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第 Ⅰ 章 序論  

第 1 節 キチンとキチナーゼ  

キチンは，N-アセチル-D-グルコサミン (GlcNAc) が β-1,4 結合した多糖で，

甲殻類や昆虫の外骨格，寄生虫や真菌類の細胞壁に不可欠な成分である[1,2]。キ

チンを有する生物は地球上に多く生息するので，キチンはバイオマスとしてセ

ルロースに次いで地球上に膨大に存在している[1,2]。 

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。細菌類，真

菌類，植物，線虫と節足動物など様々な生物は，キチナーゼを合成している[1-3]。

これらのキチナーゼは，キチンを分解することで，自身の防御あるいは炭素お

よびエネルギー源として利用することに重要であると考えられている[4]。 

                                             

第 2 節 ほ乳類キチナーゼ 

ほ乳類はキチンを合成しないにもかかわらず，マウスとヒトでは活性を持つ

キチナーゼとして chitotriosidase (Chit1) と acidic mammalian chitinase (AMCase) 

の二種類が同定されている[3]。両酵素は糖質加水分解酵素のファミリー 18 に

属している [the carbohydrate active enzymes (CAZy) database, http://www.cazy.org/] 

[5,6]。このファミリーは，触媒ドメインのアミノ酸配列に類似性が有り, 

(β/α)8-TIM バレルの基本構造を持つ一群のグループで,細菌類キチナーゼに高い

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) が

含まれている[7,8]。 

Chit1 の活性は，常染色体劣性遺伝のリソソーム蓄積症である Gaucher 病で

顕著に上昇すると報告されている[9,10]。Chit1 は最初のほ乳類のキチナーゼで，

最初に精製，クローン化された分子である[11,12]。Chit1 の生理的役割は不明だが，

http://www.cazy.org/
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キチンを含む病原体からの防御が考えられている[13]。劣性遺伝性の Chit1 活性の

欠損は，コーカサス人 (白人) で一般的に観察される[14]。 

もう一つのほ乳類キチナーゼである AMCase は，Chit1 の代償的役割により

発見され，その酸性の等電点にちなんで酸性ほ乳類キチナーゼ (acidic mammalian 

chitinase, AMCase) と命名された[15]。AMCase は 50 kDa の酵素で，主として，

マウスの胃と肺で発現している[15,16]。他のキチナーゼは低い pH で不活性にな

るが，AMCase は低い pH 条件下でも失活しない。マウス AMCase は酸性側の 

pH 2.0 で最も強い活性を示し，酸耐性であることが示されている[15]。 

 

第 3 節 研究目的 

AMCase は病態状態で発現が増加するので，近年，生物医学の分野でかなりの注

目を集めている。誘導型の喘息モデルマウスで AMCase の mRNA とそのタンパク

質が顕著に増加することが報告されている[17]。AMCase の遺伝子多型とハプロタ

イプはヒトの気管支喘息に関連している[18,19]。そして，AMCase を阻害する

ことが喘息の治療戦略になる可能性があることが報告されている[17,20,21]。

AMCase の発現は，また，抗原によって誘発されたアレルギー性肺炎症マウス

モデルで増加することも示されている[22]。さらに，AMCase が目や胃の病気に

関わっていることも報告されている[23-27]。しかし，マウスとヒトにおける

AMCase の病態生理学的な機能についての知見は，今のところ，限られている。 

最近，当研究室の Ohno らは AMCase の mRNA がマウスの胃で胃液の主要

な消化酵素の前駆体である ペプシノーゲン C に匹敵する非常に高いレベルで

合成されていていることを報告した[28,29]。このことは，AMCase がアレルギ

ー，免疫応答，消化プロセスにおいて重要な役割を果たしている可能性を強く

示唆する。しかしマウスとヒトでの AMCase の病態生理学的機能については大部分
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が不明瞭である。 

本研究では，マウスとヒトにおける AMCase の病態生理学的な機能について

の知見を得ることを目的とし，マウス AMCase の大腸菌での発現系の開発とそ

の発現産物の性質について詳細な解析を行った。 
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第 Ⅱ 章 マウス AMCase の大腸菌での発現とその性質 

第 1 節 序論 

ほ乳類キチナーゼの生化学的解析には，精製したタンパク質が多量に必要である。

現在，AMCase の構造，生化学的解析には，ほ乳類と昆虫培養細胞で

の発現系，そして大腸菌での発現系が用いられている

[15,17,19,20,22,30-34]。そこで，マウス  AMCase を  Protein A，V5 エ

ピトープ， (His)6 との融合タンパク質（ProteinA-AMCase-V5-His）と

して発現し，その性質について検討する本研究を着想した。  

その目的のため，発現を目的としたタンパク質を Staphylococcus aureus

の短縮型 Protein A との融合タンパク質とするために，Protein A プロモーターの

制御下で大腸菌の細胞外に分泌する発現ベクターである pEZZ18 [35] を使用し

た。AMCase はシグナル配列を有する分泌タンパク質で，酸に安定で

ある。そこで，pEZZ18 で発現した融合タンパク質は大腸菌の培地に分

泌されると予想される。しかし，本研究で発現した融合タンパク質の

大部分は大腸菌の  ペリプラズム  (periplasm) 画分に存在していた。  

以下，大腸菌で発現した Protein A-マウス AMCase-V5-His の融合タ

ンパク質は，キチン分解活性とキチン結合能の両方において，哺乳類

培養細胞で発現した AMCase に匹敵した，との内容について記述する。  

 

 

第 2 節 実験材料と実験方法 

ほ乳類の発現ベクター 

Total RNA Master Panel（Clontech Laboratories）に含まれているマウス胃の total 

RNA 使用し，すでに報告された方法で RNA を cDNA へ逆転写した。この 
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cDNA を鋳型にして KOD Plus DNA ポリメラーゼ (Toyobo) と EcoRI と XhoI 

の認識配列を持つオリゴヌクレオチドプライマー (Sigma-Aldrich Life Science 

Japan) を用いて AMCase cDNA (GenBank accession number AK160173.1, 

nucleotides 6~1435) を PCR 増幅した。ここで用いた プライマーは，増幅され

たマウス AMCase cDNA が pre-AMCase-V5-His (pre-AMCase-V5-His, 図 1A) 

として発現できるように設計した (表 1)。フォワードプライマー 

(EcoRI-pre-AMCase-Fw) は，6 塩基の EcoRI 認識配列と 25 塩基の AMCase 

cDNA の 6~30 番目の配列を含んでいる (表 1)。リバースプライマー 

(XhoI-pre-AMCase-Rv) は XhoI 認識配列（下線部）と AMCase cDNA の 

1413~1435番目の配列に相補的な配列を含んでいる。そして，両プライマーの 5’ 

末端には，PCR 増幅された AMCase cDNA の両末端が制限酵素で効率的に切断

されるように 4 もしくは 5 塩基の余分な配列を含んでいる (表 1)。PCR 産物

を Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) を用いて精製し，EcoRI と 

XhoI によって切断した。その DNA 断片を 1.5％ アガロースゲル電気泳動で分

離し，上述 Clean-Up System を使い精製した。この AMCase cDNA 断片を，同

様に制限酵素処理した pcDNA3.1/V5-His C ベクター (Invitrogen) にクローニン

グした。リバースプライマーの設計において，pcDNA3.1/V5-His C ベクターの 

V5-His の N 末端領域の読み枠につながるようにした。このように作製した プ

ラスミド DNA (pcDNA3.1/pre-AMCase-V5-His) の全塩基配列は，ABI PRISM 

Big-Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit と 3130 Genetic Analyzer instrument 

(Applied Biosystems) を用いて確認した。 
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図 1. CHO細胞と大腸菌で発現したマウス AMCase融合タンパク質の模式図 

マウス AMCase は，分子量が約 50 kDa の分泌タンパク質で，N 末端に触媒ドメイ

ン （CatD） と C 末端にキチン結合ドメイン （CBD） より構成されている。(A) CHO

細胞発現の pre-AMCase-V5-His。(B) 大腸菌発現の pre-Protein A-AMCase-V5-His。

(C) 大腸菌発現の pre-Protein A-V5-His。大腸菌発現の融合タンパク質は，N 末端

に Protein Aの affinity tail を含んでいる。CHO 細胞と大腸菌の組換えタンパク質

は，C 末端に V5-His を含んでいる。新たに合成された組換えタンパク質は，

AMCase のシグナル配列 (A) あるいは Protein Aのシグナル配列 (B と C) を含ん

でいる。 
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表 1. ほ乳類細胞と大腸菌発現ベクター構築のためのプライマーの塩基配列 
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大腸菌発現ベクター 

AMCase のシグナル配列を除いた AMCase-V5-His cDNA 領域を，

pcDNA3.1/pre-AMCase-V5-His を鋳型にし，KOD Plus DNA ポリメラーゼと

EcoRI と SalI 制限酵素部位を有するプライマーを用いて PCR で増幅した。フ

ォワードプライマー (EcoRI-mature-AMCase-Fw) は EcoRI 認識配列を含み，

AMCase cDNA の 80~103塩基，Protein A の C 末端領域とフレームが合うように

設計された (表1)。リバースプライマー (SalI-pcDNA BGH-Rv) は SalI 認識配列

を含み， pcDNA3.1/V5-His C ベクター 

(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcdna3_1v5hisc_seq.txt) の1080~1106 

塩基に相補的になるように設計した。両プライマーは，上述したようにそれら

の 5’ 末端に 4~5 塩基の余分な配列を含んでいる (表 1)。PCR 増幅された 

DNA 断片を EcoRI と SalI で処理し，同様に切断された pEZZ18 (GE 

Healthcare) [28] にクローニングした。得られたプラスミドが設計どおりに作成

されていることを，その塩基配列で確認した。この プラスミド DNA 

(pEZZ18/pre-Protein A-AMCase-V5-His) を使って pre-Protein A-AMCase-V5-His 

(図 1B) を発現するため，大腸菌 BL21 (DE3) (Novagen) を形質転換した。また，

コントロールとして pre-Protein A-V5-His (図 1C) を構築した。 

 

組換えタンパク質の培地，ペリプラズム画分，可溶性画分からの精製 

上記発現ベクターで形質転換された E. coli BL21 (DE3) 株を，100 µg/mL アン

ピシリンを含む 1 L の LB 培地で 37°C で 18 時間培養した。集菌後，遠心で

分離した培養培地はそのままカラムにアプライした。次に，残った菌体を高張

液 [20% sucrose, 20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 mM EDTA, プロテアーゼインヒビ

ター (Complete, Roche)] 30 mL に懸濁し，30 分間氷上で静置した。その後，4℃，

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcdna3_1v5hisc_seq.txt
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15,000 x g で 15 分間遠心分離を行った。大腸菌に低張液 [20 mM Tris-HCl (pH 

7.6), プロテアーゼインヒビター] を 120 mL 添加し，さらに 30 分間氷上で静

置した。その後，4℃，15,000 x g で 15 分間遠心分離を行った。以上の上清を

合わせた (この画分を periplasmic space 1/osmotic shock fraction とした)。細胞の

沈殿を高張液 [20% sucrose, 20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 mM EDTA, プロテアー

ゼインヒビター] 30 mL に再懸濁した。リゾチームを添加し，37℃，15 分間イ

ンキュベートし，4℃，15,000 x g で 15 分間遠心分離し，上清を回収した。低

張液 [20 mM Tris-HCl (pH 7.6), プロテアーゼインヒビター] を 120 mL 添加し，

大腸菌をさらに 30 分間氷上で静置し，4℃，15,000 x g で 15 分間の遠心分離

し,上清を回収した。そして，これらの上清をプールした。終濃度が 150 mM に

なるように NaCl を加え，溶液の粘性を減少させるため,短時間超音波破砕を行

った。次に,大腸菌の沈殿を TS 緩衝液 [20 mM Tris-HCl (pH 7.6)，150 mM NaCl] 

に懸濁し，超音波処理し，4℃，15,000 x g で 15 分間遠心分離し，上清をプー

ルした。これらの 4つの画分を TS 緩衝液で平衡化した IgG セファロース (GE 

Healthcare) カラムにアプライした。カラムを TS 緩衝液で良く洗浄し，結合し

た融合タンパク質を 0.1 M Gly-HCl (pH 2.5) で溶出し，1 M Tris-HCl (pH 7.6) を

添加して中和した。そして，キチナーゼ活性のある画分を TS 緩衝液で平衡化し

た PD10 カラム (GE Healthcare) で脱塩した。 

 

組換えタンパク質の不溶性画分からの Ni セファロースによる精製 

His-tag タンパク質の一部は，不溶性になり，破砕された細胞の遠心分離した

後，沈殿 (inclusion body) として回収できることが知られている[36]。遺伝子組

換えタンパク質のリフォールディングと精製は 8 M 尿素と Ni セファロース 

(GE Healthcare) カラムで行った。まず，沈殿画分を 8 M 尿素, 20 mM Tris-HCl 
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(pH 7.6), プロテアーゼインヒビターで 4℃ で 30 分間放置し,可溶化した。この

試料を，4℃，15,000 x g で 15 分間遠心分離し，上清をプールした。その可溶

性画分には組換えタンパク質 (Protein A-AMCase-V5-His) が含まれるので，Ni 

セファロースカラムに供し，His-tag を有する組換えタンパク質をカラム上に集

めた。その後，カラムを 0.05 M イミダゾール, 0.5 M NaCl，20 mM Tris-HCl (pH 

7.6) を用い，カラムの 10 倍量で洗浄した。この洗浄の間に尿素が除かれるの

で,組換えタンパク質はリフォールドされると期待される。そして，カラムに結

合した組換えタンパク質を 0.5 M イミダゾール, 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl 

(pH 7.6) で溶出し，上記のように脱塩した。 

 

IgG セファロース と Ni セファロース による Protein A-AMCase-V5-His の精

製 

ペリプラズム 1 画分から得た Protein A-AMCase-V5-His は，N 末端の Protein 

A を用いて IgG セファロース，C 末端の His-tag を用いて Ni セファロースを

使い精製した。そのペリプラズム 1 画分は EDTA を含むので，終濃度が 2 mM 

となるように MgSO4 を添加してキレートし，上記のように精製した。ペリプ

ラズム 1 画分は IgG セファロースカラムに供した。結合タンパク質は 0.1 M 

Gly-HCl (pH 2.5) で溶出し，1 M Tris-HCl (pH 7.6) を添加して中和した。ピーク

画分を集め，Ni セファロースカラムに供した。カラムの 10 倍容の 50 mM イ

ミダゾール，0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7.6) 溶液で洗浄し，タンパク質は 

0.5 M イミダゾール，0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7.6) で溶出し，上記のよ

うに脱塩した。度重なる凍結融解を防ぐため，精製した酵素を一定量づつ分注

し，-80℃ で保存した。 
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AMCase-V5-His の CHO 細胞での一過的発現と培地からの精製  

CHO-K1 cells (CCL61, ATCC) は 10% ウシ胎児血清を添加した Minimum 

Essential Medium (Invitrogen) 中で継代した。 

CHO 細胞に Lipofectamine plus (Invitrogen) を用いて,使用説明書にしたがっ

て上記発現プラスミド (pcDNA3.1/pre-AMCase-V5-His) をトランスフェクトし

た。そして 48 時間後に培地を回収した。培地を 20 mM Tris-HCl (pH8.0), 0.5 M 

NaCl で平衡化した Ni セファロースに供した。その後，0.5 M NaCl を含む 20 

mM Tris-HCl (pH 7.6), 500 mM イミダゾールで結合したタンパク質（この中に

AMCase-V5-His が含まれる）を溶出し，脱塩した。 

 

タンパク質定量法，SDS ポリアクリルゲル電気泳動，ウェスタンブロット      

タンパク質の濃度は，ウシ血清アルブミンをスタンダードとし，Bradford 法

で定量した[37]。タンパク質試料は，SDS ポリアクリルゲル電気泳動 

(polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) で分離した[37]。ゲルの中のタンパク質

を Coomassie Brilliant Blue (CBB, Sigma-Aldrich) で染色した。ウェスタンブロッ

ト法では，電気泳動で分離したタンパク質を PVDF メンブレン (Immobilon-P, 

Millipore) に電気泳動的に転写し，抗 V5-HRP  (Invitrogen) と反応した。目的タ

ンパク質の V5 配列に結合した抗体を Immobilon Western Chemiluminescent 

HRP Substrate (Millipore) を用い検出し，Luminescent Image Analyzer (ImageQuant 

LAS 4000, GE Healthcare) で解析した。 

 

キチナーゼ活性測定 

キチナーゼ活性は，合成発色性基質である 4-nitrophenyl N,N′-diacetyl-β-D- 

chitobioside (Sigma-Aldrich) を 200 µM の濃度で用いて測定した。それぞれの
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反応は，n=3 で行った。大腸菌と CHO 細胞発現タンパク質の至適 pH，至適温

度を決める活性測定は,4 種類の緩衝液 (McIlvaine 緩衝液，0.1 M Gly-HCl 緩衝

液，Clack and Lubs あるいは 0.1M Carbonate 緩衝液) を用い，全量 50 µL で行

った。至適 pH を決める反応は，37℃，30 分間行った。酵素反応は，1 M sodium 

carbonate を反応液に 20 μL 添加して停止した。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。 

 

キチナーゼ活性への pH と温度の影響 

至適 pH は，4-nitrophenyl N,N′-diacetyl-β-D-chitobioside を基質とし，4 種類の

緩衝液 [McIlvaine 緩衝液 (0.1 M citric acid と 0.2 M Na2HPO4； pH 2.0~pH 8.0) ，

0.1 M Gly-HCl 緩衝液 (pH 1.0~pH 4.0)，Clack and Lubs 緩衝液 (0.1 M KCl, 0.1M 

H3BO3 と0.1 M NaOH; pH 8.0~pH 10.0) あるいは 0.05 M carbonate 緩衝液 (0.05 

M NaHCO3 と 0.1 M NaOH; pH 10.0~pH 11.0)] 中で37℃，30分間インキュベート

することで測定した。至適温度の測定は，0.1 M Gly-HCl 緩衝液 (pH 2.0) 中で，

30℃~58℃で測定した。 

酵素の pH 安定性は以下のように行った。4 種類の緩衝液 [0.1 M Gly-HCl 緩

衝液 (pH 1.0~pH 4.0), McIlvaine 緩衝液 (pH 2.0~pH 8.0), Clark and Lubs 緩衝液 

(0.1 M KCl,0.1M H3BO3 と 0.1 M NaOH; pH 8.0~pH 10.0) と carbonate 緩衝液 

(0.05 M NaHCO3 と 0.1 M NaOH; pH 10.0~pH 11.0) ] 中で，酵素を氷上で 1 時間

インキュベートした。各 pH でのプレインキュベートのあと，残存するキチナ

ーゼ活性を，0.1 M Gly-HCl 緩衝液 (pH 2.0) で上記のように分析した。熱安定
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性の測定は McIlvaine 緩衝液 の pH 2.0 あるいは pH 7.0 で 30℃~58℃ で 15 

分インキュベートした。残存活性は，0.1 M Gly-HCl 緩衝液 (pH 2.0) で上記の

ように測定した。 

 

キチン結合活性 

キチンビーズ (50 µL, New England Biolabs) を，結合緩衝液 [0.5 M NaCl, 20 

mM Tris-HCl (pH 7.6)]で 3 回洗浄した。CHO 細胞発現 AMCase-V5-His，大腸菌発

現 Protein A-AMCase-V5-His または Protein A-V5-His (コントロールタンパク

質) をこのビーズに添加した。タンパク質をキチンビーズに結合させるために  

4℃ で 1 時間穏やかに混和した。懸濁液は，2,000 x g で 5 分間遠心分離した。

上清は非結合画分とした。キチンビーズは，結合緩衝液 1ｍL で，5 回洗浄した。

Laemmle の SDS サンプル緩衝液[38] をキチンビーズと上清に加え，95℃で 3

分加熱し，SDS-PAGE で分離し，V5 抗体を用いたウェスタンブロットで分析し

た。 

 

大腸菌発現と CHO 細胞発現のマウス AMCase のコロイダルキチンの分解 

エビの殻のキチン (Sigma-Aldrich) からコロイダルキチンを調製し，キチナー

ゼ活性の測定のための基質とした[15]。全ての酵素反応は，コロイダルキチン（終

濃度 1 mg/mL）を基質とし，大腸菌あるいは CHO 細胞発現タンパク質を含む 

0.1 M Gly-HCl 緩衝液 (pH 2.0)，50 µL で行った。反応は，37℃，1 時間行った。

組換え AMCase タンパク質が生成したキチン断片は，Jackson によって報告さ

れた方法に従い,それらの還元末端基に fluorophore 8-aminonaphthalene-1,3,6- 

trisulphonic acid (ANTS, Sigma-Aldrich) を共有結合的に標識し,生成した蛍光誘導

物を， 40% ポリアクリルアミドゲルを用いて分離し,Luminescent Image Analyzer
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で分析した[39]。スタンダードとして N-acetyl chitooligoaccharides (Seikagaku 

Corporation) を用いた。 

 

 

第 3 節 実験結果 

組換えマウス AMCase の構造 

組換えマウス AMCase タンパク質の模式図を図 1 に示した。マウス 

AMCase は，分子量が 50 kDa の分泌タンパク質である。N 末端に触媒ドメイ

ン（catalytic domain, CatD），C 末端にキチン結合ドメイン（chitin binding domain, 

CBD）を有している。本研究では，CHO 細胞で発現するため，N 末端のシグナ

ル配列を有する AMCase 前駆体 (pre-AMCase) cDNA の全コード領域をほ乳類

発現ベクターである pcDNA3.1/V5-His C にサブクローニングした (図 1A と 

図 2A)。このプラスミド DNA を CHO 細胞で発現すると，培地の中に成熟 

AMCase-V5-His (図 2B) が分泌されることが期待される。 

大腸菌での発現では，成熟 AMCase-V5-His cDNA 領域 (AMCase のシグナル

配列がない) を Staphylococcus aureus 由来の Protein A のシグナル配列を含

む pEZZ18[35] に連結し，pre-Protein A-AMCase-V5-His として発現されることを

期待した (図 1B と図 3A)。大腸菌でこのプラスミド DNA を発現すると，成

熟 Protein A-AMCase-V5-His が培地中に直接に分泌されることが期待される 

(図 3B)。さらに，コントロールタンパク質として AMCase 領域を持たない 

pre-Protein A-V5-His を発現する プラスミド DNA も構築した (図 3C)。上述の

ように，pre-Protein A-V5-His は成熟 Protein A-V5-His (図 3D) に変換れ，培地に

分泌されることが期待される。 

 



18 

 

 

 

図 2.  CHO 細胞で発現した pre-AMCase-V5-His と 成熟 AMCase-V5-Hisの推

定アミノ酸配列とそれらの分子量 

カラーで示された領域は図 1A に対応する。青，マウスAMCaseのシグナル配列； ピ

ンク，マウス AMCase； 緑，V5-His配列。 
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図 3. 大腸菌で発現した組換えタンパク質の推定アミノ酸配列とその分子量 

カラーで示された領域は図 1B と C に対応する。濃紺，Protein Aのシグナル配列；

黄色，短縮型 Protein A； ピンク，成熟マウス AMCase； 緑，V5-His 配列。 
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このように，CHO 細胞と大腸菌で発現したタンパク質を比較すると，大腸菌

で発現させた組換えタンパク質は N 末端に IgG に親和性のある Protein A を

持つ。大腸菌組換えタンパク質は，Protein A を使った IgG セファロースあるい

は His タグを使った Ni セファロース で精製することが出来る (図 1B と C)。 

4-Nitrophenyl N,N′-diacetyl-β-D-chitobioside を基質として用いてキチナーゼ活

性を測定すること，さらに V5 抗体を用いた ウェスタンブロット により組換

えタンパク質を検出した。 

 

組換え融合タンパク質の大腸菌の培地と細胞内可溶性画分の分布 

まず，BL21(DE3) を宿主とした大腸菌発現系で pEZZ18/pre-Protein 

A-AMCase-V5- His が発現するかどうかを検討した。このベクター は 

Staphylococcus aureus 由来の Protein A promoter とそのシグナル配列で，融合

タンパク質が大腸菌の培地中に分泌されるように設計されている[35]。このベク

ターを用いた発現および培地からの目的タンパク質の発現と精製は，我々やそ

の他の研究者から報告されている[35,40-42]。 

発現した融合タンパク質をまず培地から調製し，キチナーゼ活性を測定した。

しかし，培地のキチナーゼ活性と目的タンパク質の収量は非常に低かった (表 

2)。 

いくつかの His tag を付加されたタンパク質を大腸菌で発現すると，不溶性の

沈殿物 (inclusion body) を形成し，可溶化できないことが報告されている。そこ

で，大腸菌を，ペリプラズム画分，可溶性画分，不溶性画分に大別し，キチナ

ーゼ活性の分布を検討した。ペリプラズム画分は，菌体を浸透圧ショック後，

リゾチーム処理し，再度の浸透圧ショック処理して調製した(実験方法の項を参

照のこと)。次に，可溶性細胞質タンパク質を調製するため残ったスフェロプラ
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ストを超音波処理した。これらの画分から IgG セファロースを用いて発現した

融合タンパク質を調製した。そしてこれらの画分のキチナーゼ活性を測定した。 

表 2 に示すように，大腸菌のペリプラズム画分 [ペリプラズム画分 1/オスモ

ティック処理 (Peri 1) とペリプラズム画分 2/リゾチーム (Peri 2) 画分] に 

80% 以上のキチナーゼ活性が検出された。培地画分と細胞質可溶性画分はそれ

ぞれ全体の 5％, 10％ のキチナーゼ活性が認められた。ペリプラズム 2/リゾチ

ーム画分 (Peri 2) の 2 回目の浸透圧ショックを省略すると, Peri 2 画分のキチ

ナーゼ活性がわずかに減少した。このことから，2 回目の浸透圧ショックが ペ

リプラズム空間からの融合タンパク質の抽出に影響を与えていることが分かっ

た。 

大腸菌での Protein A-AMCase-V5-His の発現をさらに調べるため，タンパク

質を SDS-PAGE で分析した。上記の 4 画分から試料を調製し，10％ SDS-PAGE 

で電気泳動し CBB で染色した。図 4A に示すように，形質転換された大腸菌

は培地，ペリプラズム画分と細胞質画分に 68 kDa の成熟 Protein A-AMCase の

バンドを与えた (図 3B)。さらに V5 抗体を用いた Western blot 法を行い，培地

画分とペリプラズム 1/オスモティックショック画分 (Peri 1) の両方からメジャ

ーバンドを検出した。そのサイズは，期待される成熟 Protein A-AMCase 

-V5-His の分子質量に一致した (図 3B，図 4B, レーン 1 と 2 )。ペリプラズム 

2/リゾチーム 画分 (Peri 2) と細胞質画分から調製した画分で，はっきりとした

目的のバンドを検出した。また，ペリプラズム 2/リゾチーム画分 (Peri 2) と細

胞質画分で移動がわずかに遅いバンド (71 kDa) も検出した。これらの結 
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表 2. 大腸菌の各画分でのキチナーゼ活性の分布 

     

Fraction 
Total activity 

(U) 

Distribution 

(%) 

Total Protein 

(mg) 

Specific activity 

(U/mg) 

Medium 0.021 ± 0.005  4 ± 1.0 0.208 ± 0.07 0.107 ± 0.038 

ペリプラズム 

1 (Peri 1) 
0.201 ± 0.063 33 ± 6.8 0.497 ± 0.09 0.410 ± 0.131 

ペリプラズム 

2 (Peri 2) 
0.343 ± 0.149 54 ± 8.5 1.03 ± 0.11 0.349 ± 0.164 

Cytoplasm 0.044 ± 0.009  7 ± 1.8 0.311 ± 0.10 0.151 ± 0.050 

Insoluble 0.014 ± 0.009  2 ± 1.1 0.436 ± 0.11 0.030 ± 0.016 

 

大腸菌の 1 L の培養から，組換えタンパク質を，IgG セファロース を用いて，

培地，ペリプラズム 画分，可溶性と不溶性画分から調製し，キチナーゼ活性，

タンパク質量を定量した。3 回の実験の結果を平均値 ± SD で表示してある。 
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果から，大腸菌で最も多くのキチナーゼ活性が存在しているのはペリプラズム

画分であることが分かった (図 4 と表 2)。 

次に，不溶性画分中の組換えタンパク質を調べた。不溶性画分を 8 M 尿素で

可溶化し，組換えタンパク質のリフォールディングと精製を Ni セファロースを

用いて行った (実験方法参照)。可溶化し，リフォールディングした画分のキチ

ナーゼ活性を測定したところ，不溶性画分のリフォールディングした組換えタ

ンパク質からもキチナーゼ活性を検出することができた。しかし，不溶性画分

の全キチナーゼ活性は可溶性画分に比べてとても低い，もしくは無視できる程

度 (およそ 2%) だった (表 2)。また，リフォールディングした組換えタンパク

質画分に，予想されるサイズのバンドからわずかに移動が遅い別のバンドを検

出した（図 4B，レーン 6）。ペリプラズム空間/オスモティック処理（Peri 1）と

比較すると，遅く泳動されるバンドは不溶性画に多いことが分かった (図 4B，

レーン 5 と 6)。これは現在のところ明確な説明は出来ない。しかし，以下のこ

とは考えられる。すなわち，発現した pre-Protein A-AMCase-V5-His のシグナル

配列の切断が不完全で [つまり，protein A の N 末端にシグナルペプチドが存在

しており (図 1B)]，不溶性画分として存在していた，との説明ができるかもし

れない。 

 

Protein A-AMCase-V5-His の IgG セファロースと Ni セファロースでの精製 

我々は目的タンパク質の精製のため，Protein A と His-tag を成熟 AMCase の

両末端に加えてある (図 1B)。そこで，融合タンパク質は，IgG セファロースと 

Ni セファロースで精製出来る。 

ペリプラズム画分 1 (Peri 1) に存在するタンパク質は，最初に IgG セファ 
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図 4. 大腸菌で発現した融合タンパク質の大腸菌での局在 

(A) 培地（Med），ペリプラズム (Peri 1 と Peri 2)，細胞質可溶性 (Cyo) と不溶性画

分 (Insol) からの大腸菌組換えタンパク質の 10％ SDS-PAGE での分析。ゲル中の

タンパク質は，Coomassie Brilliant Blue (CBB) で染色された。(B) ウェスタンブロット 

解析。分子量マーカー (All Blue, Bio-Rad) の分子量 (kDa) は，図の左の余白に示

し，融合タンパク質 （Protein A-AMCase-V5-His） の泳動位置は，右の余白に矢印で

示した。(C と D) 融合タンパク質の精製。融合タンパク質は，ペリプラズム画分 1 

(Peri 1) から IgG セファロース と Ni セファロース で精製された。SDS-PAGEで分

離されたタンパク質は，CBB で染色 (C)，あるいは PVDF メンブレンに転写し，

V5-HRP抗体を用いた ウェスタンブロット (D) で解析した。 
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ロース，続いて Ni セファロースクロマトグラフィーにより精製した。そして，

精製画分を SDS-PAGE に供し，CBB 染色，あるいはウェスタンブロット で分

析した。図 4C と 4D に示すように，精製画分は均一なバンドを与えた。 

大腸菌で発現した融合タンパク質は，培地 1 L あたりの精製タンパク質の収

量はペリプラズム 1 (Peri 1) から 0.5 mg であった。 

 

Protein A-AMCase-V5-His のキチナーゼ活性の性質 

大腸菌で発現した AMCase の性質を知るため，Protein A-AMCase-V5-His の

キチナーゼ活性を 4-nitrophenyl N,N′-diacetyl-β-D-Chitobioside を基質として 

37℃ で 30 分間，pH 1.0~8.0 で測定した。0.1 M Gly-HCl (pH 1.0~4.0) と 

McIlvaine (pH 2.0~8.0) 緩衝液で至適 pH を調べた。図 5A に示すように，この

酵素の特徴的な性質が強酸性領域で観察された。組換え AMCase は，pH 2.0 で

最も高い活性が，pH 3.0~7.0 では低い活性だった (図 5A)。この組換え AMCase 

は，至適 pH に関し，マウスの腸から調製された AMCase に類似していた。

McIlvaine 緩衝液の代わりに Gly-HCl 緩衝液 を作用すると，pH 2.0 のキチナー

ゼ活性はより高いピークになった。 

次に至適温度を調べた。酵素活性に対する反応温度の影響を，0.1 M Gly-HCl 

緩衝液 pH 2.0 で 30℃~58℃ の範囲で，4-nitrophenyl 

N,N′-diacetyl-β-D-chitobioside を基質として測定した。図 5B に示すように，マ

ウス組換え AMCase の触媒活性は温度の増加と共に増加し，54℃ で最大レベ

ルに達し，それ以降急激に減少した。 

次に組換えタンパク質の pH 安定性について検討した。Protein A-AMCase 

-V5-His を 4 種類の緩衝液を用い，各 pH で 60 分間氷上で静置した（実験方

法参照）。その後，酵素活性を 37℃，pH 2.0 で分析した。図 5C に示すよう 
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図 5. 大腸菌で発現した AMCaseのキチナーゼ活性の性質 

（A） pH依存性，（B） 温度依存性，（C） pH安定性そして （D） 温度安定性。組換

え AMCase のキチナーゼ活性は，実験方法に述べたように測定した。結果は，それ

ぞれ一連の実験の最大活性を 100 として % 表示をした。3 回の実験の結果を平

均値 ± SD で表示してある。 
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に，組換え AMCase は幅広い pH (pH 1.0～11.0) での氷上で 1 時間の静置に安

定だった。したがって，この酸，塩基性の処理はキチナーゼ活性の低下の原因

とはならなかった。以上のことから，組換え AMCase は酸と塩基に対して顕 

著な安定性を示すことが分かった。 

次に，組換え AMCase の温度安定性について検討した。AMCase の温度安定

性は，pH 2.0 (最適 pH) あるいは pH 7.0 (生理的 pH) での温度と酵素活性の関

係を測定することによって評価した。 

組換え AMCase を 30°C~58°C で 20 分間，pH 2.0 あるいは pH 7.0 でプレ

インキュベートした。その後，pH 2.0 で 4-nitrophenyl N,N′-diacetyl-β-D- 

chitobioside を基質として残存したキチナーゼ活性を測定した。図 5D に示すよ

うに，組換え AMCase は，pH 2.0 と pH 7.0 で， 54℃ まで熱安定性があり，

56°C 以上でキチナーゼ活性の減少を示した。これらの結果は，組換え AMCase 

が酸性と中性で熱安定性であることを示す。 

 

CHO 細胞と大腸菌で発現した組換え AMCase のキチナーゼ活性の比較 

次に，大腸菌発現の Protein A-AMCase-V5-His のキチナーゼ活性を CHO 細

胞で発現した AMCase-V5-His と比較することで評価した。 

Ni セファロース を用いて CHO 細胞で発現した組換えタンパク質を調製し

た。組換えタンパク質はミスフォールディングした分子を含んでいる可能性が

ある。そこで，2 種類の組換え酵素のキチナーゼ活性を比較すると，酵素画分

に含まれる夾雑物やミスフォールディングが，結果の解釈を複雑にする可能性

がある。それらの問題を除去するため,初めに 4-nitrophenyl N,N′-diacetyl-β-D 

-chitobioside を用いて酵素試料のキチナーゼ活性を測定して，酵素溶液が同等の

活性になるように調整した (図 6A)。次に CHO 細胞及び大腸菌で生産された
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組換え融合 AMCase タンパク質を認識する V5 抗体を用いたウェスタンブロ

ットでこれらの酵素の免疫反応性を分析した (図 1)。すなわち，同じキチナー

ゼ活性を示す酵素画分を SDS-PAGE で分離し，V5 抗体を用いたウェスタンブ

ロットで検出した。 

我々はマウス AMCase を CHO 細胞では AMCase-V5-His として，大腸菌で

は， Protein A-AMCase-V5-His として発現した (図 3B と 3D)。図 6B で示す

ように，大腸菌で発現した ProteinA-AMCase-V5-His の分子量は，CHO 細胞で

発現した AMCase-V5-His のそれより大きかった (それぞれ約 68 kDa と 54 

kDa)。CHO 細胞と大腸菌から得られるタンパク質の分子量の差は，大腸菌組換

えタンパク質の Protein A の分子量に由来する (図 3B と 3D)。CHO 細胞で発

現した AMCase と大腸菌で発現した AMCase は，ウェスタンブロットでほぼ

同じ強度のシグナルを与えた。この結果は，CHO 細胞発現の AMCase-V5-His 

と大腸菌発現の ProteinA-AMCase-V5-His のキチナーゼ活性の比活性がほぼ同

等であることを示す。 

 

Protein A-AMCase-V5-His はキチンに結合し，分解する 

発現した AMCase 融合タンパク質の C 末端領域にはキチン結合ドメインが

含まれる (図 1)。組換えタンパク質の中のキチン結合ドメインに機能的活性が

あるかどうかを検証するため，キチンビーズを使用してキチン結合実験を行っ

た (実験方法参照)。 

この分析法において，キチンに結合することができるキチナーゼは，キチン

ビーズと反応後，遠心分離で沈殿することが期待される。図 7 に示すように，

CHO 細胞で発現した成熟 AMCase-V5-His あるいは大腸菌で発現した成 
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図 6. 大腸菌で発現した AMCase のキチナーゼ活性は CHO 細胞で発現した

酵素と同じだった 

最初に CHO 細胞と大腸菌発現の酵素試料のキチナーゼ活性を 0.1 M 

Gly-HCl 緩衝液 (pH 2.0) で 37°C，30 分間で測定し，同じ活性になるように酵

素溶液濃度を調整した (A)。次に，これらの酵素溶液を V5 抗体を用いたウェ

スタンブロットで分析した。 
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図 7．CHO細胞あるいは大腸菌発現の AMCase のキチンビーズへの結合 

(A) CHO 細胞で発現した AMCase-V5-His, (B) 大腸菌で発現した Protein 

A-AMCase-V5-His, (C) 大腸菌で発現した Protein A- V5-His。キチンビーズを用い

たキチン結合は，実験方法に記載したように行った。AMCase のキチン結合ドメイン 

(CBD) を持つ組換え融合物タンパク質のみキチンビーズへの結合が認められ (A と 

B)，CBD がない融合タンパク質はキチンビーズに結合しなかった（C）。 
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熟 Protein A-AMCase-V5-His の大部分は，キチンビーズ結合画分に存在した。

これとは対照的に，AMCase 領域のない融合タンパク質 (Protein A-V5-His，図 

3D) は，上清 (非結合画分) に存在した。これらの結果は，組換え AMCase が

キチンと結合することが出来ることを示す。 

組換えヒト Chit1 と組換えマウス AMCase がコロイダルキチンを分解し, 

GlcNAc 二量体を遊離すると報告されている[15]。CHO 細胞と大腸菌で発現し

た AMCase タンパク質でコロイダルキチン分解能を測定した。結果として生じ

る単糖とオリゴ糖を Jackson が報告したフルオロフォア (fluorophore 

8-aminonaphthalene-1,3,6-trisulphonic acid, ANTS) との共有結合で蛍光標識し，産

物を高分離能 PAGE によって分離し[39]，蛍光イメージャーで解析した。図 8 

に示すように, CHO 細胞と大腸菌で発現したマウス AMCase タンパク質は，

COS-1 細胞で発現したマウス AMCase の結果[15]と同様に，コロイダルキチン

から，GlcNAc 二量体と単量体を生成した。 

以上，これまでの結果は，大腸菌で発現した AMCase が CHO 細胞で発現した  

AMCase に匹敵する機能を有するキチナーゼであることを示す。 
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図 8. CHO 細胞あるいは大腸菌で発現したマウス AMCase のコロイダルキチンの

分解産物の解析 

CHO 細胞と大腸菌で発現したタンパク質を 0.1 M Gly-HCl 緩衝液 (pH 2.0) の条

件下でコロイダルキチンと反応した。生じたキチン断片は，蛍光試薬によって標識し，

電気泳動で分離後，蛍光イメージャーで解析した[15,39]。キチンオリゴマーの位置は，

左マージンに示した。 
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第 4 節 考察 

マウス AMCase は，pEZZ18 ベクターを用いて，Protein A，V5 epitope と 

(His)6 tag (V5-His)(図 1) からなる融合タンパク質として発現した[35]。pEZZ18 

ベクターは，Staphylococcus aureus 由来の Protein A の二つの合成 IgG 結合

領域 (ZZ ドメイン) を有する大腸菌発現ベクターである。このベクターに組み

込んだタンパク質は protein A との融合タンパク質として細胞外に分泌される。

このベクターは，分泌タンパク質の発現に使われてきた[35,40-42]。融合タンパ

ク質の発現は，発現誘導を必要としない Staphylococcus aureus 由来  Protein 

A のプロモーターでコントロールされている。pEZZ18 は Staphylococcus 

aureus 由来  Protein A のシグナル配列を含むので，融合タンパク質はシグナル

配列のために培地に分泌される。 

今回，この大腸菌発現システムで，機能的に活性のあるマウス AMCase を精

製することが出来た。我々の場合，発現した Protein A-AMCase-V5-His の大部

分は，大腸菌のペリプラズム画分に存在した (図 3 と 表 2)。また,組換えタン

パク質は，pH 1~3 での酸安定性を示した（図 3C）。この酸耐性 Protein A 融合

タンパク質を IgG セファロース を用いワンステップで回収できた。結合タン

パク質は，0.1 M の Gly-HCl (pH 2.5) で溶出された。この方法は，融合産物が

これらの状況下で安定である場合に限り使用できる。我々の研究結果は，酸安

定性分泌タンパク質であるマウス AMCase の発現に pEZZ18 システムが有効で

あることを示した。 

この研究の目的は，大腸菌で作成したマウス AMCase と CHO 細胞で発現

したマウス AMCase の酵素としての性質を比較することだった。N 末端あるい

は C 末端の His-tag は，昆虫やほ乳類の培養細胞システムを用いた AMCase 

の精製のために含まれることが多い[19,20,22,31,32,34]。pH 依存性と酸安定性に
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関して，大腸菌で発現した AMCase の性質は, pH 依存性と酸安定性に関してマ

ウスの天然キチナーゼのデータと一致していた。加えて，組換え AMCase は，

キチン結合に結合した。さらに組換え AMCase はコロイダルキチンを分解し，

主に GlcNAc 二量体を生産した。以上の結果は，大腸菌で発現した AMCase は，

マウスの天然酵素[15] および CHO 細胞で発現した AMCase に匹敵する性質

特性を持つことを示す。 

Protein A は 17.8 kDa で，特徴的な構造特性を有している。今回の実験で，

Protein A が融合された AMCase の立体構造にほとんど影響を及ぼさないこと

が示された。つまり，大腸菌で発現した AMCase の性質が，マウスで発見され

た天然酵素と CHO 発現の AMCase と類似しているので，大腸菌のペリプラズ

ム空間に発現した AMCase は，マウスの体内で合成された AMCase と同様の

三次構造が形成されていたことを示す。この研究結果は，AMCase の一次構造

は，キチナーゼとキチン結合活性発現のための三次構造形成に十分に強力な情

報を有することを示した。この大腸菌組換え酵素における三次構造の形成は，

細菌等のキチナーゼ[7] との間で保存されている共通配列（コンセンサス配列）

やペリプラズムに分泌される際の膜通過のためかもしれない。 

マウス AMCase のためのこの発現システムには，いくつかの重要な利点があ

る。1つ目は，Protein A 融合タンパク質のキチナーゼ活性の多くがペリプラズム

画分に可溶性タンパク質として存在し，不溶性画分にはほとんど認められなか

った，ことである。第 2 に pEZZ18 ベクターは，Staphylococcus aureus 由

来の Protein A プロモーターを使っているので，発現誘導の必要なく，経済的な

実験が出来る。つまり，pEZZ18 プロモーターは T7 プロモーターほど強力で

はないが，IPTG (isopropyl-β-thiogalactopyranoside) の誘導なしで一晩の大腸菌培

養によって活性のある酵素を得ることが出来る。我々は，生化学的分析のため
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に十分な量の組換え AMCase を得ることができた。工業的にタンパク質をさら

に必要とするときには大腸菌培養容量を簡単に増やすことで対応が出来る。最

後に，キチンと組換え AMCase を反応後，IgG セファロース または Ni セフ

ァロース カラムに通すことによって，反応混合物から Protein A-AMCase-V5 

-His を簡単に取り除き，キチン分解産物を得ることが出来る。 

 

 

第 5 節 要約 

AMCase は喘息，アレルギー性炎症，食物消化と関係していることが示され

ている。今回，大腸菌で N 末端に Protein A，C 末端に V5 epitope と (His)6 tag 

を融合させた活性のある AMCase (Protein A-AMCase-V5-His) の ペリプラズム 

での生産を可能にする大腸菌発現系を確立した。マウス AMCase の cDNA を，

Staphylococcus aureus 由来  protein A プロモーター，Protein A のシグナル配

列と短縮型 Protein A 持つ発現ベクターである pEZZ18 ベクターに組み込み，

発現を試みた。発色性合成基質である 4-nitrophenyl N,N′-diacetyl-β-D-chitobioside 

を用いて測定したキチナーゼ活性の測定で，最も多く Protein A-AMCase-V5-His

が存在したのは ペリプラズム 画分であることを明らかにした。ペリプラズム  

画分の  Protein A-AMCase-V5-His を  IgG セファロース  と  Ni セファ

ロース  を用いて精製した。組換えタンパク質は pH 2.0 で最大活性を示し，

その時の最適温度は 54°C だった。氷上で pH 1.0~pH 11.0 で 1 時間インキュ

ベートしても，全く残存活性は低下しなかった。このタンパク質は，pH 2.0 と 

7.0 で 54°C まで熱安耐性を示した。さらに，大腸菌組換え AMCase の 

4-nitrophenyl N,N′-diacetyl-β-D-chitobioside に対するキチナーゼ活性は，CHO 細

胞で発現させた AMCase に匹敵した。さらに，組換え AMCase はキチンビー
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ズに結合し，コロイダルキチンを分解し，主に GlcNAc 二量体を遊離した。こ

のように，大腸菌で発現した Protein A-AMCase-V5-His 融合タンパク質は，CHO

細胞で発現した AMCase に相当するキチナーゼ活性を備えていた。この組換え

型タンパク質は，マウス AMCase の生化学的機能を詳細に解析する実験に用い

ることが出来る。 
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第 Ⅲ 章 大腸菌で発現した AMCase の触媒ドメインの性質 

第 1 節 序論 

AMCase は喘息，アレルギー，自然免疫そして食物消化で重要な役割を果た

していると考えられている[2,3]。しかし，マウスとヒトでの AMCase の病態生

理学的機能についてはあまり分かっていない。 

AMCase を生化学的に解析するため，前章で，マウス AMCase を Protein A，

V5エピトープと (His)6 tag (V5-His) の融合タンパク質として大腸菌のペリプラ

ズム空間に発現する発現システムを確立した[43]。大腸菌で生産した AMCase 

は，pH 2.0 で活性の強いピークを示して，コロイダルキチンを分解し，主に 

GlcNAc 二量体を遊離した。そして，大腸菌で発現した AMCase は，CHO 細

胞で発現したタンパク質と同じ機能を持っていることを示した。 

AMCase は，N 末端に触媒ドメイン (catalytic domain, CatD)，C 末端側にはキ

チン結合ドメイン (CBD) を含んでいる[15]。CBD がキチンを認識し，CatD は

それを分解することが示唆されている[44]。しかし，マウス AMCase のキチン

消化における CatD と CBD の機能的な役割，特に高分子量結晶性のキチンと

エビの殻の消化，については解明されていない。 

そこで，マウス AMCase の CatD を Protein A と V5-His の組換え融合タン

パク質として大腸菌で発現した。組換え CatD は，キチンビーズに結合し，

GlcNAc 六量体，コロイダルおよび結晶性キチンそしてエビの殻を pH 2.0 で分

解し，二量体を遊離した。つまり，マウス AMCase の CatD は，キチンを認識

し，分解することができる。 

 

 

第 2 節 実験方法 



38 

 

大腸菌発現ベクターの構築 

マウス AMCase の CatD は，Protein A と V5-His の組換え融合タンパク質と

して大腸菌で発現する。CatD のコード領域は，KOD Plus DNA ポリメラーゼと 

EcoRI あるいは XhoI 認識部位をもつ オリゴヌクレオチドプライマーを用い

て，完全長のマウス AMCase のプラスミド DNA (pEZZ18/AMCase-V5-His) か

ら PCR 増幅した。 CatD のフォワードプライマー 

(5’-CATGGAATTCGTACAATCTGATATGCTATTTCACC-3’) は，6 塩基の EcoRI 

認識配列 (下線部) と 25 塩基の AMCase cDNA (GenBank accession number 

AK160173.1) の 80～103 塩基に対応する AMCase 配列を含んでいる。V5-His 

の N 末端領域にフレームが合うように組み込んだリバースプライマー を設計

した。そのリバースプライマー (5’-GTGACCTCGAGCACTCCCACTTCCTGGA 

GGAGTAG-3’) は，XhoI 認識配列（下線部）と AMCase cDNA の1230~1253 塩

基に相補的な配列を含んでいる。両プライマーは，PCR 増幅された cDNAs の

両末端を制限酵素で効率的に切断するために余分な 4 もしくは 5 塩基の余分

な配列を含んでいる（太字）。増幅された DNA は，PCR プライマーを用いて

付加された EcoRI と XhoI 認識領域を含んでいる。PCR 産物は，Wizard SV Gel 

と PCR Clean-Up System を用いて精製し，EcoRI と XhoI で切断した。その 

DNA 断片は，初めに 1.5% アガロースゲル電気泳動を使いその後 Clean-Up 

System で精製した。そして，この DNA を同様の方法で切断された pEZZ18 発

現ベクターにサブクローニングした。得られたプラスミド DNA 

(pEZZ18/CatD/V5-His) の全ての塩基配列は，Eurofins Genomics 社のシークエン

スサービスを利用して確かめた。 

 

組換え CatD の大腸菌での発現 



39 

 

上述のプラスミド DNA で形質転換した大腸菌 BL21 (DE3) を，100 µg/mL 

のアンピシリンを含む 1 L の LB 培地で 37°C，18 時間培養した。大腸菌は，

4℃，5,000 x g の条件で 20 分遠心し，集めた。組換え CatD は，前述のように

大腸菌のペリプラズム画分から IgG セファロース と，それに続く Ni セファ

ロースクロマトグラフィーで精製した。キチナーゼ活性を有するタンパク質画

分は，TS 緩衝液 [20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 150 mM NaCl そしてプロテアーゼイ

ンヒビター] で平衡化した PD MidiTrap G-25 (GE Healthcare) で脱塩した。第 2 

章に記載したように，Protein A-AMCase-V5-His と Protein A-V5-His も同様に発

現した。 

 

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動とウェスタンブロット 

得られタンパク質画分は，SDS-PAGE で分離し，V5-HRP 抗体を用いたウェ

スタンブロットで分析した。 

 

キチナーゼの酵素活性 

詳細なキチナーゼ活性の測定法は，第二章 第 2 節 実験材料と実験方法 参

照。 

 

キチン結合活性 

Protein A-AMCase-V5-His，Protein A-CatD-V5-His と Protein A-V5-His (それぞ

れ 20 µg)  を 0.5 M NaCl を含む pH 2.0 と pH 7.6 にそれぞれ調整された結合 

緩衝液と混合した。その混合液は，結合緩衝液 [0.5 M NaCl, 100 mM Gly-HCl (pH 

2.0) あるいは 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7.6)] で平衡化したキチンビーズ

を充填したカラムに，キチンビーズに組換えタンパク質が結合するように 10 
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回循環させた。カラムの素通りの画分は非結合画分とした。カラムを 10 倍容

の同じ緩衝液で洗浄し，5 倍容の 2 M NaCl, 100 mM Gly-HCl (pH 2.0) あるいは 

2 M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7.6) でそれぞれ洗浄した。洗浄後，それぞれ 10 倍

容の 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7.6) で pH を調整した。結合タンパク質は，

8 M 尿素, 20 mm Tris-HCl (pH 7.6) で溶出した。結合と非結合画分は，SDS-PAGE 

で分離し，V5 抗体を用いたウェスタンブロットで分析した。 

 

AMCase と CatD による各種キチンの分解 

コロイダルキチンは 2 章で述べたように，エビの殻のキチン (Sigma-Aldrich) 

から調製し，キチナーゼ活性を測定する基質として使用した。結晶性キチンは，

エビの殻より調製されたキチンを使用した。エビのキチンは，Wiley mill (Thomas 

Scientific) で 250 μm のサイズに粉末化した。乾燥エビの殻 (Tosayasyoten) は，

乳鉢で粉末状にした。基質としてコロイダルキチン (終濃度 1 mg/mL)，結晶性

キチン (1 mg/reaction) あるいは，乾燥キチン (1 mg/reaction)を使用し，0.1 M 

Gly-HCl 緩衝液 (pH 2.0) と大腸菌で発現のタンパク質を含む全量 50 μL で反

応した。反応は，10 分間，1 時間 あるいは 16 時間，37℃ で行った。これら

基質より生成したキチンオリゴ糖の蛍光標識と分析は，第二章 第 2 節 実験

材料と実験方法参照。 

 

 

第 3 節 実験結果 

組換え CatD の構成 

組換えマウス AMCase と CatD の模式図を図 9 に示した。大腸菌生産のた

めに，成熟 AMCase-V5-His cDNA あるいはその CatD 領域をコードする  

cDNA を pEZZ18 にクローニングした。そして pre-Protein A-AMCase-V5-His 
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と  pre-Protein A-CatD-V5-His の組換えタンパク質前駆体を発現させるために，

Staphylococcus aureus 由来  Protein A のシグナル配列を含んでいる (図 9A 

と B; 図 10A)。同様に，コントロールタンパク質として pre-Protein A-V5-His を

作成した (図 9C)。大腸菌細胞で発現したこれら融合タンパク質は大腸菌のペリ

プラズム画分に，成熟体組換えタンパク質 Protein A-AMCase-V5-His, Protein 

A-CatD-V5-His そして Protein A-V5-His として分泌されることが期待される 

(図 9B)。 

目的の組換え融合タンパク質は，Protein A を用いた IgG セファロースあるい

は His-tag を用いた Ni セファロースクロマトグラフィーによって精製するこ

とが出来る (図 9)。合成発色基質である 4-nitrophenyl N, 

N′-diacetyl-β-D-chitobioside を用いたキチナーゼ活性測定と V5 抗体を用いたウ

ェスタンブロットで融合タンパク質を検出した。 

 

大腸菌の ペリプラズム 画分からの組換え CatD の精製 

ペリプラズム画分 1 (Peri 1) に存在するタンパク質は，IgG セファロースに続

いて Ni セファロースクロマトグラフィーで精製した。精製画分のタンパク質

は，SDS-PAGE で分離し，CBB での染色で可視化した。図 11 に示すように，

大腸菌で生産した AMCase と CatD は同等のバンド強度を示した。次に,それら

の組換え融合タンパク質を認識する V5 抗体を用いたウェスタンブロットで検

討した。大腸菌発現の Protein A-AMCase-V5-His の分子量は，Protein 

A-CatD-V5-His よりも大きい。AMCase と CatD は，約 68 kDa と 61 kDa に

同等のシグナルを与えた (図 11B)。AMCase と CatD の分子量の違いは，CBD 

領域が存在するかどうかによる (図 10A と B)。 
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図 9.大腸菌で発現した融合タンパク質の模式図 

マウス AMCase は，N 末端に触媒ドメイン (CatD) と C 末端にキチン結合ドメイン

(CBD) を含んでいる。(A) 大腸菌発現の pre-Protein A-AMCase-V5-His. （B） 大腸

菌発現の pre-Protein A-CatD-V5-His. （C）大腸菌発現の pre-Protein A-V5-His。 
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図 10. 大腸菌で発現した CatD の推定アミノ酸配列とその分子量 

カラーで示された領域は図 9B に対応する。濃紺，Protein A のシグナル配列； 黄

色，短縮型 Protein A； ピンク，CatD； 緑，V5-His 配列。 
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Protein A-CatD-V5-His のキチナーゼ活性 

組換え CatD (Protein A-CatD-V5-His) のキチナーゼ活性を pH 2.0 (Gly-HCl 緩

衝液) と pH 7.0 (McIlvaine 緩衝液) で測定した。Protein A-CatD-V5-His は，

4-nitrophenyl N, N′-diacetyl-β-D-chitobioside を用いて測定した。強いキチナーゼ活

性を pH 2.0 で検出した (図 11C)。発色基質に対する組換え CatD のキチナー

ゼ活性は，pH 2.0 と pH 7.0 で，ほぼ揃ったタンパク質のバンドからほぼ同じ

活性が得られ，完全長の AMCase に匹敵することが分かった。 

 

Protein A-CatD-V5-His の性質 

大腸菌で発現した AMCase の CatD の性質を調べた。まず，Protein 

A-CatD-V5-His が，合成基質に対し，pH 1.0~10.0 の条件下で，pH 依存性を調

べた。図 3A に完全長 AMCase で示したように，組換え CatD は pH 2.0 付近

で最も高い活性を，pH 3.0~7.0 では低い活性を示した (図 12A)。pH 2.0 でのキ

チナーゼ活性は，Gly-HCl 緩衝液を用いた方が McIlvaine 緩衝液よりも高かっ

た (図 12A)。 

酵素活性への温度の影響は，4-nitrophenyl N,N′-diacetyl-β-D-chitobioside を使用

し，0.1 M Gly-HCl 緩衝液 (pH 2.0) 中で 30~58℃ の範囲で 15 分間反応した。

組換え CatD のキチナーゼ活性は，温度の上昇に伴い増加し，54℃ で最大のレ

ベルに到達し，その後急激に減少した (図 12B)。 

次に融合タンパク質の pH 安定性を調べた。組換え CatD は，三種類の異な

る緩衝液 (実験方法参照) を使用し，様々な pH で 60 分間プレインキュベート

した。その後，37℃，pH 2.0 でキチナーゼ活性を測定した。 

組換え CatD は，pH 1.0~10.0 で氷上での 1 時間プレインキュベートでも安

定だった (図 12C)。このように，大腸菌で発現した CatD は，酸性～塩基性 
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図 11. 大腸菌で発現した融合タンパク質の分析 

(A) 大腸菌のペリプラズム画分 (Peri 1) から精製した組換えタンパク質の 12.5%  

SDS-PAGE での分析。大腸菌で発現した融合タンパク質を IgG セファロース，続い

て Ni セファロースクロマトグラフィーで融合タンパク質を精製した。それぞれ 1 μg の

タンパク質を SDS-PAGE で分離後，CBB で染色した。分子量マーカーの分子量 

(kDa) は左マージンに示した。融合タンパク質の泳動位置は右マージンに示した。(B) 

組換えタンパク質 (それぞれ 0.1 μg) の V5 抗体を用いた ウェスタンブロット。(C) 

完全長 AMCase と CatD のキチナーゼ活性の比較。実験方法に記載したように，

0.1 M Gly-HCl 緩衝液 (pH 2.0) あるいは McIlvaine 緩衝液 (pH 7.0) で，37°C，

30 分間反応し，キチナーゼ活性を測定した。 
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の条件下でも安定だった。 

次に，pH 2.0 (至適 pH) と pH 7.0 (生理的 pH) の条件で，CatD の熱安定性を

評価した。CatD をそれぞれの pH で 30°C~58°C の範囲で 20 分間プレインキ

ュベートした。その後，pH 2.0 の条件下で残存するキチナーゼ活性を測定した。

組換え CatD は pH 2.0 と 7.0 の条件で，54°C まで熱安定性が認められた (図 

12D)。56℃ 以上の温度では CatD のキチナーゼ活性が減少した。 

このように，組換え CatD の 4-nitrophenyl N, N′-diacetyl-β-D-chitobioside に対

する酵素特性は，pH と温度の最適条件，ならびに pH と熱の安定性は，第 2 章

で述べた完全長 AMCase と本質的に一致した。 

 

Protein A-CatD-V5-His のキチン結合活性 

完全長の AMCase は，その C 末端にキチン結合ドメイン (chitin binding 

domain, CBD) を含んでいるが，CatD はこの CBD を欠損している(図 9A と 

B)。組換え CatD がキチンを認識し，結合することができるかどうか決定する

ために，キチンビーズカラムを使用し，キチン結合実験を行った (図 9A と B)。

この方法は，Protein A-AMCase-V5-His，Protein A-CatD-V5-His そして Protein 

A-V5-His の三種類の組換えタンパク質を pH 2.0 あるいは pH 7.6 の条件下で，

実験方法に記述したようにキチンビーズに結合した。キチンビーズと結合する

ことができたタンパク質は，8 M 尿素 でカラムから抽出した。 

pH 2.0 の条件下，大部分の Protein A-CatD-V5-His と Protein 

A-AMCase-V5-His は，キチンビーズカラムの結合画分に検出された。これに対

し，Protein A-V5-His は大部分が素通り画分に検出された (図 13A)。さらに，

pH 7.6 のキチンビーズカラムでも同様の結果が得られた (図 13B)。これらの結

果は，CBD が欠損している組換え CatD は，pH 2.0 と pH 7.6 の条件下で，CBD  
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図 12. Protein A-CatD-V5-Hisのキチナーゼ活性の性質 

組換え CatDのキチナーゼの (A) pH依存性，(B) 温度依存性，(C) pH安定性，(D)

温度安定性を実験験方法に記載したように行った。組換え AMCaseのキチナーゼ活

性の分析は，実験方法に述べたように行った。結果は，それぞれ一連の実験の最大

活性を100 として % 表示をした。3 回の実験の結果を平均値 ± SD で表示してあ

る。 
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図 13. Protein A-CatD-V5-His のキチンビーズ結合活性 

Protein A-AMCase-V5-His, Protein A-CatD-V5-His そして Protein A-V5-Hisを混合

し，キチンビーズカラムに供した。キチン結合活性は，pH 2.0 (A) あるいは pH 7.6 (B)

の条件で，実験方法に記述した方法で分析した。結合と非結合画分は，V5 抗体を用

いたウェスタンブロット で分析した。 
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を含む完全長の AMCase に比べて，若干低いが，キチンに結合することができ

ることを示す。 

 本実験では，Protein A-AMCase-V5-His，Protein A-CatD-V5-His そして Protein 

A-V5-His を混合し，同時にキチンカラムに供している。この場合，AMCase と 

CatD がキチンビーズに対して競合的に作用する可能性がある。このことを明ら

かにするために，それぞれの組換えタンパク質を単独でキチンカラムに供した。

その結果，CatD 単独でもキチンカラムに結合することは確認している（結果は

示さず）。 

 

各種キチン基質に対する CatD の分解 

最後に，GlcNAc 六量体，コロイダルキチンと大腸菌発現の完全長 AMCase と 

CatD タンパク質を作用した。分解産物の単糖とキチンオリゴ糖は，その還元末

端をフルオロフォアで蛍光標識し，高分解能の PAGE で分離し，蛍光イメージ

ャーで解析した。完全長 AMCase と CatD は，pH 2.0 で，GlcNAc 六量体とコ

ロイダルキチンを分解し，同程度の GlcNAc 二量体のキチンオリゴマーを生産

することが分かった (図 14A と B)。 

さらに構造を有するキチン基質について完全長 AMCase と CatD を作用し

た。完全長 AMCase と CatD は，pH 2.0 で，結晶性キチン質とエビ殻を分解し，

GlcNAc 二量体を生成した (図 14C と D)。しかし，CatD の有する加水分解活

性は，完全長の AMCase のそれよりわずかに低かった (図 14C と D)。このよ

うに，マウス AMCase の CatD は，CBD の非存在下でも高分子量キチン基質

を認識し，それらを分解することができることが分かった。 

以上の結果は，大腸菌で発現した組換え CatD がキチンオリゴマーと重合体

キチンを認識して，消化することができる機能的な酵素であることを示した。 



50 

 

 

 

 

 

図 14. CatDによる GlcNAc 六量体，コロイダルおよび結晶性キチン，エビの殻の

分解 

大腸菌で発現した組換えタンパク質を 0.1 M Gly-HCl (pH 2.0) の条件下，(A) 

GlcNAc 六量体，(B) コロイダルキチン，(C)結晶性キチン，(D) エビの殻に，10分，1

時間あるいは 16 時間反応した。生成したキチン断片は，還元末端を蛍光標識後，

PAGE で分離し，蛍光イメージャーで分析した。 
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したがって，AMCase の CatD それ自身は，CBD の非存在下で，低分子，高分

子量キチンを認識し分解することができる。 

 

 

第 4 節 考察 

AMCase は N 末領域の触媒ドメイン (CatD) と C 末領域のキチン結合ドメ

イン (CBD) から構成されている[15]。CBD がキチンを認識し CatD が分解し

ていると考えることができる[44]。この章で，pEZZ18 ベクターを用いて，マウ

ス AMCase の CatD を Protein A と V5-His との融合タンパク質として大腸菌

で発現し，その特性を調べた。 

ヒト Chit1 は，マウス AMCase と類似 (52% の同一性と 60% の相同性) 

[15] しており，N 末領域の CatD と C 末領域の CBD からなる[11,12]。Tjoelker 

らは，ヒト Chit1 を COS-1 細胞で発現し，生化学的手法で CBD 領域を同定

し，CatD と CBD の性質を明らかにした[44]。これらの情報をもとに，相同性

検索を行い，マウス AMCase の CatD と CBD の領域を予測した。本研究では，

pEZZ18 ベクターを使用した。pEZZ18 は，Staphylococcus aureus  由来の  

Protein A promoter でドライブされ，そのシグナル配列，そして  Protein 

A の短縮型と目的タンパク質との融合タンパク質として大腸菌外に分

泌する発現ベクターである [35]。このベクターは，様々な分泌タンパク質の

細胞外発現のために使用した報告例がある[35,40-42]。このベクターを使用して，

第 2 章において活性のある AMCase を Protein A と V5-His との融合タンパ

ク質としてペリプラズム空間に発現する大腸菌発現系を確立した。さらに，す

でに我々は，pEZZ18 を用い，Caulobacter crescentus CB15 の glucoamylase の発

現に成功した。この遺伝子を pET システムで発現した場合，封入体を形成した
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[45]。しかし，pEZZ18 のシステムでは大腸菌の可溶性画分に活性を有した形で

生成することが出来た[45]。このように，ここで用いた Protein A は，融合タン

パク部分の高次構造の形成を助け，可溶化する働きがあるものと考えられる。 

本章で，この大腸菌発現システムを用い機能的に活性を有する CatD を生産

することが可能なことを示した。生産された CatD は，IgG セファロースクロ

マトグラフィーで迅速に回収できた。IgG セファロースに結合した Protein 

A-CatD-V5-His は，0.1 M Gly-HCl (pH 2.5) で溶出することが出来る。この 

Protein A-IgG セファロースを用いたタンパク質回収法は，目的とするタンパク

質が酸性条件下で安定ならば使用可能である。CatD は，pH 1.0~pH 3.0 の強酸

性での安定性を示した (図 12C)。そこで，Protein A 融合タンパク質の精製のた

めのアフィニテイークロマトグラフィー担体としての IgG セファロースを用

いる際に,酸性溶液でタンパク質をカラムから溶出することが出来た。 

第 2 章で，大腸菌発現 AMCase は，マウス由来の天然酵素[15] と CHO 細

胞発現の AMCase とほぼ同じ性質をもつことを示した。本章において，組換え 

CatD の 4-nitrophenyl N,N’-diacetyl-β-D-chitobioside に対する比活性，至適 pH，

至適温度，pH 安定性そして温度安定性において，完全長 AMCase と同等のキ

チナーゼ活性を持つことを示した。さらに，組換え CatD は，各種キチン基質

を分解し，主に GlcNAc 二量体を生成した。これらの結果は，大腸菌で発現し

た Protein A-AMCase-V5-His と Protein A-CatD-V5-His が実験的に同等である

ことを示している。さらに,この結果は，CatD が，CBD の非存在下でも，キチ

ナーゼ活性発現するのに適した三次構造をつくるのに十分な強い情報を一次構

造上に持つことを明確に示唆している。 

三次構造形成には，ジスルフィド結合が重要な役割を果たす。ペリプラズム

は酸化状態であることが知られているので[46]，ATP が無くてもジスルフィド結
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合が形成したものと考えられる。さらに，この高次構造形成にペリプラズム画

分に存在するシャペロンが高次構造形成を手助けした可能性も考えられる。ま

た，ペリプラズム画分に存在する，Dsb システムが AMCase の高次構造形成に

働いた可能性が大きい[46]。これらの結果は，今回発現したタンパク質がペリプ

ラズムに局在していたことが優位に働いた可能性がある。 

AMCase は分泌タンパク質である。多くの分泌タンパク質には糖鎖が付加さ

れていることが知られている。実際に，ヒト AMCase に糖鎖が付加されている

可能性が示されている。また我々も培養細胞で発現したヒト AMCase が電気泳

動上糖鎖付加を示唆するようなバンドを確認している（Okawa et al., 未発表デー

タ）。しかし，マウスの胃の AMCase については，電気泳動上，糖鎖付加を示

す兆候は認められていない（Ohno et al., 未発表データ）。また，今回 CHO 細胞

で発現したマウス AMCase はアミノ酸の一次構造から推定したサイズに泳動

されている。以上のことから，マウス AMCase には糖鎖が付加しないものと考

えられる。 

AMCase の組換え CatD は，キチンビーズに結合し，pH 2.0 の条件下で，

GlcNAc 六量体，コロイダルキチン，結晶性キチン，そしてエビの殻を分解した。

これらの結果は，マウス AMCase の CatD は，CBD の非存在下で高分子キチ

ン基質を認識し，それを分解したことを示している。ヒト AMCase の X 線結

晶構造解析は芳香族アミノ酸が並んだ分子上のクレフトがキチン結合サイトで

あることを示している[31]。これらの芳香族アミノ酸は，種を超えてキチナーゼ

で保存されている。したがって，CatD は芳香族アミノ酸を介してキチンを認識

して結合しているものと思われる。この点は重要なので，今後芳香族アミノ酸

に変異を導入し，キチン結合活性に与える影響を調べることが必要である。 

Serratia marcescens 2170 は，キチナーゼ C1 と C2 を産生する[47]。Suzuki
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らは，キチナーゼ C1 は，CatD と CBD からなる完全長キチナーゼであり，他

方キチナーゼ C2 は CatD を含んでいて，キチナーゼ C1 から CBD のプロテ

アーゼによる分解除去によって生じることを報告した[48]。著者らはキチナーゼ 

C2 がキチン結合活性を有し，キチン基質を分解することを示したが，キチナー

ゼ C1 と比較すると，キチナーゼ C2 はコロイドキチンより粉末状のキチンで

加水分解能が減少したこと示した。今回の AMCase の CatD に関する実験結果

は，キチンへの結合とその分解において，キチナーゼ C2 と本質的に一致した。

このように，以上の結果は，結晶性キチンとエビ殻の効率的に加水分解を行う

上で，キチナーゼの CBD の重要性を例示している。 

 

 

第 5 説 要約 

マウス AMCase は，生体防御と食物消化において重要な生理的役割を果たし

ている。AMCase は N 末領域の触媒ドメイン (CatD) と C 末領域のキチン結

合ドメイン (CBD) から構成されている。マウス AMCase の CatD を Protein A 

と V5-His との融合タンパク質として大腸菌で発現し，その性質について調べ

た。4-nitrophenyl N, N’-diacetyl-β-D-chitobioside を基質とした組換え CatD のキ

チナーゼ活性は，比活性，至適 pH，至適温度，pH 安定性そして温度安定性に

おいて，完全長 AMCase とほぼ同等だった。この CatD は pH 2.0 でキチンビ

ーズに結合し，GlcNAc 六量体，コロイダルおよび結晶性キチンそしてエビの殻

を分解し，主として GlcNAc 二量体を生成した。したがって，マウス AMCase の 

CatD は CBD の非共存下でキチン基質を認識し，分解することができる。これ

らの結果は，AMCase とその CatD の一次構造が，キチナーゼ活性，キチン基

質認識とその分解に必要な三次構造の形成に十分であることを示す。我々の組
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換え AMCase と CatD が様々な病気においての AMCase の生体病理学的役割

の解明に使用することが出来る。 
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第Ⅳ章 総合考察 

AMCase は喘息，免疫応答，そして消化プロセスにおいて重要な役割を果た

している可能性がある。しかし，マウスとヒトの AMCase の病態生理学的な機

能はほとんど知られていない。 

AMCase の生化学的特性解析は大量の機能的なタンパク質を必要とする。こ

の目的には，簡便で，迅速で，安価な発現システムの使用を必要とする。大腸

菌を用いた過剰発現系は，大腸菌が安価な培地で迅速に生育し，簡便な生産物

のスケールアップがおこなえることから，広く用いられている。本学位論文で

は，培養細胞で発現した AMCase に匹敵するキチナーゼ活性を持つ，大腸菌の

ペリプラズム産物の，マウスの AMCase の発現システムを述べた。 

最近，我々は AMCase mRNA がマウスの胃で非常に高いレベルで合成され

ると報告した[28,29,49]。組換えマウス AMCase は胃の強酸性度から反映された 

pH 2.0 で最大活性であり，酸性安定性であることを示した (図3A および 3C)。

この結果はマウスの腸と胃由来の天然酵素を使っている以前の報告と一致して

いる[15,29]。酸性の条件下でのマウス AMCase の強酸性への依存と安定性は特

徴的であり，胃での強酸性環境の下でキチン質の効果的な消化を可能にすると

考えられる。 

マウス AMCase は，pH 2.0 の McIlvaine 緩衝液よりも Gly-HCl 緩衝液 の方

がよりキチナーゼ活性がより高かった (図3A)。この結果の理由は不明だが，以

下の可能性は考えられる。ペプシンは，前駆体チモーゲンのペプシノーゲンと

して合成される。胃粘膜細胞から塩酸が分泌され，強酸性の状況 (pH= ~ 2) に

なり，ペプシノーゲンが自己触媒的に活性のあるペプシンに変換される[50,51]。

AMCase はこのような前駆体としては合成されないが，塩酸は，胃で AMCase 

に似たような活性化をする可能性がある。また，Cl イオンが AMCase の活性
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に関わる His-187, Asp-117, Asp-115, Tyr-6 に影響を与えた可能性も考えられる。

この点はさらに明らかにすべきであろう。 

キチナーゼは，キチンを内部から分解する活性 (エンドキチナーゼ活性) と

GlcNAc 単糖類をキチンポリマーの末端から遊離する (エキソキチナーゼ活性) 

[52-54] に大別できる。最近，Eide らは，ヒトの Chit1 が，キトサン [β-(1-4) 結

合された D-glucosamine と N-acetyl-D-glucosamine から構成される多糖類] を

主にエンドプロセッシブに分解することを報告した[55]。これまで，AMCase が

キチンとキトサンにどのように作用するかという特性は研究されてこなかった。

AMCase は，アレルギー性気道炎症に関係している[17-19,22]。我々は，キチン

とキトサンに対して組換え型 AMCase の酵素特性の詳細な分析を行うことが

出来る。 

マウス AMCase は，食物消化と生体防御で重要な生理的役割を果たしている。

さらにヒト AMCase の特定のハプロタイプは，喘息に関係する[18]。ヒトの 

AMCase 遺伝子のアミノ酸置換により生じる variants は AMCase の酵素活性

を変えることが出来る[19]。Bussink らは，COS-7 細胞で発現した AMCase の

部位特定的な変異導入法を用いて，AMCase の His-187 がその至適の pH が強

酸性であることに重要であることを示した[30]。 

我々は，最近，AMCase の mRNA が，マウス胃で異常に高いレベルで合成さ

れることを報告した[28,29,49]。胃は，食物の消化と有害な生物に対する防御で

主要な役割を果たす重要な臓器である。マウスの胃では大量のペプシンを産生

し，分泌する[28,50]。AMCase は，ペプシンにドメインの接合部で CatD と CBD 

に分解される可能がある。Chit1 はヒトのマクロファージで CatD と CBD に分

割されることが報告されているので[56]，この可能性は AMCase でもあり得る。 

組換えマウス AMCase と CatD は pH 2.0 で最も活性をもつ。そして，それ
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は胃の酸性度を示し，きわだった酸性の安定性を示した (図 3A と 3C)。さらに，

完全長 AMCase と CatD は，様々なキチン基質を認識することができ，それら

を分解することができる。酸性条件下のマウス AMCase と CatD の特殊な酸性

の依存と安定性は，胃で極端な酸性の環境下でキチン質の物質の効果的な消化

を可能にする。我々は，AMCase がマウスの胃でキチン質の物質を分解する消

化酵素として機能するかどうかを検討し，慎重な分析を行うことを予定してい

る。 

AMCase は，病原体，寄生虫，卵白アルブミンへの免疫応答において，TH2 細胞

でのインターロイキンー13で活性化される重要な下流エフェクターである。AMCase 

の肺や目でのレベルが上昇すると，喘息，アレルギー性炎症，目のアレルギー，ドライ

アイに関わると考えられている[25]。そこで，AMCase を阻害することが，これらの疾患

の重要な治療ターゲットであると考えられている[17,20,21]。ほ乳類は，二種類のキチ

ナーゼ（Chit1 と AMCase）を合成しているので，AMCase に特異的なインヒビターの

開発はこれらの病気の治療には必要である。 この研究で発現系を確立したマウス 

AMCase と CatD は，ほ乳類細胞で発現した組換えタンパク質と酵素の性質がよく似

ている。この研究で確立した組換えタンパク質が，病態条件下で，AMCase の病態生

理学的な役割を明らかにする研究に利用でき，より AMCase に特異的なインヒビター

の開発につながる。 
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第 V章 結論 

AMCase は喘息，アレルギー性炎症，食物消化と関係していることが示されている。

今回，N 末端に Protein A，C 末端に V5 epitope と (His)6 tag を融合させた活性

のある AMCase (Protein A-AMCase-V5-His) の生産を可能にする大腸菌発現系を

確立した。大腸菌で発現した Protein A-mouse AMCase-V5-Hisは，CHO細胞で発現

した AMCase に相当するキチナーゼ活性を備えていた[43]。さらに，その触媒ドメイ

ンである CatD を Protein A-CatD-V5-His として発現することも出来た。そして，

Protein A-CatD-V5-His Protein A-AMCase-V5-His と Protein A-CatD-V5-His が，

我々の実験条件下で同等の機能を持ちことを明らかにした。このことは，CatD の一次

構造にはキチナーゼ活性に必要な固有の三次構造形成に十分な情報があることを示

す。その結果として，マウス AMCase の CatD は，CBD の非存在下で，キチン基質

を認識し，分解できる[57]。今回開発した組換え AMCase とその CatD，特に CatD 

は，新薬の開発につながるような特異的阻害剤の研究に利用できるだろう。 
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