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研究成果の概要（和文）： 

放線菌由来のキチン結合タンパク 3 種類が、α-及び β-キチンの酵素分解を爆発的に向上させる
ことを明らかにした。最も効果的な組み合わせでは、24 時間でキチン結合タンパクを添加しな
い場合の 30 倍もの二糖を生成量することができた。放線菌由来の粗酵素、及び Serratia 
marcescens のキチン分解系を用いて、α-キチンを分解すると、結晶化度の低下に伴って糖化率
が上がることを証明した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We revealed three chitin binding proteins (CBPs) from Streptomyces griseus boosted 
enzymatic solubilization of - and -chitin. The amount of (GlcNAc)2 from the best 
combination with one of the CBP and a chitinase was about 30 times higher than that 
without the CBP after 24 h incubation.  
We proved crystallinity was affected to -chitin solubilization by using a commercially 
available enzyme from S. griceus or the chitinolytic system in Serratia marcescens. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、キチンやそのオリゴ糖に免疫賦活活
性、医用・生体適合材料、植物病防除剤など
の可能性が示され、機能性食品や生体機能素
材として用途開発が盛んに行われている。ま
た、キチン由来の単糖である N-アセチルグル
コサミン（GlcNAc）は変形性関節症痛の緩和

作用や美肌効果などが証明され、急速に市場
が拡大している。キチンはカニ殻やエビ殻を、
脱灰、除タンパク、脱色処理することにより
調製され、GlcNAc はキチンを濃塩酸分解と
酵素分解を組み合わせて製造されるが、製造
工程が煩雑な上に大量の酸排液が発生し環
境負荷が著しい。これを解決するために、キ
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チナーゼなどの酵素のみでキチンを単糖ま
で分解する方法も提案されている。しかし、
酵素が高価であること、材料として汎用され
ている α-キチンが水をはじめとする各種溶
媒に不溶である上に、結晶構造が強固で分解
され難いことなどから、酵素糖化法は実用化
には至っていなかった。 

代表者所属機関の戸谷ら(2009) は、キチン
やカニ殻を新たに開発したコンバージミル
でメカノケミカル粉砕すれば、食添リストに
収載されている Sreptomyces 属由来の粗酵素
によって直接糖化が可能であることを証明
した（(独)生研センター イノベーション創出
基礎的研究推進事業（発展型））。これらのこ
とから、研究代表者は、メカノケミカル粉砕
により得られた特殊な微粉末を利用すれば、
キチン質の直接酵素分解に関与する酵素の
相乗効果（キチナーゼ間、キチナーゼ・プロ
テアーゼ間）を証明できるのではないかとの
着想に至った。 

また、キチナーゼは触媒ドメインの研究が
多いが、水に拡散しないキチン質の表面に結
合して分解に効果を発揮する CBD の有効性
も重要である。強力な CBD とキチン分解酵
素を組み合わせることでメカノケミカル粉
砕キチンに対する分解効率が上がることを
想定した。 

 

２．研究の目的 

カニ殻などのキチン質から単糖を製造す
る際に環境負荷の原因となる、酸やアルカリ
による現行法の化学処理を完全になくし、新
しい方法を確立する。即ち、メカノケミカル
粉砕によって強固な結晶構造が崩れたキチ
ン質と、食品製造用酵素を利用してキチン分
解効率を向上させ、キチンを覆っているタン
パクをプロテアーゼ等で分解することで、直
接糖化の効率化につなげ、高価なキチナーゼ
使用量の低減を実現する。 

 

３．研究の方法 

1) カニ殻を炭素源にした際の S.griseus か
ら単離した RNA を材料に、Real-time 

PCR を行い、発現誘導される酵素を同定
する。また、同培養条件で分泌されるメ
ジャーなタンパクを分離・同定すること
により、候補のキチナーゼ、及びプロテ
アーゼを絞り込む。 

2) 候補酵素の異種発現を行って、精製する。
精製方法に関して、条件検討を行う。 

3) キチン質に対する相乗効果を調べる。効
果的な組み合わせ、割合を明らかにする。 

 

４．研究成果  
1) カニ殻を炭素源にした際の Streptomyces 

griseus から単離した RNA を材料に、
Real-time PCR を行い、発現誘導される

酵素を同定した。キチン分解酵素、セリ
ンプロテアーゼ、メタロプロテアーゼ、
キチン結合タンパクを含む 14 遺伝子の
うち、8 遺伝子で誘導がかかっていた。
これらは全てキチン結合ドメインをも
つキチナーゼ、セリンプロテアーゼとキ
チン結合タンパクであった。また、同培
養条件で分泌されるメジャーなキチナ
ーゼが、上記 Real-time PCR で絞り込ん
だものと一致していることを明らかに
した。S. griseus を用いたこのような報告
はなく、キチン分解系を明らかにする上
で非常に興味深い結果だと考えられる。
こうして候補のキチナーゼ、及びプロテ
アーゼ、キチン結合タンパクを絞り込ん
だ。 

2) 候補酵素の大腸菌での異種発現を試み、
キチナーゼ 2 種及びプロテアーゼ 1 種の
発現に成功した。しかし、これらの酵素
は不溶性になってしまい、活性を持った
形での精製が難しかった。発現系を変え
たものを作成したが、大部分が不溶性画
分に発現するのは変わらなかった。そこ
で、既に精製法が確立されている
Serratia marcescencs のキチナーゼを
使用することにした。 

3) 大腸菌での発現が思わしくなかったキ
チン結合タンパク、及びプロテアーゼの
発現にはブレビバチルスの発現系を利
用した。キチン結合タンパク 4 種と、プ
ロテアーゼの発現に成功した。キチン結
合タンパクに関してはノルウェーの
UMB で精製法を習得した(Fig. 1)。プロ
テアーゼも収率は低いが、精製法を確立
した。 

Fig. 1 キチン結合タンパクの精製 

レーン 1 培養上清; 2 キチンアフィニ
ティカラム精製後; 3 ゲル濾過カラム精
製後 

 

4) 得 ら れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 を S. 

marcescence 由来の 3 種類のキチナーゼ
と組み合わせて、α-キチン、及び β-キチ
ンに対する相乗効果を調べ、効果的な組
み合わせを明らかにした。最も効果的だ
ったのは、β-キチンに ChiC とキチン結
合タンパクのうちのひとつを作用させ
た際で、1 日後の二糖生成量がキチン結



 

 

合タンパクを添加しなかった際の 30 倍
にも増加した (Fig. 2)。 

Fig. 2 キチン結合タンパクの酵素糖化促
進効果  

 
メカノケミカル粉砕による前処理は β-

キチンには効果がないことが分かって
いることから、β-キチンの糖化にはこの
キチン結合タンパクが非常に有効であ
ると言える。 

構造が強固で分解されにくい α-キチン
でも、1 日後の糖化効率は軒並み 4-8 倍
に増加した。この結果から、本キチン結
合タンパクは、すでに実用化されている
セルロース分解酵素に分解促進酵素が
添加されているのと同様の使い方がで
きると考えられる。つまり、市販のキチ
ナーゼに添加すれば、糖化効率を促進し、
私用酵素量を減らすことができると考
えられる。食品添加剤として認められて
いる Streptomyces 属の酵素であることも
大きい。これらの結果に関しては現在投
稿論文を準備中である。 

5) プロテアーゼの多量精製は難航してい
るが、市販のプロテアーゼを用いた予備
実験を行ったところ、カニ殻のキチナー
ゼ分解にはプロテアーゼによる前処理
が効果的であること、また必要なキチン
分解酵素の量を大幅に減らせることが
明らかになった (Fig. 3)。また、プレリ
ミナルではあるが、β-キチンの分解に効
果があるという結果が得られており、再
現性を確かめる予定である。 

得られた 3種のキチン結合タンパクに関
して、至適 pH と最低使用濃度を決定し
た。キチン結合タンパクは、比較的低濃
度で効果的に働くことが明らかになっ
た。また、至適 pH は中性付近であった。
キチン分解酵素へのキチン結合タンパ
ク添加は少量で効果があり、穏やかな条
件で作用することから、工業的利用への
実現が可能であると考えられる。 

Fig. 3 市販のプロテアーゼのカニ殻分解
促進効果  

予備実験に使用した 16 種のプロテアー
ゼのうち 7 種が効果を示した。またこの
際、キチン分解酵素は通常の 1/10 量でも
十分な分解効率を示した。 

 

6) ポイントミューテーションを入れたキ
チン結合タンパク質を作成して機能を
詳細に解析するため、最も解析の進んで
いるキチン結合タンパクの変異型コン
ストラクトを作成し、そのうち一つに関
しては発現を確かめた。あと数種類作成
予定である。 

7) メカノケミカル粉砕したキチンに関す
る糖化への影響に関しては、α-キチンで
は結晶化度の低下に伴って糖化率が上
がることを S. griseus の粗酵素、及び
S. marcescens のキチン分解系を用いて
証明した。特に S. marcescens のキチン
分解系では、メカノケミカル粉砕により
キチン結合タンパクの効果が小さくな
る（つまりキチン結合タンパクがなくて
もキチン分解酵素が効率的に働くこと
ができる）ということが明らかになった 

(Fig. 5)。現在投稿論文を準備中である。 
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