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研究成果の概要：海洋細菌 Vibrio proteolyticus 由来キチナーゼの分子量が明らかに理論値よ

りも大きいことから、翻訳後修飾の可能性が高いと考え、研究を進めた。当該タンパク質の大

腸菌組換え体が複数のレクチンを用いるレクチンブロッティングにより陽性反応を示した。ま

た、850 アミノ酸からなる当該組換えキチナーゼの一次構造のうち、C 末端側 250 アミノ酸を

欠損する組換え体を作製し、レクチンブロッティングを試みた結果、C 末端側欠損組換え体で

も陽性反応が認められ、この領域中に糖鎖修飾部位が存在する可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 

 
 魚類腸内から分離された海洋細菌 Vibrio 
proteolyticusがα型結晶キチンを速やかに分解
することを見出し、そのキチナーゼの分離お
よび全長 850 アミノ酸残基をコードする
3,500 bp の当該遺伝子をクローニングした。
演繹アミノ酸配列を既報のキチナーゼ A 前
駆体タンパク質のものと比較した結果、他の
Vibrio属キチナーゼA前駆体と約 80％の高い
アミノ酸同一率を示した。また、その一次構
造から、糖鎖分解酵素ファミリー18 に分類さ

れる領域を有すると共に、フィブロネクチン
タイプ III 様領域および糖鎖結合領域を含む
ことを明らかにした（図 1）。ただし、既報の
Vibrio carchariae（Vibrio harveyi）のキチナー
ゼ A は、N 末端側のシグナル配列および C 末
端側のフィブロネクチンタイプ III 様領域以
後がプロセッシングを受けることで、63～65 
kDa の成熟タンパク質となることが報告され
ており、申請者が分離・遺伝子クローニング
したキチナーゼとは大きく異なる。 
 
 この V. proteolyticus 由来のキチナーゼは、



 

 

 

．研究の目的 

これまで一般的に細菌が発現するタンパ

以上のことから本研究では、海洋細菌 V. 

．研究の方法 

カニの甲羅由来α型結晶キチンを含む液体

作出したこれら大腸菌株のリコンビナン

リコンビナントタンパク質の発現および

SDS-PAGE ゲル上での分子量は約 110 kDa で
あるのに対し、クローニングした遺伝子配列
から演繹されるアミノ酸配列を元に計算す
ると 90 kDa に満たないことが報告されてい
る。また、当該遺伝子を発現ベクターに組み
込んだ後、リコンビナントタンパク質を回収
して SDS-PAGE に供したところ、このリコン
ビナントタンパク質も V. proteolyticus が分泌
したタンパク質サイズと同様、約 110 kDa で
あった。このように SDS-PAGE ゲル上および
演繹アミノ酸からの計算値が大きく異なる
理由として糖鎖修飾による可能性が示唆さ
れた。しかしながら、一般的に、リコンビナ
ントタンパク質を大腸菌で発現させる場合、
糖鎖修飾されないことが知られている。 
 

 
 
 
２
 
 
ク質は糖鎖修飾を受けないとされ、実際に真
核生物由来のリコンビナントタンパク質を
大腸菌の発現系を用いて正常に発現させる
ことは不可能であった。これらリコンビナン
トタンパク質を正常に発現させる場合、酵母
発現系やバキュロウィルスを用いた昆虫培
養細胞系などがよく用いられている。近年、
細菌由来のタンパク質が糖鎖修飾を受けて
いることが報告され始めているが、その数は
非常に少ないのが現状である。 
 
 
proteolyticus が分泌するキチナーゼの糖鎖修
飾について調べるとともに、当該キチナーゼ

遺伝子を連結した発現ベクターにより形質
転換した大腸菌が分泌するリコンビナント
キチナーゼの分子量増大の原因を明らかに
することを目的として行った。 
 
 
 
３
 
 
培地中で海水魚腸管内由来の V. proteolyticus
を培養し、未分解の残留キチンに結合してい
るタンパク質を回収した。また、当該キチナ
ーゼ遺伝子を連結した発現ベクターで大腸
菌を形質転換し、発現系大腸菌株を作出した
（図 2）。発現系大腸菌株は、糖鎖修飾部位を
絞り込むため、C 末端側 250 アミノ酸残基を
欠損させたものの発現系も作出した（図 2）。
これら発現ベクターには、Novagen 社の pET 
vector を用い、発現用大腸菌には、BL21(DE3)
株を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2．発現系構築に用いたVibrio proteolyticus

 
 
 
トタンパク質の発現を誘導し、培養上清を回
収した。これらタンパク質試料につき
SDS-PAGE 分析により、リコンビナントタン
パク質の発現チェックを行った。また、リコ
ンビナントタンパク質の配列確認は、
SDS-PAGE 分析後、セミドライブロッティン
グ法により PVDF 膜に転写し、N 末端アミノ
酸配列分析を行った。 
 
 
配列を確認できたものから、SDS-PAGE 分析
後、N 末端アミノ酸配列分析の場合と同様に、
セミドライブロッティング法により PVDF 膜
に転写した。タンパク質試料を転写した
PVDF 膜は、ブロッキング後、糖鎖を認識す
るレクチンを用いるレクチンブロッティン

図
由来キチナーゼの模式図．キチナーゼ 850 ア
ミノ酸残基をコードする約 3.3 kbpのうち、全
長 850 アミノ酸コード領域（VChiA_full）お
よび C 末端側 250 残基を欠失する領域
（VChiA_600）を発現ベクターに連結した．
R600は、N末端から 600 残基目のアルギニンを
示す． 

図 1． Vibrio proteolyticus キチナーゼ遺伝子の
塩基配列および演繹アミノ酸配列．赤枠で示
したアミノ酸配列は、N 末端アミノ酸配列分
析で決定されたものと一致した部分を示す．
ドメイン構造は、既報のキチナーゼとの比較
で推定した． 



 

 

．研究成果 

V. proteolyticus が分泌したキチン結合タン

これらリコンビナントタンパク質はいず

これらタンパク質試料をSDS-PAGE分析後、

以上の結果は、海洋細菌由来のタンパク質

．主な発表論文等 
担者及び連携研究者に

グに供した。レクチンには、WGA および
ConA を用いた。レクチンブロッティングの
際、糖タンパク質として知られるヒトトラン
スフェリンを陽性コントロールとして、糖タ
ンパク質ではないウシ血清アルブミンを陰
性コントロールとして同時に処理した。 
 
 
 
４
 
 
パク質およびそのリコンビナントタンパク
質を SDS-PAGE 分析に供した結果、キチン結
合タンパク質では、主に約 140 および 110 kDa
のタンパク質バンドが観察された（図 3）。ま
た、発現系大腸菌の培養上清では、 V. 
proteolyticus 由来キチナーゼの全長をコード
する遺伝子を組み込んだベクターを有する
株では約 110 kDa、C 末端側 250 アミノ酸残
基を欠失させたキチナーゼの遺伝子を組み
込んだベクターを有する株では約 70 kDa の
タンパク質バンドが観察された（図 3）。 
 
 

 
 
 
れも演繹アミノ酸配列から算出される 89 
kDa および 62 kDa よりも大きな分子サイズ
であったため、N 末端アミノ酸配列分析に供
し て 配 列 を 確 認 し た 結 果 、
APAAPSIDVYGSNNLQFSKIの 20アミノ酸残
基が決定された。（図 4）。既知のデータと比
較した結果、V. proteolyticus のキチナーゼ A
と完全に一致し、その他 Vibrio 属のキチナー
ゼ A とも高いアミノ酸同一率を示した。なお、
陽性コントロールとして用いたヒトトラン
スフェリンおよび陰性コントロールとして

用いたウシ血清アルブミンは、それぞれ約 80 
kDa および 65 kDa のタンパク質バンドとし
て検出された（図 3）。 
 

図 4．Vibrio proteolyticus 由来キチナーゼリコ

ce

p

ンビナントの N 末端アミノ酸配列および関連
種キチナーゼの当該配列との比較．右端の数
字は、N 末端からのアミノ酸残基数を示す．
V. proteolyticus (DNA database accession no. 
AB252739), Vibrio alginolyticus (protein 
database ac ssion no. CAC29091), Vibrio 
parahaemolyticus (BAC61398), Vibrio harveyi 
(Vibrio carchariae, Q9AMP1), Vibrio splendidus 
(ZP_00992475), Alteromonas sp. (P32823), 
Aeromonas hydro hila (DNA database accession 
no. AF251793) and Serratia plymuthica (protein 
database accession no. P97034)． 
 
 
 
PVDF 膜に転写し、糖鎖を認識するレクチン
（WGA）を用いるレクチンブロッティングに
供した。その結果、V. proteolyticus が分泌した
キチン結合タンパク質では、約 140および 110 
kDa のタンパク質バンドに加え、複数の陽性
反応が認められた。これらタンパク質バンド
は、本研究を行うきっかけとなる予備実験で、
N 末端アミノ酸配列分析により、キチナーゼ
A であることが確認されている。また、発現
系大腸菌の培養上清では、全長をコードする
遺伝子およびC末端側欠損型の遺伝子を組み
込んだベクターを有する株のいずれのタン
パク質バンドでも陽性反応を示した（図 3）。
なお、陽性コントロールとして用いたヒトト
ランスフェリンでは、陽性反応が観察された
のに対し、陰性コントロールとして用いたウ
シ血清アルブミンでは、反応は認められなか
った（図 3）。 
 

図 3．Vibrio proteolyticus 由来キチン結合タン
パク質および大腸菌リコンビナントのレクチ
ンブロッティングパターン．レクチンには
WGA を用いた．レーン 1：V. proteolyticus 由
来キチン結合タンパク質、レーン 2：大腸菌
リコンビナント（全長）、レーン 3：大腸菌リ
コンビナント（C 末端側 250 残基欠損）、レー
ン 4：ヒトトランスフェリン（陽性コントロ
ール）、レーン 5：ウシ血清アルブミン（陰性
コントロール）． 

 
が糖鎖修飾されているだけでなく、大腸菌発
現系のリコンビナントタンパク質も糖鎖修
飾されていることを示唆する。今後、さらに
分析を進め、糖鎖修飾を受けるアミノ酸残基
の特定を行う予定である。 
 
 
 
５
（研究代表者、研究分
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