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1.緒言

豊富に存在するバイオマスであるキチン･キ
トサンを分解して得られるオリゴ糖の生理活性

を調べ,その有効利用をはかるために.微生物

の生産する辞素キチナーゼ･キトサナ-ゼに注

目した.既に.キチン･キトサンの強力な分解

細菌である　BLLrkhoklen'a gladL'oIL'CHBIOl株

を土壌より分離同定し.本株が生産するキチナ
-ゼ･キトサナーゼを精製し.その性質を調べ

た.これら酵素のオリゴ糖生産への利用をはか

るため.酵素の大量生産およびタンパク工学的

手法による酔素機能の改良を目指して.各酵素
遺伝子のクローニングを行った.

2.実験方法

B. gla(JIoIL'CHBIOl株染色体DNAを制限酔

素SaLt 3Alで部分消化した断片をプラスミドベ

クターpUCl19のBim HI部位に組込み大腸菌

JMIO9株に形質転換した.キトサンを含有した

選択培地上で周辺に溶解斑を生じるコロニーを
選抜した.クローニングされた断片は,ダイデ

オキシ法により,島津　DNA　シークエンサ

DSQ-2000Lを用いて塩基配列を決定した.得

られた配列のホモロジー解析は. Gene的遺伝

子解析システム(ソフトウエア開発)により行

った.

3.結果と考察

CHBIOl株が生産する2種類のキテナーゼ.

1種のキトサナ-ゼの性質について,これまで

明らかになったものをまとめた(Table 1).併せ

て,クローニングされた遺伝子との対応を明ら

かにするため.精製酵素のN-末端アミノ酸配列

を決定した.

これらの酵素の中で.特にキチナーゼAが,

キチン･キトサンからのオリゴ糖生産への利用

という面で好ましい僅質を有していた.すなわ

ち, 1)高分子キチンはほとんど分解せず,高

分子キトサン(低アセチル化度)は良く分解す

-12Lq

キチナ-セ　　　キテナーゼ　　キトサナーゼ

A　　　　　　　8　　　　　　　A

分子量

基宜特異性

コロイダルキチン

グリコールキチン

キトサン(DA.30%)

キトサン(DA.0%)

GtCNAcオリゴマー

GlCNオリゴマ一

切斬様式

呈結反応

生成物

N未l境

7ミノ畦配列

30 kDa Z6 kDa　　　　　28 kDa

X O

×　　　　　　　　　　　0

0　　　　　　　　　0

x X

O (3上体以上)　　○ (3■体以上)

X X

エンド型　　　　　エンド型

(半1位)　　　　(単i休)

2JL休　　　　　　2JL体

AACN FKVWS ALPSNFLF SA

)く

)く

0

0

X

O (5量体以上)

エンド型

21体

31体

(41体)

ALDHDAN ド S

Table L Properties of two chitinases alld

one chitosanse from B. gladL'DJL'CHB 101

る. 2)高分子キトサン(アセチル化度0%お

よびグルコサミン(GIcN)オリゴ糖は分解しない,

3) N-アセチルグルコサミン(GIcNAc)オリゴ糖

は分解する.これらの性質から,キチナ-ゼA

は,低アセテル化度キトサン中の　GIcNAc-

GIcNAc　間,およびGIcNAc-GIcN (または

GIcN-GIcNAc)間の結合を切断し, GIcN-GIcN

間結合は切断しないことが明らかとなった.従

って,アセチル化度10%のキトサンを基質に用
いることにより.最終反応産物として9量体程

度のGIcNオリゴ糖を得られることが予想され

た(Fig. i).このオリゴ糖は.従来の化学法･酵

素法によって得られるもの(3-6量体)より

も重合度が高く,その生理活性に興味が持たれ
る.
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CHBIOl　株染色体　DNA　断片をベクター

PLTCl19を用いて.大腸菌Ⅰ(12株にショットガ

ンクローニングし.約20,000個のコロニーをス

クリーニングした結果, 20個のコロニーの周辺

に培地中のキトサン分解による溶解班が確認で
きた.これらの株からプラスミド　DNAを調製

し,ベクターに組み込まれた染色体DNA断片

を解析した結果. 3種類の断片の存在が明らか

となった.このうちの1つはキトサナ-ゼAを

コードしていることは,推定アミノ酸配列が他

の細菌のキトサナ-ゼ配列と高い相同性を示す

こととともに既に報告済みである.

今回,他の2つのクローンを解析し.それぞ

れキテナーゼAとBに相当することを確認した.

遺伝子解析の結果,明らかとなった各酵素のド
メイン構造をキトサナ-ゼAも含めてFig. 2に

まとめた.
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キチナ-ゼAは. 3ヰ1アミノ酸残基からなり,

N末端に31アミノ酸からなるシグナル配列を有

していた.成熟酵素のアミノ酸配列には,一般

に微生物キチナーゼ(family 19に分類される)に

保存された活性中心を形成する配列が存在した.
しかし,全観域についてみると,細菌の中でも

酵素学的性質の報告がほとんど無い稀少グルー
プに属するキチナ-ゼであった.キチナ-ゼA

は高分子キチンには作用しない特製な酵素であ
ったが.本酵素は,反応特性のうえでも一般の

細菌キチナ-ゼとは異なったものと考えられる.
キチナ-ゼBは, 307アミノ酸残基からなり,

N末端に39アミノ酸からなるシグナル配列,さ

らに54残基からなるキチン結合ドメインに類似

の配列を有していた.成熟酵素の活性ドメイン

のアミノ酸配列は.微生物キテナーゼ(family 18)

とは相同性を示さず,植物キチナ-ゼ(family 19

に分類される)に高い相同僅を示した.キチナ一

一129

ゼBは,本来微生物には見られないタイプのキ

チナ-ゼであり,本酵素の分子進化および機能

分化を考える上で興味深い.さらに,キチナ-

ゼBの成熟酵素N末端に存在するキチン結合ド

メインが,本酵素タンパクの不溶性基質(コロ

イダルキチン)への結合と,効率よい分解に必

須のものであることを証明した.

今後は,キチナ-ゼ遺伝子を大腸菌で発現さ
せて酵素を大量に得ること,キトサンの辞素分

解により得たオリゴ糖の生理活性を調査するこ
とが課題である.これにより.キチン･キトサ

ンオリゴ糖の防腐剤,食品添加物としての用途

開発を検討する.また,キチナ-ゼBについて

は,カビ細胞壁の溶解を通じて抗菌活性を示す
ことが予想されたので.抗菌剤としての用途に

ついても検討したい.

4.結論

B. gladJ'01I CHBIOl株が生産する2種のキ

チナ-ゼと1種のキトサナ-ゼを精製し.その

性質を明らかにするとともに､各酵素遺伝子を
クローニングした.各酵素は,アミノ酸配列の

上でも全く相同性を示さない独立に進化した酵

素と考えられた.また,キテナーゼAは.高分

子キチンには作用しないという特異な性質を示
し.キトサンからのオリゴ糖生産に有望な酵素

と考えられた.


