセルロースへの
吸着、セルロースの加水分解、セルロースか
らの脱離）の速度定数を見積もった。その結
果、反応初期における急激な反応速度の低下
は、セロビオヒドロラーゼのセルロースから
の遅い脱離によることが示された。（論文⑩） 
 
(3) セロビオヒドロラーゼ活性を測定するた
めの電流計測型バイオセンサーを開発した。
酸化還元酵素としてセロビオースデヒドロ
ゲナーゼ、電子伝達メディエーターとしてベ
ンゾキノンを、カーボンペースト電極に固定
化した。セロビオヒドロラーゼ反応は、その
反応初期において急激な反応速度の変化が
生じることが特徴であるが、それを追跡する
ためには応答時間の速いセンサーが必要と
なる。そこで酵素の固定化法を検討し、応答
時間の短い（約 3秒）センサーを得ることに
成功した。（論文⑧） 
 
(4) セルロースのセロビオヒドロラーゼによ
る加水分解反応速度を、主として電流計測型
バイオセンサーを用いて解析した。先に開発
した応答時間の速い電流計測型バイオセン
サーを用い、構造の異なるセルロースについ
て詳細な速度解析を行なった。その結果、セ
ロビオヒドロラーゼのセルロースからの脱
離の速度定数がきわめて小さく（約 0.01 毎
秒）、それが律速段階になっていることが示
された。（論文⑤） 
 
(5) セルロース鎖に結合していない（フリー
の）セロビオヒドロラーゼの活性部位を定量
するための新たな方法として、グラフェン印
刷電極を用いる方法を提案した。p-ニトロフ
ェニルラクトシドをフリーの活性部位によ
り加水分解させ、生成した p-ニトロフェノー
ルをグラフェン印刷電極により電気化学測
定した。一般に p-ニトロフェノールの電気化
学測定は、電極表面が汚され感度が低下する
ことが知られているが、本電極ではその影響
がほとんど見られなかった。（論文④） 
 
(6) ここまでの研究で用いてきた電流計測型
バイオセンサーでは、加水分解酵素としてセ
ロビオースデヒドロゲナーゼを固定化して
いたが、本酵素は糖の位の炭素に付く水酸
基の位置により異なる応答を示すという問
題があった。そこで、活性が位の炭素に付



く水酸基の位置に依存しないピラノースデ
ヒドロゲナーゼを固定化し、この問題を解消
した。これにより、加水分解酵素が維持型か
反転型かによらず、加水分解反応速度を正確
に追跡できるようになった。（論文③） 
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