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1. 緒言  

キチンオリゴ糖は抗菌作用や抗癌作用など様々な有用

性を有するため、近年注目されている物質である。酵素

法によるキチンオリゴ糖の生成を目的として、キチン分

解酵素を白ゴマ種子より精製した。得られた精製酵素を

用いて、酵素反応特性の評価を種々の観点から行った。 

2. 実験方法  

2.1 酵素の精製  

 白ゴマ種子 20.0 g をホモジナイズし、得られた粗酵素

溶液をイオン交換クロマトグラフィー、アフィニティー

クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィーの三

段階を経て精製を行った。 

2.2 反応速度の基質濃度依存性  

至適 pH に調整したリン酸水素二ナトリウム―クエン

酸緩衝液に、4種の所定濃度になるようにグリコールキチ

ンを溶解させた。その基質溶液 2.0 ml と精製酵素溶液

(Chit-1～Chit-3) 0.5 mlを混合し、37 ℃で反応させた。所

定時間毎に反応を停止させた後、Schales 変法により酵素

活性を測定した。 

2.3 反応生成物の分析 

pH 3.0に調整した酢酸-酢酸ナトリウム緩衝液にキチン

オリゴ糖、α-キチン、β-キチンおよびコロイダルキチン

を溶解または懸濁させ、これらを基質溶液とした。この

基質溶液4 mlと酵素溶液2 mlとを混合し37 ℃にて反応

させた。所定時間ごとに試料を採取し、HPLCを用いて、

反応生成物の分析を行った。 

3. 実験結果および考察  

3.1 酵素の精製  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 にイオン交換クロマトグラフィーの結果を示した。

酵素活性の高い分画を f1～f3 として回収した。これらに

ついてアフィニティークロマトグラフィー、ゲル濾過ク

ロマトグラフィーを行い、精製酵素Chit-1～Chit-3を得た。 

3.2 反応速度の基質濃度依存性  

酵素反応が以下に示すMichaelis-Menten式に従うもの

として解析を行った。 

 

[E]0は全酵素濃度、[S]は基質濃度、Kmは(k-1+k+2)/k+1で

表されるMichaelis定数である。またVmaxは最大反応速度

を示す。各基質濃度[S]0に対して反応初速度V0を求め、

Lineweaver-Burk plotを行い、切片と傾きからKmおよび

Vmaxを求めた。その結果、Chit-1～Chit-3についてKmはそ

れぞれ0.0304、0.146、0.0226 mol･m
-3であり、Vmaxは0.0339、

0.139、0.112 mol･m
-3･min

-1であった。これよりChit-3が、

最も基質との親和性が高いことがわかった。 

3.3 反応生成物の分析 

コロイダルキチンおよびβ-キチンを基質として用いた

ときの結果を Fig.2 および Fig.3 に示した。生成物の分布

より、コロイダルキチンの主生成物はGlcNAc3であるが、

より長鎖の基質であるβ-キチンの場合は、GlcNAc1～3 が

等モル生成した。これより、分子量が大きくなることに

よって、酵素の糖認識力が甘くなったと考えられる。ま

た、酵素濃度を変化させて実験を行ったところ、Chit-1

は糖鎖の長いものを優先的に基質として認識し、分解す

ることがわかった。この結果は、キチンオリゴ糖を基質

として用いたときの結果とも一致した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 結言  

白ゴマ種子より、3 種のキチン分解酵素を精製することに

成功した。さらに精製酵素による反応機構を解析した。 

*TEL/FAX 0774-65-6656 

 E-mail: kkondo@mail.doshisha.ac.jp 
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Fig.1  Ion-exchange column chromatography of

crude enzyme

○；Chitinase activity  ―；Protein content

0

1

2

3

4

5

6

0 20 40 60

Fraction number

P
ro

te
in

 c
o

n
te

n
t

(A
B

S
. 
a
t 

2
8

0
.0

 n
m

)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

C
h

it
in

a
se

 a
c
ti

v
it

y

 （
⊿

A
B

S
. 
a
t 

4
1

8
.5

 n
m

)

0 mol・dm
-3

NaCl

1 mol・dm-3

NaCl

Fig.2 Time course of Colloidal chitin

hydrolysis by Chit-1(0.60 U)
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Fig.3 Time course of β-chitin

hydrolysis by Chit-1(0.60 U)
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