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第 1 章 序論  

第 1 節 キチン 

キチンは，N-アセチル-D-グルコサミン (GlcNAc) が β-1, 4 結合した直鎖の高分子化

合物で，自然界で二番目に多い多糖である (図 1.1) [1]。キチンは，真菌，甲殻類，

昆虫の主要な構成成分として不可欠な要素であり [1,2]，外敵からの防御として機能

する。またこれらの生物は，キチンを分解し，エネルギー源として利用すると考え

られている [3]。キチンは，まれに動物の餌に含まれている。しかし，キチンは消化システ

ムで分解されないと考えられているため，食物繊維とみなされている。 

 

 

図 1.1. キチンの化学構造 

 

 

第 2 節 キチナーゼ 

キチナーゼは，高分子キチンの β-1, 4 グリコシド結合を加水分解する。ほ乳類は

キチンやその合成酵素を生産しないが，ヒトとマウスはキトトリオシダーゼ 

(chitotriosidase, CHIT1) と酸性ほ乳類キチナーゼ (acidic chitinase, CHIA) の二種類の活

性のあるキチナーゼを発現している [2,4-5]。配列の類似性に基づいて，CHIT1 と 

CHIA は糖質加水分解酵素ファミリー 18 (GH18) に属している [5-8]。GH18 の触媒作

用に関わる保存配列は，DXXDXDXE で，E が触媒残基と考えられている [8]。 

CHIT1 は，ほ乳類で最初に発見，精製され，クローニングされたキチナーゼであ

る [9-10]。CHIA は，ほ乳類で二番目に発見された活性のあるキチナーゼで，CHIT1 

の代償的な役割を果たす酵素と考えられている。CHIA は，「酸性側に等電点でも

つ」ことにちなんで命名された [5,11]。 

CHIA は病態生理学的状態において重要な役割を果たすと考えられている。CHIA の発

現レベルは，喘息，アレルギー性炎症，ドライアイ症候群，胃がんなど，さまざまな疾患で著

しく変化することが知られている [12-18]。さらに，CHIA の遺伝的変異がヒトの気管支喘息に

関連することも報告されている [19-22]。Chia 欠損マウスを使用した研究では，ハウスダスト

の成分であるキチン含有生物 (酵母，カビ，ダニなど) のキチンが肺に蓄積し，肺線維症を
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引き起こす。しかし，トランスジェニック技術で Chia を過剰発現すると，症状が起こらなかっ

た。 以上のことから，Chia が，環境由来のキチンを分解し，肺を保護していることが示されて

いる [23]。さらに，CHIA は，宿主の消化管における胃腸線虫に対する防御免疫応答にお

いて重要な役割を果たすことも知られている [24]。 

 

 

第 3 節 キトサン 

キトサンは，D-グルコサミン (GlcN) と GlcNAc で構成される多糖類で，キチンの脱アセチ

ル化誘導体である (図 1.2)。 キトサンの脱アセチル化には 二種類報告されている [25,26]。

不均一に脱アセチル化されたキトサンは「ブロック型キトサン」， 均一に脱アセチル化された

ものは「ランダム型キトサン」と呼ばれる。調製法により，さまざまな GlcN/GlcNAc 比のキトサ

ンがあり，それは脱アセチル化度 (DD，degree of deacetylation) で区別される。 

 

 

図 1.2. キトサンの化学構造 

 

 

第 4 節 キトオリゴ糖 

キトオリゴ糖は，キチンまたはキトサンからの分解生成物である。キトオリゴ糖

は，抗腫瘍効果，抗炎症，抗菌などの生物活性を持っている [27-30]。一般に，キト

オリゴ糖を得る主な方法は，化学的分解と酵素的加水分解である [31,32]。最近，キ

チナーゼとアセチル-グルコサミニダーゼの適用が工業的用途で議論されている [33-

36]。最近，マウス Chia がランダム型キトサンからキトオリゴ糖を効率的に産生した

ことが報告されている [37]。 

 

 

第 5 節 カニクイザル 

サルは霊長類で，遺伝学的，生理学的にヒトと似ている。サルは，薬の安全性，

効果を確認するために，医薬品開発の臨床試験の前段階の過程でよく使用される。

カニクイザルは，生物医化学研究において，重要な非ヒト霊長類動物モデルの一つ

である [38]。カニクイザルは，人間の生息地でも生育できる霊長類である [39]。し
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かし，カニクイザルにおける遺伝子および酵素を含む生物医化学的な情報の不足

は，医薬品開発分野において利用する際に，大きな障害となっている [38,40]。 

カニクイザルは，「カニクイザル」という名前の通り，カニを食糧とし，他に

も，甲殻類や昆虫のようなキチン含有生物を食す。 

 

 

第 6 節 研究目的 

キチンは，自然界で二番目に多く存在する多糖であり，未利用のバイオマスであ

る。ほ乳類キチナーゼは，疾患や生理現象に関連することから，注目を集めてい

る。特に，CHIA の発現と活性は，喘息モデルマウスのアレルギー性気道応答で増加

する [12]。また，CHIA は，肺における正常機能維持のためのキチン分解酵素として 

[23]，消化器系における消化酵素として [19-22]，機能している。キチンとキトサン

が分解されて，生成するキトオリゴ糖には生理活性報告されており，抗腫瘍効果，

抗炎症，抗菌などの生理活性を持っている [27-30]。 

カニクイザルは，非ヒト霊長類モデルであるにも関わらず，疾患や生理現象に関

連するキチナーゼのデータを含む遺伝子および生物・医学的な研究は進んでいない 

[38,40]。また，カニクイザルは「カニ」を含むキチン含有生物を食糧とすることか

ら，活性の高いキチナーゼを発現していることが期待される。 

本研究では，カニクイザルにおけるほ乳類キチナーゼの遺伝子発現解析および酵

素化学的性質を解析することを目的とし，研究を進めた。さらに，カニクイザル酸

性キチナーゼの優れた性質を活かした応用利用について検討した。 
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第 2 章 カニクイザルにおけるキチナーゼの遺伝子発現解析 

第 1 節 序論 

本研究で利用した定量 real-time PCR (quantitative real-time PCR，qPCR) システム

は，特定遺伝子の発現を分子レベルで定量することが可能である。このシステム

は，ターゲットとする遺伝子の cDNA 断片を連結して作成した標準 DNA を用いてお

り，複数遺伝子間さらには種間の mRNA レベルを同じスケールで比較出来ることが

特徴である [41,42]。本章では，カニクイザルにおけるキチナーゼの遺伝子発現解析

を行った。次に，カニクイザルにおける遺伝子発現レベルを評価するため，得られ

た結果をマウスおよびヒトと比較した。 

 

 

第 2 節 実験材料と実験方法 

RNA と cDNA の調製 

カニクイザル，マウス，ヒトの組織におけるキチナーゼ mRNA のレベルを検討す

るため，Monkey Total RNA Panel (Funakoshi 社)，Mouse Total RNA Panel (Takara Bio 

社)，Human Total RNA Panel (Takara Bio 社) を使用した。本研究室の先行研究にした

がって，Total RNA を cDNA に逆転写した [41,42]。 

Total RNA は，メーカーの推奨するプロトコールに従って，TRIzol Reagent 

(Invitrogen 社) を用いて調製した。わずかに混入するゲノム DNA を除去するため，

Total RNA サンプルをメーカーのプロトコールに従って，RQ1 RNase-Free DNase 

(Promega 社) で処理した。核酸の濃度は，BioPhotometer Plus (Eppendorf 社) を用いて 

260 nmの吸光度から求めた。次に，ランダムヘキサマーをプライマーとして Total 

RNA (3 µg) を鋳型に cDNA を合成した。反応液 (15 µl) は，酵素バッファー [終濃度

は 50 mM Tris-HCl (pH 8.3)，75 mM KCl，3 mM MgCl2]，ランダムヘキサマー (Takara 

Bio 社) 100 ng，10 mM DTT (Invitrogen 社)，0.5 mM deoxynucleotide triphosphates 

(dNTPs) で構成されている。この反応液を 60°C で 5 分間加熱し，37 °C で 5 分間イ

ンキュベートした後，組換えマウス白血病ウイルス逆転写酵素 (MuLV-reverse 

transcriptase, Invitrogen 社) を加え，さらに 37°C で 45 分間インキュベートした。この

逆転写反応は，95°C，5 分間の加熱で停止した。 

 

Real-time PCR 

qPCR のためのサル，マウス，ヒト，それぞれのキチナーゼ，グリセルアルデヒド

-3-リン酸脱水素酵素 (GAPDH)，Pepsinogen  C (Pep C) のプライマーは PrimerQuest 

Input (Integrated DNA Technologies 社) を用いて設計し，合成は Eurofins Genomics 社に

委託した。それらのプライマーを用いて PCR 増幅した産物が，一つの熱融解温度 

(Tm 値) を示すかどうかに基づき評価した [41,42]。反応産物の熱融解曲線は，PCR 
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増幅後に MxPro QPCR Software version 4.10 (Agilent 社) で作成した。 

qPCR 反応液は，2 x SYBR Green Master Mix [Brilliant II SYBR Green QPCR Master 

Mix] (Agilent 社)，cDNA 4.95 ng または適切な濃度の標準 DNA の希釈液，2.3 pmolの

プライマーから構成され，最終液量 13 µl である。Mx3005P (Agilent 社) を用いて解

析を行った。反応は，95°C，10 分で DNA の変性とポリメラーゼ活性化を行った

後，95°C を 30 秒，55°C を 30 秒，72°C を 10 秒で，PCR 反応を 40 サイクル行っ

た。Real-time PCR のために選択したプライマーの塩基配列は，表 2.1 に示した。 

 

表 2.1. Real-time PCR プライマー の塩基配列 

 Gene Forward primer Reverse primer 

Monkey CHIA GCATCTCCACCATCCAATCT CCAGTGTCAGTCGGGTATTT 

Monkey CHIT1 CACCTGGAATTGAGTCCCTAAG GAAAGCCTGGGTAAAGGAAGA 

Monkey Pep C AGACCTTCTCCCTGCAGTAT ATTCTCACTCAAGCCGAACTC 

Monkey GAPDH CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC AGTAGAGGCAGGGATGATGT 

Mouse CHIA TTTTGGCAGTGCATCAATGG GCAGCAATTACAGCTGGTATCAA 

Mouse Chit1 CGGCAGGAACTAAATCTTCCAT TGGGCGTGGCTCAGGTAT 

Mouse Pep C TGCCAAGGCATTGTAGACACA CTCCTATGGTCTGCAGAAGTTCATT 

Mouse GAPDH TGTGTCCGTCGTGGATCTGA CCTGCTTCACCACCTTCTTGA 

Human CHIA CCCTAATCTCCACCCTGAAGAA AGCTGGAGCCGTGCAACTT 

Human CHIT1 GTCAACTCGGCCATCAGGTT CAAGGTCAAGGCCGTCAAA 

Human Pep C TTCCCTCTGCCACCTTCCT CGACTCCCACGGTGCAGTA 

Human GAPDH ATGGAAATCCCATCACCATCTT CGCCCCACTTGATTTTGG 

 

標準 DNA の作成 

Krykbaev らは，カニクイザルの MACase (Macaca Acidic Chitinase) について報告し

た [40]。最近， MACase は，NCBI GenBank で，CHIA (accession number 

NM_001284548.1) として登録されている。qPCR による mRNA レベルの測定のため

に使用したサル標準 DNA (542 bases: 図 2.1) は，以下のように構築した。 

CHIA (GenBank accession number NM_001284548.1, nucleotides 560-707 of the CHIA 

cDNA)，CHIT1 (GenBank accession number XM_005540484.1, nucleotides 1479-1626)，

Pep C (GenBank accession number XM_005553043.1, nucleotides 455-567)，GAPDH 

(GenBank accession number XM_005569912.2, nucleotides 502-634) をコードする cDNA 

の増幅ターゲット領域を連結した標準 DNA を合成した (Eurofins Genomics 社)。この 

cDNA は，pTAKN-2 vector に挿入されていた。標準 DNA は，Fw プライマー 5'-

CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC-3' と Rv プライマー 5'- 

CCAGTGTCAGTCGGGTATTT-3' を用いて，プラスミド DNA から KOD Plus DNA 

polymerase を使った PCR でプラスミド DNA から増幅し，1% アガロースゲル電気泳
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動で分離し，PCR clean up kit (Promega 社) で精製した。フォワードプライマーとリバ

ースプライマーの塩基配列を表 2.2 に記載した。 

サル-マウス-ヒトハイブリッド標準 DNA (1,086 bases: 図 2.2) は，以下のように構

築した。カニクイザルの CHIA (前述)，マウス CHIA (GenBank accession number 

NM_023186.3，nucleotides 1333-1413 of the mouse CHIA cDNA)，マウス Chit1 

(GenBank accession number NM_001284525.1，nucleotides 1402-1470)，マウス Pep C 

(GenBank accession number NM_025973.3，nucleotides 887-968) そしてマウス GAPDH 

(GenBank accession number XM_001476707.5，nucleotides 766-842)，ヒト CHIA 

(GenBank accession number NM_201653.3，nucleotides 1300-1361)，ヒト CHIT1 

(GenBank accession number NM_003465.2，nucleotides 454-508)，ヒト Pep C (GenBank 

accession number NM_002630.3，nucleotides 1049-1109)，ヒト GAPDH (GenBank 

accession number NM_001289746.1，nucleotides 383-439) をコードする cDNA の配列の

増幅ターゲット領域を連結した標準 DNA を合成した (Eurofins Genomics 社)。この 

cDNA は，pTAKN-2 vector に挿入されていた。ハイブリッド標準 DNA は，Fw プラ

イマー 5'- CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC-3' と Rv プライマー 5'-

AGCTGGAGCCGTGCAACTT-3' を使用して増幅し (表 2.3)，カニクイザル標準 DNA 

と同様な方法で調整し，標準 DNA として使用した。 

 

 

図 2.1. サル標準 DNA の作成 

(A) Real-time PCR で使用する標準 DNA の模式図。GAPDH，Pep C，CHIT1，CHIA のターゲット

領域の cDNA 断片を連結した標準 DNA を合成した。プラスミド DNA から直鎖化した標準 DNA 

を増幅し，標準 DNA として使用した。(B) 標準 DNA の塩基配列。標準 DNA は 542 塩基対で，

PCR ターゲット領域をカバーする四つの cDNA 断片を含んでいる (異なる色で示した)。 
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図 2.2. サル-マウス-ヒト ハイブリッド標準 DNA の作成 

(A) Real-time PCR で使用したサル-マウス-ヒトのハイブリッド標準 DNA の模式図。サル，マウ

ス，ヒトのターゲット領域の cDNA 断片を連結したハイブリッド標準 DNA を合成した。プラス

ミド DNA から直鎖化したハイブリッド標準 DNA を増幅し，標準 DNA として使用した。(B) ハ

イブリッド標準 DNA の塩基配列。このハイブリッド標準は DNA 1,086 塩基対で，それぞれ 12 

種類の PCR ターゲット領域 の cDNA 断片より構成されている (異なる色で示した)。 

 

表 2.2. サル標準 DNA を作成するために用いたプライマーの塩基配列 

Primer Sequence 

Quant_Monkey GAPDH_Fw CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC 

Quant_Monkey CHIA_Rv CCAGTGTCAGTCGGGTATTT 

 

表 2.3. ハイブリッド標準 DNA を作成するために用いたプライマーの塩基配列 

Primer Sequence 

Quant_Monkey GAPDH_Fw CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC 

Quant_Human CHIA_Rv AGCTGGAGCCGTGCAACTT 
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サル，マウス，ヒトの肺および胃の抽出液 

カニクイザル，マウス，ヒトの胃および肺の Total protein extract (タンパク質濃度 5 

mg/mL) を Zyagen 社から購入し使用した。 

 

キチナーゼ酵素活性 

キチナーゼ活性は合成蛍光基質 4-methyl umbelliferyl β-D-N, N'-diacetyl chitobioside 

[4-MU-(GlcNAc)2] (Sigma-Aldrich 社) を基質として用い，測定した。McIlvaine Buffer 

(0.1 M citric acid, 0.2 M Na2HPO4; pH 2.0 または pH 5.0) 中，37°C および 30 分間の条

件で実験を行った。遊離した 4-methyl umbelliferon (4-MU) の蛍光はマイクロプレー

トリーダー GloMax (Promega 社) を用い，励起波長 365 nm; 蛍光波長 445 nm で測定

した。 

 

 

第 3 節 実験結果 

カニクイザル組織におけるキチナーゼ遺伝子と対照遺伝子の mRNA レベル測定のた

めの qPCR システム 

本研究で私は，カニクイザルにおいて，CHIA と CHIT1 の 遺伝子発現レベルを測

定し，比較した (図 2.3)。当研究室の Ohno らは，同じスケールで ，CHIA と CHIT1 

の mRNA レベルを，対照遺伝子の mRNA レベルと比較できる qPCR システムを確立

し，マウスとヒトにおいて 両キチナーゼの mRNA レベルを測定している [41,42]。本

研究では，CHIA と CHIT1 の mRNA レベルを評価するため，すべての細胞において

高いレベルで発現している GAPDH を対照遺伝子として使用した [43]。さらに，ペ

プシンの前駆体である Pep C を胃における対照遺伝子として使用した [44]。 

 

 

図 2.3. 四つの遺伝子発現レベルを比較するための研究方針 

CHIA と CHIT1 の発現レベルの比較。GAPDH  と Pep C を対照遺伝子として使用した (Pep C は胃

のみ)。GAPDH は，ほぼすべての組織や細胞で常に高いレベルで発現しているハウスキーピング

遺伝子である。Pep C は，胃粘膜の主要成分である。これら二つの対照遺伝子を用いて，カニク

イザル組織での CHIA と CHIT1  の遺伝子発現レベルを評価した。 
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カニクイザル組織における CHIT1 と CHIA の発現 

設計した標準 DNA を用いて，サルの組織から抽出された Total RNA を逆転写し， 

qPCR システムで解析し，Total RNA 10 ng あたりの分子数として，発現レベルを示し

た (図 2.4)。 

CHIA mRNA は胃で高いレベルで検出された。次いで脳，脾臓，骨格筋で高かった 

(図 2.4.A)。CHIT1 mRNA レベルが１番高かったのは，肺であった。次いで脳，脾

臓，胃，骨格筋で高かった (図 2.4.B)。その他の組織においても，CHIA と CHIT1 

mRNA は，低いレベルではあったが，発現が検出された。 

 

 

図 2.4. カニクイザル組織における CHIA と CHIT1 mRNA の発現 

カニクイザル組織における CHIA (A) と CHIT1 (B) mRNA の定量。カニクイザル 10 組織における

両キチナーゼ mRNA レベルは，カニクイザル標準 DNA を用いた qPCR を用いて測定した。得ら

れたすべての値は，Total RNA 10 ng あたりの分子数で縦軸に表した。グラフの値は，三回測定し

た平均値で示した。上段は実測値，下段は log スケールである。 

 

肺と胃組織での CHIA と CHIT1 の mRNA レベル 

前述の通り，CHIA は胃で圧倒的に多く発現していて，CHIT1 mRNA は肺で高く

発現していた (図 2.4)。多くのほ乳類キチナーゼに関わる病態生理学的な研究は，胃
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と肺について行われている。従って，キチナーゼと対照遺伝子 (GAPDH，Pep C) の

発現レベルを胃と肺において比較した。 

カニクイザル胃組織において，GAPDH の発現レベルを 1.0 としたとき，それぞ

れ，CHIA は 9，CHIT1 は 0.01，Pep C は 40 となった (図 2.5.A)。CHIA の mRNA レ

ベルは，Pep C には及ばないものの GAPDH よりも高いレベルで発現していた。 

一方，肺においては，GAPDH の発現レベルを 1.0 としたとき，それぞれ，CHIA 

は 0.002，CHIT1 は 0.2 となった (図 2.5.B)。CHIT1 の mRNA レベルは GAPDH より

は低かったものの，ほとんどのカニクイザルの組織において発現している CHIA よ

りも高く発現していた。 

これらの結果は，CHIA と CHIT1 がそれぞれ胃と肺において高いレベルに発現し

ていることを示した。 

 

 

図 2.5. 肺と胃組織における CHIA と CHIT1 そして対照遺伝子 mRNA の分析 

カニクイザルの胃 (A) と肺 (B) における， 四つの遺伝子の発現レベルを測定した。得られたすべ

ての値は，Total RNA 10 ng あたりの分子数で縦軸に表した。GAPDH の発現レベルを 1.0 とした

とき，それぞれの遺伝子の相対発現レベルをバーの上に示した。グラフの値は，三回測定した平

均値で示した。上段は実測値，下段は log スケール。 
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サル，マウス，ヒト胃組織におけるキチナーゼ遺伝子と対照遺伝子 mRNA レベルの

比較 

 次に，サル，マウス，ヒトの胃と肺の遺伝子発現解析の種間比較を行った。サル-

マウス-ヒト ハイブリッド標準 DNA を用いて発現レベルの定量と比較を行った。胃

組織の定量結果は，図 2.6 に示した。 

 CHIA，CHIT1 ともに，最も高い発現レベルを示したのはマウスであった。次い

で，サル，ヒトであった。GAPDH mRNA 発現には，種間で大きな差はなかった。

Pep C については，マウスで最も高く，次いで，サル，ヒトであった。GAPDH 

mRNA レベルを，1.0 としたとき，相対発現量はそれぞれ，マウス Chia は 20，サル 

CHIA は 9，ヒト CHIA は 0.007，マウス Chit1 は 0.07，サル CHIT1 は 0.01，ヒト 

CHIT1 は 0.002 であった  (図 2.6)。サル，マウスの胃における CHIA の発現は，ヒト

の胃より高かった。 

 

 

図 2.6. サル，マウス，ヒト胃組織での発現レベルの解析 

CHIA，CHIT1，GAPDH，Pep C の発現レベルを測定した。ボーダーのバー: マウス組織，塗りつ

ぶしのバー: サル組織，斜線のバー: ヒト組織。サル GAPDH の発現レベルを 1.0 とした。バーの

上の数字はサル GAPDH と比較したときの相対発現レベルを示す。グラフの値は，三回測定した

平均値で示した。上段は実測値，下段は log スケール。 

 

サル，マウス，ヒト肺組織におけるキチナーゼ遺伝子と対照遺伝子 mRNA レベルの

比較 

 肺組織における定量データを 図 2.7 に示す。GAPDH mRNA 発現には，種間で大き
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な差はなかった。 

 GAPDH mRNA レベルを，1.0 としたとき，相対発現レベルはそれぞれ，マウス

Chia は 0.2，サル CHIA は 0.002，ヒト CHIA は 0.006，マウス Chit1 は 0.02，マウス

Chit1 は 0.2，ヒト CHIT1 は 0.01 であった (図 2.7)。CHIA の mRNA レベルはマウス

が最も高く，次いでヒト，サルの順で高かった。CHIT1 mRNA レベルはマウスとヒ

トよりもサルで高かった。 

 

 

図 2.7. サル，マウス，ヒト肺組織での発現レベルの解析 

CHIA，CHIT1，GAPDH の発現レベルを測定した。ボーダーのバー: マウス組織，塗りつぶしの

バー: サル組織，斜線のバー: ヒト組織。サル GAPDH の発現レベルを 1.0 とした。バーの上の数

字はサル GAPDH と比較したときの相対発現レベルを示す。グラフの値は，三回測定した平均値

で示した。上段は実測値，下段は log スケール。 

 

サル，マウス，ヒトの胃および肺におけるキチナーゼ発現レベルとその活性 

次に，合成基質 4-MU-(GlcNAc)2 を用いて，タンパク質発現レベルとして，胃およ

び肺組織におけるキチナーゼ活性を測定した。この基質は，CHIA および CHIT1 両

酵素により分解され，蛍光物質 4-MU を遊離する。CHIA と CHIT1 で，キチナーゼ

活性の pH 特性は異なる。マウス Chia は pH 2.0 で高い活性を示し [7,45]，ヒト CHIA 

は pH 2.0-pH 5.0 で最大活性を示した [22,46]。マウスおよびヒト CHIT1 は，pH 5.0 付

近で最も高い活性を示した [47,48]。CHIT1とは対照的に，CHIA は pH 2.0 条件下で

も活性保持する。これらの知見を参考に，組織抽出液中の CHIA と CHIT1，二つの

酵素のキチナーゼ活性を区別した。 
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pH 2.0 条件下では，マウスとサルの胃抽出液から強力なキチナーゼ活性が検出さ

れたが，ヒトの胃組織抽出液からは低い活性しか検出されなかった (図 2.8.A)。上述

のように，CHIT1 は pH 2.0 で不活性であるため，これらキチナーゼ活性は CHIA に

起因するものであると考えられる。pH 5.0では，サルの胃抽出液のキチナーゼ活性が

マウス胃抽出液よりも高かった。サルの CHIA は pH 5.0 で最も高い活性を示すこと

が報告されているため [12]，このデータは胃組織の CHIA mRNA レベルの結果と一

致している (図 2.6)。 

肺組織に関しては，pH 2.0 条件下でキチナーゼ活性はマウスで最も高く，続いて

サルであったが，ヒトの肺からは検出されなかった。胃組織と同様に，これは CHIA 

によるキチナーゼ活性であると考えられる。予想通り，サルの肺では pH 5.0 でのキ

チナーゼ活性が pH 2.0 での活性よりも高く，pH 2.0 でのヒト肺抽出液の活性を上回

っていた (図 2.8.B)。これらの結果は，肺組織抽出液のキチナーゼ活性レベルが肺組

織の CHIT1 mRNA レベルと一致していることを示す (図 2.7)。 

 

 

図 2.8. サル，マウス，ヒトの胃および肺組織におけるキチナーゼ活性 

サル，マウス，ヒトの胃組織 (A) および肺組織 (B) 抽出液におけるキチナーゼ活性。合成蛍光基

質 4-MU-(GlcNAc)2 を使って活性を検出した。pH 2.0 と pH 5.0 でキチナーゼ活性を縦軸に示し

た。組織タンパク質 16 µg あたりの活性を蛍光強度で示した。全てのグラフの値は，三回測定し

た平均値で示した。**p < 0.01 
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第 4 節 考察 

カニクイザルは，生物・医学的研究において重要な非ヒト霊長類モデルである 

[38]。しかし，カニクイザルを含むサルにおける，キチナーゼの遺伝子発現解析をは

じめとする詳細な生化学的解析はこれまで行われてこなかった。本章では，カニク

イザルにおけるキチナーゼの遺伝子発現解析を行った。そして，サルにおける遺伝

子発現レベルを評価するため，得られた結果をマウスおよびヒトと比較した。 

CHIA mRNA は，主にカニクイザルの胃で発現していた (図 2.4.A)。その発現レベ

ルは，GAPDH よりも高いレベルで発現し，胃粘膜の主成分である Pep C の発現レベ

ルに匹敵していた。一方，サルの肺では，CHIT1 が GAPDH に近いレベルで発現し

ていた。したがって，CHIA はサルの胃，CHIT1 はサルの肺における主要な転写産物

であった (図 2.5.B)。 

qPCR を用いて，サル-マウス-ヒト間で遺伝子発現解析を行った。マウスとサルの

胃では大量に CHIA が発現されていたが，ヒトでは発現レベルが非常に低かった (図 

2.6)。また，胃および肺組織抽出液中の酵素のキチナーゼ活性の測定を行ったとこ

ろ，mRNA 発現レベルが反映されており，マウスおよびサルの胃からは強力なキチ

ナーゼ活性を検出したが，ヒトの胃組織抽出液からは検出されなかった (図 2.8.A)。 

マウスとブタとニワトリの Chia は，胃と腸でプロテアーゼ耐性を有した消化酵素

として機能することが報告されている [45,49,50]。最近の研究では，昆虫を食べる動

物において，CHIA の発現と昆虫摂取量に関連があることが示唆されている 

[51,52]。カニクイザルとマウスは雑食性の動物で，キチン含有生物を摂食する。 

強いキチナーゼ活性は，pH 2.0 条件下においてマウスとサルの両方の胃で検出さ

れたが，ヒトでは検出されなかった (図 2.8.A)。サル CHIA は pH 5.0 付近で最も活性

が高いため [33]，サル胃抽出液中の活性は pH 5.0 のマウス胃抽出液よりも高かっ

た。サルの胃の pH は，摂食後 pH 5.0 から pH 7.0 の間の中性範囲付近にシフトする 

[53]。カニクイザルの CHIA は，マウス，ブタ，トリ，マーモセットの Chia と同様

に，胃で消化酵素として機能する可能性がある [45,49-50,54]。一方，ヒトの胃のキチ

ナーゼ活性が低かったことからも，摂食行動は CHIA の発現レベルに影響を与え，

特定の生物のキチン消化率の決定に関与することが示唆されている [55]。 

今回の研究では，肺ではサルとヒトの CHIA mRNA の発現パターンが類似してい

るのに対し，マウス CHIA mRNA レベルが両方の霊長類と比較して高いことを示し

た (図 2.7)。これらの結果から，CHIA は喘息を含む肺の疾患に関連していることが

知られているため，この疾患の病状に関連する研究では，サルはマウスよりも有用

な動物モデルになる可能性がある [19-22]。ただし，ヒトと比較してサル CHIA の 50 

倍高い活性は，常に考慮する必要がある [40]。また，サルの肺抽出液から最も高い

キチナーゼ活性が検出された (図 2.8.B)。これは，CHIT1 によるキチナーゼ活性であ

ると考えられる。Chia は，マウスにおいて，気道に蓄積する環境由来のキチンの分

解および線維化促進性サイトカインの発現の調節といった役割を果たすことが報告
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されている [23]。サルの肺の CHIT1 は，マウスの肺の Chia と同様に，吸入真菌など

のキチン含有生物に対する生物学的防御として機能している可能性がある。一方，

ヒトにおいては肺におけるキチナーゼ活性が非常に低かった。生息環境の浮遊菌の

量など衛生状態が，肺におけるキチナーゼ活性を利用した生体防御の有無に影響す

る可能性が考えられる。 

カニクイザルはマウスとヒトの間に位置する。したがって，カニクイザルは，薬

理学および病理学の分野で，マウスよりもヒトの状態をより再現するモデル動物と

して利用される。本研究結果では，CHIA と CHIT1 の遺伝子発現パターンは，サ

ル，マウス，ヒトの間で異なることを明らかにした。これらのデータは，特定の疾

患の実験をする際，動物モデルを選択するのに重要な情報である。 

これらの結果は，特に，動物モデルを利用するヒトの病気に関連する病態生理学

的研究において，キチナーゼの生物・医学的機能を理解する上でのヒントを提供す

る。カニクイザルのキチナーゼの機能を解明することは，薬剤開発や病態生理学的

研究の進歩のためにも必要である。さらに，本章では，カニクイザル CHIA は胃で

大量に発現していることが明らかになり，その活性が非常に強いことが示唆され

た。 

 

 

第 5 節 要約 

本章では，カニクイザルにおけるキチナーゼの遺伝子発現解析を行った。次に，

サルにおける遺伝子発現レベルを客観的に評価するため，得られた結果をマウスお

よびヒトと比較した。 

まず，キチナーゼ遺伝子が高いレベルで発現している組織を特定するために，カ

ニクイザル主要 10 組織におけるキチナーゼの mRNA レベルを， qPCR システムを用

いて解析した。CHIA は胃で，CHIT1 は肺で特異的に発現しており，CHIA  mRNA は

カニクイザルの胃において主要な転写物であることが分かった。  

次に，カニクイザルの胃における CHIA mRNA の発現レベルを評価するために，

サル，マウス，ヒトでの遺伝子発現レベルの種間比較を行った。カニクイザルの胃

における CHIA mRNA レベルは，マウスの胃における Chia の発現レベルに匹敵して

いた。このことから，カニクイザルは胃で CHIA を大量に発現していると判断し

た。 

さらに，カニクイザルの胃における CHIA mRNA の高い発現レベルが，タンパク

質レベルでも認められるかどうかを検討した。サル，マウス，ヒトの胃組織および

肺組織抽出液のキチナーゼ活性を測定した。その結果，キチナーゼ mRNA レベルの

種間差は，基本的に，キチナーゼ活性レベルの差に反映されていた。また，CHIA が

大量に発現していたカニクイザルの胃組織から非常に強いキチナーゼ活性が検出さ

れた。 
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これらのことから，カニクイザル CHIA は強いキチナーゼ活性を有する可能性が

強く示唆された。 
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第 3 章 カニクイザル酸性キチナーゼの酵素化学的性質の解析 

第 1 節 序論 

CHIAは，喘息を含めた炎症性の疾患に関連することが知られている [12-22]。

CHIA 欠損マウスを使用した研究では，CHIA が環境由来のキチン含有生物から肺を

保護することが示されている [23]。当研究室では，マウス，ニワトリ，ブタ，マー

モセットの CHIA がそれぞれの消化器系における主要なプロテアーゼ耐性をもった

消化酵素であることを明らかにした [45,49-50,54]。さらに，雑食性動物においては，

CHIA は発現も高く活性が低いことを報告されている [55]。第 2 章では，カニクイザ

ルにおいて CHIA が胃組織で大量に発現しており，その活性が強いことが示唆され

た。本章では，カニクイザル CHIA を組換えタンパク質として大腸菌で発現し，よ

く研究されているマウス Chia と比較し，酵素化学的性質を詳細に調べた。 

 

 

第 2 節 実験材料と実験方法 

大腸菌用発現ベクターの構築 

サルまたはマウスの胃の Total  RNA を使用し，Ohno らが報告した方法で逆転写

し，cDNA を調製した [56,57]。カニクイザル CHIAおよびマウス Chiaの cDNAのコ

ード領域を，KOD Plus DNA ポリメラーゼ (Toyobo 社) および BamHIまたは XhoIの

制限部位を付加したオリゴヌクレオチドプライマー (Eurofins Genomics 社) (表 3.1) を

用いて PCR 法で増幅した。PCR 産物は Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 

(Promega 社) を用いて精製し，BamHI および XhoI で制限酵素処理した後，T4 DNA 

リガーゼ (Toyobo 社) を使用して，pEZZ18/pre-ProteinA-mouse Chia-V5-His と同様な

部位にクローニングした [57]。得られたプラスミド DNA の完全長の塩基配列は，シ

ーケンス (Eurofins Genomics 社) により確認した。プラスミド DNAで大腸菌細胞 

DH-5α (Toyobo 社) を形質転換し，pre-ProteinA- monkey CHIA or mouse Chia-V5-His を

取得した。 

 

表 3.1. サル CHIA およびマウス Chia 発現ベクターの構築に用いたプライマー 

Primer Sequence 

Monkey CHIA BamHI Fw CGCGGAACCCGGATCCGTACCAGCTGACATGCTACTTCTCCA 

Monkey CHIA XhoI Rv GTGACCTCGAGCCCAGCTGCAGCAGGAGCAGGAGGCT 

Mouse Chia EcoRI Fw  CATGGAATTCGTACAATCTGATATGCTATTTCACC 

Mouse Chia SalI_BGH Rv AGGGGTCGACTAGAAGGCACAGTCGAGGCTGATCA 
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サル CHIA とマウス Chia の調製 

プラスミド DNA (pEZZ18/pre-ProteinA-CHIA-V5-His) で，形質転換された大腸菌

BL21 [DE3] (Merck Millipore 社)で，pre-Protein A-monkey CHIA-V5-His または pre-

Protein A-mouse Chia-V5-Hisを発現させた。形質転換された大腸菌 BL21/DE3 

(Novagen 社) は，100 µg/mLアンピシリンを含む LB 培地 3 L で，37°C，18 時間培

養した。大腸菌を 4°C で 20 分間，7,000 µg で遠心分離して回収した。プロテアー

ゼ阻害剤 (Complete, Roche 社) を含む TS buffer [20 mM Tris-HCl，0.5 M NaCl 溶液 

(pH 7.6)] 20 mL に懸濁し，氷上で 10 分間，超音波処理で破砕した 。この大腸菌破

砕液を 15, 000 x g で，4°C，20 分間 遠心 分離 し，その上清 を回収した。回収した

可溶性画分 (上清) 中の組換えタンパク質を，IgG セファロースカラム (GE 

Healthcare 社) に供した [57]。タンパク質含有画分は，TS buffer で平衡化した PD 

MidiTrap G-25 (GE Healthcare 社) を使用して脱塩した。 

 

SDS PAGE とウエスタンブロッティング，SYPRO Ruby，ザイモグラフィーでの組

換えタンパク質の解析およびタンパク質濃度の決定 

取得した サル CHIA とマウス Chia は，Standard SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis [PAGE]，ウエスタンブロッティングを用いて解析した。分子量マーカ

ーとして All Blue molecular weight marker All Blue molecular weight marker (Bio Rad 社) 

を使用した。分離されたタンパク質を polyvinylidene fluoride [PVDF] membrane 

(Merck Millipore 社) に転写し，V5-HRPモノクローナル抗体 (Invitrogen 社) でプロー

ブした。発光イメージアナライザー [ImageQuant LAS 4000] (GE Healthcare 社) を使用

して分析および定量した。 

また，SYPRO Ruby染色 (Thermo Fisher Scientific 社) を行った。取得した組換えタ

ンパク質の濃度は，標準物質にウシ血清アルブミンを用いたブラッドフォード法に

基づいたタンパク質アッセイ (Bio-Rad 社) により決定した。 

さらに，0.1% エチレングリコールキチン (Wako 社) を含んだ SDS-PAGE ゲルを用

いてザイモグラフィー分析を行った。サンプルは，SDS 添加および熱変性をせずに

ロードした。 電気泳動後，先行研究の手順に従い，Calcofluor white M2R (Sigma-

Aldrich 社) を使用してゲルを染色した [30]。ゲルは，発光イメージアナライザーを

使用して分析した。 

 

キチナーゼ活性の測定 

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

200 µM の濃度で使用して，先行研究と同様な方法で，キチナーゼ活性を測定した

[57]。それぞれの反応は， 三回行った。サル CHIA  およびマウス Chia の酵素反応

は，Gly-HCl buffer (pH 1.0-pH 3.0) または McIlvaine buffer (0.1μM クエン酸，0.2 μM 
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Na2HPO4; pH 2.0-pH 8.0) 中および 30°C -70°C 条件下で，1 時間インキュベートし測

定した。放出された 4-Nitrophenol (4-NP) の吸光度を 405 nm で測定した。4-NPのモ

ル吸光係数を 17,700 M-1cm-1 とし，酵素ユニット (U) は，各 pH，37°C 条件下で 1 

分あたりに 4-NP-(GlcNAc)2 から遊離した 1 μmol の 4-NP として定義した。 

pH 安定性を評価するために，0°C，37°C，65°C で，0.1 M Gly-HCl buffer (pH 1.0-

pH 3.0) と McIlvaine buffer (pH 2.0-pH 8.0) 条件下で，サル CHIA を 1 時間インキュベ

ートした。上記の通りインキュベーションした後，pH 5.0 (McIlvaine buffer) で残存

活性を測定した。 

熱安定性の評価では，McIlvaine buffer 中 (pH 5.0) で，30°C-70°C で，サル CHIA

を 30 分間インキュベートした。 氷冷した後，上述のように pH 5.0 (McIlvaine 

buffer) で残存活性を測定した。 

 

高分子キチンの分解 

基質として P-キチン [P-CHITN] (megazyme 社) を使用した。すべての酵素反応は，

pH 2.0，pH 5.0，pH 7.0 条件下，サル CHIA と基質を含む全量 50 µL でインキュベー

トした。基質の終濃度は，1 mg/reaction である。緩衝液，基質を含む反応液に各酵素

を添加することで反応を開始し，反応液を 37°C，50°C，65°C で 1 時間インキュベー

トした。分解産物は先行研究の手順に従い [58]，蛍光標識法を用いた糖電気泳動法 

[FACE] により標識および分離した。酵素反応液に 5 µLの酢酸を加え，還元末端を

fluorophore 8-aminonaphthalene-1,3,6-trisulphonic acid [ANTS] (Sigma-Aldrich 社)  で共有

結合的に標識した。PAGE によって分離し，生じた蛍光誘導物質を蛍光イメージャー

で解析した。標準物質として，N-acetyl chitooligoaccharides (Seikagaku 社) を使用し

た。 

 

 

第 3 節 実験結果 

大腸菌における組換え融合タンパク質の発現 

大腸菌で pEZZ18 システムを使用して融合タンパク質 (Protein A-mouse Chia-V5-

His) としてマウス Chia を調製したことは以前に報告されている [57]。本研究では，

同じ手法でカニクイザル CHIA を発現した (図 3.1 および 図 3.2.A)。Protein A-monkey 

CHIA-V5-His および Protein A-mouse Chia-V5-His の推定サイズはともに 68 kDa であ

る。 

組換えサル CHIA およびマウス Chia 酵素を SDS-PAGE で分析した後，V5-HRP モ

ノクローナル抗体を使用してウエスタンブロッティングを行った。その結果，タン

パク質はそれぞれ約 68 および 55 kDa のメジャーバンドとマイナーバンドとして検

出された (図 3.2.B)。両者のバンド強度はサル CHIA とマウス Chia の間で等しく (図

3.3)，ザイモグラフィーではそれらすべてがキチナーゼ活性を有することを明らかに
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した (図 3.2.C)。これは，得られたタンパク質サンプルが，完全長 (68 kDa) およびト

ランケートされたタンパク質 (55 kDa) 両方を含むことを示す。 

また，SYPRO Ruby で染色し (図 3.2.D)，発現したサル CHIA およびマウス Chia に

含まれるウエスタンブロッティングで検出されないバンド検出した。上述のとお

り，キチナーゼ活性を有する約 55 kDa のバンドは，トランケートされた CHIA と見

なした。また SYPRO Ruby 染色により検出された 55 kDa 付近のバンドは，キチナー

ゼ活性のない CHIA とは無関係のタンパク質を含んでいた可能性が考えられる。IgG 

セファロースに供し，Protein A-monkey CHIA-V5-His および Protein A-mouse Chia-V5-

His を取得した後，陰イオン交換クロマトグラフィーに供し，組換えタンパク質のさ

らなる精製を試みた。しかし，タンパク質の収量が著しく減少したにも関わらず，

混入したタンパク質は依然認められた。この研究では，サル CHIA およびマウス 

Chia は，混合タンパク質として調製された標品を使用した。 

 
Protein A-Monkey CHIA-V5-His  
617 amino acids, 68,488 dalton 

AQHDEAVDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQA

PKVDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKVD

ANSSSVPGDPYQLTCYFSNWAQYRPGLGRFMPDDIDPCLCTHLIYAFAGMQNNKITTIEWND

VTLYQAFNGLKNKNSQLKTLLAIGGWNFGTAPFTAMVSTPANRQTFINSVIEFLRQYEFDGL

DFDWEYPGSRGSPSQDKHLFTVLVQETREAFEQEAKQSNKPRLLVTAAVAAGISTIQSGYEI

PQLSQYLDYIHVMTYDLHGPWEGYTGENSPLYKYPTDTGSNAYLNVDYAINYWKNNGAPAEK

LIVGFPAYGHTFLLSNPSDHGIGAPTTGPGPAGPYTRESGFWAYYEICTFLKNGATEVWEAN

EDVPYAYKGNEWLGYDNTKSFQIKADWLKKNNFGGAMVWAIDLDDFTGTFCNEGKFPLITTL

KDALGLQSTSCKAPAQPITPITEAPVTGSVSHSGSSGGSPSDSEFCANKANGLYPDPTDKNA

FYNCANGKTFIQHCQAGLVFEASCSCCSWARGHPFEGKPIPNPLLGLDSTRTGHHHHHH 

 
Protein A-Mouse Chia-V5-His  
609 amino acids, 67,629 dalton 

AQHDEAVDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQA

PKVDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKVD

ANSYNLICYFTNWAQYRPGLGSFKPDDINPCLCTHLIYAFAGMQNNEITTIEWNDVTLYKAF

NDLKNRNSKLKTLLAIGGWNFGTAPFTTMVSTSQNRQTFITSVIKFLRQYGFDGLDLDWEYP

GSRGSPPQDKHLFTVLVKEMREAFEQEAIESNRPRLMVTAAVAGGISNIQAGYEIPELSKYL

DFIHVMTYDLHGSWEGYTGENSPLYKYPTETGSNAYLNVDYVMNYWKNNGAPAEKLIVGFPE

YGHTFILRNPSDNGIGAPTSGDGPAGPYTRQAGFWAYYEICTFLRSGATEVWDASQEVPYAY

KANEWLGYDNIKSFSVKAQWLKQNNFGGAMIWAIDLDDFTGSFCDQGKFPLTSTLNKALGIS

TEGCTAPDVPSEPVTTPPGSGSGGGSSGGSSGGSGFCADKADGLYPVADDRNAFWQCINGIT

YQQHCQAGLVFDTSCNCCNWPARGHPFEGKPIPNPLLGLDSTRTGHHHHHH 

図 3.1. 発現した組換えサル CHIA と組換えマウス Chia の推定アミノ酸配列と分子量 

アミノ酸配列は，図 3.2. の模式図と同じ色を使用した。ここでは，Protein A のシグナル配列が除

去された成熟タンパク質の推定アミノ酸配列を示した。黄色が Protein A ，ピンクがサル CHIA，

オレンジがマウス Chia，緑が V5- エピトープと His tag の配列である。  
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図 3.2. 大腸菌における組換えサル CHIA とマウス Chia の発現 

(A) 模式図は，大腸菌で発現したサル CHIA とマウス Chia の組換え融合タンパク質を表す(Protein 

A-monkey CHIA or mouse Chia-V5-His)。Protein A-monkey CHIA or mouse Chia-V5-His の推定分子

サイズは 68 kDa である。(B) Anti-V5 抗体を使用したウエスタンブロッティングによる組換えタ

ンパク質の分析。(C) サル CHIA およびマウス Chia のザイモグラム。(D) SYPRO Ruby 染色。 
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図 3.3. タンパク質の定量（図 3.2.B. に関連） 

 組換えサル CHIA およびマウス Chia を SDS-PAGE で分離し，図 3.2.B. のとおり，ウエスタンブ

ロッティングで解析した。 定量結果は，68kDa のサル CHIAのシグナル強度は 100% に設定し，

相対値で示した。グラフの値は，三回測定した平均値で示した。 (A) は定量結果，(B) は定量し

たウエスタンブロッティングの結果を示す。 

 

サル CHIA の pH 依存性およびマウス Chia との比較 

大腸菌で発現したサル CHIA の機能を理解するために，まず，合成発色基質の 4-

NP-(GlcNAc)2 を使用して，キチナーゼ活性を明らかにした。 0.1 M Gly-HCl (pH 1.0-

3.0) または McIlvaine buffer (pH 2.0-8.0) 中のそれぞれの pH 条件下で，37°C，60 分

間，反応させた。サル CHIA およびマウス CHIA は，それぞれ濃度が 33 ng/μL およ

び 36 ng/μL のものを使用した。 

最大活性は pH 5.0 で検出され，pH 1.0-pH 6.0 条件下で非常に高いキチナーゼ活性

を示し，pH 7.0 でも活性を保持していた (図 3.4.A)。pH 5.0 におけるサル CHIA のキ

チナーゼ活性レベルを 100% としたとき，pH 2.0 (Gly-HCl)，pH 2.0 (McIlvaine)，およ

び pH 7.0 (McIlvaine) それぞれのキチナーゼ活性レベルは，62%，52%，31% であっ

た。また，大腸菌組換えサル CHIA は，カニクイザルの胃組織抽出液中の天然酵素

と非常によく似た特性を有していた [56]。 

マウス Chia と比較したとき，サル CHIA はすべての条件下でより高い活性を示し

た。サル CHIA  (pH 5.0) とマウス Chia (pH 2.0) の最大活性には 3 倍の違いがあり，

pH 5.0 におけるサル CHIA の活性は 182 U/μg，pH 2.0 におけるマウス Chia の活性は 

58 U/μg であった (図 3.4.B)。さらに，サル CHIA は，マウス Chia よりも，pH 2.0，

pH 5.0，pH 7.0 でそれぞれ，2 倍，16 倍，10 倍活性が高かった。したがって，サル 

CHIA のキチナーゼ活性は，これまでに報告された他の動物の CHIA とは異なる 

[45,49-50,54-56]。また，活性の強さは大きく異なるが，pH 依存性の特徴はヒト 

CHIA とかなり類似していた [22,40,46]。 
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図 3.4. サル CHIA の至適 pH およびマウス Chia との比較 

サル CHIA とマウス Chia のキチナーゼ活性は，4-NP-(GlcNAc)2 を用いて測定した。実線: サル 

CHIA， 点線: マウス Chia。キチナーゼ活性は， Gly-HCl buffer (pH 1.0-pH 3.0) または McIlvaine 

buffer (pH 2.0-pH 8.0) を用いて， 37°C，60 分の条件で，測定した (A)。赤: Gly-HCl buffer，青:  

McIlvaine buffer。pH 5.0でのサル CHIA活性レベルを 100% に設定した場合の相対活性を示し

た。(B) 比活性を示し，両酵素の至適 pH 条件 (pH 5.0: サル CHIA，pH 2.0:マウス Chia) で，サル 

CHIA とマウス Chia を比較した。キチナーゼ活性は，ブランク補正した。グラフの値は，三回測

定した平均値で示した。** p < 0.01。 

 

サル CHIA の温度依存性およびマウス Chia との比較 

酵素活性に対する温度の影響を明らかにするために，pH 2.0，pH 5.0，pH 7.0 

(McIlvaine buffer)，60 分間，30°C-80°C でキチナーゼ活性を測定した。結果は，

65°C，pH 5.0 条件下でのサル CHIA の活性を 100% としたときの相対活性を示す。 

pH 2.0 条件下で，サル CHIA は，55°Cで最も活性が高かった (図 3.5.A)。pH 5.0 で

は，温度が上昇するとともにサル CHIA の酵素活性も上昇し，65°C で最大に達した

後，その後徐々に低下した(図 3.5.B)。pH 7.0 では，37°C  でもっとも活性が高かった  

(図 3.5.C)。サル CHIA とマウス Chia の温度依存性のより詳細な特徴を図 3.6 に示し

た。pH 2.0 では，サル CHIA は 65°C で高い活性を示したが，マウス Chia は  60°C か

ら活性が著しく低下した。pH 5.0では，最大活性と比較して，サル CHIA は 70°C (約 

80%) でも高い活性を維持した。 pH 7.0 では，サル CHIA の活性は 50°C から低下し

たが，マウス Chia は 50°C  でもその活性を保持していた。 

このように，サル CHIA 活性は高温条件下で特に強かった。このサル CHIA の活性

をマウス Chia と比較したところ，カニクイザル CHIA は，pH 2.0，pH 5.0，pH 7.0 の

すべての温度条件下でマウス Chia よりも活性が高かった。 
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図 3.5. サル CHIA の至適温度およびマウス Chia との比較 

pH 2.0，pH 5.0，pH 7.0 における至適温度。実線: サル CHIA，点線: マウス Chia。キチナーゼ活

性は， McIlvaine bufferを用いて，60分間，30°C -80°Cの条件で，測定した。キチナーゼ活性

は，pH 5.0，65°C でのサル CHIA 活性レベルを 100% に設定した場合の相対活性を示しており，

ブランク補正した。グラフの値は，三回測定した平均値で示した。** p < 0.01。 

 

 
図 3.6. Monkey CHIA と Mouse Chia の至適温度 

(A) Monkey CHIA: 実線，(B) Mouse Chia: 点線。 各 pH 条件下での Monkey CHIA または Mouse 

Chia の最大活性をそれぞれ 100% に設定したときの相対活性で示した。 
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サル CHIA の pH 安定性 

次に，サル CHIA の pH 安定性を解析した。 組換え CHIA は，buffer (Gly-HCl 

buffer, McIlvaine buffer) を用いてさまざまな pH 条件下で 60 分間，0°C，37°C，65°C 

でインキュベートした。インキュベーションした後，酵素活性を 37°C，pH 5.0，60 

分の条件でキチナーゼ活性を測定した。それぞれの活性は，実験で最も高い残存活

性を 100% としたときの相対値で示した。図 3.7.左 に示すように，サルの CHIA は酸

と塩基への耐性を示した。サル CHIA は，0°C での広い pH 条件下 (pH 1.0-pH 8.0) に

おける 1 時間のプレインキュベーションで安定であり，キチナーゼ活性の減少はみ

られなかった。 

一方，37°C では，酸と中性 (pH 1.0-pH 7.0) で安定であった (図 3.7.中央)。65°C で

は，サル CHIA は強酸 (pH 1.0-pH 2.0) で失活したが，pH 3.0 条件下では，失活しな

かった (図 3.7右)。したがって，大腸菌で発現させたサル CHIA は，酸性条件下で強

力な安定性を持つことが分かった。 

 

 

図 3.7. サル CHIA の pH 安定性。 

サル CHIA を 1 時間，0°C，37°C，65°C で，Gly-HCl buffer (pH 1.0-pH 3.0)と McIlvaine buffer (pH 

2.0-pH 8.0) 中にインキュベートした。赤: Gly-HCl buffer，青: McIlvaine buffer。示した pH にプレ

インキュベーションした後，残存活性を pH 5.0 (サル CHIA の至適 pH, McIlvaine buffer) 条件下で

測定した。キチナーゼ活性は，最も高いサル CHIA 活性レベルを 100%  に設定した場合の相対活

性を示しており，ブランク補正した。グラフの値は，三回測定した平均値で示した。 

 

サル CHIA の温度安定性 

次に，pH 2.0，pH 5.0，pH 7.0 でサル CHIA を 30°C-70°C で 30 分間プレインキュベ

ートした後，キチナーゼ活性測定を行い，サル CHIA の熱安定性を評価した。 残存

活性は，発色基質 4-NP-(GlcNAc)2 を使用して 37 °C，pH 5.0，60 分間で測定した。

それぞれの実験の最も高い残存活性を 100% としたときの数値で示した。pH 2.0 で
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は，サル CHIA は 55°C まで安定で，60°C でのプレインキュベーション後の残存活性

は 60% であった ( 図 3.8.左)。一方，pH 5.0，pH 7.0 では，サル CHIA は，pH 5.0 で 

70°C まで安定であった ( 図 3.8.中央)。さらに，80°C でのプレインキュベーション後

の残存活性は，pH 5.0 では，それぞれ 31% だった。pH 7.0 においては，40°C まで安

定であった (図 3.8.右)。サル CHIA は，30°C-70°C で安定であった。 

 

 

図 3.8. サル CHIA の温度安定性 

pH 2.0，pH 5.0，pH 7.0 (McIlvaine buffer) 条件下で，サル CHIA を 15 分間，30°C-80°C に，イン

キュベートした。赤: Gly-HCl buffer，青: McIlvaine buffer。氷冷後，残存活性を pH 5.0 (サル 

CHIA の至適 pH, McIlvaine buffer) 条件下で測定した。キチナーゼ活性は，最も高いサル CHIA 活

性レベルを 100% に設定した場合の相対活性を示しており，ブランク補正した。グラフの値は，

三回測定した平均値で示した。 

 

サル CHIA とマウス Chia による高分子キチンの分解 

次に，高分子キチン (P-キチン) を基質として，pH 2.0，pH 5.0，pH 7.0 (McIlvaine 

buffer) および 37°C，50°C，65°C 条件下で，サル CHIA またはマウス Chia とインキ

ュベートした。分解産物は，蛍光標識法を用いた糖電気泳動法 (FACE) によって分析

した [58]。各 pH および温度条件下で酵素によって生成された (GlcNAc)2 および 

(GlcNAc)3 を定量した  (図 3.9)。サル CHIA の分解産物のピーク (65°C，pH 5.0，

(GlcNAc)2) を 100%  にしたときの相対値で示した。37°C および 50°C では，pH 2.0 

および pH 5.0 両条件下において，サル CHIA により多くの (GlcNAc)2 が生成された 

(図 3.9.A)。このように，サル CHIA の至適 pH 条件が pH 5.0 であるにも関わらず，

pH 2.0 で多くの分解産物が生成された。一方，65°C では，(GlcNAc)2 および 

(GlcNAc)3 の生成量は，pH 5.0 条件下でピークに達した (図 3.9.B)。(GlcNAc)3 は，サ

ル CHIA とマウス Chia の両酵素のキチン分解で生成されたが，(GlcNAc)2 の生成量

には及ばなかった。すべての条件下で，サル CHIA はマウス CHIA よりも効率的にキ

チンを分解した。 
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図 3.9. サル CHIA とマウス Chia によるコロイダルキチンの分解 

(A) コロイダルキチンをサル CHIA またはマウス Chia と，pH 2.0，pH 5.0，pH 7.0 および 37°C，

50°C，65°Cでインキュベートした。生成された分解産物は FACE 法を用いて解析した。左端の

レーンに，キチンオリゴ糖のマーカーを示す。(B) (GlcNAc)2 と (GlcNAc)3 の定量データ。ピン

ク: サル CHIA，オレンジ: マウス Chia。サル CHIA の最大の分解産物量 (pH 5.0，65°C) を 100% 

に設定したときの相対値で示した。グラフの値は，三回測定した平均値で示した。 

 

 

第 4 節 考察 

キチナーゼは，さまざまな病態生理学的状態に関わるとされ，注目を集めている [12-24]。

本研究では，カニクイザル CHIA の強力な酵素活性と pHおよび熱安定性を示した。 

サル CHIAは pH 5.0 で最も強い活性を示し，pH 1.0-pH 7.0 で活性を保持していた (図

3.4.A)。第 2 章で，CHIA がカニクイザルの胃で大量に発現していることを明らかにした。サ

ル CHIA の pH に関する酵素活性の特徴は，カニクイザルの胃の pH 条件に適合している

と考えることができる。サルの胃の pH は，食後 pH 2.0 から pH 5.0-pH 7.0 にシフトすること

が知られている [53]。 

それぞれの至適 pH 条件下における活性を比較したとき，サル CHIA はマウス Chia より

も 3 倍活性が高く (図 3.4)，サル CHIA の活性はすべての pH 条件下で，マウス Chia よりも
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高かった (図 3.4 および 図 3.5)。CHIA の発現および活性レベルは，肉食性および草食性

の動物と比較して，雑食性の動物ではるかに高い [35]。サル CHIA はヒト CHIA より，50 倍

活性が高いことが報告されている [40]。しかし，サル CHIA の pH 依存性の特徴は，ヒト 

CHIA と類似していた [22,40,46]。 

サル CHIA は，至適 pH 条件 (pH 5.0) において，65°C で最も高い活性を示し，体温 

(37°C) よりも高い高温条件下 (50°C-70°C) で高い活性を示した (図 3.5)。この特徴は高分

子キチン基質の分解においても認められた (図 3.9)。プロリン残基が保存されていない α-グ

ルコシダーゼが，他の α-グルコシダーゼよりも熱安定性が大幅に低かったことから，プロリン

残基がタンパク質の熱安定性に影響を与えるということが報告されている [59]。プロリンのピ

リジン環が，隣接するアミノ酸残基の自由度を下げることが知られている。サル CHIA はマウ

ス Chia よりもプロリン残基が多いことから，強固な熱耐性を獲得したと考えられる。さらに，こ

の酵素の安定性は，強酸性条件下でもみられた (図 3.7 および 図 3.8)。本研究では，サル 

CHIA の詳細な酵素特性を明らかにし，不活化の条件も特定した。 

高分子キチンを基質としたとき，37°C および 50°C においてサル CHIA は，至適 pH 条

件の pH 5.0 よりも pH 2.0 条件下でより多くの分解産物を生成した(図 3.9)。サル CHIA を含

む CHIA タンパク質の活性中心 (DXXDXDXE モチーフ) は，酸性条件での基質結合と触

媒作用に不可欠な役割を果たしていると考えられており，187 番目の His が酸性条件にお

ける活性化に関与しているとされている [60]。高分子キチン分解と人工発色基質分解にお

けるキチナーゼ活性の特性の差の理由はまだ明らかにされていない。 

キトオリゴ糖は，特定の代謝性疾患に関与しており，さまざまな抗腫瘍および抗炎症活性

を有することが報告されている [27-29]。本章では，サル CHIA のキチナーゼ活性は，広範

囲の pH および温度条件下で高く，酸耐性および熱安定性を示した。これらの結果は，カニ

クイザル CHIA が農学および医学領域におけるキトオリゴ糖生産のための酵素の一つの選

択肢となる可能性を示した。 

 

 

第 5 節 要約 

本章では，カニクイザル CHIA を組換えタンパク質として大腸菌で発現し，よく

研究されているマウス Chia と比較し，酵素化学的性質を詳細に調べた。 

まず，カニクイザル CHIA の pH 依存性を検討した。カニクイザル CHIA は，37°C 

条件における至適が pH 5.0 であり，pH 2.0，pH 7.0 条件下においても強いキチナー

ゼ活性を有していた。カニクイザル CHIA は，マウス Chia よりも，pH 2.0 において

は 2 倍，pH 5.0 においては 16 倍，pH 7.0 においては 10 倍活性が強かった。また，

両酵素の至適条件下におけるキチナーゼ活性 (カニクイザル CHIA: pH 5.0，マウス 

Chia: pH 2.0) を比較したところ，カニクイザル CHIA が 3 倍の強さの活性を示した。

以上の結果から，すべての pH 条件下においてカニクイザル CHIA の活性はマウス 

Chia よりも高いことが分かった。次に，カニクイザル CHIA の温度依存性を検討し
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たところ，pH 5.0 条件下における至適温度は 65°C であった。pH 2.0 においては，マ

ウス Chia は 55°C で最大活性を示し，そこから活性の強さが減少しているのに対

し，カニクイザル CHIA は 65°C でも高いキチナーゼ活性を保持していた。さらに，

酸耐性を有し， pH 5.0 においては 70°C まで安定であった。 

最後に，カニクイザル CHIA で高分子キチン (P-キチン) の分解を行い， FACE 法

で解析した。カニクイザル  CHIA，マウス Chia はともに，高分子キチンを分解し，

主に (GlcNAc)2 を生成した。カニクイザル CHIA は，高温条件下 (50°C および 65°C) 

でより高いキチン分解活性を示した。また，すべての条件下でマウス Chia よりも，

より多くの分解産物を生成した。カニクイザル CHIA の高分子キチンに対する活性

は，低分子人工発色基質に対する活性と同様の特徴を示した。 

このように，カニクイザル CHIA が様々な条件下で強い活性を有する頑強な酵素であ

ることを明らかにした。 
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第 4 章 カニクイザル酸性キチナーゼによるキチンおよびキトサンの分

解 

第 1 節 序論 

キチンまたはキトサンが分解されて生成するキトオリゴ糖には，抗菌，抗腫瘍，

抗炎症作用や薬物伝達などの生理活性が報告されている [28-30]。キトオリゴ糖を得

る方法は，化学処理による分解と酵素による加水分解が知られている [31,32]。ほ乳

類由来の酵素を使用したキトオリゴ糖の調製は，生物医学的領域における利用の際

に，安全性とプロセス制御の単純さの観点から，価値を高める可能性が考えられる

[33]。第 3 章では，カニクイザル CHIA が様々な条件下で強い活性を有する頑強な酵

素であることを明らかにした。そこで，生理活性をもつことが知られているキトオリゴ糖の

生産へのカニクイザル CHIA の利用を検討した。本章では，カニクイザル CHIA による

高分子基質分解の条件検討を行い，キチンおよびキトサン (キチンの脱アセチル化

体) を分解したときに生成されるキトオリゴ糖を解析した。 

 

 

第 2 節 実験材料と実験方法 

大腸菌用発現ベクターの構築 

サル CHIA は，第 3 章にて報告した pEZZ18/pre-ProteinA-monkey CHIA-V5-His を発

現ベクターとして用い た (第 3 章．第 2 節 実験材料と方法) 。  

 

組換えサル CHIA サルの調製と SDS PAGE とウエスタンブロッティングによる解析 

SDS polyacrylamide gel electrophoresis PAGE およびウエスタンブロッティングは，

第 3 章にて 記載した方法で行った (第 3 章．第 2 節 実験材料と方法)。 

 

高分子キチンおよびキトサン基質の分解 

基質として，三種類のキチン (結晶性 α-キチン，コロイダルキチン，P-キチン) と

二種類のキトサン (ブロック型キトサン，ランダム型キトサン) を使用した。エビ殻

キチン由来の結晶性 α-キチンは，Sigma-Aldrich 社から購入した。コロイダルキチン

は，先行研究で結晶性 α-キチンから調製されたものを使用した [57]。 P-キチンは高

分子キチン [P-CHITN] (Megazyme 社) を使用した。脱アセチル化度 (Degrees of 

deacetylatin, DD) 69% のブロック型キトサン (不均一に脱アセチル化) はフナコシ株式

会社からの供与品を使用した。ランダム型キトサン (DD 70%) は，FLEXICHEM 社か

ら購入した。基質 (1 mg/reaction) を，pH 2.0 または pH 5.0 (McIlvaine buffer) 条件下

で，組換えサル CHIA と全量 50 μL の反応液中で，50°C で，1，3，5，24，48，72 

時間インキュベートした。分解産物の解析は，第 3  章にて記載した方法で行った 
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(第 3 章．第 2 節 実験材料と方法)。 

 

 

第 3 節 実験結果 

高温条件下におけるサル CHIA のキチン分解 

生体内条件 (37°C) と高温条件 (50°C) でのキチン分解性を比較した。pH 5.0 

(McIlvaine buffer) 条件下，37°C または 50°C で，結晶性 α-キチンをサル CHIA とイン

キュベートした (図 4.1.A および 図 4.1.B)。反応は，1, 5, 24 時間で行った。サル 

CHIA は，結晶性 α-キチンを分解し，主に (GlcNAc)2  を生成した。生成された 

(GlcNAc)2 を定量したところ，37°C よりも 50°C 条件下で，分解産物量が多かった。

1 時間 および 5 時間のキチン分解における (GlcNAc)2 の生成量は，50°C での反応で 

37°C 反応の約 2 倍だった。24 時間の分解でも，(GlcNAc)2 は 37°C より 50°C で明ら

かに多く検出された。 

次に，50°C における，サル CHIA による結晶性 α-キチンの分解産物量の経時変化

を調べた (図 4.1.C および 図 4.1.D)。反応は，それぞれ，1，3，5，24，48，72 時間

で行い，生成された (GlcNAc)2 を定量した。分解産物量は，1 時間から 72 時間まで

増加し続け，長時間反応でより多くの分解産物を得ることができた。これは，サル 

CHIA が不活性化することなく，高温条件下で長時間キチンを分解し続けることを示

した。 
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図 4.1. 高温条件下におけるサル CHIA のキチン分解 

(A) 37°C および 50°C での結晶性 α-キチンの分解結果。pH 5.0，37°C または 50°C 条件下で，結

晶性 α-キチンとサル CHIA を 1, 5, 24 時間インキュベートした。 (B) 各温度，各時間の分解によ

り主に生成された (GlcNAc)2 の定量結果。(C) 50°Cにおけるキチン分解産物量の経時変化。50°C 

条件下で，結晶性 α-キチンとサル CHIA を 1, 3, 5, 24, 48, 72 時間インキュベートした。(D) 各時間

の分解により生成された (GlcNAc)2 の定量結果。どちらも得られた分解産物を FACE法で分析し

た。左端のレーンに，キチンオリゴ糖のマーカーを示す。(B) および (D) の結果は，(A) および 

(C) の各バンドを定量し，相対値で示した。グラフの値は，三回測定した平均値で示した。 

 

サル CHIA によるキチン基質の分解 

サル CHIA によるキチン分解で生成される分解産物を FACE 法で解析した。キチ

ン基質をサル CHIA と，pH 2.0 または pH 5.0 および 50 °C 条件下でインキュベート

した。キチン基質には，結晶性 α-キチン，コロイダルキチン，P-キチンを使用し

た。反応時間は，1，3，5，24，48，72 時間で行った。サル CHIA は，pH 2.0 および 

pH 5.0 条件下で，すべてのキチン基質から (GlcNAc)2 を主に生成した (図 4.2)。 

結晶性 α-キチンの分解では，pH 5.0 における分解で長時間反応になるにつれ，分

解産物が増加した (図 4.2.A)。pH 2.0 よりも pH 5.0 条件下で，(GlcNAc)2 を多く生成

した。 



35 

 

コロイダルキチンの分解では，pH 2.0 および pH 5.0 の両条件下で，サル CHIA に

よって生成される (GlcNAc)2 は，反応とともに増加した (図 4.2.B)。サル CHIA は，

pH 2.0 よりも pH 5.0 条件下で，わずかに多く分解産物を生成した。 

P-キチンの分解からは，他のキチン基質と同様に (GlcNAc)2 が主に生成されたが，

(GlcNAc)3 もわずかに検出された。P-キチンの分解産物は，他のキチン基質よりも圧

倒的に多く，pH 2.0 および pH 5.0 で，大量の  (GlcNAc)2
 が生成された。 

 

図 4.2. サル CHIA によるキチン基質の分解 

キチン基質を，pH 2.0 または pH 5.0，50°C 条件下で，サル CHIA と 1, 3, 5, 24, 48, 72 時間インキ

ュベートした。 基質として結晶性 α-キチン (A)，コロイダルキチン (B)，P-キチン (C) を使用し

た。 得られた分解産物は FACE 法で分析した。左端のレーンに，キチンオリゴ糖のマーカーを

示す。 
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サル CHIA によるキトサン基質の分解 

キトサンは，キチンの脱アセチル化体である [61]。不均一に脱アセチル化された

キトサンをブロック型キトサン，均一に脱アセチル化されたものをランダム型キト

サンと呼ぶ [25,26]。ミールワームの幼虫またはハエの羽を，トリ，ブタ，マーモセ

ットの胃腸条件で処理すると，キトオリゴ糖が検出されている [45,49-50,54]。また，

マウス Chia によるランダム型キトサンの分解で，生理活性を有するキトオリゴ糖を

効率よく入手できることも報告されている [37]。 

キトサン基質をサル CHIA と，pH 5.0 (MacIlvaine buffer) および 50°C 条件下で，

1，3，5，24，48，72 時間インキュベートした。脱アセチル化度が 69% のブロック

型キトサンと，脱アセチル化度が 70% のランダム型キトサンを分解した。サル 

CHIA は，キトサンからさまざまなキトオリゴ糖を生成した (図 4.3)。両キトサン基

質の分解において，分解産物量は pH 5.0 よりも pH 2.0 条件下で多かった。 

 

 
図 4.3. サル CHIA によるキトサン基質の分解 

キトサン基質を，pH 2.0 または pH 5.0，50°C 条件下で，サル CHIA と 1, 3, 5, 24, 48, 72 時間イン

キュベートした。 基質としてブロック型キトサン (A) とランダム型キトサン (B) を使用した。 

得られた分解産物を FACE 法で分析した。左端のレーンに，キチンオリゴ糖のマーカーを示す。 
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サル CHIA のブロック型キトサン の分解について，pH 2.0 では，主に (GlcNAc)2 

を生成し，次いで，(GlcNAc)6，(GlcNAc)3 が多く生成された。pH 5.0 では，

(GlcNAc)3 が主に生成され，次いで (GlcNAc)6，(GlcNAc)2 が多く生成された(図 

4.3.A)。 pH 2.0 では，長時間反応で他のキトオリゴ糖も多量に検出された。pH 2.0 お

よび pH 5.0 両条件下において，反応時間が長くなるにつれて，より多くの分解産物

が生成された。サル CHIA のブロック型キトサン分解による分解産物生成のパター

ンは，pH 2.0 と pH 5.0 条件下で異なっていた。 

ランダム型キトサンの分解について，短時間反応で，pH 2.0 条件下では主に 

(GlcNAc)2 と (GlcNAc)3 を生成し，pH 5.0 条件下では (GlcNAc)2 と (GlcNAc)6 を主に

生成した (図 4.3.B)。両 pH 条件下ともに，長時反応で，他のキトオリゴ糖も大量に

生成した。ランダム型キトサンの分解産物量は，ブロック型キトサンに比べて圧倒

的に多かった。 

 

サル CHIA によりキチンおよびキトサンから生成されたキトオリゴ糖の比較 

最後に，同条件下で 三 種類のキチンと二種類のキトサンを分解した。基質は， 

pH 5.0 (McIlvaine buffer) および 50°C 条件下で，72 時間インキュベートした。各基質

からの分解産物量を比較した (図 4.4.A および 図 4.4.B)。分解産物は，キチンよりも

キトサンから多く得られた。(GlcNAc)2 は，結晶性 α-キチンおよびコロイダルキチン

よりも P-キチンの分解で圧倒的に多く生成された。キトサンは，ブロック型よりも

ランダム型の分解で分解産物が多く検出された。サル CHIA による各基質の分解か

ら得られるキトオリゴ糖を図 4.4 に示した。すべてのキチンおよびキトサン基質か

ら， (GlcNAc)2 が多く得られた。サル CHIA によるキトサン分解では多様な分解産物

が生成された。また，分解産物の生成パターンは基質によって異なった。さらに，

すべてのキチンおよびキトサンの分解産物は，高温条件下での長時間のインキュベ

ーションで増加した。 



38 

 

 

図 4.4. サル CHIA によるキチンおよびキトサンで生成されるキトオリゴ糖 

五種類の基質を，pH 5.0，50°C 条件下で，サル CHIA と 72 時間インキュベートした。 基質に

は，三種類のキチン (結晶性 α-キチン，コロイダルキチン，P- キチン) と二種類のキトサン (ブロ

ック型キトサン，ランダム型キトサン) を使用した。(A) キチンおよびキトサンの分解結果を示

した。得られた生成物を FACE法で分析した。左端のレーンに，キチンオリゴ糖のマーカーを示

す。(B) 各基質の分解により生成されたキトオリゴ糖の定量結果。(A) の各バンドを定量し，相

対値で示した。グラフの値は，三回測定した平均値で示した。(C) キチンおよびキトサンの分解

によって生成されたキトオリゴ糖。生成されたキトオリゴ糖は丸で示した。 
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第 4 節 考察 

キチンは地球上で二番目に豊富な多糖であり，キトサンはその脱アセチル化誘導

体である [61-64]。キトオリゴ糖は，医学領域では抗菌，抗腫瘍，抗炎症作用や薬物

伝達といった生理活性をもち，農学領域ではバイオ肥料の植物成長刺激剤として重

要な役割を果たすことが報告されている [27-30,65-66]。キトオリゴ糖の生成には，

化学処理または酵素による加水分解が知られている [31,32]。酵素処理によるキトオ

リゴ糖の調製は，安全性とプロセス制御の面で，生成されるキトオリゴ糖の価値を

高めるとされ注目されている [33]。 

カニクイザル CHIA は，酸性条件下において， 37°C よりも高温条件 (50°C) でキチ

ンとキトサンをより効率的に分解することを示した (図 4.1.A および 図 4.1.B)。カニ

クイザル CHIA によるキチンおよびキトサンの分解について，72時間までの長時間

のインキュベーションの後，より多くの多様なキトオリゴ糖が生成された (図 4.2 お

よび 図 4.3)。さらに，サル CHIA は，P-キチンとランダム型キトサンの分解でより

多くの (GlcNAc)2 とキトオリゴ糖を生成した (図 4.4)。このように，酸性および高温

条件下でのカニクイザル CHIA によるキチンおよびキトサンの分解は，(GlcNAc)2 お

よびキトオリゴ糖を効果的に生成した。さらに，反応時間，pH，温度，基質の変更に

より，キチンおよびキトサンの分解パターンは制御され，特定のオリゴマーの取得が可能で

あることが示唆された。 

分解する基質の構造の違いにより，生成されるキトオリゴ糖に違いが認められ

た。脱アセチル化度の違いは，生成される分解産物に影響した。α-キチンよりも脱

アセチル化度が高い β-キチンからは，より多くの分解産物が生成されたことが報告

されている [37,67]。このことから，脱アセチル化度に依存し，三種のキチン基質に

おいても分解産物量に差が生じたと考えられる  (図 4.2 および 図 4.4)。さらに，マウ

ス Chia による分解産物がブロック型キトサンとランダム型キトサンで大きく異なる

ことを報告した [37]。ブロック型キトサンは，高度に脱アセチル化された領域 

(GlcN-rich 領域) を持っている。一方，ランダム型キトサンでは，GlcNAc および 

GlcN が散在している。サル CHIA も GlcNAc に富む領域を優先的に分解しており，

ランダム型キトサンからより多様なサイズのキトオリゴ糖を生成していると考えら

れる。したがって，ブロック型キトサンとランダム型キトサンで異なる 

GlcNAc/GlcN 比率のキトオリゴ糖が生成され，それが分解産物の生成量にも影響し

ていると考えた (図 4.3 および 図 4.4)。 

本研究では，キチンとキトサンから生成されたキトオリゴ糖を  FACE  法で解析し

た。この手法は，Wakita らがキトオリゴ糖の分析，定量のために開発した [58]。キ

トオリゴ糖の FACE 法による解析ではいくつかの利点がある。それらは，操作が簡

便で，感度が高く，定量性があり，実験コストが低いことである。本実験では，

FACE 法を使用して非常に少量のオリゴ糖を検出し，定量した。ただし，FACE 法で

は GlcNAc/GlcN 比率を含む詳細なキトオリゴ糖の構造を分析することはできない。
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今後の応用利用を考えたとき，質量分析 (MS) および核磁気共鳴 (NMR) 分光法を組

み合わせた分解産物の構造分析が必要となるだろう。 

先行研究では，ほ乳類や鳥類におけるさまざまな Chia が報告されている [7, 45, 

49-50, 54,68]。それらの Chia 酵素と比較したとき，サル CHIA には 三つの優れた点

がある。一つ目は，サル CHIA は，広い pH 条件下で非常に強い活性を有するほ乳類

キチナーゼであること [69]。二つ目は，高温条件下においても不活性化せず，キチ

ンを効率的に (GlcNAc)2 に分解したこと (図 4.1)。三つ目は，サルの CHIAは，pH 

2.0 だけでなく pH 5.0 条件下でもキチンおよびキトサン基質を分解して，(GlcNAc)2 

とキトオリゴ糖を生成したこと (図 4.2 および 図 4.3)。このように，サル CHIA はキ

チンとキトサンからキトオリゴ糖を生成する酵素として優れた特性を有していた。 

マウスは雑食性動物であり，マウス Chia は胃で高く発現されるプロテアーゼ耐性

をもつ酵素で，キチンとキトサンを分解することができる [37,41,45]。最近，Pichia 

pastris におけるマウス Chia の発現とその工業的な利用についての研究が報告された 

[70]。組換えマウス Chia の収量を改善し，組換えマウス Chia が (GlcNAc)2 の生産に

有用であることが報告されている。 カニクイザルも雑食性動物であり，カニや昆虫

などのキチン含有生物を食す。 サル CHIA はマウス Chia よりも強いキチナーゼ活性

を有し，幅広い pH 条件下での活性保持と熱安定性を示すことが報告されている 

[69]。このように，カニクイザル CHIA は，マウス Chia と同等もしくはそれ以上

に，pH 2.0および pH 5.0 といった強酸性および弱酸性条件下において，高温条件下

でキチンとキトサンを効果的に分解すると考えられる。カニクイザル CHIA におい

ても，収量の向上は課題の一つである。 

キトオリゴ糖は，農学領域では植物の成長を促進することが報告されている。低

分子量のキチンオリゴ糖 (GlcNAc)2-4 による，シロイヌナズナにおける植物の成長・

発達，炭素および窒素の代謝に関連する遺伝子誘導が報告されている [65]。カニク

イザル CHIA は，酸性および高温条件下でキチンとキトサンから (GlcNAc)2 とキトオ

リゴ糖を効率的に生成した (図 4.2 および 図 4.3)。さらに，キトオリゴ糖には塩分ス

トレス下でコムギの成長を促進することも報告されている [66]。特に，(GlcNAc)6-8 

はより強い活性を示した。カニクイザル CHIA によるブロック型キトサンおよびラ

ンダム型キトサンの分解で，(GlcNAc)6 は多量に生成された (図 4.3)。 

ニワトリ Chia またはブタ Chia によるキチン含有性物であるミールワームの殻また

はハエの羽を分解したとき，キトオリゴ糖が検出された [49-50]。天然および組換え

のブタ Chia はキトサンを分解してキトオリゴ糖を生成した [67]。さらに，マウス 

Chia は，ブロック型キトサンより，ランダム型キトサンからより多様なキトオリゴ

糖を生成することが示された [37]。カニクイザル CHIA も，キトサンを分解し多様

なキトオリゴ糖を多量に生成した (図 4.3)。また，これらの結果から，カニクイザル

においても，部分的にキチンが脱アセチル化されたキトサンの CHIA による分解が

生体内で起こることで，キトオリゴ糖が生成される可能性が考えられる。さらに，
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キトオリゴ糖には，抗菌，抗腫瘍，抗炎症効果，薬物伝達などの生理活性が知られ

ている [27-30]。重合度が 10未満のキトオリゴ糖は，一般的に水溶性であり，幅広い領域

で価値を有する物質であるとされている。これらのことから，カニクイザル CHIA を使

用して生成されたキトオリゴ糖は，動物において生物医学的用途に使用できること

が考えられる。本章では，医療目的のキトオリゴ糖の生産にカニクイザル CHIA を

利用することを提案する (図 4.5)。 

CHIA は喘息と肺線維症に関連するとされており，ヒト CHIA の R61M 置換は喘息

に作用することが報告されている [21]。ヒトにおける CHIA の発現レベルは非常に

低く，そのキチン分解活性も非常に低いことが明らかにされている [22,42]。ヒト 

CHIA のキチナーゼ活性はマウス Chia よりもはるかに低いが，R61M 置換をヒト 

CHIA に導入すると活性が高まる [22]。Chia 欠損マウスを使用した研究では，キチン

が気道に蓄積し，肺線維症を引き起すことを示した [13]。一方，Chia のトランスジ

ェニック過剰発現は，症状を改善した [23]。これらのデータは，キチナーゼ活性が

ヒトの肺の喘息と肺線維症に強く関与していることを示唆した。カニクイザル CHIA 

はヒト CHIA との相同性が高いため，キトオリゴ糖生産への利用のみならず，肺疾

患における投与治療の酵素としての可能性をもつことが考えられる (図 4.5)。 

本章では，カニクイザル CHIA が高温条件下でキチンとキトサンからキトオリゴ

糖を効率的に産生することを示した。さらに，カニクイザル CHIA によるキチンお

よびキトサンの分解から生成されるキトオリゴ糖を明らかにした。これらの結果

は，カニクイザル CHIA が農学および医学領域におけるキトオリゴ糖を生産におい

て有望な酵素であることを示す。 
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図 4.5. 高温条件下でのサル CHIA による効率的なキチンおよびキトサンの分解 

カニクイザル CHIA は，高温条件下でキチンおよびキトサン基質を効率的に分解し，キトオリゴ

糖を生成した。 高温条件における基質分解は効率を高めた。サル CHIA は，キチンを (GlcNAc)2 

に分解し，キトサンからは多様なキトオリゴ糖を生成した。カニクイザル CHIA は，農学および

医学領域で利用可能なキトオリゴ糖を生産するための有望な酵素である。 
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第 5 節 要約 

本章では，カニクイザル CHIA による高分子基質分解の条件検討を行い，キチン

およびキトサン (キチンの脱アセチル化体) を分解したときに生成されるキトオリゴ

糖を解析した。生理活性をもつことが知られているキトオリゴ糖の生産へのカニク

イザル CHIA の利用可能性を検討した。 

まず，カニクイザル CHIA に 70°C までの熱耐性があったことから，高分子基質分

解の温度条件を検討した。カニクイザル CHIA は，至適 pH 条件である pH 5.0 にお

いて，生体内条件 (37°C) よりも高温条件下 (50°C) でより多くの分解産物を生成し

た。さらに，50 °C における長時間反応でも，カニクイザル CHIA は失活することな

く基質分解を続けた。 

次に，50°C，pH 2.0 または pH 5.0 条件下で，結晶性 α-キチン，コロイダルキチ

ン，P-キチン，ブロック型キトサン，ランダム型キトサン五種類の基質をカニクイ

ザル CHIA を用いて分解し，FACE 法で解析した。 

キチン基質からは，主に (GlcNAc)2 が生成された。どのキチン基質に関しても，

反応時間の増加と共に，分解産物量が増加した。キチン基質に関しては，P-キチン

でより多くの分解産物が生成された。 

キトサン基質からは，多様なキトオリゴ糖が生成された。どのキチン基質に関し

ても，反応時間と共に，分解産物量が増加し，さらに，得られるキトオリゴ糖のパ

ターンも変化した。分解するキトサン基質の種類，pH 条件が得られるキトオリゴ糖

の差に影響した。また，キトサン基質に関しては，ランダム型キトサンでより大量

な分解産物が生成された。 

このように，カニクイザル CHIA によるキチンおよびキトサンの分解では，高温

条件下における反応でより多くのキトオリゴ糖を得ることができた。また，得られ

る分解産物のパターンは，分解する基質および pH 条件により，異なることが明らか

になった。以上のことから，カニクイザル CHIA のキトオリゴ糖生産における有用

性を示し，その利用の際に必要となる情報を提供した。 
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第 5 章 総合考察 

キチンは，地球上で二番目に多く存在する多糖で，未利用バイオマスである 

[1,2,61-64]。キチンとその脱アセチル化体のキトサンが分解されるとキトオリゴ糖が

生成される [61]。そのキトオリゴ糖には，農学領域における植物成長刺激作用，医

学領域における抗菌，抗腫瘍，抗炎症作用といった幅広い領域での生理活性が報告

されている [27-30,65-66]。キトオリゴ糖の生成には，化学処理または酵素による加

水分解法が知られており [31,32]，生物医学的用途におけるキトオリゴ糖の調製は，

安全性とプロセス制御の観点から，酵素により生成されることでキトオリゴ糖価値

が高まるとされる [33]。本研究では，キトオリゴ糖生産における有望な酵素として

カニクイザル CHIA に着目し，遺伝子発現および酵素特性の解析を行った。 

CHIA は，ほ乳類キチナーゼの一つであり，その発現と活性および遺伝的変異が喘

息に関連することから注目されている [12,19-22]。Chia 欠損マウスにおいて，老齢化

マウスでは線維性肺疾患が発症したことから，気道において正常な肺機能保持のた

めの重要な役割を果たし，疾患を予防することが明らかにされた [23,71]。また，雑

食性の動物における CHIA は活性と発現が高く，胃においてプロテアーゼ耐性もつ

消化酵素として働くことも報告されている [45,49-50,54]。 

そこで，私は，名前の通り「カニ」を食す雑食動物のカニクイザルは，「胃におい

て高いレベルで CHIA を発現しており，その酵素活性は非常に強いのではないか」

と考えた。 

カニクイザルは，薬の安全性，効果を確認するための医薬品開発の臨床試験の前

段階の過程でよく使用される非ヒト霊長類動物モデルの一つである [38]。しかし，

カニクイザルにおける遺伝子および酵素を含む生物・医学的な情報は不足している 

[38,40]。 

カニクイザルにおいて，CHIA を含むキチナーゼの遺伝子発現解析および CHIA の

酵素特性を解析することは，カニクイザル CHIA の応用利用の検討だけではなく，

生体内における CHIA の機能的役割の解明のための手がかりやカニクイザルを利用

した生化学的実験において重要なデータを提供することができるだろうと考えた。 

第 2 章では，qPCR を用いて，カニクイザルにおけるキチナーゼ遺伝子発現解析を

行った。他の雑食動物と同様に [45,49-50,54]，CHIA mRNA は，主にカニクイザルの

胃で発現していた (図 2.4.A)。その発現レベルは，GAPDH よりも高く，胃粘膜の主

成分である Pep C に匹敵していたことから，CHIAはサルの胃における主要な転写産

物であった (図 2.5.A)。さらに，その サル CHIA の発現レベルを評価するために，サ

ル-マウス-ヒト間で遺伝子発現解析を行った。大量発現が報告されているマウス 

CHIA [41,42] と同等に，サルは胃で CHIA を発現していた (図 2.6)。しかし，ヒトで

は非常に低かった。肺ではサルとヒトの CHIA mRNA の発現パターンが類似してい

るのに対し，マウス CHIA mRNA レベルが両方の霊長類と比較して有意に高いこと
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を示した (図 2.7)。サルの肺抽出液から最も高いキチン分解活性が検出された (図 

2.8.B)。このように，キチナーゼ遺伝子発現は種により異なっていた。これらの結果

は，特定の疾患の実験をする際，動物モデルを選択するのに重要な情報であり，動

物モデルを介した実験の種間におけるデータの取り扱いには注意が必要であること

を示した。さらに，この mRNA 発現レベルの種間差は，サル，マウス，ヒトの胃お

よび肺のキチナーゼ活性の種間差に反映されていた (図 2.8)。また，CHIA が大量に

発現していたサルの胃からは，非常に強い活性が検出されたことから，サル CHIA 

が非常に強い活性を有することが示唆された。 

第 3 章では，第 2 章で胃における大量発現が明らかにされたサル CHIA の酵素化学的

性質の解析を行った。まず，pH 依存性を検討したところ，サル CHIAは pH 5.0 で最も強い

活性を示し，pH 1.0-pH 7.0 で活性を保持していた (図 3.4.A)。また，その活性は，マウス 

Chia よりも非常に高かった (図 3.4.B)。至適温度についても，至適 pH 条件 (pH 5.0) 下で

は， 65°C と非常に高く，pH 2.0 および pH 5.0 条件下では，高温条件下 (50°C-70°C) でより

高い活性を示した (図 3.5)。また，サル CHIA の活性はすべての pH 条件下で，マウス Chia 

よりも高かった (図 3.4 および 図 3.5)。さらに，酸耐性であること (図 3.6)，pH 2.0 および pH 

5.0 条件下では熱安定性をもつこともわかった (図 3.7)。本研究では，サル CHIA の詳細な

酵素特性を明らかにし，不活化の条件も特定した。このように，サル CHIA のキチナーゼ活

性は，広範囲の pHおよび温度条件下で高く，酸耐性および熱安定性を示し，工業利用に

おけるサル CHIA の有用性を高めた。さらに，詳細な性質を明らかにすることで応用利用の

際の条件検討に必要な情報を提供した。 

第 4 章では，第 3 章で工業利用の可能性が見出されたサル CHIA がキトオリゴ糖生産の

ための酵素として有望であるかを検討した。サル CHIA が熱に対する耐性を有すること

から，高温条件下の分解によるキトオリゴ糖生成の効率化を考えた 37°C と 50°C 条

件下における，結晶性 α-キチンの分解産物量を比較した。サル CHIA は，ほ乳類の

酵素であるにもかかわらず，50°C でより効率的に結晶性 α-キチンを分解した (図 

4.1.A および 図 4.1.B)。さらに，サル CHIA による結晶性 α-キチンの分解産物は，失

活することなく 1 時間から 72 時間まで増加しつづけた (図 4.1.C および 図 4.1.D)。この

結果に基づき，50°C 条件下において，サル CHIA で様々なキチン基質とキトサン基質を

分解した。すべてのキチン基質から，サル CHIA は (GlcNAc)2 を主に生成した (図 

4.2)。キトサンの分解では，様々な長さのキトオリゴ糖が得られた (図 4.3)。また，

キチンとキトサンから得られた分解産物の量と種類を比較した (図 4.4)。得られたキ

トオリゴ糖のパターンや産物量は，分解の基質，pH 条件，反応時間に依存してい

た。これらの結果は，高温条件によるサル CHIA のキトオリゴ糖生成の効率化を示

し，サル CHIA の応用利用の際の基質選択や条件検討に必要な情報を提供した。 

CHIA で最も活性が高いとされていたマウス Chia よりも明らかに活性を示した本

研究の結果からは，カニクイザル CHIA が最も強いキチナーゼ活性を有していると

結論づけた。カニやエビなどの甲殻類の殻の主要構成成分がキチンであり，脱皮で
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はキチンが分解されることから，これらの生物がもつキチナーゼは非常に高い活性

を有する可能性も考えられる。バナメイエビについては，NCBI のデータベースに 

chitinase (accession number ROT65546.1) が登録されていた。このキチナーゼは，カニ

クイザル CHIA および カニクイザル CHIT1 双方と，類似性が約 60%，同一性が約 

40% であった。工業，医療，農業の領域におけるキチナーゼの利用のための甲殻類

のキチナーゼの研究は有望であると考えられる。 

本研究では，まず，カニクイザルにおいて，CHIA の遺伝子発現解析および酵素特

性の解析を行った。そこで，サル CHIA の『非常に強い活性を有し幅広い条件下で

その活性を保持する』という優れた性質に着目し，キトオリゴ糖生成への利用の検

討を行った。本研究では，未利用バイオマスであるキチンの有効利用のために，キ

トオリゴ糖生産へのカニクイザル CHIA の利用を提案した。また，非ヒト霊長類で

あるカニクイザルにおいて，様々な疾患や生理現象に関わる CHIA の詳細な遺伝子

発現および酵素特性を明らかにした。これは，生体内における CHIA の機能解明の

手がかりとなり得る。このように本研究では，農学，医学，工学と幅広い領域の発

展に貢献するデータを提供した。 
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第 6 章 結論 

本研究では，カニクイザル CHIA の遺伝子発現および酵素化学的性質の解析を行

った。 

まず，CHIA mRNA がカニクイザルの胃で特異的に発現していることを明らかにし

た。CHIA はカニクイザルの胃における主要な転写物であり，その発現レベルはマウ

スおよびヒトにおけるキチナーゼの発現と比較しても高かった。このことから，カ

ニクイザルは胃で CHIA を大量に発現していることが分かった。 

次に，カニクイザル CHIA を大腸菌組換えタンパク質として発現し，その酵素化

学的性質を明らかにした。カニクイザル CHIA は，マウス Chia に比べ，幅広い pH 

および温度条件下で強い活性を有し，pH 安定性，熱耐性をもつ，頑強な酵素である

ことを明らかにした。また，高分子キチンに対してもその優れたキチン分解特性を

示した。これらのことから，カニクイザル CHIAは様々な条件下で強い活性を有す

る優れた酵素であることが分かった。 

最後に，カニクイザル CHIA の工業利用への可能性を検討した。カニクイザル 

CHIA が熱耐性を示したことから，高温条件下での高分子基質分解を検討した。カニ

クイザル CHIA は，37°C (霊長類の体温) よりも高温 (50°C) 条件下で多量に分解産物

を生成した。カニクイザル CHIA のキチン・キトサン分解により得られるキトオリ

ゴ糖は，分解する基質の種類，pH 条件により，異なることを明らかにした。これら

のことは，カニクイザル CHIA を利用した効率的なキトオリゴ糖の生産が可能であ

ることを示した。 

以上の研究成果は，「カニクイザル CHIA は幅広い pH 条件下で高い活性を有する

頑強な酵素」であることと，「カニクイザル CHIA のキトオリゴ糖生産への応用」の

可能性を示した。本研究成果は，膨大に存在するバイオマス資源であるキチンの利

用において，カニクイザル CHIA が有望な酵素であることを強く示唆した。 
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