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研究成果の概要（和文）：キチンはアスペルギウスやカンジダなどの病原性真菌の細胞壁の主要な構成成分であ
る。ほ乳類は2種類のキチナーゼ[ chitotriosidase (Chit1), acidic mammalian chitinase (AMCase) ]を発現
している。キチンを化学処理して得られたキチンオリゴマーは自然免疫を増強する機能をもつことが報告されて
おり，本研究ではこの知見からほ乳類キチナーゼが病原性真菌に含まれるキチンを分解し，その過程で生成され
たキチンオリゴマーが自然免疫を増強すると仮説をたて，研究を行った。

研究成果の概要（英文）：Chitin is a major component of the cell wall of pathogenic fungi such as 
Aspergillus and Candida. Mammals express two types of chitinases [ chitotriosidase (Chit1) and 
acidic mammalian chitinase (AMCase)]. Chitin oligomers obtained by chemical treatment of chitin have
 been reported to enhance innate immunity. Based on this finding, we hypothesized that mammalian 
chitinase degrades chitin in pathogenic fungi and that the chitin oligomers produced in the process 
enhance innate immunity.

研究分野： 酵素学

キーワード： AMCase　Chit1　Chitin　Chitin oligomer　自然免疫　糖質分解酵素　炎症性サイトカイン　真菌感染

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
キチンはセルロースの次に豊富に存在する糖である。これまで，化学的処理によって生成されたキチンオリゴマ
ーでは自然免疫の増強が報告されてきた。ほ乳類は生体内にキチンを分解する酵素を保有するが，それらがどの
ように病原体に対して機能するのか明らかになっていなかった。本研究で，ほ乳類キチナーゼが自然免疫を増強
するキチンオリゴマーを生成することが明らかになれば，①ほ乳類キチナーゼの生体内での生体防御機構の一端
を担うメカニズムが明らかになる，②豊富に存在するキチンの有効利用方法として，キチンオリゴマーでの免疫
増強など利用方法の安全性を意味する，ことになる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

キチンは N-アセチル-D-グルコサミンが重合した多糖類であり，病原性真菌の細胞壁の主要

な構成成分である [1]。ほ乳類ではキチン分解酵素である chitotriosidase (Chit1) と 

acidic mammalian chitinase (AMCase) （ほ乳類キチナーゼ）がマクロファージや好中球内に

発現するが，その役割は不明である [2-6]。キチンを化学処理して得られたキチンオリゴマー

は自然免疫を増強する [6]。しかし，生体内でほ乳類キチナーゼが生理活性を有するキチンオリ

ゴマー生成した報告はない。本研究では，ほ乳類キチナーゼが生体内で自然免疫を増強するキチ

ンオリゴマーを生成すると仮定し実験を行った。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では，ほ乳類キチナーゼがキチンオリゴマーを生成するかを明らかにし，さらに生成さ

れたオリゴマーを免疫細胞に作用させ，自然免疫を増強するかを調べる。すなわち本研究の目的
は，ほ乳類キチナーゼは，マクロファージが病原性真菌に作用しキチンオリゴマーを生成する
ことで，自然免疫を活性化する役割をもつかを明らかにすることである（図 1）。 
 

 
３．研究の方法 
1）ほ乳類キチナーゼを様々なキチン、キトサン（キチンを脱アセチル化したもの）基質やそれ
ぞれのオリゴマーに作用させ，キチンオリゴマーが生成される条件を検証する。 
 
2）生成されたキチンオリゴマーを，マウスの免疫細胞に作用させ，自然免疫を増強するサイト
カインやシグナルが動くかどうかを検証する。 
 
3）キチンオリゴマーによって自然免疫が増強された場合，ぞの細胞の変化を詳細に明らかにし，
病原性真菌に感染した際の影響を調べる。 
 
 
４．研究成果 

1．ほ乳類キチナーゼによるオリゴマ

ーの生成 
 いくつかの予備実験の結果，既に 
Chit1 が自然免疫の増強が確認され
ている六量体以上のキチンオリゴマ
ーを生成することを明らかにした
（Kimura 未発表データ）。 

また，AMCase を，キチンを脱アセ
チル化したキトサンに作用させた。
その結果，様々な長さのキトオリゴ



マーを生成した（図 2）[研究業績 雑誌論文 (1)]。キチンオリゴマー同様にキトサンを化学処
理して得られたキトオリゴマーでも整理活性が報告されている。また，一部の病原性真菌はキチ
ン脱アセチル化酵素を有していることから，キトサンを保持している可能性もある。今回，AMCase 
がキトオリゴマーを生成したことから生体防御機構に関わる可能性が示唆された。しかし，真菌
がキトサンを保持するか，そのキトサンは感染時に影響するかは今後の課題である。 
 
 

2．オリゴマーによる免疫細胞への作用 
 ほ乳類キチナーゼによって生成したオリゴマーをマウスから採取した免疫細胞に作用させ，
サイトカインの増減を検証した。その結果，TNF-α などの炎症性サイトカインの上昇が見られ
た（Kimura 未発表データ）。このことから，これらのオリゴマーが自然免疫を増強する可能性を
見出した。さらに詳細にオリゴマーを作用させた免疫細胞の活性化メカニズムを調べようとし
たが，いくつかの Cell line では活性化後の変化が，マウス由来の免疫細胞と異なった。この
ため，Cell line の遺伝子上にキチンオリゴマーと関与するものが足りないもしくは過剰に発
現している可能性が示唆された。現在、この原因を調べている。 
 
 

3．キチナーゼを用いたオリゴマー定量系の確率 

 既に我々はキチン分解産物の検出

と定量する方法としてFACE法を確立

している。しかし，この方法は電気泳

動で分解産物を分離してから定量す

るため，系全体のキチン分解産物の

量を定量できない。ほ乳類キチナー

ゼにより生成したオリゴマーを免疫

細胞に作用させる際に安定的に供給

するために，もう一つの定量法を作

製した。ヒト Chit1 に変異を加え，さらにルシフェラーゼで検出できる組換え体を用いて，

ELISA 様のキチン検出系を作製した[研究業績 雑誌論文 (2)]。この方法と FACE 法を用いるこ

とで，「2．オリゴマーによる免疫細胞への作用」実験の再現が安定して取れるようになった。 

 
 

4．その他（ほ乳類キチナーゼの取得方法の改良） 

 キチンオリゴマーの自然免疫増強メカニズムの解明のためには多量のキチンオリゴマーが必
要である。そのためにはキチンオリゴマー生成のためのほ乳類キチナーゼも相当量必要となる。
また，これまで使用してきたほ乳類キチナーゼの発現系には黄色ブドウ球菌由来の ProteinA が
付加されていた。過去に ProteinA を除いた場合、うまくフォールディングが取れなかったから
である。しかし，ProteinA は IgG にするなど免疫細胞に作用させると不具合が生じる可能性が
ある。余計な懸念材料を消すため最新の大腸菌での発現系の技術を用いて，新たに ProteinA を
除いたほ乳類キチナーゼの大腸菌での発現系を構築した。これにより従来の 10 倍以上の酵素の
取得が可能となった。現在，この結果をまとめ論文の投稿準備を進めている。 
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