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　　　C｝聖e擁ca蓋灘◎d韮f重caもi◎嚢of鰍蓋やb漁戸b　c搬も韮嚢ase－1ぐrBC－1）a猟圭p◎keweed　leaf　c面疽茎ase

（PLC－B）　wtth　N－bromosucciRiraide　（NBS）　suggested　the　involverneRt　of　tiyptephaA　residue　（s）

in　the　activity．　ln　the　case　of　TBC－1，　at　pH　4．0，　about　1　mol　of　tiyptophan　residues　out　of　4　mol

was　oxidized　with　5　mol　of　NBS　per　mol　of　TBC－1　and　all　4　mol　of　tryptophan　residues　were　oxi－

dized　with　15mol　of　NBS．　At　pH　4．5，　about　3　mol　of　tryptophan　were　finally　oxidized　although

the　oxidation　rate　of　the　first　tryptephan　residue　was　same　as　at　pH　4．0．　ln　both　cases，　the

oxidatioR　of　l　rftol　of　tryptephaR　residues　cagsed　850／e　activity　less．　ARalysis　ef　the　oxytryp－

tophaR－c◎滋ai滋ng　peptides　affor〈艶（耗。戴e嚢賦y　tkaピrrp172　aRd「rrp255　were織ose　w短ch

reacted　first　with　NBS　at　pH　4．e．

　　　When　PLC－B　was　reacted　with　16－folds　molar　of　NBS　at　pH　4．0，　all　seven　tryptophan

residues　were　oxidized　with　a　concomitant　decrease　of　chitinase　activity．　Oxidized　tryptophan

residues　were　also　determined　as　those　at　positions　of　165　and　256　in　PLC－B．　From　these

resu｝ts，　it　was　inferred　that　the　rapidly　oxidized　tryptophaR　residues　iR　plant　class　M　chhitinases

vvere　iRvolved　iR　tkeir　c｝’＃tii｝ase　activity．

INTRODUCTION
　　　ChitiRases　（EC’3．2．1．i4）　are　eRzyraes　catalyziRg　the　hydro｝ysis　of　chitiR，　a　B

－1，4－liRked　hoincpolymer　of　N－acety｝g｝ucosamine　（GlcNAc）　and　are　coRsidered　te　be

self－defense－related　proteins　for　protection　against　fungal　pathogens　（Schlumbaum　et

al．，　1986，　Broekaert　et　al．，　1988，　Stintzi　et　al．，　1993，　Gooday，　1999）．　Five　classes　of　plant

chitinases　have　been　proposed　on　the　basis　of　the　amino　acid　sequence　（Henrissat’and

Bairoch，1993）．　Class互chit董nase　cons重sもs　of　a　ch誌iR－bi霊d重ng（i◎maiR　and　a　caもaly縫c

domaiR　liRked　with　a　imker　peptide；　class　g　chitinase　shews　sequeRce　similarity　to　the

class　1　chitinase　but　lacks　the　chitin－binding　dornain；　class　M　chitinase　shows　no　sequence

similarity　to　class　1　nor　ll　chitinase　but　has　distant　sequence　similarity　to　bacterial　and

fungal　chitinases；　class　N　chitinase　shows　sequence　sirnilarity　to　the　class　1　chitinase　but

it　is　smal｝er　due　to　four　deletions；　and　class　V　chitiRase　shows　distant　sequence　similarity

tg　b3cteria｝　aRd　fuRgal　chitiRases　as　c｝ass　pt　c｝iltinase　dees，　bgt　it　is　｝arger　thaR　class　pt

chitinase．

　　　We　previously　isolated　two　bulb　chitinases，　GBC－a　from　gladiolus　（Gladiolzes　gan一
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elav・ensis）　（Yamagami　et　ag．，　1997）　and　TBC－1　from　tulip　（Tzegipa　bakewi）　（Yamagami　et

ag．，　1998b），　aRd　characterized　their　emaymatic　properties　aRcl　amino　acid　sequGltees

（Yamagami　E3t　aL．，　1998a，　Yamagami　and　ls．　higuro，　1998）　to　fmd　that　bulb　chitinase　belongs

to　the　class　M　ehitinase．　We　later　cloRed　cDNA　of　TBC－1，　sequeRced　and　expressed　it　iR

E．　coei　cetts　（Yarnagaini　et，　esl．，　2000）．　We　also　isolated　two　plant　chitin，ases　from　the　poke－

weed　｝eaves　（PLC－A　and　一B）　aRd　characterized　（Ohta　et　os．，　1995）．　FroRi　t，heir　amino

acid　sequenees，　PLC－A　belongs　to　class　ll　（Yamagami　et　ctl．，　1998c）　and，　PLC－B　to　class　llI

（Tariigawa　et　ag．，　1995），　re＄pectively．　｝Iowever，　there　are　rnajor　differences　iR　properties

between　the．　bulb　chitinag．　as　and　so　far　re．　ported　plant　elass　M　chitina＄e＄：　1）　bulb　chitin，ase

had　no　disuifide　bond　but　plant’ モ撃≠唐刀@M　had　conserved　three　disulfide　bonds　（Tanigawa　et

ctl．，　1995）；　2）　bulb　chitincases　had　no　lysozyme　activity　while　hevamine　（Jeckel　et　ai・．，

1991）　arid　PLC－B　（Ohta　et　ag．，　1995）　had；　aRd　3）　a　hydro｝ysis　o£　（G｝cNAc）syiel〈3ed

（GlcNAc）2　and　（GlcNAc）3　by　bulb　chitinases　and　GlcNAe，　and　（GlcNAc）4　by　PLC－B　（Ohta

et　ae．，　1995）．

　　　IR　this　paper，　we　have　exploited　a　ro．le　of　tryptophan　residue　of　p｝axxt　c｝ass　M　chitinase

（TBC－1　and　PLC－B）　by　chemica｝　modifieatio｝i　with　N－broi￥tosucciRimide．　We　have　a｝se

determined　their　positions　and　discussed　activity　and　structure　relat，ionship　of　class　di

ehitinase．

MATERIALS　AND　MEMODS
Mater量a鼓s．

　　　TBC－1　was　purified　from　tulip　（TzLtmpa　bakeri）　bulbs　as　described　（Yamagami　et　at．，

1998b），　and　PLC－B　from　the　leaves　of　pokeweed　（Ph？Jtolescca　amer・icana）　as　reported

（Ohta　et　ex，i，．，　1995）．　N一・一…Brorriosuccinim．ide　（NBS）　wa＄　purchased　from　Wako　Vure

Chemicals繊d　recrv．　stal蕪zed　from　deio搬z¢d　waもer　be負）re嚢se．　Lysy王鰍d◎pep麗ase　and

thermolysin　were　from　Wako　Pure　Chemicals，　and　TLCK－chymotrypsin　from　Sigma

Chemical　Co．

Modification　of　Class　III　plant　ehitinases．

　　　Modificatieik　of　TBC－1　and　PLC－B　with　NBS　was　done　at　150C　a＄　reported　previoii＄ly

for　c｝ass　1　aRd　ll　chitinase＄　（RSC－a　aRd　一。）　（￥amagami　and　FuRatsu，　1996　and　i　99，　7），

which　was　essentially　based　en　the　method　described　by　Spande　et　a｝．　（Spande　et　cnol．，

1966）．　Ten　2ml　of　2．8mM　NBS　solution　in　O．1M　sodium　acetate　buffer　ef　the　desired　pH

was　added　’to　2　mi　ef　protein　solutleR　（each　g．4iirig　of　TBC－1　gr　PLC－B／rrd　of　the　same

buffer）　in　a　quartz　cell　with　stirring．　Afte／r　1　min，　the　LV　absorption　spect．rum　of　the　，reac－

tioR　mixture　was　recorded　using　a　Hitaehi　U－32　i　O　spectrophotemeter　and　a　decrease　in

absorbance　a’t　280　nm　was　measured．　This　procedure　was　repeated　unti｝　the　decrease’at

28e　Rm　ceas，　ed．　The　nuraber　of　the　tryl）tophan　residue　oxidized　was　ea，lculated　frora　the

decrease　in　the　absorbance　at　280　nm　（Spande　and　Witkep，　1967）．

Chitinase　aetivity　mea＄uremeRt

　　　The　routine　assessment　of　chitinase　activity　was　performed　co｝orimetrically　with

glycolchitin　as　a　substrate．　Enzymatic　reaction　was　monitored　by　un　increase　in，　the

red雛。童ng　sミ．鷹ar　accordi蕪g　tOもhe熱eもhod◎f王獄◎も◎a鷺d　Yagishiもaσ獄Ot◎a嚢d　Yagishita，
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197D．　Ten　pt，1　of　the　enzym，e　solution　（1．6pmol）　wa＄　added　to　500　nd　of　O．2％　（w／v）

glycolchitin　solution　in　O．lM　sodium　acetate　buffer，　pE’1　5．0．　After　incubation　at　37“C　for

i5　mtn，　the　reducing　power　of　the　mixture　was　measured　with　ferri－ferrocyanide　reagent．

One　unit　of　aetivity　vvas　defimed　as　the　eRzyme　aetivity　that　produced　1；eLmol　o．f　GlcNAc

per　itm　at　37“C．　Concentrations　of　TBC－1，　NBS－oxidized　TBC－1，　PLC－B　aRd　NBS…oxi－

dized　PLC－B　were　detemwhed　by　amino　acid　analy＄is　after　acid　hydrolysis．

Identificatien　of　oxidized　tryptophan　residues　of　TBC－1　or　PLC－B

　　　To　identify　rapidly　oxidized　tryptophan　residue　（s）　in　TBC－1　or　PLC－B，　TBC－1　or

｝’一　lkC－B　was　separately　rea（／）ted　wit｝ri　NBS　uRder　the　ceBdit；ioxs　where　about　85C26　or　activ－

ity照s　1◎sも．　The　reacもi◎R瓢主x撫res　were　d韮alyzed　and　ly◎phi玉ized、　Reducも童。徽and

carboxyi｝Rethylatiox，　p，roteelytic　digestieR，　fraetic“at／ien　of　peptides　were　ckrriifd　out　as

described　previ◎嚢sly（Y蕊m嬬a濾a難dF騰aもs慧，1．996ξ燃d1997）．　Deもer恋R3もio数《：）f　pep一

もides　by　UV　specもrum，　a廊no　add　analysis　aRd　N－terr癬’ial　se（茎ueRce　a嚢alysis　a撒）r（蓬e呈撫e

ideR囎caも重on　of◎）d（地ed町μopha貧resid嚢e（s）．

REsuL’］rs

NBS－exidatiex　ef　TBC－1
　　　Wher蔓TBC－1　was鞭ea艶d　wiζh　NBS　aもP｝玉4．（｝，　as　show箕雛Fig． 1，　3．9　of　4　tryptophak
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Fig．　1．　E　ffect，s　of　NBS一・ox，i〈iation　of　TrFTptophan　Residues　on　Chiti，nase　Act，ivity　of　TBC－1

　　　　　　　　TBC－1　wasoxid，ized　with　l　BS　at　pH　4．0　（O），　’pH　4．5　（A）　and　pH　5．e　（［k’）．

　　　　　　The　Rl」i“ber　of　tr．yptophaR　residues　exidlzed　was　calculated　spectropheto一一

　　　　　　憩etr孟ca韮1y，　ba＄ed◎数the蹟◎1ar　absorbape．¢　c◎efficienも（）f　5，5◎◎蟹韮・c獄磯　aも

　　　　　　280n餓（一）．　C懸．娠撒se　acもiviもy　was　measurのd就製）H　5．O　wi撫g王yc◎王。短も魚as　a

　　　　　　substrate　and　t｝．｝｛きacもiv｛もy　of醸lve　TBひi㈱＄tak繍to　be　1◎◎％（…）．　IR　the

　　　　　　iRset，　activity　vs　oxidized　tryptophaR　residues　wa＄　replotted．
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residues　in　TBC－1　were　oxidizctsd　with　18mol　of　NBS　per　mo｝　of　TBC－1．　The　reactivity　of

tx　yptophan　residues　toward　NBS　decreased　with　the　irierease　in　pH．　At　pHs　4．5　and　5．e，

3．0　and　1．2　tryptopha．n　residues　were　oxidized　witk　18　and　9　mo｝　of　NBS，　respeetive｝y．

Chitinase　activity　of　TBC－1　toward　glycolchitin　was　｝ost　by　exidation　of　one　tryptophan

re＄idue　in　any　cases　（Fig．　1，　inset）．　These　results　suggested　that　one　tryptophan　residue

oxidized　fir就was　involved　in　the　chitinas㊧activity．

Identification　of　the　tryptophan　residue　exidized　fust　in　TBC－l

　　　The　tryptophaR　residiie　oxidized　fu＄t　was　identified　by　usiRg　．IW－gxid－TBC－l

prepared　by　treatment，　with　8　mol　of　NBS　at　pH　5．0，．　IW－oxid－TBC－1　was　digested　with

lysylendopeptidase　fol，｝owed　by　chymotrypsin．　Lyophilized　digest　was　dissolved　in　5　mM

potassium　phosphate　buffer，　pH　6．0，　and　separated　into　the　so｝uble　（Cs）　and　the　pellet

（Cp）fracti“ns，　a難d撫eR　the　Cp£rac娠。葺was　f麟her　digested賊h　£herTfi◎玉y＄鼠R（CTs

fraction）．　The　resulting　peptides　were　first　separated　by　reverse－phase　HPLC　on　a

YMC－Gel　C4　cd㎜慧s㎞g　a　phosphate　aceも◎Ritrlle　e至uもi◎難sysもem，　and　the鍛purま烈ed　by

reverse－phase　HPLC　on　YMC－Gel　C　18column　using　a　trifiuoroacetic　acid－acetonitrile

ekぬ◎R　system。　Fro艶もhe　UV－absorpもi◎薮specもra　of嶽e　pep旗！es，　flve　a紺two　peptides

containing　oxytryptophan　residue　were　obtained　from　the　Cs　and　CTs血actions，　respec－

t孟v鱒．Am蜘acid　co熱P◎s重もi◎鶏＄aRd　N－termiRal　sequeRces　O£むhese　p¢碑des　aτe　sぬowR

in　Table　1．　From　these　results，　it　was　seen　that　Trp172　and　Trp251　of　TBC－1　were

e（碁三a銭yoxi（灘ze（i　by　NBS．

Table　1．　Arnino　acid　compositions　of　peptides　contaming　oxytryptophan　residue

Pepも主（沁 Cs2 Cs3a Cs4 Cs5 C＄6 CTsla C，Ts3
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NBS－oxidation　of　PLC－B
　　　wren　PLC－B　was　treated　with　NBS，　as　shown　in　Fig．　2，　tryptophan　residue　（s）　were

oxidized　linearly　with　the　increasing　amount　of　NBS　and　ended　up　with　all　seven

tryptophan　residues　oxidized　with　16－folds　molar　NBS．　The　modified　PLC－B　in　which

2mol　of　7　iiiol　ef　tryptophaR　residues　were　oxidized，　showed　almost　complete　loss　of

chitinase　activity　at　pH　7．C　akd　80e／g　loss　at　pK　3．5　wltile　oxidatien　of　the　third　tryptephaA

residue　resUlted　inもhe（）o澱Pleもe　1◎ss　of　acもivi宅y　aもpH　3．5（F塘。．2，蟄set）。
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Fig．　2．　E　ffects　of　NBS－oxidation　of　Tryptophan　Residues　on　Chitinase　Activity　of　PLC－B

　　　　　　　　PLC－B　was　oxidized　with　NBS　at　pH　4．0　（e）　and　the　number　of　tryptophan

　　　　　residues　oxidized　was　calculated　spectrophotometrically，　based　on　the　molar

　　　　　　absorbance　coefficient　of　5，500Mr”cm”i　at　280nm．　Chitinase　activity　was　mea－

　　　　　　sured　at　pH　3．5　（O”’O）　and　pH　7．0　（［　］”’［］）　with　glycolchitin　as　a　substrate

　　　　　and　the　actwity　e£　native　PLC－B　was　taken　to　be　I　OOe／e．　ln　the　inset，　the　Rum－

　　　　　bers◎f◎x霊（蓋zed時Pも◎ひha蟹esidues　aでeひ1磁ed　aga麺sもchit類ase　ac伽iもy＆もpH
　　　　　3．5　（O　一　O）　akd　pH　7．g　（E　一　fi）．

Identification　of　rapidly　reacted　tryptophan　residues　in　PLC－B

　　　2W－oxi－PLC－B　was　reduced，　carboxymethylated　and　subj　ected　to　proteolytic　diges－

tion　with　trypsin　and　thermolysin．　Oxytryptophan－contair血g　peptides　were　separated

and　analyzed　as　above　demonstrating　that　oxidation　by　NBS　occurred　at　Trp　l　65　and

［lrrp256　of　PLC－B　（Fig．　3）．

DISCUSSION

　　　Since　Hayashi　et　al．　first　reported　that　Trp62　of　lysozyme　was　oxidized　with　NBS

with　the　concomitant　I　OOO／o　loss　of　lysozyrne　activity　（Hayashi　et　al．，　1965），　and　Phi］lips　et
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Tl

T2

T3

T4

T5

T組

Th2

Th3

Th4

Th　5

Th6

Th7

Tyr。Gly－Gly－Val－Met－Leu－丁縫）＊一Asp－Afg　（Tyr25◎～Arg258）

　→　　→　　　→

Tyr－Gly－Gly－Va1－Met－Leu－Trp＊一Asp－Arg　（Tyr250～Arg258）

　→　　→　　　→

Asp－Ala－Trp＊一Asn－Gly－Trp＊一Thr－Ser－Gln－lle－Pro－Ala－Gln－Lys

　　　　　→　　→　　　→

（Asp2◎0～Lys2　B）
Va嚢一Tyr－Le慧一Thr－Ala－Ala－Pr◎一α簸一Cys－Pr◎一Phe－Pr（）一Asp一｝｛1§一

　→　　→　　→

Trp＊一Leu－Asn－Lys　（Vai　l　51～Lys168）

Asp－Ala－Trp＊一Asn－Gln－T叩＊一Thr－Ser－Gln－lle－Pfo－Ala－Gln－Lys

　　　ケ　　　　　　　

（Asp200～Lys2　B）

T罧）一G垂y－G韮y－As簸一Gly　　（Trp7～Glyll）

　→　　→　　　→

Va1－Trp　（Vai　178～T叩179）

　→　　→

Leu－Trp＊一Asp－Arg　（Leu255～Arg258）
　　ゆ　　　　　ラ　　

Ile－Tyr－Trp－G叢y一α簸一AsR－Gly－Gly・・Glg一αy－Thr　（lle5～Thr15）

　→　　→　　→

Leu－Trp＊一Asp－Arg　（Leu255～Arg258）

　→　　　→　　→

Leu－Trp－Asp－Asn－Phe　（Leu　100～PhelO4）

　→　　　→　　→

P｝｝e－val－T環）　（Phe蔓77～丁甲璽79）

　→　　　→　　→

Fig．　3．　Tryptephan－coRt，aining　Peptides　from　RCM－2W－oxl－PLC－B

　　　　　　　　T　and　Th　represent　peptides　purified　from　trypt，ic　and　thermolytic　digests，

　　　　　　respectively，　and　Trp＊　indicates　the　presence　of　oxytryptophan．　Arrows　under

　　　　　　the　sequence　show　that　amino　acids　were　deterinined　by　the　Edman　method．

　　　　　　Descriptien　in　the　blankets　are　the　corresponding　positions　in　PLC－B．

al．　later　showed　that　Trp62　was　really　involved　in　substrate－binding　in　lysozyme　by　X－ray

crystallographic　study　（Blake　et　al．，　1965），　NBS　oxiclation　became　one　of　the　prominent

methods　to　exploit　amino　acid　residues　that　consist　an　active　site　in　glycosyl　hydrolases．

Wi撫regardも。もhe　acもive　slもe　ofもhe　e難zy搬esもhaもhydro｝yze　g圭ycolchitiR　a登d　N－acetyl－

chitooligosaccharides，　oAly　lysezyiue　has　beeR　extexsively　iRvestigated　afid　little　infor－

mation　concerning　the　active　site　of　plant　chitinase＄　by　chemical　modification　has　been

available．　Yamagami　and　Funatsu　examined　the　effects　of　chernieal　modifications　on　the

activity　of　rye　seed　chitinase－c　（RSC－c，　class　ll）　（Yarnagami　and　Funatsu，　1996）　and

chitinase－a　（RSC－a，　class　1）　（Yairtagami　and　FuRatsu，　1997），　aRd　fouRd　that　tryptophaR

aRd　g｝gtairrticfaspartic　acid　residges　might　be　ixvelved　iR　the　activity．　They，　theR，

identified　that　Trp72　of　RSC－c　and　Trp23　aRd　Trp　131　of　RSC－a　（Trp　l31　of　RSC－a

corresponds　to　Trp72　of　RSC－c）　are　involved　in　substrate－binding．

　　　With　respect　to　class皿chitinases，　which　have　very　distant　similarity　to　bacterial　and

fungal　chitinases　but　no　sequence　similarity　to　plant　class　1　nor　ll　chitinase，　lit，tle　infor－

maもio賞is　ava圭奎ab圭e　o難the　structure－actiVity　re至aもio簑ship．　TBC一エhas　l　5％s韮瓢i玉ariもyζo

hevamine　aRd　14e／o　to　PLC－B，　whereas　PLC－B　has　63fi／e　similarity　to　hevari｝iRe　suggestiRg
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懲。4

PLC－B

Hevamine

　　　　　　　　　給　　　　　　　　　　　2c　　　　　　　　　　3◎　　　　　　　　　　　　4◎

し》FRε￥IGSOドNBVI《FS羅）VP嚢N粋◎V◎F総Fl一し《FA馨◎￥’1“SGSSP了Pτ一N§

GGiAlYWGQ糧（ヨ◎εGTしRD了C樋SG・・しYSYVNIGFLSτFG鑓GQマPQL掃LAG

GGIAlYWGQNGNEGTLTQTCSTR一一KYSYVNlAFLNKFGNGQTPQtNLAG

丁臼。・t

Pし。ンB

8evan｝t琶

NFKPFWDTNNLSPSQVAAVKRTHSN－VKVSLSLGGDSVGGKNVFFSPSSV
HCDP一一一SS（ヨ（…C　K◎1－SNS艦KQCQSQGIKV紹しS艦GGG禰鴨（iG　SYS導ASADEO
8C短ジー要．《A（轟《≧Cマ嚢VSNG韮RSC◎IQGI嚢くV麟LSLGGG一．IGS￥■し《SOADA

Tec－1

PしC・B

Hevamine

　　　　　　給◎　　　　　　　　　　　110

SS一・一一・WVE・NAVSSLTRIlKQYけし
RNVANYLWDNFLGGQSSNRPLGDAIL
KNVADYLWNNドLGGKSSSRPLGDAVし

　薯2◎　　　　　　　　　　　　　型3◎　　　　　　　　　　　　　MO

DGtDtDYEIHFKGOPNTFAECIGQL
DGIDFDIEIQ一一GTDNY－VTLAKTL
DGtDFD1　EIH一一GSTLYWDDLARYL

TBC・竃

PLC－B

触va醸醗

　　　　　　　t50　160　170　t　80
VマRし藝《KNεVVSFVS韮APFDDA◎V◎S擁yQ《し璽εX￥G8◎一一一馨◎yv鰻FQFYA
SQHG｛≧QSGRIくV￥L￥AAP一一一・一一QCタドP9鍵璽LNKGし蓼く￥G紅F｛》FVWVQF￥N
SA￥Sl〈Q骨Glく1くVYL了《《P一一一一舜讐OCPFPOR￥LG『「《L鰻「『《…しド◎￥V響V◎F￥錘

TBC＃1

PしC囎

Hevamine

YSA一一一一RTSVEQFLKYFEEQSSNYHGGKVLVSFSTO＄SG一一一GLKPDNG
NPQCNFDAGNPQGFKDAWNQWTSalPAQKFFVGLPASRAAAGNGFVPSQT
NPPCQYSSGNINNHNSWNRWTTSINAGKIFLGLPAAPEAAGSGYVPPDV

猫。磯

Pし（〉欝

Hevzarnine

　　　　　　　　240　250　26e　27e
F罫一飛ACS馨しXX｛｝《3鱒蓼くし｝肇GlFVWS《1》蒙）Sし醸SN鐸攣FR￥薮鑛OA《議S醸しAS

LI麗QVしPFV藝く（ヨSGQKyGGV酬L蟄1◎R・・。・FNOKNSG￥S7R童KGSV一一
L巳SRiLPε塵K鞭KSPKYGGVML鯉SK鄭嶺一・FYDDK閥GYSSS暫しOSV。一

Fig．　4．　Comparison　of　thq，　Arnino　Acid　Sequences　of　TBC－1，　PLC一一B　and　Hevamine．

　　　　　　　　Arnino　acid　sequences　of　TBC－1　and　PLC－B　are　aligned　to　compare　with　that

　　　　　　of　hevamine．　Several　gaps　（一）　have　been　inserted　to　give　aii　optimal　alignment

　　　　　　of　the　proteins．　Ai’itixxo　acids　horaelogoi，2s　to　the　sequeRce　knovvTri　as　the　catalytic

　　　　　　slもe　of圭竃eva瓢無奪撫rξ｝s鼓◎WR三目縫茎e嚢x）x．　丁熱e　m｝de罫1藍嚢e（圭．r《｝si（董縫es　iRdlc＆も登

　　　　　　tryptophaR　residttes　rapidly　oxidized　with　NBS．

that　PLC－B　belongs　to　the　same　class　as　hevarrtuie　（Fig．　4）．　We，　tl’ierefore，　undertouk　this

mod並icati◎n　s撫（iy　to　see　wh飢her　tryptophan　r¢sidue（s）be認so　involved　in　the　ac伽ity

of　class照d嚢窟蓋ases．　As畿res｝Jtk，　it　was　sh（）w捻撫滋oxida犠。ヱけ黛ac疑◎R◎f　trypも（）pha簑

residue（s）癒TBC－10r　PLC－B◎ccurred　as蝕amo臨◎f　NBS漁creased潭n認y　ended
up　all　tryptophan　residues　oxidized　as　did　in　class　1　or　class　ll　chitinase．　All　tryptophan

residues　tn　TBC－1　and　PLC－B　seem　to　be　located　on　the　surface　or　the　accessible　part　of

the　enzym¢molecules．　Both　in　TBC－1　and　PLC－B，　chit血ase　activity　was　lost　when　one　or

two　tryptophan　residues，　respe¢tively，　were　oxidized．　From　these　results，　it　was　inferred

that　peo＄t　rapidly　oxid．ized　tryptopha“　residue　（s）　are　respoRsib｝e　for　the　act，ivity　a＄　in．　tke

cases◎f　RS（ンa（class　D　art（蓬RSC－c（dassの．　Trypも◎pharけesid鞍esもhaもwere臓μd三y

oxidized　were　identified　to　be　Trp　l　72　and　Trp251　of　TBC－1　and　Trp　l　65　and　Trp256　of

PLC－B．　Aff　shown　in　Fig．　4，　these　tryptophan　residues　are　located．　at　the　same　position　in

the　alignment　of　both　chitinases　and　hevaminel　Of　these　residues，　Trp251　of　TBC－1　（or

Trp256　of　PLC－B）　is　conserved　in　hevamine，　whose　three　dimemsional　structure　was

s◎至ved．　！！k　hevam無eひtyros漁¢主s　located　aも憂目same　p◎siti（）職of　Trp　1720f　TBC一烹｛漁d

Trp　1650f　PLC－B．至もls　very業購eresもiRgも◎irヒvosも㎏ate　how綴＄鞭ypも◎pha霊res呈d雛¢（s）韮s
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involved　in　substrate－binding，　Mutational　analysis　employing　site－directed　mutagenesis

◎fもhes愈dass　1璽伽撫ases　a艶bei㎎d◎1’le。
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