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研究成果の概要（和文）：セルロースを分解する酵素（セルラーゼ）分子が、セルロース表面で
「渋滞」を起こすことで、セルロースの分解効率を下げている様子を、高速原子間力顕微鏡に
よって直接観察することに成功しました。本結果は、「分子が渋滞する」という基礎科学的に新
規な知見であるだけでなく、セルロース系バイオマスから液体燃料やプラスチック原料を高効
率に生産するシステム構築にも重要な指針を与えます。 
 
研究成果の概要（英文）：We have succeeded in observing “traffic jams” of cellulase 
molecules on the surface of cellulose using high-speed atomic force microscopy. This 
“molecular congestion” is not only a new finding as basic science, but also is the first 
proof that this traffic jam of cellulase molecules is responsible for reducing the rate 
of cellulase hydrolysis. The findings of the present study provide a useful guide to 
developing an efficient system for the utilization of cellulose biomass near future. 
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１．研究開始当初の背景 
 セルロースは，植物細胞壁中では主に結晶
性セルロース（セルロース I）として存在し
ており，化学的に安定なβ−1,4−結合と分子内
および分子間の水素結合の存在によって，再
生可能ではあるが難分解性のバイオマスとし
て自然界に存在している。一方，セルロース
分解性の微生物はこのように難分解性のセル
ロースを常温，常圧下で分解してしまう。強
度的に優れている素材が，ある条件の下では
いとも簡単に可溶化，無機化できる「仕組み」
を理解し私たちの生活に応用することができ
れば，バイオリファイナリーを基本とする環

境適応型かつ循環型な社会の構築も実現可能
となる。しかしながらセルロースの酵素分解
で大きな問題とされているのが，セルラーゼ
による結晶性セルロースの分解反応の遅さで
ある。化学的に安定なセルロースの分解が，
自然界において長い年月がかかることは当然
のこととも言えるが，一方でセルロースを工
業的に利用するためには，短時間（長くとも
数日程度）でグルコースにまで分解しなけれ
ば，石油を出発原料としたオイルリファイナ
リーには太刀打ちできない。このような背景
の中，セルラーゼによる結晶性セルロースを
いかに効率よく分解できるかを世界中の研究
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者が競い合っているのである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、高速原子間力顕微鏡（High-Speed 
Atomic Force Microscopy：HS-AFM）を用いて、
セルロースを加水分解するセルラーゼの無標
識一分子観察を行う。HS-AFM は、これまでの
原子間力顕微鏡の 1000 倍にも達する速い走
査速度と、試料に与えるダメージを極限まで
抑える制御回路の構築で、タンパク質のよう
な柔らかい生物試料を無標識で直接観察する
ことを可能にしたものであり、最近になって
様々な生体分子の可視化に利用されてきてい
る。これまでに応募者が得た生化学的実験結
果と HS-AFM の観察結果を比較することで、セ
ルラーゼによるセルロース分解機構の解明を
目指す。 
 
３．研究の方法 
シオグサ由来の高結晶性セルロース（セルロ
ス I）をグラファイト基板上に乗せ、
Trichoderma属由来TrCel7Aを添加し、HS-AFM
によって観察した。また反応液を高速液体ク
ロマトグラフィーで用いて糖分析をした。さ
らに同様の実験を超臨界アンモニア処理して
得られたセルロースIIIIおよびTrCel6Aに対
しても行った。 
 
４．研究成果 
図１Aに示したようにHS-AFMによって結晶性
セルロース表面を動く粒子が多数観察され、
この粒子は結晶性セルロースの軸方向に一方
向に動いていることがわかった。得られた画
像からこの粒子の高さを求めると 3.1nm 程度
であり（図１B、図１C）、TrCel7A の 3 次元構
造から推定される高さ（約 4nm，図１D）と一
致しており、さらに酵素を添加していない場
合はこのような粒子が観察されなかったこと

から、高速原子間力顕微鏡によって高結晶性
セルロース表面を動く TrCel7A の一分子観察
に成功したことがわかった。本実験後、セロ
ビオースの生成が観察され、さらに透過型電
子顕微鏡で結晶性セルロースを観察すると繊
維の一方が細くなった構造が観察されたこと
から、TrCel7A は還元末端から非還元末端に
向かって動いていると考えられた。TrCel7A
分子がセルロース表面でのみ一方向に動くと
いう事実は、基質表面への単純な疎水結合が
運動性を引き起こしているのではなく、基質
と酵素のコンビネーションによって TrCel7A
は移動していると考えられた。また，結晶性
セルロース表面を移動している TrCel7A 分子
の平均移動速度は，秒速 3.5±1.1nm（69 分子
の平均）であった。また、TrCel7A をタンパ
ク質分解酵素で処理して得られる活性ドメイ
ンも同様に観察したところ、TrCel7A と同じ
濃度で添加した場合はほとんど分子が観察さ
れないが、10 倍の濃度（20μM）にした場合
には明らかに TrCel7A と同様に動く分子が観
察された。観察して得られる活性ドメインの
移動速度は TrCel7A のそれとほとんど変わら
ないことから、TrCel7A が結晶性セルロース
表面を移動するためにはセルロース結合ドメ
インは必須ではなく、活性ドメインが重要な
役割を果たしていると考えられた。 
 図２A に示すように TrCel7A の活性ドメイ
ンは、基質結合サイトとして-7〜-1 までの 7
残基、生成物結合サイトとして+1 と+2 の 2
残基の計 9個のグルコース残基が活性ドメイ
ン内に取り込まれることが報告されている。
その中で-1 と+1 サイトの間に位置している
212 番目のグルタミン酸（E212Q）は、加水分
解反応時の求核性残基であることが知られて
いる 27)。その残基をグルタミンに置き換えた
変異酵素（E212Q）は、シオグサ由来結晶性セ
ルロース、非晶性セルロースおよび可溶性モ
デル基質（p-ニトロフェニル-β-D-ラクトシ
ド）の全てに対して活性を示さなくなる。一
方で、-7 サイトに位置する 40 番目のトリプ
トファン（W40）は、基質結合サイトの入り口
付近に位置しており、基質であるセルロース
分子と疎水的インタラクションをしていると
考えられている残基であるが、それをアラニ
ンに置き換えた変異酵素（W40A）では、非晶
性セルロースと可溶性モデル基質に対しては
TrCel7A と同等の活性を示すものの、結晶性
セルロースの分解活性が著しく低下していた。
これらの変異酵素の結晶性セルロース表面で
の挙動を、高速原子間力顕微鏡によって観察
してみたところ、E212Q は、多くの分子が結
晶性セルロース表面で観察されるが、それら
の分子は全く動くことが無く、非常に長い時
間セルロース表面に止まっていることが分か
った。また、W40A を同様の実験に供したとこ
ろ、E212Q とは違って W40A 分子はほとんどセ

 

図１ 高速原子間力顕微鏡による TrCel7A
の一分子観察。A：高速原子間力顕微鏡で
２秒毎の取得した TrCel7A の微速度映像。
スケールバー：50nm。B、C：高速原子間力
顕微鏡で観察された結晶性セルロースの
高さ解析。TrCel7A 分子を含む場合（B）と
含まない場合（C）の高さ。D：セルロース
I の結晶構造と TrCel7A の３次元構造比較 



 

 

ルロース表面に止まっていない。そこで観察
する速度を毎秒 1フレームから毎秒 4フレー
ムまで上げてさらに高速走査を行うと、多く
の分子が結晶性セルロース表面への吸着と脱
着を繰り返している様子が観察された。これ
らの変位酵素の挙動から、図２B に示したよ
うに E212Q はセルロース分子鎖を掴んでいる
状態で止まっているのに対して、W40A ではセ
ルロース分子鎖を捉えることができなくてセ
ルロース表面から離れてしまうという分子メ
カニズムが考えられた。これまで、セロビオ
ヒドロラーゼがセルロース表面に吸着すると
き、セルロース結合ドメインが結晶表面を荒
らし、一本鎖になったセルロースが活性ドメ
インに送り込まれるというメカニズムが提唱
されてきた。しかしながら、本研究での高速
原子間力顕微鏡による変異酵素の観察結果か
ら、活性ドメインにおける基質結合と加水分
解の双方が、結晶性セルロース表面を動くた
めに必須であることが示された。さらに、
TrCel7A と活性ドメインの移動速度がほとん
ど変わらないという結果から、セルロース結
合ドメインはセルロース表面を活性化する機
能は無く、むしろ不溶性基質である結晶性セ
ルロースの表面における酵素濃度を高めるた
めに働いている可能性が高いことも示唆され
た。 
 さらに HS-AFM を用いた観察によって，セル
ラーゼの「遅さ」は何が原因なのかを把握す
ることを試みた。セルロース I 上を動く
TrCel7A 分子挙動をさらに詳細に調べたとこ
ろ，TrCel7A 分子は止まっている状態（平均

速度は毎秒-0.32nm）と動いている状態（毎秒
7.1nm）を断続的に繰り返していることが分か
り，一般道を走る自動車のように「止まる」
と「動く」という動作を繰り返していると考
えられた（図３）。また，基質としてシオグサ
由来のセルロース I に加えて，セルラーゼに
よる分解性が非常に向上したセルロース IIII

を用い，TrCel7A による二種類の結晶性セル
ロースの分解を比べたところ，セルロース I
ではセルラーゼ分子がモノレールのように一
列に並んで進んでいるのに対して，セルロー
ス IIIIでは，結晶の表面全体を酵素が進んで
いることが分かった。この現象に関しても，
結晶性セルロース表面を動く酵素分子を自動
車として例えると，セルロース I 上には「車
線」が 1レーンしか無いのに対して，セルロ
ース IIIIでは複数の車線があるために，セル
ロースIIIIの分解性が高くなることが示唆さ
れた。また，セルラーゼが同じ（実際には多
少ずれているが）車線を前後で通っていくと
き，直前の分子が何かしらの理由で動けなく
なると，引き続く複数の TrCel7A 分子による
「渋滞」が起こってしまう様子も観察された
（図４）。これまで，TrCel7A に同菌由来のセ
ロビオヒドロラーゼ II（TrCel6A）を添加す
ると結晶性セルロースの分解が相乗的に促進
されることが報告されている。そこで，本現
象を高速原子間力顕微鏡によって観察したと
ころ，はじめに TrCel6A が結晶性セルロース
を分解したところから TrCel7A が動き始める
様子が観察されたことから，相乗的に促進さ
れる結晶性セルロースの分解機構は，TrCel6A
が表面に作った「入口」と「出口」を利用し
て，TrCel7A が渋滞せずに効率良く動けるよ
うになっているからであることが推察された。
アンモニア処理が結晶性セルロースの分解速
度を向上すること，TrCel6A と TrCel7A の二
つの酵素を使用することで効率良くセルロー
スが分解されることは，これまでにも報告さ

 

図２ A：TrCel7A 触媒ドメインの 3 次元構
造と W40 および E212。B：高速原子間力顕
微鏡による観察から推測されたTrCel7Aお
よび変位酵素の動き。星印は高速原子間力
顕微鏡で観察されたと考えられる分子の
状態。 

 

図３ 高解像度の高速原子間力顕微鏡に
よる結晶性セルロース表面を動く TrCel7A
の移動度比較（A）および移動速度のヒス
トグラム（B）。点線は図２における平均速
度を表す。（B）における赤線と緑線はそれ
ぞれ「止まっている」分子と「動いている」
分子のヒストグラムを表している。 



 

 

れていたが，これらの現象が「セルラーゼの
渋滞解消」によって説明できるということは，
今回の高速原子間力顕微鏡を用いた観察によ
って初めて明らかにされた。 
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図４ 高速原子間力顕微鏡により捉えら
れたセルラーゼ TrCel7A 分子。TrCel7A 分
子がセルロース結晶上を右から左へ移動
している様子が観察されるが，時間経過と
ともにセルラーゼが“渋滞”を起こしてい
る。 
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