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緒言 

 セルロースは，グルコースがβ−１，４結合したホモ多糖であり，植物細胞壁の約５０％を占める地球上

で最も豊富に存在するバイオマスである。自然界では分子鎖が規則的にパッキングすることで結晶（セル

ロースＩ）を形成するが，天然セルロースは平均的に７０％程度の結晶化度を有することから，セルロー

ス系バイオマスの３分の１がセルロースＩであると言える。セルロースＩは構造多糖として優れた力学的

強度を示すが，この力学的強度の高さがセルロース系バイオマスを利用するための大きな障害となってい

る。一方で，天然では光合成によって生産されたセルロースの大部分が，セルロース分解性の微生物によ

って資化されていることを考えると，私達が今後セルロース系バイオマスを有効利用していくためには，

セルロース分解酵素（一般的にセルラーゼと総称されている）の分子機構を詳しく理解し，セルロース資

化性の微生物によるセルロース分解系を模倣していくことが重要であると言える。 

 本発表では，不溶性基質であるセルロースをセルラーゼが分解し，可溶化した生成物を与えるという，

一連の固液界面における反応を解析するために，演者らがこれまで取り組んできた生化学的な解析結果お

よび，高速原子間力顕微鏡を用いた１分子観察結果を紹介するとともに，巧妙にデザインされた糖質加水

分解酵素の分子機構に関して考察したい。 

 

セロビオヒドロラーゼの生化学的解析
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 結晶性セルロースを分解する酵素の多くは，基質であるセルロースと反応させたときにセロビオース（グ

ルコースの２量体）を生成物として与えることから，セロビオヒドロラーゼ（Cellobiohydrolase, CBH）

と呼ばれてきた。我々はCBH の反応性を解析するために，結晶性セルロースの分解過程におけるCBH の吸

着量（A）とセロビオース生成速度（v）を経時的にモニターし，飽和吸着量（A
max
）をセルラーゼに対する

セルロースの相対的な表面積としたときに算出される表面密度（ρ=A/A
max
）と，v/Aで定義される吸着酵素

の比活性（k）を用いて，固液界面における酵素の反応速度を解析する手法を確立した。本解析手法を用い

ることで，セルロース試料の違いに由来するセルラーゼに対する表面積の違いや，加水分解反応時間に由

来する表面積の変化を相殺し，セルロース表面に吸着した酵素 1 分子当たりの活性を算出できるようにな

り，固液界面におけるCBHの活性を詳細に評価することが可能となった。 

 シオグサ由来のセルロースに対して高温水蒸気処理，超臨界アンモニア流体処理，さらに両方の処理を

して得られたセルロースI
α
-rich，セルロースI

β
，セルロースIII

I
，セルロースI

β
’に対するTrCel7Aの

活性を測定したところ，超臨界アンモニア流体処理を経て調製されたセルロースI
β
’からのセロビオース

生成速度は，同処理を経ていないセルロースI
β
と比較して1.5倍程度促進されていたが，酵素の吸着量も

同程度増加していたことから，比活性はほとんど変化しないことが明らかとなった。この結果は，セルロ

ースI
β
’がセルロースI

β
と比較してセロビオヒドロラーゼに対する反応点を多く持っていることを示して

おり，TrCel7Aが吸着すると考えられる疎水面が増加している可能性が示唆された。また，本解析手法が試

料の調製過程の影響を受けることなく，セルロースの結晶構造に依存した Cel7A 活性を測定できることが

確認できた。さらに，セルロース III
I
に対する酵素の吸着量は他のセルロース試料と比較してほとんど変

わらないのに対して，セロビオース生成速度は最大で10倍以上になることが明らかとなった。以上の結果

は，TrCel7Aによる高結晶性セルロースの分解において，酵素活性が結晶性セルロースのパッキングに大き

く影響されることを示していると考えられた。 

 

 



高速原子間力顕微鏡を用いたセロビオヒドロラーゼの１分子観察
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 子嚢菌Trichoderma reeseiは優れたセルロース分解性を有する糸状菌である。本菌が菌体外に生産する

糖質加水分解酵素ファミリー7 に属する CBH（TrCel7A）が，結晶性セルロースを分解する様子を高速原子

間力顕微鏡によって可視化したところ，本酵素は活性サイトに取り込んだ基質を1μm（約1,000セロビオ

ース残基）以上にもわたって連続的に加水分解しながら，基質表面を動く様子が観察された。さらに，不

活性化した変異酵素（E212Q）および活性サイトの入り口に位置するトリプトファンの変異酵素（W40A）の

動きを野生型酵素と比較した結果から，活性ドメインの基質結合サイト（サブサイト-7 から-1）および生

成物結合サイト（サブサイト+1 から+2）のアンバランスさが連続的な加水分解（プロセッシビティ）に重

要な役割を果たしていると考えられた。また，天然セルロースではセルラーゼ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，アンモニアによる化学処理をして活性化したセルロースでは，表面に多

くの「車線」ができているために，酵素分子が動くことができる面積が広くなっていることが明らかとな

った。さらに，別の酵素（TrCel6A）を添加することで，結晶性セルロースの表面に「入口」と「出口」が

作られて，TrCel7Aが渋滞せずに効率良く動けるようになっている様子も観察された。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，今回の観察によって初めて明らかにされた。 

 

まとめ 

 セルラーゼの動きを「空想」しながら行ってきた生化学的手法と，実際に分子を見るという「現実」の

生物物理学的手法を組み合わせることで，これまで難解とされてきたセルラーゼの反応機構に多少なりと

もせまることができたと演者は考えている。一方で，セルラーゼに組み込まれた基質を探し出すための工

夫と，基質を探し出した後いかに基質から離れずに反応を進めるかという工夫，自然界がそのような分子

機構の進化をセルロース高次構造の進化に沿わせてきたことは，石油から生分解性が低い物質を作り続け

た私たちに反省を促しているようすらに思える。人類がセルロース系バイオマスを使いこなせるかは，そ

の分子機構を利用できるかどうかにかかっていると演者は考えている。 
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