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キチン，キチンオリゴ糖 

キチンは N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) が β-1.4グリコシド結合した多糖で

(図 0-1)，自然界でセルロースに次いで多く，カビの細胞壁，昆虫の外骨格，そ

して甲殻類の殻の主成分で発見されている．これらの生物は自身の骨格を支え

る構成物質としてキチンを調製し，利用している．また，イカの甲骨，昆虫の顎

や針などにもキチンが含まれており，主に強度の要求される部位で利用されて

いる．通常，キチンはカニの殻などから炭酸カルシウムおよびタンパク質を，そ

れぞれ，酸とアルカリで除去して得られる． 

キチンは主に α-キチンや β-キチンと呼ばれる 2 種類の結晶構造で存在してい

る．α-キチンは一番多い結晶構造で，キチン鎖が逆平行に折り重なり，強い水素

結合を持つコンパクトな結晶構造をしているのに対し，β-キチンはキチン鎖が平

行に並び，弱い相互作用で重なり合った反応性が高い結晶構造をとる [1]． 

キチンは，キチンを脱アセチル化したキトサンと共に，生分解性，生体親和性

の他，創傷治癒促進活性を初めとする様々な生物機能を有することから医薬分

野，化粧品分野，食品分野，農林水産分野，工業分野などへの応用も行われてい

る．また，このキチンを，化学的もしくは酵素処理することにより得られるキチ

ンオリゴ糖も，ほ乳類の細胞などで抗腫瘍活性や創傷治癒促進などの生理活性

を持つことが知られている [2, 3]．キチンは非水溶性であるために，反応性が低

い．そこで，キチンを濃塩酸に懸濁し，溶液中に分散させたコロイダルキチンが

利用されている．コロイダルキチンはキチナーゼの活性測定において天然の高

分子基質としてや，キチン分解細菌の培地の窒素源や炭素源として用いられて

いる [4]． 

 

キチナーゼ 

キチナーゼ (EC 3.2.1.14) は，キチンの β-1.4 グリコシド結合を加水分解する

酵素で，微生物，カビ，植物，昆虫やほ乳類などが生産している  [5-9]．

Carbohydrate-Active enZYmes Database (CAZY: http://www.cazy. org/) 上で，キチナ

ーゼは，立体構造や触媒機構の違いから Glycoside hydrolases family (GH) 18 ファ

ミリーとGH19ファミリーに分類されている．GH18キチナーゼは，様々な動物，

植物，昆虫，カビ，細菌，ウィルスで見つかっているのに対し，GH19キチナー

ゼは，植物と一部の細菌の遺伝子上でのみ発見されている [7, 10, 11]．GH18酵

素と GH19 酵素の上記の反応を司る触媒ドメインは，類似したアミノ酸配列を

共有せず，それぞれの三次元構造は異なる．その為，GH18と GH19 の二つのフ

ァミリーは異なる祖先から進化した酵素だと考えられている [12]． 



5 

 

キチナーゼの構造 

GH18キチナーゼは触媒ドメインだけではなく，いくつかのドメイン，代表的

なものではフィブロネクチン III 型様ドメイン (FNIII) やキチン結合ドメイン 

(ChBD) で構成されている．GH18 キチナーゼの触媒ドメインは，8 本の α ヘリ

ックスと β シートが繰り返し並んだ (β/α)8 バレル構造 (トリオースリン酸イソ

メラーゼバレル) をしており，一部の酵素では分解様式に影響を与える α+β 挿

入ドメインが挿入されている (図 0-2A, B) [13]．FNIIIは，3つの β シートと 4つ

の β シートが逆平行に折りたたまれた基本構造を持つ β サンドイッチ型のドメ

インで，原核生物や動物などの広い生物のタンパク質から発見されている (図 0-

3A, B) [14-16]．動物由来の FNIIIは，Arg-Gly-Asp (RGD配列) の短いモチーフが

細胞接着に関与するのに対し [14]，細菌由来の FNIIIでは RGD配列は見られず，

糖基質の結合に関与する芳香族アミノ酸もタンパク質表面に露出していないこ

とから，キチンなどの糖質との結合とは異なる役割を持つことが考えられ，現在

ではキチナーゼの活性に寄与すると考えられている [15, 16]．最後に，ChBDは

CAZYデータベース上の Carbohydrate-Binding Module family (CBM) として分類

され，キチナーゼが保有している CBM は主に CBM2，5，12，14，18である (図

0-4A-D)．ChBD という呼称は，結晶性多糖であるキチンとの結合と加水分解能

を促進することに由来している．これらドメイン上に存在している芳香族アミ

ノ酸を置換した変異体と多糖との結合実験やオリゴ糖との共結晶解析により，

これらアミノ酸が基質と相互作用することが報告されている [17-22]． 

 

キチナーゼの触媒機構 

この触媒機構は Serratia marcescens 由来キチナーゼB (SmChiB) を用いて解析

され，そのメカニズムが明らかにされてきた [23-28]．GH18 酵素の触媒機構は

基質補助触媒機構と言われ，基質と酵素が中間体を形成し，加水分解反応を行う．

触媒ドメイン中に存在する，GH18 キチナーゼ特有のモチーフである DXDXEの

Glu 残基(SmChiB の場合: Glu144) が，酸触媒，塩基触媒として働き，二つの

Asp140 残基と Asp142 残基が触媒反応に重要な役割を持つ．これら二つのアス

パラギン酸の中で Asp142残基は触媒反応中でより重要な役割をもち，触媒残基

である Glu144 残基と相互作用する up フォーム，Asp140 残基と相互作用する

downフォーム，この二つのフォーム変化が触媒反応に必須であることが提唱さ

れている [24]．次に，基質結合時の活性部位を示している(図 0-5A)．基質との

結合時，down フォームの Asp142 残基はサブサイト-1 と結合する糖のアセトア

ミド基と相互作用し，up フォームへと誘導され，基質を固定する．結合した基

質は舟形構造に変化する (図 0-5B)．Tyr214 残基も Asp142 残基と同様にアセト

アミド基と相互作用し，その安定化に関与する．この二つのアミノ酸とアセトア
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ミド基との相互作用により，アセトアミド基は歪んだ構造に固定され，アノマー

炭素への求核攻撃が誘導される．基質と結合した Asp215残基により pKaが上昇

した Glu144残基はグリコシド結合の酸素にプロトンを与え，同時に，アセトア

ミド基が C-1 位のアノマー炭素に求核攻撃を行い，オキサゾリン中間体を形成

する (図 0-5C)．Asp142 残基がオキサゾリン中間体の陽イオンと相互作用し安定

化する．Glu144 残基が塩基性触媒として働き，水分子を活性化する．そして，

活性化された水分子がオキサゾリン中間体の C-1 位の炭素原子に求核攻撃を行

い，オキサゾリン中間体がアセトアミド基に戻り，触媒反応が完了する．以上が，

GH18キチナーゼで提唱されている触媒機構である． 

一方，GH19キチナーゼは，αへリックスと多数のループ構造で構成された触

媒ドメインを持ち，その触媒機構は Brameld と Goddard らによって提案され，

Ohnumaらによって，触媒機構が明らかになった (図 0-6) [29, 30]: 二つの Glu残

基と一つの Ser残基によって反応が進行し，反応初期に片方の Glu 残基がグリコ

シド結合上の酸素にプロトンを供与し，切断する．活性部位周辺の Ser残基のヒ

ドロキシ基によって保持された水分子が，もう一方の Glu 残基によって水素を

引き抜かれ活性化する．活性化した水分子を介して Ser残基と Glu残基，そして

GlcNAcのアノマーの炭素が三角形の頂点に位置する構造をとり，活性化した水

分子がアノマー炭素を求核攻撃し，加水分解を完了させる． 

 

キチナーゼの作用機序 

キチナーゼは，エキソ型とエンド型の分解様式を持つ [31]．エキソ型キチナ

ーゼは，還元末端側または非還元末端側から，(GlcNAc)2 を遊離する．一方，エ

ンド型キチナーゼは，キチン鎖をランダムに分解する酵素で，二量体，三量体だ

けではなく，さらに重合度の高いキチンオリゴ糖を生産する [32]．キチナーゼ

の触媒機構で述べたように，アセトアミド基が GH18 酵素の触媒反応に必要で

ある．つまり，生産物の還元末端側はアセトアミド基を持つ糖である．エキソ型

の分解様式の場合，糖鎖の端から反応が開始される．その際，末端側から 2番目

の糖にアセトアミド基がない場合，つまり Tyr214 残基と Asp142 残基が相互作

用できない場合，反応は進まず，アセトアミド基が Tyr214 残基と Asp142 残基

と相互作用できる位置まで糖鎖がスライドし，三量体以上が生産される [31]． 

 

Serratia marcescens由来キチナーゼの研究 

細菌由来キチナーゼの研究において，グラム陰性細菌の Serratia marcescens は

キチン分解のモデル細菌として扱われ，この細菌の生産するキチナーゼに関し

て，多くの研究が報告されている．この節では S. marcescens 由来キチナーゼの
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研究を基に，キチナーゼの構造と機能の関係についてまとめる．S. marcescens は

3種類のキチナーゼ (SmChiA, SmChiB, SmChiC) を生産する [33]．SmChiA のド

メインは N 末端側から，N 末端ドメインと GH18 触媒ドメインで構成され，

SmChiB では GH18 触媒ドメインと ChBD，SmChiC では GH18 触媒ドメイン，

FNIII，そして ChBD で構成されている (図 0-7) [24, 34, 35]．それぞれの触媒ド

メインの構造に注目すると，SmChiA と SmChiB は，触媒ドメインの TIM バレ

ルの 7 番目の β シートと 7 番目 α へリックスの間に α+β 挿入ドメインと呼ばれ

るドメインが挿入されており，深いクレフト状の活性部位を形成している．一方，

SmChiC は α+β 挿入ドメインを持たず，触媒クレフトは浅く，また，SmChiA と

SmChiB のキチナーゼに保存されているサブサイトのアミノ酸の一部を失って

いる (図 0-8A-C)． 

SmChiA と SmChiB はエキソ型の分解様式を示すのに対し，SmChiC はエンド

型の分解様式であることが示された [31, 36]．Zees らは，SmChiA の α+β 挿入ド

メインの欠失酵素を用いて，活性は大きく減少するものの，七量体までの重合度

の高いオリゴ糖を生産することを報告した．この結果は，α+β 挿入ドメインがエ

キソ型とエンド型の重要な要因になることを示唆している [13]． 

SmChiA では，N 末端ドメインから触媒クレフト上にかけて直線状に芳香族側

鎖を持つアミノ酸が並んでいる．これらのアミノ酸置換の実験により，芳香族ア

ミノ酸が基質認識に重要な役割を持つことが報告されている (図 0-9A) [37]．ま

た，一般的に酵素は加水分解後，基質から遊離し再度基質と結合するプロセスを

経るのに対し，SmChiA は基質と結合し，加水分解後に，基質と遊離することな

く連続的に加水分解を進行させることが蛍光顕微鏡や分子間力顕微鏡を用いた

実験によって観察された [37, 38]．この連続した反応は，プロセッシブ型の分解

様式とされ，従来の不連続な反応はノンプロセッシブ型と定義された．この結果

から，GH18 キチナーゼはエキソ型またはエンド型，プロセッシブ型またはノン

プロセッシブ型を組み合わせた分解様式を持つと提唱された． 

α+β 挿入ドメインを持つ SmChiA と SmChiB の触媒ドメインを重ね合わせる

と，SmChiA の N 末端ドメインと SmChiB の ChBD が逆向きに配置されている 

(図 0-9A, B) [37, 38]．このドメインの向きによる分解挙動への影響を調べるため

に，β キチンを基質とし，SmChiA と SmChiBをそれぞれ単独での反応，または

SmChiA の反応後に SmChiB を添加した際の基質の加水分解の様子を蛍光顕微

鏡で観察した．その結果，SmChiA，SmChiB単独の場合では，β キチンの片側の

みが先細りする様子が観察された．一方，SmChiA の反応後に，SmChiBを追加

した場合は，β キチンの両端が先細ることが観察された．この結果は SmChiA，

SmChiB の多糖基質での加水分解の開始点が異なることを示した．つまり，

SmChiA は糖の還元末端から，SmChiBは非還元末端を起点として反応が進行す
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ることが明らかにされている [37, 39]． 

 

細菌キチナーゼの役割 

細菌は，栄養素，窒素源や炭素源を取得するためにキチナーゼを生産する [40]．

一方で,宿主への寄生や疾患に関与し，特に炎症性腸疾患などの急性および慢性

の炎症発生に関与していると示唆され，細菌の持つ毒性の増幅や病原性を増幅

する病原因子であると報告されている [41, 42]． 

 

Bacillus thuringensis 由来キチナーゼ 

B. thuringiensis はグラム陽性細菌で，土壌，水，昆虫の死骸，落葉樹の葉など，

非常に幅広い環境から単離されている．この細菌は，内毒素である Cry タンパ

ク質を生産する特徴を持ち，微生物殺虫剤として知られている [43, 44]．この Cry

タンパク質は鱗翅目 (蝶や蛾)，双翅目 (ハエや蚊) および鞘翅目 (カブトムシや

ゾウムシ) などの多くの昆虫に対して毒性を持つことが実証されている  [44, 

45]．Cry タンパク質は，昆虫の中腸上皮細胞のレセプターに結合し，頂端膜に

孔を形成し，細胞死へと導く [45]．しかし，中腸の上皮細胞は，キチン質である

ペリトロフィック膜に覆われ，Cryタンパク質の浸潤を抑制している [46]．キチ

ナーゼの存在下で，細菌毒性が増幅されることから，キチナーゼがペリトロフィ

ック膜を分解することで，Cryタンパク質の上皮細胞への浸潤を促進し，毒性を

向上させることが提案されており，B. thuringiensis 固有のキチナーゼを高発現さ

せる試みや種々のキチナーゼを導入する研究が進められている [45-47]．  

 

Pseudomonas aeruginosa 由来キチナーゼ 

P. aeruginosa は，ヒトに感染する日和見病原体で，嚢胞性線維症 (CF) の主要

な原因菌である [48, 49]．土壌中の菌からはキチン結合タンパク質 (CBP) やキ

チナーゼは検出されないが，CF患者から単離された細菌から両タンパク質が見

つかっている．また，特に CBP は感染段階で発現量が異なり，感染後期と比較

して感染初期および急性感染で発現量が上昇する [42]．これは，CBP が細菌の

肺上皮細胞への初期接着において重要であり，肺感染の初期段階で，本菌がこれ

らのタンパク質を利用していることを強く示唆している．また，DNA マイクロ

アレイ分析においても，非 CF 関連株より CF 関連菌の CBP 発現量が高いこと，

さらに，キチナーゼも高い転写レベルを示すことから，これらのタンパク質が病

原因子として働いていることが示唆されている． 
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Escherichia coli 由来キチナーゼ 

大腸菌はヒトの腸内で検出されるグラム陰性桿菌で，通常ヒト腸内に常在し

ている．この細菌はキチンを炭素源として利用しないにもかかわらず，病原性株

と非病原性株を含む 13種の大腸菌株はキチナーゼ遺伝子を持つ．クローン病や

潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患 (inflammatory bowel disease, IBD) 患者では，

付着性侵襲性大腸菌 (adherent invasive Escherichia coli, AIEC) が多く検出され，

キチナーゼ (EcChiA) が腸上皮細胞への接着に関与している [42]．実際，EcChiA

欠損 AIEC は，野生型の AIEC と比べ，マウスの腸上皮細胞への付着が減少する 

[50]．さらに，EcChiA の ChBD が，マウスの腸上皮細胞上のキチナーゼ様タン

パク質 (chitinase 3-like-1, CHI3L1) の Asp 残基上の N 型糖鎖を介して結合する

ことがわかっている． 

 

Listeria monocytogenes 由来キチナーゼ 

Listeria monocytogenes はグラム陽性であり，幅広い環境に分布している通性嫌

気性の細菌である [51]．L. monocytogenes は食品媒介病原体で，妊娠中の女性や

高齢者など免疫力が低下した方が発症するヒトリステリア症を引き起こす [52]．

L. monocytogenes は，二つのキチナーゼ，LmChiA (LMO1883) と LmChiB 

(LMO0105)，そして今までキチン結合タンパク質 (CBP) と呼ばれていた，溶解

性多糖モノオキシゲナーゼ (LPMO, LMO2467) を含むキチン分解システムをも

つ [53-55]．LmChiA と LmChiB は，キチンまたはキチンオリゴマーの加水分解

に寄与している．また，LmChiA はマクロファージの細胞質内で発現が促進され

ることから，宿主細胞内での生存と増殖に必要とされている [56]．LmChiA，

LmChiB，そして LPMO をそれぞれ欠損した L. monocytogenes は，マウスの脾臓

と肝臓において増殖が抑制された [54]．また，L. monocytogenes に感染したマウ

ス組織の免疫応答に関与する mRNA の生産量を解析した結果，サイトカインで

ある Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-α) や Interleukin (IL)-1の mRNAの生産量

は，LmChiA 欠損体と比べて変化が見られ，自然免疫応答に関与する inducible 

nitric oxide synthase (iNOS) の mRNAの生産量が減少していた．さらに，LmChiA

欠損 L. monocytogenes は，iNOS 遺伝子を欠損したマウス組織で病原性が回復す

る．これらの結果から，LmChiA は病原性に関連する重要な病原因子として同定

され，宿主の自然免疫を抑制することによって病原性を高めることが報告され

ている [57]．LmChiB は，LmChiB欠損 L. monocytogenes が細胞性粘菌キイロタ

マホコリカビに感染した際に，感染初期の段階で生存性が著しく減少する．この

ことから LmChiB は，宿主細胞のコロニー形成時ににおいて役割を持つという

報告もある [58]．これらの結果から，細菌リステリアのキチナーゼは，感染に重

要な役割を担っていることが考えられている．しかし，マウス組織とキイロタマ
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ホコリカビはキチンを合成していないため，LmChiA や LmChiBの細胞内での明

確な標的が現在明らかになっておらず，両酵素の基質特異性に関する研究が進

んでいる状況である． 

 

Listeria innocua由来キチナーゼ 

Listeria innocua は L. monocytogenes と共通の祖先から進化した非病原性細菌で

あり，L. monocytogenes ゲノム上のコードされる遺伝子の内，病原性関連遺伝子

を含む，41 遺伝子を欠損している．欠損した遺伝子には，腸の細胞膜通過に重

要な役割を持つ表面タンパク質インターナリン A (InlA) や InlB，食細胞の液胞

からの脱出を促進するタンパク質であるリステオロイシン O (LLO)，ホスホリパ

ーゼ A (PlcA)，細胞間の拡散に必要なタンパク質，アクチンアセンブリ誘導タン

パク質 (ActA) とホスホリパーゼB (PlcB) をコードする遺伝子が含まれている．

これらの病原性遺伝子は遺伝子座上にクラスターを形成しており，L. innocuaは

このクラスターを欠損している [59]．その為に，L. innocua は非病原性である． 

興味深いことに L. innocua が喪失している LLO，PlcA，PlcB，および InlC など

の病原性に関連する分泌タンパク質の内，推定キチナーゼは病原性関連クラス

ター上には存在していないため保存され，L. monocytogenes と L. innocuaは推定

キチン分解システムを共通して保有している [59]． L. innocua のゲノム上には

二つのキチナーゼ様遺伝子 (lin0153, lin1996) と LPMO 様遺伝子 (lin2611) がコ

ードされている．この推定キチン分解システムは L. monocytogenes の生産するキ

チン分解システムタンパク質 (LmChiB, LmChiA, LMO2467) とアミノ酸配列の

同一性を比べると，それぞれ 99%，97%と 83%を示す [59-61]．  

 

本研究の目的 

これまで，述べてきたように細菌キチナーゼは，キチンを窒素源や炭素源にす

るためにキチンを分解するだけではなく，細菌の病原性の増加，宿主細胞への接

着，毒性の増強などの機能を持つことが明らかにされている．しかし，これらの

細菌由来キチナーゼの役割については，未解明な部分が多い．特に，L. 

monocytogenes が引き起こすヒト疾患でのキチナーゼの役割は動物細胞を用いた

研究で議論されているが，天然基質や人工基質を用いた酵素化学的性質の基礎

的な研究は少ない．そこで，リステリア属キチナーゼのさらなる知見を得るため

に非病原性 L. innocua 由来のキチナーゼに注目した．  

リステリア属キチナーゼの詳細な特性解析は，リステリア属の病原性におけ

るキチナーゼの機能的役割の理解拡大につながることから，本研究では，非病原

性細菌と病原性細菌に共通して保存されているリステリア属キチナーゼの詳細
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な酵素化学的性質とそれらの機能を明らかにすることを目的とした．まず，第 I

章では，L. innocua からキチナーゼ様遺伝子 (lin0153 と lin1996 遺伝子) をクロ

ーニングし，大腸菌でそれらを発現し，精製を行った．精製したタンパク質と人

工基質 4-nitrophenyl N,N′-diacetyl-β-D-chitobioside [4NP-(GlcNAc)2]を用いて，酵素

活性，pHと温度に対する活性の依存性と安定性，そして速度論パラメーターを

解析した．第 II 章では，天然基質であるコロイダルキチンや鎖長の異なるキチ

ンオリゴ糖を基質として加水分解反応を実施し，得られた生産物を解析し，それ

ぞれの酵素の作用機序を考察した．第 III章では非結晶性多糖であるキチンビー

ズや結晶性多糖である α-キチンとセルロースに対する結合活性を解析し，B. 

thuringiensis 由来キチナーゼ BtChi74 の結合能力と比較した．第 IV 章では L. 

innocua由来キチナーゼの詳細な酵素化学的性質，作用機序，結合能力に関する

結果をまとめ，考察した． 
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図 0-1．キチンの構造 
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図 0-2．GH18 キチナーゼの触媒ドメインの結晶構造 

A: SmChiC (PDB: 4AXN), B: SmChiB (PDB: 1E6N) の触媒ドメインを示してい

る．αへリックスは赤，β シートは黄色，紫色は α+β 挿入ドメインを示してい

る．青色のアミノ酸側鎖は触媒残基を示している． 
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図 0-3．細菌由来とヒト由来のフィブロネクチン 3型ドメインの結晶構造 

A: Bacillus circulans WL-12由来キチナーゼ A1の FNIII (PDB: 1K85), B: ヒト心

臓の筋肉由来 TITIN の FNIII (PDB: 1BPV) を示している．αへリックスは赤，β

シートは黄色を示している． 
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図 0-4．Carbohydrate-Binding Module2, 5, 12, 14の結晶構造 

A: Pyrococcus furiosus 由来キチナーゼの CBM2 (PDB: 2CWR)，B: Streptomyces 

griseus 由来キチナーゼ C の CBM5 (PDB: 2D49)，C: Bacillus circulans WL-12由

来キチナーゼ A1 の CBM12 (PDB: 1ED7)，D: ヒト由来キトトリオシダーゼの

CBM14 (5HBF) を示している．β シートは黄色を示している． 
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図 0-5．GH18 キチナーゼの加水分解反応の反応機構 

Vaaje-Kolstad らが示した反応機構の模式図 [29] 

Aは基質結合時の活性部位を示している．基質は不活性状態の酵素と結合し

Asp142の Glu144 へ回転を誘導する．Bは舟形の立体構造で結合した基質を示

している．Glu144 は舟形の立体構造をした糖に酸触媒として働き，酸素をプロ

トン化する．同時に，基質のアセトアミド基によって求核攻撃が行われ，脱離

を促進し，オキサゾリニウムイオン中間体の形成を誘導する．C は形成したオ

キサゾリイオン中間体を示している．Glu144 は塩基触媒として作用し，オキサ

ゾリニウムイオンを攻撃する水分子を活性化する．Dは反応後の活性部位を示

している．  
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図 0-6．GH19 キチナーゼの加水分解反応の反応機構 

Ohnumaらが示した反応機構の模式図 [31] 

Aは基質と結合する前を示している．Bは加水分解反応時の活性部位を示して

いる．C は反応後の活性部位を示している． 
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図 0-7．S. marcescens の生産するキチナーゼの模式図 

上から順に SmChiA，SmChiB，SmChiC を示している．FNIII：フィブロネクチ

ン III型様ドメイン，ChBD：キチン結合ドメインを示している． 
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図 0-8．S. marcescens キチナーゼの結晶構造モデル 

A: SmChiA (PDB: 2WMO), B: SmChiB (PDB: 1E6N), C: SmChiC (PDB: 4AXN) を

示している．青色のアミノ酸側鎖は触媒残基，緑色のアミノ酸側鎖は基質結合

側鎖，紫色は α+β 挿入ドメインを示している．  
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図 0-9．S. marcescens キチナーゼの結晶構造モデル 

A: SmChiA (PDB: 2WMO), B: SmChiB (PDB: 1E6N) を示している．青色のアミ

ノ酸側鎖は触媒残基，緑色のアミノ酸側鎖は基質結合側鎖，紫色は α+β 挿入ド

メインを示している．  
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第 I 章 L. innocua キチナーゼ

様遺伝子の発現および，酵素化学

的性質の比較 
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1-1 はじめに 

病原性細菌由来キチナーゼには，キチンを分解し窒素源や炭素源を取得する

以外にも，病原性の増幅や細胞内での生存性の向上に寄与していることが知ら

れている．しかし，詳細な酵素化学的性質の報告は少ない．この章では，病原性

細菌 L. monocytogenes の感染時に発現量が，増加するキチナーゼ遺伝子と類似し

た推定アミノ酸配列を持つ非病原性細菌 L. innocua が発現するキチナーゼ様遺

伝子，lin0153 遺伝子と lin1996 遺伝子を取得し，それら遺伝子産物を宿主大腸菌

で発現させ，発現したタンパク質の酵素化学的性質を解析することを目的とし

た． 

 

1-2 実験試料と方法 

1-2-1 細菌と培地 

L. innocua (ATCC No. 3309) は，American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, VA, USA) から購入し，ATCC 培地 (3.7 % Bacto Brain Heart Infusion) を

用いて 30 °C で培養した．遺伝子工学用と発現用には，それぞれ大腸菌 DH5'α

と BL21 (DE3) を利用した．前培養は LB培地 (1 % Bacto tryptone, 0.5 % Bacto 

yeast extract, 1 % NaCl, pH 7.0) を用い，固体培地は，LB培地に 1.5％の寒天を混

合し調製した．大腸菌でのタンパク質発現用の液体培地は 2×YT 培地 (1.6 % 

Bacto tryptone, 1 % Bacto yeast extract, 0.5 % NaCl, pH 7.0) を用いた．また，必要

に応じて抗生物質アンピシリン (50 μg/ ml) を培地に添加した． 

 

1-2-2 遺伝子クローニングおよび試薬 

遺伝子操作は，Sambrook と Russell によって記載された手順に従って実施し

た [1]．遺伝子工学の操作に使用した酵素は，TAKARA BIO INC. (Shiga, Japan) 

から購入した．培地調製で使用した試薬，Bacto tryptone，Bacto yeast extract と

Brain Heart Infusion は，Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA) から購入した． 

 

1-2-3 キチナーゼ遺伝子の取得および発現ベクターの構築 

 L. innocua菌体を Brain Heart Infusion 培地中 30 °C で培養し，得られた菌体か

ら染色体 DNA を ISOPLANT II (Nippon Gene) を用いて取得した．染色体 DNA

をテンプレートとし，PCR 法により Lin1996，Lin0153 キチナーゼ様遺伝子を増

幅した．PCR 法は，鋳型として染色体 DNA 24 ng，15 pmol の各フォワード (Fw) 

およびリバース (Rv) プライマーと DNA ポリメラーゼの 1 U (KOD -Plus-, 

TOYOBO, Osaka, Japan) を使用して，94 °C，2分間を 1サイクル，続いて 94 °C 
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で 10秒，60 °C で 30秒，68 °C で 2.5分間を 35サイクルで実施した．各プライ

マーは，Glaserらによる報告に基づき，lin0153 遺伝子と lin1996 遺伝子の 5'末端

または 3'末端に，それぞれ制限酵素 BamHI，EcoRIの認識部位を付加するように

設計した [2]．また，Rv プライマーは，発現したタンパク質の C 末端にヒスチ

ジンタグ [(His)6 Tag] が付加されるように設計した．その配列を以下に示す． 

lin0153 遺伝子用 

Fwプライマー: 5’-CGGGATCCCGGCTGAAAATGTACCACAATATCG- 3’ 

Rvプライマー: 5’-CGGAATTCCGATTTATTAACAACCAAGGACC- 3’  

lin1996 遺伝子用 

Fwプライマー: 5’-CGGGATCCCGGCGACGGATGACGCTTCT-3’ 

Rvプライマー: 5’-CGGAATTCCGTTTAGTACCAAC GATTGGTCCATAA-3’ 

(下線は制限酵素認識部位を示す)． 

プライマーは，Sigma-Aldrich Life Science (Hokkaido, Japan) から購入した． 

増幅したPCR産物をBamHIとEcoRIで処理し，pET21d (+) ベクター (Novagen, 

Madison, WI, USA) に挿入し，発現ベクターpET-lin0153 と pET-lin1996 を取得し

た (図 1-2)．構築したプラスミドの塩基配列は，Applied Biosystems 3130 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) を用いて確認した．得られた

lin0153 遺伝子と lin1996 遺伝子の塩基配列は，DDBJ/ EMBL/ GenBank データベ

ースに申請し，それぞれアクセス番号 LC092875と LC092876として登録された． 

 

1-2-4 lin0153遺伝子産物 (LinChi78) と lin1996遺伝子産物 (LinChi35) の発現

および精製 

pET-lin0153 または pET-lin1996 発現ベクターで形質転換された大腸菌 BL21 

(DE3) を，37 °C，LB 培地中で一晩，前培養し，その後，新鮮な 2×YT培地に接

種した．接種した細菌は，培養液の濁度 600 nm (OD 600) が 0.8 になるまで 37 °C 

で増殖させ，その後，誘導物質 isopropyl β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)が終濃

度 0.1 mM となるように添加し，37 °C で 24 時間誘導した．遠心分離により回

収した菌体を，プロテイナーゼ阻害剤として Complete Mini (EDTA-free) (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Germany) を含む TS 緩衝液 [20 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl 

(pH 7.5)] に懸濁し，氷浴中で超音波処理を施した (超音波破砕機 UD-201, TOMY 

SEIKO, Tokyo, Japan)．超音波処理後の粗抽出物を 20,000× g，20 分間，遠心分離

し，得られた抽出液の酵素活性およびタンパク質の発現を調べた． lin0153 遺伝

子産物と lin1996 遺伝子産物の名称をそれぞれの推定分子量から，LinChi78 と

LinChi35 とした．発現した LinChi78 と LinChi35 は 10% SDS ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動 (PAGE) に供した後，Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB R-250) 

で染色し，タンパク質の発現状況を調べた [3]．遠心分離で得られた上清を，TS
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緩衝液で平衡化した Ni SepharoseTM 6 Fast Flow (GE Healthcare, Tokyo, Japan) カ

ラムに吸着させ，カラムを 0.05 M imidazole を含有した TS 緩衝液 (pH 7.5) をカ

ラム体積の 10 倍量用いて洗浄した．その後，結合したタンパク質を 0.5 M 

imidazole を含有した TS 緩衝液で溶出した．LinChi78 と LinChi35 の精製は 10% 

SDS-PAGE により確認した．精製酵素を含む画分を TS 緩衝液に対して透析し，

4 °C で保存し，その後の実験に使用した． 

 

1-2-5 酵素の活性測定およびタンパク質濃度測定 

酵素活性は，合成発色基質 4-nitrophenyl N,N′-diacetyl-β-D-chitobioside [4NP-

(GlcNAc)2]を 400 μMの濃度で使用して決定した．反応溶液には，ジメチルスル

フォキシド (DMSO) に溶解した基質溶液 [20 mM 4NP-(GlcNAc)2]を 1 μL，酵素

溶液 5 μL，そして 50 mM 2-morpholinoethanesulfonic acid (MES)-NaOH 緩衝液 

(LinChi78 は pH 6.0，LinChi35 は pH 5.0) を加え，反応溶液の全量を 50 μLとし

た．反応温度 50 °C の条件で反応を開始し，反応初速度を測定できる適切な時

間に，反応混合物に 1 M 炭酸ナトリウム水溶液を 30 μL添加し，反応を停止さ

せた．加水分解の際に遊離した 4-nitrophenolate イオン濃度は，波長 405 nm の吸

光度と標準物質 4-nitrophenol の検量線から算出した．1 ユニット (U) は 1 分間

に 4-nitrophenol が 1 μmol 遊離する活性量と定義した．タンパク質濃度は，標準

タンパク質としてウシ血清アルブミンを用い，Bradford 法に基づいた micro-assay 

method (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) を用いて測定した [4]． 

 

1-2-6 LinChi78と LinChi35 の pHおよび活性の温度依存性，ならびに pH およ

び温度安定性 

pHによる活性への影響は，400 μM 4NP-(GlcNAc)2を含んだ各緩衝液，50 mM 

acetate緩衝液 (pH 3.0 - 6.0)，50 mM MES-NaOH 緩衝液 (pH 5.0 - 7.0)，50 mM 

Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.0 - 9.0) と，酵素溶液を混合することで，反応を開始し，

測定し評価した．温度の活性への影響は，反応温度 20 °C - 70 °C の範囲で，

LinChi78 は pH 6.0，LinChi35 は pH 5.0 の 50 mM MES-NaOH緩衝液を用いて測

定し，評価した．pH 安定性の測定は，酵素溶液を氷上で 1 時間，または 24 時

間，50 mM acetate緩衝液 (pH 3.0 - 6.0)，50 mM MES-NaOH 緩衝液 (pH5.0 - 7.0)，

50 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.0-9.0)，もしくは 50 mM sodium carbonate 緩衝液 

(pH 10.0 - 11.0) 中で静置した．残存活性測定において，pH処理時の各 pHの緩

衝液の影響を最小にする為に，活性測定前に TS 緩衝液で処理溶液を希釈した

後に，残存活性を測定した．熱安定性は，酵素溶液を 60分間，50 mM MES-NaOH 

(pH 6.0 または pH 5.0) の条件下，種々の温度 (4 °C - 60 °C) で処理し，その後，

迅速に冷却したのち，残存活性を測定した． 
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1-2-7 速度論パラメーターの算出 

4NP-(GlcNAc)2の加水分解の初速度を 50 °C で測定した．4NP-(GlcNAc)2に対

する各酵素の速度論パラメーター (KM値と Vmax値) は，基質濃度 0.05 - 2.0 mM

の範囲で得られた初速度を，Michaelis-Menten 動力学モデルに対する非線形回帰

法により算出した (使用ソフトウェア: DeltaGraph バージョン 6, Nihon Poladigital 

K.K.) 見かけの kcat値は各酵素の分子量を基に算出した．これらの実験を 3 回行

った． 

 

1-2-8 示差走査蛍光光度 (differential scanning fluorimetry, DSF) 分析 

示差走査蛍光光度 (DSF) 分析は，リアルタイム PCR 装置 (Mx3005p; Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) とMxPro ソフトウェア (Agilent Technologies) 

用いて行った [5]．タンパク質溶液 39 μL と DMSO で 10 倍希釈した SYPRO 

Orange 1 µL (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) をチューブ内で混合し，1分間に 1 °C

ずつ，25 °C - 95 °C の間で上昇させ，その度に蛍光強度を測定するプログラムを

用いて解析した．検出には，SYPRO Orange の励起波長 492 nm，蛍光波長 610 

nm を利用した．タンパク質の熱転移温度 (Tm) は，遷移曲線 [数式 (1)] に対す

る非線形回帰法により算出した (使用ソフトウェア: DeltaGraphバージョン6) [6]．

これらの実験は 2 回行った． 

                          y = LL +
(𝑈𝐿−𝐿𝐿)

1+𝑒𝑥𝑝(
𝑇𝑚

𝑎
)
                        (1) 

LLと ULは最小と最大の蛍光強度を示している． 

  

1-3 結果 

1-3-1 L. innocua 由来 lin0153 と lin1996 遺伝子のクローニングと大腸菌での発

現 

図 1-1は，組換え LinChi78 (lin0153 遺伝子産物) と LinChi35 (lin1996 遺伝子産

物) のタンパク質の模式図を示す．両方のキチナーゼ遺伝子を，pETベクターに

クローニングし，大腸菌を宿主として発現させた．その遺伝子産物は，天然基質

であるコロイダルキチンと人工基質 4NP-(GlcNAc)2 に対する分解活性を示した

ことから，キチナーゼと同定した．その後，アフィニティークロマトグラフィー

に供し，精製した．精製 LinChi78 と LinChi35 は，SDS-PAGE分析により約 82kDa

と 38kDa に単一のバンドがそれぞれ検出でき (図 1-3)，精製タンパク質を得る

ことができた．検出されたバンドの移動度により算出された分子量は，pETベク

ター由来の N 末端側または C 末端側の付加配列を考慮した推定分子量 
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(LinChi78: 81,573 と LinChi35: 37,949) と一致した． 

 

1-3-2 リステリアキチナーゼ活性の至適温度，pHおよび速度論パラメーター 

至適 pH 及び至適温度，速度論パラメーターは，4NP-(GlcNAc)2を基質として

測定した．図 1-4A および図 1-5Aは，それぞれ，LinChi78 と LinChi35 の活性の

pH依存性を示した．LinChi78 の最大活性は pH 6.0であり，pH 5.0 - 7.0の間で高

い活性を示した． LinChi35 の最適 pHは 5.0で， pH 4.0 - 6.0の pH範囲で高い

活性を示した． 

温度依存性は，20 - 70 °C の範囲の温度で活性への影響を調べた．図 1-4Bおよ

び図 1-4B は，LinChi78 と LinChi35 の最大活性が約 50 °C であることを示した． 

図 1-4C および図 1-5C は，LinChi78 と LinChi35 の pH 安定性を示す．両酵素

は，共に 4 °C，1時間処理の場合，安定であった．24時間処理後，pH 3.5におけ

るの LinChi78 の残存活性は約 20%まで減少したが，他の pH 条件では安定であ

った．LinChi35 は試験したすべての pH 範囲で，24 時間後も完全な活性を保持

していた． 

キチナーゼの温度安定性を決定するために，4 - 60 °C の範囲で 60分間熱処理

した後，酵素の残存活性を 50 °C で測定した．その結果を，図 1-4Dおよび図 1-

5D に示した．LinChi78 と LinChi35 の活性は，40 °C までは 60 分間維持してい

た．しかし，処理温度が 40 °C を超えると徐々に活性が低下し，60 °C では未処

理の活性の 30% 以下まで低下した． LinChi78 は，LinChi35 より安定性が低く，

60 °C，60 分間の熱処理で，ほぼ活性が消失した．LinChi78 と LinChi35 の DSF

分析の結果，それぞれ Tm値 51.5 °C，60.8 °Cを示した (図 1-6A, B)．これらの結

果は，活性部位の立体構造とリステリアキチナーゼの全体的なタンパク質構造

の安定性に相関があることを示唆した． 

4NP-(GlcNAc)2 に対するリステリアキチナーゼの定常状態の速度論パラメー

ターを決定した．基質濃度と初速度の関係は Michaelis-Menten動力学モデルに従

い，DeltaGraph ソフトウェアによる非線形回帰から速度論パラメーターを算出

した (図 1-7A, B, 表 1)．50 mM MES-NaOH 緩衝液中 (pH 6.0 または pH 5.0)，

50 °C の条件の場合，LinChi78 と LinChi35 の kcat値は，それぞれ 10.4 s-1と 51.1 

s-1，KM 値は，それぞれ 127 μM と 885 μM を示した．LinChi35 とその近縁の

LmChiA の KM値は，2〜3倍の範囲内で類似していたが，他の既知のキチナーゼ

の値よりも高くなった．また，LinChi35 の kcat値は LinChi78 の値より 5 倍高か

った． 
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1-4 考察 

非病原性細菌 L. innocua の二つのキチナーゼ様遺伝子，lin0153 と lin1996，を

クローニングし，大腸菌を宿主として活性を持つ酵素として発現することに成

功した．LinChi78，LinChi35 は，それぞれ，82 kDa と 39 kDa の分子量を有し，

キチナーゼ活性の指標である人工基質と天然基質に対して分解活性を示したこ

とから，L. innocua のキチナーゼと同定した．発現したキチナーゼの酵素化学的

性質を人工基質 4NP-(GlcNAc)2用いて比較解析した．両酵素共に広い pH安定性

と比較的高い熱安定性を示した．しかし，至適 pHや速度論パラメーターが異な

った．kcat値を他の細菌酵素と比較した場合，大きく異なる SmChiA，SmChiBを

除くと 5 倍以内で同様の数値を示した (表 1)．LinChi35 は，LinChi78 よりも高

い KM値を示したが，基質濃度 400 μM の場合，約 2倍高い比活性を示した．同

族の L. monocytogenes 由来キチナーゼ，LmChiA は，弱酸性条件下に活性の至適

条件を持つことが報告されている [7]．しかし，LmChiB の酵素化学的性質は未

報告である． 

LinChi35 活性の至適条件は pH 4.0 - 5.0，一方，LinChi78 の至適条件は pH 6.0

を示した．LinChi35 は Asn202 を持ち，同じく酸性側に至適活性をもつ SmChiC

や Lactococcus lactis ssp. lactis Chi18A (LlChi18A) も同様に LinChi35 と相当する

位置に Asnを保持している (図 1-8)．LinChi78 と類似した酵素は，相当する位置

に Asp 残基を持ち，この Asp 残基の存在が中性付近へ至適活性を与えることが

報告されている [8, 9]．LinChi78 と LinChi35 の結果は，この法則にあてはまる． 
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図 1-1．大腸菌 BL21で発現した lin0153 遺伝子産物 (LinChi78) と lin1996遺伝

子産物 (LinChi35) の模式図 

上の図は LinChi78 を示し，下の図は LinChi35 を示している．Catalytic domain： 

GH18触媒ドメイン，FNIII：フィブロネクチン III型様ドメイン，ChBD：キチン

結合ドメイン，His Tag：ベクター由来ヒスチジンタグを示している． 
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図 1-2．作製した発現プラスミドの模式図 

A: pET-lin0153，B: pET-lin1996．Amp: アンピシリン耐性遺伝子． 
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図 1-3．LinChi78 と LinChi35 の抽出液と精製酵素の SDS-PAGE の結果 

左は，LinChi78，右は LinChi35 の結果を示している． 

レーン M: 分子量マーカー (Precision Plus Protein™ Standards, Bio-Rad, Osaka, 

Japan)，レーン 1: 細菌破砕液の上清 (抽出液)，レーン 2: Ni セファロース精製後

の酵素溶液．電気泳動図の隣にある数字は分子量マーカーのタンパク質バンド

の分子量 (kDa) を示している．  
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図 1-4．LinChi78 の pH 依存性と温度安定性および pH安定性と温度安定性 

A: 異なる pH緩衝液，50 mM acetate 緩衝液 (pH 3.5-6.0, ◇)，50 mM MESNaOH 

緩衝液 (pH 5.0-7.0, ○)，または 50 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.09.0, △) を用い，

50 °C での LinChi78 の活性を測定した．B: 各温度 (20 °C-70 °C) での LinChi78

の活性を測定した．LinChi78 を各 pH 緩衝液 50mM acetate 緩衝液 (pH 3.5-6.0, 

◇)，50 mM MES-NaOH 緩衝液 (pH 5.0-7.0, ○)，50 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.0-

9.0, △)，50mM carbonate-NaOH 緩衝液 (pH10-11, □) で，4 °C で 24 時間静置

した．TS 緩衝液で希釈後，50 °C での残存活性を測定した．D：4 °C-60 °C で 60

分間静置し，冷却後，50 °C で残存活性を測定した．この実験はそれぞれ 3回ず

つ行った．それぞれの試験の平均値を，標準偏差と共に示した．  
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図 1-5．LinChi35 の pH 依存性と温度安定性および pH安定性と温度安定性 

A: 異なる pH緩衝液，50 mM acetate 緩衝液 (pH 3.5-6.0, ◆)，50 mM MESNaOH 

緩衝液 (pH 5.0-7.0, ●)，または 50 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.0-9.0, ▲) を用い，

50 °C での LinChi35の活性を測定した．B: 各温度 (20 °C -70 °C) での LinChi35

の活性を測定した．LinChi35 を各 pH 緩衝液 50mM acetate 緩衝液 (pH 3.5-6.0, 

◆)，50 mM MES-NaOH 緩衝液 (pH 5.0-7.0, ●)，50 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.0-

9.0, ▲)，50mM carbonate-NaOH 緩衝液 (pH10-11, ■) で，4 °C で 24 時間静置

した．TS 緩衝液で希釈後，50 °C での残存活性を測定した．D：4 °C-60 °C で 60

分間静置し，冷却後，50 °C で残存活性を測定した．この実験はそれぞれ 3回ず

つ行った．それぞれの試験の平均値を，標準偏差と共に示した．  
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図 1-6．LinChi78 と LinChi35 の DSF分析 

LinChi78 は○，LinChi35 は●で示している．値は 2 回試行した値の平均値を示

している 
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図 1-7．基質 4NP-(GlcNAc)2濃度に対するの LinChi78と LinChi35のキチナーゼ

活性 

LinChi78 は○，LinChi35 は●で示している．この操作は 3 回行った結果の平均値

を示している 
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表 1．4NP-(GlcNAc)2に対するキチナーゼの速度論の比較 

Enzymes 
k

cat
 

(s
-1

) 

K
M 

(μM) 

k
cat

/K
M

 

(s
-1

 μM
-1

) 
pH 

Temp 

(ºC) 

LinChi78 10.4 ± 0.4 127 ± 0.8 0.08 6.0 50 

LinChi35 51.1 ± 0.02 885 ± 25 0.06 5.0 50 

LmChiA 21.6  1600 ± 300 0.01 6.0 30 

SmChiA 331 ± 6.2 52 ± 2 6.37 6.8 42 

SmChiB 1.4 ± 0.5 181 ± 35 0.01 6.1 37 

BceNCUT 20.9  74  0.28 6.0 25 

種々のキチナーゼの速度論パラメーター値とその測定条件，および参考文献は

以下である：LinChi78 (本研究)，LinChi35 (本研究)，LmChiA [7]，SmChiA (Serratia 

marcescens chitinase A) [10]，SmChiB (Serratia marcescens chitinase B) [11] and 

BcNCUT (Bacillus cereus chitinase NCUT) [12]  
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図 1-8 LinChi78 と LinChi35 および GH18細菌キチナーゼのアラインメント 

各細菌由来キチナーゼの触媒ドメインアライメントを示している．酵素 
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(accession number) は LinChi78: L. innocua lin0153 遺伝子産物 (本研究)，LmChiB: 

L. monocytogenes chitinase B (CAC98320)，SmChiB: S. marcescens Chitinase B 

(CAA85292)，BcChiA: B. circulans WL-12 Chitinase A1 (AAA81528)，BceNUCT: B. 

cereus chitinase NCUT (BAB16890)，LlChi18A: L. lactis ssp.lactis Chitinase 18A 

(AAK06048) ， SmChiC: S. marcescens Chitinase C (BAA76623) ， LmChiA: 

L.monocytogenes Chitinase A (CAC99961)，LinChi35: L. innocua lin1996 遺伝子産物 

(本研究). # は触媒残基を意味している．BcChiA [13] で報告されている基質と相

互作用する推定残基 (サブサイト) は*，すべての酵素で保存されているアミノ

酸は白抜き文字，LinChi78 を含む 4 つの酵素中 3 個以上保存されているアミノ

酸残基は濃い影，同様に，LinChi35 を含む 4 つの酵素で 3 個以上保存されてい

るアミノ酸残基は薄い影で色づけしている． 
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第 II 章 LinChi78 と LinChi35 の

多糖，オリゴ糖に対する作用機序 
  



47 

 

2-1 はじめに 

GH18 キチナーゼによるコロイダルキチンやキチンオリゴ糖の分解に関する

解析は多く報告されている．序論で述べたように，キチナーゼ生産菌である S. 

marcescens のキチナーゼを用いて詳細な研究がなされており，分解産物の組成か

らその作用機序が考察されている．S. marcescens が生産する SmChiA，SmChiB

と SmChiC を用いて，β-キチンを基質として加水分解反応を行うと，SmChiA や

SmChiB は (GlcNAc)2 や少量の GlcNAc と(GlcNAc)3 を生産し，エキソ型の分解

様式を持つのに対し，SmChiC は GlcNAcから (GlcNAc)5 までのキチンオリゴ糖

を生産することから，SmChiC はエンド型の分解様式であると示された [1, 2]．

また，蛍光顕微鏡や分子間力顕微鏡分析によると，SmChiA と SmChiBは，それ

らの加水分解反応が連続的に行われるプロセッシブ型であることが提唱されて

いる．これらの結果から GH18 キチナーゼの作用は，エキソ型もしくはエンド

型，そしてプロセッシブ型もしくはノンプロセッシブ型の組み合わせで進行す

る [1]．この章では，L. innocua 由来キチナーゼの作用機序を決定するために，

コロイダルキチンやキチンオリゴ糖を基質として加水分解し，その生産物の同

定を行い，得られた分解産物の組成から LinChi78 と LinChi35 の分解様式を決定

し，分解産物アノマーを解析することにより，酵素の反応点も併せて調べた． 

 

2-2 実験試料と方法 

2-2-1 実験試薬 

キチンオリゴ糖は Seikagaku Corporation (Tokyo, Japan) から購入した．特に指

定がない限り，他の試薬は Wako Pure Chemicals (Tokyo, Japan) および Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購入し使用した． 

 

2-2-2 LinChi78と LinChi35 の発現と精製 

 1-2-3および 1-2-4に準じて LinChi78 と LinChi35 の発現と精製を行った. 

 

2-2-3 コロイダルキチンの調製 

 キチン粉末 20 ｇを 5 °C 以下に冷却した濃塩酸 800 mLに撹拌しながら加え，

粉末の分散を確認した後，37 °C まで加温した．溶液に熱を加え，徐々に透明度

が増していくのを確認し，未溶解キチンの濁りが残っている段階で，ガラスフィ

ルターでろ過した．ろ液が中性になるまで，残渣を純水で置換した．中性になっ

た残渣は，所定濃度になるように純水に懸濁し，実験に使用した [3]. 
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2-2-4 多糖由来またはキチンオリゴ糖の生産物の分析 

コロイダルキチンを多糖基質とし，終濃度 2 mg/ml の基質を含んだ 50 mM 

MES-NaOH緩衝液 (pH 6.0 または 5.0) に 5 pmol の精製酵素を添加し，反応を開

始し，50 °C で 1 時間または 24 時間反応させた．その後，10 分間 95 °C の熱処

理を施し，反応を停止した． 

オリゴ糖基質として，三量体から六量体のキチンオリゴ糖 [(GlcNAc)n, n=3-6]

を終濃度 160 μM で使用した．所定濃度の基質を含んだ 50 mM MES-NaOH 緩衝

液 (pH 6.0または 5.0) に，約 1 pmol の精製酵素を添加し，反応を開始した．反

応温度は 50 °C で，10分間もしくは 30分間反応後，10分間 95 °C で熱処理する

ことで反応を停止した． 

Jackson の方法を基に，加水分解産物を蛍光物質 8-aminonaphthalene-1, 3,6-

trisulphonic acid (ANTS, Life technologies, Tokyo, Japan) で標識し，high-resolution 

PAGEによって分離した [4]．キチンオリゴ糖を同様に標識し，電気泳動分析の

標準物質として使用した． 

 

2-2-5 生産物のアノマー分析 

キチンオリゴ糖 五量体 (GlcNAc)5 または 六量体 (GlcNAc)6 を基質とし，終

濃度 800 μM の基質を含んだ 50 mM のMES-NaOH緩衝液中 (pH 6.0 または 5.0) 

に，25 pmol の LinChi78 または 15 pmol の LinChi35 を添加し，反応を開始し，

25 °C で 1分間反応させた．その後，反応混合物の一定量 (15 μL) を直ちに TSK-

GEL AMIDE-80 column (4.6 × 250 mm, Tosoh, Tokyo, Japan) に供した [5]．HPLC

システムは以下である． 

ポンプ: LC-10AD (Shimadzu, Kyoto, Japan), 

カラムオーブン: CTO-6A (Shimadzu, Kyoto, Japan), 

UV検出器: SPD-6A (Shimadzu, Kyoto, Japan). 

UV 検出器で  210 nm の吸光度の変化を継続的に検出し，ソフトウェア

Chromato-PRO (Run Time Corporation, Tokyo, Japan) で分析した．分離条件はアセ

トニトリル：水 (7:3 v/v)，25 °C，1.0 mL /分の流速で反応産物を分離した． 

2-3 結果 

2-3-1 コロイダルキチンとキチンオリゴ糖に対するリステリアキチナーゼの加

水分解活性 

多糖およびオリゴ糖基質に対するリステリアキチナーゼの作用機序を調べる

ために，酵素加水分解後の生産物を，PAGE 法を用いて分析した．図 2-1A，Bは

基質にコロイダルキチンを使用した場合の分解産物を示した．両キチナーゼ活

性による生産物解析結果は，主に二量体 (GlcNAc)2，そして少量の単量体 GlcNAc
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が検出された．生産物の組成は，1 時間と 24 時間の反応時間で変化は見られな

かった．これらの結果は，両酵素の多糖基質の加水分解の様式が他のキチナーゼ

と類似していることを示唆している．しかし，LinChi35 は，少量の四量体までの

オリゴ糖を生産したが，LinChi78 では検出されなかった．これは，LinChi35 は

エンド型分解活性 (図 2-1B) を有することを示唆している． 

リステリアキチナーゼのキチンオリゴ糖基質に対する作用様式を評価するた

めに，50 °C，10分間または 30分間，加水分解反応を行い，得られたキチンオリ

ゴ糖由来の生産物を分析した (図 2-2 から 2-5)．図 2-2A と 2-2B は，六量体 

(GlcNAc)6 由来の生産物を示している．LinChi78 は，二量体と単量体を素早く生

産した．10 分間の六量体 (GlcNAc)6 分解時，四量体は検出されなかった．これ

は，LinChi78 のキチン分解様式がプロセッシブ型であることを示唆している．

一方，LinChi35 は，六量体 (GlcNAc)6 をゆっくりと加水分解し，泳動上，二量

体，三量体および四量体が認められた．五量体 (GlcNAc)5 を基質とした場合，

LinChi78 と LinChi35 は，どちらも主に二量体および三量体を生成した．LinChi78

により産生した三量体の量はわずかに 10 分よりも 30 分で減少していたことか

ら，生産した三量体を，LinChi78 がさらに加水分解し，単量体と二量体に分解し

たことを示唆している (図 2-3A)．LinChi35 は五量体 (GlcNAc)5 に対し，10分間

の反応後でも基質である五量体が残存し，検出されていることから，LinChi78 よ

り五量体に対して低い活性を示すことも明らかになった (図 2-3B)．五量体 

(GlcNAc)5 と六量体 (GlcNAc)6 分解の結果から，LinChi35 はノンプロセッシブ型

分解様式で加水分解することを示唆した． 

四量体 (GlcNAc)4 を基質とした場合，LinChi78 は (GlcNAc)4 を効率良く加水

分解し，二量体と微量の単量体と三量体を生産した (図 2-4A)．一方，LinChi35

は 四量体 (GlcNAc)4 に対し，非常にゆっくりと反応し，主生産物として二量体

と少量の単量体と三量体を生産した (図 2-4B)．三量体 (GlcNAc)3 を基質とした

場合，LinChi78 はゆっくりと三量体 (GlcNAc)3 を加水分解し，徐々に単量体と

二量体が生産されたが，LinChi35 は三量体 (GlcNAc)3 に対し，ほぼ不活性だっ

た (図 2-5A, B)．基質濃度 160 µM の場合，LinChi35 は，三量体 (GlcNAc)3 や四

量体 (GlcNAc)4 のような短いオリゴ糖に対し，非常に弱い活性を持つことが明

らかになった． 

 

2-3-2 反応生産物の分析とアノマーの分析 

図 2-6 と図 2-7 は，五量体 (GlcNAc)5 と六量体 (GlcNAc)6 を，それぞれ二種

のキチナーゼにより分解した生産物とそのアノマー分布を示している．五量体 

(GlcNAc)5 と六量体 (GlcNAc)6 の反応前 (0 min) のアノマー比 (α：β) は約 6：4

の割合で検出された．LinChi78 と LinChi35 による五量体 (GlcNAc)5 の加水分解
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後の反応産物のうち，二量体 (GlcNAc)2 は β アノマーのみを示し，三量体 

(GlcNAc)3 の比率は 5.5：4.5で，いずれの酵素もアノマー保持反応で反応が進行

していること，その切断パターンから，両酵素共に五量体 (GlcNAc)5 の非還元

末端側から二番目のグリコシド結合を加水分解することが示された．六量体 

(GlcNAc)6 を 1分間加水分解した結果 (図 2-7)，LinChi78 が生産した加水分解産

物のアノマー比は 2：8 [二量体 (GlcNAc)2]，4：6 [三量体 (GlcNAc)3]，5.5：4.5 

[四量体  (GlcNAc)4]だった．LinChi35 のアノマー比の場合，0：10 [二量体 

(GlcNAc)2]，4：6 [三量体 (GlcNAc)3]，4.5：5.5 [四量体 (GlcNAc)4]だった．これ

らのアノマー比から，LinChi78 と LinChi35 は，六量体 (GlcNAc)6 の非還元末端

側から数えて二番目と三番目のグリコシド結合を加水分解することが示された． 

 

2-4 考察 

コロイダルキチンを基質とした際，LinChi78 は主に二量体 (GlcNAc)2 を生産

した．基質が六量体 (GlcNAc)6 の場合，主に二量体と少量の単量体が検出され

たが，四量体は検出されなかった (図 2-2A, 2-4A, 図 2-7)．四量体を基質とした

場合，LinChi 78 は，試験した反応時間内で，主に二量体を生成した．つまり，

六量体分解の結果は，六量体 (GlcNAc)6 を分解し，二量体と四量体が生産され

た後に，短時間に四量体が分解されたことを意味している．一方，五量体 

(GlcNAc)5 分解の際に，検出された三量体が反応時間を延長した 30 分で減少し

ていること，三量体分解でゆっくりと反応が進行し，単量体と二量体を生産する

ことより，五量体から生産された三量体も分解されていることを意味する．これ

らの結果から，LinChi78 はプロセッシブ型の酵素であることを示唆する． 

LinChi78 の触媒ドメインの一次構造は，他の細菌のプロセッシブ型酵素であ

る Bacillus circulans WL-12 由来キチナーゼ A1 (BcChiA1) と 33 %，そして

Serratia marcescens 由来キチナーゼ B (SmChiB) と 30 %の同一性を示す [1, 6-

10]．BcChiA1 で提唱されている，基質を認識に関係するアミノ酸残基，サブサ

イト-5 から+2 は LinChi78 にも保存されている: Tyr56 (Trp19)，Trp53 (Trp16)，

Trp433 (Trp401)，Tyr279 (Tyr226)，Trp164 (Trp101)，Trp285 (Trp233) [BcChiA1 ア

ミノ酸番号 (LinChi78番号)] (図 1-8)．Watanabeらの報告では，BcChiA1の Trp164 

(サブサイト+1) と Trp285 (サブサイト+2) は，プロセッシブ型の酵素に必須であ

ることが示唆されている [7]．この結果の他にも，LinChi78 の Trp101 に対応し

ている SmChiBの Trp97 が Alaへ置換された場合，プロセッシブ型の分解様式を

失ったことが報告されている [8]．加えて，LinChi78 の持つ触媒ドメインの挿入

された α+β 挿入ドメインが，エキソ型分解様式とプロセッシブ型の分解様式に

関与することも示されている (図 0-8B) [11]． LinChi78 のアノマー解析の結果，
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オリゴ糖に対し非還元末端側から加水分解を行うことが示された (図 2-6, 2-7)．

興味深いことに，BcChiA1 はオリゴ糖基質の非還元末端から加水分解が行われ

るのに対し，多糖基質 β-キチンナノファイバーの場合では，還元末端側から反

応が行われる [12]．従って，オリゴ糖に対しては非還元末端側から加水分解す

る LinChi78 が，多糖に対してどちら側から反応を開始するのか，興味深い． 

LinChi35 がコロイダルキチンや六量体  (GlcNAc)6 を加水分解した結果，

LnChi35 活性による生産物は主に二量体であったが，単量体から四量体までのキ

チンオリゴ糖も検出され，エンド型酵素に類似の生産物組成を示した (図 2-1B, 

2-2B)．LinChi35 と細菌由来のエンド型キチナーゼの触媒ドメインの一次構造と

を比較すると，SmChiC とは 65%，Lactococcus lactis ssp. lactis 由来キチナーゼ A 

(LlChi18A) とは 62%の同一性がある (図 1-8)．SmChiC と LlChi18 の触媒ドメイ

ンは浅い基質結合クレフトを持つ (図 0-8C) [9, 13]．アラインメント分析による

と，エンド型キチナーゼでは，エキソ型キチナーゼ SmChiB の Trp97 (サブサイ

ト+1) にあたる部位が Ala，Gly の様な小さいアミノ酸残基である傾向が強いこ

とが報告されている [14]．一方，エキソ型キチナーゼの場合では，上述のように

Trp 残基である．つまり，配列アラインメントの上で LinChi35 はエンド型酵素

と言える．LinChi35 がエンド型酵素であると後押しする構造上の事実は，

LinChi35 がエキソ型の分解様式に寄与する α+β 挿入ドメインを持たないことで

ある [15]．また，図1-8に示すアラインメント上で，LinChi35のTrp209はLinChi78

のサブサイト+2 の Trp233 に対応しているが，SmChiC では Trp216 である．

SmChiCの結晶構造上でこの Trp216は触媒残基から離れた位置に存在しており，

Payne らは SmChiC のサブサイト+1 とサブサイト+2 の芳香族アミノ酸は失われ

ていると指摘している [9]．LinChi35 が六量体 (GlcNAc)6 加水分解すると，二量

体と四量体が産生するが，その四量体は加水分解されづらい結果であった (図 2-

2B)．この結果から，LinChi35 はノンプロセッシブ型の酵素だと考えられる．配

列アラインメント上，上述のプロセッシブ型加水分解に関与する SmChiB の

Trp97 (サブサイト+1) 対応するアミノ酸残基は，LinChi35 では Ala99 であり，

SmChiC でも Ala残基である．LinChi35 のエンド型の分解様式は本研究ではっき

りと示すことができないが，コロイダルキチン加水分解の生産物分析の結果は，

そのエンド型の分解様式の結果と一致している． 

キチンオリゴ糖を加水分解した結果，両酵素は共に非還元末端側を認識する

アノマー保持酵素ということが示された．LinChi78 と LinChi35 は，Cazyデータ

ベース上で GH18 キチナーゼに分類されるが，触媒ドメインの系統樹解析から

も，異なるサブファミリーに分類された (図 1-8, 2-8)．つまり，LmChi78 はエキ

ソ型とプロセッシブ型の分解様式を持ち，LinChi35 はエンド型とノンプロセッ

シブ型異なる分解様式を持ち，機能が異なる酵素であることが明らかになった．   
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図 2-1．LinChi78 (A) と LinChi35 (B) によるコロイダルキチンの分解産物 

加水分解反応は反応時間 1時間と 24時間，反応温度 50 °C で行った．生産され

たキチン断片は 2-2-4 記載された方法で標識し，PAGE法で分離した．キチンオ

リゴ糖を標準物質として使用した． 
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図 2-2．LinChi78 (A) と LinChi35 (B) による六量体 (GlcNAc)6 の分解産物 

加水分解反応は反応時間 10分と 30分，反応温度 50 °C で行った．生産されたキ

チン断片は 2-2-4 記載された方法で標識し，PAGE法で分離した．キチンオリゴ

糖を標準物質として使用した． 
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図 2-3．LinChi78 (A) と LinChi35 (B) による五量体 (GlcNAc)5 の分解産物 

加水分解反応は反応時間 10分と 30分，反応温度 50 °C で行った．生産されたキ

チン断片は 2-2-4 に記載された方法で標識し，PAGE法で分離した．キチンオリ

ゴ糖を標準物質として使用した． 
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図 2-4．LinChi78 (A) と LinChi35 (B) による四量体 (GlcNAc)4 の分解産物 

加水分解反応は反応時間 10分と 30分，反応温度 50 °C で行った．生産されたキ

チン断片は 2-2-4 に記載された方法で標識し，PAGE法で分離した．キチンオリ

ゴ糖を標準物質として使用した． 
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図 2-5．LinChi78 (A) と LinChi35 (B) による三量体 (GlcNAc)3 の分解産物 

加水分解反応は反応時間 10分と 30分，反応温度 50 °C で行った．生産されたキ

チン断片は 2-2-4 に記載された方法で標識し，PAGE法で分離した．キチンオリ

ゴ糖を標準物質として使用した． 
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図 2-6．五量体分解産物のアノマー分析 

矢印は(GlcNAc)n (n=2-4) が溶出する位置を示している．各ピークに，帰属した

アノマー (α または β) を示す．  
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図 2-7．六量体分解産物のアノマー分析 

矢印は(GlcNAc)n (n=2-4) が溶出する位置を示している．各ピークに，帰属したア

ノマー (α または β) を示す．  
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図 2-8．キチナーゼの触媒ドメインの系統樹 

この系統樹はMEGA6 [16] 上で neighbor-joining 法を用いて構築した．同プログ

ラムでブーツストラップ法を 1000回行い，各節に計算結果を示している．細菌

の由来 GH18 キチナーゼのアクセションナンバー，酵素名 生物名の順を示して

いる． 
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第 III 章 各種多糖に対する結合

能力の解析および，他の細菌由来

キチナーゼと比較 
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3-1 はじめに 

GH18 キチナーゼには，触媒ドメインだけではなく，フィブロネクチン III 型

ドメイン (FNIII) やキチン結合ドメイン (ChBD) などの他のドメインを併せ持

つ．序論でも述べたように，大腸菌由来キチナーゼ EcChiA の ChBD は腸上皮

細胞への接着を促進し，その病原性を高める [1]．また，P. aeruginosa の生産す

るキチン結合タンパク質 (CBP) は，触媒ドメインを持たないが，細胞接着の初

期段階で重要な役割を持つことが報告されている [2]．つまり，キチン結合ドメ

インは感染時に重要な役割を持つ可能性が示唆されている． 

L. monocytogenes は二つのキチナーゼを生産し，それぞれ病原性や生存性に関

与することが示唆されている [3, 4]．しかし，キチン結合ドメインの機能や両タ

ンパク質のドメイン構造の違いに関しては，明らかにされていない．L. innocua

が生産する LinChi78 は，L. monocytogenes キチナーゼのドメイン構成と同様，

触媒ドメインと FNIII と Carbohydrate-Binding Module (CBM) 5 に分類される

ChBDで構成され，LinChi35 は触媒ドメインのみで構成されている (図 1-1)．  

本章では，L. innocua キチナーゼの非結晶性多糖であるキチンビーズ，結晶性

多糖の α-キチンやセルロースに対する結合能力を調べた．また，LinChi78 の

CBM5 の結合能力を，LinChi78 と類似したドメインで構成され，ChBDが CBM2

に分類される B. thuringuensis 由来キチナーゼ (BthChi74) と比較解析した． 

 

3-2 実験試料と方法 

3-2-1 実験試薬 

結合実験で基質としたキチンビーズは，New England Biolabs (Ipswich, MA, 

USA) から購入し，セルロースは DAICEL (Osaka, Japan) から提供されたものを

使用した．特に指定がない限り，他の試薬は Wako Pure Chemicals (Tokyo, Japan) 

および Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購入し，使用した． 

 

3-2-2 LinChi78と LinChi35 の発現と精製 

1-2-3および 1-2-4 に準じて，LinChi78 と LinChi35 の発現と精製を行った. 

 

3-2-3 BthChi74 キチナーゼ遺伝子の取得および発現ベクターの構築 

 American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) から購入した B. 

thuringiensis Berliner (serovar israelensis) の染色体 DNA (ATCC No. 35646 D-5) を

鋳型として，PCR 法により B. thuringiensis 由来キチナーゼ遺伝子 (BthChi74 遺

伝子) を増幅した．PCR 法は 1-2-3の操作に従い，行った．BthChi74 遺伝子の 5 
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'末端または 3'末端に EcoRI と SalI と制限酵素認識部位が付加された形で増幅す

るように Fwプライマーと Rvプライマーの設計を行った．  

BthChi74 遺伝子用 

Fwプライマー: 5’- CGGAATTCCGATGGCTATGAGGTCTCAAAAAT - 3’ 

Rvプライマー: 5’- ACGCGTCGACGTTTTCGCTAATGACGGCATTTAAA -3’ 

(下線は制限酵素認識配列 (EcoRI，SalI)を示す)． 

また，Rv プライマーは，pET 発現用ベクターに挿入した時に，発現したタン

パク質の C 末端側にヒスチジンタグ [(His)6 Tag]が付加されるように設計し，増

幅したキチナーゼ遺伝子の名称は BthChi74 とした．プライマーは，Sigma-Aldrich 

Life Science (Hokkaido, Japan) から購入した． 

増幅した PCR 産物を EcoRIと SalIで処理し，pET21d (+) ベクター (Novagen, 

Madison, WI, USA) に挿入し，発現ベクターpET-BthChi74 を構築した (図 3-1)．

BthChi74 遺伝子の塩基配列は，Eurofins Genomics (Tokyo, Japan) に依頼し，確認

した．得られた BthChi74 遺伝子の塩基配列は，DDBJ/ EMBL/ GenBank データベ

ースに申請し，それぞれアクセス番号 LC194873 として登録された． 

 

3-2-4 BthChi74 の発現と精製 

1-2-4 の操作に従い，pET-Bthchi74 を大腸菌で発現させ，培養抽出液を得た．

培養抽出液を 50 mM Tris-HCl，1 M (NH4)2 SO4 (pH 8.0) に対して透析した後，疎

水クロマトグラフィー (HiTrapTM Butyl FF; GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) 

に供し，硫酸アンモニウム濃度 1 M から 0 M への直線濃度勾配で，吸着したタ

ンパク質を溶出した．得られた活性画分を，20 mM Tris-HCl (pH 8.5) に対して透

析した．透析した画分を，陰イオン交換クロマトグラフィー (HiTrapTM Q HP, GE 

Healthcare) に供した．吸着したタンパク質は，NaCl 濃度を 0 M から 1 M へと直

線的に濃度を変化させ，溶出した．疎水クロマトグラフィーと陰イオン交換クロ

マトグラフィーシステム (Hiload system) 構成は，以下である． 

ポンプ: PUMP P-50 (Pharmacia, NJ, USA)， 

UV検出機: LKB-OpticalUnitUV-1 (Pharmacia, NJ, USA)  

LKB Control Unit UV-1 (Pharmacia, NJ, USA)， 

ペンレコーダー: LKB-REC102 (Pharmacia, NJ, USA)． 

活性の高い画分および電気泳動上均一に精製された活性酵素画分を，TS 緩衝

液 [20 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl (pH 7.5)]に対して透析し，4 °C で保存し，実験に

使用した． 
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3-2-5 キチンビーズ，α-キチンとセルロースに対する結合解析 

エビの殻由来の結晶 α-キチンとセルロースは 250 µm の粒子サイズに Wiley 

mill (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA) で粉末化した．キチンビーズ (100 

µL)，α-キチン (3 mg) またはセルロース (3 mg) を結合緩衝液 (20 mM Tris-Cl, 

0.5 M NaCl (pH 7.5) で平衡化した後，酵素溶液 (1 μM) を加え，その混合物を 60

分間，4 °C で静置し，15分毎に緩やかに攪拌した．その後，遠心分離 (20,000× 

g，4 °C，5 分) し，上清 (非結合画分と) と沈殿 (結合画分) に分離した．沈殿

は結合緩衝液で 10 回洗浄し，洗浄溶液は洗浄画分として回収した．多糖結合タ

ンパク質，非結合画分，洗浄画分を SDS sample緩衝液と混合した後，10% SDS-

PAGEで分析した．また，結合したタンパク質の量は，結合実験前の酵素活性か

ら，非結合画分と洗浄画分の酵素活性の和を差し引くことで算出した． 

 

3-3 結果 

3-3-1 BthChi74 の発現 

図 3-2A は，組換え BthChi74 タンパク質の模式図を示す．キチナーゼ遺伝子

は，pETベクターにクローニングし，大腸菌を宿主として発現させた．その遺伝

子産物は活性を持つ酵素として得られた．その後，疎水クロマトグラフィーと陰

イオン交換クロマトグラフィーに供して精製した．SDS-PAGE で分離し，約 74 

kDaに単一のバンドが検出でき，精製 BthChi74 とした (図 3-2B)． 

 

3-3-2 LinChi78，LinChi35，および BthChi74 の各種多糖に対す結合 

リステリアキチナーゼが，様々な多糖類とどのように相互作用するかを調べ

るために，キチンビーズ，α-キチン，およびセルロースとの結合活性の測定を行

った (図 3-3, 3-4)． LinChi78 は，効率良くキチンビーズと結合し (89%)，結晶

性の α-キチンやセルロースとはキチンビーズほど結合しなった (57%, 31%)．こ

れらの結果は，以前に他のキチナーゼで報告された結合実験の結果と類似して

いる [5, 6]．一方，LinChi35 は，LinChi78 と同程度キチンビーズと結合すること

ができるが (83%)，結晶性の α-キチンとセルロースに対する結合性は低かった 

(それぞれ 25%と 23%)．これは，LinChi35 が触媒ドメインのみで構成されてお

り，触媒ドメインのみでもキチンビーズに結合することが可能であること，

ChBD は結晶性基質に対する結合能力を高めることが報告されていることから，

この結果の妥当性を示している [7-9]． 

最後に，BthChi74 は，キチンビーズ，α-キチン，およびセルロースにそれぞれ

高い結合能力を示した (98%, 89% および 88%) (図 3-5)．キチンビーズ，α-キチ

ン，およびセルロースに，それぞれ 89%，57%，および 31%結合した LinChi78
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の結合特性と比較すると，キチンビーズに対する結合能は類似していたが，

BthChi74の α-キチンおよびセルロースに対する結合能が LinChi78の結合能より

高いことが明らかとなった．一方で，LinChi78 は BthChi74 よりもキチンに選択

的に結合していることが示唆された． 

 

3-4 考察 

LinChi78 は高い割合でキチンビーズに結合し，ある程度 α-キチンとセルロー

スに結合した．LinChi78 の ChBD は CBM5 に分類され，触媒ドメインが GH19

ファミリーに分類される Streptomyces griseus 由来キチナーゼ C (SgChiC) の

CBM5 と 46%の同一性を示す．CBM において，Trp残基のような芳香族側鎖が，

糖質との結合に重要な役割を持つことが知られている．SgChiC の CBM5 では，

2つの連続した Trp残基がその機能を果たしており，三重反平行 β シートからな

るドメインの表面上で糖質との結合に関与する [10-12]．アラインメント分析で

は，LinChi78 の CBM5 上に存在する Trp706 および Trp707 が SgChiC の 2 つの

Trp残基に相当する．これは，この 2つの Trp 残基が糖質との結合に関与するこ

とを示唆している (図 3-6A) [10, 11]． 

BthChi74 は，キチンビーズ，α-キチン，およびセルロースに対し，高い結合能

力を示した．このキチナーゼの持つ ChBD は CBM2 に分類され，他の細菌の

CBM2 と一次構造を比べると，Bacillus cereus 由来キチナーゼ CW (BcChiCW) 

[13]と 97 %，Streptomyces lividans 由来キチナーゼ C とは 35 % [14]の同一性を

示した．CBM2 ドメインは，一般的に 4 本鎖の β シート 2 つからなる β サンド

イッチ折り畳みドメインで構成されている [15-17]．BthChi74 の CBM2 上に基質

との結合に関与する可能性のある 4 つの Trp 残基を持つ．そのうち Trp591，

Trp626，Trp645の 3つの Trp残基は Pycococcus furiosus 由来キチナーゼ (PfChi) 

の CBM2 上に存在する基質結合に関与する Trp 残基と同じ位置に保存されてい

る [16] (図 3-6B)．また，BthChi74 の Trp612 も他の CBM2 においても保存され

ているが，PfChi の結晶構造から，その表面近くに位置しないため結合能に寄与

しないと考えられる [15-17]．図 3-7A に示すように，CBM5 は狭い領域に位置

する 2つの Trp残基を持つ．一方，CBM2 は平坦な表面構造を持ち，その広い領

域に 3 つの Trp 残基が位置している (図 3-7B)．これら CBM 上の相互作用に関

与する Trp 残基の数と表面性の違いが，結合する多糖に対する能力の違いを生

じていると考えられる． 

CBM5 の結合能は，CBM2 と比べ，キチンの選択性が高いと言える．Nakamura

らは，PfChi の CBM2 の基質と結合に関与する芳香族アミノ酸の周辺の Asp や

Gluの電荷を持つアミノ酸に変異を導入が，セルロースの選択性に影響を与えず
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に，キチンの選択性のみを減少させることを報告している [16]．この様に，基質

の結合選択性には Trp 残基の数や配置だけではなく，基質と相互作用するアミ

ノ酸周辺の側鎖も選択性に寄与する．本研究が示した，CBM5 や CBM2 の基質

選択性の違いをより理解するには，結合周辺のアミノ酸の影響も試験していく

必要がある． 

本研究で明らかにした種々の基質に対する結合活性特性の詳細な分析は今後

の研究におけるキチナーゼおよび，他の糖質分解酵素の ChBD の役割の理解に

つながると考えている．  
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図 3-1．作製した発現プラスミドの模式図 

作製した pET-BthChi74 を示している．Amp: アンピシリン耐性遺伝子． 
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図 3-2．大腸菌 BL21で発現した BthChi74の模式図と SDS-PAGE の結果 

A: BthChi74 を示している．GH18 Catalytic domain：GH18触媒ドメイン，FNIII：

フィブロネクチン III型様ドメイン，CBM2：キチン結合モジュール 2，His Tag：

ベクター由来ヒスチジンタグを示している．B: 精製した BthChi74 の SDS-PAGE

の結果を示している．レーン M:分子量マーカー  (Precision Plus Protein™ 

Standards, Bio-Rad, Osaka, Japan)，レーン 1：Ni セファロースでの精製後の酵素溶

液．電気泳動図の隣にある数字は分子量マーカーのタンパク質バンドの分子量 

(kDa) を示している．  
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図 3-3．LinChi78のキチンビーズ，α-キチン，セルロースに対する結合活性 

S: 結合前画分，F:非結合画分，W: 洗浄画分，B: 結合画分を示す．Relative activity

の値は S 画分を分解活性の初速度を 100%とした際の，それぞれの画分の活性

の初速度を表している． 

． 
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図 3-4．LinChi35のキチンビーズ，α-キチン，セルロースに対する結合活性 

S: 結合前画分，F:非結合画分，W: 洗浄画分，B: 結合画分を示す．Relative activity

の値は S 画分を分解活性の初速度を 100%とした際の，それぞれの画分の活性

の初速度を表している． 
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図 3-5．BthChi74 のキチンビーズ，α-キチン，セルロースに対する結合活性 

S: 結合前画分，F:非結合画分，W: 洗浄画分，B: 結合画分を示す．Relative activity

の値は S 画分を分解活性の初速度を 100%とした際の，それぞれの画分の活性

の初速度を表している． 
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図 3-6．CBM5 (A) と CBM2 (B) のアラインメント 

A:CBM5アライメントを示している．酵素 (accession number) は，LinChi78 CBM5 

(LC092875); SgChiC CBM5 (BAA23739); SmChiB CBM5 (CAA85292)． 

B:CBM2 アライメントを示している．BthChi74 (LC194873); BcChiCW (AF41657); 

Streptomyces lividans ChiC (BAA02168); S. coelicolor ChiC (CAB94547); 

Cellulomonas uda chitinase A (AAG27061); PfChi (AAL81357); Thermococcus 

kodakarensis KOD CBD2-1 (BAD85954); Thermococcus kodakarensis KOD CBD2-2 

(BAD85954); C. fimi xylanase B (AEA30147); C. fimi endoglucanase (AEE47298); と

C. fimi endo-1, 4 beta-xylanase (CAA54145) ．基質と相互作用を行う推定芳香族ア

ミノ酸を赤で示している．保存されているアミノ酸は薄い影で示している．  
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図 3-7．S. griseus chitinase Cの CBM5 (A) と P. furiosus chitinase の CBM5 (B) 

の結晶構造 

A: S. griseus 由来キチナーゼ (PDB No. 2D49), B: P. furiosus 由来キチナーゼの

CBM2 (PDB: 2CWR) を示している．キチン結合側鎖は赤色で示している． 
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病原性細菌である L. monocytogenes が生産するキチナーゼは病原性に重要な

役割を持つ病原因子の一つであることが知られており，本研究では，近縁の非

病原性 L. innocua の二種のキチナーゼ様遺伝子の特性解析を行った．非病原性

細菌 L. innocua 由来のキチナーゼ様遺伝子 lin0153 と lin1996 を取得し，大腸菌

中で可溶性タンパク質として発現させることに成功した．それぞれの遺伝子産

物はキチン分解能をもつことから，キチナーゼと同定でき，その分子量から

LinChi78 (lin0153 遺伝子産物) と LinChi35 (lin1996 遺伝子産物) と命名した．こ

れらの精製酵素を研究材料として，人工基質を用いた酵素化学的解析，多糖で

あるキチンやキチンオリゴ糖を用いた酵素の分解機序，そして多糖に対する結

合性を解析した． 

LinChi78 と LinChi35 は，人工基質 4NP-(GlcNAc)2 に対して，中性と弱酸性

条件下約 50 °C で最大の活性を示した．多糖基質やオリゴ糖基質の分解産物の

組成から作用機序を解析した結果，LinChi78 はエキソ型プロセッシブ型，

LinChi35 はエンド型ノンプロセッシブ型の分解様式を持つことが示唆され，両

者の機能が異なることが明らかになった．また，複数のドメインを持つ

LinChi78 と触媒ドメインのみの LinChi35 の α-キチンやセルロースに対する結

合能力を検証した結果，LinChi35 は上記多糖に対し LinChi78 よりも低い結合能

力を示し，ChBD は結晶性 α-キチンの認識に関与していることを明らかにし

た． 

L. innocuaの LinChi78 と LinChi35 に対応する病原性細菌の L. monocytogenes

由来の LmChiB (lmo0105) と LmChiA (lmo1883) は，マウスの肝臓と脾臓内への

細菌の定着に必要で，リステリア菌の感染に関与する [2-4]．特に，LmChiA は

感染時にその生産量が増加し，自然免疫で重要な役割を担う inducible nitric 

oxide synthase (iNOS) の発現を阻害し，マウス組織への感染を促進する [4]．本

研究で解析した非病原性の L. innocuaの LinChi35 は，マクロファージのような

弱酸性条件 (pH4.5-6.2) でも安定性を示し，酵素活性を示すことが明らかにな

った [5]．この酵素は LmChiA と 97%の同一性を示すことから，LmChiA と同

様に iNOS の抑制を引き起こすかどうかは興味深い． 

最近の研究では，L. monocytogenes の LmChiA と LmChiB は，本研究で用い

た，一般的にキチナーゼ解析で用いられる人工基質 4NP-(GlcNAc)2 よりも反応

性は低いが，GalNAcβ-1.4-GlcNAc-β-tetramethylrhodamine (LacdiNAc-TMR) を加

水分解し，GalNAc β-1.4-GlcNAcと TMR を生産することが報告された．この

LacdiNAc構造は，ほ乳類グライコーム (glycome) の 1つで，ほ乳類糖タンパ

ク質の N型糖鎖に見出され，無脊椎動物の糖質でもある．この結果は，

LmChiA と LimChiB が N-acetyl-D-glucosamineのエピマーを認識することを示唆

している．さらに，LmChiBは β-1, 6結合を持つ LacNAc β-1.6-LacNAc-β-TMR
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も加水分解する [10]．さらに，Paspaliari らは，LmChiBが (GlcNAc)3 

GlcNAc1A (GlcNAc1A: N-acetylglucosaminic acid) を加水分解することを明らか

にしている [11]．これらの報告はとても興味深く，LmChiBと LinChi78 は広い

範囲の基質に働きかけることを意味し，また，加水分解する能力は低くとも，

上記のような糖質に結合できることも示唆している．キチンやキトサンは，ほ

乳類にほぼ存在しないことから，LmChiA や LinChi35 も含めて，これらキチナ

ーゼがキチンやキトサン以外の糖鎖もターゲットとして相互作用する可能性が

ある． 

序論で述べたように，大腸菌が生産するキチナーゼ EcChiA のキチン結合ド

メイン (ChBD) は，キチナーゼ様タンパク質 (CHI3L1) と結合し，細菌の細胞

への接着を促進する [7]．また，L. monocytogenes のキチナーゼ LmChiBは，キ

チン質を持たないキイロタマホコリカビの感染初期の細菌の生存性に関与する 

[6]．LmChiBの ChBD がカビへの感染初期に必須であるかは明らかになってい

ないが，LmChiBや LinChi78 の ChBDが細菌の接着を促進する可能性も考えら

れる． LmChiBと LinChi78 は，触媒ドメインとフィブロネクチン III型様ドメ

イン(FNIII) の間に機能未知の領域を持つ (図 1-1)．この領域は，リステリアキ

チナーゼ以外では，病原性細菌 Enterococcus 属キチナーゼに見出される．その

中でも E. faecalis はヒトなどのほ乳類の腸内に共生する病原性細菌の一種で 

[8]，LinChi78 と LinChi35 のアミノ酸配列と同一性 54%と 68%を示す推定キチ

ナーゼを保持する [1]．現在の所，E. faecalis キチナーゼの機能は明らかになっ

ていないが，腸内に共生する細菌がこの機能未知の領域を持つのは興味深い．

大腸菌キチナーゼで報告されているように，病原因子としての生体内でのキチ

ナーゼの機能を知るために，触媒ドメインだけではなく，ChBD や FnIIIと機能

未知領域などのドメインの解析も今後視野にいれておく必要がある． 

ここまで述べてきたように，二つのリステリアキチナーゼは，構造上でも，作

用機序でも，さらに多糖への結合能でも異なる性質を有していることが明らか

になった．病原因子として，病原性細菌の宿主感染時に機能するキチナーゼの宿

主上の標的は未解明であるが，本研究で明らかになった両キチナーゼの基本特

性が，キチン分解酵素全般に関する知見にとどまらず，今後展開される病原因子

キチナーゼの標的解明，そして病原性細菌の感染対策に貢献することが期待さ

れる．  
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