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[Research Note] 

ブドウクラス111 キチナーゼアミノ酸配列の品種間比較
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Comparative An alysis of Am ino Acid Sequences of Class III Chitinases from 防tis Species 
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Chitinase genes were cI oned from leaf DNAs of four grape cultivars (V Vin 砕ra: Semillon ， Cabemet Sauvignon ， 

and Chardonnay; V rupestris: Saint Geroge). The nu cI eotide sequences ofthe genes cI oned from the four grape cultivars 

were highly homologous to that of a gmpe cI ass III chitinase gene (Z68123). The amino acid sequences deduced from the 

nucleotide sequences of the grape cI asιIII chitinases had 297 amino acids. The cI ass III chinases had conserved amino 

acids in the catalytic domains of family 18 chitinases. Phylogenetic analysis using the amino acid s叫 uences of chitinases 

from the five grape cultivars ， Semillon. Cabemet Sauvignon ， Chardonnay ， Saint Geroge and Koshu (ABI05374) ， supported 

the conventional phylogenetic 汀ee.
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緒言

キチナーゼ (EC 3ユ1.1 4) はキチン (poly- s・1，4・N-

acetyl ・D-glucosamine) を加水分解してN・アセチルグル

コサミンとそのオリゴ糖を生成する酵素である。多く

の植物キチナーゼが植物への病原菌の感染によって誘

導されることから、これら誘導キチナーゼは、病気抵

抗性反応に関連したタンパク質、すなわち PR タンパ

ク質 (pathogenesis- related protein) の一つのグループ

(PR ・3) に分類されている (8)。さらに、キチナーゼ

がin vi ，仰の実験系において植物病原菌の生育を阻害す

ることは、キチナーゼが植物の生体防御に寄与してい

ることを強く示唆している (9)。ヰチナーゼは、その

一次構造から、大きく 5つのクラス(クラスI........Y) に

分類される (4，6)。ブドウに発現するキチナーゼと

しては、 mRNA よりクローニングされた3種類のキチ

ナーゼ、すなわち、ベレゾーン以降のブドウ果実(シ

ラー)に発現するクラスN キチナ-ーゼ (10) 、そして

ブドウ(ピノ・ノワール)の培養制胞にエリシターを

添加した際に誘導されるクラス Iおよび皿キチナーゼ

(3) が報告されている。我々は、成熟期の甲州ブド

ウ果実にエリシターとなるグリコールキチンを塗布す

ることにより、果実のキチナーゼ活性が増加すること
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を見出した (1])。そして、グリコールキチン処理に

より誘導されたキチナーゼを精製し、そのN 末端アミ

ノ酸配列を既報のキチナーゼのそれと比較したところ、

クラスmキチナーゼに類似した構造を持つことが明ら

かになった (12) 。さらに、甲州ブドウのゲノムDNA

からクラスIII キチナーゼ遺伝子をクローニングし、そ

れを大腸菌で発現させた酵素タンパク質がBot ηtis

cinerea に抗菌性を示すことを明らかにした(])。この

ように、クラスIII キチナーゼはブドウの生体防御にお

いて重要な働きを持つ酵素であると考えられる。本研

究では、 Vitis vinifera の 3ブドウ品種、カベルネ・ソー

ビニヨン、シャルドネ、セミヨンそしてV rupestris の

セント・ジョージのゲノムDNA からクラス凹キチナ

ーゼ遺伝子をクローニングし、その塩基配列からアミ

ノ酸配列を推定した。これらブドウ品種のクラスIII キ

チナーゼのアミノ酸配列を比較することによりブドウ

品種の分子進化を考察した。

材料と方法

1. 供試材料

山梨大学ワイン科学研究センターで露地栽培されて

いる4ブドウ品種、すなわち、 V v的枠'ra の3品種(セ

ミヨン、カベルネ・ソービニヨン、シャルドネ)およ

びV rupestris のl品種(セント・ジョージ)を使用した。
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2. ブドウクラス川キテナーゼ遺伝子

のクローニング
Table 1. Nucleotide and amino acid sequence identity (%) of c1 ass III chitinases from 

Koshu ， St. George ， Chardonnay ， Semillon and Cabemet Sauvignon. 

各ブドウ品種の葉から、 CTAB 法 Koshu St. Gωrge Chardonnay Semillon Cabemet S. 

(2) を用いてゲノムDNA を分離した s

このゲノムDNA とクラス III キチナー

ゼ遺伝子のクローニング用に設計し

たプライマー(SOI: 5 -TCCCC 

Koshu _______ 98 .4z 98.2 z 98.8 z 98.7 z 

St. George 97.6 Y ______  98 .4z 98.8 z 98 ア

Chardonnay 98.0 Y 98.0 Y --、_ 99 .4z 99.6 z 

Semillon 98.7 Y 98.0 Y 99.3 Y 

Cabemet S. 98.7 Y 98.0 Y 99.3 Y 

CGGGACATACACGTTATTCAAG ・3 ， zNucleotide sequence identity (%) 

A01: 5 ・TGGTCGACCATTCATCGAG Y Amino acid sequence identity (%) 

GATGAAAGC-3 )を用いてPCR を行

った(1)。すなわち、 DNA 溶液 (2.0μ L)、プライマ 得られたクローンの塩基配列はピノ・ノワールブドウ

-SOI (0.5μL ，25pmoO 、プライマーAOl (0.5μL ， 25 

pmoO 、EXTaq (0.5μL， 2.5 U ，宝酒造)、 EXTaq bufti ぽ

(x 10 ， 5.0μ L)、 dNTP mixture (4.0μ L)、水 (37 .5

μL)から成る反応液を 94 'C、 30 秒間;、 (94 'C， 1分間;

55 'C， 1.5分間 72 'C， 1分間 30 サイクル)、 72 'C、

5分間の温度条件でPCR した。プライマ-SOI にはSmaI 、

そしてプライマ-AOl にはSal 1の認識部位をそれぞれ

付加しであることから、 PCR により増幅したDNA 断片

をSma 1とSal 1で処理した後に、同様に制限酵素処理

を施したpUC18 ベクターにライゲーションした。 PCR

増幅DNA 断片を導入したpUC18 をE. co /i JM109 にトラ

ンスフォーメーションし、ブルーーホワイトセレクシ

ョンによりポジティプクローンを選択した。ポジティ

ブクローンから分離したプラスミドに、 PCR 増幅DNA

断片が導入されていることを、プライマ-SOI とAOl

を用いたPCR により確認した後に、 ALFexpress DNA 

Sequencer (アマシャム・バイオサイエンス)により

挿入DNA 断片の塩基配列を決定した。

結果と考察

1. ブドウクラス川キテナーゼ遺伝子の配列

ブドウの葉からCTAB 法により分離したゲノムDNA

をテンプレートとし、クラスIII キチナーゼ増幅用プラ

イマ-SOI とAOl を用いてPCR を行った。その結果、

4つのブドウ品種全てに於いて約1 kbp の位置にDNA バ

ンドが確認された。増幅DNA をpU Cl 8ベクターに導入

し、形質転換によって大腸菌JMI09 に導入後、ポジテ

ィブクローンを選択した。選択したポジティブクロー

ンからプラスミドを分離し、プライマーSOI とAOl を

用いたインサートチェックにより目的DNA の導入を

確認後、塩基配列を決定した。すべての品種において、

(v. vinifera) からクローニングされたブドウクラスIII

キチナーゼ (Z68123) (3)と高い相同性を示し (Table

1)、甲州ブドウのゲノム DNA からクローニングされ

たクラス III キチナーゼ(I)と同様にイントロンを含

んでいなかった。 4ブドウ品種からクローニングされ

た遺伝子は、ピノ・ノワールと比べると 12 塩基の欠失

が見られ、これは、塩基配列から推定したアミノ酸配

列で、 4残基の欠失に相当した (Fig. 1)。この欠失位

置は、今回クローニングした4ブドウ品種および甲州

(1)の塩基配列で同一であった。塩基配列から推定

した4ブドウ品種のクラスIII キチナーゼのアミノ酸配

列は、いずれも297 のアミノ酸からなり、その分子量

と等電点は、カベルネ・ソービニヨン (MW=31832 ，

pI = 8.87) 、シャルドネ (MW = 31757 ， pI = 8.67) 、セ

ミヨン (MW = 31832 ， pI = 8.87) 、セント・ジョージ

(MW = 31909 ， pI = 8.87) であった。

ブドウクラスIII キチナーゼは、ピノ・ノワールブド

ウ由来の培養細胞をエリシター処理した時に誘導され

るmRNA のcDNA ライブラリーからクローニングされ

ている(3)。このクラス皿キチナーゼ遺伝子は、ブド

ウの葉にPlasmopara viticola を感染させた時に迅速に

誘導される。さらに、この遺伝子誘導は近傍の葉にも

見られることから、このキチナーゼの誘導は全身獲得

抵抗性 (systemic acquired resistance ， SAR) 応答の一つ

であると考えられている (3)。ブドウクラスIII キチナ

ーゼタンパク質は、ブドウ組織から分離精製すること

が困難なために、その酵素学的性質は明らかになって

いなかった。そこで我々は、甲州ブドウからブドウク

ラス皿キチナーゼ遺伝子をクローニングし、その遺伝

子を大腸菌で発現させて組換え酵素を分離精製し、そ

の性質を検討した(1)。その結果、組換えブドウクラ

ー 30 -
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Koshu 1 MAPTPQSTPLLISLSVLALLQTSYAGGIAIYWGQNGNEGTLTQTCNTGKYSYVNIAFLNK 60 

St. George 1 MA 戸TPQSTPLLISLSVLALLQTSYAGGIAIYWGQNGNEGTLTQTCNTGKYSYVNIAFLNK 6日

Chardannay 1 MA 且TPQSTPLLISLSVLALLQTSYAGGIAIYWGQNGNEGTLTQTCNTGKYSYVNIAFLNK 60 

Semillon 1 同 RTPQSTPLLISLSVLALLQTSYAGGIAIYWGQNGNEGTLTQTCNTGKYSYVNIAFLNK 60 

Cロbernet S. 1 MAF. TPQSTPLLISLSVLALLQTSYAGGIAIYWGQNGNEGTLTQTCNTGKYSYVNIAFLNK 60 

Pinot No i.r 1 MARTPQSTPLLISLSVLALLQTSYAGGIAIYWGQNGNEGTLTQTCNTGKYSYVNIAFLNK 60 

事申串申事事事事寧寧事事事車事事事事事事事事事**申事事*事寧車率寧事事事事申寧副院事事事申車率寧事****事事事事事事事

Koshu 61 日間TPEIN 120 

St. George 61 F附 Q肝TPE 日I山 HC附附削叩仁Oα印仰NPASNGCTSVSTG 120 

Chardonnay 61 日間TPEINL 州印 附、IGCTSVSTGIRDCQNRG 咽VML 闘I姐AGSYSLSSSN 附 N 120 

Sem i.llon 61 FGNGQTP日山剛附収~GCT別SVSTGI日IR剛N附唱 120 

Cabernet S. 61 FGNGQTP 日川町NP 必 NGCTSVS 丁目N叩 RG 事肌自I姻AGSYSLSSSN 附 N 120 

Pi.not No i.r 61 附句TPEINLAGHCNP必NG仁TSVSTGIRNCQNRG唱VML~I樹AGSYSLSSSN附、』 120 

事事事事事事事*牢寧事*事事 事事*事寧事事事事事事事事事事牢 寧事事牢牢事*事事事事事申申申 事事事*申事事事事事事事事

iくoshu 121 VA l:YL 177 

St. George 121 VAN 川州F陥 QSSSRPLG 附 L圃I圏F醐LGSTLHW 叩 LARALS--GFSK-RG 限 VY 177 

Chardonnay 121 VAAYL 州 NFLGGQSSSRPLG 附 L陸自F醐LGSTLHWDDLARALS--GFSK-R 177 

Sem i.llon 121 VANYLWNNFLGGQSSSRPLG 側 L圏I圏F陸自LGSTLHWDDLARALS--GF 乱闘<VY 177 

Cabernet S. 121 VANYLWNNFLG 句 SSSRPLG 附 L圏I自F陸自LGSTLHWDDLARALS--GF 品問RK 177 

Pi.not No i.r 121 V蛸 YLWNNFLGGQSSSRPLG 附 L陸自F醐LGSTL 剛叩LARALSRIEF ∞ERGRKVY 180 

牢*寧事*事****事事事申本車*申事事事事市事*牢申牢事事*事寧車率申牢申本寧事事*申事事事 測隊 事事事**事

Koshu 178 LTAAPQCPFPDKFLGTALNTGLFDYVWVQFYNNPQCQYSSGNTNNLLNSWNRWTSSINSQ 237 

St. George 178 LTAAPQCPFPDKFLGTALNTGLFDYVWVQFYNNPSCQYSSGNTNTLLNSWNRWTSSINSR 237 

。1αrdonnay 178 LTAAPQCPFPDKFLGTALNTGLFDSVWVQFYNNPPCQYSSGNTNNLLNSWNRWTSSINSR 237 

Sem i.llon 178 LTAAPQCPFPDKFLGTALNTGLFDYVWVQFYNNPPCQYSSGNTNNLLNSWNRWTSSINSR 237 

Cabernet S. 178 LTAAPQCPFPDKFLGTALNTGLFDYVWVQFYNNPPCQYSSGNTNNLLNSWNRW 丁目INSR 237 

Pi.not No i.r 181 LTAAPQCPFPDKVPGTALNTGLFDYVWVQFYNNPPCQYSSGNTNNLLNSWNRWTSSINST 240 

*判官事****車掌**本 **刻院本*事喰*羽信事 事******牢* **刻院本事本牟*刻除 草*司惨事刻惨事*****ホ**

Koshu 238 -IFMGLPASSAAAGSGFIPANVLTSQILPVIKRSPKYGGVMLWSKYYDDQSGYSSSIKSSV 297 

St. George 238 -IfMGLPASSAAAGSGFIRANVLTSQILPVIKRSPKYGGVMLWSKYYDDQSGYSSTIKSSV 297 

Chardonnay 238 -IFMGLPASSAAAGSGFIPANVLTSQILPVIKRSAKYGGVMLWSKYYDDQSGYSSSIKSSV 297 

Sem i.llon 238 -I，MGLPASSAAAGSGFIPANVLTSQILPVIKRSAKYGGVMLWSKYYDDQSGYSSSIKSSV 297 

Cabernet S. 238 -I;MGLPASSAAAGSGFIPANVLTSQILPVIKRSAKYGGVMLWSKYYDDQSGYSSSIKSSV 297 

Pi.not No i.r 241 GSFMGLPASSAAAGRGFIPANVLTSQILPVIKRSPKYGGVMLWSI くYYDDQSGYSSSIKSSV 301 

***車場取****測隊司院 判隊司脚本 事事寧刻脈事****司跡事*事*ホ 寧本**調院本***事事事**事事事訓院事訓ド **本車場ド

Fig. 1. Amino acid s珂 uenc 邸 deduced from the nu c¥eotide s明 uences of c¥ass III chitinase genes c¥oned fiom Koshu 

(ABI05374) (1)， Saint Geroge (St. George) ， Chardonnay ， Semillon and Cabemet Sauvignon (Cabemet S.) 

genomic DNAs and Pinot Noir cDNA (Z68 1 23) (3). The conserved amino acids in the catalytic domains of 

family 18 chitinases (13) 蹴 box 吋.Asterisks indicate consensus s珂 uences

ス皿キチナーゼはB. cinerea に対して抗菌作用を示し、

このキチナーゼがブドウの病気抵抗性応答において重

要な役割を持つことが酵素の性質から示された(I)。
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植物キチナーゼは、そのアミノ酸配列から大きく 5

つのクラスに分けられている (4，6)。クラスIキチナ

ーゼはN 末端側にキチン結合領域を含むCys-rich



domain を持ち、 C 末端側には液胞への輸送に関わるシ

グナルペプチドを持つ。クラス11 キチナーゼはCys-rich

domain と液胞輸送のシグナルペプヲドを欠くが、クラ

スIキチナーゼと類似した構造を拘ち、アポプラスト

に分泌されると考えられている。クラスIV キチナーゼ

はクラスIキチナーゼのアミノ酸配列と高い相同性を

示し、 Cys-rich domain も有するが、二箇所の特徴的な

欠損が見られる。クラスIII キチナー-ゼは、他の植物キ

チナーゼとアミノ酸配列の類似性が乏しい。 Henrissat

らによる疎水クラスタ一分析 (7) に基づく糖質分解

酵素の分類に対応させると、クラス1，11 ， IV のキチナー

ゼがファミリー 19 に属するのに対して、クラスIII キチ

ナーゼはファミリー 18 に属している。クラスVキチナ

ーゼは、クラス1'"IV の植物キチナーゼとの類似性が

乏しいエンド型キチナーゼで、疎水クラスター分析に

よる分類はファミリー18 に属している (13) 。

本研究およびこれまで報告された(I， 3) クラスIII

キチナーゼの聞には若干のアミノ酸配列の差異は認め

られたが、ファミリー18 に共通するアミノ酸配列の保

存領域を持っていた (Fig. I) (13) 。この保存領域は、

キチナーゼの触媒反応に重要な役害Jを持っている。フ

ァミリー18 キチナーゼの触媒機構は.リゾチームやフ

ァミリー19 に属するクラス1，11 ， IV 土チナーゼで広く知

られている二つのアミノ酸残基が関与する機構とは異

なり、一つの酸性アミノ酸で触媒反応が進行する基質

補助触媒 (Substrate-Assisted Catalysis) というメカニ

ズムで進行すると考えられている (5)。

2. クラス川キテナーゼのアミノ酸配列

を用いた分子進化系統解析

5ブドウ品種のクラス III キチナーゼア

ミノ酸配列から UPGMA 法(GENETYX-

MAC ， Ver. 12) を用いて分子進化系統樹

を作成した (Fig. 2)。クラスIII キヰ司ナー

ゼは多くの生物に確認され、そのヲミノ

酸配列は、系統樹の作成に利用さ才てい

る。 Cheng らは (4) 、GenBank か巳入手

可能な44 のクラスIII キチナーゼアミノ酸

配列を用いて分子進化系統樹を作成した。

クラス III キチナーゼは大きな二つのsub-

branch を形成し、 V. vinifera は多くのナス

科植物が属する sub-branch に含まれてい

た。本研究では、クラスIII キチナーゼの
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アミノ酸配列をもとに5ブドウ品種間の分子進化系統

樹を作成した。ピノ・ノワールのクラスIII キチナーゼ

のアミノ酸配列は、ピノ・ノワール以外の5品種のブ

ドウに共通して見られる 4アミノ酸残基の欠失がピ

ノ・ノワールとの品種間差異に由来しているか否かが

明確でないため、系統樹の作成に加えなかった。アミ

ノ酸配列の類似性は、ヨーロッパ系V. vin 仲間のシャノト

ドネ、カベルネ・ソービニヨン、セミヨン聞が最も高

く、次いで東洋系V. vin 仲間の甲州ブドウ (ABI05374) 、

そして、アメリカ系ブドウの (v. rupestris) セント・

ジョージの順であった。クラスIII キチナーゼのアミノ

酸配列をもとにしたこれら 5ブドウ品種の分子進化系

統樹は、これまでの系統分類を支持していた。

要約

4ブドウ品種、すなわち V. vin 砕'ra の3品種(セミヨ

ン、カベルネ・ソービニヨン、シャルドネ)およびr

rup ωtris のl品種(セント・ジョージ)の葉DNA から

キチナーゼ遺伝子をクローニングした。得られたクロ

ーンの塩基配列はブドウクラスIII キチナーゼと高い相

同性を示した。キチナーゼ遺伝子の塩基配列から推定

した酵素タンパク質は297 のアミノ酸残基からなり、

その分子量は31757 "'31909 の範囲であった。乙れらク

ラスIII キチナーゼはファミリー18 キチナーゼに共通す

るアミノ酸配列の保存領域を持っていた。クラス III キ

チナーゼのアミノ酸配列をもとにブドウ品種間の分子

進化系統樹を作成した。アミノ酸配列の類似性は、ヨ
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Fig.2. Phylogenic 田 e based on the amino acid s明uences deduced from class III 

chitinase genes cloned from Cabemet Sauvignon (Cabemet SよChardonnay ，
Koshu (1) and Saint Geroge (St. Gωrge) leaf DNAs. The phlogenetic 住民

was constructed by UPGMA meth t'l i (GENETYX ・MAC Ver. 12). 
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ーロッパ系医 vinifera のシャルドネ、カベルネ・ソービ

ニヨン、セミヨン聞が最も高く、次いで東洋系V. vin 仲間

の甲州ブドウ、そして、アメリカ系ブドウの (v.

rup ωtris) セント・ジョージの順であり、この結果は、

従来の系統分類を支持していた。
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