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研究成果の概要（和文）：カニ・エビなどの甲羅を構成するキチン質は地球上に豊富に存在するが、その多くが利用さ
れずに廃棄されている。一方、このキチン質をキチン分解酵素（キチナーゼ）で分解すると、機能性食品素材として有
効活用できることがわかりだした。本研究ではカニ・エビのキチンの分解に適したキチナーゼを海洋生物から探し出す
基礎研究、それを活用するための応用技術開発を実施した。
2魚種の胃より各2種、2種のタコより各1種、計6種のキチナーゼを分離し、機能を解析した。さらに魚類、軟体動物、
カニより計11種のキチナーゼ全長遺伝子を取得した。機能解析から活用できるキチナーゼの遺伝子を選び、微生物によ
るキチナーゼ生産を実施した。

研究成果の概要（英文）：Chitinase is a useful enzyme for enzymatic production of chitin oligosaccharides 
which are bioactive substance. Therefore, we conducted purification, characterization, molecular cloning, 
and expression of chitinases from several kinds of marine organisms.　Six kinds of chitinases were 
purified and characterized from two species of fish stomach, Parapristipoma trilineatum and Sardinops 
melanostictus, and two species of octopus salivary gland, Octopus vulgaris and Octopus dofleini. Eleven 
kinds of full length chitinase cDNA were obtained from four species of fish stomach, two species of 
octopus salivary gland, one species of cuttlefish liver, and one species of sea hare ovotestis. 
Expression vector system of chitinases from Sebastiscus marmoratus stomach and shark stomach were 
constructed and expressions were conducted using E. coli and yeast, respectively.

研究分野：水産利用学
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１．研究開始当初の背景 

(1)カニ・エビなどの甲殻を形成するキチン
質は、地球上ではセルロースに次いで２番目
に多いバイオマスである。キチナーゼはキチ
ンを分解し、キチンオリゴ糖を生成する酵素
である。キチンオリゴ糖は免疫賦活・肝機能
改善・抗腫瘍作用を、単糖（N-アセチルグル
コサミン）は甘味（砂糖の 60%）を有して変
形性関節炎治癒作用・美肌効果などを示し、
両者とも機能性食品素材として極めて有用
である。しかしながら天然に存在するキチン
質は強固な結晶構造を有して不溶性であり、
これまでに報告されている微生物由来の酵
素では殆ど分解されない。現在、キチンオリ
ゴ糖や N-アセチルグルコサミンは、酸・アル
カリ処理などで調製されているが、廃液処理
や副産物が多く、酵素的製造に適した酵素の
供給が望まれている背景がある。 
(2)生物に分布するキチナーゼは食物の消化、
脱皮、攻撃、生体防御などの様々な生理的役
割を果たしていることが報告されている。一
方、海洋生物のキチナーゼに関する情報は少
なく、学術面においても基礎的知見の蓄積が
望まれている背景がある。 
 
２．研究の目的 
(1)各種海洋生物におけるキチナーゼ活性の
分布を調べ、さらにキチナーゼを精製してそ
の性状を明かにする。また、遺伝子クローニ
ングのための情報を得る目的で部分アミノ
酸配列解析も解析する。さらに、キチンを分
解してキチンオリゴ糖生成に役立つ新規キ
チナーゼを検索する目的のため、結晶性キチ
ン分解能やオリゴ糖分解様式を詳細に調査
する。 
(2)海洋生物キチナーゼの構造を明らかにす
る目的のため、cDNA クローニングを実施し、
全長遺伝子を取得する。さらにそれらキチナ
ーゼの利用を目的とするため、異種宿主によ
る発現系構築および発現を実施する。 
 
３．研究の方法 
(1)キチナーゼの精製、性質・機能解析およ
び部分アミノ酸配列の解析：①粗酵素液調製、
硫安分画、アフィニティーカラム、疎水カラ
ム、イオン交換カラム、ゲルろ過カラムなど
を用いてキチナーゼを精製する。②酵素反応
の最適条件を調べる。③高分子不溶性基質お
よび低分子可溶性基質に対する分解能およ
び分解様式を測定する。④N-末端アミノ酸配
列の測定。⑤リジルエンドぺプチダーゼ分解
後にトリシン SDS-PAGE で分離し、PDEF 膜に
転写後に内部アミノ酸配列を解析する。 
(2)キチナーゼのcDNAクローニングおよび異
種宿主による発現：①各器官より Total RNA
を抽出し、逆転写酵素を用いてmRNAよりcDNA
のテンプレートを合成する。精製キチナーゼ
の N-末端アミノ酸配列、内部アミノ酸配列お
よび各種生物種の保存配列より縮重プライ
マーを設計し、ネステッド PCR にて DNA フラ

グメントを増幅する。得られた DNA フラグメ
ントをベクターに結合させ、大腸菌に形質転
換させ、プラスミド内で増幅させる。②プラ
スミドを精製し、ベクターの配列より合成し
たプライマーを用いてシークエンス用PCRを
実施する。シークエンサーにて部分塩基配列
を明らかにする。③得られた部分配列より上
流および下流域のプライマーを設計し、5’
および 3’RACE 法により上流および下流域を
増幅させる。上記と同様に塩基配列を解析す
る。④解析した塩基配列より開始コドンおよ
び終止コドンを検出し、それらの上流および
下流域でプライマーを設計し、補正能を持つ
ポリメラーゼを用いて再度全長PCRを実施し、
増幅物をベクターに連結後、大腸菌に取り込
ませる。⑤大腸菌ストックを作成し、塩基配
列を再度確認する。塩基配列よりアミノ酸配
列を演繹し、キチナーゼの活性ドメイン、キ
チン吸着ドメインなどの構造特性を明らか
にする。その後、異種宿主による発現系を構
築し、発現させる。 
 
４．研究成果 
(1)魚類キチナーゼの精製・性質・機能解析：
イサキ胃より 50 kDa および 60 kDa のキチナ
ーゼ、マイワシ胃より 45 kDa および 49 kDa
のキチナーゼを精製し、その性質、機能解析
を実施した。マイワシ胃キチナーゼは結晶性
キチン分解能が高い事を明らかにした。 
(2)軟体動物ではマダコ唾液腺より 56 kDa キ
チナーゼ、ミズダコ唾液腺より 42 kDa キチ
ナーゼを精製し、機能解析を実施した。マダ
コ唾液腺キチナーゼは最適が pH4.5、最適温
度が 40℃で、キチンナノファイバーを良く分
解した。N-末端アミノ酸配列およびキチンオ
リゴ糖分解様式より、family-18 エンド型キ
チナーゼに属すると考えられた。 
(3)魚類キチナーゼの cDNA クローニング：イ
サキ胃より２種のキチナーゼ全長遺伝子
PtChi-1、PtChi-2、カサゴ胃より２種のキチ
ナーゼ全長遺伝子 SmChi-1、SmChi-2、マイワ
シ胃より２種のキチナーゼ全長遺伝子
SmChi-1、SmChi-2、ヨリキリザメ胃より 1種
のキチナーゼ全長遺伝子 PgChi を取得した。  
(4)軟体動物キチナーゼの cDNA クローニン
グ：コウイカ肝臓より 1種のキチナーゼ全長
遺伝子 1,508 bp（ORF は 1,380bp）、アメフラ
シよりキチン結合ドメインを欠く1種のキチ
ナーゼ全長遺伝子 1,352 bp（ORF は 1,263bp）
を取得した。  
(5)甲殻類キチナーゼの cDNA クローニング：
ガザミ中腸腺より２種のキチナーゼ全長遺
伝子 PotChi-1、PotChi-2 を取得した。 
(6)キチナーゼの異種宿主発現：カサゴ胃キ
チナーゼ遺伝子をコールドショック発現ベ
クターに挿入した発現系を構築し、大腸菌に
よる発現を実施した。また、ホシザメ胃キチ
ナーゼを発現ベクターpPICZαA に挿入して
酵母を用いた発現を実施し、発現条件を検討
した。前者より僅かながら発現を観察し、発



現条件を検討中。 
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