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研究成果の概要（和文）：本研究は、より普遍的で進化した結晶性キチン分解機構モデルの提案を究極的な目標
としている。そのため、「キチン分解促進蛋白質(CBP21)の結晶性キチン分解利用における役割の検証」、「キ
チン分解細菌の生物機能におけるCBP21の重要性の解明」、「自然界に圧倒的に多く存在するα-キチンの分解機
構の解明」などの研究を行った。その結果、天然状態に近いキチンの分解利用にCBP21が特に重要であること、
１つのキチナーゼ分子が配向方向の異なるキチン鎖に移動して逆方向に分解を開始すること、結晶化度の高い基
質分解には触媒クレフト入り口に大きな共鳴構造の芳香環が重要であること、などの重要な結果を得ることがで
きた。

研究成果の概要（英文）：The ultimate goal of this research is proposition of the universal and 
evolved model of the mechanism for crystalline chitin degradation and utilization by chitinolytic 
bacteria. Therefore, "the role of the protein (CBP21) that promote degradation of crystalline 
chitin", "the importance of CBP21 for the biological and ecological function of the chitinolytic 
bacteria", "the mechanism for biodegradation of α-chitin that exists in nature more abundantly" 
were studied. As a results, it became clear that CBP21 is especially important for degradation and 
utilization of chitin close to natural condition, an amino acid residue with aromatic ring of big 
resonating structure at the entrance of the catalytic cleft of chitinase is very important for 
hydrolysis of highly crystalline chitin substrate, and that one chitinase molecule jump to another 
chitin chain in different orientation and begins hydrolysis in opposite direction. 

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 微生物酵素　キチナーゼ　CBP21　AA10タンパク質　キチン分解細菌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 キチンは、真菌類・藻類・甲殻類・昆虫・
軟体動物をはじめ多種多様な生物に存在し、
構造多糖として重要な役割を果たしている。
その生産量はセルロースに匹敵し、またキチ
ンとその誘導体は様々な分野に利用されて
いる。結晶性キチン分解メカニズムの解明は、
この未利用バイオマス資源のさらなる活用
のためだけでなく、キチン分解を介した様々
な生物学的プロセスの理解と応用に必須で
ある。 
 筆者らは、Bacillus circulans WL-12 のキ
チ ナ ー ゼ A1 (BcChiA1) 、 Serratia 
marcescens 2170 のキチナーゼ A (SmChiA)
および B（SmChiB）を用いて結晶性キチン
分解機構解明の研究をおこない、①キチン結
合ドメインや FnIII ドメインの発見と結晶性
キチン分解における重要性の解明、②キチナ
ーゼの触媒残基の初めての同定、③触媒ドメ
イン表面の芳香族アミノ酸残基の結晶性キ
チン分解における重要性の解明、④細菌キチ
ナーゼによる結晶性 β−キチンのプロセッシ
ブ（連続的）な分解モデルの提案、⑤触媒ク
レフト内部の芳香族アミノ酸残基の結晶性
キチン分解における重要性の解明、⑥
SmChiA と SmChiB の逆方向からの分解の
証明、などの成果を上げてきた。そして、高
速原子間力顕微鏡を用いて高結晶性 β-キチ
ン微小繊維上を分解しながら高速移動する
SmChiA および SmChiB 分子の可視化に成
功し、プロセッシブな分解に関する詳細なデ
ータの取得に成功した。そして、高速原子間
力顕微鏡を用いて高結晶性 β-キチン微小繊
維を分解しながら高速移動する SmChiA お
よび SmChiB 分子の可視化に成功し、先に提
案した「細菌キチナーゼによる結晶性β-キチ
ンのプロセッシブな分解モデル」の基本的な
考え方の実証に成功した。 
 一方で、ノルウェーの Eijsink らは、S. 
marcescens の キ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質
CBP21 が酸化酵素 (lytic polysaccharide 
monooxygenase)であり、キチナーゼによる
キチン分解を促進することを見いだした。現
在、CBP21 と類似のタンパク質は、糖質関
連酵素データベース CAZy の Auxiliary 
Activities family 10 (AA10)に分類されてい
る。キチン分解細菌の多くが AA10 蛋白質を
持っており、キチン分解酵素系の主要メンバ
ーの一つと言って良い状況になって来た。そ
のため、CBP21 を含めて結晶性キチン分解
機構を捉え直すことが必要となった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は“より普遍的で進化した結晶性キ
チン分解機構モデルの提案”を究極的に目指
している。そのために、「細菌のキチン分解
酵素系の主要メンバーとして認知されつつ
あるキチン分解促進蛋白質(AA10 蛋白質・
CBP21)の結晶性キチン分解利用における役
割の検証」、「キチン分解細菌の生物機能にお

けるAA10蛋白質の重要性の解明と補助因子
の探索」、「自然界に圧倒的に多く存在する α-
キチンの分解機構の解明」を当面の目的とし
て研究を行い、その結果を総合して最終的に、
“より普遍的で進化した結晶性キチン分解機
構”を考察し、モデルの提案に繋げていく。 
 
３．研究の方法 
(1) キチン分解促進蛋白質(AA10 蛋白質・
CBP21)の結晶性キチン分解利用および昆虫
病原性における役割の検証 
 プラスミド pKNG101 に連結した CBP21
の欠損遺伝子を S. marcescens 2170 に導入
し、Allelic Exchange により染色体上の cbp
遺伝子を破壊し、CBP21 蛋白質の欠損株（Δ
cbp）を取得した。S. marcescens のキチン分
解利用と昆虫病原性に対する CBP21 蛋白質
欠損の影響を分析し、その重要性と程度を解
明する。また、大腸菌で構成的に発現するプ
ロモーター（plpp）を cbp 遺伝子に連結した
pACYC184-plpp/cbp を欠損株(Δcbp)に導入
し、相補株Δ cbp/pcbp を構築した。 S. 
marcescens 2170 野生株、CBP21 欠損株Δ
cbp、CBP21 相補株Δcbp/pcbp を用いて、キ
チン分解利用および昆虫病原性に対する
CBP21 の重要性と寄与を分析した。 
(2) 自然界に圧倒的に多く存在するα-キチ
ンの分解機構解明（高結晶性α–キチン微小
繊維を用いた SmChiA, SmChiB によるα-キチ
ン分解機構の解明） 
 京都大学の和田准教授から、海洋藻類
Phaeocystis の大量培養によって得られた高
結晶性α–キチン微小繊維の提供を受けた。
これを用いて、高結晶性β−キチン微小繊維
の酵素分解機構の経験を活かし、高速原子間
力顕微鏡を主な研究手段として、α−キチン
分解機構の解析を試みた。 
(3) キチナーゼ分子表面及び触媒クレフト
内部に存在する芳香族アミノ酸残基の機能
解明 
 これまでの研究によって、結晶性キチン分
解活性の高いプロセッシブな分解を行うキ
チナーゼの分子表面に存在する芳香族アミ
ノ酸残基が、結晶性キチン分解において非常
に重要性な役割を果たすことがわかってい
る。また、触媒クレフト内部に並んだ芳香族
アミノ酸残基も、結晶性キチンの連続分解に
特に重要と考えられている。上述のように、
入手が容易でない高結晶性α -キチン微小繊
維を用いての実験には現状では限界がある。
そのため、それを補う意味でも酵素側の結晶
性キチン分解に必要な構造と機能の詳細な
理解を進める必要がある。そこで、分子表面
に Tyr, Trp, Trp, Tyr という特徴的な芳香族
アミノ酸残基が並んでいる SmChiB の特に
触媒クレフト入り口の Tyr240 に着目し、部
位特異的変異による解析をさらに詳細に行
うことにした。 
 また、触媒クレフト内部の芳香族アミノ酸
残基に関しては、SmChiA のサブサイト－３



位に位置する Trp167 に着目し、部位特異的
変異の影響を分析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) キチン分解促進蛋白質(AA10 蛋白質・
CBP21)の結晶性キチン分解利用および昆虫
病原性における役割の検証 
 ＜結晶性キチン分解利用における役割＞: 
CBP21 をコードする遺伝子の欠損株Δcbp、及
びその相補株Δcbp/pcbp の構築を試みその
取得に成功した。Δcbpを(GlcNAc)2で定常期
まで培養し、その上清タンパク質を SDS-PAGE
で解析したところ、野生株に見られる 21 kDa
付近のバンドが消失しており、CBP21 が発現
していないことが確認された。また、cbp 相
補株は、CBP21 を過剰気味に発現していたが、
キチナーゼの発現量は野生株と比べて低い
ことがわかった。S. marcescens 2170 野生株
と、CBP21 欠損株Δcbp、CBP21 相補株Δ
cbp/pcbpを用いて、キチン分解利用および昆
虫病原性に対するCBP21の欠損及び補完の影
響を詳細に分析した。 
 Δcbp 株を異なる形状のキチンで培養し
CBP21 のキチン分解利用への影響を調査した。
高結晶性β-キチン微小線維またはコロイダ
ルキチンを分散させた寒天平板培地上で培
養したところ、いずれの基質でもΔcbp 株は
野生株に比べ小さく不明瞭なクリアゾーン
を形成した。一方、相補株はβ-キチン微小
繊維を含む培地で野生株よりも大きく明瞭
なクリアゾーンを形成したが、コロイダルキ
チンでは小さく不明瞭なクリアゾーンを形
成した。 
 さらにフレーク状の高結晶α-キチンとコ
ロイダルキチンを炭素源として液体培養を
行ったところ、相補株が最も速やかにフレー
ク状キチンを分解し、その生育も早かったが、
Δcbp 株は分解も生育も顕著に遅いことがわ
かった。一方、コロイダルキチン培養ではΔ
cbp 株と野生株の生育速度はほぼ同等であり、
フレーク状キチンの場合と逆に、相補株の生
育の遅れが観察された。cbp相補株は、CBP21
を過剰に発現するがキチナーゼの発現量が
低い。したがってこれらの結果は、より結晶
化度が高く天然状態に近いキチンの分解利
用においてCBP21が特に重要であることを示
すと同時に、キチン分解細菌が生産する分解
酵素の比率が必ずしも最適でないという非
常に興味深い可能性を示唆している。 
 ＜昆虫病原性への関与の可能性＞： 
  S. marcescens は昆虫病原菌としてもよく
知られており、その昆虫病原性にキチン分解
酵素や CBP21 の関与が予想されていた。その
理由は、昆虫の腸管内壁がキチン質で構成さ
れた囲食膜により覆われており、この囲食膜
が病原菌の侵入から生体を守るバリアとな
っているためである。これまでの実験で、S. 
marcescensの病原性の発揮にCBP21が関与す
る可能性が示唆されていた。そこで帝京大学

医真菌研究センターとの共同研究により、カ
イコを感染モデルとして、昆虫病原性に対す
るCBP21蛋白質の欠損及び補完の影響を分析
した。Δcbp株とΔchiR株を、腸管注射また
は食餌投与による経口感染と血液感染の3つ
の感染経路によりカイコに投与し、その病原
性への影響を調査した。しかし、いずれの感
染経路でもキチナーゼとCBP21の欠損による
昆虫病原性の顕著な低下は観察されず、した
がって本実験からは残念ながらCBP21および
キチナーゼの昆虫病原性への関与を示すこ
とができなかった。 
 
(2) 自然界に圧倒的に多く存在するα-キチ
ンの分解機構の解明（高結晶性α–キチン微
小繊維を用いた SmChiA, SmChiB によるα-キ
チン分解機構の解明） 
 S. marcescensのキチナーゼである SmChiA, 
SmChiBと Phaeocystis 由来高結晶性α-キチ
ン微小繊維を用いてα-キチン分解機構を解
明するため、SmChiA によるα-キチン分解の
高速原子間力顕微鏡によるリアルタイム観
察の条件検討をまずおこなった。その結果、
β-キチン微小繊維を用いた場合と類似の条
件で、α-キチン状を動くキチナーゼ分子の
観察が可能であることがわかった。その結果
に基づいて、原子間力顕微鏡による観察を開
始し、不鮮明かつ限られた分子数ではあるが、
α-キチン微小繊維上を分解移動していた
SmChiA 分子が途中で折り返し、反対方向に
移動する様子を観察することができた。 
 残念ながら、もともと入手出来る高結晶性
α-キチン微小繊維の量が非常に微量である
ため、α-キチン微小繊維上を分解移動する
キチナーゼ分子の速度や、分解距離などの詳
細なデータを得ることはできなかった。しか
しながら、本研究で得られた結果は、α-キ
チンに結合し分解している１つの SmChiA 分
子が、近くにある配向方向の異なるキチン鎖
に移動して、それまでと逆の方向に向かって
分解を開始することを示唆していると考え
られ、この特殊な分解挙動を観察できた意義
は大きい。 
 α-キチンは、逆方向に配向したキチン鎖
が水素結合によって強固な結晶構造を形成
している。このようなα-キチンの分解機構
解明は、自然界に多量に存在するキチンの酵
素分解、キチン分解細菌によるキチンのリサ
イクリングのメカニズムの理解に必須であ
る。より詳細な解析を行うためには、解析に
十分な量の高結晶性のα-キチン微小繊維を
いかに充分な量取得するか、その方法の確立
が課題である。 
 
(3) キチナーゼ分子表面及び触媒クレフト
内部に存在する芳香族アミノ酸残基の機能
解明 
 ＜SmChiB＞ SmChiB の分子表面に露出した
芳香族アミノ酸残基のうち、特に触媒クレフ
ト入り口の Tyr(Y)240 に着目し、部位特異的



変異により種々のアミノ酸残基に置換し、そ
の影響を解析した。これまでの研究で、クレ
フト入り口の Tyr残基を Alaに変異させると
結合活性と分解活性の両方が低下する結果
が得られているが、この分解活性の低下は、
結合活性の低下による可能性が排除できな
い。そこで、Y240を種々のアミノ酸残基(W, F, 
L)に置換した変異型酵素(Y240W,Y240F, 
Y240L)を作製し、野生型酵素と共にキチンへ
の結合活性、不溶性・水溶性基質に対する分
解活性を比較した。Y240L は結合活性、分解
活性ともに低下した。一方、Y240W、Y240F
のキチン結合活性は野生型とほぼ同等であ
った。結晶化度の高いβ-キチンに対しては、
Y240W が野生型とほぼ同等の分解活性と反
応初速度を示したのに対し、Y240F の分解
活性は野生型より明らかに低下した。この
ことから、結晶性キチン分解において、ク
レフト入り口にチロシンまたはトリプトフ
ァンの芳香環が重要であることが示唆され
た。 
 また、可溶性キチンに対しては、Y240L が
もっとも高い分解活性を示した。この基質は
水溶性の一本鎖で、キチン鎖を引きはがす必
要がない。そのため、芳香環を持った結合力
の高いアミノ酸残基は必要なく、Y240L が高
い分解活性を示したものと解釈された。 
 以上のことから、結晶化度の高い基質分解
には、触媒クレフト入り口に大きな共鳴構造
の芳香環が重要であり、水溶性高分子基質の
分解には逆に芳香環がない方が有利である
ことが明らかとなった。  
 ＜SmChiA＞ SmChiA のサブサイト－３に
位置する Trp167 は連続分解性（プロセッシ
ビティ）に関わっているとの報告がある。そ
こで、SmChiA の Trp167 については、Tyr と
Ala に置換した変異体 W167Y と W167A を構築
し、Trp167 の変異の影響を高結晶性のβ-キ
チン微小繊維を用いて分析した。W167A, 
W167Y ともにキチンへの最大結合量が若干低
下したが、結合定数の変化は顕著なものでは
なかった。特に W167Y は、キチンへの結合に
野生型とほとんど差がないものと考えられ
た。一方で、W167A, W167Y ともに結晶性キチ
ンの分解活性が大幅に低下した。このことか
ら、Trp167 は基質の乖離を抑制することによ
って、プロセッシブ（連続的）な分解に大き
く寄与していることが強く示唆された。 
 
 以上述べてきたように、S. marcescens の
キチン分解利用において、キチナーゼそのも
のが結晶性キチンを分解するための極めて
巧妙な局所構造を駆使しており、そこに加え
て AA10 タンパク質がこのようなキチナーゼ
の働きを高め、自然界における効率的なキチ
ン分解を可能にしていることが示された。こ
の仕組みを、自然界のキチンの大部分を占め
るα-キチンの分解においてより詳細に解析
していく必要があるが、今回の研究では、基
質として用いられるα-キチンの量が少なく、

この点に関しては十分な結果を得るに至ら
なかった。今後は、高純度の高結晶性α-キ
チン微小繊維の取得が課題である。 
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