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研究成果の概要（和文）：本研究は、高度好塩性古細菌由来の耐塩化酵素ChiN1を超臨界二酸化炭素中における触媒と
して使用し、環境に負荷のかかる有機溶媒を使用することなく、機能性オリゴ糖を合成することを目的した。ChiN1の
分子表面のリシン残基をアラニン残基あるいはアスパラギン酸に置換した種々の変異体を作製し、超臨界二酸化炭素中
における酵素反応を行った。その結果、2つの変異型酵素が、反応中の失活が野生型酵素より抑えられており、効率的
に酵素反応が進行していることが明らかとなり、超臨界二酸化炭素耐性酵素の作製が達成できた。

研究成果の概要（英文）：Genome sequencing of extremely halophilic archaeon Halobacterium salinarum NRC-1 
was completed, and a chitinase-homolog (ChiN1) was found. The gene encoding ChiN1 was expressed in 
extremely halophilic archaeon Haloarcula japonica. The recombinant ChiN1 was most active at 1.0 M NaCl. 
Supercritical carbon dioxide (scCO2) is attracting as an environmentally friendly solvent since CO2 is an 
abundant resource. The scCO2 has been used as a solvent for enzyme-catalyzed organic synthesis. However, 
many enzymes are unstable in scCO2. In this study, some ChiN1 mutants with less lysines on its protein 
surface were prepared and characterized to find a category of enzymes with high tolerance toward CO2 
pressurization. On the basis of the 3D structure model of ChiN1, more solvent-accessible lysines were 
replaced by alanines. The Ha. japonica-produced mutants were prepared and assayed for chitinase activity 
in scCO2. Two mutants showed higher activity than wild-type ChiN1 in 10 MPa scCO2 for 1 h.

研究分野： タンパク質工学
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１．研究開始当初の背景 
	 申請者は、2008 年に世界で初めて高度
好塩性古細菌 Halobacterium salinarum 
NRC-1 よりキチンを加水分解するキチナ
ーゼ（ChiN1）を見いだし、それが高い耐
塩性を有することを明らかにした。キチン

はエビ、カニなどに含まれ、N-アセチル
−D−グルコサミンが β-1,4-結合で直鎖状に
連なった多糖であり、それを分解する酵素

がキチナーゼである。キチンオリゴ糖は近

年、抗菌活性・免疫増強活性等、様々な生

理活性が報告され、機能性オリゴ糖として

医薬品・食品・化粧品などの分野で研究が

盛んに行われており、効率的な合成法が熱

望されている。現在、オリゴ糖合成法とし

ては、以下の 2つの方法が知られている。	 
u 有機化学的合成法：生成物の選択性

は完全ではなく、大量の有機溶媒

を使用する。	 

u 糖加水分解酵素による合成法：数
十%の有機溶媒を添加して、糖転

移反応を進行させる。生成物の選

択性はよいが、収率が低い。	 

しかし、いずれの方法においても、有機溶

媒を使用するため環境への負荷が懸念さ

れている。	 

	 そこで本研究では、有機溶媒を用いるこ

となく機能性オリゴ糖を合成することを

目的とする。溶媒としては、環境への負荷

を低減する溶媒として位置づけられてい

る超臨界二酸化炭素を用い、酵素にはこれ

まで申請者が研究してきた耐塩化酵素で

ある ChiN1 を用いる。超臨界二酸化炭素
中における酵素反応の研究は多少あるも

のの、収率は低く、実用化には至っていな

い。その理由は、超臨界二酸化炭素中にお

ける酵素の安定性が水や有機溶媒中より

も低く、反応が進行するにつれて失活する

ためと考えられている。原因としては、以

下の 2つが挙げられている。	 
1. 反応系に生成する炭酸が、残存する

水に溶けて系が酸性になるため。 
2. 生成する炭酸と酵素の分子表面のア

ミノ基とでカルバモイル錯体が形成

されるため。 
	 そこで本研究計画では、ChiN1を基盤と
して、これまでにない超臨界二酸化炭素中

においても機能する酵素、“超臨界二酸化

炭素耐性酵素”を作製することで、超臨界

二酸化炭素において機能する酵素に関す

る知見を得るとともに、それを用いた機能

性オリゴ糖の合成を行う。	 

	 これまでに、申請者は以下のような予備

的な研究成果を得ている。	 

1. ChiN1 は糖転移活性を有するため、
オリゴ糖合成が可能であることを明

らかにした。 
2. ChiN1 は酸性からアルカリ性領域に

おいて、高い安定性を有することを

見出した。 
3. 分子モデリングにより、ChiN1 は分

子表面に多量の酸性アミノ酸を有し、

一方で塩基性アミノ酸が極めて少な

いことを明らかにした。 
	 

以上より、ChiN1 は超臨界二酸化炭素中にお
けるオリゴ糖合成酵素として、酸性中でも失

活することはなく、またカルバモイル錯体形

成が極めて抑えられると推察された。すなわ

ち、既に超臨界二酸化炭素中において機能す

る高いポテンシャルを有していると考えた。	 

	 

２．研究の目的 
	 上述の背景をもとに、本研究は ChiN1を基
盤として、“超臨界二酸化炭素耐性 ChiN1”を
作製し、これを超臨界二酸化炭素中において

用いることで、機能性キチンオリゴ糖合成を

行うことを目的とした。研究期間内には以下

のことを明らかにすることとした。 
 

1. ChiN1 の超臨界二酸化炭素中におけ
る耐性を調べた、ChiN1にアミノ酸置
換を施し、超臨界二酸化炭素耐性

ChiN1 を作成する。作成した ChiN1
の立体構造を解析し、超臨界二酸化

炭素中において機能する酵素の特徴

を明らかにする。 
2. 超臨界二酸化炭素耐性 ChiN1 を用い

て、キチンオリゴ糖合成を行う。 
 
３．研究の方法 
	 まず、ChiN1 のアミノ酸置換箇所となる分
子表面の塩基性アミノ酸（リシン残基）を抽

出した。抽出には、申請者が既に作製してい

た ChiN1の立体構造モデルを使用した。さら
に当該箇所の溶媒露出表面積を計算し、算出

した値と立体構造を考慮して、アミノ酸置換

箇所を選択した。次に、当該箇所をアラニン



残基あるいはアスパラギン酸に置換した変

異体を作製し、酵素化学的性質検討を行った。 
 

	 
４．研究成果	 

	 作製したすべての変異型酵素は、野生型酵

素に比べ、耐塩性の向上は認められなかった。

次に、変異型酵素および野生型酵素を用いて、

有機溶媒に対する耐性を調べた。その結果、

いくつかの変異型酵素においてジメチルス

ルホキシドに対する耐性が向上しているこ

とがわかった。さらに、変異型酵素および野

生型酵素を用いて、超臨界二酸化炭素中にお

ける酵素反応を行った。その結果、野生型酵

素は超臨界二酸化炭素中における活性の低

下がごく僅かであり、酵素反応が進行するこ

とがわかった。すなわち、耐塩性酵素である

ChiN1 が既に超臨界二酸化炭素中において機
能する高いポテンシャルを有していること

が確かめられた。同様に、分子表面にアミノ

酸を置換した変異型酵素を用いて、超臨界二

酸化炭素中における酵素反応を行ったとこ

ろ、分子表面のリシン残基をアラニン残基に

置換した 2つの変異型酵素が、反応中の失活
が野生型酵素より抑えられており、効率的に

酵素反応が進行していることが明らかとな

った。すなわち、耐塩性酵素の分子表面のリ

シン残基をアラニン残基に置換することで、

野生型酵素に比べ超臨界二酸化炭素耐性が

向上した超臨界二酸化炭素耐性酵素の作製

に成功した。この超臨界二酸化炭素耐性酵素

を使用することで機能性オリゴ糖を効率よ

く合成できる可能性が示唆された。 
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