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研究成果の概要（和文）：GHファミリー18（GH18）キチナーゼには，触媒活性を担うGH18触媒ドメイン以外に，
キチン結合ドメイン（ChBD），フィブロネクチンタイプⅢ様ドメイン（FnIIID），およびキチナーゼ挿入ドメイ
ン（CID）などの付加ドメインを有するものが知られているが，それらの役割は不明であった。各種付加ドメイ
ンを入れ替えたキメラ酵素の性質検討の結果，CIDの存在はエキソ型の切断やプロセッシビティの度合いを高め
ることがわかった。そして，ChBDおよび FnIIID は不溶性キチンに対するエキソ型の切断やプロセッシビティの
度合いを高める可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：GH family 18 (GH18) chitinases are known to have some additional domains, 
such as a chitin-binding domain (ChBD), a fibronectin type III-like domain (FnIIID) and a chitinase 
insertion domain (CID), as well as a GH18 catalytic domain. The role of additional domains in chitin
 hydrolysis remains unclear to date. In order to clarify the role of the additional domains, many 
chimeric enzymes were prepared and characterized. The CID proved to contribute to exo-type digestion
 and processivity against soluble and insoluble chitins. Furthermore, the ChBD and FnIIID might also
 contribute to exo-type digestion and processivity against insoluble chitin.

研究分野：生体関連化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GH18キチナーゼには，GH18触媒ドメインのみからなるシングルドメイン酵素のほか，ChBD，FnIIIDおよびCIDと
いった付加ドメインを有するマルチドメイン酵素も存在する。また，エンド型とエキソ型の酵素が混在してお
り，プロセッシビティを示すものも知られている。本研究は，そのような多様な切断様式に及ぼす各種付加ドメ
インの役割を解明することを目的としている。付加ドメインを入れ替えたキメラ酵素を網羅的に調製し，種々の
基質を用いて詳細な解析を行うことで，長年にわたる懸案事項を一気に解決しようとする点に本研究の学術的意
義があり，産業界への波及効果も大きい。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 キチンは N-アセチル-D-グルコサミンが-1,4 グリコシド結合で直鎖状に連なった多糖であ
り，その-1,4 結合を加水分解する酵素がキチナーゼである。キチナーゼは，キチン鎖の中程
を加水分解するエンド型と，キチン鎖の末端から加水分解するエキソ型に分類される。 
 キチナーゼの触媒ドメイン(CatD)は，そのアミノ酸配列の相同性に基づき，GHファミリー
18（GH18）と 19に分類される。GH18キチナーゼには，触媒活性を担う CatD以外に，キチ
ン結合ドメイン（ChBD），フィブロネクチンタイプⅢ様ドメイン（FnIIID）などの付加ドメ
インを有するものが知られている。また，GH18 キチナーゼの中には，CatD 中にキチナーゼ
挿入ドメイン(CID)とよばれる挿入配列を含むものがある。GH18 キチナーゼはもともとエン
ド型の切断様式をとるが，CID を含む酵素では，CID がクレフトを深めることで，見かけ上，
エキソ型の切断様式とるといわれている。しかしながら，GH18キチナーゼの示すエンド型・
エキソ型の多様な切断様式に及ぼす，ChBD，FnIIID および CID といった各種付加ドメイン
の役割には不明な点が多く残されていた。 
 ある種の GH18キチナーゼは，結晶性キチンを末端から連続的（プロセッシブ）かつ効率的
に加水分解する。このような連続反応性（プロセッシビティ）を示すキチナーゼは，一般に CatD
以外にキチン結合ドメイン(ChBD)のような付加ドメインを有する。ChBD の分子表面に存在
する芳香族アミノ酸が CatD の深いクレフトに向かって直線上に並ぶことで，CatD 中のサブ
サイトを延長している。これらの芳香族アミノ酸は結晶性キチンから 1本のキチン分子鎖を引
きはがし，クレフトに導く働きがあるとされるが，プロセッシブな加水分解機構に及ぼす各種
付加ドメインの役割の詳細も不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 GH18 キチナーゼには，GH18 CatD のみからなるシングルドメイン酵素のほか，ChBD，
FnIIIDおよび CIDといった付加ドメインを有するマルチドメイン酵素も存在する。また，エ
ンド型とエキソ型の酵素が混在しており，プロセッシビティを示すものも知られている。本研
究では，付加ドメインを入れ替えたキメラ酵素を網羅的に調製し，種々の基質を用いて詳細な
解析を行うことで，GH18キチナーゼの多様な切断様式に及ぼす各種付加ドメインの役割解明
を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 好アルカリ性放線菌 Nocardiopsis sp. F96株由来 GH18キチナーゼ ChiF1は GH18 CatD
のみからなるシングルドメイン構造をとり，CatD中には CIDを含まない。一方で，F96株由
来 GH18 キチナーゼ ChiF3 はマルチドメイン構造をとり， ChBD， FnIIIDおよび CIDを
含む GH18 CatDから構成される。また，好アルカリ性細菌 Bacillus sp. J813株由来 GH18
キチナーゼ ChiJは，CIDを含む GH18 CatD，FnIIIDおよび ChBDから構成される。本研究
では，ChiF１，ChiF3および ChiJを基盤とするキメラ酵素を網羅的に調製した（図 1）。そし
て，キチンオリゴ糖 [(GlcNAc)6]，p-ニトロフェニル化キチンオリゴ糖 [pNP-(GlcNAc)5]，可
溶性キチン（グリコールキチン）および不溶性キチン基質に対する切断様式を詳細に検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
 以下に，本研究の成果を項目毎に概説する。 
 
（１）各種キメラ酵素の調製 
 本研究で使用する各種キメラ酵素および変異型酵素をコードする発現型プラスミドを構築し，
野生型酵素とともに，大腸菌における発現と精製を行った。各種酵素は大腸菌の菌体内で可溶
性タンパク質として高効率生産され，一部の酵素を除き，SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳
動においてほぼ単一バンドを示す精製標品が得られた。 
 
（２）キチンオリゴ糖および p-ニトロフェニル化キチンオリゴ糖を用いた加水分解様式の解析 
 野生型 ChiF1，ChiF1に ChiF3および ChiJ由来 CIDを挿入した各種キメラ酵素ならびに
野生型 ChiJ から FnIIID および ChBD を欠失した変異型酵素を用い，キチンオリゴ糖 
(GlcNAc)6 に対する加水分解様式の解析を行った。その結果，CID をもたない野生型 ChiF1
はエンド型の切断様式をとることが明らかとなった。一方，CIDをもつ各種酵素は，ChiF1に
比して，エキソ型の切断の度合いが高いことがわかった。また，p-ニトロフェニル化キチンオ
リゴ糖 pNP-(GlcNAc)5加水分解産物の HPLC解析の結果，CIDをもつ各種酵素は，キチン鎖
を非還元末端側から 2糖単位で連続的に切断するプロセッシビティを有する可能性が示唆され



た。これらの結果から，CIDの存在はエキソ型の切断やプロセッシビティの度合いを高めるこ
とが考えられた。 
 
（３）可溶性キチンを用いた加水分解様式の解析 
 野生型酵素，各種キメラ酵素および変異型酵素を用い，可溶性のグリコールキチン基質に対
する加水分解様式の解析を行った。その結果，反応初期段階でのエキソ型の切断の度合いは，
CatDがChiJ由来かChiF1由来かに大きく依存した。すなわち，CID を含むChiJ由来のCatD
をもつ酵素は，CIDを含まない ChiF1由来の CatDをもつ酵素に比して，反応初期段階でのエ
キソ型の切断様式の度合いが高い結果となった。また，オリゴ糖基質の加水分解の結果とは異
なり，ChiF1のCatD中にCIDを挿入したキメラ酵素によるグリコールキチンの加水分解では，
エキソ型の切断の度合い向上は観察されなかった。さらに，グリコールキチンを基質とした場
合、ChiF1へのChBDおよび FnIIIDの付加はエキソ型の切断の度合いの低下を招いた一方で，
ChiJ へ ChBD および FnIIID の付加はエキソ型の切断の度合いに大きな変化を与えず，可溶
性キチン基質の加水分解に及ぼす ChBDおよび FnIIIDの役割を普遍化するには至らなかった。 
 
（４）不溶性キチンを用いた加水分解様式の解析 
 野生型酵素，各種キメラ酵素および変異型酵素を用い，不溶性キチン基質に対する加水分解
様式の解析を行った。最終加水分解産物の解析の結果，ChiJの ChBDおよび FnIIIDは，ChiF1
および ChiJの CatDの C末端側に存在する場合に限って，不溶性キチンに対するエキソ型の
切断やプロセッシビティの度合いを高める機能を有することが示唆された。これは，プロセッ
シブな分解に際してはスライディングの方向性があるため，キチナーゼを構成するドメイン 
(CatD，ChBDおよび FnIIIDなど) やそれらの並ぶ順番が重要であるためと考えられる。 
 
 

 
 
図 1 本研究で使用した野生型酵素，各種キメラ酵素および変異型酵素のドメイン構成 
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