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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 酵 素 キ チ ナ ー ゼ ・ キ ト サ ナ ー ゼ に 注

目 し た . 既 に ， 土 壌 よ り キ チ ン ・ キ ト サ ン の 強

力 な 分 解 能 力 を も っ 細 菌 を 分 離 し ， 同 定 試験 の
結果， 本株 を Burkholderia gladioli CHB I O l 株
と 名 付 け た CHBI O l 株 が 生 産 す る キ チ ナ ー
ゼ ・ キ ト サ ナ ー ゼ を 精 製 し ， そ の 性 質 を 調 べ る
こ と に よ り ， 本 株 に よ る キ チ ン ・ キ ト サ ン 分 解
機 構 を 解 明 し ， オ リ ゴ、 糖 生 産 へ の 利 用 の 可 能 性
に つ い て検 討す る こ と と し た . ま た ， 酵 素 の 大
量 生 産 お よ び タ ン パ ク 工 学 的 手 法 に よ る 酵 素 機

能 の 改 良 を 目 指 し て ， 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ を

行 っ た

2 . 実 験 方 法

CHBI O l 株 を グル コ ー ス を 炭 素 源 と し た 合 成
培 地 を 用 い て 培 養 し ， 培 養 上 清 中 の キ チ ン ・ キ

ト サ ン 分解 酵 素 を 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ

り 精 製 し た . 活 性 測 定 は 基 質 に グ リ コ ー ル キ

チ ン あ る い は キ ト サ ン ( ア セ チル化度 30 % ) を

用 い ， 基 質 分 解 に よ っ て 増 加 す る 還 元 糖 量 を
Schales 法 に よ り 測 定 し た . キ チ ン ・ キ ト サ ン
分 解 酵 素 遺 伝 子 の 単 離 は ， CHB I O l 株 染 色 体

DNA を 大 腸 菌 を 宿 主 に シ ョ ッ ト ガ ン ク ロ ー ニ ン
グ し ， 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 す る こ と に よ り

行 っ た .

3 . 結 果 と 考 察

CHB I O l 株 は 培 地 の 炭 素 源 に よ ら ず ， キ チ

ン ・ キ ト サ ン 分 解酵 素 を 構 成 的 に 生 産 し ， 培 地

中 に 分 泌 し た . こ れ ま で に 報 告 の あ る 細 菌 の キ

チ ナ ー ゼ ・ キ ト サ ナ ー ゼ の ほ と ん ど が誘 導 型 の

酵 素 で あ り 3 培 地 へ の 基 質 添 加 が 必 要 で あ る の

に 比 べ て ， CHBI O l 株 の 酵 素 は安 価 な 培地 で も
生 産 で き る た め 酵 素 の 利 用 を 考 え る う え で は 好

都 合 で あ る .

培 養 上 清 に は ， 少 な く と も 3 種 類 の キ チ ン ・
キ ト サ ン分解酵 素 の 存在 が確認で き た (Fig. 1 )  • 
こ れ ら 3 種 の 酵 素 を 精 製 し ， そ の 性 質 よ り キ チ

ナ ー ゼ A， キ チ ナ ー ゼ B ， キ ト サ ナ ー ゼ A と 命
名 し た (Table) . キ チ ナ ー ゼ A は ， オ リ ゴ マ

ー を 基 質 に 用 い た 分 析 か ら ， グ ル コ サ ミ ン 問
( GlcN-GlcN) の 結 合 は 切 断 せ ず N- ア セ チ

ル グ ル コ サ ミ ン 間 ( GlcNAc-GlcNAc) の 結 合 を

切 断す る と と を 確認 し た . し か し ， 一 般 的 に キ
チ ナ ー ゼが 基 質 と す る 高 分 子 の キ チ ン を ほ と ん

ど 分解 し な い と い う 特徴 を 示 し た . キ チ ナ ー ゼ
B は ， コ ロ イ ダル キ チ ン を 分 解 し ， 最 終 生 成 物
と し て GlcNAc2 量体 と 若干 の GlcNAc が検 出

で き た . キ ト サ ナーゼ A は， GlcN-GlcN 結 合 を
切 断 す る が ， GlcNAc-GlcNAc は 切 断 し な か っ

た . ま た ， ア セ チ ル化 度 0 % の キ ト サ ン を エ ン
ド 型様 式 で 分解 し ， 最 終 生 成物 と し て GlcN の
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2 量体か ら 4 量体 の混合物 を 与 え た .

Fig. 1 Elution profile of chitin- and chitosan

degrading enzymes 企om CM-Sepharose CL-6B 
column chromatography. -: Absorbancy at 280 nm， 

- 0 一 activity against chitosan (degree of 

acetylation 30%)， ・ - : activ ity against glyco l 

chitin. 
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CHB I O l 株 は ， こ れ ら 基質 特 異性 の 異 な る 3

種 の 酵 素 の 共 同 作 用 に よ り 幅広 い キ チ ン ・ キ ト
サ ン 基 質 を 分解 利 用 で き る こ と が 明 ら か と な っ

た . 今 後 ， こ れ ら 酵 素 の 性 質 の 違 い を 利 用 す る
こ と に よ り ， キ チ ン ・ キ ト サ ン か ら の オ リ ゴ糖
生産反応 系 の構築 を 検討 し て い き た い .

Tab le 丹 op eは i es 01 chi t i n-and chi t o s an- degradi ng enzymes 

produced by B g/adioliCHB1 0 1  

c h i t  inase 

A 

Mo陪c u l ar 3 0  k Da 
wei g h t  

Su b st r at e  c h i t osan 
s pe c 引 d t y (D.A.2 0 -3 0 %) 

(GIcNAc) nと3

C恰avage endo 
pat t e r n  

Fi n a  ( m o nomer) 
product d i mer 

c h i t inas e chit osanase 

B A 

2 6  k Da 2 8  k Da 

g l y col  dlit i n  chit o回n
chit osan ( D.A.0 -30 %) 
(D A 2 0 3 0 %) 

( Gt N) n 孟5
(GIc NAc) n詮3

endo endo 

( m o nomer) dimer 

d i m e r  t r肝l er
( t et ramer) 

CHB I O l 株 染 色 体 DNA 断 片 を ベ ク タ 

pUC l 19 を 用 い て ， 大腸菌 K1 2 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 . CHB I O l 株 よ り 精 製 し た 3 種類 の キ

チ ン ・ キ ト サ ン 分解 酵 素 に 対 応 し た 遺 伝 子 が ク

ロ ー ニ ン グで き た も の と 考 え ら れた .

こ の う ち ， 1 つ の プ ラ ス ミ ド の 挿 入 断 片 に つ

い て ， キ ト サ ナ ー ゼ 活 性 発 現 に 必 要 な 領 域 を 探
り ， 塩 基 配 列 を 決 定 し た . そ の 結 果 ， 355 ア ミ

ノ 酸 よ り な る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が

見 っ か り ， 内部 に は精製キ ト サ ナ ー ゼ A を 用 い

て 決定 し た N 末端 ア ミ ノ 酸 配 列 に 一致す る 配 列
が 見 い だ さ れ た こ と か ら ， と の DNA 断片 に キ

ト サ ナ ー ゼ A 遺伝子が存在す る こ と が確認で き

た . 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を ホ モ ロ ジ ー 検 索
に か け た と こ ろ ， 細 菌 由 来 の キ ト サ ナ ー ゼ配 列
と 相 同 性 を 示 し 3 特 に ， Bacil1us circulans 
MH-Kl 株 の キ ト サ ナ ー ゼ と は 80% の 高 い 相 向

性 を 示 し た . ま た ， 活 性 中 心 と し て 同 定 さ れ て

い る グ ル タ ミ ン 酸 と ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 も 保 存

さ れて い た .
今 後 は ， 他 の 2 つ の ク ロ ー ン に 含 ま れ る と 考 え

ら れ る キ チ ナ ー ゼ遺 伝 子 の 構造 を 明 ら か に し ，
2 種 の キ チ ナ ー ゼ の 役 割 分 担 に つ い て 調 査 を 行

い た い . さ ら に ， 各 遺 伝 子 を そ の ま ま 或 い は 修

飾 し た 形 で 大 腸 菌 で 発 現 さ せ ， 酵 素 タ ン パ ク 質

の ド メ イ ン構造 と 活 性 の 関係 を 明 ら か に し た い .
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Fig.2 Alignment of amino acid sequences of bact巴rial

chitosanases. 

Numbers at both ends of sequences indicate amino 

acids residue number from N-terminus. Amino acid 

residues identical to CHB 1 0 1  chtosanase A are 

shadowed. The closed circles indicate the N-terminal 

amino acid residue of the mature chitosanase. Asp 

and Glu residues involved in the catalytic site ar巴

indicated by' * ' .  The sequence segmeöts aligned here 

are 企om Burkholideria gladioli CHB 1 0 1  chitosanase 

A， Bacillus circulans MH-Kl chitosanas巴，

Streptomyces sp. N 1 74 chitosanase， Nocaradio ides sp. 

N I 06 chitosanase. 

4 _ 結 論

Burkholderia gladioli CHB I O l 株 が培 地 中

に 分泌 す る 3 種類 の キ チ ン ・ キ ト サ ン分解酵素，
キ チ ナ ーゼ A， キ チ ナ ー ゼ B， キ ト サ ナ ー ゼ A

を 精 製 し ， そ の 性 質 を 明 ら か に し た . キ チ ナ ー
ゼ A は ， GlcNAc オ リ ゴ マ ー を 分解 し た が， 高

分 子 の コ ロ イ ダ ル キ チ ン は ほ と ん ど 分 解 し な い

と い う ， 他 の キ チ ナ ー ゼ に は 見 ら れ な い 特徴 を
示 し た _ CHB I O l 株 の 染色体 DNA よ り ， 大 腸

菌 宿 主 内 で キ ト サ ン 分 解活 性 を 発 現 す る DNA

断片 を 3 種類 単 離 し た . そ の う ち の 一 つ を 解 析

し た 結果， キ ト サ ナ ー ゼ A 遺 伝 子 を 含 み ， 推定

さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は ， 既 に 報 告 の あ る 細 菌 由

来 の キ ト サ ナ ー ゼ の ア ミ ノ 酸配 列 と 高 い 相 向 性

を 示 し た .


