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研究成果の概要（和文）： 

 

 グラム陰性海洋細菌 Pseudoalteromonas piscicida O-7 株は、キチン存在下において、4 種

類のキチナーゼ、3 種類の N-アセチルグルコサミニダーゼおよび 2 種類のプロテアーゼを

産生し、キチンを N-アセチルグルコサミン(GlcNAc)にまで分解することを明らかにしてい

る。最近、Illumina 社の Genome Analyzer を用いて、O-7 株のゲノム解析を行った結果、新

たに 2 種類のキチナーゼ(ChiE、ChiF)および N-アセチルグルコサミニダーゼ(GlcNAcase D)

遺伝子が存在することを認めた。ChiE は、ChiA と相同性の高いファミリー18 に属する触

媒ドメイン、およびその C 末端側に 2 つの PKD 領域と 2 つのキチン結合領域(ChtBD)を有

する分子量 95.6 kDa の前駆体タンパク質としてコードされていた。また、chiE 遺伝子の 19

塩基上流域に、2 つの ChtBD を有するキチン結合タンパク質(Cbp2)をコードする ORF が認

められた。さらに、ChiF は、ファミリー19 に属する触媒ドメイン、およびその C 末端側

に機能未知領域とChtBD領域を有する分子量53.1 kDaの前駆体タンパク質としてコードさ

れていた。一方、GlcNAcase D は、シグナルペプチドを有し、ファミリー20 に属する触媒

領域からなる分子量 88.7 kDa の前駆体タンパク質としてコードされていた。次に、これら

遺伝子の転写量について検討したところ、GlcNAc 存在下で ChiE および Cbp2 遺伝子発現

量は、培養中期において 2 倍に、GlcNAcase D 遺伝子発現量は、すべての培養時期におい

て 30 倍に増大した。さらに、ChiE、ChiF、Cbp2 および GlcNAcase D のキチン分解系にお

ける役割を明らかにする目的で、それらタンパク質の高発現系を構築した。今後、それら

タンパク質の生化学的および酵素学的諸性質について検討する。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 

We have clarified that four chitinases (ChiA, ChiB, ChiC, and ChiD), three 

β-N-acetylglucosaminidases (GlcNAcases A, B, and C), a transglycosylative enzyme (Hex99), a 

chitin-binding protein (Cbp1), and two proteases (AprIV and MprIII) are involved in chitin 

degradation of the marine bacterium, Pseudoalteromonas piscicida strain O-7. Recently, the 

genome analysis of strain O-7 was performed by Illumina Genome Analyzer. The homology search 

indicated that there are additional chitinase-, chitin-binding protein-, and 

N-acetylglucosaminidase-encoding genes in the genome. Real-time quantitative PCR analyses 

demonstrated that the expression of these genes was induced by the presence of GlcNAc. The 

proteins were produced in E. coli BL21 (DE3) and purified with Ni Sepharose Fast Flow (GE 

Healthcare). 
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１．研究開始当初の背景 

 

キチンは、地球上でセルロースに次いで多
く存在する再利用可能なバイオマスである。
我々は、キチンの有効利用を目的に、種々の
生理活性を示すキチンオリゴ糖、ならびに N-

アセチルグルコサミン（GlcNAc）の効率的な
酵素生産を目指し、海洋細菌 Alteromonas sp. 

O-7 株ならびに好熱性放線菌 Streptomyces 

thermoviolaceus OPC-520 株を用いてキチン分
解機構に関する研究を行っている。海洋細菌
Alteromonas sp. O-7 株(現在 Pseudoalteromonas 

piscicida O-7 株と同定)は、キチン存在下にお
いて細胞外に 4 種類のキチナーゼ、および細
胞外膜、ペリプラズム、サイトプラズムにそ
れぞれ分布する 3 種類の β-N-アセチルグルコ
サミニダーゼを産生する。さらに、キチン分
解には直接関与しないが、天然キチンの構成
タンパク質を分解し、キチナーゼ活性を促進
させるキチン結合ドメインを有する新規な
セリンプロテアーゼおよびメタロプロテア
ーゼが、本菌のキチン分解系に関与すること
を認めた。一方、好熱性放線菌 Streptomyces 

thermoviolaceus OPC-520 株は、キチン存在下
において 4 種類のキチナーゼおよび 2 種類の
β-N-アセチルグルコサミニダーゼを細胞外に
分泌する。これらの酵素は、いずれも高い至
適温度、熱安定性を示し、また比活性が高い
ことから、GlcNAc などの効率的な酵素生産
に適している。 

 

２．研究の目的 

 

海洋細菌 Alteromonas sp. O-7 株ならびに好
熱 性 放 線 菌 Streptomyces thermoviolaceus 

OPC-520 株をモデル細菌として用い、①細菌

がどのような分子を介してキチンに吸着し
ているのか？、②キチン分解産物（GlcNAc

およびキチンオリゴ糖）の輸送系の解析、③
キチン分解産物の代謝経路に関与する酵素
の特定および役割、④キチン分解系、輸送系
および代謝系に関与する遺伝子発現調節機
構、および⑤食品素材としての GlcNAc およ
びキチンオリゴ糖の酵素生産技術の開発等
を目的に研究を行った。 

 

３．研究の方法 

 

Alteromonas sp. O-7 株のキチン分解機構
に関与するタンパク質を網羅的に解析する
目的で Illumina 社の Genome Analyzer を用い
て、Sequence-by-Synthesis 法によりゲノム解
析を行った。ゲノム解析により明らかにされ
た、本菌株のキチン分解機構に関与すると思
われる新規タンパク質の遺伝子発現量が
GlcNAc 存在下および非存在下で変動するか
否かについて検討した。すなわち、1.0% 

GlcNAc 存在下，非存在下において培養初期，
中期、後期の菌体からトータル RNA を調製
し、M-MLV Reverse Transcriptase RNase H 

Minus (Promega)で逆転写反応後、Thermal 

Cycler Dice Real Time System (Takara)により、
SYBR Premix Ex Taq (Takara)を用いて定量的
リアルタイム PCR を行った。 

次に、キチン分解系に関与する新規タンパ
ク質の高発現系を構築するために、目的タン
パク質が glutathione S-transferase との融合タ
ンパク質として高発現される pGEX-6P-1 (GE 

Healthcare)および His タグ融合タンパク質と
して高発現される pProEX HTa (Invitrogen)に
それら遺伝子を導入し、大腸菌 BL21 (DE3)

株を形質転換した。得られた形質転換株を、



150 ml のアンピシリン含有 LB 液体培地を用
いて、600 nm での吸光度が 0.7 になるまで
37˚C、200 rpm で攪拌培養した。これらの培
養液に最終濃度が0.1 mMとなるように0.1 M 

IPTG を加えた後、さらに 1.5 時間攪拌培養し
た。培養液を 4˚C、7,000 rpm で 5 分間遠心分
離することにより集菌し、10 ml の 1 mM 

PMSF 含有生理食塩水で再懸濁して超音波破
砕した。 
 
４．研究成果 
 

O-7 株のゲノム解析を行った結果、新たに
2 種類のキチナーゼ(ChiE, ChiF)、N-アセチル
グルコサミニダーゼ(GlcNAcase D)およびキ
チン結合タンパク質(Cbp2)遺伝子が存在する
ことを認めた。ChiE は、ChiA と相同性の高
いファミリー18 に属する触媒ドメイン、およ
びその C 末端側に 2 つの PKD 領域とキチン
結合領域(ChtBD)を有する分子量 95.6 kDa の
前駆体タンパク質としてコードされていた。
また、ChiF は、ファミリー19 に属する触媒
ドメイン、およびその C 末端側に機能未知領
域と ChtBD 領域を有する分子量 53.1 kDa の
前駆体タンパク質としてコードされていた。
また、chiE 遺伝子の 19 塩基上流域に、2 つの
ChtBD を有するキチン結合タンパク質(Cbp2)

をコードする ORF が認められた。一方、
GlcNAcase D は、シグナルペプチドを有し、
ファミリー20 に属する触媒領域からなる分
子量 88,700 Da の前駆体タンパク質としてコ
ードされていた。次に、これら遺伝子の転写
量について検討したところ、GlcNAc 存在下
で ChiE および Cbp2 遺伝子発現量は、培養中
期において 2 倍に、GlcNAcase D 遺伝子発現
量は、すべての培養時期において 30 倍に増
大した。 

ChiE、ChiF、Cbp2 および GlcNAcase D の
キチン分解系における役割を明らかにする
目的で、キチン分解系に関与する新規タンパ
ク質の高発現系を構築した結果、すべてが封
入体として発現した。そこで、8 M 塩酸グア
ニジン存在下において Ni Sepharose Fast Flow 

(GE Healthcare)カラムクロマトグラフィーに
より His タグ融合タンパク質を精製し、得ら
れた精製標品を 10 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 

8.0)に対して透析を行った。今後、それらタ
ンパク質の諸性質について検討する予定で
ある． 
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