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キチン分解細菌 Chitiniphilus shinanonensis 由来の新規キチン分解酵素を用いた N-
アセチルグルコサミンの生産 

Production of N-acetylglucosamine using a novel chitin-degrading enzyme from the 

chitinolytic bacterium Chitiniphilus shinanonensis 
 
下坂	 誠 

信州大学繊維学部応用生物科学系生物機能科学課程	 教授 

 
	 新属新種の強力なキチン分解細菌 Chitiniphilus shinanonensis SAY3株を分離した。

本株は 15 個ものキチン分解酵素遺伝子（chiA-chiO）を有していた。このうち，１種
の酵素（ChiG）は基質キチンをエンド型に分解し最終生成物として N-アセチルグルコ
サミンのみを生じる新規な活性を有していた。 

 
１．はじめに 
	 キチンは N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）がβ−1,4結合した直鎖状の多糖であり，

地球上ではセルロースに次いで豊富なバイオマスである 1)。キチンはセルロースと同様

に強固な結晶構造を形成し水に不溶である。工業的にはカニ殻・エビ殻などの水産廃棄

物から生産され，医用材料，繊維材料，食物繊維，農地改良剤など多様な分野で活用さ

れている。一方，キチンの加水分解によって得られる単糖 GlcNAcやそのオリゴ糖の示
す生理活性作用にも注目が集まっている。GlcNAcは甘味料として利用できるのみなら
ず，変形性膝関節症等の予防や治療効果を期待できることからサプリメントとしても利

用されている。現状では，GlcNAc は強酸を用いた化学分解によって生産されている。
しかし，(１)反応槽の腐食が激しいこと，(２)廃液の中和処理にコストがかかり環境へ
の負荷がかかること，(３）GlcNAc残基中のアセチル基が脱離するため得られる産物は

グルコサミンが主となること，といった問題点がある。グルコサミンも GlcNAcと同様
にサプリメントとして使用可能であるが，GlcNAcに比べて苦味があり熱に不安定とい
う難点が指摘されている。化学分解法に換わる手段として，キチン分解酵素を用いた

GlcNAc生産法には利点があり長年にわたって検討されてきたところである。 

 
２．キチン分解酵素について 

	 キチン分解酵素は多様な生物種によって作られており，その生理的意義も多様である。

キチンを含む生物の代表例は昆虫や甲殻類であり，外骨格を構成する主要成分となって

いる。また，菌類の細胞壁にも主要成分としてキチンが含まれている。これらの生物に
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おいてキチンは外界から身を守る「よろい」のはたらきをしている。しかし，これらの

生物が成長する過程では，この「よろい」が妨げになる。昆虫，甲殻類が自ら作り出す

キチン分解酵素は，脱皮の過程をスムーズに進行させるために重要である。また，菌類

のキチン分解酵素には菌糸伸長の際に自己細胞壁のキチンを部分的に分解し，成長部分

の細胞壁構造を緩めるはたらきが知られている。 
	 一方，高等動物，植物，細菌といった生物は体内にキチンを全く含まないが，キチン

分解酵素の生産能を有している。ヒトのマクロファージによって作られるキチン分解酵

素は病原性糸状菌の細胞壁キチンを分解することにより，感染防御の役割を果たしてい

る 2)。植物においても，植物病原性糸状菌の侵入過程でキチン分解酵素が誘導生産され

ており病原菌の感染を防ぐ役目を果たしている。細菌のキチン分解酵素は，昆虫や甲殻

類などの遺骸に含まれるキチンを分解して栄養源として利用するために用いられてい

る。このようにキチン分解酵素は共通の反応を触媒するが，その生理的な意義はさまざ

まである。 
	 キチン分解酵素は，その反応様式からエンド型のキチナーゼ（EC 3.2.1.14）とエキ
ソ型のβ-N-アセチルグルコサミニダーゼ（EC 3.2.1.52）に大別できる 3)。キチナーゼ

は高分子キチンの非晶質部分からランダムにグリコシド結合を分解し最終産物として

GlcNAc２量体を与える。多くのキチナーゼには触媒ドメインに加えてキチン結合ドメ
インが存在し，触媒ドメインを不溶性基質キチンの表面に保持することによって分解反

応を効率的に進める役割を果たしている。β-N-アセチルグルコサミニダーゼは可溶性
の低分子 GlcNAcオリゴ糖に作用し非還元末端から順に GlcNAcを遊離する。グラム陰
性細菌においては，分泌型のキチナーゼがキチンを GlcNAc2量体に分解し，続いてペ

リプラズム局在性のβ-N-アセチルグルコサミニダーゼが GlcNAc へ分解し，その後に
細胞内へ輸送し糖代謝に入る経路が一般的である。 
	 糖質加水分解酵素の分類法として，触媒活性中心付近のアミノ酸配列の相同性に基づ

く方法が提唱され，glycosyl hydrolase (GH) ファミリーとして示されている 4)。この

分類によるとキチナーゼは GH18 と GH19 に，β-N-アセチルグルコサミニダーゼは
GH20 に主に分類される。GH18 と GH19 キチナーゼは，立体構造のみならず反応メ

カニズムも違っており，互いに異なる起源をもつ酵素と考えられる。GH18キチナーゼ
は動物，植物，微生物に広く分布するが，GH19 キチナーゼは植物に偏在する。なお，
一部の微生物に GH19 キチナーゼをコードする遺伝子が見つかっており，遺伝子の水

平伝播の可能性が指摘されている 5)。また，GH18 に分類されるキチナーゼの中には，
非還元あるいは還元末端からGlcNAc2量体を連続的に切り出す processive型反応を触
媒するものも報告されている 6)。このようにキチン分解に関与する酵素は，産生する生



3 

物種，酵素の構造と機能，生理的意義において多様性を示しており，今後も新たな知見

が加わるものと思われる。 

 
３．自然界のキチン分解細菌について 
	 上述したキチンの酵素分解法による GlcNAc 生産には細菌由来の酵素の利用が容易
である。これまで多くの種類のキチン分解細菌が自然界より分離され，産生するキチン

分解酵素の構造と機能が解明されてきた。また，全ゲノム配列が決定された細菌の種類

も増え続けており，キチン分解酵素をコードすると予想される遺伝子配列情報も蓄積さ

れている。しかし，我々が既にキチン分解細菌および分解酵素について知り尽くしたか

と問われれば，答えは否定的である。 
	 自然界に存在する細菌のうち，既に分離同定され学名が付けられたものはたかだか

１％程度に過ぎないと言われている。大多数の細菌は難培養性であり，いくら培養条件

に工夫を凝らしても平板培養でコロニーを作らせることが困難である 7)。このような難

培養性の未知細菌の実体にアプローチする手段として，環境中に存在する細菌細胞の集

団から直接 DNAを調製し，普遍的に保存されている遺伝子の配列を解析する方法がと

られている。具体的にターゲットとなるのは，分類学上の指標としても重要な 16S リ
ボソーマル RNA（16S rRNA）遺伝子である。PCR増幅した 16S rRNA遺伝子断片を
クローニングしたのちランダムに塩基配列を解読する。この配列を公共データベースと

照合すれば，その由来が既知細菌種のものか未知細菌種のものかが判定できる。細菌細

胞からの DNA 抽出効率の差や PCR 増幅のバイアスは無視できないものの，クローン
中に高頻度で出現する 16S rRNA 遺伝子配列は，細菌群をサンプリングした環境中で

優勢に分布していた細菌に由来するものとみなすことができる。 
	 そこで，信州大学繊維学部附属農場の圃場にフレーク状のキチンをすき込んだ試験区

を設けて経時的に土壌をサンプリングし，存在する細菌群の変動の様子を 16S rRNA

遺伝子の配列決定により調査した。その結果，キチン添加により明らかに存在頻度が上

昇する 16S rRNA遺伝子配列が出現した 8)。これらの配列は，キチンを分解利用するこ

とにより優勢となった細菌種に由来するものと思われる。興味深いことに，これらの配

列のほぼ半数はデータベースに登録された既知細菌種の配列と合致しなかった。次に，

フレークキチンを農場土壌，千曲川河川水，上田城堀水中に設置し表面に強く吸着する

細菌群を回収した。これらの付着細菌はキチンの分解に関与することが推察された。こ

の細菌群から調製したDNAを分析したところ高頻度で出現した 16S rRNA遺伝子配列
のほとんどはデータベース中に登録されていなかった（表１）。以上の結果は，自然界

でキチン分解に主要な役割をはたしている細菌の多くが難培養性の未知種である可能



4 

性を示すものである。 

	  
４．新属新種の細菌 Chitiniphilus shinanonensis SAY3株 

	 前項で述べたように農場土壌，千曲川河川水，上田城堀水に設置したフレークキチン

には未知のキチン分解細菌が付着している可能性が高い。そこで，単一炭素源にコロイ

ダルキチンを用いた合成培地に各フレークキチンを接種して集積培養を行い，同培地の

平板培養でキチン分解細菌の分離を試みた。しかし，結果はいずれも付着細菌群の DNA
解析では低頻度のため検出されなかった既知のキチン分解細菌が分離されるのみであ

った。この事からもフレークキチンに付着している主要な細菌の多くは難培養性である

ことが伺える。今回，偶然にも，上田城堀水由来のフレークキチンに付着した新種のキ

チン分解細菌を分離することができたので以下に紹介する。 
	 ここで用いたひとつの工夫は，３つの異なる環境由来のフレークキチンを混合して集

積培養を行ったことである。継代培養液中の細菌群から DNA を調製したのち，PCR
増幅した 16S rRNA 遺伝子断片を変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法（denaturant 
gradient gel electrophoresis: DGGE）によって，その配列の違いによって分画した。

その結果，培養１代目では多くのバンドが確認されるように多様な細菌種が存在してい

たが，10代目以降は４本のバンドが安定に維持された（図 1）。すなわち，４種類の細
菌が互いに依存しながら炭素源であるキチンを効率よく分解利用する細菌群が形成さ

れたのである 9)。平板培養法により４種の細菌を全て分離することができたので，それ

らの 16S rRNA遺伝子配列を決定したところ，うち 1種が上田城堀水に設置したフレ
ークキチンに付着していた未知細菌の配列と完全に一致した。なお，他の 3種の細菌は

既知のものであった。該当細菌の分離成功に至った理由は推測の域を出ないが，存在環

境の異なる細菌が混合されたことにより増殖に有利にはたらく依存関係が作られたも

のと思われる。 

	 分離したキチン分解細菌 SAY3株について，分類同定の基準となる各種の生理学的，
生化学的データを集めた結果，本株はβ-proteobacteria門 Neisseriaceae科の新属とし
て取り扱うことが妥当と判断した。既に Chitiniphilus shinanonensis の学名のもと
SAY3株を基準株として登録済みである 10)。本株の主要な性質と細胞の電子顕微鏡写真

を図２に示した。本株はコロイダルキチン含有寒天培地において良好な増殖とキチン分

解に伴う明瞭な溶解ゾーンを示した。また，液体培養では粒子径の大きいフレークキチ

ンを効率よく分解した（図３）。SAY3 株は新属新種の強力なキチン分解細菌であり，
新規なキチン分解酵素を有するのではないかという期待がもたれた。 
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５．SAY3株からのキチン分解酵素遺伝子の単離 
	 SAY３株が示す強力なキチン分解能を明らかにするためキチン分解酵素候補遺伝子
を単離した。フォスミドを用いて SAY3株のゲノムライブラリーを作成し，キチン分解

活性を示した 10個の大腸菌クローンから塩基配列を決定した結果，15個のキチン分解
酵素候補遺伝子（chiA-chiO）を見出した 11)。各遺伝子にコードされるタンパク質の予

想ドメイン構造を図４にまとめた。13 種のタンパク質についてはアミノ末端側に明確

なシグナル配列が存在し分泌タンパク質であることが予想された。また，14 種のタン
パク質については，多くのキチナーゼに見られるキチン結合ドメイン（CBD）類似配
列が存在した。一方，活性ドメインの構造については，エンド型キチナーゼに相同性を

示すものが 13種あり，12種は GH18に 1種（ChiＮ）は GH19に分類された 11)。β

-N-アセチルグルコサミニダーゼに相同性を示したものは 1種（ChiI）のみであった。
なお，5個の遺伝子（chiCDEFG）はオペロンを構成していたが，うち ChiFは既知の

キチン分解酵素の活性ドメインに対して明確な相同性を示さなかった。 
	 高分子キチンを GlcNAcまで分解して細胞内に取り込み代謝するためには，キチナー
ゼとβ-N-アセチルグルコサミニダーゼの 2 種の酵素があれば十分である。実際にキチ

ン分解細菌の中には両酵素をコードする2から3個の少数の遺伝子を有するものも多い。
一方で，放線菌やビブリオ属細菌の中には 10個以上という多くのキチン分解酵素遺伝
子を含むものが知られている。SAY３株は 15種類もの異なるキチン分解酵素のレパー

トリーを揃えることによって，キチンを効率よく分解利用する能力を獲得したものと思

われる。大腸菌を宿主に各遺伝子を発現させて得た組換えタンパク質の酵素活性を調査

した結果，ChiGに新規なキチン分解活性を見出した。 

 
６．新規キチン分解酵素 ChiGの性質 
	 ChiGはアミノ末端側に 2個のキチン結合ドメインを有するが，カルボキシ末端側ド

メインは GH18 キチナーゼに対してわずかな相同性を示すのみであった。大腸菌で発
現させた組換え ChiGはキチンや GlcNAcオリゴ糖に対して分解活性を示した 12)。興味

深いことに GlcNAcの 2〜6量体を GlcNAc単量体にまで完全分解し，高分子キチンか

らも GlcNAcを生成することがわかった（図５）。GlcNAc６量体に対する分解過程を経
時的に調べてみると，反応初期には 2〜４量体を生じるエンド型の加水分解様式を示し，
最終的には蓄積した 2 量体を GlcNAc 単量体まで完全に分解した 12)。高速液体クロマ

トグラフィーで詳細に分析したところ，反応初期には単量体と 5量体も生じており，か
つ単量体から 5 量体の反応生成物のいずれもβアノマー型がαアノマー型よりも高い
存在比を示した（図６）。以上の結果より，ChiG は GlcNAc オリゴ糖内部のいずれの
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グリコシド結合もアノマー配位を保持する retention型に切断することが明らかとなっ
た。従来報告のあるエンド型キチナーゼは，GlcNAcオリゴ糖内部のグリコシド結合の
うち両末端側を除いてランダムに切断し，さらに GlcNAc３量体に限って単量体と 2量

体に分解する。したがって，最終生成物は２量体が主となり若干の単量体を生じること

になる。ChiGの示した切断様式は，これまでのキチナーゼに見られないユニークなも
のである。 

 
７．おわりに 
	 新属新種の強力なキチン分解細菌 C. shinanonensis SAY3株が産生する新規キチナ

ーゼ ChiGについて紹介した。通常のキチナーゼにおける主要な最終生成物はGlcNAc2
量体であり，さらに単量体に変換するためにはもうひとつの酵素β-N-アセチルグルコ
サミニダーゼを作用させる必要がある。今回報告した ChiGを用いれば，単純な一段階

反応でキチンから GlcNAc を生産することが期待できる 13）。この他にも SAY3 株は新
規なキチン分解酵素を産生している可能性があり，現在調査中である。 
	 キチンの酵素分解法による GlcNAc生産を実用段階に移すためには，安価かつ多量の

酵素を得ることともに結晶性の高い天然キチンをいかに効率よく分解できるかが鍵で

ある。酵素の基質キチンに対するアクセスを高めるため，キチン質を物理的に破砕し微

細粉末とする処置が行われるが，このステップにも少なからぬエネルギー投入が必要で

ある。自然界において昆虫，甲殻類の遺骸に含まれるキチン質は速やかに分解されてお

り，その過程で細菌由来のキチン分解酵素が重要な役割を果たしていることは間違いな

い。前述したように自然環境中でキチン分解への関与が予想される細菌の大半が難培養

性であり未知のベールをかぶった状態である。キチン分解細菌がキチン分解に用いる戦

略について我々の理解はまだほんの一部であり，今後も微生物に学ばねばならないこと

は多そうである。 
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図説明文 
図 1	 継代培養液中に形成されたキチン分解細菌群の分析  

（Ａ）16S rRNA遺伝子 PCR増幅断片の DGGE分析，（Ｂ）15代目継代培養液から分
離した４菌株	 キチン含有培地におけるコロニーを示した。各数字は DGGE ゲルのバ
ンド番号に相当する。16S rRNA遺伝子配列から決定した種名を記した。 

 
図 2	 SAY3株の分類学的性質と顕微鏡写真 

 
図 3	 SAY3株の強力なキチン分解活性 
	 水圏の代表的なキチン分解細菌である Aeromonas hydrophila SUWA-9株を増殖実
験の対照として用いた。キチンを単一炭素源とする合成培地を用いた。 

 
図 4	 SAY3株のキチン分解酵素遺伝子と推定ドメイン構造 
■，シグナル配列；	 	 ，キチン結合ドメイン；□，活性ドメイン（GHファミリー番

号）；	 	 	 、プロリン，トレオニン，バリンに富むリンカー；	 	 	 ，キトビアーゼ/
β-ヘキソサミニダーゼに特有な C末端ドメイン 
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図 5	 キチン分解酵素 ChiG反応生成物の TLC分析 
（Ａ）GlcNAc２-5量体に対する長時間反応	 −，酵素なし；＋，酵素あり 
（Ｂ）GlcNAc６量体に対する反応生成物の経時変化	 St、標準化合物；G1-G6, GlcNAc

単量体−６量体 

 
図６	 ChiGの GlcNAc６量体に対する反応生成物の HPLC分析 

（Ａ）標準化合物	 （Ｂ）GlcNAc６量体に対する初期反応生成物	 各ピークの数字は
GlcNAcの重合度，αとβはアノマー配位を示す。各ピーク上の数字比はαとβアノマ
ーのピーク面積比を示す。 

 	  
	 	  
 

 
 



配列
a 細菌種と基準株名

配列

相同性(%)
b 門

S1 Cellvibrio fulvus NCIMB8634T 99 γ−Proteobacteria
S2 Cellvibrio mixtus ACM2601T 99 γ−Proteobacteria
S3 Stenotrophomonas maltophilia NBRC14161T 90 γ−Proteobacteria
S4 Methylobacter psychrophilus Z-0021T 91 γ−Proteobacteria
S5 Pseudomonas fluorescens NCIMB9046T 99 γ−Proteobacteria
S6 Pseudomonas fluorescens NCIMB9046T 94 γ−Proteobacteria
S7 Stenotrophomonas acidaminiphila DSM13117T 92 γ−Proteobacteria
R1 Clostridium sporosphaeroides DSM1294T 88 Firmicutes
R2 Lactococcus lactis ATCC19435T 97 Firmicutes
R3 Clostridium sporosphaeroides DSM1294T 90 Firmicutes
R4 Lactobacillus plantarum NBRC15891T 89 Firmicutes
R5 Pelosinus fermentans DSM17108T 86 Firmicutes
R6 Desulfovibrio desulfuricans NCIMB8307T 99 δ−Proteobacteria
R7 Anaerovibrio burkinabensis DSM6283T 91 Firmicutes
M1 Clostridium tertium NCIMB10697T 90 Firmicutes
M2 Clostridium cellobioparum LMG5589T 85 Firmicutes
M3 Clostridium sporosphaeroides DSM1294T 93 Firmicutes
M4 Caenimicrobium bisanense K92T 94 α−Proteobacteria

M5ｃ Deefgae rivuli WB3.4-79T 96 β−Proteobacteria
M6 Zymomonas mobilis ATCC10988T 91 α−Proteobacteria
M7 Streptomyces longispororuber NBRC13488T 100 Actinobacteria

データベース中で最も高い相同性を示した既知細菌種
フレークキチン
設置場所

表1．フレークキチン付着細菌群の16S	 rRNA遺伝子配列を用いた分析

c
M5の配列は後述する新種の細菌C.	 shinanonensisに相当する

a
出現頻度の高い上位7個の配列を示した
b
相同性が98％以上の場合は既知細菌と同一種あるいは近縁種，97％以下の場合は未知の細菌種と
　判断できる

農場土壌

千曲川河川水
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