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研究成果の概要（和文）：クライオ電子顕微鏡法を用いることで、電極との電子移動特性に優れたいくつかの酸
化還元酵素の立体構造を解明した。その結果、電気化学バイオセンサの基本反応である酵素電極間の電子移動反
応を支配する要因として、電極表面における酵素の配向に加え、酵素内の芳香属性アミノ酸の配置が重要である
ことを見出した。また、参照電極から流出した重金属イオンよる酵素の失活に対して簡便かつ有効な保護法を確
立した。さらに、微小電極バイオセンサの安定性を向上させるための電極設計指針を整理した。また、電極表面
から溶液沖合までの電気化学測定系を統一的に表現可能なシミュレーション技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：Three-dimensional structures of several redox enzymes that have excellent 
electron transfer characteristics with electrodes are determined by cryo-electron microscopy. The 
results show the importance of the orientation of the enzyme on the electrode surface and the 
existence of aromatic amino acids within the enzyme to the electron transfer reaction between 
enzymes and electrodes. We also established a simple and effective method for protecting enzymes at 
the electrode surface from inactivation caused by heavy metal ions leaked from the reference 
electrode. Furthermore, we organized the guidelines of electrode design to improve the stability of 
microelectrode biosensors. We have also developed a simulation model that can uniformly formulate 
the electrochemical measurement system from the electrode surface to the bulk of the solution.

研究分野：電気分析化学

キーワード： 酵素電極反応　酸化還元酵素　分子配向　デジタルシミュレーション　バイオセンサ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体や環境モニタリングは近年ますます重要度を高めている。その中で、安定性が高く、都度校正の不要な電気
化学バイオセンサの構築技術は必須のものである。本研究では、微小電極を用いた拡散律速型バイオセンサの開
発を進めてきた。その中で、いかに酵素電極間の電子移動反応を加速するか、が重要であることはすでに知られ
ていた。本研究によって電極との電位移動特性に優れた酵素の立体構造が明らかとなり、電極表面の分子配向
と、酵素を構築するアミノ酸の配置の重要性が示された。この一般指針は今後のバイオセンサ開発に伴う酵素探
索において欠くことのできないものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１． 研究開始当初の背景 

 
酸化還元酵素反応と電極反応の共役系は酵素電極反応と呼ばれる。酵素が電極と直接電子授受
を行う場合は直接電子移動型（DET 型）酵素電極反応と呼ばれる。酵素の酸化還元中心は絶縁
性のポリペプチドに囲まれた構造であるため、電極との電子移動はトンネル現象で生じる。酸化
還元中心と電極の距離は電極上での酵素分子の配向によって決まるため、DET 型酵素電極反応
において酵素の配向は極めて重要な意味を持つ。これまで様々な酸化還元酵素において DET型
酵素電極反応が報告されてきたが、多くの報告例は多孔質電極を用いたものであり、そして電極
表面の化学修飾の影響に関する議論に終始している。しかしながら、多孔質電極の構造に関する
議論は乏しく、その理解はいまだに成熟していない。酵素の配向を考慮すると電極上の微細孔の
大きさが酸化還元酵素の大きさに近いほど酵素の配向の影響が緩和され、DET 型酵素電極反応
に有利になることが理論的に予測されているが、微細孔に酵素は侵入できないといった議論も
なされている。このように多孔質電極上での DET型酵素電極反応に関する議論はいまだ黎明期
にあるといえる。 
 
２．研究の目的 
本研究は多孔質電極と酸化還元酵素間の電子授受反応を詳細に解明し、出力および再現性に優
れたバイオセンサ構築の基礎となる酵素電極の基礎的解明を目的とする。そのためには、高電流
密度で作動する酵素電極を開発する必要がある。酵素配向の制御法と酸化還元酵素の解析技術
を改良し、拡散により制限された物質輸送をバイオセンサに応用することで、センサの定常性を
向上することができる。また、センサの外乱に対する安定性を向上させることも本研究の目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 （１）直接電子移動型の酵素電極反応特性に優れた酸化還元酵素に対してクライオ電子顕微鏡
法を用いた単粒子像解析により立体構造の取得を行った。取得された酸化還元酵素の立体構造
に基づき、アミノ酸配列に対して種々の変異を導入した酸化還元酵素を作成し、それぞれの酵素
機能電極に対する電気化学測定を実施した。 
 （２）デジタルシミュレーションに基づく予想をもとに様々な形状の電極を作成し、それらの
バイオセンサとしての特性評価を行った。また、電極溶液間の電気二重層から基質の拡散に由来
する拡散層までを一貫して評価するためのモデル開発を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）生物電気化学と立体構造解析を組み合わせた直接電子移動型酵素の反応機構解明 
クライオ電子顕微鏡法を用いた単粒子像解析の技術を用いることで、直接電子移動型酵
素電極反応において極めて高い活性をもつ酢酸菌由来のフルクトース脱水素酵素（FDH）
の立体構造を取得した。また、同様に酢酸菌由来のアルコール脱水素酵素（ADH）、酢酸菌
由来のアルデヒド脱水素酵素（AlDH）、メタノール資化生菌由来のタングステン含有ギ酸
脱水素酵素（FoDH1）についても立体構造の取得に成功した。FDHでは、これまで存在の
知られていなかった鉄硫黄クラスターの存在が明らかになった。そして、立体構造と、生物
電気化学的手法による酵素機能電極の特性評価の結果を突き合わせることで、電極と反応
していると考えられる酵素内酸化還元中心を特定するに至った。 

FoDH はギ酸と二酸化炭素の酸化還元および NAD+と NADH の酸化還元を両方向かつ
可逆に触媒する酵素である。FoDH は直接電子移動型の酵素電極反応を実現できることか
らバイオセンサ用の酵素機能電極として大きな魅力を持ち、さらに NAD+依存型酵素と組
み合わせることで複合型の酵素機能電極を構築できる極めてバイオセンサ構築に適した酵
素である。しかしながらこれまで立体構造がわからず、酵素内電子伝達経路も不明なままで
あった。そこで、クライオ顕微鏡技術を駆使することで FoDHの立体構造を解明し、また、
酵素内部の電子伝達経路を明らかにした。さらに、電極反応部位であろう鉄硫黄クラスター
を同定した。そして、FoDHの表面特性を 明らかにすることで酵素機能電極の特性をさら
に向上させるための知見を得た。これらの構造生物学的かつ生物電気化学的な精査により、
FoDH1は、内部に複数持っている鉄硫黄クラスターのうち酸化的酵素電極反応と還元的酵
素電極反応において用いられる電極反応部位が異なる可能性が示され、これは類似の報告
のない新たな気づきといえる。 
これまで、電極表面に吸着した酵素の配向に関して、電極の表面修飾に基づき酵素内の電
極活性酸化還元中心近傍の表面特性を議論していたが、これらの観測が実現したことで、よ
り具体的に電極表面における酵素の配向議論が可能になった。また、さらに、電極活性酸化



還元中心と電極の間に芳香属性のアミノ酸が位置することが、直接電子移動型酵素電極反
応を実現するうえで重要な因子であることを見出した。この発見は従来考えられてきた、酵
素内の電極反応部位が電極に近いことが、酵素電極反応を実現する上でのカギという概念
を更新するものである。本研究により、電極反応部位と電極の間に芳香族性のアミノ酸を持
つことが、酵素電極間の電子移動反応を促進することが明らかとなった。これらの知見によ
って、今後直接電子移動型の酵素電極反応を実現可能性のある酵素のスクリーニングがよ
り効率的に実施可能になる。さらに、構造生物学的なアプローチにより、通常は電極との間
での電子移動を実現不可能な酸化還元酵素に適切な変異を導入することで、電子移動を実
現できる可能性が生まれた。これは、バイオセンサ開発を大いに加速するものである。 
また、ADHの酵素機能電極において生物電気化学的な精査を行ったところ、酵素電極反
応の特性がシアン化物イオンの共存によって大きく変化することを見出した。酵素内部の
電子移動について精査したところ、電極に電子 授受しているヘム cはシアン化物イオンに
対して感受性がなく、内部にシアン化物イオン感受性のヘムを含んでいることが明らかに
なった。さらに、ADHと AlDHを組み合わせることで、一つの電極上でエタノールをアセ
トアルデヒドに、そして酢酸にまで酸化可能なカスケード型の酵素機能電極の開発に成功
した。これは、バイオセンサ的な応用における有用性のみならず、バイオ燃料電池のエネル
ギー密度を二倍に増強するものである。 
電極表面における酵素の配向制御の新たな戦略として、酵素表面の糖鎖修飾を試みた。具
体的には、具体的には電気化学バイオセンサにおける酵素機能電極の構成要素として優れ
た特性を示すビリルビンオキシダーゼ(BOD)表面の糖鎖を除去した変異型 BOD および糖
鎖ミミックを結合させた変異型 BODについて生物電気化学的な精査を行った。酵素内の電
極反応部位が酵素の方を向くために積極的に電極表面を修飾するのではなく、電極反応部
位と反対側の酵素表面に大きな糖鎖ミミックを結合させたところ、電極表面における BOD
の配向がより揃うという結果が得られた。この事実より、酵素配向制御の選択肢が広がった
ことも本研究の成果として挙げられる。 

 
（２）基質の拡散律速となる条件で作動する電気化学バイオセンサの形状について基質
輸送のデジタルシミュレーションに基づいて種々の検討を行い、目的に応じた電気化学バ
イオセンサの設計指針を確立した。具体的には、気泡付着型電極という新奇な電極反応系を
開発した。従来より、気体の液体への溶解速度は気液反応を解析する上で重要な物理量であ
るが、溶解と拡散の寄与の分離が困難であり、両者の合算のみが評価されてきた。しかしな
がら、本法を利用することで両者の分離が可能となることが、シミュレーションにより見出
した。そしてその実証として、水溶液への酸素溶解速度の決定を行った。多孔質金電極表面
に酸素還元活性の高い銅輸送酵素を吸着させることで、きわめて早い酸素還元を実現した。
その酵素機能電極の表面に酸素気泡を付着させて酸素還元電流を測定した。そしてシミュ
レーション結果と突き合わせることで、気泡からの酸素の溶解と拡散を分離して評価する
ことが可能となった。 
また、実用的な電気化学バイオセンサは酵素機能電極の近傍に参照電極が配置される。参
照電極とくに幅広く用いられる銀塩化銀電極から溶出する銀イオンが、酵素機能電極の活
性を低下させること、その不活性化の定量的な評価を実施した。具体的には BODの直接電
子移動型酵素電極反応を追跡することで、銀イオンによる酵素活性低下の速度論的解析を
行った。本酵素に対する銀イオンの影響は事実上一次反応とみなして解析できることが明
らかとなり、ハロゲン化物イオンの共存による銀イオンの溶出抑制が酵素活性保持におい
て有効であることを実験的に明らかにした。また、逆に銅輸送酵素修飾電極の特性が銅イオ
ンの共存によって向上するメカニズムを明らかにした。 
 また、微小電極近傍の非線形拡散に基づく定常的な物質供給が校正不要のバイオセンサ
の基本原理である。しかしながら、微小電極近傍の基質の拡散が溶液の撹拌や揺動に対して
不安定であり、センサの特性を低下させるという問題点を見出した。その問題を電極の設計
により解決することを目指し、電極設計を行った。具体的には微小電極周囲に形成される反
応物質の濃度勾配を阻害することなく、その濃度勾配を変形させる流動の影響を最小限に
するような障壁を電極近傍に配置することで、流動に対して安定した応答を与えるような
電極を構築した。この障壁の導入により校正不要のバイオセンサを流通系に導入しモニタ
リングを実施する目途が立った。 
 また、界面電荷移動反応における界面近傍の電荷分布の状態解明は、バイオセンサに限ら
ず、電気化学一般において極めて重要な命題である。本研究では、互いに交じり合わない二
つの液相間でのイオン移動およびイオン分布と電荷分布を一意に解くことのできるシミュ
レーションモデルの構築に成功した。このモデルは、イオン移動反応における溶液抵抗の影
響を定量的に表現可能になったばかりでなく、電気毛管曲線の予測も可能とする。さらに、
この成果は、直接的には液膜型の イオンセンサの作動機構解明に対応するものである。さ
らに、電気化学測定系を統一的に表現することの可能なモデル構築の足掛かりとなるもの
である。 
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