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研究成果の概要（和文）：好アルカリ性 Bacillus sp. J813 株由来キチナーゼは，触媒ドメイン，

フィブロネクチンタイプ III様ドメイン(FnIIID)およびキチン結合ドメイン(ChBD)から構成され

る。Arg-Gly-Asp (RGD)配列は，細胞外マトリックス分子フィブロネクチン中に存在し，細胞表

面レセプターのインテグリンを介して細胞と相互作用する。RGD を融合した各種 FnIIID/ChBD 

および ChBD タンパク質を調製し，その性質を調べた。融合タンパク質はキチン結合能，イン

テグリン結合能および細胞接着能を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Chitinase J from alkaliphilic Bacillus sp. contained a catalytic domain, a 

fibronectin type III-like domain (FnIIID) and a chitin-binding domain (ChBD). A peptide sequence 

Arg-Gly-Asp (RGD) sequence locates within fibronectin, an extracellular matrix molecule, and interacts 

with cells via a cell surface receptor called integrin. Several kinds of RGD-fused FnIIID/ChBD and 

ChBD proteins were prepared and characterized. The fusion proteins indicated chitin-binding, 

integrin-binding and cell adhesive activities. 
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１．研究開始当初の背景 

 一般に細胞は他の細胞や細胞外マトリッ
クスと接着することにより一定の組織構造
を形成する。細胞外マトリックスの一つであ
るフィブロネクチンは強い細胞接着能を示
すタンパク質で，タイプ I，II および III の 

3 種類のドメインからなる複雑な繰り返し
構造をとる。ヒトフィブロネクチンタイプ 

III ドメインのうち 10 番目のドメイン内に

存在するアミノ酸配列 Arg-Gly-Asp (RGD) 

配列は細胞接着に必須であり，細胞表面レセ
プターであるインテグリンと相互作用する
ことにより細胞接着に働く。これまでに 

RGD 配列を応用した人工組織培養用マトリ
ックスの開発が数多く報告されている。 

 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 グリコシド結合を加水
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分解する酵素がキチナーゼである。当研究室
において土壌より分離した好アルカリ性 

Bacillus sp. J813 株はキチナーゼ (ChiJ) を生
産し，既に ChiJ 遺伝子のクローニングが行
われている。他のキチナーゼとのアミノ酸配
列比較の結果，ChiJ は GH ファミリー18 触
媒ドメイン (CatD)，フィブロネクチンタイプ 

III 様ドメイン (FnIIID) およびキチン結合ド
メイン (ChBD) からなるマルチドメイン構
造をとることがわかった（図１）。各ドメイ
ンの機能解析の結果，ChBD はキチンとの結
合に関与するという予備的な知見が得られ
たが，ChBD のキチン結合機構は不明である。
また，本酵素の FnIIID は前述したヒトフィ
ブロネクチンのタイプ III ドメインとの間
にアミノ酸配列の相同性が見られるが，その
機能については明らかにされていない。 

 

（図１）ChiJ の構造模式図 

 

２．研究の目的 

本研究では，キチンを基盤とする新規組織
培養用マトリックス創製を目的として，ChiJ 

の FnIIID/ChBD および ChBD 領域に新た
に RGD 配列を付与した種々の組換えタン
パク質を調製する。そして，大腸菌が生産し
た各種組換え  FnIIID/ChBD および  ChBD 

のキチン結合能，インテグリン結合能ならび
に細胞接着能を調べる。さらに，組織培養用
マトリックスへの応用に向け，本組換えタン
パク質を介したキチン不織布上での繊維芽
細胞の培養を試みる。また，本組換えタンパ
ク質の機能向上に向け，ChBD のキチン結合
機構を調べる。図２に，本研究の新規組織培
養用マトリックスを模式的に示す。 

 
（図２）ChBD を用いたキチンを基盤とする
新規組織培養用マトリックス 

 

３．研究の方法 

 pChiJはChiJ 遺伝子をコードする組換えプ
ラスミドである。各種組換えタンパク質の発
現には，発現ベクター pET-21b(+)および大腸
菌 BL21(DE3) 株（Novagen）を用いた。不溶
性キチンには，キチンをビーズ状に加工した
キトパール BL-01 (富士紡績)を使用した。ヒ
トインテグリン51 および抗ヒトインテグ
リン51 抗体は Chemicon より購入し，組
換えタンパク質のインテグリン結合能は 

ELISA により調べた。株化したマウス繊維芽

細胞には，3T3-L1 株を使用した。 

 

４．研究成果 
(1) ChiJ 遺伝子の FnIIID/ChBD 領域，FnIIID 

領域および  ChBD 領域を発現ベクター 

pET-21b(+) に挿入し，ChiJ の当該領域 (それ
ぞれ F/B，F および B) をコードする発現型
プラスミドを得た。また，FnIIID/ChBD 領域
の N 末端，C 末端，N 末端および C 末端
にそれぞれ RGD 配列を導入した形の組換
え FnIIID/ChBD (それぞれ R-F/B，F/B-R お
よび R-F/B-R) をコードする発現型プラスミ
ドを構築した。さらに，ChBD 領域 に対し
ても同様に  RGD 配列を導入した組換え 

ChBD (それぞれ R-B，B-R および R-B-R) 

をコードする発現型プラスミドも併せて構
築した。これら発現型プラスミドを導入した
大腸菌 BL21(DE3) 株においては，各種組換
えタンパク質（図３）が大腸菌菌体内に生産
されていることがわかった。 

 

（図３）各種組換えタンパク質の構造模式図 

 

(2) 組換えタンパク質のキチンとの結合能を
調べるために，不溶性キチンビーズを充填し
たカラムへの吸着実験を行った。試料として
は各種発現型プラスミドを導入した大腸菌
の無細胞抽出液を用いた。その結果，
FnIIID/ChBD 領域および ChBD 領域単独で
もなおキチンへの結合能を十分に保持して
いることが明らかとなった。一方，FnIIID 領
域単独ではキチンへの結合能を示さないこ
とがわかった。さらに，RGD 配列の付与に
より，FnIIID/ChBD および ChBD 領域のキ
チン結合能は損なわれないことが確認され
た。 

(3) 各種発現型プラスミドを導入した大腸菌
の無細胞抽出液より，不溶性キチンを用いた
アフィニティークロマトグラフィーによる
組換え  FnIIID/ChBD および ChBD の精製
を行った。ここで得られた各種組換えタンパ
ク質精製標品を用いてヒトインテグリンと
の結合能を ELISA により調べた。その結果，
各種組換え  FnIIID/ChBD および  ChBD は
ヒトインテグリン51 との結合能を有して
いることが明らかとなった（図４）。また，
各種組換えタンパク質の細胞接着能を調べ
た結果，組換えタンパク質に対してマウス繊
維芽細胞 3T3-L1 株の接着が認められた（図
５）。さらに，組換え FnIIID/ChBD は組換え 

ChBD に比して高いインテグリン結合能お



 

 

よび細胞接着能を有すること，RGD 配列の
付与によりインテグリン結合能および細胞
接着能の向上がみられたこと，そして組換え
タンパク質 R-F/B-R が最も高いインテグリ
ン結合能ならびに細胞接着能を示すことが
わかった。また，組換えタンパク質 R-F/B-R 

を固定化したキチン不織布を用いて，マウス
繊維芽細胞 3T3-L1 株の接着能評価を行った。
その結果，組換えタンパク質 R-F/B-R はキチ
ン不織布に対する細胞接着性を向上させる
ことが明らかとなった（図６）。 

 

（図４）各種組換えタンパク質のヒトインテ
グリン結合能 

 

 

（図５）各種組換えタンパク質のマウス繊維
芽細胞接着能 

 

 
（図６）組換えタンパク質 R-F/B-R を介して
キチン不織布に接着したマウス繊維芽細胞
の光学顕微鏡写真 

 

(4) ChBD のキチン結合能向上を目指し，
ChBD とグルタチオン-S-トランスフェラー
ゼ  (GST) との融合タンパク質  GST-ChBD 

を用いたタンパク質工学検討を行った。アミ
ノ酸置換を導入した融合タンパク質の結合

解析の結果，ChBD は芳香族アミノ酸 Trp541 

および Trp542 を介したスタッキング相互作
用により不溶性キチンと結合することがわ
かった。また，ChBD の分子表面に新たに芳
香族アミノ酸の導入を試みた結果，Trp541 お
よび Trp542 と直線的に並ぶ位置に Trp を
導入することで，全体としての親和性は低下
したものの，キチン分子上の認識可能部位が
増えたことが示唆された。 

 

（図７）ChBD の立体構造モデル 
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