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学　位論文　の　内　容　の　要　旨

現在、人口増加によって起こる食料不足を補うために、たくさんの作物供給が必要とされて

いる。そこで十分な供給量を確保するため、植物病原菌による作物の被害を化学農薬によって防

いでいる。しかし、この化学農薬は環境問題や人間への健康被害など、多くの問題を引き起こし

ている。そこで私たちは、この化学農薬を自然界にある有効物質によって代替え出来ないかと思

い、これまでに研究、解明してきたヤマイモキチナーゼをバイオ農薬としての利用を考えた。

キチナーゼは、植物病原菌の構成物質であるキチンをエンドタイプに加水分解する酵素で、私

たちはこれまでにヤマイモ塊茎より、ｆａｍｉｌｙ18、19に属すいくつかのキチナーゼアイソザイムを

精製し、諸性質について解明してきた。また、これらのキチナーゼアイソザイムは異なるエリシ

ターによって誘導され病原菌抵抗性を示すと考えられる。特に遺伝子解析によってクラスが判明

しているＦａｍｉｙ19ＣｌａｓｓＩＶヤマイモキチナーゼＥは、フザリウム菌に対して強い溶菌活性を持

っている。そこで本論文では、このキチナーゼＥを用いてバイオ農薬（酵素農薬）としての利用

を考えた。

第一章ではヤマイモより抽出したキチナーゼＥを使用して、ビニールハウス内でのフィールド

実験を行った。イチゴうどんこ病に感染しているイチゴ苗に対してキチナーゼ溶液を直接散布し

その効果を観察したところ、ヤマイモキチナーゼＥがイチゴうどんこ病を溶菌するがわかった。

また、ヤマイモキチナーゼＥとβ，1，3グルカナーゼを含むＺｙｍｏｌｙａｓｅとの混合溶液を直接散布し
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たところ、同様にうどんこ病に対して溶菌性を示した。このように実際のイチゴ栽培に近い、ビ

ニールハウス内での実験により、ヤマイモキチナーゼ　Ｅが溶菌性を示すことより、バイオ農薬

としての可能性が示唆された。

次に第二章で、ヤマイモキチナーゼＥの諸性質を他のキチナーゼと比較するために、マダイキ

チナーゼの諸性質を明らかにした。結果、マダイキチナーゼはアノマー解析によりβアノマーを

生成し、アロサミジンによって阻害されること、また［ロ末端アミノ酸配列が他のｆａｍｉｌｙ18キチ

ナーゼと高い相同性があることから　ｆａｍｉｌｙ18　に属すことが解った。また、βノｇβＣ／〟ノ∂菌や

劫∫∂√ノ〟邸菌に対する溶菌性をみたところ、マダイキチナーゼはこれらの菌を溶菌しなかった。そ

こで、バイオ農薬としてはｆａｍｉｌｙ19に属すヤマイモキチナーゼＥが有効であると考えられた。

第三章において、キチナーゼＥのバイオ農薬（酵素農薬）としての実用化に向け、酵素の大量

生産を行うために外来遺伝子を発現させるシステムとしてよく使われ、比較的簡単で高発現がみ

られる酵母タノｄノ∂　β∂∫／∂√ノ∫を用いた大量培養をこころみた。月　β∂∫ね√ノ∫はキチナーゼを

60ｍｇ／Ｌ発現したが、発現したキチナーゼは約34ｋＩ）ａのＮ結合型糖鎖が付加した。糖鎖が付加した

キチナーゼはイチゴうどんこ病に対して溶菌性を示さなかった。Ｅｎｄｏ Ｈにより糖鎖を切除したキ

チナーゼはイチゴうどんこ病に対してヤマイモキチナーゼＥと同様に溶菌性を示した。さらに発

現したキチナーゼが他の植物病原菌（ガノｇβＣ／〟ノ∫∫β√甜云　凡∫∂ｒノ〟厨√β∫ｅ血に対して溶菌性を

示すかどうかを調べたところ、病原菌構成のキチン、グルカンの含有量の違いにより、特異的な

溶菌性を示すことが解った。

これらの結果より、ヤマイモキチナーゼＥはバイオ農薬として利用が可能であることが示唆さ

れた。

論文審査　の　結　果　の　要　旨

植物キチナーゼの生体防御としての役割が明らかになるにつれ、そのバイオ農薬としての応用

が考えられるようになった。しかし、酵素を農薬としてフィールドで使用することはこれまで調

べられたことはなかった。本研究は、ファミリー19のクラスⅠⅤ′のヤマイモキチナーゼがイチゴ

のうどんこ病に対しバイオ農薬（酵素農薬）としての可能性を示したものである。

第一章では、ヤマイモの塊茎から精製したファミリー19のクラスⅠⅤのヤマイモキチナーゼの

溶液を単独で、またβ－1，3－グルカナーゼ（商品名：Ｚｙｍｏｌｙａｓｅ）との共存で、うどんこ病が感染

したイチゴの実と葉スプレーし、イチゴうどんこ病の消失を目視と走査電子顕微鏡で観察した。

その結果、本ヤマイモキチナーゼ単独でも、スプレー後1日目で白いうどんこ病が消失し、1週

間後の走査電子顕微鏡観察でも、そのうどんこ病の菌糸体が分解されている様子が見られた。こ

の溶菌作用には、キチナーゼ単独（0．3ｍｉｃｒｏ Ｍ）でも効果が見られたが、β－1，3－グルカナーゼ

の共存で、さらに効果が増加することがわかった。しかし、β－1，3－グルカナーゼ単独ではその効
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果は見られなかった。以上の結果、ファミリー19のクラスⅠⅤのヤマイモキチナーゼがイチゴの

うどんこ病に対しバイオ農薬（酵素農薬）としての可能性を示すことができた。

第二章では、他の生物由来のキチナーゼについて、バイオ農薬としての可能性を調べるため、

マダイのキチナーゼを精製して、その酵素の特性を調べた。その結果、ファミリー18に属するこ

とが分かったが、しかし、リゾクトニア菌やフザリウム菌に対する溶菌活性が見られなかった。

一方、ファミリー19のクラスⅠⅤのヤマイモキチナーゼはフザリウム菌に対して溶菌活性があっ

たため、バイオ農薬として使用可能なキチナーゼはファミリー19のクラスⅠⅤのキチナーゼが有

効であると思われた。

第三章では、ファミリー19のクラスⅠⅤのヤマイモキチナーゼをバイオ農薬として使用するた

めには、大量に安価に調製しなければならない。そのため、Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓにそのヤマイモキ

チナーゼ遺伝子を導入し、大量発現（60ｍｇ／Ｌ）させ、そのキチナーゼがイチゴのうどんこ病に対

しバイオ農薬（酵素農薬）として使用のできるかを調べた。結果は、Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓが産生す

るキチナーゼは予想以上に糖鎖付加が起こり、イチゴうどんこ病に対し、オリジナルのヤマイモ

キチナーゼに比べ効果が見られなかった。しかし、Ｅｎｄｏ Ｈ処理による糖鎖切断後は、オリジナル

のヤマイモキチナーゼと同等の効果が見られた。

以上、研究成果として、ファミリー19のクラスⅠⅤのヤマイモキチナーゼがイチゴのうどんこ

病に対し、バイオ農薬（酵素農薬）として使用できることをはじめて示したことである。すなわ

ち、バイオ農薬（酵素農薬）の誕生を意味しするものであり、今後、化学農薬に替わるものとし

て、世界中に普及することが期待される。
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