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研究成果の概要（和文）：本研究では、Paenibacillus属細菌による抗真菌メカニズムを詳細に解析した。その
結果、Paenibacillus属細菌は、種々の細胞壁分解酵素だけでなく、異なる種類の抗菌物質も産生していた。本
研究の成果は、難分解性バイオマスの有効利用に関する分子基盤技術の確立に貢献する。また、その分解産物で
ある機能性オリゴ糖は、バイオ農薬や健康食品、抗真菌薬への応用も期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, the antifungal mechanism by Paenibacillus species was 
analyzed in detail. As a result, Paenibacillus species produced not only various cell wall degrading
 enzymes but also different types of antifungal substances. The results of this research contribute 
to the establishment of molecular basis technology on effective utilization of persistent biomass. 
Functional oligosaccharides, which are degradation products, are also expected to be applied to 
biopesticides, health foods and antifungal drugs.

研究分野：生化学・分子生物学・応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 Paenibacillus属細菌の中には、真菌類細
胞壁の溶解酵素や抗真菌活性を有する抗生
物質を産生するグループが存在する。この
ようなグループの細菌は、細胞壁溶解酵素
と抗生物質を併用して自分よりも大きな真
菌類を捕食していると考えられる。しかし
ながら、Paenibacillus属細菌に限らず、細
胞壁分解酵素と抗生物質は、これまで別の
研究分野として研究が行われてきた。本研
究では、“どのようにして細菌が自分よりも
大きな真菌類を捕食しているのか？”とい
う観点から、総合的に研究を行うことを特
徴としている。 
 
２．研究の目的 
 Paenibacillus属細菌は、Collimonas属細菌
よりも増殖が速く細胞壁分解能力も高い。
生きた菌類を捕食する細菌は、化学農薬と
は異なり薬剤耐性菌出現の心配がない次世
代の微生物農農薬として期待されている。
また、キチンやキトサンの分解産物である
グルコサミン類には、抗炎症効果や変形性
関節症改善効果が確認されている。さらに、
グルコサミン類のオリゴ糖には、植物の生
体防御機構を活性化するエリシター活性や
ヒトの免疫能を増強する効果（免疫賦活）
があり注目されている。本研究の目的は、
Paenibacillus属細菌の真菌類捕食機構を分
子レベルで明らかにし、微生物農薬や健康
機能性食品、医薬分野へ応用することであ
る。 
 
３．研究の方法 
 真菌類の細胞壁分解活性は、キチナーゼ
活性および β-1,3-グルカナーゼ活性、キトサ
ナーゼ活性を指標に測定した。それぞれの
酵素活性に使用した基質は、キチナーゼ活
性では合成発色基質（β-N-アセチル-D-グル
コサミンおよび β-N-アセチルキトオリゴ糖
の p-ニトロフェニル誘導体）およびコロイ
ダルキチン、β-1,3-グルカナーゼ活性は
1,3-Beta Glucazyme HS tablets (Megazyme)、
キトサナーゼ活性は、可溶性のグリコール
キトサンを用いた。 
 抗菌活性は、シデロフォアおよびシアン
化水素、抗菌物質の産生を調べた。シデロ
フォアの産生は、Fe-CAS Indicatorにより測
定した（参考文献①）。Chrome Azurol S-
鉄錯体は青色に呈色するが、シデロフォア
により鉄が奪われると呈色は消失する。寒
天培地上で Paenibacillus 属細菌を培養して、
Chrome Azurol S-鉄錯体に由来する青色の
消失を指標にシデロフォアの産生を評価し
た。シアン化水素の産生を評価するための
検定紙は、0.5 % (w/v) Picric Acid 
(2,4,6-Trinitrophenol)水溶液に、2％ (w/v) に
なるように Sodium Carbonateを加えてフィ
ルター滅菌し、Whatman Filter Paper (No.1)
に含浸・風乾することで作成した（参考文

献②）。この検定紙を寒天培地上に形成し
たコロニーの上に置き、黄色から褐色への
変化を指標に HCN産生を評価した。抗菌活
性は、植物病原菌類を中心に対峙培養を行
い確認した。 
 細胞壁分解酵素遺伝子の同定およびクロ
ーニングは、次世代シーケンサによるゲノ
ム解析から得られた遺伝情報や酵素の N末
端アミノ酸配列情報を利用して行った。 
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４．研究成果 
 FPU-7株：本菌は真菌類細胞壁の分解能
力が高く、両者のコロニーが接触する領域
では、菌類が溶解する様子を確認できる。
キチンだけでなく、グルカンやキトサンも
分解できるが、特にキチン分解能力が高く、
７種類ものキチナーゼを産生していた。そ
の中でも細胞表層に発現しているキチナー
ゼ（ChiW）は、分子内に触媒ドメインが２
つあり、高分子キチンの分解能力に極めて
優れていた。ChiWは細菌における細胞表層
発現型キチナーゼとしても最初の例であり、
その立体構造を明らかにした。その結果、
両ドメインとも深い基質結合クレフトの底
部に位置しており、このような構造が非晶
質である真菌類細胞壁キチンを効率よく切
断するために重要な構造であることが示唆
された。 
 IK-5株：本菌の特徴は、優れた運動能力
と高いキトサナーゼ活性・グルカナーゼ活
性・キチナーゼ活性を有していることであ
る。本菌株が産生するキトサナーゼはグル
カン分解活性も有しており、その構造解析
の結果から、グルカナーゼからキトサナー
ゼに分子進化したことが示唆された。真菌
類の細胞壁にはキトサンだけでなくグルカ
ンも多く含まれていることから、グルカナ
ーゼ活性を保持したままキトサナーゼ活性
を獲得する方向へ進化したと考えられ、本
酵素は高機能型の細胞壁分解酵素である。
さらに本キトサナーゼ-グルカナーゼには、
CBM32に分類される糖質結合モジュール
が存在しており、世界で初めてキトサンに
特異的な糖質結合モジュールであることを
証明した。また、本菌株は 4種類の分泌型
キチン分解系酵素を産生しているが、たい



へん興味深いことに、お互いが集合して高
分子複合体を形成していることを発見し、
“キチナソーム”と命名した。糖質分解酵
素の高分子複合体としては、セルロソーム
（Doi and Kosugi, Nature Reviews 
Microbiology, 2004）に続く 2例目である。 
 キチナソームを構成する各因子の大量発
現は困難を極めたが、鋭意検討した結果、
低温でゆっくり発現させたり、大腸菌のペ
リプラズム空間に発現させたりすることで、
活性型の遺伝子組換え酵素として大量発現
させることに成功した。実際に酵素活性を
測定したところ、ChiA および ChiB は糖質
加水分解酵素ファミリー（GH）18 キチナー
ゼ活性、ChiC はキチンモノオキシゲナーゼ
活性、ChiD は GH19 キチナーゼ活性を確認
した。また、ChiA および ChiB は同じ GH-18
キチナーゼであるが、両者はゲノム上でオ
ペロンを形成しており、キチンの分解にお
いて同時に作用させることで相乗効果を発
揮することを確認した。 
 キトビアーゼに関しては、GH-20 に分類
される細胞表層提示型の酵素遺伝子がゲノ
ム上にコードされていた。実際に IK-5 株で
発現しているキトビアーゼ活性の局在を調
べたところ、培養上清には検出されなかっ
たが、菌体画分において明確な活性を検出
した。さらに、大腸菌で遺伝子組換え酵素
として発現させて基質特異性を調べたとこ
ろ、二糖であるキトビオースだけでなく、
少なくとも四糖までは分解可能であったこ
とから、β-N-アセチルヘキソサミニダーゼ
であることが明らかとなった。これまでに
キトビアーゼ活性とキチナーゼ活性を合わ
せ持つ酵素は、自身の細胞壁成分であるキ
チンの代謝酵素として担子菌を中心に数例
しか報告されていない。 
 IK-5株が植物生長促進作用を持つ根圏土
壌細菌であることから、キチナーゼの本来
の基質は、カビやキノコなどの真菌類細胞
壁を構成しているキチンであると推測され
る。キチンの部分分解産物である“キチン
オリゴ糖”には、植物の病害抵抗性誘導活
性や生長促進効果が確認されており、化学
農薬や化学肥料の削減に貢献する環境調和
型の有機農業資材として注目されている。
植物病原菌類の約 8割はカビなどの真菌類
であり、植物の根から排出される老廃物を
栄養源として利用している IK-5 株は、植物
病原菌類を排除し、さらに細胞壁キチンの
分解産物が植物の耐病性向上や生長を促進
させることにより、うまく共生関係を構築
していると考えられる。 
 FPU-37株：一般的な抗真菌物質産生菌と
同じように、植物病原菌の菌糸は FPU-37
株を滴下した濾紙には近づけないが、長期
間培養すると IK-5株と同様に寒天培地上を
移動して菌糸を取り囲む。生きた菌糸を栄
養源とする細菌としては Collimonas 
fungivorans（Wieste et al., Int J Syst Evol 

Microbiol. 2004）が唯一知られており、
Paenibacillus属細菌は 2例目となる。本菌
株は高い抗菌活性を有していることが特徴
で、シデロフォア・シアン化水素・抗菌物
質を産生しており、農業上重要な植物病原
菌である、オオムギ赤かび病菌、イネばか
苗病菌、サトイモ乾腐病菌、トマト萎凋病
菌、トマト葉かび病菌、イチゴ炭疽病菌、
ダイズ紫斑病菌、スイカ炭疽病菌、スイカ
つる枯病菌、インゲンマメ病原菌、キュウ
リ病原菌に対して、いずれも強い抗菌活性
を示すことを確認した。 
 このように FPU-37株はカビなどの真菌
類に対して強い抗菌活性を有しており、真
菌類の細胞壁が不溶性の高分子多糖である
キチンやβ-1,3-グルカン、キトサンを主成
分として構成されていることから、これら
の糖に対する FPU-37株の分解活性を調べ
たところ、キチンおよびキトサンの分解活
性は検出されなかったが、高いβ-1,3-グル
カン分解活性を確認した。細菌が産生する
不溶性のβ-1,3-グルカンであるカードラン
を用いて FPU-37株が培養液中に分泌した
β-1,3-グルカナーゼのアフィニティー精製
を行い、その N末端アミノ酸配列からβ
-1,3-グルカナーゼ遺伝子を同定した。本遺
伝子は、3,003塩基対からなる ORFで、1,001
アミノ酸残基、推定のシグナルペプチドが
51アミノ酸残基から構成されており、シグ
ナルペプチドが切断された分泌型成熟酵素
の分子量は 103 kDaと算出され、アフィニ
ティー精製した酵素の SDS-PAGE結果と一
致した。さらに、InterProScanによるモチー
フ・ドメイン検索を行った結果、本酵素は
糖質分解酵素ファミリー81に分類される典
型的なグルカナーゼであった。大腸菌によ
る大量発現では、コールドショック発現系
により封入体を回避して活性型酵素として
発現させることに成功した。本酵素活性の
至適条件は、pH8.0および 40℃であった。
また、β-1,3-グルカンのオリゴ糖は、高等
植物の基礎的抵抗性を誘導することが知ら
れていることから、β-1,3-グルカンを主成
分とする酵母細胞壁を本酵素により部分分
解してコマツナに与えたところ、病害防御
応答関連遺伝子として知られている植物由
来グルカナーゼの発現上昇が認められた。 
 本研究の成果は、キチンやキトサン、グ
ルカン（セルロースや澱粉を含む）という
難分解性バイオマスの有効利用に関する分
子基盤技術の確立や分解産物であるオリゴ
糖の生理機能を活用した健康機能性食品の
開発、微生物農薬・抗真菌薬・抗腫瘍薬へ
の応用などが期待される。 
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