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研究成果の概要（和文）：本研究では、糖質加水分解酵素であるTrCel7Aの１分子蛍光観察と高速AFMによる１分子観察
を駆使してTrCel7AによるセルロースIαとセルロースIIIIの加水分解反応のすべての反応素過程の速度パラメーター（
結合速度定数、並進運動速度、解離速度定数）を求めて比較した。その結果、セルロースIαとセルロースIIIIで大き
な違いはないことが明らかとなった。この結果から、分解性の違いはセルロース結晶面上でTrCel7Aが結合できる表面
積の違い、およびTrCel7Aの“渋滞”の度合いの違いによるものであるというモデルを提案した。

研究成果の概要（英文）：In this study, using single-molecule fluorescence microscopy and high speed 
atomic force microscopy, we determined kinetic constants of the elementary reaction steps for 
carbohydrate hydrolase TrCel7A against cellulose Iα and IIII. TrCel7A displayed similar binding and 
dissociation rate constants for cellulose Iα and IIII and similar fractions of productive binding on 
cellulose Iα and IIII. Furthermore, once productively bound, TrCel7A processively hydrolyzes and moves 
along cellulose Iα and IIII with similar translational rates. With structural models of cellulose Iα 
and IIII, we propose that different susceptibilities at high TrCel7A concentration arise from surface 
properties of substrate, including ratio of hydrophobic surface and number of available lanes.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 分子モーター　１分子計測
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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成分中の約半分

を占める多糖である。地球上では年間
1010-1011 トンが光合成によって生産されると
言われているが、利用されているのはごく一
部である。また、キチンは無脊椎動物（甲殻
類等）の体表を覆うムコ多糖でセルロースに
次いで賦存量が多い有機物であると言われ
ており、セルロースと同様にバイオマスとし
ての利用に期待が高まっている。セルロース
およびキチンは β－グリコシド結合からなる
主鎖を持つ多糖で、水に不溶な結晶性を有す
ることから構造多糖として力学的強度を発
揮する。セルロースやキチンの持つこれらの
性質はより小さな構成単位（二糖や単糖）へ
の分解処理を困難にし、バイオマスとしての
利用には大きなデメリットであった。 
糖質加水分解酵であるセルラーゼやキチ

ナーゼは、温和な条件で結晶性多糖を効率的
に分解することができる。本課題の研究分担
者である五十嵐と内橋は高速原子間力顕微
鏡（高速 AFM）を用いた１分子観察で、子嚢
菌 Trichoderma reesei 由来のセルラーゼが結
晶性セルロース中のセルロース単分子鎖を
加水分解しながらプロセッシブに動くリニ
アモータータンパク質であることを実証し
ていた（Igarashi ら J Biol Chem 2009; Igarashi 
and Uchihashi ら Science 2011）。 

 
２．研究の目的 
高速 AFM が明らかにしたセルラーゼの重

要な特徴は、セルラーゼの移動速度は 5-10 
nm/s 程度で、生化学的に見積もられた値（1 
nm/s）よりもずっと速い点、数マイクメート
ルの距離をセルロースから解離することな
くプロセッシブに移動できる点、の 2 つであ
る。セルラーゼやキチナーゼは結晶性多糖を
二糖単位で加水分解するので、ステップサイ
ズは 1 nm 程度と予想される。しかし、これ
までの高速 AFM 観察では直進運動の素過程
（ポーズとステップ）は可視化されていない。
その原因としては、高速 AFM では時間分解
能が 0.1 秒程度であるため、ステップの可視
化に十分でない、像のコントラストに揺らぎ
があり十分な位置決定精度得られない等の
原因が考えられる。本研究では金ナノ粒子や
マイクロビーズを可視化プローブとして 1 マ
イクロ秒の時間分解能および 1 nm 以下の位
置決定精度が得られる光学顕微鏡システム
を開発し、セルラーゼやキチナーゼのステッ
プ運動を可視化する。 
 
３．研究の方法 
(1) 光学顕微鏡の時間分解能・位置決定精度
の向上： 
研究代表者らが開発した全反射型レーザー
暗視野顕微鏡（Ueno ら Biophys J 2010）をベ
ースにさらに発展させる。これまでのシステ
ムでは、粒径 40 nm の金コロイドを可視化プ
ローブに用いて 10 マイクロ秒の時間分解能

で 1.5 nm の位置決定精度が達成されている。
本研究ではこれをさらに改善し、1 マイクロ
秒の時間分解能で 1 nm 以下の位置決定精度
を達成する光学顕微鏡システムを構築する。 
(2) １分子計測用キチナーゼ、セルラーゼ変
異体調製、結晶性多糖の調製、生化学的評価： 
大腸菌での遺伝子組み変えおよび発現が確
立している Bacillus circulans 由来のキチナー
ゼを主に用いる。可視化プローブを結合させ
るビオチンタグを導入するためのシステイ
ン残基を導入した変異体を多種類作製する。
子嚢菌 Trichoderma reesei 由来のセルラーゼ
の変異体の作製は子嚢菌でのホモロガスリ
コンビネーションを行う必要があるため、フ
ィンランド技術研究センターの Anu Koivula
主任研究員に協力を仰ぐ。作製したシステイ
ン導入変異体を発現・精製し、蛍光色素やビ
オチン導入効率が高い、可視化プローブとの
結合効率が高い、結晶性多糖への吸着活性や
分解活性等が野生型と同程度である、といっ
た基準でスクリーニングを行う。活性を変化
させた変異体についても同様に生化学的な
評価を詳細に行う。 
(3) 高速 AFM によるキチナーゼおよびセル
ラーゼ変異体、キチン、セルロース試料の評
価： 
キチナーゼ、セルラーゼの各種変異体を高速
AFM で観察し、移動速度が野生型に比べどの
ように変化するかを調べる。特にビオチンタ
グ導入による移動速度の低下がないことを
確認する。また、加水分解の遅い変異体や触
媒部位への多糖単分子鎖の取り込みが遅い
変異体の移動速度を調べ、生化学的な分解活
性の結果と比較する。また、アンモニア処理
により結晶形を変化させた多糖を用いて高
速 AFM 観察を行い、移動速度の変化を評価
する。 
(4) キチナーゼ、セルラーゼのステップ運動
の可視化と１分子計測： 
キチナーゼやセルラーゼのステップ運動の
可視化を行う。酵素が結晶性多糖上で直進運
動を開始するには、結合ドメインが多糖単分
子鎖の末端近くに結合して加水分解ドメイ
ンが末端を捉える必要がある。末端近傍への
結合頻度は溶液中の酵素濃度を増加させる
ことで改善できるが、末端以外に結合して運
動を開始しない酵素は、動いている酵素と立
体障害を起こし直進運動を阻害するという
問題がある。そこで、効率よくステップ運動
を観察するため、酵素を結合させた可視化プ
ローブを光ピンセットで捕捉して、ガラス基
板上に固定した結晶性多糖の末端に近づけ
結合を促す、というアプローチを用いる。 
 
４．研究成果 
(1) 光学顕微鏡の時間分解能・位置決定精度
の向上： 
レーザー強度の増強、穴あきミラーの開口径
の増大、より感度の高い CMOS 素子を持つ高
速度カメラの導入、粒径 80nm の金コロイド



をプローブに用いることにより、数 nm の位
置決定精度を保持したまま時間分解能を 1 マ
イクロ秒まで向上させることに成功した。 
(2) １分子計測用キチナーゼ、セルラーゼ変
異体調製、結晶性多糖の調製、生化学的評価： 
子嚢菌 Trichoderma reesei 由来のセルラーゼ
TrCel7A の変異体を複数種作製して試し、ビ
オチンや蛍光色素Cy3による修飾効率が高く
修飾後も活性が野生型とほぼ同程度である
TrCel7A(S128C)変異体を同定した。また、
Bacillus circulans 由来のキチナーゼ ChiA と
ChiB についても同様に、ChiA(D415C)および
ChiB(A425C)を同定した 
(3) 高速 AFM によるキチナーゼおよびセル
ラーゼ変異体、キチン、セルロース試料の評
価： 
高速 AFM 観察により、ChiA、ChiB がキチン
上をプロセッシブに動くリニアモーターで
あることを実証した。さらに結晶中のキチン
の単分子鎖に対する ChiA、ChiB の運動方向
が逆であることを実証した（ Igarashi and 
Uchihashi ら Nature Commun 2014）。また、同
定したセルラーゼ、キチナーゼの変異体
TrCel7A(S128C)、ChiA(D415C)、ChiB(A425C)
の運動速度は野生型と変わらないことを明
らかにした。また、結晶形の異なるセルロー
ス Iαとセルロース IIII上の TrCel7A の運動速
度は共に5 nm/sでほとんど変わらないことを
明らかにした。 
(4) キチナーゼ、セルラーゼのステップ運動
の可視化と１分子計測： 
まずは可視化プローブとして表面をストレ
プトアビジンで修飾した粒径 80nm の金コロ
イド粒子を用い、ChiA(D415C)の運動の観察
を試みた。しかしながら、金コロイドがキチ
ンに非特異的に吸着することが明らかとな
った。そこで、非特異的吸着を改善するため、
pH を振る、ストレプトアビジンの代わりに
ニュートラアビジンを用いる、金コロイド表
面のアビジンに Biotin-PEG-NH2 を結合させ
てブロッキングする、金コロイドを BSA コー
トしブロッキングする、金コロイドの粒径を
60nm、 40nm と小さくする、といった、非特
異吸着を改善する様々な試みを行った。これ
らの試みのうち、a) ストレプトアビジン、
BSA コートあり、pH7、および b) ニュート
ラアビジン、BSA コートなし、pH8 の 2 条件
でキチナーゼ非依存的な非特異的吸着が抑
えられることが明らかとなった。しかしなが
ら、一度キチンに結合した金コロイド粒子は
解離せず、運動の観察には成功しなかった。
セルラーゼ TrCel7A とセルロースの系につい
ても同様であった。 
 そこで方針を変更し、１分子蛍光観察によ
る TrCel7A のダイナミクス計測を行った。上
述のように結晶性セルロースにはいくつか
の結晶形が存在する。自然界に存在するセル
ロース Iαを超臨界アンモニアで処理すると
セルロース IIIIに変化する。興味深いことに、
TrCel7 によるセルロース IIII の分解速度はセ

ルロース Iαのそれに比べ 5倍程度大きいこと
が報告されていた。しかし、何故セルロース
IIII がセルロース Iαよりも分解されやすいの
かは明らかではなかった。そこで TrCel7A の
１分子蛍光観察と高速 AFM による１分子観
察を駆使してTrCel7Aによるセルロース Iαと
セルロース IIII の加水分解反応のすべての反
応素過程の速度パラメーター（結合速度定数、
並進運動速度、解離速度定数）を求めて比較
した。その結果、セルロース Iαとセルロース
IIII で大きな違いはないことが明らかとなっ
た。この結果から、分解性の違いはセルロー
ス結晶面上で TrCel7A が結合できる表面積の
違い、および TrCel7A の“渋滞”の度合いの
違いによるものであるというモデルを提案
した（Shibafuji ら JBC 2014、図１）。 
 

図１．A) セルロース Iαと IIIIの構造モデル。
B) セルロース Iαと IIII の分解性の違いを説
明するモデル。 
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