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複雑に相互作⽤する酵素を細胞内で直接調べる新技術を開発 

 
私たちの細胞内では多くの酵素が電⼦をやり取りしながら協⼒して働いていますが、酵素の働きを直

接観察することは難しい課題でした。本研究では、電極から電⼦を注⼊することで複雑に相互作⽤する呼
吸関連の酵素を駆動し、その機能を詳しく分析する新技術を開発しました。 

 

私たちが呼吸する際には、特定の酵素間で電⼦のやり取りが起こり、酸化や還元といった重要な化
学反応がとても効率的に進⾏します。このような複雑な細胞内の酵素の働きを理解することは、科学
の発展や新薬の開発などの幅広い分野で重要です。これまで、細胞内で単独で機能する限られた酵素
の研究はなされてきましたが、呼吸に関わる酵素のように複雑に相互作⽤する酵素の働きを詳しく調
べることはできませんでした。 

本研究では、微⽣物細胞内に電極を使って⾼速に電⼦を注⼊することで呼吸酵素を駆動し、その働
きを電流で測定、解析する新しい⼿法を開発しました。微⽣物の細胞膜は電気を通さない性質を持っ
ていますが、本研究では細胞内への電⼦移動を加速させる電⼦ミディエーターという分⼦を⽤いるこ
とでこの問題を解決しました。この⼿法により、酵素反応を電流として測定・解析することが可能にな
ります。さらに、多数のサンプルの同時測定ができる独⾃開発した電気化学装置と組み合わせ、細胞内
の酵素の働きを効率的に分析する技術の開発にも成功しました。 

これまで、細胞内は多くの⽣体⾼分⼦で混み合っているために、酵素反応がその影響を⼤きく受け
るとされていました。本研究では、酵素反応はそのような⾼分⼦混雑効果による影響よりも、細胞内の
異なる酵素との電⼦伝達作⽤による影響をより⼤きく受けていることを初めて⽰しました。 

この技術を使えば、呼吸に関連したさまざまな酵素の細胞内での働きを明らかにできる可能性があ
り、今後、複雑な細胞内の酵素間の相互作⽤を理解するための基盤技術としての活⽤が⾒込まれます。
また、酵素をターゲットとする新規薬剤の開発などにも役⽴つと考えられるため、病原性細菌の殺菌
剤の開発や酵素に関連する疾患の治療法開発など医療分野への展開も期待されます。 
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 研究の背景  
私たちの体の中では酵素と呼ばれるタンパク質がさまざまな化学反応を起こしています。例えば、呼吸

をする際には、細胞内の酵素同⼠が巧みに協調することで、電⼦のやり取りが起こり、化学反応が進⾏し
ます。このような複雑な環境における酵素活性注１）を測定することができれば、⽣体が酵素の働きを制御
する仕組みの理解や、酵素をターゲットとする新規薬剤の開発などにつながることが期待できます。しか
し、これまでの⽅法では⽣体内の酵素活性の測定は難しく、単独で機能する特定の酵素しか解析すること
ができませんでした。 
 
 研究内容と成果  

本研究では、電極を使って微⽣物細胞内に電⼦を注⼊することで呼吸酵素注２）を駆動し、その働きを電
流測定によって解析する「ラベルフリーin-situ 電気化学測定法」を新たに開発しました（図 A）。これま
でにも電極と微⽣物を組み合わせて測定を⾏う⼿法の開発は盛んに進められてきましたが、微⽣物の細
胞膜を介した電⼦伝達効率が低く、電極を使って細胞内の酵素反応を電気的に検知することは困難とさ
れてきました。この新技術では、電⼦ミディエーター注３）という細胞内への電⼦移動を加速させる分⼦を
添加することで、細胞膜を介した電⼦伝達を⼗分に促進し、細胞内酵素の反応速度を測定することが可能
となりました（図 A）。 

シュワネラ属の⼀つである Shewanella oneidensis MR-1（シュワネラ菌）注４）という微⽣物は、外膜
シトクロム酵素と呼ばれる細胞膜に電⼦を流すタンパク質を有しており、本研究ではまずこの特性を利
⽤して測定系を確⽴しました。シュワネラ菌の持つ 2 種類の呼吸酵素 NrfA（亜硝酸還元酵素）と FccA
（フマル酸還元酵素）を分析し、どちらも酵素活性を測定することができました。本⼿法によって測定さ
れた NrfA の酵素活性は既報（E. T. Judd, M. Youngblut,A. A. Pacheco, S. J. Elliott, Biochemistry 51, 
10175-10185 (2012).）と⼀致しており、ラベルフリーin-situ 電気化学測定法が正確に細胞内の酵素活性
を測定できることが強く⽰唆されました。 

⼀⽅、興味深いことに FccA は細胞内外で異なる反応速度を⽰すことが判明しました。酵素活性を⽰す
パラメーターである Km

注５）を算出したところ、細胞内での酵素活性が細胞外で測定したものよりも⼤幅
に⼤きいことが分かりました。この結果は、細胞内の FccA は細胞外環境に⽐べ、基質との親和性が低い
ことを⽰しています。これにより、細胞内では酵素が周囲の環境に影響を受け、単純な溶液中の動態とは
異なる働きをすることが明らかになりました。 

これまでに細胞内外での酵素反応速度を変化させる要因として、細胞内の⽣体⾼分⼦濃度の⾼さによ
る影響（⾼分⼦混雑効果注６））が考えられていました。そこで、細胞膜の透過性を向上させることで細胞
内の⽣体⾼分⼦濃度を低下させたところ、予想に反し、Km に変化はありませんでした。すなわち、細胞
内環境が FccA の酵素動態に与える影響が他の要因によるものであることが⽰唆されました。ここで、
FccA に電⼦を伝達する CymA というタンパク質を持たない遺伝⼦⽋損株を⽤いたところ、FccA の Km

が、CymA が存在している状態よりも⼩さくなりました（図 B）。これは、CymA との相互作⽤によって
FccA の酵素反応速度が制御されていることを⽰しています。これにより、FccA の反応速度を変化させ
る要因として、細胞内におけるタンパク質間の相互作⽤が⾼分⼦混雑効果より重要であることが初めて
明らかになりました。 

本研究ではさらに、ラベルフリーin-situ 電気化学測定法に、独⾃開発したハイスループット測定が可
能な 96 ウェル電気化学システムを組み合わせ、本技術の⾼い汎⽤性を⽰しました（図 C）。実験の再現
性を確保するには、相当数の電気化学実験が必要となりますが、このシステムを開発したことで、基質濃
度や遺伝⼦⽋損株の違いをはじめとする複数の異なる条件の下でのミカエリス・メンテン（Michaelis-
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Menten）解析注７）を効率的に⾏うことが可能となりました。その結果、サフラニンという可溶性の分⼦
を電⼦ミディエーターとして⽤いることでラベルフリーin-situ 電気化学測定法を⼤腸菌（Escherichia 
coli）注８）にも適⽤できることが実証できました。 

⼤腸菌はシュワネラ菌と異なり、外膜シトクロムを持っておらず細胞外の電極との電⼦の授受が難し
いとされています。今回の結果は、ラベルフリーin-situ 電気化学測定法がシュワネラ菌のような特殊な
微⽣物に限らず、幅広い種類の微⽣物における酵素の機能を同時に⽐較できることを⽰すもので、⾼い汎
⽤性があることが分かりました。 

 
 今後の展開  

本研究で開発したラベルフリーin-situ 電気化学測定法は、今後さまざまな細胞内の酵素の働きを明ら
かにできる可能性があります。このため、体の仕組みを理解するための基盤技術としての活⽤や、微⽣
物によるものづくりに役⽴つ酵素の開発への展開が期待できます。 

また、酵素をターゲットとする新規薬剤の開発などにも役⽴つと考えられ、病原性細菌の殺菌剤の開
発や酵素に関連する疾患の治療法開発など医療分野への展開も⾒込めます。例えば、呼吸酵素が関わる
エネルギー⽣産異常はがん細胞の増殖に強く影響することが知られています。動物細胞に対して膜透過
性を⽰す電⼦ミディエーターが⾒つかれば、ラベルフリーin-situ 電気化学測定法をがん細胞研究に活⽤
できるかもしれません。 

さらに本研究では、ラベルフリーin-situ 電気化学測定法のハイスループット化への筋道も⽰すことが
できました。今後の薬剤開発を⾼速かつ⾼精度に進めることを可能とする新たな基盤技術となることが
期待されます。 
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 参考図  

図：A. 「ラベルフリーin-situ 電気化学測定法」の概略図。電極上の微⽣物細胞に電⼦を注⼊することで
呼吸酵素の酵素動態パラメーターを計測する。検討の結果、ラベルフリーin-situ 電気化学測定法を実現
するカギは、微⽣物細胞膜を介した電⼦伝達を電⼦ミディエーター（今回はリボフラビンを使⽤）により
⾼速化することだと分かった。B. ラベルフリーin-situ 電気化学測定法により明らかになった FccA の Km

変化。シュワネラ菌の中では、FccA は CymA と作⽤することで Km が増加する。C. ハイスループット電
気化学測定のために開発したウェルプレート。１枚のプレートには 96 の⽳（ウェル）があり、ラベルフ
リーin-situ 電気化学測定法が実施できるよう、それぞれのウェルの底部に電極がデザインされている。
本システムを開発したことで同時に複数の条件検討を⾏うことが可能となり、シュワネラ菌に⽐べて細
胞外の電極との間での電⼦の授受が難しいとされる⼤腸菌でも呼吸酵素を測定できることを実証した。 
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 ⽤語解説  
注１） 酵素活性 

酵素は、適合する基質（亜硝酸還元酵素 NrfA であれば亜硝酸）を取り込み酵素-基質複合体を形成し、
その後基質が⽣成物に変化する。この反応の速度と性質を評価するための指標。具体的なパラメーターと
して、Km, 、Ki,、 kcat などがある。Km：最⼤反応速度の半分の反応速度を⽰す基質濃度。 Ki,：阻害薬の
作⽤強度を⽰す阻害定数。kcat：１秒間に酵素が反応する基質の数。 
注２） 呼吸酵素 

呼吸に関わる酵素。私たちが呼吸をしてエネルギーを作り出すのと同じように、微⽣物も細胞内で酵素
を使った呼吸によりエネルギーを作り出している。呼吸によるエネルギー獲得に伴い、酵素間で電⼦が流
れる。 
注３） 電⼦ミディエーター 

他の分⼦から電⼦を受け取り、さらに他の分⼦に電⼦を渡すことのできる分⼦。本研究では、電極から
電⼦を受け取り、微⽣物（シュワネラ菌、⼤腸菌）の細胞内の酵素に電⼦を渡すことのできる分⼦を指す。 
注４） Shewanella oneidensis MR-1（シュワネラ菌） 

本研究ではシュワネラ属の⼀つである Shewanella oneidensis MR-1 を⽤いた。鉄還元細菌と呼ばれ
る代表的な微⽣物で、細胞外の電極や鉱物と電⼦の授受をすることができる。 
注５） Km 

酵素活性を⽰すパラメーターの⼀つ。最⼤反応速度の半分の反応速度を⽰す基質濃度。Km が⼤きいほ
ど酵素と基質の親和性が低い。 
注６） ⾼分⼦混雑効果 

細胞の中の酵素は、細胞外と異なる挙動を⽰すことが多い。その原因の⼀つとして、細胞内⽣体⾼分⼦
の濃度が⾮常に⾼いことが挙げられる。こうした⾼濃度の⾼分⼦による影響を⾼分⼦混雑効果という。 
注７） ミカエリス・メンテン（Michaelis-Menten）解析 

ミカエリス・メンテン式は酵素反応を記述する、酵素反応速度論の基本的な式である。酵素学研究では、
単離精製された酵素の酵素反応速度を実験的に計測し、この式に照らし合わせることで酵素動態パラ
メーター（Km, Ki, kcat など）を取得することができる。本研究においては、ラベルフリーin-situ 電気化学
測定法から細胞内酵素の反応速度を計測し、この式を⽤いて酵素動態パラメーターを明らかにした。 
注８） ⼤腸菌（Escherichia coli） 

微⽣物学研究、細菌学研究で使⽤される代表的な微⽣物。シュワネラ菌とは異なり細胞外との電⼦の授
受の効率は低い。本研究では、⼤腸菌のような電気的な相互作⽤が⽣じにくい微⽣物でもラベルフリー
in-situ 電気化学測定法を適⽤できることを実証した。 
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