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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

トサンの有効利用をはかるため,微生物の生産

する酵素キチナ-ゼ･キトサナ-ゼを用いたオ

リゴ糖生産とその利用に注目した.既に,キチ

ン分解細菌BuI･kholden'a gladl'01L- CHBIOl株

を土壌より分離同定し,本株が生産するキチナ
-ゼを用いてキトサンオリゴ糖を生産した.こ

のオリゴ糖は,抗細菌･抗力ピ作用を示し防腐

剤などへの利用の可能性が開けた.さらに,檀

広い微生物を検索したところ,麹菌Aspelgl'11us

oJγZaeが強力なキトサン分解能を示すことがわ

かった.麹菌は古来より発酵醸造に利用されて

おり,安全性においては申し分ない.そこで,

キチン･キトサンを新たな食品素材へ変換する
ことを視野に入れて,麹菌のキトサン分解酵素

を精製し,その性質を調べた.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,キトサナ-ゼ遺伝子のク
ローニングを行った.

2.実験方法

麹菌A. on花ae mLM2660株を実験に使用し

た.培養はCzapek-Dox培地を用いて行い,

菌体を除去した後の培養上清をキトサン分解酵

素源として用い,各種クロマトグラフィーによ

り酵素の精製を行った.酵素活性の測定は,辛

トサンを基質に用いて,酵素反応によって生じ

る還元糖量を定量することにより行った.

lAM2660株染色体DNAよりファージベクタ一

入DASHIIを用いてゲノムライブラリーを作成

し,この中よりキトサナ-ゼ遺伝子を単離し塩

基配列を決定した.

3.結果と考察

麹菌A o乃/詔e lAM2660株を用いて,炭素源

としてN-アセテルグルコサミンを用いた培養

液より2種類のキトサン分解酵素(分子量40 kDa

と135 kDa)を精製した.キトサン溶液の粘度

低下活性と反応生成物の薄層クロマトグラフィ
ー分析の結果､ 40 kDaの酵素は基質をエンド型

に分解するキトサナ-ゼであり, 135 kDaの酵

素はエキソ型に分解するβ-D-グルコサミニダ
ーゼであることが判明した(Table 1) .
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Table 1. Properties of hvo chitosan-

degrading enzymes from A. ozy222e lAM2660

報告のある菌類キトサナ-ゼ一次配列を基に
プライマーを設計した. IAM2660株染色体DNA

を鋳型としたPCRを行い,増幅断片をプローブ

としてlAM2660株ゲノムライブラリーより全長

キトサナ-ゼ遺伝子を含むクローンを選択し塩

基配列を決定した.その結果,糸状菌キトサナ
-ゼの一次配列は互いに保存されており,細菌

キトサナ-ゼとは起源を異にすることが明らか

となった｡

4.結論

強`力なキトサン分解活性を示した麹菌　A
ozy2ne IAM2660株の培養上清より2種類の酵

秦,キトサナ-ゼ(エンド型)とβ-ゲルコサミ

ニダーゼ(エキソ型)を精製した.両酵素とも

に部分アセテル化を受けたキトサンを分解する
ことよりオリゴ糖生産への利用が期待でき,覗

在試験中である.また,キトサナ-ゼ遺伝子を

単離できたことから,遺伝子工学的手法により

酵素の機能や安定性の改良を検討したい.
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