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第 1章 序論 

 

第 1節 背景 

 

1. キチン 

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

の多糖で，多くの生物の主要な構造ポリマーとして機能する [1]。キチンは，

陸上から水中の生息環境に存在する多様な生物 (昆虫 [2-4]，クモ [5]，真菌類 

[6-9]，原生生物 [10, 11]，カニ [12, 13]，ロブスター [14]，エビ [15, 16]，サン

ゴ [17]，軟体動物 [18, 19]，多毛類 [20]，珪藻 [21, 22]，淡水および海生海綿 

[23-25]) の構成成分である。このように，キチンは，多彩な生物種の構成成分

なので，地球上で二番目に多く存在するバイオマスである [26, 27]。キチンに

は，分子鎖の配向とパッキングが異なる 3つの多形，α [28-30]，β [30]，および

γキチン [31, 32] が存在する。天然において，伸びたキチン鎖が微結晶性繊維

を形成し，水素結合が鎖間で形成され，α-キチンは逆平行、β-キチンは平行，

γ-キチンは混合された形で配置している。キチンは，その内分子中の水素結合

により，水，弱酸または弱塩基，有機溶媒には不溶である [1]。 

 

2. キチナーゼ 

キチナーゼ (EC 3.2.1.14; KO 1183) は，キチンの β-1, 4 グリコシド結合を加

水分解し，細菌，真菌，線虫，節足動物などの生物において，キチンの代謝に

不可欠で重要な酵素である [33, 34]。 

 

3. ほ乳類キチナーゼ 

マウスやヒトなどのほ乳類はキチンを合成しないが，二つの活性型キチナー

ゼ，キトトリオシダーゼ (Chit1) と酸性キチナーゼ (acidic chitinase, Chia: 別名

称，酸性ほ乳類キチナーゼ，AMCase) を発現している [33, 34] 。これらのほ

乳類のキチナーゼは，糖質分解酵素 (glycoside hydrolase, GH) 18 ファミリーに

属している [27, 34, 35]。 

Chit1 は，ゴーシェ病患者のマクロファージで同定された最初のほ乳類キチ

ナーゼである [36-38]。Chit1 のレベルは，常染色体劣性遺伝リソソーム蓄積病

であるゴーシェ病患者の血漿中で顕著に上昇する [36]。Chia は，ほ乳類で二

番目に発見されたキチナーゼで，酸性側に等電点をもつことからそのように命

名された [39]。Chia は，マウスの胃と肺組織で高く発現し，pH 2.0 で最も高

い活性を有し，キチン含有病原体からの生体防御を担っていると考えられてい

る [39-44]。 
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4. ほ乳類キチナーゼと疾患 

Chit1 と Chia は，特定の病態下でその発現量が変動することから，高い関

心を集めている。Chit1 のレベルは，ゴーシェ病，慢性閉塞性肺疾患 

(COPD)，アルツハイマー病，アテローム血栓症，真性糖尿病，嚢胞性線維症，

ならびに喫煙者で著しく発現が上昇する [36, 45-50]。 

Chia mRNA とタンパク質レベルの顕著な変化が，喘息，アレルギー性炎

症，ドライアイ症候群，胃がんなどの病態で報告されている [51-58]。さら

に，Chia の特定の遺伝子多型がヒトの喘息と関連することも報告されている 

[58-61]。最近，Chia が，マウスの肺で恒常的に合成され，気道でキチンを分解

し，肺の機能維持のための重要な酵素として機能することが示された [62, 

63]。さらに，Chia はマウスの宿主の消化器管 (gastrointestinal tract, GIT) 系

で，腸内線虫に対する防御の免疫応答として働くことも報告されている [64]。 

 

5. 人口増加と食糧 

人口の増加に伴い，世界の食肉消費量が増加している。その供給量を確保す

るためには，限られた土地や水資源の中で，家畜飼料の持続的な増産が必要と

される [65]。これらの問題に対する有望な解決策は，栄養価に富み，低環境負

荷で育つ，適当な生物種を家畜飼料として用いることである [66, 67]。約 1,900 

種の昆虫が，2 億人以上の人々によって，動物性タンパク質の代わりとして日

常的に消費されている [67]。 

昆虫や真菌類は地球上に広く生息しており，代表的なキチン含有生物であ

る。特に昆虫は，栄養価，生産コスト，環境への負荷が少ないため，最近，潜

在的な新規動物飼料資源として注目を集めている [65, 66, 68]。多くの消費者に

とって，昆虫などのキチン含有生物を栄養源として直接摂取するよりも，家畜

飼料として間接的に利用することの方が，より受け入れやすいと考えられる。

しかし，これらの利点にも関わらず，キチン含有生物を家畜飼料として利用す

る試みはあまり進んでいない [69]。これは，キチンが長い間，家畜体内におい

て，難消化性の食物繊維であると考えられてきたことによる [70]。さらに，キ

チン含有生物の家畜の健康や生育への影響に関する研究があまり進んでいない

ことにもよる [67, 69, 71]。 
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第 2節 目的 

キチンは，セルロースに次いで，地球上に豊富に存在するバイオマスであ

る。持続的な食糧生産のため，栄養価に富む昆虫の飼料化が世界的に注目され

ている。しかし，昆虫の積極的な家畜飼料利用は控えられ，未だ実現していな

い。この理由の一つに，キチンが，動物の消化器系では分解されない食物繊維

であるとみなされてきたことが挙げられる。最近，当研究室では，酸性キチナ

ーゼ (acidic chitinase, Chia) が，マウスの胃で過剰発現し，消化器系条件下でキ

チンを分解することを明らかにした [41, 72]。この結果は，キチンが，動物の

消化器系で分解される可能性を強く示唆した。しかし，Chia がすべての動物の

胃で，消化酵素として機能しているかどうかは不明であった。 

私は，家畜を含めたほ乳類，鳥類の体内で，昆虫のキチンが分解されるのか

どうかを検証し，昆虫の家畜飼料化を推進する根拠としたいと考えた。そし

て，Chia の酵素機能が食性によって異なる結果が得られたことから，Chia の

酵素機能に関わるアミノ酸置換を明らかにし，食性の変化に伴う Chia の分子

進化の解明に取り組んだ。さらに，天然型 Chia 酵素の精製法を確立し，生物

医学的な利用で注目を集めているキトオリゴ糖の生産に利用できるかどうかを

検討した。 
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第 2章 ほ乳類，鳥類における Chia の遺伝子発現と酵素機能の解

析 

 

第 1節 緒言 

Chia は，マウスの胃で過剰発現していることが報告されている [39, 41]。

Chia は，その至適が pH 2.0 であることから，消化物に含まれるキチン含有病

原体に対する生体防御の一部を担うだけでなく，食物中のキチンを分解する消

化酵素として機能する可能性が示唆されていた。Ohno らの研究によって，マ

ウス Chia が，消化器系条件下でプロテアーゼ耐性の主要な糖質分解酵素とし

て機能し得ることが明らかとなった [72]。しかし，家畜を含めた他の動物にお

ける Chia の生理学的な役割は不明であった。 

本章では，主要な家畜動物であるニワトリ，ブタ，ウシと，飼育動物である

イヌ，コモンマーモセットの Chia が，GIT 条件下で，キチン含有生物を分解

する消化酵素として機能し得るかどうかを検討した。さらに，その翻訳産物で

ある Chia をニワトリの腺胃またはブタの胃から精製し，模倣的な GIT 条件

下で，ミールワーム幼虫の殻のキチンの分解性を検討した。そして，マウス，

ニワトリ，ブタ，ウシ，イヌの胃における Chia mRNA レベルと，大腸菌で発

現したこれらの動物の Chia 酵素のキチナーゼ活性を測定した。 

 

第 2節 実験材料と方法 

ニワトリ，ブタ，ウシの胃組織 

白色レグフォンの腺胃，筋胃，6 ヶ月齢の雄ブタ (ランドレース F1) の胃，

ウシの第一胃，第二胃，第三胃，第四胃は，Funakoshi 社から購入した。採取

した胃組織は，速やかに凍結し，-80°C に保存した。 

 

コモンマーモセット組織 

マーモセットは，実験動物中央研究所で，既報と同様の条件下で飼育された 

[73] 。マーモセットは L (+)-アスコルビン酸，ビタミン A，D3，E，ハチミツ

を含むバランス飼料ペレットを与えられた。さらに，マーモセットは，カステ

ラとビスケットを添加物として与えられた。 

全ての動物実験は，実験動物委員会 (CIEA ref. nos 12025 及び 13071) によ

って承認され，実験動物の適正な実施に向けたガイドライン (日本学術会議) 

と CIEA のガイドラインに則って行った。動物管理は，実験動物の管理と使用

に関する指針 (研究用動物資源協会, 2011) を遵守して行った。 

マーモセット組織は，7 年齢の雌マーモセット (265 g, Animal I4704F) から

採取した。試料採取は，ケタミン (50 mg/kg) およびキシラジン (1.5mg/kg) 下
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の全採血による安楽死およびイソフルエン全身麻酔後に行った。摘出した組織

は液体窒素で凍結させ，-80°C で保存した。 

 

RNA および cDNA の調製 

ニワトリ，ブタ，ウシ，イヌ Total RNA パネル (Zyagen 社) を用い，cDNA 

を合成した [72]。同様に，マウス Total RNA パネルは Takara Bio 社からから

購入し，胃 total RNA から cDNA を合成した。これらに加え，TRIzol 試薬 

(Thermo Fisher Scientific 社) を用いて，ニワトリ，ブタ，ウシの胃およびコモ

ンマーモセットの各組織から total RNA を製造者のプロトコールに従って調製

し，cDNA へと逆転写した [72]。 

 

qPCR 用のプライマー対の選択 

定量 PCR (quantitative PCR, qPCR) のプライマーは，PrimerQuest Input 

(Integrated DNA Technologies 社) で設計した。qPCR へのプライマーの適合性

は，産物が一本の Tm を与えたかどうかで判断した。PCR は，2× SYBR Green 

Master Mix (Brilliant II SYBR Green QPCR Master Mix, Agilent 社)，各 cDNA ま

たは standard DNA (下記参照) 2.7 ngとプライマー [Chia, pepsinogen A, H+/K+-

ATPase, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)] 2.5 pmol を含む，全

量 13 µL 中で反応させた。PCR 反応は Mx3005P QPCR システム (Agilent 社) 

を用いて行った: 最初の変性およびポリメラーゼ活性ステップを 95°C で 10 

分間，続いて，変性 95°C で 30 秒間，アニーリング 55°C で 30 秒間，伸長

反応 72°C で 10 秒間を 40 サイクル行った。融解曲線は増幅後に作成した。 

 

Standard DNA の構築と qPCR 

ニワトリ standard DNA は，Chia, GAPDH, pepsinogen A および H+/K+-ATPase  

の 4 遺伝子から構成され，化学合成後，pTAKN-2 ベクターに挿入された 

(Eurofins Genomics 社)。Standard DNA (389 bp) は，プラスミド DNA から，

forward プライマー 5’- GCTGGACATTGACTGGGAATA -3’ と revers プライマ

ー5’- GTAATCTGGCTCGTAGGGATTG -3’ を使用し，PCR 増幅した。 

ブタ standard DNA は，Chia，pepsinogen A，pepsinogen C，H+/K+-ATPase，

gastrin，gastric intrinsic factors，mucin の 10 遺伝子から構成され，化学合成

後，pTAKN-2 ベクターに挿入された (Eurofins Genomics 社)。Standard DNA 

(956 bp) は，プラスミド DNA から，forward プライマー 5’-

TTGCCGTCCGTGCATATT-3’ と reverse プライマー5’-

CAAGGTCAAGGCCATCAAA-3’ を使用し， PCR 増幅により調製した。 

マーモセット standard DNA は，CHIA，CHIT1，GAPDH，pepsinogen A，
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H+/K+-ATPase の 5遺伝子から構成され，化学合成後，pTAKN-2 ベクターに挿

入された (Eurofins Genomics 社)。Standard DNA (399 bp) は PCR 増幅によって

プラスミド DNA から，forward プライマー 5’-GTGGCCTGTACCCTGACC-3’

と revers プライマー5’-GTCACAATGGAGGCAAAGTTATC-3’ を使用し，PCR 

増幅により調製した。 

マウス，ニワトリ，ブタ，イヌ，ウシの Chia, Chit1, pepsinogen, GAPDH 遺

伝子を含む計 18 遺伝子から成る standard DNA は，化学合成後，pTAKN-2 ベ

クターに挿入された (Eurofins Genomics 社)。Standard DNA (2,039 bp) は，プラ

スミド DNA から，forward プライマー 5’- GCTGCTGGTATCTCCAACAT -3’ 

と revers プライマー5’- TGGGCGTGGCTCAGGTAT -3’ を使用し，PCR 増幅に

より調製した。 

qPCR 反応は，2 x SYBR Green Master Mix，2.7 ng の各 cDNA または適切に

希釈した standard DNA と 2.3 pmol のプライマーを含む終量 13 µL 中で行っ

た。Real-time PCR は Mx3005P (Agilent 社) を用いた: 最初の変性とポリメラ

ーゼ活性化ステップは，95°C，10 分間行い，その後， 95°C で 30 秒，アニー

リングを 55°C で 30 秒，伸長反応を 72°C で 10 秒間の反応を 40 サイクル

行った。それぞれの分析は 3回行った。 

 

胃抽出液の調製 

ニワトリの腺胃 (0.1 g)，ブタの胃 (0.2 g)，コモンマーモセットの胃 (0.1 

g)，ウシの第四胃 (0.2 g) 組織をプロテアーゼ阻害剤非存在下でホモジナイズ

し，4°C，15,000 g で 10 分間遠心した。胃抽出液として回収した上清に Gly-

HCl 緩衝液 (pH 2.0) を終濃度 0.1 M になるよう加え，37°C で 0，10，40，60 

分間インキュベートした。反応後，1 M Tris-HCl (pH 7.6) を加えて中和した。

ニワトリ，ブタ，コモンマーモセットについては，pH 7.6 の条件下，trypsin 

(Sigma-Aldrich 社) と chymotrypsin (Sigma-Aldrich 社) の等量の混合物 

(10 μg) を反応溶液に加え，さらに 37°C で 1 時間反応させた。反応後，プロ

テアーゼインヒビター (Complete Mini, Roche 社) を加えた。 

 

胃組織から Chia の精製 

ニワトリ腺胃組織 (0.1 g)，ブタの胃組織 (1 g) を，プロテアーゼインヒビタ

ー (Complete Mini) を含む 10倍量の氷冷した TS 緩衝液 [20 mM Tris-HCl 

(pH7.6), 150 mM NaCl] 中，テフロン/ガラスホモジナイザーを用いてホモジナ

イズした。その後，4°C，15,000 g，10 分間遠心し，上清を可溶性溶液として

用いた。可溶性溶液はキチンビーズ (New England Biolabs 社) 3 mL を TS 緩

衝液で平衡化したカラムに供した。キチンビーズカラムを密封し，4°C で 1時
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間穏やかに混合させた。TS 緩衝液による十分な洗浄後，結合したキチナーゼ

は 8 M 尿素でカラムから溶出させ，TS 緩衝液で平衡化した PD-10 (GE 

Healthcare 社) によって脱塩した。タンパク質濃度は，ウシ血清アルブミンを

標準として，Bradford Protein Assay (Bio-Rad 社) により，BioPhotometer Plus 

UV/Vis photometer (Eppendorf 社)で測定した。Chia のユニットの定義は以前の

報告のとおりに行った [42]。 

 

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動と CBB または SYPRO Ruby 染色 

得られたタンパク質溶液は，標準的な SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

(SDS-PAGE) [74] 後，Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma-Aldrich 社) (CBB) 染

色または SYPRO Ruby (Thermo Fisher Scientific 社) 染色を行った。分子量マー

カーは All Blue (Bio-Rad 社) を用いた。撮影はルミノ・イメージアナライザー 

(ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare 社) で行った。 

 

N末端アミノ酸配列分析 

ニワトリの腺胃から精製されたタンパク質画分を 12.5% SDS-PAGE で分離

し，ポリフッ化ビニリデン (PVDF) 膜 (Immobilon-P，Merck社) に転写した

後，CBB で染色した。膜上の 54 kDa と 57 kDa のバンドを切り出し，Procise 

492 (Applied Biosystems 社) を使用したエドマン分解による N 末端配列解析を

行った。 

 

ザイモグラフィー解析 

ザイモグラフィーは 0.1% Ethylene glycol chitin (FUJIFILM Wako Pure Chemical

社) を含む標準 SDS-PAGE ゲル [74] を用いた。SDS および還元剤を含まな

いサンプル緩衝液を使用し，熱変性せずにサンプルをゲルに供した。電気泳

動後，ゲルをリフォールディング緩衝液 I [1% (V/V) Triton-X-100, 50 mM Gly-

HCl (pH 2.0)] 中，37°C で 1時間インキュベートした。その後，ゲルをリフォ

ールディング緩衝液 II [1% (V/V) Triton-X-100, 50 mM Gly-HCl (pH 7.6)] に浸漬

させ，37°C，一晩インキュベートした。リフォールディング後，ゲルは 

0.01% (W/V) Calcofluor White M2R (Sigma-Aldrich)，50 mM Tris-HCl (pH 7.6) に

よって染色した。30 分間穏やかに振とう後，発色液をアルカリ性にした。ゲ

ルはルミノ・イメージアナライザーで解析した。その後，ゲルを CBB で染

色した。分子量マーカーは，SDS-PAGE とザイモグラムのバンド移動度の違

いを示す。 

 

キチナーゼ活性測定 
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キチナーゼ活性は合成発色基質である 4-nitrophenyl-N,N’-diacetyl-β-D-

chitobioside [4-NP-(GlcNAc)2] (Sigma-Aldrich 社) を使用して測定した。全ての

酵素反応は，全量 50 μL 中で行った [42]。 

 

プロテアーゼ処理 

精製酵素 (1.5 µg) は，等量の pepsin A (Worthington 社) (1.5 µg) を加えた 0.1 

M Gly-HCl (pH 2.0) 中，または重量を基準に 1:1 に混合した

trypsin/chymotrypsin (1.5 µg) の混合物を加えた 0.1 M Tris-HCl (pH 7.6) 中で，

37°C，0, 10, 40, 60 分間反応させた。反応後，プロテアーゼ阻害剤を加え，酸

性条件は 1 M Tris-HCl (pH 7.6) によって中和した。 

 

ミールワーム 

ジャンボミールワーム (Tenebrio molitor) の幼虫は国内の販売店から購入し

た。幼虫は脱イオン水に浸漬して屠殺した後，乾燥重量を測定した。結合組織

を含んだ殻の部分をキチン-タンパク質複合体基質として用いた。 

 

精製 Chia によるコロイダルキチン，結晶性キチン，ミールワーム幼虫の殻の

分解 

結晶性キチンは，エビの殻のキチン (Sigma-Aldrich 社) を粒径サイズ 250 

μm に粉砕して調製した。コロイダルキチンは，結晶性キチンを濃塩酸中，

40°C で 30 分間インキュベートし，ろ過後に純水で十分洗浄させることで中

性に戻してから使用した [42, 72, 75]。コロイダルキチン (終濃度 1 mg/mL)，結

晶性キチン (1 mg)，およびミールワーム幼虫の殻 (1 mg) は，精製酵素 (1.6 

mU) と，等量の pepsin Aを含む全量 50 µL 中，pH 2.0，37°C で 1時間，胃を

模倣した条件下で反応させた。その後，精製酵素と等量の trypsin/chymotrypsin 

を加え，pH 7.6，37°C の腸を模倣した条件下でさらに 1時間反応させた。GIT 

条件下で生成されたキチン断片は，蛍光標識糖電気泳動 (fluorophore-assisted 

carbohydrate electrophoresis, FACE) 法によって解析した。N-アセチルキトオリゴ

糖 (Seikagaku Corporation) を標準物質として用いた。 

酵素反応は上述と同様に，ニワトリの腺胃から調製した可溶性タンパク質溶

液 (1.6 mU) を含む反応溶液中で行った。可溶性タンパク質溶液中のプロテア

ーゼ活性を抑制するために，pepstatin A (Sigma-Aldrich社) を終濃度 1 µg/µL 

[76] になるように添加した。生成されたキチン断片は上記のように分析した。 

  コロイダルおよび結晶性キチンは，精製ブタ Chia (4 mU) または可溶性タン

パク質溶液 (4 mU) を含む全量 50 µL 中で反応させた。ミールワーム幼虫の殻

は可溶性タンパク質溶液 (20 mU) を含む反応液中で同様に反応させた。分解産
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物は FACE 法によって解析した。 

コロイダルキチン (終濃度 1 mg/mL) または結晶性キチン (1 mg) は，全量 

50 µL 中，pepsin (0.6 µg) または trypsin/chymotrypsin (0.6 µg) 存在下，組換え

体ウシ (0.01 mU) またはイヌ Chia (0.03 mU) と反応させた。 

 

ウエスタンブロット 

マウス C 末 Chia 抗体またはブタ pepsin 抗体 (GeneTex 社) を使用したウエ

スタンブロットによって解析した。 

 

胃抽出液によるショウジョウバエの翅のキチン分解 

ショウジョウバエ (D. melanogaster Oregon-R) は岡山大学の施設で飼育され

た。ハエをエタノールに一度浸漬した後，翅を採取した。50 枚の翅は TaKaRa 

BioMasher Standard (TaKaRa Bio 社) を用いてホモジナイズ後，上述のミールワ

ーム殻と同様に胃抽出液に作用させた。37°C で 16 時間反応後，分解産物は上

述の方法で，FACE 法によって解析した。分解前後の翅の形態を観察するた

め，翅を胃抽出液で処理後，高撥水性印刷スライドグラス (TF1205, Matsunami 

Glass Ind 社) を使用して，0.1 M Gly-HCl (pH 2.0) 中に 9 mU の Chia 活性を含

む胃抽出物を最終量 10 µLで処理した。形態変化は実体顕微鏡 (M205 C, Leica 

Microsystems 社) を用いて評価した。詳細な翅の観察は，走査型電子顕微鏡 

(SEM，JCM-6000，加速電圧：15 kV，JEOL Ltd) を用いた。観察サンプルの表

面を帯電させることなく鮮明な SEM 観察を行うため，薄くて均一なイオン液

体コーティング層 [77] を形成さるための前処理を行った。サンプルを 10％ 1-

hexyl-3-methylimidazolium bis (fluorosulfonyl) imide (Mitsubishi Materials Electronic 

Chemicals Co., Ltd) のイオン液体－エタノール混合溶液に浸漬した。その後，

観察前に浸漬した翅サンプルを室温で 1時間以上乾燥させ，エタノールを除去

した。 

 

大腸菌発現ベクターの構築 

ニワトリ，ブタ，ウシ，イヌ Chia cDNA の成熟型のコード領域は，各種の 

cDNA から KOD Plus DNA ポリメラーゼ (Toyobo 社) および EcoRI と XhoI 

の制限酵素サイトを付加させたオリゴヌクレオチドプライマー (Eurofins 

Genomics 社) を用いて PCR によって増幅させた。増幅させた cDNA は EcoRI 

と XhoIで切断後，同じサイトを持つ pEZZ18/pre-Protein A-Chia-V5-His へクロ

ーニングした。得られたプラスミド DNA (pEZZ18/Chia/V5-His) の全塩基配列

はシーケンスによって決定した (Eurofins Genomics 社)。マウス Chia の発現は

pEZZ18/pre-Protein A-Chia-V5-His を用いた [42]。これらのプラスミド DNAを
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大腸菌で発現させると，Protein A-Chia-V5-His が生産される。 

 

大腸菌で発現させた組換え体 Chia の調製 

Pre-Protein A-Chia-V5-His タンパク質を発現させるために，プラスミド DNA  

(pEZZ18/pre-Protein A-Chia-V5-His) を用いて，大腸菌 BL21 (DE3) 株 (Merck 

Millipore 社) を形質転換した。形質転換した大腸菌をアンピシリン 100 µg/mL 

を含む 1.5 L LB 培地中で 37°C，18時間培養した。大腸菌を 4℃，7,000 g で 

20 分間遠心することにより回収した。組換えタンパク質は大腸菌から IgG セ

ファロース (GE Healthcare) クロマトグラフィーで精製した [42]。その後 TS 

緩衝液で平衡化した PD MidiTrap G-25 によって脱塩した。大腸菌組換えタン

パク質は V5-HRP モノクローナル抗体 (Thermo Fisher Scientific 社) を用いてウ

エスタンブロットによって検出した。 

 

統計解析 

生化学データは Student’s t-test で検定した。 

 

 

 

第 3節 結果 

1. ニワトリ Chia の遺伝子発現解析と酵素機能解析 

遺伝子発現解析 

ニワトリは二つの胃組織，腺胃と筋胃をもつ。そこで，腺胃と筋胃における 

Chia mRNA レベルをニワトリの主要 9 組織と共に解析した。多くのほ乳類

は，そのゲノム上に 2 つのキチナーゼ遺伝子，Chia と Chit1 遺伝子，を持つ

が，家禽であるニワトリ，カモ，ダチョウ，ウズラなどの鳥類は，NCBI 

Genome データベース上で，Chit1 遺伝子が報告されていない。そのため，こ

こでは Chit1 は解析しなかった。ニワトリの主要遺伝子の発現を解析するため

の standard DNA は，Chia，GAPDH，pepsinogen A と H+/K+-ATPase の各 

cDNA を 1 分子ずつ連結することで構築した (図 1-1)。そして，既に報告した 

qPCR システムを用いて，Chia の遺伝子発現解析を行った [41, 43, 72]。 

Chia mRNA レベルは，腺胃で顕著に高く，次いで脾臓，筋胃，肝臓，腎臓

で比較的高く，筋胃では腺胃の 50 分の 1 程度の発現であった (図 1-2A)。こ

れらの結果は，in situ hybridization によって，Chia mRNA がニワトリの腺胃の

胃酸分泌細胞および肝臓の肝細胞で発現すること [78]，ブロイラーチキンの筋

胃でキチナーゼが分泌される [79] などの先行研究と本質的に一致していた。

今回，解析したニワトリの脾臓で Chia mRNAの高い発現が見られた (図 1-2A)
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が，これまでに脾臓での Chia の高い発現と疾患との関係は報告されていな

い。脾臓は，成鳥で B 細胞と T 細胞が成熟する主要な二次免疫器官である 

[80]。もしかすると，解析したニワトリ個体では，何らかの免疫応答の結果と

して，Chia の高い発現が検出された可能性がある。しかし，Chia を過剰発現

させたトランスジェニックマウスが自発的な炎症の兆候を示さない [62] こと

から，胃や脾臓組織における Chia の高い発現は，ニワトリの健康に直接的な

影響を与えている可能性は低いと考えられた。 

次に，Chia の発現レベルを，pepsinogen A，H+/K+-ATPase，GAPDH と比較

した。Pepsinogen Aは不活性型チモーゲンで，胃の酸性下で pepsin A へと自己

消化され，活性化する [81]。H+/K+-ATPase は pepsinogen を活性化させるため

の H+ の分泌に関係している [82]。GAPDH はよく知られたハウスキーピング

遺伝子であり，多くの組織，細胞で恒常的に高いレベルで発現している [83]。 

ニワトリ Chia mRNA は GAPDH および H+/K+-ATPase よりも顕著に高

く，pepsinogen A に次いで腺胃で二番目に多量に発現しており，マウスの胃に

おける Chia と同様に高い転写物であった (図 1-2B)。Chia の相対的な発現レ

ベルは，GAPDH のレベルを 1.0 とすると，Chiaは 403，pepsinogen A は 

1,176，H+/K+-ATPase は 4.0 であった (図 1-2B)。これらの結果は，Chia mRNA 

はニワトリ腺胃で主要な転写物であり，その翻訳産物が，ニワトリの消化器系

で重要な生理学的役割を担っている可能性を強く示唆した。 
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図 1-1. qPCR に用いた standard DNA 

(A) Standard DNA の模式図。(B) Standard DNA の塩基配列。この standard DNA 

は 389 塩基対であり，Chia, GAPDH, pepsinogen A, H+/K+-ATPase の cDNA 断

片を含む。PCR のターゲット領域は下線で示した。赤, Chia; 紫, GAPDH; 緑, 

pepsinogen A; オレンジ, H+/K+-ATPase。 
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図 1-2. Chia mRNA は腺胃組織で高く発現する 

ニワトリ組織における Chia mRNAs の発現レベルは，standard DNA を用いた 

qPCR によって同一尺度で定量した。(A) ニワトリの 11 組織における Chia 

mRNA レベル。(B) 腺胃組織における 4 種類の遺伝子の mRNA レベルを 

qPCR によって定量した。Y 軸は total RNA 10 ng あたりの分子数を表す。図

中の数字は，GAPDH の発現レベルを 1.0 とした場合の相対発現レベルを示し

ている。Pep A,  pepsinogen A; ATPase,  H+/K+-ATPase。*p < 0.05，**p < 0.01。P 

値は Student’s t-test によって決定した。エラーバーは，同一の実験を 3 回行

って算出した標準偏差を示す。 
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ニワトリ腺胃から Chia の精製 

ニワトリ Chia は，N末領域の触媒ドメイン (catalytic domain, CatD) と C 末

領域のキチン結合ドメイン (chitin binding domain, CBD) から構成される。Chia 

の CBD のキチン結合活性によるキチンビーズクロマトグラフィーを用いて，

ニワトリ腺胃からニワトリ Chia 精製画分を得た。精製のまとめを表 1 に示し

た。SDS-PAGE と CBB 染色によって，主要な 54 kDa と微量の 57 kDa のバ

ンドを検出した (図 1-3A)。これらのバンドの N末端アミノ酸配列の解析を行

い，54 kDa からは YVLSXYFT の配列を，57 kDa からは YVLS の配列が，

それぞれ得られた。これらの配列は，ニワトリ Chia の成熟型 (GenBank 

Accession Number, NP_989760.1) の N 末アミノ酸配列と一致した。これらのこ

とから，キチンビーズ精製画分に認められた主要な 54 kDa と微量の 57 kDa 

はニワトリ Chia であることが分かった。これら二つの成分の移動度の違い

は，リン酸化または糖鎖付加のような翻訳後修飾によるものと考えられた。 

さらに，ザイモグラフィーで精製画分のキチナーゼ活性を解析した。キチナ

ーゼ活性を保つために，サンプル緩衝液から SDS と還元剤を除き，加熱せず

に泳動した。ザイモグラフィーによって，54 kDa (図 1-3B，左) 付近に強いキ

チナーゼ活性が認められた。続く CBB 染色では，54 kDa にバンドを検出した 

(図 1-3B，右，矢印)。以上のことから，腺胃からニワトリ Chia を精製できた

と考えた。 

さらに Chia の酵素化学的性質を明らかにするため，4-nitrophenyl N,N’-

diacetyl-β-D-chitobioside [4-NP-(GlcNAc)2] を基質に用いて，pH 1.0-8.0 において

キチナーゼ活性を測定した。精製 Chia は最大活性を pH 2.0 にもち，その活

性は弱酸性から弱アルカリ性 (pH 3.0-8.0) にかけて低下した (図 1-3C)。pH 2.0 

におけるキチナーゼ活性は，McIlvaine 緩衝液よりも，Gly-HCl 緩衝液を用い

た場合の方が高かった。 

酵素活性における温度の影響を，pH 2.0 の 0.1 M Gly-HCl 緩衝液を用い

て，30-64℃ の範囲で，同様の基質を用いて，30分間反応させた。図 1-3D に

示すように，Chia のキチナーゼ活性は温度上昇につれて増大し，最大活性を

58℃ で示し，その後急激に低下した。 
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表 1 ニワトリの腺胃から Chia の精製 

実験方法に記載のように，1 g の腺胃から精製タンパク質を調製した。 

精製ステップ 全活性 (mU) 
総タンパク質

量 (mg) 

比活性 

(mU/mg) 
収率 (%) 

全可溶性タン

パク質画分 
5845.7±239.0 36.4±4.6 160.6±6.6 100 

キチンビーズ 

素通り画分 
660.1±24.3 25.6±1.2 25.8±1.0 11.3±10.2 

精製酵素 440.8±11.8 0.15±0.04 2862.1±326.4 7.5± 4.9 
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図 1-3. ニワトリ腺胃から Chia の精製とその性質 

(A) Chia は，ニワトリの腺胃組織からキチンビーズクロマトグラフィーによっ

て精製し，SDS-PAGE によって分離し，CBB 染色で可視化した。1, 抽出液; 2, 

素通り; 3, 精製酵素。精製酵素は，約 1.0 µg のタンパク質量である。(B) ニワ

トリ Chia のザイモグラム。電気泳動後，ザイモグラフィー (左) で解析し，

その後，ゲルを CBB (右) によって染色した。(C) 至適 pH，(D) 至適温度。
*p < 0.05，**p < 0.01。P 値は Student’s t-test によって決定した。エラーバー

は，同一の実験を 3 回行って算出した標準偏差を示す。 
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Chia のプロテアーゼ耐性の検討 

ニワトリ Chia のプロテアーゼ耐性を検討するため，精製 Chia を，pepsin

と 1:1 の比 (各 1.5 µg/µL) で pH 2.0 で反応した。図 1-4A に示すように, 精

製した Chiaは，pH 2.0 における 1 時間の pepsin 処理でも大きな変化が無か

った。さらに，そのキチナーゼ活性も pepsin 処理の影響を受けなかった (図

1-4B)。反応開始のキチナーゼ活性を 100% とすると，1時間後では，Chia の

活性はほぼ保持されていた。 

次に，精製 Chia と trypsin/chymotrypsin を 1:1 の比 (各 1.5 µg/µL) で，腸

を模倣した条件で反応した。図 1-4C に示すように，Chia は 1 時間反応して

も依然として明確なバンドとして検出された。さらに，胃の条件と同じく，キ

チナーゼ活性は保持されていた (図 1-4D)。これらの結果から，Chia が胃と腸

のプロテアーゼに耐性があることが分かった。 
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図 1-4. ニワトリ Chia の消化器系プロテアーゼに対する機能的安定性 

精製 Chia は，等量の pepsin あるいは trypsin/chymotrypsin を加え，胃または

腸の条件下で，0，10，30，60 分間反応させた。サンプルは，SDS-PAGE で分

離し，(A，C) SYPRO Ruby 染色と，(B，D) キチナーゼ活性測定によって解析

した。C, 精製酵素のみ; P, pepsin のみ; T/C, trypsin/chymotrypsin のみ; 数字，反

応時間。*p < 0.05。P 値は Student’s t-test によって決定した。エラーバーは，同

一の実験を 3 回行って算出した標準偏差を示す。 
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Chia は消化器系条件下でキチン基質を分解する 

ニワトリ Chia が，胃と腸の条件下でキチン基質を分解するかどうかを検討

した。コロイダルキチンと結晶性キチンを，精製 Chia と共に，適当な条件下

で反応させた。生成された GlcNAc または GlcNAc オリゴ糖は，Jackson によ

って考案され [84]，当研究室が改良した糖電気泳動 (FACE) 法 [85] で解析し

た。精製 Chia は，コロイダルおよび結晶性キチン基質と，pH 2.0 の条件下，

pepsin 存在下で 1 時間反応したところ，主に (GlcNAc)2 断片と，少量の 

GlcNAc が検出された (図 1-5A, B)。同様に，この酵素は，腸の条件 (pH 2.0 

のプレインキュベーション後) 下で両基質を分解し，主に (GlcNAc)2 を生成し

た (図 1-5D，E)。これらの結果は，ニワトリ Chia が，胃だけでなく腸の条件

下でも，高分子キチンを分解することができることを示した。 

さらに，Chia がキチン含有生物を消化器系プロテアーゼ存在下で分解するか

どうかを検討した。ミールワーム (Tenebrio molitor) の幼虫はよく知られた食用

昆虫である [67, 71, 86-90]。Chia を，ミールワームの殻と，人工的な消化器系

条件下で，1 時間または 16 時間反応した。 

Chia は，プロテアーゼ存在下でミールワームのキチンを分解し，主に 

(GlcNAc)2 を生成した (図 1-5C, F)。ミールワーム殻の分解産物は，コロイダル

キチンまたは結晶性キチンを基質として分解した場合とは異なり，長鎖オリゴ

糖も生成した (図 1-5F)。 
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図 1-5. ニワトリ Chia は消化器系条件下でキチン基質を (GlcNAc)2 に分解す

る 

(A, D) コロイダルおよび (B, E) 結晶性キチン基質は，精製 Chia によって，

等量の pepsin または trypsin/chymotrypsin 存在下，pH 2.0 (A, B) または pH 7.6 

(D, E) で 1 または 16 時間反応した。(C, F) ミールワームの殻は，同様に，精

製酵素とともに，胃 (C) または腸 (F) の条件下で，1 時間または 16 時間反

応させた。生成したキチンオリゴ糖は，その還元末端を蛍光標識し，FACE 法

で解析した。左側の N-アセチルキトオリゴ糖は分子量マーカーとして示し

た。 
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Chia のニワトリの胃抽出液中での安定性 

Chia がニワトリの腺胃抽出液中の内在性 pepsin や他のタンパク質存在下で

キチナーゼとして機能し得るかどうかを検討した。実験方法に記述したよう

に，腺胃からプロテアーゼインヒビター非存在下で可溶性画分を調製し，pH 

2.0，37℃ で 1 時間反応後，等量の trypsin/chymotrypsin を加えた腸の中性条

件下で，さらに，37℃，1 時間反応した。 

可溶性タンパク質は，pH 2.0 での反応開始 10 分後に顕著に減少した (図 1-

6)。他方，54 kDa を含めたいくつかのバンドは，1 時間の反応後でも変化は認

められなかった (図 1-6A)。また，続く trypsin/chymotrypsin 存在下における

pH 7.6 での反応で，タンパク質がさらに分解された (図 1-6D)。ザイモグラフ

ィー解析は，Chia がキチナーゼ活性を保持していることを示した (図 1-6B，

E)。これらのバンドは，pH 2.0 または pH 7.6 の条件下，60 分の反応で顕著

な影響を受けなかった。これらのことから，内在性の Chia のキチナーゼ活性

は，GIT 条件下で安定に存在することが明らかになった。 

さらに，キチン基質を胃抽出液と共に pH 2.0 で 1 時間反応後，

trypsin/chymotrypsin 存在下，pH 7.6 でさらに 1 時間反応させた。分解産物は 

FACE 法によって解析した (図 1-7)。胃抽出液中の Chia は，1 時間の反応後 

(図 1-7A, B) と同様に，pH 7.6 の腸の条件下 (図 1-7D, E) において，キチン基

質を分解し，(GlcNAc)2 を生成した。さらに，ミールワームの殻を胃抽出液中

で反応させ，分解産物を解析した。ミールワームの殻のキチンが，内在性 Chia 

によって，胃と腸の条件下，1 時間または 16 時間の反応後に (GlcNAc)2 へと

分解されていた (図 1-7C, F)。 
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図 1-6. ニワトリ Chia の内在性 pepsin に対する機能的安定性 

ニワトリの胃から可溶性タンパク質を調製し，pH 2.0，37°C で 0，10，40，60 

分間反応させた (A-C)。反応後，サンプルを trypsin/chymotrypsin を加え，さ

らに pH 7.6 で 1 時間反応した (D-F)。(A, D) SDS-PAGE 後，SYPRO Ruby で

染色した。(B, E) ザイモグラフィー解析。(C, F) キチナーゼ活性測定。Ex，抽

出液のみ; T/C，trypsin/chymotrypsin のみ; 数字，pH 2.0 (赤色) または pH 7.6 

(水色) における反応時間。エラーバーは，同一の実験を 3 回行って算出した

標準偏差を示す。 
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図 1-7. キチン基質およびキチン含有生物は胃の抽出液によって分解される 

(A, D) コロイダル，(B, E) 結晶性キチンまたは (C, F) ミールワームの殻と胃

組織由来の抽出液との反応後の分解産物。各基質は，pH 2.0，pepsin 存在また

は  pepsin 非存在下 (pepstatin A を添加) で 1 時間または 16 時間反応させた 

(A-C)。また，pH 7.6，trypsin/chymotrypsin 存在下，1 時間または 16 時間反応

させた (D-F)。反応後に生成した分解産物は，前述した FACE 法で解析した。 
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図 1-8. (GlcNAc)2 付近の複数のバンドおよび長鎖のキトオリゴ糖はキトサン

から生成し得る 

キトサン (脱アセチル化度 71% キトサン, Funakoshi 社) と結晶性キチン，ミ

ールワーム幼虫の殻を，ニワトリ Chia と反応させ，図 1-5 と同様の方法で解

析した。グルコサミン (GlcN, Tokyo Chemical Industry 社) および GlcN オリゴ

糖 [(GlcN)2-6, Seikagaku Corporation] を GlcN オリゴ糖マーカーとして用いた。

ゲルの両端には，GlcNAcオリゴ糖を標準物質として流した。ニワトリ Chia 

による，結晶性キチン，ミールワームの幼虫の殻，キトサンの分解産物におい

て，同様の移動度を持つバンドをアスタリスクで示した。 
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2. ブタ Chia の消化酵素としての機能解析 

ブタ組織における Chia の遺伝子発現解析 

ブタ Chit1 と Chia の in vivo における遺伝子発現レベルを明らかにするた

め，方法に記述したように，standard DNA を標準として，正常なブタ組織から

調製した total RNA を qPCR で解析した (図 2-1)。 

両キチナーゼ mRNA の発現パターンには，明らかな組織特異性が見られた 

(図 2-2A, B，上パネル)。Chit1 mRNA は，目において高いレベルで検出され 

(図 2-2A，上パネル)，次に，肝臓，唾液腺，小腸，肺で高かった (図 2-2B，下

パネル)。Chia mRNA は胃で特異的に発現しており (図 2-2B，上パネル)，続い

て小腸，肝臓，唾液腺，肺で高かった (図 2-2B，下パネル)。Chia の発現レベ

ルは，目を除いた (図 2-2C，下パネル) 組織全体において，Chit1 よりも高

く，とりわけ胃でその差は大きかった (図 2-2C，上パネル)。これらの結果か

ら，ブタの体内で，Chia がキチンを消化し得ることが示唆された。Chia の発

現が，ドライアイ症候群などの病態下で変動することは報告されている [54]。

本研究での qPCR 解析では，Chia mRNA の発現レベルは，ブタの目におい

て，Chit1 の 1/10 であることを示した。これらの結果は，Chia が目の病態下

において，自然免疫応答の鍵となるメディエーターである可能性を示唆する。

他方，Chia 遺伝子発現量が病態下で可変的であるのに対し，Chit1 mRNA は，

ブタの目に加えて，マウスの目 [41]，ヒトの目と涙腺 [91] で恒常的に発現す

る。リゾチームは抗菌活性をもつのに対し，Chit1 は抗真菌活性を有すると考

えられている。真菌類の細胞壁はキチン質のため，Chit1 は，ほ乳類の目にお

いて，真菌類のようなキチン含有生物から保護しているのかもしれない。 
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図 2-1. qPCR のための standard DNA 

(A) Standard DNA の模式図。(B) Standard DNA の塩基配列。この standard DNA 

は，956 塩基対であり，Chia, GAPDH, β-actin, pepsinogen A (Pep A), pepsinogen C 

(Pep C), H+/K+-ATPase, Gastrin, gastric intrinsic factor (Gif), Mucin, Chit1 の cDNA 

断片より構成される。qPCR のターゲット領域は，下線で示した。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

 

 

 

 

図 2-2. ブタ組織における Chit1 と Chia mRNAs の発現 

ブタの主要 10 組織における (A) Chit1 と (B) Chia mRNA の定量。両キチナー

ゼは standard DNA を用いて qPCR によって定量した。(C) Chia と Chit1 の発

現レベルの比率。Y 軸は total RNA 10 ng あたりの分子数を表す。すべての 

mRNA コピー数は，同じ standard DNA の希釈に基づいて算出した。上のパネ

ルは実数値，下のパネルは対数軸を示す。**p <0.01。P 値は Student’s t-test に

よって決定した。エラーバーは，同一の実験を 3 回行って算出した標準偏差

を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 

 

ブタの胃における Chia mRNA レベル 

続いてブタの胃における Chia mRNA レベルを詳細に解析した。Pepsinogen 

Aと C，H+/K+-ATPase そして Chia mRNA は，ハウスキーピング遺伝子よりも

顕著に高く発現していた (図 2-3)。Pepsinogen Aと C の mRNA レベルは，

Chia のそれぞれ 300 倍，15 倍も高かった (図 2-3，上パネル)。Chia mRNA レ

ベルは，H+/K+-ATPase に匹敵するレベルであり，GAPDH の 26 倍，β-actin の

5 倍，胃粘膜遺伝子より数 100～数 1,000倍高かった (図 2-3，下パネル)。これ

らの結果から，Chia は，ブタの胃において，主要な転写物の一つであることが

示された。 
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図 2-3.  qPCRによる，ブタの胃における mRNA 発現レベルの解析 

上のパネルは実数値，下のパネルは対数軸を示す。ブタの胃における Chia 

mRNA 発現レベルの評価は，10 遺伝子 [Chit1，Chia，pepsinogen A (Pep A)，

pepsinogen C (Pep C)，H+/K+-ATPase，Gastric intrinsic factor (Gif)，mucin，

Gastrin，β-actin, GAPDH] の断片から成る standard DNA を用いて行った。Y 

軸は total RNA 10 ng あたりの分子数を表す。すべての mRNA コピー数は，同

じ standard DNA の希釈に基づいて算出した。バーの値は，GAPDH の発現レ

ベルと比較した相対的な発現レベルを示した。**p <0.01。P 値は Student’s t-test 

によって決定した。エラーバーは，同一の実験を 3 回行って算出した標準偏

差を示す。 
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内在性 pepsin は胃抽出液中の可溶性タンパク質を分解する 

次に，pH 2.0，37℃ の模倣的な胃の環境下，内在性 pepsin のプロテアーゼ

活性を検討した。プロテアーゼ阻害剤非存在下で，ブタの胃から可溶性タンパ

ク質画分を調製し，pH 7.6 または pH 2.0 で 60 分間反応した。そのタンパク

質画分を SDS-PAGE と CBB 染色によって解析した (図 2-4A)。pH 7.6 では，

60 分の反応において，バンドのパターンと強度に変化は見られなかった (図 2-

4A)。これに対し，pH 2.0 では，反応 5 分後から時間依存的な可溶性タンパク

質の減少が認められ，他方，いくつかのバンドは 60 分まで変化が見られなか

った (図 2-4A)。Pepsin 抗体を用いたウエスタンブロットによって，pH 2.0，反

応 5 分後の pepsinogen から pepsin への変換を示すバンドシフトを検出した 

(図 2-4B)。マウス Chia 抗体を用いたウエスタンブロットで，pH 7.6 でも pH 

2.0 でも，60分間の反応の間，この酵素が安定であることが分かった (図 2-

4C)。さらに，4-NP-(GlcNAc)2 を用いたキチナーゼ活性測定で，この間，キチ

ナーゼ活性が大きく変化しなかった (図 2-4D)。これらの結果は，Chia は，多

量の内在性 pepsin が存在しているブタの胃で，キチナーゼ活性を保持してい

ることを示した。 
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図 2-4. Pepsinogen は活性型フォームへと変換し，胃の可溶性タンパク質を分

解する 

模倣的なブタの胃環境 (pH 2.0, 37°C) における内因性 pepsin のプロテアーゼ

活性の分析。プロテアーゼ阻害剤非存在下でブタの胃組織から可溶性タンパク

質画分を調製し，pH 7.6 または pH 2.0 で最大 60 分間インキュベートし，(A) 

SDS-PAGE および CBB 染色によって分析した。処理された可溶性タンパク質

の (B) pepsin 抗体または (C) Chia 抗体を使用したウエスタンブロット。(D) 

pH 7.6 または pH 2.0 でインキュベートした抽出物中の Chia のキチナーゼ活

性。 
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胃組織からのブタ Chia の精製とその性質 

Chia のキチナーゼ活性の性質をさらに明らかにするため，キチンビーズカラ

ムを用いて，胃の抽出液から Chia を精製した。カラムに結合したキチナーゼ

は，8 M 尿素で溶出し，直ちに脱塩した。タンパク質画分を SDS-PAGE で分

離したところ，54 kDa に主要な一本のバンドを検出した (図 2-5A)。このよう

にして，in vitro における解析が可能な Chia を精製酵素として取得できた。酵

素の精製過程は表 2 に要約した。 

Chia の至適 pH は，4-NP-(GlcNAc)2 を基質に用い，0.1 M Gly-HCl (pH 1.0-

3.0) または McIlvaine (pH 2.0-8.0) 緩衝液の各 pH で，37℃，30 分間の酵素活

性測定により決定した。最大活性は 0.1 M Gly-HCl の pH 2.0 で検出した (図

2-5B)。McIlvaine 緩衝液を用いた場合，酵素活性は pH 2.0-5.0 で高く，ピーク

は pH 2.0 および pH 4.0 にあり，弱酸性下 (pH 6.0-8.0) で低下した (図 2-

5B)。ブタ Chia は，マウスやニワトリの Chia と，それぞれ，81 と 89% の

相同性を示すが，これらの pH や緩衝液における特異性は異なっていた。さら

に，McIlvaine 緩衝液を用いると，pH 2.0-5.0 に活性が見られ，pH 2.0 と pH 4.0

に活性のピークが見られ，弱酸性下 (pH 6.0-8.0) で徐々に低下した (図 2-5B)。

このように，Chia のキチナーゼ活性は，使用する緩衝液によって，pH 依存性

に差が認められた。酵素活性に対する温度の影響は，0.1 M Gly-HCl (pH 2.0) 緩

衝液中，30-64°C の範囲で，30分間の反応を行い，決定した。図 2-5C に示す

ように，Chia の触媒反応は温度の上昇につれて徐々に高まり，60℃ で最大活

性を示し，その後低下した。次にブタ Chia の pH 安定性を決定した。酵素を

Gly-HCl または McIlvaine 緩衝液の各 pH で氷上 1時間反応した。酵素活性は 

pH 2.0，37℃ で反応を行った。図 2-5D のように，ブタ Chia は，pH 2.0 にお

いて顕著な活性の低下は見られず，酸耐性を持つことが分かった。 
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表 2. ブタの胃から Chia の精製 

実験方法に記述の通りに，ブタの胃 1 g からタンパク質を精製した。 

精製ステップ 全活性 (mU) 
総タンパク質 

(mg) 

比活性 

(mU/mg) 
収率 (%) 

可溶性画分 542.9±3.3 20.2±1.5 26.8±0.2 100 

キチンビーズ 

素通り画分 
61.5±2.4 12.2±2.1 5.0±0.2 11.3 

精製画分 49.6±2.1 0.023±0.006 2174.0±90.4 10.3 
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図 2-5. ブタの胃からの Chia の精製とその性質 

(A) Chia をブタの胃組織からキチンビーズクロマトグラフィーによって精製

し，SDS-PAGE で分離し，CBB 染色で可視化した。1，抽出物; 2，素通り; 3，

精製酵素。 Chia の活性における (B) 至適 pH，(C) 至適温度，(D) pH 安定

性。エラーバーは，同一の実験を 3 回行って算出した標準偏差を示す。 
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ブタ Chia は胃の条件下で高分子キチン基質を分解する 

精製 Chia に等量の pepsin (0.4 µg) を加え，pH 2.0，1時間反応し，Chia が

pH 2.0 の強酸性下において安定で (図 2-6A) ，キチナーゼ活性を保持すること

を確認した (図 2-6B)。 

次に，Chia がブタの胃の条件下で，キチン基質を分解し得るかどうかを検討

した。コロイダルまたは結晶性キチンを，精製した Chia と反応し，分解産物

を FACE 法によって解析した。精製酵素は，pepsin 存在下，pH 2.0 で 1 時間

反応すると，両基質を分解し，主に (GlcNAc)2 断片を生成した (図 2-6C, D)。 
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図 2-6. ブタ Chia の pepsin に対する機能的安定性 

精製 Chia は，等量の pepsin を加え，胃の条件下で，0，10，40，60 分間反

応させた。サンプルは SDS-PAGE で分離し，SYPRO Ruby 染色 (A) と，キチ

ナーゼ活性測定 (B) によって解析した。C, 精製酵素のみ; P，pepsin のみ; 数

字，反応時間。エラーバーは，同一の実験を 3 回行って算出した標準偏差を

示す。(C) 結晶性または (D) コロイダルキチンを，精製 Chia によって，等量

の pepsin 存在下，pH 2.0 で 16 時間反応した。生成した単糖または多糖は，

FACE 法で解析した。 
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ブタ Chia のプロテアーゼ耐性 

次に，ブタ Chia が腸の環境下においても安定かどうかを検討した。精製 

Chia を等量の trypsin/chymotrypsin (0.4 µg) とともに，pH 7.6で反応させた結

果，この条件下で Chia が安定であり，活性を保持していることが分かった 

(図 2-7A, B)。コロイダルおよび結晶性キチンを，精製した Chia と等量の 

trypsin/chymotrypsin (0.4 µg) とともに，pH 7.6 で 1時間反応し，分解産物を上

述のように解析した (図 2-7C, D)。胃の条件と同様に，腸の条件下において

も，Chia のキチナーゼ活性によって (GlcNAc)2 が生成した。さらに，GIT の

生理条件を模倣し，pH 2.0 で 1 時間のプレインキュベーション後，pH 7.6 に

中和し，trypsin/chymotrypsin を加えてさらに 1 時間反応した (図 2-7E, F)。胃

の条件よりも，腸の条件の方が，コロイダルおよび結晶性キチンから，より多

くの (GlcNAc)2 を生成することを認めた (図 2-7E, F)。このように，ブタ Chia 

は，プロテアーゼ耐性の糖質分解酵素として機能し，胃と腸の条件下で高分子

キチンを分解し得ることが分かった。 
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図 2-7. ブタ Chia の trypsin/chymotrypsin に対する機能的安定性 

精製 Chia は，等量の trypsin/chymotrypsin を加え，pH 7.6 の腸の条件下で，

0，10，40，60 分間反応させた。サンプルは，SDS-PAGE で分離し，SYPRO 

Ruby 染色 (A) と，キチナーゼ活性測定 (B) によって解析した。C，精製酵素

のみ; T/C，trypsin/chymotrypsin のみ; 数字，反応時間。エラーバーは，同一の

実験を 3 回行って算出した標準偏差を示す。(C, E) 結晶性または (D, F) コロ

イダルキチンを，精製 Chia (C, D) または胃の抽出液 (E, F) によって，等量の 

pepsin 存在下，pH 2.0 で 16 時間反応した。生成した単糖または多糖は，その

還元末端を蛍光標識し，FACE 法で解析した。 
 

 

 

 

 

 

 



41 

 

ブタ Chia によるミールワームの殻とショウジョウバエの翅中のキチン分解 

Chia と pepsin が，キチン含有生物中のキチン-タンパク質複合体を分解する

かどうかを，ブタの胃の条件下で検討した。ミールワーム (Tenebrio molitor) の

幼虫の殻を，胃の抽出液と共に pH 2.0 で反応し，FACE 法で解析した。胃抽

出液中の Chia は，pH 2.0，16 時間の反応で，ミールワームの殻を分解し，主

に (GlcNAc)2 と，それとは移動度が異なる GlcNAc 断片も生成した (図 2-

8A)。 

さらなるキチン含有生物の消化性を検討するため，ショウジョウバエの翅を

用いて検討した。はじめに翅をホモジナイズし，胃の抽出液と共に反応し，分

解産物を FACE 法で解析し，(GlcNAc)2 断片を検出した (図 2-8B)。また，シ

ョウジョウバエの翅の表面を，実体顕微鏡を用いて可視化し (図 2-8C, D)，0.1 

M Gly-HCl (pH 2.0) で，胃の抽出液存在下 (図 2-8E-H) または非存在下 (図 2-

8D, H, F) の反応を 16 時間行い，翅の表面を走査型電子顕微鏡 (SEM) で解析

した (図 2-8E-H)。ショウジョウバエの翅と溶液では，胃抽出液による処理後

の濁り (図 2-8D) と，部分的な損傷が認められた (図 2-8F, H)。他方，緩衝液

のみで反応した翅には損傷は見られなかった (図 2-8C, E, G)。以上の結果か

ら，胃の抽出液中の Chia は，ショウジョウバエの翅のキチン質の完全性を変

質させることが出来ることが示された。 
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図 2-8. 胃抽出液によるミールワーム幼虫の殻およびハエ翅の分解 

(A) ミールワーム幼虫の殻または (B) ショウジョウバエの翅を胃抽出液と作用

させ，分解産物を FACE 法によって解析した。0.1 M Gly-HCl (pH 2.0) 中の胃

抽出物を含む (D, F, H) または含まない (C, E, G) ハエ翅の顕微鏡観察。(C, D) 

立体顕微鏡写真。(E-H) SEM 写真。 
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3. コモンマーモセット CHIA の消化酵素としての機能解析 

CHIA はコモンマーモセットの胃で組織特異的に発現する 

コモンマーモセット (Callithrix jacchus) は，新世界ザルに属し，免疫学的性

質がヒトに近く，身体サイズが小さく，生殖効率が高い。これらの特性から，

コモンマーモセットは，マウスモデルとヒトの疾患の治療の橋渡しとなり得る

ため，生物・医学の研究領域で注目を集めている [73, 92-94]。このサルは，ブ

ラジル北東の多湿な大西洋側の森林に生息し，果実，花，木の滲出液，昆虫を

食べている [93]。 

コモンマーモセットの CHIT1 と CHIA mRNA レベルを，正常なコモンマー

モセットの組織 (脳，唾液腺，肺，心臓，胃，小腸，結腸，肝臓，腎臓，脾臓) 

で解析した。マーモセットの CHIA，CHIT1，GAPDH，pepsinogen A，H+/K+-

ATPase の cDNA 断片が 1 分子ずつ連結した standard DNA を構築し，qPCR 

によって遺伝子発現解析を行った (図 3-1)。 

CHIT1 mRNA が相対的に高いレベルで発現していたのは，肺，肝臓，脾臓 

であった (図 3-2A, 下パネル)。CHIA mRNA 発現において，明らかな組織特異

的なパターンが認められた (図 3-2A, 上パネル)。CHIA mRNA は，胃で特異的

に検出され，CHIT1 の 4,000 倍高かった (図 3-2A, 上パネル)。他の組織で

は，CHIT1 と同等か，それよりも低かった (図 3-2B, 下パネル)。 

次に，マーモセットの胃における CHIA mRNA レベルを詳細に解析した。

Pepsinogen A，H+/K+-ATPase，GAPDH は参照（基準）遺伝子として用いた。

CHIA mRNA レベルは，CHIT1，H+/K+-ATPase，GAPDH よりも顕著に高いレ

ベルで発現していたが，pepsinogen A より 23 倍低かった (図 3-2B)。これらの

結果は，CHIA が，マーモセットの胃において，主要な転写物の 1つであるこ

とを示した。 
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図 3-1. qPCR のための standard DNA 

(A) Standard DNA の模式図。(B) Standard DNA の塩基配列。この standard DNA 

は，399 塩基対であり，CHIA, CHIT1, GAPDH, pepsinogen A (Pep A), H+/K+-

ATPase の cDNA 断片を含む。qPCR における増幅のターゲット領域を下線で

示した。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

 

B 

GTGGCCTGTACCCTGACCCCACTGACAAGAATGCCTTCTACCACTGTTTG

AATGGAAAGACTTTCATCCAGCACTGCCAGACTGGCCTTGTCTTCGATGC

CTCCTGCTCCTGCTGCAACTGGGTCAACTCAGCCATCAGGTTTCTGCGCA

AATACGGCTTTGACGGTCTTGACCTTGATGGAAATCCCATCACCATCTTC

CAGGAGCGAGATCCCTCCAAAATCAAGTGGGGCGTACCCTGTGCCAGCCA

GTGCCTACATCCTGCAGGACGAGGGGGGCTGCACCAGCGGCTTCCAAGAA

GGCAGACATTGGAGTAGCCATGGGCATTGCTGGCTCAGATGCTGCCAAAA

ATGCAGCCGACATGATCCTGCTGGATGATAACTTTGCCTCCATTGTGAC 
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図 3-2. コモンマーモセット組織における CHIT1 と CHIA mRNAs の定量 

(A) コモンマーモセット組織における CHIT1 と CHIA mRNAs は standard 

DNA を用いて qPCR によって定量した。(B) マーモセット胃における CHIA 

mRNA レベル を評価するため，5 つの遺伝子断片 [CHIA，CHIT1，GAPDH，

pepsinogen A (Pep A)，H+/K+-ATPase] を含む standard DNA を用いた。得られた

すべての値は，10 ng の total RNA における分子数として表した。すべての

mRNA コピー数は，同じ standard DNA の希釈に基づく。上のパネルは実数

値，下のパネルは対数スケールで表示した。**p < 0.01。各 p 値 は Student’s t-

test によって決定した。エラーバーは，同一の実験を 3 回行って算出した標準

偏差を示す。 
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CHIA は胃抽出液中の内在性 pepsin に耐性がある 

次に，pH 2.0，37°C の胃の環境中における，CHIA の内在性 pepsin に対す

る耐性を解析した。マーモセットの胃から，プロテアーゼ阻害剤非存在下で，

可溶性タンパク質溶液を調製し，pH 7.6 または pH 2.0 で 60 分まで反応し

た。タンパク質画分は，SDS-PAGE後，CBB 染色で解析した (図 3-3A)。pH 

7.6 における 60 分の反応中に，バンドのパターンと強度に変化は無かった 

(図 3-3A)。これに対し，pH 2.0 での反応 5 分後に，時間依存的な可溶性タン

パク質の顕著な減少が見られたが，いくつかのバンドは 60分の反応でも変化

は無かった (図 3-3A)。Pepsin 抗体を用いたウエスタンブロットは，pH 2.0 で

の反応開始 5 分後にバンドシフトを示し，pepsinogen から pepsin への変換を

示唆した (図 3-3B, 矢印)。Pepsin レベルは，pH 2.0 における 60 分間のイン

キュベーションの間において，実質的に変わらなかった。 

 次に，マーモセット CHIA を，抗ブタ Chia 抗体を用いたウエスタンブロッ

トによって評価した。Chia 抗体は 50 kDa のバンドを認識した (図 3-3B)。全

タンパク質量は，pH 2.0 において酸変性および pepsin 消化によって急激に減

少したが (図 3-3C)，50 kDa のバンドは，60 分間のインキュベーション中に大

きく変動しなかった (図 3-3B)。さらに，4-NP-(GlcNAc)2 によって測定したキ

チナーゼ活性の減少は，緩やかだった (図 3-3D)。これらの結果は，マーモセ

ット CHIA (52 kDa タンパク質) が，pH 2.0 での pepsin 消化に安定で，キチ

ナーゼ活性を保持していることを示した。 
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図 3-3. CHIA は内在性 pepsin によって分解されない 

コモンマーモセットの胃から得た可溶性タンパク質は，37°C で 0，5，10，

30，60 分間，pH 7.6 または 2.0の条件下でインキュベートした。全タンパク

質は，(A) CBB 染色，(B) Western blot，(C) 全タンパク質量測定および (D) pH 

2.0 におけるキチナーゼ活性測定によって解析した。エラーバーは，同一の実

験を 3 回行って算出した標準偏差を示す。**p < 0.01。P 値は Student’s t-test で

決定した。 
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コモンマーモセット CHIA の酵素学的特徴付け 

至適 pH は，4-NP-(GlcNAc)2 を基質に用い，pH 1.0-8.0 において，37°C，30 

分間酵素活性を測定することで決定した。最大活性は pH 2.0 で検出され，弱

酸性下で徐々に低下した (pH 8.0 まで) (図 3-4A)。 

酵素活性への温度の影響は，0.1 M Gly-HCl 緩衝液中 (pH 2.0) で，30-65°C 

の温度範囲で測定した。図 3-4B に示すように，CHIA の触媒反応は，温度依

存的に徐々に上昇し，55°C で最大に達した後，急激に低下した。 

次に，マーモセット CHIA の pH 安定性を決定した。酵素を pH 1.0-8.0 の

条件下，氷上で 60 分プレインキュベートした後，pH 2.0，37°C の条件で酵素

活性を測定した。図 3-4C に示すように，マーモセット CHIA は，pH 2.0 にお

けるプレインキュベートによるキチナーゼ活性の明らかな低下は無く，顕著な

酸耐性を示した。 

最後に，マーモセット CHIA の熱安定性について測定した。サンプルを 30-

65°C の温度下で pH 2.0，15分間プレインキュベートし，残存活性を pH 2.0，

37°C で測定した。マーモセット CHIA は 55°C まで安定で (図 3-4D)，55°C 

を超えると活性は低下した。 
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図 3-4. コモンマーモセット CHIA の特性解析 

胃の抽出液中のキチナーゼ活性は 4-NP-(GlcNAc)2 を用いて測定した。(A) 至

適 pH，(B) 至適温度，(C) pH 安定性，(D) 熱安定性。エラーバーは，同一の

実験を 3 回行って算出した標準偏差を示す。 
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コモンマーモセット CHIA は trypsin/chymotrypsin に耐性がある 

次に，trypsin と chymotrypsin 存在下（模倣的な腸の条件下）での pepsin お

よび CHIA の安定性を検討した。マーモセットの胃由来の可溶性タンパク質

を，pH 2.0，37℃ で 1 時間プレインキュベーションさせ，続いて等量の

trypsin/chymotrypsin (0.5 µg) を加え，中性 (pH 7.6) の腸の条件下で 1 時間イン

キュベートした。前の実験と同じく (図 3-3)，全タンパク質量は pH 2.0 のイ

ンキュベーション中に劇的に減少した。続く trypsin と chymotrypsin 存在下の 

pH 7.6 でのインキュベーションによって，さらにタンパク質が分解された (図

3-5A)。Trypsin と chymotrypsin によって Pepsin は完全に分解されたのに対

し，CHIA は，等量の trypsin と chymotrypsin 存在下でも分解されなかった 

(図 3-5B)。さらに，キチナーゼ活性は，わずかに減少したが，この条件の反応

においても高いレベルを保持していた (図 3-5D)。これらの結果は，CHIA が，

pH 7.6 の trypsin と chymotrypsin 存在下で安定であることを示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

 

 

 

 

 

図 3-5. CHIA は trypsin，chymotrypsin による消化に耐性がある 

コモンマーモセットの胃から得た可溶性タンパク質は，胃の条件下でインキュ

ベートした後，可溶性タンパク質と等量の trypsin，chymotrypsin を含む腸の環

境下でインキュベートした。サンプルは，(A) CBB 染色，(B) pepsin 抗体を用

いたウエスタンブロット，(C) ブタ Chia 抗体を用いたウエスタンブロット，

(D) キチナーゼ活性測定によって解析した。すべての反応は 37℃ で行った。

T/C, trypsin/chymotrypsin のみ; 数字, 胃 (赤) または腸 (青) の環境下におけ

る，抽出液と trypsin と chymotrypsin のインキュベーション時間。エラーバー

は，同一の実験を 3 回行って算出した標準偏差を示す。**p < 0.01。P 値は 

Student’s t-test で決定した。 
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コモンマーモセット CHIA は胃と腸の条件下で高分子キチンを分解する 

次に，高分子キチン基質が，胃と腸の条件下で CHIA によって分解されうる

かどうかを検討した。α-キチン，β-キチンまたはコロイダルキチンを，胃抽出

液と共に pH 2.0 または trypsin/chymotrypsin (0.5 µg) を加えた pH 7.6 でインキ

ュベーションした (図 3-6A-C)。また，ミールワーム幼虫の殻はキチン含有生

物の基質として用い，上記と同様に処理をした (図 3-6D)。分解産物は FACE 

法によって解析した。すべての基質は，1 または 18 時間の胃および腸の条件

下における反応で，胃抽出液中の内在性 CHIA の活性によって分解され，主に

(GlcNAc)2 断片を生成した。このように，CHIA は胃および腸の疑似環境下で

高分子キチン基質を分解することが分かった。 
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図 3-6. キチン基質とミールワーム幼虫の殻は模倣的な GIT 条件下で CHIA 

によって分解される 

(A) α-キチン，(B) β-キチン，(C) コロイダルキチンを，コモンマーモセットの

胃抽出液と共に，pH 2.0 または trypsin と chymotrypsin を加えた pH 7.6 の条

件下で反応させた。反応後の分解産物を FACE 法によって解析した。(D) ミー

ルワーム幼虫の殻もまた，可溶性タンパク質と共に，模倣的な GIT 環境下で

インキュベートした。キチン分解産物は矢印で示し，人工産物は矢頭で示し

た。GlcNAc と (GlcNAc)2 (矢印で示した) 間の特異的なバンドは pH 7.6 のサ

ンプルで見られた。Trypsin/chymotrypsin 由来の産物だと思われる特異的なバン

ドは，矢頭で示した。 
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1つの CHIA 遺伝子が主にマーモセットの胃で発現していた 

最近の報告により，霊長類はいくつかの CHIA 遺伝子をゲノムにもつ 

[95]。コモンマーモセットは 2 つの CHIA 遺伝子，CHIA [ここで CHIA 

(CHIA1) と呼ぶ; GenBank Accession Number, XM_017975081.1] と CHIA2 

(XM_009001910.1) を有し，同様に，カニクイザル (旧世界ザル) もまた，

CHIA1 (NM_001284548.1) と CHIA2 (XM_015431295.1) をもつ (図 3-7A)。以前

の報告では，これらの遺伝子は，それぞれ，mCHIA (マカク CHIA) と hCHIA 

(ヒト CHIA) と呼ばれている [95, 96]。ヒトでは，CHIAP2 (NR_003928.2; 偽遺

伝子) と CHIA (NM_201653.3) が，CHIA (CHIA1) と CHIA2 に関連している 

(図 3-6A)。CHIA2 はカニクイザルにおいて偽遺伝子であることが報告されてい

るが [96]，コモンマーモセットにおいて，その発現は分かっていない。 

コモンマーモセットにおける CHIA2 mRNA を評価するため，カニクイザル

をコントロールとして，両種から利用可能 [97] な 8 つの主要組織 (脳，肺，

胃，小腸，結腸，肝臓，腎臓，脾臓) において行った。CHIA (CHIA1) mRNA 

はコモンマーモセットの胃で高く発現し (図 3-7A, 上のパネル)，図 3-2A と一

致していた。同じく，カニクイザルもまた CHIA1 をその組織で高いレベルで

発現しており (図 3-7B, 下のパネル)，以前の報告と一致していた [97]。 

対照的に，CHIA2 mRNA は解析した全てのマーモセットの組織で低いレベ

ルで転写されていた (図 3-7B, 上のパネル)。マーモセット CHIA2 は，胃にお

いてバックグラウンドに近いレベル [CHIA (CHIA1) より 6,600 倍低かった] で

あり，その他の 7 つの組織でもわずかに転写されているレベルで，GAPDH 

の数百から数千倍低かった。カニクイザル CHIA2 は低いレベルで発現してい

たが，その組織で検出可能であり (図 3-7B，下のパネル)，以前の報告と一致

していた。これらの結果は，コモンマーモセットの CHIA2 もまた偽遺伝子で

あると解釈でき [96]，この動物では，胃組織では，1 つの CHIA 遺伝子 

(CHIA1) を主として発現していることが示された。 

最近の報告では，非ヒト霊長類において，CHIA の進化は食虫性と関係して

おり，非ヒト霊長類ゲノムでは複数の CHIA 遺伝子が発見された [95]。例え

ば，アビシニアコロブス（草食性のサル）はタンパク質をコードしうる CHIA 

遺伝子を 1 つも持っておらず，一方で，食虫性サルのフィリピンメガネザル

は 5 つのタンパク質をコードし得る CHIA 遺伝子を有している。今回の結果

は，最近の関連した研究 [95, 96] と合わせて，コモンマーモセットとカニクイ

ザルは，1 つの CHIA 遺伝子を実質的に胃で発現していることを示した。これ

らの結果は，コモンマーモセットとカニクイザルは，1 つの遺伝子をキチンの

消化に特化させ，片方は恐らく，その機能を進化過程で喪失し，他の 1つの機

能的 CHIA 遺伝子のみをもつ霊長類に近づくように，現在も進化しつつある可
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能性を示唆した。これらの結果は，非ヒト霊長類における，食性と CHIA の分

子進化との関係や，昆虫の栄養価や生理活性を明らかにする上での重要な知見

となりうる。 
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図 3-7. CHIA (CHIA1) は，コモンマーモセットの胃で，カニクイザルと同じ

く主要な転写物である 

(A) CHIA 遺伝子 (赤色) および隣接マーカー遺伝子 (黒色または青色) の概略

図。CHIA-like 領域は，DENND2D と PIFO 間から検出した。コモンマーモセ

ットとカニクイザルはその領域に，CHI3L2 (キチナーゼ様タンパク質として知

られる)，CHIA (CHIA1) および CHIA2 をもつ。ヒトでは，CHIAP2 と CHIA 

である。(B) コモンマーモセット（上パネル）とカニクイザル (下パネル) の

組織における CHIA (CHIA1) と CHIA2 mRNA レベルの評価。7つの遺伝子断

片 [マーモセット CHIA (CHIA1)，CHIA2，CHIT1，GAPDH とカニクイザル 

CHIA1，CHIA2，GAPDH] から成る standard DNA を用いた。得られたすべて

の値は，10 ng の total RNA における分子数として表した。すべての mRNA 

コピー数は，同じ standard DNA の希釈に基づく。パネルは対数スケールで表

示している。各反応は 3 度行った。**p < 0.01。P 値は Student’s t-test で決定し

た。 
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4．イヌとウシ Chia の機能解析 

Chia mRNA レベルはウシとイヌの胃組織ではとても低い 

これまでの結果より，Chia mRNA は，マウス，ニワトリ，ブタ，コモンマ

ーモセットの胃組織で高く発現することが分かった。キチナーゼ mRNA レベ

ルを，他の家畜および飼育動物と比較するため，正常なウシとイヌの組織由来

の total RNAs を，qPCR 法を用いて解析した (図 4-1)。Pepsinogen と GAPDH 

を参照遺伝子として用いた。ウシ Chia mRNA は，肺と肝臓で高く発現してお

り (図 4-2A)，これは先行研究と一致していた [98]。Chit1 mRNA の高いレベ

ルは，肺と腎臓で認められた (図 4-2A)。しかし，Chia と Chit1 の mRNA の

発現レベルは，共に，ウシの組織においては，GAPDH より低かった。さら

に，キチナーゼと参照遺伝子の発現レベルを，4 つのウシの胃組織より調製し

た cDNA を用いて比較した。Chia mRNAは，すべての胃で同じようなレベル

であり，GAPDH よりも低かった (図 4-2B)。また，Chit1 mRNA はこれらの組

織で非常に低かった (図 4-2B)。Pepsinogen A は，胃の主要なプロテアーゼであ

り，胃粘膜の主要な構成成分である。このタンパク質は消化酵素として機能

し，マウス，ニワトリ，ブタの胃で多量に合成される [41, 72, 99, 100]。ウシの

胃において，pepsinogen A mRNA は，第四胃 (abomasum と呼ばれる) で顕著

に発現しており，GAPDH と同等のレベルであった (図 4-2B)。 

次に，イヌ組織における遺伝子発現解析を行った。NCBI Genome データベ

ースを検索した限り，イヌはゲノム上に Chit1 を持っていなかった。イヌ 

Chia mRNA は小腸，肝臓，胃，脳で比較的高く発現していた (図 4-2C)。しか

し，Chia 発現レベルは，肺と肝臓では低かった (図 4-2C)。マウス，ヒト，ニ

ワトリ，ブタのこれらの組織では，Chia が高く発現していた。GAPDH mRNA 

レベルは，解析した全てのイヌの組織において，Chia よりも高かった (図 4-

2C)。 

次に，キチナーゼと参照遺伝子の発現レベルを，standard DNA (図 4-1) と，

ウシ，イヌ，ブタ，ニワトリ，マウスの胃の total RNAs から逆転写した 

cDNA を用いて，比較した (図 4-3)。ウシとイヌの胃では Chia mRNA が低い

レベルで発現し，それぞれ，GAPDH の 1/60 と 1/6 のレベルであった。これ

に対し，Chia mRNA レベルは，マウスとニワトリの胃組織で顕著に高く，そ

れぞれ，GAPDH の 86 倍，156 倍であった。ブタ の Chia mRNA レベルは 

GAPDH の 25倍であった (図 4-3)。これらの結果は，ウシ（草食性）とイヌ

（肉食性）では，胃における Chia mRNA の発現量は低く，一方で，マウス，

ブタ，ニワトリのような雑食動物は多量の Chia mRNA を発現することを示し

た (図 4-3)。Pepsinogen mRNA レベルは，ブタの胃組織でとりわけ高く，続い

て，マウス，ニワトリの順であり，ウシとイヌでは，Chia と同様に，低かった 
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(図 4-3)。これらの結果は，Chia と pepsinogen はともに，ブタ，ニワトリ，マ

ウスと比べると，ウシとイヌの胃では多量に転写されていないことを示した。

以上の結果から，胃において，Chia のみならず pepsinogen の発現も，食性に

よって調節されていることが示唆された。 
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図 4-1. qPCR のための standard DNA 

(A) Standard DNA の模式図。(B) Standard DNA の塩基配列。この standard DNA 

は，2,039 塩基対であり，イヌ，ニワトリ，ブタ，ウシ，マウスの Chia, 

GAPDH (GAP), pepsinogen (Pep), Chit1 (ブタ，ウシ，マウスのみ) の cDNA 断

片を含む。qPCR のターゲット領域は，下線で示した。 
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図 4-2. ウシとイヌの主要組織における Chia と Chit1 の発現レベルの定量 

Chia, GAPDH, pepsinogen A (Pep A) およびウシおよび Chia の Chit1, GAPDH 

および pepsinogen Bを含む遺伝子断片を含む standard DNA を使用したウシ 

(A, B) およびイヌ (C) 組織における Chia および Chit1 mRNA 発現の評価。

両方のキチナーゼは，standard DNA を使用した qPCR によって定量した。Y 

軸は total RNA 10 ng あたりの分子数を表す。すべての mRNA コピー数は，同

じ standard DNA の希釈に基づいて導いた。上のパネルは実数値，下のパネル

は対数軸を示す。*p <0.05，**p <0.01。P 値は Student’s t-test によって決定し

た。エラーバーは，同一の実験を 3 回行って算出した標準偏差を示す。 
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図 4-3. Chia mRNA は雑食性動物の胃で多量に発現する 

ウシ，イヌ，ブタ，ニワトリおよびマウスの胃組織における standard DNA を

使用した qPCR により，Chia，pepsin，GAPDH の発現レベルを同じスケール

で定量化した。Y 軸は total RNA 10 ng あたりの分子数を表す。すべての 

mRNA コピー数は，同じ standard DNA の希釈に基づいて計算した。上のパネ

ルは実数値，下のパネルは対数軸を示す。*p <0.05，**p <0.01。P 値 は 

Student’s t-test によって決定した。エラーバーは，同一の実験を 3 回行って算

出した標準偏差を示す。 
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ウシの胃抽出液における Chia と pepsinogen のタンパク質レベルは低い 

ウシ Chia タンパク質とそのキチナーゼ活性について，すでに述べた方法に

従って，pH 2.0, 37℃ の胃の環境下で検討した。可溶性タンパク質溶液を，プ

ロテアーゼ阻害剤非存在下でウシの第 4 胃より調製し，pH 7.6 または pH 2.0 

で 60 分まで反応した。タンパク質画分は，SDS-PAGE で分離し，CBB で染

色した (図 4-4A)。pH 7.6 では，60 分の反応中にバンドパターンおよび強度に

変化は認められなかった (図 4-4A)。これに対し，pH 2.0 での反応 5 分後，時

間依存的な可溶性タンパク質の明らかな減少が見られた (図 4-4A, B)。Chia お

よび pepsin のタンパク質レベルを評価するために，ウシとブタの胃の可溶性

画分を pH 2.0 で 10 分間処理した後，タンパク質の解析を行った。ブタにお

けるキチナーゼと pepsin の活性は，ウシと比べて顕著に高かった (図 4-4C)。

さらに，抗 Chia 抗体および抗 pepsin 抗体を用いたウエスタンブロットによ

って，これらの酵素は，pH 2.0 で 10 分の反応後に，検出されなくなった (図

4-4D)。これらの結果は，mRNA レベルと一致し，Chia と pepsin がウシの胃

ではとても低いレベルであることを示した (図 4-4B, 図 4-3)。 

ウシの胃には，微生物細菌叢によって生産される多量のセルラーゼ (草食性

動物において主要な消化酵素) が存在する [101, 102]。ウシはしばしば，餌で

ある草とともに少量の昆虫を食す機会があることが予想される。ウシは，GIT 

内で数億のバクテリアと共生している [103]。ウシの胃組織における Chia 

mRNA のレベルは低いが，一つの可能性として，セルラーゼのように，GIT 

内の細菌がキチナーゼを提供するかもしれない。このように，細菌キチナーゼ

が，ウシや，場合によってはイヌでも，キチンの消化において，貢献している

かもしれない。この仮説については，研究によるさらなる検証が必要である。 
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図 4-4. ウシの胃抽出液中の Chia と pepsinogen レベル 

プロテアーゼ阻害剤非存在下でウシの第四胃組織から可溶性タンパク質画分を

調製し，pH 7.6 または pH 2.0 で 60 分までインキュベートし，(A) SDS-

PAGE，(B) 総タンパク質レベルの定量化，(C) キチナーゼおよびプロテアーゼ

活性測定によって分析した。ブタ pepsin C 抗体またはマウス Chia 抗体を使用

したウエスタンブロット，(D) 方法に記載されているように pH 2.0 でウシお

よびブタの胃抽出物で測定されたキチン分解活性およびプロテアーゼ活性。*p 

<0.05。P 値は，Student’s t-test を使用して決定した。 
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ウシとイヌ Chia のキチン分解活性は，雑食動物と比べて低い 

Chia のキチナーゼ活性を決定するために，ウシ，イヌ，ブタ，ニワトリ，マ

ウス酵素を，Staphylococcus aureus の Protein A の切断型と V5-His tag を含

む，融合タンパク質として，大腸菌で発現させた。4-NP-(GlcNAc)2 を基質とし

てキチナーゼ活性を測定した。 

組換え体マウスおよびニワトリ Chia は pH 2.0 に活性の至適を持ち，ブタ

は pH 2.0-4.0 であった (図 4-5C)。イヌ Chia の活性は pH 2.0 で最も高かった

が，ウシは pH 4.0 付近であった (図 4-5C)。しかし，イヌとウシ Chia は，マ

ウス，ニワトリ，ブタよりも活性が低く，ブタ Chia の pH 4.0 および pH 2.0 

における活性に対し，それぞれ，1/6 (ウシ)，1/4 (イヌ) であった。 
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図 4-5. 雑食性動物の Chia のキチナーゼ活性は，肉食性動物や草食性動物よ

りも高い 

(A) 大腸菌で発現したウシ，イヌ，ブタ，ニワトリおよびマウスの Chia 融合

タンパク質の模式図。Chia は，分子量が約 50 kDa の分泌タンパク質で，N 

末端の触媒ドメイン (CatD) と C 末端のキチン結合ドメイン (CBD) を含む。

大腸菌で生成されたタンパク質は，N末端に Protein A，C 末端に V5-His を含

む。(B) V5 抗体を使用した組換えタンパク質のウエスタンブロット分析。矢印

は，融合タンパク質 (Protein A-Chia-V5-His) の位置を強調している。(C) 4-NP-

(GlcNAc)2 を使用した Chiaタンパク質のキチナーゼ活性の比較。 
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組換え体ウシおよびイヌ Chia タンパク質は，模倣的 GIT 条件下でキチン基

質を分解できる 

ウシとイヌ Chia タンパク質は低いキチナーゼ活性を示すが，これらの酵素

は模倣的な GIT 条件下で高分子キチンを分解する能力を持つかどうかを検討

した。コロイダルおよび結晶性キチンを，ウシ (図 4-6A, C) およびイヌ (図 4-

6C, D) の組換えタンパク質と，疑似的な GIT 環境下で反応させた。ウシとイ

ヌの Chia は主に (GlcNAc)2 をコロイダル (図 4-6A, C) と結晶性 (図 4-6B, D) 

キチンから生成した。これらの結果は，ウシとイヌの Chia が，GIT 下でキチ

ンを分解できることを意味する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 

 

 

 

 

 

図 4-6. キチンおよびキチン含有生物は，ウシとイヌの消化器系で分解されう

る 

ウシとイヌの組換え Chia タンパク質を，等量の pepsin または 

trypsin/chymotrypsin 存在(GIT を模倣した条件) 下，37℃，60 分間インキュベ

ートした。(A, C) コロイダルキチンまたは (B, D) 結晶性キチンを模倣的な

GIT条件下でインキュベートすることによって生成された分解産物を FACE 法

で解析した。 
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食性に適応した機能的 Chia 遺伝子と Chia 偽遺伝子  

上述のように，Chia mRNA レベルは，ウシ (草食性) は，雑食性と比べて極

めて低い (図 4-3)。NCBI Gene 検索により，いくつかの動物，例えば，ウサギ

やモルモットでは，Chia 遺伝子をコードしていない (図 4-7A)。ウサギとモル

モットが Chia 遺伝子に類似した配列を持っているかどうか，DENN/MADD 

Domain Containing 2D (DENND2D) および Pitchfork (PIFO) 遺伝子間の領域を，

NCBI Blast 検索によって解析した。これらの遺伝子は，マウス，ウサギ，モル

モット，ブタ，ヒトで保存されており，Chia 遺伝子断片の目印として使用し

た。DENND2D は発癌制御 [104, 105], PIFO は繊毛分解を抑制する [106]。ウ

サギとモルモットにおいて，Chia 遺伝子の痕跡を見つけたが，それらは不活性

型の偽遺伝子となり，タンパク質コード機能を失っていた (図 4-7A)。 

主要な家畜と飼育動物における，食性とキチンの消化性の関係は，胃におけ

る Chia の転写レベルとキチナーゼ活性，および偽遺伝子化の結果に基づく

と，図 4-7B に示す概念図に要約される。キチンを含む食餌への適応性は，

Chia の発現と活性レベルの低い肉食性と草食性と比べて，胃組織で十分な 

Chia mRNAとタンパク質レベルをもつ雑食性の方が，高いようである。 
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図 4-7. キチンの消化率を決定する可能性のある摂食行動の影響を受ける 

Chia 遺伝子の進化 

(A) Chia遺伝子および隣接するマーカー遺伝子の概略図。草食性動物であるウ

サギとモルモットは，ゲノムに Chia 遺伝子を持っていない。タンパク質をコ

ードする能力を欠いた Chia の痕跡遺伝子が，Dennd2dと PIFOの間で見られ

た。(B) 胃の Chia の転写レベル，キチン分解活性および偽遺伝子化に基づ

く，主要な家畜，実験動物の摂食行動とキチン消化率との関係。 
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第 4節 考察 

 

本章では，代表的な家畜動物である，ニワトリ，ブタ，ウシに加えて，実験

及び飼育動物であるコモンマーモセットとイヌの Chia の遺伝子発現解析と酵

素機能の解析を行った。その結果，胃におけるキチンの消化性は，動物の食性

に依存し，雑食・食虫性動物の胃では Chia mRNA が多量に発現し，高いキチ

ン分解活性を持つことを明らかにした。それに対して，草食性・肉食性動物の

胃では，Chia はほとんど発現しておらず，キチン分解能も，雑食性動物と比べ

て低いことも示した。本研究で解析した動物に加えて，最近の研究で，Chia

は，食虫性のコウモリ [107], マウス [72], アリを主食とするセンザンコウ  

[108] などの食虫性および雑食性の動物の胃で発現することが示されている。 

本章で解析した雑食性動物 Chia は，消化器系プロテアーゼ存在下でミール

ワーム幼虫の殻を分解し，(GlcNAc)2 を生成した。この分解産物のパターン

は，コロイダルキチンと結晶性キチンを基質に用いた場合と多少異なってい

た。ミールワーム幼虫の殻の処理後に，(GlcNAc)2 付近の複数のバンドと共

に，長鎖キチンオリゴ糖を検出した。当研究室の最近の研究で，pH 5.0-8.0 で

の酵素反応後に蛍光標識した場合，副産物として，キチンオリゴ糖マーカーよ

りも移動度の遅い特異的断片が生成することを見出し，このような副産物を減

らす改良 FACE 法を報告した [85]。本研究での蛍光標識では，改良法を用い

たが，長鎖キチンオリゴ糖のバンドが認められた。したがって，長鎖キチンオ

リゴ糖の生成理由について完全には説明できない。しかし，次のような可能性

は考えられる。Serratia marcescens のキチナーゼは部分的に脱アセチル化された

キチンを分解し，予想とは異なる分子量のキチンオリゴ糖を生成することが報

告されている [109, 110]。このような結果は，ヒト CHIT1 でも報告されてい

る[111]。加えて，この産物パターンは Chia によるキトサン分解によって得ら

れる産物と似ていた (図 1-8参照)。このように，異なるキトオリゴ糖は，部分

的に脱アセチル化されたミールワームの殻や結晶性キチンが，Chia により分解

され，生成し得ると考えることが出来る。また，マウス Chia が加水分解に加

え，糖転移反応も触媒し，生理的条件下で新規の機能をもつことも報告されて

いる [112]。これらの研究から，異なるキトオリゴ糖は，部分的に脱アセチル

化されたミールワームの殻のキチンから，Chia による糖転移によって生成され

た可能性も考えられる。 

Chia の mRNA とタンパク質レベルの上昇は，喘息やアレルギー性炎症のよ

うな病態下に関係があると報告されてきた [51, 52]。キチン含有生物中のキチ

ンが，Chia の発現を増加させ，生体へ悪影響を与える可能性が懸念される。し

かし，Chia の過剰発現トランスジェニックマウスは，自発的な炎症の兆候を示
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さない [62]。このことは，Chia が，肺のキチンを酵素的に分解することによ

って，キチン誘導性のアレルギー性自然免疫反応を減弱化させる可能性を示唆

する。さらに，最近の Chia 欠損マウスを用いた研究で，肺機能の維持におい

て，Chia が恒常的に生産され，気道中のキチンを分解する必要があること 

[52, 63]，さらに，Chia が宿主の GIT 内で腸内線虫に対して 2 型免疫構築の

重要な役割を果たすことも示された [64]。そして，Helicobacter pylori によっ

て引き起こされる胃がんにおいて，炎症が起きた際に Chia が過剰発現され

ず，むしろ発現が減少することが示されている [56, 57]。以上の報告は，Chia 

自体が有害ではなく，また，炎症が Chia の過剰発現を誘導するわけでもない

ことを示す。そして，それらの報告は，Chia がマウスやヒトの健康にとって必

要であることを示す。これらのことから，Chia の胃における恒常的な高い発現

は，ニワトリやブタ，コモンマーモセットにとっても安全であるように思われ

る。 

ブタ，ニワトリ，コモンマーモセット，マウス Chia は，pH 2.0 において，

Gly-HCl 緩衝液中の方が，McIlvaine 緩衝液よりも高い活性を示す (図 1-3C, 2-

5B, 3-4A, 4-5C)。このように，Chia のキチナーゼ活性は，用いる緩衝液によっ

て，pH 依存性に若干の差異が生じる。この理由ははっきりとは分かっていな

い。しかし以下の可能性が考えられる。ヒトの膵臓 α-アミラーゼの活性が，Cl 

イオンによって活性化されるという知見 [112] から，この問題を解くヒントが

得られるかもしれない。アミラーゼタンパク質ファミリーの中には，最大活性

を示すために Cl イオンを必要とする [44, 77, 113]。塩酸は胃で分泌され，生

み出された酸性条件 (~pH 2.0) が，同様の Chia の活性化を起こす可能性があ

る。この点について，さらなる詳細な検討が必要である。 

本章では，組換え体マウス，ニワトリ，ブタ，ウシ，イヌ Chia タンパク質

の比活性を比べた。これらの Chia のアミノ酸配列同一性は 70-79% であるに

も関わらず，ニワトリとブタ Chia は 4-10 倍，イヌとウシの酵素よりも高か

った。これらの結果から，いくつかの非保存性のアミノ酸残基が，Chia の活性

と pH 依存性に影響を与えているのかもしれない。さらに，ウシ Chia のみ，

キチナーゼ活性が pH 4.0 (他の種は pH 2.0) で最も高かった。これらの結果か

ら，草食性であるウシの胃は，弱酸性下に活性の至適をもつように Chia を適

応させたのかもしれない。 

配列の変化や発現パターンは，しばしば，生物の環境刺激の応答によって決

まる [114]。たとえば，反芻動物のような種では，胃粘膜において，顕著に高

い濃度のリゾチーム c (EC 3.2.1.17) を検出し，通常のほ乳類リゾチーム c と

は異なる細菌溶解速度の時間，pH，イオン強度の依存性を示す [115]。同じ

く，うま味受容体遺伝子，Tas1r1 は，パンダにおいて，主食が笹へと移行する
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間に，機能制約の緩和と ORF の破壊的な置換によって偽遺伝子化している

[116]。ヒトの Chia の酵素活性と遺伝子発現は，5’ UTR への挿入，プロモー

ター多型 [60]，非同義型置換 [58, 61] によって影響を受ける。この知見は，草

食性や肉食性などの特定の食性の変化が，Chia 遺伝子のコード領域あるいは非

コード領域の保存に重要な影響を与えている可能性を示唆する。 

ハエの幼虫，ミールワーム，コオロギを含むキチン含有生物はタンパク質，

脂質，ミネラル，ビタミンに富み [117]，その一部は，抗生物質やトウモロコ

シ，大豆由来の飼料の代替として，ニワトリの飼料として利用がされている 

[71, 86, 118]。乾燥ミールワームの食品添加物は，ニワトリの食餌摂取量を増加

させ，IgG と IgA レベルを上昇させ，他方，飼料要求率，致死率は減少した

ことが報告されている [90]。さらに，他の研究では，ミールワーム飼料は，嗜

好性に悪影響が無く，生育期間中にニワトリの大豆飼料と代替可能であること

も報告されている [89]。幼仔期のブタに，乾燥ミールワームを添加した飼料を

与えた例では，生育パフォーマンスや，栄養素の消化性の改善が，免疫応答へ

の悪影響無しに見られた [113]。さらに，キチンの派生物が，妊娠中のブタの

免疫応答を高め，抗菌活性/生菌として働くことも報告されている [41]。これ

らの in vivo の研究結果と，本研究で明らかにした Chia の機能から，ブタや

ニワトリ，コモンマーモセットなどの雑食・食虫性動物に対して，昆虫を飼料

として与えることは，動物の生育，健康にとって問題ないと言える。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 

 

第 3章 不活性化酵素の活性化と食性に伴う Chia の分子進化の解

明 

 

第 1節 緒言 

胎盤ほ乳動物の祖先は，昆虫を食べる小さな生物で，恐竜の大量絶滅直後に

進化した [119]。この出来事は，食餌のニッチ空間を開き，肉食性動物，草食

性動物，雑食性動物といった多様なほ乳類の出現につながった。このような食

餌の変化は，ほ乳類の多様性を形作る上で重要な要素となっている [116, 120-

122]。 

第 2章では，ニワトリ，ブタ，コモンマーモセット (雑食・食虫性) は，胃

で Chia を高発現し，GIT 系条件下でエビや昆虫のキチン質を分解するが，イ

ヌ (肉食性動物) とウシ (草食性動物) では，Chia の mRNA およびタンパク

質の発現レベルが低く，キチン分解活性が著しく低下していたことを明らかに

した。 

最近のゲノム研究により，食虫性の胎盤ほ乳類の祖先が 5 つの Chia 遺伝子

を保有し，これらの遺伝子の喪失が，食餌中の無脊椎動物の摂取が少ないほ乳

類で起こったことが示された [123]。また，ヒト以外の霊長類の CHIA パラロ

グ遺伝子の多くは，昆虫の消費と体の大きさに関連していることも示された 

[95]。したがって，Chia 遺伝子の機能喪失的な変化は，食虫性祖先から進化し

たほ乳類にとっての分子記録となる [123]。しかし，それらの動物が，どのよ

うにして，Chia の機能を失ったかについての理解はあまり進んでいない。 

本章では，活性の高いマウスと低いイヌの Chia 間でキメラ体，変異体タン

パク質を作製し，イヌ Chia を活性化させることで，その不活性化の原因領

域，原因アミノ酸の同定を行った。さらに，イヌが属する食肉目動物 41 種の 

Chia の塩基配列を解析することで，食虫性祖先から進化した現代の動物におけ

る Chia の構造と機能の変化を探った。 

 

 

 

第 2節 実験材料と方法 

大腸菌発現ベクター，キメラおよび変異タンパク質 cDNAの調製 

第 2章では，Staphylococcus aureus (黄色ブドウ球菌) の Protein A プロモータ

ーによってドライブされる pEZZ18 を使用して，Protein A-Chia-V5-His の融合

タンパク質として Chia タンパク質を大腸菌 BL21 (DE3) で発現してきた。本

章では，pEZZ18 から T7 プロモーターシステムを使用する pET22b (Merck 

Millipore 社) に変更し，マウス，イヌの Chia タンパク質，ならびにそれらの
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キメラおよび変異タンパク質を発現させた。イヌの Chia を Protein A と V5-

His (pEZZ18 / Protein A-dog Chia-V5-His) との組換え融合タンパク質として発現

させた [124]。ここでは，T7 プロモーターシステムを使用した pET22b によ

って，PA-dog Chia-V5-His と PA-mouse Chia-V5-His のキメラタンパク質また

は変異タンパク質を発現した (pET22b / pre-Protein A-Chia-V5-His)。 

pET22b / pre-Protein A-Chia-V5-His を以下のように構築した。KOD Plus DNA

ポリメラーゼ (Toyobo 社) とプライマー (Eurofins Genomics 社) を使用した 

PCR により，Protein A-dogChia-V5-His をコードする領域を pEZZ18 /pre-Protein 

A-Chia-V5-His から増幅した。増幅に用いたプライマーに NdeI および SalI の

制限サイトを付加しており，それらのサイトは，増幅された DNA の 5’, 3’ 末

端にそれぞれ導入される。Forward primer (5’-

GGAGATATACATATGAAAAAGAAAAACATTTATTCAAT-3’) には，NdeI 認識

配列 (下線) と 24 塩基の長さの Protein A 領域が含まれており，細胞外分泌の

ためのシグナル配列を備えている。Reverse primer (5’-

CATGCCTGCAGGTCGACTAGAAAGTCGAGGCTGATCA -3’) には，SalI 認識

配列 (下線) が含まれており，pcDNA3.1 / V5-His C ベクター

(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcdna3_1v5hisc_seq.txt) のヌクレオ

チド 1080~1106 に相補的である。両方のプライマーには，末端近くが制限酵

素で効率的に切断されるように，9 塩基または 11 塩基の付加的な配列 (太字) 

が含まれている。PCR産物は，Wizard SV Gel および PCR Clean-Up System 

(Promega 社) を使用して精製し，NdeI および SalI で消化した。切断された 

DNA 断片を 1.5％ アガロースゲルで精製し，pET22b 発現ベクターの NdeI お

よび XhoI 部位にサブクローニングした。得られた pET22b /pre-Protein A-dog 

Chia-V5-His の全塩基配列を確認した (Eurofins Genomics 社)。pEZZ18 / Protein 

A-mouse Chia-V5-His を EcoRI および XhoI で消化した。 

切断された DNA断片を精製し，同様に消化した pET22b /pre-Protein A-dog 

Chia-V5-His にサブクローニングし，pET22b / pre-Protein A -mouse Chia-V5-His

を作製した。 

 

キメラタンパク質の構築 

マウスとイヌの Chia タンパク質間でキメラタンパク質を構築した。2つの

分子は塩基配列レベルで類似の exon 構造を持っているため，exon 3-5，exon 

6-7，exon 8-10，exon 11 の接合部位で 2 つの成分を融合した (図 5-1A)。キメ

ラ C1, C2 および C3 の構築は次のように行った。C1, C2 および C3 の 5 ' 部

分は，Protein A_Fw_2533 および Mu_Dog_C1_Rv，Mu_Dog_C2_Rv(C2)，ある

いは Mu_Dog_C3_Rv(C3) を用いて，pEZZ18/Protein A-mouse Chia-V5-His 

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcdna3_1v5hisc_seq.txt
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(mouse version) より増幅した。3 ' 部分は，Mu_Dog_C1_Fw(C1)，

Mu_Dog_C2_Fw(C2) あるいは Mu_Dog_C3_Fw(C3) および Sal_BGH_Rv を用

いて，pEZZ18 / Protein A-dog Chia-V5-His(dog version) から増幅した。得られた 

DNA 断片を精製し，混合し，Protein A_Fw_2533 および Sal_BGH_Rv を用い

て PCR で増幅した。増幅された cDNA を EcoRI および XhoI で切断し，

pET22b-Protein A -V5-His ベクターにクローニングし，pET22b/pre-Protein A-

chimera-V5-His を作成した。キメラ C4-C12 についても上記と同様の操作で増

幅し，作製した。使用したテンプレート DNA とプライマーの組み合わせは下

記の表に記載した (表 3, 4)。 
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表 3. キメラ体作製のためのプライマーとテンプレート DNA の組み合わせ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

キメラ名 部品 テンプレート Forward Reverse

5' Mouse Chia Protein A_Fw_2533 Mu_Dog_C1_Rv

3' Dog Chia Mu_Dog_C1_Fw Sal_BDH_RV

5' Mouse Chia Protein A_Fw_2533 Mu_Dog_C2_Rv

3' Dog Chia Mu_Dog_C2_Fw Sal_BDH_RV

5' Mouse Chia Protein A_Fw_2533 Mu_Dog_C3_Rv

3' Dog Chia Mu_Dog_C3_Fw Sal_BDH_RV

5' Dog Chia Protein A_Fw Mu_Dog_C4_Rv

3' Mouse Chia Mu_Dog_C4_Fw Sal_BDH_RV

5' Dog Chia Protein A_Fw_2533 Mu_Dog_C5_Rv

3' Mouse Chia Mu_Dog_C5_Fw Sal_BDH_RV

5' Dog Chia Protein A_Fw_2533 Mu_Dog_C6_Rv

3' Mouse Chia Mu_Dog_C6_Fw Sal_BDH_RV

5' C3 Protein A_Fw_2533 Mu_Dog_C5_Rv

3' Mouse Chia Mu_Dog_C5_Fw Sal_BDH_RV

5' C6 Protein A_Fw_2533 Mu_Dog_C2_Rv

3' Dog Chia Mu_Dog_C2_Fw Sal_BDH_RV

5' C3 Protein A_Fw_2533 Mu_Dog_Ex6_Rv

3' Mouse Chia Mu_Dog_Ex6_Fw Sal_BDH_RV

5' Mouse Chia Protein A_Fw_2533 Mu_Dog_Ex6_Rv

3' C5 Mu_Dog_Ex7_Fw Sal_BDH_RV

5' C6 Protein A_Fw_2533 Dog_Mus_Ex6_Rv

3' Dog Chia Dog_Mus_Ex6_Fw Sal_BDH_RV

5' Dog Chia Protein A_Fw_2533 Dog_Mus_Ex7_Rv

3' C2 Dog_Mus_Ex7_Fw Sal_BDH_RV
C12

C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

C10

C11
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表 4. キメラ体作製のためのプライマーリスト 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

プライマー名 配列
Mu_Dog_C1_Rv GGCTGAGCAGGGGCGGTACAACCTTCAGTGGATATGCCAA

Mu_Dog_C1_Fw TTGGCATATCCACTGAAGGTTGTACCGCCCCTGCTCAGCC

Mu_Dog_C2_Rv CAGTAGTTCATGACATAATCCACATTGAGGTAGGCATTGC

Mu_Dog_C2_Fw GCAATGCCTACCTCAATGTGGATTATGTCATGAACTACTG

Mu_Dog_C3_Rv TCAAAAGCTTCACGCATTTCCTTCACCAGGACAGTGAAGA

Mu_Dog_C3_Fw TCTTCACTGTCCTGGTGAAGGAAATGCGTGAAGCTTTTGA

Mu_Dog_C4_Rv GGCACGTCAGGAGCTGTGCAACTTGCACTCTGTAGCCCAA

Mu_Dog_C4_Fw TTGGGCTACAGAGTGCAAGTTGCACAGCTCCTGACGTGCC

Mu_Dog_C5_Rv CAATAGTTCATGACATAATCCACATTGAGGTAGGCATTGC

Mu_Dog_C5_Fw GCAATGCCTACCTCAATGTGGATTATGTCATGAACTATTG

Mu_Dog_C6_Rv TCAAAAGCTTCACGCATTTCCTGCACCAGGACGGTGAAGA

Mu_Dog_C6_Fw TCTTCACCGTCCTGGTGCAGGAAATGCGTGAAGCTTTTGA

Mu_Dog_C5_Rv CAATAGTTCATGACATAATCCACATTGAGGTAGGCATTGC

Mu_Dog_C5_Fw GCAATGCCTACCTCAATGTGGATTATGTCATGAACTATTG

Mu_Dog_C2_Rv CAGTAGTTCATGACATAATCCACATTGAGGTAGGCATTGC

Mu_Dog_C2_Fw GCAATGCCTACCTCAATGTGGATTATGTCATGAACTACTG

Mu_Dog_Ex6_Rv CATGGATGAAATCCAGGTACTGGGACAGCTGGGGGATGTC

Mu_Dog_Ex6_Fw GACATCCCCCAGCTGTCCCAGTACCTGGATTTCATCCATG

Mu_Dog_Ex6_Rv CATGGATGTAGTCCAGGTACTTAGAGAGCTCAGCAATCTG

Mu_Dog_Ex7_Fw CAGATTGCTGAGCTCTCTAAGTACCTGGACTACATCCATG

Dog_Mus_Ex6_Rv CATGGATGTAGTCCAGGTACTTAGAAAGTTCAGGGATCTC

Dog_Mus_Ex6_Fw GAGATCCCTGAACTTTCTAAGTACCTGGACTACATCCATG

Dog_Mus_Ex7_Rv CATGGATGAAATCCAGGTACTGGGACAGCTGGGGGATGTC

Dog_Mus_Ex7_Fw GACATCCCCCAGCTGTCCCAGTACCTGGATTTCATCCATG
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イヌ Chia変異タンパク質の構築 

マウスとイヌ Chia 変異体タンパク質は，表 5, 6 に記載したプライマーを用

いて，PCR によって調製した。はじめに，目的の塩基置換の入った forward 

および reverse プライマーを用いて 5’- および 3’-領域の断片を増幅した。

DNA 断片をゲル精製，混合し，Protein A_Fw_2533 および Sal_BGH_Rv を使

用した PCR で増幅した。上記のように，増幅された cDNA を EcoRI および 

XhoI で消化し，pET22b / pre-Protein A-V5-His ベクターにクローニングした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



79 

 

 

 

表 5. 変異体作製のためのプライマーとテンプレート DNA の組み合わせ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

変異体名 部品 テンプレート Forward Reverse

5' Dog Chia pEZZ18_Fw2533 2_C14_YtoF_Rv

3' Dog Chia 1_C14_YtoF_Fw Sal_BGH_RV

5' Dog_Y206F pEZZ18_Fw2533 Dog_LHG_Mut_Rv

3' Dog_Y206F Dog_LHG_Mut_Fw Sal_BGH_RV

5' Dog Chia pEZZ18_Fw2533 Dog_TE_Mut_Rv

3' Dog Chia Dog_TE_Mut_Fw Sal_BGH_RV

5' Mus Chia pEZZ18_Fw2533 Mus_FHA_Mut_Rv

3' Mus Chia Mus_FHA Mut_Fw Sal_BGH_RV

5' Dog Chia pEZZ18_Fw2533 Dog_LHG_Mut_Rv

3' Dog Chia Dog_LHG_Mut_Fw Sal_BGH_RV

5' Dog_LG_Mut pEZZ18_Fw2533 Dog_S233T_Rv

3' Dog_LG_Mut Dog_S233T_Fw Sal_BGH_RV

5' Dog_LG_Mut pEZZ18_Fw2533 Dog_D234E_Rv

3' Dog_LG_Mut Dog_D234E_Fw Sal_BGH_RV

Dog LG

Dog LGT

Dog LGE

Dog Y206F

Dog FLG

Dog TE

Mus FA
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表 6. キメラ体作製のためのプライマーリスト 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

プライマー名 配列

2_C14_YtoF_Rv GGTCATGACATGGATGAAGTCCAGGTACTTAGA

1_C14_YtoF_Fw TCTAAGTACCTGGACTTCATCCATGTCATGACC

Dog_LHG_Mut_Rv CAGTGTAGCCCTCCCAGGAGCCATGGAGGTCATAGGTCATGACATGGA

Dog_LHG_Mut_Fw TCCATGTCATGACCTATGACCTCCATGGCTCCTGGGAGGGCTACACTG

Dog_TE_Mut_Rv AGGTAGGCATTGCTGCCAGTCTCAGTAGGGTATTTGTATAAGGGGC

Dog_TE_Mut_Fw GCCCCTTATACAAATACCCTACTGAGACTGGCAGCAATGCCTACCT

Mus_FHA_Mut_Rv CAGTGTAGCCCTCCCAGGAGGCATGGAAGTCATATGTCATGACATGGA

Mus_FHA Mut_Fw TCCATGTCATGACATATGACTTCCATGCCTCCTGGGAGGGCTACACTG

Mus_FHA_Mut_Rv CAGTGTAGCCCTCCCAGGAGGCATGGAAGTCATATGTCATGACATGGA

Mus_FHA Mut_Fw TCCATGTCATGACATATGACTTCCATGCCTCCTGGGAGGGCTACACTG

Dog_S233T_Rv GCATTGCTGCCAGTGTCAGTAGGGTATTTGTATAAGGGG

Dog_S233T_Fw CCCCTTATACAAATACCCTaCTGACACTGGCAGCAATGC

Dog_D234E_Rv GGTAGGCATTGCTGCCAGTCTCAGAAGGGTATTTGTATA

Dog_D234E_Fw TATACAAATACCCTTCTGAgACTGGCAGCAATGCCTACC
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組換え Chia タンパク質の調製 

pET22b/pre-Protein A-Chia-V5-His を用いて大腸菌 BL21 (DE3) を形質転換

し，pre-Protein A-Chia-V5-His タンパク質を発現させた。形質転換された大腸菌

は，100 μg/ mL ampicillin を含む 250 mL LB 培地，37℃ で 18 時間培養し

た。0.1 mM の isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) で誘導後，さらに 2 時間培

養した。4℃ で 6,500 g で 20 分間遠心分離することにより菌体を回収した。

第 2章で記載した方法に従い，組換えタンパク質を大腸菌から調製し，IgG セ

ファロースクロマトグラフィーで精製した [42]。TS 緩衝液 [20 mM Tris-

HCl(pH 7.6)，150 mM NaCl およびプロテアーゼ阻害剤] で平衡化した PD 

MidiTrap G-25 を使用して，タンパク質含有画分を脱塩した。組換え産物は，

V5-HRP モノクローナル抗体を使用したウエスタンブロットで検出した。 

 

キチナーゼ活性測定 

キチナーゼ活性は，Gly-HCl 緩衝液または McIlvaine 緩衝液中で，合成蛍光

基質の 4-methyl umbelliferyl β-D-N, N’-diacetyl chitobioside [4-MU-(GlcNAc)2, 

Sigma-Aldrich 社)] を使用し，37℃ で 30 分間の反応で決定した。遊離した 

4-methyl umbelliferon (4-MU) の蛍光は，励起波長 365 nm，蛍光波長 445 nm 

で，GloMax Discover Microplate Reader (Promega 社) で測定した。 

 

統計分析 

すでに 第 2章で述べた方法で行った。 
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第 3節 結果 

 

1. イヌ Chia 不活性化の原因アミノ酸の同定 

イヌ Chia はマウスの exon 7 配列と交換することで活性化する 

第 2章で，雑食性動物では Chia が高いレベルで発現し，キチン分解活性も

高いが，肉食性動物と草食性動物では Chia mRNA の転写レベルが低く，その

酵素活性も低下していることを示した。肉食性動物であるイヌ Chia はマウス

と 79％ の配列同一性を有するにもかかわらず，そのキチン分解活性はマウス

の数倍低い。本章では，イヌ Chia のキチン分解活性低下の原因となるアミノ

酸を明らかにするため，イヌーマウス Chia のキメラ体を大腸菌で発現し，蛍

光基質である 4-MU-(GlcNAc)2 を用いてキチン分解活性を解析した。 

マウスの exon 2-7 およびイヌの exon 8-11 によってコードされるキメラ C1

および C2は，野生型 (WT) マウス Chia に匹敵する強力なキチン分解活性を

示した (図 5-1B)。しかし，イヌの exon 6-11 (キメラ C3) では活動が低下した

(図 5-1B)。マウスの Chia と比較して，キメラ C4 および C5 ではキチン分解

活性が非常に低かった。対照的に，キメラ C6 は強い活性を示し，そのレベル

はマウスと同等であった (図 5-1B)。これらの結果は，exon 6 および 7 が 

Chia のキチン分解活性に重要であり，マウス配列が活性化し，イヌ配列が酵素

活性を低下することを示している。 

酵素活性の調節における exon 6 および 7 の役割を明らかにするため，キメ

ラ C7 および C8 を構築した (図 5-1C)。基本的にマウスのオープンリーディ

ングフレーム (ORF) であり，イヌの exon 6 および 7 を有するキメラ C7

は，WT マウス Chia と比較して 10 倍低いキチン分解活性を示した (図 5-

1D)。一方，マウスの exon 6 および 7 を持つイヌの酵素であるキメラ C8 

は，WT イヌ Chia と比較して，活性が 9 倍上昇した。これらの結果から，

exon 6 と 7 がイヌとマウスの Chia の活性を制御していることが分かった。 

活性調節への各 exon の寄与をさらに明らかにするために，キメラ C9-C12 

を作製した (図 5-1E)。キメラ C9 および C10，イヌの exon 6 または 7 を有

するマウス ORF は，WT マウス Chia と比較して，活性が，それぞれ 1.4 倍

または 5 倍低下した (図 5-1F)。逆に，キメラ C11 と C12 (マウスの exon 6

または 7 を持つイヌの酵素) は，WT イヌ Chiaと比較して，それぞれ 1.2 倍

または 5 倍高いキチン分解活性を示した (図 5-1F)。これらの結果は，マウス

の exon 7 領域がイヌ Chia の活性化に関与していることを示している。 
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図 5-1. Exon 7は，イヌ Chia のキチン分解活性を低下させる 

(A) 大腸菌組換え Chia キメラタンパク質の模式図。アミノ酸配列は，マウス

はピンク色，イヌは水色で色分けした。(B) キメラタンパク質ならびにマウス

およびイヌの Chia タンパク質のキチン分解活性の比較。(C) Chia キメラタン

パク質の模式図。(D) キメラタンパク質のキチナーゼ活性のマウスおよびイヌ 

Chia との比較。(E) Chia キメラタンパク質の模式図。(F) キメラタンパク質の

キチン分解活性のマウスおよびイヌ Chia との比較。 
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イヌ Chia の F214L と A216G は，高いキチン分解活性に不可欠である 

Exon 7 の領域では，マウスとイヌ Chia の間に 5 つのアミノ酸の違いがあ

る (図 5-2A)。イヌ Chia の活性化に最も重要な領域を同定するために，イヌ 

FLG (exon 7 の N 末端の Y206F，F214L，A216G の置換) とイヌ TE (exon 7 

の C 末端の S233T と D234E の置換) の 2 つの変異体を構築した (図 5-

2B)。イヌ FLG 変異体は，マウス Chia ほど活性を示さなかったが，WT のイ

ヌ Chiaと比較して 10 倍活性化した (図 5-2C)。対照的に，イヌ TE 変異体は

活性化しなかった (図 5-2C)。これらの結果は，exon 7 の N 末端に存在する 3 

つのアミノ酸 (Y206F，F214L，および A216G) がイヌ Chia の活性化に重要

である可能性を示唆した。 

この活性化に関与するアミノ酸を絞り込むために，イヌ Chia に F214L と

A216G を導入した（図 5-2D）。これらの 2 つのアミノ酸置換により，9 倍の

活性化が達成された (図 5-2E)。逆に，L214F および G216A をマウス Chia 

(マウス FA 変異体) に導入したところ (図 5-2D)，マウス FA 変異体は，WT 

マウス Chia よりもキチナーゼ活性が有意に低下した（図 5-2E）。単一アミノ

酸の置換は酵素活性 (イヌ 214L または 216G 変異体) に有意な影響を与え

ず，両方のアミノ酸がイヌ Chia の活性化に必要であることを確認した。 

最後に，S233T または D234E 置換をイヌ LG 変異体 (イヌ LGT および 

LGE 変異体) に導入することにより，マウス酵素を超えるイヌ Chia の超活性

化が達成されるかどうかを検討した。両変異タンパク質は，WT マウス Chia 

と同等のレベルまで活性化された (図 5-2G)。これらの結果から，L214 および 

G216 はイヌ Chia の活性化に重要であり，T233 または E234 はさらに高いキ

チン分解活性の達成に関与していることが分かった。 
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図 5-2. 2つのアミノ酸がイヌの Chia を活性化する 

(A) イヌとマウス Chia の exon 7 領域のアライメント。(B) 原因領域を絞り込

む Chia キメラタンパク質の概略図。アミノ酸配列は次のように色分けした。

ピンク，マウス配列；水色，イヌの配列。(C) パネル B で示した変異タンパ

ク質のキチン分解活性とマウスおよびイヌの Chia タンパク質との比較。(D) 

大腸菌で発現した Chia 変異タンパク質の模式図。(E) パネル D で示した変異

タンパク質のキチン分解活性のマウスおよびイヌ Chia との比較。(F) 大腸菌

で発現した Chia 変異タンパク質の模式図。(G) パネル F で示した変異タンパ

ク質のキチン分解活性とマウスおよびイヌ Chia との比較。 
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2．食肉目動物 Chia の偽遺伝子化 

イヌ Chia は，雑食性動物で保存されている 2 アミノ酸置換でマウス Chia 

と同程度まで活性が回復した (図 5-2G)。マウスは雑食性で，キチンを含む昆

虫を食べる。これに対し，イヌは肉食性で，その食餌には昆虫は含まれていな

い。この結果は，エサに昆虫 (つまりキチン) が含まれないことに適応し，イ

ヌ Chia に 2 アミノ酸置換が導入され，不活性化した可能性を強く示唆した。 

この知見をより明確にするため，41 種類の食肉目動物の食性と Chia 遺伝子

の塩基配列の完全性を分析し，イヌの Chia で同定した不活性に関わる 2 つの

アミノ酸置換が食餌への適応によるものかどうかを検討した。NCBI Genome 

データベースを利用し，41 種類の肉食性動物の食性 (図 5-3A) と Chia タンパ

ク質コード領域の塩基配列の関係を調べた (図 5-3B, C)。イヌの Chia の不活

性化に関わる F214 および G216 は，ディンゴ，リカオン，キツネなどのイヌ

科の動物でのみ保存されており，他の食肉目動物 Chia はマウスに近い配列だ

った。このことは，イヌで認められた Chia の不活性化がイヌ科で特異的に起

こっていることを示している (図 5-3A-C)。 

非昆虫ベースの食餌 (肉，魚，果物，または葉など) を食べる種は，コード

領域上に，欠失，挿入，および置換によって引き起こされる未成熟終止コドン

を含んでいた（図 5-3A-C）。これらの変異のほとんどは，同じ系統内で保存さ

れていた。 

これに対し，イヌ科以外に，昆虫をよく食べるスカンクやミーアキャットが

属するスカンク科およびマングース科は，完全長 Chia ORF を保持していた 

(図 5-3A-C)。これらの結果は，非昆虫ベースの食餌をとる種では Chia ORF の

部分を失うのに対し，昆虫を食べる種では完全長の ORF を保持していること

を強く示唆した。 
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図 5-3. 肉食性動物における Chia 遺伝子の喪失 

(A) 41の食肉目系統における Chia DNA シーケンスの系統樹。(B) ここで分析
した肉食性動物種の摂食行動は以下である。黄色は肉または魚，紫は果物や木
の実，緑は草，ピンクは昆虫を主として食餌とする。(C) Chiaタンパク質をコ
ードする配列。灰色は不完全な ORF，オレンジ色，完全長キチナーゼをコード
する ORFをそれぞれ示す。Xは終止コドンにつながる欠失，挿入または置換。
青色の大文字はイヌの Chia の活性低下を引き起こすアミノ酸，黒の大文字は
イヌ Chia とは異なるアミノ酸，，ピンク色の大文字はマウスで保存されている

アミノ酸を示す。 
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3．食虫性のスカンク，ミーアキャット Chia の機能 

食肉目は 3 つのグループに大別することができる。すなわち, i) 昆虫を食

べないが，全長の Chia を保持している種 (イヌなど)，ii) 昆虫を食さず，Chia 

を失った種 (フェレット，セイウチ，クマ，ネコなど)，iii) 昆虫を食べ，Chia

を維持する種 (スカンクとミーアキャット) である。 

食虫性のスカンクとミーアキャット Chia は，保存された触媒モチーフ

(DXXDXDXE) と，Chia タンパク質に 12 個の保存されたシステインが存在す

る。さらに，これらの Chia は，214 位と 216 位が，それぞれ L と G であ

る (マウスタイプ) (図 5-4A)。これまでの結果と Chia の遺伝子構造に基づい

て，スカンクとミーアキャットの両方の Chia タンパク質が高いキチン分解活

性を有すると予想した。 

この仮説を検証するために，スカンクとミーアキャットの Chia cDNA を化

学合成し，上記のように大腸菌で発現させた (図 5-4A)。両方の酵素は pH 2.0 

で最も活性が高く，イヌ Chia の 4-5 倍であった (図 5-4B)。これらの結果

は，Chia のキチン分解活性が，食肉目群の摂食行動に強く関連していることを

さらに示唆していた。 

 

4．食虫性の祖先からの肉食性動物 Chia の分子進化のモデル 

ほ乳類の祖先は食虫性であったが，恐竜絶滅後の約 6,500 万年前に，それら

の祖先は昆虫以外の食餌を選択できるようになったと考えられている [119, 

123]。本章のここまでの結果に基づいて，肉食性動物がもつ Chia 遺伝子が，

昆虫に代表されるキチン含有食餌に依存していた食虫性の祖先から，どのよう

に構造と機能が変化してきたかを推定した。 

非昆虫ベースの食餌をとる動物では，Chia が不活性になっていた。まず，イ

ヌ科では，2 つのアミノ酸置換により不活性な Chia となった (不活性型 

Chia) (図 5-5C, 上)。イヌ科以外の種では，活性中心の変異，ORF に変異が蓄

積することにより，進化の過程で偽遺伝子化した (機能喪失型 Chia) (図 5-5C, 

中)。昆虫以外の食餌を選択した種では，Chia の機能的制約が緩和され，系統

ごとに独立して非活性または非機能分子に進化したと考えられる。 

これに対し，ミーアキャットやスカンクなどの昆虫を食べる種は，昆虫の消

化酵素として機能する Chia 遺伝子を保持していた (図 5-5C, 下)。このことか

ら肉食性動物であっても，昆虫を食べ続けている種は，Chia 遺伝子に機能的制

約が働いていると推定できる (活性型 Chia)。 

 

 

 



89 

 

 

 

 

 

図 5-4. 食虫性動物の Chia のキチナーゼ活性と肉食性動物における Chia 遺

伝子の進化過程の概念図 

(A) 大腸菌組換えイヌ，スカンク，ミーアキャットの Chia の構造の模式図。

C は活性を有する Chia タンパク質に保存されたシステイン残基を示す。(B) 

イヌ，スカンク，ミーアキャットの Chia タンパク質のキチナーゼ活性。(C) 

食虫性の祖先の Chia 遺伝子から食餌の変化でどのように進化したかを示した

概念図。昆虫を食べない種では，遺伝子の構造と活性が変化している。イヌ科

における Chia の酵素活性は，2 アミノ酸置換 (F214 および A216) によって

大幅に低下した (不活性型 Chia)。イヌ科を除いた肉食性動物の Chia は，終止

コドンまたは活性低下をひき起こす突然変異の蓄積により，非機能的遺伝子 

(機能喪失型 Chia) に進化した。これに対し，昆虫を食べる種は，マウスと同

じアミノ酸を有し (L214 および G216)，キチナーゼ活性の高い Chia (活性型 

Chia) を保持している。 
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第 4節 考察 

イヌは最初に家畜化された動物であり，人間の良きパートナーとしての歴史

は，少なくとも 1 万 5 千年前にさかのぼる。デンプン食への変化は，イヌの

アミラーゼ遺伝子や腸内細菌に大きな影響を与えたが，Chia のアミノ酸配列

は，イヌ，タイリクオオカミ，キツネ間で 99% の同一性を示すことから影響

はなかったと考えられる。しかし，昆虫を消費しないのであれば，なぜイヌ科

で Chia 遺伝子は保持され続けているのだろうか。この疑問に答えることは難

しいが，このグループにとって Chia が消化以外の目的で必要であった可能性

が高い。イヌ科では Chit1 が喪失しており，遺伝子がゲノム上に見当たらなか

った。キチンはダニやカビなどの病原体にも存在するので，特定の条件下で生

体防御に働くのかもしれない。あるいは，イヌ Chia は，キチナーゼと同様の

構造を有するがキチン分解活性を欠く，キチナーゼ様タンパク質のような形で

様々な疾患に関与している可能性がある。イヌ科における Chia の不活性化と 

Chit1 遺伝子喪失のタイミングは，太古のイヌあるいはオオカミのゲノム解析

が進むことにより，明らかになるかもしれない [125, 126]。 

食肉目の歴史の早い段階で，その目は 2 つのグループ，イヌ亜目 (イヌのよ

うな肉食性動物) とネコ亜目 (ネコのような肉食性動物) に分かれた。スカン

クは前者，ミーアキャットは後者に属し，これらの動物は，食虫性で活性型 

Chia を保持している。それぞれのグループは，新生代で多様化し，19 の科 

(ファミリー) を生み出し，そのうち 16 科が現在も生存している [127]。食肉

目動物が多様化したことの理由の 1 つは，初期の食肉目が肉以外の食餌をと

ることが可能な臼歯を持っていたためだと考えられている [127]。このことか

ら，初期の食肉目動物は昆虫を食餌として摂取し，Chia を食物消化に機能して

いた可能性がある。そして，今日まで昆虫を食べ続けた種では，強い選択圧が

かかり，活性型 Chia を保持していることを示唆している。他方，Chia の不活

性化は，多くの変異が同一科内で保存されていたことから，各科に分岐した後

に起こった可能性が高い。食虫性のクマ科のナマケグマ (Melursus ursinus)，ハ

イエナ科のツチオオカミ (Proteles cristatus) などの食肉目動物のゲノム解析が

明らかになれば，このグループにおける食への適応に伴う Chia の進化の理解

がさらに深まるであろう。 

環境に適応した遺伝子喪失に関する研究は数多く報告されているが，どのよ

うに偽遺伝子化したのか，その歴史について機能の面から取り組んだ研究は少

ない。当研究室では以前，ヒト CHIA の不活性化要因を，その機能を回復させ

ることにより明らかにした [58]。その他の先行研究では，3 つのヒトに固有の

苦味受容体偽遺伝子の機能を回復させることで，その機能はチンパンジーがも

つオロソグとは異なることが明らかにされた [128]。別の研究では，Petunia 
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secreta の転写因子 AN2 偽遺伝子の復活により，この分子がペチュニアの色の

進化的変化のホットスポットであることを明らかにした [129]。本章で，食性

と進化の観点からキメラタンパク質を解析することで，イヌ Chia を活性化さ

せ，食性に伴うアミノ酸置換を同定した。このアプローチは，環境適応的な表

現型を引き起こす遺伝子喪失に関して，新しい情報を提供することが期待でき

る。 

すべての胎盤ほ乳類の祖先は，恐竜の絶滅直後に進化した小さな昆虫を食べ

る生物であった [130]。Chia 遺伝子は，昆虫のキチン質を分解することが出来

る酵素をコードし，近年，食虫性ほ乳類祖先から進化してきた痕跡を示す分子

として注目されている [123]。ゲノムに存在する遺伝子情報も重要であるが，

その翻訳産物の機能もまた，進化情報として重要である。しかし，Chia の機能

が低下または喪失した理由と過程に焦点を当てた研究はほとんどなかった。本

章で解析した食肉目 Chia の結果から，このグループで昆虫を食べる種は機能

的な Chia を保持しているが，昆虫を食べていない種は不活性な Chia，あるい

は偽遺伝子として保持していることが分かった。すなわち (1) アミノ酸置換に

よって不活性化 (イヌ科) と，(2) 劇的な遺伝的変化によってタンパク質コード

領域が破壊され，偽遺伝子化 (非イヌ科)，が存在することを明らかにした。こ

れらの結果は，非昆虫食への適応が，消化に関わる分子の機能を変化させ，ほ

乳類の多様性形成に関わることを示した。ここで説明したこの新しい概念は，

ほ乳類の進化の歴史をよりよく理解するための重要な情報であり，考古学，ゲ

ノム進化学，生化学における研究の橋渡しとなることが期待できる。 
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第 4章 Chia の精製法の確立とキトオリゴ糖の作製への応用 

 

第 1節 緒言 

ここまでの研究により，Chia が全ての動物の胃で多量に発現されているわけ

ではないことを明らかにした。特に，ウシやイヌのような草食性と肉食性動物

は，雑食性動物と比べて，体内におけるキチンの消化性が低い。この知見は，

Chia が，キチン消化の向上または Chia のレベルや活性の低下によって起こる

特定の疾患の治療について，補充的に用いられうる可能性を提示した。この補

充目的のためには，多量の精製天然酵素が必要となる。 

多くのキチナーゼが，細菌，植物，動物から，キチンカラムを用いて単離さ

れた [98, 131-136]。第 2章で，キチンカラムと 8 M 尿素を用いて，ニワトリ

およびブタの胃組織から Chia が精製できることは示した [99, 100]。細菌由

来，あるいは，ほ乳類由来のキチナーゼが，キチンカラムから，酢酸によって

溶出されることが報告されているが，その詳細なメカニズムについては示され

ていなかった [98, 131-136]。酢酸は弱酸であるため，一般的なキチナーゼでは

酸変性が起こり得る。ニワトリおよびブタ Chia は，顕著な酸耐性を有するた

め [99, 100]，キチンカラムと酢酸を組み合わせた Chia の精製法は有効である

と考えた。 

キトオリゴ糖は，GlcN と GlcNAc のホモまたはヘテロなポリマーである。

それらは，抗菌性 [137], コレステロールの低下 [138], 抗炎症性 [139], 抗腫瘍

効果 [140]，ドラッグデリバリー [141]，カルシウムと鉄の効率的な吸収 [142] 

などの幅広い生物医学的な効能を持つことから注目されている。キトオリゴ糖

は，酸加水分解や酵素分解などのいくつかの方法によって調製されてきた 

[143, 144]。酵素的調製法は，安全性とプロセスコントロールが容易であること

から，潜在的に産物の価値を高める [145]。これまで，キトサナーゼに加え，

セルラーゼやリパーゼ，プロテアーゼなどの多くの非特異的酵素がキトオリゴ

糖の調製に用いられてきた [145-147]。特に，市販のブタ pepsin 標品は，キト

サナーゼ活性を持つことが報告されてきた [145, 148-150] が，この活性の理由

はよく分かっていない。 

本章では，まず Chia-キチン複合体が，0.1 M 酢酸によって解離することを

検討した。次に，pepsin 標品中のキトサン分解活性の本体を明らかにすること

を目指した。そして，Chia 酵素を用いたキトオリゴ糖の作製について検討し

た。 
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第 2節 実験材料と方法 

ニワトリおよびブタの胃組織からの可溶性タンパク質の調製 

ニワトリの腺胃 (1 g) またはブタの胃 (1 g) を 10 倍量の TS 緩衝液中，プ

ロテアーゼ阻害剤存在下でホモジナイズした。その後 4°C，15,000 g，10 分遠

心し，上清を可溶性タンパク質画分として用いた。 

 

Chia タンパク質のキチンカラムからの溶出の検討 

キチンカラムは 2 mL のキチンビーズをカラムに充填し，TS 緩衝液で平衡

化した。抽出液をカラムに供し，密封後，4°C，1 時間穏やかに攪拌した。TS 

緩衝液で洗浄後，結合したタンパク質は，0.1 M Gly-HCl (pH 2.5)，0.1 M 酢酸 

(pH 2.8)，0.1 M 酢酸 Na (pH 4.0)，0.1 M 酢酸 Na (pH 5.5)，0.1 M ギ酸 (pH 

2.5)，0.1 M クエン酸 (pH 2.5)，0.1 M シュウ酸 (pH 2.5) または 0.1 M プロピ

オン酸 (pH 2.5) によって溶出後，1 M Tris-HCl (pH 7.6) で中和した。 

 

8 M 尿素または 0.1 M 酢酸を用いたキチンカラムからニワトリまたはブタ 

Chia タンパク質の溶出 

Chia 酵素は上述のようにキチンカラムから 8 M 尿素によって溶出した。同

様に，酵素は 0.1 M 酢酸によってキチンカラムから溶出させた。溶出したタン

パク質は，中和後，TS 緩衝液で平衡化した PD10 によって脱塩した。タンパ

ク質濃度は上述と同様に行った。 

 

SDS-PAGE および SYPRO Ruby 染色 

得られたタンパク質画分は SDS-PAGE後，SYPRO Ruby 染色をした。 

 

示差走査蛍光光度解析法 

示差走査蛍光光度 (DSF) による解析は，Niesen らの報告 [151] を参照に，

real-time PCR システム (Mx3005p; Agilent 社) と MxPro ソフトウェア (Agilent 

社) を用いて行った。タンパク質溶液 39 µl と DMSO で 10倍希釈した 

SYPRO Orange (Thermo Fisher Scientific) 1 µl を混合させ，PCR マシンにセット

し，25°C-95°C の間で毎分 1°C ごとに温度スキャンを行った。フィルター構

成は，SYPRO Orange に最適な励起および発光波長 (励起波長 492 nm，発光波

長 610 nm) を設定した。タンパク質の融解温度 (Tm) を示す遷移曲線の変曲点

は，既報に従って推定した [152]。 

 

フーリエ変換赤外分光分析 (FT-IR) 

α-キチンは，水，0.1 M 酢酸 (pH 2.8)，0.1 M Gly-HCl (pH 2.5) または 8 M 
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尿素中でインキュベートした。室温で 24時間の反応後，キチンはろ過，洗

浄，乾燥を行った。緩衝液で処理したキチンは，乾燥した KBr と共に完全に

粉砕してペレットを形成した。FT-IR 解析は FT-IR 分析器 (IRPrestige-21，

Shimazu 社) で行った。  

 

キチナーゼ活性測定 

キチナーゼ活性は 4-NP-(GlcNAc)2 を基質に用いて，第 2章で記載したよう

に測定した。 

 

Chia によるキチンビーズ，コロイダルキチン，結晶性キチンの分解 

キチンビーズ (10 µL) は全量 50 µL 中，精製 Chia (4 mU) 存在下/非存在

下，0.1 M 酢酸 (pH 2.8) または 0.1 M Tris-HCl (pH 7.6) の条件下，37°C，1時

間反応させた。コロイダルキチン，結晶性キチンは全量 50 µL 中，精製 Chia 

(4 mU) と共に，0.1 M Gly-HCl (pH 2.8) または 0.1 M 酢酸 (pH 2.8) 下で反応

させた。生成したキチン断片を FACE 法で解析した。 

 

大腸菌発現ベクターと組換えタンパク質の調製 

ニワトリ Chia の CatD または CBD を Protein A (PA) と V5-His との融合

タンパク質として発現させるため，ニワトリ Chia 発現プラスミド DNA 

(pEZZ18/ PA-Chia) から，オリゴヌクレオチドプライマーを用いてそれぞれ増

幅させた。増幅した DNA は EcoRI と XhoI で切断後，pEZZ18 発現ベクタ

ーへクローニングした。得たプラスミド DNA [pEZZ18/ PA-CatD または 

pEZZ18/ PA-CBD] の全塩基配列はシーケンスで決定した (Eurofins Genomics 

社)。組換え体 PA-Chia, PA-CatD, PA-CBD, PA は第 2章で記載したように調製し

た。 

 

Pepsin 標品 

Sigma-Aldrich 社の pepsin 標品 (製品番号 P7012) および Worthington 社の

精製 pepsin A (2回結晶化済み，LS003319) を最初に使用した。次に，4 社の

pepsin 標品 [Sigma-Aldrich 社 (P7125)，Tokyo Chemical Industry 社 (9001-75-

6)，Promega社 (V1959) および FUJIFILM Wako Pure Chemical 社 (165-18711)] 

も使用した。 

 

Pepsin 標品によるキトサンおよび α-または β-結晶性キチン基質の分解 

キトサン [脱アセチル化度 (DD) 80％，キトサン 100，FUJIFILM Wako Pure 

Chemical 社]，エビの殻由来の α-キチン，イカ由来の β-キチン (Katakura & 
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Co-op Agri Corporation 社からの提供品) を用いた。DD は元素分析によって決

定した (東京薬科大学分析センター) [143]。キトサン，α- または β-結晶性キチ

ン基質 (1 mg/mL) を，McIlvaine 緩衝液中，pepsin 標品 (P7012，Sigma-

Ardrich 社) (0.5 mg/mL) または pepsin A (0.5 mg/mL) を含む全量 50 μL 中，pH 

4.0，37℃，16 時間反応させた。生成されたキチン断片は，FACE 法 [84, 85] 

によって分析した。 

 

Pepsin 標品中のキチナーゼ活性測定 

至適 pH 決定するために， キチナーゼ活性を 4-NP-(GlcNAc)2 を基質とし，

0.1 M Gly-HCl 緩衝液 (pH 1.0-3.0) または McIlvaine 緩衝液 (0.1 M クエン酸, 

0.2 M Na2HPO4; pH 2.0-8.0) 中，37℃ で 30 分間インキュベートすることによ

って評価した。至適温度を決定するために，キチナーゼ活性を 0.1 M Gly-HCl 

緩衝液 (pH 2.0) 中で 30-64℃ の温度範囲で測定した。 

 

SDS-PAGE およびウエスタンブロット 

得られたタンパク質画分を SDS-PAGE，続いて CBB 染色または抗ブタ N 

末端 Chia (ウサギ) [153]，抗マウス C 末端 Chia (ウサギ) [43]，抗ブタ pepsin 

(ロバ) 抗体 (GeneTex 社)，続く抗ウサギ IgG (H+L) 抗体 (Jackson 社) または

抗ヤギ IgG-HRP 抗体 (Jackson 社) を用いたウエスタンブロット法で分析し

た。 

 

Pepsin の活性測定 

Pepsin 標品のタンパク質分解活性は，ウシ血液由来のヘモグロビン (Sigma-

Aldrich 社) を基質として使用して既報に従って測定した [72]。 

 

Pepsin 標品または pepsin A によるキトサン分解 

キトサン基質 (1 mg/mL) は pepsin 標品または pepsin A (0.5 mg/mL) を含む

全量 50 µL 中，McIlvaine 緩衝液 (pH 4.0)，37°C で 16 時間反応させた。生

成したキチン断片は上述と同様に解析した。 

 

Pepsin 標品中から切断型 Chia の検出 

試験した pepsin 標品中のブタ Chia の存在を調べるために，標品 (0.5 μg) 

を trypsin および chymotrypsin (0.5 μg) (Sigma-Aldrich 社) と共に pH 7.6 で 10

分間インキュベートした。インキュベーション後，プロテアーゼインヒビター

(Complete Mini，Roche社) を添加し，上記のようにウエスタンブロット法また

はそのキチン分解活性を測定した。 



96 

 

組換えブタ Chia および短縮ブタ Chia タンパク質の調製 

Protein A (PA) および V5-His との組換え融合タンパク質として，ブタ Chia

の全長触媒ドメイン (CatD) または切断型 CatD を発現させた。pEZZ18/PA-ブ

タ Chia-V5-His は上述のように調製した。目的領域をブタ全長 Chia 発現プラ

スミド DNA  (pEZZ18/pre-PA-ブタ Chia-V5-His) から使用して増幅した。次

に，各増幅 DNA を EcoRI および XhoI で切断し，pEZZ18 発現ベクターに

クローニングした。得られたプラスミド DNA (pEZZ18/PA-CatD, pEZZ18/PA-

CatDΔ21, pEZZ18/PA-CatDΔ46) の全塩基配列をシーケンス (Eurofins Genomics 

社) により確認した。組換え体 PA-Chia, PA-CatD, PA-CatDΔ21, PA-CatDΔ46 を

上述のように調製した。 

 

5 種類の pepsin 標品または精製 pepsin A によるキトサンの分解 

Sigma-Aldrich 社 (P7125) および Tokyo Chemical Industry 社 (9001-75-6) の

標品由来の糖を除去するために，これらの標品をMcIlvaine 緩衝液 (pH 4.0) 

中，37℃ で 16 時間インキュベートした。そして TS 緩衝液で平衡化した PD 

MiniTrap G (GE Healthcare) に供し，その後の分析に使用した。キトサン基質 

(1mg/mL) を，Sigma-Aldrich 社 (P7012 および P7125)，Tokyo Chemical 

Industry 社 (9001-75-6)，Promega 社 (V1959) または FUJIFILM Wako Pure 

Chemical 社 (165-18711) からの 5 つの pepsin 標品 (各 0.5mg/mL) ならびに

精製 pepsin A (0.5mg/mL) を含有する 50 µL の容量をMcIlvaine 緩衝液 (pH 

4.0) 中 37℃で 16時間インキュベートした。生成したキチン断片を FACE 法で

分析した。 

 

Chia，切断型 Chia，pepsin 標品による DDの異なるキトサンの分解 

DD が 69%, 73%, 84% および 95％ ブロック型キトサンは，Funakoshi 社か

らの提供品であった。完全長または切断型 Chia，PA-Chia，PA-CatD または 

pepsin 調製物 (4 μU) を，キトサン基質 (1mg/mL) を含む 50 µL の容量でイン

キュベートした。生成したキチン断片を FACE 法で解析した。 

 

統計解析 

第 2章と同様に行った。 
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第 3節 結果 

 

1. 酢酸による Chia の精製 

0.1 M 酢酸によるニワトリ Chia-キチン複合体の解離 

ニワトリの胃抽出液をキチンビーズカラムに供し，Chia を，いくつかの溶出

条件下で精製した。8 M 尿素によって，酵素は単一のピークで溶出された (図

6-1A)。この溶出画分を，SDS-PAGE および SYPRO Ruby 染色によって解析し

た。タンパク質画分の SDS-PAGE 解析で，それぞれ 54 および 57 kDaの，一

つの主要なバンドと，もう一つのマイナーバンドが認められ (図 6-1B)，これら

は，以前の報告と一致していた [99]。 

次に，Chia-キチン複合体が，0.1 M Gly-HCl (pH 2.5) または 0.1 M 酢酸 (pH 

2.8) によって解離するかどうかを検討した。Chia は 0.1 M 酢酸 (pH 2.8) で溶

出されたが，0.1 M Gly-HCl (pH 2.5) では溶出されなかった (図 6-1B, C)。0.1 M 

酢酸で処理したカラムは，さらに 0.5 M 酢酸で溶出した。しかし，さらなるタ

ンパク質は検出されなかった (図 6-1B, C)。これらのことから，0.1 M 酢酸 

(pH 2.8) が，キチンカラムから Chia を完全に解離するのに十分であることが

示された。これらの結果は，キチンカラムからの Chia の溶出が，酸変性では

なく，酢酸による競合である可能性を示唆した。 

Chia がキチンカラムから溶出することが，GlcNAc と酢酸イオンの競合によ

ると推測した。この可能性を検証するため，pH 4.0 および 5.5 の 0.1 M 酢酸 

Na による溶出を試みた。図 6-1B, D に示すように，タンパク質は 0.1 M 酢酸 

Na では溶出されなかった。これに対し，Chia は，そのキチンカラムから，pH 

2.8 の 0.1 M 酢酸で溶出された。これらの結果は，GlcNAc が，酢酸イオンで

はなく，酢酸と競合することによって，Chia が溶出されることを示唆した。 
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図 6-1. 0.1 M 酢酸によるニワトリ Chia-キチンの特異的解離 

(A) 8M尿素によるキチンカラムからのニワトリ Chia の溶出プロファイル。ニ

ワトリ腺胃の可溶性画分をカラムに供した。キチンカラムに結合した Chia 

は，8 M 尿素で溶出された。(B) タンパク質画分の SDS-PAGE 分析。矢印は 

Chia タンパク質の位置を示した。(C) 0.1 M Gly-HCl (pH 2.5) または 0.1 M 酢酸 

(pH 2.8) を用いたキチンカラムから Chia の溶出プロファイル。カラムをさら

に 0.5 M 酢酸で溶出した。(D) 0.1 M 酢酸 Na (pH 4.0 または pH 5.5) による結

合 Chia の溶出。結合した Chia は最終的に 0.1 M 酢酸 (pH 2.8) によってキチ

ンカラムから溶出された。 
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キチンカラムから溶出したニワトリ Chia の評価 

酢酸による Chia-キチン複合体の解離のメカニズムを，酵素およびキチンの

構造変化の観点から検討した (図 6-2A, B)。タンパク質の安定性の変化に依存

したタンパク質の融解温度 (Tm) をモニターするため，示差走査蛍光定量法 

(DSF) [154] 解析を行った。熱転移の数値である Tm は，0.1 M Gly-HCl (pH 

2.5), 0.1 M 酢酸 (pH 2.8), 0.1 M 酢酸 Na (pH 4.0 または pH 5.5) の存在下で

は，それぞれ，70.9，76.7，80.0，74.1°C であった。これに対し，4 M 尿素

は，タンパク質の安定性を減少させ，Tm は 56.5℃ であった (図 6-2A)。これ

らの結果は，Chia が，Gly-HCl および酢酸 Na と同様に，酢酸によっても変

性しないことを示した。 

 次に，緩衝液で処理したキチンの変化をフーリエ変換赤外分光法 (FT-IR) に

よって分析した。Gly-HCl，酢酸または尿素で処理された α-キチンのスペクト

ルバンドは，水で処理されたキチンのスペクトルバンドと同様であった（図 6-

2B）。4 つの赤外スペクトルは，キチン分子の特徴的なバンドを示した：OH伸

縮 (3450 cm-1)，NH伸縮 (3270 cm-1)，アミド I (1654および 1624 cm-1)，および

アミド II (1560 cm-1) [3]。従って，これらのスペクトルは，酢酸，Gly-HCl なら

びに尿素がキチンの構造を変化させないことを示している。 

さらに Chia-キチン複合体の酢酸による解離のメカニズムを検討するため，

酢酸と似た官能基をもつ有機酸である，ギ酸，シュウ酸，クエン酸，プロピオ

ン酸を用いて，キチンカラムからの Chia の溶出を試みた。ギ酸とクエン酸は

タンパク質が溶出されなかったが，Chia は，シュウ酸とプロピオン酸によって

わずかに溶出された (図 6-2C, D)。しかし，酢酸は，これら二つの有機酸より

も，カラムから Chia を溶出させるのに優れていた (図 6-2C, D)。 
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図 6-2. Gly-HCl 緩衝液，酢酸，酢酸 Na，尿素の影響による Chia-キチン解

離の評価，および酵素とキチン構造に対するそれらの影響 

(A) 0.1 M Gly-HCl，0.1 M 酢酸，0.1 M 酢酸 Na (pH 4.0 あるいは pH 5.5) およ

び 4 M 尿素の存在下での Chia の DSF 分析結果。(B) 水 (なし)，酢酸 

(AcOH)，Gly-HCl および尿素で処理した後のキチンの FT-IR スペクトル。(C) 

0.1 M ギ酸 (pH 2.5)，0.1 M クエン酸 (pH 2.5)，0.1 M シュウ酸 (pH 2.5)，0.1 

M プロピオン酸 (pH 2.5)，または 0.1 M 酢酸 (pH2.8) によるキチンカラムか

らの Chia の溶出プロファイル。(D) タンパク質画分の SDS-PAGE 分析。矢

印は Chiaタンパク質の位置を示した。 
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酢酸のニワトリ Chia によるキチン分解への影響 

人工基質および天然基質を用いて，Chia によるキチン分解反応における，酢

酸とキチンの競合を検討した。初めに，4-NP-(GlcNAc)2 とニワトリ Chia を，

pH 2.8 の 0.1 M Gly-HCl または 0.1 M 酢酸溶液中で反応させた。キチナーゼ

活性は，0.1 M 酢酸溶液中の方が，0.1 M Gly-HCl 中よりもわずかに低かった 

(図 6-3A)。 

同様に，キチンにおける酢酸の影響を解析した。キチンビーズを，Chia 存在

または非存在下で，0.1 M 酢酸 (pH 2.8) または 0.1 M Tris-HCl (pH 7.6) で反応

させた。反応中にキチンビーズから生成した単糖またはオリゴ糖を，FACE 法

によって解析した。ニワトリ Chia によって, キチンビーズのキチンは， 

GlcNAc 二量体と，GlcNAc オリゴ糖へと分解されたが，Chia 非存在下の反応

溶液中では，特異的なバンドは見られなかった (図 6-3B)。これらの結果から，

キチンは 0.1 M 酢酸 (pH 2.8) または 0.1 M Tris-HCl (pH 7.6) の溶液中では加

水分解されず，両 pH 条件下で Chia によって分解されることが分かった (図

6-3B)。また，これらの結果は，キチンカラムから Chia が溶出されるのは，酵

素の酸変性ではなく，酢酸との競合によって起こる可能性を示唆した。 

天然キチン基質の分解における酢酸の影響を解析するために，コロイダルお

よび結晶性キチンを，0.1 M Gly-HCl (pH 2.8) または 0.1 M 酢酸 (pH 2.8) 下

で，Chia と反応した。人工基質とは対照的に，天然キチン基質では，緩衝液間

に大きな差は見られなかった。Chia は両基質を分解し，主に (GlcNAc)2 を同

程度の割合で生成した (図 6-3C, D)。これらの結果は，酢酸は，Chia-キチン複

合体を解離させるが，その加水分解活を阻害しないことを示唆した。 
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図 6-3. キチン分解に対する酢酸の影響 

(A) 0.1 M Gly-HCl (pH 2.8) または 0.1 M 酢酸 (pH 2.8) 中の Chia のキチン分解

活性は，4-NP-(GlcNAc)2 を用いて分析した。** p <0.01。P 値は，Student’s-t 検

定を使用して決定した。(B) 0.1 M 酢酸 (pH 2.8) または 0.1 M Tris-HCl (pH 7.6) 

条件下での精製ニワトリ Chia によるキチンビーズの分解。生成したオリゴ糖

を FACE 法で分析した。矢印は，(GlcNAc)2, (GlcNAc)3, (GlcNAc)4, (GlcNAc)5 

の位置を示す。0.1 M Gly-HCl または 0.1 M 酢酸 (pH 2.8) 条件下での (C) コ

ロイダルキチンまたは (D) 結晶性キチンとニワトリ Chia との反応後に生成さ

れた産物を FACE 法で分析した。矢印は (GlcNAc)2 の位置を示す。 
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ニワトリ Chia の CatD および CBD のキチンカラム結合性 

ニワトリ Chia の触媒ドメイン (CatD) またはキチン結合ドメイン (CBD) 

の，キチンカラムへの親和性を決めるため，全長 Chia, CatD, CBD を

Staphylococcus aureus の Protein A の切断型と V5-His tag よりなる融合タンパ

ク質として，大腸菌で発現させた。これらの組換えタンパク質の構造の模式図

を図 6-4A に示した。 

組換えタンパク質が，キチンを認識し，結合するかどうかを明らかにするた

め，キチンビーズカラムを用いた結合実験を行った。実験材料と方法に記載し

たように，Protein A-Chia-V5-His (PA-Chia), Protein A-CatD-V5-His (PA-CatD), 

Protein A-CBD-V5-His (PA-CBD), Protein A-V5-His (PA) を pH 7.6 の条件下で混

合し，カラムに供した。キチンに結合するタンパク質は，8 M 尿素でカラムか

ら溶出した (図 6-4B, 上パネル)。PA-Chia, PA-CatD, PA-CBD はキチンカラムに

結合し，PA のみが素通り画分で検出された (図 6-4B, 上パネル)。これらの結

果は，マウス Chia での結果と一致していた [44]。 

次に，PA-Chia, PA-CatD, PA-CBD におけるキチン親和性の違いを検討した。

図 6-4B に示すように，PA-CBD は 25 mM 酢酸で溶出されたが，PA-Chia と 

PA-CatD は 50 mM 酢酸によって溶出した (図 6-4B, 下パネル)。これらの結果

は，Chia の CatD が，CBD よりもキチンカラムに親和性をもつことを示し

た。 
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図 6-4. 組換えニワトリの全長 Chia とその CatD および CBD の結合は酢酸

によって解離する 

(A) 組換えニワトリ Chia 融合タンパク質の模式図。(B) V5 抗体を用いた組換

えタンパク質のウエスタンブロット分析。上パネル, 組換えタンパク質の混合

物を単一のキチンカラムにロードした。結合したタンパク質を 8 M 尿素でカ

ラムから溶出した。下パネル, 組換えタンパク質のウエスタンブロット分析。

結合したタンパク質は，25，50，75，および 100 mM 酢酸でカラムから溶出し

た (段階的溶出)。矢印は，各融合タンパク質の泳動位置を示した。 
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キチンカラムと酢酸を用いた胃組織からブタ Chia の精製 

最後に，上記の方法を適用し，ブタの胃組織から Chia を調製した。ニワト

リ Chia と同様に (図 6-1)，ブタ Chia は，キチンカラムから 0.1 M 酢酸によ

って，54 kDa の単一のバンドで溶出され (図 6-5A, B)，これは，キチンカラム

と 8 M 尿素を用いた以前の報告と一致した [100]。 

ブタの酢酸-Chia と 8 M 尿素-Chia のキチナーゼ活性を比較するために，高

分子キチンを分解し，産物を FACE で解析した。pH 2.0 および 7.6 下で，コ

ロイダルキチンから (GlcNAc)2 を検出し，ブタ Chia が，酸だけでなく，中性

条件下でも機能することを示した (図 6-5C)。 
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図 6-5. 天然型 Chia は，キチンカラムと酢酸を使用してブタの胃組織から精

製できる 

ブタの胃の可溶性画分をカラムに供した。結合した Chia は，図 6-1 に示すよ

うに，カラムから溶出された。(A) キチンカラムからのブタ Chia の溶出プロ

ファイル。(B) タンパク質画分の SDS-PAGE 分析。矢印は Chia タンパク質の

位置を示した。(C) 酢酸-Chia と 8 M 尿素-Chia の間のキチン分解特性の比較。

コロイダルキチンおよび結晶性のキチン基質を Chia で消化し，得られた生成

物を FACE 法で分析した。矢印は (GlcNAc)2 の位置を示した。(D) キチナー

ゼ阻害剤アロサミジン (PDB ID：1HKK，球棒モデル) を重ね合わせたキチナ

ーゼ (PDB ID：3N12) の複合表面の模式図。3N12 (ピンク) と 4NZC (緑) の酢

酸分子は，ファンデルワールス半径で示されている。 
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2．Chia によるキチンオリゴ糖の作製 

Pepsin 標品によるキトサンの分解 

市販のブタ pepsin 標品は，キトサンをキトオリゴ糖に分解することが示さ

れている [145, 148-150]。これらの結果は，pepsin がキトサン分解活性を有し

得ることを示唆している。しかし，これは pepsin がプロテアーゼ活性とキチ

ナーゼ活性を有することを示すため，pepsin 標品によるキトサン分解メカニズ

ムを詳細に検討した。 

Pepsin 標品中のキトサン分解活性を評価するために，キトサン (脱アセチル

化度，DD 80%)，ならびに α- または β-結晶性キチン (それぞれ DD 2%，

10%) を pepsin 標品 (P7012，Sigma-Aldrich 社) または精製 pepsin A 

(Worthington 社) を pH 2.0 または pH 4.0 条件下で作用させた。 

Pepsin 標品はキトサンを分解し，(GlcNAc)6 よりも長いキトオリゴ糖を生成

した (図 7-1A)。予想外にも，pepsin は α-キチンを分解して (GlcNAc)2 を生成

した (図 7-1A)。さらに，pepsin 標品は，β-キチンを分解し，(GlcNAc)2 および 

(GlcNAc)3-6 を生成した (図 7-1A)。いずれの場合も，pH 2.0 と 4.0 の間で分解

生成物パターンに有意差はなかった。 

一方，精製 pepsin A はいずれの基質もほとんど分解しなかった (図 7-1B)。

これらの結果は，pepsin 標品がキトサン分解活性とキチン分解活性を有し得る

ことを示していた。さらに，この結果は，pepsin 標品中のこれらの分解活性

が，pepsin 分子によるものではなく，他の分子に起因する可能性を示唆してい

た。 

次に，4NP-(GlcNAc)2 を用いて pepsin 標品中に観察されたキチン分解活性の

性質を明らかにした。Pepsin 標品中のキチン分解活性は，0.1 M Gly-HCl (pH 

1.0-3.0) または McIlvaine (pH 2.0-8.0) 緩衝液中で，異なる pH で検討した。最

も高いキチナーゼ活性は 0.1 M Gly-HCl (pH 2.0) で検出された。McIlvaine 緩衝

液では，pH 2.0と pH 4.0 に活性のピークを持ち，pH 2.0-5.0 で高い酵素活性が

観察された (図 7-1C)。2 つの至適 pH が認められたことは，ブタ Chia のキ

チン分解活性の特徴として第 2章に示した結果と一致していた [100]。 

酵素活性に対する温度の影響を，同じ基質を用いて 30 分間，0.1 M Gly-HCl 

(pH 2.0)，および 30-64℃ の範囲で検討した。Pepsin 標品中の触媒反応は，温

度の上昇と共に徐々に増加し，58℃ で最大レベルに達し，その後急激に低下

した (図 7-1D)。これらの性質は，第 2章で示したブタ Chia に見られるプロフ

ァイルと一致した [100]。 
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図 7-1. Pepsin 標品はキトサン分解活性とキチン分解活性を持つ 

80% DD キトサン，α- または β-キチンを (A) pepsin 標品 (P7012) または (B) 

Pep A と共に pH 2.0 または pH 4.0 下で反応後，分解産物を FACE 法で解析

した。Pepsin 標品中のキチナーゼ活性の (C) 至適 pH または (D) 至適温度は 

4-NP-(GlcNAc)2 を用いて測定した。 
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Pepsin 標品中のプロテアーゼ耐性の切断型ブタ Chia の検出 

第 2章で示したように，ブタ Chia は胃で高く発現され，そして pepsin に

対して抵抗性を持ち，pH 2.0-4.0 および 58℃ において最も高い活性を有する

[100]。このことから，pepsin 標品中のキトサナーゼ活性が，残存する Chia に

起因すると推定した。この仮定を検証するために，pepsin 標品を trypsin およ

び chymotrypsin と共に pH 7.6 で 10 分間インキュベートし，SDS-PAGE，続

いて CBB 染色またはウエスタンブロットにより分析した。予想通り，pepsin 

はこの処理で分解された (図 7-2A, B)。これに対し，Chia への免疫反応性は，

trypsin と chymotrypsin 処理後も検出可能であった (図 7-2C)。Pepsin 標品中の

キチナーゼ活性をさらに明らかにするため，pepsin 標品を，Chia の N 末端に

対する抗体を用いてウエスタンブロットに供し，Chia の存在を検討した (図 7-

2C, レーン 1)。 

Trypsin と chymotrypsin 処理の影響を調べるため，pepsin 標品中のタンパク

質分解活性およびキチン分解活性を pH 2.0 で測定した。両方の活性が処理前

の pepsin 標品で検出されたが，処理後にはキチン分解活性のみが残った (図

7-2D)。これらの結果は，pepsin 標品中のキトサナーゼ活性が切断型ブタ Chia 

に起因することを示唆していた。 
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図 7-2. 切断されたブタ Chia の検出とそのキチン分解活性 

ブタ pepsin 標品 [P7012 (Pep)] は trypsin/chymotrypsin (T/C) と共に，pH 7.6 

で 37℃ で 10 分間反応した。(A) CBB 染色による全タンパク質の解析，(B) 

ブタ pepsin 抗体または (C) ブタ N 末 Chia 抗体を用いたウエスタンブロッ

ト。特定のバンド (矢印で表示) は，trypsin/chymotrypsin と抗体の交差反応で

ある可能性を示す。(D) pepsin 標品中における trypsin/chymotrypsin 処理の有無

におけるキチナーゼ活性は pH 2.0 で測定した。 
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キトサンの分解効率は，ブタの pepsin 標品によって異なる 

Pepsin 標品中の切断型ブタ Chia のキチン分解活性をより詳細に評価するた

め，5 つのブタ pepsin 標品；Sigma-Aldrich 社の [P7012 (S1) および P7125 

(S2)]，Tokyo Chemical Industry 社 (T)，Promega 社 (P)，FUJIFILM-Wako Pure 

Chemical 社 (F) と，Worthington (W) 社の精製ブタ pepsin Aを用い，基質に 

4-NP-(GlcNAc)2 を用いてキチナーゼ活性を測定した (図 7-3A)。高いキチン分

解活性が S1，S2 および T の調製物において観察された (図 7-3A)。他方，他

の 2 つの標品 (P および F) からわずかな活性が検出され，精製 pepsin A か

らはキチナーゼ活性は検出されなかった (図 7-3A)。 

次に，5 つの pepsin 標品および精製 pepsin A を trypsin と chymotrypsin で

処理し，SDS-PAGE後，ブタ pepsin またはブタ Chia 抗体を用いたウエスタ

ンブロットで分析した (図 7-3B)。Pepsin への免疫反応性は，trypsin と 

chymotrypsin 処理で失われた (図 7-3B)。他方，プロテアーゼ処理の有無にかか

わらず，S1，S2 および T の pepsin 標品において，45 および 40 kDa の 

Chia に対する免疫反応性は認められた (図 7-3B)。 

5 つのブタ pepsin 標品または精製ブタ pepsin A を，0.5 mg/mLのキトサン 

(DD 80%) と共に，pH 4.0 でインキュベートし，分解生成物を FACE 法 [84, 

85] によって分析した。S2 および T の標品から FACE 陽性のオリゴ糖が検

出されたため，実験方法に記載のように，これらの pepsin 標品の前処理を行

い，オリゴ糖を除去した。 

S1，S2，T および F の標品は，キトサンを分解し，(GlcNAc)6 よりも長鎖

のキトオリゴ糖を生成した (図 7-3C)。他方，P および W の標品はここで用い

た基質を分解しなかった (図 7-3C)。以上の結果は，各 pepsin 標品のキチン分

解/キトサン分解活性は，切断型ブタ Chia の存在に応じて変動したことを示唆

した。 
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図 7-3. 6種類のブタ pepsin 標品におけるキチン分解活性およびキトサン分

解活性 

(A) 5つのブタ pepsin 標品 [P7012 (S1)，P7125 (S2)，T，P，F] あるいは Pep A

のキチナーゼ活性の検出。(B) ブタ pepsin 抗体 (上) およびブタ N 末 Chia 

抗体 (下) を用いたウエスタンブロット。(C) 80% DD キトサンを 5つの pepsin 

標品と Pep A により，pH 4.0 条件下で反応し，生成した産物を FACE 法で解

析した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



113 

 

ブタ Chia は，pepsin によって生理的に切断型 Chia へと短縮される 

Chiaは，触媒ドメイン (CatD) とキチン結合ドメイン (CBD) からなる 50 

kDa のタンパク質である [44, 155]。マウスおよびニワトリの CatD は，キチ

ン分解活性およびキチン結合活性を示す。CatD がブタの胃の条件下で生成さ

れ得るかどうかを調べるため，精製ブタ Chia を精製 pepsin A と共に 1:20 の

比 (胃における Chia と pepsin A の mRNA レベルの発現比 [100, 155]) でイン

キュベートした。pH 2.0, 37℃ の条件下，最大 6 時間のインキュベーションを

行った。 

N 末端ブタ Chia 抗体を用いたウエスタンブロットによって，1 時間のイン

キュベーション後，直ちに全長 Chia (52 kDa) は，40 および 45 kDa のバンド

になったことが示された。6 時間のインキュベート後，全長 Chia タンパク質

は検出されなくなった (図 7-4A)。マウス Chia の C 末端抗体は，全長タンパ

ク質のみを検出し，インキュベーション時間の増加と共にシグナルが減少した

ことを示した (図 7-4B)。これらの結果は，40 および 45 kDa のバンドは，そ

れぞれ，短縮型 CatD と CatDであり，ともに pepsin 耐性を示したが，CBD 

は pepsin A によって完全に分解されたことを示す。 

切断型 Chia は trypsin と chymotrypsin 消化に対しても安定であった。Chia 

を pepsin A と共に pH 2.0 で 6 時間インキュベートし，続いて trypsin と 

chymotrypsin と共に pH 7.6 の条件下で 10 分間インキュベートした。切断型 

Chia は Chia の N 末端領域抗体によって検出され (図 7-3A，B)，全長 Chia 

に匹敵するキチン分解活性を有していた (図 7-4C)。 

Pepsin 標品中の Chia 免疫反応性は，C 末端切断型のブタ Chia とサイズが

類似していた (図 7-4D)。これらの結果は，ブタ Chia が C 末端で pepsin に

より切断されたことを示している。CatD タンパク質は依然として優れたプロ

テアーゼ耐性を有し，pepsin 標品中でキチン分解活性を有していた (図 7-

4C)。 

以前 Fu らはブタ pepsin 標品から分子量 40-47 kDa のキトサナーゼのバリ

アントを 3 種を精製できたことを報告した [148]。本研究で，pepsin 標品中で 

Chia 抗体によって検出されたタンパク質が，C 末側が切断されたブタ Chia 

のサイズと一致したことを示した (図 7-4D)。さらに，この切断型 Chia はプロ

テアーゼ耐性を持ち，pepsin 標品中でキチナーゼ活性を保持していた (図 7-

4C)。これらの結果から，pepsin 標品から単離されたキトサナーゼバリアント

は，Chia の切断型である可能性が示唆された。 
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図 7-4. ブタ Chia は pepsin によって生理的に切断される 

ブタの胃組織から精製した Chia タンパク質は，Pep A とともに，pH 2.0，

37°C で 0，1，3，6 時間反応させた。6時間の反応後，サンプルは

trypsin/chymotrypsin (T/C) と共にさらに pH 7.6 で 10 分間処理した。(A) ブタ

Chia N末抗体または (B) マウス Chia C 末抗体を用いたウエスタンブロット。

(C) trypsin/chymotrypsin 処理の有無における Chia のキチナーゼ活性への影響

は pH 2.0 で測定した。(D) ブタ Chia N末抗体を用いたウエスタンブロット。 
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切断型 Chia の特徴 

切断型ブタ Chia のサイズとキチンおよびキトサンに対する分解活性との関

係を調べた。ExPASy Peptide Cutter によるブタ Chia の pepsin 切断部位の予測

に従って，組換え切断型ブタ Chia タンパク質を作製した (図 7-5A)。CatD 

(pEZZ18/PA/-CatD) または切断型の CatD (pEZZ18/PA-CatDΔ21)，(pEZZ18/PA-

CatDΔ46) を構築した。これらは，それぞれ図 7-4A および D において検出さ

れた 40 および 45 kDa のバンドに対応した。 

全長 Chia，CatD，CatDΔ21 および CatDΔ46 を，大腸菌中で Protein A (PA)

および V5-His (図 7-5A) との組換え融合タンパク質として発現させ，そして実

験材料および方法に記載の通りに精製した。組換えタンパク質を最初に α-キチ

ンとインキュベートし，分解産物を FACE 法で分析した。全長 Chia，CatD 

および CatDΔ21 は α-キチンを分解し，(GlcNAc)2 を生成した (図 7-5B)。結晶

性 β-キチンに関しては，全長 Chia，CatD および CatDΔ21 は分解し，

(GlcNAc)2 および (GlcNAc)3-6 を生成した (図 7-5C)。また，全長 Chia，CatD 

および CatDΔ21 はキトサンを分解し，(GlcNAc)>6 のキトオリゴ糖を生成した 

(図 7-5D)。CatDΔ46 はいずれの基質にも影響を及ぼさなかった。これらの結果

は，Chia における CBD の欠如はキチンおよびキトサン基質に対するキチン

分解特異性に影響を及ぼさなかったが，CatD の C 末端からの 46 アミノ酸の

さらなる欠失はキチン分解活性の喪失を引き起こすことを示している。 
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図 7-5. Chiaの完全長とその切断型は，同等のキチンおよびキトサン分解能力

を持つ 

(A) 完全長 Chia またはその切断型の Protein A と V5-His との融合タンパク

質の模式図 (上) および V5 抗体を用いた組換えタンパク質のウエスタンブロ

ット解析 (下)。(B) α-キチン，(C) β-キチン，(D) キトサンを上記タンパク質と

作用させた後，分解産物を FACE 法で解析した。 
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ブタ Chia，切断型 Chia，pepsin 標品は同等のキトオリゴ糖を生成する 

組換えまたは天然の Chia タンパク質によるキトサンからの分解産物を

pepsin 標品と比較した。DD が異なるいくつかのキトサン基質 (DD 69%，

73%，84% および 95 %) を，ブタ Chia，その切断型 Chia，PA-Chia，PA-CatD

または pepsin 標品と共にインキュベートし，上述と同様に FACE 法で分析し

た。 

DD 69%, 73%, 84% キトサンは，(GlcNAc)~20 まで分解された。分解産物のパ

ターンは，すべての酵素で一致していた (図 7-6)。分解効率はキトサンの DD 

が増加するにつれて減少し，DD 95% に対する分解性はほとんど見られなかっ

た (図 7-6)。これらの結果から，pepsin 標品のキトサン分解活性は，キトサン

を分解することができる切断型 Chia のキチナーゼ活性によるものであること

が示唆された。 

また，DD 69-84% キトサンから，(GlcNAc)1-6 標準物質とは異なる移動度の

分解産物が検出され，GlcNAc と GlcN を含むヘテロなキトオリゴ糖が存在す

ることが示唆された。そこで，DD 69% キトサンとブタ Chia または pepsin 

標品との反応後の産物を，(GlcN)1-6 標準物質とともに，FACE 法によって解析

した (図 7-7)。(GlcN)1-6 と完全に一致する産物が見られなかったこと， 

(GlcN)1-6 にのみ二重のバンドが見られることから，DD 69% キトサンの分解で

得られた産物は，ヘテロなキトオリゴ糖であることが示唆された。 

さらにブタ Chia と pepsin 標品のキトサンに対する分解活性を検討するた

め，(GlcNAc)5，(GlcN)5 および (GlcN)6 に作用させた。GlcN 基質はいずれも

分解されなかったが，(GlcNAc)5 は完全に (GlcNAc)2 と GlcNAc モノマーへ

と分解された (図 7-8)。これらの結果から，ブタ Chia および pepsin 標品のキ

トサン分解活性は GlcN-GlcN 結合への作用が無いことから，キトサナーゼ活

性ではなく，キチナーゼ活性が関係していることが分かった。 
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図 7-6. Chiaの完全長とその切断型および pepsin 標品は，同等のキトオリゴ

糖を生成する 

様々な DDのキトサン [(A) 69%，(B) 73%，(C) 84% および (D) 95%] は，完

全長 Chia (Chia)，切断型 Chia (CatD)，PA-Chia，PA-CatD または pepsin 標品 

(Pep) と共に，pH 4.0 で反応させ，分解産物は FACE 法によって解析した。 
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図 7-7.  DD 69% キトサンの分解産物の解析 

DD 69% キトサンと (A) ブタ Chia または (B) pepsin 標品を，pH 4.0，16 時

間反応させ，分解産物を FACE 法によって解析した。(GlcN)1-6 (左端) および 

(GlcNAc)1-6  (右端) を標準物質として用いた。グルコサミン (GlcN, Tokyo 

Chemical Industry 社) および GlcN オリゴ糖 [(GlcN)2-6, Seikagaku Corporation] 

を GlcN オリゴ糖マーカーとして用いた。 
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図 7-8.  (GlcN)5 および (GlcN)6 を用いたブタ Chia および pepsin 標品中の

キトサン分解活性の検討 

200 µM の (GlcNAc)5, (GlcN)5 または (GlcN)6 は (A) ブタ Chia または (B) 

pepsin 標品とともに，pH 4.0，16 時間反応させた。分解産物を FACE 法によ

って解析した。 
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第 4節 考察 

本章で，キチンカラムと酢酸を用いた，天然の Chia の精製に適した方法を

示した。一方で，Chia-キチン結合が，酸変性ではなく，キチンと酢酸の競合に

よって解離するという，新規の概念を提示した。酢酸-Chia は，農学や医学的

に有望な応用性を有する。 

以前の報告では，組換え Chia タンパク質 (Protein A-mouse Chia-V5-His) 

を，IgG セファロースから 0.1 M Gly-HCl (pH 2.5)，Ni セファロースカラムか

ら変性を起こす 8 M 尿素によって溶出できることが示されている [42, 44, 99, 

100]。本章では，同様の緩衝液を，キチンカラムから天然 Chia を調製するた

めに用いた。Chia は，キチンカラムから 8 M 尿素によって効率的に溶出する

が，Gly-HCl (pH 2.5) では溶出しなったことから，Chia はこの緩衝液では変性

せず，キチンカラムに残っていることを示唆した。 

キチン－キチナーゼの相互作用は，様々な生物のキチナーゼの精製に用いら

れてきた [131]。それらの中には，キチナーゼが不可逆的にキチン基質に結合

し，非変性条件下では溶出しない場合もある。実際に，Chit1 の CBD ドメイ

ンは，キチンビーズから溶出するために，1% SDS または 50% アセトニトリ

ルのような，厳しい条件を必要とする [156]。これに対し，いくつかのキチナ

ーゼは，キチンカラムから，酢酸や酢酸 Na によって溶出できることが示され

てきた。しかし，その溶出メカニズムを検討した例は見当たらない。多様な 

pH の酢酸緩衝液が，キチンカラムからキチナーゼの溶出に用いられてきた 

[132-136, 157]。本研究では初めに 0.1 M Gly-HCl (pH 2.5) あるいは酢酸 (pH 

2.8) と酢酸 Na (pH 4.0 と 5.5) を Chia の溶出に用いた。Gly-HCl と 酢酸 Na 

は効果が無かったが，Chia は，0.1 M 酢酸によってキチンカラムから溶出され

た。また，酢酸と類似の構造を持っているシュウ酸とプロピオン酸は，Chia を

キチンカラムから溶出したが，酢酸と比べると，溶出の効率性が低かった。こ

れらの結果は，Chia とキチンとの相互作用が，酢酸のカルボキシル基またはメ

チル基によって特に影響され，キチン-酢酸の競合を示唆した。 

Chia と Chit1 は，細菌キチナーゼと配列相同性を示し，GH18 ファミリー

に属している [33, 35, 156]。Chia 全体の結晶構造は明らかになっていないが，

本研究結果は，関連した GH18 酵素に適応することができる。図 6-5D に示す

ように，いくつかのキチナーゼの結晶構造中で，基質の結合サイトが，酢酸分

子によって占有されている可能性が示唆された [158-160]。したがって，酢酸

分子がこの位置に収容できる可能性があり，キチンと Chia の結合に干渉しう

ることが示唆された。 

8 M 尿素により調製したニワトリとブタの Chia は，酸安定性とプロテアー

ゼ耐性をもち，キチンを，GIT 条件下で (GlcNAc)2 に分解することができる 
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[99, 100]。Chia は，調製時に尿素によって変性するにも関わらず，脱塩後，依

然として優れたキチン分解性を保持していた (尿素-Chia)。酢酸によって調製し

た天然 Chia 酵素 (酢酸-Chia) もまた，尿素-Chia と類似のキチナーゼ活性を

示した (図 6-5C)。このことは，Chia が，強酸，プロテアーゼ，変性剤に対し

て，並外れた安定性をもつことを意味する。このように，酢酸は，キチンカラ

ムを用いた天然 Chia 酵素の調製のための代替的な精製法として利用できる。 

食品加工産業において，ニワトリ由来の卵白リゾチームは，その抗菌活性を

利用した天然の保存剤として用いられている [161]。第 2章において，ニワト

リとブタ Chia 酵素が，GIT 条件下でキチン含有生物を分解し得ることを示し

た [99, 100]。さらに，Chia mRNA の発現レベルが，ウシ (草食性) とイヌ (肉

食性) の胃では，マウス，ブタ，ニワトリ (雑食性) と比べて著しく低いこと

を示した。このように，酢酸- および尿素-Chia は，キチン含有生物の消化性

を向上させ，ウシやイヌなどの草食性，肉食性動物から，キチン過剰摂取によ

る弊害を防ぐことのできる，理想的な添加物である。 

最近，Chia は生物医学的な利用のための分子として注目されている。Chia

欠損マウスでは，環境中のキチンポリマーが肺気道に蓄積し，肺線維症サイト

カインの発現が誘導される [63]。これらのマウスは，自然発生的に肺線維症に

なり，それは，遺伝的あるいは治療による肺におけるキチナーゼ活性の復活に

よって緩和される。しかし，ヒト CHIA の発現および活性レベルは，マウスと

比較して極めて低い [53-57]。さらに，Chia の mRNA とタンパク質レベル

は，特定の病態で低下することが知られている [53-57]。ブタは，解剖学的，

消化システム，代謝などのいくつかの点において，ヒトと類似しており，生

物・医学領域において一般的なモデル動物である。さらに，ブタの酵素はヒト

の疾患において補充療法に用いられている。例えば，ブタインシュリンは，ヒ

ト糖尿病の治療に用いられてきた [162]。このような Chia mRNA あるいはタ

ンパク質が減少する疾患は，日常的に人間に食されているブタ (やニワトリ) 

由来の Chia タンパク質を，酵素補充治療として用いることで部分的に改善さ

れるかもしれない。精製した天然酵素は，タグ付けされた組換えタンパク質の

ように，人工的な配列を持っていない。このように，酢酸- および尿素-Chia 

酵素は，有望な治療用酵素としての潜在性を有している。 

また，本章では，酢酸-Chia 酵素が，様々な生理活性を有するキトオリゴ糖

の製造に利用できることを示した。キトサナーゼ活性が報告されてきた pepsin 

標品から，キトサン分解活性を示す切断型 Chia を検出した。さらに，全長ま

たは切断型，天然または組換え型の Chia タンパク質は，キトサン基質を分解

し，pepsin 標品によって得られたものと同様の分子量を有するキトオリゴ糖を

生成した。これらの結果から，pepsin 標品中のキトサン分解活性の本体がブタ 
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Chia の切断型であることを示した。 

組換え体マウス CatD の機能特性は，その完全長 Chia と同等である [44]。

精製 pepsin との反応によって得られた天然型ブタ CatD は，その完全長酵素

と，キチンとキトサンに対して同等の分解活性を示した。この活性は，CatD 

からさらに 24 アミノ酸削っても存在していたが，46 アミノ酸削ると活性を

失った。これらの結果は，触媒ドメインに保存されている 6 つのシステイン

[156] のうち，少なくとも 5 つがキチンまたはキトサン基質の分解活性のため

の 3 次構造を維持するために必須であることが示された。 

ブタ Chia と pepsin 標品は DD 69-84% のキトサンを分解した。しかし，分

解効率は，DD が上昇するにつれて減少し，DD 95% キトサンに対する分解性

は限定的であり，Chia に “キトサナーゼ活性” が存在しないことを示した。 

ブタ Chia によるキトサン分解メカニズムを検討するため，(GlcNAc)5， 

(GlcN)5，(GlcN)6 に酵素を作用させた (図 7-7)。(GlcNAc)5 が完全に (GlcNAc)2 

および GlcNAc モノマーへと分解されたのに対し，GlcN 基質は分解されずに

存在したままであった (図 7-7)。これらの結果から，ブタ Chia はキトサナー

ゼ [163] のように GlcN-GlcN 結合を加水分解することは出来ず，pepsin 標品

中のキトサン分解活性は，キチナーゼ活性によることが示された。 

ブタ Chia は，キチンと (GlcNAc)5 を分解し，主に (GlcNAc)2 (図 7-1A)，

(GlcNAc)2 および GlcNAc モノマーをそれぞれ生成した (図 7-7)。キトサンを

ブタ Chia または pepsin 標品に作用させた場合，(GlcNAc)3 に移動度が類似の

主生成物が検出された (図 7-1A, 図 7-3C, 図 7-5D, 図 7-6A-C)。直観的に，

(GlcNAc)3 が (GlcNAc)2 および GlcNAc モノマーへの加水分解が予想され

た。この場合，主生成物の安定性を説明するのは難しいが，次のことが考えら

れる。例えば，Serratia marcescens や Streptomyces coelicolor のキチナーゼはキ

トサンを分解し，経時的に GlcN-GlcNAc-GlcNAc や GlcNAc-GlcN-GlcNAcな

どのヘテロキトオリゴ糖を生成し得ることが核磁気共鳴分光法 (NMR) によっ

て明らかにされた [109, 164-167]。類似の結果は，ヒト CHIT1 による分解でも

得られた [111]。このように，ブタ Chia または pepsin 標品によるキトサンの

主分解産物にはヘテロキトオリゴ糖が含まれていることが予想される。さら

に，主生成物の下にマイナーなバンドが検出された (図 7-1A, 図 7-3C, 図 7-

5D, 図 7-6A-C) が，少なくとも 1 つのヘテロキトオリゴ糖が 3量体産物に存

在することを示唆している。重要なことに，(GlcN)1-6 の各スタンダードから

も，2本のバンド (図 7-8, 左矢印) を改良 FACE 法 [85] によって検出した。

キトサンと GlcN オリゴ糖の分子量マーカー中の複数のバンドの存在は以前報

告されている [99]。したがって，この現象の解明には，さらなる研究が必要で

ある。 
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ヘテロな産物の存在は，ここで用いたキトサンの構造によって説明できるか

もしれない。今回用いた基質は，結晶領域と比べて非結晶領域でより脱アセチ

ル化されており [168]，結晶領域から (GlcNAc)2 または (GlcNAc/GlcN)3 が生

成し，(GlcNAc/GlcN)>6 のような長鎖断片が非結晶領域から生成したことが考

えられる。主要なバンドがヘテロキトトリマーのみで構成されるという仮説

は，ヘテロキトトリマーのスタンダードが得られることによって解決するであ

ろう。ブタ Chia によるキトサン由来のオリゴ糖産物の特異性，この酵素の分

解メカニズムや結合サイトの選択性に関するさらなる研究が，キトオリゴ糖の

生産への実用化には必要である。 

キトサン分解活性は植物由来のパパイン [169] や細菌由来のプロナーゼ 

[146] でも見つかっている。本章で示したデータは，このようなキトサン分解

活性は，各プロテアーゼの固有の特性によるものではなく，プロテアーゼ耐性

のキトサン分解酵素が標品中に“コンタミネーション”したことに起因する可能

性があることを示唆している。植物はキチン含有病原体への防御のために，

様々なタイプのキチナーゼを合成することが知られている。キトサン分解活性

が報告されたパパインやプロナーゼ標品のさらなる生化学的特性の評価は，キ

チナーゼまたは類似の活性を有する他の酵素の新規発見につながる可能性があ

る。 

精製キトサナーゼは高価であるため，オリジナルの特異性とは異なる多くの

酵素がキトサンの加水分解能力を評価されてきた [169-171]。私たちが知る限

り，ほ乳類酵素がキトサンを分解した例はほとんど見当たらない。このよう

に，天然型ブタ Chia またはキトサン分解活性が存在する pepsin 標品は，生

物医学的または食品産業での利用可能なキトオリゴ糖の効率的な生産に応用で

きる。 
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第 5章 総合考察 

本研究は，昆虫の家畜飼料利用のための科学的知見を得ることを目的に，家

畜動物を含めた幅広い動物種の Chia の解析を行った。第 2章では，ニワト

リ，ブタ，コモンマーモセットなどの雑食・食虫性動物の胃で，Chia mRNA 

が多量に発現し，その翻訳産物である Chia が，昆虫のキチンを分解できるこ

とを示した。雑食・食虫性動物が，摂取した昆虫のキチンを，胃で発現した 

Chia によって (GlcNAc)2 へと分解することを明らかにした。しかし，  

(GlcNAc)2 が腸内で GlcNAc に分解され，さらに代謝されるかどうかはまだよ

く分かっていない。最近，Ohno らはマウスの chitobiase がマウスの胃などを

はじめとする様々な組織で発現し，キトオリゴ糖，(GlcNAc)2 を GlcNAc へと

分解することを示した [172]。また，腸内細菌がキチンを代謝し，栄養源とし

て利用している可能性が考えられる。健康なヒトの大腸で最も多く存在する細

菌の 1つ，Faecalibacterium prausnitzii は，GlcNAc の消費菌として知られてお

り，グルコースよりも GlcNAc 含有の培地で良好に増殖する [173, 174]。さら

に，計算モデリング，in vitro 実験，メタボロミクス，ゲノム解析によって推定

された F. prausnitzii の代謝経路によると，GlcNAc は，細菌で見いだされる糖

のリン酸化反応系兼膜輸送系 (carbohydrate phosphotransferase system, PTS) で取

り込まれる可能性が示された [175]。最近では，食用昆虫の人体への影響に関

する研究が行われ，食用コオロギを摂取した健常成人の腸内細菌叢は，プロバ

イオティクス細菌，ビフィズス菌の増加が見られたことに加えて，炎症を軽減

する血漿 TNF-α の減少が見られた [176]。これらの結果は，昆虫由来のキチン

が，腸内細菌叢にとっての栄養源となり，腸の健康を改善し，全身の炎症を軽

減する可能性があることを示唆している。 

第 4章で示したように，Chia はキチンのみならず，脱アセチル化されたキチ

ン (キトサン) を分解し，様々な生理活性が報告されているキトオリゴ糖を生

産できる。実際に，自然界のキチンは，部分的に脱アセチル化された状態，す

なわちキトサンとしても存在している。ミールワーム幼虫の殻またはショウジ

ョウバエの翅を Chia と作用させた分解産物からは，(GlcNAc)2 に加えて，長

鎖のキトオリゴ糖が検出さることを第 2章で示した。これらの結果は，先行研

究で示された昆虫の摂取による生体への好影響の一部が，キチンやキトサンの

分解産物であるキトオリゴ糖による効果かもしれない。これら Chia をめぐる

キチン，キトサン，キトオリゴ糖の根底にあるメカニズムを理解するために

は，昆虫の栄養価，消化性，これらのキチン含有生物のもつ副作用の潜在性に

ついて，さらなる研究が必要である。 

すべての胎盤ほ乳類の祖先は，恐竜の絶滅直後に進化した小さな昆虫を食べ
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る生物であったと考えられている [119]。第 3章では Chia の遺伝子とその機

能と食性の関係を食肉目で検討した。そして，現代でも昆虫を食べる種の Chia 

はキチン分解活性が高く，他方，昆虫を食べない種では Chia が機能レベルで

不活性化分子へと進化したことを明らかにした。この新規の概念は，ほ乳類の

進化の過程をより深く理解する上で重要な情報である。そして，これらの結果

から，現代でも Chia が活性型酵素として機能している動物種 (ニワトリ，ブ

タ，コモンマーモセットなど) は，太古の食虫性の祖先が有していた昆虫のキ

チンの消化能力を継承している，と考えることもできる。つまり，活性型の 

Chia を保持する動物に対して，昆虫を投与することは，差しさわりないと言え

るだろう。 

最近のゲノム進化学的研究により，昆虫の消費量と Chia のパラログ遺伝子

数が比例することが報告された。中でも，ツパイ (Tupaia chinensis) やフィリピ

ンメガネザル (Carlito syrichta) は，食虫性であったほ乳類の祖先の特徴をよく

残した形質を有しており，昆虫を主食とし，Chia 遺伝子パラログをそれぞれ 5 

種類保持している [95]。これらのほ乳類祖先に近く，食虫性動物種の Chia の

遺伝子構造と機能，そして食性との関係を解析することで，ほ乳類における 

Chia の分子進化が明らかとなり，現代の家畜動物種のキチン分解能を評価する

指標となることが期待できる。 

特定の食餌や環境の変化に関連して遺伝子を喪失した例は多数報告されてい

る。しかし，これらの遺伝子が機能を失った理由を理解するために，その機能

を回復させようとした研究はほとんどなかった。本研究では，雑食性で活性の

高いマウスと，肉食性で活性の低いイヌ Chia 間でキメラタンパク質，変異体

を作製し，解析した。そして，マウス Chia で保存される 2 アミノ酸との置換

により，イヌ Chia を活性化できた。さらに，食肉目における食性と Chia の

遺伝子構造と機能の関係から，イヌ Chia で見られたアミノ酸置換は，イヌ科

に特異的であり，ORF の喪失をもたらす変異が蓄積していた他の食肉目とは

異なる分子進化が起こっていたことを明らかにした。これらの結果から，不活

性型または機能喪失型分子が，多様な表現型を形成する遺伝的変化に関する広

汎な情報源となり得ることを示した。 

イヌやウシによる昆虫の摂取は珍しいことではない。そこで，これら肉食

性，草食性動物において，少量のキチン含有生物の摂取は許容される範囲内で

あろう。しかし，キチンは不溶性で，難消化性の多糖なので，過剰な摂取によ

って健康被害は起こり得る。そこで，イヌやウシの “キチンの過剰摂取” にお

いて，キチン分解酵素剤 (組換え体あるいはブタやニワトリ由来の天然 Chia 

酵素) の混合，または，キチナーゼを生産する微生物による生菌治療 [177, 

178] は，有効な治療法となり得る。すなわち，活性型のキチナーゼの補充によ
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り，草食性，肉食性動物においても，キチン含有生物を飼料として投与できる

可能性がある。 

キチンは，昆虫や甲殻類に加えて，カビやダニなどの構成成分として地球上

に豊富に存在している。特に，Chia 欠損マウスの肺では，環境由来のキチンが

蓄積し，肺線維症を引き起こす [63]。そして，欠損マウスにおける Chia の過

剰発現がその症状を改善させるので，活性型 Chia は肺の機能維持にとっても

重要である。最近の研究で，不活性型のヒト CHIA から，ランダム変異 PCR 

法により活性型ヒト CHIA の作製が報告された [179]。疾患の予防，治療の目

的から，活性型酵素の作製，投与が注目されている。第 2章，第 4章では，キ

チンカラムと尿素または酢酸を用い，ニワトリとブタの胃組織から，Chia 酵素

を精製できることを示した。加えて，第 3章では，キメラタンパク質，変異体

作製により，不活性型酵素から活性型酵素を作製できた。これらの活性型 Chia 

酵素によりキチンの分解性の向上が期待でき，農業や医療分野での応用が見込

める。 
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第 6章 結論 

本研究では，ニワトリ，ブタ，コモンマーモセットなどの雑食・食虫性動物

の胃で，Chia mRNA が多量に発現し，その翻訳産物である Chia が，昆虫のキ

チンを分解できることを示した。他方，ウシやイヌの草食性，肉食性動物で

は，Chia mRNA の発現量およびキチン分解活性が，上記動物と比べて低いこ

とを明らかにした。このように，キチンの分解性は，動物の食性と Chia の発

現量・活性と相関することを見出した。以上のほ乳類，鳥類の Chia の解析か

ら，昆虫を飼料として積極的に与えるべき動物，控えるべき動物を提案した。 

次に，肉食性動物での Chia の不活性化メカニズムの解明に取り組んだ。イ

ヌ Chia は，マウス Chia に保存される 2 アミノ酸の置換により，マウスと同

等のレベルに活性化したことから，イヌ Chia の不活性化の原因は，

Phe214Leu および Ala216Gly が原因であることを明らかにした。そして，こ

のアミノ酸置換は，イヌ科に特有であった。さらに，イヌ科を除く多くの食肉

目動物の Chia が偽遺伝子化していた。他方，昆虫を食餌とするスカンクとミ

ーアキャットでは高いキチン分解活性を示した。これらのことから，肉食性動

物がキチンを含まない食餌に適応したことで，Chia の構造と酵素活性に大きな

変化が生じたことを明らかにした。 

最後に，本研究の応用利用を試みた。キチンカラムと酢酸を用いた穏やかで

効率的な Chia の精製法を確立した。本研究で確立した Chia の精製法によ

り，活性型 Chia を飼料に添加あるいは補充的に用いることで，キチンの消化

性の向上，疾患の治療への応用が期待できる。さらに，Chia が，生物医学的な

利用で注目を集めるキトオリゴ糖の生産に利用できることを示した。 

以上の研究成果は，「動物の食性が，Chia の構造と酵素機能に影響する」と

結論できる。さらに，本研究成果は昆虫の飼料化促進，Chia の応用利用にとっ

ての重要な基礎的データとなる。 
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