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研究成果の概要（和文）：天然由来のナノセルロースは、持続可能な1次元ナノ材料として注目を集めている。
代表者らはこれまでに、常温・常圧・中性の条件下で、アミド、リン酸、エステル結合などがナノセルロース表
面で触媒的に加水分解される独創的な知見を得ている。本研究では、酵素反応を用いて化学合成した、化学構造
が明確なセルロースオリゴマーからなるナノシートが天然由来ナノセルロースと同様に加水分解活性を有するこ
とを明らかにした。この際、高い活性を発現するためには、ナノシートを微細化することが必須であった。

研究成果の概要（英文）：Nature-based nanocelluloses are attractive one-dimensional nanomaterials due
 to their mass productivity and unique physicochemical properties. Our previous studies have 
reported that activated ester, monophosphate, and amide linkages of small organic substrates are 
hydrolyzed on the surface of the nanocelluloses. However, fundamental knowledge on the hydrolytic 
activities of nanocelluloses is limited. In this study, artificial sheet-like nanocelluloses 
composed of cellulose oligomers were synthesized by phosphorylase-catalyzed enzymatic reactions and 
their hydrolytic activities against small molecular substrates were characterized. As-prepared 
nanocelluloses showed relatively low hydrolytic activities. On the other hand, smaller 
nanocelluloses with greater surface areas, which were prepared by sonication-based mechanical 
treatment of as-prepared nanocelluloses, significantly showed great hydrolytic activities.

研究分野： 生体高分子化学
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１．研究開始当初の背景	
	 セルロースは、D-グルコースを構成単位と
する持続可能な天然高分子である。天然物か
ら得たセルロース原料を酸処理すると、ロッ
ド状のセルロースナノ結晶（CNC）の水分散
液が調製できる。代表者らは研究開始当初ま
でに、常温・常圧・中性の条件下で、アミド、
リン酸、エステル結合などがこの CNC 表面で
触媒的に加水分解される独創的な知見を得
ている。	
	 一方、酵素反応によるセルロースの化学合
成は、セルロース鎖の生成と構造体形成（結
晶化）が金属等の触媒や有機溶媒を用いるこ
となく一段階で進行する。よって、通常の有
機化学手法では一般に困難で煩雑なセルロ
ース分子の合成ならびにそれらの構造体形
成を効率よく達成できる魅力的な反応系で
ある。また、化学構造が明確で高純度なセル
ロースからなる構造体が得られる利点もあ
る。	
	
２．研究の目的	
	 本研究では、CNC で観察された加水分解活
性について、酵素反応により化学合成した、
化学構造が明確なセルロースオリゴマーか
らなるナノシート（セルロースナノシート、
CNS）に見出すことで、結晶性セルロースの
加水分解活性に関する基礎知見を得るとと
もに、CNS の触媒材料としての利用可能性を
明らかにすることを目的とする。	
	
３．研究の方法	
	 既報（M.	Krishnareddy	et	al.,	J.	Appl.	
Glycosci.	2002,	49,	1）を参考に、C 末端に
6 残 基のヒスチジンが導入された、
Clostridium	thermocellum	YM4 由来の CDP を
大腸菌により発現させた後、大腸菌を破砕し、
遠心分離により酵素懸濁液を得た。これをニ
ッケル-ニトリロ三酢酸カラムを用いて
His-Tag 精製した。	
	 既報（M.	Hiraishi	et	al.,	Carbohydrate	
Res.	2009,	344,	2468）を参考に、α-グル
コース一リン酸をモノマー、グルコースをプ
ライマー（反応開始点）として、セロデキス
トリンホスホリラーゼ（CDP）を触媒に用い
て CNS を酵素合成した（スキーム 1）。合成し
たセルロースの平均重合度は 1H-NMR スペク
トルにより、重合度分布は飛行時間型質量分
析計を用いたマトリックス支援レーザー脱
離イオン化法（MALDI-TOF-MS）により評価し
た。また、結晶構造は広角 X線回折ならびに
赤外吸収スペクトルにより、マクロな形態は
各種の顕微鏡法によりそれぞれ評価した。	
	 加水分解活性の評価には、p-ニトロフェニ
ル基で活性化されたアミド、リン酸、エステ
ル基をもつ低分子モデル基質を適宜、用いた。
基質の高濃度水溶液あるいは DMSO 溶液を準
備し、ごく少量を CNS 水分散液に添加し反応
させた。所定の反応時間後、遠心分離操作に
より CNS を沈澱させ、上清中の生成物（p-ニ

トロアニリンや p-ニトロフェノールなど）を
可視紫外吸収スペクトル装置により検出し
た。	

	

スキーム 1	 本研究における CNS 合成の反応
式と反応条件	

	
４．研究成果	
	 大腸菌で発現させた CDP を His-tag 精製し
た。SDS-PAGE により、高純度の CDP の調製を
確認した。得られた CDP を用いて、スキーム
1 に示した条件下で酵素反応を行った。反応
後に無色の固体状の生成物が得られた（図 1）。
生成物を遠心分離操作により沈殿させ、上清
を純水に置換する操作を繰り返すことによ
り、生成物を精製した。	
	

	

図 1	 反応後の反応液の写真	
	

	

図 2	 生成物の 1H-NMR スペクトル	
	
	 NaOD/D2O を溶媒とする

1H-NMR スペクトル
により（図 2）、回収した生成物は平均重合度
10 のセルロースであることが分かった。セル



ロースの生成は MALDI-TOF-MS からも確認で
き、そこから求めた重合度は 1H-NMR スペクト
ルで求めた値とよく一致した。透過型電子顕
微鏡ならびに原子間力顕微鏡観察により、幅
数 100	nm、長さ数 µm、厚さ約 5	nm のシート
状構造体であることを明らかにした（図 3）。
広角 X 線回折（図 4）ならびに赤外吸収スペ
クトルにより、得られた CNS はセルロース II
型の結晶形を有することが分かった。このよ
うに、CDP を用いた酵素反応により、CNS を
化学合成できた。	
	

	

図 3	 生成物の透過型電子顕微鏡像	
	

	

図 4	 生成物の広角 X 線回折像	
	

	

図 5	 CNS による酢酸 p-ニトロフェニルの加
水分解	
	
	 p-ニトロフェニル基で活性化されたアミ
ド、リン酸エステル、エステル基をもつ低分
子モデル基質を用いて、合成した CNS の加水
分解活性を評価した。その結果、エステル基
質の一つである酢酸 p-ニトロフェニルを用
いた際に、わずかではあるが、CNS の存在下
で加水分解反応が促進され、CNS の加水分解
活性を確認できた（図 5）。一方で、アミドお

よびリン酸エステル基質の加水分解は促進
されなかった。このように、エステル基質に
対して CNS が加水分解活性を示すことが明ら
かになった。しかしながら、その活性はきわ
めて低いことが分かった。	
	 セルロースの加水分解活性に関する基礎
知見を得るとともに、CNS の触媒材料として
の利用可能性を明らかにするためには、その
活性を向上する手法の開発が望まれる。そこ
で、CNS の表面積を増大させることが加水分
解活性の向上につながるといった仮説のも
と、CNS の水分散液に超音波を照射すること
で、CNS を機械的に微細化し、その影響を評
価した。プローブ型の超音波照射装置により
CNS を処理したところ、長辺が µm の長さをも
つ CNS が数 100	nm 以下の不定型な構造体に
微細化できることが分かった（図 6）。この際、
セルロースの結晶形は変化せずに、CNS を構
成するセルロースオリゴマーの平均重合度
が 10 程度から 6〜7程度に低下することが分
かった。この平均重合度の低下について、微
細化後の CNS の低い回収率を考慮すると、微
細化処理によりセルロース分子自体を断片
化したのではなく、結果として、低分子量成
分を選択的に回収したものと考えられる。	

	

図 6	 微細化 CNS の透過型電子顕微鏡像	
	
	 微細化した CNS が示す加水分解活性につい
て、モデルエステル基質である酢酸 p-ニトロ
フェニルを用いて評価した。その結果、処理
前と比べて、明らかに高い加水分解活性を示
すことが分かった。活性向上には最適な超音
波処理時間や強度があることが分かった。よ
って、CNS 側面付近に特異な性質をもつ活性
化された水酸基が存在し、それらが求核種と
して働くことにより、加水分解活性を示すこ
とが示唆された。	
	 超音波処理後に、遠心分離操作により容易
に沈澱する成分と、上清に安定分散する成分
に分離し、それぞれの加水分解活性を評価し
た結果、後者の活性が相対的に高いことが分
かった（図 7）。そこで、微細化 CNS 水分散液
を濃縮することによる高活性化について検
討した。濃縮度合いを変化させた微細化 CNS
水分散液を調製し、同基質を用いて加水分解
活性を評価した。その結果、濃縮度合いに対
して加水分解活性は単調には増大しなかっ



た（例えば、5 倍濃縮しても活性は 2 倍程度
であった）。つまり、濃縮による高活性化は
可能であるものの、濃縮の過程で微細化 CNS
が凝集し、重量あたりの活性が低下すること
が分かった。	
	

	

図 7	 微細化 CNS による酢酸 p-ニトロフェニ
ルの加水分解	
	
	 同基質を用いて、微細化 CNS の加水分解活
性に及ぼす反応条件の効果を検討した。反応
温度を変化させた結果、より低温で高い活性
を示すことが分かった。低温においてセルロ
ースの水酸基がより活性化されていること
や、高温下では CNS が凝集し、見かけ上、活
性が低下することが示唆された。一方、反応
溶液の pH を変化させた結果、酸性条件下で
活性を失うことが分かった。プロトン濃度の
上昇に伴って、セルロース分子中の水酸基の
求核性が低下することが示唆された。このよ
うに、CNS が示す加水分解活性の機構につい
て、詳細な知見を得た。	
	 微細化 CNS の再利用性について検討するた
めに、同基質の加水分解後にそれらを回収す
ることを試みたが、微細化 CNS の水分散性の
高さや濃度の低さから、回収は困難であった。
一方、超音波処理により微細化できている
CNS は全体の 2％程度であった。そこで、同
一の CNS を繰り返し超音波処理し、得られた
微細化成分の加水分解活性をその都度、評価
した。その結果、10 回に渡り活性な微細化成
分を調製することができ、4 回目までは同様
の活性を示した。このように、CNS を触媒材
料として効果的に利用するための指針を得
た。	
	 微細化 CNS を用いて、リン酸エステル基お
よびアミド基を有する低分子モデル基質の
加水分解反応について検討した。その結果、
前者に対しては小さいながらも活性を示し
たものの、後者に対してはほとんど活性を示
さないことが分かった。エステル基質と比較
していずれの基質も反応時間が長いため、そ
の間に微細化 CNS が凝集し、活性を失ったこ
とによると考えられる。	
	 以上のように、酵素反応により化学合成し
た、構造が明確な CNS を用いることにより、
結晶性セルロースが示す加水分解活性に関

する基礎知見を得るとともに、CNS の触媒材
料としての利用可能性を明らかにすること
ができた。	
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