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  Partial acid hydrolysis of chitin in mineral acid led to chitin-oligosaccharides of G1cNAc
2-

G1cNAc5 in quantitative yield, but it gives only low yields of G1cNAc5 and G1cNAc7
. So we 

tried to improve such higher oligosaccharides of the hexamer and heptamer . A chitinase from 

Nocardia orientalis could be used for the synthesis of G1cNAc6 and G1cNAc7 from G1cNAc4 

and G1cNAc5 as the initial substrates
, respectively. Sugar-elongation reaction from G1cNAc2 as 

an initial substrate to G1cNAc6 and G1cNAc7 was also efficiently induced through lysozyme 

catalysis. In these enzymatic reactions
, the addition of ammonium sulfate to the reaction 

system resulted in a significant increase in the hexamer and heptamer productions . Furthermore, 

p-nitrophenyl penta-N acetyl-ƒÀ-chitopentaoside (PNP-G1cNAc5), which is a substrate for a lyso-

zyme assay, was synthesized by two techniques
, enzymatically and chemically. On the other 

hand, enzymatic hydrolysis of chitosan by a chitosanase from Bacillus R-4 afforded a more 

convenient way of preparing chitosan-oligosaccharides (GlcN2-G1cN6) than the method using 

acid hydrolysis.

  Utilization of these oligosaccharides has also been studied . Chitin-oligosaccharides may be 
of use as food materials in sweetness and growth factors of intestinal bacteria . A new colon-
metric assay method of lysozyme using PNP-G1cNAc5 as a substrate was very useful for routine 

microgram assay of lysozyme in pharmaceutical preparations and biological materials . The 
chromogenic trisaccharide analogue PNP-G1cNAc2 proved to be an excellent substrate for assay-

ing bacterial chitinases.

は じめ に

　キ チ ンはN-ア セチル グル コサ ミン(GlcNAc)が β-

1,4結 合 した多糖 類で カニ,エ ビな どの甲殻類,カ ブ ト

ムシ,コ オ ロギ な どの昆虫類 ,そ の他 シイタ ケ,菌 類 の

細胞 壁の構 成成分 として含 まれ植物 界 にお け るセルロー

スの よ うに生 物体 の支 持や 防護の 役割を担 って いる.ま

た,そ の 脱 ア セ チ ル体 で あ る グル コサ ミン(GlcN)の ポ

リマ ー を キ トサン と称 して い る(Fig.1).キ チ ン,キ ト

サ ンは地 球 上 で推 定1000億 トン/年 も生 産 され る バ イ オ

マ ス 資 源 で ,そ の 利 用 研 究 が 盛 ん に 行 お れ て い る.

　最近,こ れ らオ リゴ糖 に種 々の生理 活性 が見 出され た.

キチ ンオ リゴ糖(GlcNAc6)が マ ウス に対 して顕著 な免

疫機能 亢進効果 や抗腫 瘍活性 を示 し1),そ して植物 に対

しては メ ロンの キチナ ーゼ活性 誘導 因子 としてのエ リシ

ター活 性を有 してい る こと2)や,カ ボチ ャの エチ レン生

成 に関 与す る酵 素活性 を誘導す ること3)を 認 めてい る.

また,キ トサ ンオ リゴ糖(GlcN7)は 植 物病原菌Fusarium 

soraniに 対 し抗菌 活性を示 し,さ やえ ん ど うの生
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Fig. 1. Generalized structure of chitin and chitosan.

産す る抗菌物 質 ピサチ ンを誘導す る ことを認 めてい る4).

この よ うなオ リゴ糖の機能 は未利用 資源で あ るキチ ン,

キ トサン の高度利用 を達 成す る うえで非常 に重 要 と考 え

られ る.そ こで,筆 者 らはオ リゴ糖 の生産 法 とその利用

につい て検 討 した.本 稿 では,キ チン,キ トサ ンオ リゴ

糖 の製法 の概要 とその用途 開発の一 端 につ いて述べ る.

1.キ チ ン オ リゴ糖

　1)　酸加水分解によるオリゴ糖の生産

　 Fig.2に,キ チン か ら調 製 され る オ リ ゴ糖 とそ の 関 連

を示 し た.キ チン オ リ ゴ糖 の 調 製 は過 去 い くつ か な さ れ

て い た5～7)が,一 連 の 重 合 度 の オ リ ゴ 糖(GlcNAc2~

GlcNAc7)は 得 ら れ て い な か っ た.し か し,1958年

Barkerら8)は キ トサン を 塩 酸 に よ り加 水 分解 し,こ れ

をN-ア セ チ ル化 した 後,活 性 炭 カ ラ ム に よ る分 離 を 行

い,GlcNAc7ま で の オ リゴ糖 を得 た.そ して,1964年

Rupley9)は リ ゾチ ー ム基 質 と し て オ リゴ糖 を 得 る た め

にキチ ンを種 々の条件 で塩酸 加水分解 し,活 性 炭 カ ラム

に よる分離 精製 を行 い,GlcNAc5ま での オ リ ゴ糖 を 得

た.こ の方 法 はキチン オ リゴ糖の一般 的調製 法 と して広

く用い られ てい る.ま た最 近で はふ っ化水 素 によ りキチ

ンを加 水分解 す る改良法 が示 され てい る10).

　筆者 らは,こ れ ら一連 の重合度 のキ チ ンオ リゴ糖 を効

率的 に生 産す るための検 討を行 った.キ チ ンを濃塩 酸で

所定時 間加水分解 し,中 和 後反応 液を活性 炭 カ ラムに吸

着 させ,エ タ ノールに よ り溶 出 した オ リゴ糖の収 率お よ

び組成 の経時変 化をHPLCに よ り調べ た.反 応温 度 は

ア セチ ル基の加 水分解を で きるだ け抑 えるため40℃ で

行 った(Table1).加 水 分解の経 過時間 に した がいオ リ

ゴ糖の収率 は高 くな り,GlcNAc2,GlcNAc3な ど重合度

の低 い オ リゴ糖 が増 加 した.し か し,GlcNAc5,GlcNAc6

な ど重合 度の高 いオ リゴ糖 は増加 後減少す る傾 向にあ っ

た.こ の場合,重 合度 の高い オ リゴ糖を生 産す るには,

40℃ では2時 間の加水 分解 が最適 であ った.ま た30℃

で は6時 間の加 水分解 で同様の結 果が得 られた.

　キチン の加水 分解液か らの オ リゴ糖 の回収 には活性炭

カラムを用いた.こ の方 法 は,活 性炭 がオ リゴ糖 を特異

的 に吸着 し単糖 や中和 に よ り生 成 した塩類 を吸着 しな い

特性 を利 用 した もの で,溶 出 には50%エ タノールを用 い

た.オ リゴ糖 の分離精製 は0→50%エ タ ノール濃 度勾配

に よ りGlcNAc2~GlcNAc7を 順次溶 出 して行 い,そ れ

ぞれの オ リゴ糖 画分を分画 した.GlcNAc2,GlcNAc3は

約10%,GlcNAc4,GlcNAc5は5~10%,GlcNAc6,

GlcNAc7は3～5%の 収率 でキチン か ら得 る こと が で

きた.ま た,GlcNAc2~GlcNAc6の 純 度 はHPLCで

Fig. 2. Preparation of oligosaccharides from chitin.
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Table 1. Yields of chitin-oligosaccharides by acid hydrolysis at 40•Ž .

80~95%で 重合度 が高い ほ ど悪 く,GlcNAc7の 画分 は

50%以 下 であ った.こ れ らは さ らに,ゲ ル濾 過 または分

取用HPLCで 高純 度の オ リゴ糖 を調製す る ことが で き

た.活 性炭 カラムに よる方 法は オ リゴ糖の粗 分離 には適

していたが,オ リゴ糖 の吸着量 が少 な く溶 出に多量 のア

ル コールを必要 とし単糖 のGlcNAcが 回収 で きな い こ

とな ど大量生産 法 と して適 さない と思 われた.そ こで,

キチ ンの加水分解 後の 中和溶液 か らの塩類 の除去 を イオ

ン交換膜電 気透析 装置 で検 討 した ところ,オ リゴ糖混合

物を大 量に生産 す るこ とがで きた.本 法 は工業的生 産法

として優れ て いる と思われ る.

　2)　 キ チナー ゼに よるオリ ゴ糖 の生産

　キチ ン,キ トサ ン分解酵素 は細菌,放 線菌,カ ビな ど

微生 物 に広 く分布 し,プ ロ トプ ラ ス トの 調製 に利用 さ

れ てい る.キ チン の分解 にはキチ ナーゼ とβ-N-ア セチ

ル グル コサ ミニダーゼが関与 してい る.微 生物 の生産す

るキ チナ ーゼは,ほ とん どがエ ン ドタイ プ で キ チ ン の

β-1,4結 合を ラン ダムに加 水分解 し,オ リゴ糖 に対 して

は2糖 単位 で加水分解 す る ものが 多 い.ま た,β-N-ア

セチ ルグル コサ ミニダーゼはキチ ンオ リゴ糖 お よびGlc

NAc2に 作用 し,そ の非還 元末 端 よ りGlcNAcを 遊 離

す る.滝 口ら11,12)は好熱性 細菌 に よるGlcNAc2の 特異

な生 産法 を報 告 してい る.し か しなが ら,3糖 以上 のオ

リゴ糖 を特異的 に生産す るキチナ ーゼまたは微生 物 はま

だ発見 され ていない.こ の よ うな ことか ら,生 理活 性を

有 す る高 重合度 のオ リゴ糖 の生産 は難 しい もの と思われ

た.

　そ こで,筆 者 ら は キ チ ン分 解 酵 素 の 研 究 過 程 に お い て,

Nocardia orientalis IFO 12806株 産 生 キ チ ナ ー ゼ が

キ チ ンオ リ ゴ糖 に 対 し強 い 糖 転 移 能 を有 す る こ とを 見 出

し13),低 重 合 度 の オ リ ゴ糖 か ら高 重 合 度 の オ リ ゴ糖 の 効

率 的 生 産 を 試 み た.Nocardia or ientalis IFO 12806株

の培 養 液 を硫 安 分 画 後,順 次CM-Sephadex C-50,Bio-

GelP-60に よ る カ ラ ム ク ロ マ ト,Pheny1-Sepharose

 CL-4Bア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ トを 行 い ,本 酵 素 を 精 製 し

た.酵 素 を高基質濃 度5%GlcNAc4存 在 下0.1M酢 酸

緩衝 液(pH5.5)中,40℃ で22時 間反応 を行 った.反

応液 は時間経過 に伴 い 白濁 し,や がて沈澱 を生 じた.反

応液全体 を水 で希 釈可 溶化 し,Bio-Gel P-4ゲ ル濾過 ク

ロマ トを行 った(Fig .3).こ の反応 に よ りGlcNAc6が

生 成 し,ま た沈澱 の主成分 であ る ことがわ か った.同 様

に,2.5%GlcNAc5を 基 質 として5時 間反 応を行 うと,

GlcNAc7が 得 られ た.糖 転移反 応 に よ っ て 得 られ た

GlcNAc6,GlcNAc7は,基 質あ た りそれ ぞれ21%と18

%の 転換率 であ った.本 反 応に よるオ リゴ糖 の生成 は,

基 質濃度,反 応温 度,pHに よ り著 しく影響 を受け た.

さ らに本反応系 に20%硫 安 を添加 した ところ,無 添加 に

比べGlcNAc6の 最大生 成 に達 す る時 間 は2倍 を要 した

が,そ の収率 は1.6倍 に増加 した14).以 上の結 果か ら,

本酵素 は2糖 単 位で鎖延 長 を行 う特異性 の高 い糖 転移作

用 を有 し,Fig.4に 示 す反 応機構 に基づ いて反応 が進行

Fig. 3. Gel chromatographic separation of transgly-

cosylation products by the action of chitinase 

 on G1cNAc4.  

Chromatography of carbohydrates was carried out 

on a column (2.6 •~ 95 cm) of Bio-Gel P-4, 200-400 

mesh, at 50t. The column was eluted with de-

gassed water at a flow rate of 12 ml/hr.
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Fig. 4. Proposed mechanism of chitinase transglyco-

sylation.  

E, chitinase ; G, N-acetylglucosamine ; G*, reduc-

ing-end group.

す る もの と考えた.す なわ ち,高 濃度 の基質存 在下で は,

酵 素 がGlcNAc4を 分解 してGlcNAc2と ジーN-ア セチ

ルキ トビオ シルー複合体 を生 成 し,こ れ に 大過 剰の基 質

が受容体 とな り,転 移 してGlcNAc6を 合成す る.こ の

反 応機構 はGlcNAc5か らGlcNAc7の 合成反応 に も適

応 で きる.ま た硫 安 の添 加 は生 成量の増 大を もた らした.

　3)　リ ゾチ ームに よるオ リゴ糖 の生産

　リゾチ ームは本来加 水分解酵 素で あるが,糖 転移能を

もつ酵 素 として知 られ てい る.市 販酵素 として容易に入

手 で きるニ ワ トリ卵 白 リゾチー ムを用 いて,キ チ ンオ リ

ゴ糖 の最小単 位で あるGlcNAc2か ら高 重合度 オ リゴ糖

の開発を試み た15).GlcNAc2を10%基 質濃度 として,

30%硫 安を含 む0.1M酢 酸緩衝 液(pH4.0)中 に リゾ

チー ム1%を 添加 し,70℃ で8時 間反 応を行 った.反 応

液 は時間経過 に伴 い白濁 し,そ して多 量の沈澱 を生 じた.

沈 澱を遠心 で集め,再 溶解 後Bio-GelP-4ゲ ル 濾 過 ク

ロマ トを行 った(Fig.5).こ の反 応 によ って,GlcNAc6

とGlcNAc7が 生 成す るこ とがわか った.そ の収率 は用

いたGlcNAc2重 量 に対 してそ れ ぞ れ9.5%と6.5%で

あ った.こ れ らの収量 は硫 安無添 加 に比較 し約6倍 の収

量 を与え た.以 上の結果 か ら,リ ゾチ ームはFig.6に

示す反 応機構 に基づ いてGlcNAc2か ら高重合 度オ リゴ

糖 を合成す る もの と考 えた.ま た硫安 の よ うな高塩濃 度

下 では,い ったん生 成 したGlcNAc6やGlcNAc7の 溶

解度 が低い ために,こ れ らオ リゴ糖 が優先的 に不溶化沈

澱 して くる もの と思われ る.

2.　 キ トサ ン オ リゴ 糖

　1)　 酸加 水分解 によ るオ リゴ糖 の生産

　酸加水分 解 によるキ トサン オ リゴ糖 の調製 は,1957年

Horowitzら16)に よ り行 われた.分 解 はキ トサン に対 し

多 くの塩酸 を用 い しか も長 時間 を要 していた.筆 者 らは

効 率的 なキ トサ ンオ リゴ糖 の製造 法につ いて検討 した。

Fig. 5. Gel chromatographic separation of transgly-

cosylation products by the action of lyso-

zyme on G1cNAc2.  

Chromatography of carbohydrates was carried out 

on a column (2 •~ 100 cm) of Bio-Gel P-4, 200-400 

mesh, at 50•Ž. The column was eluted with de-

gassed water at a flow rate of 12 ml/hr.

Fig. 6. Proposed mechanism of sugar-elongation reaction by lysozyme on GIcNAc2. 

 G, N-acetylglucosamine ; G*, reducing-end group.
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Table 2. Yields of chitosan-oligosaccharides by acid hydrolysis at 80•Ž .

Table 3. Solubility of chitosan-oligosaccharide

 hydrochlorides at 20•Ž.

キ トサ ンに5倍 量 の濃塩 酸 を加 え,80℃ で1～8時 間加

水分解 を行 った.分 解液 は濃縮 し塩 酸 除 去 後,Dowex

50Wの イオ ン交換樹脂 カラムに展 開 し,0→4Nの 塩酸

濃 度勾 配 によ りそれぞれ のオ リゴ糖 を分離 して収率 を調

べ た(Table2).4時 間 以上の加 水分解 では オ リゴ糖 の

収 率が低 下 し単糖 のGlcNが 大 き く増加 した.最 適 の分

解時 間 は1時 間 であ った.し か しキ トサ ンの加 水分解物

中 には単糖 が多 く含 まれ,次 のオ リゴ糖 の分離 工程 に悪

影響 を及 ぼ した.そ こで,単 糖 を簡便 に除 く方 法につ い

て検 討 した.Table3に は単糖 とオ リゴ糖 の メタノール

と水 に対す る溶解度 を示 した.単 糖 だけが メタ ノーニルに

対 して非常 に溶解 しに くい こ とが判 明 し,こ の性 質を利

用 して単糖を 除いた後,Dowex 50Wの イオ ン交 換 ク

ロマ トで オ リゴ糖を分 離 した.こ の結果,良 好 な分 離パ

ター ンが得 られ,ま た カ ラム規模 の縮小化 を図 る ことが

で きた.し か しなが ら,キ トサ ンオ リゴ糖 もキチ ンオ リ

ゴ糖 と同様,酸 加水分解 法で は高重 合度 のオ リゴ糖 の量

産 に は限界が ある と思われ る.

　2)　 キ トサナー ゼに よるオ リゴ糖 の生産

　キ トサ ンの分解 に は主 として キ トサ ナーゼが関与 して

い る.キ トサ ナーゼは種 々の微生物 か ら見 出 され,キ ト

サ ンオ リゴ糖の生産 が試み られて いる17).キ トサ ナーゼ

の 多 くは単 糖の生 成がほ とん どな く,オ リゴ糖 の生産 に

は有効 であ る と考え られ る.そ こで,BacillusR-418,19)

の生産す るキ トサナ ーゼを用 いてオ リゴ糖 の生産 につい

て検討 した.基 質に は80%と100%脱 アセチ ル化 した キ

トサ ンを用 いキ トサ ナーゼ によ る分解 を試 みた(Fig.7).

100%脱 アセチ ル化 キ トサン に比 べ,80%脱 ア セ チ ル化

キ トサン の分解 の進行度合 い は明 らか セと低 い ことが示 さ

れ た.こ れ は分解 物中 に存 在す る アセチ ル基 に よ り阻害

された と考え られ る.ま た この分解 物のHPLC分 析 の

結 果,キ トサン オ リゴ糖 と同定 で きない ピー クがい くつ

か存 在 していた.こ の こ とか ら,オ リゴ糖の生産 には100

%脱 アセチル化 したキ トサン が適 してい るこ とがわ か っ

た.6時 間 の分解反 応で は,GlcN2~GlcN6が 主生 成物

で生 成 し,48時 間 ではGlcN2~GlcN4が 主生 成物 であ

Fig. 7. Course of hydrolysis of 100 % deacetylated

 chitosan (•›) and 80 % deacetylated chitosan 

(•œ) by chitosanase R-4.  

Reaction mixtures (200 ml) containing 80 % or 

100 % deacetylated chitosan (2 .0 g) and chitosanase 

R-4 (2.0 U) in 50 mM acetate buffer (pH 5 .5) were 

incubated at 40•Ž. The reducing sugar was measured 

by Schales•fmethod with glucosamine as standard .
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Table 4. Composition of chitin-oligosaccharides mixture.

Table 5. Growth response of intestinal bacteria to chitin-oligosaccharides mixture.

a)Symbols：〓
,75%<；+,50-75%;±,25-50%;一,25%>.

った.こ の ときオ リゴ糖 の収 率 はキ トサ ンに対 し,GlcN2

で14%,GlcN3で32%,GlcN4で30%で あ った.こ の

よ うに,キ トサ ナーゼ によるキ トサン オ リゴ糖 の製造 法

は単糖の生 成が ほ とん どな く,ま たオ リゴ糖 を高い収率

で得 られ る ことか らきわ めて有力 な手段 と思 われ る.

　3.キ チンオ リゴ糖の利用

　1)　食品素材としての特性

　キチン を塩酸 で加水分解 後,電 気 透析装置 また は活 性

炭 カラ ムを用 いて糖組 成の異な るキチ ンオ リゴ糖混合 物

3種 類(M-1H,M-1,M-2)を 調製 した.そ の 糖組 成を

Table4に 示す.次 に,こ れ らオ リゴ糖 の味覚,溶 解 性,

腸 内細菌 に よる利 用性 を調べた.キ チン オ リゴ糖 は大変

さわや かな甘味 を有 しう 砂糖 と甘 味度を比 較 した ところ,

GlcNAcで55%,M-1Hで35%,M-1で30%,M-2

で25%で あ った.オ リゴ糖の重合 度が高 く な る に した

が って甘味度 は低 下 した.ま た,溶 解性 におい て2糖 は

単糖 よ り溶解度 が高 く(37%),3糖 以上に な る と溶解

度が 大 き く低下 し(2.5%以 下),ま た5,6糖 は低温 ほ

ど溶解 しやす くな る とい う特 徴が認 め られた.こ れ らは

M-1H,M-1,M-2の 溶解 性に も反 映 され,ま た溶解度

はそれぞれ20,10,5%で あ った.腸 内細菌 に よる利用

性 は グル コースを対照 と して菌の 発育度に よ り判定 した.

PYF培 地 にそれぞれ0.5%の 糖 を添加 し,37℃,48時

間 嫌気培 養後660nmに お け る 濁 度 を測 定 して行 った

(Table5).キ チン オ リゴ糖 は ビフ ィズス菌 に利用 され,

ま たE.coliに も 利 用 さ れ た.と く にLactobacillus

 acidophilusに よ く利 用 され る こ とが わ か った.食 品 素

材 と し て の 利 用 の 可 能 性 が あ る と思 わ れ る.

　2)　 リゾチー ム活 性測定 基質

　キ チン オ リ ゴ糖 は リ ゾチ ー ムに よ っ て 分 解 され る こ と

が 知 られ て お り,GlcNAc4に ρ一ニ トロ フ ェニ ル 基 や4一

メチ ル ウン ベ リフ ェ リル 基 を 結 合 させ た 誘 導 体 が 合 成 さ

れ,リ ゾチ ー ム活 性 測 定 基 質 と し て の 検 討 が 試 み られ て

い る20-22).筆者 らは,GlcNAc4に 比 較 し リゾチ ー ム の

分 解 速 度 の 速 いGlcNAc5に ρ一ニ トロ フ ェ ニ ル 基 を 結

合 させ た ρ-ニ トロ フ ェ ニル ペ ン ターN-ア セ チ ル ーβ-キ

トペ ンタ オ シ ド(PNP-GlcNAc5)を 合 成 し23),リ ゾチ ー

ム基 質 と して の検 討 を 行 った.リ ゾチ ー ム はPNP-Glc

NAc5に 作 用 し,PNP-GlcNAcを 優 先 的 に遊 離 す る こ

とか ら,PNP-GlcNAcを 分 解 す る β一N-ア セ チ ル ヘ キ

ソサ ミニ ダ ー ゼ を 共 役 酵 素 と して 反 応 系 に 加 え,遊 離 す

るp-ニ トロ フ ェ ノー ル を 測 定 す る こ と に よ っ て リ ゾチ

ー ム の 定 量 を 試 み た .そ の 反 応 をFig.8に 示 す.Fig.9

に はPNP-GlcNAc5とPNPGlcNAc4に 対 す る卵 白 リ

ゾチ ー ム と人 尿 リ ゾチ ー ム の活 性 測 定 結 果 を 示 し た.

PNP-GlcNAc5はPNP-GlcNAc4よ り も卵 白 リ ゾチ ー ム

に おい て20倍,人 尿 リ ゾチ ー ム に お い て13倍 感 度 が 高

く,優 れ た 基 質 で あ る こ とが 判 明 した.さ ら に本 法 は,

15~60分 反 応 で リ ゾチ ー ム酵 素 量2~120μgの 範 囲 に

お い て直 線 的 な酵 素 濃 度 依 存 性 を 示 し た24).ま た,そ の

製 剤 へ の 適 用 性 に つ い て報 告 され25),従 来 か ら用 い られ
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Fig. 8. Principle of the colorimetric method for

 lysozyme assay.  

G, N-acetylglucosamine ; PNP, p-nitrophenol ; G*, 

reducing-end group.

Fig. 9. Comparison of the sensitivity of PNP-Glc

 NAc5 with that of PNP-G1cNAc4.  

(a) A reaction mixture (1.5 ml) containing 0.28 

mM PNP-G1cNAc5 or 1.0 mM PNP-G1cNAc4, 25ƒÊg 

of hen egg-white lysozyme, and 0.2 unit of NAHase 

in 0.1 M citrate buffer (pH 5.0) was incubated at 

37•Ž. (b) Conditions were the same as in (a) except 

for using 25ƒÊg of human urinary lysozyme.

てい る溶菌 法にかわ る新 しい リゾチー ム活性測 定法 とし

て期 待 され る.

　3)　キチナーゼ活性測定基質

　同様 に,PNP-GlcNAc2を 用 い てNocardia orientalis

の キ チ ナ ー ゼ 活 性 測 定 を 試 み た.こ れ は 本 キ チ ナ ー ゼ が

PNP-GlcNAc2~PNP-GlcNAc5に 対 し,非 還 元 末 端 よ

りGlcNAc2を 優 先 的 に 遊 離 す る特 性14)に 基 づ く.と く

にPNP-GlcNAc2で は ρ-ニ トロ フ ェ ノ ー ル を 直 接 遊 離

す る.そ の 結 果,遊 離 した ρ一ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 量 と キ

チ ナ ー ゼ 量 と の間 に は 良好 な 直 線 性 が 認 め られ た.さ ら

にStreptomyces graseus,Aeromonas hydrophilaな

ど微 生 物 起 源 の 異 な る キ チ ナ ー ゼ を 用 い て 行 っ た と こ ろ

同 様 の 結 果 が 得 られ,PNP-GlcNAc2は キ チ ナ ー ゼ の 優

れ た 測 定 基 質 と な る こ と が示 唆 され た.

お わ り に

　近年 キ チ ン,キ トサン オ リゴ糖 の有用性 が見 出され,

キチ ン,キ トサン か らオ リゴ糖を酵 素あ るい は微生 物 に

よ り生産 しよ うとす る試み が盛ん とな った.従 来 の酸加

水分解 法 はキチン,キ トサン ともにオ リゴ糖 組成 の コン

トロール が難 し く,と くに高重合度 の オ リゴ糖の収 率が

きわ めて低 い もの であ った.キ チン オ リゴ糖 の生産 にお

い て,比 較的得 やす い低 重合度 の オ リゴ糖か らキチ ナー

ゼ,リ ゾチ ームの糖転移 反応 を用 いた 高重合度 のオ リゴ

糖 の生産 法 は有 力な手段 と考 え られ る.ま た,こ の糖転

移 反応 の技術 は本稿の リゾ チ ー ム活性 測定基質(PNP-

GlcNAc5)の 生産 に も適 応で き26),さ まざ まな有用 物質

の生産 への応用 が期 待 で きる.一 方,キ トサン オ リゴ糖

はキ トサナ ーゼに よ り効 率的 に生 産 で きた.し たが って,

これを アセチ ル化 して キチン オ リゴ糖 を大量 に得 ること

も可能 と考 え られ る.ま た,こ の よ うなオ リゴ糖 の生産

技 術の 開発 とと もに用途 開発 も重 要な課題 とな ってい る.

本 稿で は食 品素材 として の特 性 と酵 素活性 測定基 質の 開

発につ いて紹 介 したが,ま だ用 途 開発 は途 につ いたばか

りであ る.こ れか らの研究 に期待 したい.

　今後 は,経 済性 を考慮 した オ リゴ糖 の生産技術 開発 と

その用途 開発 をさ らに進 めて い きたい と考え てい る.
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【質問】 北大農 千葉

　リゾチ ームを用 い,重 合 度2の 基 質か らオ リゴ糖 を合

成す る反 応 にお いて,重 合 度2の 基 質が分解 され糖 転移

反 応 によ って重合 度3の オ リゴ糖 が生成 され る機構 を考え

てお られ るよ うですが,リ ゾチー ムの サ ブサ イ ト親和

力か ら考 えて も,重 合度2あ るい は3の 基 質が分解 され

て糖転移反 応が起 こると考 え るの は合理的 では ないので

はない で し ょうか.む しろ,初 発 の反応 は縮 合反応 を考

え るべ きではない で し ょうか.

【答】

　リゾチ ー ムを用 い,ジ ーN-ア セチルキ トビオ ースを基

質 とした高重 合度 オ リゴ糖 の生産 の酵素反応 にお いて,

初 発の反応 は ご指摘 の とお り縮 合反 応 と考 えてい ま した.

ところが,反 応初期 の生成物 をHPLCに よ り経時的 に

調べ てみ た ところ,ま ず トリーN-ア セ チルキ トトリオ ー

スの生成 が認め られ,そ れ か ら,テ トラーN-ア セチルキ

トテ トラオ ースの生 成が認 め られ,順 次,高 級 オ リゴ糖

が生 成い た しました.ト リ-N-ア セチ ルキ ト トリオ ース

の生成が反 応の律 速段 階 とな ってい るよ うに思われ ま し

た.

　縮 合反応 に よって生 成 したテ トラーN-ア セチ ルキ トテ

トラオ ースの加水分解 が早 い と考 えて も,縮 合反応 が優

先 して起 こ ってい るな らば,先 に テ トラーN-ア セチルキ

トテ トラオースの生 成が少 しで も認 め られ るはずだ と考

え ま した.

　以上 の こ とか ら,縮 合反応 が起 こ って いる ことは否 定

で きません が,糖 転移反 応 に よ り トリーN-ア セ チルキ ト

トリオ ースが生 成 した と推定 した次 第です.

(平成2年1月30日 受付)


