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序論 

キチンとは N-acetyl-D-glucosamine が β-1,4 グリコシド結合をした多糖で，自

然界で 2番目に多いバイオマスである．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，細菌，カビ，植物，昆虫，そしてほ

乳類などの幅広い生物のゲノム上に存在していることが報告されている．

Carbohydrate-Active enZYmes Database (CAZY) 上で，一次構造や推定される立体

構造の違いから，キチナーゼは Glycoside hydrolases family (GH) 18 と GH19に分

類される．GH18 キチナーゼは様々な生物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ゲノム上でのみで見出されている．GH18キチ

ナーゼには， (β/α)8 バレル (トリオースリン酸イソメラーゼバレル) 構造の触

媒ドメインと，キチン結合ドメイン (ChBD) やフィブロネクチン III型様ドメイ

ン (FNIII) などの複数のドメインを持つことが知られている． 

上述したように，キチナーゼは様々な生物が生産しているが，その中でも細菌

由来のキチナーゼは，炭素源や窒素源をキチンから取得する為に生産されてい

る．一方で，宿主への感染や，様々な人の疾患にも関与する報告があり，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する． 

リステリア属の細菌は，幅広い環境に分布している通性嫌気性グラム陽性の

真正細菌であり，ヒトに感染するとリステリア症を引き起こす．リステリア症を

引き起こす病原菌 Listeria monocytogenes が生産するキチナーゼは，その病原性

に関与することが報告されている．Listeria monocytogenes は，LmChiA (lmo1883

遺伝子産物) と LmChiB (lmo0105 遺伝子産物) という二つのキチナーゼを生産

する．両酵素共にキチンキチンまたはキチンオリゴマーの加水分解に関与し，特

に LmChiA は病原性を高める重要な病原因子として同定され，宿主の自然免疫

を抑制することが報告されている．一方，LmChiBは，感染初期に役割を持つこ
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とが提案されている．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． 

Bacillus thuringiensis は微生物殺虫剤として知られ，内毒素である Cry タンパ

ク質を生産する．この 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．近年，キチナーゼが中腸の上皮細

胞を覆う，キチン質のペリトロフィック膜に孔を形成し，Cryタンパク質の上皮

細胞へ浸潤を促進し，毒性を向上させることが報告されている． 

L．innocuaは非溶血性および非病原性細菌で，L．innocuaと L．monocyogenes

は共通の祖先から進化し，病原性の差異は L．innocua の病原性遺伝子の欠失に

起因している．L．innocua のキチナーゼ様遺伝子の lin0153 と lin1996 は L．

monocytogenes の二種のキチナーゼ遺伝子 lmo0105，lmo1883 とそれぞれ 99%，

97%の高い同一性を示す．リステリア属の詳細な酵素化学的性質の解析は，リス

テリア属細菌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必要と考

え，非病原性細菌 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，人工基質や天然基質を用い，

遺伝子産物の酵素化学的性質，作用機序，そして多糖への結合能力を解析した．  

 

第 I章 L．innocua キチナーゼ様遺伝子の発現と精製，および酵素化学的性質の

比較 

lin0153 遺伝子産物 (LinChi78) は推定分子量 78 kDa のタンパク質で，アミノ

酸配列を基にしたドメイン予測により，GH18 触媒ドメイン， FNIIIと ChBD の

計 3 つのドメインで構成されることが推定された．一方，lin1996 遺伝子産物 
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(LinChi35) は推定分子量 35 kDa のタンパク質で，GH18 触媒ドメインのみで構

成されることが推定された．そこで，このサイズの異なる二つのキチナーゼの機

能を明らかにするために，非病原性細菌 L．innocua から染色体 DNA を抽出し

た．これを鋳型として，それぞれ二種のプライマーを用いて PCR 法でそれぞれ

の遺伝子を増幅した．得られた二種のキチナーゼ様遺伝子を，大腸菌を宿主とし

て発現させた．LinChi78，LinChi35 共に可溶性タンパク質として取得できた．キ

チナーゼの活性検出に用いられる人工基質  4-nitrophenyl N,N’-diacetyl-β-D-

chitobioside [4NP-(GlcNAc)2] や天然基質 コロイダルキチンを用いて加水分解活

性を調べたところ，LinChi78 と LinChi35 は人工基質や天然基質に対しキチン分

解活性を有していたことから、キチナーゼと同定した．また，pH依存性と温度

依存性を調べたところ，LinChi78 と LinChi35 はそれぞれ中性または酸性条件下，

50 °C で最大の活性を示した．pH や温度に対する安定性では両酵素共に広い範

囲の pH に安定性を持ち，40 °C までの熱安定性を示した．速度論解析より，

LinChi78 は 4NP- (GlcNAc)2 に対するKM値は 127 μM，kcat値は 10.4 s-1を示した．

一方，LinChi35の kcat値および KM値は，51.1 s-1と 885 μM を示し，LinChi78 よ

り高い値であった．これらの結果から，両酵素の pH依存性や人工基質に対する

反応性が異なることが明らかになった。 

第 II章 LinChi78 と LinChi35 の多糖，オリゴ糖に対する作用機序 

GH18キチナーゼは，エキソ型もしくはエンド型とプロセッシブ型もしくはノ

ンプロセッシブ型の分解様式を組み合わせた分解様式を持つ．この章では多糖

やオリゴ糖を基質として加水分解反応を行い，その生産物の組成からキチナー

ゼの作用機序を決定した．また，キチンオリゴ糖の分解産物のアノマーを分析す

ることにより，酵素の反応開始点を決定した． 

天然基質であるコロイダルキチンを分解した場合，両酵素は主に二量体を生
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産したが，LinChi35 の生産物には微量ながらも三量体と四量体が検出された．

両酵素の生産物の組成から LinChi78 はエキソ型，LinChi35 はエンド型の分解様

式を持つことが示唆された．それぞれ推定した分解様式は，既知のエキソ形やエ

ンド型のキチナーゼとの一次構造比較からも支持される。次に，六量体から三量

体までのキチンオリゴ糖を基質とした際の生産物の組成から，LinChi78 と

LinChi35 はそれぞれプロセッシブ型，ノンプロセッシブ型の分解様式を示した．

最後に分解産物のアノマーを分析した結果，両酵素共はアノマー保持酵素で，キ

チンオリゴ糖の非還元末端から加水分解反応が開始されることが明らかになっ

た． 

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

の比較 

LinChi78 は GH18 触媒ドメイン，FNIIIと ChBD で構成され，LinChi35 は GH18

触媒ドメインのみである．そこで，両酵素の各種多糖に対する結合能力を調べた． 

比較対象酵素の B. thuringiensis 由来キチナーゼ (BthChi74) のドメイン構成は

GH18 触媒ドメイン，FNIII，ChBD であり，LinChi78 と類似している．しかし，

LinChi78とBthChi74のChBDは異なるCarbohydrate-Binding Module family (CBM) 

に分類され，LinChi78 の ChBDは CBM5 に対し，BthChi74 の ChBD は CBM2 で

ある．種々の多糖基質 (キチンビーズ，α-キチン，セルロース) に対する結合能

力を解析した結果，LinChi78 は高い割合でキチンビーズに結合し，α-キチン，セ

ルロースにも結合した．触媒ドメインのみの LinChi35 は，LinChi78 と比べ，キ

チンビーズにはほぼ同等の割合で結合したが，α-キチン，セルロースに対する結

合能は低かった．つまり，触媒ドメインはキチンビーズなど多糖に結合すること

ができるが，結晶性多糖への結合には FNIII か ChBD，もしくはその両方が必要

であることを示唆した．BthChi74 は，キチンビーズ，α-キチン，およびセルロー
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スにそれぞれ同等の割合で結合した．LinChi78 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，α-キチンおよびセルロースに対し，

LinChi78 よりも高い結合能を示した．既知の立体構造上，CBM5 は三重逆平行 β

シートで折りたたまれており，その狭い領域に基質の結合に関与する 2つの Trp

残基が位置している．LinChi78 の CBM5 のアミノ酸配列上にもこの 2 つの Trp

残基が保存されている．CBM2 は，4本鎖の β シート 2つからなる β サンドイッ

チ構造で，平坦な表面の広い領域に基質結合に関与する 3 つの Trp残基を持ち，

BthChi74 にも 3つの Trpが保存されている．この CBM 上の基質との相互作用に

関与する Trp残基の数と CBMの表面構造の違いにより多糖に対する結合能力が

異なることが示唆された． 

第 IV章 総合考察 

ヒトリステリア症の病原性に関与する L. monocytogenes 由来キチナーゼと

97％以上の同一性を持つ，非病原性細菌 L. innocua 由来二種のキチナーゼ 

(LinChi78 と LinChi35) を大腸菌中で可溶性タンパク質として発現させ，得られ

たキチナーゼの機能を解析した．酵素化学的性質を調べた結果，LinChi78は 50 °C，

中性条件下で最大の活性を示す，エキソ型プロセッシブ型キチナーゼであった．

一方，LinChi35 は 50 °C，酸性条件下で最大の活性を示す，エンド型ノンプロセ

ッシブ型キチナーゼであることを明らかにした．これらの結果から，二つの L. 

innocua由来キチナーゼの機能に違いがあることを明らかにした．また，キチン

結合ドメイン (CBM) の有無，そしてファミリーの違いにより，多糖に対する結

合能力に違いがあることを示した．最後に，本研究で得られた， LmChiA と

LmChiBととても高い同一性を持つ LinChi35 と LinChi78 の基本特性は，これか

らのリステリアキチナーゼや関連する糖質分解酵素の理解に貢献すると考えて

いる． 


