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研究成果の概要（和文）：地球上で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ンを

機能性食品として有効利用するため、エビ・カニなどの結晶性キチンの甲羅を持つ甲殻類を捕食

する海洋生物よりキチナーゼを精製し、その性状および酵素反応特性を明らかにした。また数種

海洋生物キチナーゼのcDNAをクローニングし、それらの構造を明らかにし、さらに有用キチナー

ゼについてはその発現系を構築した。 
 
研究成果の概要（英文）： Crystalline chitin is a major structural structure component of 
arthropods. We purified several chitinases from marine organisms which take the 
arthropods as food and investigated the enzymatic properties and reaction. We also 
obtained several cDNA clones of the chitinases from marine organisms and investigated 
the structure and function of the chitinases. 
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１．研究開始当初の背景 

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り、その有効
利用が期待されている。しかしながら現状で
は主にアルカリ処理して得られるキトサン
に調製するか、あるいは酸加水分解して得ら
れるグルコサミン（苦み・渋みを呈する）に
調製され利用されているのみである。一方、
キチンのキチナーゼによる分解生成物であ
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）は変形性関節炎の治癒・美肌効果や甘味
（砂糖の 60%）などを示し、機能性食品素材
として極めて有用である。また、化学合成さ
れたＮ―アセチルグルコサミンの食品への
利用は認可されないため、酵素を用いた本方
法が最も主要な調製方法である。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
れず、それがキチンオリゴ糖・単糖の大量生
産を不可能にしている。そのため、結晶性キ
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チン高分解能を示すキチナーゼのニーズが
高まっていた。 
 
２．研究の目的 
 申請者はこれまでの研究において、海洋生
物には既報の微生物キチナーゼにはみられ
ない強固なα結晶性キチンを分解するキチ
ナーゼ活性を持つ生物種が存在することを
観察してきた。そこで本研究では強固なα結
晶性キチンを分解し、キチンオリゴ糖・単糖
の大量生産に役立たせるため、海洋生物より
キチナーゼの検索、精製、性状・機能解析、
cDNAクローニング（一次構造解析）および発
現系構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)数種海洋生物を試料とし、硫安分画、ア
フィニティーおよびイオン交換カラムクロ
マトグラフィーなどを用いてキチナーゼを
精製した。またそれらの酵素学的性質、酵素
反応特性、部分アミノ酸配列を調べた。 
(2)数種海洋生物を試料とし、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した。ファミリー18キ
チナーゼの保存配列より縮重プライマーを
設計し、PCR にて DNA フラグメントを増幅さ
せた。この塩基配列を解析し、5’および
3’RACE法により上流および下流域を増幅さ
せ、さらに全長を増幅させキチナーゼ遺伝子
のクローンを得た。得られた塩基配列よりキ
チナーゼの一次構造、ドメイン構造、推定立
体構造を明らかにした。 
(3)海洋生物キチナーゼ遺伝子を大腸菌発現
用ベクター(p-coldTF）に連結し、大腸菌内
に取り込ませた。37℃で生育後、IPGE を添加
し、15℃で 24時間生育させ、低温下でキチ
ナーゼを発現させた。 
 
４．研究成果 
(1)数種海洋生物キチナーゼの精製・性質お
よび酵素反応特性について： 
・イサキ胃より 49kDaキチナーゼを精製した。
本酵素はキチンの非還元末端より２分子の
GlcNAｃを良く遊離する酵素と考えられた。
N-末端アミノ酸配列はすでに報告したシロ
グチ 42kDa キチナーゼのそれと 22 残基まで
一致した。pNp-GlcNAcn (n=2,3)に対する最
適 pHはいずれも pH3.5 の酸性域に認められ、
胃酸の存在する胃内酸性 pHと良く符号した。
反応時間 10 分間では 70℃の比較的高温に最
適温度が認められた。 
・シログチ胃より 56kDa キチナーゼアイソザ
イムを精製した。本酵素は酸性域で良く作用
し、最適温度は 70℃に認められた。本酵素の
pNp-(GlcNAc)n (n=2-4)に対する分解能は
pNp-(GlcNAc)3 >> pNp-(GlcNAc)2 > 
pNp-(GlcNAc)4 だった。また、本酵素は

(GlcNAc)4-6を分解し、family 18 キチナーゼ
と同様に β アノマーの増加した(GlcNAc)2, 3

を生成したことより、エンド型のキチン分解
酵素と判断した。本酵素は結晶性 α-キチン
のカニ殻キチンを結晶性 β-キチンのイカ甲
キチンより良く加水分解した。 
・コウイカ肝臓より 62kDa キチナーゼを精製
した。本酵素は pH3.5に最適 pHを示し、pH4-6
で安定で、最適温度は 50℃に認められた。本
酵素の pNp-(GlcNAc)n (n=2-4)に対する分解
能 は pNp-(GlcNAc)2 > pNp-(GlcNAc)3 > 
pNp-(GlcNAc)4 だった。また、本酵素は
(GlcNAc)5を分解し、family 18 キチナーゼと
同様に β アノマーの増加した(GlcNAc)2, 3を
生成したことより、エンド型のキチン分解酵
素と判断した。本酵素は 0.5MNaCl 存在下で
1.5倍に活性が上昇した。不溶性基質に対し、
本酵素はコロイダルキチンを良く分解した。
結晶性キチンに対しては、エビ殻αキチンを
良く分解し、次いでイカ甲βキチン、カニ殻
αキチンの順であり、カイコ幼虫αキチンに
対する活性は著しく低かった。 
(2) 数種海洋生物キチナーゼの cDNA クロー
ニング：カサゴ胃、イサキ胃、アイナメ胃、
シログチ胃およびマサバ胃よりよりそれぞ
れ２種のキチナーゼ遺伝子クローニンが得
られた。それら遺伝子の全長はいずれも 1.6
～1.7kbp で、約 500 のアミノ酸残基をコード
していた。演繹アミノ酸配列はいずれも，N-
末端側よりシグナルペプチド，ファミリー18
活性ドメイン，リンカーおよびキチン結合ド
メインを構成していた。また活性ドメインの
アミノ酸配列には、他の脊椎動物 family 18
キチナーゼの active site と一致する配列が
認められた。各魚種胃のキチナーゼ cDNA は
β キチンおよび低分子基質分解能の高い
Acidic Fish Chitinase-1 (AFCase-1)グルー
プ（AFCase-1 内アミノ酸配列で約 80-90%の
相同性）と α キチン分解能の高い Acidic 
Fish Chitinase-2 (AFCase-2) グ ル ー プ
（AFCase-2 内アミノ酸配列で約 90%の相同
性）の２種のグループに分類される事を明ら
かにした。また両遺伝子は魚体内においては
胃で優位に発現していた。脊椎動物 family 18
キチナーゼのアミノ酸配列より系統樹解析
を実施したところ、両グループは哺乳類胃キ
チ ナ ー ゼ が 形 成す る Acidic Mammalian 
Chitinase (AMCase)とは異なるグループであ
ることが判明した。これらの結果より，魚類
は脊椎動物内においても独自の構造・機能を
示す複数のキチナーゼを胃に有し，餌料キチ
ンを効率良く分解していると考えられた。 
(3)大腸菌による発現：マサバ胃およびシロ
グチ胃キチナーゼアイソザイムの大腸菌に
よ る 発 現 を 大 腸 菌 発 現 用 ベ ク タ ー
(p-coldTF）を用いて実施し、可溶性酵素の
調製および精製を検討した。 
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