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緒雷

植物キチナーゼ (EC 3.2.1.1 4) は植物の病害抵抗性

応答において重要な役割を持っと推測されている。植

物キチナーゼの多くが，植物に病害菌が感染した時に

誘導される PR- タンパク質(pathogen 邸 is-related pro もein)

として見出されており (4)，in Vii 仰の実験系でキチナ

ーゼが植物病害菌の生育を抑制することも報告されて

いる (5，8)。ブドウにおいては成熟果実にキチナーゼ

が存在することが報告されているが，このブドウ果粒

キチナーゼは病気誘導性ではなく，果粒の成熟と同時

に増加する (7，9)。ブドウ果粒に発現するキチナーゼ

に関する研究は，主に遺伝子レベルでの発現解析が行

われているが(1， 6， 7)，キチナーゼの酵素としての

性質に関してはほとんど明らかになっていない。本研
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究では， 4ブドウ品種(マスカット・ペリーA ，カベル

ネ・ソーピニヨン，シャルドネ，甲州)の果皮からキ

チナーゼを分離し，その種類と量および性質を比較し，

果粒の耐病性との関係、を考察した。

材料と方法

l 供試材料

山梨大学ワイン科学研究センターで栽培されて

いる 4 ブドウ品種，すなわち，v'v，初砕'ra の 3品種(カ

ベルネ・ソーピニヨン，シャルドネ，甲州)およびマ

スカット・ベリーA (BaileyXM 国側 H a m bwg)を使用

した。成熟ブドウ果粒から果皮を手で分離し，液体窒

素で凍結させた後に-80 "Cで保存し，以後の実験に使

用した。

2. キチナーゼの抽出と分離

4 ブドウ品種(カベルネ・ソーピニヨン，シヤ/レド



ブドウ果皮キチナーゼ

で 3，α)()叩m で 1分間遠心分離してゲル櫛晶試料を得
た。

結果と考察

成熟したブドウ果粒の果皮中のキチナーゼ活性を品

種間で比較した (Fig. 1)。マスカット・ベリー A(島田A)

のキチナーゼ活性が最も高く，次いで甲州 (KOS) ， 

カベルネ・ソーピニヨン (CAS) ，シャルドネ (CHA)

の順で、あった。恥ffiA 果皮のキチナーゼ活性は， αIA

の約 10 倍で、あった。ブドウ果皮のキチナーゼ活性は，

ベレーゾン以前には，ほとんど検出されないが，ベレ

ーゾン以降，果粒の成熟にともない急激に増加し，成

熟した果粒でほぼ一定となる (7，9)。本実験で測定し

た9月中旬の果粒の糖度は，それぞれ MBA 19.5 Brix ， 

KOS 14.7 Brix ， CAS 18 .3 Brix ， CHA 19.0 Brix で、あったo

これら成熟果粒の l 週間のキチナーゼ、活性の変化は

数%程度で、あったことから， Fig. 1 のキチナーゼ活性

の違いは，品種の特性に起因していると考えられる。

各ブドウ品種の果皮抽出液をキランビーズ(キトパ

ール BL -Ol)を用いたアフィニティークロマトグラフ

ィーにより分離した。いずれのブドウ品種の果皮中の

キチナーゼ活性においても 70% 以上の回収率を示し

たことから，ブドウ果皮に存在するキチナーゼの多く
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ネ，甲州，マスカット・ベリーA) の果皮 10 g を測り

取り，これを液体窒素で凍結後，ホモジナイザー

(15，∞o rpm) で粉末化した。この果皮粉末に 20 mL 
の抽出緩衝液(1%PEG #4000 ， 2 m M EDTA-Na ， 1.5% 

PVPP ， 0.5% システインを含む 0.5 M リン酸ノミッファ

- pH7.0) を加え，ポリトロンホモジナイザーでホモ

ジナイズ(15，0∞ rpm ，2分間)した (10) 。この果皮

抽出液を綿布で櫨過後，遠心分離 (11 ，∞0 中m ，10 分

間)した。この上清にダウエックス AG l-X2を 7.5 g 

入れ， 10 分間揖梓した。櫨紙で吸引櫨過し，得られた

癒液にキトパール BL -Ol (25 mL)を加え， 40Cで一晩

揖枠してキチナーゼをキトパールに吸着させた。吸着

後のキトパールを櫨過により回収し， O.2 M リン酸バ

ッファー (pH7.0) で洗浄後，ガラスカラム(16x2 ∞

mm) に充填し， 0.05M リン酸バッファー (pH 7.0) 

で洗浄後， 0.1 M 酢酸バッファー (pH 2.7) でキチナ

ーゼを溶出した(流速 0.5 mL加 in) 。溶出液を 0.005M

酢酸ノミッファー(pH 4.0) で透析後，陽イオン交換体の

Hi TrapSPHP カラム(Am ersham Bioscience ， 5 mL)で

分離した。分離溶媒には'0β1M 酢酸バッファー(pH

4.0) を使用し，流速 0.5 mL /min で， 0から 0.5 M の塩

化ナトリウムの直線濃度勾配をかけてキチナーゼを溶

出した。

SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel elec 加 phoresis)

は， 12 .5%ゲ、ノレを使用し， l00V 定電圧で泳動した。泳

動後のゲ、ルを銀染キット (S辺Vぽ期in Kan toill) で染色

し，タンパク質バンドを検出した。

3. キチナーゼ活性の測定

反応液 (0.1 M 酢酸バッファ-pH5.0 ，50μL; 酵

素液， 50μL ; 1.6%。ーキチン， 100μ L)を 40 0C

で5分間インキュベートした後，反応停止液 (O.5 M

炭酸ナトリウムを含む 0.05% フェリシアン化カリウム

水溶液)400μL を加えて反応を停止した (3)。この

反応液を 15 ，1α)()中m で 10 分間遠心分離し，上清 500

μL を 15 分間煮沸した。この液を室温まで冷却後， 420

m の吸光度を測定した。上記反応条件下で l分間に 1

μモルのN-アセチノレグ、ルコサミンに相当する還元力

を生成する酵素量を lユニット (U) とした。酵素試

料が，果皮抽出液のように還元糖を含む場合，次のゲ

ル櫨過方法で、低分子物質を除去したo 0.2 M PPB (pH 

6.0) で平衡化した S叩hadex G-25 Fine カラム (2 mL)

に酵素試料 500μL を添却し，スイングお童心分離機
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がキチン結針生であることが明らかになった。分離さ

れたキチン結合画分をSDS 司.PAGE により分析したとこ

ろ， MBA ， CAS ， KOS は292 kDaと 27.7 kDaの位置

に二つのタンパク質染色バンドが検出されたのに対し

て， CHA では 29.2 ゆ aのバンドのみが検出された(Fig.

2)。誤験に用いた 4 ブドウ品種すべてにおいて，この

2種類のバンド以外は検出されなかった。2種類のキチ

ナーゼの量的な比較と性質を明らかにするために，キ

チン結合画分を陽イオン交換体(回Trap SP HP) カラ

ムクロマトグラフィーにより分離した。キチン結合画

分を回TrapSPHP カラムに添却し，洗浄後，溶出液量

50 mLの位置から塩化ナトリウムの直線濃度勾配仰

→ 0.5 M NaCV130 mL)をかけて，タンパク質を溶出

した。 280nm の吸光度によりタンパク質の溶出イ立置を

特定したところ，塩化ナトリウム濃度が約 0.11 M の位

置に最初のピーク (C回目1)，約 O.15M の位置に 2番目

のピーク (αE・2) が検出された (Fig.3) 。α宜・1およ

びC回・2 ともにキチナーゼ活性を示し， sos ・PAGE 分
析の結果， C団ー1が 292 kDa， α-n・ 2が 27.7 kDaの位

置のタンパク質バンドを示した。品種間でクロマトグ

ラムパターンを比較すると， M B A， CAS ， KOS はC阻・1

とαll-2 が検出されたが， αJA は C回-1 のみ検出さ

れた。 MBA ，CAS ， KOS の 3 ブドウ品種において，

C皿ーlの量は C Ill -2に比べて多く，特に KOS のα召-2

は微量で、あった。 MBA は， C国ーIおよびC回-2ともに，

他の品種に比べて多く， MBA 果皮に検出される高い

120 キチナーゼ、活性 (Fig. 1) は，この 2種類のキチナーゼ

画分に起因していると考えられる。これらの結果は，

経験的にカピ病害に対して抵抗性の高い MBA は (2)， 

キチナーゼの量およひ種類ともに，他の品種に比べて

多いことを示しており，キチナーゼの量と種類が耐病

性と関連していることを示唆している。

分離された 2 種類のキチナーゼ (αE・1 とC田・2)

の反応速度に及ぼす pH の影響を調べた。 C盟関l と

αll-2 の反応最適pHは，それそ9れpH3.5~4.5と pH4.5

~5.0 であった (Fig.4)0 C回-1 とα宣之ともにブドウ

120 果皮から分離されたキチナーゼであるが，反応最適 pH

が異なっていた。ブドウ組織の pH 環境は，細胞外，

細胞内そして液胞内で異なっており，本キチナーゼが

活発に作用できる pH4~5 の環境は，細胞外およてj犠

胞内にあると推測される。また， α置ー1 とα E・2 で反

応最適 pH が少し異なっていることは，両酵素の局在
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性が異なっていることに起因しているとも考えられる。

本キチナーゼは，ブドウ果皮において，病原菌の侵入

により誘導されるのではなく，ブドウ果粒の成熟プロ

グラムの Iっとして発現している。このことは，この

キチナーゼが病害に対する予防的な役割を担っている

可能性が高いことを示唆している。今後，これらキチ

ナーゼの構造や性質をより詳細に調べることにより，

キチナーゼのプドウ果粒での役割を明らかできると期

待される。

本研究は，平成 14 年度一平成 16 年度科学研究費(基

盤研究 B143ω018) の支援を受けて行った。
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ブドウ果皮キチナーゼ

要約

4 ブドウ品種(カベルネ・ソーピニヨン，シャルド

ネ，甲州，マスカット・ペリーA) の果皮からキチナ

ーゼを分離し，その種類と性質を比較した。成熟ブド

ウ果粒の果度に検出されるキチナーゼ、活性はマスカッ

ト・ベリーA が最も大きく，次いで甲州，カベルネ・

ソーピニヨン，シャルドネの順であった。キチンアフ

イニティークロマトグラフィー(キトパール BL -Ol)

および陽イオン交換但i1i坤 SP 田)カラムクロマト

グラフィーを順次行うことにより，果皮抽出液から二

つのキチナーゼ画分 (C皿・1 と C回・2) を分離した。

αll-1 と C阻之を SDS-PAGE により分析したところ，

それぞ、れ29.2 kDaと27.7 kDaの分子量を示した。 C回・1

とαll-2 の反応高直 pH は，それぞれ pH 3.5~4.5 と

pH4.5~5.0 で、あった。マスカット・ペリーA，カベル

ネ・ソーピ、ニヨン，甲州の果皮から αll-1 とC田・2 の

両方が検出されたが，シャルドネの果皮からは C阻-1

のみが検出された。 4 品種のなかでは最も耐病性の高

いマスカット・ベリーA のC阻ーlおよびC回・2の量が，

他の 3品種に比べて多かった。これらの結果はブドウ

果皮のキチナーゼの量や種類が果粒の耐病性に関与し

ていることを示唆している。
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