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第 Ⅰ 章  序論 

第 1 節  キチン 

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

生虫のミクロフィラリアの鞘や真菌の細胞壁，昆虫や甲殻類の外骨格の主要な

構成成分である (図 Ⅰ. 1)。このように，キチンは様々な生物に存在するので，

自然界においてセルロースの次に豊富に存在するバイオマスである。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 [1, 2]。 

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。α-キチンは，最も一般的なキチン鎖の形状である。キチン鎖

は，逆平行配列で配置されており，キチン鎖の分子間及び分子内の水素結合が

密に形成されている。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。 

 

 

図 Ⅰ. 1. キチンの構造 
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第 2 節  キチナーゼ 

キチナーゼ (EC 3.2.1.14) は，キチンの β-1, 4 グリコシド結合を加水分解す

る [3, 4]。キチナーゼは細菌類，真菌類，線虫，節足動物など様々な生物が合

成している。キチン含有生物は，その生体防御やキチンを炭素や窒素のエネル

ギー源として利用している [2, 4-5]。 

キチナーゼは，糖質関連酵素データベース [The Carbohydrate Active enZYmes 

Database (CAZy), http://www.cazy.org/] で，グリコシド結合を加水分解する酵素 

(Glycoside Hydrolase : GH) として分類されている。CAZy は，各種糖質関連酵

素をアミノ酸配列の類似性を基に分類し，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 [6]。キチナーゼは GH18 と GH19 ファミ

リーに分類されている。GH18 酵素は，保存されている触媒ドメインのアミノ

酸配列に類似性が有り，(β/α)8-バレル (Triosephosphate isomerase [TIM] バレル) 

の基本構造を持つ一群のグループである。 

キチナーゼは GlcN 間のグリコシド結合を特異的に加水分解するキトサナー

ゼと区別されている。 

 

第 3 節  ほ乳類キチナーゼ 

マウスとヒトでは，二種類の活性を有するキチナーゼ，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) がマウスとヒトで同定されている [2, 5, 7]。両酵素は細菌のキチナー

ゼに相同性を示し，GH18 ファミリーに分類される。このファミリーには，構
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造的にキチナーゼと似ているが，キチナーゼ活性を持たないキチナーゼ様タン

パク質 (chitinase-like proteins) も含まれる [5, 6, 8-10]。 

Chit1 は，精製，クローニングされた最初のほ乳類キチナーゼであり，ヒト

において活性化マクロファージや好中球によって合成される [11-13]。Chit1 レ

ベルは，常染色体劣性のリソソーム蓄積症であるゴーシェ病患者の血漿中で，

約 1,000 倍上昇する [11]。 

Chit1 は 11個の exon から構成されている。ヒト Chit1 遺伝子の exon 10 

における 24 bp の重複によって，Chit1 は活性を有する酵素の生成ができない 

[14]。多くの人種において，この変異のホモ接合体の割合が約 5％ である。そ

のため，Chit1 活性が欠損しているヒトは，人種を超えて，少なからず認めら

れる。Acidic mammalian chitinase (AMCase) は，常染色体劣性遺伝性の Chit1 

欠損の白人でキチナーゼ活性が検出されたことをきっかけに発見された。

AMCase はその等電点が酸性を示すことからこの酵素は命名された [15, 16]。

この経緯から，AMCase は Chit1 の代償的役割があると考えられている。これ

らのほ乳類キチナーゼは，キチンを含む病原菌や寄生虫に対する生体防御に関

わると考えられている [2, 5]。 

Chit1 と AMCase は，分子量 (MW) 約 50 kDa の分泌タンパク質である 

[13, 15]。それらは，N 末端触媒ドメイン (catalytic domain, CatD) および C 末

端キチン結合ドメイン (chitin-binding domain, CBD) からなる。Chit1 と 

AMCase は，GH18 に属している。 

 

第 4 節  ほ乳類キチナーゼの生物・医学的役割 

Chit1 と AMCase は同じ組織や細胞でも発現している。Chit1 はマウスの

胃，眼，肺で高発現しており，一方で，AMCase は胃，顎下腺，肺で発現して
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いる [17]。加えて，両酵素は単球とマクロファージで発現し，リソソームに存

在するか細胞外に分泌される [18]。それぞれの mRNA レベルはこれらの細胞

において異なるサイトカインによって制御される [19]。活性化したマクロファ

ージにおける Chit1 の発現レベルは AMCase のそれよりも高いが，一方で，

リポ多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 処理した単球では低い [19]。 

Chit1 と AMCase は，異なる病理学的状態においてそれらの発現が増加する

ため，注目を集めている [7, 11 20-27]。Chit1 レベルは，常染色体劣性リソソ

ーム蓄積症であるゴーシェ病患者の血漿中で約 1,000 倍増加する [11]。加え

て，Chit1 レベルは，アテローム性動脈硬化症 [20]，糖尿病 [21]，嚢胞性線維

症 [22]，慢性閉塞性肺疾患 (COPD) [23] などの慢性炎症性疾患やアルツハイマ

ー病 [24] や喫煙者 [25] で変化する。一方，AMCase mRNA およびタンパク

質レベルの有意な増加が，喘息マウスモデルならびにアレルギー性肺炎症の抗

原誘導マウスモデルにおいて検出された [26, 27]。当研究室の Ohno らは，

AMCase はマウスの胃と腸の条件下で主要なプロテアーゼに耐性の糖質分解酵

素として機能することを示した [28]。これまでに，両酵素の発現レベルは研究

されてきたが，両酵素に適した条件でのそれらの機能は不明な点が多い。さら

に，関連疾患の病因および生理学的状態に関するほ乳類キチナーゼの寄与は，

明らかになっていない。 

 

第 5 節  Serratia marcescens キチナーゼ 

Serratia marcescens は高いレベルでキチナーゼを生産するグラム陰性菌であ

る [29]。それはキチン分解を理解するための細菌モデルとして認識されてお

り，3種類のキチナーゼ，キチナーゼ A (Serratia ChiA)，キチナーゼ B (Serratia 

ChiB) およびキチナーゼ C (Serratia ChiC) を発現する [30-32]。これらのキチ
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ナーゼは，キチン分解およびキチン分解酵素系の分子的機構の解明において先

駆的な役割を果たしてきた [33-38]。Serratia ChiA, ChiB と ChiC は，高分子量

キチン基質と共にインキュベートすると相乗効果を示す [30, 31]。Serratia ChiA 

と ChiB の組み合わせでは分解活性が各キチナーゼ単独の分解活性の合計値よ

りも約 2 倍に増加した。このように，Serratia marcescens は構造や性質の異な

るキチナーゼを生産することによって,効率的なキチン分解を可能にしていると

考えられている。 

 

第 6 節  研究目的 

前述の通り Chit1 と AMCase は，生体内において特定の疾患と関与してい

ると考えられている。しかし，Chit1 と 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。 

本研究では，特定の病理学的条件下で過剰発現された Chit1 と AMCase 

が，異なる役割をもつと仮説を立てた。Chit1 と AMCase の生物医学的な役割

の解明には，精製酵素を用いた詳細な解析が必要である。そのため，簡便で容

易に組換えタンパク質を取得する方法の確立が必要であった。大腸菌は，維持

が簡便で，迅速かつ安価で，容易に組換えタンパク質の生成量を調整すること

ができる。本学位論文では，まず最初にマウス Chit1 を可溶性タンパク質とし

て宿主大腸菌で発現させ，クロマトグラフィーを用いて精製酵素を取得するこ

とを目的とした。取得した精製酵素を用いてマウス Chit1 の至適条件や各種キ

チン基質に対する反応性等の性質を明らかにすることを目的とした。Chit1 と 

AMCase は胃や肺などの同じ組織や免疫細胞で発現している。Chit1 と 

AMCase の発現レベルは研究されているが，両酵素の機能を直接比較した研究

はない。次に，本学位論文では，比色分析と Fluorophore-Assisted Carbohydrate 
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Electrophoresis (以下，FACE と略) 法 [41-43] 法を組み合わせ，人工および天然

のキチン基質を用いて，Chit1 と AMCase を，先駆的役割を果たしてきた細菌

キチナーゼである Serratia marcescens Chitinase B (Serratia ChiB)と直接比較し，

両酵素の性質を客観的に評価することを目的とした [42, 43]。さらに，本研究

は，Chit1 を AMCase と共に存在する生体内の様々な条件下で各種キチン基質

に作用させ，その産物を解析することで酵素機能の特性を比較すること，さら

には相乗効果の有無を明らかにすることを目的とした。 
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第 Ⅱ 章  マウスキトトリオシダーゼの大腸菌ペリプラズム空間で

の発現とその特性解析 

第 1 節  研究目的 

Chit1 の生物医学的な役割の研究推進のためには，精製酵素を用いた詳細な

解析が必要である。そのため，簡便で容易に組換えタンパク質を取得する方法

の確立が必要であった。第 Ⅱ 章では，最初にマウス Chit1 を可溶性タンパク

質として宿主大腸菌で発現させ，クロマトグラフィーを用いて精製酵素を取得

することを目的とした。ほ乳類の遺伝子を原核生物で発現すると高次構造形成

や活性への影響が懸念される。そのため，動物細胞で発現した組換えタンパク

質と同等の機能を有する酵素を大腸菌から取得することを目的とした。次に，

取得した精製酵素を用いてマウス Chit1 の至適条件や各基質に対する反応性等

の性質を調べ，マウス Chit1 の生化学的役割を明らかにすることを目的とし

た。 

本研究では，生体内条件下におけるマウス Chit1 の機能解析のため，マウス 

Chit1 を Protein A-Chit1-V5-His の組換え融合体タンパク質を可溶性タンパク質

として宿主大腸菌のペリプラズム空間で発現させ，二種のクロマトグラフィー

で精製した。この方法は，Kashimura らが，マウス AMCase を Protein A と 

V5エピトープ，(His)6 タグ (V5-His) を付加した組換えタンパク質 (Protein A-

AMCase-V5-His) として大腸菌のペリプラズム空間で発現できることを報告し

た方法 [39,40] に準じて行った。 

本章では，大腸菌で発現した Protein A-Chit1-V5-His と CHO 細胞で発現し

た Chit1-V5-His の比活性を測定した。本研究では Protein A-Chit1-V5-His の酵

素学的機能を明らかにするため，至適 pH，至適温度，pH 安定性，キチン結
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合活性を 4-nitrophenyl N, N’-diacetyl-β-D-chitobioside [4-NP-chitobioside, 4-NP-

(GlcNAc)2] を用いて決定した。その後，Chit1 を各種キチン基質に経時的に作

用させ，その生成物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) 法で分析した。最後

に，Chit1 を各種キチン基質に pH 2.0-8.0 の範囲で作用させ，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 

ほ乳類細胞用発現ベクターの構築 

鋳型とするマウス胃 total cDNA は，マウス total RNA マスターパネル 

(Clontech Laboratories 社) から得たマウス胃 total RNA を使用し，Ohno らが報

告した方法で合成した [17]。マウス胃 total cDNA を鋳型として，マウス 

Chit1 cDNA (GenBank accession number AY458654.1 nucleotides 229-1620) を， 

KOD Plus DNA ポリメラーゼ (Toyobo 社) と EcoRI と XhoI 制限酵素認識部

位をそれぞれ付加したプライマー (Sigma-Aldrich 社) を用いた PCR によって

増幅した。PCR は，以下の 2 種類のプライマーを用いて行った。フォワード

プライマー (5’-CATGGAATTCGGAACAAGTTGTAGAGCTCTCGGCT-3) は，6 

塩基の EcoRI 認識配列 (下線部) と Chit1 cDNA の塩基配列と一致する 25 塩

基の Chit1 配列を含み，リバースプライマー (5’-

GTGACCTCGAGCGCTCCAGGTACAACATTTGCAAG-3’) は XhoI 認識配列 

(下線部) と Chit1 cDNA の塩基配列に相補的な配列を含む。リバースプライマ

ーは，pcDNA3.1/V5-His C ベクター (Invitrogen 社) 内の V5エピトープタグ 

(V5) とヒスチジンタグ (His) の読み枠フレームと一致するよう設計した。な

お，両プライマーには，PCR 産物の制限酵素による効率的な切断のため，4-5 

塩基を余分に付加してある。PCR 産物は，Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega 社) を用いて精製し，EcoRI と XhoI で切断した。DNA 断片

は 1.5% アガロースゲルで分離，精製し，pcDNA3.1/V5-His C ベクターを同様

に切断して作成したベクターにクローニングした。構築した pcDNA3.1/pre-

Chit1-V5-His の全塩基配列は，Eurofins Genomics 社に依頼して確認した (図 

Ⅱ. 1)。 
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A. Pre-Chit1-V5-His 

493 amino acids    54,447 dalton 

MVQSLAWAGVMTLLMVQWGSAAKLVCYLTNWSQYRTEAVRFFPRDVDPN

LCTHVIFAFAGMDNHQLSTVEHNDELLYQELNSLKTKNPKLKTLLAVGGW

TFGTQKFTDMVATASNRQTFVKSALSFLRTQGFDGLDLDWEFPGGRGSPTV

DKERFTALIQDLAKAFQEEAQSSGKERLLLTAAVPSDRGLVDAGYEVDKIA

QSLDFINLMAYDFHSSLEKTTGHNSPLYKRQGESGAAAEQNVDAAVTLWLQ

KGTPASKLILGMPTYGRSFTLASSSDNGVGAPATGPGAPGPYTKDKGVLAY

YEACSWKERHRIEDQKVPYAFQDNQWVSFDDVESFKAKAAYLKQKGLGG

AMVWVLDLDDFKGSFCNQGPYPLIRTLRQELNLPSETPRSPEQIIPEPRPSS

MPEQGPSPGLDNFCQGKADGVYPNPGDESTYYNCGGGRLFQQSCPPGLVF

RASCKCCTWSARGHPFEGKPIPNPLLGLDSTRTGHHHHHH 

 

B. Mature Chit1-V5-His 

473 amino acids   52,186 dalton 

AKLVCYLTNWSQYRTEAVRFFPRDVDPNLCTHVIFAFAGMDNHQLSTVEHN

DELLYQELNSLKTKNPKLKTLLAVGGWTFGTQKFTDMVATASNRQTFVKS

ALSFLRTQGFDGLDLDWEFPGGRGSPTVDKERFTALIQDLAKAFQEEAQSS

GKERLLLTAAVPSDRGLVDAGYEVDKIAQSLDFINLMAYDFHSSLEKTTGH

NSPLYKRQGESGAAAEQNVDAAVTLWLQKGTPASKLILGMPTYGRSFTLAS

SSDNGVGAPATGPGAPGPYTKDKGVLAYYEACSWKERHRIEDQKVPYAFQ

DNQWVSFDDVESFKAKAAYLKQKGLGGAMVWVLDLDDFKGSFCNQGPYP

LIRTLRQELNLPSETPRSPEQIIPEPRPSSMPEQGPSPGLDNFCQGKADGVYP

NPGDESTYYNCGGGRLFQQSCPPGLVFRASCKCCTWSARGHPFEGKPIPNP

LLGLDSTRTGHHHHHH 

 

図 Ⅱ. 1. Pre-Chit1-V5-His と 成熟-Chit1-V5-His の推定アミノ酸配列と分子量  

アミノ酸配列は，図 Ⅱ. 8A の模式図と同じ色を使用した。濃い青はマウス 

Chit1，青はマウス成熟 Chit1，緑は V5-His 配列を示す。 
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大腸菌用発現ベクターの構築 

シグナル配列を除去するために，pcDNA3.1/pre-Chit1-V5-His を鋳型として 

KOD Plus DNA ポリメラーゼと EcoRI と SalI 制限酵素認識部位を付加したプ

ライマーを使用した PCR で成熟 Chit1-V5-His cDNA を増幅した。フォワード

プライマー (5’- CGCGGATGAATTCGAGCAAAACTGGTCTGCTACCTCACCAA-

3’) は，Chit1 cDNA と T7 Tag の C 末端領域の塩基配列を有す。リバースプ

ライマー (5’-AGGGGTCGACTAGAAGGCACAGTCGAGGCTGATCA-3’) は SalI 

認識部位と pcDNA3.1/V5-His C ベクター の相補配列を含む。 

大腸菌発現ベクターである pET-21d (Novagen 社) を EcoRI と SalI で切断

し，T4 DNA リガーゼ (Toyobo 社) を使用して，同様に制限酵素処理した成熟 

Chit1-V5-His cDNA と連結し，pET-21d/Chit1-V5-His を構築した (図 Ⅱ. 2)。 

Protein A-融合タンパク質の発現のため，フォワードプライマー (5’-

CATGGAATTCGGCAAAACTGGTCTGCTACCTCACC-3’) は EcoRI 認識部位と 

Chit1 cDNA を含み，Protein A の C 末端領域と読み枠フレームが一致するよ

うに設計した。このフォワードプライマーと，上記，SalI 認識部位と 

pcDNA3.1/V5-His C ベクターの相補配列を持つリバースプライマーを使用し

て，PCR 増幅を行い，成熟 Chit1-V5-His cDNA を得た。Protein A 融合発現ベ

クター pEZZ18 (GE Healthcare 社) を EcoRI と SalI で切断し，T4 DNA リガ

ーゼを用いて成熟 Chit1-V5-His cDNA と連結し，pEZZ18/pre-Protein A-Chit1-

V5-His を構築した。それらのプラスミド DNA を大腸菌 BL21 (DE3) (Takara 

Bio) に導入した (図 Ⅱ. 3)。 
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Chit1-V5-His 

489 amino acids    53,961 dalton 

MASMTGGQQMGRIRIRAKLVCYLTNWSQYRTEAVRFFPRDVDPNLCTHVI

FAFAGMDNHQLSTVEHNDELLYQELNSLKTKNPKLKTLLAVGGWTFGTQK

FTDMVATASNRQTFVKSALSFLRTQGFDGLDLDWEFPGGRGSPTVDKERFT

ALIQDLAKAFQEEAQSSGKERLLLTAAVPSDRGLVDAGYEVDKIAQSLDFIN

LMAYDFHSSLEKTTGHNSPLYKRQGESGAAAEQNVDAAVTLWLQKGTPAS

KLILGMPTYGRSFTLASSSDNGVGAPATGPGAPGPYTKDKGVLAYYEACSW

KERHRIEDQKVPYAFQDNQWVSFDDVESFKAKAAYLKQKGLGGAMVWVL

DLDDFKGSFCNQGPYPLIRTLRQELNLPSETPRSPEQIIPEPRPSSMPEQGPS

PGLDNFCQGKADGVYPNPGDESTYYNCGGGRLFQQSCPPGLVFRASCKCC

TWSARGHPFEGKPIPNPLLGLDSTRTGHHHHHH 

 

図 Ⅱ. 2. Chit1-V5-His の推定アミノ酸配列と分子量 

アミノ酸配列は，図 Ⅱ. 6A の模式図と同じ色を使用した。濃いピンクは T7 

Tag 配列，青はマウス成熟 Chit1，緑は V5-His 配列である。 
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A. Pre-Protein A-Chit1-V5-His 

636 amino acids   70194 dalton 

MKKKNIYSIRKLGVGIASVTLGTLLISGGVTPAANAAQHDEAVDNKFNKEQ

QNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKVD

NKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLND

AQAPKVDANSAKLVCYLTNWSQYRTEAVRFFPRDVDPNLCTHVIFAFAGMD

NHQLSTVEHNDELLYQELNSLKTKNPKLKTLLAVGGWTFGTQKFTDMVAT

ASNRQTFVKSALSFLRTQGFDGLDLDWEFPGGRGSPTVDKERFTALIQDLA

KAFQEEAQSSGKERLLLTAAVPSDRGLVDAGYEVDKIAQSLDFINLMAYDF

HSSLEKTTGHNSPLYKRQGESGAAAEQNVDAAVTLWLQKGTPASKLILGM

PTYGRSFTLASSSDNGVGAPATGPGAPGPYTKDKGVLAYYEACSWKERHRI

EDQKVPYAFQDNQWVSFDDVESFKAKAAYLKQKGLGGAMVWVLDLDDF

KGSFCNQGPYPLIRTLRQELNLPSETPRSPEQIIPEPRPSSMPEQGPSPGLDN

FCQGKADGVYPNPGDESTYYNCGGGRLFQQSCPPGLVFRASCKCCTWSAR

GHPFEGKPIPNPLLGLDSTRTGHHHHHH 
 

B. Mature Protein A-Chit1-V5-His 

600 amino acids   66,568 dalton 

AQHDEAVDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDDPSQSANLL

AEAKKLNDAQAPKVDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDD

PSQSANLLAEAKKLNDAQAPKVDANSAKLVCYLTNWSQYRTEAVRFFPRDV

DPNLCTHVIFAFAGMDNHQLSTVEHNDELLYQELNSLKTKNPKLKTLLAVG

GWTFGTQKFTDMVATASNRQTFVKSALSFLRTQGFDGLDLDWEFPGGRGS

PTVDKERFTALIQDLAKAFQEEAQSSGKERLLLTAAVPSDRGLVDAGYEVD

KIAQSLDFINLMAYDFHSSLEKTTGHNSPLYKRQGESGAAAEQNVDAAVTL

WLQKGTPASKLILGMPTYGRSFTLASSSDNGVGAPATGPGAPGPYTKDKG

VLAYYEACSWKERHRIEDQKVPYAFQDNQWVSFDDVESFKAKAAYLKQK

GLGGAMVWVLDLDDFKGSFCNQGPYPLIRTLRQELNLPSETPRSPEQIIPEP

RPSSMPEQGPSPGLDNFCQGKADGVYPNPGDESTYYNCGGGRLFQQSCPP

GLVFRASCKCCTWSARGHPFEGKPIPNPLLGLDSTRTGHHHHHH 

 

図 Ⅱ. 3. Protein A-Chit1-V5-His の推定アミノ酸配列と分子量 

アミノ酸配列は，図 Ⅱ. 7A の模式図と同じ色を使用した。濃い青は Protein A 

のシグナル配列，黄色は短縮型 Protein A，青はマウス成熟 Chit1，緑は V5-

His 配列である。 
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大腸菌で発現した Chit1-V5-His の可溶性と不溶性画分の調製 

形質転換した大腸菌を 100 µg/mL アンピシリンを含む 1 L LB 培地中で，

37℃ で培養した。OD660  =  0.6 となった時点で，終濃度 1 mM になるよう 

isopropyl β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) を添加し，3 時間誘導培養した。培養

液を 5, 000 x g で 4℃，20 分間遠心して集菌し，菌体をプロテアーゼ阻害剤 

(Complete，Roche 社) を含む 20 mM Tris-HCl (pH 7.6)，0.5 M NaCl 溶液 20 mL 

に懸濁し，氷上で 10 分間，超音波処理した (抽出画分)。この大腸菌破砕液を 

15, 000 x g で 4℃，20 分間，遠心分離し，その上清と沈澱を回収した (上清：

菌体内可溶性画分，沈殿：菌体内不溶性画分)。 

菌体内可溶性画分は，20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 M NaCl で平衡化した Ni 

セファロース(GE Healthcare 社) カラムに供した。その後，カラムを，10 倍量

の 0.05 M イミダゾールを含む 20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 M NaCl で洗浄

し，0.5 M イミダゾールを含む 20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 M NaCl で組換え

タンパク質を溶出した。キチナーゼ活性を有する画分を TS 緩衝液 [20 mM 

Tris-HCl (pH 7.6), 150 mM NaCl] で平衡化した PD10 (GE Healthcare 社) で脱塩

した。 

菌体内不溶性画分は，8 M 尿素とプロテアーゼ阻害剤を含む 20 mM Tris-HCl 

(pH 7.6), 0.5 M NaCl 溶液に懸濁し，4℃，30 分間放置し，可溶化した。その

後，15, 000 x g で 4℃，20 分間，遠心分離し，その上清を回収した (可溶化不

溶性画分)。尿素で可溶化した組換えタンパク質のリフォールディングと精製

は，Ni セファロースカラム内で行った。可溶化した画分は，Ni セファロース

カラムに供し，カラムを 10 倍量の 8 M 尿素を含む 20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 

0.5 M NaCl で洗浄した。樹脂は 10 倍量の 0.05 M イミダゾールを含む 20 

mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 M NaCl で洗浄し，特異的に結合したタンパク質を 
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0.5 M イミダゾールを含む 20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 M NaCl で溶出した。

その後，上記のように PD10 で脱塩した (図 Ⅱ. 4)。 
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図 Ⅱ. 4. Chit1-V5-His の調製方法 

形質転換した大腸菌からの Chit1-V5-His の調製方法のフローチャート。 
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大腸菌の培養液，ペリプラズム空間，可溶性と不溶性画分からの Protein A-

Chit1-V5-His の調製 

大腸菌からの組換えタンパク質の調製は，基本的に，Kashimura らが報告し

た方法で行った [39]。形質転換した大腸菌を，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，遠心分離した培養培地

はそのまま Ni セファロースカラムに供した。次に，残った菌体を高張溶液 

[20% sucrose, 20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 mM EDTA, プロテアーゼ阻害剤 

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

4℃，15,000 x g で 20 分間遠心分離を行った。さらに，残った菌体を低張溶液 

[20 mM Tris-HCl (pH 7.6), プロテアーゼ阻害剤] を 120 mL 添加し，懸濁後，さ

らに 30 分間氷上で静置した。その後，4℃，15,000 x g で 20 分間遠心分離を

行った。以上の上清を合わせ，ペリプラズム画分 1 / 浸透圧処理画分 (Peri 1) 

とした。上記処理後の沈殿は，高張液 [20% sucrose, 20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 

0.5 mM EDTA, プロテアーゼ阻害剤] 30 mL に再懸濁した。リゾチームを添加

し，37℃，20 分間インキュベートし，4℃，15,000 x g で 20 分間遠心分離

し，上清を回収した。さらに，低張液 [20 mM Tris-HCl (pH 7.6), プロテアーゼ

阻害剤] 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 20 分間の遠心分離し，上清を回収したと (ペリプラズム画分 2 / 

リゾチーム画分) (Peri 2)。そして，これらの上清をプールした。それらに，

NaCl を終濃度 500 mM，MgSO4 を終濃度 2 mM なるようにそれぞれ加え，

溶液の粘性を減少させるため，短時間超音波処理を行った。次に，浸透圧処理

後の大腸菌の沈殿をプロテアーゼ阻害剤 (Complete，Roche 社) を含む 20 mM 

Tris-HCl (pH 7.6)，0.5 M NaCl 溶液に懸濁し，超音波処理し，4℃，15,000 x g 

で 20 分間遠心分離し，上清をプールした。その後，上記のように不溶性画分
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を取得した。これらの 5 つの画分を上記の方法と同様に Ni セファロースカ

ラムで精製し，PD10 で脱塩した (図 Ⅱ. 5)。 
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図 Ⅱ. 5. Protein A-Chit1-V5-His の調製方法 

形質転換した大腸菌からの ProteinA-Chit1-V5-His の調製方法のフローチャー

ト。 
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HiTrap Q HP カラムによる Protein A-Chit1-V5-His の精製 

ペリプラズム空間由来の 1 と 2 画分を混合し，20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 

M NaCl で平衡化した Ni セファロースカラムに供した。カラムは 10 倍量の 

0.05 M イミダゾールを含む 20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 M NaCl で洗浄し，特

異的に結合した組換えタンパク質を 0.5 M イミダゾールを含む 20 mM Tris-

HCl (pH 7.6), 0.5 M NaCl で溶出した。ピーク画分は，10 倍量の 20 mM Tris-

HCl (pH 7.6) で希釈し，同様の緩衝液で平衡化した HiTrap Q HP (GE Healthcare 

社) に供した。カラムは，10 倍量の 20 mM Tris-HCl (pH 7.6) で洗浄し，0-1.0 

M NaCl の直線濃度勾配で溶出した。キチナーゼ活性のある画分を，上記のよ

うに PD10 で脱塩した。 

 

タンパク質濃度，SDS-PAGE と Western blotting での組換えタンパク質の解

析 

タンパク質濃度は，標準物質としてウシ血清アルブミンを使用し，Protein 

Assay kit (Bio-Rad 社) を用いたブラッドフォード法 [44] で決定した。取得し

たタンパク質画分は，SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) で解析し

た。ゲル中のタンパク質は，Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB, Sigma-Aldrich 

社) で染色し，可視化した。分離したタンパク質を polyvinylidene fluoride 

(PVDF) membrane (Immobilon-P, Merck Millipore 社) に転写し，V5 抗体 [anti-

V5-HRP monoclonal antibody (Invitrogen 社)] と Peroxidase AffiniPure F (ab')2 

Fragment Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch 社) と反応させ

た。目的タンパク質に結合した抗体を Immobilon Western Chemiluminescent HRP 

Substrate (Merck Millipore 社) を用い検出し，Luminescent Image Analyzer 
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(ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare 社) で解析した。分子量マーカーとして 

All Blue molecular weight marker (Bio-Rad 社) を使用した。 

 

酵素化学的解析とキチン結合活性の解析 

融合タンパク質のキチナーゼ活性は，すでに報告されている方法に従って 

[39, 40]，人工基質 4-nitrophenyl N, N′-diacetyl-β-D-chitobioside [4NP-(GlcNAc)2] 

(Sigma-Aldrich 社) を用いて測定した。それぞれの反応は，3回行った (n=3)。

活性測定は，4 種類の緩衝液 (McIlvaine 緩衝液，0.1 M Gly-HCl 緩衝液，Clark 

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 炭酸ナトリ

ウム溶液を反応液に 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，McIlvaine 緩衝液 (pH 

5.0) 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。 

キチン結合解析は，Kashimura らが報告した方法に従い，pH 2.0, 5.0, 7.0 の 

McIlvaine 緩衝液 を使用して行った [40]。Protein A-Chit1-V5-His と Protein A-

V5-His を pH 2.0, 5.0, 7.0 の McIlvaine 緩衝液と混合した。その混合液は

McIlvaine 緩衝液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 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 倍量の同じ緩衝液で洗浄し，5 倍量の 

McIlvaine 緩衝液でそれぞれ洗浄した。洗浄後，それぞれ 10 倍量の McIlvaine 

緩衝液で pH を調整した。結合タンパク質は，8 M 尿素を含む McIlvaine 緩
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衝液で溶出した。結合と非結合画分は，SDS-PAGE で分離し，V5 抗体を用い

た Western blotting で分析した。 

 

Chit1-V5-His の CHO 細胞での一過性発現と培養液からの精製 

CHO-K1 細胞 (CCL61, ATCC) を，10% ウシ胎仔血清 (Biowest 社) を含む 

Minimum Essential Medium (MEM) 培地 (Invitrogen 社) 中で培養した。CHO 細

胞に Lipofectamine plus (Invitrogen 社) を用いて Chit1-V5-His 発現プラスミド

をトランスフェクションした。48 時間後，培地を回収した。培地に分泌され

た Chit1-V5-His は，20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 M NaCl で平衡化した Ni セ

ファロースに結合させた。結合した Chit1-V5-His は，0.5 M イミダゾールを含

む 20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.5 M NaCl で溶出し，上記のように PD10 で脱塩

した。 

 

Protein A-Chit1-V5-His によるキチン基質の分解 

結晶性キチンはエビの殻から精製された α キチン (Sigma-Aldrich 社) を使

用した。コロイダルキチン（コロイド状にすることで酵素との反応性を上げ，

定量的な結果を得やすい基質）の調製は，既に報告されている方法で行った 

[14]。 

基質として，結晶性キチン (終濃度 2 mg/reaction)，コロイダルキチン (終濃

度 2 mg/mL) そして (GlcNAc)3-6 (終濃度 200 μM) を用い，McIlvaine 緩衝液 

(pH 5.0) 中，Protein A-Chit1-V5-His を加え，全量 50 μL で，37℃ で 10 分，1 

時間，16 時間の酵素反応を行った。 

組換え Chit1 の pH 依存性は，4NP-(GlcNAc)2，(GlcNAc)3，(GlcNAc)6 (終濃

度 200 μM) とコロイダルキチン (終濃度 2 mg/mL) を基質として，pH 2.0-8.0 
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の McIlvaine 緩衝液 中で 37℃ で 30 分間インキュベートすることで，評価

した。 

Chit1 によって生成されたキチン断片は，Jackson によって報告された方法に

従い分析した [41]。具体的には，酵素反応液に 5 µL の酢酸を加え，還元末端

を 8-aminonaphthalene-1, 3, 6-trisulphonic acid (ANTS，Invitrogen 社) で共有結合

的に標識し，生じた蛍光誘導物質を高分解能 PAGE によって分離し，蛍光イ

メージャーで解析した。GlcNAc オリゴマー (Seikagaku Corporation 社) を標準

物質として使用した。 
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第 3 節  結果 

pET システムを用いて大腸菌の細胞質でのマウス Chit1 の発現 

pET システムは IPTG により発現誘導された T7 RNA ポリメラーゼが，

pET ベクターの T7 プロモーターを認識し，その下流に導入された目的タンパ

ク質配列を強力に発現させるシステムである。また，多くの細菌キチナーゼの

発現で pET システムが利用されてきた。本研究では，最初に，pET システム

を利用し，マウス Chit1-V5-His を宿主大腸菌 BL21 (DE3) での発現を試みた 

(図 Ⅱ. 2，図 Ⅱ. 6A)。全大腸菌抽出液から可溶性と不溶性画分を分離し，SDS-

PAGE を行い，次に Coomassie Brilliant Blue (CBB) 染色と Western blotting 

で，それぞれを解析した。可溶性および不溶性画分の両方から Chit1-V5-His 

を検出できたが，発現した組換えタンパク質の大部分は不溶性画分に存在して

いた (図 Ⅱ. 6B，図 Ⅱ. 6C)。 

次に，可溶性，不溶性画分からの組換え酵素の精製を試みた。組換え酵素は 

His-tag を利用した アフィニティークロマトグラフィー (Ni セファロース樹

脂) によって可溶性画分から精製した (図 Ⅱ. 6D)。一方，不溶性画分の Chit1-

V5-His は 8 M 尿素で可溶化し，Ni セファロースに結合させ，その後，リフ

ォールディングを施し，溶出した。脱塩後，それぞれのキチナーゼ活性を測定

したところ，可溶性画分よりも不溶性画分に高い活性が認められた (図 Ⅱ. 

6E)。pETベクターを用いて大腸菌で発現させた場合，可溶性画分にもキチナー

ゼ活性を持つタンパク質が得られたが，発現したタンパク質の多くが不溶性と

なることが明らかになった。つまり，細胞質で発現した大部分の Chit1-V5-His 

は封入体と呼ばれる不溶性の凝集体を形成しているものと考えられる。 
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図 Ⅱ. 6. pET 系を使用した大腸菌の細胞質でのマウス Chit1 の発現 

(A) 大腸菌で発現したマウス成熟 Chit1-V5-His の模式図。マウス Chit1 は，N 

末端側に触媒ドメイン (catalytic domain, CatD)，C 末端側にキチン結合ドメイ
ン (chitin binding domain, CBD) からなる分子量約 50 kDa の分泌タンパク質で
ある。(B) 大腸菌からの全抽出液，可溶性と不溶性画分に存在する組換えタン
パク質の 10% SDS-PAGE を行った。ゲル中のタンパク質は，CBB 染色で可視

化した。(C) タンパク質は，SDS-PAGE を行い，その後，PVDF 膜へ転写し
た。組換えタンパク質の Western blotting 解析は，V5 抗体 を使用した。(D) 

可溶性と不溶性画分の Chit1-V5-His 解析。組換えタンパク質は，Ni セファロ
ースによって可溶性画分から分離した。不溶性画分の Chit1-V5-His は，8 M 

尿素で可溶化し，Ni セファロース結合時リフォールディング操作を行った。
(E) 可溶性，不溶性画分から精製した組換えタンパク質のキチナーゼ活性を比
較した。実験材料と方法に記載したように，McIlvaine 緩衝液 (pH 5.0) を使用
し，全量 50 μL で 37℃，30 分間で反応させた。 
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大腸菌のペリプラズム空間における可溶性 Protein A-Chit1-V5-His 融合タンパ

ク質の発現 

マウス Chit1 を可溶性タンパク質として取得するため，黄色ブドウ球菌由来

のシグナル配列付の短縮型 Protein A (ZZ ドメイン) が N 末端側に付加される 

pEZZ18 ベクターを発現ベクターとして用いることにした [45]。この発現系で

は，pre-Protein A-Chit1-V5-His (図 Ⅱ. 3A と図 Ⅱ.7A) が，Protein A プロモータ

ー制御下で，IPTG 等の誘導物質なしに，穏やかに発現し，大腸菌のペリプラ

ズム空間，その後，培地に成熟 Protein A-Chit1-V5-His (図 Ⅱ. 3B) が分泌される

と想定される [45]。pEZZ18/pre-Protein A-Chit1-V5-His で形質転換した大腸菌

を培養した後，培地，ペリプラズム画分，細胞質画分，そして不溶性画分を取

得した。それぞれの画分を，Ni セファロース樹脂を使用して発現した融合タ

ンパク質を分離し，キチナーゼ活性を調べた。不溶性画分も，8 M 尿素を使用

して可溶化し，Ni セファロース上で組換えタンパク質のリフォールディング

と精製を行い，キチナーゼ活性を測定した。 

大腸菌のペリプラズム画分 [ペリプラズム画分 1/ 浸透圧処理 (Peri 1) とペ

リプラズム画分 2/ リゾチーム (Peri 2) 画分] に，全体のキチナーゼ活性の 

90% が認められた。培地，細胞質可溶性画分は，全体のキチナーゼ活性のそれ

ぞれ 0.02% と 7% であった。不溶性画分の存在率は全体の約 1% となり，低

い値であった (表 Ⅱ. 1)。 

次に，Ni セファロースを使用して分離した 5 つの画分の Protein A-Chit1-

V5-His を，SDS-PAGE と CBB 染色で解析した。融合タンパク質 (67 kDa; 図 

Ⅱ. 3B) の多くはペリプラズム画分 (Peri 1 と Peri 2) に検出され，次に細胞質

画分で検出された。しかし，培地には相当するバンドは検出されなかった (図 
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Ⅱ. 7B)。次に，V5 抗体 を使用した Western blotting によって解析したとこ

ろ，推定分子量に相当する特異的なバンドが認められた (図 Ⅱ. 3B と図 Ⅱ. 

7C)。不溶性画分の組換えタンパク質の移動度の遅いバンドの分子量は，シグ

ナル配列を含む pre-Protein A-Chit1-His の推定値と一致した (図 Ⅱ. 3A，図 Ⅱ. 

7B と 7C)。これらの結果は，活性を有するキチナーゼの大部分が，可溶性の

融合タンパク質として，大腸菌のペリプラズム画分に存在することを示した 

(図 Ⅱ. 7B と 7C; 表 Ⅱ. 1)。 

ペリプラズム画分から Ni セファロースカラムで分離した Protein A-Chit1-

V5-His を，陰イオン交換クロマトグラフィー (HiTrap Q HP カラム) を用いて

さらに精製した (図 Ⅱ. 7D)。ピーク画分 (図 Ⅱ. 7D，太線) を SDS-PAGE で分

離し，CBB 染色 と Western blotting で解析したところ，どちらも単一バンド

が認められた (図 Ⅱ. 7E)。Protein A-Chit1-V5-His は，in vitro の酵素実験が可

能な高純度で十分な量の Protein A-Chit1-V5-His を精製できた。 
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図 Ⅱ. 7. 融合タンパク質 Protein A-Chit1-V5-His の大腸菌ペリプラズム空間で
の発現 

(A) 大腸菌で発現した融合タンパク質 Protein A-Chit1-V5-His の模式図。(B) 大
腸菌からの培地 (Med)，ペリプラズム画分 (Peri 1 と Peri 2)，細胞質可溶性画
分 (Cyto) と不溶性画分 (Insol) の組換えタンパク質の 10% SDS-PAGE 解析。
(C) V5 抗体 を用いた組換えタンパク質の Western blotting 解析。(D) Hitrap Q 

HP カラムを使用した Protein A-Chit1-V5-His のクロマトグラム。結合したタン
パク質は，0-1.0 M NaCl の直線濃度勾配で溶出した。最初のピーク (太線で囲

った領域) を分取した。(E) Ni セファロース，次いで Hitrap Q HP カラムを使
用して精製したタンパク質画分の SDS-PAGE 解析。精製したタンパク質は，
電気泳動し，CBB 染色で可視化した。Western blotting は，anti-V5-HRP 

antibody で行った。 
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表 Ⅱ. 1. 大腸菌で発現した Protein A-Chit1-V5-His のキチナーゼ活性の細胞内

分布 

Fraction Total activity (mU) Distribution (%) 

Medium 0.1 0.02 

Periplasm 1 (Peri 1) 116.2 25.46 

Periplasm 2 (Peri 2) 302.1 66.21 

Cytoplasm 33.5 7.34 

Insoluble 4.5 0.98 
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大腸菌と CHO 細胞で発現した組換え Chit1 のキチナーゼ活性の比較 

大腸菌で発現した Protein A-Chit1-V5-His と CHO 細胞で発現した Chit1-V5-

His のキチナーゼ活性を比較した。CHO 細胞での発現のため，Chit1 前駆体 

cDNA の全コード領域をほ乳類発現ベクター pcDNA3.1/V5-His にクローニン

グした。この発現系では，N 末端にシグナル配列を有する pre-Chit1-V5-His が

発現し，培地中に成熟 Chit1-V5-His が分泌される (図 Ⅱ. 1A と図 Ⅱ. 8A)。

CHO 細胞で発現した Chit1-V5-His のキチナーゼ活性を，4NP-(GlcNAc)2 を基

質として，pH 2.0-10.0 の範囲で 37℃，30 分間反応させることで測定した。

CHO 発現酵素は，pH 5.0-6.0 で最大活性を示し，酸性条件 (pH 4.0) や，中性

条件 (pH 7.0-8.0) ではそれより低い活性であった (図 Ⅱ. 8B)。 

次に，両酵素の 4NP-(GlcNAc)2 に対するキチナーゼ活性が同程度になるよ

うに試料を調整し V5 抗体，Western blotting で酵素量を比較した (図 Ⅱ. 7A 

と 8A)。両 Chit1 の酵素のシグナル強度は同等であった (図 Ⅱ. 8C と 8D)。

この結果は，CHO 細胞で発現した Chit1-V5-His と大腸菌で生成した Protein 

A-Chit1-V5-His の比活性が同等であることを示す。 
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図 Ⅱ. 8. 大腸菌と CHO 細胞で発現したマウス Chit1 のキチナーゼ活性の比
較 

 (A) CHO 細胞で発現した pre-Chit1-V5-His の模式図。(B) Chit1-V5-His の pH 

依存性。(C) CHO 細胞と大腸菌から調製した酵素のキチナーゼ活性を 

McIlvaine 緩衝液 (pH 5.0) を含む全量 50 μL 系で 37℃，30 分間測定し，両酵
素のキチナーゼ活性を同等になるように調整した。V5 抗体 を使用した 

Western blotting で解析した。(D) 同様のキチナーゼ活性になるように調整した
酵素は V5 抗体 を使用した Western blotting で解析した。大腸菌で発現した 

Protein A-Chit1-V5-His の分子量は，Chit1-V5-His より大きく，52 kDa と 67 

kDa に同等のシグナルを与えた。 

 

  



 

36 

 

Protein A-Chit1-V5-His の特性解析 

大腸菌で発現したマウス Chit1 の性質を明らかにするために，4NP-

(GlcNAc)2 を基質とし， pH 2.0-10.0 の範囲で，37℃，30 分間の条件で，

Protein A-Chit1-V5-His の活性を測定した。組換え酵素は pH 5.0-6.0 で最大活

性を示し，酸性条件 (pH 4.0) や，中性条件 (pH 7.0-8.0) ではそれより低い活性

であった (図 Ⅱ. 9A)。このように，大腸菌で発現した Protein A-Chit1-V5-His 

の pH 依存性は，CHO 細胞で発現した Chit1-V5-His (図 Ⅱ. 8B) や COS-1 で

発現した Chit1-His [16, 46] の pH 依存性の結果と類似していた。 

酵素活性に対する温度の影響は，McIlvaine 緩衝液 (pH 5.0) 中 30℃-58℃ の

温度の範囲で，4NP-(GlcNAc)2 と 15 分間反応させることで解析した。組換え 

Chit1 の酵素活性は，温度の上昇とともに 50℃ まで増加した。その後，急激

に減少した (図 Ⅱ. 9B)。 

次に，組換え Chit1 の pH 安定性を検討した。4 種類の緩衝液を使用し，

酵素を様々な pH 中，氷上で 1 時間プレインキュベートし，処理後の酵素活

性を，37℃，pH 5.0 の条件で解析した。1時間のプレインキュベート後，組換

え Chit1 は，広い pH 範囲 (pH 5.0-11.0) でキチナーゼ活性を保持していた

が，pH 5.0 以下ではキチナーゼ活性が低下した (図 Ⅱ. 9C)。以上のことから，

大腸菌で発現した Chit1 は弱酸性からアルカリ性の条件で安定であることが分

かった。 

 

Protein A-Chit1-V5-His のキチンビーズへの結合 

完全長の Chit1 は，C 末端側にキチン結合領域 (chitin binding domain, CBD) 

を有している (図 Ⅱ. 7A)。Protein A-Chit1-V5-His のキチンへの結合性を調べる

ため，キチンビーズカラムを用いて調べた。Protein A-Chit1-V5-His と，コント
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ロールとして Protein A-V5-His [39, 40] を用い，これらの混合液を，pH 2.0, 

5.0 , 7.0 の条件下に平衡化したキチンビーズカラムに供した。キチンビーズに

結合したタンパク質は，8 M 尿素で溶出した [15]。 

すべての pH 条件下において，添加したほとんどの Protein A-Chit1-V5-His

がキチンビーズ結合画分に検出され，Protein A-V5-His は素通り画分に検出さ

れた (図 Ⅱ. 9D)。これらの結果は，大腸菌で発現した Protein A-Chit1-V5-His 

が，pH 2.0 でキチナーゼ活性を失っているのにも関わらず，pH 2.0-7.0 でキチ

ンビーズに結合することを示した。 
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図 Ⅱ. 9. 大腸菌で発現した Chit1 の性質 

(A) pH 依存性，(B) 温度依存性，(C) pH 安定性と (D) Protein A-Chit1-V5-His 

のキチンビーズへの結合性を示す。キチナーゼ活性 (A-C) は，実験方法に記述
したように行った。値は実験のそれぞれの系で得た最大活性を百分率で表し
た。エラーバーは，実験を 3 回行い，平均 ± 標準偏差で表した。(D) Protein 

A-Chit1-V5-His と Protein A-V5-His を混合し，キチンビーズカラムに供した。
キチンビーズへの結合は，実験方法に記述したように，pH 2.0, 5.0 , 7.0 で行っ
た。キチンカムへの結合，非結合画分を V5 抗体 を使用した Western blotting 

で解析した。 
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Protein A-Chit1-V5-His は，高分子量キチンと GlcNAc オリゴマーを分解する 

Protein A-Chit1-V5-His のキチナーゼ活性の性質を詳細に解析するため，

Protein A-Chit1-V5-His をキチン (結晶性とコロイダル) と (GlcNAc)3-6 に作用

させた。分解産物の還元末端は，ANTS で標識し，修飾した蛍光誘導体を

PAGE によって分離した [15, 39-43]。 

組換え Chit1 を高分子基質である結晶性キチンとコロイダルキチンに， 

Chit1 の至適条件である pH 5.0 で 10 分，1 時間，そして 16 時間作用させ

た。Chit1 は，両基質から主として (GlcNAc)2 を生成し，低いシグナル強度で 

(GlcNAc)3 と (GlcNAc)4 を生じた (図 Ⅱ. 10A と 10B)。 

次に，低分子量の GlcNAc オリゴマー [(GlcNAc)6, (GlcNAc)5, (GlcNAc)4, 

(GlcNAc)3] に対する反応性を調べた。(GlcNAc)6 と (GlcNAc)5 においては，ま

ず，(GlcNAc)3 と (GlcNAc)2 が生成したが，16 時間反応で (GlcNAc)3 は分解

され，(GlcNAc)2 のみとなった (図 Ⅱ. 10C と 10D)。(GlcNAc)4 では，

(GlcNAc)2 を生成した (図 Ⅱ. 10E)。(GlcNAc)4 と異なり，(GlcNAc)3 を基質と

した際，1 時間の分解でも基質のみ [(GlcNAc)3] が多く認められ，16 時間反

応で (GlcNAc)2 が検出できた (図 Ⅱ. 10F)。この分解様式の違いは， 

(GlcNAc)3 と他のオリゴマー間での基質特異性の違いを反映している。 
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図 Ⅱ. 10. 組換え Chit1 による結晶性，コロイダルキチンと低分子量 GlcNAc 

オリゴマーの分解 

各基質を McIlvaine 緩衝液 (pH 5.0) 中で，37℃ で 10 分，1 時間，16 時間

反応した。組換えタンパク質によって生成されたキチン断片をフルオロフォア
で標識し，電気泳動で分離し，蛍光イメージャーで解析した。標準物質として
キチンオリゴマーを左側に示した。Protein A-Chit1-V5-His は，キチン基質か
ら，主として (GlcNAc)2 断片を生成した。(A) 結晶性キチン，(B) コロイダル
キチン，(C) (GlcNAc)6，(D) (GlcNAc)5，(E) (GlcNAc)4, (F) (GlcNAc)3。 
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酸性と中性条件下での Chit1 によるキチン基質の分解 

(GlcNAc)3 を基質として分解した結果と同様に，(GlcNAc)6 と (GlcNAc)5 か

ら生成された (GlcNAc)3 は，Chit1 による分解に対し抵抗性を示した。このこ

とをさらに明らかにするため，人工基質である 4NP-(GlcNAc)2 も使用して，

組換え Chit1 の分解挙動を評価した。4NP-(GlcNAc)2 は，構造的に (GlcNAc)3 

と類似しているため，それらの分解挙動は類似するものと推定した。 

組換え Chit1 を，4NP-(GlcNAc)2，(GlcNAc)3，コロイダルキチン，そして 

(GlcNAc)6 を pH 2.0-8.0 の範囲で 37℃，30 分間反応させ，その分解産物を 

FACE 法で解析した。 

4NP-(GlcNAc)2 の Chit1 による分解結果は，pH 5.0 と pH 6.0 では 

(GlcNAc)2 のシグナルが強く，pH 7.0 と pH 8.0 の高い pH では，シグナル強

度が減少した (図 Ⅱ. 11A)。これらの結果は，4NP-(GlcNAc)2 の分解結果と一

致した (図 Ⅱ. 9A)。(GlcNAc)3 の分解結果は，(GlcNAc)3 が Chit1 分解抵抗性

を持つことを示した (図 Ⅱ. 11B)。この結果は，コロイダルキチンと (GlcNAc)6 

分解でも同様であった (図 Ⅱ. 11C と 11D)。しかし，4NP-(GlcNAc)2 と 

(GlcNAc)3 に比べ，コロイダルキチンや (GlcNAc)6 の分解では，pH 4.0 から 

8.0 までの範囲でより効率良く (GlcNAc)2 が生成された (図 Ⅱ. 11C と 11D)。 

これらの結果から，Chit1 は，高分子量基質に対し，pH 4.0-8.0 で (GlcNAc)2 

を生成できることが明らかになった。一方で，これは，これまで使用してきた 

4NP-(GlcNAc)2 の分解では (GlcNAc)2 生成レベルが， pH 7.0 と pH 8.0 にお

いて過小評価されていたことを示している。重要なことは，pH 7.0 と 8.0 に

おける (GlcNAc)2 の生成レベルの増加は，Chit1 が生理的な条件下でも機能す

ることを示す。 

 



 

42 

 

 

 

 

 

 

図 Ⅱ. 11. 組換えタンパク質による pH 依存的なキチンの分解 

Chit1 は，pH 2.0-8.0 で，各基質と 37℃ で 30 分間反応を行い，その後，フ
ルオロフォアで標識し，PAGE で分離，イメージャーで解析した。標準物質と
してキチンオリゴマーを左側に示した。(A) 4NP-(GlcNAc)2，(B) (GlcNAc)3，(C)

コロイダルキチン，(D) (GlcNAc)6。 
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第 4 節  考察 

Chit1 は，ゴーシェ病，COPD，アルツハイマー病や嚢胞性線維症などの炎症

を伴う疾患において重要な役割があると考えられている [11, 21-,25, 47]。しか

し，マウスやヒトにおけるその病態生理学的な機能の詳細は，未だ明らかにさ

れていない。Chit1 の生化学的な研究のためには，活性を有する酵素が一定量

以上必要である。現在，Chit1 の構造や生化学的研究は，ほ乳類培養細胞や酵

母の発現系による組換え酵素によるものである [16, 26, 48, 49]。大腸菌は，維

持が簡便で，迅速かつ安価で，容易に組換えタンパク質の生成量を調整するこ

とができる。本研究で，ほ乳類細胞で発現した Chit1-V5-His のキチナーゼ活

性に匹敵する比活性を持つ，可溶性の Protein A-Chit1-V5-His をペリプラズム

空間に発現する大腸菌発現系を確立した。さらに，組換え Chit1 は，弱酸性か

ら中性条件下で，キチン基質を効率よく分解することを明らかにした。 

本研究では，最初に，大腸菌タンパク質発現系の主流である pET 発現シス

テムを利用し，成熟 Chit1-V5-His を大腸菌の細胞質に発現した。細胞質で発

現した Chit1-V5-His のほとんどが不溶性画分に回収された (図 Ⅱ. 6B, 6C と 

6D)。His-tag が付加された組換えタンパク質の多くは，大腸菌破砕後に遠心分

離すると沈殿に回収されることが知られている [50]。実際，当研究室の研究

で，細菌 Caulobacter crescentus CB15 のグルコアミラーゼは，大腸菌の pET 

発現システムで発現すると封入体を形成した [51]。本研究で，黄色ブドウ球菌

由来の Protein A の IgG 結合ドメイン (ZZ) を有する Protein A 遺伝子融合ベ

クター pEZZ18 ベクター [45] を使用した。この大腸菌発現システムでは，多

くの組換えタンパク質発現の成功例が報告されている [52-54]。当研究室で

は，既に，pEZZ18 ベクターを利用して，大腸菌において機能的なグルコアミ

ラーゼとマウス AMCase の発現を報告している [39, 51]。本研究では，同様の
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大腸菌発現系を使用して活性を有する Protein A-Chit1-V5-His を発現すること

が出来た。 

目的の組換えタンパク質には Protein A 由来のシグナル配列が付加されてい

るため，融合タンパク質は，培地中に分泌されることが期待された。しかし，

発現した多くの Protein A-Chit1-V5-His は大腸菌のペリプラズム画分に存在し

ていた (図 Ⅱ. 7 と 表Ⅱ. 1)。図 Ⅱ. 8B と 9A に示すように，CHO 細胞で発現

した Chit1-V5-His と大腸菌で発現した Protein A-Chit1-V5-His は COS-1 細胞

で発現したタンパク質と同様の至適 pH を示した [16, 46]。このように，ペリ

プラズム空間に発現した Chit1 は，動物細胞のマウス Chit1 の構造と同じ三

次構造を形成しやすいと考えられる。 この結果は，Protein A が付加されても

Chit1 がその一次構造から適切な三次構造を形成できることを示している。キ

チナーゼファミリー特有の配列 [9] やペリプラズム空間での発現は，キチナー

ゼが正しくフォールディングされる条件なのかもしれない。 

大腸菌と CHO 細胞で発現した Chit1 の 1 L 培養当たりの回収率をキチナ

ーゼ活性で比較した (表 Ⅱ. 2)。大腸菌で発現した Chit1 の回収率は，CHO 細

胞で発現した Chit1 ほど良い結果は得られなかった。Protein A プロモーター

の転写活性は穏やかであるため，可溶性タンパク質として発現したマウス 

Chit1 の収量はそれ程高くならなかったと考えられる [45]。生化学的解析のた

めにより多くのタンパク質が必要になる場合，本研究の大腸菌の発現系では，

培養液の量を増やすことで十分量の組換え Chit1 を容易に取得できる。 
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表 Ⅱ.2. 大腸菌と CHO 細胞で発現した組換え Chit1 の全キチナーゼ活性の
比較 

 

Fraction Total activity (mU) 

Periplasm 1 (Peri 1) 116.2 

CHO-expressed Chit1 451.9 

 

大腸菌で発現した Protein A-Chit1-V5-His と CHO 細胞で発現した Chit1-V5-

His のキチナーゼ活性は実験材料と方法に記述したように測定した。 
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マウス AMCase 融合タンパク質 (Protein A-AMCase-V5-His) は，少量だが大

腸菌の培地に存在した [39]。しかし，マウス Chit1 融合タンパク質 (Protein A-

Chit1-V5-His) は培地には分泌されなかった。これは，AMCase と Chit1 は，

同じ GH18 ファミリー酵素であるが，分子構造に違いがあり，その結果，大

腸菌での組換えタンパク質の局在分布が異なったことを示唆している [5, 9]。 

組換えマウス AMCase は pH 1-3 の強酸性で安定性を示すため，IgG セファ

ロースを用いたアフィニティークロマトグラフィーで精製が可能であった [39, 

40]。IgG セファロースに結合したタンパク質は，0.1 M Gly-HCl (pH 2.5) で溶

出した。この方法は，強酸性条件下で安定なタンパク質のみに使用できる。図 

Ⅱ. 12 に示すように，Chit1 は AMCase と異なり，pH 2.5 で 10 分間保持する

と活性が 40% 減少した。Chit1 は pH 4 以下で不安定であるため，本研究で

は IgG セファロースを用いた精製を行わなず，Ni セファロースと HiTrap Q 

カラムによって精製した (図 Ⅱ. 7E)。Ni セファロースと HiTrap Q カラムを用

いた精製プロトコルは，Chit1 のような酸性で不安定なタンパク質の精製に有

効である。 
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図 Ⅱ. 12. AMCase と Chit1 のキチナーゼ活性に対する pH 2.5 処理の影響 

Protein A-AMCase-V5-His (A) と Protein A-Chit1-V5-His (B) は 0.1 M Gly-HCl 

(pH 2.5) に室温で 10 分間インキュベーションし，1 M Tris-HCl (pH 7.6) で中
和した。そして，それぞれの至適条件でキチナーゼ活性を測定した。 
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最近，当研究室は，Chit1 mRNA がマウスの胃で高いレベルで合成されてい

ることを報告した [17]。組換え Chit1 は，氷上で １ 時間，pH 5.0-11.0 で処

理してもキチナーゼ活性を完全に保持していた。しかし，pH 2.0 では，その活

性は減少した (図 Ⅱ. 9C)。これに対し，組換え Chit1 は pH 2.0 でキチンビー

ズに結合した (図 Ⅱ. 9D)。これらの結果は，Chit1 がマウスの胃の環境下にお

いて，レクチンのようにキチン基質に結合できる可能性がある。 

Chit1 は，pH 5.0 において，結晶性とコロイダルキチン，そして GlcNAc 

オリゴマーを分解し，主として (GlcNAc)2 を生成した。Chit1 は 37℃，1 時

間で (GlcNAc)6 と (GlcNAc)5 を分解し，主として，(GlcNAc)2 と (GlcNAc)3 

を生成し，16 時間後では後者を分解して (GlcNAc)2 と GlcNAc を生成した。

また，Chit1 は (GlcNAc)4 から (GlcNAc)2 を効率的に生成した。この結果は，

基質特異性として，Chit1 は，より大きなオリゴマーと高分子量キチン基質を

優先的に分解することを示した。 

(GlcNAc)6 と (GlcNAc)5 から生成した (GlcNAc)3 は，相対的に酵素による

分解に抵抗性を示した。これは，Chit1 固有の (GlcNAc)3 に対する分解特性と

言える。Chit1 を用いて，キチナーゼ活性の測定のための人工基質として一般

的に使用される 4NP-(GlcNAc)2 の分解挙動を FACE 法で解析した。4NP-

(GlcNAc)2 では，(GlcNAc)3 と同様に，pH 5.0-6.0 で強い (GlcNAc)2 シグナル

を，pH 7.0-8.0 で弱いシグナルを認めた (図 Ⅱ. 11A と 11B)。これに対し，コ

ロイダルキチンと (GlcNAc)6 は pH 4.0, 7.0, 8.0 においても分解され，多量の 

(GlcNAc)2 シグナルを検出できた (図 Ⅱ. 11C と 11D)。このことから，Chit1 

は，pH 4.0-8.0 の間で，特に，pH 7.0 と 8.0 でもキチン基質を分解し，

(GlcNAc)2 を生成できることを示した。 
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組換えマウス Chit1 は，リソソーム内の pH 環境に近い pH 5.0 において安

定で，最大活性を持つ (図 Ⅱ. 9A と 9C)。マクロファージのリソソーム内に

は，完全長 50 kDa の Chit1 と，それが分解された 39 kDa が認められている 

[12]。この章では，Chit1 が，中性から弱酸性条件下でキチン基質を分解できる

ことを示した。以上の結果から，この酵素は，生体内の生理的条件で，重要な

役割と機能を持つ可能性がある。Chit1 は目において高く発現しており，キチ

ン含有微生物に対する生体防御機能として働くと考えられている [55]。さら

に，Chit1 のキチナーゼ活性は，アテローム性動脈硬化症の疾患患者の血清で

増加していることが報告されている。この酵素の活性は，アテローム性動脈硬

化症に対する保護的な役割を有することが示されており，局所的なキチナーゼ

活性の増強がアテローム性動脈硬化症の新たな治療法の開発に繋がるかもしれ

ない [56]。Chit1 の酵素特性のさらに詳細な解析が必要である。 
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第 III 章  マウスキトトリオシダーゼと酸性ほ乳動物キチナーゼの

キチン分解特性の直接比較と相乗効果の決定 

第 1 節  研究目的 

Chit1 と AMCase は同じ組織や細胞でも発現している。Chit1 はマウスの

胃，眼，肺で高発現しており，一方で，AMCase は胃，顎下腺，肺で発現して

いる[17]。加えて，両酵素は単球やマクロファージで発現し，一部はリソソー

ムに存在し，他は細胞外に分泌される [18]。両酵素の発現レベルは研究されて

いるが，両酵素に適した条件下でのそれらの機能は不明な点が多い。さらに，

関連疾患の病因および生理学的状態に関するほ乳類キチナーゼの寄与は，明ら

かになっていない。 

第 Ⅱ 章では，マウス Chit1 を融合タンパク質 Protein A-Chit1-V5-His とし

て大腸菌で発現させ，二つのクロマトグラフィーで精製する方法を確立した。

また，第 Ⅱ 章において，大腸菌で発現した Chit1 は，CHO 細胞で発現した 

Chit1 と同等の機能を有し，生体内条件で機能することを見出した。 

本章では，Chit1 と AMCase のキチン分解特性を Serratia ChiB と直接比較

することで，客観的に Chit1 と AMCase の特性を明らかにすること，また，

Chit1 と AMCase が共に存在する条件下で，相乗効果を示すかどうかを明らか

にすることを目的とした。本章では，比色分析と FACE 法を組み合わせ，人

工および天然のキチン基質を用いて，Chit1 と AMCase のキチン分解特性を

Serratia ChiB と直接比較した [42, 43]。最後に，本章では，生体内条件で天然

のキチン基質に Chit1 と AMCase を組み合わせて作用させ，相乗効果を示す

かを検証した。 
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第 2 節  実験材料と方法 

ほ乳類キチナーゼの発現ベクターの構築 

pEZZ18/pre-Protein A-Chit1-V5-His は第 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)。AMCase は Kashimura らの報

告した方法で，融合タンパク質 pEZZ18/pre-Protein A-AMCase-V5-His を調製し

た [39, 40, 57]。 

 

大腸菌で発現するための Serratia ChiB ベクターの設計 

ChiB-V5-His 融合タンパク質 (図 Ⅲ.1A) を発現させるために，Serratia ChiB 

DNA は Serratia marcescens Bizio (Serratia marcescens 株 CDC 3100-71) [ATCC 

27137，American Type Culture Collection 社 (ATCC)] ゲノム DNA を購入し，

ChiB 遺伝子を KOD Plus DNA ポリメラーゼ (Toyobo 社) および EcoRI と 

XhoI 制限酵素認識部位を，それぞれ付加したプライマー (Eurofins Genomics 

社) を用いた PCR によって増幅した。V5-His 配列を付加するために，PCR 

産物を EcoRI および XhoI で切断し，pEZZ18/Chit1-V5-His ベクターの同じ部

位にサブクローニングした [57]。次に，PCR によって pEZZ18/pre-Protein A-

ChiB-V5-His に EcoRI および NotI の制限酵素認識部位を付加した。リバース

プライマーは pET-21d ベクター (Merck Millipore 社) の V5-His の N 末端領

域と読み枠が合うように設計した [57]。PCR は 6 塩基の EcoRI 認識配列 

(下線) および ChiB DNA (Gene ID: 23389259) に対応する 25 塩基の Serratia 

ChiB の配列からなるフォワードプライマー (5’-

CGCGGATGAATTCGATCCACACGCAAAGCCGTTATTGGGT-3) と NotI 認識

配列 (下線) と V5-His 認識配列を含むリバースプライマー (5’-

GAGTGCGGCCGCTAGACAGTCGAGGCTGAT-3’) を用いて行った。両プライ
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マーは制限酵素部位の効率的な切断のために，余分な 4-7 塩基 (太字) を含ん

でいる。PCR 産物は，Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega 社) を

用いて精製し，EcoRI と NotI で切断した。DNA 断片は 1.5% アガロースゲ

ルで分離，精製し，pET-21d ベクターを同様に切断して作成したベクターにク

ローニングした。得られたプラスミド DNA (the pET-21d/ChiB-V5-His) の全塩基

配列は，Eurofins Genomics 社に依頼して確認した。 

 

Serratia ChiB-V5-His, Protein A-Chit1-V5-His と Protein A-AMCase-V5-His の

調製 

大腸菌からの Serratia ChiB-V5-His の調製は，第 Ⅱ 章で記載した方法と同

様 (第 Ⅱ 章．第 2 節  実験材料と方法) に実施し，Ni セファロースで精製し

た [57]。溶出したタンパク質を 20 mM Tris-HCl (pH 8.6) に対し透析し，同じ

緩衝液で平衡化した HiTrap Q HP カラム (GE Healthcare 社) に供した。カラム

を 10倍量の 20 mM Tris-HCl (pH 8.6) で洗浄し，0-1.0 M NaCl の直線濃度勾配

で溶出した。 

大腸菌からの Protein A-AMCase-V5-His と Protein A-Chit1-V5-His の調製

は，第 Ⅱ 章で記載した方法と同様 (第 Ⅱ 章．第 2 節  実験材料と方法) に

行い，Ni セファロースと HiTrap Q HP column で精製した [39, 40, 57]。 

 

タンパク質濃度，SDS-PAGE，Western blotting およびキチン分解活性 

タンパク質濃度，SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) および 

Western blotting は，第 Ⅱ 章にて記載した方法 (第 Ⅱ 章．第 2 節  実験材料

と方法) で行った [57]。 
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キチン分解活性は第 Ⅱ 章で記載した方法と同様に合成発色基質である 4-

nitrophenyl N,N`-diacetyl-β-D-chitobioside [4-NP-(GlcNAc)2, Sigma-Aldrich 社] を

終濃度 200 µM で使用した [39, 40, 57]。反応は 1 M 炭酸ナトリウム 20 μL で

停止させた。遊離した 4-NP を 405 nm での分光測定で検出した。4-NP 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，各 pH で 37℃ で，1 分間に 4-NP-(GlcNAc)2 から 4-NP を 1 

µmol 遊離する酵素量，と定義した。4-NP-(GlcNAc)2 加水分解の初期速度は 

37℃ で反応を 3 回行った。 

4-NP-(GlcNAc)2 における速度論的パラメーター，KM と Vmax は，ミカエリ

ス-メンテン速度論モデルを想定して Sakaguchi らが報告したように，0.05 ~ 

1.6 mM の範囲で計算した [58]。 

 

キチナーゼによるキチン基質の分解 

本実験は，第 Ⅱ 章に記載した方法と同様 (第 Ⅱ 章．第 2 節  実験材料と

方法) に，4-NP-(GlcNAc)2, (GlcNAc)4 と コロイダルキチン基質を使用した 

[57]。キチナーゼ活性は，4-NP-(GlcNAc)2 (終濃度 200 µM) と (GlcNAc)4 (終濃

度 200 µM) を各酵素 (2.1 pmol) と共に 37℃ で，McIlvaine 緩衝液中でそれぞ

れ 30分もしくは 1 分間インキュベートすることにより測定した。高分子基質

であるコロイダルキチン (終濃度 2 mg/mL) からの分解生成物を検出するため

に，反応は各酵素 (10 pmol) を 37℃ で，同様の緩衝液中で 30 分間インキュ

ベートした。遠心濃縮器 [Centrifugal Concentrator CC-105 (TOMY 社)] を用いて

反応液を直ちに真空下で凍結乾燥した。これらの反応で生成されたキチン断片

は，第 Ⅱ 章にて，報告した方法と同様 (第 Ⅱ 章．第 2 節  実験材料と方法) 

に Jackson [41] と Wakita らによって改良された方法 [42] に従い fluorophore 
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8-aminonaphthalene-1,3,6-trisulphonic acid (ANTS, Thermo Fisher Scientific 社) に

共有結合的還元末端を標識し，結果として生じた蛍光発色物質は PAGE によ

って分離した。GlcNAcオリゴマー (Seikagaku Corporation 社) を標準物質とし

て使用した。 

 

Chit1 と AMCase の混合液による (GlcNAc)4 とコロイダルキチンの分解 

本実験は Chit1 と AMCase を組み合わせ，(GlcNAc)4 とコロイダルキチン

を分解した。Chit1 と AMCase は 1：1, 1：2 または 2：1 のモル比で混合し

た。反応混合液は pH 5.0 と 7.0 で 37° C，30 分間インキュベートした。分解

生成物を FACE 法により分析した。 

 

統計分析 

キチン分解活性は，Student’s t-test を使用して比較した。 
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第 3 節  結果 

大腸菌で発現した Chit1, AMCase および Serratia ChiB の精製 

本実験では第 Ⅱ 章に記載した方法と同様 (第 Ⅱ 章．第 2 節  実験材料と

方法) に CHO 細胞で発現させた組換え酵素と同等の有効性を示す融合タンパ

ク質マウス AMCase と Chit1 (Protein A-Chit 1 -V5 –His と Protein A-AMCase-

V5 –His) を pEZZ18 システムを用いて大腸菌で発現させた (図 Ⅲ. 1A)。

Serratia ChiB は多くの研究において融合タンパク質として大腸菌で発現されて

いる。本研究では pET システムを用いて融合タンパク質 (T7 tag-ChiB-V 5-His) 

を発現させた (図 Ⅲ. 1A)。 

第 Ⅱ 章では，Protein A-Chit1-V5-His を Ni セファロースカラムで分離し，

次いで HiTrap Q HP カラムで精製が出来ることを示した [34]。本章では 

Protein A-AMCase-V5-His と ChiB-V5-His の単離に同様の方法を用いた。精製

酵素 (2.1 pmol) は SDS-PAGE，次いで Coomassie Brilliant Blue (CBB) 染色も

しくは V5 抗体を用いた Western blotting で分析した (図 Ⅲ. 1B)。 
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図 Ⅲ. 1. Protein A と V5-His の融合タンパク質としての大腸菌での Chit1, 

AMCase および Serratia ChiB の生成 

(A) 大腸菌で発現したマウス成熟 Protein A-Chit1-V5-His, Protein A-AMCase-V5-

His，および ChiB-V5-His の模式図。マウス Chit1, AMCase および Serratia 

ChiB は，N 末端に触媒ドメイン (CatD) および C 末端にキチン結合ドメイン 

(CBD) が含まれる。(B) Ni セファロースカラム，次いで Hitrap Q HP カラムを

用いて精製した融合タンパク質の SDS-PAGE 分析。同量の精製タンパク質を

電気泳動し，CBB 染色で視覚化した。タンパク質サンプルは，V5 抗体を用い

た Western blotting によって分析した。 
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4-NP-(GlcNAc)2 と比色分析を用いた Chit1, AMCase および Serratia ChiB の

キチン分解活性の比較 

マウスキチナーゼは，胃 (pH 2.0)，免疫細胞のライソゾーム (pH 5.0)，眼や

肺，その他の組織 (pH 7.0) で発現する [17]。 

各融合タンパク質のキチン分解活性は 4-NP-(GlcNAc)2 基質を用いて pH 

1.0-10.0 の範囲で反応させ，遊離した 4-NP イオンの吸光度を 405 nm で測定

した (図 Ⅲ. 2A)。Chit1 は pH 5.0 と 6.0 で最も高い活性を示し，pH 2.0-3.0 

では活性を示さず，中性 (pH 7.0-8.0) もしくはより酸性 (pH 4.0) の条件で活性

が低下した (図 Ⅲ. 2B, 青色)。AMCase は pH 2.0 (Gly-HCl 緩衝液) で最も高

い活性を示し，pH 3.0-8.0 でより低い活性を示した (図 Ⅲ. 2B，赤)。一方，

Serratia ChiB の活性は，pH 4.0-6.0 で最も高く，より酸性 (pH3.0) もしくは中

性条件 (pH 7.0-8.0) で低下し，pH 2.0 で活性は検出できなかった (図 Ⅲ. 2B，

緑色)。これらの結果 (表 Ⅲ.１) は，以前に報告されているデータ [23, 24, 34, 

35 ] と一致した。最大活性の強さは以下の通りである : AMCase (pH 2.0) > 

Serratia ChiB (pH 5.0) > Chit1 (pH 5.0)。 

さらに，本実験では，4-NP-(GlcNAc)2 との各酵素の定常状態の速度論パラメ

ーターを決定した (表 Ⅲ. 2)。加水分解反応は，ミカエリス-メンテン速度論モ

デルに従った。37℃ で，Chit1 (McIlvaine 緩衝液の pH 5.0)，AMCase (Gly-HCl

緩衝液の pH 2.0 と McIlvaine緩衝液の pH 5.0) および Serratia ChiB (McIlvaine

緩衝液の pH 5.0) の kcat 値は，それぞれ，0.2 s-1, 1.0 s-1, 0.3 s-1 と 0.6 s-1 であ

った。また，それらの KM 値は，それぞれ 82.2 µM, 117.5 µM, 146.2 µM およ

び 89.9 µM であった (表 Ⅲ. 2)。このように，Chit1 と AMCase の速度論パラ

メーターは異なった。 
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図 Ⅲ. 2. 比色法を用いた Chit1, AMCase および Serratia ChiB のキチン分解

活性の特性評価 

(A)  4-NP-(GlcNAc)2 から放出された 4-NP イオンの吸光度を 405 nm で測定 

た。(B) Chit1 (青)，AMCase (赤)，Serratia ChiB (緑) のキチン分解活性は，全量 

50μL で Gly-HCl 緩衝液 (pH 1.0-3.0), McIlvaine 緩衝液 (pH 2.0-8.0) および

Clark and Lubs 緩衝液 (pH 8.0-10.0) 中，37℃ で 30 分間で測定した。エラー

バーは，実験を 3 回行い，平均 ± 標準偏差で表した。 
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表 Ⅲ. 1. 比色法と FACE 法の比活性の比較 

          

Enzymes pH 2.0 (Gly-HCl) 2.0 (McIlvaine) 5.0  7.0  

Chit1 
colorimetric 0.00  0.00  0.00  0.00  12.20  ±0.70 7.91  ±0.60 

FACE 0.00  0.00  0.00  0.00  11.20  ±0.05 5.62  ±0.05 

AMCase 
colorimetric 45.80  ±2.68 29.57  ±2.01 13.22  ±0.59 5.14  ±0.12 

FACE 38.47  ±0.08 20.33  ±0.10 9.63  ±0.16 4.48  ±0.04 

ChiB 
colorimetric 0.00  0.00  0.00  0.00  34.02  ±2.37 24.11  ±1.44 

FACE 0.00  0.00  0.00  0.00  28.37  ±0.34 21.15  ±0.11 

 

4-NP-(GlcNAc)2 を用いた比色法と FACE 法の比活性の比較 
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表 Ⅲ. 2. 4NP-(GlcNAc)2 のキチナーゼの速度論パラメーターの比較 

 

Enzymes 
k

cat
  

(s
-1

) 

K
M 

 (μM) 

k
cat

/K
M

 

(s
-1

 μM
-1

) 
pH 

Temp 

(°C) 

AMCase 1.0 ± 0.012 117.5 ± 6.8 0.008 2.0 37 

AMCase 0.3 ± 0.001 146.2 ± 1.9 0.002 5.0 37 

Chit1 0.2 ± 0.001 82.2 ± 0.3 0.002 5.0 37 

Serratia ChiB 0.6 ± 0.008 89.9 ± 3.7 0.007 5.0 37 

 

Chit1, AMCase および Serratia ChiB の 37℃，至適 pH での速度論パラメータ

ー。 
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4-NP-(GlcNAc)2 と FACE 法を用いたキチン分解活性の評価 

FACE 法は，ポリアクリルアミドゲル上の人工および天然のキチン基質から

の分解生成物を検出するのに簡便で，定量的かつ非常に高感度な方法である 

[41, 42]。図 Ⅲ. 3A は，4-NP-(GlcNAc)2 から遊離し，続いて ANTS に標識さ

れた分解産物の模式図を示す [42, 43, 57]。 

Chit1 および Serratia ChiB は，pH 5.0 と 7.0 で基質を (GlcNAc)2 に分解す

ることができ (図 Ⅲ. 3B と 3D)，一方，AMCase は pH 2.0, 5.0 または 7.0 で 

(GlcNAc)2 を，pH 5.0 と 7.0 で (GlcNAc)3 を生成した (図 Ⅲ. 3C)。図 Ⅲ. 3E 

はこれらの実験の定量結果を示す。Chit1 と Serratia ChiB は，pH 5.0，続いて 

pH 7.0 で高い活性を示し，pH 2.0 では活性を示さなかった。予想していたよ

うに，キチナーゼ活性は AMCase (pH 2.0), Serratia ChiB (pH 5.0), Chit1 (pH 5.0) 

の順で高かった (図 Ⅲ. 3Eと表 Ⅲ. 1)。pH 5.0 と 7.0 での Chit1 の活性は，

これらの pH 条件下での AMCase の活性に匹敵した。Chit1 の pH 依存性は 

Serratia ChiB のそれと類似していた。このように，FACE 法によって得られた

結果は比色分析の結果と同様であった (表 Ⅲ. 1)。 

加えて，AMCase により 4-NP-(GlcNAc)2 から生成された (GlcNAc)3 は (図 

Ⅲ. 3B)，Wakita らの最近の報告 [43] と一致し，この現象は Chit1 および 

Serratia ChiB の存在下では検出されなかった。このように，この条件下で糖転

移活性を示すのは AMCase のみだった。 
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図 Ⅲ. 3. FACE 法を用いた Chit1, AMCase および Serratia ChiB のキチン分

解活性の特徴づけ 

(A)  4-NP-(GlcNAc)2 から放出され，ANTS で標識された分解生成物の概略図。   

Chit1 (B), AMCase (C) および Serratia ChiB (D) のキチナーゼ活性は，Gly-HCl

緩衝液 (pH 2.0) (オレンジ)，McIlvaine 緩衝液 ( pH 2.0, 5.0, 7.0) (濃い青)。37℃ 

で 30 分間反応させた後，ANTS で標識し，PAGE で分離した。キチンオリゴ

マーは，標準として左に示す。(E) 各 pH で生成された (GlcNAc)2 の定量デー

タ。(B)-(D) の結果から推定された蛍光強度。Chit1，青; AMCase，赤; Serratia 

ChiB，緑。* p < 0.05, ** p < 0.01  
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(GlcNAc)4 と FACE 法を用いた様々な pH でのキチン分解活性の比較 

次に，本実験では基質として (GlcNAc)4 を使用した (図 Ⅲ. 4A)。各酵素に

おける FACE 法のバンドパターン (図 Ⅲ. 4B-D) は，図 Ⅲ. 3 の結果と類似

していた。pH 5.0 および 7.0 での Chit1 の活性は AMCase の活性より低か

った。最大活性の強さは以下の通りである : AMCase (pH 2.0) ≈ Serratia ChiB 

(pH 5.0) > Chit1 (pH 5.0) (図 Ⅲ. 4E)。 

4-NP-(GlcNAc)2 を用いた実験では，Chit1 の pH 依存性は Serratia ChiB の

それと同様であった。pH 2.0 での AMCase の最大活性は，pH 5.0 での 

Serratia ChiB のそれよりも高かった (図 Ⅲ. 2 と 3)。pH 5.0 と 7.0 での 

Chit1 の活性は AMCase の活性と同等であった (図 Ⅲ. 2 と 3)。このように，

pH 5.0 と 7.0 における Chit1 および AMCase の比活性は，4-NP-(GlcNAc)2 

(図 Ⅲ. 2 と 3) と (GlcNAc)4 (図 Ⅲ. 4) とで異なっていた。これらの違いは，

合成および天然の低分子量基質に対する Chit1 と AMCase の反応性が異なる

ことを示唆している。 
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図 Ⅲ. 4. Chit1, AMCase および Serratia ChiB による pH 2.0, 5.0 および 7.0

での (GlcNAc)4 の分解 

(A) (GlcNAc)4 から放出され，ANTS で標識された分解生成物の概略図。Chit1 

(B), AMCase (C) および Serratia ChiB (D) のキチナーゼ活性は，Gly-HCl 緩衝

液 (pH 2.0) (オレンジ)，McIlvaine 緩衝液 ( pH 2.0, 5.0, 7.0) (濃い青)。37℃ で 

30 分間反応させた後，ANTS で標識し，PAGE で分離した。キチンオリゴマ

ーは，標準として左に示す。(E) 各 pH で生成された (GlcNAc)2 の定量デー

タ。(B)-(D) の結果から推定された蛍光強度。Chit1，青; AMCase，赤; Serratia 

ChiB，緑。* p < 0.05, ** p < 0.01  
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高分子量キチン基質を用いた様々な pH での活性の比較 

FACE 法により得られた高分子基質であるコロイダルキチン (図 Ⅲ. 5A) に

対する Chit1 と Serratia ChiB の分解パターン (図 Ⅲ. 5B と D) は，以前の実

験 (図 Ⅲ. 3 と 4) と類似していた。AMCase は pH 2.0, 5.0 および 7.0 で 

(GlcNAc)2 を生成した (図 Ⅲ. 5C)。pH 5.0 で AMCase によって生成された 

(GlcNAc)2 の量は，pH 2.0 (McIlvaine 緩衝液) での AMCase の活性より高かっ

た (図 Ⅲ. 5E)。 

最大活性の強さは以下の通りである : AMCase (pH 2.0) > Serratia ChiB (pH 

5.0) > Chit1 (pH 5.0) (図 Ⅲ. 5E)。上記の実験と同様に，pH 5.0 と 7.0 における 

Chit1 の活性は AMCase の活性よりも低かった。Chit1 の pH 依存性は 

Serratia ChiB のそれと類似していた。pH 5.0 での AMCase の活性は，同じ 

pH での Serratia ChiB のそれに匹敵した。 

AMCase の活性は，低分子と高分子基質に対して異なるパターンを示した 

(図 Ⅲ. 4 と 5)。また，pH 5.0 で AMCase がコロイダルキチンから生成した 

(GlcNAc)2 の量は，pH 2.0 (McIlvaine 緩衝液) でのそれより高かった。対照的

に，低分子と高分子基質に対する Chit1 の活性はいずれの pH でもほとんど

変化しなかった。このように，異なる基質に対する分解産物の変化は，

AMCase と Chit1 が様々な pH 条件下で異なる性質を持つことを示した。 
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図 Ⅲ. 5. Chit1, AMCase および Serratia ChiB による pH 2.0, 5.0 および 7.0

でのコロイダルキチンの分解 

(A) コロイダルキチンから放出され，ANTS で標識された分解生成物の概略

図。Chit1 (B), AMCase (C) および Serratia ChiB (D) のキチナーゼ活性は，Gly-

HCl 緩衝液 (pH 2.0) (オレンジ)，McIlvaine 緩衝液 ( pH 2.0, 5.0, 7.0) (濃い青)。

37℃ で 30 分間反応させた後，ANTS で標識し，PAGE で分離した。キチン

オリゴマーは，標準として左に示す。(E) 各 pH で生成された (GlcNAc)2 の定

量データ。(B)-(D) の結果から推定された蛍光強度。 Chit1，青; AMCase，赤; 

Serratia ChiB，緑。* p < 0.05, ** p < 0.01  
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pH 5.0 および 7.0 でのキチン基質に対する Chit1 と AMCase の混合状態で

の分解 

Serratia ChiA と ChiB はキチン分解において相乗効果があることが報告され

ている [30, 31]。マウス Chit1 と AMCase は単球やマクロファージに発現し

ており，ライソゾーム (pH 5.0) に存在するか，細胞外 (pH 7.0) に分泌され

る。Chit1 と AMCase は様々な組織や細胞で共に存在するが，これらの酵素の

相乗効果については知られていない。以前に相乗効果が報告された Serratia 

[30, 31] と Alteromonas sp. strain O-7 chitinases [59] での方法に従い，本実験で

は Chit1 と AMCase を組み合わせ，37°C で，pH 5.0 と 7.0 での (GlcNAc)4 

およびコロイダルキチンからの分解産物を分析した。その結果，どちらの pH 

でも，両酵素の混合液は (GlcNAc)4 を分解したが，Chit1 と AMCase の組み

合わせでは分解活性が各キチナーゼ単独の分解活性の合計値と同等，もしくは

若干低い値を示し，相乗効果を観察できなかった (図 Ⅲ. 6)。同様に，コロイ

ダルキチンの分解においても，両酵素の相乗作用は検出されなかった (図 Ⅲ. 

7)。この結果は，細菌のキチナーゼとは対照的に，Chit1 と AMCase の間に相

乗効果がないことを示している。このことは，Chit1 と AMCase が様々な pH 

条件下で独立的に作用することを示唆している。 
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図 Ⅲ. 6. pH 5.0 および 7.0 での Chit1 と AMCase の組み合わせによる

(GlcNAc)4 の分解。 

(GlcNAc)4を，pH 5.0 (A) または pH 7.0 (B) で異なる比率の Chit1 と AMCase

の混合液と共にインキュベートした。図 Ⅲ. 4. に記載したように生成物を分

析した。  
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図 Ⅲ. 7. pH 5.0 および 7.0 での Chit1 と AMCase の組み合わせによるコロ

イダルキチンの分解。 

コロイダルキチンを，pH 5.0 (A) または pH 7.0 (B) で異なる比率の Chit1 と 

AMCase の混合液と共にインキュベートした。図 Ⅲ. 5. に記載したように生成

物を分析した。  
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第 4 節  考察 

Chit1 と AMCase の発現レベルは，ぞれぞれの特定の病理学的状態におい

て変化する。そのため，両酵素はしばしば炎症性疾患の有用なバイオマーカー

となる [7, 60, 61]。Chit1 と AMCase は様々な組織や細胞に共存している。し

かし，Chit1 と AMCase が生理的条件下で相互作用を示すかどうかは依然とし

て不明であった。加えて，GH18 属の酵素のキチナーゼ活性は，キチン基質お

よび pH などのいくつかの要因によって影響を受け，変化する。本章では 

Chit1 と AMCase の類似点と相違点，および相乗効果を明らかにするために，

両酵素が共に存在する生体内の pH 条件における酵素学的性質を直接比較し，

それらの相互作用を分析した。 

pH 2.0 , 5.0 と 7.0 でのキチン分解活性は，比色分析 (図 Ⅲ. 2) および 

FACE 法 (図 Ⅲ. 3 と表 Ⅲ. 1) において基本的に類似した。このように，比色

分析と FACE 法との組み合わせは，以前に Wakita が記載したようにキチン分

解活性および糖転移活性を特徴付けるのに有効かつ信頼性がある [42, 43, 57]。 

Eide らは，ヒト Chit1 が (GlcNAc)4 を分解し，主に (GlcNAc)2 を生成す

ることを HPLC 分析により明らかにしている [62]。また，わずかながら，

(GlcNAc)3 の生成が検出された。本章の研究において，FACE 法は，マウス 

Chit1 が (GlcNAc)4 を分解して，主として (GlcNAc)2 と中程度のレベルの 

(GlcNAc)3 を生成することを明らかにした (図 Ⅲ. 4B)。 

酵素もしくは基質の非存在下でも存在する GlcNAc 単量体に対応するバン

ド (図 Ⅲ. 3-7) は，以前に報告されたように，反応溶液中の人工産物由来であ

る可能性がある。そこで，FACE 法での単量体の識別および検出は困難である

と考えられる。 
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Krokeide らは，4-NP-(GlcNAc)2 を使用した場合，Serratia ChiB の kcat と 

KM がそれぞれ 1.4 s-1 と 181 µM であり，一方，天然基質 (GlcNAc)4 を使用

した値は，それぞれ 28 s -1 と 4 µM であることを報告した [63]。彼らは，人

工基質を用いて決定した Serratia ChiB の速度論的パラメーターが，天然基質

を用いて得られたパラメーターとは完全に異なることを示している。本章の結

果は，基質として (GlcNAc)4 を用いた Serratia ChiB の活性が，4-NP-

(GlcNAc)2 を用いたものよりも高いことを示した。このことは，人工および天

然の基質に対する Serratia ChiB の挙動が，Krokeide らが報告した傾向と類似

していることを示唆した。 

Chit1 はよく研究されているほ乳類キチナーゼである [48, 49, 60, 62, 64-

66]。カンジダ症およびアスペルギルス症の好中球減少症マウスモデルへの組換

えヒト Chit1 の補充は生存率を高めた [67]。このように，ヒトとマウス Chit1 

の基本的な機能は同じであることが示唆されている。本章の結果では，Chit1 

の最大活性は AMCase の最大活性より低かった。しかし，Chit1 は病的状態に

おいて発現レベルを増加させ，肺マクロファージおよび好中球によって分泌さ

れることによって十分に機能すると考えられる。 

AMCase はマウス胃組織において高度に発現される消化酵素であり，そし

て pH 2.0 において最も高い活性を示す [15-17, 39, 40, 68]。最近，AMCase お

よびそのトリ相同体である Chia が，マウス，ニワトリ，ブタおよびコモンマ

ーモセットにおいて胃や腸の条件下で主要なプロテアーゼ耐性の糖質分解酵素

として機能することが報告されている [28, 69-71]。 

Chit1 は，肺で，感染症に対する生物学的生体防御として機能する。

AMCase は，マウスの肺上皮細胞に分泌され，気道でのキチン分解に寄与する

ことが報告されている [5]。Chit1 および AMCase の発現レベルは，COPD や
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アレルギー性喘息などのさまざまな慢性炎症性疾患では変化する [23, 72]。本

章の研究で，酸性から中性の条件下で，Chit1 と AMCase が異なるキチン分解

特性を持つことを示した。加えて，pH 7.0 での高分子基質に対する AMCase 

の活性は，Chit1 のそれよりも高かった。このように，Chit1 と AMCase の役

割は，肺を含む pH 7.0 の組織では異なることが示唆された [19]。 

Serratia ChiB はよく特徴付けられたキチナーゼであり，Serratia ChiA と相

乗効果を示すことが報告されている [30, 31]。マウス Chit1 と AMCase の酵

素的性質を Serratia ChiB と比較することにより，キチン分解特性とそれらの

相乗効果を客観的に評価することができる。最初に本研究では，人工および天

然のキチン基質を用いて，Chit1 と AMCase の酵素学性質を Serratia ChiB と

直接比較した。低分子および高分子基質に対する AMCase の活性は各 pH で

異なっていたが，Chit1 の活性はほとんど変化しなかった (図 Ⅲ. 2, 3, 4 およ

び 5)。さらに，4-NP-(GlcNAc)2 を用いた条件で，糖転移活性は AMCase のみ

検出された (図 Ⅲ. 3)。このように，Chit1 と AMCase は様々な pH 条件でキ

チン分解活性や糖転移活性など異なる性質を持っている。このことから，Chit1 

と AMCase の性質は生理的条件下で異なることが示唆された。 

Serratia marcescens は，ChiA, ChiB, ChiC，キトビアーゼ，および溶解性多

糖モノオキシダーゼキチン結合タンパク質 [32] などの酵素を含むキチン分解

系を持ち，キチンをエネルギー源に分解する。Serratia ChiA と ChiB はキチン

分解を効率的に行うための相乗効果を示す [30, 31]。同様の相乗効果が 

Alteromonas sp. strain O-7 chitinases 株でも観察されている [59]。マウス Chit1 

および AMCase は単球およびマクロファージで発現され，ライソゾーム (pH 

5.0) に存在し，末梢組織の細胞外 (pH 7.0) に分泌される。この研究では，細

菌キチナーゼとは対照的に，基質の分子量もしくは pH 条件にかかわらず，
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Chit1 と AMCase の相乗効果を検出できなかった。このことは， Chit1 と 

AMCase が生理学的条件下で相乗効果を持たないことを示唆している。 
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第 Ⅳ 章  総合考察 

Chit1 と AMCase は，慢性炎症性疾患において重要な役割があると考えられ

ている [11, 21-,27, 47]。しかし，それらの疾患に関する Chit1 と AMCase の

病態生理学的な機能の詳細は，未だ明らかになっていない部分が多い。Chit1 

と AMCase の生化学的な研究のためには，活性を有する酵素が一定量以上必

要である。これまでの Chit1 と AMCase の生化学的研究は，ほ乳類培養細胞

や酵母の発現系による組換え酵素によるものであった [16, 26, 48, 49]。

Kashimura らが，マウス AMCase を Protein A と V5 エピトープ，(His)6 タグ 

(V5-His) を付加した組換えタンパク質 (Protein A-AMCase-V5-His) として大腸

菌のペリプラズム空間で発現できることを報告した [39,40]。本研究では，ほ乳

類細胞で発現した Chit1-V5-His のキチナーゼ活性に匹敵する比活性を持つ，

可溶性の Protein A-Chit1-V5-His をペリプラズム空間に発現する大腸菌発現系

を確立した [57]。この大腸菌発現系は，維持が簡便で，迅速かつ安価で，容易

に Chit1 や AMCase の生成量を調整することができる。このように，大腸菌

を用いた発現系と精製プロトコルを用いることで安定的に Chit1 と AMCase 

を取得でき，両酵素のさらなる機能解明に貢献できる。 

Chit1 は AMCase と異なり，pH 2.5 で 10 分間保持すると活性が 40% 減少

した（図 Ⅱ. 12）。Chit1 は pH 4.0 以下で不安定であるため，本研究では IgG 

セファロースを用いた精製を行わなず，Ni セファロースと HiTrap Q カラムに

よって夾雑タンパク質を除去した (図 Ⅱ. 7E)。Ni セファロースと HiTrap Q カ

ラムを用いた精製プロトコルは，Chit1 のような酸性で不安定なタンパク質の

精製に有効であると考えられる。第 Ⅲ 章ではこの精製プロトコルにより 

Chit1 の他に AMCase と Serratia ChiB の精製に成功している(図 Ⅲ. 1)。 
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肺では，Chit1 は感染症に対する生物学的生体防御として機能する。AMCase 

はマウスの肺上皮細胞に分泌され，気道でのキチン分解に寄与することが報告

されている [3]。Chit1 および AMCase の発現レベルは，COPD やアレルギー

性喘息などのさまざまな慢性炎症性疾患では変化する [16, 56]。本章の研究

で，酸性から中性の条件下で，Chit1 と AMCase が異なるキチン分解特性を持

つことを示した。加えて，pH 7.0 での高分子基質に対する AMCase の活性

は，Chit1 のそれよりも高かった。このように，Chit1 と AMCase の役割は，

肺を含む pH 7.0 の組織では異なることが示唆された [12]。 

マウス Chit1 と AMCase の酵素的性質を，よく特徴付けられたキチナーゼ

である Serratia ChiB と比較することにより，キチン分解特性とそれらの相乗

効果を客観的に評価した。第 Ⅲ 章では，人工および天然のキチン基質を用い

て，Chit1 と AMCase のキチン分解特性を Serratia ChiB と直接比較した。人

工基質，低分子および高分子基質に対する AMCase の分解活性は各 pH で変

化したが，Chit1 の分解活性はあまり変化しなかった (図 Ⅲ. 2, 3, 4 および 5)。

また，4-NP-(GlcNAc)2 を用いた条件で，糖転移活性は AMCase のみで検出さ

れた (図 Ⅲ. 3)。このように，Chit1 と AMCase はキチン分解活性や糖転移活

性など異なる性質を持っている。このことから，Chit1 と AMCase の性質は生

理的条件下で異なることが示唆された。 

Serratia marcescens や Alteromonas sp. strain O-7 chitinases 株などの細菌キチナ

ーゼは相乗効果を有することが知られている [30, 31, 59]。Chit1 と AMCase 

は様々な組織や細胞に共存している。マウス Chit1 および AMCase は単球お

よびマクロファージで発現され，ライソゾーム (pH 5.0) に存在し，末梢組織の

細胞外 (pH 7.0) に分泌される。キチン含有生物から生体を守るには効率よくキ

チンを分解することが望ましいと考えられる。しかし，Chit1 と AMCase が生
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理的条件下で相互作用を示すかどうかは依然として不明であった。第 Ⅲ 章に

示すように，基質の分子量もしくは pH 条件にかかわらず，Chit1 と AMCase 

の相乗効果を検出できなかった。これらの結果は，Chit1 と AMCase が生理学

的条件下で相乗効果を持たないことを示唆している。 

大腸菌を用いた発現系と精製プロトコルを用いることで安定的に Chit1 と 

AMCase を取得でき，さらなる機能解明に貢献できる。以上の報告は，Chit1 

と AMCase が生体内条件下では異なる性質を持つことを示唆している。ま

た，Chit1 と AMCase が相乗効果を示さないことから，病態生理学的条件にお

いて非常に重要な役割をそれぞれが独立して果たすことを示唆している。これ

らの結果は生体内で Chit1 と AMCase が独立して機能することを示し，病態

生理学的な条件におけるほ乳類キチナーゼの酵素機能の解明において重要な知

見となる。 
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第 V 章 結論 

本研究では，まず Chit1 を融合タンパク質として大腸菌で発現させ，精製す

る方法を確立した。その後 Chit1 と AMCase をよく特徴付けられている細菌

キチナーゼである Serratia ChiB と酵素機能を直接的に比較した。最後に，

Chit1 と AMCase の相乗効果の有無を検証した。 

本研究では，最初に，C 末端側に V5 エピトープタグと (His)6 タグを付加

し (マウス成熟 Chit1-V5-His) を，大腸菌を宿主として発現させた。発現した 

Chit1-V5-His の大半は，不溶性タンパク質であった。次に，N 末端側に 

Protein A を付加した融合タンパク質 (Protein A-Chit1-V5-His) として大腸菌で

の発現を試みた。その結果，ペリプラズム空間に可溶性タンパク質として発現

でき，二つのクロマトグラフィーで精製することができた。大腸菌で発現した 

Protein A-Chit1-V5-His と CHO 細胞で発現した Chit1-V5-His の比活性は，ほ

ぼ同等だった。このように，本研究は，安定的に取得できる大腸菌を用いた 

Protein A-Chit1-V5-His の発現系と精製プロトコルを確立し，この組換えタンパ

ク質が動物細胞で発現した Chit1-V5-His と同等の機能を有することを明らか

にした。 

次に，比色解析と FACE 法を組み合わせ，人工および天然のキチン基質の

分解におけるマウス Chit1 と AMCase のキチン分解特性を Serratia ChiB と直

接比較した。Chit1 と AMCase は酸性から中性の条件でキチン分解特性におい

て異なる動態を示した。pH 2.0では，AMCase の活性は Chit1 の活性よりも高

く，Serratia ChiB の活性よりも強いか，もしくは同等であった。異なる基質を

使用した場合の分解産物の変化は，AMCase と Chit1 が様々な pH 条件下で異

なる性質を持つことを示した。 
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最後に，キチン基質に Chit1 と AMCase の両方を作用させ，それらの相乗

効果を決定した。その結果，いくつかの細菌キチナーゼに関する知見とは対照

的に，両酵素が相互に干渉せず，相乗効果を示さなかった。この結果は，Chit1 

と AMCase が生理学的条件下で相乗効果がないことを示唆した。 

本学位論文は，マウスキチナーゼの大腸菌での発現系と精製方法を確立し，

生命工学的に新規の知見を提供し，将来的に，医学領域においても影響を与え

るものである。 
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