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キチナーゼ遺伝子の塩基配列決定
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Synopsis

     In this study, we cloned a chitinase gene from Burkholderia cepacia and identified a nucleotide 

sequence. A genomic library was constructed by the use of A EMBL3 , and then phage clones 

producing chitinase were selected by using 4-MU chitotrioside as a substrate. The inserted DNA was 
subcloned into a pBluescript vector with restriction enzymes to make  pB1ueCAK12 (4.4 kb) clone 

including a chitinase gene. The DNA fragment was deleted by exonuclease III and the chitinase-coding 

region was determined by chitinase activity detected by the use of 4-MU chitotrioside. The nucleotide 

sequence of chitinase gene (2.98 kb) was determined by primer walking method,in which ORF of 

chitinase gene was amplified by specific primers including the expected start and stop codons. The 

amplified DNA was inserted into a pBluescript vector, and then chitinase activity was detected by the 

use of 4-MU chitotrioside.

言緒

筆者 らの研 究 室で は、植物病 害 の生物 防除

法 開発 の 一環 として、 キチ ン ・キ トサ ン分解

性 酵素 を利 用 した植 物病 原糸状 菌の特異 的抑

制B)に つ い て検討 して きた。そ の研 究 の中で、

トマ トの重 要病害 で あ る土壌伝染 性病原糸状

菌凡[5m勉mα ψ叩01刀mfsp.加cρ ρe∬fofの細胞壁

構 成 成分 につ い て物理 学 的 に解 析 した結 果、

本菌 の細胞壁 は、キチ ン及 びキ トサ ン を主要

構 成成 分 としてい る こ とが 明 らか とな った8)。

また、 現在 まで、土壌 よ り分離 した キチ ナー

ゼ生産 性細 菌K肛 飴∫azqρ甜及 び キ トサナ ーゼ

生 産性細 齢 伽gobac珈mmロ1西yo㎜ か ら、

それぞ れエ ン ド型 のキチ ナーゼ、 キ トサ ナー

ゼの生産遺伝子 を分離 し、その塩基配列 を決

定するとともに、それ らの病原糸状菌細胞壁

の分解効率 を検討 して きた。キチン分解性酵

素は動物、植物及 び尾生物 に広 く分布 してお

り、尾生物起源 のキチ ン分解性酵素は細菌、

放線菌、カビから精製 されているが、その分

解に関す る酵素の多様性や作用機構 など、 ま

だ解明 されていない問題が少な くない17)。ま

た、 これまで報告 された尾生物起源のキチナ

ーゼは、 ほとんどがエ ン ド型キチナーゼであ

り、エキソ型キチナーゼは精製 されてないが、

昆虫での脱皮時におけるキチ ン分解酵素の作

用様式では、高分子のキチ ンを分解す る過程

において、様々なタイプのキチン分解酵素が

協奏的に働いて相乗的な効果を発揮す ると報
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告 されて い る6)7)。 そ こで、 本研 究 で は、 そ

れ ら糸状 菌細胞 壁 の よ り効率 的 な分解 を 目的

と して、異 な る タイプの キチ ナーゼ生 産遺伝

子 の ク ローニ ング を試 み る と ともに塩基 配列

の決定 を行 った。

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 した。濾液

をM91キ チ ン寒天培地 と混合 し、シャーレに

分注 して、30℃ で7日 間培養 した。生育 した

コロニーの周縁 に明瞭なハロー形成の認め ら

れ た もの をキチ ン分解性細 菌 として選抜 し

た。その中で、最 も分解活性の高い分離菌 を

AK-1株 と命名 し、以後の実,験に用いた20)。

[2].キ チ ナーゼ生産 遺伝 子 の クローニ ング

1.AK-1株 染色 体 ラ イブラ リーの作製

a)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Dotyl6)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 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、

0.01MのEDTA-2Na、27%の シ ョ糖:お よ び、

lOmg/m1の リゾチ ー ム を含 む1×SSC溶 液 に

懸 鐸 した。 細菌 懸鐸 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 で 飽 和 した フェ ノー ル を用 い

て除蛋 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Sau3Alに よる染色体DNAの 部

分分解 とシ ョ糖密度勾配遠心法による

DNAの 分画

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。 反応 は

37℃ で1時 間行 い 、05MのEDTA(pH8.0)

を加 えて停 止 させ 、電気 泳動 に よ り核酸 の分

解 状 況 を判 断 した 。部 分 分 解 したDNA断 片

は シ ョ糖 密 度勾 配 遠心 法 に よっ て分画 した。

す なわ ち、10%、20%、30%お よび40%の シ

ョ糖 を含 む密度勾 配遠心 用緩衝 液 を遠心管 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溶 液

を最上 部 に重層 し、水平 ロー ターRSP-28(日

立製作 所製)を 使用 して、15℃ 、122,000×g

で20時 聞遠心 分離 を行 った。遠 心分 離後 の試

料 は遠心管 底部 に設 けた穴 か ら500μ1ず つ分

取 し、各 分画 に含 まれ るDNA断 片 長 を アガ

ロースゲル電気泳 動 に よ り決定 した。

c)染 色体DNA断 片のinvitropacking

前項 で得 たDNA断 片 を λEMBL3フ ァージ

ベ クター(stratagene社 製)に 連結 した。連結 に

は、LigationkitVer.1(TaKaRa社 製)を 使 用 し

た。 まず 、染 色 体DNA断 片 を連 結 用緩 衝 液

に溶 解 し、等 モ ル比 とな る よ うに1μ1の λ

EMBL3DNA(1μ1/1μg)を 加 えた。 この よ

うに して調 製 したDNA溶 液(5～10,u1)に 等 量

のDNALigationKitのB液 を加 え、26℃ で10分

間反応 させ た。 その後 、エ タノール沈殿 によ

っ てDNAを 回収 し、TE緩 衝 液 に溶解 した 。

次 に、GigapackIIPIusPackagingKit(stratagene

社 製)を 使用 し、invitropackingを 行 った。操

作 は、Stratagene社 の操 作 手順 に従 った。 す

なわ ち、得 られたDNA溶 液(5μ1)を 上記 キ ッ

トのFreeze-thawextract溶 液 に加 え、 さらに15

μ1のSonicextract溶 液 を上記 の混 合液 に加 え

た後 、22℃ で2時 間反応 させ た。 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、37℃ で4～6時 間培 養 した。

この ように して調整 した宿 主大腸 菌 を遠 心分

離 で集菌 し、10mMのMgSO4に 懸 鐸 して前項

で調整 した ファージ液 と混合 し、37℃ で20分

間培養 した。 これ を、48℃ に保温 した3mlの

軟寒 天NZYM培 地 と混 合 し、 同固形培地 に重

層 して37℃ で一晩培 養 した。
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2.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、Robbins18)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 た後 、125μ9/ml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 蛍光 を発す る陽性 λ

フ ァー ジ クロー ンを選抜 した。 また、選抜 さ

れ た陽性 クロ ー ンは再 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一ニ 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,u1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1mg当 た

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 λCAK-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。

3。 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染 色 体DNA断 片 が挿 入 され てお り、

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pBluescriptllSK+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 、増 殖 した菌体

を遠 心 分 離 で 集 菌 し、50mMリ ン酸 緩 衝液

(pH7.0)に 再 懸鐸 した後0.1%SDSを 加 えて溶菌

した。その後 、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 で蛍

光 と して検 出 され る クロ ー ン を選 抜 した結

果 、EcoRI-BamHIで 切 り出 され、約4.4Kbの

挿入 断片 を有す るpBlue-CAK12を 得 た。

4.デ リー シ ョン クロー ンの作製

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 す る ため にHenikoffs)ら お よび

Yanisch-Perron22)ら の方 法 を一 部改変 した方法

に よって デ リー シ ョン クロ ー ン を作 製 した。

まず、pBlueCAK12を50μ1/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 した後 、塩 化 セ シ ウムー臭 化 エ チ ジ

ウム密 度勾 配遠 心 法 で プ ラ ス ミ ドDNAを 精

製 した。す なわ ち、1mlの プラス ミ ド溶液 に

対 して19の 割合 で塩 化 セ シウム と80μ1の エ

チ ジ ウ ム ブ ロマ イ ド溶 液(10mg!ml)を 加 え 、

55,000×gで16時 間遠 心 分 離 した。 試料 中 の

エチ ジウム ブ ロマ イ ドは イソ ア ミル アル コー

ルで 抽 出 ・除去 し、 そ の後TE緩 衝 液 で透析

した。 この よ うに して精製 した プラス ミ ドを

3'末 端突 出 の制 限酵 素 で切 断 し、 さらに5!

末端 の制 限酵素 で切 断 した。 この プ ラス ミ ド

DNAを 、ExonucleaselIIを 用 い て30℃ で

15,30,60,120秒 反 応 させ た後 、MungBean

nucleaseお よびKlenowフ ラ グメ ン ト処理 を施

し、最後 にT4DNALigaseで 再 環 した。作 製

したデ リー シ ョンクロ ー ンは大 腸菌(JM109

株)へ 形 質転 換 し、前 項 と同様 に4-MUAC

を用 いた キチ ナーゼ の活 性 試験 で選抜 した結

果 、活 性 の 認 め られ る形 質 転 換 体 、pBlue-

BCC28を 得 た。

[3ユ.キ チナ ーゼ生産 遺伝 子 の塩基配列 決定

1。 シークエンシングに用 いる鋳型DNAの 調 整

鋳 型DNAと して シ ー クエ ン シ ング に用 い

るpBlueBCC-28は 、 アル カ リSDS法 を用 い て

抽 出 し た後 、 ポ リエ チ レ ン グ ラ イ コ ー ル

6000(PEG)で 沈 降 させ てRNAを 除去 した。 す

なわ ち、pBlue-BCC28を 液体L-brothで 一 晩振

とう培 養 し集菌 した 後 、200 ,u1のGTE緩 衝液

に懸 鐸 した。 その溶 液 に300μ1のSDS溶 液 を

加 え5分 間静 置 した後 、300,u1の3M酢 酸 カ

リ ウム溶 液 を加 え て5分 間静 置 し、2u1の

RNaseを 加 え て37℃ で30分 間反 応 させ た。 そ

の後、400 ,u1の クロ ロホル ム を加 えて懸鐸 し、

8,900×gで10分 間遠心 分離 した後 、溶液 の上

層 を回収 して蛋 白質 を除去 した。次 に、 溶液

に等量 の イ ソプ ロパ ノー ル を加 え て ・!!×9

で15分 間遠 心分 離 し、DNAを 沈 降 させ て 回

収 した。 回収 したDNAは 、32μ1の 超 純水 に
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溶 解 し た 後 、8μ1の4MNaCl、40μ1の

13%PEGを 順 に加 え、氷 中 に20分 間放 置 した。

その後 、 ・1/×g、4℃ で20分 間遠 心分 離 し

た後 、TE緩 衝液 に溶解 し、 これ を鋳 型DNA

と して、以後 のサ イ クル シー クエ ンシ ングに

用 い た。

2.pBlueBCC28挿 入断片の シークエンシング

塩基 配列 の決 定 はSangerのdideoxy法19)に 基

づ いて行 った。 まず 、pBlue-BCC28を 鋳 型 と

し、 プ ライマ ー標 識 サ イクル シー クエ ンス法

によるシー クエ ン シング を行 った。す なわ ち、

4種 の異 な る蛍 光 プ ライ マ ー(ABI社 製)を 使

用 し、ザ イモ リ ア ク ターAB-1820(ア トー社

製)を 使用 してpBlueBCC28を 増 幅 した。DNA

の変性 は95℃ で1分 間、 アニ ー リ ングは55℃

で1分 間 、伸 長 反 応 は72℃ で1.5分 間行 い 、

これ らの反応 を30回 反復 した。得 られた増幅

産物 はエ タノール沈殿 で 回収 し、70℃ で2分

間熱 変 性 処 理 した後 、DNAシ ー クエ ンサ ー

370A(ABI社 製)を 用 い て6%ポ リア ク リル ア

ミ ドゲ ルで電気 泳動 を行 った 。 シークエ ンス

ラ ダー は、Vectra(HEWLETTPACKERD社

製)で 編 集 し、 そ の波 形 か ら塩 基 配列 を解析

した。次 に、 明 らか に した塩基 配列 を基 に新

たな プライマ ー を構 築 し、 ター ミネー ター標

識サ イクル シー クエ ンス法15)に よるシー クエ

ンシ ング を行 った。 す な わち500pmolに 調整

したpBlueBCC28、3.2pmo1に 調整 した プラ イ

マ ー、お よび8μ1のTerminatorReadyReaction

Mix(ABI社 製)を 混 合 し、PTC-100(MJリ サ ー

チ社 製)を 使 用 してpBlueBCC28を 増 幅 した。

DNAの 変性 は96℃ で30秒 間 、 アニ ー リ ング

は56℃ で15秒 間 、伸 長 反応 は60℃ で4分 間行

い、 これ らの反応 を25回 反復 した。得 られた

増 幅 産 物 は エ タ ノ ー ル 沈 殿 で 回 収 し 、

TemplateSuppressionBuffer(TSR)に 溶解 した

後 、95℃ で4分 間 熱変 性 処 理 し、DNAシ ー

クエ ンサ ーABI310(ABI社 製)を 用 い て電気 泳

動 を行 った。 そ れ に よ り、 明 らか に した塩基

配列 につい ては プラ イマ ー ウ ォーキ ング2)3)を

行 い 、順 次 、挿入 断片 の未 同定 の塩 基配列 を

明 らか に した。 なお 、蓄積 した各 々の配列 情

報 はGENETYX-MACを 用 い て編 集 し、挿 入

断片 全長塩 基 配列 を決定 した。

[4].キ チナ ーゼ生産 遺伝 子ORF領 域のサ ブ

クローニ ング

決 定 した挿 入 断 片 のDNA領 域 か らキチ ナ

ーゼ生産遺伝子 のORFを 検 索 し、 その中か ら

最 も適 当なORFをPCR法 に よ り増 幅 した。す

な わち、ORF領 域 の5ノ 末 端(開 始 コ ドン)と

3'末 端(終 止 コ ド ン)に 対 応 す る配 列 に

BamHI、EcoRI部 位 を付 加 した プ ライマ ー

を構築 し、各 々 を10pmolに 調 整 し混 合 した後、

50ngに 調 整 したpBlueBCC28お よびLATaq

withGC-Buffer(TAKARA社 製)をTAKARA社

の操作 手順 に従 って混和 し、PCR増 幅 を行 っ

た。 反応 は 、94℃ で4分 間DNAを 熱 変性 さ

せ た 後、94℃ で40秒 間 のDNA;変 性 、70℃

で10秒 間の ア ニー リ ング、72℃ で2.5分 間 の

伸 長反応 を30回 反復 し、 最後 に72℃ で4分 間

反応 させ、増 幅産物 両末 端 に アデニ ンを付加

した。得 られ た増 幅 産物 はpGEM-TVector

(Promega社 製)へ 連 結 し、Inoueら の方 法でiI)

大 腸 菌JM109へ 形 質 転 換 した 。 す な わ ち 、

JM109株 を20mlのSOB培 地 でOD600=0.4～

0.6に なる まで培 養 し、10分 間氷 冷 した。遠

心 分 離 に よって 菌体 を 回収 し、培 養液 の113

容 量のTransformationBufferに 懸鐸 して、 さら

に10分 間氷冷 した。そ の後 、再度遠 心分離 で

菌 体 を集 め 、1!12.5容 量 のTransformation

Bufferに 懸鐸 し、最 終 濃 度 が7%に なる よ う

にDMSOを 加 えた後 、10分 間氷 冷 した。 この

ように調整 した受容 化大 腸 菌 に、上 記の組換

え プ ラス ミ ドDNAを 導 入 した 。 す なわ ち 、

受容 化 大 腸 菌 とプ ラス ミ ドDNAを 混和 し、

氷 中 に30分 以上放 置 した後 、42℃ で30秒 間 ヒ

ー トシ ョック し、 即座 に氷 中 に戻 して2分 間

冷却 した溶 液 に1mlのSOC培 地 を加 え、37℃

で1時 間培養 した。菌体 は遠心分 離 で回収 し、

形質転換用培 地 に塗抹 し、37℃ で一晩培 養 し

た 。得 られ た形 質転 換 体 の プ ラス ミドDNA

は、 アル カ リSDS法 を用 い て抽 出 した後、 制

限酵素(BamHI、EcoRI)で 処 理 し、ア ガロース

ゲル電気 泳動 に よ り分 画 した。得 られた クロ

ー ンについ ては
、前 項 と同様 に4-MUACを 用

い たキチナ ーゼの活性 試験 に よ り形 質転換体

を選抜 した結 果 、活 性 を有 す る形 質転換 体

pGT-BCKI9を 得 た。
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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 は 、1986年 にJones12)お よ びFuchs5)ら が

SerratiamarcescensQMB1466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

のキ チナ ーゼ生産遺 伝子 が クローニ ング され

てお り、 その うち数十種 の キチナ ーゼ生 産遺

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つ の細 菌 か ら複 数 のキチ

ナー ゼ遺 伝子 が ク ローニ ング されて いる例 も

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 中に も、他 の遺

伝 子 の存 在 が示唆 され てい る ことか ら、キチ

ナー ゼ遺 伝子 を生産 す る細 菌 は、複 数 のキチ

ナー ゼ生 産遺伝 子 を持 つ ものが一 般的 である

と 考 え ら れ る 。1992年 にJashら はs。

marcescensの キ チナ ーゼ生 産遺伝 子 で形質転

換 した タバ コが 、腰 折病(RhfzOO'0盟1a501aη1)1こ

対 す る抵 抗性 を示 した と報告 した4)。一般 に、

キチ ン質 を構成 成分 としない高等植 物 にはキ

チナ ーゼが広 く分布 してお り、植物 組織での

病 原菌細 胞壁分 解 を誘導 す る とともに、病原

菌 の生育 阻害物 質 であ る ファイ トアレキシン

を誘導 す る11)。また、分 解 され たキチ ン質や

そ の低 分 子 化 合 物 は抗 菌作 用 を示 す と と も

に、植物 の 自己防衛機 能 と植物 の 自己活性化

機 能 を活 性化 す る。 これ らの事実 は、植 物の

抵抗 性 因子 と して、 キチ ナーゼが重 要 な役割

を果 た して い るこ とを示 し、菌類抵抗性 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。そ こで、本 実験 で は、 キチ ン

分 解 性 酵 素 につ い て よ り深 い知 見 を得 る た

め、新 たな キチナ ーゼ生産 遺伝 子 の クローニ

ング を試 みた。

[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

解性尾生物が得 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、分解 された尾生物が

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 性尾 生物

を分 離 し、分離菌 の キチナ ーゼ生産 を再 度検

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 たハ ローの直径 か ら、分 離菌株 の 中で

Burkholderiacepacia(AK-1株)が 最 も高 い活性

を示 した の で、以後 の実験 に は このAK-1株

を使用 した。

[2].AK-1株 の遺伝 子 ライ ブラ リーの作 製

遺伝 子 ライ ブラ リーを作 製す 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、 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 製 した。 す なわ ち、AK-1株 遺 伝

子 ラ イブ ラ リー を作製 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、 シ ョ糖 密 度勾 配遠 心法 で分画 して得

た9つOKbのDNA断 片 を λEMBL3フ ァー ジベ

ク ター に連 結 してinvitropackagingを 行 い 、

約2104の 組換 え体 ファージ を得 た。

[3].キ チナーゼ生産 ファージのスク リーニング

AK-1株 の遺伝 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、Robbins18)

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、基 質 と して培 地 に添 加 した4-

MUACを キチ ナーゼが 分解 し、そ の結果 生 じ

る4-MUを 紫外 線照 射下 で蛍 光 と して検 出 し

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、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。
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[4].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 由来 の染 色体DNA断 片 が挿入 され

て お り、 その制 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pBlue-CAK12を 得 た。

[5].デ リーシ ョンクロ ーンの作 製

pBlue-CAK12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 、Exonu-

cleaselllを 用 い てデ リー シ ョ ンク ロー ン を作

製 し、そ のキチ ナーゼ活性 につ いて検討 した。

そ の結 果 、4-MUACを 用 い た活 性 測 定試験

にお いて、紫外 線照 射下 で蛍 光 を発 す るデ リ

ー シ ョ ン ク ロ ー ンpBlue -BCC28を 得 た 。

Pblue-BCC28は2,98Kbの 挿 入 断片(BCC28)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。

遺伝 子(chb)と59.30%(Fig.2)、Enterobactosp

の キチ ナーゼ生 産 遺伝 子(Dinag)と57.97%相

同で あ った。 また 、本 キチ ナ ーゼ 生 産遺 伝

子 の1135-1276及 び1327-1386の 遺伝子 領域 内

で は 、上記 の2細 菌 のDNAと81-92%の 間で

高 い相 同性 を示 したが 、他 の細 菌類 とは相 同

性が 認め られ なか った。 また、 ア ミノ酸 レベ

ルでは、本 キチ ナーゼ の ア ミノ酸領域 全体 で

chbお よびDinagの ア ミノ酸配列 と47.57%相 同

で あった(Fig.3)。 また、280-480の ア ミノ酸

領域 におい て、他20種 の細 菌 由来 キチ ナーゼ

の ア ミノ酸 配列 と35-63%の 間 で相 同 で あ っ

た。 その うち、エ ン ド型 の キチ ン分解 酵素 が

1種 、エ キソ型 が1種 、キ トビアーゼが12種 、

作 用様 式の 明 らか にされてい ない もので6種

の細 菌 が含 まれ た(Fig.4)。 以 上 の よ うに、

本研 究 で、8urkholderiacepacia(AK-1株)よ り

新規 キチナ ーゼ遺伝 子 の クローニ ング に成公

した。今後 は、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 い、 クロー ニ ン

グ した キチ ナ ーゼ遺 伝 子cbb1と の 関係 を解

析 し、植 物病原 菌 の生物 防除 に利 用 する とと

もに、糖 鎖工学 を含 む他 の分野へ 広 く応 用 さ

れ るこ とを期 待 したい。

[6].キ チナ ーゼ生 産遺伝 子 の塩基配列 決定

上 記 の結果 か ら、本 実験 で得 たBCC28ク ロ

ー ンには キチ ナ ーゼ生 産遺伝 子 の全 長が存 在

す る と考 え られ たので、 その挿 入 断片 の全 長

塩基 配 列 を決 定 した(Fig.1)。 次 に、決定 し

たBCC28全 長 の塩基 配列情 報 を基 にキチ ナー

ゼ生産 遺伝 子 のOpenReadingFrame(ORF)を

検索 し、検 索結 果 か ら推測 され るORF領 域 を

PCR法 によ り増幅 した。 また、得 られ た増 幅

産物 はpGEM-TVectorヘ サ ブ ク ローニ ング し

た結 果 、4-MUACを 用 い た活 性 測 定試 験 に

おい てキ チナ ー ゼ活 性 を有 す るpGT-BCK19

を得 たため 、本実験 で分 離 したORFは キチナ

ーゼが コー ドされ てい る と結論 し、 本 キチナ

ーゼ生産遺伝 子 をbcc1と 命 名 した。 また、本

研究 で分離 した キチ ナーゼ生産 遺伝子(bcc1>

につい て、現在 まで に報告 の あ るキチ ナーゼ

との 相 同性 を検 索 した とこ ろ、DNAレ ベ ル

で は 、 本 キ チ ナ ー ゼ 遺 伝 子 領 域 全 体 でS.

maxcescensの キ チ ナ ーゼ(キ トビァ ーゼ)生 産



松 田 ・豊田 ・野々村 ・角谷 ・池田 ・玉井 ・桑 原 ・大内Burkholdenacepaciaか らクローニ ング した キチ ナーゼ遺伝 子 の塩 基配列決定

1

81

161

24奮

321

401

481

56t

fi4i

721

say

881

961

1041

月21

凄201

1281

重361

1441

f521

1601

1681

1761

1841

毛921

2001

2081

216、

2241

2321

2401

2481

25fi1

2G41

z7zt

2801

..

2961

GAGCGCAGC

GATCCAA丁C

asaccccaa

CATCCTTG丁

CGCACCATC

GCCGTCGAC

GCCGCCTGA

CCTGCTGCG

TCGGTGCGG

TCCCGCGCC

ccresaarc

CGTGCGCTG

ACCTGCCGG

GGGCGCGG丁

GTGTTCATC

GCGCGATCC

CAAGCACCC

GACGACGAG

GCGAAACGC

CTACGTGGC

GCGGCAGTC

T&CTCGATC

GGGCGCGCT

TGGCATTAC

AGGGGCGCA

AA丁CAAGIC

ATGGCCGGG

GGGACACGA

CGACTACCT

GAGTACAAG

rccaccrca

CACGTTCCT

CCGTACGCG

GATTCGCGA

GCTGACGAA

C6CCAAAGA

CAGGCCGGC

TGCCGCAGA

Fig.1

CGGTTGCGGC

GGCACGCCTG

CGCAGCGACG

丁TGCCGGCCT

GGCAGCACAA

AACAACCACC

FCCTGCAGAA

GATCGACCGT

CTTGCACCGG

CGTACGTGGT

ccrccceccc

CCGAGCGTGA

ACGCGCAGGT

CGCGCCGCGC

GAGGGCTACG

CGGCGA丁GCT

GGCGACGCTG

GGCTGGCGCA

GCTGCCTGCT

GC丁CGTGCGC

GTGACGATGG

CGCAGGACAC

CAAT丁TCGCA

GGCGGCGACG

TCGA丁CTCGC

GATCGACGAA

丁GGCAGGACG

TCTTCTGGGG

GTACTTCGAC

GTGTTCTCGC

CGGGCACGGG

CGAATACATG

Gccsscsrcc

CGC了GCTCAC

CCCGTGAACG

AAAACGGCT丁

丁GGGCGGCCG

CGATGTGGAA

CGCCACGCCG

CCGACCCCCC

TCGCTCCACG

cr了sarescs

CCGGCCGGGC

CGGCCGCGGG

CCGCGGCCAT

CCGGGCTTCG

GCGAACG丁ar

CGTCGACGGC

GACGCGCAGA

AGCGCGAGCA

CGCGGCGCTG

CGGCTGCCGG

ATCGCGCGGG

CATCGAGGAT

CGCCGCCTGA

TCGAGA丁TCG

GCCGCAGCTC

TACGCGGCCG

AGGCGCGCTA

GTCGAACCTG

TCGAAGGTGA

AGGCGAAGAA

CGCGCAGGAC

CTGCCGACGC

GCATCAAGCA

CGCAiCGGAC

TTCCCGTACA

TCGCGCCGGA

CCCCGCGCCG

cccrarccec

GCTACAAGCG

GCAACGCGAA

GCTGAGCGAT

GCGACGCATC

CCCCGCTGCC

CGTGTCGAGC

CCGCGGCGGT

GTTCCGTAAC

ACGCCGCCAC

GCGCTGTCGC

,aaccccccan

CGGCGTGCCG

CAGGCGAFCG

CGC丁GCG6CG

CGAACTGCCG

GCGCGGGCGG

ACAACTCGAC

GCCGC丁GCCC

GGGGATCGCG

CCGACA丁CGC

CCTCTACTAC

GCGCCGCGCT

TCGACCAGAT

CGGCCTGGCC

GGCTCGGGCC

cccarrrccr

CCGCCGCCTG

ACGACGGTGC

TCCGCGAGAT

carcrrccrc

AAGCCGTGGG

GTTTCGGGGA

TGCGAACGGG

AGTG()ACGCG

CGCTCAACGC

caACCrcccc

CGCATCGAAG

GGCTGCTCGC

CGGCGACACG

T丁GCCGAAGC

TGAACGGTTG

GCAAGCCGTT

CGCCGGCGGC

GACACCCACG

丁GCCGCGC6C

GCACGCCCCC

GCCCCCT丁TT

CGGTCGCGAT

TCTCGCGGCG

TGCGCCGATC

CCGACGGCGG

GCTCACCGGC

TTCG丁C6CC6

CCGTGCTTCG

CGGCAACGCG

BGCACGC丁CG

CGACGACACT

GACGCCGGGC

GGCGTGCAGA

τCACGCA丁CG

GAGCGCGTAC

GAGCTGACCG

CGGACAACCG

CGAGATCATG

CATGCGGCCG

AGτ了CTACGA

CGCGGCGATG

GGCGCGGGCT

CGCGTTCGCC

ACAGGTGAGC

CGGCAGGACT

ACCTGAGCGG

GCGCGAGCGC

CAGAACGCCG

GCA丁GCAGGG

GCTCGCCGAG

CATCACGTCG

TCGACCGGGC

ascearaccc

TTCGτTT丁GC

AGGCGCGCGC

CGACATCGAG

CGCCGATGAG

GCGTGCTGTA

TCTCAGGAGT

CGGCGCGCAG

CTGT丁G下CGA

TCGGCGCCGA

CTGGAAGCTC

GACCT6TACG

AATACTGGC丁

TTACAACGAC

CCGCCCGTGG

ACC丁GCGCGG

CGGGCTCGAC

GGCTACCGGC

CGCTC丁TCTC

CGGGA丁GCAC

AAGCTCAACC

AGATCGGGGG

C丁GCGGCGGC

CCCGAGA丁CG

GCCGCGAGCA

CCGGCGCAGC

GATGCGGATG

TCCAGCCGCT

CGCGTGCACG

GCGGCGGTCA

TCAGCACGCG

CAAGGGCTAC

GGCTAC丁ACT

AAGTGATGGG

GCAAGCGTGG

CGCGCGTGGC

ACACGGCCGC

CGGCGTCGGA

GATGCGGGCG

CGGCCGGCCC

CGAGCTGCTC

CGCCCC

CACGGGTAC丁

TCTCCCGCAG

TCGAATGAAG

CCGGTG丁CGA

ACGGGCTCGC

CGGCGCGGCG

TACCTGCACA

AACTGACGCC

GCTGCGCTAC

ACCGAGGACG

CGGCACGGCC

CGTCGAACTC

GGCGCGCGCG

TCGCGA丁CGG

GCTCGGGCCG

cresarcrcc

GGCTGCACCT

ACGCCGGTGC

GGCTACCTGA

ACATGCCCGC

GGAAGGGAAT

GACC丁GAACC

CGGkGGCGCC

GAACGGGACC

GCGCTGCTCC

AGGCGAAGGG

TCACG丁GATG

CTGACGGSGC

GGGGCTCGCA

CGACCGTGAC

GGCGAGGTGA

ACCGCGCCGA

GCTGCAGCGC

TACCGGAAGC

aACCCArccc

cAnccccccc

GGCATAACGT

NucleotidesequenceofthechitinasegeneclonedfromB.cepacla.

CCACCCCGCC

CTCCATTGAA

CGTACCTTGC

CTGCCGGCGC

GTTGCGCGTC

TGCGCGACGG

GCA丁CCGCCG

GCAACCTGGC

AGCGACGTGA

AGC丁TCGCTA

CGACGCAACC

GCGCTGCCCA

TGCCGGTGTG

GCCGCGCGGC

GCCGGCGGCG

CGC6CAACτT

GCACCTGTCC

CACGACCCGA

CGCGCGACGA

GCATGCGCGC

GCA丁ACCGGC

CGTGCG丁GCC

GCTGCACATC

GAGCCGAACA

AGCGCGGCGA

GATCGACACG

GTGTCGCTGT

TCGCGCTGCC

CGCGACr・GAC

GGCAACACGT

TGCGCAACGA

C丁GGGAGCTG

GACYGGGGCG

CGACCTTCAC

GCAA丁CGCCC

TTCA丁CGCAT

GCGGCCGCGT

84

160

24D

320

400

480

5fiO

640

×20

800

880

9fi4

1040

月20

重200

1280

1360

1440

1520

{600

雪680

1760

1840

1920

zOOO

2080

2i60

224

2324

2400

2480

2560

2640

2720

2800

....t

zsso

301s

135
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1

i"

118'

121"

23)'

231"

342'

351"

45ア

4ss°

5ア4'

585"'

ATGAAGCGTA
　

灯{議AC6CAT

GCCGCGCAAC
****累

AAGGTGAAAA

CGCGGCGTGC
嶺*榊 ネ

CCAGGCGAIC

GATGG-ACC

や れ ホ

fkCCfiCCAAA

GCCCsANTACT
*宰**

GGGAAGCGGA

GAATCGCTGC

亭 榊

G-一一GCT-T

634'CTGGAGCTGG
寧*串㈱

CCTTGCCATC
ホ ホ

TCAAACTGAG

CGGCCA酊CT

ゆ ホゆ

rccresar‐

G-CGAC--GG
*率 率**

GACGGCAAAG

GTCCG6GCTT

ホホ 率*林

1τCAG㈱ 丁τ

cccrccrccc
糊

AAATGCTGGC

CGGCCGACGC
串串 串 串

C6GG研 τ了{ト

692"C-CGAGCTGC

804'

810"

824'

930"

1041'

1050"

暫6f

1170"

128{'

1284"

1401'

iaoa一

1521'

1524"

is4z・

1644"

1760'

1763"

1680'

1683"

ii1

2003"

212D'

2123"

crcccccccc

***

C触6ACCG酊

CGGCGTGCAG
寧料 料噂 串

C66GC了召CA6

Cττ0触6C査C

牌串**寧

cτT㏄Aτ触6

ccaccrcacc
榊*榊 率

TGAGTFGACG

㏄GGCGT
率寧 零窒淋

GCAAAGGGGT

GTCGCGCCGC
紳****

ATCCAGCCGG

acccrcrrcr
*宰 馴【ホ率

丁鰍 丁CCTG丁

CCGGGGACGC
料*宰

AAGGACGGGG

6直GArccccc
串串*榊*

GMGTCGGCG

CTT6TTTGCC
率 ホ騨

CGCGCTTGCC

CGCGGC6C丁6

***樽*

AI4CCGCGCCG

GCCGCCTGAT
**ホ**

ACTGGGTCAT

CGCGCTGCGG

宰***

iCCCGGCCGG

GTACAfCGAC
奉*串 率**

GAATACCGAC

GCAGAACAAC

榊 率串

丁CAcca-ATG

CGAACTCGCG
翠*寧*

GGCGCTGGAi

cc㈱c76Ge
*串 ホ率

GCAAG丁 τ丁nn

CGCTCGCGCC
林 串索 榊

CGTTAGTGCC

τ6CGCC信CC下

艸 零 料【卑*

rscrcccrcr

caccccccrc
**串 ホ**串

GCCAGCGCTG

GGCCτ6τ下a良
率率刺【*

CGCTTGACGG

τ丁GτCG献CG

ホ 　

GCG-AAAgCG

C--CTGCAG
*寧 串*

C糖 下丁τCCAC

CGGCTCACCG

**

rAncccccrc

G丁(込丁㏄CGC
ヰホ
ー-ACCGAAA

TCGACCGGCA

*寧*宰 牌

CCGA丁etec一

CTfiGCCAACC
料:宰***

crcnccaccc

caccGacarc

凍****

AGGCGCGATG

G噸C-CGGC
宰料*寧 ヰ串

GAGGGACGGC

G汽了CG八〔;CAG

ホ亭構***

ccrscnrcnc

ccaccaccce
*購*ホ*寧

CCACGATCT6

丁CGCGGCGCT
ホネ ホ

CAACGAIGGG

GCC丁CGC6ττ

串*業 串 率*

GCGT-GGATT

A-ACCGCGGC
率 宰*ホ*寧*ホ

AGCCCGCGGC

GCGA-CCFG

ホ ゆ 　 ネ

GAAAiCCCGG

GCCCGiACG丁
ヰゆ ホホ

ACCTGGAfCA

ACGCGCCGCC

寧*纏 紳 ホ

AG為CGC下6CC

τ判 ㏄
*黙*串

rccrcnaccc

GCGACGCCGG
******

GCGG丁arccc

GGCGGCGCGA
榊 宰***

AGCGGCAAGA

ATG薦㏄㏄G丁
　 れ ネ

AτGGC6εC1「r

AGCGAAACGC
**串榊

AGCGAAACGA

GTCGCCGGTC
*串 弊*

nrrserccsc

cccccrcccc

**榊 琳

GCGCGGCGCT

一CATCAGGC-

*率 林

AG八CCT刊鴻G

raccaacrc一

串 辛串

TGGτC6CCGA

GGTCGTCG-A
*窄 林*

GTTTGTGGCG

CGTGGCGGCA

#*ホ**

CGCCGGCGCG

ccacccccac

樽 榊 蔀

GGCGGCGGpC

cccccraccc
***串*東

GCGCG丁ATGA

TCCCGGCGAT
*‡*樽*

TCGCGACGCT

acaaccrcaa
零****襯

ACAAGCTCAA

ccrcccrccr
-

CCTGCCTGCT

GCGAi-000C
**ヰ 宰‡

GGFATGGGGA

GTCGACAACA
*象 率

G--GGCGCTG

cnrcccccac
**率 零**

fi6T6GACAAC

ACGCC6C献C
ホ*串 亭

ATACTGGCAG

CGGCGCGCCG
宰穿 ネ*神

C㏄ τTC直㏄G

CGGCCGGACG

索**事*率

crccccccca

GTCGCGGGGC

宰*牌*

GTCGTCAGTC

㏄「cβσ6訂θ
*****寧

GC丁〔iRAAATC

GCTCATCGAG
串**

ccaccccacc

CCGGCTGCAG
****

ranarrccac

6CCGCAGCTC
率*雫麟*

GGCGCACTAC

GCGCAGCCGG
榊*

GGGCCA蒲 ㏄

ACGpCGCGGC

寧寧 察亭*

八CτG66C聾C

GGCGGCiGGA
零率 率*

GACCAG丁TCp

crcccrcccr

榊 窄

CTGTTCAGAA

CCGGCC-GT-
*索*事 事*

GGGACCAGTG

CAAGCCGTGC

ホ*零

AGATCGTGCC

ifiCG(XiAiCG
寮塞寮 榊

AGCCrTTTCG

GGGCCGCGCG
***寧

GGC轟AG武AAG

GAFGCGGCGC
串*解****串**

GATGCGCCGC

CTGCACCTG丁
ホ　 　

丁T£CACC丁GA

GGCiCCGGCC
*榊 榊 率

GGCCAGGGGC

丁魚丁CGACT日
***判 嘘串

C〔議了CAACAG

一CGCGGCCGG

寧*桝 素

TTGCAAGCGG

AG-CTc一 丁A
窄*ネ 率*

AGATCGCGCA

6CG6C丁 τGCA

事*榊*

accacrrccr

GC丁TCGTTAC
塗**k

GAAGCGCACC

GCiGCCGAGC

掌*糎 ド紳

GACGCCGA一

GGC-GACGAC

贈率**挙

CGCTGCTGGG

ccc了Gτ7cAτ
索**

acccccaacr

GCTTCACGCA

榊 率**

6CTTCCCGTA

CCGAC6ACGA
ホゆ 　ロ　

CCGATGACGA

CTACGTGGCG

宰串零率**

GTACATGGAC

rcccsccccc
*串*ホ零***

τ6CC6C丁GGC

CGGGCTCAAT
掌*寧

creccacccc

GGGCTTCCAG
　 ヰ ゆ

CGGC-FATAG

AGTCGAiGGA

*亨案*

CCGACATGGA

ACTTGAGCAC
****聯

C&丁Tececnc

CGGACAACCG
**串**

CGGACG下

ecccececce
ホホホホ*

CTGGTGGATG

CGTGGCGTGG

榊 寧ネ*
-crcrrcrrc

CC丁GCACA6C
*串*率**

TCTGACCGGC

CCGGGCGAAC

ホ 　

GC-CGCGT盲6

aaccacacec
亭*判 【**

AAGGACGACA

crcaaccccc

**本 率**
一τ㏄ 醗一G了G

ACTCGGGCTC
爾【*宰

CGFGCCGGTT

CGAGGGGFAC
牌場【*車

6A丁㈱CT了C

下GGC6GG解6
榊 牌

τCGce6CAI丁

6GGCτ6㏄GC
-
AGGGTGGCGC

CTCG丁GCGC丁

ゆ ホ ホ

nreRrcaaar

CGCGAGCAGG
***

AAAGAGCAGG

CTCCGGCGGC
**寧*串*

c丁ACG㏄

ACCATCGGCA
*宰 寧*串

MGTGAGGCA

GCCGATCTCG

率*宰 壌

ACC-C-iCA

一A3CCG-CC

宰****

GATCTGTACA

G了A丁ccaacr
ぴゆホ 　

crarcecacc

ACGAC6AGCT
寧****

AAAAc酊 冨α

AfCAGCCGCT

*寧 寧*

AAGGTCCAC一

臼武㏄GCGCGC
ホ ホ

Cム6画㏄AACG

carccccccc
噂㈱ 【 累**

GATGAGGCCG

C査CG璽CG醒C
*ホ***

ττ㏄TCG貞CG

ATCGAGATTC
榊 辮*零

A丁GG点GATCC

ACfiCGGCCGC

糊 【 排

ACGCGGAGGC

AAGCGAATGC
**承**串

A6GCCAACGA

cccrnccT6直
*料 ホ***

GGGTTCTTCA

GCACAA-CCG
亭率 率宰*零

GGiGAAGG丁6

GCGCCGACGG

率事 串率傘寧累ネ

GCAACGACGG

GCCTGCTGCG
牌ホ*零

AGCTGGAGCC

GCCG丁JCGiC

掌綿 寧ホ*

FCCG-GCGAC

τCGC丁ACGTC
*曝事*

GATG-ACGCC

GCCGGGCACG

串**率 孝ホ*

GC且CA6GムCG

GCGマ6CCGG冨

率 寧*事牢

G丁τACCC6訂

㏄ σ7cγAσ験
富 黙 窄串*ゆ

cccrcrrcra

rccccccca,
***㈱

τ㈱GCλ ム

CCfiGCCTGCC
糊 繍

cccccrrccc

GCATTTCGTC

*承*

GCfiCCAGATT

AT直CGGGC了6
**継*艸*

ATTCCGiCTG

GAGATC八 ぞCC

榊*翻

caccrcarcc

CTCGATCCGC
****榊

GTGGATCCGA

C£GAG灯cra

冷*糊

CGGAGAICGA

AGGACACG丁C
*寧串*牌

CCGATACCTC

CAT6CCOOOG

*串*串ホ*帥*

CAT6000iGCfi

CAiGCGCGCG

林 一

CACGCGGGCG

6AACC丁sacs
**零*家*

CAACACCACC

ACGGTGCAG丁
㈱**

CGGCAGTCGT

**串***承

CCGCGGTGGT

TTCGCATCGA
**

TTTGTCfACA

ceecrsaacG
**串*

ccACancccc

CGAACTGCCG

亭***構

GCACCTGCCG

GCGTCACG丁6
率寧率**

CTCGCGGGTG

TCCGTGCAGT

丁CTAGGACCG
*料***串

TG了丁τAム㏄G

GACGATGGAG

索*㈱

丁τCGA丁GGAA

AGGTGATCCG
一 寧寧

nccrcarccc

6C武陥GACC
辮**宰

AAACCGGAAC

AGGCGTTTCG
掌*寧*半

AGC了ACTTGG

GCGCAGCGAC
*騨**串

CCA6AGCTAC

GCGCGCTACC

-

GCGCGCTATA

CGAGATCGCG
*脚 艸

C儲 魯Aτ下G㏄

CGAACAAGGG
*乗 料【串*

CG6Gτ蝋GG

CGCA為C直GGマ

串宰 料瞭ヰ

GCCAGGAGGT

ATGGTGTCGC
*t

&GCGTCAACT

TGrcccacac
一 掌

C　GAACCCG丁
寧**榊 榊*

CT〔顯 ㏄CGτ

cqc6σ6貞CG義
ヰ寧 挙ネ寧

OCCG丁CAGGA

ccesccrcca

　

AAAAGCTGCA

GCGATGCATG
-

CAGATQCATA

GCGCATCGAT
串****

CATCATTGAC

GAGCGCGGCG

率事***

GA6C触 ㏄了6

丁CTGSA〔ン毛C

GATCTTC丁GG
*累 寧率零

CCTG丁Aτ丁GG

CGGATGCGCA
が れ

AAGAAGCCGG

ccccccccrc

ヰ ホホゆ ネ

GCAGCCGATC

CACATCTGGC
寧零脚

八AGACC了GGC

ATTACGGCGG
冷ホ**鵜 寒

ACT丁3GGCGG

CGACGAGGCG

*制K榊 林串

CGATGAGGCG

AAGAACATCF
紳 榊

AAAAACATCG

GCGTGCCGGG
ネネれ

GCCTGGATTC

CTCGCCGCGC

CAGAGTAATG

&FCAAC4CGA

聯 宰*歌料【

GFGMGGCGC

GGCGCATCGG
辮 寧 乗*

GGCG&TTTCG

A6G久C顛6㏄
**零*脚

nasscanccc

ACGGGATCGA
*料*榊

ACGGCA丁C6A

ACAG丁6CACG
*桝*

acacccrraa

GTGGGCGCGT
*率****

GTGGGCCAAG

CACGAi6GCC

ホ*淋

1焔AA下㏄照

CfiACGTGAGC
㈱ 宰*

GGACFGGG(;C

rccccccccr
**串寧*料

TC6CAG6T6τ

GCGTGGCAGG

**欄 【*

GGCTGGCAAG

iGTAGTTCGA
*桝*率*

TGTACATGGA

eacrcarccc

**串*

畝A㏄ 丁cccr

2239"GAATACATGG
ホ　

2242"GAATACAT6A

GGCAAGG6CT
騨 判【*

AATAAAGGGT

GCACGGCGCT
**串**零

GCCAGACGAT

ACGCCATCAA

*串牌**紳

ACGGCCTGAA

Gττ㏄C61「AC
ホ事卓糊k桝

CTTCCCTTAC

CGACCGTGAC
榊*鞘 傘

CGACCGGGAC

CCFAiCCGCG

宰寧 率寧桝

TCTTCCCGCG

ACCTGAC6Gi
宰*拳 串

Arsaac了6GT

GCTGCAGGGC
*寧**

GATCAAAGAG

ecATGCGMC

串*堵*

AGACGCCGAA

AC㏄ 了C八義CC
窄*聯 ホ

GAGGTGAATC

GGCAACACGT
*零宰辮 ホ

6GCA薮CCAC下

2358' ACGGCCGCGG
*串*寧 絆

ACCGAGGCGC

τGCA㏄㏄G貞
窄宰8**事

FGGAGAAAGA

GCτGC丁C6C{ヨ
**宰*串

CGCGCTTTCG

CTGGGCCGGA
糊r寮

CTGGCfGCGC

ceccccacce
獅*榊

CGGACGAGCG

了GGAG6τ(鴻c
*填 寧寧寧寧

了C点AC6CC献

ctcGCCCacc
串 剃【率申*

G下GGCGO触C

TTGGCGAGGC
ネ**富率*

丁丁CGCCAATA

CGGCTACTAC

串串**桝**

CGGT丁ACτ長C

cccc-acccc
林 寧寧 寧

AAGCGACAAG

2362"'

GCGCGTGGCR

庫*率 串桝

GGTCCTGGCA

了GCTCA㈱A
**ホ 劇鮮

TCCTGGGCCA

TGGGGCTCGG
富*窄神k庫 ホ

了ccrccaccc

CCCGGC(iCC6
率寧 串辮

㏄G了㈱CG

2479'TGA

CCGCGCCGpC
-
CCGCGCCGGF

ACGCG触 マτ6
***桝*率

ACGTGAACTG

2482"GCτG6CA貞{ヨC了GGハ 貞6CGA貞TATCGCGCTGCCGGGATτGGGCATCGAG了AT了CCA(℃GAC

ACGCGACGGA

****

GCTTCAfiCGA

CGCATCGAAG
聯 率寧掌

GG鄭CTACG

iGGGA㏄ 丁㏄

牌 榊 亭

rcccaccacs

CCGAAGCfiCG
*脚 掌

GCGMGCTGG

OGAG丁Aむ畝6

*串*串 ホ*樽

ccAGCCCaac

GCAtGCAGGG
ネ れ ゆ

crcrcrcccc

CG丁ACGCGGC

剰【 串率

ACTA丁CGCGC

ACCGGGCCGG
**ホ***

ACAAAGGCGG

ctcrrcrccc

榊

GTGTTCAGCT

GCAAGCGTGG
れ ゆタホホ

TGAGGTGTGG

CGGCGTGCGC

繍

CGGCCGCGAA

CG丁CGGAτAC
榊**

CGTCGCTTA丁

7COOOCCfGA
-
TCGCGCCGGA

GGCGAGGTGA
㈱

AGCGAAACCC

τAC畝㏄6C6

*麟*申 宰

TACヘへAGGC6

CGGAAGCCGA
**榊

CG下CT㏄CGG

6CICGCGCTG
***取

GGTCTCCAAC

GAACCTGCCG
串綜 榊*

CAACATGCCG

了㏄GC紬CGA
*鱗 料席

AGGGCACCGA

GCGACACGCA

寧*率 弊**

G&GAAACCCA

丁㏄1「CG6CGC

糊 【榊

6㏄ τG6GCGC

GGCG触AマCA
*榊*串*

GGCAAAGTAG

GGGCCGCAGG

率*4【 辮

AGTTCfiAAGG

CCCGACTACC
**鱒

cccsncracc

CAGAACGCCG

榊*㈱*

CAGAACGCGG

cacGrrcc丁C
秘 寧

TCCGCAGATG

τCAG6丁CGJtC

串宰率富*

CTTTGTCGAT

ccrrcacccrcaccaacccc

TGCCGGG丁GCCCGCGTGGCG

Fig.2 ComparisonofchitinasegenesclonedfromB.cepaciaand
Firstnucleotidesequence;B.cepacla(ccbl)ORF
Secondnucleotidesequence;S.marcescens.(chb)ORF

S.rnarcescens.



松 田 ・豊 田 ・野 々村 ・角谷 ・池 田 ・玉 井 ・桑原 ・大 内:B醐 緬(漏b由ce脚daか らクローニ ング した キチナーゼ遺伝 子の塩基 配列決定 137

1'MKRTLPSLFAGLLIAALSPVAIGAQPVSTAGAAPSAAQPAAQPANLAALLSNGLALRVAV

.*...*..**.**.*.

1"'MNAFKLSALARL7ATMGFLGGMGSAMADQOLVDQLSO-LKLNVKM

61'DNNHAAAAGVPCADLGADGAACATGRLILQNRGH4AIADGGWKLYLHSIRRLLRIDRPGF

.*.*.一.****.*****.*,..******。 、.*.*.***,**.*.*

45"LDNRAGENGVDCAALGADWASCNRVしF下LSNDG-OAlDGKDWVIYFHSPRQTLRVD閥DQF

121'ALRRLTGDLYELTPQPGSVRLAPGERIELPFVAEYWLLRYSDVIPRPYVVVDGAPPAVLR

..******.*.*....*..*.*******.*.***..,.**.*

104"KiAHLTGDLYKLEPTAKFSGFPAGKAVEIPVUAEYWOLFRNDFLPRWYATS6DAKPKMLA

181'Y麗D丁DDELRYVESLPAD-一 一 一一AQNNS了GNAPPVAARPDAT-RALPSVK-REQPLPGTL-

.**冒...*.....*,,....*...*...**.*...*..,

i64"NTDTENLDflFVAPFTGDQWKRTKDDKNILMTPASRFVSNADLflTLPAGAtRGKIVPTPMfl

233'一 一一一一一一一DLR-GVELALPNLPDAQVAALRDRA丁TLG--LDGARVPVWGAVAPRRLPADl

*****.*,*..*..、......*.**...,*,.,..*,.。..

224"VKVHAQDADLRKGVALDLSTLVKPAADVVSORFALLGVPVQTNGYPIKTDIOPGKFKGRM

282'ATPGGYRLAIGPRGVFIEGYDRAGLYYGVQTLFSLAPA-GGGAIPAMLlEDAPRFTHRGM

* ..*.****..,.*.*.**..**.*...**.*.*.**....*****..**.

284"AVSGAYELKIGKKEAQVkGFDQAGVFYGLQSILSLVPSDGSGKIATLDASDAPRFPYRGI

341'HYDLARNEKHPATLRRLlDQMSAYKLNRLHLHLSDDEGWRIEIPGLPELTEIGGRRCHDP

*********************纏****************料 く*

344"FLDVARNF摺 く1くDAVLRLLDQMAAYKLNKFHFHLSDDE6WRlEIPGLPELTEVGGQRCHDL

401'SETRCLLPOLGSGPDtsRSGGGYLTRDDYVALVRYAAAHEVElIPEIDMPAHARAAVVTME

************** ...*.**.....**.*..*.***************.**

404"SETTCLしPQYGOGPD--VYGGFFSRQDYlDllKYAQARQlEVlPElD闇PA日ARAAVVSME

461'ARYRRLHAAGREQEANAYRLLDPODTSNLTTVQFYDRRSDLNPCVPGALNFASKViREIA

***..*****.*****..**.*******.***..*.*****....*..******

462"'ARYKKLHAAGKEQEANEFRLVDPTDTSNTTSVOFFNROSYLNPCLDSSQRFVDKVIGEIA

521'AMHADAQAPLN4WHYGGDEAKNIFLGAGFQPL麗GTDPNKGRlDLAAQDKPWARSPACτAし

.**.*,*...**.************....*.****...*****.*.。*..

522""QMHKEAGOPIKTWHFGGDEAKNfRLGAGYTDKAKPEPGKG41DQSNEDKPWAKSQVCQTfid

581'LQRGEIKSIDELPTRFAOQVSAAVNANGIDTMAAWQOGIKHANGP4DFSTRHVMVSLWOT

..*..,...**.*.*.***.*.****.*****。*.*.....*.*..**.,***

582"lKEGKVADMEHLPSYF6QEVSKしYKAHGIDRMOAWQDGLKDAESSKAFATSRV6VNFWDT

64t'lFWGASDSARDしSGKGYLTVしALPDYLYFDFPYTしNPRERGYYYVGSHATDEYKVFSしAPE

..**.**..*..***,*..***.*.****..*********....******.**.

642"LYWGGFDSV閥OWANKGYEVVVS闘PDYVY蘭DFPYEV閥PDERGYYWGTRFSDERKVFSFAPD

701'NLPQNAEVMGDRDGNTFEVTGTGPAPRIEGMOGQAWGEVMRNDTFLEYMAYPRLLALAER

* .*****.******.、...***.、**,*.*.*,.***.***..***

702"N麟PQ麗AETSVDRDGNHFNAKSDKPWPGAYGLSAQLWSETQRTDPQMEY隈lFPRALSVAER

7G1'AWHRADWELPYAAGVRYKRGDTHHVDTAALQRDWAGFATLLTQRELPKLDRAGVGYRKPT

.****.********.*****.**..****..*.****.***,.**.***

762"S栂HRAGWEQDYRAGREYKGGET封FVDTQALEKI〕WしRFA列ILGQRELAKしDKGGVAYRLPV

821'FTLTNP

822"PGARVAAGKLEANIALPGLGIEYSTDGGKQWORYDAKAKPAVSGEVQVRSVSPDGKRYSR

Fig.3 Comparisonofaminoacidsequencesdeducedfromtheccblandchbgenes.

Firstaminoacidsequence;B.cepacia(ccbl)

Secondaminoacidsequence;S.marcescens.(chb)
Largedots(*)areidentical,whereassmalldots(.)aresimilaramongthesec}uence.
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Fig.4Phylogenetictreegeneratedbyhighmobilitygroupboxofchitinases.

cc;chitinase,cb;chitobiase,exocc;exo-chitinase,endcc;
'

endo-chitinase,tga;transglycosylativeenzyme,

psh;putativesugarhydrolase
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