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研究成果の概要（和文）：本研究では，銅フタロシアニンで修飾されたセルロースとともに，高周波誘導結合プラズマ
発光分光分析，もしくは，フレームレス原子吸光光度計のいずれの分析装置を用いることで，セルラーゼの簡便な定量
法及び活性の測定法を開発した。このとき，セルラーゼ自体には金属元素を含まないが，銅フタロシアニン結合型セル
ロースにセルラーゼを作用させると，銅フタロシアニンで修飾されたセルロースから銅イオンが放出される現象を見出
した。この現象を利用して原子吸光光度分析法やICP発光分光分析法を用いることで，吸光光度法に比べてセルラーゼ
を特異的かつ迅速（15分間程度）で定量することができる。

研究成果の概要（英文）：In this study, the simple determination method of cellulase has been developed usi
ng copper(II)-phthalocyanine complex modified cellulose with the alternative of an inductively coupled pla
sma -optical emission spectrometry (ICP-OES) or flame-less atomic absorbance spectrometer(FL-AAS).  Then, 
although the cellulase does not include the metal ion in the molecule, the metal ion is released by the bi
odigestion of copper(II)-phthalocyanine complex modified cellulose into the solution.  The presented metho
d can measure the cellulase concentration and the activity in short time (within 15min) as comparing with 
common spectrophotometric method.
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１．研究開始当初の背景 
 次世代エネルギーの確保は，日本の将来を
左右する重要課題であり，バイオマスをエネ
ルギー源とする科学技術の推進は日本国の
最優先課題である。セルロースを糖化するセ
ルラーゼは，バイオマス次世代利用の鍵とな
る物質であり，セルロースを高効率に糖化す
るセルラーゼの探索は世界を挙げた緊急課
題となっている（Nature,450,487(2007)，
Science,315,804(2007)）。しかし，従来のセ
ルラーゼの酵素活性測定法は，酵素反応の代
謝物である糖類を測定するために分析感度
や分析精度に問題があった(Methods in 
Enzymology, Vol.160 (1988))。特に，セル
ラーゼはセロビオヒドロラーゼを中心とし
たエンドグルカナーゼや 1,4-β-グルコシダ
ーゼなどの糖質加水分解酵素の総称であり，
これら糖質加水分解酵素の迅速かつ高精度
な定量および酵素活性の測定法が求められ
て い る (Angew.Chem.Int.Ed., 
44,3358-3393(2005))。従来，(1)染色セルロ
ースを用いる吸光光度法や（2）酢酸セルロ
ースによる還元糖の比色法が汎用されてい
るが，感度不足やマトリックスの影響，また，
実際の酵素活性値との間にズレ（測定誤差）
が生じる等の問題点があった。一方で，我々
は，これまで様々な金属錯体結合セルロース
を合成してきた。 
その一方で，金属イオン（金属元素）は物

質の中でも容易かつ高感度に測定できる分
析対象物の一つ（ICP-MS 検出限界：ppq～ppt）
であり，さらに，有機物と異なり元素である
ためそれ以上分解しない。したがって，分子
認識の標識物質として金属イオンは優れた
物質である。我々は，この点に着目して金属
イオンを標識とする酵素定量および酵素活
性測定法を発案した。未だに金属イオンを複
合酵素の活性測定法の標識として利用され
た例はない(*金属イオンを触媒とする利用
例はある)。特に，これまでキレート形成後
の金属錯体結合セルロースに着目する研究
者は皆無であった。 
 
２．研究の目的 
代替エネルギー源の確保は，日本国が抱え

る最優先課題の一つである。本研究の目的は，
バイオエネルギー源の探索を分析化学の領
域から支援するために，金属イオンを標識と
する糖化酵素の迅速分析法を構築すること
である。すなわち，本研究は，セルロース糖
化酵素“セルラーゼ”の定量および酵素活
性の同時測定法を開発するものである。この
手法により，たとえ酵素内に金属イオンを含
まなくとも，ICP などで特異的，かつ，短時
間（前処理操作を含めて 15 分以内），高精度
（5％以内）に，そして高感度定量（ppb レベ
ル）とともに酵素活性測定が同時に出来るシ
ステムを構築することが目的である。その概
念図を図 1に示す。 
 

図 1 計測システムの概要 
 
３．研究の方法 
(1) セルラーゼ測定における最適な金属錯
体結合セルロースの合成と選択 
金属錯体結合セルロースを使用して，セル

ラーゼ分解反応における最適な系と条件を
探索する。 
 
(2) セルラーゼ定量における分析システム
の構築 
ICP を用いて金属マーカーの測定を行い，

内標準物質とブランク制御に関する検討を
行う。 
 

(3) 酵素分解反応における代謝物の解明 
酵素反応により水溶液に放出された金属

元素を含む化学種をLC-TOF/MSを用いて特定
する。 
 

(4) 種々のセルラーゼを用いた酵素活性測
定と既存法との相関性 
5 種類のセルラーゼの活性測定を行い，測

定値と既存法による値との間で相関性を検
討する。 
 
４．研究成果 
(1) セルラーゼ測定における最適な金属錯
体結合セルロースの合成と選択 
セルラーゼ分解反応に適した金属錯体結

合セルロースを合成した。銅フタロシアニン
結合セルロースの合成法（Y. Takagai, et.al, 
Analyst (2004)）に基づき，中心金属が銅以
外の金属フタロシアニン（特に Fe, Zn, Co, 
Sn）セルロースを新たに作製した（図 2）。セ
ルラーゼ分解反応およびセルラーゼ計測に
最適な樹脂を探索し，結晶性，ならびに非結
晶性のセルラーゼによる違い等も検討して
条件の最適化を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 合成金属フタロシアニンセルロース 



 
 
(2) セルラーゼ定量における分析システム
の構築 
酵素分析法は，一般的に測定誤差が大きく 

(Methods in Enzymology, Vol.160 (1988)) ，
測定誤差の抑制が不可欠であった。ICP 分析
では一般的に Y（ｲｯﾄﾘｳﾑ）などを内標準物質
として添加するが，本研究では標準溶液とサ
ンプル溶液でマトリックスが異なり発光強
度に差が生じる懸念と，Y は強酸性溶液で溶
液調製している為，酵素反応を阻害する懸念
があった（*セルラーゼ分解反応の最適 pH: 7
～10，生産菌によって異なる）。そこで本研
究ではオンライン内標準添加システムを採
用（高貝慶隆，日本分析化学会討論会 2008(名
古屋)）を参考として，セルラーゼ分解反応
に適した測定系の設計を行った。ppb レベル
のセルラーゼ濃度の検出を行った。また，フ
レームレス原子吸光光度計（FL-AAS）での測
定も行った。 
 
(3) 酵素分解反応における代謝物の解明 
酵素反応によって溶液中に放出された金

属元素を含む化学種を液体クロマトグラフ
－飛行時間型質量分析計（LC-TOF/MS）を用
いて特定した。セルラーゼの一般的な総活性
測定は，最終生成物のグルコース量を計測す
るため，従来は 1,4-β-グルコシダーゼの量
と活性に依存する測定法であった。しかし，
本システムでの指標物質は，溶液中に可溶し
た銅イオンを含む化学種であるため，単糖よ
りも多糖類（2～6糖）として放出されている
こと意味していた。これまでにエンドグルカ
ナーゼとセロビオヒドロラーゼを同時に識
別できる分析方法は無く，本研究では反応時
間の設定で各酵素を分別定量できることが
示唆された。エンドグルカナーゼとエキソグ
ルカナーゼは自然界の糖化現象の基礎とな
る酵素であるため，本法は自然科学における
様々な糖化現象の機構解明に寄与できる。5
種類のセルラーゼの活性測定ならびにミカ
エル-メンテン定数（Km）の測定を行い，測
定値と既存法による値との間で相関性を検
討した。また，Kmはミカエル-メンテン式に
に基づき，Linewaver-Burk 式に従って計算
し，従来法との比較を行った。 
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