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1. はじめに

セルロースは，植物細胞壁の約半分を占める構成成
分であり，地球上で最も豊富に存在する生物資源（バ
イオマス）である 1)．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によって結晶性セルロー
ス（セルロース I）を形成しているため，再生可能で
はあるが難分解性のバイオマスである．その一方で，
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ことを考え
ると，セルロース分解酵素（セルラーゼ）による結晶
性セルロース分解の仕組みを理解することで，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，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良く分解でき

るかを世界中の研究者が競い合っているのである．
本稿では，近年我々が結晶性セルロース表面におけ
るセルラーゼの挙動を観察するために取り組んでいる
高速原子間力顕微鏡（high-speed atomic force microsco-
py; HS-AFM）によるセロビオヒドロラーゼ（cellobiohy-
drolase, CBH）分子の直接観察の結果に関して紹介さ
せていただくとともに，そこから推測されたセルラー
ゼの反応機構に関して紹介させていただく．高速原子
間力顕微鏡は，これまでの原子間力顕微鏡の 1,000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 2)，最近になって様々な生体分子
の可視化に応用されてきている 3)-5)．筆者らは，この
高速原子間力顕微鏡を用いて，セロビオヒドロラーゼ
が結晶性セルロースを分解する様子を世界ではじめて
観察することに成功したので報告する．

2.  セロビオヒドロラーゼによるセルロースの分解

自然界において，セルロース分解性の微生物は
CBHを生産することで，安定なセルロース Iを加水
分解して，セロビオース（グルコースが β-1,4-結合し
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た二糖）を生産する．そのような酵素の中で，子嚢菌
Trichoderma reeseiが生産する CBHI（TrCel7A）は，最も
研究が進んでいる CBHの 1つである 6)．TrCel7Aは，
糖質加水分解酵素ファミリー 7に属する活性ドメイ
ン，および糖質結合モジュールファミリー 1に属する
セルロース結合ドメインの 2つのドメインからなるセ
ロビオヒドロラーゼである 7)．活性ドメインは，
50 Åの長いトンネル構造をした基質結合サイトを有し
ており，セルロース分子鎖中のグルコース 9残基を取
り込んで，還元末端側からセロビオースを加水分解に
よって生成する 8)．また，野生型 TrCel7Aからセル
ロース結合性ドメインを欠落させると，結晶性セル
ロースの分解能が著しく低下するが，非晶性セルロー
スや可溶性のセロオリゴ糖の分解にはほとんど影響が
ないことが報告されている 9)．このような生化学的お
よび構造学的特徴から，TrCel7Aはセルロース結合性
ドメインによって結晶性セルロース表面に吸着し，さ
らに活性ドメインがセルロース分子鎖を連続的（プロ
セッシブ）に加水分解して，セロビオースを生産して
いると考えられている 10)．

3.  高速原子間力顕微鏡によるセルラーゼの可視化11)

緑藻由来の高結晶性セルロースをグラファイト基板
上に乗せ，TrCel7Aを添加し，高速原子間力顕微鏡に
よって観察したところ，図 1aに示したように結晶性
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 1方向に動いているこ
とがわかった．以前の研究から，TrCel7Aはセルロー
スの還元末端から加水分解を進行すると考えられてお
り，さらに TrCel7Aとインキュベートした結晶性セル
ロースは還元末端側から細くなっていくことが透過型
電子顕微鏡によって観察されている 12)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のセルロース結合性ドメ
インは，3つの芳香族アミノ酸によって結晶性セル
ロースの疎水表面（110面）に吸着すると考えられて

いる 13)．高速原子間力顕微鏡による観察では，結晶性
セルロース表面だけでなく多数の TrCel7A分子が基板
であるグラファイト表面にも吸着している様子が観察
された．しかしながら，グラファイト表面に吸着した
分子は，ブラウン運動をしているだけで方向性を持っ
た動きは観察されなかった．TrCel7A分子がセルロー
ス表面でのみ 1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移動し
ていることがわかる．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（20 µM）
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．

4. セルラーゼはどうセルロース表面を動くのか

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 8)．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（212Glu）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 14)．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）のすべ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（40Trp）
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相互作用をしている
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，それらの分子はまったく
動くことがなく，非常に長い時間セルロース表面に止
まっていることがわかった．また，W40Aを同様の実

図 1  
高速原子間力顕微鏡で 20秒ごとの取得した TrCel7Aの微速度映像．
スケールバーは 50 nmで矢印はそれぞれ同じ TrCel7A分子を示す．
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験に供したところ，E212Qとは違ってW40A分子はほ
とんどセ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．これらの変異酵素の挙動から，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，1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 15)．
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，TrCe-
l7A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なく，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．

5. セルラーゼ分子が渋滞する？16)

上述のように，セルラーゼを利用する上で最も問題
とされているのが，その分解反応の遅さである．私た
ちは，高速原子間力顕微鏡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−0.32 nm）と動いている状
態（毎秒 7.1 nm）を断続的に繰り返していることがわ
かり，道路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 2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わかった．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
レーンしかないのに対して，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

図 2  
（a）TrCel7A活性ドメインの 3次元構造と 40番目のトリプトファ
ン（40Trp）および 212番目のグルタミン酸（212Glu）．（b）高速原
子間力顕微鏡による観察から推測された TrCel7Aおよび変異酵素
の動き．WTおよび CDはそれぞれ野生型 TrCel7Aおよび TrCel7A
活性ドメインを指す．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）．
（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．
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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．アンモニア処理に
よってセルロース I型からセルロース IIII型に結晶が
変換されることで結晶が膨潤し，結晶性セルロースの
分解速度を向上すること，TrCel6Aと TrCel7Aの 2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，今回の高速原子間力顕微鏡を用いた
観察によってはじめて明らかにされた．

6. おわりに

本実験において私たちは，高速原子間力顕微鏡に
よって結晶性セルロース繊維に沿って移動する TrCe-
l7A分子の様子を世界ではじめて可視化することに成
功した．また，TrCel7Aは活性ドメインにおける連続

的（プロセッシブ）な加水分解反応によって動くこと
を明らかにするとともに，セルロース結合ドメインが
主にセルロース表面における酵素濃度を高めるために
働いている可能性も示唆した．さらに，加水分解だけ
でなくセルロース分子鎖に対する基質結合サイトの親
和性が，プロセッシブな動きをするために重要である
ことも明らかにしたが，一方でそのプロセッシブな動
きのせいで TrCel7Aはセルロース表面で渋滞が起こっ
てしまうというユニークな現象を発見した．確かにこ
れまでに得られた情報でもこれらの分子機構を推測す
ることは可能であるが，古典的な生化学では決して証
明することができない現象であり，異なる学問の融合
がブレークスルーをした典型的な例だと思われる．し
かしながら，本実験で得られた TrCel7A分子の移動速
度（毎秒 7.1 nm）から算出される加水分解速度は，セ
ロビオース単位を約 1.0 nmとすると毎秒 7回であり，
実際に結晶性セルロースからセロビオースを生成する
速度（毎分約 1回）の 400倍にも達する．これまで，
セルラーゼが「遅い酵素」であると考えられてきた理
由は，セルラーゼを用いてセルロースやセルロースを
含むバイオマスを糖化する際に得られる糖の生産速度
の遅さにあるのだが，今回の高速原子間力顕微鏡によ
る 1分子観察の結果は，セルラーゼの反応そのものが
遅いのではなく，反応に加わっている酵素分子の数が
少ないことを示している．つまり系に存在する酵素の
ほとんどが「駐車場」に止まっている状態で，実際に
は道路を走っていないのである．これを解消するため
に，より多くの自動車を道路に出せば，当然道路は渋
滞をする．つまり，道を広げずに自動車を増やしたり
自動車の速度を向上させたりしても，交通量の限界は
道路によって決められていると言えるわけである．こ
れまで，数多くの研究者がセルロースの糖化を向上さ
せようとしてきたが，うまくいかなかった理由は「ボ
トルネック」が基質であるセルロースの側にあること
を認識してこなかったことが原因だと著者らは考えて
いる．本研究で得られたような情報を今後も蓄積して
いくことが，セルロース系バイオマスの糖化過程での
ボトルネックである酵素糖化速度の向上に繋がると筆
者は確信している．
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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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科学研究科助手．06年から 07年まで同上助教授，
07年から身分名称変更により同上准教授．08年
から現職．
研究内容：走査型プローブ顕微鏡
連絡先：〒 920-1192 石川県金沢市角間町
E-mail: uchihast@staff.kanazawa-u.ac.jp
URL: http://www.s.kanazawa-u.ac.jp/phys/biophys/
index.htm
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了，82年から 83年まで日本学術振興会奨励研究
員，83年東京大学農学部助手，90年から 92年
まで米国ジョージア大学生化学科博士研究員，
95年東京大学大学院農学生命科学研究科助教授，
2001年より現職．
研究内容：森林生物化学
連絡先：〒 193-0843 東京都文京区弥生 1-1-1
E-mail: amsam@mail.ecc.u-tokyo.ac.jp
URL: http://www.fp.a.u-tokyo.ac.jp/graduate/
introduction/forest_chemistry/index.html
安藤敏夫（あんどう　としお）
金沢大学理工研究域数物科学系教授
1980年早稲田大学大学院理工学研究科博士課程
修了．同年 UC San Francisco博士研究員，83年同
助手，86年金沢大学理学部講師，96年より現職．
研究内容：モータタンパク質，高速 AFMの開発と
バイオ応用の研究
連絡先：〒 920-1192 石川県金沢市角間町
E-mail: tando@staff.kanazawa-u.ac.jp
URL :http://www.s.kanazawa-u.ac.jp/phys/biophys/
index.htm
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