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研究成果の概要（和文）：イネはいもち病菌M. oryzaeの感染を感知すると，GH18および19キチナーゼを分泌
し，M. oryzaeの細胞壁主成分であるキチンを分解，溶菌することによって抵抗性を示す．さらに分解により生
じたキチンオリゴ糖をエリシターとして細胞表面の受容体で認識し，免疫応答を誘導する．一方，M. oryzaeは
GH18キチナーゼであるMoChia1を分泌し，自らの細胞壁から生じたキチンオリゴ糖を分解することにより，受容
体によるエリシター認識を防ぎ植物免疫を回避する．本研究ではMoChia1の構造と機能を調べることにより，M. 
oryzaeによる植物免疫回避機構の一端を分子レベルの解像度で明らかにした．

研究成果の概要（英文）：When rice plants become infected with the blast fungus Magnaporthe oryzae 
(M. oryzae), they secrete GH18 and GH19 chitinases. These enzymes degrade chitin, which is the main 
component of M. oryzae cell walls. This process makes the rice plants resistant to the fungus. 
Furthermore, the chitin oligosaccharides produced during this degradation process are recognised by 
cell surface receptors as elicitors, inducing an immune response. Conversely, M. oryzae secretes 
MoChia1, a GH18 chitinase that degrades the chitin oligosaccharides produced from its cell wall. 
This prevents the elicitors from being recognised by the receptors, thus evading plant immunity. In 
this study, we investigated the structure and function of MoChia1 to shed light on one aspect of M. 
oryzae's evasion of the plant immune system at the molecular level.

研究分野：応用生物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HPLCを用いてMoChia1によるキチンオリゴ糖の加水分解を詳しく調べた結果，本酵素は基質還元末端のβアノマ
ーを選択的に認識し、最も還元末端側のグリコシド結合のみを切断することを明らかにした．MoChia1が分類さ
れるGH18キチナーゼの基質認識・分解様式は一般的にエンド型であり，このような活性を示す酵素の発見は初め
てであった。また，酵素の立体構造を決定し，MoChia1の特殊な基質認識機構の詳細を明らかにした．このよう
な成果は，M. oryzaeによる植物免疫回避機構の一端を明らかにするだけでなく，糖質加水分解酵素学の発展に
寄与するものと考えられた．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１． 研究開始当初の背景 
 
イネ（Oryza sativa L.）は世界の人口の半分以上を養う重要な主食作物であるが、ウイルス、
細菌、真菌など自然界に存在する様々な病原体が感染することにより、その収量が大幅に減少さ
せられている。一例として、植物病原菌であるイネいもち病菌 Magnaporthe oryzae（以下 M. 
oryzae）によって引き起こされるいもち病は、現在でも多くの稲作国で年間 10％から 30％の収
量損失をもたらしている。イネはM. oryzaeの感染攻撃を感知すると、恒常的に発現している糖
質分解酵素ファミリー18と 19（GH18と 19）に分類されるキチナーゼの発現を高め、M. oryzae
の細胞壁主成分であるキチンを分解、溶菌することによって抵抗性を示す。さらに、分解により
生じたキチンオリゴ糖をエリシターとしてイネ細胞表面に存在する受容体 PRR（Pathogen 
Recognition Receptor）で認識し、パターン誘導免疫 PTI（Pattern-Triggered Immunity）と呼
ばれる免疫応答を誘導することにより、生体防御を増強する。一方、M. oryzae は、菌体外に
GH18キチナーゼであるMoChia1を分泌し、自らの細胞壁から生じたキチンオリゴ糖を分解す
ることにより、イネ PRRによるエリシター認識を防ぎ、PTIを回避する仕組みを備えることが
報告されていた。しかし、酵素分子である MoCha1 の酵素学的諸性質が調べられておらず、そ
の分子機構の実態は不明のままであった。 
 
２． 研究の目的 

 
MoCha1を利用したM. oryzaeの PTI回避の分子機構を理解するために、精製したMoChia1
の酵素学的諸性質を明らかにすることを目的にした。すなわち、MoChia1 の酵素活性の諸性質
（至適 pH、至適温度、pH安定性、温度安定性）、基質特異性、基質の分解様式、反応速度論的
パラメータ―（Km、kcat）、GH18 キチナーゼ阻害剤による阻害活性を調べた。また、立体構造
を決定し、本酵素の基質認識および加水分解機構の解明も行った。 
 
３． 研究の方法 
(1) p-Nitrophenyl chitobioside (pNP-GlcNAc)2を基質に用いた MoCha1 の至適 pH、至適温
度、pH安定性、温度安定性の決定。 

(2) MoCha1によるキチンオリゴ糖の分解の TLC（薄層クロマトグラフィー）解析。 
(3) TSKgel Amide-80 columnsを用いたMoCha1によるキチンオリゴ糖の分解のHPLC（高
速液体クロマトグラフィー）解析。 

(4) 修飾キチンオリゴ糖を基質に用いたMoChia1の基質特異性解析。 
(5) ヘテロキトトリオースを用いたMoCha1の反応機構の解析。 
(6) アロサミジンのMoCha1に対する阻害活性評価。 
(7) MoCha1のキチンオリゴ糖基質に対する反応速度論的解析。 
(8) MoCha1の結晶化および立体構造解析。 
(9) MoCha1と基質のドッキングシミュレーションによる基質認識機構の解明。 
 
４．研究成果 
(1) 本酵素の酵素学的性質を調べた結果、至適 pH は 5.0、至適温度は 40℃であり、pH 安定性
は 5.0～9.5、温度安定性は 40℃までであることがわかった（図 1）。 

 
(2) TLCを用いて解析した結果、本酵素はキチンオリゴ糖 3～6糖［(GlcNAc)3-6］を加水分解し、
最終生成物は(GlcNAc)2と GlcNAcであることがわかった。また、作用様式は GH18キチナ
ーゼとしては異例のエキソ型であることが示唆された。 

(3) HPLC を用いて解析した結果、加水分解の進行に伴い基質の β アノマーのピークが顕著に
減少し、反応初期の分解産物のアノマーは β 型であった。このことから本酵素は基質の β



アノマーのみを認識後加水分解し、その切断部位は最も還元末端側のグリコシド結合であ
ることが示された。 

(4) MoCha1 とキトトリオースの還元末端を修飾した GN2D（4-O-β-di-N-acetylchitobiosyl-2-
acetamido-2,3-dideoxydidehydro-glucopyranose ） と GN2L （ 4-O-β-di-N-acetylchitobiosyl-2-
acetamido-2,3-dideoxydidehydro-gluconolactone）を反応させた後、反応産物を TLC で解析し
たところ、還元末端の修飾 GlcNAc の遊離が確認された。一方、GN2M（4-O-β-di-N-
acetylchitobiosyl moranoline）や糖アルコールである chitotriitolは分解されなかった。以上の
ことから、MoCha1 による基質の還元末端側の認識は厳密ではなく、ある程度の自由度が
あることがわかった。 

(5) ヘテロキトトリオースである GlcN-(GlcNAc)2と(GlcN)2-GlcNAc を基質に用いて分解実験
を行った結果、MoCha1 は前者を GlcN-GlcNAc と GlcNAc へと加水分解し、後者を分解
しなかった。このことから、MoCha1はサブサイト－1で N-アセチル基を認識する基質補
助機構により基質を加水分解することが示唆された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(6) GH18 キチナーゼの阻害剤であるアロサミジンを用いて MoCha1 に対する阻害活性評価を
行ったところ、アロサミジンは同酵素を阻害し、その IC50 は 60 μMであることがわかった。 

(7) MoCha1 によるキチンオリゴ糖分解の反応速度論的解析を行った。各基質に対するミカエ
リスメンテンプロットの結果から、Kmは 2.4～3.6 mM、kcatは 17～27 sec-1、Vmaxは 18～
28 nmol/min の範囲にあり、各パラメーターは基質の重合度に対する依存性を示さないこ
とがわかった。 

(8) 沈殿化剤の異なる 480 条件の下、蒸気拡散法による MoChia1 の結晶化を行った結果、
PEG3350を含む沈殿化剤で単結晶が形成されることがわかった。Alphafold2を用いて構築
した立体構造モデルを用いた分子置換法により、MoChia1の結晶構造を 1.5Å分解能で決定
した。立体構造の決定により、本酵素は GH18に共通してみられる TIM バレル構造の他に
特徴的な α/β 挿入ドメイン構造を有していることがわかった（図 3A）。 

(9) MoChia1 とキチンオリゴ糖基
質とのドッキングシミュレー
ションの結果，α/β 挿入ドメイ
ン構造が基質結合クレフトの
+1サブサイトより外側でWall
を形成し，基質の最も還元末
端側のグリコシド結合の選択
的切断を可能にしていること
が示唆された。さらにWallを
形成するアミノ酸残基の内、
Asn195の側鎖が基質の βアノ
マーの認識に重要であること
が示唆された（図 3B）。 

 
以上の結果から、MoChia1 は 3 糖以上のキチンオリゴ糖の β アノマーを基質として認識し、
基質の還元末端から単糖を遊離する新規酵素、還元末端 GlcNAc遊離エキソキチナーゼであるこ
とがわかった。また、本酵素は一般的にエンド型の加水分解様式を示す GH18キチナーゼから、
分子進化の過程で特徴的な α/β 挿入ドメイン構造を獲得し、新たな基質分解様式を獲得したも
のと考えられた。本酵素の特異な基質分解様式とM. oryzaeの PTI回避機構の関連について、
興味がもたれた。 
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