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研究成果の概要（和文）： 
 Vibrio 属細菌のキチナーゼ遺伝子を分泌シグナル配列と共にベクターに導入し作成したプ
ラスミドを、キチンオリゴ糖に対する資化能が低い大腸菌宿主に導入し、リコンビナントキチ
ナーゼ高分泌能を有するキチンオリゴ糖非資化性大腸菌を作成した。粉末状キチンを添加した
培地中で本形質転換大腸菌を培養することにより、キチナーゼを連続的に生産・分泌させなが
ら難分解性のキチンを糖化することを試みた。その結果、収率はまだ低いが、簡便かつ安価に
キチンから N,N’-ジアセチルキトビオース[(GlcNAc)2]を生産することができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have succeeded in making recombinant chitinase-secreting Escherichia coli that possess no ability 
for chitin oligosaccharide consumption. By cultivating this transformed bacteria in liquid medium 
containing powdered chitin, though yield was still low, N,N’-diacetylchitobiose was produced from 
chitin.    
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１．研究開始当初の背景 

 キチンの分解により得られる単糖(N-アセ

チルグルコサミン; GlcNAc)やオリゴ糖

[(GlcNAc)n]には、変形関節炎改善、肌老化

抑制、免疫賦活,整腸作用などの様々な効果

が見いだされている。これらのことから、特

に GlcNAc はサプリメントとしてその需要が

増加している。キチンからの単糖やオリゴ糖

の生産については、現在は大量の強酸を加え

て加熱する化学分解法が主に行なわれてい

る。しかし、化学分解によるキチン糖化法は

副産物の生成、着色、危険性、および環境汚

染など、多くの問題点を抱えている。また、

分解物が食品を対象とするものであれば、製

造上好ましくない。これらのことから、キチ

ンの糖化に関しても、デンプンやセルロース
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と同様に酵素を用いた生化学的糖化を行な

うことが望まれている。酵素糖化によりキチ

ンから単糖やオリゴ糖を大量かつ安価に製

造することができれば、これらの用途がさら

に拡大することが期待できる。しかし、キチ

ンの酵素糖化については実質的な良い方法

が全く無いのが現状である。それは、キチン

はセルロースと同様に強固な結晶構造を形

成している構造多糖であり、酵素の作用を受

けにくいため反応に時間がかかり酵素失活

を招きやすいことと、キチン分解酵素である

キチナーゼを大量に生産できる微生物が未

だに見いだされていないことなどが原因で

ある。本研究では、キチンの酵素糖化におけ

るこれらの問題点を解消すべく、新しい方法

でキチンの酵素糖化を検討する。 

 
２．研究の目的 

 キチンは、カニやエビなどの甲殻類の殻、

イカなどの軟体動物の中骨、昆虫の外皮、お

よび糸状菌の細胞壁などを構成する主要な

構造多糖で、セルロースに次いで自然界に豊

富に存在するバイオマス資源の１つである。

カニ•エビ殻やイカ中骨については、毎年相

当な量が廃棄されているため、その有効利用

が求められている。上記のようにキチン由来

の単糖やオリゴ糖は有用な生理機能を発揮

することが知られている。そこで本研究では、

キチンの有効利用に向けた研究の一環とし

て、本多糖類の効率的な糖化について検討す

る。糖化法については、バイオマス資源とし

て有用なデンプンやセルロースと同様に、酵

素や微生物を利用した生化学的糖化を実現

させる。つまり、本研究の目的は、キチン由

来の単糖やオリゴ糖を安価かつ大量に供給

できる生化学的糖化の要素技術を開発する

ことである。 

 
３．研究の方法 
 Vibrio 属細菌のジアセチルキトビオース
[(GlcNAc)2]生産性キチナーゼの遺伝子を分
泌シグナル配列と共にベクターに導入して
作成したプラスミドを、キチンオリゴ糖トラ
ンスポーター遺伝子を欠損させた大腸菌宿
主[Escherichia coli BL21(DE3)]や、キチン
オリゴ糖に対する資化能が弱い大腸菌宿主
[Escherichia coli HMS174(DE3)]に導入し、
リコンビナントキチナーゼ高分泌能を有す
るキチンオリゴ糖非（難）資化性大腸菌を作
成する。そして、これらの遺伝子導入大腸菌
を粉末キチン添加培地中で培養することで、
キチナーゼを連続的に生産•分泌させながら
キチンを効率的に糖化し、(GlcNAc)2を培養液
中に蓄積させる。本研究の概略を図１に示す。 

 
図１.リコンビナントキチナーゼ生産•分泌 
   能を有するキチンオリゴ糖難資化性大 
     腸菌を用いた発酵法によるキチン糖化 
 
４．研究成果 
（１）B 株由来の遺伝子発現用宿主大腸菌で
ある E. coli BL21(DE3)は、(GlcNAc)2に対す
るトランスポータータンパク質(IIC, IIB, 
IIA)を発現するため(GlcNAc)2 を資化してし
まう。そのため、本大腸菌をそのまま宿主と
して用い発酵法によるキチン糖化を行った
場合、リコンビナントキチナーゼの作用によ
ってキチンから生産された(GlcNAc)2 が細胞
内に取り込まれ代謝されてしまうため、本オ
リゴ糖の培地中への蓄積量が減少してしま
う。そこで、簡易相同組換え法(One step 
inactivation method)によって本菌の染色体
DNA 上の IIC タンパク質の遺伝子をノックア
ウトした E. coli HMS174(DE3)変異株を作成
し、これにキチナーゼ生産•分泌用プラスミ
ドを導入し、それを用いてキチン糖化を行っ
た。その結果、IIC 遺伝子非ノックアウト菌
(wild type)に比べて、ノックアウト菌では
培地中への(GlcNAc)2 蓄積量は明らかに増加
したが、培養時間の経過に伴って大部分が資
化されてしまった。ノックアウトした IIC タ
ンパク質の遺伝子は、以前に Roseman らによ
って確認されたものであるが、他にも同様な



  

トランスポータータンパク質の遺伝子が存
在し、それが(GlcNAc)2の取り込みに関与して
いる可能性も否定できない。いずれにしても、
この原因については今後詳しく調査してゆ
くつもりである。 
 
（２）次に、キチンオリゴ糖に対する資化能
がもともと低い K 株由来の大腸菌[E. coli 
HMS174(DE3)]を宿主として用い、本菌にキチ
ナーゼ生産•分泌用プラスミドを導入するこ
とで、リコンビナントキチナーゼ高分泌能を
有するキチンオリゴ糖難資化性大腸菌の作
成を行なった。また、キチンオリゴ糖資化能
を有する大腸菌[BL21(DE3)株]にキチナーゼ
遺伝子を導入したものも比較実験ために使
用した。これらの遺伝子組換え菌によるキチ
ナーゼの生産を、コロイダルキチンを含む寒
天培地上でのクリアゾーン形成により確認
したところ、いずれの菌株についてもクリア
ゾーンが形成されたことから強力にキチナ
ーゼを生産・分泌していることが確認された
（図２）。 

 
 図２.形質転換菌によるリコンビナントキ 
      チナーゼ生産・分泌の確認 
 
 上記の２種類の遺伝子組換え大腸菌につ
いて、まずはキチンオリゴ糖資化能を調べて
みた。培養液中に１％濃度になるように
(GlcNAc)2を添加し、キチナーゼ生産•分泌用
プ ラ ス ミ ド を 導 入 し た BL21(DE3) と
HMS174(DE3)の量菌株を培養した。培養経過
による(GlcNAc)2 の減少について薄層クロマ
トグラフィーによって確認したところ、図３
に示したように、BL21(DE3)株では培養一日
が経過したところで(GlcNAc)2 が資化され始
め 培 地 中 か ら 消 失 し て 行 っ た が 、
HMS174(DE3)株では４日間培養を行っても
(GlcNAc)2はほとんど消失されなかった。なお、
量菌株の増殖については、培養一日目までは
差は見られなかったが、二日目以降からは
BL21(DE3)株の増殖速度が HMS174(DE3)株に
比べて高くなっていった(図４)。これは、
BL21(DE3)株が 24 時間ぐらいから(GlcNAc)2

を資化し始めたが、HMS174(DE3)株は本オリ
ゴ糖の資化能が低いため栄養源として利用
できなかったためであると考えられる。 

 
  図３.形質転換菌の(GlcNAc)2資化性 
    （S は(GlcNAc)2標準品） 
 
 

 
図４.(GlcNAc)2含有培地中での形質転換菌の 
   生育状態 
 
 次に、両菌株による培養液中へのキチナー
ゼ分泌について、SDS-ポリアクリルアミド電
気泳動により調べた。その結果、両菌株とも
遺伝子発現誘導物質 IPTGを添加することで、
キチナーゼを培養液中に大量に分泌するこ
とを確認した。 
 この結果を受けて、キチナーゼ生産•分泌
用プラスミドを導入した HMS174(DE3)株を、
２％のβ-キチンを含む液体培地で培養し、
発酵法によるキチン糖化の実験を行った。な
お、BL21(DE3)株も比較を行うために本実験
に用いた。その結果、予想通り BL21(DE3)株
においては生産された (GlcNAc)2は速やかに
資化され、本オリゴ糖の培養液中への安定的
な蓄積は見られなかった。それに対し、



  

HMS174(DE3)株においては、キチン分解が進
行すると共に培地中への(GlcNAc)2 の生産と
持続的な蓄積が確認された。これらの実験結
果を図５に示す。また、HMS174(DE3)株を用
いた培養液から(GlcNAc)2 を活性炭クロマト
グラフィーと結晶化の操作で精製したとこ
ろ、約 17％の収率（重量収率）で単離するこ
とができた。HMS174(DE3)株を用いた発酵法
によるキチン糖化実験は繰り返し行ったが、
いずれの場合も、(GlcNAc)2 を 17〜18％の収
率で安定的に得ることができた。 
 

 
  図５.発酵法による(GlcNAc)2生産 
  
 以上の結果から、キチンオリゴ糖に対する
資化能が低い大腸菌 HMS174(DE3)株を宿主と
して用いリコンビナントキチナーゼ生産・分
泌菌を作成し、本菌を用いて発酵法によるキ
チン糖化を行なうことで、キチンオリゴ糖の
簡便かつ安価な生産方法を開発することが
できた。本方法により得られたオリゴ糖の収
率は、まだあまり高くはないが、今後はより
高い収率での生産条件を検討して行く予定
である。 
 現在、以上の結果を英文科学雑誌に発表す
べく、論文を執筆しているところである。 
 
（３）我々は、キチン糖化に利用するための
微生物キチナーゼについても、探索、精製、
諸性質調査、構造解析などの基礎研究を進め
ている。現在までに、幾つかの Vibrio 属細
菌からキチナーゼを単離し、それらについて
様々な性質を明らかにしてきた。その成果に
ついては過去に多くの英文科学雑誌に発表
してきた。 
 本研究の期間内においても、微生物キチナ
ーゼについての基礎研究は続けており、今回
新たに Vibrio proteolyticus のキチナーゼ
について、活性に及ぼす C末端ドメインが及
ぼす影響について明らかにした。本研究の結
果は、英文科学雑誌に発表した。 
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