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第 Ⅰ 章 序論 

 この研究は，糖の高感度検出法である Fluorophore-Assisted Carbohydrate 

Electrophoresis (FACE) 法によるキチンオリゴマーの解析法の確立と，その方法

を応用した酸性ほ乳類キチナーゼの生体内条件下における機能を明らかにし

た。 

 初めに，従来の実験法とその解析結果を示し，その結果に対する問題点を提

示した。問題点を解決するため，原因の解明と新たな解析法の開発に着手し

た。また解析法が有用であるかを検討し，改良解析法として確立した。その改

良解析法は，簡便かつ高感度にキチンオリゴマーの分離，検出，定量を可能に

する。その後，生体内の条件を模した pH 2.0~pH 7.0 条件下において，酸性ほ

乳類キチナーゼの機能解析を行った。 

 酸性ほ乳類キチナーゼは，様々な生体内組織で発現し，酵素活性を有してい

る。最近，この酵素は消化酵素として食物消化に関わることが報告された。し

かしながら，消化系組織以外で発現するこの酵素がどのように機能しているの

かよくわかっていない。 

私は，特定の病理学的条件下で過剰発現された酸性ほ乳類キチナーゼが，特

異的分解産物を生成し得ると仮定し，FACE 法を用いて生体内でのキチンオリ

ゴマーの生成を検討した。初めに，既報の FACE 法をキチンオリゴマーに特

化した解析法に改良した。特に，この解析法は酸性から中性領域で有効に使え

るように改良した。一般的な酵素反応で用いられる緩衝液中でも非常に高感度

に微量のキチンオリゴマーを検出でき，定量も可能とした。これを活かして，

酸性から中性領域におけるキチン分解産物の分析を系統的に行った。 
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第 1 節 キチンとキトサン 

キチンは N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) が β-1, 4 結合した重合体で，ほと

んどの溶媒に不溶である (図 Ⅰ. 1) [1]。キチンは，甲殻類および昆虫の外骨格，

寄生線虫の鞘および真菌類の細胞壁の主要成分である。キチンは細胞内におい

てキチンシンセターゼにより合成され，強固な結晶体となる。それらキチン含

有生物は，様々な成育環境条件や宿主の抗寄生虫/病原体免疫反応から身を守る

ためキチンを用いている [2]。しかし，キチンは高等植物やほ乳類において合

成されていない [3]。 

キチンは，3 種類の異なる結晶形態をとる。それらは，α-，β-，γ-キチンと

よばれている [4]。α-キチンは，最も一般的なキチン鎖の形状である。α-キチン

は，逆平行配列で配置されており，キチン鎖の分子間および分子内の水素結合

が密に形成されている。これにより，α-キチンは，強固な構造をとり，水中で

膨潤することがない [5-7]。 

β-キチンは，キチン鎖が平行配列で配置されている。これにより，β-キチン

は，小分子を組み込むことで，様々な結晶性複合体を形成する [8]。β-キチン

は，高い水和度と強固な分子密度をもった柔軟性の高いキチン質となる [9]。

そして，γ-キチンは，平行鎖と逆平行鎖が混合した構造となっており，β-キチ

ンと同様に柔軟性の高いキチン質となる。 

このように，キチンは，3 種類の異なる構造をとる。α-キチンは甲殻類，β- 

および γ-キチンは無脊椎動物で多く見られる。 

キトサンは glucosamine (GlcN) が β-1, 4 結合した重合体で，希酸に可溶で

ある。キトサンは，主に，キチンを濃アルカリで反応させ，脱アセチル化する

ことで生成される。また，自然界において，脱アセチル化酵素によりキチンの

一部が脱アセチル化されている。キチン脱アセチル化酵素は真菌 Mucor rouxii 
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で最初に発見された [10]。さらに，その酵素は，細胞壁の合成に伴い，キチン

を部分的にキトサンへと変換する。以来，いくつかの真菌類由来キチン脱アセ

チル化酵素が報告されている。 

キチンとキトサンは，生体適合性，生分解性，非毒性，吸着性などの優れた

特性を有するため，食品，化粧品，医療，農業などの広い分野での機能性材料

として多数の用途がある [11]。キチン，キトサンおよびその誘導体は，創傷治

癒効果が見られ [12]，また組織の再分化，細胞培養，抗菌剤，保水成分として

機能することが報告されている [13, 14]。キチンとキトサンは，これらの優れ

た機能により，医療目的として，抗炎症剤，抗酸化剤，抗高血圧剤，抗凝固

剤，抗腫瘍剤，抗がん剤，抗菌剤，抗糖尿病薬などが提案されている [12, 13, 

14, 15]。 

キチンとキトサンは，中性での溶解度が低い高分子量ポリマーである。この

性質は，食品，化粧品，医療，農業の分野での使用に対する潜在的な障害にな

っている。しかし，これらの障害は，モノマーやオリゴマーを用いることで解

決できると考えられている [22]。 

 

 
図 Ⅰ. 1. キチンの構造モデル 
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第 2 節 キチナーゼ 

キチナーゼは，キチンの β-1, 4 グリコシド結合を加水分解する酵素である。

キチナーゼは，キチン鎖を内部または非還元末端から分解し，GlcNAc 単量

体，二量体やオリゴ糖を生成する [22]。 

すべてのキチン含有生物は，キチナーゼを発現し，キチンのリモデリングを

行っている [16, 17]。他方，キチンを有していない生物においてもキチナーゼ

を合成していることが報告されている。ウイルス [18]，細菌類 [19]，真菌類 

[20]，昆虫 [21]，高等植物 [22, 23] およびほ乳類 [24] など，広範囲の生物が

キチナーゼを合成している。 

キチナーゼは，キチン鎖の分解に加え，他の目的のためも利用されている。

例えば，いくつかの細菌種は，エネルギー源として利用できる GlcNAc 単量体

を最終的に生成するためにキチナーゼを合成していると考えられている [1, 

19]。また，植物はキチンを合成していないが，キチナーゼを発現し，真菌類な

どのキチン含有病原体に対する防御として用いている [22, 23]。 

 キチナーゼは，グリコシド結合を加水分解する酵素 (Glycoside Hydrolase : 

GH) で，糖質関連酵素データベース [The Carbohydrate Active enZYmes Database 

(CAZy), http://www.cazy.org/] で分類されている。CAZy は，各種糖質関連酵素

をアミノ酸配列の相同性を基に分類し，その三次元構造と酵素の特性に関連す

る情報を提供している。CAZy システムは，同一または類似酵素の基質特異性

など，機能の推定に有益である [25]。キチナーゼは GH18 と GH19 ファミリ

ーに分類されている。キチナーゼは GlcNAc 間のグリコシド結合を特異に加水

分解する活性を有し，キトサナーゼと区別されている。 

 

http://www.cazy.org/
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第 3 節 ほ乳類キチナーゼ 

ほ乳類はキチンを合成しない。しかし，マウスとヒトは，キトトリオシダー

ゼ (chitotriosidase，Chit1) と酸性ほ乳動物キチナーゼ (acidic mammalian 

chitinase，AMCase) とよばれる二種の活性を持つキチナーゼを発現する [24, 

26]。Chit1 は，クローニング，精製された最初のほ乳類キチナーゼである [27, 

28]。AMCase は，Chit1 の次に発見されたほ乳類キチナーゼで，その酸性領域

での等電点により命名された [29]。 

Chit1 と AMCase は，GH18 ファミリーに属している。GH18 酵素は，触媒

ドメイン上で保存されているアミノ酸配列に類似性が有り，(β/α)8-バレル (TIM 

バレル) の基本構造を持つ一群のグループである。また，ほ乳類キチナーゼは

細菌類キチナーゼと高い配列相同性を示す。このファミリーには，キチナーゼ

に構造が似ているがキチナーゼ活性を欠損しているキチナーゼ様タンパク質 

(chitinase-like proteins) も含まれている [26]。 

ほ乳類キチナーゼは特定の疾患との研究により大きく注目されている。ヒト 

AMCase では，一塩基多型 (single nucleotide polymorphism，SNPs) に基づく 

AMCase variants が同定されており [30, 31]，それら AMCase の特定の多型と

気管支喘息との連関が報告されている [31, 32]。またマウス AMCase は，喘息

モデルマウスおよびアレルギー性肺炎症誘導モデルマウスにおいて発現が顕著

に増加することが報告されている。さらに，免疫応答に関連する特定の病理学

的条件下で AMCase の発現が増加することが報告されている [33, 34]。そのほ

かにも，AMCase は眼 [35, 36] および胃の疾患に関与することが示されている 

[37, 38]。また，AMCase mRNA が，胃の他に，肺や唾液腺で高度に発現するこ

とが示されている。 
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消化系との関連について，AMCase mRNA は，マウスの胃において最も高い

レベルで発現されている [29, 39]。AMCase の発現レベルは，胃液の主要な消

化酵素ペプシンの前駆体であるペプシノーゲンに匹敵する。最近，当研究室の

大野らは，AMCase が，マウス消化系で，プロテアーゼ耐性の主要な糖質分解

酵素であることを報告した [40]。 

酵素化学的な性質として，組換えマウス AMCase およびその触媒ドメイン

は，pH 2.0 で高い活性を示し，主に (GlcNAc)2 を生成することが示されてい

る。また，弱酸性から中性 pH (pH 5.0~7.0) の条件でも低いキチナーゼ活性を

示すことが報告されている [29, 41, 42]。 

以上のように AMCase は，ほ乳類における生体内の様々な組織において発

現し，特定の疾患への関与や消化酵素としての機能が報告されている。しか

し，AMCase の疾患への関与のメカニズムは分かっていない。また，AMCase 

の酵素学的な研究は活性の至適条件である強酸性での研究が多く報告されてい

るが，弱酸性から中性条件での研究は十分に調べられていない。 

私は，特定の疾患と AMCase がどのように関与しているかを明らかにする

ためには，AMCase が発現する生体内条件下における酵素学的な機能について

研究する必要があると考えた。 

 

第 4 節 キチン・キトサンオリゴマー 

キチン・キトサンオリゴマー (N-acetyl-chitooligosaccharides) は化学的または

酵素的に調製することができる。キチン・キトサンオリゴマーは，キトサンか

ら，酸加水分解で初めて生成された。その後の研究で，キチン・キトサンオリ

ゴマーは，加熱，マイクロ波，超音波，ガンマ線，など様々な方法で調製され

ている。一方，酵素加水分解によるオリゴマーの調製は，化学的方法より穏や
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かな条件下で反応が行われるため，注目されている。これらのオリゴマーは，

抗がんおよび抗炎症性を有することが示されている。 

 私は，AMCase を研究する上で，このようなキチン・キトサンオリゴマーが

生体内で生成すれば，様々な生理作用を示すのではないかと考えた。 

 

 

第 5 節 研究目的 

前述の通り AMCase は，生体内において食物消化や特定の疾患と関与して

いると考えられている。しかし，AMCase の発現の増加や生理作用のメカニズ

ムについて，いまだ不明な点が多い。 

私は，特定の病理学的条件下で過剰発現された AMCase が，これまでの報告

と異なる分解産物を生成しうるとの仮説を立てた。本学位論文では，pH 

2.0~8.0 の条件下でキチン基質と AMCase をインキュベートした後，オリゴマ

ーの還元末端を蛍光物質で標識し，電気泳動により解析する Fluorophore-

Assisted Carbohydrate Electrophoresis (以下，FACE と略) 法 [43] を用いてキチナ

ーゼ活性および分解産物を分析した。FACE 法は，高速液体クロマトグラフィ

ー (HPLC) や核磁気共鳴 (NMR) と比較しても，非常に高感度であり，微量の

オリゴマーも検出，定量が可能である。 

本研究は，胃における強酸性条件あるいは肺や唾液腺などの中性条件におい

て，AMCase を各種キチン基質に作用し，その産物を解析することで，酵素機

能の特性を明らかにすることを目的とした。この研究の過程で，解析に用いた 

FACE 法を改良し，キチンオリゴマーに特化した検出，定量法の確立を行っ

た。そして，AMCase の機能解析として生体内条件下での分解活性と糖転移活
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性を検討した。この研究成果は，キチンオリゴマーの検出と AMCase の酵素

機能の解析に貢献する。  
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第 Ⅱ 章 キチンオリゴマー蛍光標識法の改良：生体組織 pH 条件

下における酸性ほ乳類キチナーゼの加水分解特性 

第 1 節  研究目的   

私は，生体内条件下におけるマウス AMCase の機能解析のため，ケンブリッ

ジ大学の Peter Jackson が報告したキチンオリゴマーの還元末端を蛍光標識

し，電気泳動で分離する Fluorophore-Assisted Carbohydrate Electrophoresis 

(FACE) 法で産物を分析した [43]。 

本章では，マウス AMCase を pH 2.0~8.0 の条件下で，キチン基質とインキ

ュベートした後，FACE 法で解析した。この方法は，非常に高感度であり，微

量のキチンオリゴマーの検出も可能である [29, 43]。 

私は，キチン基質を AMCase で分解した際，主要な分解産物である GlcNAc 

二量体 [(GlcNAc)2] が生成し，それに加え，遅い移動度を持つ副産物が，pH 

依存的に生成されることを見いだした。しかし，その副産物は酵素による分解

産物ではなく，蛍光標識反応における副産物であった。そこで，蛍光標識法を

改良し，キチンオリゴマーの検出に特化した改良 FACE 法の確立を目指し

た。その後，改良 FACE 法の有用性として，他の緩衝液での影響や HPLC と

の定量比較を行った。最後に，改良 FACE 法を用いて，AMCase が pH 

2.0~8.0 の範囲でどのような分解活性を有するか検討した。 
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第 2 節 実験材料と方法 

大腸菌でのマウス AMCase の発現と精製 

Kashimura らが報告した，融合タンパク質 Protein A-AMCase-V5-His を実験

に用いた [41, 42]。融合タンパク質は，大腸菌 BL21 (DE3) (Novagen 社) を用

いて発現し，IgG Sepharose カラムを用いたアフィニティークロマトグラフィー

で精製した。 

 

マウス AMCase の酵素活性測定 

キチン分解活性は，合成発色基質 4-nitrophenyl N,N’-diacetyl-β-D-chitobioside 

(4-NP-chitobioside, Sigma-Aldrich 社) を用いて測定した。遊離した 4-nitrophenol 

を吸光度 405 nm で測定した。4-Nitrophenol のモル吸光係数は 17,700 M−1 

cm−1 としてユニット (U) を計算した。1 酵素ユニット (U) は，Gly-HCl 緩衝

液 (pH 2.0) で 37℃，1 分間に 4-nitrophenyl N,N’-diacetyl-β-D-chitobioside から 

4-nitrophenol を 1 μmol 遊離する酵素量，と定義した [41]。 

 

コロイダルキチンの調製法 

コロイダルキチンは，エビ外殻キチン (Sigma-Aldrich 社) より調製した。 

12 M HCl 80 mL を 4℃ 以下に冷却し，攪拌しながら粉末キチン 2 g を少量ず

つ加えた。徐々に加温し，37℃，30 分間反応させた。その後，未溶解のキチ

ンをグラスウールで吸引ろ過した。ろ液は 4℃ 以下に冷却した純水 800 mL 

中に注ぎ込み，激しく攪拌した。その後，4℃ で一晩放置し，ガラスフィルタ

ーを用いキチンを集め，懸濁液が pH 5.0 以上になるまでろ過洗浄を行った。 
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マウス AMCase によるコロイダルキチン，(GlcNAc)6 の分解 

すべての酵素反応は基質にコロイダルキチン (終濃度 1 mg/mL)，または 

(GlcNAc)6 (0.2 μmol/mL) (Seikagaku Corporation 社) を用い，酵素として組換え

マウス AMCase (0.8 mU または 0.1 mU) を用い，McIlvaine 緩衝液 (0.1 M 

citric acid と 0.2 M Na2HPO4 の混合液; pH 2.0~pH 8.0) 条件下において全量 50 

μL で，37°C，1 時間反応した。 

 

Jackson 法によるキチンオリゴマーの蛍光標識法 

分子量マーカーのキチンオリゴマー [(GlcNAc)1~6] または酵素反応で生成し

たキチンオリゴマーは Jackson により報告された方法 (Jackson 法) に従い 

[43]，還元末端を fluorophore 8-aminonaphthalene-1,3,6-trisulphonic acid (ANTS，

Invitrogen 社) で標識し，40% polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) で分離

し，Luminescent Image Analyzer (ImageQuant LAS 4000，GE Healthcare 社) を用

いて定量した。撮影条件は (撮影タイプ : 高精度，感度：高解像度，露光時

間 : 1 秒，励起光 : 312 nm）で統一した。 

 

Jackson 法の改良 

酵素反応した試料を凍結乾燥し，その後 0.2 M ANTS-2.6 M acetic acid，1.0 M 

NaCNBH3-dimethyl sulfoxide (DMSO) をそれぞれ 5 µL 加え溶解した。そして，

17.5 M acetic acid を 5 µL 加え，37°C で 16 時間反応した。その反応液に 1 

M NaOH を 15 µL 添加することで中和し，loading buffer を 15 µL 加えた後，

PAGE により分離し，Luminescent Image Analyzer で解析した。 
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HPLC を用いた AMCase による (GlcNAc)6 分解産物の分析 

(GlcNAc)6 (0.6 μmol/mL) を，マウス AMCase (4.2 mU) を用い，McIlvaine 緩衝

液 (pH 2.0 または pH 7.0) あるいは 30 mM Tris-HCl (pH 7.0 ) の条件下におい

て全量 300 μL で，37°C，1 時間反応した。生成された GlcNAc オリゴマーは 

Kazami らの報告 [44] に従いゲル濾過クロマトグラフィー (GPC) により分離

した。 
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第 3 節  結果 

pH 5.0~8.0 における pH 依存的な蛍光標識産物の解析 

これまで，マウス AMCase は人工発色基質の 4-nitrophenyl N,N-diacetyl-

chitobioside [4-NP-(GlcNAc)2] に対する分解活性が pH 2.0 で最も高く，酸性~中

性条件 (pH 3.0~7.0) で，pH 上昇とともに徐々に減少することが報告されてい

る [41, 42]。 

AMCase が pH に依存し，異なるキチン分解産物を生成するかどうかを検討

するため，McIlvaine 緩衝液を用い，pH 2.0~8.0 の条件でコロイダルキチンま

たは (GlcNAc)6 を基質として酵素反応を行った。そして，Jackson により報告

されている FACE 法 [43] を用いて産物の解析を行った。 

AMCase は，酸性条件下でコロイダルキチンを分解し，主として (GlcNAc)2 

を生成した (図 Ⅱ. 1A，短い矢印)。AMCase のコロイダルキチンに対する加水

分解活性は，pH を上昇させると低下したが，pH 6.0 まで認められた (図 Ⅱ. 

1A)。このことは，組換え AMCase は，広い pH 範囲で，高分子量キチン基質

を分解することができることを示す。pH 5.0~8.0 で生成された産物には，

(GlcNAc)2 の他に，GlcNAc オリゴマーマーカーと移動度が異なるバンドも認

められた (図 Ⅱ. 1A，長い矢印)。 

AMCase は低分子量キチン基質である (GlcNAc)6 を分解し，主として 

(GlcNAc)2 を生成した (図 Ⅱ. 1B，小さい矢印)。さらに，pH 4.0 以上で，移動

度の遅いバンドを検出した (図 Ⅱ. 1B，大きい矢印)。これらの結果は，

AMCase による分解産物の pH 依存的変化，あるいは，FACE 反応での副産物

の pH 依存的生成の可能性を示唆した。 
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GlcNAc オリゴマーの検出のための改良 FACE 法 

次に，AMCase の非存在下，McIlvaine 緩衝液を用い，pH 2.0 または 7.0 

で，GlcNAc オリゴマーの蛍光標識反応で遅い移動度を示す生成物が得られる

かどうかを検討した。pH 2.0 処理の場合，GlcNAc オリゴマーマーカーから予

想される移動度にバンドが認められ，移動度の遅いバンドは認められなかった 

(図 Ⅱ. 2A，左右)。これに対し，pH 7.0 でインキュベーションすると，各 

GlcNAc オリゴマーについて，2 種類のバンドが得られた (図 Ⅱ. 2A，中央お

よび右)。蛍光標識反応を pH 7.0 で行った場合，GlcNAc オリゴマーの移動度

の遅いバンドが認められた (図 Ⅱ. 2A)。さらに，pH 2.0 (図 Ⅱ. 2A) と比較し

て，pH 7.0 での蛍光標識効率の低下が認められた。以上の結果は，McIlvaine 

緩衝液を用い，pH 5.0~8.0 の条件下で酵素反応から直接得られた GlcNAc オリ

ゴマーを Jackson 法で蛍光標識する際に生じる可能性を示す。 

次に，中性 pH での副産物の生成を抑制することを試みた。蛍光試薬で標識

する前に濃酢酸で反応溶液を酸性化すると，両方の条件ですべてのオリゴマー

について単一バンドとなった (図 Ⅱ. 2B)。このように，蛍光標識前に，反応液

を濃酢酸で酸性化することで，副産物の形成が抑制された。 

この改良法を，pre-acidification 法と呼ぶことにする。 

 

蛍光標識に対する緩衝液の影響 

次に，(GlcNAc)1~6 の蛍光標識に対するキチン分解活性の生化学的評価に一般

的に使用される緩衝系の影響を調べた。これまで使用していた McIlvaine 緩衝

液での結果では，改良法により均一なバンドを与えた (図 Ⅱ. 3A)。さらに，中

性条件下で一般的なリン酸，Tris-HCl でも同様の結果を得た (図 Ⅱ. 3B)。さら

に，Good's buffers として生体内条件で用いられる MES，PIPES，HEPES およ
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び MOPS について，それぞれの濃度を 150 mM で用い，中性条件下で検討し

た。 

蛍光標識する前に濃酢酸で処理することで，いずれの緩衝液でも均一なバン

ドを与えた (図 Ⅱ. 3C)。以上のことから，私の改良 FACE 法は，使用した緩

衝系に関係なく使用が可能で，中性領域での産物の解析に有用であることが分

かった。 

 

改良 FACE 法での GlcNAc オリゴマーの定量性 

(GlcNAc)2 の定量性を評価するため，pH 7.0 での (GlcNAc)2 量と蛍光強度間

の直線性を検討した。改良 FACE 法の直線性は，0.1~50 nmol まで認められた 

(図 Ⅱ. 4A, 4B)。改良 FACE 法を用いた pH 7.0 における (GlcNAc)2 の検出に

対し，酢酸添加による定量性への影響は認められなかった。したがって，本改

良法は，pH 7.0 で行われるキチン分解反応後の GlcNAc オリゴマーの定量が

可能である。 

 

改良 FACE 法を用いた AMCase のキチナーゼ活性の再評価 

改良 FACE 法を用いて，AMCase のキチナーゼ活性を再評価した。pH 

2.0~8.0 の McIlvaine 緩衝液を用い，コロイダルキチンを基質に，AMCase (0.8 

mU) と 1 時間インキュベートした。AMCase は，主として，(GlcNAc)2 を生

成した (図 Ⅱ. 5A)。次に，pH 2.0~8.0 の McIlvaine 緩衝液中で，AMCase を 

(GlcNAc)6 と 1 時間インキュベートすると，主に (GlcNAc)2 (図 Ⅱ. 5B) が生成

した。 
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弱酸性および中性条件における AMCase のキチン分解性 

上記の結果は，AMCase が，弱酸性から中性条件において，比較的高いキチ

ン分解活性を有し，コロイダルキチンおよび (GlcNAc)6 を分解できることを示

している。この結果をさらに詳細に検証するため，AMCase 量 (0.1 mU) を調

整し，(GlcNAc)6 または 4-NP-(GlcNAc)2 を用いて，pH 2.0~8.0，37℃ で 1 時

間反応し，キチン分解特性を評価した。 

Pre-acidification 法で蛍光標識した反応産物を FACE 法により解析した。

AMCase は，pH 2.0~5.0 で主に (GlcNAc)2 および (GlcNAc)3 を生成し，pH 6.0 

で第二の至適活性を示し，pH 8.0 まで活性が認められた (図 Ⅱ. 6A) 。AMCase 

の 4-NP-(GlcNAc)2 を用いた分光学的分析では，405 nm での吸光度が，pH 2.0 

で最大に達し，より中性の pH (pH3.0~7.0) で減少することが分かった (図 Ⅱ. 

6B)。原理が異なる両分析法が同様の結果を示したが，FACE 分析では，pH 6.0 

でより顕著な第二の至適活性を検出することができた (図 Ⅱ.6C)。 

この結果は，AMCase が，pH 2.0~8.0 の条件下でキチン基質を分解し， 

(GlcNAc)2 を生成することを示している。これらの結果は，pre-acidification 法

を用いた FACE 分析が，発色基質である 4-NP-(GlcNAc)2 を用いた分光学的な

分析よりもはるかに高感度であることを示している。以上の結果は，AMCase 

が胃だけでなく，肺および唾液腺などの組織においてもキチン基質を分解でき

ることを示している。 

 

HPLC または FACE を用いた GlcNAc オリゴマーの検出 

次に，HPLC または FACE を用いて，強酸性および中性条件下での 

(GlcNAc)6 の AMCase による分解を評価した。最初に，AMCase を用いて 

McIlvaine の緩衝液中で (GlcNAc)6 を分解し，210 nm において吸光度を有す
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る生成物を HPLC で分析した。しかし，HPLC の解析では (GlcNAc)4~6 の位

置で溶出する緩衝液由来のピークが検出された (図 Ⅱ.8)。これは，210 nm で

の吸光度を有する McIlvaine 緩衝液中のクエン酸塩およびリン酸塩が原因と考

えられた。これに対し，改良 FACE 法では，適切な (GlcNAc)2 および 

(GlcNAc)3 シグナルを検出した。 

そこで，緩衝液系を Gly-HCl (pH2.0) および Tris-HCl (pH7.0) に変更した。

これらの緩衝液系が，pH 2.0 での弱いピークを除いて予想される (GlcNAc)2 ピ

ークの周辺での顕著なピークが存在しないことを最初に確認した (図 Ⅱ.9)。こ

れらの緩衝系を用いて，HPLC および改良 FACE 法で，キチン分解産物を分

析した。その結果，図 Ⅱ. 5，図 Ⅱ. 6 と同等の結果を HPLC で示すことができ

た。このことは，AMCase が強酸性および中性条件で (GlcNAc)2 を生成するこ

とを示している（図 Ⅱ. 7A および B）。FACE 法での分析では，従来の HPLC 

(図 Ⅱ. 7C および D) と比較して，改良 FACE 法の感度が非常に高い (pmol 量) 

ため，10 倍希釈サンプルを使用した。これらの結果から，FACE 法は非常に

感度が高く，キチンオリゴマーの検出と定量に有効であり，AMCase は生理的

条件下で (GlcNAc)2 を生成すると結論した。 
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第 4 節  考察 

AMCase は，マウスの胃で大量に合成され [29, 39, 45]，活性の至適が pH 2.0 

である [29, 41]。これまでの研究で，天然のキチン基質を用い，AMCase が 

pH 2.0 で主に (GlcNAc)2 を生成すると報告されている [29, 41]。また，

AMCase は，マウスの胃と腸の条件下で，消化酵素として機能することが示さ

れている [40]。 

これまでの遺伝子発現解析により，AMCase mRNA は，胃以外にも，肺や唾

液腺などの組織においても高レベルで発現されることが報告されている [39]。

キチンオリゴマーは，ほ乳類細胞において，様々な生理活性を有することが知

られている [46, 47]。さらに，キチンとキトサンの両方のオリゴマーには抗が

ん活性および抗炎症活性が報告されている [48, 49]。マウス AMCase は人工基

質を用いた活性測定の結果，pH 2.0 で最も活性が高く，pH の上昇とともに

徐々に低下するが，pH 8.0 まで活性があることが示されている [29, 41]。私

は，病理学的条件下で，AMCase が過剰発現され，胃の状態とは異なる分解産

物を生成する可能性を考えた。 

オリゴマー検出のために広く使用されている Jackson 法 [43] は，目的分子

の還元末端を標識し，続いて PAGE で分離し，蛍光イメージャーで解析す

る。キチナーゼに関する研究では，通常，広範囲に pH を設定できる 

McIlvaine 緩衝液（クエン酸/リン酸緩衝系）が用いられる。この緩衝液は，不

揮発性で，キチン分解産物を直接蛍光標識すると問題が二つあった。 

本章において，「副産物」が，AMCase によるキチン分解産物に由来するも

のではなく，キチンオリゴマーの蛍光標識中 (図 Ⅱ. 1) に，pH 5.0~8.0 で生成

されることを明らかにした。その pH 条件において，もう一点重要な問題は，
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pH 2.0 と比較して，より高い pH での標識効率が低下することであった (図 

Ⅱ. 2A)。 

これらの問題を解決するため，pH 2.0~8.0 の酵素反応で生成される GlcNAc 

オリゴマーの還元末端を効率的に標識できる改良 FACE 法の開発を試みた。

そして，蛍光標識の直前に濃酢酸により試料を酸性化することで副産物の生成

を抑制することができた。この場合，ポイントとして重要なのは，標識液の 

pH を pH < 4.0 に調整することであった。 

本研究で，副産物の化学構造は解析できなかったが，本章で確立した改良蛍

光標識法は，副産物の生成を抑制し，GlcNAc オリゴマーを単一のバンドとし

て検出することができた (図 Ⅱ. 2B)。この方法は簡便であり，生化学分析に一

般的に使用される様々な緩衝液に適用することができる (図 Ⅱ. 3)。さらに，中

性領域の反応液を用いても GlcNAc オリゴマーの蛍光効率が低下しないことも

確認した。なお，この改良標識法は，蛍光標識前に濃酢酸を加える以外，

Jackson 法と本質的に同じである。 

最後に，GlcNAc オリゴマーの改良蛍光標識法を用いて，キチン基質の pH 

依存的分解を再検討した (図 Ⅱ. 5)。pH 5.0~8.0 において，キチン基質から生成

された生成物が，合成発色基質である 4-NP-(GlcNAc)2 から推定されるレベル

よりも高いことを明らかにした。これらの結果は，コロイダルキチンに対する 

AMCase の分解能力が，pH 5.0~8.0 において，合成基質よりも高く，AMCase 

が生体組織の pH 条件下で機能することを示している。AMCase は強酸性から

中性の条件下で作用し，キチン基質を分解し，主に (GlcNAc)2 を生成すること

ができる [50]。 

  



 

23 
 

 

 

図 Ⅱ. 1. pH 5.0~8.0 での pH 依存的蛍光標識バンドの検出。 

(A) コロイダルキチンの分解 

(B) (GlcNAc)6 の分解 

グラフは定量結果を示した。 
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図 Ⅱ. 2. キチンオリゴマーの蛍光標識比較 

(A) Jackson 法での結果 

(B) Pre-acidification 法での結果 

グラフは定量結果を示した。 
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図 Ⅱ. 3. 蛍光標識法における緩衝液の検討 

(A) McIlvaine 緩衝液の結果 

(B) Phosphate，Tris-HCl 緩衝液の結果 

(C) Good 緩衝液の結果 

M, GlcNAc の分子量マーカー; J, Jackson’s method; P, Pre-acidification method. 
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図 Ⅱ. 4. GlcNAc オリゴマー標識物標準曲線の作成  

(A) 0.1~50 nmol (GlcNAc)2 標準物質の泳動結果 

(B) (A) をもとに作成した標準曲線 
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図 Ⅱ. 5. Mouse AMCase の各種キチンの分解 

(A) コロイダルキチンの分解 

(B) (GlcNAc)6 の分解 

グラフはその定量結果を示した。 
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図 Ⅱ. 6. 生体内 pH 条件下における AMCase のキチン分解特性 

 (A) マウス AMCase (0.1mU) による，(GlcNAc)6 の分解 

 (B) 4NP-(GlcNAc)2 を用いた，AMCase の pH 依存性 

(C) (GlcNAc)6，4-NP-(GlcNAc)2 によるマウス AMCase のキチン分解活性の比

較 

改良 FACE 法 (図 Ⅱ. 6A) によって定量された (GlcNAc)2，および 405 nm

で検出された 4-nitrophenol（図 Ⅱ. 6B）の比較。値は，pH 2.0 での最大活性を 

100% として表した。 
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図 Ⅱ. 7. HPLC および FACE 法を用いた GlcNAc オリゴマーの検出 

第 Ⅱ 章，第 2 節で示したように，pH 2.0 または pH 7.0 の条件で，

(GlcNAc)6 と AMCase と反応させた。 

(A) HPLC での解析 

(B) FACE での解析：FACE は，試料を 10 倍希釈し，解析した  

(C) FACE による HPLC 抽出物の分析 

(D) HPLC および FACE によって生成されたデータの定量比較 
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図 Ⅱ. 8. HPLC および FACE 法を用いた検出における緩衝液の影響 

第 Ⅱ 章，第 2 節で示したように，pH 2.0 または pH 7.0 (McIlvaine 緩衝液) 

の条件で，(GlcNAc)6 と AMCase を反応させた。 

(A) HPLC での解析：三量体の直前に緩衝液由来のピークが検出された 

(B) FACE での解析：FACE は，試料を 10 倍希釈し，解析した 
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図 Ⅱ. 9. HPLC および FACE 法を用いた検出における緩衝液の影響 

緩衝液系を Gly-HCl (pH2.0) および Tris-HCl (pH7.0) に変更した。 

(A) HPLC での解析 

(B) FACE による HPLC 抽出物の分析 

(C) 1~42 µg (GlcNAc)2 標準物質の標準曲線 
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第 III 章  生体内 pH 条件下におけるマウス酸性ほ乳類キチナー

ゼの糖転移活性 

第 1 節  研究目的 

最近，AMCase を欠損させたマウスを用いた研究により，AMCase は恒常的

に発現する酵素で，気道，肺組織における環境由来のキチンを分解するのに不

可欠な酵素であることが示された [51]。また AMCase の重要な役割は，宿主

の消化器官内における寄生虫に対する免疫防御反応であると考えられる [52]。 

第 Ⅱ 章では，開発した改良 FACE 法を用い，AMCase の強酸性から中性 

pH でのキチンの分解産物を解析した。第 Ⅱ 章において，AMCase は，広い 

pH で活性を示し，胃を模倣した pH 2.0 の条件下において，(GlcNAc)2 を生成

し，肺等を模倣した pH 7.0 の条件下において (GlcNAc)2，(GlcNAc)3 を生成す

ることを見出した。 

本章は，中性条件下における AMCase の特性を詳細に解析することを目的

とした。キチンオリゴマー [(GlcNAc)3~6] を基質とし，AMCase の特性解析を

行った。その過程で，AMCase が糖転移活性を有する可能性を示唆する結果を

得た。AMCase の糖転移活性を証明するため，人工基質を用いた実験を行い，

改良 FACE 法を用いてその反応メカニズムを考察する。 

改良 FACE 法は，コロイダルキチンや (GlcNAc)3~6 のような天然型と 4-

NP-chitobioside のような人工基質からの遊離した微量な反応産物を検出するこ

とを可能であると期待し，研究を進めた。 
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第 2 節  実験材料と方法 

大腸菌組換えマウス AMCase の発現 

第 Ⅱ 章にて，報告した方法と同様に発現した(第 Ⅱ 章．第 2 節 実験材料

と方法)。 

 

マウス AMCase による GlcNAc オリゴマーの分解と FACE 法によるキチン

分解産物の解析 

キチン加水分解活性を評価する基質として，(GlcNAc)4~6 を用い，すべての

酵素反応において，(GlcNAc)4~6 (Seikagaku Corporation 社) の終濃度を (200 

µM) とし，大腸菌発現マウス AMCase (50 μU)，そして McIlvaine 緩衝液 (0.1 

M citric acid と 0.2 M Na2HPO4 の混合液; pH 2.0 or 7.0)，全量 50 μL の条件下

で 37℃，10 分もしくは 60 分反応した。 

GlcNAc の分子量マーカーは，キチンモノマー，オリゴマー [(GlcNAc)2-6] を

用いた。キチン分解産物は，第 II 章で確立した改良 FACE 法で解析した 

[50]。 

 

人工基質を用いた AMCase キチン加水分解活性と糖転移活性の測定 

ほ乳類キチナーゼにおける人工基質を用いた糖転移活性の測定は，Aguilera 

らが報告している [54]。彼らは，Chit1 の分解活性の至適 pH 条件における糖

転移活性を二種類の人工基質を用いて測定した [54]。私は，その研究を参考

に，生体内条件下 (pH 2.0, pH 7.0) における AMCase の糖転移活性の相対的な

比較検討を行った。 

キチン加水分解活性は 4-NP-(GlcNAc)2 (200 µM) または蛍光基質，4-

methylumbelliferyl N-acetyl-β-D-glucosaminide [4-MU-GlcNAc，Sigma-Aldrich 社] 
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(50 µM) 用いて決定した [54]。AMCase のユニットは以前報告した方法に従っ

た [41]。キチナーゼ活性は，反応後，過剰量の 0.1 M Gly-NaOH (pH 10.0) また

は 1 M NaCO3 を加えることで停止し，4-MU の蛍光は，励起波長 360 nm，蛍

光波長 450 nm で検出し，4-NP は 405 nm で検出した。 

 

FACE 法による AMCase キチン加水分解活性と糖転移活性の測定 

4-NP-(GlcNAc)2 (200 µM) と 4-MU-GlcNAc (50 µM) を基質とし，組換えマウ

ス AMCase を pH 2.0 または pH 7.0 で，37℃ で 0.5，1，24 時間反応した。

分解産物は改良 FACE 法を用いて解析した [50]。 
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第 3 節  結果 

pH 依存的糖転移産物の検出 

私が改良した FACE 法は，蛍光標識段階において，高濃度の不揮発性の緩

衝液存在下でもキチンオリゴ糖を特異的に検出できる。さらにその定量性は 

0.1~50 nmol まであった [50]。(GlcNAc)6，(GlcNAc)5 および (GlcNAc)4 を基質

に用い，胃の条件である pH 2.0 または胃以外の組織条件である pH 7.0 で，

AMCase と 10 分または 60 分間反応し，その後，改良 FACE 法を用いて解

析した。マウス AMCase はどちらの pH 条件でも主として (GlcNAc)2 を生成

した (図 Ⅲ. 1A-C)。しかしながら，中性の pH 条件では (GlcNAc)2 に比べ，

(GlcNAc)3 の比が増加した (図 Ⅲ. 1A-C，右)。 

これらの結果は，二つの可能性を示唆した。一つ目は，中性条件における 

(GlcNAc)3 に対する AMCase の分解活性が低下した可能性である。もう一つ

は，中性条件下において糖転移反応が起こった可能性である [54]。

(GlcNAc)6，(GlcNAc)5 および (GlcNAc)4 分解における (GlcNAc)3 の増加は 

pH 7.0 で AMCase と反応させて起こったことから，キチン分解活性のほかに

異なる酵素活性を有することが強く示唆された。 

ヒト Chit1 は pH 5.3 において糖転移活性を有することが既に報告されてお

り [54]，この酵素活性はおそらくキチンと AMCase の反応においても起こり

うると考えられた。 

 

酸性から中性条件下におけるマウス AMCase 糖転移活性の発現 

前述の二つの可能性を検証するために，(GlcNAc)3 と AMCase を pH 2.0 ま

たは pH 7.0 の条件下で，37℃，60 min 反応し，FACE 法を用い解析した。pH 
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2.0 において，GlcNAc と (GlcNAc)2 を検出した。また pH 7.0 と比較し，

(GlcNAc)3 をより効率良く分解していることが分かった (図 Ⅲ. 2A)。  

次に，天然基質の代わりに，人工基質である 4-NP-(GlcNAc)2 を用いた実験

を行った。驚いたことに，(GlcNAc)2 以外に (GlcNAc)3 が検出できた (図 Ⅲ. 

2B)。4-NP は分子の還元末端に付加しているので，(GlcNAc)3 の検出は予想外

の結果であった。 

蛍光試薬 ANTS を用いた FACE 解析で，4-NP-(GlcNAc)2 は，還元末端が

存在しないので，検出されない (図 Ⅲ. 2B，2C 参照)。 

AMCase による 4-NP-(GlcNAc)2 の分解は，GlcNAc と (GlcNAc)2 を遊離し 

(図 Ⅲ. 2C，点線上)，その後糖転移反応により (GlcNAc)3 が生成された (図 

Ⅲ. 2C，点線下) との仮説を立てた。 

今回の結果は，マウス AMCase が中性条件下で糖転移活性を有する可能性

を示唆した。 

 

人工基質 4-NP-(GlcNAc)2，4-MU-GlcNAc による糖転移活性の証明 

マウス AMCase が糖転移活性を有する可能性をさらに検討するため，

Aguilera らが報告した方法 [54] に従い，4-NP-(GlcNAc)2 と 4-MU-GlcNAc を 

AMCase と反応した。4-NP-(GlcNAc)2 と 4-MU-GlcNAc は，そのままでは，

どちらも吸光または蛍光を示さない (図 Ⅲ. 3，右，○ □)。これに対し，遊離し

た 4-NP と 4-MU は，黄色や蛍光をそれぞれ呈する (図 Ⅲ. 3，右，緑○ 赤

□)。 

4-NP-(GlcNAc)2 を AMCase と反応すると，pH 2.0，pH 7.0 ともに，遊離し

た 4-NP の 405 nm での吸光度が増加した (図 Ⅲ. 3A)。これに対し，4-MU-

GlcNAc で同様に反応させても蛍光は検出されなかった (図 Ⅲ. 3B)。これらの
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結果は，上記の条件において，AMCase は 4-NP-(GlcNAc)2 を分解するが，4-

MU-GlcNAc を分解できないことを示す。 

これらの基質を AMCase と同時に反応させると，pH 2.0 と pH 7.0 のどち

らの条件においても，4-MU の蛍光が検出できた (図 Ⅲ. 3C)。pH 2.0 では，

吸光度 405 nm における 4-NP の増加に伴い，蛍光の 4-MU が低い値で検出

された (図 Ⅲ. 3C，左)。これに対し，pH 7.0 で AMCase と基質を反応する

と，高い量の蛍光が検出された。これらの結果は，マウス AMCase は，pH 2.0 

と比較すると，pH 7.0 で強い糖転移活性を有することを示した (図 Ⅲ. 3C，

右)。 

 

FACE 法を用いたマウス AMCase の糖転移活性の解析 

最後に，図 Ⅲ. 3 において示した AMCase による 4-NP-(GlcNAc)2 と 4-

MU-GlcNAc の分解産物を FACE 法で解析した。pH 2.0 で，0.5，1 時間の反

応において AMCase は，主として (GlcNAc)2 を生成した。しかし，pH 7.0 

で，0.5，1 時間の反応において，AMCase は (GlcNAc)3 を  (GlcNAc)2 と同

程度生成した (図 Ⅲ. 4)。その糖転移反応により生成された (GlcNAc)3 は，

AMCase との反応により，24 時間後には (GlcNAc)2 に分解された。この結果

は 図 Ⅲ. 2B と一致し，どちらの実験でも得られた pH 7.0 条件における 

(GlcNAc)3 は，AMCase の糖転移産物であることを示す。 

この結果を模式的に 図 Ⅲ. 4B に示した。AMCase による 4-NP-(GlcNAc)2 

の分解また糖転移メカニズムは 図 Ⅲ. 2C に基本的に従っている。4-MU-

GlcNAc は糖転移反応により 4-MU-(GlcNAc)2 の構造をしたと考えている。

(GlcNAc)2 は，AMCase により分解されたのち，糖転移反応が起こり，
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(GlcNAc)3 が生成したと考えられる (図 Ⅲ. 4B 点線下)。以上のことから，マ

ウス AMCase は中性条件下において糖転移活性を示すことが分かった。 
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第 4 節 考察 

AMCase が，天然基質または人工基質を中性条件下で反応させることによ

り，キチン分解活性と糖転移活性を有することを示した。この章では，蛍光と

比色定量を組み合わせ，キチン分解産物を改良 FACE 法により直接解析し

た。 

FACE 法は，糖の還元末端の蛍光標識と PAGE による分離から構成される

分析法である [43, 50]。この方法はごく少量のキチンオリゴ糖 (pmol レベル) 

の定量に用いることができ，HPLC や薄層クロマトグラフィー (TLC) と比べ

て，高感度である。さらに，FACE は MALDI-TOF-MASS よりも定量的であ

る。さらに改良 FACE 法は，高濃度の緩衝液存在下でも直接的なキチンオリ

ゴ糖の解析を可能にする。以上のことから，改良 FACE 法はキチン分解産物

あるいは糖転移産物の解析法としてとても優れている。 

改良 FACE 法はコロイダルキチン，(GlcNAc)2~6，4-NP-(GlcNAc)2 など，天

然または人工のキチン基質の分解産物を直接解析できる。この章で，AMCase 

が，pH 2.0 に比べ，pH 7.0 において糖転移活性が高い酵素であることを示し

た。しかしながら，pH 7.0 における 4-NP-(GlcNAc)2 の分解において 

(GlcNAc)4 は検出されなかった (図 Ⅲ. 2B)。この結果は，図 Ⅲ. 1 における 

pH 7.0 の結果と一致しており，AMCase のキチン分解活性が糖転移活性より強

いことを示す。可能性の高い解釈として，AMCase の糖転移反応は，GlcNAc 

単量体を経由し，(GlcNAc)3 を生成することが挙げられる (図 Ⅲ. 2)。 

pH 7.0 における，基質と AMCase の反応による蛍光強度の上昇は，マウス 

AMCase が中性で糖転移活性が高いことを裏付けた (図 Ⅲ. 3C)。したがって，

AMCase は，加水分解反応によって (GlcNAc)2 を生成し，GlcNAc 単量体の糖

転移反応によって (GlcNAc)3 を生成する酵素であると考えることができる (図 
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Ⅲ. 4B)。pH 7.0 での (GlcNAc)3 の増加は，キチン分解活性の低下と糖転移活

性の増加による結果であると考えられる。 

ヒト Chit1 は，弱酸性条件下で，ヒト AMCase と比較してより高い糖転移

活性を有することが示されている [55]。pH 2.0 で，マウス AMCase を用いた

今回の結果は，本質的に以前の報告と一致した [55]。 

AMCase は，生体防御および消化において重要な生理学的役割を果たすと

考えられている。最近，マウス AMCase とそのホモログであるニワトリ及び

ブタ Chia は，消化管で消化酵素として機能することが示された [40, 56, 57]。

この結果は，AMCase が胃の加水分解酵素として食物消化の役割を果たす，と

の現在の仮説と一致している [29, 39, 45]。 

今回の研究において最も重要な点は，AMCase は，異なる pH 条件下で，

キチンオリゴマーに対し，キチン分解活性と糖転移活性を示すことである。今

回の結果より，AMCase は，pH 2.0 では，酵素は糖転移酵素として作用するの

ではなく，キチン分解酵素として作用する。たとえ糖転移反応が強酸性環境で

起こったとしても，キチン分解活性は糖転移活性よりも優位である。これに対

し，pH 7.0 では，マウス AMCase は，高い糖転移活性を示す。人工基質を用

いた結果より，私は，いずれの場合でも，マウス AMCase で，明らかな糖転移

活性を検出することができた。 

AMCase は，喘息マウスモデルおよびアレルギー性肺炎症の抗原誘発マウ

スモデルにおけるような，免疫応答に関連する特定の病態生理学的な条件下で

の発現の増加が報告されている [30, 31]。最近，AMCase ノックイン/ノックア

ウトレポーターマウスを用いて，肺上皮細胞に発現する AMCase は，自然界

由来のキチンを分解，除去し，加齢に関連した肺の線維化を防止すると報告さ
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れている [51]。以上のことからも AMCase は中性条件下で，重要な役割を担

っていると考えられる。 

この章で，マウス AMCase が体内組織条件下でキチン分解活性と糖転移活

性を有することを示した [58]。本章での結果は，特定の病態生理学的条件にお

いて高レベルで発現するマウス AMCase が非常に重要な役割を果たす可能性

を示唆している。
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図 Ⅲ. 1. pH 2.0，7.0 条件下での AMCase によるキチン基質の分解 

(A) (GlcNAc)6 の分解 

(B) (GlcNAc)5 の分解 

(C) (GlcNAc)4 の分解 

M, GlcNAc 分子量マーカー; 矢印, (GlcNAc)2; 太矢印, (GlcNAc)3 
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図 Ⅲ. 2. 酸性から中性条件下におけるマウス AMCase 糖転移活性の発現 

(A) (GlcNAc)3 の分解 

(B) 4-NP-(GlcNAc)2 の分解 

(C) ANTS 標識された産物の反応モデル 

4-NP-(GlcNAc)2 は分解されると，未分解 [4-NP-(GlcNAc)2]，遊離物 [4-

NP]，分解産物 [(GlcNAc)2，GlcNAc] に分解されると予想された。続く，FACE 

解析により，(GlcNAc)3，(GlcNAc)2，GlcNAc が検出されたことから，AMCase 

は GlcNAc を糖転移する糖転移酵素である可能性が示唆された。 

M, GlcNAc 分子量マーカー。 
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図 Ⅲ. 3. 人工基質 4-NP-(GlcNAc)2，4-MU-GlcNAc による糖転移活性の証明 

(A)  4-NP-(GlcNAc)2 の分解 

(B)  4-MU-GlcNAc の分解 

(C)  4-NP-(GlcNAc)2 および 4-MU-GlcNAc の分解 

得られた生成物を吸光度測定または蛍光測定法により分析した。4-NP または 

4-MU を有する分子は比色的または蛍光定量的に陰性であるが，放出された 4-

NP (閉環) または 4-MU (閉鎖矩形) はアルカリ条件下で比色定量的または蛍光

定量的に陽性である。 

(右) 人工基質 4-NP-(GlcNAc)2，4-MU-GlcNAc による酵素反応モデル 
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図 Ⅲ. 4. FACE 法を用いたマウス AMCase の糖転移活性の解析 

(A)  4-NP-(GlcNAc)2 および 4-MU-GlcNAc の分解 

(B)  ANTS 標識された産物の反応モデル 

図 Ⅲ. 3. に記した方法と同様に 4-NP-(GlcNAc)2 および 4-MU-GlcNAc は分

解されると，未分解 [4-NP-(GlcNAc)2, 4-MU-GlcNAc]，遊離物 [4-NP, 4-MU]，

分解産物 [(GlcNAc)2，GlcNAc] に分解されると予想された。続く，FACE 解析

により，(GlcNAc)3，(GlcNAc)2，GlcNAc が検出された。 

4-MU-GlcNAc は AMCase の糖転移反応により 4-MU-(GlcNAc)2 を合成し，

図 Ⅲ. 3.C の 4-NP-(GlcNAc)2 と同様の反応を経て，(GlcNAc)3，(GlcNAc)2，

GlcNAc を合成したと考えられる。 

細矢印 : (GlcNAc)2，太矢印 : (GlcNAc)3 
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第 Ⅳ 章 総合考察 

マウス AMCase は，活性の至適が pH 2.0 である [29, 41]。これまでの研究

で，天然のキチン基質を用い，AMCase は pH 2.0 で主に (GlcNAc)2 を生成す

ると報告されている [29, 41]。AMCase は，マウスの胃で大量に合成され，胃

と腸の条件下で，消化酵素として機能することが示されている [29, 40, 53]。ま

た最近，マウス AMCase とそのホモログであるニワトリとブタの Chia は，

消化管で消化酵素として機能することが示された [40, 56, 57]。 

これまでの遺伝子発現解析により，AMCase mRNA は，胃の他に肺や唾液腺

などの組織においても高いレベルで発現することが報告されている [53]。

AMCase は，喘息マウスモデルおよびアレルギー性肺炎症の抗原誘発マウスモ

デルにおけるような，免疫応答に関連する特定の病理学的条件下での発現の増

加が示されている [30, 31]。最近，AMCase ノックイン/ノックアウトレポータ

ーマウスを用いて，肺上皮細胞に発現する AMCase は，自然に蓄積するキチ

ンを除去し，加齢に関連した肺の線維化を防止すると報告されている [51]。そ

こで，AMCase は，生体防御において重要な生理学的役割を果たすと考えられ

ている。 

キチンは基本的に生体内においてアレルギー反応を起こさない物質である。

長鎖のキチンは，AMCase が消化酵素として報告されるまで，基本的に分解さ

れない食物繊維であると考えられてきた。中鎖のキチンはわずかに生理作用を

示すことが報告されている。さらに，キチンオリゴマーは，ほ乳類細胞におい

て，様々な生理活性を有することが知られている [46-49]。キチンとキトサン

オリゴマーには抗がん活性および抗炎症活性が報告されている [46, 47]。しか

し，AMCase の分解産物である (GlcNAc)2 や GlcNAc には明瞭な生理活性の
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報告はない。また，ほ乳類キチナーゼによるキチンオリゴマーの生成は報告さ

れていない。 

現在，AMCase が特定の病理学的条件下で発現量が増加する意義は解明され

ていない。私は，特定の病理学的条件下で過剰発現された AMCase が，生理

活性を有する特異的キチン分解産物を生成しうると仮定した。この点を明らか

にするため，私は，FACE 法 [43] を用いて AMCase の特性解析を行った。 

Peter Jackson が開発した FACE 法 [43] は，様々なオリゴ糖の解析を目標と

しており，高速液体クロマトグラフィー (HPLC)，薄層クロマトグラフィー 

(TLC) および核磁気共鳴 (NMR) と比べて，非常に高感度であり，微量の糖の

検出にも優れている。さらに，FACE 法は MALDI-TOF-MASS よりも定量的

である。本研究では FACE 法を用いて，キチン分解産物の解析を行った。 

ほ乳類キチナーゼに関する研究では，通常，広範囲に pH を設定できる 

McIlvaine 緩衝液（クエン酸/リン酸緩衝系）がよく用いられる。この緩衝液を

用いた反応産物を FACE 法で解析すると二つの問題が生じた。一点は，中性 

pH における副産物の生成である。もう一点は，中性 pH での標識効率の低下

であった。 

本研究で，pH 5.0~8.0 中でキチンオリゴマーの蛍光標識中に，「副産物」が

生成されることを明らかにした。この副産物は，AMCase によるキチン分解産

物に由来するものではなかった。そこで，まず，副産物の生成を抑え，かつ，

pH 2.0~8.0 での酵素反応で生成される GlcNAc オリゴマーの還元末端を効率的

に標識できる蛍光標識法の開発を試みた。そして，蛍光標識の直前に濃酢酸に

より試料を酸性化（標識液の pH を pH < 4.0 に調整）することで副産物の生

成を抑制する改良 FACE 法を確立できた。本研究で，副産物の化学構造は解

明できなかったが，改良 FACE 法は，副産物の生成を抑制し，GlcNAc オリゴ
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マーを単一のバンドとして検出することができた。さらに，定量性も非常に良

好であることが確認できた。この改良 FACE 法は簡便であり，生化学分析に

一般的に使用される様々な緩衝液に適用することができた。さらに，中性領域

の反応液を用いても GlcNAc オリゴマーの蛍光標識効率が低下しないことも確

認した。なお，この改良標識法は，蛍光標識前に濃酢酸を加える以外，FACE 

法の原法である Jackson 法と本質的に同じである。私が改良した FACE 法

は，高濃度の不揮発性緩衝液存在下でも直接的なキチンオリゴ糖の解析を可能

にした。 

この改良 FACE 法を用いて，AMCase の pH 依存的キチン基質の分解性を

再検討した。マウス AMCase は pH 8.0 まで活性があることが示されている

が，pH が高くなるとその活性は低下する。pH 5.0~8.0 において，キチン基質

から生成された産物が，合成発色基質である 4-NP-(GlcNAc)2 を用いた分光学

的キチン分解活性から推定されるレベルよりも，相対的に多いことを示した。

これらの結果は，コロイダルキチンに対する AMCase の分解能力が，pH 

5.0~8.0 において，低分子合成基質よりも高く，AMCase が生体組織の pH 条

件下で機能することを示している。AMCase は強酸性から中性の条件下で天然

のキチン基質を分解し，主に (GlcNAc)2 を生成することができる。 

本研究で改良した FACE 法は，コロイダルキチン，(GlcNAc)2~6，4-NP-

(GlcNAc)2 など，天然または人工キチン基質の分解産物を直接解析でき，キチ

ン分解産物あるいは糖転移産物の解析に用いることができた。そして，第 III 

章で，AMCase が，pH 2.0 に比べ，pH 7.0 において糖転移活性を有すること

を示した。他方，pH 7.0 における 4-NP-(GlcNAc)2 の分解において (GlcNAc)4 

は検出されなかった。この結果は，pH 7.0 での結果と一致していた。この結果

は，AMCase のキチン分解活性が糖転移活性より強いことを示す。以上の結果
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は，AMCase の糖転移反応は，GlcNAc 単量体を経由し，(GlcNAc)3 を生成す

る可能性を強く示唆した。 

基質と AMCase の pH 7.0 での反応における合成基質 4-MU の蛍光強度の

上昇は，マウス AMCase が中性付近で糖転移活性が高いことを示した。つま

り，AMCase は，キチン分解活性で (GlcNAc)2 を生成し，その後の GlcNAc 

単量体の糖転移反応で (GlcNAc)3 を生成する酵素であると考えられた。そし

て，pH 7.0 での (GlcNAc)3 の増加は，キチン分解活性の低下と糖転移活性の

増加によるものだと考えられた。弱酸性条件下において，ヒト Chit1 は，ヒト

AMCase より高い糖転移活性を有することが報告されている [11]。今回，マウ

ス AMCase を pH 2.0 で用いているので，今回の結果は本質的に以前の報告と

一致した [11]。重要なことは，この酵素は，異なる pH 条件下で，キチンオリ

ゴマーに対し，異なるキチン分解活性および糖転移活性を示すことである。 

AMCase は，pH 2.0 で，糖転移酵素として作用するのではなく，キチン分解

酵素として作用するようである。そのキチン分解活性は，糖転移活性よりも優

位であると考えられる。これに対し，AMCase は，中性条件下では，糖転移活

性および弱いキチン分解活性を示す。そして，いずれの pH 条件下において

も，マウス AMCase は糖転移活性を検出することができた。以上の結果は，マ

ウス AMCase が体内組織の生理学的条件下でキチン分解活性と糖転移活性を

有することを示した。  

私は，特定の病理学的条件下で過剰発現された AMCase が，特異的分解産

物を生成し得ると仮定し，FACE 法を用いて生体内でのキチンオリゴマーの生

成について検討した。面白いことに，AMCase は生体内の条件下によって異な

る性質を有することが分かった。AMCase は基本的にキチン分解酵素として作

用する。しかし，中性組織条件において一定の糖転移活性を有することが分か
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った。私は AMCase と疾患の関連が多く報告されている中性組織での役割に

ついて特に注目している。残念なことに，今回の条件においては抗炎症活性な

どといった生理活性が報告されているようなキチンオリゴマーの生成を行うこ

とができなかった。しかし，糖転移活性を有するということは AMCase がキ

チンオリゴマーを生成し得る可能性があると考えられる。 

以上の報告は，これまであまり注目されていなかった中性条件におけるマウ

ス AMCase の酵素機能が特定の病態生理学的条件において非常に重要な役割

を果たす可能性を示唆している。 
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第 V 章 結論 

本研究では，まずキチン分解産物の解析のためのキチンオリゴマー蛍光標識

法の改良を行い，その後 AMCase のキチン分解活性，糖転移活性に関する詳

細な解析をおこなった 

まず，Peter Jackson によってオリゴ糖分析のために開発された Fluorophore-

Assisted Carbohydrate Electrophoresis (FACE) 法を用いて，弱酸性から中性条件

下における AMCase によるキチン分解産物を分析した。その過程で，キチン

に対し，AMCase を pH 5.0~8.0 で作用した場合，ポリアクリルアミドゲル電気

泳動において，キチンオリゴマーマーカーよりも移動度の遅い産物が検出され

た。しかし，この産物は蛍光標識中に生成した反応副産物であり，蛍光標識時

に事前に酸性化することによってこの副産物の生成を抑制できることが本研究

で初めて明らかになった。この発見に基づき私はキチンオリゴマー分析の改良 

FACE 法を確立した。次に，この方法を用いて，AMCase が弱酸性から中性の

条件下で分解活性を示し，GlcNAc 二量体 [(GlcNAc)2] に加え，三量体 

[(GlcNAc)3] を生成することを見出した。さらに，(GlcNAc)3 の生成メカニズム

を各種キチン基質と改良 FACE 法を用いて詳細に解析し，この産物が，糖転

移反応によるものであることを明らかにした。 

これらの知見は改良 FACE 法を用いることで初めて明らかにされたことで

あり，AMCase の新規酵素機能を発見に寄与する成果である。 
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