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論　　文　　の　　要　　旨

　本研究は，自然界で放線菌や閉6んoゐ舳α属糸状菌によって行われる糸状菌細胞壁の分解作用につ

いて，キチナーゼ（糸状菌細胞壁分解酵素）の生産と酵素学的性質の観点および土壌におげるキチ

ナーゼの動態の観点から検討を行うことにより，キチナーゼを用いた植物病害の生物的防除の研究に

資することを目的とした。

　1）放線菌によるキチナーゼ生産と糸状菌細胞壁分解

　東京都農業試験場，千葉県農業試験場および栃木県農業試験場の種々の土壌から分離された放線菌

は，ほとんどの場合70～97％という高い割合でプロテアーゼ，アミラーゼ，セルラーゼを菌体外に生

産し，それよりやや低い割合でキチナーゼやペクチナーゼを生産した。放線菌は土壌中の有機物分解

に重要な役割を果たしていることが示唆された。分離された放線菌の中からキチナーゼ生産能が強

く，β一1，3一グノレカナーゼ，セルラーゼ，プロテアーゼ，アミラーゼ，ペクチナーゼ生産能を有

する8腕舛o榊cθ∫gぴ伽脇〃8S－84株を得た。S－84株は糸状菌細胞壁（F狐αブ｛舳oη∫声oブ舳f．

sp．ろ励α燃NIAES5115株およびダ．o〃功o閉榊∫．sp．c肌舳θブ乞η舳N亙AES51ユ7株）あるいはキチ

ソを培養基質とするキチナーゼを誘導的に生産した。またキチソ培地で培養しているときにN一アセ

チルグノレコサミソを添加すると，キチナーゼの生産が促進された。グルコースを添加した場合は逆に

抑制きれた。フラクトースも弱い抑制効果を呈した。これらの抑制は，cAMP関与のカタボライト抑

制機構とは異なるものであることが示唆された。

　S－84株の生産するキチナーゼを，陰イオソ交換クロマトグラフィーとゲル濾遇を行い精製分離し
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た。2種類のキチナーゼ（c舳nase　AとB）が単離され，SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動に

おいて単一のバソドとなった。chitinase　Bが全活性のg9％以上を占めた。キチナーゼ活性の測定はキ

トオリゴ糖の4－methy1umbe11ifer㎝（4－MU）誘導体を周いた。ch1tinaseAは4－MU－3糖より

も4－MU－2糖分解活性が高く，chitinase　Bは逆の傾向を示した。chitinase　Aとchitinase　Bの酵

素学的性質はそれぞれ，分子量が41000と44000，等電点が418と8．3，至適pHが3．4～4．2と6．3～618，

4－MU－2糖に対するKm値が49．2μMと13．5μM，4－MU－3糖に対するKm値が13．5μMと

2．7μMであった。chitinaseBはPb2＋イオソとp－chloromer一㎝ribeΩzoic　acidによって活性が阻害され

た。chit1nase　Bの抗体を調製し各精製酵素に反応させたところ，各キチナーゼは免疫学的に異なる性

質を持つことが示された。各精製酵素にコロイダルキチソを作用させ，分解物質を同定したところ，

両酵素とも2糖を主に生産し，単糖，3糖の生成も確認された。次にp一ニトロフェニノレキトオリゴ

糖（1～4糖）を作用させたところ，両酵素とも非還元末端から2つめのグリコシド結合の分解速度

が速いことが分かった。またchitinase　Aは糖鎖が長くなるにつれて分解速度が速くなる傾向があっ

た。両キチナーゼはendo型分解酵素と考えられた。

　糸状菌細胞壁の寒天培地にS－84株を接種したところ，S－84株は糸状菌細胞壁を分解した。液体

培地においては，ch1tinase　Bが糸状菌細胞壁分解の主体になっていることが示唆された。S－84株と

病原糸状菌N工AES5ユユ5株をキチソ培地上で対時培養し，S－84株とN工AES5ユユ5株のコロニーが重

なった部分を顕徴鏡で観察すると，S－84株が糸状菌菌糸に塊状になって増殖していたり，糸状菌菌

糸全体を覆うように増殖しており，糸状菌菌体の分解が示唆された。

　2）〃肋oゐ舳α属糸状菌によるキチナーゼ生産

　τγ肋o∂θ榊α属糸状菌は効果の高い生物的防除工一ジェソトであり，その作用機作はキチナーゼ生

産であることが知られている。そこで，キチナーゼ生産について放線菌の場合と差異があるかどうか

を調べた。

　9株と7「γ肋o扮伽属糸状菌と病原糸状菌NIAES51！5株あるいはN互AES5117株とを対時培養した

ところ，全閉Cんoゐ舳α属糸状菌は各病原糸状菌のコロニー上に菌糸を伸ばし，菌糸が重なった部分

およびτγ肋o加伽属菌株の菌糸には，キチナーゼ活性が検出された。各〃6んo6θ㈹α属菌株をキチ

ソ培地で培養したところ，多くの株はキチソを唯一の炭素源として利用できず，キチソ培地でキチ

ナーゼ生産が誘導されるものは，τ．η加ゐ豆F030498株と沢田氏分離株の2株だげであった。こ二の2

株の酵素活性は同程度であり，S－84株の生産量の1／2～1／3く・らいであった。

　τ．〃肋玉F030498株のキチナーゼ生産に対する基質の影響を調べた。キチソ培地で培養している

ときに，グルコサミソやフラクトースを添加すると，キチナーゼ生産が急激に増加した。特にグルコ

サミソは4－MU－2糖分解活性だけを高めた。N一アセチルグルコサミソ，グルコース，キシロー

スを添加した場合には，キチナーゼ生産が抑制された。グルコースとキシロースは濃度が高くなるほ

ど抑制効果が強く現れた。放線菌とは異なるキチナーゼの生産制御が行われていることが示された。

　3）土壌におげるキチナーゼの分布と動態

　土壌のキチナーゼ活性の測定法は適当なものがなかったため，まず活性測定法を開発した。本実験
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で開発した方法は簡便で，感度が高く，2種類の基質（4－MU－2糖と4－MU－3糖）を使用す

ることにより，キチナーゼの反応特性についての情報も得られるという利点も有した。活性測定法の

定量性を検討したところ，土壌試料量はO．6gを上限とし，反応時間は2時間程度までの範囲におい

て定量性が確認された。制菌剤として加えたトルエソは，特に効果は見られなかった。

　森林土壌として，黒ボク土（八ケ岳），ポドゾル（十文字峠），褐色森林土（赤沢H）を用い，各

土壌の層位ごとにキチナーゼ活性とN一アセチルグルコサミニダーゼ活性を測定した。全体的に酵素

活性は高い方からN一アセチルグルコサミニダーゼ＞4－MU－2糖分解活性＞4－MU－3糖分解

活性の順になり，土壌深度カミ増すにつれて活性が減少する傾向が見られた。しかし十文字峠のポドゾ

ルにおいてはN一アセチルグルコサミニダーゼ＞4－MU－3糖分解活性＞4－MU－2糖分解活性

の順になり，またA。層（洗脱層）では局部的に3種類とも低い活性を呈した。各酵素活性を土壌間で

比較すると，黒ボク土と赤沢Iの褐色森林土において同程度の高い酵素活性がみられ，十文字峠のポ

ドゾルと赤沢1の褐色森林土において同程度の低い活性がみられた。キチナーゼ活性の高かった土壌

は，母材が火山灰で，相対的に粘土含量が高く，有機物含量が多いという性質を有していた。表層土

壌の各酵素活性と炭素含量および窒素含量との間には正の相関があった。酵素反応生成物である4－

MUの回収率は，土壌の炭素含量および窒素含量との間に高い負の相関がみられ，土壌有機物が活性

測定の精度を低下させる可能性が考えられた。

　土壌に種々の炭素源を添加することによるキチナーゼ生産に対する影響を調べた。土壌にキチソ，

酵母エキス，N一アセチルグルコサミソ，グルコースを添加するとキチナーゼ生産が確認された。キ

チソを添加した場合には4－MU－3糖分解活性が顕著に高くなり、グルコースを添加した場合には

4－MU－2糖分解活性だけが増加した。土壌にキチソを添加すると4－MU－3糖分解活性が速く

増加し，遅れて4－MU－2糖分解活性が増加した。このことから時期によって生産されるキチナー

ゼの内容が異なることが示唆された。また土壌にS－84株を接種することによりキチナーゼの生産が

早く増加した。

審　　査　　の　　要　　旨

　土壌徴生物の分野において，キチナーゼに関する研究報告は極めて少なく未開発の領域であり，本

論文は土壌徴生物によるキチナーゼ生産性とその生産の誘導条件およびキチナーゼの酵素化学的性質

の比較検討を詳細に行ったもので多くの新しい知見をえている。

　また土壌中のキチナーゼ活性の簡便かつ高感度の測定法を開発し，この測定法を用いてこれまでほ

とんど報告されていなかった各種土壌中のキチナーゼ活性を調べ，その結果土壌型による活性の相違

やキチナーゼ活性に影響を与える要因などを明らかにした。

　これらの研究は，土壌中のキチナーゼ生産菌とその動態に関する研究に新しい知見を加えたもので

あり，土壌病原糸状菌による植物病害の生物的防除についての今後の研究の発展に大きく寄与するも

のとして高く評価される。
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よって，著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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