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　　　　　　　キチンの利用に関する研究

一主として酵素による構成糖およびその誘導体の生産法一
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　キチンは、N一アセチルグルコサミンがβ一1，4結合した多糖類の一種で、力二、エビ等

の甲殻類、カブトムシ、コオロギ等の昆虫類、その他、シイタケ、菌類等の細胞壁の構成

成分として含まれ、植物界におけるセルロースのように生物体の支持や防護の役割を担っ

ている。また、キチンの脱アセチル体であるグルコサミンのポリマーをキトサンと称して

いる。それらの構造を下図に示す。

…一
　　　　　NHCmx3

（iH20H

　o
OH　＞XO

　NHCncH　　　3

　　　　　　　　　　く　　　

n　　　　NH（PC　H　　　　　　　　　　　　　　　　NH
　　　　3　　　　　　　　　　　　　　　　2

ロ　　
2　0

0H　　　　　　O

　NH2

CiH20H

　　o
gU　」　一〇x．．．．

n　　　　NH
　　　2

　　　　　　　　キチン　　　　　　　　　　　　　　　　キトサン

　このキチンは、地球上で推定1000億トン／年も生物生産される大きく活用されるべき

未利用の天然資源として注目されている。とくに、海洋資源である力二、エビ、オキアミ

等の甲殻中には、カルシウムやタンパク質とともに主な構成成分として大量に含まれ、

また大量に入手し易いことから、その利用が一層期待されている。

　最近、キチンオリゴ糖やキトサンオリゴ糖に種々の生理活性が見出された。例えば、

ヘキサーN一アセチルキトヘキサオースがマウスに対して顕著な免疫機能増強作用や抗腫

瘍活性を示し1）、そして植物に対してはメロシのキチナーゼ活性誘導因子としてのエリシ

ター活性を有もていること2）や、カボチャのエチレン生成に関与する酵素活性を誘導する

こと3）を認めている。また、キトヘプタオースは、植物病原菌であるFusarium　solani

に対し抗菌活性を示し、さやえんどうの生産する抗菌物質ピサチンを誘導することを認め

ている4）。このように、これらオリゴ糖の機能には極めて興味深いものがある。

1
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　しかしながら、キチンオリゴ糖やキトサンオリゴ糖の生産は・従来の酸加水分解法ある

いはキチナーゼ、キトサナ一襲を用いた酵素法により試みられているが・効率的かつ大量

に生産できるまでには至っていない。

　そこで、筆者は、キチン、キトサンを加水分解して得られるオリゴ糖や単糖の利用は・

未利用資源としてのキチンの高度利用を達成するうえで極めて重要なことと考え・これら

オリゴ糖であるキチンオリゴ糖、キトサンオリゴ糖および単糖であるN一アセチルグルコ

サミン、グルコサミンの効率的生産法とその利用について検討した。

　筆者は、これらオリゴ糖の大量生産を目標として、第一章では・酸加水分解によるキチ

ンオリゴ糖およびキトサンオリゴ糖の効率的な生産法について検討し・また生産したキチ

ンオリゴ糖については、食品素材としての利用を考え、その特性を検討した。

　キチンの構成単位である単糖のN一アセチルグルコサミンはビフィズス菌増殖因子とし

て知られ5）、食品素材として期待される物質である。しかし、N一アセチルグルコサミン

の工業生産は、キチンを塩酸で完全加水分解して得られるグルコサミン塩酸塩を原料とし

て有機溶媒中で無水酢酸を用いてN一アセチル化する化学合成によって行われていること

から、国内では食品として容易に使用することができないのが現状である。これは、キチ

ンを原料として酸加水分解を行うとグリコシド結合の加水分解と同時にN一アセチルグル

コサミン残基のアセチル基も分解されく一グル三サミン塩酸塩が生成することに起因してい

る。このようなご．とから1キヂン分解酵素であるキチナーゼやβ一N一アセチルグルコサ

ミニダ一襲を用いたキチンオリゴ糖やN一アセチルグルコサミンの生産が試みられている。

しかしながら、・キチンが水に不溶であることから、その酵素反応は著しく遅く、工業生産

を行うまでには至っていない。

　そこで、第二章では、キチンを酸により部分加水分解して得られる水可溶性のキチンオ

リゴ糖を用い、キチン分解酵素の研究過程において見出したNocardia　orientalisの生産

2
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するキチナーゼとβ一N一アセチルヘキソサミニダーゼを固定化し・バイオリアクターに

よるN一アセチルグルコサミンの連続生産を試みた。

　一方、グルコサミンは、キトサンの構成単位であるが・前述したようにキチンを塩酸で

完全に加水分解してグルコサミン塩酸塩の形で工業的に製造され・化学合成原料や医薬品

原料として用いられている有用な物質である。このようなグルコサミンの生産のための・

酸加水分解に代わる優れた方法として、キトサンの酵素分解法によるグルコサミンの生産

が考えられた。キトサンを分解する酵素としてはキトサナーゼが知られ・数多くの微生物

から見出されている。しかし、これらのキトサナーゼはキトサンを分解してキトサンオリ

ゴ糖を生成する典型的なエンド型酵素である6－15）。したがって・キトサンまたはキトサ

ンオリゴ糖を分解するエキソ型酵素を見出すことが強く望まれた。

　筆者は、N．　orientalisが、そのエキソ型酵素であるエキソーβ一D一グルコサミニダ

ーゼをキチン分解酵素（キチナーゼ、β一N一アセチルヘキソサミニダーゼ）とキトサナ

ーとともに生産することを見出すことができた。このことにより、キトサンの酵素による

完全分解を達成できるものと考え、第三章では、これら酵素の精製と諸性質について検討

し、酵素によるグルコサミンの生産を試みた。

　次に、N一アセチルグルコサミンの高度利用を目的とし、　N一アセチルグルコサミン残

基を含む有用物質のひとつであるN一アセチルラクトサミンの糖転移反応による酵素合成

を試みた。N一アセチルラクトサミン［Gal一β一（1－4）GlcNAc］は、ガラクトース（Ga1）と

N一アセチルグルコサミン（GlcNAc）がβ一1，4結合した二糖類で、ウシ初乳中に遊離状態

で比較的多量に存在し16）、また多くの人乳オリゴ山中の構成糖として含まれ17）、

その他、リボ多糖、各種の糖タンパク質および糖脂質の糖忌中に基本構造として

存在し18・19）、ビフィズス菌増殖因子5・2Z》はもとより生化学的にも非常に重要なオリゴ

糖である。しかしながら、未だ効率的な生産法が開発されていないことから、

3
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N＿アセチルラクトサミンは著しく高価であり・また試薬レベルでの供給しかできて

いない。

　そこで、第四章では、N一アセチルグルコサミンを受容体基質・ラクトースを供与体基

質として、N一アセチルラクトサミンを優先的1こ生成する糖転移活性の高いβ一ガラクト

シダ＿ゼの検索を行い、生化学的素材や食品素材として適するN一アセチルラクトサミン

の効率的生産法を検討した。また、N一アセチルアロラクトサミン（β一1・6結合異性体）

についても効率的生産法の開発を試みた。

4
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略　語

本論文において、

　　GlcNAc

　　GlcNAc2

　　GlcNAc3

　　GlcNAc4

　　GlcNAcs

　　GlcNAc6

　　GlcNAc7

　　PNP－GlcNAc

　　GlcN

　　GlcN2

　　GlcN3

　　　GlcN4

　　　GIcNs

　　　GlcN6

　　　PNP－GIcN

　　　Gal

　　　GalN　一

　　　NAL

　　　NAAL

　　　NAHase

次に示す略語は以下の物質を表すものとする。

　　　　　N－acetylglucosamine

　　　　　di－N－acety1－chitobiose

　　　　　tri一一N－acety1－chitotriose

　　　　　tetra－N－acety1－chitotetraose

　　　　　penta－N－acety1－chitopentaose

　　　　　hexa－N－acetyl－chitohexaose

　　　　　hepta－N－acety1－chitoheptaose

　　　　　p－nitropheny1　2－acetamido－2－deoxy一，（3－D－glucopyranoside

　　　　　glucosamine

　　　　　chitobiose

　　　　　chi　totr　fi　ose

　　　　　chitotetraose

　　　　　chitopentaose

　　　　　　chitohexaose

　　　　　　p－nitrophenyl　2－deoxy－2－amino－B－D－glucopyranoside

　　　　　　galactose

　　　　　　galactosamine

　　　　　　N－acetyllactosamine

　　　　　　N－acetylal　lolactosamine

　　　　　　，（3　一N－acetyl　hexosami　ni　dase
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第一章　キチンおよびキトサンオリゴ糖の生産と利用

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　キチンオリゴ糖は、N一アセチルグルコサミン（GlcNAc）がβ一1，4結合で数個結合し

たオリゴ糖で、一般にキチンを部分加水分解して調製される。キチンオリゴ糖の調製の試

みは、過去いくつかなされてきた21“23）が、一連の重合度のオリゴ糖（GlcNAc2～

GlcNAc7）は得られていなかった。しかし、1958年にBarkerら24）は・キトサンを塩酸によ

り加水分解し、これをN一アセチル化した後、活性炭カラムによる分離を行い・GlcNAc7ま

でのオリゴ糖を得た。そして、1964年にRupley　25）は、リゾチームの基質としてのオリゴ

糖を得るために、キチンを種々の条件で塩酸加水分解し、活性炭カラムによる分離精製を

行い、GlcNACsまでのオリゴ糖を得た。この方法は、キチンオリゴ糖の一般的調製法として

広く用いられている。また、最近では、ふつ化水素によりキチンを加水分解する改良法も

示されている26）。

　しかし、このような酸分解法は、グリコシド結合がランダムに加水分解し、しかもアセ

チル基の脱離を起こすことがわかり、目的とする重合度のキチンオリゴ糖を効率的に得る

には、加水分解条件を正確に設定する必要がある。

そこで、筆者は、従勅・ら行われている塩酸加水分解によるキヂンオリゴ糖の生産に際

して、加水分解時における各桂あ重合度のオリゴ糖の生成量を調べ、最適加水分解条件に

ついて検討した。また、工業的生産を目標としたキチンオリゴ糖の製法を検討し、得られ

たキチンオリゴ糖については、今まで明らかにされていなかった食品素材としての特性を

調べた。　　・

　一方、キトサンオリゴ糖は、グルコサミン（GIcN）がβ一1，4結合したオリゴ糖で、キチ

＊

本論文では、2～6個結合したものをキチンオリゴ糖として取り扱った。

〆
◎

uat催　1　漂石畳と彰
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ンを熱濃アルカリ処理して得られるキトサンを部分加水分解して調製することができる。

酸加水分解によるキトサンオリゴ糖の調製は・1957年にHorowitzら27）により行われた。

この方法は、キトサンを溶解し塩酸で加水分解後、イオン交換クロマトグラフィーで分離

精製を行うものである。しかしながら、加水分解は・キトサンに対し多くの塩酸を用い・

しかも長時間を要していた。また、分離精製も大量に行えるものではなかった。

　このようなことから、筆者は、キトサンの塩酸加水分解条件ならびにイオン交換クロマ

トグラフィーによるキトサンオリゴ糖の分離精製法について検討を加え・効率的なキトサ

ンオリゴ糖の製造法の開発を試みた。

一
－
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第一節　酸加水分解によるキチンオリゴ糖の生産

1．キチンの加水分解条件の検討

　キチンオリゴ糖の調製法として一般的に広く用いられているRupleyによる方法25）にお

いて、キチン加水分解時のオリゴ糖の組成ならびに収率変化の詳細については明らかにさ

れていなかった。そこで、目的とする重合度のキチンオリゴ糖を効率的に生産するために

必要と考えられるキチン加水分解時のオリゴ糖の生成変化を調べた。さらに、活性炭カラ

ムによるオリゴ糖の回収実験を行い、効率的分解条件について検討した。

実験方法

（1）試料

　　鳥取県産のべニズワイガニ（Chionoecetes　japonicus，　Rathbun）の甲殻を、　Hackman

の方法28）に準じて調製したキチンを用いた。

（2）キチンの加水分解および分解液の調製

　　キチン2009に1kgの濃塩酸（35％、和光純薬製）を加え、撹拝しながら40℃で分解

を行った。1時間毎に分解液30gを採取’し、これを分析謙料としたr分析試料は等量の蒸

留水で希釈後25％水酸化ナトリウム溶液30gを加えて中和し、再び中和溶液と等量の蒸

留水で希釈した後、セライト10gを加えて濾過した。濾液は還元力、　GlcN量を測定した後、

200m1の陽イオン交換樹脂（Dowex　50W×4）カラムおよび100　m1のイオン交換樹脂混合

（アンバーライトIR120B＝アンバーライトIRA400ニ1：1）カラムに供し、流出液は濃縮後

凍結乾燥し、キチン分解物（Chitin　hydrolysates）を得た。

（3）分解物からのキチンオリゴ糖の分別

　　キチンを前記と同様に40℃で1．5、2．0、2．5、3．0時間、30℃で2．0、4．0、6．0時

8
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間分解を行った後、中和および濾過を行った。濾液を活性炭カラム（4・4×100cm・

活性炭：セライトニ1：1）に供し、オリゴ糖を吸着させた。カラムを59の蒸留水を用い

て洗浄した後、オリゴ糖を、69の50％エタノールを用いて溶出した。溶出液は減圧濃縮

によってエタノールを除去した後、イオン交換樹脂カラム（4・5×30cm・アンバーライト

IRI20B：アンバーライトIRA400ニ1：1）に供し、流出液を減圧濃縮および凍結乾燥し、

オリゴ糖粉末を得た。

（4）還元力の測定

　　分解液の還元力の測定は、濾液50μ1を10mlに希釈し、その1m1に3mlのSchal　es

試薬29）を加え15分間煮沸後、420nmの吸光度を測定することによって行った。

（5）GlcNの測定

　　分解物中のGlcN量はGlcNの塩酸塩を標準として、　ninhydrin法3a）により測定した。

（6）キチンオリゴ糖の分析

　　キチンオりゴ糖の分離定量はHPLCを使用した。分析は、下記の条件で行った。

使用機種

検出器

データ処理

カラム

流速

移動相

温度　　◎

：Waters製、201Dコンパクト型

＝Waters製、　R401型示差屈折計

：島津製、クロマトパックC－R3A

：WatersN，．　）cz－bondapagk　CH　（3．9×300　mm）

：　O．8　ml／min

：　CH3CN　：　H20　＝　70：30　（v／v）

：室温

結果と考察

（1）キチンの加水分解条件の検討

9
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竣　　㌧｛　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　一

　　目的とする重合度のキチンオリゴ糖を効率的に生産するために・キチンの酸加水分解

における生成物と生成量の経時変化を調べた。反応温度はアセチル基の加水分解をできる

だけ抑えるため40℃で行った。Fig．1に、加水分解時におけるキチン分解物・GlcNの生

成量ならびに分解濾液の還元力の経時変化を示した。キチン分解物の生成量は・加水分解

の経過時間とともに4時間までは急激に増加し、その後はほぼ最高値を示した。しかし・

10時間後には減少する傾向を示した。また、還元力値も4時間までは急激に増加し、以後

緩やかに増加し続け、10時間経過後に減少した。脱アセチル化物のGIcNの生成は緩やカ、で

あるが加水分解時間とともに増加した。一方、この時のキチン分解物中のオリゴ糖のキチ

ンに対する生成量変化をFig．2に示した。その結果、キチン分解物はGlcNAcとキチンオリ

ゴ糖から成り、その組成、生成量ともに加水分解時間に大きく影響されることが明らかと

なった。キチン分解物の生成量は約4時間で最大に達し、この時キチンオリゴ糖の生成量

も最大になることがわかった。しかし、それ以後キチン分解物の生成量は変化せず、キチ

ンオリゴ糖の3～6糖（GlcNAc3～GlcNAc6）が次第に減少し、　GlcNAcと2糖（GlcNAc2）が

増大した。これは、生成したオリゴ糖の加水分解が進行し、単糖や2糖へ分解されたと考

えられ、このことは、還元力の緩やかな増大力・らも示唆された。

　以上の結果から、40℃でのキチンの最適加水分解時間は次のように考えられた。

GlcNAcs、　GlcNAc6の効率的生産を目的とするならば約2時間、　Gl　cNAc3、　GlcNAc4では

約4時間、そしてGlcNAc、　GlcNAc2では約7時間であった。

（2）活性炭カラムによるオリゴ糖の分別

　　キチンの塩酸加水分解物からGIcNAc2～GlcNAc6のオリゴ糖混合物を得るために、従来

から用いられている活性炭カラムによる方法を試みた。この方法は活性炭がオリゴ糖を特

異的に吸着し、単糖や酸の中和により生成した塩類を吸着しない特性を利用したもので、

10
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Fig．　1．　Course　of　acid　hydrolysis　of　chitin．

　　　Chitin　（200　g）　was　hydrolyzed　with　1　kg　of　35％　HCI　at　40eC．　At　the

　　　indicated　time，　30　g　of　hydrolysate　was　taken　out，　and　analyzed　as

　　　described　in　the　text．

　　　O，　chitin　hydrolysate；　A，　GlcN；　e，　reducing　value
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吸着されたオりゴ糖の溶出には50％のエタノールを用いた。Table　1に、40℃で1．5～

3．0時間キチンを加水分解し、活性炭処理して得られたオリゴ糖の収率（対キチン重量）

を示した。活性炭カラムによるオリゴ糖の回収は、前記のFig．2と同様の傾向を示してい

た。加水分解の時間が長くなるにしたがいオリゴ糖の収率は高くなり、GlcNAc2、　GlcNAc3

など重合度の低いオリゴ糖が増加した。しかし、GlcNAc5、　GlcNAc6など重合度の高いオリ

ゴ糖は増加後減少する傾向にあった。重合度の高いオリゴ糖を生産するには40℃では2時

間の加水分解が最適であった。これは、Rupley　25）の用いた加水分解条件と一致していた。

また、30℃で加水分解を行った場合では、6時間までの加水分解では最大の収率が得られ

た（Table　2）。しかし、活性炭カラムによるオリゴ糖の回収は、　Fig．2の結果と比較し

てGlcNAc4～GlcNAc6の収率が低くなった。この要因としては、重合度の高いオリゴ糖は、

活性炭に強く吸着することや、溶出液（エタノール）に対して溶解度が低く、活性炭カラ

ム内に不溶化残存したことが考えられた。

2．イオン交換膜電気透析脱塩法によるキチンオリゴ糖の生産

　キチン加水分解液からオリゴ糖を回収するには、中和により生成した多量の塩と生成し

た脱アセチル化物の除去が必要となる。活性炭カラムによる方法は、活性炭へのオリゴ糖

の吸着量が少ないこと、オリゴ糖の溶出に多量のアルコールを必要とすることなど経済的

な問題があると考えられる。また、イオン交換樹脂カラムを用い、生成した塩や脱アセチ

ル化物の除去は可能であるが、多量の塩の除去が必要であることから設備が大型化する。

このようなことから、効率的生産を目的として、キチン加水分解液からのオリゴ糖の回収

をイオン交換膜電気透析装置による脱塩を行って検討した。
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実験方法

（1）試料

　　前項の実験と同様にして調製したキチンを用いた。

（2）キチンの加水分解及び分解液の調製

　　キチン5009に2．5kgの濃塩酸（35％）を加え、撹拝しながら40℃で3時間15分、

分解を行った。分解液は、39の蒸留水で希釈後、25％水酸化ナトリウム溶液を加えて中

和した。次に、セライト3009および活性炭109を加えて濾過し、キチン分解濾液72を

得た。

（3）イオン交換膜電気透析装置による脱塩

　　分解濾液の脱塩は、陽イオン交換膜（ネオセプタCM－2、徳山曹達製）、陰イオン交換

膜（ネ掌記プタACS、徳山曹達製）の10対の膜で構成されるイオン交換膜電気透析装置

（徳山曹達製、YS－2－10型）を用いて行った。脱塩槽（49容量）にはキチン分解濾液を

入れ、濃縮槽と電解液槽に5％食塩水42を使用して、流速39／mlnで循環させながら電

気透析を行った。電気透析後、溶液は400m1の陽イオン交換樹脂カラム（三菱化成製、ダ

イヤイオンUBK510L）および200　m1の陰イオン交換樹脂カラム（三菱化成製、ダイヤイオ

ンWA30）に供し、得られた流出液を濃縮後凍結乾燥した。

（4）塩分の測定

　　塩化物イオンをモール法で測定し、塩化ナトリウムとして算出した。

（5）キチンオリゴ糖の分析

　　前項の実験方法と同様にして行った。

結果と考察

　キチン分解濾液中には、キチンオリゴ糖、GlcNAcの他、塩化ナトリウム、酢酸ナトリウ
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ム、GlcN等が含まれている。これらイオン物質の除去にイオン交換膜電気透析装置を用い

て検討した。Table　3に、イオン交換膜電気透析装置の運転条件とキチン分解濾液中の塩

分の経時変化を示した。塩分は、経過時間とともに低下し、4時間後には0・6％となった。

このとき、キチン分解濾液量も徐々に減少し、初発の約1／2量まで濃縮された。また、経過

時間とともに、pHの緩やかな上昇と2時間までは、わずかながらの温度上昇が認められた。

一方、運転条件においては、脱塩が進行するとともに3時間以降は急激な電流値の低下が

認められた。

　次に、残存した少量の塩分を完全に除去するためにイオン交換樹脂カラムを用い精製を

行い、最終的に得られたキチン分解物の組成をHPLCにより調べた。その結果、　Table　4に

示すようにGlcNAc2～GlcNAc6のオリゴ糖の他、加水分解によって多量に生成したGlcNAcが

回収されていた。また、乾燥物収量は2559で、キチンからの収率は51％であった。イオ

ン交換膜電気透析装置を用いたキチンオリゴ糖の生産は、従来の活性炭カラムによる方法

では回収できなかったGlcNAcを含め、キチンオリゴ糖を簡便にしかも大量に生産できるこ

とが明らかとなった。この方法は工業的生産法として優れていると判断された。
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Table　4． Composition　and　yield　of chitin　hydrolysates　obtained　after

desalting　by　the　electrodialyzer

Chitin－oliqosaccharides
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　☆
bomposi『ヒion　（毫）　　　　Yield （そ）

G工cNAc 38・6　　　　　　　　　　　　　　　　　　21　●3

GlcNAc　　　　　　2 21　●0　　　　　　　　　　　　　　　　　11　・6

GlcNAc　　　　　　3 16．6　　　　　　　　　　　9．1

GlcNAc　　　　　　4 12．2　　　　　　　　　　　6．7

GlcNAc　　　　　　5 7．9　　　　　　　　　　　4．4

GlcNAc　　　　　　6 3．7　　　　　　　　　　　2．0

★Yield was　calculated　on the　amount of　chitin．

．

嚢

　　　　　　　　　　　　　’u識難鑛1、＿懇灘．鱗1糠・購蹴灘灘．羅＿1
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第二節　酸加水分解によるキトサンオリゴ糖の生産

　キトサンオリゴ糖の酸加水分解による調製は、Horowitzら27）により試みられた。この

方法は、キトサンを珪酸に溶解し、加水分解はキトサンに対し多くの塩酸を用い・しかも

反応温度約50℃で1～2日を要していた。このようなことから、キトサンオリゴ糖の効率

的生産を目的として、従来より高温での短時間分解によるキトサンオリゴ糖の生産性につ

いて調べた。また、得られたキトサンオリゴ糖の溶解度を明らかにし、その性質を利用し

たキトサンオリゴ糖の分離精製法についても検討を加えた。

実験方法

（1）試料

　　キチンを50％水酸化ナトリウム溶液中で60℃、6時間反応させた後、水洗、乾燥し

てキトサンを調製した。キトサンはミキサー（松下電器MX－V350）で10　mesh程度に粉砕

し、以下の加水分解に用いた。

（2）キトサンの加水分解及び分解物の調製

キトサン2009‘こ22の濃塩酸（35％）を 苟ﾋなipsiら1　809Cで分解を行った．

加水分鉾液を1、2、．4、6、8時間後に2dσm1採取し、同量の蒸留水を加えた後、不溶

物を遠心分離で除去した。得られた上清液に活性炭を加え脱色後、減圧濃縮乾固してキト

サン分解物を得た。

（3）キトサンオリゴ糖の分離精製

　　前記と同様、キトサン7509を7．52の濃塩酸を用い80℃で1時間加水分解した。反

応後、7．52の蒸留水を加え、この分解液の不溶物を遠心分離で除去し、上清液に活性炭を

加え脱色後、減圧濃縮乾固した。この分解物にメタノール6．52を加え室温で2時間撹搾

20
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後、吸引濾過で不溶物を除去、濾液を減圧濃縮乾固した。ここで・メタノールの溶解分離

により3009のキトサン分解物を得た。次に、この分解物（3009）をイオン交換樹脂

（Dowex　50w×4）カラム（8×100　cm）に吸着させた。キトサンオリゴ糖の溶出は・1・1・

1．9、2．6、3．1、3．7、4．1Mの塩酸によるステップワイズで行い、検出は、ニンヒドリン発

色で570nmの吸光度を測定して行った。各々の画分は濃縮後乾燥した。

（4）溶解度の測定

　　撹拝しながら20℃に保った溶媒10mlに、　GIcN～GIcN6を正確に秤量し添加した。

溶媒に溶解する溶質（GlcN～GlcN6）の最大添加量を測定し、溶解度を算出した。

結果と考察

（1）キトサンの加水分解

　　キトサンの加水分解は、従来の方法とは異なり、キトサンを希酸に溶解せず10mesh

程度に粉砕したフレーク状のままで使用し、しかも比較的高温の80℃の濃塩酸（35％）中

で行’
ﾂた。加水分解を1～8時間行った後、分解液を濃縮し塩酸除去後、陽イオン交換樹

脂カラムに吸着させ、0－4．1Mの塩酸濃度勾配により各々のキトサンオリゴ糖を分離して

キトサンからの収率を調べた。加水分解は、Table　5に示すように従来の50℃で1～2日

を要していた方法に比べ、本法では短時間のうちに進行することが明らかとなった。重合

度の高いオリゴ糖は、加水分解時間とともに減少した。すなわち、6時閤以上の加水分解

ではオリゴ糖の収率が著しく低下し、単糖（GlcN）’ n割合が50％以上を占めた。　また、

GlcN2、　GlcN3のオリゴ糖は比較的高い収率で得ることができたが、　GlcN4以上のオリゴ糖は

6時間以上の加水分解では極めて収率が低くなる傾向を示した。これらの結果から、

GIcN2～GIcN6の一連のオリゴ糖を得る最適分解時間は1時間で十分であることがわかり、

またキトサンオリゴ糖の最大収率が得られるのは1～2時間であることがわかった。

21



℃

レ

懸懸盤懸難継鑛懇懇灘懸盤雛繋

H
邸
潟

し∩　　　L∩　　　（N　　　C◎　　　O
怐@　　　　　　　●　　　　　　　　●　　　　　　　　●　　　　　　　　●

d◎　　　卜　　　㌧◎　　　◎つ　　　F

o
白

寸　　　L∩　　　L∩　　　㌔◎　　　【＼

o
乞
o
H
o

r6　　　マ
怐@　　●　　　l　　　l　　　l
m　　　甲一

‘

の
乞
o
H

L∩　　　L∩　　　m
怐@　　・　　　●　　　1　　　1

m　　　N　　　N
→2　の o

Φ・，一　く◎

‘　3　；
ρ　てコ→」

→2　Φ　⊆ 寸
　＜→∂　d
@　コ→2ﾌ　　　F一　（ご

乞
。

㌧◎　　　（N　　　O　　　くハ

c　　　　　　　　　　　●　　　1

・P　　。・F　⊆ 門 CM　　　♂｝　　6う　　　o
塁～⊃℃お A o
F－o「コ　Q． 麗
OGO　仁＝　コ
v　　　d　の ）
℃→』
rζ◎　　・① 喝 m 蝉　　　o　　　め　　　（N
」＝　　　→の」＝ H 乞 ・　　　…　　　　　　　　　　1
　F　ニ3→∂
ﾄコ。　o

Φ o N　　　ぐ》「　　　F・　　㌧◎

。7一＝　　　　駒 ・Fl H ▼一　　　　　℃噌　　　　　「一隣

O　　　ζ　⊆ メ o
⇔駅　①　o
】つ騨x・F・

〉隙ぐり　嘱コ→∂
』コ　　　→∂　の
　」卜一　　　　σコ

ﾌ　O　の　＝コ N ひ　　　㌧◎　　　m　　　くハ　　　c6
Φ　　　6し←一 乞 ●　　　　　　　　●　　　　　　　　●　　　　　　　　●　　　　　　　　●

「コF一　零。r一 o m　　　り　　　」∩　　　o　　　「蝉
・Fζ＼」　　　」
」　　　Φ。P H 望一一　　　　　▼■噂　　　　　「■一　　　　　▼一

く◎」＝ρ　ζ o
」＝：→」　（d　O

o・P　ω　o
o　コ監　〉隔　　　・
σ　　　F一　」　o
9り「コ　o　o　コ
o　①　」→∂　o
ﾐ⊃Nr：コ←　虞コ z ◎o　　　α⊃　　fn　　　◎o　　卜

。F・〉　〉〈　〉 o ●　　　　　　　　●　　　　　　　　●　　　　　　　　●　　　　　　　　●

F－F一」＝ H N　　　O　　　寸　　　o　　　㌧◎
㌣e、ト．．日 o マー　　　N　　　N　　　L∩　　　o

ζ「：コ　o　」
⇔　＞　　　o　の
ω．」＝1■一→一トの
O　　　巨　◎　Φ
十⊃　の　　　コ匡　⊆
・P　〔5⊂⊃　　　〉 A」＝　3監。賢一　」 鵡O　　　N　O「コ（

）
←　口⊃　の。　o
o　　　Φ　ε≡＋2
o　∈　コ

Φ

の⊂⊃・r－F一’てコ 巳
1

「コ。刈＋2　0　Φ ・r→

F口）　　　〉。P
①　　　「ロ　　　ω ρ
・r一　⊂　①　①　」
〉　｛竃5→∂　∈i→」 口 o　　　o　　　o　　　o　　　o　　　ω　（◎　㊦　⊂’　　　　　o　o　ω　① o ●　　　　　　　●　　　　　　　●　　　　　　　●　　　　　　　●

・十2・一　　　〇
・r一｛ F　　　（N　　　寸　　　㌧◎　　　α⊃

】ゆ・P℃　①　ζ ρ
」＝　ζ」＝　o
oo・F→∂　〇O
α
コ
ト

o
㊦
ω
函

・

鎌難露盤懸盤鍵盤鱒鱗難

22

’難鍵盤難雛灘鱒磯1難購騒騒灘鐵翻灘 ．　　’　『、r、

u



論議懇譲線癩轡熱諄離離纏縫灘難懲麗難羅漏離礁難難耀一　騰一
難，，tttj・／E’1・，，r・，繧鵬三三　懇講

　一般にキトサンは希酸には溶解するが、濃い酸には常温では溶解しないことがわかった。

しかし、筆者はキトサンが80℃の濃塩酸中では徐々に分解し、短時間でオリゴ糖の生成を

認めた。本法では、使用する塩酸量が少なく、しかも従来の方法と比較して非常に短時間

で行える利点があり、オリゴ糖の生産に十分利用できることを明らかにした。

（2）キトサンオリゴ糖の溶解性

　　キトサンの加水分解物中には、キトサンオリゴ糖の他、多くの単糖（GlcN）が含まれ

ていた。次のイオン交換樹脂カラムを用いるオリゴ糖の分離工程では、単糖が多い分だけ

オリゴ糖の負荷量が少なくなり、またオリゴ糖の分離にも悪影響を及ぼすことなどの問題

があった。そこで、キトサンの加水分解物から単糖を簡便に除く方法について検討した。

　Table　6に、　GlcN～GlcN6のメタノールと水に対する溶解度を調べた結果を示す。単糖

およびキトサンオリゴ糖は水に対して各々37％および68％以上の高い溶解度を示した。

とくに、GlcN2～GlcN4は著しく高い溶解性を示し、粘性の高い溶液となった。一方、有機

溶媒に対しては、エタノール、プロパノール、ブタノール、ピリジン、酢酸エチル、アセ

トン等にはほとんど溶けなかったがメタノールにおいて溶解性を示した。メタノールに対

しては、GlcNに比べGlcN2～GlcN6の方が高い溶解度を示した。このように、モノマーがメ

タノールに対し、比較的溶解し難い’ ｱとかち、この性質を利用してGlcNを選択的に除いた

後、イオン交換樹脂カラムt“オリゴ糖の分離精製を試みた。

（3）キトサンオリゴ糖の分離精製

　　メタノールの溶解分離により得たキトサン分解物を蒸留水に溶解し、陽イオン交換樹

脂（Dowex　50Wx4）を充填したカラム（4×100　cm）に吸着させ、0－4．1　Mの塩酸（149）

による直線濃度勾配で溶出した。キトサンオリゴ糖の検出は、ニンヒドリン発色で
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Table　6．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

rolub111ty　of　chitosan－01「gosaccharide　hydrochlorldes　at　20。C

Solubility　（審》

凹e・ヒhanol　　　　　　　　　　　Water

GlcN　　　　　　　　　　　　　O．4　　　　　　　　　　　　　　　　　37

flcN2　　　　5・4　　　　　190

flcN3　　　37・0　　　　　177
@　　　　　　　　　　　　　　45．0　　　　　　　　　　　　158GlcN　　　　4．

flcN5　　　　4・6　　　　　　86

flcN6　　　　1・7　　　　　　68

．
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570nmの吸光度を測定して行い、それぞれの画分は濃縮後乾燥した。その分離結果を

Fig．3に示した。メタノールで単糖を選択的に除去したことにより、オリゴ糖の分離は著

しく改善され、7糖以上と思われるオリゴ糖も認められた（Fig・3）。また・このときの

オリゴ糖の収量およびキトサンからの収率を、Table　7に示した。これらの結果は・イオ

ン交換樹脂カラムに、より多量のキトサンオリゴ糖を負荷することができ・一度の操作で

大量のオリゴ糖を分離することが可能となることを示している。
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　　　　　　Elution　pattern　of　chitosan　hydrolysate　on　column　of　Dowex．50Vl．Fig．　3．

　　　Chitosan　hydrblysate　（300　g）　was　applied　to　a　column　（8x100－crp）　of

　　　Dowex　50W　Zind　eTluted　with　a　gradient　of　1．1－4．1　M　HCI．　The　elution

　　　patte　rn　was　moni　to　red　by　abso　rban　ce　at　570　nm　wi　th　ni　phy．dri　T：ie　re．　agti　on　．

　　　i　1’　’G　’1　cN；　2，　Gl　cN2　；　3，　Grl　cN3；　4，　Gl　cN4；　5，　Gl　cNs　；　6，　Gl　cN6　；．　A，．　bi　gbgr

　　　oiigosa6charide　molecular　weight　more　than　GlcN6；　一一，　hydrochloride

　　　concentration　（M）
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第三節　キチンオリゴ糖の特性

　最近、オリゴ糖は食品分野で注目を集めている。例えば・シュクロースのグルコース分

子にグルコースが1～8個結合したカップリングシュガー・シュクロースにフラクトース

が1～4個結合したフラクトオリゴ糖、その他、マルトオリゴ糖・イソマルトオリゴ糖・

ガラクトオリゴ糖、キシロオリゴ糖など数多くあげられる。これらは・低う蝕性・非消化

性を生かした甘味剤、ビフィズス菌増殖因子として食品へ広く利用されるようになった。

しかし、キチン、キトサンオリゴ糖については、食品素材としての適性や特性が明らかに

されていないことから、未利用のままである。そこで、キチンオリゴ糖について甘味・溶

解性、腸内細菌による利用性を調べ、食品素材としての評価を行った。

実験方法

（1）試料

　　キチンオリゴ糖は、次のようにして調製した混合物（M一・1H、　M－1、　M－2）と活性炭カラ

ムクロマトグラフィーにより分離したGlcNAc2～GlcNAc6を用いた。

　1）　M・一1H

　　　キチンを濃塩酸（35％）で40℃、6時間加水分解し、中和後、前項で述べたイオン

交換膜電気透析で脱塩し調製した。

　2）　M－1

　　　M－1Hの調製と同様に、キチンを濃塩酸で40℃、3時間加水分解した後、脱塩し

調製した。

　3）　M－2

　　　M－1を蒸留水に溶解し活性炭カラムに吸着させ、蒸留水で洗浄（GlcNAcの除去）後、
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50％エタノールで溶出して調製した。

　4）　GlcNAc2tvGlcNAc6

　　　M－2の調製において、オリゴ糖の溶出を0－50％エタノール直線濃度勾配で行い・

各々の華分に分けて調製した。

（2）甘味度の測定

　　各々10％（w／w）のM一・1H、　M一一1、M－2の水溶液と5％（w／w）GlcNAc水溶液を調製し・

1．5～4．0％（w／w）ショ糖の水溶液を対照として甘味度を比較した。

（3）溶解度の測定

　　試料19を正確に秤量し・これに一定温度で蒸留水を徐々に加え撹拝した・目視で1蜀

りが消失した時点まで加えた蒸留水量を測定し、溶解度を算出した。

（4）腸内細菌による利用性の測定

　1）菌株

　　　Lactobacillus　acidophilus　JCM　1132

Bifidobacterium　breve　JCM　1192

Bifidobacterium　bifidum　JCM　1255

Bifidobacterium　adolescentis　JCM　1275

Bifidobacterium　longum　JCM　1217

　　　Escherichia　coli　IFO　3301

　2）培地

　　　滅菌Peptone－Yeast。Fildes（PYF）培地31）に、試料を水溶液として濾過滅菌した後、

最終濃度0．5％になるよう添加した。PYF培地の組成は次の通りである。

　　　　PYF培地

　　　　　　トリプティケース（BBL）　　　　　109
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痴’纏

酵母エキス（Difco）

Fildes溶液’

塩類溶液

Cacq12　　（無フ｝（）

Mgso4

K2HPO4

KH2PO4

NaHco3

NaCl

精製水

O．2　g

O．2　g

1．0　g

1．0　g

lo．o　g

2．0　g

1000　ml

L一システイン・HCI・H20

精製水

　　　’Fildes溶液

59

40　m1

40　ml

　O．5　g

　920　ml

（pH　7．2）

生理食塩水（0．85％）　　　　150ml

濃塩酸（35％）　　　　　　　　6ml

馬無菌脱繊血（日研生物）　　50ml

ペプシン（和光純薬、1：1000）　1g

　上記の成分を混合し、55℃で1夜保持し、消化しfc。これに20％水酸化ナトリウム溶液

12mlを加えた後、水酸化ナトリウムによりpH　7．6になるよう調整した。

　3）培養および測定

　　　寒天平板培地で培養㌣た菌株を・PYF培地（試料O・5％添加）に各菌株の濃度が各々

108／tubeとなるよう接種し、嫌気条件下（炭酸ガス加スチールウール法）で37℃、48時

30
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間培養した。培養液は蒸留水で適当に希釈し660nmにおける濁度を測定した。利用性は・

下記の式により、対照として用いたグルコースを添加したPYF培地に対する生育度で

判定した32）。

　　　　　　　　　　　O　D66z（試料）　　　一　〇　D66z（PYF培地）

　　　　　　生育度＝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×　100
　　　　　　　　　　　0　D66z（グルコース）一　〇　D66z（PYF培地）

結果と考察

（1）甘味度

　　キチンを塩酸で部分加水分解後、イオン交換膜電気透析装置や活性炭カラムによる脱

塩を行い、糖組成の異なるキチンオリゴ糖混合tz　3種類（M一一・　1　H、　M一一　1、　M－2）を調製した。

その糖組成をTable　8に示す。これらキチンオリゴ糖の甘味について調べた。キチンオリ

ゴ糖は、さわやかな甘味を有していた。ショ糖（甘味度100％）と比較したところ・

GlcNAcで55％、　M。1Hで35％、　M－1で30％、　M－2で25％の甘味を呈した。モノマーが最も

甘味度が高く、オリゴ糖の重合度が高くなるにしたがって甘味度は低下した。このように、

キチンオリゴ糖は、さわやかな甘味を有し、異味がないことから食品素材として適してい

ると思われた。

（2）溶解性

　　キチンオリゴ糖の水に対する溶解性を調べた。，その結果、GlcNAc～GlcNAc6の20℃に

おける溶解度は、各々32．3％、37．0％、2．5％、2．0％、1．9％、1．4％であった。GlcNAc2

はGlcNAcよりわずかながら溶解度が高く、いずれも易溶性物質であった。しかしながら、

GlcNAc3以上のオリゴ糖は、溶解度が著しく低下した。　Fig．4に、キチンオリゴ糖混合物

M－1H、　M－1、　M－2の溶解性を示した。それによると、これらキチンオリゴ糖混合物は、低温
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Fig．　4．　Solubility　of　chitin－oligosaccharide　preparation　in　water　at　various

　　temperatures．
　　　The　preparations　of　M－IH，　M－1　and　M－2　were　described　in　the　text．

　　e，　GlcNAc；　O，　M－IH；　A，　M－1；　A，　M－2
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ほど高い溶解性を示すことがわかった。これは、GlcNAc～GlcNAc4や一般の糖類とは異なり・

GlcNAcs、　GlcNAc6が低温ほど溶解しやすくなるという特徴を反映しているものと考え

られた。

（3）腸内細菌による利用性

　　キチンオリゴ糖の腸内細菌による利用性をグルコースを対照として菌の発育度により

判定した。その結果をTable　9に示す。キチンオリゴ糖はビフィズス菌に利用され・また

E．coliにもよく利用された。菌に対する顕著な選択性は認められなかったが、

L．acidophilusによく利用された。また、　GlcNAcの方が、オリゴ糖よりもよく利用される

ことが判明した。
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Bacteria GlcNAc　　　M－1H M－1 M－2

Lactobacゴ11US acldo　hllUS

　
　
a
l
　
　
　
　
　
　
　
　
　
十
十
十
十

十十 十

Blfl　dobacterium

　　1132

b窒?ｖ? 十　　　　　　　十 ± 鴨

BifldObacterl　um
　　1192

cfl　dum 十　　　　　　　十 ± ±

Bl　fldObaCterlum
JCM　1255
@　adOIeSCentlS
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　　　　　　　　　　　7@　1
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第四節　要約

　キチンオリゴ糖、キトサンオリゴ糖の酸加水分解法による効率的生産について検討した。

キチンオリゴ糖では、目的とする重合度のオリゴ糖を得るための加水分解条件を明らかに

した。GlcNAc5、　GlcNAc6の効率的生産を目的とするならば40℃で約2時間、　GlcNAc3、

GlcNAc4を目的とするならば約4時間、そしてGlcNAc、　Gl　cNAc2を目的とする場合では約7

時間の加水分解が適当であった。次に、キチン加水分解液からのオリゴ糖の回収・すなわ

ち中和により副生した塩類を、イオン交換膜電気透析法で除く方法を検討し、従来の活性

炭カラムによる方法では達成できなかったGlcNAcの回収を含め、キチンオリゴ糖の大量生

産の可能性を示した。さらに、得られたキチンオリゴ糖はさわやかな甘味を有し、また、

ビフィズス菌にも利用されることから、新しい食品素材として利用できる可能性を明らか

にした。

　一方、キトサンオリゴ糖では、キトサンをフレーク状のまま濃塩酸（35％）中、80℃で

約1時間加水分解することにより、従来の方法に比べ、使用する塩酸量が少なく、しかも

飛躍的に短時間でオリゴ糖の生産が行えることを明らかにした。また、キトサンオリゴ糖

をイオン交換樹脂カラムにより分離精製する際に、予めメタノールに対する溶解性の違い

を利用して、キトサン分解物から不要のGlcNを除去することにより、多量のキトサンオリ

ゴ糖を一度の操作で分離する効率的生産法を開発した。
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第二章　バイオリアクターによるN一アセチルグルコサミンの生産

　キチンの構成単位である単糖のN一アセチルグルコサミン（GIcNAc）は、ビフィズス菌

増殖因子として知られ5）、また第一章で述べたように大変さわやかな甘味を有していたこ

とから、食品素材として期待される物質である。

　しかし、GlcNAcの工業生産は、キチンを塩酸で完全加水分解して得られるグルコサミン

（GIcN）の塩酸塩を原料として有機溶媒中で無水酢酸を用いてN一アセチル化する化学合

成によって行われている33・　34｝ため、国内では食品として容易に使用することができない

のが現状である。これは、キチンを原料として酸加水分解を行うとグリコシド結合の加水

分解と同時にGlcNAc残基のアセチル基も分解され、　GlcNの塩酸塩が生成することに起因し

ている。

　
O

　
㌔

3㎜冊

9H20H

　　o
OH　〉　”一一一　O

　　NHCOCH　　　　3

　ロ　ぱ

　2　0
0H　　　　　O＼．．．

n　　　　NH（■）CH

　　　　　3

　　　　　　　　キチン

　　　　　　　　　↓完全加水分解（塩酸）

　　　　　　　　　　NH2噸HCI　　N一アセチル化　　　　　　NHCOCH3

　　　　　グルコサミン塩酸塩一一一一一一→レN一アセチルグルコサミン

　したがって・分解中に脱アセチル化されないように、キチン分解酵素であるキチナ一郭

やβ一・N一アセチルグルコサミニダーゼを用いたキチンオリゴ糖やGlcNAcの生産が試みら

れている。しかしながら、キチンが水に不溶であることから、その酵素反応は大変遅く、

GlcNAcの工業生産を行うまでには至らず、また工業生産に関する報告35－37）も数少ないの
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が現状である。

　そこで、第一章で開発したキチンを酸により部分加水分解して得た水可溶性のキチンオ

リゴ糖を用い、キチン分解酵素の研究過程において見出した38’4z｝Nocardia　orientalis

の生産するキチナーゼと，（3　一　N　一一アセチルヘキソサミニダーゼを固定化し・バイオリアク

ターによるGlcNAcの連続生産を試みた。
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第一節　固定化酵素の調製とその諸性質

　キチンからのGlcNAcまでの酵素分解は、キチナーゼ（EC　3・2・1・14）とβ一N一アセチル

グルコサミニダーゼ（EC　3．2．1．30）またはβ一N一アセチルヘキソサミニダーゼ

（EC　3．2．1．52、　NAHase）の共同作用により進行することが知られている。

　　　　　　　　　　　　　　キチン

キチナーゼ

キチナーゼ

GlcNAcオリゴマー

GlcNAc2

N

GlcNAc

　β一N一アセチルグルコサミニダーゼ
　（β一N一アセチルヘキソサミニダーゼ）

　前述のように、キチンは不溶性物質であり、フレーク状またはパウダー状として分解を

行っても、ほとんど反応が進行しない。したがって、基質にコロイダルキチンを用いる場

合が非常に多いのが現状である。しかし、このコロイダルキチンは、キチンを濃酸に溶解

した後、大量の水に注いで再沈澱して回収するなど調製が困難で、工業生産には適してい

ない。また、酵素反応においても、パウダー状のキチンよりは反応し易いものの、分解に

は数十時間～数日間を要し、しかも完全に分解するまでに至らず、GlcNAcの収率は低いも

のであった。したがって、基質に可溶性のキチン、すなわちキチンオリゴ糖を用いれば、

非常に短時間にGlcNAcの生産が行えることが考えられた。また、基質が可溶性であれば、

さらに効率的な固定化酵素による連続生産も可能と考えた。

　そこで、筆者はN．orien七alis　IFO12806の生産するキチン分解酵素（キチナーゼ、
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NAHase）の固定化を検討し、その諸性質について調べた。

実験方法

（1）実験材料

　　CM一、　SP－Sephadex　C－50及びSepharose　CL－4Bはファルマシア製、アルミナは和光純薬

製、キチン、キトサン、グリコールキチン及びP一ニトロフェニル　2一アセトアミドー

2一デオキシーβ一D一グルコピラノシド（PNP－GlcNAc）は生化学工業製を用いた。

（2）菌株および培養

　　菌株は、　（財）発酵研究所（大阪）から分与されたN∴orientalis　12806を用いた。

前培養は、斜面培地（ベネット培地）より壁体1白金耳を取り、以下に示す前培養培地

　10m1を入れた100　ml容のエルレンマイヤーフラスコ（5本）へ接種し、30℃、24時間

振邊培養を行った。さらに、この培養液を同一組成の培地100m1を入れた12容のエルレ

ンマイヤーフラスコ（5本）へ10ml接種し、30℃、24時間回転振湯培養を行った。

　本培養は、72容のジャーファーメンター（高崎科学器械㈱製TSO－M7）を用いた。以下

に示す本培養培地52に前培養液500mlを接種し、撹搾速度150　rpm、通気量39／min、

pH　7．0、30℃の条件で96時間培養を行った。

　　　　前培養培地

グルコース

ペプトン

酵母エキス

K2HPO4

KH2PO4

MgSO4　7H20

10．0

10．0

5．O

O．7

0．3

0．5

（g／2）

40

漁譲難灘灘鱗．，灘懸購藤。．

1灘騰羅三三・’X’　r



tl／／i’；2・

　本培養培地

コロイダルキチン

N一アセチルグルコサミン

ペプトン

酵母エキス

K2HPO4

KH2PO4

MgSO4　7H20

pHを7．0に調整

0
∩
U

【
り
只
」

0
■

2

1
0

0

7
●

0

3
●

0

5
●

0

（g／2）

pHを7．0に調整

（3）酵素液の調製

　　亭号を培養した後、培養液を4℃で冷却遠心分離（10000×9」5分間）し、上清液を

メンブランフィルターで濾過した。濾液（4．42）は限外濾過（分画分子量10000）によっ

て1．22まで濃縮した。濃縮液は、75％飽和となるように硫安を添加し、4℃で一夜放置

後、沈澱物を冷却遠心分離（1　OOOO　×　g、20分間）して集めた。沈澱は蒸留水に溶解後、

29の蒸留水に対し4℃で16時間透析した。この操作を3回繰り返した後、酵素液

200mlを得た。酵素液はタンパク質として23．1　mg／ml（比活性＝キチナーゼ49．8

U／mg－protein、　NAHase　31．4　U／mg－protein）を含み、これを固定化酵素の調製に用いた。

（4）固定化酵素の調製

　　固定化の方法として、次の3方法について検討した。

　1）イオン結合

　　　CM一またはSP－Sephadex（109、湿潤）を、酵素液（80　mgタンパク質）とともに

　20m1の10　mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5．6）中、4℃で24時間振量を行った。
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振澱、酵素と結合した担体は蒸留フkで洗浄し・過剰の水をG4グラスフィルターで吸引除

去した。

　2）共有結合

　　（a）アミノヘキシルSephar。se（AH－Sephar。se）はMatsum・t。ら41）とWatanabeら42）

の方法により調製した．すなわち、10　9（湿潤）のSephar。seを酵素液（80　mgタンパク質）

とともに360mgのカルボジイミド試薬（1一シクロヘキシルー3一（2一モルフォリノエチル）加ポジイミドメトーP一ト

肛ンスルフォネィト）を含む30mlの50　mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5・6）中・4℃で24時間

振量を行った。

　　（b）シアノゲンブロマイド活性化Sepharose（CNBr－Sepharose）は・Marchらの

方法43）によって調製し、このCNBr－Sepharose（109・湿潤）を・酵素液（80　mgタンパ

ク質）とともに20m1の100　mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH　7・0）中・4℃で24時間

振湯を行った。

　　（c）アミノシラン化アルミナ（AS－alumina）は、　Weeta11の方法44）によって調製し・

D　fi　×6nらの方法45）によりグルタルアルデヒド処理を行った。この担体（10　g、湿潤）を、

酵素液（80mgタンパク質）とともに20　m1の100　mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5・6）中・

4℃で24時間振量を行った。

　以上のようにして調製した酵素と結合した各々の担体は、500mMの塩化ナトリウム溶液

と蒸留水で洗浄し、過剰の水をG4グラスフィルターで吸引除去した。

　3）物理吸着

　　　　固定化担体のタンニンーSepharose及びタンニンーキトサンの調製は、　Watanabeらの

方法42）を改良して行った。すなわち、109のSepharoseまたはキトサンビーズを160　m1

の蒸留水に懸濁し、6m1のエピクロルヒドリンを加え、1時間煮沸を行った。　その後、

　100mlの12％水酸化ナトリウム溶液を添加し、再び1時間煮沸した。次いで、エポキシ活

42
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性化した担体を蒸留水で洗浄し、19のタンニン酸とともに40mlの100　mM水酸化ナトリ

ウム溶液中に懸濁させた。得られた懸濁液を40℃で24時間振延した後・G4グラスフィル

ターで担体を集め、過剰の水を吸引で除去した。次に、各々の担体（109・湿潤）を・酵

素液（80mgタンパク質）とともに40　mlの50　mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5・6）中・

4℃で24時間振量を行った。その後、酵素を吸着した担体を、前記と同様にして

洗浄した。

　なお、キトサンビーズは次のようにして調製した。すなわち、3％酢酸溶液に溶解した

3％キトサン溶液1009を0．4mlのスパン85を含む60　mlのシクロヘキサンとともにホモ

ジナイザーで乳化した。得られた乳化液を、撹拝しながら12％の水酸化ナトリウム溶液中

へ注ぎ込み、30分間放置した。形成されたキトサンビーズは、シフター（80－150mesh）

で集め、蒸留水で洗浄し、過剰の水をG4グラスフィルターで吸引除去した。

（5）分析方法

　1）遊離酵素及び固定化酵素のタンパク質の定量はロイシンを標準としてMcGrathの

方法46）によりに行った。

　2）キチナーゼ活性は、次のようにして測定した。1．2％グリコールキチン溶液1．5m1に

1．45m1の100　mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5．6）を加え、これに0．05　m1の酵素液また

は固定化酵素（懸濁液100mg／ml）を加え、40℃で10分間反応を行った。反応液は、沸

騰湯浴中で5分間加熱して反応を停止し、遠心分離を行った。得られた上清液にSchal　es試

薬29）を加え、沸騰湯浴中に15分閤保った後、急冷し、溶液の420nmにおける吸光度を

測定した。酵素単位1ユニット（U）は、1分間に1μmo1のGlcNAcに相当する還元力を生

じる酵素量と定義した。

　3）NAHase活性は、次のようにして測定した。10　mMのPNP－GlcNAc　O．5　mlに1．95　mlの

50mMの酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5．5）を加え、これに0．05　m1の酵素液または固定化
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酵素（懸濁液100mg／ml）を加え、40℃で5分間反応を行った。これに・1・O　M炭酸ナトリ

ウム溶液5m1を加えて反応を停止するとともに、遊離したP一ニトロフェノールを発色さ

せ405nmにおける吸光度を測定した。酵素単位1Uは、1分間に1μmo1のP一ニトロフェ

ノールを遊離する酵素量と定義した。

　4）キチンオリゴ糖からのGlcNAcの生成量の分析はHPLCを使用した。分析は下記の条件で

行った。

使用機種

検出器

データ処理

カラム

流速

移動相

温度

：Waters製、201Dコンパクト型

：Waters製、　Lambda－Ma×481LC　UV　detector

：島津製、クロマトパックC－R3A

：ワイエムシイ製、YMC－Pack　A一一〇14（6。0×300　mm）

：1．0　ml／min

：　CH3CN　：　H20　＝　70：30　（v／v）

：室温

（6）固定化酵素の諸性質

　　固定化酵素のキチナーゼ活性およびNAHase活性のp　H、温度による変化を調べ、遊離酵

素のそれらと比較した。至適pHの測定は、100　mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　2．0－5．6）

および100mMリン酸緩衝液（pH　6．8－8．0）を用い、前記キチナーゼ活性、　NAHase活性の

測定方法と同条件で行った。pH安定性は、上記緩衝液（pH　2．0－8．0）を用い、40℃で

1時間保った後、残存する酵素活性を測定した。至適温度の検討は、10－80℃の温度範囲

で行った。温度安定性は、上記温度（10－80℃）で1時間保持した後、残存する酵素活性

を測定した。
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結果と考察

（1）キチン分解酵素の固定化

　　GlcNAcの連続生産を目的とし、　L　oriental　isの生産するキチナーゼとNAHaseを含む酵

素の固定化を試みた。酵素の固定化法として、CM一とSP－Sephadexを担体としたイオン結合

法、AH－Sepharose、　CNBr－Sepharose、　AS一一aluminaを担体とした共有結合法、ならびにタン

ニンーSepharose、タンニンーキトサンを担体とした物理吸着法を用い、各々調製した固定

化酵素の評価を行った。Table　10に固定化酵素担体のタンパク質、キチナ一挙活性および

NAHase活性の固定化収率を示した。その結果、タンニンーキトサンを担体とした物理吸着

法による固定化酵素はキチナーゼ活性が42．6％と最も高く、CNBr－Sepharoseを担体とした

共有結合法による固定化酵素はNAHase活性が最も高く、38．7％を示した。また、　CNBr－

Sepharoseを用いた固定化酵素担体は、ほぼ完全にタンパク質と結合していたにもかかわら

ず、NAHase活性の発現に比べキチナ一興活性が著しく低かった。これら固定化酵素の中で

は、タンニンーキトサンを担体とした固定化酵素がキチナ一半、NAHase活性ともに高い値

を示していた。そこで、本研究ではタンニンーキトサンを担体とした物理吸着法による固

定化酵素を選定し、以後の実験に用いることにした。

　次に、酵素の固定化反応に及ぼす担体に対する酵素の添加量の影響を調べた。Fig一．5に

示すように、酵素添加量の増加とともに、固定化キチナーゼとNAHase活性は徐々に増大し、

キチナーゼ活性は230U／g－carri　er、　NAHase活性は30　U／g－carrierが最大となり、以後

変化しなかった。固定化酵素の調製時における酵素の添加量は、最大活性を示した16mg

Protein／g－carhi　erとした。

（2）固定化酵素の諸性質

　Fig．6に、固定化キチナーゼの性質を遊離酵素と比較して示した。固定化キチナーゼ
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Fig．　5．　Effects　of　the　amount　of　chitinolytic　enzymes　on　immobilization

　　with　tannin－chitosan．

　　　　Tannin－chitosan　（10　g，　wet）　was　incubated　at　40C　for　24　h　with

　　shaking　with　enzyme　solution　dissolved　in　40　ml　of　50　mM　sodium

　　acetate　buffer　（pH　5．6）．　After　i　ncubation，　the　enzyme－adsorbing

　　carrier　was　washed　and　excess　water　was　removed．　The　enzyme
　　activities　were　assayed　as　described　i　n　the　text．

　　O，　chitinase；　e，　NAHase．
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Fig．　6．　Effects　of　pH　and　temperature　on　bhitinase　activity　of　immobilized

　　enzyme．
　　　　The　enzyme　activity　was　determined　as　described　i　n　the　text．　A，　Effects

　　of　pH．　Buffers　used　were　sodium　acetate　buffer　at　pH　2．0－5．6　and　sodium

　　phosphate　buffer　at　pH　6．0－8．0．　B，　Effects　of　temperature．　C，　pH－stability．

　　The　pH－stability　was　observed　by　assaying　the　enzyme　activity　after
　　　incubation　at　400C　for　1　h　at　various　pHs．　D，　Therrno－stability．　The　thermo－

　　stability　was　observed　by　assaying　the　enzyme　activity　after　i　ncubation　for

　　　1　h　at　various　temperatures．

　　　e，　immobilized　chitinase；　O，　free　chitinase．
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の至適pHは4．0で、遊離酵素（pH　5．5）に比べ酸性側ヘシフトした。　pH安定性もまた・

遊離酵素（pH　5。0－7．0）に比べ、より低pHの4・0－6・0で安定であった。固定化キチナ

＿ゼは、遊離酵素に比べ温度安定性が増大した（Fig．6D）にもカ・かわらず・至適温度は

遊離酵素の60℃から40－50℃の低温域ヘシフトした（Fig・6B）。

　また、Fig．7に固定化NAHaseの性質を遊離酵素と比較して示した。固定化NAHaseの至適

pHは4．0で、遊離酵素（pH　5．0）に比べ酸性側ヘシフトした。　pH安定性は遊離酵素に比

べやや酸性側、アルカリ性側ともに高くなった。至適温度、温度安定性においては、固定

化酵素と遊離酵素の差異は、ほとんど認められなかった。

　さらに、固定化酵素の動力学的性質について調べた。その結果をFig．8に示す。固定化

酵素のKm値、　Vmaxは、グリコールキチン（キチナーゼ活性）を基質とした場合、各々9・O

mg／m1、3．2μmo1／mi　n／mg－protein　（遊離酵素：6．O　mg／ml、58．5μmo1／min／mg－

protein）で、　PNP－GlcNAc（NAHase活性）を基質とした場合、各々0．090　mM、4．1μmo1／

min／mg－protein（遊離酵素：0．094　mM、12．5μmo1／min／mg－protein）であった。このよう

に、固定化酵素と遊離酵素で著しい差が認められなかったことカ・ら、キチナーゼ、NAHase

ともに固定化によって著しい変化を受けないことが明らかになった。
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Fig．　7．．　Effects　of　pH　and　temperature　on　NAHase　activity　of　i　mmobilized　enzyme．

　　　　The　enzyme　activity　was　determined　as　described　i　n　the　text．　A，　Effects　of

　　pH．　Buffers　used　were　sodium　acetate　buffer　at　pH　2．0－5．6　and　sodium
　　pbosph．qte　buffer　at　pH　6．0－8．0．　B，　Effects　of　temperature．　C，　pH－stability．

　　The　pH一一stability　was　observed　by　assaying　the　enzyme　activity　affer
　　incubation　at　40℃　for　1　h　at　various　pHs．　D，　Thermo－stability．　The　thermo－

　　stability　was　observed　by　assaying　the　enzyme　activity　after　i　ncubation　for

　　1　h　at　various　temperatures．

　　e，　immobilized　NAHase；　O，　free　NAHase．
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第二節　バイオリアクターによるN一アセチルグルコサミンの生産

　GlcNAcの生産には、前節で調製したタンニンーキトサンを担体としてキチナーゼ・

NAHaseを物理吸着させた固定化酵素が最も適すると考えられた。そこで、本固定化酵素

担体を用いてキチンオリゴ糖からGlcNAcの最適生産条件を調べ・バイオリアクターによる

GlcNAcの連続生産を試みた。

実験方法

（1）実験材料

　　キチンオリゴ糖は、キチンを濃塩酸（35％）で40℃、3時間加水分解し、活性炭カラ

ムに吸着後、50％エタノールで溶出して調製したものを用いた。

（2）バイオリアクター

　　GlcNAcの生産条件の検討及び連続生産には、ガラス製カラム（1．8×7．6　cm）に前節

で調製したタンニンーキトサンを担体としてキチナ一面およびNAHaseを物理吸着させた固

定化酵素149（湿潤）を充填したカラムリアクターを用いた。リアクターは、予め

10mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5．0）を通液し40℃に平衡化してから使用した。

（3）GlcNAcの生成量

　　キチンオリゴ糖からのGlcNAcの生成量の分析はHPLCを用いた。分析条件は前節と同様

にして行った。

結果と考察

（1）生産条件の検討

　　固定化酵素によるGIcNAcの生産において、基質に可溶性のキチン、すなわちキチンオ
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リゴ糖を用いれば非常に短時間にしかも効率的な連続生産が可能と考えられた。

　この場合、GlcNAcの存在によりNAHaseが阻害を受けることが考えられるので、　GlcNAc濃

度がNAHase活性に及ぼす影響を調べた。その結果を・Fig・9に示した。それによれば・

NAHase活性は遊離型と固定型とにかかわらず、　GlcNAc濃度の上昇につれ、著しく阻害を受

けた。固定化酵素は遊離酵素に比べ、やや阻害が弱かったものの、60mM（13・3　mg／ml）の

GlcNAc濃度でNAHase活性は50％の阻害を受けていた。これらの結果力、ら判断して、分解効

率を上げるためには、基質として用いるキチンオリゴ糖にGlcNAcが含まれないことが必要

となった。そこで、以後の実験の基質はGlcNAcを完全に除いたキチンオリゴ糖（組成：23

％GlcNAc2、35％GlcNAc3、24％GlcNAc4、15％GlcNAc5、3％GlcNAc6）を調製して用いた。

　さらに、カラムリアクターを用いる場合、カラム内のGlcNAc濃度は、　GlcNAcの生成速度

と基質溶液の流速によっても影響を受ける。そこで、GlcNAc生産に及ぼす基質濃度と流速

の影響について検討した。基質（キチンオりゴ糖）を、10mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
5．0）に各々1、2、4％濃度（w／v）となるように溶解し、space　velocity（SV）＝

0．6～2．Oh－1の流速として、40℃でリアクターに供した。カラムボリュームの5倍容が流

出した時点で、その溶出液の一部をHPLCによるキチンオリゴ糖からのGlcNAc生成量測定に

供した。その結果をFig．10に示す。基質濃度が1または2％で、　SV＝0・5～1・O　h’iの

流速で供した場合・キチンオリゴ糖からのGIFNみ。生成率は約93％で最大となった・しカ’し

ながら、基質濃度が4％と高く、しかもSV＝2．Oh“iの速い流速で供した場合は・キチン

オリゴ糖からのGIcNAc生成率は60％程度であった。したがって、本研究では、生成率そし

て生成量ともに有利な条件として、基質濃度2％、SVニ1．Oh一1の流速を選定した。

＊

　1時間にカラム容積の何倍の容量（基質）を流すかを示す。
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Fig．　9．　Effects　of　GlcNAc　concentration　on　NAHase　activity　of　immobilized

　　　enzyme．
　　　　　The　NAHase　activity　of　the　immobi　l　i　zed　enzyme　was　determined．　as

　　　deS6’iib”e’d　i　n　the　text　at　various　concentrations　of　GlcNAc　i　n　the

　　　reaction　mixture．
　　　e，　．i　mmobilized　NAHase；　O，　free　NAHase．
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　　　　USing　a　COlUmn　reaCtOr．
　　　　　The　reactor　（1．8×7．6　cm）　packed　with　the　immobilized　enzyme　（14　g，　wet）

　　　　was　previously　equilibrated　wlth　10　mM　sodiu田　acetate　buffer　（pH　5．0）　at

ll翻dtlh叙e1Fe翻1鼎離1。ll．潔。｝ns甜les瀦1驚「豊

　　　　0．5－2．O　h－1．

　　　　Concentration　of　the　substrate；　（△）　1％，　（○）　2％，　（●）　4％・
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（2）GlcNAcの連続生産

　　固定化酵素担体を充填したカラムリアクターを用い、キチンオリゴ糖力・らGlcNAcの連

続生産を試みた。リアクターの運転は・前記設定条件の基質濃度2％、SVニ1・Oh”1の流

速、温度40℃で行い、溶出液は経時的に採取しGlcNAcの生成量をHPLCで分析した。その結

果、Fig．11に示したように、　GlcNAcは長期間にわたり安定して生産された。キチンオリ

ゴ糖からのGlcNAc生成率は90％以上で、しかも130日間以上GlcNAcを生産することがで

きた。また、HPLC分析の結果から、溶出液にはGlcNAcの他にGlcNAc2と少量のGlcNAc3がリ

アクター運転中継続して認められた。これは、主として多量に生産されたGIcNAcにより固

定化酵素担体のNAHaseが阻害を受けていると考えられた。　Table　11に、リアクター運転

133日後の固定化酵素担体の残存タンパク質量および酵素活性を示す。リアクター運転

133日後においても90％以上のGlcNAc生成率を保持していたにもかかわらず、固定化酵素

担体の酵素活性は、初発に比べ、キチナ一士で47．2％、NAHaseで32．5％に低下していた。

これらの活性半減期を算出したところ、キチナーゼで125日、NAHaseで98日であった。

（3）GlcNAcの分離精製

　　130日間のリアクター運転後・得られた溶出即らG19NAcの分離精製を試みた・得ら

れた全溶出液62♀を直接．　1．0　×　1　2Q．．　cm’の活性炭一セライtトカラム（活性炭＝セライト＝

1：1）へ供し、，未分解のキチンオリゴ糖を吸着除去した。続いて、5x60　cmのイオン交換樹

脂カラム（アンバーライトIR－120B：アンバーライトIRA－400＝1：1）へ供し、塩類を除去

した。　カラム洗浄液をも合わせて得られた809の溶液を39まで減圧濃縮したところ、

GlcNAcの結晶が容易に析出した。この結晶を減圧濾過で分離し、少量のエタノールで洗浄

した後、真空乾燥して11239（キチンオリゴ糖からの収率90．6％）を得ることができた。

結晶学は、HPLC、元素分析、　i3C－NMRによりGlcNAcであることを確認した。
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　以上の結果から、100kgの固定化酵素を充填したバイオリアクターを用いれば月産

約1800kgのGlcNAc生産ができると推定され、本製造法はGlcNAcの工業的生産に適してい

ると考えられた。以上の結果を総合して、固定化酵素リアクターを用いたGlcNAcの新しい

生産システムをFig・12のようにすることを提案する。
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第三節　要約

酸部分加水分解によって調製した水可溶性のキチンオリゴ糖を基質とし』orientalis

の生産するキチン分解酵素（キチナーゼおよびNAHase）を固定化した担体を充填したバイ

オリアクターによるGlcNAcの連続生産法を開発した。すなわち、酵素の固定化は種々の固

定化担体に異なった方法で行ったが・タンニンーキトサンに物理吸着させる方法が極めて

有効であることを明らかとした。次に、本固定化酵素の諸性質（至適pH・pH安定性・至

適温度、温度安定性、生産物阻害）およびGlcNAcの最適生産条件を検討した後・カラムリ

アクターを用いた連続生産を行った。その結果、キチンオリゴ糖からGlcNAcを90％以上の

収率で130日間以上連続的に得ることに成功した。この方法は、従来からの化学合成法に

代わる新しいGlcNAc生産法として工業的に利用可能と思われる。また・このようにして生

産されたGlcNAcは化学合成品でないことから、国内では食品素材として有効に利用できる

ものである。さらに、本研究で開発したキチンからGlcNAcの新しい生産システムを

提案した。
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第三章　キトサン分解酵素によるグルコサミンの生産

　グルコサミン（GlcN）は、化学合成原料や医薬品原料として工業的に用いられている有

用な物質である。GlcNは・キチンを塩酸で完全に加水分解してグルコサミン塩酸塩の形で

製造されている。これはすでに述べたように、キチンのグリコシド結合の加水分解と

GlcNAc残基の脱アセチル化反応により生成するものである。このようなキチンの化学分解

によるGlcNの生産に対し、反応が非常に温和で、また特殊な設備を必要としない、　GlcNの

ポリマーであるキトサンの酵素分解による方法が考えられた。

　キチンを分解する酵素は前章で述飛たように、キチナーゼとβ一N一アセチルグルコサ

ミニダーゼまたはβ一N一アセチルヘキソサミニダーゼの共同作用によりGlcNAcまで完全

に分解されることが知られている。一方、キトサンを分解する酵素としてはキトサナーゼ

が知られ、数多くの微生物から見出されている。しかし、これらのキトサナーゼは、キト

サンを分解してキトサンオリゴ糖（GlcN2～GlcN6）を生成する典型的なエンド型

酵素6’15）である。このようなことから、酵素によるキトサンからキトサンオリゴ糖の生

産は容易に行えるが、エキソ型の酵素が見出されていないためGlcNの生産を達成すること

ができないのが現状である。

　　　　　　　　　　　　　　　キトサン　一幅一一．一一一一「

　　　　　　　　　　s　．．．一　t
キトサナーゼ

・キトサナーゼ

GlcNオリゴマー

GlcN2　ddt”一一一一「！’一『’

　1　　　　　　　　　’

　　　　　’　1　　　　　　　！
　1　　　　　　　ノ

　　　　ノ　　　　　　　　ノ

藤　〆　／／
　　∠’ノGlcN

　　　　1

　　　　　
　　　　｛

一一 s　　　　l

　l　　　l
　l　　　　l
　l　　　l
　l　　　I
　l　　　l
ココヨロロコヨ

　｝
，1

　　　（一一：予想される分解経路）

62

懇灘雛鳥露顕灘灘購耀聯1、，灘　　’轄難

．
製



”爾 @　・く灘．．一　　　・『・頸

薫

筆者は、キチン・キトサン分解酵素の研究過程において、』ori　enta　li　s　IFO12806が、

キチン分解酵素であるキチナーゼ38’39）とβ一N一アセチルヘキソサミニダーゼ4n）の

他に、キトサナーゼ・さらには新規酵素であるエキソーβ一D一グルコサミニダーゼを生

産することを見出した。そこで・キトサンの酵素による完全分解が達成できるものと考え・

新規酵素であるエキソー，（3　一　D一グルコサミニダーゼおよびキトサナーゼの精製を行い・

キトサンの酵素分解によるGlcNの生産を試みた。
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第一節　エキソーβ一D一グルコサミニダーゼの精製と諸性質

従来、数多くの微生物から見出されているキトサンを分解するキトサナーゼは、キトサ

ンオリゴ糖を生成するエンド型酵素である。しかし、本研究において筆者は、キチンの代

わりにキトサンを唯一の炭素源として』orientalis　IFO12806を培養すると、キトサナー

ゼのみならず、GlcN2を加水分解してGlcNを生成する新しいエキソ型酵素（エキソーβ一

D一グルコサミニダーゼと命名）が生産されることを見出した。そこで、本酵素の精製を

行い、その諸性質について調べた。

実験方法

（1）実験材料

　　キトサンは、Mimaらの方法47）によって調製した完全脱アセチル化キトサンを用いた。

キトサンオリゴ糖糖アルコール（chitobiito1～chitohexaito1）は、キトサンオリゴ糖

（GlcN2～GlcN6、各10　mmo1）に対し、水素化ホウ素ナトリウム（20　mmo1）で25℃・

2時間処理後、Dowex　50Wのイオン交換クロマト法で精製して調製した46）。キチンオリゴ

糖糖アルコールは、Barkerらの方法24）によって調製し、セロオリゴ糖は・Millerの

方法49〕により調製した。グリコールキトサンは和光純薬製を用いた。Ga1Nα1－4Ga1Nは

フナコシ薬品製、Sephadex　G－25、　CM－Sephadex　C－50、　Sepharose　CL－4B、　Sephadex　G－200、

DEAE－Sephadexはファルマシア製、　Toyopearl　HW－55Sは東ソー製を用いた。

（2）菌株および培養

　　菌株は前章と同様、』orientalis　IFo12806を用いた。前培養は・前章（第二章・

第一節）と同様にして48時間回転振邊培養を行い、本培養は、79容のジャーファーメ

ンター（高崎科学機械㈱製TSO－M7）を用いて、撹拝速度300　rpm・　通気量3・52／min・
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温度30℃の条件で96時間培養を行った。本培養培地には、前章のコロイダルキチンと

GlcNAcの代わりに同量のコロイダルキトサンを用いた。

（3）粗酵素の調製

　　前項（2）で得た培養液を4℃で遠心分離（10000×9、15分間）した。得られた上清

液に80％飽和となるように固形硫安を加えてタンパク質を沈澱させ、さらに、冷蔵庫に一

夜放置した。生じた沈澱を遠心分離（10000×9、10分間）して集め、20mlの25　mM酢酸

ナトリウム緩衝液（pH　4．5）に溶解した。次に、この溶液を、予め前記と同様の緩衝液で

平衡化したSephadex　G－25カラム（2．2×84　cm）に供して、粗酵素溶液とした。なお、酵素

の調製は、特記しない限りO－4℃にて行った。

（4）酵素活性の測定

　1）エキソーβ一D一グルコサミニダーゼ

　　　2mMのchitotriitolに適当量の酵素液と0．1　M酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5．5）を

加えて全量を1．O　m1とし、40℃で10分間反応を行った。次に、　Schal　es試薬29）を加え

てi6分間煮沸後、420　nmの吸光度を測定し、　GlcNを標準として、生成した還元糖を定量

した。酵素単位1Uは、1分間に1μmo1のGlcNに相当する還元糖を生じる酵素量と

定義した。

　2）キトサナーゼ

　　　1．0％（w／v）のグリコールキトサンに適当量の酵素液と0．1M酢酸ナトリウム緩衝

液（pH6．0）を加えて全量を1．Om1とし、40℃で’ P0分間反応を行った。次に、上記

エキソーβ一D一グルコサミニダ一直の方法と同様にして還元糖を定量した。　酵素単位

1Uは、1分間に1μmo1のGlcNに相当する還元糖を生じる酵素量と定義した。

（5）アフィニティークロマトグラフィー担体（chitotriito1－Sepharose　CL－4B）の調製

　　Marchらの方法43）によって調製したシアノゲンブロマイド活性化Sepharo＄e　CL‘一4Bを
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0．5Mの1，6一ヘキサンジアミン溶液（500　ml、　pH　10．2）に懸濁し、室温で5時間振盈を

行った。　次いで・担体は・0・5Mの塩化ナトリウムを含む1．OM炭酸水素ナトリウム溶液、

蒸留水、1・OM塩酸・1・OM水酸化ナトリウム溶液、および蒸留水を用いて順次洗浄し、

ω一アミノヘキシルーSepharoseを調製した。　次に、　Di×onらの方法45）に従い、この担

体を2．5％（v／v）グルタルアルデヒドを含む600m1の10　mM酢酸ナトリウム緩衝液

（pH　5．5）に懸濁し、40℃で1時間振量を行って活性化した。得られたグルタルアルデヒ

ド活性化担体は、蒸留水および0．5M酢酸ナトリウム緩衝液（pH　6．0）で順次洗浄した後、

209のGlcN3を含む同緩衝液400　m1に懸濁し、259のシアノ水素化ホウ素ナトリウムを加

え、反応を行った5z）。反応は、40℃、8時間減圧に保った後、40℃で14時間振押して

行った。反応後、調製した担体を蒸留水で洗浄し、さらに400mlの0．5％（w／v）水素化

ホウ素ナトリウム溶液に懸濁して、減圧下、室温で2時間登高しながら還元した。このよ

うにして調製したchitotriitol－Sepharose　CL－4Bを、50　mM酢酸ナトリウム緩衝液

（pH　5．5）で洗浄し、使用するまで同緩衝液中で冷蔵保管した。

（6　）’ o一ニトロフェニル　2一デオキシー2一・アミノーβ一D一グルコピラノシド

　　　（PNP－GlcN）の合成

　　エキソーβ一D一ヘキソサミニダーゼの基質として用いるPNP－GlcNは、概略Fig・13

に示す方法で合成した。

　まず、1，3，4，6一テトラー0一アセチルー2一デオキシー2一アミノーβ一D一グルコビ

ラノース（1）をBergmannらの方法51）により調製した。すなわち、化合物1（159・43

mmo1）を予め一10℃に保ったアセトン（100　m1）と無水トリフルオロ酢酸（15　m1・106

mmo1）の混液に撹卜しながら徐々に添加した。反応混液を、一5～一10℃で20分間保っ

た後、500mlの氷水中に注ぎ込み、4℃で1時間撹拝を行った。生成した沈澱結晶をフィ

ルターで集め、冷水で洗浄後、真空乾燥した。この反応により1，3，4，6一テトラーO一アセ
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　　　　　　　CH20Ac

　　　　　　　　　　NH2

　　　　　　　CH20Ac

1
CH3COOH

NHCOCF3

　　HC1／CH3COOH

　　　CH20Ac

AcO

HCユ

　C工

NHCOC　F3

　　p－Nitrophenol

　　　CH20Ac
　　　6：．，OxKO＞一一No，

AcO
　　　　　NHCOCF3

　　　　　　　　NH3

CH3COOH，　CF3COOH

（III）

C月：20H

OH
o O＞No，

（IV）

HO
NH2

Fig．　13．
Synthetic　scheme　of　p－nitrophenyl　」（3－D－glucosaminide．
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チルー2一デオキシー2一トリフルオロアセトアミドーβ一D一グルコピラノース（ll）

を得た（17・69、収率92％）。

　次に、化合物ll（109、22．4　mmo1）を酢酸（28　m1）と無水酢酸（2m1）に溶解し、

0℃下で塩化水素ガスを飽和するまで吹き込み、その後室温で16時間反応させた。反応

後、クロロホルム（150m1）を加え、冷却した20％（w／v）の酢酸ナトリウム溶液、飽和

炭酸水素ナトリウム溶液、および蒸留水を用いて、順次2回洗浄を行った。得られた溶液

に、硫酸マグネシウムを加えて脱水し、減圧濃縮した。濃縮液を、エーテル（80ml）と

ヘキサン（30ml）の混液に溶解し、減圧濃縮乾固後、真空乾燥した。得られた乾燥物を、

アセトン（45ml）に溶解し、これにアセトン（15　ml）と1M水酸化ナトリウム溶液

（15ml）の混声に溶解したP一ニトロフェノール（5　9’）を加え、室温で8時間反応させ

た。反応後、反応液からアセトンを留去した後、これに蒸留水（150m1）を加え、クロロ

ホルム（150m1）を用いて抽出を行った。抽出液を、冷却した飽和炭酸水素ナトリウム溶

液と蒸留水で順次洗浄する操作を7度繰り返した後、無水塩化カルシウムを用いて脱水し、

濃縮乾固した。得られた乾広物について、エタノールからの結晶化を行い、p一ニトロフ

ェニル　3，4，6一トリーO一アセチルー2一デオキシー2一トリフルオロアセトアミドーβ

一D一グルコピラノシド（lll）を懲（4・99、膵44％）・

　次いで、化合物川（4．09、7．7mmo1）をメタノール（70　m1）に溶解し、0℃下でアン

モニアガスを飽和するまで吹き込み、その後室温で72時間保持した。反応後、反応液を

濃縮乾固し、エタノール（100m1）に溶解した。溶液を、活性炭で処理した後、冷蔵庫で

一夜放置し、析出した結晶をフィルターで集め、エタノールで洗浄した後、真空乾燥して・

PNP。GlcN（IV）を得た（2．149、収率93％）。

　以下に、（ll）、（lll　）、（IV）の分析値を示す。その結果から、（IV）はPNP－GlcNで

あることを確認した。
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　　（Il）1，3，4，6一テトラーO一アセチルー2一デオキシー2一トリフルオロアセトアミド

＿β一D一グルコピラノース

m．P．168－169℃（文献値5z》、m・P．166－168℃）

Anal．　Calcd．　for　Ci　6H2zNOi　eF3：　C　43．35，　H　4．55，　N　3．16，　F　12．86．　Found：　C　43．53，

H　4．51，　N　2．98，　F　12．93．

iH－NMR　（DMSO－d6）：　1．95，　2．01，　2．03，　2．08　（12H，　s，　OAcx4），　4．01－4．09　（3H，　m，　H－2，

s，　and　6a），　4．23　（IH，　dd，　Js，6b＝13．0　Hz，　J6a，6b＝4．9　Hz，　H－6b），　5．00　（IH，　t，　J3，4

＝J，，s＝9．7　Hz，　H一一4），　5．30　（IH，　t，　J2，3＝J3，4＝10．0　Hz，　H一一3），　5．85　（IH，　d，　J，，，＝8．8

Hz，　H一一1），　9．71　（IH，　d，　JNH，2＝8．8　Hz，　N－H）．

　　　（IID　P一ニトロフェニル　3，4，6　一一トリー○一アセチルー2一デオキシー2一ト

リフルオロアセトアミドーβ一D一グルコピラノシド

m．p．196－1980C　（decomp．）

Anal．　Calcd．　for　C2zH2iN20i　zF3：　C　45．98，　H　4．05，　N　5．36，　F　10．91．　Found：　C　46．03

H　4．02，　N　5．42，　F　10．88．

IR：　3300cm一’　（NH），　1759　（OAc），　1700　（amide　l），　1600　（Ph，　C＝C），　1530　（amide　ll），

1350　（Ph，　NO）．

iH一一NMR　（DMSO－d6）：　1．98　（3H，　s，　OAc），　2．04　（6H，　s，　OAcx2），　4．13　（IH，　d，　J6a，6b＝

10．6　Hz，　H－6a），　4．21一一4．32　（3H，　m，　H－2，　5，　and　6b），　5．08　（IH，　t，　J3，4＝J4，s＝9・5

Hz，　H－4），　5．33　（IH，　t，　J2，3＝J3，4＝9．9　Hz，　H－3），　5．64　（IH，　d，　Ji，2＝8．4　Hz，　H－1），

7．28　（2H，　d，　J＝9．2　Hz，　o一一Ph　protonx2），　8．26　（2H，　d，　J＝9．5　Hz，　m－Ph　protonx2）．

　　　（IV）P一ニトロフェニル　2一デオキシー2一アミノーβ一D一グルコピラノシド

　　　　　　　　　（　PNP－G1　cN　）

m．p．181－1820C　（decomp．）
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Anal．　Calcd．　for　Ci2Hi6N207：　C　48．00，　H　5．37，　N　9．33．　Found：　C　47．87　H　5．31，

N　9．22．

［a］D　＝　一105．Oe　（C＝3．0，　water）

IR：　3350cm－i　（OH），　1610　（NH），　1590　（Ph，　C＝C），　1350　（Ph，　NO）．

i3c－NMR　（DMSO－d6）：　57．20　（C一一2），　60．68　（C－6），　69．63　（C－4），　76．63　（C－3），　77．49

（c－s），　101．24　（C－1），　116．72　（o－Ph，　carbonx2），　125．76　（m－Ph，　carbonx2），　141．81

（ph　carbon　attached　to　the　phenolic　oxygen），　162．45　（p－Ph，　carbon）．

iH一一NMR　（DMSO－d6）：　2．71　（IH，　m，　H－2），　3．20　（2H，　m，　H－3　and　4），　3．35－3．45　（IH，　b，

H－5），　3．49　（IH，　dd，　Js，6b＝1．4　Hz，　H－6b），　4．98　（IH，　d，　Ji，2＝8．2　Hz，　H－1），　7．24

（2H，　d，　J＝9．2　Hz，　o一一Ph　protonx2），　8．26　（2H，　d，　J＝9．5　Hz，　m－Ph　protonx2）．

（7）分析方法

　1）タンパク質の定量は、標準タンパク質として仔牛血清アルブミンを用い、Lowryらの

方法53）に従って行った。

　2）　’ネイティブポリアクリルアミド電気泳動は、7％ポリアクリルアミドゲルを用い、

Reisfeldらの方法54）に準じて行った。　S　DS一ポリアクリルアミド電気泳動は、7・5％ポ

リアクリルアミドゲルを用い、Laemmliの方法55）に準じて行った。また、5％ゲルを用い

たSDS一ポリアクリルアミド電気泳動により、酵素の分子量は、　WeberとOsbornの

方法56）に従って測定した。等電点電気泳動は、ポリアクリルアミドゲルプレート（pH

3．5～9．5）を用い、plカリブレーションキット（フナルマシア製）を用いて行った．酵素

タンパク質の染色は、Coomassie　Brilliant　Blue　R－250を用いて行った。ゲル濾過法によ

る分子量の測定は、Sephadex　G－200を用い、　Andrewsの方法57〕に従って行った。

　3）酵素分解生成物は、TLCおよびHPLCで分析した。　TLC分析には・シリカゲル60アルミ

こウムプレート（メルク製）を用い、展開溶媒には、プロパノール：30％アンモニアニ

70

鐵　羅灘1・一．灘籔灘灘、懸羅1購 　灘灘　，購雲難
，潔　簿　　　＿羅欝畿　　i／i



欝響’・r，
縷辮灘羅残円明・鱗燃懸蓬鰯灘．

ri｛：　．．　．

2：1（v／v）を用いた。GlcNおよびキトサンオリゴ糖の検出は、ニンヒドリン法32）によっ

て行った。HPLC分析は・前章（第二章、第一節）と同様の条件で行い、キトサンオリゴ糖

およびキトサンオリゴ糖糖アルコールは、Amanoらの方法58）によりN一アセチル化した

後、HPLC分析を行った。

i

結果と考察

（1）エキソーβ一D一グルコサミニダーゼの精製

　1）CM－Sephadexクロマトグラフィー

　　粗酵素液を、予め25mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　4．5）で平衡化したCM－Sephadex

C－50カラム（1．8×25cm）に供した。カラムを同緩衝液300‘帽で洗浄後、吸着部を

0－0．6Mの塩化ナトザウムを含む同緩衝液（12）を用いた直線濃度勾配で、流速

80ml／hで溶出した。溶出液は10　m1ずつ分取し、酵素活性（エキソー／3　一D一グルコサミ

ニダーゼおよびキトサナーゼ活性）およびタンパク質濃度（280nm吸光値）を測定した。

その繕果、Fig．14に示すように、エキソーβ一D一グルコサミニダ一画活性を有する面

分（フラクションNo．65－75）とキトサナーゼ活性を有する大部分の画分（フラクション

No．12－21）とを分離することができた。そこで、ニキソーβ一D一グルコサミニダーゼ活

性持分を集め、70％飽和となるように固形硫安を加えてタンパク質を沈澱せ、さらに、冷

蔵庫に一夜放置した。生じた沈澱を遠心分離（10000×9、10分間）して集め、少量の

50mM酢酸ナトリウム績衝液（pH　5．5）に溶解した。

　2）Toyopearl　HW－55Sクロマトグラフィー

　　上記CM－Sephadexクロマトグラフィーで得たエキソーβ一D一グルコサミニダーゼ画

分を、予め50mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5．5）で平衡化したToyopearl　HW－55Sカラム

（2．7x78　cm）に供した。同緩衝液を用いて流速20　ml／minで溶出し、溶出液は5m1ずつ
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Fig．　14．　Purification　of　exo一一13－D－glucosaminidase　by　CM－Sephadex

　　　　C－50　chroMatography．
　　　　　　b’，Vh’b56F6aHbe’　a’t　2so’　nrn；　o，　exo一・」B．D－glycogamipid，asg

　　　　ac　ti　v’　i　｛YT　T（　i　hi　ts／ml　・）．；　A　，　chi　tosan　asq　．qcti　vi　ty　（uni　ts／ml　）　；

’　’@J　一T@：　1　so　’di　d　m　」c　hl　o　ri　d　e　con　c　en　t　rati　o　n　（M）．
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分取し、エキソーβ一D一グルコサミニダーゼ活性およびタンパク質濃度（280nm吸光値）

を測定した。　その結果・Fig・15に示すように、タンパク質は3っのピークとして溶出さ

れ、エキソー，8　一D一グルコサミニダーゼは最初の画引（フラクションNo．50　一一　60）に溶出

された。

　3）chitotriitol－Sepharose　CL－4Bアフィニティークロマトグラフィー

　　上記Toyopearl　HW－55Sクロマトグラフィーで得たエキソーβ一D一グルコサミニダ

ーゼ画分を、予め50mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5。5）で平衡化したchitotriito1－

Sepharose　CL－4Bカラム（2．7×42　cm）に供した。カラムを同緩衝液で洗浄後、酵素を

2mMのchitotri　ito1を含む同緩衝液を用いて流速200　m1／hで溶出し、溶出液は50　mlずつ

分取し、エキソー，（3　一・　D一グルコサミニダーゼ活性およびタンパク質濃度（280nm吸光値）

を測定した。その結果、Fig．16に示すように、エキソーβ一D一グルコサミニダ一腹活

性が単一ピークとして得られた。　そこで、この随分（フラクションNo．17　一・　20）を集め、

70％飽和となるように固形硫安を加えてタンパク質を沈澱させ、さらに、冷蔵庫に一夜放

置した。生じた沈澱は遠心分離（10000×9、10分間）して集め、少量の50mMホウ酸ナ

トリウム緩衝液（pH　9．0）に溶解した。

　イオン交換クロマトグラフィー（CM－Sephadex、　DEAE－Sephadex）、ゲル濾過クロマトグ

ラフィー（Sephadex　G一一一100、　Bio－Gel　P－60）、ハイドロキシルアパタイトクロマトグラフ

ィー、pheny1－Sepharoseクロマトグラフィー等、他の精製手段を用いても完全な精製が

できなかったが、chltotrrito1－Sepharose　CL－4Bアフィニティークロマトグラフィーは・

エキソーβ一D一グルコサミニダーゼの精製に非常に有効であった。

　4）DEAE－Sephadex　A－50クロマトグラフィー

　　上記chitotriito1－Sepharose　CL－4Bアフィニティークロマトグラフィーで得たエキ

ソーβ＿D＿グルコサミニダーゼ脚半をさらに精製するため、500mlの50　mMホウ酸ナト
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リウム緩衝液（pH　9・0）に対して透析を行い、予め同緩衝液で平衡化したDEAE－Sephadex

A－50カラム（1．8×9・5cm）に供し、非吸着画分を集めた。　これに、70％飽和となるよう

に固形硫安を加えてタンパク質を沈澱させ、さらに冷蔵庫に一夜放置した。生じた沈澱は

遠心分離（10000×9・10分間）して集め、少量の20mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　6．0）

に溶解し、同緩衝液に対し透析を行った。

　以上のようにして精製したエキソーβ一D一グルコサミニダ一当の各精製段階における

酵素活性、比活性及びその収率をTable　12に示した。精製したエキソーβ一D一グルコ

サミニダーゼは、培養濾液に比べ、35％の回収率で比活性が約16倍に上昇した。

　5）精製エキソーβ一D一グルコサミニダーゼの均一性

　　精製した酵素の均一性を確認するために、SDS一ポリアクリルアミド電気泳動、

等電点電気泳動およびネイティブポリアクリルアミド電気泳動を行った。まず、酵素の精

製過程をSDS一ポリアクリルアミド電気泳動法で検討した結果をFig．17Aに示した。

それによるとToyopearl　HW－55Sクロマトグラフィー（1ane　1）、引き続くchitotriitol－

Sephalose　CL－4Bアフィニティークロマトグラフィー（1　ane　2）と、ステップを経るごと

に精製され、DEAE－Sephadex　A－50クロマトグラフィーにより、完全に単一バンド

（1　ane　3、4）になった。また、等電点電気泳動において単一バンドを示し（Fig．17　B）、

ネイティブポリアクリルアミド電気泳動においてもエキソーβ一D一グルコサミニダーゼ

活性を示す単一バンドが認められた（Fig．18）。

　SDS一ポリアクリルアミド電気泳動法によって求めた本酵素の分子量は約97000・

ゲル濾過法では約70100であった。また、本酵素の等電点は、pH　8．8付近であった

　（Fig．　17　B）　．
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Fig．　18．　Native　polyacrylamide　gel　electrophoresis　of　purified

　　　exo－Z3－D－glucosaminidase．
　　　　　ih6　pb　rl’　fi　ed　en　zyme　（30　」u　g）　was　el　ect　rop　ho　resed　（2　mA／ge　1．　）

　　　at　4eC’　for　3　h．　After　the　gel　’was　cut　i　nto　2－mm　sections　anq

　　　t”h’e’g｛）1　sl　i　ces　were　i．ncubated　in　O．5　ml　of　O．1　M　sodiurp　qgetate

　　　buff5r，　pH　5．s，　at　46C　for　18　h，　the　exo－B－D－gl．ucosaminidase

　　　activity’　i　n’eadh　i　ncthbation　mixture　was　measured．

79

、　・鑛・

　　　　ぞ　　　　　ヒ

　　　　1醤舞1’T．



’　ご・一、

擁碗蕗繕圏議「げr嚢・～…暫ti：　　　　　　　騙●麟

　　　P’　　　鑛蕪

（2）エキソーβ一D一グルコサミニダーゼの諸性質

　1）pHの影響

　　0．1M酢酸ナトリウム緩衝液（pH　3．O－6．0）、O．1　Mリン酸ナトリウム緩衝液（pH

6．0－8．0）および0．1Mホウ酸一NaOH緩衝液（pH　8．0－10．0）を用い、　chitotrli　tolを

基質として、エキソーβ一D一グルコサミニダーゼの至適pHおよびpH安定性を調べた。

その結果、Fig。19　Aに示したように、本酵素はpH　5．5で最大活性を示し、　pH　3．5以下

およびpH　8．0以上では活性を示さなかった。　また、各pHに調整した酵素液を、4℃で

96時間置いた後、残存する活性を測定したところ、pH　3．O－10．0の範囲で安定であった

（Fig．　19　B）　．

　2）温度の影響

　　種々の温度（25－80℃）で、chitotrilto1およびキトサンを基質として、活性を測定

し、至適温度を調べたその結果、Fig．20に示したように、本酵素は60℃付近で最大活性

を示した。また、酵素液を各温度（4－75℃）で15分間置いた後、残存する活性を測定し・

温度安定性を調べた。その結果、本酵素は50℃以下で安定であったが、60℃以上では安定

性が著しく低下し完全に失活した。

　3）エキソーβ一D一グルコサミニダーゼの分解様式

　　精製したエキソーβ一Drグルコサミニダ遠回の勘の基質即する作用と分解式

を調べた。本酵素は、キトサンオリゴ糖およびキトサンに対しては特異的に作用したが・

P一ニトロフェニルα一およびβ一グルコシド、P一ニトロフェニルα一およびβ一ガ

ラクトシド、二一ニトロフェニルα一およびβ一アセチルグルコサミニド・　P一ニトロ

フェニルα＿およびβ一アセチルガラクトサミニド、コロイダルキチン・キチンオリゴ糖・

セル・一ス、カルボキシメチルセル・一ス・セロオリゴ糖・Ga1Nα1－4Ga1Nは全く分解しな

かった。
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Fig．　19．　Effects　of　pH　on　exo一一JB－D－glucosaminidase　activit－y　and　stqbil！ty．

　　　　　（A）The　enzyme　ak　tivity　was　measured　at　various　pH．vqlues　rangin．　g－from

　　　pH’310　to　l　oL　o　under　the　standard　assay　procedure．　（B）The　pH：staPll）’ty

　　　Was　T66sofbed　by　assaying　the　enzyme　activity　after　standing　for　96　h　at

　　　4eC　at　various　pHs．
　　　　　e；Toli’M　sod’ium　acetate　buffer；　A，　O．1　M　sodium　phosphate　buffer；

　　　　　e，　O．1　M　boraterNaOH　buffer．
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Fig．21には・本酵素をキトサンオリゴ糖（GlcN2、　GlcN6）およびキトサンに作用させ

たときの分解生成物の経時変化（0・1、24時間）をTLCで分析した結果を示した。本酵素

（2．OU）をキトサン（1・Oml・1・0％）に作用させたとき、生成物は1時間、24時間とも

にGlcNのみであった（Fig・21、　C　2，　C　3）。また、キトサンオリゴ糖（1．O　m1、50μ1）

に対しては、反応初期はGlcNと用いたオリゴ糖より重合度の低いオリゴ糖を生成したが

（Fig．21、　A　2，　B　2）、24時間後にはGIcNが主生成物となった（Fig．21、A3，　B　3）。

このように、本酵素はキトサンおよびキトサンオリゴ糖に作用し、最終産物としてGlcNを

生成することが明らかになった。

　さらに、本酵素が基質の還元末端、非還元末端のうち、どちらの末端側からGIcNを遊離

しているかについて、キトサンオリゴ糖糖アルコール（chitopentaitol）を用いて調べた。

すなわち、エキソーβ一D一グルコサミニダーゼ（0．3U）とchitopentaito1（2mM）を

5m1の酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5．5）中、40℃で反応させた。反応液を、経時的

（10分、20分、3時間）に採取し、反応生成物をN一アセチル化した後、HPLCで分析を

行った。その結果、Fig．22に示したように、いずれの反応時間においても、生成物は

GlcNAcと用いたオリゴ糖より重合度の低いオリゴ糖の糖アルコールであったことから、本

酵素は、キトサンオリゴ糖の非還元末端からGlcNを遊離していると判断された。このよう

に、本酵素は、従来キトサン分解酵素では見出されていなかったエキソ型の酵素であると

判断された。

　4）エキソーβ一D一グルコサミニダーゼのキトサン関連物質に対する分解速度

　　PNP－GIcN、．キトサンオリゴ糖、キトサンオリゴ糖糖アルコールおよびキトサンを基質

とし、本酵素の加水分解初速度を調べた。Table　13に、各々の基質に対する相対分解速度

を示した．その結果、本酵累は、GlcN・、　GlcN・およびそれらの糖アルコール‘こ対して最大

分解速度を示し、重合度がGlcN、、　GlcN5以上およびそれ以下では、やや分解速度の低下が
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Table　13．　Relative　rates　of　hydrolysis　of　various　sugars

　　　　by　exo－B－D－glucosaminidase

SubS’ヒ士a「ヒe Relative　rate　（g）

　　　　　　　　　a）

PNP－GlcN
chitobiitol

chitobiose

chito’ヒrii’ヒol

chitotriose

chitotetrai『ヒ。工

chitote『ヒraose

chitopentaitol

chi“ヒopentaose

chitohexai’ヒol

chi「ヒohexaose

chitosan

　　O．21

　　0．30

38

85

92

100

99

99

100

　94

　92

　90

a）PNP－GlcN，　p－nitrophenyl　B－D一一glucosarninide
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鱗

認められた。とくに・PNP－GlcN・chitobiitolでは著しい分解速度の低下が認められ、一般

的にβ一グリコシダーゼの基質として用いられているアリルβ一グリコシドとは異なった

作用を示した。また・GlcN2に対しても、　GlcN3に比べ2．4倍も分解速度が低かった。

　以上のことから、エキソーβ一D一グルコサミニダーゼの活性の発現には、3個以上の

GlcN残基（GlcNβ1－4GlcNβ1－4GlcN）の存在が重要な役割をしていると考えられた。
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第二節　キトサナーゼの精製と諸性質

N．orientalis　IFO12806の生産するキトサナ一存の精製を行い、その諸性質について調

べた。

実験方法

（1）実験材料

　　キトサンは、前述の方法によって調製した完全脱アセチル化キトサンおよび部分アセ

チル化キトサンを用いた。グリコールキトサンは和光純薬製を用いた。キトサンオリゴ糖

糖アルコール及びキチンオリゴ糖糖アルコールは、前節と同様にして調製した。β一N一

アセチルヘキソサミニダーゼは、』orientalis　IFO12806起源の酵素を用いた4②）。

（2）菌株および培養

　　菌株は前節と同様、塾しorientalis　IFo12806を用い、前節と同じ方法で培養を行った。

（3）粗酵素の調製

　　前記培養液（19）を用い、前節と同様の操作を行って粗酵素溶液を調製した。

（4）キトサナーゼ活性の測定

　　キトサナーゼ活性は、前節と同様の方法で測定した。

（5）アフィニティークロマトグラフィー（chitotriose－Sepharose　CL－4B）の調製

　　Marchらの方法43）によって調製したシアノゲンプロマイド活性化Sepharose　Cレ4B

（109）を、chitotriose塩酸塩（1．09、1．64　mmo1）を含む20　m1の0・1　M酢酸ナトリ

ウム緩衝液（pH　8．0）に懸濁し、室温で3時間振量を行った。振邊後・担体は・0・5　Mの

NaC1を含む1．O　M炭酸水素ナトリウム溶液、続いて蒸留水、そして50　mMの酢酸ナトリウ

ム緩衝液（pH　5．5）で洗浄した。このようにして調製したchitotriose一一Sepharose　Cレ4B
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は、10％エタノール（v／v）を含む同緩衝液（pH　5．5）中で冷蔵保管した。

（6）分析方法

　1）タンパク質の定量は、前節と同様の方法で行った。

　2）SDS一ポリアクリルアミド電気泳動は、12．5％ポリアクリルアミドゲルを用い、

前節と同様の方法で行った。また・等電点電気泳動は・前節と同様の方法で行った。ゲル

濾過法による分子量の測定は・Sephadex　G－75を用い・前節と同様の方法で行った。

　3）酵素分解生成物は、TLCおよびHPLCで分析を行った。　TLCおよびHPLC分析の条件は、前

節と同様にして行った。

結果と考察

（1）キトサナーゼの精製

　1）CM－Sephadexクロマトグラフィー

　　粗酵素液を、予め25mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　4．5）で平衡化したCM一・Sephade×

C－50カラム（1．8×9．5cm）に供し、同緩衝液（120　ml）により、流速30　ml／hで展開した。

溶出液は6m1ずつ分取し、キトサナーゼ活性およびタンパク質濃度（280　nm吸光値）を測

定した。その結果、前節のFig．14に示したと同様、非吸着画分にキトサナーゼ活性を有

する画分が、タンパク質の主ピークよりやや遅れて溶出された。そこで・キトサナーゼ活

性画分を集め、70％飽和となるように固形硫安を加えてタンパク質を沈澱させ・さらに・

冷蔵庫に一夜放置した。　生じた沈澱を遠心分離（10000×9、10分間）して集め・少量の

50mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5．5）に溶解した。次いで、この溶液を・予め前記と同

様の緩衝液で平衡化したSephadex　G－25カラム（2．2x87　cm）に供して脱塩を行い・タン

パク質二分を集めた。

轟li
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　2）chitotriose－Sepharose　CL－4Bアフィ：ニティークロマトグラフィー

　　上記クロマトグラフィーで得たキトサナーゼ画分を、予め50mM酢酸ナトリウム緩衝

液（pH　5・5）で平衡化したchi　totri　ose－Sepharose　Cし一4Bカラム（2．2×12　cm）に供した。

カラムを同緩衝液で洗浄後、酵素を2mMのchitotetraitolを含む同緩衝液を用いて流速

20ml／hで溶出し、10　m1ずつ分取して、キトサナーゼ活性およびタンパク質濃度（280　nm

吸光値）を測定した。その結果、Fig・23に示すように、　chitotetraitolを用いた溶出で、

キトサナーゼ活性が単一ピークとして得られた。そこで、この糖分（フラクションNo．24－

39）を集め、70％飽和となるように固形硫安を加えてタンパク質を沈澱させ、さらに・冷

蔵庫に一夜放置した。生じた沈澱を遠心分離（10000×9、10分間）して集め・これを少量

の50mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　6．0）に溶解した。

　本アフィニティーゲルのリガンドをgl　ucosam　fi　ne～chitohexaose（GlcN～GlcN5）とした

場合の、精製キトサナーゼに対する吸着および溶出挙動を比較し、その結果をFig．24に

示した。GlcNをリガンドとしたアフィニティーゲルは、キトサナ一理を吸着しなかった

（Fig．24　A）。また、　GlcN2では、キトサナーゼがやや遅れて溶出され、キトサナ一戸を

弱く吸着するものと判断された（Fig．24　B）。一方、　GlcN4、　GlcNsをリガンドとしたアフ

ィニティーゲルは、本酵素の精製に用いたG］cN3（Fig・24　C）と同様に・強くキトサナー

ゼを吸着した（Fig．　24　D，　E）．また、吸着匠キトサナー’ゼの溶出には、用いたりガン

ドよ腫合度の高いオリゴ瀧アルコーノレが適していた．リガンドと同踵合度のオリゴ

糖糖アルコ＿ルでは、キトサナーゼの溶出ピークがブロードになり・また・それ以下の重

合度のオリゴ糖糖アルコールでは、溶出されなかった。このようなことは・オリゴ糖の重

合度が高いリガンドほど、キトサナーゼを強く吸着することを示唆するものである。

　この精製ステップにおけるchitotriose－Sepharose　Cし一4Bアフィニティークロマトグラ

フィ＿は、キトサナ＿ゼの精製に非常に有効であった。なお、前節のエキソーβ一D一グ

90

灘灘・鐡難灘難慰撫縁畿騨灘灘灘灘騨羅難灘．灘



・
講鏡

巨

5　●OOG
つ
N
り
而
　
①
O
量
旨
O
U
り
∩
窺

o

t

（
虐
＼
ε
凶
ρ
屑
〉
州
の
O
邸

20

Φ
u
働
邸
d
召
u
り
O
ρ
州
函
∪

01

10 　　20　30　40Tube　number　（10m　L／tube）

50
o

Fig．　23．’　Purification　of　chitosanase　on　chitotriose－Sepharose　CL一一4B

　　　affinity　chromatography．
　　　　　The　arrow　indieates　the　beginn．　ing　of　the　elution．

　　　　　e，　absorbance　at　280　nm；　O，　chitosanase　activity　（units／ml）．

履

強

揺’ P

91

．．購．　　　　　ド

　　　．灘灘・i鑛鯨蝋灘。購…・ 一羅　　…縫・灘、覇．灘灘磯．　
葭　．



「L． j．s・y．．気観照卜顕P」」幡濡　’．

；．“tr，，

　　　　　郵．’蘇蕪灘迦藷甑一“’で．購撫麟i離離灘．鍵9一’kest．”蹴“’nt．’燃　‘…－』「謝’』

triMmx一　mtg＝lww｝moMOptJ，nlj－inlMnvauntwn．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　と’．鰻．

　　　灘鱗鑛灘灘．．．導糞欝灘購1’灘、灘購．購　．。．

O．4

O．2

o

O．1

o

巨

　
2

　
　
0
　
0

0
α
っ
N

O

の
心
　
①
O
d
【
⑩
ρ
旨
O
u
価
ρ
く

O．2

o

O．4

O．2

o

2

0
　
　
1
0
　
　
。
　
5
　
。
　
　
紛
　
　
0
　
　
1
0
　
　
。
　
2
0
　
　
1
0
　
　
。

A

B

肖
8
招
b
8
B
三
〇
↓
　
　
耐
B
主
筆
ρ
2
0
↓
　
C

H
o
出
＄
書
昌
唇
↓
　
H
£
磯
お
B
ヨ
。
↓
　
D

　　　　10　20　30
cmbe　nurnber　（2rni／tube）

（
d
ヒ
＼
O
）
〉
り
H
＞
州
ρ
O
邸
①
り
§
g
魯
O
ρ
耐
幽
U

Fig．24．　Affinity　chr・mat。graphy・n　Sephar・se　CL－4B　with漁。bilized

！；羅iillli；i！ll　黙：　　1　富1　儲輪　蟻llzed

　　　　ChiitgPeanbtsoaOrSbg6ce　6t　2so　nrn；　o，　chitosanase　activity　（units／mi）・

92

謹．．・一

護欝灘羅灘醗灘駿灘灘灘灘灘欝．、灘・・灘懸灘・難 献



．f｝i“．i：ILT；pt．ec

ルコサミニダーゼの精製に用いたchitotriitol－Sepharose　CL－4Bアフィニティーゲルでは、

本キトサナーゼは強く吸着され・chitotriitol～chitohe×aitolでも溶出されなかった。

　3）Sephade×G－75クロマトグラフィー

　　上記chitotriose－Sepharose　CL－4Bアフィニティークロマトグラフィーで得たキトサ

ナー一画分を、予め50mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　6．0）で平衡化したSephadex　G－75

カラム（2．2x87　cm）に供し、さらに精製を行った。酵素を同緩衝液を用いて流速

15m1／hで溶出し、溶出液は3m1ずつ分取して、キトサナーゼ活性およびタンパク質濃度

（280nm吸光値）を測定した。その結果、　Fig．25に示すように、活性とタンパク質が一

致した主要なピークが得られた。この画分を集め、70％飽和となるように固形硫安を加え

てタンパク質を沈澱させ、さらに、冷蔵庫に一夜放置した。生じた沈澱を遠心分離

（10000×g、10分間）して集め、これを少量の50mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　6．0）

に溶解し、同緩衝液に対して透析を行った。

　以上のようにして精製したキトサナーゼの各精製段階における酵素活性およびその収率

をTable　14に示した。精製したキトサナーゼは、培養濾液に対して、31％の回収率で比活

性が約52倍に上昇した。

　4）精製キトサナーゼの均一性

　　精製した酵素の均一性を確認するために、　SDS一ポリアクリルアミド電気泳動およ

び等電点電気泳動を行った。その結果、Flg．26に示したように、キトサナーゼはSDS

一ポリアクリルアミド電気泳動、等電点電気泳動ともに、単一バンドにまで精製されてい

ることが明らがとなった。

　SDS一ポリアクリルアミド電気泳動法によって求めた本酵素の分子量は約26000

　（Fig．26　A）であり、ゲル濾過法では約24000であった。また・本酵素の等電点は・

pH　4．0付近であった（Fig．26　B）。
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（2）キトサナーゼの諸性質

　1）pHの影響

　　0．1Mクエン酸一リン酸緩衝液（pH　3．0－8．0）および0．1　Mホウ酸一NaOH緩衝液

（pH　8．O　一一　10．O）を用い、グリコールキトサンを基質として、至適pHおよびpH安定性を

調べた。その結果、Fig．27　Aに示したように、本キトサナーゼはpH　5・O－6・0で最大活

性を示し、pH　4．5－6．5の範囲で最大活性の80％以上を示していた。　しかし、　pH　8・0

以上では活性を示さなくなった。また、各pHに調整した酵素液を、40℃で3時間置いた後、

残存する活性を規定の方法で測定したところ、pH　4．5－7．5の範囲では非常に安定であっ

た（Fig．27　B）。

　2）温度の影響

　　種々σ）温度（25－80℃）で、グリコールキトサンを基質として活性を測定し、至適温

度について検討した。また、酵素液を各温度（4－95℃）で15分間置いた後、残存する活

性を測定し、温度安定性についても検討した。その結果、Fig．28　Aに示したように、本

キトサナ一再は約50℃付近で最大活性を示した。温度安定性は、40℃までは比較的安定で

あったが、45℃以上になると徐々に不安定となり、80℃では最大活性の45％に低下した

（Fig．　28　B）　．

　3）キトサナーゼの基質特異性

　　精製したキトサナーゼは、キトサン（完全脱アセチル化キトサンおよび部分脱アセチ

ル化キトサン）、キトサンオリゴ糖およびキトサンオリゴ糖糖アルコールに対して特異的

に作用したが、・キチン、コロイダルキチン、キチンオリゴ糖、セルロース・カルボキシメ

チルセルロース、セロオリゴ糖、P一ニトロフェニルα一およびβ一グリコシドには全く

作用しなかった。

　本酵素をキトサンオリゴ糖（GlcN4～GlcN6）および完全脱アセチル化キトサンに作用さ
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せたときの分解生成物の経時変化（0、30分、24時間）をTLCで分析し、その結果を

Fig．29に示した。本酵素は、　GlcN2とGlcN3を分解しなかったが、　GlcN4をGlcN2に分解し、

またGlcNsをGlcN2とGlcN3に分解した（Fig．29　A，　B）。しかし、　GlcN6は主としてGlcN3や

GlcN2に分解され、　GlcN4も生成した。さらに、そのGlcN4は最終的に、　GlcN2まで分解され

た（Fig．29　C）。本酵素はまた、キトサンを分解して、反応初期にGlcN3～GlcN6を生成し、

最終的にGlcN2、　GlcN3とわずかのGlcN4を生成した（Fig・29　D）。

　次いで、キトサナーゼによるキトサンの分解様式について、キトサンオリゴ糖糖アルコ

ールを用いて検討した。キトサナーゼ（0．2U）と各基質（2mM）を5m1の酢酸ナトリウム

緩衝液（pH　6．0）中、40℃で30分間反応させ、反応生成物をN一アセチル化した後

HPLCで分析を行った。その結果、　chitopentaitolはGlcN2とchltotrllto1を生成する水解様

式とGlcN3とchitobiitolを生成する水解様式で約7：3の比率で分解されることが認められ

た。同様に、chitohexaitolはGlcN2とchitotetraito1を生成する水解様式とGlcN3と

chitotriito1を生成する水解様式で約6：4の比率で分解されることが認められた。さらに、

chitoheptaitolはGlcN3とchitotetraito1を生成する水解様式とGlcN4とchitotri　itolを生

成する水解様式で約8：2の比率で分解されることが認められた。

chi　topentai　tol

chitohexaito1

7　3
v　v

o－o－o－o－e

6　4
v　v

o－o－o－o－o－e

8　2

　　　　chitoheptaitol　O－O－O－O－O－O－e

　　　　　　　　（○：GIcNAc残基，●：N－acetylglucosaminitol残基）

このことから、本キトサナーゼは、キトサンオリゴ糖の重合度が高くなるにつれ・より
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高い重合度のオリゴ糖を非還元末端から遊離することが示唆された。

　4）キトサナーゼのキトサン関連物質に対する分解速度及び作用様式

　　キトサンオリゴ糖、キトサンオリゴ糖糖アルコールを基質とし、本酵素の加水分解速

度を調べた。Fig．30に、キトサナーゼの各基質に対する加水分解速度から求めた相対分

解速度を示した。その結果、本酵素は重合度の低いchitobiitol、　chitotriito1、chito－

tetraitolには全く作用しないが、重合度が高くなると作用するようになり、さらに重合度

が増したGlcN6、　GlcN7に対しては、その分解速度は大となった。しかし、キトサンオリゴ

糖糖アルコールが基質の場合は、chitohexaitol、　chitoheptaito1で分解速度は最大となっ

たが、キトサンオリゴ糖に比べ分解速度はかなり低かった。　このようなことから、GlcN6・

GIcN7の還元末端残基は、本酵素活性の発現に重要な関連を有していると考えられた。また、

重合度の低いキトサンオリゴ糖及びその糖アルコールに全く作用しなかったことから、

4個のGlcN残基（GlcNβ1－4GlcNβ1。4GlcNβ1－4GlcN）の存在もまた、重要な意義を有して

いると考えられた。

　次に、アセチル化度の異なるキトサン、すなわち完全脱アセチル化キトサンおよび部分

脱アセチル化キトサンを基質として、その相対分解速度について検討した。その結果、

Fig。31に示したように、本キトサナ一子は、アセチル化度約30％のキトサンを最もよく

分解した。しかし、アセチル化度が減少するに伴って分解速度は低下して行き、完全脱ア

セチル化キトサンでも低い分解速度を示した。これらの結果は、キトサナーゼの最適活性

発現にはGlcNおよびGlcNAc残基の両者が必要であったとしているFentonらの報告59）と一

致していた。　’

　さらに、本キトサナーゼの部分アセチル化キトサンに対する作用様式を明らかにするた

めに、分解生成物を調べることによって検討した。キトサナ一日（2・OU）と33％アセチ

ル化キトサン（5mg）を1．O　m1の50　mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　6・0）中・40℃で
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Fig．　30．　Relative　rates　of　hydrolysis　of　chitooligosaccharides

　　　and　reduced　chitool　i　gosaccharides　by　chitosanase．

　　　　The　enzyrnatic　reaction　was　performed　by　i　ncubating　1．0　mM

　　　substrate　with　O．05　unit　of　the　enzyme　in　1　ml　of　50　mM　sodiurn

　　　acetate　buffer　（pH　6．0）　at　40eC．　The　enzymatic　reaction　was

　　　stopped　at　3－min　i　nterval　s　up　to　12　min　by　adding　1　ml　of　1．0　M

　　　sodium　carbonate　solution．　The　amount　of　amino　sugars　l　i　berated

　　　from　each　substrate　was　measured　by　the　method　of　Bl　i　x．

　　　　　口，　chitool　i　gosaccharides；　□，　reduced　chit∞1「gosaccharides．
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Fig．　31．　Relative　rates　of　hydrolysis　of　partial　l　y　acetylated

　　　chitosans　by　chitosanase．
　　　　　The　enzyme　（O．05　unit）　was　i　ncubated　with　O．5X　（w／v）　substrate

　　　in　1　ml　of　50　mM　sodium　acetate　buffer　（pH　6．0）．　The　rate　of

　　　hydrolysis　was　measured　by　the　same　metbod　as　described　i　n　Fig．　30．
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48時間反応させた。反応液を凍結乾燥後、少量の蒸留水を加えて溶解し、TしCおよびHPLC

分析に供した。その結果、標準オリゴ糖のクロマトグラフムから判断して、主要分解生成

物としての二糖および三糖の他、少量の四糖が見出された。次に、これら分解生成物の還

元末端残基を調べるため、Bli×の方法6e〕によるGlcN残基、　Reissigらの方法61）による

GlcNAc残基の分析を行った。その結果、分解生成物の還元末端残基は全てGlcNであること

が判明した。同様に、分解生成物の非還元末端残基については、分解生成物を還元した後、

これをβ一N一アセチルヘキソサミニダーゼ4z）または前節のエキソーβ一D一グルコサ

ミニダーゼを用いて分解を行い、生成した単糖は、前述と同様の方法でGlcN、　GlcNAcを決

定した。その結果、β一N一アセチルヘキソサミニダーゼを用いた分解ではGlcNAcが・ま

たエキソーβ一D一グルコサミニダーゼを用いた分解ではGlcNが検出された。これらのこ

とから、分解生成物の非還元末端残基としてはGIcNおよびGlcNAcの両方が存在しているこ

とが判明した。

　以上のことから、本キトサナーゼの部分アセチル化キトサンに対する分解は、Fig．32

に示す様式で行われているものと考えられた。
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第三節　酵素によるグルコサミンの生産

前節で精製した新規酵素エキソーβ一D一グルコサミニダーゼおよびキトサナーゼを用

い、キトサンからの酵素的ClcNの生産法について検討した。

実験方法

（1）実験材料

　　キトサン、グリコールキトサンおよびキトサンオリゴ糖糖アルコールは前節と同様の

ものを用いた。

（2）酵素

　　エキソーβ一D一グルコサミニダーゼおよびキトサナーゼは、前節と同様の方法で調

製した。β一N一アセチルヘキソサミニダーゼは、市販のjack　bean起源の酵素62）およ

びN．orientalis　IFOI2806起源の酵素4z）を用いた。

（3）酵素活性の測定

　　エキソーβ一D一グルコサミニダーゼおよびキトサナーゼ活性は、前節と同様の方法

で測定した。β一N一アセチルヘキソサミニダーゼ活性は、前述（第二章第一節）の方

法によって測定した。

（4）分析方法

　　酵素分解生成物は、TLCおよびHPLCで分析を行った。　TLC分析の条件は、前節と同様に

して行った。HPLC分析は、下記の条件で行った。

　　使用機種　　：Waters製、201Dコンパクト型

　　検出器　　　：Waters果、　R－410　differential　refractometer

　　データ処理　：島津製、クロマトパックC－R3A

107

鐡灘懇麟灘灘1灘螺．tam， 懸盤霧i購懸糞；；



灘1鱗
　Mi

l

カラム

流速

移動相

温度

：ワイエムシイ製、YMC－Pack　PA－03（4．6×250　mm）

：1．0　ml／min

：　CH3CN　：　H20　＝　75：25　（v／v）

：室温

結果と考察

（1）エキソーβ一D一グルコサミニダーゼによるキトサンの分解

　　キトサンは自然界において、その多くは部分的にアセチル化されている・キチンを完

全に脱アセチル化することは、技術的に極めて困難でかつ経済的にも問題力ぐあるので・工

業的に用いられるキトサンの場合も通常10～20％程度アセチル化されているものが用いら

れているのが現状である．このようなこと力・ら・GlcN生産の出発原料として用いるキトサ

ンについて、そのアセチル化度がエキソーβ一D一グルコサミニダーゼの分解作用に及ぼ

す影響について、予め検討しておく必要があると考えられた。

，，1．33にアセチル化度の異なるキトサン（完全脱アセチル化キトサン・18％アセチル

化キトサンおよび33％アセチル化キトサン）およびグリコールキトサンをエキ’ノーβ一 o

一グルコサミニダーゼで分解したときの還元力の経時変化を・GlcNの生成量として示した・

同図より、キトサン講体のグリコールキトサンは・極めて加水分解を受け難し’ことが明

らかとなり、また18％および33％アセチル化キトサンは反応初期‘こおいて急速に分解さ

れたが、その後の分解はほとんど進そiしなカ・つた・一方・完全脱アセチル化キトサンは・

少なくとも3・・
ｪ間までは直線的に分解が進そテした・このようなことから・キトサン中の

エチレングリコール基やアセチル基の存在が、エキソーβ一D一グルコサミニダーゼの分

解作用に大きく影響してい6ことが考えられた・その要因のひとつとして・前節で述べた

ように、エキソーβ一D一グルコサミニダーゼは、PNP－GlcNAcやchit・biit・1に作用し難力’
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つたことから、部分アセチル化キトサン中のGlcNβ1－4GlcNAcβ1→末端残基で反応が停止

していることが予想された。そこで、この予想の可否を確かめるため・キトサンの分解反

応が進行しなくなった反応開始30分後、非還元末端からGlcNAcを遊離する13　一N一アセ

チルヘキソサミニダーゼ（10U、　jack　bean起源）の添加を試みた。　その結果・Fig・33

の破線で示すように、分解反応は直ちに回復して、進行した。また・このときの分解速度

は、反応初期のエキソーβ一D一グルコサミニダーゼ単独の場合と比較して・かなり近い

速度で進行した。この現象は、IL　orientalis起源のβ一N一アセチルヘキソサミニダー

ゼを用いても、同様に観察された。このようなことから、予想に反し・エキソーβ一D一

グルコサミニダーゼは部分アセチル化キトサン中のGlcNAc末端残基で反応が停止している

ことが明らかとなった。また、分解され難いと予想していたGlcNβ1－4GlcNAcβ1→末端残

基は、比較的分解され易いことも推定された。

　以上のことから、GlcN生産の出発原料として用いるキトサンがわずかでも部分アセチル

化されていれば、エキソーβ一D一グルコサミニダーゼは、その分解作用に大きく影響を

受けるが、この場合、β一N一アセチルヘキソサミニダーゼの併用は・キトサンの分解に

非常に有効であることが明らかとなった。

（2）酵素によるグルコサミンの生産

　　これまでの知見から、酵素によるGlcNの生産に際しては、できるだけアセチル化度の

低いキトサンを用いることが有利であることが考えられた。そこで、工業的に生産され、

入手可能な2％アセチル化キトサンを用いた。酵素は、キトサンの分解が効果的に進行す

るように、エキソーβ一D一グルコサミニダーゼの他に、キトサナーゼおよびβ一N一ア

セチルヘキソサミニダーゼQL　ori　enta　li　s起源）を併用した。

　109の2％アセチル化キトサンを22の水に懸濁し、塩酸溶液（18％）でPト15・〇一
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6．0に調整し可溶化させ、エキソーβ一D一グルコサミニダーゼ、キトサナーゼおよび

，B　一N一アセチルヘキソサミニダーゼを各々100　Uずつ添加後・40℃で12時間反応を行

った。反応液を経時的に採取し、GIcN、　GlcNAcを定量して、キトサンの分解度の変化を調

べた。その結果、Fig．34に示すように、20分間の反応で、キトサンの約90％が分解さ

れ、約4時間で、ほぼ完全に分解されることが明らかとなった。Fig・35には・12時間反

応後の生成物についてのHPLC分析結果を示したが、　GlcNの大きなピークとGlcNAcの小さな

ピークのみが認められた。

　次に、反応液に活性炭（10g）を加え脱色した後濾過し、次いで20　mlの濃塩酸（35％）

を加え、減圧濃縮した。この操作により、GlcNは塩酸塩の結晶として析出した。この結晶

を濾過して集め、エタノールで洗浄後、真空乾燥した。その結果・9・09（キトサンからの

収率90完）のG］cNの塩酸塩を得た。
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GlcNAc

GlcN

A

B

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L一一一一一：一一一L一一一一一一一L－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　10　20

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　（min）

Fig．　35．　HPLC　chromatograms　of　hydrolysis　product　of　2％　acetylated

　　chitosan　by　chitosanolytic　enzymes．
　　　　HPLC　conaitions：　column，　YMC－Pack　PA　（4．6×250　．mrn）；　rT｝obi　l　g

　　ph’ise”i　a’6etonitri　l　e／water＝3／1；　flow　rate，　O．8　ml／min；　detection，

　　　refractive　index．
　　　　（A）Standard　GlcN　and　GlcNAc；　（B）2％　acetylated　chitosan．
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第四節　要約

　N．orientalisの生産するエキソーβ一D一グルコサミニダーゼとキトサナーゼの精製を

行い、その諸性質について調べ、キトサンの酵素分解によるGlcNの生産を検討した。

　従来、キトサンを分解する酵素として多くのキトサナーゼが知られているが、これらの

酵素はオリゴ糖を生産する典型的なエンド型酵素であったことから、キトサンからGlcNの

生産を達成することができなかった。

　本章では、キトサンを加水分解してGlcNを生産する新規酵素エキソーβ一D一グルコサ

ミニダーゼを発見したことにより、GlcNの酵素生産法が開発できた。すなわち、部分アセ

チル化キトサンを分解するためには、エキソーβ一D一グルコサミニダーゼとβ一N一ア

セチルヘキソサミニダーゼの併用が著しく効果的であることを明らかにし、さらに、キト

サナーゼを併用することにより、キトサンの完全分解をより速やかに達成できることを明

らかにした。このキトサンの酵素による完全分解法は、GlcNの生産のみならず、キトサン

の特性を示す重要な指標であるアセチル化度の測定にも応用できると考えられた。
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第四章　β一ガラクトシダーゼによるN一アセチルラクトサミンおよびN一アセチルアロ

　　　　ラクトサミンの酵素合成

　N一アセチルグルコサミン（GlcNAc）の高度利用を目的とし、その残基を含む有用物質

のひとつであるN一アセチルラクトサミン（NAL）の生産を試みた。　NAしはガラクトースと

GlcNAcがβ一1，4結合した二糖類　（4－0一β一D－galactopyranosy1－2－acetamido－2－deoxy－D－

glucopyranose）で、糖タンパク質および糖脂質の糖鎖中に基本構造として存在する重要

な糖質として知られている18’19）。

　　　　　　　　　　　　　　（i）H20H　（i）H20H

　　　　　　　　　　　　HOhO，，　hO

OH o OH H・OH

　　　　　　　　　　　　　　　　OH　NHCOCHs

　　　　　　　　　　　　N一アセチルラクトサミン（NAL）

　NALは、　Tomarelliら2mによって、　Lactobacillus　biffidus　var・2皇旦旦y艶の

増殖因子として、豚の胃のムチンから初めて単離さ1れた。また、Kuhnら17）は・人乳オリ

ゴ糖の糖鎖中に見出し、さらに、斎藤ら16）は、ウシ初乳中に遊離状態でNALが比較的多量

に存在することを見出している．このようなことカ・らく　NALIま生イヒ学的1こ極めて興味深い物

質として注目されている。

　従来から、NALの生産は化学合成法63・　64）もしぐはUDP－Ga1（ウリジンニリン酸ガラク

トース）とGlcNAcを基質としてラクトース合成酵素により合成する方法65－67）が知られて

いる。しかし、化学合成法では種々の保護基の導入など工程が複雑であること・またラク

トース合成酵素による方法では基質であるUDP－Ga1の調製など、製法が複雑で経済的にも

問題があり、いずれも工業的生産にはほど遠いものであった。また、簡便な方法として
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GlcNAcとラクトースまたはガラクトースを基質として微生物の粗酵素や菌体を用いる

方法68・69｝やβ一ガラクトシダーゼを用いる方法7Z》が試みられているが・これら糖転移

反応を利用した方法ではNAしの生成量が少ないことやNAしの生成に比べβ一1・6結合異性体で

あるN一アセチルアロラクトサミン（NAAL）の生成比率が高いことなどの問題があり・

実用的ではなかった。

　そこで、筆者はGlcNAcを受容体基質、ラクトースを供与体基質として・NALを優先的に生

成する糖転移活性の高いβ一ガラクトシダーゼの検索を行い・NALの効率的生産を試みた。

また、NAALについても同様に効率的生産法の開発を試みた。
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第一節　N一アセチルラクトサミンの生産に適する市販β一ガラクトシダーゼの検索

　β一ガラクトシダーゼ（EC　3．2．1．23）は別名ラクターゼと呼ばれ・乳糖を加水分解する

酵素として植物、動物、微生物に広く分布している。また、本酵素は食品工業においては・

乳糖不耐症用ミルクの製造やホエーからの甘味シロップの製造に用いられている71）。

　一方、β一ガラクトシダーゼを乳糖に作用させたときにオリゴ糖が生成することは・

1951年にWallenfels　72）によって見出されている。また、反応によって生成するオリゴ糖

の量と種類は酵素の起源によって異なることが知られ73’74）、糖転移反応により生成し

たオリゴ糖の構造に関しては、戸羽73）によって詳しくまとめられている。一般的に微生

物起源のβ一ガラクトシダーゼはβ一1，6結合を含むオリゴ糖の生成が多いとしている。

　このようなことから、筆者はβ一1，4結合であるNALの効率的生産を達成するため・

GlcNAcを受容体基質、ラクトースを供与体基質としてβ一1，4結合を優先的に生成する糖転

移活性の高いβ一ガラクトシダーゼを市販酵素の中から検索した。

実験方法

（1）実験材料

　　市販のβ一ガラクトシダーゼは、Table　15に示す種々の微生物起源の酵素7標品

（酵母A～D、細菌E、糸状菌F，G）を用いた。　HPLCによるNALおよびNAALの分析には・

NALおよびNAALの市販の標準品（Bi　ocarb　Chemicals）を使用した。

（2）酵素の調製

　　糖転移反応には、Table　15に示した市販標品を、各々次のように調製して使用した。

　1）酵素A（100ml）を蒸留水で250　mlに希釈後・80％飽和となるように硫安を添加し・

4℃で4時間放置した。沈澱物を冷却遠心分離（10000×9、10分間）して集め・70m1の
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蒸留水（4℃）に懸濁した。懸濁液は29の蒸留水に対し4℃で6時間透析し・この操作

を3回繰り返した後、メンブランフィルター（0．45μm）で濾過後・凍結乾燥した

（収量：1．14g）。

　2）酵素B（200mg）は、2mMの塩化マンガンを含む10　m1のO・1　Mリン酸カリウム緩衝

液（pH　7．0）に懸濁し、冷却遠心分離（10000×9、10分間）後・上清液をメンブランフ

ィルターで濾過した。

　3）酵素C（10m1）、酵素D（5m1）、酵素E（2．59／10　m1蒸留水）は・29の蒸留

水に対し4℃で16時間透析し、この操作を3回繰り返した後、さらに2mMの硫酸マグネ

シウムを含む500m1の50　mMリン酸カリウム緩衝液（pH　7．0）に対し4℃で24時間透

析した。透析液は、冷却遠心分離（10000×9、15分間）後、上清液をメンブランフィルタ

ーで濾過した。

　4）酵素F、G　（2．5　g／10　ml蒸留水）は、29の蒸留水に対し4℃で16時間透析し、

この操作を3回繰り返した後、冷却遠心分離（10000×9、15分間）後・上清液をメンブラ

ンフィルターで濾過した。

　（3）糖転移反応

　　GlcNAc　1．19（5mmo1）とラクトース・1水和物0．99（2．5　mmo1）を0・1　Mリン酸

カリウム緩衝液（pH　7．0）または0．1　M酢酸カリウム緩衝液（pH　4・5）に溶解し5mlと

した。これに酵素A～E（pH　7．0）、酵素F、　G（pH　4．5）を各々14酵素単位（U）添

加し25℃で反応を行った。反応液は経時的に採取し、HPLC分析に供した。

　（4）β一ガラクトシダーゼの活性測定

　　酵素A～Eは、2mMの。－nitropheny1β一D－gal　actopy　ranosi　de（ONPG）を含む

0．9m1の50　mMリン酸カリウム緩衝液（pH　7・0）に適当な濃度の酵素溶液0・1　mlを加え

30℃で10分間反応させた。反応液に、1．OMの炭酸ナトリウム溶液2m1を加えて反応を停
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止すると同時に、遊離した。一ニトロフェノールを420nmの吸光度で測定した。酵素Fお

よびGは、50mM酢酸カリウム緩衝液（pH　4．5）を用いて同様に行った。酵素単位1Uは・

1分間に1μmo1の。一ニトロフェノールを遊離する酵素量と定義した。

（5）糖転移生成物の分析

　　NAL、　NAALの分析はHPLCによって行った。分析は、下記の条件で行った。

使用機種

検出器

データ処理

カラム

流速

移動相

温度

：島津製、LC－6A

：島津製、UV　detector　SPD－6A（210　nm）

：島津製、クロマトパックC－R3A

：旭化成工業製、Asahi　pak　NH2P－50（4．6×250　mm）

：　1．0　ml／min

：　CH3CN　：　H20　＝　75：25　（v／v）

：室温

結果と考察

　Table　15に示した7三品の市販β一ガラクトシダーゼを用い、　GlcNAcを受容体基質・ラ

クトースを供与体基質として糖転移反応を行い、NALおよびNAALの生成量の経時変化を

HPLCにより調べた。その結果、　Fig．36に示すように、これら市販酵素の中では・

B．circulansを起源とする酵素Eのみが著しく多量のNALを生成した。他の酵素では・NAL

の生成が認められたものの、いずれも少量であった。また酵素Eの場合、NALの生成量は反

応初期においで急激に増加し、最大に達した後、徐々に減少した。これは、反応初期にお

いては糖転移反応が優先して起こっているが、NAL生成量が最大に達する頃には・生成した

NALが反応に用いた酵素によp加水分解を受けて徐々に減少したものと思われる。

　一方、NAALの生成量は、　NALの場合とは対照的に酵素Eの場合が最も少なかった。　また・

120

醐罐璽劔澱麟　、麓＿盟ltws．．灘灘欝欝灘’　霧轟轟　’灘　鐘鑛、・刊凝



　　　　
　　霧
灘、
，二．く！　ウ・L畠

鑑鍛縄藩壼蟹・灘灘「混F鵡灘i議飴懸垂醸

　－　　．　．　　♂　『　一　圏　　　幽　　　　　　・」　・　　　ゲ」一　＝・」　　　’　　．「　L

001

50

（
程
）
Φ
二
宣
羽
8
0
心
自
む
8
く
法

o

eb A A

Reaction　time　（h）

30

001

50

（
葦
）
ω
口
麗
。
り
8
8
H
o
目
完
H
む
①
足
邑
・　o

o

A

e

A

・

×

O
Q

Reaction　tiine　（h）

30

Fig．　36．　Time　course　of　transglycosylation　reaction　of　commercial

　　　B　一gal　actosi　dases．

　　　　○，　（A）K二．f工坐；　●，　（B）十二1actis；　△・　（C）1」」1actis；

　　　　▲，　（D）匹　sp．；　×，　（E）旦＝　c　i　rcu　l　ans；　◇・　（F）A二9！yzzgsa…；

　　　　e，　（G）e一，．．g！！t，！！！z1gg］ggl　t　i　color．

121

灘i叢叢i鑛難灘灘灘難鑛懸騒騒灘叢灘籔蕪蒸騒騒難灘繕灘灘灘1



これら市販酵素の中では、援1actisを起源とする酵素Bが最も多量のNAALを生成した。

また、酵母を起源とする酵素A、B、　C、　Dは細菌起源の酵素Eや糸状菌起源の酵素F・

Gと比較してNAAしの生成量が多く、生成量が最大に達した後、減少する傾向にあった。

　これに対し、酵素FとGではNAALの生成量は経過時間とともに緩やかな増加を示し・減

少は認められなかった。この場合は、糖転移反応により生成したNAAしが・反応に用いた酵

素による加水分解を受け難いものと推定された。

　これらの結果は、ラクトースの転移反応においては、一般的に微生物起源のβ一ガラク

トシダーゼがβ一・1，6結合を含むオリゴ糖を優先して生成することの報告73）とよく一致し

ていた。しかし、旦。circulansを起源とする酵素Eを用いた反応では、β一1，4結合を含む

オリゴ糖、すなわちNALが優先的に生産されることを見出した。　また、　NAしの最大生成時に

おけるNAしとNAALの生成比率は約8：1であり、他の酵素を用いた場合の比率と全く逆転し

ていた。このようなことから、本酵素はNAしの生産のために極めて有効であると考え・以後

の実験に用いることにした。
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第二節　N一アセチルラクトサミンの酵素的生産法の検討

　前節においてNAL生産に有効であった、旦．　circulansのβ一ガラクトシダーゼを用い・反

応により生成した糖転移反応生成物の分離精製および同定を行った。さらに・NALの効率的

生産を目的に、糖転移反応に及ぼす諸条件（pH、温度、酵素量・基質量）について

検討した。

実験方法

（1）実験材料

　　β一ガラクトシダーゼは旦．circulansを起源とするBIOLACTA（大和化成製）を用いた。

糖転移反応生成物の分離には活性炭カラム（4×120cm、活性炭：セライトニ1：1）

を用いた。

（2）HPLC分析

　　NAL、　NAALの分析は、前節の実験方法と同様にして行った。　UV210　nmの吸収とRI

（Waters製、　R401型示差屈折計）をモニターとするHPLCによって行った。

　3．機器分析

　　日本電子GSX－400型高分解能核磁気共鳴装置を用い、　TPS（3一（trimethylsilyl）

propanesulfonate　sodium　salt）を内部標準としてNMRスペクトル　（13C：100　MHz；

1H：400　MHz）を測定し、日本電子DX－303HF型質量分析計（DA－500データシステム連動）

を用いてFAB－MSスペクトル（3kV）を測定した。また、ユニオン技研PM…101型旋光

光度計を用い、比旋光度を測定し、パーキンエルマー240C型元素分析装置を用いて元素

分析を行った。
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結果と考察

（1）糖転移反応生成物の分離精製及び同定

　　GlcNAc（229）とラクトース（189）を50　mM酢酸ナトリウム緩衝液（100　ml、

pH　5．0）に溶解し、旦。　circulansのβ一ガラクトシダーゼ（15　U）を加え・30℃で24時

間反応を行った。　反応後、95℃、10分間の加熱によって反応を停止した。　この反応液の

HPLC分析の結果をFig．37に示す。本反応によりUVの吸収210　nm（アセチル基）を示すオ

リゴ糖が生成していることが認められた。次に、反応液を減圧下で約半量まで濃縮したと

ころ、受容体基質として用いたGlcNAcの結晶が析出した。　この結晶をグラスフィルターで

濾過して除き、少量のメタノールで洗浄した。得られた濾液を活性炭カラムに供し、蒸留

水（480ml）で洗浄後、反応生成物（オリゴ糖）を、0－30％エタノールによる直線濃度勾

配法（溶媒102）で溶出し、その時の溶出パターンをGlcNAc残基のN一アセチル基に由来

する210nmの吸光値と、フェノール硫酸法による485　nmの吸光値で調べた。その結果を

Fig．38に示してある。　10％エタノール付近で溶出したF－a画分（フラクションNo・47－

67）は210nmと485　nmの吸収ピークが一致していたことから・NALを含む画分と考えられ・

この二分を集め濃縮した。しかしながら、F－a画分には隣接ピークのラクトースとの混在

が認められた。そこで、ラクトースの完全除去のため再度・前記と同様にして活性炭カラ

ムクロマトグラフィーを行い、F－a’四分（フラクションNo．43－65）を得た。　F－a’画

分をHPLC分析した結果、　NALとNAAL標品と保持時間が同一であり・ピーク成分がモル比で

10：1の割合で混在することが認められた。この画分の2成分はメタノールからの結晶化で

容易に分離することができ、5．1g（F－a’一1画分）の結晶を得た。

　次に、得られたF－a’一1画分をHPしC分析した結果、単一のピークを示し・その保持時

間はNAし二品と完全に一致しk。また、i3C－NMRスペクトルの測定結果は・市販標品の

NALの炭素共鳴シグナルと完全に一致した。さらに、　F－a’一1画分のC－H　COSYス
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Fig．　37．一　HPLC　chromatograms　of　reaction　mixture　of　transglycosylatjon．

　　　A，　refractive　index　detector；　B，　ultraviolet　detector　（210　nm）．

　　　1，　water；　2，　GlcNAc十glucose；　3，　galactose；　4，　NAL；　5，　NAAL；

　　6，　lactose．
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　　　products　obl　ained　by　tfeatihg　a　solution　of　l　actose　and　GlcNAc　with

　　　B　一gal　actosidase．

　　　　c6romatography　of　the　resulting　mixture　was　carried　put　on　a　column

　　　（4．0×120　6m）　of　charcoal－Celite　（1：1）　at　room　tgmperature．

　　　　O，　absorbdnce　at　210　nm；　e，　absorbance　at　485　nm；　一一一，　ethanol

　　　concentration　（X）．
藩
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ベクトル（Fig．39）によってi3C－NMRと1H－NMRのシグナルの帰属を確かめた。

すなわち、105．6ppmのシグナルはガラクトース残基のβ結合しているグリコシディック炭

素（C－1）に帰属され、1H－NMRにおいてもβ結合（Jl，2＝7・3Hz）であると確認さ

れた。　97．6と93．3PPmのシグナルは、各々還元末端のGlcNAc残基のβ一（J1，2＝7・3

Hz）およびα一（Jl，2＝2．2　Hz）体に由来するグリコシディック炭素（C－1、βおよび

α）と帰属できる。81PPm付近の2本のシグナルは、　GlcNAc残基のC－4が結合に関与して

いることを示唆し、相関ピークから見た1Hのシグナルは3．7　ppm付近に現れていることか

ら、GlcNAc残基のC－4が結合に関与していると考えられる。　さらに・Table　16に示す

FAB－M　Sスペクトル、元素分析データの結果からもNALの構造であることが支持された。

以上の結果から、F－a’一1画分をNALと同定した。

（2）糖転移反応に及ぼす諸条件

　1）pHの影響

　　GlcNAc（220　mg）とラクトース（180　mg）を50　mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5・0）・

50mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．0）あるいは、50　mMホウ酸ナトリウム緩衝液（pH

9．0および10．0）に1．Omlとなるように溶解し、これにβ一ガラクトシダーゼ（0・15U）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆべを加えて30℃で反応を行っ．た。・反応液を、経時的に採取し・NALおよびNAALの生成量を

HPLCで分析し、その結果をF†9．40にNALの生成量とNAL／（NAL＋NAAL）の生成率として示

した。その結果、NALの最大生成量（135　mM）および生成速度（25時間反応）は・pHの影

響をほとんど受けないことが明らかになった。また、反応時間を長くするにしたがい、い

ずれのpHにおいてもNALは減少した。　pH　7．0において最も大きく減少したが・pH　5・0

においては最も減少が小さかった。NALとNAAしの生成比率は、反応初期にはNALが圧倒的に

高い比率で優先して生成されたが、反応時閤の経過とともにNAしの生成比率が減少した。
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この減少傾向はpH　7．0において最も大きくpH　5・0において最も小さかった。これらの結

果から、検討したpHの範囲ではNALの生産にはpH　5・0が最も適していると思われた。

　2）温度の影響

　　GlcNAc（220　mg）とラクトース（180　mg）を含む1mlの50　mM酢酸ナトリウム緩衝液

（pH　5．0）にβ一ガラクトシダーゼ（O．15　U）を添加し・30・40・50および60℃の各温

度で糖転移反応を行った。反応液は、経時的に採取し・NAしおよびNAALの生成量をHPしCで分

析した。その結果をFig．41に示す。　NALの最大生成速度は50℃以下では・反応温度の上

昇とともに増大し、NAL最大生成量に達するまでの反応時間は各々30℃で25時間、40℃

で10時間、50℃で5時間であり、最大生成量は温度の影響を受けなかった。また、NALと

NAALの生成比率においては、温度が高いほど反応時間とともにNALの生成比率が減少するこ

とが認められた。このように、反応温度が低い方がNAALの生成を抑制することが明らかと

なった。一方、60℃の反応は、他の温度とはNALの生成パターンが異なり・NALの生成が最

大に達した後、大きな変化を示さなかった。これは、反応の時間経過にともなう酵素の熱

による失活に起因するものと考えられた。これらの結果から、NALの生産には比較的低温の

30℃が適していると判断された。

　3）酵素量の影響

　　GIcNAc（220　mg）とラクトース（180　mg）を含む1rn1の50　mM酢酸ナトリウム緩衝液

　（pH　5．0）にβ一ガラクトシダーゼを各々0．01、0・02、0・05・0・10・0・15・0・30　U添加

　し、30℃で反応を行った。反応液を、経時的に採取し、NALの生成量をHPLCで分析した。

その結果をFig∫42に示してある。酵素量が多くなるにしたがってNALの最大生成量に達す

　るまでの時間は早くなる傾向が認められた。しかし、Oj　U以上ではNAL生成量の差異は認

められなかった．また、酵雑が多いほど・NALの最大生成量｛こ達した後の・NALの生成量

の減少が著しかった。　このようなことから、酵素量は反応液1m1当り・0・1～O・15　Uが適

131

麟灘灘論議懇 騰i鱗灘磯雛悪難1懇1騨灘懸簸織議鑛i麗麗講轟轟鑛・叢講　　「鎌灘1



難慧縷、1，：難難騨難難灘難難馨懸灘灘羅難羅灘翻難灘難難 ．鰹鷺饗　鍛雛欝影回鍵l　　i鱒

ヨ
∈
》
」
＜
Z

100

50

o

60　OC

30　OC

50　OC

40　OC

soo

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
5
0

（
巴
0
9
×
」
＜
＜
Z
＋
」
く
Z
、
」
《
Z
o

60　OC

30　OC

40　OC

50　OC

SO一’　100
　Reaction　time　（h）

Fig．　41．　Effects　of　temperature　on　」（3－gal　actosidase－mediated　NAL

　　　6’iWNAU［V6Vs”a’Vfu’　nc”ti6fi70f　t’irne　and　lower　the　ratio　of　NAL　to　NAL＋NAAL

　　　production　by　HPしC　analysis・

．
孟

132

　　鑓：驚撫灘織灘”．訟”嚇鐘懸’・羅・蝋纈「激’撫・ 　／va

．｛；孝　　鍵；・』皿
　　　　　．．灘ご灘鷲贈1灘、モ灘．n、，，察、覇鋤．灘漏．鞍灘．，i

　　’『撫購亙幽　　’s・鱗鑛繊鶴灘灘緊緊賑賑欝

　　　　　　　．fi籔懸盤講懸雛・鰻韓購騒墓講襲籔養懇．聾磯鶏．．．餓．1・、．
ｶ
，



総犠1…懸灘鑛灘騒

O
O

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
O
の
．
O
　
．
◇
　
m
ゆ
F
．
O
　
．
◆

ど
F
．
O
．
〈
翰
8
．
O
、
〈
n
N
O
．
O
．
○
二
〇
．
O
．
●
”
（
三
＼
⊃
）
ζ
〇
二
田
ゼ
8
⊂
8
Φ
∈
〉
≧
①

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
O
」
（
至
〉
』
　
の
F
ω
》
一
面
⊆
而
」
O
↑

⊂
O
F
θ
¢
』
コ
O
⊆
F
　
①
‘
ρ
O
ζ
F
」
コ
で
⊆
①
菰
㊦
の
①
」
Φ
；
ω
①
【
α
筐
而
g
o
℃
ζ
の
O
。
O
の
ρ
の
O
の
⇔
℃
F
ω
O
ρ
O
而
P
㊦
O
－
Q

　
　
」
b
　
の
ζ
コ
O
巳
而
　
ω
コ
O
F
」
⑪
〉
　
‘
ρ
F
翼
　
℃
①
ρ
而
』
コ
O
‘
F
　
ω
の
ヨ
　
（
O
．
ゆ
　
＝
α
　
．
Σ
E
　
O
ゆ
）
　
」
①
｝
↑
コ
コ

　
　
　
　
　
O
ρ
㊦
ρ
①
O
◎
E
コ
も
O
の
↑
〇
三
P
ζ
r
（
O
E
O
N
N
）
O
＜
Z
O
P
O
で
ζ
唱
コ
（
m
屋
O
q
つ
一
）
O
の
O
ρ
O
⇔
」

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
，
ζ
O
F
ρ
O
コ
℃
O
」
Ω
」
＜
Z

　
　
　
で
Φ
ρ
O
F
で
①
E
l
O
ω
而
℃
F
の
O
ρ
O
σ
F
而
ロ
ー
Q
　
ζ
O
ζ
O
F
ρ
O
」
ゼ
」
O
O
ζ
O
O
O
巳
＞
N
⊆
①
　
↑
O
の
ρ
O
O
↑
』
山
　
　
。
N
寸
　
，
O
F
」

O
の

　
（
二
）
．
Φ
∈
州
り
¢
O
州
の
O
邸
①
函

O
寸
　
　
　
　
　
　
O
め

O
N

b
F

○

●

●

O　む
　9
（四）

　　　　　　　　　　　　＄

eUT田esoaoロττぬeo∀一N●

貫
．
、
．

133

籔懸羅灘羅灘懸灘羅灘轟轟灘難灘i灘難灘灘灘鑛羅騨懸灘灘麟灘



i繕蟻麺灘灘、

当であると考えられた。

　4）基質量の影響

　　GlcNAcとラクトースを各々モル濃度（M）で1．0：1．0、1．0：0・5、1・0：0・25・0・5：0・5・

0．25：0．5となるように50mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH　5．0）に溶解し（5　ml）・これ

にβ一ガラクトシダーゼ（0．15U／m1）を加えて30℃で反応を行った。反応液を経時的に

採取し、NALの生成量をHPLCで分析した。その結果をFig・43に示す。反応に用いた全基質

濃度が高いほど、NALの生成量は多くなった。しかし・反応に用いた全基質量に対するNAし

の生成率では各々、10。3、12．9、12．8、7．7、5．3％となり・GlcNAcとラクトースを

1．0：0．5（M）とした場合が12．9％で最も生成率が高く効率的であった。また、NALの生成

量は供与体基質のラクトースよりも受容体基質のGlcNAcの量に大きく影響され・受容体の

量が多いほどNALの生成量は多くなった。このようなことから・基質量としてはGlcNAc

1．OMに対し、ラクトース0．5～0．25Mを用いる反応が効率的に有利であると考えられた。
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　（50　mM，　pH　5．0）　was　i　ncubated　with　‘B－galactosidase　（O．15　U／ml）　at　30℃

　and　samples　were　taken　during　the　incubation　for　analysis　by　HPLC．

　　substrate　concentration　（GlcNAc：lactose）：　e，　1．0　M：1．0　M；
　O，　1’．O　M：O．5　M；　A，　1．0　M：O．25　M；　A，　O．5　M：O．5　M；　e，　O．25　M：O．5　M．
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第三節　N一アセチルアロラクトサミンの酵素的生産法の検討

　本章第一節で述べたように、市販のβ一ガラクトシダーゼを用いたGlcNAcとラクトース

の糖転移反応において、酵素の種類によりNALとNAALの生成比率が異なることや長時間の反

応におけるNALおよびNAALの減少（加水分解）パターンが異なることが認められた。このこ

とは、酵素の種類によってNAしおよびNAALに対する親和性が異なることを示唆するもの

である。

　そこで筆者は、NAALを優先的に生産することが明らかとなった星1actisのβ一ガラク

トシダーゼを用いてNAALを生産した後、副生した少量のNALを旦二circulansのβ一ガラク

トシダーゼで優先的に加水分解させて、NAALを効率的に生産する方法について検討した。

実験方法

（1）実験材料

　　β’＿ガラクトシダーゼはLlactisを起源とするLACTASE　YNし（合同酒精製）と

B．circulansを起源とするBIOLACTA（大和化成製）を用いた。糖転移反応生成物の分離は

前節と同様にして行った。

（2）NAしおよびNAALの加水分解速度

　　NALおよびNAALに対する墨circulansのβ一ガラクトシダーゼの加水分解速度は次のよ

うにして測定した．NALまたはNAALを50　mMリン酸ナドリウム緩衝液（pH　7・0）に5％溶

解した後、0．05U／mlの酵素を添加し、30℃で反応を行った。反応液は経時的（3・6・9・

12、15分後）に採取し、遊離したGlcNAc量をHPLCで測定した。

　（3）HPLC分析およびその他の機器分析

　　前節の実験方法と同様にして行った。
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1

結果と考察

（1）糖転移反応生成物の分離精製および同定

　　GlcNAc（229）とラクトース（189）を0．1　Mリン酸ナトリウム緩衝液（100　ml・

pH　6．5）に溶解し、亙1　actfi　sを起源とするβ一ガラクトシダーゼ　（30　U／m1）を加え・

30。Cで17時間反応を行った。反応後、95℃で10分間の加熱によって反応を停止し・不

溶物を遠心分離して除去した。得られた上清液を活性炭カラムに供し・蒸留水（5・02）で

洗浄後、前節のNALの分離と同様に、エタノールによる直線濃度勾配で・生成物（オリゴ糖）

を溶出した。その結果をFig．44に示す。約15％エタノール付近で溶出した210　nm

（アセチル基）の吸収ピークをF－b画分（フラクションNo・133－185）とし・この画分を

集め濃縮し、凍結乾燥した（収量：4．69）。　F－b挙世にはNAALと少量のNALが含まれて

いた（NAAL：NALニ8：1，モル比）。そこで、次に、このNALを除去するため・

B．circulansのβ一ガラクトシダーゼを用い、　NALを優先的に加水分解することを試みた。

すなわち、F－b画分（4．69）を920　mlの20　mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH　6・0）に

溶解し、旦．circulansのβ一ガラクトシダーゼ（25　U／2）を添加し・40℃で反応させた。

反応液は経時的に採取し、NALおよびNAALの量的変化をHPLCで測定したところ・3・5時間経

過後、NALが検出されなくなった。そこで、反応液をpH　3・5に調整し・95℃・15分間加熱

　して反応を停止した。再びpH　6．5に調整し、約半醒まで濃縮した。濃縮液について・再度・

前記の活性炭カラムクロマトグラフィーを行い、エタノール濃度15％付近で溶出してくる

　F－b・画分（フラクションNo．130－181）を得、これを凍結乾燥した（収量：3・99）。

　　F－b・二分はHPLC分析の結果、　NAAし標準品の保持時間と同一の単一ピークとして認めら

れた。　この画分をFAB－MS測定したところ、　Table　17に示すように・そのスペクトル

　はm／z＝384［M＋H・］のイオンピークが観察され、分子量は383であり・本酵素反応様式

　と考え合わせると、Ga1－GlcNAcであると推定された。　さらに・1H－NMRを測定したとこ
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ろ、アノメリック領域においてβ一1．6結合に関与するグリコシディックプロトンが

4．439ppm（d，Ji．2ニ7．3　Hz，　H－1’α）および4．455　ppm（d，Ji．2ニ7．O　Hz，

H－1’β）に、さらに還元末端のα、βアノマーに由来するアノメリックプロトンが5．205

PPm（d，Ji，2ニ3．3　Hz）および4・729　PPm（d・Jl12＝8・4　Hz）に認められた。

13C－NMRスペクトルのシグナルの同定は、　NAL、ジーN一アセチルキトビオース

（GlcNAc2）およびG1　cNAc　」B　1－6GlcNAcなどのモデル化合物のスペクトルデータ16‘75’76）

との比較に基づいて行った（Fig．45）。　さらに、元素分析データ等の結果（Table　17）

からもNAALの構造であることが支持された。　以上の結果から・F－b’画分中の成分は

NAALと同定された。

（2）NALの選択的除去

　　前記したように、F－b画分にはNAALとNALが8：1（モル比）の割合で混在していた。

これからNAALを精製するため、墨circulansのβ一ガラクトシダーゼによるNALの選択的加

水分解を試みた。その典型的な加水分解反応をFig・46に示した。反応は・F－b（5mg）

を含む1m1の20　mMリン酸緩衝液（pH　6．0）に0・025　Uのβ一ガラクトシダーゼを添加し・

30℃で反応を行った。反応液を経時的に採取し、NAALおよびNAL量をHPLCで測定した。図よ

り明らかなように、3．5時間反応後、NAしは完全に加水分解されたが・NAALの加水分解は

5％以下に留まっていた。このようなことから、NALの加水分解速度を100とした場合の

NAALのそれは2．0であり、50倍の違いが認められ（Fig・47）・本酵素によるNALの選択

的な除去が可能であることが明らかとなった。
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第四節　要約

　従来、NALは化学合成法もしくは酵素法で調製されている。しかし、化学合成法では種々

の保護基の導入など工程が複雑であること、また酵素法では収率が低いことなどの理由で、

大量1こ調製することが困難であった．本章では、GlcNAcを受容体基質・ラクトースを供与

体基質として、NALを多量に生成する糖転移活性の高いβ一ガラクトシダーゼの検索を市販

酵素の勅・ら行い、NALとその異性体であるNAALの効率的生産法について検討した・市販酵

素のほとんどはNAALを圧倒的に多く生成し、　NALの生成量は少なかったが・唯一NALを多量

に生成するβ一ガラクトシダーゼを旦．circulans起源（BIOLACTA・大和化成製）に見出す

ことができた。次に、本酵素を用いて生産したNALの分離精製法について検討し・活性炭ク

ロマトグラフィーおよびメタノールからの結晶化によって・NALの結晶標品を容易にしかも

大量に得られることを示した．また、pH、温度、酵素量・基質量の影響を調べ・NALの効

率的生産条件として、pH　5．0、30℃、酵素量O・1～0・15　U／m1・基質量；GlcNAc　1・O　Mに

対しラクトース0．5～0．25Mが、良好であることを明らかにした。

　一方、NAALを生産する場合には、β一ガラクトシダーゼ（亙1actis起源、　LACTASE　YNL、

合同酒精製）を用いて、NAALと少量のNALを生成した後・NALをβ一ガラクトシダーゼ

　（B．circulans起源、　BIOしACTA、大和化成製）で選択的に加水分解し、除去する方法を開

発した．これは＆crrculans起源のβ一ガラクトシダーゼのNALとNAALに対する加水分解

速度の違い（100：2）を利用したものであり、異性体であるNALを含むNAALの精製を容易に

行うことができる優れた方法であった。

　　以上述べたように、β一ガラクトシダーゼの糖転移反応を利用したNALおよびNAALの効率

的生産法を開発した．この開発は、従勅・ら大凱生産することが困難で・したがって高

価であるため試薬レベルの供給しかできなカ・つたこれらの糖類を・安価に・し力’も大量に
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供給することを可能にするものである。
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総括

本研究では、海洋資源「キチン」の利用｛こ関する研究を行った・鞘は・キチン・キト

サンを加水分解して得られるオリゴ糖や単糖の利用は・未利用資源としてのキチンの高度

利用を達成するうえで極めて重要なことと考え・これらオリゴ糖であるキチンオリゴ糖・

キトサンオリゴ糖および単糖であるN一アセチルグルコサミン（GlcNAc）・グ’レコサミン

（GlcN）の効率的生産とその利用について検討した。

第＿章では、キチンオリゴ糖、キトサンオ1月糖の酸加水分解法による効率的生産法を

開発した．キチンオリゴ糖では、目的とする重合度のオリゴ糖を得るための加水分解条1牛

を明らかにした．また、キチン加フk分解液からのオリゴ糖の回収・すなわち中和により副

生した塩類の除去を、イオン交換膜電気透析法で試み・従来の活性炭カラムによる方法で

は達成できなかったGlcNAcの回収を含め、キチンオリゴ糖の大量生産の可能’性を示した・

さらに、得られたキチンオリゴ糖はさわやかな甘味を有し・また・ビフィズス菌‘こも利用

されることから、新しい食品素材として利用できる可能性を明らかにした・一方・キトサ

ンオリゴ糖では、従来の方法に比べ、｛吏用する塩酸量が少なくしかも飛躍的1こ短時間でオ

リゴ糖の生産が行える加水分解条1牛を見出した．また・キトサンオリゴ糖の分離精製にお

いて、予めメタノールに対する溶解性の違いを二二て・キトサン分解伽’ら不要のGlcN

を除去することにより、多量のキトサンオリゴ糖を度の操作で分離する効率的生産法を

　開発した。

　　次に、単糖であるGlcNAcおよびGlcNの酵素的生産法1こついて検討した・第二章では・酸

加7k分解1こよって調製したキチンオ・」ゴ糖を基質とし・』・rientalisの生産するキチン分

轄素（キチナ一霞およびβ一N一アセチノレヘキソサミニダーゼ）を固定化した担体を充

填したバイオリアクターによるGlcNAcの連続生産法を開発した・すなわち汐ンニンーキ
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トサン担体に酵素を物理吸着させた固定化酵素は・GIcNAcの生産に極めて有効であり・そ

の諸性質およびGlcNAcの最適生産条件を明らかにした。さらに・カラムリアクターを用い

た連続生産を行い、キチンオリゴ纈・らGlcNAcを90％以上の収率で130日間以上連続的

に得ることに成功した。この方法は、従来からの化学合成法に代わる新しいGlcNAc生産法

として工業的に利用可能と思われる。また、このようにして生産されたGlcNAcは化学合成

品でないことから、国内では食品素材として有効に利用できるものである。

第三章では、匹・rientalisの生産する新規酵素エキソーi（3・一・D一グルコサミニダmゼと

キトサナーゼの精製を行い、その諸性質について調べ、キトサンの酵素分解によるGlcNの

生産を検討した。従来、キトサンを分解する酵素として多くのキトサナーゼが知られてい

るが、これらの酵素はオリゴ糖を生産する典型的なエンド型酵素であったことから・キト

サンカ・らGlcNの生産を達成することができなかった。本章では、キトサンを加水分解して

GlcNを生産する新規酵素エキソーβ一D一グルコサミニダーゼを発見したことにより・

GlcNの酵素生産法を開発することができた。すなわち、部分アセチル化キトサンを分解す

るためには、エキソーβ一D一グルコサミニダーゼとβ一N一アセチルヘキソサミニダー

ゼの併用が著しく効果的であることを明らかにし、さらに、キトサナーゼを併用すること

により、キトサンの完全分解をより速やかに達成できることを明らかにした。このキトサ

　ンの酵素による完全分解法は、GlcNの生産のみならず・キトサンの特性を示す重要な指標

　であるアセチル化度の測定にも応用できると考えられた。

　　次に、第四章では、GIcNAcの高度利用を目的とし、　GIcNAc残基を含む有用物質のひとつ

　であるN＿アセチルラクトサミン（NAL）の糖転移反応による酵素合成を試みた。　従来・

NALは化学合成法もしくは酵素法で調製されている．しかし・化学合成法では種々の二三

　の導入など工程が複雑であること、また酵素法では収率が低いことなどの理由で、大量に

調製することが困難であった．本章では、GlcNAcを受容体基質・ラクトースを供与体基質
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として、NALを多量に生成する糖転移活性の高いβ一ガラクトシダーゼの検索を市販酵素の

中から行い、唯一NALを多量に生成するβ一ガラクトシダーゼ（量circulans起源）を見出

すことができた。市販酵素のほとんどは、NALのβ一1，6結合異性体であるN一アセチルア

ロラクトサミン（NAAL）を圧倒的に多く生成し、　NALの生成量は少なかった。次に・本酵素

を用いて生産したNALの分離精製法について検討し・活性炭クロマトグラフィーおよびメタ

ノ＿ルからの結晶化によって、NALの結晶品を容易にしかも大量に得られることを示した。

また、pH、温度、酵素量、基質量の影響を調べ、　NALの効率的生産条件を明らかにした。

一方、NAALについても効率的生産を試みた。β一ガラクトシダーゼ（亙1actis起源）を用

いてNAAしと少量のNALを生成した後、　NALをβ一ガラクトシダーゼ（墜circulans起源）で

選択的に加水分解し、除去する方法を開発した。これは、旦。circulans起源のβ一ガラク

トシダーゼのNALとNAALに対する加水分解速度の違い（100：2）を利用したものであり・異

性体であるNALを含むNAALの精製を容易に行うことができる優れた方法であった。これらの

開発は、従来から大量に生産することが困難で、したがって高価であるため試薬レベルの

供給しかできなカ・つたこれら糖類を、安価に、しかもXSに供給することを可能にするも

のである。

　以上、本論文では、キチンの利用に関し、主として酵素による構成糖およびその誘導体

の生産法について断・本研究が・未禾1」用資源としてのキチンの高度利用‘こ少しでも役

立てば幸いである。
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