
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３４０１

若手研究(B)

2015～2013

細胞表層提示型キチナーゼのキチン分解機構の解明と糖転移活性向上によるオリゴ糖生産

Elucidation of the catalytic mechanism of bacterial cell-surface-expressed 
chitinase ChiW and chitin oligosaccharide production by using the high 
transglycosylation activity of ChiW.

１０４０２８２７研究者番号：

伊藤　貴文（Itoh, Takafumi）

福井県立大学・生物資源学部・准教授

研究期間：

２５８５０２３４

平成 年 月 日現在２８   ６   ６

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、Paenibacillus 属細菌由来新規キチナーゼChiWのキチン分解機構の解明と、その
糖転移活性の向上を目的とした。(1) ChiWキチン分解能力の解明: ChiWの複合ドメイン構造を2.0オングストローム分
解能で決定した。また、ChiWのドメイン構造がキチン分解時に協奏的に働いていることが示唆された。(2) ChiW糖転移
活性の向上: 120-130%オリゴ糖合成活性が上昇した変異体が2種類取得された。(3) 細菌P. FPU-7のキチン分解機構に
関する研究: P. FPU-7培養上清に含まれるタンパク質を決定した結果、ChiW以外にも複数種類のキチン分解酵素を見出
した。

研究成果の概要（英文）：The purposes of this study are to elucidate the degradation mechanism of the 
novel multi-modular surface-expressed chitinase, ChiW, of Paenibacillus sp. str. FPU-7 and to enhance the 
transglycosylation activity of the enzyme.
(1) The degradation mechanism of ChiW. The crystal structure of ChiW was determined at 2.0 angstrom 
resolution. The structural and functional analyses reveal that the enzyme is composed of six structural 
domains for efficient chitin degradation. (2) Enhancement of the transglycosylation activity of ChiW. The 
important residues for substrate binding were selected as the mutation sites. The mutant enzymes were 
prepared by site-specific mutagenesis. As the result, two mutant enzymes with higher transglycosylation 
activities (120-130%) were obtained. (3) Identification of P. FPU-7 proteins for chitin degradation. 
Proteomic analysis was carried on P. FPU-7 extracellular proteins. A number of chitinase and 
chitin-related proteins were identified thorough the analysis.

研究分野： 構造生物学

キーワード： Chitinase　Paenibacillus　Structural biology　chitin oligosaccharides
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1. 研究開始当初の背景 
キチンは、真菌や昆虫などの細胞壁やカニ

の殻などに含まれる多糖であり、地球上に豊
富に存在することから、エネルギーや機能性
材料として利用する研究が盛んに行われて
いる。しかしながら、キチンの高度利用には、
利用目的の鎖長にまで分解することが必要
であるが、N-アセチル-D-グルコサミンが重合
した構造は非常に安定であり、その分解は容
易ではない。キチンの分解とその制御技術の
確立は重要な課題であった。 

Paenibacillus sp. FPU-7 (P. FPU-7) は、菌類
を旺盛に捕食し、カニ殻に含まれるキチンま
でも強力に分解する。P. FPU-7 は、従来知ら
れている分泌型細胞外キチン分解酵素 (キ
チナーゼ) の他に、分子量 15 万の巨体キチ
ナーゼ ChiW を細胞表層に提示していること
が、ゲノム解析を通じて木元らにより初めて
見い出された (Kimoto, H. et al., Chitin and 
Chitosan Res. 16, 176-177, 2010)。 
研究開始当初までに、申請者らは、ChiW

が 2 つの相同な触媒ドメインを有し、不溶性
の多糖キチンに対して高い分解活性を有す
ことを報告してきた (Itoh, T. et al., 日本農
芸化学会大会, 2012)。しかしながら、ChiW の
配列解析からは、多糖キチナーゼの触媒活性
に関わるとされる糖質結合ドメインが認め
られなかった。そこで、申請者らは予備的な
X 線結晶構造解析を行ったところ、既知の糖
質結合ドメインに代わり、機能未知の複数の
ドメインが存在することを明らかにした。こ
のことから、ChiW の「複合ドメイン構造」
と「高いキチン分解活性」の構造機能相関の
解明は、酵素による難分解性高分子の分解法
の確立に貢献することが期待された。 
一方、キチンのオリゴ糖(特に 6 糖)には、

高等動植物の生体防御機構を活性化するな
どの機能が認められ、農業用資材として注目
されている (Kimoto, H. et al., Chitin and 
Chitosan Res. 17, 296-304, 2011)。しかし、目的
とする鎖長のオリゴ糖を大量に生産する技
術は未だに確立されていない。この要因とし
て、①キチンの加水分解によって目的のオリ
ゴ糖を得るには重合度の制御が難しく、精製
しても十分量のオリゴ糖が得られないこと、
②単糖からオリゴ糖を低コストに大量合成
することは困難であることなどが挙げられ
る。申請者は、予備検討において、ChiW の
新たな触媒作用として、オリゴ糖鎖を合成す
る強い糖転移活性を見い出した。 
 
2. 研究の目的 
キチンは再生可能な生物資源であり、その

有効利用が大きな目的である。本研究では、
主にキチナーゼ ChiW による「難分解性キチ
ン分解の分子機構解明の研究」と「機能性キ
チンオリゴ糖の合成研究」の 2 つを行った。 
(1) ChiW の「複合ドメイン構造」と「高いキ
チン分解活性」の構造機能相関解析 
① ChiW のキチンに対する反応産物を機器

分析し、ChiW の反応様式を明らかにする。 
 
② 試料調製と結晶化条件を最適化すること
で、2 Å 分解能以上を目標に ChiW の立体構
造を精密に決定する。 
 
③ 分光法と分子動力学シミュレーション解
析を利用して、ChiW がどのように反応を触
媒するのかを明らかにする。 
 
④ ChiW の Stem ドメインと細胞壁多糖との
相互作用などを精査し、このドメインの機能
を明らかにする。 
 
⑤ 上記①から④の反応様式と立体構造の解
析結果を合わせて、ChiW が複合ドメイン構
造を利用して、どのように細胞壁キチンを分
解するのかを提示する。 
 
(２) ChiW の糖転移活性を利用してオリゴ糖
を合成する 
① 立体構造や反応様式の解析結果に基づ
き、基質との結合に関わる残基を候補として、
部位特異的に変異体を作製する。それら変異
体の中から活性が十分に向上した糖転移高
活性型 ChiW を取得する。 
 
② 糖転移活性が向上した ChiW を用いて、溶
媒、pH などの反応条件を変化させることで、
オリゴ糖の合成条件を最適化する。 
 
③ 変異部位のアミノ酸残基と糖転移活性の
相関を解析することで、糖転移反応に関する
新たな知見を得る。 
 
3. 研究の方法 
(1) ChiW の「複合ドメイン構造」と「高いキ
チン分解活性」の構造機能相関解析 
① ChiW 触媒反応の解析  
全長、各種ドメインのみ (2 種)、触媒ドメ

インの組み合わせ (2 種) の比活性を決定し
た。キチン(オリゴ糖および多糖) に対する反
応産物を液体クロマトグラフィー(HPLC) や
質量分析にて追跡した。 
 
② ChiW の X 線結晶構造解析 
試料調製法を検討し、結晶化条件の最適化

を行った。また、国際宇宙ステーション「き
ぼう」を利用した高品質結晶生成実験による
宇宙での結晶化条件も最適化した。 
 
③ CBM-54 (Stem ドメイン) の機能解析 

CBM-54 のみのタンパク質を調製した。そ
して、細胞壁に含まれる多糖(ペプチドグリカ
ン、キチン、グルカンなど)に対する分解活性
および、それら細胞壁多糖への結合活性をプ
ルダウンアッセイ法により測定した。 
 
④ CBM-54 の自己切断機構の解析 

CBM-54 は、その SDS ポリアクリルアミド



ゲル電気泳動像と立体構造から、構造内部で
限定加水分解が起き、立体構造は維持したま
ま、構造内部にニックが入ることが示唆され
た。さらに、切断部位付近にはセリンプロテ
アーゼの触媒残基(Ser-His-Asp)が見出され、
分子内での配列特異的な切断も示唆された。
これら残基の変異体を調製し、切断状況を確
認した。 
 
(2) ChiWの糖転移活性の向上とキチンオリゴ
糖の合成 
① ChiW の変異体作製とスクリーニング 

ChiW はオリゴ糖を合成する糖転移活性を
有す。他のキチナーゼの研究で糖転移活性に
影響を与えることが知られているアミノ酸
残基(Zakariassen, H. et al., Biochemistry 50, 
5693-5703, 2011 など)を他のアミノ酸に変異
させた酵素ライブラリーを作製した。そして、
基質と反応させた産物を HPLC によって定量
した。 
 
② キチンオリゴ糖の合成条件の最適化 
糖転移高活性型 ChiW を用いて、基質と反

応条件 (pH や溶媒) を変化させ、合成条件(特
に 6 糖以上) を最適化した。 
 
(3) Paenibacillus 属細菌のキチン分解機構に
関する研究 
キチン分解細菌である P. FPU-7 をキチン

を含む培地と含まない培地にて培養し、その
上清に含まれるタンパク質をSDS-PAGEにて
約 1 cm 泳動後、ポリアクリルアミドゲルを
約 1-2 mm 片に切断した。ポリアクリルアミ
ドゲル中からゲル内消化にてペプチド断片
を得て、Thermo 社 Orbitrap 型質量分析装置、
P. FPU-7 ゲノム配列、Mascot データベース解
析ソフトを利用することで、培養上清中のタ
ンパク質を網羅的に決定した。 
 
4. 研究成果 
(1) ChiW の「複合ドメイン構造」と「高いキ
チン分解活性」の構造機能相関解析 
① ChiW のキチンに対する反応産物を機器
分析し、ChiW の反応様式を明らかにした。 

ChiW のキチンおよびそのオリゴ糖に対す
る反応様式を明らかにするため、ChiW 全体、
触媒ドメインのみ、立体構造不明ドメインの
タンパク質試料を調製した。立体構造不明ド
メインのみにはキチン分解活性は認められ
なかったが、ChiW 全体および触媒ドメイン
のみには分解活性が認められ、キチンはラン
ダムに分解され、最終的には 2 糖にまで分解
された。その反応の最適温度、最適 pH は、
それぞれ 50℃、pH 5 付近であった。また、
決定した ChiW の立体構造に基づき、触媒ド
メインのみ (触媒ドメイン 1, 触媒ドメイン
2)、および触媒ドメインの順番を入れ替えた
変異体タンパク質を調製した。そして、各ド
メインと活性の相関解析を行ったところ、各
ドメインがキチン分解時に協奏的に働いて

いることが示唆された。 
 
② 試料調製と結晶化条件を最適化すること
で、2 Å 分解能以上を目標に ChiW の立体構
造を精密に決定した。 

ChiW がキチンを強力に分解できる立体構
造的要因を明らかにするため、タンパク質試
料の精製条件と結晶化条件の再検討を行っ
た。結果、ChiW 全長の結晶の回折データの
分解能を2.6 Åから2.0 Åにまで向上すること
ができた。触媒ドメインのみの結晶に関して
は、1.93 Å 分解能の回折データが得られた。
また、円二色性スペクトルデータの取得した
結果、ChiW の立体構造不明ドメインが主に
β-ストランドで構成されていることを明らか
にした。 
 
③ ChiWのCBM-54ドメインと細胞壁多糖と
の相互作用などを精査し、このドメインの機
能を明らかにした。 
機能が不明であった CBM-54 ドメインと

種々の糖との結合実験を行った。その結果、
CBM-54 ドメインがキチンではなくて、真菌
細胞壁に含まれる多糖であるグルカンと強
く結合することが明らかとなった。CBM-54
ドメインの自己切断部位は、アスパラギン-
セリンである。さらに、立体構造上付近のア
ミノ酸残基はアルギニン、ヒスチジン、アス
パラギン酸が存在した。これらの部位特異的
変異体を作製し、切断活性を調べたところ、
本ドメインがセリンプロテアーゼ様の自己
切断を行っていることが明らかとなった。 
 
④ 上記①から③の反応様式と立体構造の解
析結果を合わせて、ChiW が複合ドメイン構
造を利用して、どのように細胞壁キチンを分
解するのかを提示した。 
 生化学的解析と立体構造解析から、ChiW
は CBM-54 ドメインを利用して、真菌細胞壁
多糖グルカンと結合する。そして、基質であ
る細胞壁多糖キチンに近づき、効率的に切断
することが明らかとなった。 
これらの成果は、査読付き論文 3 編にて報

告した (現在、1 報準備中)。また、今回、細
菌表層でのキチンの効率的な分解法を明ら
かにしたことは、セルロースなど強固な構造
多糖の酵素を利用した温和な条件での分解
法の確立にもつながる。 
 
(２) ChiW の糖転移活性の増強 
立体構造や反応様式の解析結果に基づき、

基質との結合に関わる残基を候補として、部
位特異的に変異体を作製した。さらに合成条
件を最適した。7 種類の変異体を作製し、そ
れらの活性を測定したところ、120-130%オリ
ゴ糖合成活性が上昇した変異体が 2 種類取得
された。反応 pH を最適化したところ、pH 5.5
が適切であることが示された。 
 
(3) Paenibacillus 属細菌のキチン分解機構に



関する研究 
キチン分解細菌である P. FPU-7を培養し、

その上清に含まれるタンパク質を決定した。
その結果、これまで確認しているキチナーゼ
以外にも複数種類のキチン分解酵素および
それらと遺伝子上でクラスター構造を形成
している機能不明タンパク質を見出した。さ
らに、キチンオリゴ糖を細胞質内へと輸送す
るタンパク質の候補も見出した。 
これらの研究成果は、グラム陽性細菌の真

菌細胞壁の分解法の解明につながり、今後、
バイオマス資源の利用技術の基盤となる。 
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