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1. はじめに

植物の細胞壁から得られるセルロースは β-グルコー
スが直鎖状に重合した高分子であり，バイオエタノー
ルの原料として注目されている 1)．しかしながらセル
ロースは植物の強度を担保する結晶性の構造多糖であ
り，その物理的・化学的安定性からオリゴ糖や単糖へ
の分解が容易でなく，利用の障害になっている．
一方，自然界では，セルロースはカビやキノコなど

の糸状菌や細菌などの微生物によって分解，代謝され
る．これらの微生物はセルラーゼと呼ばれる加水分解
酵素群を菌体外に分泌してセルロースを分解する．糸
状菌に特異的なセルラーゼの中で，セルロースを還元
末端から分解するエクソ型セルラーゼのCel7は，結晶
性セルロースの分解活性が高いことが知られている．

Cel7の中で最もよく研究されているのはカビの一
種 Trichoderma reesei由来の TrCel7Aである．高速原子
間力顕微鏡（AFM）による観察で，TrCel7Aは結晶性
セルロースを分解しながら連続的に運動するリニア分
子モーターであることが最近明らかにされた 2), 3)．
TrCel7Aの運動を駆動するのは ATPではなく，レール
となる結晶性セルロースの加水分解エネルギーであ
る．また TrCel7Aは固液界面で化学反応を触媒しつつ
固体のセルロース上を運動する．これらの点で，
TrCel7Aはミオシンやキネシンとは作動機構が異なる
新しいリニア分子モーターといえる．
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，Cel7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 4)．この成果はセルロース分解の効率を改善
する手法として注目されていたが，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．本研究では TrCel7Aの生化学計測，蛍光
1分子計測，および高速AFMによる1分子計測を駆使
し，セルロース Iαとセルロース IIIIの加水分解反応の
すべての素過程の速度パラメーターを求めて比較する
ことで，その分解性の違いの原因を明らかにした 5)．

2. 生化学計測：酵素濃度依存性

まず生化学計測により，TrCel7Aによるセルロース
Iαとセルロース IIIIの分解活性を比較した．その結果，
既報と同様の高い酵素濃度（2 μM）では確かに，単
位酵素あたりのセルロース IIIIの分解速度が 3-4倍大
きいことが確認された．ところが，酵素濃度を
100 nMに下げてみたところ，単位酵素あたりセル
ロース Iαの分解速度は上昇しセルロース IIIIとの差が
みられなくなった．酵素濃度で分解速度が変わるのは
何故だろう？セルラーゼの反応は固液界面で起こるこ
とがポイントになりそうだ．また TrCel7Aはセルロー
ス上で渋滞を起こし運動が阻害されることが報告され
ている 3)．これもポイントになりそうだ．

3. 結合速度定数と解離速度定数の蛍光1分子計測

蛍光色素 Cy3で標識した TrCel7A（Cy3-TrCel7A）を
用い，結合速度定数と解離速度定数を 1分子計測し
た．酵素濃度は 30 pMで行った．Cy3-TrCel7Aのセル
ロース Iαおよび IIIIへの結合は非常に特異的で，ガラ
スへの結合はみられなかった（図 1）．尚，30 pMの
低濃度ではセルロース上の Cy3-TrCel7Aの密度は非常
に低く（図 1B），渋滞は起こらない．
セルロース Iαおよび IIIIへの結合・解離のタイム

コースから（図 1C），セルロース単位長さ当たりの結
合速度定数（kon，図 2A），および解離速度定数（koff，
図 2B）を計測した．興味深いことに，konの分布には
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等間隔ずつ離れた複数のピークがみられた．高速
AFMと蛍光でセルロースを同時観察した結果 6)，複数
のピークはセルロース微結晶の束の数に対応している
ことが明らかとなった．また，微結晶 1本の太さはセ
ルロース Iα，IIIIともに 20 nm程度でほぼ同じであっ
た．微結晶 1本に対応する最も小さいピーク（図 2B

矢印）を比較すると，セルロース Iαと IIIIで konに大
きな違いはみられなかった．また koffの測定ではセル
ロース Iα，IIIIともに，遅い解離と速い解離の 2成分
が観察された．遅い成分はセルロース上を運動・分解
してからの解離（koff

P），速い成分は運動・分解を伴わ
ない解離（koff

NP）に相当する．セルロース Iαと IIIIで
koff

Pと koff
NPの値や，運動・分解後の解離の割合（約

50%）に大きな違いはみられなかった．
尚，Cel7がセルロースを分解するためにはセルロー

スの還元末端に結合する必要がある．本研究で用いた
緑藻類由来のセルロースの重合度は 103程度であり，
還元末端の密度は β-グルコース単位で 1/103と非常に
低い．運動・分解後の解離が約半分を占めるという結
果は，TrCel7Aは還元末端に非常に高い選択性で直接
結合することを示唆している．

4. 高速 AFMによる運動速度の 1分子計測

我々の蛍光 1分子イメージングにおける位置決定精
度は 10 nm程度であり，Cy3-TrCel7Aの運動速度の定
量計測には十分ではなかった．そこで，高速 AFMを
用いてセルロース上の運動速度（ktr）を測定し比較し
た（図 3）．その結果，またもやセルロース Iαと IIII

でほとんど違いがないという結果が得られた．
今回得られた koff

Pと ktrを考慮すると，Cy3-TrCel7A
はセルロース Iα，IIII上を約 40 nm（ktr/koff

P）運動した
後に解離すると予想される．実際に高速 AFM観察で
は，TrCel7Aはセルロース IIII上を同程度の距離移動
した後に解離することが最近報告されている 7)．

5. セルロース Iαと IIIIの分解性の違いのモデル

上述のように，求めたすべての速度パラメーターは
セルロース Iαと IIIIで大きな違いはみられなかった．
では，高濃度の酵素で処理した時のセルロース Iαと IIII

の分解性の違いは何に由来するのだろう．セルラーゼ
の反応は固液界面で起こることを考慮し，セルロース
Iαと IIIIの構造モデルの違いに着目すると

8), 9)，以下
のように解釈できる．セルロース Iαは親水的な（100）
面と（010）面に挟まれた，狭く疎水性の高い（110）
面を持つ（図 4A左）．一方，セルロース IIIIは狭く疎
水性の高い（110）面に加え，幅が広く中程度の疎水
性を持つ（110）面を持っている（図 4A右）．TrCel7A
は疎水性のセルロース結合ドメインを介しセルロース
に結合する．すなわち，TrCel7Aのセルロースへの結
合にはセルロース表面は疎水性である必要がある．セ
ルロース Iαは疎水性面の面積が小さいため，高濃度の

図 3  
高速 AFMによる運動速度 ktrの 1分子計測．

図 2  
1分子蛍光イメージングによる結合速度定数konと解離速度定数koff

の計測．A，konの分布．konは等間隔の複数のピークを示した．B，結
合持続時間の分布．分布から求めたkoffには2つの成分が存在した．

図 1	  
Cy3-TrCel7Aの 1分子蛍光イメージング．A，セルロースの明視野
像．B，セルロースに結合した Cy3-TrCel7A1分子の蛍光像．ス
ケールバー，2 μm．C，結合・解離のタイムコースの例．1分子
の輝点を含む 0.86 μm × 0.86 μmの領域の蛍光強度を計測．
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酵素では結合可能な表面が飽和し，さらにセルロース
表面で容易に渋滞を起こすと考えられる（図 4B左）．
これらの原因で分解性が低下する．一方，セルロース
IIIIは広い疎水性面を持つため，高濃度の酵素でも結
合可能な表面の飽和や渋滞が起こることなく高い分解
性を保持できる（図 4B右）．

6. おわりに

冒頭で述べたように，TrCel7Aは新しいタイプの分
子モーターである．今後は高精度な 1分子計測によ
り 10)，運動のステップやポーズといった素過程を明ら
かにしたい．TrCel7Aは二糖単位でセルロースを分解
するので予想されるステップサイズは 1 nmであり，
計測は十分可能だと考えている．また運動の負荷依存
性や化学力学共役の可逆性（後ろに引っ張ると合成す
るか？）も興味深い課題である．さらには，セルロー
スを非還元末端から分解するエクソ型セルラーゼの
TrCel6Aと TrCel7Aを同時に作用させると，結晶性セ
ルロースの分解効率が大幅に向上するという「シナ
ジー効果」が報告されている 3)．1分子多色同時イ
メージングや 1分子 FRET等の手法を駆使し，この異
種分子間の協調作用の仕組みを明らかにしたい．
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図 4  
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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