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バイオセンサを用いる糖質バイオマス分解過程の解析
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Kinetics of the enzymatic hydrolysis of insoluble polysaccharides has been studied by using amperometric 

biosensors. The hydrolysis of starch, cellulose, chitin, and chitosan, catalyzed by glucoamylase, 

cellobiohydrolase, chitinase, and chitosanase, respectively, has been successfully monitored by direct 

and continuous measurements of saccharides in thick suspensions without the influence of turbidity. The 

dependence of the hydrolytic rates on the enzyme concentration and on the amount and specific surface 

area of substrate can be explained by the rate equation based on the Langmuir adsorption of the free 

enzyme onto the surface of the substrate. 

1.はじめに

近年、環境・エネルギー問題への関心の高まりの

中で、年間 1,000億トン以上も生産されるバイオマ

ス、とりわけデンプン、セルロース等の多糖が再生

産可能なエネルギー資源として注目されている。こ

れらの糖質バイオマスから燃料用アルコールを生産

するためには、多糖のグリコシド結合を加水分解し、

発酵可能な低分子量の糖を生成する必要がある。多

くの場合、この加水分解反応の遅さが糖質バイオマ

スの利用における最も大きな障害となっている。し

たがって、この反応を触媒するアミラーゼ、セルラー

ゼ等の加水分解酵素をいかに効率よく働かせること

ができるかが、糖質バイオマス高度利用のための鍵

である。

（平成 25年 2月 18日受理）

アミラーゼ、セルラーゼ等の酵素反応速度の研究

は、従来は測定および解析のしやすさなどの理由か

ら、基質と酵素がともに水に溶けている均一反応の

みを扱っていることが多い。しかしながら、これら

の加水分解酵素は、糖質バイオマス分解過程におい

てデンプン、セルロース等の不溶性多糖の表面で作

用するため、従来の均一系での結果だけに基づく触

媒機能評価は必ずしも十分とはいえない。不溶性多

糖を用いる場合は、これまで反応速度の測定法とし

て多糖懸濁液に加水分解酵素を添加し一定時間反応

させた後遠心し、上清を分光測定等に供する方法が

用いられてきたが、分離の操作が必要であり直接測

定は不可能である。また他に比濁法も用いられてき

たが、定量的解析は困難である。
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電気化学センサの利点のーっとして、試料溶液の

濁りや着色の影響を受けないことが挙げられる 1）。

最近筆者らはこの利点を活かし、デンプン粒、微結

晶セルロース等の濃厚懸濁液中で、これら糖質バイ

オマスの分解過程を電流計測型バイオセンサにより

直接、連続的に追跡する方法を確立した 2）。 また、

この方法を用いて詳細な酵素反応速度解析を行なっ

た。本稿では、それらの結果を要約して述べる。本

稿で取り上げる糖質バイオマスを表 Tに、加水分

解酵素を表2に、バイオセンサに用いる酸化還元

酵素を表3にまとめた。

2デンプンの加水分解

グルコアミラーゼ（GA,EC 3.2.1.3）は、デンプン

の非還元末端からグルコースを切り出す加水分解酵

素である。近年、デンプン粒に直接作用できる GA

が、デンプン系バイオマスからのエタノール 3）や乳

酸 4）の生産に応用できる可能性があるとして注目さ

れてきた。従来の研究では、デンプン粒を異なる反

応時間で遠心分離等により取り除いたのち、生成し

た還元糖を吸光度測定し加水分解速度を見積もる、

といった方法が用いられてきた 5）。 しかしながら電

気化学測定法を用いれば、試料溶液の濁度の影響を

受けずに直接かつ連続的に反応を追跡できる。そこ

で筆者らは、デンプン粒の濃厚懸濁液中での反応速

度の測定に電流計測型グルコースバイオセンサを導

入し、 GAによるデンプン粒加水分解の速度解析を

行なった 6-8）。

膜被膜ー酵素固定ーメディエータ練り込みカーボ

ンベースト電極は、池田らの方法にしたがって作製

した 9.10）。 グラファイト粉末、電子伝達メディエー

タとしてベンゾキノン、流動パラフィンを乳鉢でよ

く練り混ぜペースト状にしたものをカーボンベース

表 1本研究で取り上げた糖質バイオマス
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表2 本研究で取り上げた加水分解酵素

基質 作用する結合 生成物

グルコアミラーゼ －『r;,-」/;/  

(GA) 
a-(1→4) (exo) J)-D－グルコース

セロピオヒド口 セルロース β（I→4) (exo) 0・セロビオースラーゼ（CBH)

キチナーゼ キチン 。ー（I→4)(endo) キチンオリゴ糖

キトサナーゼ キトサン 。ー(1→4)(endo) キトサンオリゴ糖

表3 バイオセンサ作製のために用いた酸化還元酵素

基質 電子受容体

グルコースオキシダーゼ
。D・グルコース 0，.キノン類等

(GOx) 

PQQ依存型グルコースデヒ さまざまな単糖、 キノン類等
ドロゲナーゼ（PQQ-GDH)

セロビオースデヒドロゲ
ナーゼ（CDH)

N－アシルヘキソサミンオキ
シダーゼ

銅ディスク

ナイロンネット

オリゴ糖

j)-(1→4）で結合し キノン類等
たオリゴ糖

N・アシルヘキソサ
句ミー、ノ o, 

ベンゾキノン
練り込みカー
ボンペースト

GOx 

子フロン
チューブ、

透析膜

図 1 透析膜被覆ーGOx固定．ベンゾキノン練

り込み電極の模式図

卜電極用ホルダの先端に埋め込み、ベンゾキノン練

り込みカーボンベースト電極とした。この電極表面

上に、 グルコースオキシダーゼ（GOx,EC 1.1.3.4) 

の溶液を数 μしのせ、水分を蒸発させ濃縮した。そ

れを透析膜とナイロンネットで覆い、子フロン

チューブで固定した （図 1)。この電極にヒドロキ

ノンが酸化される＋0.60V vs. AglAgCll0.1 M KCIの

電位を印加し、 GOxが触媒するグルコース酸化に

伴う電流（／）を時間（t）の関数として記録した（図2）。

図3のA、Bは、それぞれ0.25mg ml-1の可溶性

デンプン溶液、 0.020g mL-1のトウモロコシデンプ

ン粒 （粒径5～25μm）懸濁液中でのグルコース生
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図2 グルコースの触媒的酸化の反応式
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図3 (A)0.25 mg ml・1の可溶性デンプン溶液、

(B)0.020 g ml 1のトウモロコシデンプ

ン粒懸濁液、（C）両者の混合液 （いずれ

も25。C、pH5.0）中でのグルコース生

成。矢印で示すところで 2U ml-1のGA

を添加。センサの感度は 0.47ぃAmM-1 

成を表す l・t曲線である。可溶性デンプン溶液（A)

に2U ml・1のGAを添加すると、 1分程度で電流値

は一定になったのに対し、デンプン粒懸濁液（B）に

同濃度の GAを添加すると、電流値は直線的に上昇

し続けた。懸濁液の上清を同様に測定した場合は

GAを添加しても電流上昇は見られなかったので、

この条件でのデンプン粒の溶解は無視できる。すな

わち Bの電流上昇は、 GAが触媒するヂンプン粒の

表面加水分解によるものである。可溶性デンプン溶

液とデンプン粒懸濁液を両者同時に用いた場合は、

Cに示すようにAと同様の電流上昇ののち Bと同

じ傾きで直線的に電流値が上昇した。したがって、

測定試料が可溶性デンプンを含んでいる場合でも、

反応速度の違いによってデンプン粒の表面加水分解

の速度（v）を決定することが可能である。

図4は基質量（S）一定の条件下で得られた vを遊

離酵素濃度（［Ei]）に対してプロットしたものである。

興味深い二とに、 vは［Erlが比較的小さいときには

その増加に伴って大きくなるが、［Er]が比較的大き

いときには明らかに飽和する。これは反応速度が酵

素濃度に単純に比例する、とする通常のミカエリ

スーメンテン型の速度式では説明できない。この v

の［Er]依存性は、（i）遊離酵素の基質表面へのラング

ミュア吸着、（ii）吸着した酵素の基質との反応、（iii)

生成物の溶液中への拡散、の三段階機構を仮定して

得られる以下の速度式で説明できた。

v-vmaxβ［Er] 
1＋β［Er] 

、‘，，
凋
1

，
（
 

vmax = kormaxaS (2) 

ここで、戸は吸着係数、 k。は吸着した酵素のターン

オーバー数、「maxは単位面積あたりの最大吸着量、

aは基質の比表面積である。図4の実線は式 1をあ

てはめたものであり、これより戸＝ (1.4±0.4) x 107 

M-1、Vmax= 0.051±0.005 mM min"1の値が得られた。

図5は［Er]≫ /3・1の条件下で得られた VmaxをSに

対してプロットしたものである。式2からの予測

にしたがい、 Vmaxlま測定した範囲内で Sに比例し

た。図5の回帰直線より、 koは6.3±1.7s・1と求め

られた。また、分級して得た異なる粒径のデンプン

粒を用いた場合にも、 Vmaxは式 2からの予測にした

がい S一定の条件下で aに比例した。このときん

は6.1±3.1s・1と求められた。ここで得られたんは、

可溶性デンプン （平均重合度 15.5）に対して得ら

れた GAのターンオーバー数 11)24±1ピよりいくぶ

ん小さく、不溶性デンプンの非還元末端が可溶性デ

旨0.04
s 
:;s 
空0.02
2込

。
。 0.2 0.4 
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図 4 vの［Er］に対するプロット（S= 0.010 g 

ml1）。実線は式 1に基づく回帰曲線
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図5 VmaxのSに対するプロット。実線は式2

に基づく回帰直線

ンプンのそれより GAの活性中心に近づ、きにくいこ

とを示している。筆者らは、異なる植物由来のデン

プン粒 （米、小麦、キヤツサバ、サツマイモ、馬鈴

薯）についても同様の速度解析を行ない、得られた

んとデンプン粒の結品構造との関係を論じた へ

3.セルロースの加水分解

セロビオヒドロラーゼ（CBH,EC 3.2.1.91）は、

セルラーゼの一種であり、セルロースの糖鎖末端か

らセロビオー－スを切り出す加水分解酵素である。と

くに Trichoderma属の真菌が分泌する CBHは旬、

結晶性セルロースに対して高い活性を示すため、古

くから注目され、また工業的にも広く利用されて

きた。近年、 CBHの構造と活性の関係については、

かなり多くの部分が解明されたが、その詳細な反応

速度論的研究については、依然として不溶性基質（セ

ルロース）と可溶性酵素（CBH）の二相系におけ

る適当な反応速度の測定法が知られてこなかったた

め、それほど大きな進展は見られない川3）。

電流計測型バイオセンサは、 CBHによるセル

ロース加水分解の速度を測定するのにも有用であ

る。セルロース懸濁液中のセロビオース濃度を高感

度で測定するために、筆者らはピロロキノリンキノ

ン依存型グルコースデヒドロゲナーゼ（PQQ・GOH,

EC 1.1.5.2）を用いたバイオセンサを作製した 14）。

PQQ-GDHは比較的低い基質特異性を有しており、

グルコースだけでなくセロビオースのようなこ糖

にも同程度の活性で作用することが知られている。

PQQ-GDHを固定化したバイオセンサを用いること

により、セルロースの濃厚懸濁液中でも直接かつ連

続的に加水分解の追跡が可能になった。実験結果は、

先のデンプン粒加水分解と同様の三段階機構に基づ

く速度式で説明できた。

最近、筆者らは PQQ-GDHの代わりにセロビオー

スデヒドロゲナーゼ（CDH,EC 1.1.99.18）を用いた

バイオセンサも作製した削7）。 この酵素はグルコー

スにほとんど作用せず、 0・（1→4）で結合した二糖や

オリゴ糖に特異的に作用するため、 CBHの反応溶

液にグルコースが含まれている場合でも、その妨害

を受けずセロビオースを容易に定量することができ

る。さらに、 CDHの固定化法を工夫することによ

り、より応答を速くすることにも成功した 明。 こ

れまで用いてきた図 1の形の電極では、透析膜で

の物質透過が遅いため応答時間が20s程度であっ

たが、透析膜を用いず CDHをグルタルアルデヒド

架橋法で固定することにより、百ynamicdelay”と

呼ばれる遅延時間が約 1sのものが作製でき、 10s 

程度の反応時間で、あれば速度測定が正確に行なえる

ようになった。これを用いてセルロース加水分解の

初期段階（反応時間 1分まで）におけるセロビオー

スの濃度変化を追跡し、定常状態に達する前の反応

速度を解析した結果、反応初期の加水分解速度は不

活性 CBHーセルロース複合体の遅い解離によって

律せられていることが示された 問。

4.キチン・キトサンの加水分解

キチンとキトサンは、それぞれ N－アセチルグル

コサミンとグルコサミンが0・（1→4）結合で重合し

た多糖であり、通常は真菌の細胞壁や無脊椎動物の

外骨格等に一緒に見出される。その加水分解生成

物、すなわち N－アセチルゲルコサミン、グルコサ

ミンおよびそれらのオリゴ糖は、抗菌、抗腫霧、エ

リシター活性があるなどとして注目を集めている

明。 これまで、キチン、キトサンの加水分解酵素で

あるキチナーゼ（EC3.2.1.14）とキトサナーゼ（EC

3.2.1.132）の活性測定は、反応溶液中のアミノ糖を

定量することにより行なわれてきたが、その測定法

におけるアルカリ溶液での煮沸や酸溶液処理が煩雑

であるため、より簡便な測定法が望まれてきた。筆

者らは、キトサナーゼ、の活性測定のためにゲルコサ

ミンおよびキトサンオリゴ糖を検出できる電流計

測型バイオセンサを導入した 19）。 ここで用いたバ

イオセンサは、先に述べたセロビオース測定用の

PQQ-GDH固定化センサと同じものである。PQQ-

GOHは比較的基質特異性が低いため、グルコサミ

ンやキトサンオリゴ糖にも作用することができる。
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本センサを用いることにより、キトサン溶液または

懸濁液中でのグルコサミンおよびキトサンオリゴ糖

の測定が容易に行なえるようになり、簡便なキトサ

ナーゼ活性測定法が構築できた。また、筆者らは、

N”アシルヘキソサミンオキシダーゼ（EC1.1.3.29) 

を用いた N－アセチルグルコサミンおよびキチンオ

リゴ糖の電流計測型バイオセンサも作製し 20）、 そ

れをキチナーゼ活性測定に応用した 21）。

5.おわりに

一般に、糖質加水分解酵素はその反応様式にした

がって 2種類に分類される。一方は、糖鎖の末端

に作用し単糖またはニ糖を生成するエキソ型、他方

は、糖鎖の内部にランダムに作用するエンド型であ

る。エキソ型加水分解酵素の生成物は一種類の単糖

または二糖であるから、それに選択的な電流計測型

バイオセンサを用いれば反応速度を容易に測定でき

る。それに対しエンド型加水分解酵素の生成物は重

合度の異なるオリゴ糖の混合物であるから、電流計

測型バイオセンサだけで反応速度を測定するのは困

難である。

通常、デンプンやセルロースの工業的糖化におい

ては、加水分解を促進するためエキソ型とエンド型

を同時に用いる。この両者を用いることにより、そ

れぞれを単独で用いたときよりも加水分解が促進さ

れる効果は「協同効果（synergetice仔ect）」と呼ば

れているが、従来の協同効果についての研究は、主

として測定の困難さから、定量的な解析にまで至っ

ていないものが多い。このようなこ酵素反応系の詳

細な速度解析を実現するためには、電流計測型バイ

オセンサと、エンド型加水分解酵素の反応速度を追

跡できる別の方法とを組み合わせればよいと考えら

れる。近年、等温滴定力口リメトリーが、不溶性多

糖の酵素的加水分解を追跡する手段として有用であ

ることが示された 22，均。 同法はグリコシド結合の加

水分解反応熱の測定に基づいているので、二酵素反

応系に用いた場合には、エキソ型とエンド型の反応

速度の和を与えることになる。さらに、試料溶液の

濁りの影響を受けない、という電気化学センサと閉

じ利点を有している。もし電流計測型バイオセンサ

と等温滴定カロリメトリーとを組み合わせることが

できれば、糖質バイオマスの濃厚懸濁液中でエキソ

型とエンド型それぞれの反応速度を同時に追跡でき

ると期待される。筆者らは現在、小型のバイオセン

サをカロリメトリーセルに挿入し、二酵素反応系の

速度解析を試みている 24¥
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