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 B  urkholderia cepasia か らの キ チ ナ ー ゼ生 産 遺伝 子 の ク ロー ニ ン グ
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Cloning of chitinase gene from Burkholderia cepasia
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Seishi IKEDA* and Seiji  °um***

Synopsis

 In this study, we isolated a bacterium producing a large quantity of chitinase and identified it as 

 Burkholderia cepasia. The chitinases isolated from the bacterium were detected by SDS-PAGE and at 

least two chitinases (40 and 50 kDa) were identified in the zymogram. The genomic DNA extracted 

from the bacterium was used for the construction of genomic library by the use of A EMBL3 phage 

vector and phage clones producing chitinase were selected by using 4-MU chitotrioside as a substrate 

and exposing to UV light. DNA fragment inserted in A EMBL3 phage vector was subcloned into 

pBluescript vector with restriction enzymes and  pB1ueCAK12  ( 4.4 kb ) clone including chitinase gene 

was selected. The inserted DNA fragment was deleted by exonuclease III and chitinase-coding region 

was specified by chitinase activity detected by the use of 4-MU chitotrioside and UV light exposure. 

The chitinase of B. cepasia was found to be coded in 2.3 kb of  pB1ueCAK12.

緒 言

筆者 らは、植物土壌病害の多面的防除 に

ついで検討 を重 ねてお り、 トマ トの萎凋病

防除 に関 しては、有機化合物 あるいは酵素

化学 的研 究・な ど多 くの知見 を蓄積 して き

た。特 に、 トマ ト萎 凋病菌 についてはその

細胞壁 の物 理化学 的研究か ら、その構成 成

分 がキチ ンとキ トサ ンであることが明らか

に してい る。 また、 これ らの成分 は高等

植物 には検 出 されないので、キチナーゼ ・

キ トサナーゼ などを用いて病原菌細胞壁 を

分解す るこ とがで きれ ば、植物体 に悪影響

をお よぼす ことな く病原菌の伸長抑制が で

きる と期待 されてい る5)鵬 。 この ような

観点か ら、キチナーゼ またはキ トサ ナーゼ

を生産す る細 菌や放線菌 に注 目 し1°)、これ

ら微 生物 の酵素 生産遺伝子 の分子生物学的

研 究や土壌施用 による実用的防除な ど、幅

広 い解析が行 われている。
一方、様 々な植物 の組織培養系が確立 さ

れ、再分化植物体 を容易 に得 るこ とが可能

* 農学部農学科
**農 学総合研究所

(Department of Agronomy, Faculty of Agriculture, Kinki University, Nara 631,

 (lnsutitute for Comprehensive Agricultural Sciences, Kinki University,

Japan)
Nara 631

 

,  Japan)



72 近畿大学農学部総合研 究所報告 第7号(1999)

となって きてお り、 また、 それ と共 に外 来

遺伝子 を植物細胞 に導入す る技術 の開発 も

進 んでいる17)。これ らの培養系や形質転換法

を利用すれ ば、病害虫 に抵抗性 を持つ植物

の作 出 も可能で あって、事実、 かな りの作

物 につ いて病害抵抗性形質転換体の野外放

出 も認め られて いる。 また、 キチ ナーゼの

抗菌活性 につい ては、マ イクロインジェク

シ ョン法 による解析 か ら、メロン、 イチ ゴ、

バ ラな どのう どんこ病菌の吸器、二次菌 糸

な どの細胞壁分 解活性 が証 明 されてお り、

キチ ナーゼ遺伝子 導入 によるこれ らの病 害

抵抗性品種 の育成 が可能であ ることも示 し

た。 この ような背景か ら、本研 究では、土

壌か らキチ ン分解 活性の高い土壌 生息性細

菌 を分離 し、それ ら分離菌か らキチナーゼ

生産遺伝子 をクローニングす ることに した。

材料と方法

1.土 壌 か らの キチ ン分 解 性 細 菌 の 分 離

近 畿 大 学 農 学 部 の 圃 場 か ら土 壌 を採 取

し、 土壌 中 に生 息 す るキ チ ン分 解 性 細 菌 の

分 離 を試 み た 。 す な わ ち 、採 取 した土 壌 を

滅 菌水 と混 合 し、30分 間強振 した後 濾 過 し、

濾 液 をM9/キ チ ン寒 天 培 地(0.2gコ ロ イ

ダル キチ ン,105gK2HPO、,4.5gKH、PO、,

1.Og{NH4}ZSO4,0.5gNa3C6HsO,・2H20,

0.2gMgSO、 ・7H20,2.Ogグ ル コース,5.1・

チ ア ミン塩 酸 塩 を14の 水 に溶 解)と 混 合

した後 、 シ ャ ー レ に分 注 して 、30℃ で7日

培 養 した 。生 育 した コロ ニ ー の周 縁 に明 瞭

なハ ロー を形 成 した もの をキ チ ン分 解 性 細

菌 と して選 抜 した 。 そ の 中 で 、最 も活 性 の

高 い分 離 菌 をAK-1株 と命 名 し、 以 後 の 実

験 に用 い た・・)。

2.AK-1株 か らの キチナーゼの精製

AK-1株 が生産するキチナーゼ を単離す る

ため以 下の実験 を行 った。 まずAK-1株 を

M9!キ チ ン!グル コース培地 に植菌 し、30℃

で3日 間振 とう培養 した後 、細菌培養液 を

1,000×g、5分 間遠心分離 した。その上清

に最終濃度 が50%に なる ように硫酸 ア ンモ

ニ ウ ム を加 え 、4℃ で 一 晩 塩 析 した 。

1,000×9,15分 間 の 遠 心 分 離 で 得 た沈 査 を

10mMリ ン酸 緩衝液(pH7.0)に 溶 解 し、一一

晩 蒸 留水 に対 して 透析 した後 、 透析 内液 を

粗 酵 素 液 と し、SDS-PAGEに よ る電 気 泳動

法 で キ チナ ー ゼ を分 画 した。電気 泳動 には、

10%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 、 ま た は

0.05%グ ラ イ コ ー ル キ チ ン を含 む10%ポ リ

ア ク リルア ミ ドゲ ル を使 用 し た。

a)10%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル を用 いた

電 気泳 動5〕

酵 素 試料 を10%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル

にチ ャー ジ し、 泳動 用 緩衝 液(192mMの グ

リ シ ン と0.1%のSDSを 含 む25mMのTris-

HCIpH8.3)中 で15mAの 定 電 流 に よ り、室

温 で3時 間 泳動 した。 泳 動 ゲ ル は、 前 固定

液(25m夏 の メ タ ノ ー ル 、7.Smlの 酢 酸 を

72.5mlの 超 純 水 に混 合 した溶 液)中 で30分

間振 と う し、 染 色 液(25gク ー マ シー ・ブ

リ リア ン トブ ル ー-R250を500mlの メ タ ノー

ル と50ml酢 酸 で 溶解 し、450ml超 純 水 と混

合 した溶 液)に30分 間浸 漬 し蛋 白質 を染 色

した 。 その後 、 脱色 液(50mlの メ タ ノー ル

と70mlの 酢 酸 を::/の 超 純 水 に混 合 した

溶 液)で 脱 色 し、 イ オ ン交換 水 で30分 間水

洗 した後 、 ゲ ル を乾 燥 させ た。

b)0.05%グ リコールキチ ンを含 む10%ポ リ

アク リル ア ミ ドゲル を用 い た電気泳動H)

0.05%グ リ コー ル キ チ ン を含 む10%ポ リ

ア ク リル ア ミ ドゲ ル に酵 素 試 料 をチ ャー ジ

し前 項 と同様 に電気 泳動 を行 った 。泳 動後

の キ チナ ーゼ活 性 は、Koga")ら の 方法 に よ

り検 出 した。 す な わ ち 、SDS除 去 液(1%

のTritonX-100を 含 む10mMTris-HC1,

pH7.0)中 で2時 間 洗 浄 し、 螢 光 染 色 液

(0.01%のFluostainIを 含 む100mMTris-HCI,

pH8.9)中 で5分 間染 色 した 。 酵 素 活性 バ

ン ドは、紫外 線 照射 下で 検 出 した。

3.AK-1株 の遺伝子 ライブラ リーの作成

AK-1株 の遺伝子 ライブラ リーを作成する

ため以下の操作 を行 った。
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a)AK-1株 か らの 染 色体DNAの 抽 出

キ チ ン分 解 性 細 菌AK-1株 の 染色 体DNA

はMarmurとDoty14〕 の 方 法 に基 づ い て抽 出

した 。 す な わ ち 、 キ チ ン分 解 性 細 菌AK-1

株 をLuria-Bertani(LB)液 体 培 地(109バ ク ト

トリプ トン,59酵 母 エ キ ス,10gNaClを11

の水 に溶 解)で 一 晩 振 と う培 養 した。 遠

心 分 離 に よ って 回収 した菌 体 を、0.OIMの

EDTA-2Na,27%の シ ョ糖 お よび,10mgJmlの

リ ゾ チ ー ム を含 む1×SSC溶 液(0.5Mの

NaCI,0.015Mの ク エ ン酸 ナ トリ ウム 〉 に懸

濁 した。細 菌 懸濁 液 に1%のSDS溶 液 を加 え 、

さ ら に 最 終 濃 度 が2mg/mlと な る よ う に

DNaseフ リー のRNaseを 添 加 し て溶 菌 させ

た後 、TE緩 衝液(1mMのEDTAを 含 む

10mMのTris-HCI,pH8.0)で 飽和 した フェ ノ

ー ル で 除 蛋 白質 処 理 を行 っ た
。得 られ た

遠 心 上 清 はTE緩 衝 液 で透 析 した後 、3倍 量

の 冷 エ タ ノ ー ル を加 え 、 中 間層 付 近 に析

出 した糸 状 の 染色 体DNAを ガ ラス棒 で巻 き

取 っ た 。 これ を 少 量 のTE緩 衝 液 に溶 解 し

た後 、塩 化 セ シ ウム ー臭 化 エ チ ジ ウム密 度

勾 配 遠 心 法 に よ っ て 精 製 し、AK-1株 の染

色 体DNA溶 液 と した。

b)制 限酵 素Sau3AIに よる染色 体DNAの

部 分分 解

前 項 で 抽 出 した染 色 体DNAを4塩 基認 識

の制 限 酵 素Sau3AIで 部 分 分 解 した 。す な

わ ち 、1μ9の 染 色 体DNAを100μ1の 緩衝 液

(5mMのMgCl2と50mMのKClを 含 む2mMの

Tris-HC1,pH8.0)に 溶解 し、0.1unitのSau3A

Iを 加 え37℃ で1時 間反 応 させ た。 一 定時 間

毎 に0.5MのEDTA(pH8.0)を 加 え 、 そ の

反応 を順 次 停 止 させ て電気 泳 動 に よ り分 解

程 度 を判 定 した。

c)シ ョ糖 密 度勾 配 遠心 法 に よるDNAの 分 画

前 項 の 部分 分 解 で 得 たDNA断 片 をシ ョ糖

密 度 勾 配 遠 心 法 に よ っ て 分 画 す る た め 、

10%、20%、30%お よび40%の シ ョ糖 を含 む

緩 衝液F3}(1MのNaClと5mMのEDTAを 含 む

20mMのTris-HCI,pH8.0)を 遠 心管 中 に重 層

し、一 晩 放 置 して連 続 密 度勾 配 を作 製 した。

そ の後TE緩 衝 液 に溶 解 したDNA容 液 を最

上 部 に重 層 し、 水 平 型 ロー ターRSP-28(日

立 製 作 所 製)を 使 用 し て 、15℃ 、

122,000×g,20時 間 遠心 分 離 を した。 遠 心

分 離 した 試 料 は遠 心 管 に設 け た穴 か ら500

μ4ず つ分 取 し、 ア ガ ロ ー ス電 気 泳 動 に よ

っ て 、 各 分 画 に含 まれ るDNA断 片 長 を決

定 した。

d)染 色 体DNA断 片 と フ ァー ジベ ク ター と

の連 結

前 項 で得 たDNA断 片 を フ ァー ジベ ク ター

に連 結 す る にあ た っ て は、 λEMBL31BamH

IVectorit(stratagene社 製)を 使 用 した。 す

な わ ち、染 色 体DNAの 断片 を連 結 用 緩衝 液

(5mMのMgCI、 と30mMのNaCl,を 含 む

100mMのTris-HC1,pH7.6)に 溶 解 し、等 モ

ル 比 と な る よ う に1,cc4の λEMBL3DNA

(1μg/μ4)を 加 えた 。 この よ うに して調

整 したDNA溶 液(5～ZO,uQ)に 等 量 の

DNALigationkit・B液(TaKaRa社 製)を 加

え 、26℃ で10分 間 反 応 させ た 。 そ の 後 、

エ タ ノ ー ル 沈 澱 に よ っ てDNAを 回 収 し 、

TE緩 衝 液 に溶解 した。

e)invitropackaging

GigapackIIPIusPackagingExtract

(Stratagene社 製)を 使 用 し てDNAのinvitro

packagingを 行 っ た 。 操 作 は 、Stratagene社

の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 。 す な わ ち 、 前 項

で 得 ら れ たDNA溶 液(5μ4)を 上 記 キ ッ

ト の 赤 色 チ ュ ー ブ 液 に 加 え 、 さ ら に15μ4

の 黄 色 チ ュ ー ブ 液 を 加 え た 後 、22℃ で2時

間 反 応 さ せ た 。

f)形 質 転換 フ ァー ジの プ レー テ イ ング

フ ァ ー ジ感 染 の 宿 主 と し て は 、 大 腸 菌

LE392株 を使 用 した 。 まず 、 本 菌 をNZYM

固形 培 地(5gNaCl,5g酵 母 エ キ ス,10g

NZamineを14の 水 に溶 解 し、10mMの

MgSO、 を添加 した もの)で37℃ 、 一 晩静 置

培 養 し、 得 られ た コ ロ ニ ー をNZYM液 体 培

地 に植 菌 した 後 、37℃ で4～6時 間培 養 し

た。 細 菌 は、 遠 心 分 離 で 集 菌 し、10mMの

MgSO、 に 懸濁 して前 項 で調 製 した フ ァー ジ

液 と混 合 した後 、37℃ で20分 間 培 養 した 。
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こ れ を、48℃ に保 温 した3mlの 軟 寒 天

NZYM培 地 と混合 し、NZYM固 形培地 に重

層 して37℃ で一晩培養 した。

4.キ チナーゼ生 産 ファージの スク リーニ ング

前 項 で得 た プ レー ト上 の形 質 転 換 フ ァー一

ジ か らキ チ ナ ー ゼ生 産 フ ァー ジ を選抜 す る

に あ た っ て は、Robbins'$)ら の 方 法 を応 用

した 。 す な わ ち 、 フ ァ ー ジ 粒 子 を宿 主 大

腸 菌LE392株 に感 染 さ せ 、12.5μ91mlの4-

MUACを 含 むNZYM平 面 培 地 に プ ラー ク を

形 成 させ 、 紫 外 線 照 射 下 で4-MUの 螢 光 を

発 す る 陽 性 λフ ァ ー ジ ク ロ ー ン を選 抜 し

た。 選 抜 さ れ た 陽性 ク ロ ー ン を再 び宿 主 大

腸 菌LE392株 に感 染 させ 、NZYM液 体 培 地

を用 い て37℃ で 一・晩 振 と う培 養 し、 フ ァー

ジ溶 菌 液 中 の キ チ ナー ゼ 活 性 をP`ニ トロ フ

ェ ノ ー ル 誘 導 体 の 分 解 活 性 に よ っ て 求 め

た。 す な わ ち、100,uQ試 料 液 に対 し2mlの

基 質 溶 液(0.1mMのP-nitrophenyltri-N-

acetyl一β一chitotrioside)を 加 え 、37℃ で30分

間反 応 させ た 後 、 反応 液 の337nmに お け る

吸 光 値 を測定 し、 蛋 白質lmg当 りの活 性 値

を求 め た。 そ の 中か ら、 活 性値 の最 も高 い

ク ロー ンaCAK-12を 選抜 した 。 得 られ た

λフ ァー ジ粒 子 か らDNAを 抽 出 し、 挿 入 断

片 の 制 限酵 素 認 識 部位 を検 索 した。

5.大 腸 菌 にお け るAK-1株 キ チ ナ ー ゼ遺伝

子 の発 現

λCAK-12フ ァ ー ジ ク ロ ー ン に は 、 約

15kbのAK-1株 染 色 体DNA断 片 が 挿 入 され

て い る の で、 制 限酵 素 認 識 部位 を検 索 す る

と と もに、得 られ たDNA断 片 に つ いて 、 大

腸 菌 発 現 ベ ク タ ーで あ るpBluescriptIISK・

へ の サ ブ ク ロ ーニ ング を行 った 。 これ らの

クロ ー ン につ い て は4-MUACを 用 い て キチ

ナ ーゼ 活 性 を検 出 した 。 す なわ ち、菌 体 を

LB液 体 培 地 に植 菌 し、37℃ で 一 晩振 と う

培 養 し た 後 、 菌 体 を遠 心 分 離 で 集 菌 し、

50mMリ ン酸 緩 衝液(pH7.0)に 再 懸 濁 し

た後 、0.1%SDSを 加 えて 溶 菌 した。 再 度 、

菌 体 を遠 心 分 離 で集 菌 し、 得 られ た上 清 に

4-MUACを 加 え、37℃ で10分 間反 応 させ た。

その 後 、 紫 外 線 照 射 下 で 螢 光 と して検 出 さ

れ る ク ロ ー ン を 選 抜 し 、 約4.4kbのEcoRi-

BamHI断 片pBlueCAK12を 得 た 。

6.形 質 転換 大腸 菌 か らの キ チナ ーゼ精 製

前 項 で 選 抜 し た プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン

pBlueCAK12か らの キチ ナ ー ゼ の 分離 に は

浸 透 圧 シ ョ ッ ク法15)を 用 い た 。 す なわ ち 、

形 質転 換 大腸 菌 を0.01MIPTGと50μ9/mlの

ア ン ピシ リ ンを含 むLB液 体 培 地 に植 菌 し、

37℃ で 一 晩振 とう培 養 した 。遠 心 分離 後 、

集 菌 した 菌体 を氷 冷 した10mMTris-30mM

NaCl緩 衝 液(pH7.3)で2回 洗 浄 し、菌 体

生 湿 重lg当 た り35mlの33mMTris緩 衝 液

(pH7.3)に 懸 濁 した 。 得 られ た懸 濁 液 に

等 量 の50%(W/V)シ ョ糖 を含 む33mM

Tris緩 衝 液(pH7.3)を 加 え、 撹 拝 後 、直

ち に 最 終 濃 度 が1.OmMと な る よ う に

EDTA2Naを 添 加 し、 室 温 で10分 間 穏 や か

に撹拝 した 。4℃ で遠 心 分 離 した後 、菌 体

を氷 冷 し た0.5mMMgCl2溶 液 に穏 やか に懸

濁 し、 懸 濁 液 を氷 水 中 で10分 間穏 や か に

撹拝 した。再 度 遠 心 分 離 した後 、 上清 をペ

リプ ラ ズム画 分 と して前 項 と同様 の硫 安 塩

析 お よ び透 析 処 理 を行 っ て 粗 酵 素 液 と し、

SDS-PAGEを 行 っ た。

7.デ リー シ ョンク ロ ー ンの作 成

pBlueCAKi2に お け る キ チ ナ ーゼ 生 産 遺

伝 子 の正確 な挿 入位 置 を調べ る ため 、また 、

塩 基 配 列 を決 定 を す る た め に 、Yanich-

Perron23)ら お よびHenikof野)ら の方 法 に従 っ

て 、300kbご とに デ リー シ ヨ ン ク ロー ンを

作 成 した。 す な わ ち、pBlueCAKI2を50μ

4/m1の ア ン ピ シ リ ンを含 む 液体LB培 地 に

植 菌 し、37℃ で 一 晩 振 と う培 養 後 、 ア ル カ

リ迅 速 法で プ ラス ミ ドDNAを 抽 出 し、塩化

セ シウ ム ・臭 化 エ チ ジ ウ ム密 度勾 配遠 心 法

に よ っ て 閉 環 状 プ ラ ス ミ ドDNAを 精 製 し

た。 精 製 プ ラス ミ ドDNAに つ い て は制 限 酵

素分 析 に よっ て デ リー シ ョ ンの 方 向 を決 定

し、 まず3'末 端 突 出 の制 限 酵 素 で切 断 し

た後 、5'末 端 突 出 の制 限酵 素 で切 断 した。

この プ ラス ミ ドDNAをExonuclease皿 を用

い て30℃ で15、30、60、120秒 反 応 させ た後 、

MungBeannuclease処 理 に よ っ てデ リー シ
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ヨン を行 った。 さ らに、Klenowフ ラグ メ ン

トを用 い て、 プ ラス ミ ドDNA末 端 を平滑 化

し、T4DNAPolymeraseで 再 閉 環 した後 、

大 腸 菌JM109株 を形 質転 換 した。 キチ ナ ー

ゼ 活 性 の 検 定 は 、 前 項 と同様 に4-MUAC

を用 い て 行 い最 少 断片 ク ロー ンpBlueBCC6

を得 た。

8.サ ザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー・シ ョン

キ チ ナ ー ゼ生 産 クロ ー ンpBlueBCC6の 挿

入 断片 とAK-1株 の相 同性 を検 討 す るた め 、

pBlueSCC6をPstIで 切 断 し、 電 気 泳動 に よ

りベ ク ター と分 離 した。 次 に、pBlueBCC6

のDNAを ア ガ ロー ス ゲル よ り抽 出 してECL

を 用 い て 標 識 し、CTAB法4,で 抽 出 した

AK.1株 の 染 色 体DNAと サザ ンハ イブ リ ダ

イゼ ー シ ョンを行 った 。電 気 泳 動 したゲ ル

を核 酸 プ ロ ッテ ィ ング装 置(Pharmacia社

製Vacugene)を 用 い て ナ イロ ン膜 に 転 移

させ た。DNA転 移 ナ イロ ン膜 は、 アル カ リ

変 性 液(1.5MのNaClと0.5NのNaOH混 合

液)、 中和 液(15MのNaClを 含 むIMのTris-

HCIpH5.0)、20×SSC(3MのNaCIと0.3Mの

クエ ン酸 ナ トリウム の混 合 液)で 順 次処 理

し、2×SSCで2～3分 間洗 浄 して ろ紙 上 で

風 乾 させ た後 、80℃2時 間の ベ ー キ ング を

行 っ た。プ ロー ブDNAは 、ECL法 で 標識 し、

Amersham社 製 のDNA標 識 試 薬 を用 い た。

なお 、操 作 方 法 は 、 同社 の プ ロ トコー ル に

従 っ た。 まず 、前 述 の ナ イ ロ ン膜 を密封 パ

ック に入 れ 、0.25m1/cm'一 のハ イ ブ リ ダイゼ

ー シ ョン緩 衝 液(Amersham社 製)を 加 え

て 、42℃ で60分 間 遮 光 浸 と う した 。次 に 、

密 封 パ ッ ク 内 に標 識 た プ ロ ー ブDNAを 加

え、 さ らに42℃ で16時 間 遮 光 浸 とう した。

そ の 後 、 ナ イ ロ ン膜 を一次 洗 浄液(6M尿

素,0.4%SDS,7.SmMク エ ン酸 ナ トリウム)

に浸 漬 し、42℃ で20分 間、遮 光振 と う した。

この場 合 、 洗 浄液 量 は、 ナ イ ロ ン膜1cm2あ

た り2mlと した 。 同様 の操 作 を繰 り返 した

後 、 さ ら に 二 次 洗 浄 液(0.3MNaCI,

30mMク エ ン 酸 ナ トリウム)に 浸漬 し、5

分 間室 温 で 遮 光振 と う した 。 同様 の二 次

洗 浄 操 作 を再 度 繰 り返 した後 、 ナ イ ロ ン膜

を0.125ml!cm・ の検 出試 薬1(Amersham社 製)

と検 出試 薬II(Amersham社 製)の 混 合 液 に

浸 漬 し、1分 間 反 応 させ た後 、X線 フ ィ ル

ム に よっ て シ グ ナル を検 出 した。

結果および考察

細 菌 の キ チ ナ ー ゼ 生産 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ

ング につ い て は 、1986年 にJones8'ら お よび

Fuchs3)ら がSerratiamarcescensQIVIB2466株

の キ チ ナ ー ゼ生 産 遺 伝 子 を ク ロ ーニ ング し

て以 来 、 数 多 くの クロ ー ニ ングの例 が 報 告

され て い る。 そ の うち十 数 種 につ い て は そ

れ らの 遺 伝 子 の塩 基 配 列 また は ア ミノ酸 配

列 が 決 定 され て い る 。 ま た 、1種 の 細 菌 か

ら複 数 の キチ ナ ーゼ 生 産 遺伝 子 が ク ロ ー ニ

ン グ され て い る例 が 多 く、1つ の キ チ ナ ー

ゼ生 産 遺 伝 子 のみ が ク ロ ーニ ング され て い

る細 菌 の なか に も異 な る遺 伝子 の存 在 が 示

唆 され て い る もの が あ って 、 一・般 的 に は キ

チ ナ ー ゼ を生 産 す る細 菌 は複 数 の キ チ ナ ー

ゼ生 産遺 伝 子 を もつ こ とが 多 い と考 え られ

る 。一 方 、Jash9》 らがS.mal℃escensの キ チ ナ

ーゼ 遺 伝 子 で タバ コ を形 質転 換 し
、転 換 体

が 、 腰 折 病(Rhfzocω η1aε018切 に対 して抵

抗 性 を示 した と報 告 して い る。この事 実 は、

植 物 の抵 抗 性 因子 と して 、 キ チ ナ ー ゼ が重

要 で あ る こ と を示 す と と も に菌類 病 抵 抗 性

植 物 の 育 種 に お け る細 菌 キ チ ナ ーゼ 遺 伝 子

の有用 性 を示 唆 す る 。

1.土 壌 か らのキチ ン分解性細菌の分離

本実験 では、 コロイダルキチ ンを炭素源

とす る選択培地 を使用 し、土壌 中に生息す

るキチ ン分解性細菌の分離 を試みた。その

結果、 コロニーの色や形状の異 なる数種の

キチ ン分解性微生物が得 られ、それ らの周

縁 には コロイダルキチ ン分解 に基 づ く明瞭

なハ ローが形成 された。 この ことは、分 離

された微 生物が キチナ ーゼ を培地 中に分 泌

し、キチ ン分解産物 を炭素源 と して増殖 し

ている ことを示 してい る。 そ こで、 これ ら

のキチ ン分解性微 生物 を分離 し、分離菌 の

キチナーゼ生 産 について検討 した。す なわ

ち、各 分離菌 をM9/キ チ ン寒 天培地 中 に

包埋 し、一定期 間培 養 した後 、形成 された
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ハ ロ ー の 直 径 か ら 、 分 離 菌 株 の 中 で は

Burkholderiacepasiaと 同定 され た分離菌 が

最 も高 い活 性 を示 した ので こ れ をAK-1株

と命 名 した。 以 後 の実 験 に は こ のAK-1株

を使 用 した(Fig.1)。

Fig.1Colonyandhaloproducingbyachitin-

degradingbacterium,Burkholderiacepasia

AK-1,0ncoloidalchitinmedium.

2.キ チ ン分解性 細菌AK-1株 の キチナ ー ゼ

分 画

AK-1株 が 培 養 ろ液 中 に分 泌 す る キ チ ナ

ーゼ を分 離 精製 し、SDS-PAGEに よる電 気

泳動 を行 った結 果 、約40kDaと50kDa付 近

に キチ ン分解 活性 の認 め られ る陽性 のバ ン

ドが検 出 され た。

3.AK-1株 の遺伝 子 ラ イブラ リーの作 成

遺 伝子 ラ イブ ラ リー を作 成す る場 合 、比

較 的大 きなDNA断 片 が挿 入 で きる フ ァー ジ

ベ クターや コス ミ ドベ ク ターが 用 い られ る

こ とが 多 く、相 補 的 プ ローブ遺 伝子 とハ イ

ブ リダ イズす る陽性 ク ロー ンを選抜 す るの

が 一般 的で あ る。 そ こで本 実験 で は、 フ ァ

ー ジベ ク ター の 一 種 で あ る λEMBL3を 用

い て 、遺 伝 子 ライブ ラ リー を作 成 した。す

なわ ち、AK-1株 遺伝 子 ラ イブ ラ リー を作

成 す る ため 、 本菌 の 染 色体DNAを4塩 基認

識 制 限酵 素Sau3AIで 部 分 分 解 し(Fig.2-

A)、 シ ョ糖 密 度 勾 配 遠 心 法 で 分 画 して

(Fig.2-B)得 た9～20kbのDNA断 片 を λ

EMBL3フ ァー ジ ベ ク ター に 連 結 してin

vitropackagingを 行 い 、約104個 の組 み換 え

体 フ ァ ー ジを得 た。

4.キ チ ナ ーゼ生産 フ ァージの スク リーニ

ング

AK-1株 遺伝 子 ラ イブ ラ リー か らキチ ナ

ー ゼ生 産 遺伝 子 を分 離 す る ため 、Robbins

らの 方法 を応 用 し、4-MUACを 含 む培 地 を

用 いて 、約1.0×104の プ ラー クにつ いて ス

ク リーニ ン グを行 った。 そ の結果 、 陽性 ク

ロー ンの周縁 に は、4-MUACを 分 解 した結

果 生 じる4.MUが 紫 外 線 照射 下 で螢 光 と し

て検 出 され た。4-MUが 検 出 され た クロー

ンについ て は プ ラー ク単 離 を繰 り返 し、そ

れぞ れの 単離 過程 で キ チナ ーゼ活 性 の有 無

を検 討 した。 以 上 の精 製 操 作 を繰 り返 し、
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最終 的 に12個 の陽性 クロー ンを得 た。 そ の

中か ら最 も活 性 の 高 い λCAK-12を 以後 の

実験 に用 いた。 この よ うに、宿 主大 腸 菌 内

で キチ ナ ーゼ生 産遺 伝子 が 翻訳 され た こ と

は、AK-1株 のSD配 列 が宿 主 大 腸 菌 の リボ

ゾーム に認 識 された こ とを示 してい る。

5.大 腸 菌 にお け るAK-1株 キ チナ ーゼ遺伝

子 の発現

λCAK-12フ ァ ー ジ ク ロー ン に は 、 約

15kbのAK-1株 染 色体DNA断 片 が挿 入 され

て いる ので 、制 限酵 素認 識部 位 を検 索す る

と ともに、得 られ たDNA断 片 につ い て、大

腸 菌 発現 ベ ク ター であ るpBluescriptIISK・

へ の サ ブ クローニ ングを行 った。その結 果、

約4.4kbのEcoRI-BamHI断 片 にお い て活性

の検 出 され る クロー ンpBlueCAKI2を 得 た。

6.形 質転 換大 腸菌 か らの キチナ ー ゼ精 製

形 質転 換 大 腸 菌pBlueCAKI2の 生 産 す る

キチ ナー ゼ をSDS-PAGEで 分 画 した結 果 、

0.05%グ リコー ル キ チ ンを含 む10%ポ リア

ク リル ア ミ ドゲ ル内 に、2個 の 活性 バ ン ド

が検 出 された 。 これ らの バ ン ドはい ずれ も

AK-1株 の 分泌 す る蛋 白質 よ り分 子 量 が大

き く約100kDa付 近 にバ ン ドが確 認 され た。

pBlueBCCg

pBlueBCC30

pBlueBCC32

pBlueBCC17

pBlueBCC38

pBlueBCC6

pBlueCAK12

pBlueECC6

pBlueECC35

pBlueECCI7

pBlueECC37

pBlueECC2

pBlueECC38

pBlueECC19

pBlueECC46

これ は、AK-1株 では菌体外 に分泌 される

キチナーゼが大腸菌では分泌 されていない

ことか ら、分泌の際に何 らかの修飾 を受 け

ているため と考えられる。

7.デ リーシ ョンクロ ーンの作 成

pBlueCAKI2に お け るキ チ ナー ゼ遺伝 了

の 正 確 な 挿 入 位 置 を 調 べ る た め 、

ExonucleaseIIIを 用 いて デ リー シ ョン クロ

ー ンを作 成 し、 そ れ らの キチ ナー ゼ活性 に

つ い て検 討 した。 そ の結 果 、Fig.3お よび

Fig.4に 示す よ うに4-MUACを 用 いた活性 測

M123456789101112
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Fig.3Electrophoregramofdeletionclonesof

pBlueCAK12digestedwithexonuleaseIII.
M:aDNAmolecularweightmarker

Lane1-12;DeletionclonesofpBlueCAK12

Fig.4RestrictionenzymemapofpBlueCAK12andconstructeddeletionclones

B;BamHI,P;PstI,Sp;Sphl,E;EcoRI

+;Positivechitinaseactivity,一;Negativechitinaseactivity.
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定 にお い て 、紫 外 線 照 射 下 で螢 光 を発 す る

最 少 断 片 ク ロ ー ンpBlueBCC6を 得 た 。

pBlueBCC6は 約2.3kbの 挿 入 断 片 を持 ち 、

IPTGの 有 無 に か か わ らず キ チ ナ ー ゼ を分

泌 して い る こ とか ら、 この 遺伝 子 に はAK-

1株 由 来 の プ ロモ ー ター が 存 在 して い る と

考 え られ る。

8.サ ザ ンハ イブリダイゼー ション

キチナーゼ生産 クロー ンpBlueBCC6の

挿入 断片 とAK-1株 の相 同性 を検討 す るた

め にpBlueBCC6のDNAを プ ローブ と して

AK-1株 の染色体DNAと ハ イブ リダイゼー

シ ョンを行 った結果、陽性 の シグナルが確

認 された こ とか ら、pBlueBCC6がAK-1株

由来であ り、 ひ とつの キチナーゼ遺伝子 が

クローニ ングされた こ とが確認 された。今

後、 クローニ ング したキチナーゼ生産遺伝

子 の塩 基配列 を決 定 し、 さ らにAK-1株 の

生産するキチナ ーゼの ア ミノ酸配列 の決定

を行 うことによって これ らの関係 を解析す

る予定 である。
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制 限酵 素処 理 したDNA断 片 をpBluescriptベ

ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し、pBlueCAK12

(4.4kb)を 得 た。 さ ら に、 エ キ ソ ヌ ク レ ア
ー ゼ に よ る挿 入 断 片 の デ リー シ ョン を行 っ

た結 果 、本 研 究 で 単 離 され たB.cepasiaの

キ チ ナ ー ゼ 遺伝 子 は約2.3kbで あ る こ とが

明 らか に な っ た。

摘 要

本研 究 で は 、土 壌 か らキ チ ナ ーゼ高 生 産

性 細 菌 を単離 し、 その 同定 を行 った後 、 そ

の 細 菌 か らキ チ ナ ーゼ 遺伝 子 の分 離 を試 み

た。 選 抜 され た キ チ ナー ゼ高 生 産細 菌 の 同

定 を行 った結 果 、Burkholderiacepasiaで あ

る こ とが 判 明 した の で この 細 菌 をAK-1株

と命 名 した。AK-1の 生 産す る キチ ナー ゼ

をSDS-PAGEに よっ て分 画 した と ころ、 少

な く と も2種 類iの キ チ ナ ー ゼ(40and50

kDa)が 確 認 され た。 次 に、AK-1か ら染 色

体DNAを 抽 出 し、 ゲ ノム ラ イブ ラ リー を作

製 した 。4MU一 キ ト トリオ ー ス を基 質 と し

て ゲ ノ ム ライ ブ ラ リー か らキチ ナ ーゼ遺 伝

子 を含 む フ ァー ジ ク ロー ン を選 抜 した後 、


