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   Paenibacillus fukuinensis 由来キトサナーゼの酵母細胞への表層提示とコンビナ

トリアル変異による機能改変による分子レベルでの機能解明 
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（３）研究成果の概要 

キトサンとは、カニやエビの殻から精製されたグルコサミンの連なったもので、キト

サンを加水分解して得られるキトオリゴ糖にはビフィズス菌や乳酸菌などの腸内細菌

を増やすなど人体へ好影響をもたらすことが知られている。また、抗がん効果や抗菌作

用も認められており様々な分野で有用性を有する。キトオリゴ糖の中でも５～６のグル

コサミン単位で構成されるキトオリゴ糖にはより高いこれらの効果があると言われて

いるが、多くのキトサナーゼはキトサンを２～３糖単位に分解するため、５～６糖を生

成することは困難である。共同研究者である福井県立大 木元准教授らにより福井県の

土壌から高いキトサナーゼ活性を有する細菌である Paenibacillus fukuinensis が得ら

れており、本菌株が生産するキトサナーゼについては、176 番アスパラギン酸が基質認

識部位と推定されている。本研究では、この部位に特異的に変異を導入し他の 19 種類

全てのアミノ酸に置換することで本酵素の基質認識性を向上させ、有用な５～６糖のキ

トオリゴ糖を優先的に生産する高機能体を取得することを目指した。 

プラスミドベクターは酵母細胞表層提示用プラスミドである pCAS にキトサナーゼ

とフラッグタグを挿入した pCAS-CHI-FLAG を作成して、キトサナーゼの基質認識部

位に部位特異的に変異を導入し、変異を導入したキトサナーゼを表層に発現した酵母を

獲得した。フォワードプライマーに変異配列を設計し、QuikChange method によって

変異の導入されたプラスミドライブラリーを作成した。変異導入した得られた 19 種類

のプラスミドを用いて酵母の形質転換を行い 19 種類の変異体を発現した酵母を得るこ

とができた。 

グリコールキトサンをキトサナーゼ表層提示した酵母で 24 時間加水分解反応を行い、

その反応液を DNS 法を用いて遊離のグルコサミンに相当する還元糖量を求めキトサナ

ーゼ活性を評価した。それぞれのアミノ酸置換体はコントロールの MT8-1 株と同じく   

還元糖の生成はほとんど認めらなかったが、システイン置換体（図１のＣ）については



親株に対して約 42％の還

元糖が生成していた。それ

ぞれの変異体の生産した還

元糖の定量を行った結果を

図１に示す。次に、システ

イン置換体について HPLC

によって分解物の確認を行

った。ほとんど活性の見ら

れなかったアラニン置換

体では、親株型と同じく 2

糖、3 糖の生産しか見られなかったのに比べ、システイン置換体では、2 糖、3 糖に加

え４糖の生産が確認できた。 

今後は、さらに基質認識部位の周辺のアミノ酸残基を置換することで、本酵素による

オリゴ糖生産能を向上させていく予定である。 
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 図１ 各変異体のキトサナーゼ活性 
NC：対照、D：親株、その他のアルファベットは各変異体

を表す 
 




