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研究成果の概要：

イネクラス Iキチナーゼ Cht2 からループ IIを削除した欠失変異キチナーゼを構築し、野生
型 Cht2 とその性質を比較した結果、ループ IIが＋３サブサイトを形成していることが明らか
となった。また、ループ IIは顕著な生理活性を持つ４糖以上の長鎖キチンオリゴ糖の生成に重
要な役割を果たしていることがわかり、植物クラス Iキチナーゼがキチンエリシター産生にお
いて中心的役割を果たしていることが強く示唆された。また、放線菌ファミリー１９キチナー
ゼ ChiCのキチン吸着には、吸着に重要であることがわかっている Trp59 と Trp60 に加えて、
その周辺に存在する Thr43, Glu64, Gln62, Asp70 が関与していることが明らかとなった。

交付額
（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

２００７年度 2,400,000 円 720,000 円 3,120,000 円

２００８年度 1,200,000 円 360,000 円 1,560,000 円

年度

年度

年度

総 計 3,600,000 円 1,080,000 円 4,680,000 円

研究分野：農学

科研費の分科・細目：農芸化学・応用微生物学

キーワード：微生物機能

１．研究開始当初の背景
キチナーゼは、アミノ酸配列に基づく糖質

分解酵素の分類において、ファミリー１８と

１９に分類されている。当初、ファミリー１

９キチナーゼは高等埴物にのみ認められてい

たため、高等植物特有のキチナーゼと考えら

れていた。筆者らは、放線菌Streptomyces g

riseus HUT6037のキチナーゼCがファミリー

１９キチナーゼであることを見いだし、ファ

ミリー１９キチナーゼが植物以外に存在する

ことをはじめて明らかにした。そして、その

後の研究によってさらに以下のことを明らか

にしてきた。

１)キチナーゼCは顕著な抗真菌活性を有し、

抗真菌活性発現にキチン吸着ドメインが重要

である。２)キチナーゼC遺伝子の導入により、

イネのいもち病抵抗性を向上させることがで

きる。３)Streptomyces属の放線菌がほぼ普遍

的にファミリー１９キチナーゼ遺伝子を持ち、

さらにActinobacteria綱に広く分散して分布

する。４)放線菌のファミリー１９キチナーゼ
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は、高等植物のクラスIVキチナーゼと特に近

い系統的関係にある。５)微生物のファミリー

１９キチナーゼではじめて、キチナーゼCの立

体構造解析に成功した。

一方、高等植物のキチナーゼは病原性真菌

類に対する生体防御機構の一部を形成すると

考えられ，特にファミリー１９キチナーゼが

重要である。生体防御に働く植物のファミリ

ー１９キチナーゼと、微生物のファミリー１

９キチナーゼを比較しながら様々な解析を行
うことを目的として、イネ（日本晴れ）由来

のファミリー１９キチナーゼCht2の大腸菌に

よる発現系を構築し、キチン吸着ドメインを

含む形で最近構造解析を終了した。これによ

って、本研究の基盤となる高等植物と放線菌

のファミリー１９キチナーゼの立体構造をベ

ースにした比較解析が可能になった。

２．研究の目的
本研究の目的は、「微生物と植物のファミ
リー１９キチナーゼを立体構造をもとにし
て比較解析し、非常に興味深い特徴を持って
いるファミリー１９キチナーゼの機能と役
割を解明するとともに、応用への足がかりを
つくること」である。そのために、次の２点
をより具体的な目標とした。
１）植物と放線菌のファミリー１９キチナー

ゼ（Cht2とChiC）の活性ドメインにみられる

局所構造の違いとその機能を解明する。

２）植物と放線菌のファミリー１９キチナー

ゼ（Cht2とChiC）のキチン吸着ドメインの違

いと、酵素機能への影響を解明する。

３．研究の方法
１）イネのファミリー１９キチナーゼCht2の

活性ドメインには、放線菌Streptomyces

griseus HUT6037キチナーゼC（ChiC）にない

３つのループ構造（ループI, II, III）があ

る。その中で特にループIIに着目し、イネキ

チナーゼCht2からループIIを削除した欠失変

異キチナーゼをコードする遺伝子を構築し、

大腸菌で発現生産した。ループ構造の削除は、

タンパク質表面のアミノ酸残基の置換などに

比べて大きな構造変化である。そこで、キチ

ナーゼ分子全体への影響を最小限にするため

に、キチナーゼCの対応する部分との置換の形

でループIIを削除した。

得られたループII欠失Cht2と、野生型Cht2

およびもともと３つのループ構造を持たない

ChiCを用いて、キチンオリゴ糖を基質とした

場合の反応生成物の分析、抗真菌活性の測定

をおこなった。さらに、高分子のキチンや実

際の病原性真菌類の細胞壁などから生成する
キチンオリゴ糖をHPLCにより分析し、３つの

キチナーゼのデータを比較し、ループIIの機

能解明を試みた。

２）Cht2とChiCのキチン吸着ドメインはア

ミノ酸配列が全く異なる。その違いがもたら

すキチナーゼの機能の違いを解明するために

は、キチン吸着ドメインを単独で精製する必

要がある。ChiCのキチン吸着ドメインの発現

はすでに成功しているので、Cht2キチン吸着

ドメインの単独の発現系構築を試みた。Cht2

は植物起源であるが、分子全体では大腸菌で
発現に成功しているため、大腸菌のpColdシス

テムを用いた発現系を中心に検討した。

ChiC のキチン吸着ドメインは、よく研究さ
れているセルロース結合ドメインなどと異
なり、表面に露出している芳香族アミノ酸残
基を２つだけ持つユニークなキチン吸着ド
メインである。この２つの芳香族アミノ酸残
基（Trp59 と Trp60）がキチンへの吸着に重
要であることは既にわかっている。そこで、
Trp59 と Trp60 の周辺のアミノ酸残基に着目
し、部位特異的変異により他のアミノ酸残基
に置換し、吸着活性への影響を分析した。

４．研究成果
イネと放線菌のファミリー１９キチナーゼ

（Cht2とChiC）の活性ドメインおよびキチン

吸着ドメインの構造を詳細に比較し、その違

いが酵素機能に与える影響の解析し、次のよ

うな成果を得た。

１）Cht2からループIIを削除した欠失変異キ

チナーゼを構築し、Cht2, ループII欠失Cht2,

ChiCを用いて、各種の基質に対する分解活性、

生成物、抗真菌活性などを分析したところ、

ループIIの欠失は、オリゴ糖の切断位置を還

元末端側にシフトさせ、＋３サブサイトの親

和性を大幅に低下していることがわかった。

このことからループIIが＋３サブサイトを形

成していることが明らかとなった。

次に、Cht2のループIIがキチン分解生成物

の鎖長に与える影響を解析した。ループIIの

欠失により４糖以上のキチンオリゴ糖が顕

著に減少し、ループIIは生理活性が顕著な４

糖以上の長鎖キチンオリゴ糖の生成に重要

な役割を果たしていることがわかった。また、

ループIIと活性クレフトの反対側に存在す

るループIVも同様な機能を果たしているこ

とが強く示唆された。これらの結果は、植物

クラスIキチナーゼがキチンエリシター産生

において中心的役割を果たしていることを

示唆する非常に重要な成果である。

２）Cht2とChiCのキチン吸着ドメインはアミ

ノ酸配列も立体構造も全く異なっており、こ

の違いがそれぞれのキチナーゼの機能に重



要であると予想される。ChiCのキチン吸着ド

メイン表面に露出し、吸着に重要であること

がわかっているTrp59とTrp60の周辺残基の

関与を調べるために、周辺残基を部位特異的

変異によってAlaに置換し、吸着への影響を

調べた、その結果、Trp59とTrp60に加えて

Thr43, Glu64, Gln62, Asp70が吸着に関与す

る事がわかり、これらが協調してキチン吸着

に働いていることが明らかとなった。一方、

Cht2のキチン吸着ドメインついては残念な
がらまだ発現系構築に成功していない。
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