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研究成果の概要（和文）：本研究では、長期安定性を有する超好熱性アーキアPyrobaculum aerophilum由来ピロ
ロキノリンキノン依存性グルコース脱水素酵素（PQQ-GDH）の直接電子移動型酵素化および電子伝達能向上を目
指した。酵素分子表面のリシン残基に対して低分子酸化還元物質を修飾する方法を適用し、PQQ周辺のリシン残
基を欠損させた変異体を評価することで野生型における電子伝達経路を推定した。推定された電子伝達経路か
ら、電子伝達の促進が期待される部位へリシン残基を導入したPQQ-GDH変異体を作製した。PQQ-GDH変異体を用い
たバイオ電池は野生型を用いたバイオ電池と比較して1.5倍の最大出力を示した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to convert pyrroloquinoline quinone-dependent
 glucose dehydrogenase (PQQ-GDH) from hyperthermophilic archaeon Pyrobaculum aerophilum, which has 
long-term stability, into a direct electron-transfer enzyme and to improve its electron transfer 
ability. The electron-transfer pathway in the wild type was inferred by evaluating mutants lacking 
lysine residues around PQQ by applying a method of modifying low-molecular-weight redox substances 
to lysine residues on the surface of the enzyme molecule. The biofuel cell using mutant PQQ-GDH 
exhibited 1.5-fold higher maximum power than the biofuel cell using wild-type.

研究分野：生物電気化学

キーワード： バイオ電池　酸化還元酵素　アノード　直接電子移動　人工酸化還元酵素

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果の学術的意義は次の2点である。(1)直接電子移動型酵素化したPQQ-GDHにおける電子伝達経路を明
らかにした。(2)酸化還元部位－電極間電子伝達経路の特定の部位へ電子メディエータの新規修飾部位を追加す
ることで、直接電子移動型酵素の電子伝達能を向上させられることを明らかにした。この成果は、現在盛んにな
ってきているバイオ電池や生体センサ用酵素の開発に向けた、酵素分子設計指針の一つとして社会的意義は高
い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
酵素やDNA等の生体分子を利用したバイオデ

バイスは、バイオセンサとして発展してきた。

その中で、右の図で示すように酸化酵素の触媒

反応による酸素の減少を測定することを原理

とするバイオセンサが第 1 世代（図 1A）、低分

子の酸化還元物質である電子メディエータを

加えることで、溶存酸素の濃度に影響を受けな

い酵素電極を用いたバイオセンサが第 2 世代

（図 1B）と呼ばれている。実用的バイオセンサ

は、第 2世代で完成されている。しかし、再生

可能エネルギーの必要性が叫ばれる中で、グル

コース等の生物由来資源を燃料として利用す

るバイオ電池に注目が集まり、メディエータな

しで酵素反応と電極反応が共役する第3世代の

バイオデバイスが求められている。第 3世代バ

イオデバイスは、図 1C に示すように酵素の酸

化還元部位と電極との間で直接電子の授受が

起こる電極である。これまでバイオセンサとし

て用いられてきたバイオデバイスは、基本的に

使い捨てであった。そのため、第 2世代のよう

に遊離の電子メディエータを用いることに問

題は生じてこなかった。しかし、バイオ電池に

おいては、①燃料の交換ごとにメディエータを

添加しなければならない、②添加したメディエータが他方の電極反応を阻害する、といった問題

が生じる。その問題を解決するために、メディエータの電極上への固定化も研究されてきたが、

系が複雑になることやメディエータの漏出といった問題がある。したがって、バイオ電池にはメ

ディエータを用いない第 3 世代の酵素電極が求められているのである。第 3 世代のバイオデバ

イスに必要な酵素の条件としては、「基質の酸化還元を行う部位」と「電極との電子授受を行う

部位」の 2個以上の酸化還元部位を有することである。酸化還元部位を 2個以上有する酸化還元

酵素としてはマルチ銅オキシダーゼや、FAD とヘム Cを有するフルクトース脱水素酵素などが報

告されているが、高い触媒活性や長期安定性を有し、2個以上の酸化還元部位を有する酵素の報

告は少なく、第 3世代バイオデバイスのバイオ電池への応用が制限されている。そのため、酸化

還元部位を 1 個しか有さない優れた酵素をいかに第 3 世代バイオデバイスへ適用させるかが本

研究課題の解決する問題である。 

 
２．研究の目的 
 上記の問題を解決するために、本研究では図 1D に示すように脱水素酵素表面へメディエータ

を修飾することで電極との電子授受を行う部位を人工的に付与し、直接電子移動が不可能な脱

水素酵素をあたかも電極と直接電子授受可能な酸化還元酵素として振舞うように改変すること

を目的とする。 

A: 第 1世代 

 

 

 

B: 第 2世代 

 

 

 

C: 第 3世代 

 

 

 

D: 本研究（2.5世代） 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 酵素電極の発展の流れと本研究

の目指す酵素電極 



 
３．研究の方法 

 本研究では、酸化還元部位を 1個のみ有する酸化還元酵素の分子表面のリシン残基に対して、

アミノ基反応性電子メディエータ（Amine-reactive PES：ArPES）を修飾する方法を適用した。

脱水素酵素として、優れた長期安定性を有する超好熱性アーキア Pyrobaculum aerophilum 由来

ピロロキノリンキノン依存性グルコース脱水素酵素（PQQ-GDH）を用いた。酵素分子の立体構造

情報を基に、PQQ-GDH の酸化還元部位である PQQ 周辺の、PES が修飾された場合に電子授受が起

こることが予想されるリシン残基をそれぞれ欠損させた変異体を作製し、PES を修飾し、直接電

子移動（direct electron transfer：DET）型酵素化した（PQQ-GDH-PES）。各 PQQ-GDH-PES 修飾

電極を作製し、電気化学的に評価した。リシン欠損変異体の結果から、PQQ－電極間の電子伝達

経路を推定した。電子伝達経路において修飾された PES 間の距離が近くなり、酵素の立体構造へ

の影響が小さい部位への新規リシン残基の導入することで、PQQ－電極間の電子伝達能が向上す

る PQQ-GDH 変異体を作製した。作製した新規リシン残基導入 PQQ-GDH 修飾電極を作製および修

飾電極をアノードとしたバイオ電池を作製し、それぞれ評価した。 

 
４．研究成果 

野生型 PQQ-GDH において、右図 2の赤色で

示されている PQQ 周辺に存在する ArPES と

反応する可能性のある酵素分子表面のリシ

ン残基1カ所をアルギニン残基に置換し、PES

修飾部位を限定した 5 種類の単一変異体

K76R, K258R, K319R, K325R, K361R）を作製

した後、野生型と同様に PQQ-ASD-PES 配向固

定電極を作製し、電気化学的評価を行った。

各リシン残基欠損変異体の酵素活性には大

きな違いはなかった。図 3に示すようなサイ

クリックボルタモグラムからグルコースの

酸化に基づく酸化電流を評価したところ、

K76、K361、K258、K325 をそれぞれ欠損させ

た変異体は野生型と比較して、酸化電流値が

50%以下に減少した。そのため、PQQ からの

電子は PQQから 2 nm以内に位置する K258および

K325 へ初めに伝達されると推定された。そこで、

K258 および K325 よりも PQQ との距離が近く、α

ヘリックスやβシートに含まれていない273番目

のセリンをリシンへ置換したPQQ-GDH S273Kを作

製し、修飾電極の作製・評価をおこなった。その

結果、次ページ図 4に示すように、グルコースの

酸化に基づく電流値が野生型PQQ-GDH修飾電極と

比較して、1.8 倍増大した。他のリシン残基より

PQQ に近い部位へ PES 修飾部位となるリシン残基

を導入することで、PQQ と修飾された PES 間の電

子伝達効率が向上したためである。 

図 2 PQQ-GDH の立体構造と PQQ 周辺に存在

する表面リシン残基 

図 3 PQQ-GDH K76R 修飾電極のサイク

リックボルタモグラム 



 最後に、PQQ-GDH S273K 修飾電極をアノードと

して用いたバイオ電池を構築したところ、野生型

PQQ-GDH 修飾電極をアノードとした場合と比較し

て 1.5 倍高い出力密度を示した。そのため、PQQ-

GDH S273K はバイオ電池におけるアノード用酵素

としての有用性も示された。 

以上の結果から、酵素分子表面へ複数個の酸化

還元分子（本研究における PES）を付加すること

で DET 型酵素化させた脱水素酵素においては、PQQ

－PES 間の距離を制御することによって、PQQ－電

極間の電子伝達能を向上させることが可能となる

ことが明らかとなった。これは、今後のバイオ電

池用電極触媒の設計にとって重要な知見となる。

今後は、電極表面に修飾された酵素の表面に付加された PES 間での電子伝達や、PES-電極間の電

子伝達経路についても検討していくことで、脱水素酵素を DET 型酵素化する際の酵素分子設計

でなく酵素修飾電極構築のための設計指針も確立していく予定である。 

 

図 4 PQQ-GDH S273K 修飾電極のサイク

リックボルタモグラム 
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